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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva problematikou antimikrobnich uc¢inki koloidniho polyanilinu.
Teoreticka ¢ast je vénovana polyanilinu, zejména popisu jeho koloidni formy, jeji pfipravy,
vlastnosti a pouziti. Prace rovnéz struéné charakterizuje vybrané grampozitivni a gramne-
gativni bakterie. V praktické ¢asti je provedena zdkladni charakterizace studovaného ko-
loidu fotonovou korela¢ni spektroskopii a UV-VIS spektroskopii a je sledovan jeho vliv na

rast bakterii.

Kli¢ova slova: polyanilin, koloidni forma polyanilinu, antimikrobni u¢inek, bakterie

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The thesis deals with the antimicrobial effects of colloidal polyaniline. The theoretical part
is devoted to polyaniline, mainly to its colloidal form, its properties and methods of prepa-
ration. The thesis also briefly describes the selected grampositive and gramnegative bacte-
ria. In the experimental part, the basic characterization of the colloid is performed using
photon correlation spectroscopy and UV-VIS spectroscopy. The effect of the colloidal

polyaniline on the growth of bacteria is outlined as well.

Keywords: polyaniline, polyaniline colloidal form, antimicrobial effect, bacteria
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UvVOD

Vodivé polymery, jak jiz napovida nazev, jsou latky vykazujici elektrickou vodivost, ktera
je srovnatelna s vodivosti klasickych polovodict. Rostouci zdjem o vodivé polymery se
projevil az na koci sedmdesatych let dvacatého stoleti, poté co budouci laureati Nobelovy
ceny za chemii Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid a Hideki Shirakawova publikovali
své prace o polyacetylenu. Od prvotni piedstavy o tom, Ze by mohly tyto materialy zastou-
pit kovy, bylo zahy opusténo, protoze vice nez samotna vodivost je zajimavéjsi jejich
schopnost ménit strukturu a vlastnosti v zavislosti na podminkach daného prostedi. Vodi-
vé polymery jsou tedy pfedmétem studia makromolekularni chemie, elektrochemie, fyzi-

kalni chemie a stale vice se zapisuji 1 do povédomi biomediciny ¢i analytické chemie.

Polyanilin patii do skupiny nejcastéji studovanych vodivych polymerti. Riznym stupném
oxidace, ¢i protonace, lze ziskat rizné formy polyanilinu liSici se vlastnostmi a strukturou.
Z téchto forem je ziejmé nejzajimavéjsi zelend, vodiva forma, tzv. emeraldinova stl, ktera
mize prechazet na modrou, nevodivou bazi. Pfiprava polyanilinu neni nijak slozita a pro
jeho dalsi aplikace se pouzivaji rizné modifikace tohoto materialu, bud’to v podobé& polya-
nilinovych filmi nebo koloidnich roztoku. Koloidni forma polyanilinu se chova jako ka-
palna disperze a lze s ni tedy jednoduse pracovat. | proto je mozno povazovat koloidni po-
lyanilin za slibny material. Jeho antimikrobni vlastnosti v8ak az doposud studovany neby-
ly.

Predlozena bakalafskd prace se zamétuje na zjiSténi moznych antimikrobnich ucinka ko-
loidniho polyanilinu a na ovéfeni vhodnosti metody, ktera byla pro sledovani téchto vlast-
nosti pouzita. Teoretickd Cast prace se zabyva polyanilinem, zejména pak popisem koloidni
formy polyanilinu, jeji ptipravou a vlastnostmi. Jsou rovnéz struéné charakterizovany vy-
brané baterie, vyskytujici se v prostfedi kolem nas. Experimentalni ¢ast prace je zaméfena
na zakladni charakterizaci koloidniho polyanilinu fotonovou korelaéni spektroskopii a UV-
VIS spektroskopii, je sledovan vliv koloidu na rist bakterii a je pfedstaveno zhodnoceni

ziskanych vysledku.
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. TEORETICKA CAST
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1 VODIVE POLYMERY

Polymery jsou organické latky, skladajici se z dlouhych fetézct opakujicich se konstituc-
nich jednotek. Bézné polymery, jsou nevodivé a pouzivaji se jako vyborné elektrické izo-
lanty. Existuji vSak polymery, jejichz ptikladem jsou  polyacetylen, polypyrrol,
polythiofen, polyanilin, polyfenylen ¢i poly-(p-fenylenvinylen) (Obr. 1), vykazujici vlastni
elektrickou vodivost. Umoziiuje ji pravidelné stiidani jednoduchych a dvojnych vazeb ve

struktufe polymeru, tzv. konjugace. Vedle konjugace je dalsim nezbytnym piedpokladem

NGNS

trans-polyacetylen

polypyrrol

polythiofen

O O e

polyanilin (baze)

Satata®atal

poly(p-fenylen)

poly(p-fenylenvinylen)

vevr

elektrické vodivosti polymert piitomnost pohyblivych nosi¢ti naboje, které transport po
konjugovaném fetézci zprosttedkovavaji. V analogii s klasickymi polovodici se tento pro-
ces nazyva dopovanim. Mezi dopovanim anorganickych a organickych polovodic¢t je pod-
ovlivityji elektrické vlastnosti materialu, u polymert je potieba koncentrace fadoveé vyssi,

jednotky az desitky procent. Elektrickd vodivost konjugovanych polymert je srovnatelna
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s vodivosti anorganickych polovodivych materiald, jako je napf. germanium a pohybuje se

na trovni 0.01 — 30 S.cm™. [1, 2, 3]

Nejcastéji studovanymi vodivymi polymery jsou polyacetylen, polypyrrol a polyanilin.
Moderni historie vodivych polymeri za¢ind Vvroce 1977, kdy japonsky védec
H. Shikawara se svymi studenty objevil, Ze halogenace trans-polyacetylenu zvysila jeho
meérnou vodivost o né€kolik fadl. Polyacetylenové filmy vystavené ucinku par jodu vedly
k produktu o vodivosti 38 S.cm™. Pozdgji pak byly popséany orientované polymerni filmy,
jejichz vodivost dosahovala fadové az 10° S.cm™. Piestoze ma polyacetylen vysokou mér-
nou vodivost, jeho omezena stabilita na vzduchu vedla k posunu pozornosti ve prospéch

stabilngjsich polymeri, polyanilinu a polypyrrolu.

Od prvotnich pfedstav o tom, Ze by vodivé polymery mohly zastoupit kovy, bylo zéhy
opusténo. Nahradily je realisti¢téjsi vize, vice nez samotna vodivost je zajimavejsi schop-
nost vodivych polymerti ménit svou strukturu a tedy i svou vodivost v zavislosti na daném

prostiedi. [1, 2]

1.1 Polyanilin

Polyanilin je pravdépodobné nejstar§im organickym polymerem, ktery byl viibec piipra-
ven. Jeho fetézce jsou sloZeny z mnoha anilinovych konstitu¢nich jednotek, jedné se tedy o
plnohodnotné polymery. Anilin byl jako vedlej$i produkt pyrolytické destilace indiga zis-
kan v roce 1826 némeckym chemikem Unverdorbenem. Zelené oxida¢ni produkty anilinu,
popsal v roce 1840 J. Fritzsche. V roce 1862 britsky profesor chemie H. Lethby provedl
elektrochemickou oxidaci anilinu, ktera po alkalizaci vedla k modrému zabarveni vysled-
ného produktu, typickému pro polyanilinovou bézi. BritSti chemici Green a Woodhead
navrhli pro oxida¢ni produkty anilinu strukturu oktameru a nazvy jeho jednotlivych oxi-
da¢nich forem, nazyvané leukoemeraldin, emeraldin a pernigranilin (Obr. 2), které jsou
V soucasnosti pouzivany i pro odpovidajici polymery. Polymerni povaha oxida¢nich pro-
dukt anilinu byla prokédzédna o mnoho desitek let pozdé&ji. Syntetické postupy vedouci

Kk polyanilinu byly popsany v roce 1968 Hozlem a spol.. [1, 2, 3]

1.1.1 Struktura a formy polyanilinu

Jak uz bylo uvedeno, fetézce polyanilinu jsou sloZzeny z mnoha anilinovych konstitu¢nich
jednotek. Samotny polyanilin existuje v fadé forem, které se navzajem 1isi svym stupném

oxidace nebo protonace (Obr. 2). Chemickou ¢i elektrochemickou oxidaci a redukei 1ze
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dodavanim nebo odebiranim elektront ziskat formy lisici se chemickou strukturou, stabili-
tou, zbarvenim i elektrickymi vlastnostmi. Nejbéznéjsimi formami polyanilinu jsou zelené
zbarvend vodiva polyanilinové, neboli emeraldinova stl a nevodiva modra baze; ptrechod
mezi témito formami nastava pti pH 5 — 6. Vodivost polyanilinu timto piechodem klesa o
devét ¥adu, z jednotek S.cm™ na 10° S.cm™ a proces je vratny. Elektricka vodivost polya-
nilinu se da ovlivnit dopovanim, tedy pouzitim vhodné anorganické ¢i organické kyseliny,

nebo mechanickym namahanim polyanilinovych filmi ¢i vlaken.

Protonovany pernigranilin (modry) Pernigranilinova baze (fialova)
}@<>@<> +2H® : : <> :C
NH NH N N

®

te +H

+e
Protonovany emeraldin (zeleny, vodivy) Emeraldinova baze (modra, nevodiva)
®- ® -
}NH{ >—NH—< >— =2 —< >—NH4< >——N:<:

®
+e +H
+e

Leukoemeraldin (bezbarvy)
—< >—N H—< :}—N H—< >—

Obr. 2. Formy polyanilinu: zakladni stabilni formou polyanilinu je emeraldin,

ktery miiZe byt oxidovan na pernigranilin nebo redukovan na leukoemeraldin.

Z morfologického hlediska je mozno ziskat polyanilin v granularni podob& nebo v podobé
nanotrubek (Obr. 3). Pfi standardni polymeraci v siln€ kyselém prostiedi vznika polyanilin
v granularni podobé¢. Pokud je polymerace provedena ve vodném nebo mirné kyselém pro-
stiedi, vznikaji polyanilinové nanotrubky. Kone¢n4d morfologie produktu tedy zdvisi na

polymeraénich podminkéch. [1, 3]
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Obr. 3. Morfologie polyanilinu: granularni podoba v pravo, nanotrubky v levo. [1]

1.1.2 Priprava polyanilinu
Polyanilin se pfipravuje oxidaci anilinu za pouZiti béZznych chemikalii. Oxidace probiha
zpravidla peroxydvojsiranem amonnym v kyselém vodném prostiedi (Obr. 4). Reakce je
exotermni, probihd na vzduchu, pfi laboratorni teploté a béhem nékolika minut vzniké pro-

dukt s prakticky stoprocentnim vytézkem. [1, 2]

Pfi praktickém provedeni se rozpusti 2.59 (20 mmol) anilinu hydrochloridu v 50 ml vody,
oddélené 5.71 g (25 mmol) peroxydvojsiranu amonného rovnéz ve stejném mnozstvi vody
a oba roztoky se smichaji. Reak¢éni smés po chvili postupné modra, zbarveni se prohlubuje:
tvoii se pernigranilinova forma polyanilinu, kterd po skonceni polymerace pfechazi na ko-
ne¢ny zeleny emeraldin. Proces polymerace prob&hne pfi laboratorni teploté asi za 10 mi-
nut, pii¢emz teplota reakéni smési vzroste piiblizné o 18 °C. SraZenina polyanilinu se od-
filtruje, promyje 0.2 M kyselinou chlorovodikovou a poté dobie acetonem nebo etanolem.
Produkt se susi na vzduchu a poptipadé dosusi pii 60 °C ve vakuu. Takto pfipraveny poly-

anilin (emeraldin) hydrochlorid mé vodivost 4 az 5 S.cm™. [1, 2]
Je-1i do reakéni smési pii oxidaci anilinu vlozen jakykoliv pfedmét (napft. sklo, textilni
tkanina), ktery je staly v kyselém prostiedi, vytvoii se na jeho povrchu vodivy polyanilino-

vy film o tloust'ce kolem 100 nm. [1]
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ONHZ + 5 n(NHy),S,05

® ® H H
+N N N N
H, H n

HSO4 HSO,
+3 nstO4 + 5 I’Z(NH4)ZSO4

Obr. 4. Rovnice oxidace polyanilinu.

1.2 Kaoloidni forma polyanilinu

Vodivé polymery jsou obecné obtizn¢ zpracovatelné materidly, jelikoz se rozpoustéji pou-
ze v koncentrovanych kyselinach. Dobrou alternativou jejich vyuziti je tedy vyroba vod-
nych koloidnich disperzi. Pokud se do polymeraéni smési polyanilinu ptida polymer, roz-
pustny ve vodném prostiedi, vznikne namisto srazeniny koloidni polyanilinova disperze.

Smaragdové zelena disperze pfipomina roztok a Ize ji libovoln¢ fedit. [1, 3]

1.2.1 Princip tvorby polyanilinovych koloidi

Oxidaci anilinu v kyselém vodném prostfedi dojde jako prvni ke vzniku anilinovych oli-
gomerd. Oligomery jsou vice hydrofobni nez ptivodni anilinové kationty. Maji tendenci
oddélovat se od vodného prostiedi a adsorbovat se na dostupny povrch v kontaktu s vod-
nou reakéni smési. Adsorbované oligomery vykazuji vyssi reaktivitu a iniciuji rist polyani-

linovych fetézcu. [5]

Koloidni ¢astice polyanilinu vznikaji polymeraci anilinu v prostiedi s vhodnym stabilizato-
rem, kterym je obvykle ve vodé rozpustny polymer. Vysledky studii naznacuji, Ze roli po-
vrchu, na ktery se polyanilin adsorbuje, ptebira pravé polymerni stabilizator. Anilinové
oligomery se postupné¢ adsorbuji na fetézce stabilizatoru, dochazi k ristu polyanilinového
fetézce a K vytvoreni polyanilinového jadra. Dalsi polymeracni proces pak probiha
Vv blizkosti jadra, kde vznikaji nové oligomery a polyanilinové fetézce. Koloidni ¢astice

polyanilinu roste. [5]
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S

Obr. 5. Vznik koloidni castice polyanilinu: a) anilinové oligomery se adsorbuji na retézce

stabilizatoru, b) dochazi k riistu polyanilinového retézce a k vytvoreni jadra, c) nové oli-

gomery a polyanilinové retézce vznikaji v blizkosti jadra. Koloidni Cdstice roste. [5]

1.2.2 Ptiprava koloidniho polyanilinu

Standardni postup pro piipravu koloidniho polyanilinu je popsan v praci Stejskala a Sapu-
riny [5]. Metoda zahrnuje oxidaci anilin hydrochloridu peroxydvojsiranem amonnym Vv
ptitomnosti stabilizatoru, poly-N-vinylpyrrolidonu (PVP), ve form¢ 2 % (hm.) vodného
roztoku. [5]

Vlastni piiprava koloidu probihala tak, ze byl anilin hydrochlorid rozpustén ve vodném
roztoku PVP. Polymerace byla zahajena pii laboratorni teploté (20 °C), pfidavkem vodné-
ho roztoku peroxydvojsiranu amonného k roztoku anilin hydrochloridu. Reakéni smés byla
kratce michana, a poté byla ponechana v klidu polymerovat. Polymerace byla ukoncena

béhem nékolika minut. [5]
1.2.3 Vlastnosti a charakteristika koloidniho polyanilinu

Castice koloidniho polyanilinu pfipravené vyse uvedenym postupem mély nepravidelnou
morfologii s tvarem ryzového zrna a vyraznou polydisperzitu ve velikosti ¢astic. Primérna
velikost disperznich ¢astic, méfena fotonovou korelacni spektroskopii, byla 241 + 50 nm a
index polydisperzity 0.26 + 0.12. Optické spektra polyanilinové disperze po fedéni 1M
HCI jsou uvedena na Obr. 6 a dokumentuji pfitomnost absorpcnich maxim pfi vinové délce
392 a 854 nm. [5]
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Obr. 6. Opticka spektra koloidniho polyanilinu. [5]
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2 ANTIMIKROBNI LATKY

2.1 Zakladni charakteristika bakterii

Bakterie 1ze délit dle rozdilné struktury jejich bunééné stény do dvou zékladnich skupin: na
grampozitivni a gramnegativni. Charakter bunééné stény je uréovan pomoci Gramovy re-
akce. Na zaklad¢ této reakce se grampozitivni bakterie barvi modie a gramnegativni bakte-

rie ¢ervené.

U grampozitivnich bakterii dochazi k zadrzovani komplexu krystalové violeti a jodidu dra-
seln¢ho v bunécné sténé, pricemz nedochazi k odbarveni organickymi rozpoustédly (eta-
nol, aceton) a po pouZiti druhého barviva ziistavaji tyto bakterie zbarveny modife. Gramne-
gativni bakterie komplex krystalové violeti a jodidu draselného v bunécné sténé nezadrzuji,
dochazi k jeho vymyti organickymi rozpoustédly (etanol, aceton) a po pouziti druhého

barviva se gramnegativni bakterie barvi ¢ervené. [6, 7]

Jednotlivé bakterie, které byly pouZity, jsou stru¢né charakterizovany v nasledujici ¢asti

bakalarské prace.

2.1.1 Grampozitivni bakterie

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je silna asi 20 nm a je tvofena pfedevsim peptido-
glykanem. Peptidoglykanem prochazeji linearni fetézce teikoovych kyselin a jsou na ném
navazany polysacharidy. Bunéénd sténa grampozitivnich bakterii neobsahuje lipidy

s vyjimkou mykobakterii, korynebakterii a nokardii. [6, 7]

2.1.1.1 Bacillus cereus, Bacillus subtilis

Sporulujici bakterie patiici do ¢eledi Bacillaceae. Jejich buiiky maji tvar rovnych ty¢inek
rizné délky, uspotadanych bud’to ve dvojicich nebo v fetizcich se zakulacenymi nebo

¢tvercovymi konci. Mohou se pohybovat pomoci peritrichalnich biciku. [8]

Bacillus cereus i Bacillus subtilis jsou fakultativné anaerobni bakterie a jsou v prostiedi
Siroce rozsitené. Bacillus cereus zptsobuje gastroenteritidy. Bacillus subtilis mize zptso-

bovat kontaminaci potravin, pro lidsky organismus vSak neni patogenni. [9, 10]

2.1.1.2 Enterococcus faecium

Patti do Celedi Enterococcaceae, tvoii sférické nebo ovalné bunky vyskytujici se po dvou,

ve shlucich nebo v kratkych fetizcich. Enterococcus faecium je nepohybliva, nesporulujici,
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fakultativné anaerobni bakterie. Vyskytuje se ve stfevnim traktu lidi i ZivoCichi a

Vv potravinach. Mize vyvolat endokarditidu nebo respira¢ni choroby. [8, 11]

2.1.1.3 Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis

Bakterie patfici do ¢eledi Staphylococcaceae. Buniky maji sféricky tvar a vyskytuji se bud’
jednotlivé, po dvou nebo v tetradach. Jsou to nepohyblivé, nesporulujici a fakultativné

anaerobni bakterie. [8]

Staphylococcus aureus se vyskytuje na kuzi ¢lovéka a zivocichd, je to lidsky patogen vy-
volavajici Siroké spektrum onemocnéni. Staphylococcus epidermidis je podminéné pato-

genni a jeho primarnim mistem vyskytu je lidska kaze. [8, 12, 13]

2.1.2 Gramnegativni bakterie

Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je asi o polovinu ten¢i nez bunécénd sténa grampo-
vnéj$i membrana, slozend z fosfolipidové dvojvrstvy a bilkovin. Mezi vnéj$i membranou a
peptidoglykanem se nachazi tzv. periplazmaticky prostor. Obsah hydrofilnich proteinti
porind a lipidd v bunééné sténé zvySuje odolnost téchto bakterii, naptiklad proti anionic-

kym povrchové aktivnim latkam. [6, 7]

2.1.2.1 Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella enterica, Serratia marcescens

Fakultativné anaerobni bakterie patiici do Celedi Enterobactericeae. Bakterie tvoii rovné
ty¢ky uspotadané jednotlivé nebo po dvou, které se pohybuji pomoci peritrichalnich bici-
ku. Bakterie Escherichia coli mize byt i nepohybliva. [8]

Escherichia coli se vyskytuje v tlustém stievé ¢loveka a teplokrevnych Zivocichd. Je po-
tencialnim patogenem a muze vyvolat zavazna onemocnéni. Bakterii Proteus Vulgaris
najdeme ve stfevnim traktu ¢lovéka, v pudé a znec€isténé vodeé. Proteus Vulgaris je pato-
genni bakterie, ktera zaptic¢inuje infekci mocovych cest. Salmonella enterica se vyskytuje
u ¢loveka a zivoc€ichd, zpiisobuje predevsim priijmové onemocnéni stievniho traktu. Serra-
tia marcescens se nachazi v pidé¢, vode a na povrchu rostlin. Vyznacuje se jako oportunni

patogen ¢lovéka, zptsobuje infekce mocovych cest. [8,14,16,17, 18]
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2.1.2.2 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens patii do ¢eledi Pseudomonadaceae. Buiiky maji tvar rovnych
nebo nepatrné zak¥ivenych ty¢ek a pohybuji se pomoci nékolika bic¢ikt. Pseudomonas flu-
orescens je aerobni bakterie produkujici fluorescein. Vyskytuje se ve vodé, pudé a potravi-
nach. [8, 15]

2.2 Antimikrobni vlastnosti polyanilinu

Antibakterialni vlastnosti koloidniho polyanilinu nebyly zatim v odborné literatufe popsa-
ny. Studie publikované na toto téma, i kdyz jsou jen velmi fidké, se zabyvaji béznym,

praskovym, polymernim polyanilinem.

Mezi polymery, které vykazuji ptirozené antibakteridlni vlastnosti, patii i nékteré vodivé
polymery. Ptikladem je jiZ uvedeny polyanilin, jehoZ antibakteridlni uc€innost proti gram-
pozitivnim a gramnegativnim bakteriim a houbam byla poprvé popsana teprve nedavno
Vv publikacich [19, 20]. Tyto studie prokazaly antibakterialni vlastnosti polyanilinu po jeho
deponovani na povrch textilie, resp. polymeru, polyvinylalkoholu. Antibakterialni vlast-
nosti funkcionalizovanych a standardnich polyanilint byly pfedmétem zajmu prace Gizda-
vic-Nikolaidis a kol. [21]. | kdyZ vSechny latky testované v této praci prokazaly antibakte-
ridlni aktivitu, ve srovndni se standardnimi polymery byly funkcionalizované polymery
efektivnéjSi. Antibakteridlni vlastnosti polyanilinu byly prokézany nejen u samotného po-
lymeru, ale také u jeho acetonem extrahovanych oligomeru [22]. Rovnéz Humpolicek a
kol. zaznamenal ve své praci vyznamnou cytotoxicitu polyanilinové, emeraldinové soli po
jejim pasobeni na eukaryotické bunky. Ackoli se Vv této posledné jmenované studii nejed-
nalo o bunky bakterii, byl i zde prokazan negativni vliv polyanilinu na Zivotaschopnost

bungk. [23]
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3 CILE PRACE:

Cile bakalaiské prace byly stanoveny nasledovné:

e Vteoretické Casti zpracovat literarni resersi tykajici se polyanilinu a jeho vlastnosti,

zejména se zaméienim na formu koloidni polyanilinové disperze;

e v praktické Casti provést charakterizaci pfipraveného koloidu a ovéfit, zda pouzita
mikrodiluéni metoda je vhodnou metodikou pro stanoveni vlivu koloidniho polya-

nilinu na rast vybranych gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Material

4.1.1 Priprava koloidniho polyanilinu

Vzorek byl pfipraven oxidaci anilin hydrochloridu (0.2 M) peroxydvojsiranem amonnym
(0.25 M) v piitomnosti vodného roztoku poly-N-vinylpyrrolidonu o koncentraci 2 %. Re-

akce probihala pii teploté 25 °C. Piiprava byla provedena na Ustavu makromolekularni
chemie, AV CR v Praze.
4.1.2 Vybrané kultury mikroorganismu

Pro praktickou cast bakalarské prace byly pouzity kmeny grampozitivnich a gramnegativ-
nich bakterii ziskané ze tii riznych zdroji. Mikroorganismy ozna¢ené CCM byly ziskany z
Ceské sbirky mikroorganismii, kmeny bez oznageni byly poskytnuty Ustavem fyziolégie
hospodarskych zvierat, SAV v Kosicich a Ustavem inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
FT UTB ve Zling.

Bacillus cereus CCM 2010

Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062

Enterococcus faecium

Escherichia coli CCM 3954

Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Proteus vulgaris

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Staphylococcus epidermidis

Bakterialni kmeny byly uchovavany na Petriho miskach pfi teploté 4 + 2 °C.
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4.1.3 Kultivaéni piady

Kultury bakterii byly uchovavany na masopeptonovém agaru (MPA) o sloZeni:

Beef extract (HiIMedia) ........c.ccccevveveiieiecie e 300
Pepton (HIMedia) ........ccceeveiiieiieieiie e 5090
AN 15,049
NaCl (LaCh-Ner) ......cccoviiiiriereee e 509
destilovana voda ............cccceeeeiieeiecieeeeeeeeee e 1000 ml

Pro piipravu bakteridlni suspenze pro vlastni experiment byl pouzit masopeptonovy bujon

(MPB) o slozeni:

Beef extract (HIMedia) ........c.ccoevviveiieiece e 300
Pepton (HIMedia) ........ccccevveveeieiicce e, 5090
NaCl (LACh-NEr) ..o 5090
destilovana voda .............ccceeeeviiiiiiie e 1000 ml

Zivné pady byly po dikladném rozpusténi sterilizovany v autoklavu pii 132 °C po dobu 20
minut.
4.1.4 Laboratorni sklo a plasty

Laboratorni sklo pouzivané pro experiment, bylo sterilizovano v autoklavu pti 132 °C po
dobu 20 minut nebo horkym vzduchem pfi teploté 160 °C po dobu 240 minut. Laboratorni
plasty pouZivané pro experiment byly sterilizovany v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu
20 minut.

4.1.5 Dekontaminace pouZzitého materialu

Veskery material, ktery byl pouZit pfi praci v laboratotfich (mikrotitracni destic¢ky, Spicky,
zkumavky, Petriho misky aj.) byl dekontaminovan pfi teploté¢ 132 °C po dobu 20 minut

v autoklavu.
4.1.6 PouZité zatizeni a pomiicky
e Analytické vahy Sartorius, BA 110
e Autoklav Varioklav H+P

e Automatické mikropipety
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e Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)
e Biologicky termostat Memmert INE 600
e Laboratorni sklo (kadinky, Petriho misky, zkumavky)

e Laboratorni plasty (mikrotitracni desti¢ky, ockovaci klicky, $picky pro automatické
mikropipety)

e Pristroj Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad)

e Software Microplate Manager 5.2.1. (Bio-Rad)

e Vortex Reax top (Heidolph)

e ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments)

e Spektralni fotometr photo Lab 6600 UV-VIS (WTW)

e pH-metr tester Spear (Eutech Instruments)

e prutokovy cytometr BD FACSCanto II (BD Biosciences) vybaveny softwarem -

BD FACSDiva

4.2 Metody

4.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakteridlni suspenze byly pfipraveny do sterilnich zkumavek zaoCkovanim 5 ml tekutého
kultiva¢niho média, MPB pfislusnymi kmeny bakterii, které byly odebrany z Petriho mi-
sek. Ptipravené suspenze byly kultivovany v termostatu pfi teploté¢ 30 °C po dobu 24 ho-
din.

4.2.2 Charakterizace koloidniho polyanilinu

4.2.2.1 Stanoveni velikosti castic koloidniho polyanilinu

Meteni velikosti Castic pomoci fotonové korelaéni spektroskopie (PCS) probihalo pomoci
pristroje Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Pro méfeni bylo pouzito 5 ul
vzorku koloidu v 1 ml sterilni, demineralizované vody, ktera byla 2x filtrovana ptes filtr
s velikosti porti 0.22 um. Vsechna méfeni velikosti ¢astic byla provadéna pfi teploté 25 °C

a rozptylovém uthlu 173 °. Vyhodnoceni vysledkt bylo provedeno softwarem pouzitého
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ptistroje a velikost castic byla vyjadiena jako z-prumér, ktery je také oznaCovan jako in-
tenzitné-vazeny stiedni prumér a je nejcasteji pouzivanou velic¢inou pro vyjadieni velikosti
¢astic z PCS méieni. Dale byl stanoven index polydisperzity Pdl, ktery je vyjadienim Sitky

distribuce velikosti ¢astic piitomnych ve vzorku.

4.2.2.2 UV spektrumv 1M HCL

Stanoveni absorpcniho spektra probihalo na spektralnim fotometru photo Lab 6600 UV-
VIS. Standard byl piipraven piesnym odpipetovanim 2.996 ml 1 M HCI a 3.75 ul koloid-
niho roztoku polyanilinu. Absorpéni spektrum standardu bylo naméfeno v rozsahu vino-
vych délek 200-800 nm. Poté byla odectena hodnota vinové délky odpovidajici maximu
absorbance, pii které byly naméteny hodnoty absorbanci jednotlivych roztokt koloidniho

polyanilinu pouzitych pfi stanoveni jeho antimikrobni u¢innosti, viz nize.

4.2.2.3 Stanoveni koncentrace polyanilinu v koloidnim roztoku

Metoda stanoveni koncentrace polyanilinu v koloidu je popsana v publikaci Stejskala a
Kratochvila [24].

Pro vlastni stanoveni byly pfipraveny roztoky sedmi koncentraci koloidniho polyanilinu
v 1 M HCI, pipetovanim obou komponent, viz Tab. 2. U jednotlivych roztoku byla nameé-
fena hodnota absorbance na spektralnim fotometru photo Lab 6600 UV-VIS pti maximalni
vlnové délce 375 nm a vypoctena koncentrace pomoci Lambert-Beerova zdkona (1). Dle
tohoto zakona je hodnota absorbance A; pti vinové délce A pfimo umérna latkové koncent-

raci c a délce optické drahy .
A 2= & - C - l (1)
Kde:
A, ... absorbance
&) .... absorpéni koeficient pii dané vinové délce
C..... koncentrace

I..... opticka délka kyvety

Vypocet byl proveden na zdkladé¢ zndmé hodnoty absorpcniho koeficientu publikovaného
Stejskalem a Kratochvilem (31 500 cm?/g.cm) [24] a hodnoty absorbance A zmé&fené pro

ptislusny roztok. Ptiklad vypoctu je uveden niZe.
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A 0,122
g+l 31500cm2/g-1cm

c= =3,9-10"%g/ml = 3,9 ug/ml

4.2.3 Antimikrobni vlastnosti koloidniho polyanilinu

4.2.3.1 Mikrodilucni metoda

Mikrodiluéni metoda je bézné pouzivanou metodou, kterd byla uspésné aplikovana napfi-
klad pro stanoveni antimikrobni G¢innosti monoacylglycerolt [25, 26] Z tohoto divodu

byla tato metoda zvolena i pro stanoveni antimikrobnich vlastnosti koloidniho polyanilinu.

Sledovani vlivu polyanilinu na rist grampozitivnich a gramnegativnich bakterii probihalo
pomoci pfistroje Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad). Rust testovanych bakterii byl
sledovan pii nasledujicich koncentraci polyanilinu: 2.1 pg/ml, 3.9 pg/ml, 10.9 pg/ml, 20.4
pg/ml, 42.6 pg/ml, 56.8 pg/ml, 85.7 ug/ml. Kultiva¢ni média byla pfipravena do zkumavek
davkovanim koloidniho polyanilinu do pfislusného mnozstvi masopeptonového bujonu
(MPB). Do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo napipetovano 200 ul piipraveného
kultivaéniho média a 5 pl bakterialni suspenze. Soucasti mikrotitracni desticky byla jak
pozitivni kontrola, tak i negativni kontrola. Pozitivni kontrolou byly vzorky ¢ist¢ého MPB
bez polyanilinu, zao¢kované bakterialni suspenzi. Jako negativni kontrola byl pouzit MPB
s ptislusnou koncentraci polyanilinu bez zaockovani bakteridlni suspenzi. Rlst bakterii byl
vzdy sledovan ve dvou jamkach mikrotitra¢ni desticky, kultivace bakterii probihala v bio-
logickém termostatu Memmert INE 600 pfi teploté€ 30 °C po dobu 24 hodin. V casech 0, 4,
8, a 24 hodin byly odecitany hodnoty absorbance pti 655 nm (ODgss). Ptistroj byl fizen
pomoci software Microplate Manager 5.2.1. (Bio-Rad) a pted kazdym méfenim byl vzorek
protiepan po dobu 10 sekund. Naméfené hodnoty absorbance byly zprimérovany a zmény
rastu bakterii v prostfedi koloidniho polyanilinu byly hodnoceny v ¢ase 4 a 8 hodin jako

index rustu (IR). Index rastu byl stanoven podle vztahu (2) dle Blaszyk a Holley (1998):

ODgs5—0Dngk
ODpk

IR(%) = (2)

kde:

IR........ index ristu bunék

ODess ... hodnota absorbance testované kultury v médiu s pfislusnou koncentraci polyanilinu
ODNKk.... absorbance negativni kontroly pro ptislusnou koncentraci polyanilinu

ODrx .... absorbance pozitivni kontroly
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4.2.3.2 Stanoveni pH bakterialni suspenze v pritomnosti polyanilinu

pH bylo stanoveno pomoci vpichového pH-metru tester Spear (Eutech), v kazdé jamce
mikrotitra¢ni desticky vzdy pted zahajenim kultivace a po jejim ukonceni. Ziskané hodno-
ty pH byly zapisovany, porovnany a byla vyhodnocena zména pH, ke které doslo

Vv bakterialni suspenzi béhem kultivace.

4.2.4 Priitokova cytometrie

K rozliSeni zivych a mrtvych bakteridlnich bunék byl pouzit priutokovy cytometr BD FA-
CSCanto Il (BD Biosciences) vybaveny vyhodnocovacim softwarem - BD FACSDiva.

Me¢teni bylo provedeno v laboratotich Védeckotechnického parku UTB ve Zling.
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5 VYSLEDKY

5.1 Charakterizace koloidniho polyanilinu

5.1.1.1 Stanoveni velikosti ¢astic koloidniho polyanilinu

Vysledky stanoveni velikosti ¢astic a indexu polydisperzity (Pdl) koloidniho polyanilinu
jsou uvedeny v Tab. 1. Z tabulky je zfejmé, Ze primérna velikost ¢astic koloidniho polya-
nilinu byla 226.5 = 0.5 nm a primérny index polydisperzity 0.145 = 0.004. Pro srovnani
vysledkt byly pouzity publikované udaje uvedené v praci Stejskala a Sapurniny [6], které
uvadi pramérnou velikost ¢astic 241 + 50 nm a index polydisperzity 0.26 + 0.116. Je tedy
ziejmé, ze se pramérna velikost koloidniho polyanilinu pohybuje v nm oblasti, pficemz
vzorek pouzity v této bakalaiské praci mél nizsi praimérnou velikost a uzsi distribuci veli-

kosti ¢astic. Distribu¢ni kfivka je uvedena na Obr. 7.

Tab. 1 Hodnoty velikosti ¢astic vyjadiené jako z-primér v nm a indexu polydisperzi-

ty a jejich smérodatné odchylky o ¢astic koloidniho polyanilinu

vzorek Z-prumér [nm] Pdl
1 224.8 0.163
2 228.3 0.139
3 226.5 0.133
primérto 226.5 +0.5 0.145 £ 0.004
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Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
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Obr. 7. Distribuce velikosti castic koloidniho polyanilinu.

5.1.1.2 UV spektrumv 1M HCI

Aby bylo mozné vypocitat koncentraci polyanilinu v jednotlivych vzorcich koloidni dis-
perze, které byly pouzity v experimentu, muselo byt nejprve zméfeno absorp¢ni spektrum
této disperze v 1 M HCI a dale odeétena vinova délka odpovidajici maximu absorbance.

Zvolena vlnova délka odpovidajici maximu se rovnala 375 nm.

Naméfené spektrum je uvedeno na Obr. 8. Z Obr. 8 je zfejmé, ze prvni lokalni maximum,
urcené ze zavislosti absorbance A na vinové délce 4 se pohybovalo v rozmezi 350-400 nm.
Lokélni maximum uvadéné v praci Stejskala a Kratochvila [25] leZi Vv rozmezi vinovych
délek 380-420 nm. Ze srovnani téchto vysledkd je patrné, ze oblasti lokalnich maxim jsou
témef identické. Druhy absorpéni paés, ktery uvadi vySe uvedena prace, je detekovan pfi
vinové délce 810 nm. Jelikoz v bakalatské praci byl pro stanoveni absorbance pouzit roz-
sah vlnovych délek do 800 nm (limit pouzitého spektrofotometru), nebylo toto druhé ma-
ximum zfetelné detekovano. Obr. 8 vsak ukazuje, ze pfi vinové délce 800 nm dochazi
Kk nardstu absorbance a vyskyt tohoto druhého maxima Ize s velkou pravdépodobnosti oce-
kavat. Dale bylo provedeno srovnani se spektry z ¢lanku Stejskala a Sapurniny [6], které
dokumentuji pfitomnost absorpcnich maxim pii vinové délce 392 a 854 nm (Obr. 6). V této
praci byla analyza provedena ve vétsim rozsahu vinovych délek, ktery se pohyboval az do

1000 nm, tedy ve vyssi oblasti v porovnani s bakalaiskou praci.
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Obr. 8. Absorpcni spektrum polyanilinové disperze v 1 M HCI.

5.1.1.3 Koncentrace polyanilinu v koloidnim roztoku

Koloidni disperze polyanilinu je systém, ktery je slozen z vody, polyanilinu a polymerniho
stabilizatoru, poly-N-vinylpyrrolidonu, na ktery je polyanilin adsorbovan. Postup pro sta-
noveni koncentrace polyanilinu v koloidu je uveden v praci Stejskala a Kratochvila [25] a
vychazi ze spektrofotometrického méfeni. Naméfené hodnoty absorbanci koloidnich dis-
perzi a jejich koncentrace jsou uvedeny v Tab. 2, spolu s piislusnymi vypocitanymi kon-

centracemi polyanilinu, které koloid obsahuje.
Z vypocitanych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni ptimka pro piepocet pipetovaného obje-
mu koloidu, respektive jeho koncentrace (v %) na obsah polyanilinu (polymeru) ve sledo-

vanych vzorcich (Obr. 9).
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Tab. 2. Hodnoty absorbanci pro vzorky koloidu, jejich koncentrace a odpovidajici

koncentrace polyanilinu v koloidu

Roztok MnoZstvi Mnozstvi1 | Koncentrace | Absorbance | Koncentrace
koloidu [ul]] | M HCI[mI] | koloidu [%0] polyanilinu
[pg/mi]
1 0.5 2.9995 0.02 0.066 2.1
2 1 2.999 0.03 0.122 3.9
3 2 2.998 0.07 0.343 10.9
4 3.75 2.996 0.13 0.644 20.4
5 75 2.993 0.25 1.342 42.6
6 10 2.990 0.33 1.790 56.8
7 15 2.985 0.50 2.699 85.7
100
90
80
— 70
g
> 60
=
g 50
£ a0
c y =174,31x - 1,2919
g 30 R? = 0,9998
£ 2
10
0
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koncentrace koloidu [%0]

Obr. 9. Kalibracni primka. Zavislost koncentrace polyanilinu v roztoku

na koncentraci koloidu.

5.2 Antimikrobni vlastnosti koloidniho polyanilinu

Vliv polyanilinu na rist bakterii byl testovan na vybranych péti gramnegativnich a péti

grampozitivnich bakteriich. Narast bakterii byl méfen v tekutém médiu spektrofotometric-
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ky (UV-VIS) pti vinové délce 655 nm. V souvislosti se skutecnosti, Ze hodnoty absorbance
meéfené UV-VIS by se mély nachazet v oblasti platnosti Lambert-Beerova zakona, byla
nejprve zvolena vhodna koncentrace koloidu. Vyssi koncentrace koloidniho polyanilinu
nebyly, vzhledem k jeho zelenému zbarveni, touto metodou méfitelné. Z namétenych hod-
not absorbanci byl vypocitan index ristu. Béhem kultivace bylo pozorovano, ze dochazi
ke zméné piivodné zelené barvy bakterialni suspenze v pfitomnosti polyanilinového koloi-
du (dtivody zmény pH jsou diskutovany v nize). Tato zména barvy byla pozorovana piede-
v§im u vysSich koncentraci polyanilinu a zptisobovala nespravné vysledky pii odeétu kont-
rolniho vzorku, ktery ptedstavoval roztok koloidniho polyanilinu v médiu bez ptitomnosti
bakterii. U tohoto roztoku samoziejmé ke zméné barvy nedochazelo. Kdyz byla odectena
absorbance kontrolniho roztoku od hodnoty absorbance naméfené pro bakterialni suspenzi
se stejnou koncentraci polyanilinu jako v kontrolnim vzorku, vysledné hodnoty absorbance
byly zaporné. Tuto skute¢nost ilustruje Obr. 10, na kterém lze pozorovat znatelny pokles
indexu ristu (vyjadieného v %) do zapornych hodnot, v zavislosti na stoupajici koncentra-

ci polyanilinu u bakterie Escherichia coli CCM 3954.

__-.|—|I

W koncentrace polyanilinu [mg/ml] dindex rastu [%]

Obr. 10. Index ristu bakterie Escherichia coli CCM 3954 v zavislosti na

zvySujici se koncentraci polyanilinu.

cv v

odecet kontrolniho vzorku byl bezproblémovy a vysledky lze povazovat za hodnovérné.
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Na zékladé vyse uvedenych tidajii byly pro grafické vyhodnoceni antimikrobnich G¢ink
polyanilinu, které je piedstaveno v dalsi ¢asti prace, pouzity u vSech bakterii pouze prvni
tfi hodnoty indexu rustu, které vychazi z hodnot absorbanci vzorkl, kde nedochazelo ke

zméné barvy a tedy ke zkresleni vysledka.

5.2.1 VIliv koloidniho polyanilinu na rast Bacillus cereus CCM 2010

Utinek koloidniho polyanilinu na rést Bacillus cereus CCM 2010, obdobné jako u viech
nasledujicich bakterii, byl sledovan za pouziti nasledujicich koncentraci polyanilinu: 2.1,
3.9, 10.9, 20.4, 42.6, 56.8 a 85.7 pug/ml. Pro grafické vyhodnoceni vysledka antimikrobnich
ucinki polyanilinu byly vSak zvoleny pouze prvni tii koncentrace polyanilinu. Z divodu
zmény barvy suspenze byly vysledky u vys$Sich koncentraci chybné, a proto nebyly dale

diskutovany.

Po 4 hodinach kultivace byl zaznamenan pokles rustu Bacillus cereus CCM 2010 ve vSech
bun¢k ca o 50 % a se zvySujici se koncentraci polyanilinu doslo k dalsimu poklesu rastu
bun¢k zhruba na 23 %. Nejlepsi inhibi¢ni efekt byl dosazen pii koncentraci 3.9 a
10.9 pg/ml.

120%
kontrola

100%
< 80%
2 c0% 2.1 pg/ml
=1 (]
x
5
£ 40%

3.9 pg/mi 10.9 ug/ml
- ff_
0%

Obr. 11. Viiv koloidniho polyanilinu na Bacillus cereus CCM 2010 na riist

bunék po 4 hodinach kultivace.

Vliv polyanilinu na rust Bacillus cereus CCM 2010 po 8 hodinach kultivace je graficky
znazornén na Obr. 12. Inhibi¢ni u€inek na rist bunék mély vSechny zvolené koncentrace

polyanilinu, nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pti koncentraci 2.1 a 10.4 pg/ml. Zde doslo
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k poklesu indexu rustu celkové asi na 34 %. V koncentraci 3.9 ug/ml doslo k poklesu rtstu

bunék na 55%.

120%

kontrola
100%

80%

60% 3.9 pg/ml

B ]

Obr. 12. Viiv koloidniho polyanilinu na Bacillus cereus CCM 2010 na riist bunék

40%

Index rlstu [%]

20%

0%

po 8 hodindch kultivace. (pozn. pro koncentraci 3.9 ug/ml nebylo provedeno dru-

hé méreni)

5.2.2 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
4062

Pro sledovani inhibi¢nich G¢inka koloidniho polyanilinu byly zvoleny stejné koncentrace
jako u Bacillus cereus CCM 2010. Z Obr. 13 je ziejmé, ze po 4 hodinach kultivace nastal
u nejvyssi koncentrace polyanilinu pokles indexu rustu bunék zhruba na 50 %. V ptipadé
dvou nizsich koncentraci byl inhibi¢ni ucinek srovnatelny a zanedbatelny. Index ristu se
Vv tomto piipadé pohyboval na urovni indexu ristu kontrolniho vzorku. Nejlepsich inhibic-

nich vysledki bylo pro tento kmen bakterii dosazeno v koncentraci 10.9 pg/ml.
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Obr. 13. Vliv koloidniho polyanilinu na Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM

Vliv polyanilinu na rast bunék Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM 4062 po 8 hodinach
je mozno pozorovat na Obr. 14. U testovanych vzorkl nastal nejvyssi inhibi¢ni ucinek

pti koncentraci 10.9 pg/ml, kde byl zaznamenan pokles indexu ristu na 52 %. U nizsi kon-

na 90 %.

40062 na riist bunék po 4 hodinach kultivace.

v
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Obr. 14. Viiv koloidniho polyanilinu na Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM

4062 na rust bunék po 8 hodinach kultivace.
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5.2.3 VIliv koloidniho polyanilinu na riast Enterococcus faecium

Na Obr. 9 je prezentovano ptsobeni testované¢ho polyanilinu na rast bunék Enterococcus
faecium po 4 hodinové kultivaci pii 30 °C. Koloidni polyanilin mél na rast Enterococcus
faecium velmi dobry az Gplny inhibi¢ni G¢inek. K malému narastu bunék doslo po 4 hodi-
nach kultivace u nejnizsi pouzité koncentrace. U dalSich dvou koncentraci byl nartist bunék

zanedbatelny nebo zadny.
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Obr. 15. Viiv koloidniho polyanilinu na Enterococcus faecium na rist bunék

po 4 hodindch kultivace.

Inhibi¢ni u¢inky ristu vici Enterococcus faecium byly stanoveny také po 8 hodinach kul-
tivace. Z grafu je patrné, Ze se stoupajici koncentraci polyanilinu roste jeho inhibi¢ni G¢in-
nost vici danému kmenu bakterie. Nejlepsi inhibi¢ni G¢inek na rist bunék vykazovala
koncentrace 10.9 pg/ml, tady doslo k poklesu indexu ristu az na cca 23 %. U zbylych kon-

centraci byl zaznamenan indexu ristu zhruba 40 % a 90 %.
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Obr. 16. Viiv koloidniho polyanilinu na Enterococcus faecium na riist bunek
po 8 hodindch kultivace. (pozn. pro koncentraci 2.1 ug/ml nebylo provedeno

druhé méreni)

5.2.4 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953

Na Obr. 17, kde je ilustrovan vliv koloidniho polyanilinu na Staphylococcus aureus subsp.
aureus CCM 3953 je vidét, ze se zvysujici koncentraci polyanilinu index rustu klesa. Po-

stupné doslo k poklesu bun¢k v médiu na zhruba 85, 75 a 58 %.
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Obr. 17. Viiv koloidniho polyanilinu na Staphylococcus aureus subsp. aureus

CCM 3953 na rist bunek po 4 hodinach Kultivace.
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Testovani citlivosti bakterie Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 na polyanilin
po 8 hodinach je graficky uvedeno na Obr. 18. Na tuto bakterii neméla ptitomnost polyani-

linu pfi koncentraci 2.1 pg/ml a 3.9 pg/ml skoro zadny nebo spise stimula¢ni vliv. Znatelny

indexu rustu 65 %.
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Obr. 18. Vliv koloidniho polyanilinu na Staphylococcus aureus subsp. aureus

CCM 3953 na rust bunék po 8 hodindch kultivace.

5.2.5 Vliv koloidniho polyanilinu na rust Staphylococcus epidermidis

U posledni testované grampozitivni bakterie Staphylococcus epidermidis 1ze po 4 hodinach
kultivace pozorovat rapidni narist bun€k v pfitomnosti polyanilinu, oproti kontrole viz Obr
19. Polyanilin tedy rist bunék jednoznaéné podporuje a nevykazuje zadny inhibi¢ni G¢i-

nek.
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Obr. 19. Vliv koloidniho polyanilinu na Staphylococcus epidermidis na riist

bunék po 4 hodindch kultivace.

Utinek koloidniho polyanilinu na rist bakterie Staphylococcus epidermidis byl po 8 hodi-
nach kultivace obdobny jako po 4 hodinové kultivaci. U vSech pouzitych koncentraci poly-
anilinu byl pozorovan nartst hodnot indexu rdstu vzhledem ke kontrole viz Obr 19.
V tomto ptipadé, obdobné jako po ¢tyfhodinové kultivaci, polyanilin nevykazoval na rtst

bun¢k v médiu zadny inhibi¢ni u¢inek, naopak mél na ptitomnou bakterii vliv stimula¢ni.
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Obr. 20. Viiv koloidniho polyanilinu na Staphylococcus epidermidis na riist

bunék po 8 hodindch kultivace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

5.2.6 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Escherichia coli CCM 3954

Z grafického znazornéni na Obr. 21, lze fici, ze po 4 hodinach kultivace vykazovala inhi-
bi¢ni ucinek na tuto gramnegativni bakterii pouze nejvyssi koncentrace polyanilinu, u které
index rustu klesl na cca 46 %. Ve zbylych dvou koncentraci doslo ke zvysSeni nartstu bu-
nék, ktery byl v porovnani s kontrolou asi o 10 % vyssi. U téchto koncentraci doslo tedy

naopak k podpofte ristu bunék.
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Obr. 21. Viiv koloidniho polyanilinu na Escherichia coli CCM 3954 na rust

bunék po 4 hodindch kultivace.

Po 8 hodinach kultivace byl nejvyssi inhibi¢ni G¢inek polyanilinu na Escherichia coli
CCM 3954 zaznamenan pii koncentraci 10.9 pg/ml. V této koncentraci byl rist bunék re-
dukovan na 65 %. U zbylych dvou koncentraci pak hodnota indexu rastu neklesla pod 80
%.
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Obr. 22. Vliv koloidniho polyanilinu na Escherichia coli CCM 3954 na rist

bunék po 8 hodindach kultivace.

5.2.7 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Enteritidis CCM 4420

Dalsi bakterie, na které byly testovany inhibi¢ni G¢inky polyanilinu byla Salmonella ente-
rica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420. Po 4 hodinach kultivace byl v ptipadé prv-
nich dvou koncentraci polyanilinu pozorovan u této bakterie signifikantni nartst bunék.
Opét lze Fici, ze mé&l polyanilin v téchto dvou koncentracich na rust bunék pozitivni vliv.
Inhibi¢niho u¢inku bylo dosazeno az pii koncentraci 10.9 pg/ml, zde doslo k poklesu inde-

Xu rastu na 65 %.
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& 200% 2.1 pg/ml
2
w
3 150%
x
g kontrola
£ 100%

10.9 pg/ml
- f_
0%

Obr. 23. Vliv koloidniho polyanilinu na Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420 na rist bunék po 4 hodindch kultivace.
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Vysledky stanoveni inhibi¢nich ucinka polyanilinu na Salmonella enterica subsp. enterica
ser. Enteritidis CCM 4420 po 8 hodinach kultivace jsou znazornény na Obr. 24. Vyrazngjsi
inhibi¢ni efekt byl pozorovan, obdobné jako Vv piipadé ¢tyrhodinové kultivace pii koncent-

raci 10.9 pg/ml, kde bylo zaznamenéano snizeni riistu na 68 %.
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40%

20%
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Obr. 24. Vliv koloidniho polyanilinu na Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420 na rust bunék po 8 hodindch Kultivace.

5.2.8 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Serratia marcescens subsp. marcescens
CCM 303

Inhibi¢ni ucinky koloidniho polyanilinu na rast Serratia marcescens subsp. marcescens
CCM 303 jsou prezentovany po 4 hodinach kultivace na Obr. 25. Z grafu je patrné, Ze
s rostouci koncentraci polyanilinu dochazelo i ke zvySovani inhibi¢niho ucinku k dané bak-
terii. Vyznamny inhibi¢nich u¢inki bylo dosazeno pti koncentraci 10.9 pg/ml, kde doslo

Kk poklesu indexu rtistu na rozmezi 26-29 %.
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Obr. 25. Vliv koloidniho polyanilinu na Serratia marcescens subsp. marcescens

CCM 303 na riist bunek po 4 hodinach kultivace.

Inhibi¢ni vliv koloidniho polyanilinu po 8 hodinach kultivace je vyjadieny jako index ristu
na Obr. 26. U Zadné z pouzitych koncentraci polyanilinu nebyly zaznamenany vyrazné
inhibiéni u¢inky na rust bakterii Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303,
k redukci hustoty bakterialni suspenze doslo i v pfipadé nejvyssi koncentrace polyanilinu

pouze na 64 %.
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Obr. 26. Viiv koloidniho polyanilinu na Serratia marcescens subsp. marcescens

CCM 303 na riist bunek po 8 hodinach kultivace.
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5.2.9 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Pro stanoveni aéinku testovaného koloidniho polyanilinu na rust bunék Pseudomonas fluo-
rescens CCM 2798 byla zvolena stejna $kala koncentraci jako u piedchozich bakterii. U
bakterie Pseudomonas fluorescens CCM 2798, Ize po 4 hodinach kultivace pozorovat sig-
nifikantni nartist indexu ristu, oproti kontrole. Na rist tohoto kmenu bakterii ma polyanilin

opét stimulaéni vliv.

350%
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2.1 pg/ml
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Index riistu [%]

100%

50%
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Obr. 27. Vliv koloidniho polyanilinu na Pseudomonas fluorescens CCM 2798

na rust bunek po 4 hodindach kultivace.

Na Obr. 28. miizeme pozorovat jaky vliv ma polyanilin na rist gramnegativni bakterie
Pseudomonas fluorescens CCM 2798 po 8 hodinach kultivace. Zde u zadné z pouzitych
koncentraci polyanilinu nebyly sledovany vyrazné inhibi¢ni u¢inky branici ristu bakterie.

Hodnoty indexu rastu klesly nejvyse na 68 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

120%

100% kontrola 2.1 pg/ml 3.9 ug/ml

80%

10.9 ug/ml

60%

Index rlstu [%]

40%

20%

0%

Obr. 28. Vliv koloidniho polyanilinu na Pseudomonas fluorescens CCM 2798

na rust bunek po 8 hodindach kultivace.

5.2.10 Vliv koloidniho polyanilinu na rist Proteus vulgaris

Stejné jako naptiklad u bakterie Pseudomonas fluorescens byl po 4 hodinach kultivace
pozorovan rapidni narst hodnot indexu rustu bakterialni suspenze Proteus vulgaris. Poly-
anilin by pro tento kmen bakterie spiSe ptinosny nezli, skodlivy a pro rast bunék vytvofil

ptiznivé podminky, viz Obr 29.

400%

2.1 pg/ml 3.9 pug/ml

350%

300%
10.9 pg/mi

N
u1
o
X

200%

[any
(Sa)
o
X

Index rastu [%]

kontrola
100%

50%

0%

Obr. 29. Viiv koloidniho polyanilinu na Proteus vulgaris na riist bunék

po 4 hodindch Kultivace.

Ovlivnéni rastu bunék Proteus vulgaris polyanilinem je zobrazeno na Obr. 30. Po 8 hodi-

nach kultivace, 1ze pozorovat, ze u prvnich dvou koncentraci polyanilinu doslo k patrnému
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K ristu bun¢k v médiu. A zaroven u nejvyssi pouzité koncentrace byl rust bunék Proteus

vulgaris redukovan na 63 %.
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Obr. 30. Viiv koloidniho polyanilinu na Proteus vulgaris na riist bunek

po 8 hodindch kultivace.

Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze pokud dochazi k ¢astecné inhibici ristu bakterii pliso-
benim polyanilinu, je vétsina bakterialnich kment nejlépe inhibovana jeho nejvyssi studo-
vanou koncentraci. Ta pusobi naptiklad ¢astecnou inhibici ristu u bakterie Enterococcus
faecium, kde redukuje rust bunék nejprve zcela a po delsi kultivaci na 23 %. Naopak u n¢-
kterych bakterii je jejich rast ptitomnosti polyanilinu spiSe podporovan. Piikladem je Sta-
phylococcus epidermidis CCM 2798, u kterého nedoslo k poklesu hodnot rtstu oproti kon-

trole ani po 8 hodinéch kultivace.

5.2.11 Zména barvy a pH

V pribéhu testu antimikrobnich vlastnosti bylo vizudlné pozorovéno, ze dochazi k postup-
né zmeén¢ barvy kultivaéniho média s polyanilinem v pfitomnosti grampozitivnich i gram-
negativnich bakterii. JelikoZ je znamo, ze barva polyanilinu souvisi s jeho formou a zavisi
na pH, bylo pfistoupeno k méfeni pH v mikrobidlni suspenzi za pfitomnosti 1 absence
polyanilinu, a to pied a po kultivaci bun¢k. Jak je v teoretické Casti bakalaiské prace uve-
deno, pii zmén¢ pH z kyselé do zasadité oblasti dochazi u polyanilinu k deprotonaci, kdy
zelena vodiva forma polyanilinu ptechazi na formu modrou, ktera je nevodiva. Tato depro-
tonace by mohla nastat bud’ pisobenim kultiva¢niho média s neutralnim pH nebo ptsobe-

nim vlastni bakterialni suspenze, jejiz pH se mize béhem kultivace bun¢k meénit. Experi-
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mentalné bylo zjisténo, ze béhem kultivace skute¢né dochdzi u vSech mikroorganismi
Kk nardstu hodnoty pH a jako ptiklad byly vybrany dvé bakterie, Escherichia coli CCM
3954 a Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953. U gramnegativni bakterie Esche-
richia coli byla primérna hodnota pH pted kultivaci 6.87 a po kultivaci se posunula na
8.19, tedy do oblasti zasadité (Obr. 31). U grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus
byl pozorovan obdobny efekt, a to vzrist praimérné hodnoty pH z 6.64 na 7.51 béhem kul-
tivace (Obr. 32). Namétené hodnoty pH a jejich praméry pro jednotlivé suspenze bakterii,
pted a po kultivaci, jsou uvedeny v Piiloze I-X této prace. Z obrazku je zaroven patrné, ze
zména pH je konstantni, neni ovlivnéna koncentraci polyanilinu v bakterialni suspenzi a je

tedy vysledkem nardstu bakterialnich bunék v médiu.

8,0
pH
75 HEg H ] u ] u
7,0
L R 4

65 T* * ¢ ¢ *
6,0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

koncentrace koloidu [%]

Obr. 31. Escherichia coli, hodnoty pH pred kultivaci jsou zobrazeny cerné,

hodnoty pH po kultivaci u jednotlivych roztokii jsou zobrazeny cervené.
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Obr. 32. Staphylococcus aureus, hodnoty pH pred kultivaci jsou zobrazeny
cerné, hodnoty pH po kultivaci u jednotlivych roztoku jsou zobrazeny

cervene.
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Barevna zména bakterialni suspenze je dokumentovana na Obr. 33-36. Po 24 hodinach
kultivace byly zmény barvy bakteridlni suspenze s polyanilinem, v porovnani se situaci
pted kultivaci a negativni kontrolou, u které ke zméné barvy nedochazelo, jasné viditelné.
Dochazelo k zesvétleni, popf. k aplnému odbarveni puvodné zelené disperze, a to vlivem
zmény pH zplsobené ristem/metabolickymi produkty ptfitomnych bakterii. Deprotonace,
tedy zména barvy polyanilinu vlivem zmény pH, je proces postupny a po 4 a 8 hodinéch,
kdy byly odecitany hodnoty absorbance pro stanoveni antimikrobni i¢innosti, nebyla tato
zména tak patrnd. Z divodt nebezpeci kontaminace vsak byly fotografie na Obr. 33 az 36

potizeny po 24 hodinach.

Obr. 33. Mikrotitracni desticka zaockovana grampozitivnimi bakteriemi pred kultivaci.
Vyznam zkratek v obrdzku: K — kontrola, B.c. — Bacillus cereus, B.s. — Bacillus subtilis, E.f.
— Enterococcus faecium, S.a. — Staphylococcus aureus, S.ep. — Staphylococcus epidermidis
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Obr. 34. Mikrotitracni desticka zaockovana grampozitivnimi bakteriemi po 24 hodinové
inkubaci. Na obrazku je vidét barevnd zména kultivacnich médii s polyanilinem, zpiisobena

pritomnosti bakterii. Vyznam zkratek, viz Obr. 33.

Obr. 35. Mikrotitracni desticka zaockovina gramnegativnimi bakteriemi pred kultivaci.
Vyznam zkratek v obrazku: K — kontrola, E.c. — Escherichia coli, S.e. — Salmonella enteri

ca, S.m. — Serratia marcescens, P.f. — Pseudomonas fluorescens, P.v. — Proteus vulgaris
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Obr. 36. Mikrotitracni desticka zaockovana grampozitivnimi bakteriemi po 24 hodinové
inkubaci. Na obrdzku je znatelna barevnd zména kultivacnich médii s polyanilinem, ktera

byla zpuisobena pritomnosti bakterii. Vyznam zkratek, viz Obr. 36.

Diskutovana zména barvy roztokll polyanilinu zplisobend zménou pH vyvolanou ptitom-
nosti bakterii je hlavnim divodem, pro¢ nelze absorbanci roztokii spolehlivé odecist.
Z tohoto diivodu nema pouzitd mikrodiluéni metoda jednoznac¢nou vypovidaci schopnost o
antimikrobni u¢innosti koloidniho polyanilinu, i kdyz indikuje, ze polyanilin v testovanych
koncentracich jistou u¢innost vykazuje. Z tohoto divodu byla provedena analyza
bakteridlnich suspenzi kultivovanych v pfitomnosti polyanilinu pomoci metody priitokové

cytometrie.

5.2.12 Priitokova cytometrie

Testovani antimikrobniho efektu bylo dale doplnéno analyzou vzorkd pomoci prutokové
cytometrie provedenou na prutokovém cytometru BD FACSCanto II (BD Biosciences).
Tato metoda je schopna rozlisit zivé a mrtvé bunky. Jako piiklad jsou uvedeny vysledky
pro Escherichia coli CCM 3954 (Obr. 37), ktera byla pied stanovenim inkubovana 24 ho-
din v kultiva¢nim médiu s pfisluSnou koncentraci polyanilinu. Na Obr. 37 je patrna pfi-
tomnost dvou populaci bakterialnich bunék, z nichz prvni populaci tvoii buniky zivé a dru-
hou populaci tvofi buniky mrtvé. Je tedy ziejmé, Zze ne vSechny bakterialni bunky byly
usmrceny, ¢imz je opét potvrzeno, Ze v téchto koncentracich ma piitomny polyanilin pouze

bakteriostatické uc¢inky.
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Obr. 37. Bakterie Escherichia coli histogram. Zelend oblast zobrazuje pritomnost Zivych
bunék, cervend oblast zobrazuje pritomnost mrtvych bunek po inkubaci v pritomnosti

polyanilinu.
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ZAVER
Cilem piedlozené bakalaiské prace bylo provést charakterizaci koloidni disperze polyanili-

nu a ovérit, zda je mikrodiluéni metoda vhodnou metodikou pro stanoveni vlivu tohoto

koloidu na ruist gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.

V teoretické ¢asti prace byl nejprve predstaven polyanilin, u kterého byla podrobnéji po-
psana jeho koloidni forma. V dalsi ¢asti byla charakterizovana skupina vybranych grampo-
zitivnich a gramnegativnich bakterii a byly shrnuty antimikrobni vlastnosti polyanilinu
V jeho bézné, praskové formé.

V praktické ¢asti byla nejprve provedena zakladni charakterizace koloidniho polyanilinu
pomoci fotonové korelacni spektroskopie (PCS) a UV spektroskopie. Primérna velikost
disperznich ¢astic koloidu uréena pomoci PCS byla 225 + 0.5 nm a tyto ¢astice mély tizkou
distribuci velikosti s indexem polydisperzity 0.145 + 0.004. Stanovené UV-VIS spektrum
odpovidalo spektrim publikovanym v literatute a vykazovalo dvé charakteristické maxi-

ma, z nichz prvni bylo detekovano v oblasti 350-400 nm a druhé v oblasti 800 nm.

Na zaklad¢ Lambert-Beerova zakona byla rovnéz stanovena koncentrace polyanilinu
v koloidu a byla sestrojena kalibra¢ni ptimka pro piepocet pipetovaného objemu koloidu
(resp. jeho koncentrace) na koncentraci polymerniho polyanilinu. Vytvorena kalibra¢ni
piimka mize byt k tomuto Géelu pouzita i pii dalsi praci.

Vzhledem k spektroskopickému stanoveni, které mikrodilu¢ni metoda vyuziva pro detekci
rustu bakterialnich bun€k, byl pro ovétreni antimikrobnich u¢inkti studovaného vzorku po-

uzit pouze limitovany rozsah koncentraci polyanilinu od 2.1 pg/ml do 85.6 g/ml.

Béhem experimentélnich praci bylo zjis§t€no, ze v ptfitomnosti bakterialni suspenze dochazi
ke zméné barvy polyanilinového koloidu. Tu Ize vysvétlit zvySenim hodnoty pH bakterial-
ni suspenze, ke kterému dochdzi béhem kultivace. Zména barvy polyanilinu je divodem,
pro¢ nelze zcela spravné odecist hodnoty absorbance a nalezité provést mikrodilu¢ni meto-
du. Ptesto vysledky sledovani antimikrobni u¢innosti polyanilinové disperze ukazuji, ze
V testovaném rozsahu koncentraci maji vzorky antimikrobni ucinky, které jsou vSak pouze
bakteriostatické, nikoliv bakteriocidni. Tuto skute¢nost potvrdila i pritokova cytometrie,

kde je vedle populace zivych bunék zieteln¢ vidét i populace bunék mrtvych.
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Zavérem lze konstatovat, ze testovand mikrodiluéni metoda neni vhodnou metodou pro
stanoveni antimikrobnich vlastnosti polyanilinu. Rovnéz bylo zjisténo, ze v pouzitych kon-

centracich ptsobi polyanilin pouze bakteriostaticky, nikoliv bakteriocidné.

Pro jednozna¢né stanoveni antimikrobnich G¢inkt polyanilinové disperze je tedy zapotiebi
provést dalsi experimenty, kde budou jednak pouzity vyssi koncentrace polyanilinu a jed-
nak bude aplikovana i jinda metoda, ktera nebude ovlivnéna zménou barvy polyanilinové

disperze, naptiklad metoda difuzni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HCI  kyselina chlorovodikova.
MPA  masopeptonovy agar.
MPB  masopeptonovy bujon.
PCS  fotonova korelacni spektroskopie.
PCA Plate count agar.

MAG monoacylglycerol

PVP  polyvinylpyrolidon

B.c.  Bacillus cereus

B.s. Bacillus cereus

E.f Enterococcus faecium
P.f. Pseudomonas fluorescens
P.v. Proteus vulgaris

S.e. Salmonella enterica

S.m.  Serratia marcescens

Sa. Staphylococcus aureus

S.ep.  Staphylococcus epidermidis
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SEZNAM PRILOH

PI: Zaznamenané zmény pH u Bacillus cereus CCM 2010

PI A: Naméfené hodnoty pri prvnim méfeni Bacillus cereus CCM 2010

Cpolyanilinu Pted kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; prameér pH; pH, prumér

0 6.80 6.78 6.79 7.28 7.33 7.31
2.1 6.85 6.85 6.85 7.30 7.44 7.37
3.9 6.91 6.88 6.90 7.31 7.34 7.33
10.9 6.88 6.85 6.87 7.28 7.30 7.29
20.4 6.89 6.85 6.87 7.26 7.35 7.31
42.6 6.85 6.82 6.84 7.27 7.31 7.29
56.8 6.95 6.94 6.95 7.25 7.33 7.29
85.7 6.91 6.94 6.93 7.21 7.26 7.24

PI B: Naméi'ené hodnoty pii druhém méieni Bacillus cereus CCM 2010

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priamér pH; pH; pramér

0 6.64 6.58 6.61 7.06 7.22 7.14
2.1 6.69 6.68 6.69 6.91 7.05 6.98
3.9 6.70 6.67 6.69 6.77 6.94 6.86
10.9 6.69 6.69 6.69 6.85 7.05 6.95
20.4 6.65 6.63 6.64 6.90 7.09 7.00
42.6 6.59 6.53 6.56 6.92 6.99 6.96
56.8 6.53 6.53 6.53 6.97 7.02 7.00
85.7 6.58 6.55 6.57 7.27 7.15 7.21




PII: Zaznamenané zmény pH u Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM
4062

PII A: Namérené hodnoty pri prvnim méfeni Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM

4062
Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priamér pH; pH, pramér

0 6.85 6.90 6.88 8.08 8.10 8.09
2.1 6.93 6.95 6.94 8.02 7.99 8.01
3.9 6.85 6.91 6.88 8.01 8.05 8.03
10.9 6.86 6.86 6.86 7.41 8.00 7.71
20.4 6.87 6.85 6.86 7.99 8.02 8.01
42.6 6.80 6.83 6.82 7.36 8.02 7.69
56.8 6.87 6.83 6.85 7.96 7.97 7.97
85.7 6.81 6.81 6.81 7.73 7.78 7.76

PII B: Naméi‘ené hodnoty p¥i prvnim méieni Bacillus subtilis subsp. spizizenii CCM

4062
Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH, primér pH; pH; pramér

0 6.69 6.62 6.66 8.14 8.13 8.14
2.1 6.62 6.64 6.63 8.02 8.09 8.06
3.9 6.78 6.73 6.76 7.95 8.05 8.00
10.9 6.77 6.73 6.75 8.06 8.02 8.04
20.4 6.70 6.69 6.70 8.06 8.09 8.08
42.6 6.65 6.63 6.64 7.85 7.89 7.87
56.8 6.59 6.56 6.58 8.05 8.02 8.04
85.7 6.20 6.60 6.40 7.87 8.06 7.97

PIII: Zaznamenané zmény pH u Enterococcus faecium CCM

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; primér pH; pH; priumér

0 6.61 6.61 6.61 7.23 7.10 7.17
2.1 6.67 6.67 6.67 7.21 7.07 7.14
3.9 6.71 6.70 6.71 7.12 7.03 7.08
10.9 6.72 6.69 6.71 7.12 7.00 7.06
20.4 6.71 6.68 6.70 7.05 6.95 7.00
42.6 6.64 6.61 6.63 7.08 6.98 7.03
56.8 6.59 6.53 6.56 7.73 7.31 7.52
85.7 6.59 6.58 6.59 7.11 7.05 7.08




PIV: Zaznamenané zmény pH u Escherichia coli CCM 3954

PIV A: Naméfené hodnoty p¥i prvnim méreni Escherichia coli CCM 3954

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priumér pH; pH; primeér

0 6.81 6.79 6.80 8.06 8.10 8.08
2.1 6.92 6.85 6.89 8.02 8.03 8.03
3.9 7.01 7.05 7.03 8.06 8.08 8.07
10.9 6.86 6.82 6.84 8.04 8.13 8.09
20.4 6.86 6.87 6.87 8.14 8.17 8.16
42.6 6.89 6.89 6.89 8.14 8.14 8.14
56.8 6.92 6.86 6.89 8.16 8.26 8.21
85.7 6.87 6.81 6.84 8.15 8.14 8.15

PIV B: Naméiené hodnoty p¥i prvnim méfeni Escherichia coli CCM 3954

Cpolyanilinu Pted kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priumér pH; pH; primér

0 6.82 6.83 6.83 8.16 8.21 8.19
2.1 6.93 6.91 6.92 8.22 8.24 8.23
3.9 6.87 6.86 6.87 8.19 8.16 8.18
10.9 6.88 6.89 6.89 8.14 8.20 8.17
20.4 6.84 6.85 6.85 8.16 8.22 8.19
42.6 6.85 6.85 6.85 8.17 8.19 8.18
56.8 6.86 6.88 6.87 8.17 8.24 8.21
85.7 6.91 6.89 6.90 8.20 8.21 8.21

PV: Zaznamenané zmény pH u Pseudomonas fluorescens CCM 2798

PV A: Naméiené hodnoty p¥i prvnim méfieni Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; primér pH; pH; priumér

0 6.91 6.89 6.90 8.19 8.25 8.22
21 6.91 6.91 6.91 8.28 8.19 8.24
3.9 7.01 7.04 7.03 8.24 8.22 8.23
10.9 6.91 6.88 6.90 8.27 8.31 8.29
20.4 6.87 6.85 6.86 8.25 8.22 8.24
42.6 6.84 6.84 6.84 8.27 8.25 8.26
56.8 6.82 6.84 6.83 8.25 8.28 8.27
85.7 6.80 6.78 6.79 8.26 8.26 8.26




PV B: Namérené hodnoty pii prvnim méreni Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priumér pH; pH; primeér

0 6.91 6.91 6.91 8.25 8.27 8.26
2.1 6.89 6.90 6.90 8.21 8.19 8.20
3.9 6.87 6.87 6.87 8.19 8.19 8.19
10.9 6.88 6.86 6.87 8.17 8.20 8.19
20.4 6.92 6.89 6.91 8.18 8.18 8.18
42.6 6.82 6.84 6.83 8.19 8.16 8.18
56.8 6.85 6.84 6.85 8.21 8.19 8.20
85.7 6.92 6.91 6.92 8.22 8.23 8.23

PVI: Zaznamenané zmény pH u Proteus vulgaris CCM

PVI A: Naméiené hodnoty p¥i prvnim méfeni Proteus vulgaris CCM

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; prumér pH; pH; primér

0 6.81 6.77 6.79 8.10 8.11 8.11
2.1 6.85 6.80 6.83 7.93 7.96 7.95
3.9 6.96 6.95 6.96 7.92 7.94 7.93
10.9 6.89 6.89 6.89 7.98 8.19 8.09
20.4 6.89 6.87 6.88 8.19 8.13 8.16
42.6 6.82 6.85 6.84 8.23 8.17 8.20
56.8 6.81 6.81 6.81 8.25 8.25 8.25
85.7 6.82 6.88 6.85 8.26 8.25 8.26

PVI B: Naméfené hodnoty pri prvnim méfeni Proteus vulgaris CCM

Cpolyanilinu Pted kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH, primér pH; pH; pramér

0 6.87 6.89 6.88 7.87 7.81 7.84
2.1 6.84 6.79 6.82 7.72 7.90 7.81
3.9 6.85 6.83 6.84 7.78 7.74 7.76
10.9 6.89 6.93 6.91 7.73 7.72 7.73
20.4 6.82 6.87 6.85 7.73 7.71 7.72
42.6 6.87 6.88 6.88 7.68 7.71 7.70
56.8 6.92 6.91 6.92 7.78 7.69 7.74
85.7 6.87 6.85 6.86 7.72 7.73 7.73




PVII: Zaznamenané zmény pH u Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Enteritidis CCM 4420

PVII A: Naméfené hodnoty pri prvnim méreni Salmonella enterica subsp. ser. Enteri-
tidis CCM 4420

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priamér pH; pH, pramér

0 6.89 6.84 6.87 8.32 8.38 8.35
2.1 6.88 6.88 6.88 8.30 8.36 8.33
3.9 6.98 7.02 7.00 8.25 8.24 8.25
10.9 6.89 6.90 6.90 8.25 8.24 8.25
20.4 6.97 9.90 8.44 8.22 8.28 8.25
42.6 6.89 6.88 6.89 8.24 8.30 8.27
56.8 6.85 6.85 6.85 8.26 8.34 8.30
85.7 6.88 6.81 6.85 8.22 8.36 8.29

PVII B: Naméiené hodnoty p¥i prvnim méfreni Salmonella enterica subsp. ser. Enteri-
tidis CCM 4420

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH, primér pH; pH; pramér

0 6.88 6.84 6.86 8.23 8.23 8.23
2.1 6.83 6.91 6.87 8.11 8.20 8.16
3.9 6.92 6.64 6.78 8.03 8.06 8.05
10.9 6.92 6.96 6.94 7.90 8.03 7.97
20.4 6.95 6.89 6.92 8.02 7.99 8.01
42.6 6.87 6.91 6.89 8.05 8.11 8.08
56.8 6.98 7.01 7.00 8.05 8.05 8.05
85.7 6.95 6.97 6.96 7.95 8.03 7.99




PVIII: Zaznamenané zmény pH u Serratia marcescens subsp. marcescens
CCM 303

PVIII A: Naméfené hodnoty pri prvnim méfeni Serratia marcescens subsp. mar-
cescens CCM 303

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priamér pH; pH, pramér

0 6.88 6.86 6.87 8.37 8.37 8.37
2.1 6.85 6.88 6.87 8.37 8.37 8.37
3.9 6.93 6.98 6.96 8.35 8.39 8.37
10.9 6.87 6.91 6.89 8.37 8.36 8.37
20.4 6.90 6.89 6.90 8.39 8.38 8.39
42.6 6.82 6.88 6.85 8.36 8.40 8.38
56.8 6.84 6.86 6.85 8.37 8.41 8.39
85.7 6.86 6.84 6.85 8.35 8.39 8.37

PVIII A: Naméfené hodnoty pFi prvnim méfeni Serratia marcescens subsp. mar-
cescens CCM 303

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH, primér pH; pH; pramér

0 6.84 6.87 6.86 8.24 8.26 8.25
2.1 6.91 6.89 6.90 8.22 8.24 8.23
3.9 6.87 6.86 6.87 8.21 8.21 8.21
10.9 6.80 6.85 6.83 8.22 8.28 8.25
20.4 6.90 6.93 6.92 8.20 8.22 8.21
42.6 6.85 6.85 6.85 8.23 8.23 8.23
56.8 6.83 6.81 6.82 8.24 8.23 8.24
85.7 6.85 6.91 6.88 8.25 8.24 8.25

PIX: Zaznamenané zmény pH u Staphylococcus epidermidis CCM

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; primeér pH; pH; priumér

0 6.69 6.67 6.68 7.90 8.36 8.13
2.1 6.70 6.71 6.71 8.38 8.44 8.41
3.9 6.69 6.71 6.70 8.38 8.45 8.42
10.9 6.71 6.71 6.71 8.38 8.43 8.41
20.4 6.71 6.71 6.71 8.34 8.44 8.39
42.6 6.65 6.64 6.65 8.38 8.44 8.41
56.8 6.60 6.59 6.60 8.40 8.44 8.42
85.7 6.61 6.60 6.61 8.42 8.45 8.44




PX: Zaznamenané zmény pH u Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953

PX A: Naméfené hodnoty pri prvnim méfeni Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH; priamér pH; pH, pramér

0 6.83 6.81 6.82 7.28 7.03 7.16
2.1 6.83 6.86 6.85 7.23 7.01 7.12
3.9 6.89 6.87 6.88 7.28 7.00 7.14
10.9 6.85 6.88 6.87 7.15 6.96 7.06
20.4 6.87 6.87 6.87 7.12 6.99 7.06
42.6 6.88 6.82 6.85 7.13 6.94 7.04
56.8 6.84 6.86 6.85 7.08 6.92 7.00
85.7 6.83 6.85 6.84 7.03 6.91 6.97

PX A: Naméiené hodnoty p¥i prvnim méieni Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953

Cpolyanilinu Pied kultivaci Po 24 hodinové kultivaci
[pg/ml] pH; pH, primér pH; pH; pramér

0 6.65 6.63 6.64 7.44 7.56 7.50
2.1 6.63 6.63 6.63 7.36 7.64 7.50
3.9 6.71 6.69 6.70 7.28 7.66 7.47
10.9 6.72 6.71 6.72 7.39 7.60 7.50
20.4 6.68 6.67 6.68 7.28 7.70 7.49
42.6 6.61 6.61 6.61 7.32 7.74 7.53
56.8 6.58 6.59 6.59 7.31 7.72 7.52
85.7 6.57 6.57 6.57 7.41 7.71 7.56




