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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva protibakterialnimi G¢iny fenoxyethanolu, 1-oktyl-
2-pyrrolidonu a smési téchto latek. Byla zjistovana minimalni inhibi¢ni a minimalni
baktericidni koncentrace u Ctyf gramnegativnich a Ctyf grampozitivnich bakterialnich
kultur. Vramci této prace byla prokdzand nizS§i ucinnost fenoxyethanolu vuci
grampozitivnim bakteriim a zaroven vyssi ucinnost smeési téchto dvou latek oproti latkam

samotnym.

Dale také byla pozorovana vysokd uc¢innost jednotlivych baktericidnich latek na
respiraci aerobniho aktivovaného kalu. Z respira¢nich kiivek byly sestrojeny kiivky
inhibice a z nich stanoveny hodnoty ECs 1,88 g.I™* pro fenoxyethanol a 0,185 g.I"* pro 1-
oktyl-2-pyrrolidon.

Kli¢ova slova:

Fenoxyethanol, 1-oktyl-2-pyrrolidon, bakterie, minimalni inhibi¢ni koncentrace, minimalni

baktericidni koncentrace, respirace, aerobni aktivovany kal

ABSTRACT

This Master’s thesis deals with antibacterial effects of phenoxyethanol, 1-octyl-2-
pyrrolidone and several mixtures of these two substances. Minimal inhibitory and minimal
bactericidal concentrations have been in four Gram-negative and four Gram-positive
bacterial cultures determined. Within this work less efficiency of phenoxyethanol has been
proven against Grampositive bacteria as well as higher efficiency of the mixture was in

comparison of the substances themselves found.

In further part of the work high efficiency of each of the bactericidal agent against
aerobic respiration of activated sludge has been observed. The inhibition curves have been
from respiratory curves constructed, from which we determined effective concentration

ECso 1.88 g.1™ for phenoxyethanol and 0.185 g.I™ for 1-octyl-2-pyrrolidone.

Keywords:

Phenoxyethanol, 1-octyl-2-pyrrolidone, bacteria, the minimum inhibitory concentration,

minimum  bactericidal  concentration,  respiration, aerobic activated sludge
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UvVOD

Denn¢ vyuzivame k hygiené ptipravky, které jsou slozeny z n€kolika latek hlavné
s baktericidnimi ucCinky, at’ uz se jednd o hlavni baktericidni latku nebo o piisadu
s konzervacnimi ucinky jako je fenoxyethanol. Tyto pfipravky sice pfispivaji ke zdravi
¢loveka, ale po jejich pouziti se dostavaji spolu s odpadni vodou do Cistiren odpadnich vod,
kde mohou ve vétsim mnoZstvi zpisobit nemalé technologické potize. Uginnost
biologického cisténi mlze byt velmi vyrazné naruSena i1 malym mnoZzstvim téchto
baktericidnich latek. Ackoliv obsah fenoxyethanolu v kosmetickych ptipravcich je
legislativné omezen, do Cistiren odpadnich vod se dostava jen v uréitém mnozstvi, které
muze zpisobit pokles Gc¢innosti aktivovaného kalu. Samoziejmé ne vzdy se odpadni voda
spolu s inhibitory dostane do Cistiren, ale skon¢i v pudach nebo fekach. Proto je dobré
studovat ucinky baktericidnich latek nejen v technologickych procesech, ale také jeho
mozné lépe vyhodnotit ekologickd rizika. Fenoxyethanol patii mezi latky dobfie
zdokumentované a existuje fada védeckych praci zabyvajici Se také proti-mikrobialni
problematikou fenoxyethanolu. Na druhé strané existuje celd fada latek jako napt. 1-oktyl-
2-pyrrolidon, diky kterym by bylo mozné jej primyslové vyuzit, ale o jeho dopadech na
Zivotni prostfeni nejsou dostupné zZadné informace. Z toho diivodu je zapotiebi tyto latky
dikladné prostudovat nez se zacnou vyuZivat napi. ke komerénim ucelim. Jelikoz by
mohlo dojit vlivem neopatrné manipulace k negativnimu dopadu na Zivotni prostiedi

S nezvratnymi ucinky.
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1 FENOXYETHANOL

1.1 Vlastnosti a pouziti

Fenoxyethanol je bezbarva, olejovita kapalina s charakteristickym aroma a S
rozpustnosti ve vod¢ 26,7 g.l'1 (BEILFUSS et. al. , 2005). Je dobie rozpustny v polarnich
rozpoustédlech. Patfi do strukturni skupiny vonnych latek Aryl Alkyl Alkohola (AAA).
Obecné jsou tyto latky strukturovany jako AR-C-(R1)(R2)OH nebo AR-Alkyl-C-
(R1)(R2)OH (SCOGNAMIGLIO et. al. , 2012). Kvuli antibakterialnim G¢inkiim a nizké
drazdivosti vaci lidské pokozce, se nejcastéji vyuziva jako konzervant vonnych latek
v kosmetickém pramyslu, jako napf. v mydlech ¢i koupelovych produktech. (CADBY et.
al. , 2002)

Vyhlaska 448/2009 Sb. o stanoveni hygienickych pozadavkid na kosmetické
prostfedky, udava maximalni povoleny obsah fenoxyethanolu v kosmetickych ptipravcich
1%. (CESKO, Vyh. &. 448/2009 Sb.)

Fenoxyethanol se hojné vyuziva i v nekosmetickém primyslu, zejména v domacich
Cisticich ptipravcich a detergentech (ARCTANDER , 1969). Muze se také vyuzivat jako
hlavni desinfekéni prostiedek pii 1é¢bé spalenin (WILSON et. al. , 1990). Fenoxyethanol
se vyskytuje i v pfirodé, ve vyssi koncentraci byl nalezen napt. v avokadu, nebo ¢ekance
(NIJSSEN et. al. , 2009).

0
Ho™ =

e

Obr. 1 Struktura fenoxyethanolu

1.2 Biodegradace

Pro fenoxyethanol byla zjisténa biologicka spotiteba kysliku (BSK) a to 21% pro
BSKs/TSK, 66% pro BSK;o/TSK a 75% pro BSKx/TSK. Zvysledki vyplyva, Ze
fenoxyethanol je pomalu biologicky rozlozitelny (HOWARD, n.d.).
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1.3 Kompatibilita

U chemickych latek je dalezité znat jejich reaktivitu s jinymi latkami, zejména pii

jejich uskladiovani a pfi manipulaci.

Latky, se kteryvmi je fenoxyethanol kampatibilitni

Nerezova ocel, mosaz, méd’, hlinik, polyetylen, tvrzené PVC, etylen-propylen pryz
(EPDM) a polytetrafluoretylen (PTFE) (SCHULKE & MAYER GMBH , 2010).

Latky. se kterymi je fenoxyethanol nekompatibililni

Polykarbonat, polymethylmethakrylat (PMMA), akrylonitrilbutadienstyren (ABS),
tmely, lepidla apod. (SCHULKE & MAYER GMBH , 2010).

1.4 Toxikologie

Toxikologicka data patii k diillezitym informacim o dané latce. Jedna-li se zejména
o latku pouzivanou v kosmetickych piipravcich, které jsou pouzivany v kazdodennim
zivoté. Toxikologické studie byly provadény Vyzkumnym institutem vonnych latek
(RIFM) jak na zvitatech, tak na lidech. Genotoxické zkouSky byly provedeny u bakterialni
kultury Salmonella typhimurium.

1.4.1 AKkutni toxicita: studie na zviratech
Orélni studie

Testovanim cistého fenoxyethanolu na albinotickém typu potkana Wistar byla
zjisténa hodnota LDso u samct 1,35 g.kg™ a 1,90 g.kg™ u samic. Klinické p¥iznaky byly
mirna az tézka slabost, rozcuchana srst, porucha pohyblivosti (ataxie), rozsifeni cév

(vazodilatace), vysileni a smrt (RIFM , 1984)
Kozni studie

Dermalni LDsp byla studovana v roce 1949 u novozélandskych bilych kralikda.
Studie ukézala LDsy V rozmezi hodnot 3,10 - 3,44 g.kg™. V roce 1953 byl proveden test
aplikovanim formou masti na ktizi kralikli po dobu 24 hodin. Zvifata byla sledovana po
dobu 14 dni a byla u nich pozorovéna toxicita na ¢asti kize, zCervenani kize vlivem
rozsiteni cév (erytém), olupovani kiize, mimo to i svétlé jatra, bledé a oteklé ledviny.

Umrtnost byla prokazana pouze mezi 1.—4. dnem testu (RIFM , 1983, RIFM , 1984).
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Hodnota dermalni akutni toxicity byla pfi studiich stanovena na LDsy > 5,0 g.kg™.
Test probihal na péti laboratornich kralicich. K umrti doslu u jednoho ze zkoumanych
objekti po 11-ti dnech. Byly pozorovany klinické piiznaky jako chorobnd spavost
(letargie), prajem, nafouklé biicho, vytok Zluté tekutiny (exsudatu) z nosu, ust a o¢i, hlava
zvracena dozadu, respiracni problémy, studené koncetiny a Sedé exkrementy. Pitevni nalez

odhalil zlutou az ¢ervenou zelatinovou tkan v oblasti sttev (RIFM , 1978).

1.4.2 AKkutni toxicita: studie na lidech
Kozni studie

U roztoku o obsahu 15 % fenoxyethanolu a 85 % etanolu nebyla zjisténa zadna
negativni reakce s lidskou pokozkou. Na bavinéné obinadlo Webril o rozmérech 20 x 20

mm bylo naneseno 0,4 ml roztoku. Obinadlo bylo umisténo na oblast ramen. Aplikace

trvala 3 tydny (RIFM , 1978) .

Roztok 10 % fenoxyethanolu a mineralniho oleje byl davkovan o objemu 0,3 ml na
% bavinény obvaz (Webril) o rozmérech 20 x 20 mm, ktery byl aplikovan pod okluzi. U
51 testovanych subjekti nebyla zjiSténa Zadna negativni reakce (RIFM , 1987).

10 % fenoxyethanol ve vazeliné bylo aplikovano ve tfech testech na poctu 18, 26
(RIFM , 1982) a 30 (RIFM , 1978) zdravych muzskych jedincti na oblast zad. Ani

Vv jednom ptipadé nedoslo k negativni reakci s pokoZzkou.

Alergologicky test

vvvvvv

reakce s kuzi po aplikaci hydratacnich krémut s obsahem fenoxyethanolu. Svédéni a otoky
byly sledovany jiz 30 s po aplikaci. Byly pozorovany oteklé ruce i o€i, které se postupné
zvétSovaly, az nemohla vidét. Piiznaky odeznély do 20 min, kdy stiraci testy byly pozitivni
na fenoxyethanol (BIRNIE et. al. , 2006) .
1.4.3 Genotoxicita

Fenoxyethanol neni mutagenni pro bakterie Salmonella typhimurium TA98,
TA100, TA1535 a TA1537(MARON et. al. , 1981).
1.4.4 Karcinogenita

Nejsou dostupna zadna data.
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1.5 Protimikrobialni a¢inky

Fenoxyethanol je u¢inny vici bakteriim, kvasinkam i plisnim. Protibakterialni testy

riznych studii ukazaly, ze fenoxyethanol patii spiSe mezi méné u¢inné konzervanty.

Minimélni doba kontaktu fenoxyethanolu s mikroorganismy je 48 hodin. U¢innost
fenoxyethanolu se snizuje pii pouziti v silné znecisténém stavu (SCHULKE & MAYER
GMBH , 2010).

1.5.1 Porovnani uinnosti &istého fenoxyethanolu a konzervantu Euxyl® PE 9010

Euxyl® PE 9010 je konzervacni latka obsahujici 90% fenoxyethanolu a 10 %
ethylhexylglycerinu. Beilfuss a spol. porovnavali inhibi¢ni u¢inky ¢istého fenoxyethanolu
a Euxylu® PE 9010 na vybranych druzich gramnegativnich a grampozitivnich bakterii, hub
a kvasinek, viz tabulka 1. Pro porovnani toxicity byla pouzita metoda sledovani ubytku
poctu kolonie tvoricich jednotek (CFU). 50 ml pfipraveného roztoku inhibi¢ni latky o
urcité koncentraci bylo zao¢kovano 0,5 ml suspenze mikroorganisma s predpokladanym
mnozstvim 10® CFU.mlI™. Tento roztok byl v danych intervalech nanesen na Trypton —
sojovy agar (Pseudomonas aeruginosa), ptipadné Sabouraudiv agar s piidavkem 4 %
dextrozy (Aspergillus niger). Inkubace agari probihala pti 37 °C po dobu 48 hodin nebo
72 hodin pii 25-27 °C. V casovych intervalech 3, 6, 24, 48, 72 a 168 hodin byly pocitany
CFU. Vysledky studie jsou znazornény graficky na obrazcich 2 a 3. Jsou zde uvedeny
hodnoty i pro dals$i druhy mikroorganismt. (BEILFUSS et. al. , 2005).
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Obr. 2 Grafické znazornéni tbytku kolonii v zavislosti na dob¢ kultivace u

kultury Pseudomonas aeruginosa (BEILFUSS et. al. , 2005)
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Obr. 3 Grafické znazornéni ubytku kolonii v zavislosti na dobé kultivace u

vlaknité mikroskopické houby Aspergillus niger (BEILFUSS et. al. , 2005)

Legenda k pouzitym barvam v obrazcich 2 a 3:

e Modra— 1,0 % Euxyl® PE 9010
e Oranzova — 0,9 % Fenoxyethanol

e Zelena — 0,1 % Ethylhexylglycerin
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Z grafi vyobrazenych v obrazcich 2 a 3 lIze pozorovat, Ze samotny
ethylhexylglycerin nema 74dné inhibiéni uginky. Aviak v roztoku Euxyl® PE 9010

napomaha k ¢innéjSimu a rychlejSimu ptisobeni fenoxyethanolu.

Tab. 1 Stanoveni MIC fenoxyethanolu oproti Euxylu® PE 9010 (BEILFUSS et. al. , 2005)

Euxyl® PE 9010  Fenoxyethanol

Mikroorganismy Typ

[9.1"] [9.1"]
Gram-negativni
Enterobacter gergoviae 33028 5 5
Escheria coli 11229 5 5
Klebsiella pneumoniae 4352 2,5 5
Pseudomonas aeruginosa 15442 5 5
Pseudomonas fluorescens 17397 2,5 5
Pseudomonas putida 12633 5 5
Gram-pozitivni
Staphylococcus aureus 6538 5 10
Staphylococcus epidermidis 12228 5 10
Houby
Aspergillus niger 6275 2,5 5
Penicillium funiculosum 36839 2,5 2,5
Kvasinky
Candida albicans 10231 2,5 5

Z tabulky 1 lze pozorovat, 7e konzervant Euxyl® PE 9010 mé lepsi proti
mikrobidlni ucinky u kultur Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Aspergillus niger a Candida albicans,
nez samotny fenoxyethanol. Zvyseni ucCinnosti méa za nasledek 10% pridavek
ethylhexylglycerinu, ktery napadd bunécnou sténu a tim napoméahd 1épe proniknout

fenoxyethanolu do mikrobialnich bun¢k.
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Némecka firma Schilke & Mayer GmbH zabyvajici se hygienickymi a
konzerva¢nimi latkami, také studovala MIC fenoxyethanolu na vybranych bakterii,

kvasinkach a houbach. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3.

Tab. 2 Stanoveni MIC vybranych bakteridlnich kultur (SCHULKE & MAYER

GMBH , 2010)
Bakterie MIC
[9.1"]
Gram negativni
Burholderia cepacia 10
Enterobacter cloacae 3,2
Escherichia coli 3,2
Proteus vulgaris 7,5
Pseudomonas aeruginosa 10
Pseudomonas fluorescens 15
Pseudomonas putida 3,2
Pseudomonas stutzeri 3,2
Gram pozitivni
Bacillus subtilis 10
Staphylococcus aureus 7,5

Staphylococcus epidermidis 6,4
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Tab. 3 Stanoveni MIC vybranych druhi kvasinek a hub (SCHULKE & MAYER

GMBH , 2010)
Mikroorganismy MIC
[9.1"]

Kvasinky
Candida albicans 3,2
Sacharomyces cerevisiae 2,5
Houby
Aspergillus niger 2,5
Penicillium funiculosum 0,6
Trichoderma virens 2,5

Z nameétenych vysledkl firmy Schiilke & Mayer GmbH je mozné pozorovat vyssi
ucinnost  fenoxyethanolu na kvasinky a houby. Nejodolngjsim zkoumanym

mikroorganismem byla bakterie Pseudomonas fluorescens.

Périamé a spol. zkoumali MIC a minimalni baktericidni koncentraci (MBC) u 65
kment bakterie druhu Enterobacter gergoviae izolovanych z riznych zdrojt, napt. z ovoce
a kosmetiky. Dale zkoumali kultury Escherichia coli AG100 a Enterobacter aerogenes
ATCC 13048. Pro stanoveni MIC byly pouzity 96 jamkové mikrotitraéni desticky, které
byly naplnény 100 pl fedéné konzervaéni latky a 100 pl Zivného média Mueller — Hinton
se suspenzi inokula o piiblizném poétu CFU 10°. Desti¢ky byly kultivovany pies noc pii
30°C (PERIAME et. al. , 2014).

Stanoveni MBC probihalo dvéma zplsoby. V prvnim ptipadé doslo k centrifugaci 1
ml vzorku, u kterého nebyl pozorovéan viditelny rast bakterii pti 5000 g, po dobu 15 min
pii 20 °C. Pelety byly resuspendovany ve 100 pl v Lauria — Bertani zivném médiu a 60 pl
bylo naoc¢kovano na Lauria — Bertani agaru. Ve druhém piipadé doslo ke kultivaci v 96
jamkovych destickach k resuspendaci bunék do dvou fedénych neutralizacnych roztokt
Eugen LT100 a poté k vyoCkovani ur¢itého objemu na agary Lauria — Bertani. MBC
fenoxyethanolu byla u vybranych bakterilnich kultur stanovena na 9 g.I* (PERIAME et.
al. , 2014).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

U testovanych kmeni byla naméfena stejna hodnota MIC, a to 4,5 g.I"!. U n&kolika
malo bakterialnich kmenti byla zjisténa shodna hodnota MBC s hodnotou MIC (tedy 4,5
g.l'l), u veétSiny ostatnich byly hodnoty MBC vyssi, a to 9 nebo 18 g.l'l. Déle byla
studovana MIC fenoxyethanolu, s piidavkem latky fenylalanin arginin p-naftylamid
(PABN), ktera ma za nasledek blokaci vylu¢ovaci pumpy (efflux pump) u bakterii. PABN
v kombinaci s fenoxyethanolem nemél vliv na pfezivani bakterii, coz ukazuje, ze odolnost
vaci fenoxyethanolu neni déana Cinnosti efluxni pumpy, ale jinymi mechanismy

(PERIAME et. al. , 2014).

1.5.2 Porovnani fenoxyethanolu s riznymi baktericidnimi latkami

Gilbert a spol. zkoumali odolnost biofilmovych bunék Escherichia coli (kmen
Dyson) a Staphylococcus epidermis NCTC 11047 vuci chlorxylenolu, kyselinu peroctové,
polyhexamethylen biguanidu (PHMB), cetrimidu a fenoxyethanolu. Béhem tohoto studia
vyvinuli metodu posouzeni desinfekénich ucinki latek na biofilmové buiky, s vyuzitim
méteni zakalu (optické density) Vv mikrotitracnich destiCkach, kterd umoznila srovnéani
ucinnosti Sirokého okruhu biocidnich latek proti riznym biofilmim. Byla provadéna 48—
hodinova Kultivace v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach. Planktonni faze byla
odstranéna a jamky byly vyplachnuty. Rezidualni biofilm byl vystaven po dobu 1 hodiny
vySe jmenovanym latkdm Vv riznych koncentracich. V 15 minutovych intervalech byly
biocidy odstranény, jamky promyty neutralizacni latkou a naplnény Cerstvym médiem.
Nasledny rist byl monitorovan béhem kultivace pti 35 °C. Biofilm byl znateln& aktivné;si
neZ planktonni bakterie, nebot’ biofilmy jsou znamé svoji odolnosti proti biocidim.
Vysledky piezivani bun¢k jsou graficky uvedeny na obrazcich 4 a 5 (GILBERT et. al. ,
2001)
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Obr. 4 Ptezivani volnych bunék (prazdné symboly) Escherichia coli a biofilmovych
bun¢k (plné symboly) (GILBERT et. al. , 2001)
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Obr. 5 Piezivani volnych bun¢k (prazdné symboly) Staphylococcus epidermidis

a biofilmovych bunék (plné symboly) (GILBERT et. al. , 2001)

Legenda k obrazkim 4 a 5:

¥ - Chlorxylenol

® - PHMB

B - Kyselina peroctova
A - Cermid

€ - Fenoxyethanol
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Na obrazcich 4 a 5 Ize vidét, ze Vvobou pfipadech bylo zapotiebi pouzit
fenoxyethanol o koncentraci cca 8-13 g.I™" k zajisténi dostateéného wicinku na buiiky
zkoumanych bakterii. Tim se fadil k nejméné G¢innym antimikrobialnim latkam, které byly

V této praci zkoumany.

1.5.3 Utinnost fenoxyethanolu v kombinaci s riiznymi konzervanty

Lundov a spol. zkoumali 0¢innost fenoxyethanolu v kombinaci s alergennimi
konzervanty: diazolidinyl mocovinou (DM),
methylchloroisothiazolinon/methylisothiazolinonem (MCI/MI), methylisothiazolinonem
(MI). Vysledky studie ukazaly snizeni alergennich 0c¢inkd vybranych konzervanti
v kombinaci s fenoxyethanolem. Lundov a spol. béhem studie pouzili metodu stanoveni
MIC a tzv. zlomkové inhibi¢ni koncentrace (Fraction Inhibitory Concentracion (FIC)) na
bakterialnich kulturach Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, kvasince
Candida albicans a plisni Aspergillus niger (LUNDOV et. al. , 2011). Byla pouzita
standardizovana metoda stanoveni MIC - CLSI M7-A6 pro bakterialni kultury
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (NCCLS document M7-A6, 2003) a
standardizovana metoda CLSI M27-A2 M38 pro Candida albicans a Aspergillus niger
(NCCLS document M27-A2, 2002, NCCLS document M38-A, 2002). S normovanymi
metodami se neshodovala jen inkubaéni teplota, ktera pii testu byla 25 £ 2 °C u vSech
zkoumanych mikroorganismii. Se snizenou teplotou byla proto prodlouzena kultivacni
doba na 48 + 2 hodiny pro bakteridlni kultury a 72 + 2 hodiny pro pliseil a kvasinky
(LUNDOV et. al. , 2011).

Tzv. zlomkova inhibi¢ni koncentrace byla v této studii pocitana dle vztahu /1/ (MOODY,
2004).

_ (MiCs MICg
FIC = (MICA) + (MICB) 1
Kde:
FIC - Zlomkova inhibiéni koncentrace [1]
MICs - Minimalni inhibi¢ni koncentrace smési konzervanti [9.I"]
MICa - Minimdlni inhibi¢ni koncentrace zkoumané latky A [9.I"]

MICg - Minimalni inhibi¢ni koncentrace zkoumané latky B [9.1"]
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Cilem této studie FIC bylo zjistit, zda konzervanty navzdjem zvySuji konzervacni
uc¢inek nebo se navzajem rusi. Pokud je FIC < 0,5, pak konzervanty navzajem zvysuji svoji
ucinnost; pifi hodnotich mezi 0,5-4 se konzervanty nijak neovliviuji; FIC > 4 se
konzervanty se navzajem vylucuji. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5 (LUNDOV
et. al. , 2011).

Tab. 4 MIC pro diazolidinyl mocovinu, MCI/MI, MI a fenoxyethanol (LUNDOV et. al. ,

2011)
Diazolidinyl
.. MCI/MI MlI Fenoxyethanol
mocovina
[9.1"] [9.1"] [9.1"] [9.1"]
Staphylococcus aureus <0,3125 0,002 0,045 10
Pseudomonas aeruginosa 0,625 0,002 0,015 4
Aspergillus niger 1,25 0,0005 >0,1 4
Candida albicans 5 0,0005 0,065 6

Tab. 5 FIC pro kombinace konzervantti s fenoxyethanolem (LUNDOV et. al. , 2011)

Candida Aspergillus Pseudomonas Staphylococcus
albicans niger aeruginosa aureus
Prumér Primér Primér Primér
DM+Phe 0,55 0,79 0,88
DM-MCI/MI+Phe 0,85 1,30 0,93
MCI/MI+Phe 0,98 1,79 0,75 0,88
DM-MI+Phe 1,10 1,00 ---
MI+Phe 0,87 1,21
DM+MCI/MI 0,88 0,71 0,64
DM+MI 1,43 0,93 ---

V tabulce 5 jsou wuvedeny zlomkové inhibi¢ni koncentrace konzervanti
v kombinace s fenoxyethanolem. U  zkoumanych  konzervanti v kombinaci
s fenoxyethanolem nedochazi k vzajemnému phsobeni ¢i snizovani antibakterialnich
ucinki. Pod ¢ernou ¢arou v tabulce 5 jsou dale uvedeny dalsi hodnoty FIC pro kombinace
konzervantd bez fenoxyethanolu. (LUNDOV et. al. , 2011).
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1.5.4 Test adaptace Pseudomonas aeruginosa PAO1 na fenoxyethanol

Pseudomonas aeruginosa patii mezi organismy, které jsou vuci lidem podminéné
patogenni, a jsou navic 0dolné vii¢i riznym druhiim antibiotik. Tato vlastnost je dana tim,
ze ma mechanismy exkrece (vylouceni), pomoci nichz dokaze odstranit velké mnozstvi
bakteriostatik z bun¢k. (HANCOCK , 2000, LOUGHLIN et. al. , 2002). Fenoxyethanol
narusuje bakterialni sténu a tim ma také negativni vliv na ATP syntézu (BEVERIGEDGE
et. al. , 1991). Malek a Badran se zam¢fili pfi své praci na adaptaci buné¢k Pseudomonas
aeruginosa na fenoxyethanol, a to tak, Zze pouzili pasdZovaci metodu S opakovanym
stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). P. aeruginosa PAOT1 byla kultivovana
na R2A agaru. Buiiky byly poté vystaveny uvodni koncentraci fenoxyethanolu 33 pg.l™ a
kultivovany se zvySenou koncentraci fenoxyethanolu v tekutém médiu. Pak byla opétovné
stanovena MIC fenoxyethanolu a postup byl opakovan 10x. Po kazdé kultivaci bylo do
bujonu s inokulem piidano o % vice ptidavku fenoxyethanolu nez v ptedchozim pfipadé a
250 pl inokula bylo vzdy pfidano k 25 ml Cerstvého bujonu. 1 kdyz vysledky ukazaly, ze
doslo k narastu MIC fenoxyethanolu vici Ps. aeruginosa PAO1 z po&atecnich 33 pg.1™ na
koneénych 82 pgl™®, znamenaji extrémni citlivost uvedené bakterialni kultury na
fenoxyethanol. 1 kdyZ rozdil je 49 pgl®, nedaji se tyto vysledky povaZovat za
prokazatelnou schopnost adaptace Ps. aeruginosa PAOLl vysoké koncentrace na
fenoxyethanol (ABDEL MALEK et. al. , 2010).

1.6 Ekotoxicita

Chronické i akutni toxikologické testy prokazaly negativni vliv na lidsky
organismus. Jelikoz fenoxyethanol je hojné uzivan v kosmetickém primyslu je velice
pravdépodobny vyskyt i v zivotnim prostfedi. Proto je dllezité znat jeho U€inky na ostatni
organismy. V této kapitole je zminéna ucinnost fenoxyethanolu zejména na vodni

organismy.

1.6.1 Zivotni prostiedi

Fenoxyethanol vyrdbény firmou Schiilke & Mayer GmbH nemé negativni vliv na

provoz &istirny odpadnich vod (SCHULKE & MAYER GMBH , 2010).
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1.6.2 Akutni a chronicka toxicita studovana na vybranych druzich Zivocichu

Akutni a chronickou toxicitou nejen fenoxyethanolu se zabyval Tamura a kol. na
ttech  vybranych vodnich organismech. Bylo testovano pét antibakterialnich latek:

triclosan, triclocarban, resorcinol, fenoxyethanol a p-thymol.

Ke zjisténi toxicity byla pouzita zelena tfasa Pseudokirchneriella subcapitata,

perloocka hrotnatka velka (Daphnia magna) a ryba medaka japonska (Oryzias latipes).

Pro stanoveni akutni a chronické toxicity Tamura a spol. pouzili stanoveni 50 %

efektivni koncentrace (ECso) (TAMURA et. al. , 2013).

Inhibi¢ni test zelené fasy Pseudokirchneriella subcapitata

Do 100 ml Erlenmayerovy baiiky byla ddna inkubovana fasa se stanovenym poctem
bungk cca 5.10° ml™®. Narist bunck byl meéfen spektrofotometricky pifi 750 nm.
Koncentrace testovanych latek byly sledovany ptfed a po 72h inkubaci pouzitim HPLC
s UV — VIS a fluorescen¢nim detektorem. Efektivni davka byla stanovena probitovou nebo

logitovou analyzou s Ecotox — Statics v. 2,6d (TAMURA et. al. , 2013).

Imobilizaéni test na Daphnia magna

Ctyfti &erstvé vylihli jedinci byli umisténi v 50 ml zkoumané inhibiéni latkou 0
urcité koncentraci. Test probihal pti 20 °C pii rezimu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Byl
spocitan pocet imobilizovanych jedincii po 48 hodinach. Koncentrace byla testovana
pomoci HPLC, jak je uvedeno vySe. Letalni koncentrace byla vyhodnocena pomoci probit

nebo legit analyzy (TAMURA et. al. , 2013).

Test akutni toxicity na rybé Medaka japonska

Pét nedospélych jedinct bylo umisténo vel00 ml kadince s riznymi koncentracemi
zkoumanych latek. Byl pfipraven i slepy pokus. Test byl provadén pfti 25 °C, s osvitem 16
hodin a 8 hodinami tmy. Roztoky byly ménény po dobu 48 hodin a vzorky byly méteny
stejné jako v predchozim ptipadé pomoci metody HPLC. Pocet uhynulych jedinct byl
spocitan po 96 hodinach. Stfedni letalni davka (LCsp) byla stanovena pomoci stejného

softwaru jako v testu s fasami (TAMURA et. al. , 2013).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Vysledky

Vysledky akutni toxicity ukazaly nizkou toxicitu fenoxyethanolu. ECsy po 72
hodinach u zelené fasy byla stanovena na hodnotu > 130 000 pg.I™, na rozdil od triclosanu,
u kterého byla stanovena hodnota ECsq v priiméru na 5,1 pg.1™. ECso fenoxyethanolu po 48
hodinach byla stanovena na hodnotu > 96 000 pg.I™* u hrotnatky a LCso po 96 hodinach >
123 000 pg.1™ u ryby medaky (TAMURA et. al. , 2013).

Vysledky chronické toxicity, také prokazaly nizkou toxicitu fenoxyethanolu. U
zelené fasy byla stanovena chronické toxicita fenoxyethanolu vyssi jak 130 000 pg.1™.
Chronicka toxicita byla stanovena u hrotnatky po 8 dnech a byla zjisténa hodnota 5800
ngl™ U ryby po 9 dnech byla chronické toxicita stanovena na vice jak 52 000 pg.l™
(TAMURA et. al. , 2013).
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2 1-OKTYL-2-PYRROLIDON

1-oktyl-2—pyrrolidon (102P) téz jako N-oktyl-2 pyrrolidon nebo N-
oktylpyrrolidon.

2.1 Vlastnosti

102P je bezbarva az naZloutla kapalina se slabym zapachem o molekulové
hmotnosti 197,3 g.mol™, bodem varu v rozmezi 306 — 307 °C a hustotou 0,92 g.cm™. Je

rozpustny organickymi rozpoustédly a v nizkych koncentracich i s vodou.

102P patii mezi latky s povrchové aktivnimi vlastnostmi. Pti hoteni mlize dochazet
K tvorbé toxickych vypara CO, NOx, HCl a HCN (BASF THE CHEMICAL COMPANY
, 2013, ANSELL, et. al. , 1988).

2.2 Pouziti

102P se vyuziva jako insekticid, ve specialnich inkoustech, natérovych hmotéch i
pii zpracovani ropy. Ve farmacii je vyuzivan pii syntéze latek obsahujici alkaloidy a jako
stabilizator ve vodnich smésich. Diky svym vlastnostem je vyuzivan jako v zemédélském
primyslu. 102P se ptfiddva do smési na ochranu rostlin. Kvili povrchové aktivnim
vlastnostem je zkouman jako ptidavek do Sampont. V primyslu nachazi své uplatnéni jako
pfisada do Cdisticich piipravkd (ANSELL, et. al. , 1988, BASF THE CHEMICAL
COMPANY , 2013).

2.3 Toxicita

102P miize negativné reagovat po kontaktu nejen s lidskou pokozkou, ale i s jinymi

tkanémi.
2.3.1 Vliv na ¢lovéka

102P patii mezi ziraviny a mize poskodit oci, kiizi a poleptat dychaci cesty.
(BASF THE CHEMICAL COMPANY, 2009). Pii kontaktu socima muze dojit
k nepruihlednosti rohovky po dobu 7 dnt (BASF THE CHEMICAL COMPANY ,
2013).Po oralnim podani muze dochazet k akumulaci v organismu. Mutagenita ani
karcinogenita nebyla prokazana (VYORALOVA, 2012).
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2.3.2 Vliv na zvirata

Ansell a spol. testovali akutni toxicitu na krysach. Latka byla podavana ve
stupniovanych koncentracich po dobu 18-24 hodin. Toxikologické a farmaceutické ucinky
byly sledovany ve 14-denni periodé. Po skonceni testu byla provedena pitva. Pitevni

nalezy ukdzaly poSkozeni ledvin, jater a plic (ANSELL, et. al. , 1988).

2.3.3 Vliv na vodni organismy

Konkrétni data nejsou ve védecké literatute k dispozici, obecné lze vSak na zdkladé
firemnich udaji uvést, ze 102P je toxicky pro vodni organismy s moznymi dlouhodobymi
nepiiznivymi u¢inky. V zévislosti na koncentraci a podminkach mize plsobit neptiznive

na biologické procesy u aktivovaného kalu (BASF THE CHEMICAL COMPANY , 2013).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie a sloZeni Zivnych médii
Fenoxyethanol (SIGMA — ALDRICH, Némecko)

1 — oktyl — 2 pyrrolidon (SIGMA — ALDRICH, Némecko)
Tryptonovy agar s kvasni¢énym extraktem (TYA) (HIMEDIA, Indie)

R2A agar (HIMEDIA, Indie)

Slozeni TSB tekutého média

Trypton (HIMEDIA, Indie) 1,79
Soja pepton (HIMEDIA, Indie) 0,39
NaCl 0,49
K,HPO, 0,29
Glukosa 0,59
Destilovana voda 100 mi

Dale bylo pouzito TSB média koncentrovaného 2x (TSB2), 4x (TSB4) a 8x (TSB8).

Slozeni syntetické odpadni vody (substrat):

Trypton (HIMEDIA, Indie) 16,0 ¢
Soja pepton (HIMEDIA, Indie) 1109
Sacharosa 500
K,HPO, 2,09
NaCl 0,79
CaCl,. 2H,0 0,49
MgSQO,. 7H,0 0,29
Glukosa 0,59
Destilovana voda 100 mi

Slozeni fedéného minerdlniho média

KH,PO, —9,07 g.I"* 2 ml
Na,HPO, . 12H,0 — 23,90 g.I"* 8 ml
Destilovana voda 990 ml
MgSO,. 7H,0 — 10 g.I* 1 ml

CaCl;. 2H,0 1ml
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3.2 Pouzité kultury

V diplomové préci byly vyuzity bézné mikrobialni kultury. Kultury oznac¢ené¢ CCM
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Brno, ostatni byly izolaty ziskané

v mikrobiologické laboratoii UIOZP FT.

Grampozitivni bakterie: Kmen
Staphylococcus aureus CCM 3953
Enterococcus faecalis CCM 4224
Bacillus subtilis CCM 2216
Rhodococcus erythropolis FR6

Gramnegativni bakterie:

Escherichia coli CCM 3954
Klebsiella pneumoniae CCM 4415
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas aeruginosa FT1
Pseudomonas aeruginosa FT2
Pseudomonas aeruginosa FT3
Pseudomonas aeruginosa FT4
Pseudomonas sp. MP 11
Pseudomonas flourescens MS1
Pseudomonas putida FR3

3.3 Pouzité pristroje a vybaveni

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich a baktericidnich koncentraci byly pouzity
nasledujici pfistroje a vybaveni: Aseptické boxy Telstar BIO-11-A a Thermo-Scientific
MSC 1.2; kultiva¢ni boxy s teplotou 30 °C a 37 °C; Spektrofotometr Tecan SUNRISE pro
96—jamkové mikrotitracni desticky; mikroskop s fazovym kontrastem Olympus CX41; PC
se software Magellan3 a Quick Photo PRO;

Kromé¢ uvedenych piistrojii byly pouzity 96—jamkové mikrotitracni desticky

(GAMEDIUM, CR) a bé&zné laboratorni vybaveni pro mikrobiologickou praci.
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Pro sledovani toxicity latek byly pouzity nasledujici pfistroje: Kyslikova elektroda
EO-12 (TWT) Oximetr (WTW), magneticka michacka, pH-metr; délici banky (1 1a 2 1),

vzduchovaci motorky, uzaviend mefici cela, pipety, odmérné valce.
3.4 Metody a postupy

3.4.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace fenoxyethanolu v mikrotitra¢nich

destickach

Test pro stanoveni MIC fenoxyethanolu byl provadén v péti dil¢ich pokusech
Vv zévislosti na jednotlivych vysledcich. VSechny dil¢i pokusy probihaly v mikrotitra¢nich

destickach a kazda kultura byla vzdy zkoumédna minimalné ve dvou paralelnich sloupcich.

Cilem pokusti bylo sledovani rustu testovacich kultur v tekutém médiu (TSB
bujonu) (riist byl sledovan méfenim optické density pii 600 nm) Vv zavislosti na rostouci
koncentraci fenoxyethanolu, v jamkach mikrotitracnich desti¢ek. Ty koncentrace, které jiz
pohledem nevykazovaly rist, byly pfeméteny na spektrofotometru Tecan pii 600nm, pro
zméfeni zkoumana kultura nevytvofila zdkal, byla oznacCena jako minimalni inhibic¢ni

koncentrace.
Cast .

1. Byl piipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 10 g.I™* a sterilizovan
filtraci pfes sterilni filtr o priméru p6rt 0,2 um.

2. Byl piipraven TSB2 bujon, ktery byl sterilizovan filtraci (viz vyse).

3. Byly pfipraveny suspenze zkoumanych kultur, prekultivované 72 hodin pfti 30
°C, o hustoté¢ 2. stupné¢ McFarlandovy stupnice.

4. Do dvou mikrotitra¢nich desticek (jedna pro gram — pozitivni a jedna pro gram —
negativni bakterialni kultury) byly napipetovany jednotlivé slozky podle tabulky
6 a desticky byly dany do kultiva¢niho boxu na 48 hodin pti 30 °C.
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Tab. 6 Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitra¢nich destic¢ek pro stanoveni MIC

fenoxyethanolu v prvni ¢asti pokusu

[ul] [u] [ul] [ul]
A 0,00 0 100 20 80
B 0,25 5 100 20 75
C 0,50 10 100 20 70
D 0,75 15 100 20 95
E 1,00 20 100 20 90
F 1,50 30 100 20 50
G 2,00 40 100 20 40
H 3,00 60 100 20 20

Cast 1.

1. Byl pfipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 g.I" a sterilizovan
filtraci ptes sterilni filtr o priméru po6rt 0,2 pm.

2. Nasledny postup byl shodny prvnim dil¢im pokusem

Tab. 7 Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitra¢nich destic¢ek pro stanoveni MIC

fenoxyethanolu v druhé ¢asti pokusu

A 0,00 0 50 20 130
B — - - - -
C - - - - -
D — - - - -
E 2,10 21 50 20 109
F 3,15 32 50 20 98
G 4,20 42 50 20 88
H 6,30 63 50 20 67
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Cast 1.

1.

Byl piipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 g.1™" a sterilizovan
filtraci pfes sterilni filtr o priméru poért 0,2 um.

Byl ptipraven TSB4 bujon, ktery byl sterilizovan filtraci (viz vyse).

Nasledny postup se lisil v pfipravé ¢ty mikrotitratnich desticek (dvé pro
gramnegativni a dvé pro grampozitivni kultury). Dvé desticky byly
spektrofotometricky zméfeny pii 600 nm ihned po ptipravé a dvé desticky byly
kultivovany po dobu 48 hodin pti 37 °C ve tmé.

Po kultivaci byly mikrotitra¢ni desticky zméfeny stejné jako v bodé 3.

Tab. 8 Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitra¢nich destic¢ek pro stanoveni MIC

Cast IV.

1.

fenoxyethanolu ve tfeti ¢asti pokusu

, . . , Sterilni
Sloupec \kfgf:::eld; é feri;i?el;ﬁ;n@olu gli%ﬁ Inokulum desf/i(l)(()j\;ané

[9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul]

A 3,00 30 50 20 100

B 4,50 45 50 20 85

C 6,00 60 50 20 70

D 7,50 75 50 20 55

E 9,00 90 50 20 40

F 10,00 100 50 20 30

G 11,50 115 50 20 15

H 13,00 130 50 20 0

Byl piipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 g.1™ a sterilizovan
filtraci pfes sterilni filtr o priméru poért 0,2 um.

Byl ptipraven TSB8 bujon, ktery byl sterilizovan filtraci (viz vyse).

Byly pripraveny suspenze kultur Enterococcus faecalis CCM 4224 a Bacillus
subtilis CCM 2216, prekultivované 72 hodin pii 30 °C, o hustoté 2. stupné
McFarlandovy stupnice.

Po piipravé desticek bylo provedeno méfeni a kultivace stejné jako v tfetim

dil¢im pokusu.
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Tab. 9 Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitra¢nich desticek pro stanoveni MIC

fenoxyethanolu ve ¢tvrté ¢asti pokusu

, . . , Sterilni
Sloupec Xg:::ed; é fenZo?(s);)el')[lt:;n@olu gjl%ﬁ Inokulum dest/i(l)«g;ané

[9.1"] [u] [u] [ul] (]

A 13,00 130 25 20 25

B 13,25 133 25 20 22

C 13,75 138 25 20 17

D 14,00 140 25 20 15

E 14,25 143 25 20 12

F 14,75 148 25 20 7

G 15,00 150 25 20 5

H 15,50 155 25 20 0

Cast V.

1. Byl pfipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 10 a 20 gl
a sterilizovan filtraci ptes sterilni filtr o priméru pori 0,2 um.

2. Byly ptipraveny TSB2 a TSB4 bujony, které byly sterilizovany filtraci (viz vyse).

3. Byla pfipravena suspenze kultury Bacillus subtilis CCM 2216, prekultivované 20
hodin pti 30 °C, o hustoté 2. stupné McFarlandovy stupnice.

4. Po ptipravé desticek bylo provedeno méfeni a kultivace stejné jako v tfetim

dil¢im pokusu.

Tab. 10a Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitraénich desti¢ek pro stanoveni MIC
fenoxyethanolu pro Bacillus subtilis CCM 2216 prekultivovany 20 hodin —

testované koncentrace fenoxyethanolu 0 — 3 g.I"*

. o . . Sterilni
Sloupec ‘klg:::e_d;é f eri)?(s;el;lrll;n@olu ;)rusj?)ﬁ Inokulum desf,i(l)(g:né

[9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul]

A 0,00 0 100 20 80

B 0,25 3 100 20 77

C 0,50 5 100 20 75

D 0,75 8 100 20 72

E 1,00 10 100 20 70

F 1,50 15 100 20 65

G 2,00 20 100 20 60

H 3,00 30 100 20 50
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Tab. 10b Davkovani jednotlivych slozek do mikrotitra¢nich desti¢ek pro stanoveni
MIC fenoxyethanolu pro Bacillus subtilis CCM 2216 prekultivovany 20 hodin

testované koncentrace fenoxyethanolu 3,5 — 13 g.I*

Vysledna Zasobni © TSB4 Inokulum Sterilni

Sloupec  konc. FE  fenoxyethanolu bujon destilovana
voda

[9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul]
A 3,50 35 50 20 95
B 4,50 45 50 20 85
C 6,00 60 50 20 70
D 7,50 75 50 20 55
E 9,00 90 50 20 40
F 10,00 100 50 20 30
G 11,05 115 50 20 15
H 13,00 130 50 20 0

3.4.2 Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace fenoxyethanolu

Pro stanoveni minimélni baktericidni koncentrace (MBC) fenoxyethanolu bylo
vyuzito jamek mikrotitraénich desti¢ek, které jiz po kultivaci nevykazovaly tvorbu zakalu
(rGst bakterii). Tyto jamky byly sterilni klickou dokonale promichany a vyofkovany na
petriho misky s TYA agarem. Misky byly kultivovany pii 30 °C po dobu 48 hodin a
nejniZs§i koncentrace ucinné latky, pfi niZ nedosSlo k vyrosteni kultury, byla zaznamenéana
jako MBC. Vysledkem tedy bylo stanoveni takové koncentrace, pii které naockované

bakterialni kultury nebyly schopny prezit.
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3.4.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace 102P
Stanoveni MIC 102P probihalo celkem ve ¢tyfech ¢astech.

Cast L. — Stanoveni MIC v mikrotitraénich desti¢kéch

1. Bylo piipraveno 500 ml TSB bujonu.
2. Byla pripravena fada koncentraci roztoku 102P v TSB bujonu dle tabulky 11.
Po ptipravé byly roztoky sterilizovany filtraci ptes sterilni filtr o priméru pora

0,2 pm.

Tab. 11 Davkovani slozek do roztoku TSB pro stanoveni MIC 102P v . ¢asti testu

Vysledna TSB
Sloupec  koncentrace 102P v o Navazka 102P
ujon
testu
[mg.I"] [ml] [mg]
A 0 40 0,0
B 18 200 4,0
C 45 100 5,0
D 90 50 5,0
E 225 50 12,5
F 450 20 10,0
G 675 50 15,0
H 900 20 20,0

3. Byly pfipraveny suspenze testovacich kultur stejné jako v pfedchozich
pokusech.

4. Do jamek mikrotitratnich desticek bylo napipetovano 180 ul pfipravenych
roztokd TSB bujonu s 102P a 20 pul zkoumané bakterialni suspenze.

5. Méfeni a kultivace desticek probihalo stejné¢ jako v predchozich testech s

fenoxyethanolem

Cast Il. — Stanoveni MIC v mikrotitraénich desti¢kach

1. Byl ptfipraven TSB4 bujon, ktery byl sterilizovan filtraci pomoci filtru s velikosti
port 0,2 pm.

2. Byly pfipraveny suspenze zkoumanych kultur stejné jako ptedchozich pokusech.

3. Byla pripravena zasobni emulze 102P o koncentraci 2 g.I". Pipravena emulze
byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 min.

4. Mikrotitracni desticky byly pfipraveny dle tabulky 12.
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Tab. 12 Davkovani slozek do lahvic¢ek pro stanoveni MIC 102P v II. ¢asti testu

Sloupec Vysledna Zasobni Sterilni
konc. emulze destilovana TS.B4 Inokulum
102P 102P voda  Puon
[mg.I"] [1l] [1l] [ul] iy
A 0 0 130 50 20
B 20 2 128 50 20
C 50 5 125 50 20
D 100 10 120 50 20
E 250 25 105 50 20
F 500 50 80 50 20
G 750 75 55 50 20
H 1000 100 30 50 20

Cast IIl. — Testovani protimikrobialniho Gi&inku 102P vadi kultuie E. coli. CCM 3954 —

dynamicky test

A. Priprava lahvi

1. Bylo piipraveno 200 ml TSB bujonu. Zivné médium bylo rozpipetovano po 20 ml
do 8 inkubacnich lahvi o objemu 100 ml. Naplnéné lahve byly sterilizovany
v autoklavu pti 120 °C po dobu 20 min.

2. Ve fyziologickém roztoku byla pfipravena suspenze kultury E. coli CCM 3954 o
hustoté¢ 2. st. McFarlandovy stupnice prekultivované 24 hodin. Pfedpokladany
pocet bungk 10® CFU.ml™.

3. Po sterilizaci a zchladnuti lahvi byly provedeny nasledujici pfidavky

Lahve Vysledna konc. 102P
1+2 200 pul suspenze (kontrola ristu) [0,0 g.I""]
3+4 22 ul OP + 200 pl suspenze [1,0 g.I"]
5+6 110 ul OP + 200 pl suspenze [5,0 g.I"]

7+8 pripadna rezerva

Inkubace lahvi probihala na tfepacce s kmitavym pohybem ve tmé pii 25 °C.
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B. Odbéry vzorki

4. V casech 0, 4 a 24 hodin bylo odebrano 100 pl vzorku ze vSech lahvi. V casech 0
hodin byly vzorky 100x fedény v 9,9 ml sterilnim fyziologickém roztoku. V case 4
hodin byly 100x fedény pouze vzorky, u kterych probihala kontrola ristu. Takto
pfipravené a promichané vzorky byly asepticky pipetovany o objemu 20 pl na
povrch R2A agaru v petriho misce a rozetieny sterilni hokejkou. Inkubace
probihala ve tmé pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin.

5. Po inkubaci byl proveden odecet poctu kolonii.

C. Mikroskopie

6. V casech 0, 4 a 24 hodin byly po dokonalém promichani odebrany vzorky o
objemu 10 pl. Ty byly za pouZiti mikroskopu Olympus CX41 mikroskopovany pii
zvétseni 400x s fazovym kontrastem v pocitaci komtrce CYRUS II. Byly pocitany
pocty bunék v ¢tvercich 50 x 50 um. Pro pfepocet poctu bun¢k na 1 ml byl pocet
pozorovanych bunék vynasoben koeficientem 8 000 000.

Cast IV. — Testovani protimikrobidlniho u¢inku 102P vidi kultuie Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955

A. Priprava lahvi

1. Piiprava lahvi a suspenze zkoumané kultury probihala stejné jako v pfedchozim
dil¢im pokusu. Rozdil spocival pouze v davkovani 102P.

Lahve Vysledna konc. 102P
1+2 200 pl suspenze (kontrola rustu) [0,0 g.I""]
3+4 11 ul OP + 200 pl suspenze [0,5g.I"]
5+6 22 ul OP + 200 pl suspenze [1,0 .1
7+8 44 ul OP + 200 pl suspenze [2,0 .1

9+ 10 pripadna rezerva

Inkubace lahvi probihala na téepacce s kmitavym pohybem ve tmé pii 25 °C.

B. Mikroskopie

2. Probihala stejné v pfedchozim dil¢im pokusu.
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3.4.4 Stanoveni u¢innosti smési fenoxyethanolu a 102P vuci kultui‘e E. coli CCM

3954

Cast L.

1. Byl pripraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 g.I", ktery byl

sterilizovan filtraci filtrem o velikosti port 0,2 pum. Byl pfipraven zasobni roztok

102P o koncentraci 1 g.I™ a emulze 102P o koncentraci 2 g.I™.

2. Byl ptipraven TSB4 bujon a suspenze zkoumané kultury E. coli CCM 3954

3. Celkem byly pftipraveny 4 mikrotitra¢ni desti¢cky, dle tabulky 13 az 17. 2

mikrotitraéni desticky byly pouzity pro ovéteni MIC fenoxyethanolu a MIC 102P,

2 desticky byly pouzity na stanoveni MIC smési obou latek. 1 mikrotitracni

desticka z obou sad byla prométena ihned po piipravé spektrofotometricky na

ptistroji Tecan pfi vinové délce 600 nm.

4. Zbylé 2 desticky byly kultivovany ve tmé pti 30°C po dobu 72 hodin. Po uplynuti

kultiva¢ni doby byly desticky méteny spektrofotometricky na piistroji Tecan pfi

600 nm.

Tab. 13 Pfiprava mikrotitranich desti¢ek pro stanoveni G¢innosti smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 200 mg.I"™ pro kulturu E. coli CCM 3954

Vysledna konc.
Sloupec Fenoxyethanol 102P
[9.1"] [9.1"]
A 0,0 0,0
B 0,5 0,2
C 1,0 0,2
D 2,0 0,2
E 3,0 0,2
F 4,0 0,2
G 4,5 0,2
H 5,0 0,2

Zasobni ©®
fenoxyethanolu

[ul]
0
5
10
20
30
40
45
50

Zasobni ©®
102P

[ul]
0
43,5
43,5
43,5
43,5
43,5
43,5
43,5

Inokulum

(]
20
20
20
20
20
20
20
20

TSB4
bujo

(]
50
50
50
50
50
50
50
50

n

Steril.
destil.
voda

[ul]
130
82
77
67
57
47
42
37
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Tab. 14 Ptiprava mikrotitra¢nich destic¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 100 mg.I" pro kulturu E. coli CCM 3954

[0.1"] [0.1"] mi [ul] [ul] [u] [ul]

A 0,0 0,0 0 0 20 50 130
B 0,5 0,1 5 21,8 20 50 104
C 1,0 0,1 10 21,8 20 50 99
D 2,0 0,1 20 21,8 20 50 89
E 3,0 0,1 30 21,8 20 50 79
F 4,0 0,1 40 21,8 20 50 69
G 4,5 0,1 45 21,8 20 50 64
H 50 0,1 50 21,8 20 50 59

Tab. 15 Piprava mikrotitra¢nich desti¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 50 mg.I™ pro kulturu E. coli CCM 3954

A 0,0 0,00 0 0 50 20 130
B 0,5 0,05 5 10,9 50 20 115
C 1,0 0,05 10 10,9 50 20 110
D 2,0 0,05 20 10,9 50 20 100
E 3,0 0,05 30 10,9 50 20 90
F 4,0 0,05 40 10,9 50 20 80
G 4,5 0,05 45 10,9 50 20 75
H 5,0 0,05 50 10,9 50 20 70
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Tab. 16 Priprava mikrotitracnich destic¢ek pro ovéfeni MIC fenoxyethanolu pro kulturu

E. coli CCM 3954

(1]

A 0,0 0 130 50 20
B 0,5 5 128 50 20
C 1,0 10 125 50 20
D 2,0 20 120 50 20
E 3,0 30 105 50 20
F 4,0 40 80 50 20
G 4,5 45 55 50 20
H 5,0 50 30 50 20

Tab. 17 Piiprava mikrotitra¢nich destic¢ek pro ovéfeni MIC 102P pro kulturu E. coli

CCM 3954

(w]

(w]

130 50 20
128 50 20
125 50 20
100 10 120 50 20
250 25 105 50 20
500 50 80 50 20
750 75 55 50 20
1000 100 30 50 20
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Cast II. — Stanoveni u¢innosti smési fenoxyethanolu a 102P na kulturu Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955
1. Byl piipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 gl™, ktery byl

sterilizovan filtraci filtrem o velikosti port 0,2 um. Byl pfipraven zasobni roztok
102P o koncentraci 1 g.I™.

2. Byly piipraveny TSB4 a TSBS8 bujony, které byly sterilizovany filtraci stejné jako
Vv ptedchozich testech.

3. Byla pfipravena suspenze zkoumané kultury.

4. Desticky byly napipetovany dle tabulek 18 — 23.

5. Meéfeni a kultivace probihaly stejné jako v predchazenich pokusech.

Tab. 18 Ptiprava mikrotitra¢nich desti¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 50 mg.I™ pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955

n— VAR O Zisobni®  Zasobni® TSB4 | 32;:
Fenoxyethanol 102P fenoxyethanolu 102P bujon voda
[9.1"] [9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]
A 0,00 0,00 0 0,0 50 20 130
B 0,50 0,05 5 10,8 50 20 115
C 1,00 0,05 10 10,8 50 20 110
D 2,00 0,05 20 10,8 50 20 100
E 3,00 0,05 30 10,8 50 20 90
F 4,00 0,05 40 10,8 50 20 80
G 4,25 0,05 43 10,8 50 20 77
H 4,50 0,05 45 10,8 50 20 75
Tab. 19 Priprava mikrotitracnich desticek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu
s piidavkem 102P o konc. 100 mg.I" pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955
Sloupe ViRl e LEnic, Zisobni®  Zésobni® TSB4 | o 32‘;[
Fenoxyethanol 102P fenoxyethanolu 102P bujon voda
[9.1"] [9.1"] [u] [nl] [nl] [nl] [ul]
A 0,00 0,0 0 0,0 50 20 130
B 0,50 0,1 5 21,7 50 20 104
C 1,00 0,1 10 21,7 50 20 99
D 2,00 0,1 20 21,7 50 20 89
E 3,00 0,1 30 21,7 50 20 79
F 4,00 0,1 40 21,7 50 20 69
G 4,25 0,1 43 21,7 50 20 66
H 4,50 0,1 45 21,7 50 20 64
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Tab. 20 Priprava mikrotitracnich destic¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 200 mg.I™ pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955

[9.1"] [9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul] [ui]
A 0,00 0,0 0 0,0 50 20 130
B 0,50 0,2 5 43,5 50 20 82
c 1,00 0,2 10 435 50 20 77
D 2,00 0,2 20 435 50 20 67
E 3,00 0,2 30 435 50 20 57
F 4,00 0,2 40 435 50 20 47
G 4,25 0,2 43 435 50 20 44
H 4,50 0,2 45 435 50 20 42

Tab. 21 Ptiprava mikrotitra¢nich desticek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 400 mg.I" pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955

[0.1"] [9.1"] [ui] [ul] [ul] [ul] my
A 0,00 0,0 0 0 25 20 155
B 0,50 04 5 87 25 20 63
c 1,00 0,4 10 87 25 20 58
D 2,00 04 20 87 25 20 48
E 3,00 04 30 87 25 20 38
F 4,00 0,4 40 87 25 20 28
G 4,25 04 43 87 25 20 25
H 4,50 0,4 45 87 25 20 23

Tab. 22 Piiprava mikrotitra¢nich desti¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 500 mg.I™* pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955

[9.1"] [9.1"] [wl] [wl] [wl] [ul] [1]
A 0,00 0,0 0 0 25 20 155
B 0,50 0,5 5 107 25 20 42
C 1,00 0,5 10 107 25 20 37
D 2,00 0,5 20 107 25 20 27
E 3,00 0,5 30 107 25 20 17
F 4,00 0,5 40 107 25 20 7
G 450 0,5 45 107 25 20 2
H - - — - - - -
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Tab. 23 Ptiprava mikrotitra¢nich destic¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu

s piidavkem 102P o konc. 600 mg.I" pro kulturu Ps. aeruginosa CCM 3955

Sloupes sl e Zisobni®  Zasobni® TSBS | . . 32;:
Fenoxyethanol 102P fenoxyethanolu 102P bujon voda
[9.1"] [9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]
A 0,00 0,0 0 0 25 20 155
B 0,50 0,6 5 130 25 20 20
C 1,00 0,6 10 130 25 20 15
D 2,00 0,6 20 130 25 20 5
E 2,25 0,6 23 130 25 20 2
F - — - — - - -
G - —- - - - -
H — - - — -

Cast IL. — Stanoveni G¢innosti smé&si fenoxyethanolu a 102P oproti kulturam
Staphylococcus aureus CCM 3953 a Bacillus subtillis CCM 4224 prekultivovany 20 hodin

1. Byl piipraven zasobni roztok fenoxyethanolu o koncentraci 20 g.I™, ktery byl
sterilizovan filtraci filtrem o velikosti port 0,2 pm. Byl pfipraven zasobni roztok
102P o koncentraci 1 g.I"™.

2. Byly ptipraveny TSB2 a TSB4 bujony, které byly sterilizovany filtraci stejn¢ jako
Vv pfedchozich testech.

3. Byly ptipraveny suspenze zkoumanych kultur.

4. DestiCky byly napipetovany dle tabulek 24 — 26.

5. Mgfeni a kultivace probihaly stejné jako v ptedchazenich pokusech.
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Tab. 24 Priprava mikrotitracnich destic¢ek pro stanoveni MIC smési fenoxyethanolu
s piidavkem 102P o konc. 50 mg.I™ pro kultury Staphylococcus aureus CCM 3953 a
Bacillus subtillis CCM 4224

[9.I"] [9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]
A 0,0 0,00 0 0,0 100 20 80
B 0,5 0,05 5 10,8 100 20 65
c 1,0 0,05 10 10,8 100 20 60
D 2,0 0,05 20 10,8 100 20 50
E 3,0 0,05 30 10,8 100 20 40
F 4,0 0,05 40 10,8 100 20 30
G 5,0 0,05 50 10,8 100 20 20
H 6,0 0,05 60 10,8 100 20 10

Tab. 25 Ptiprava mikrotitra¢nich desticek pro stanoveni MIC smési
fenoxyethanolu s piidavkem 102P o konc. 100 mg.I™ pro kultury Staphylococcus
aureus CCM 3953 a Bacillus subtillis CCM 4224

[9.1"] [9.1"] [wl] [wl] [wl] [wl] [ul]
A 0,0 0,0 0 0,0 50 20 130
B 0,5 0,1 5 21,7 50 20 104
C 1,0 0,1 10 21,7 50 20 99
D 2,0 0,1 20 21,7 50 20 89
E 3,0 0,1 30 21,7 50 20 79
F 40 0,1 40 21,7 50 20 69
G 50 0,1 50 21,7 50 20 59
H 6,0 0,1 60 21,7 50 20 49
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Tab. 26 Priprava mikrotitracnich destic¢ek pro stanoveni MIC smési
fenoxyethanolu s piidavkem 102P o konc. 200 mg.I™ pro kultury Staphylococcus
aureus CCM 3953 a Bacillus subtillis CCM 4224

Sloupe Rl L Zisobni®  Zasobni® TSB4 | . 32‘;:

Fenoxyethanol 102P fenoxyethanolu 102P bujon voda

[9.1"] [9.1"] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]

A 0,0 0,0 0 0,0 50 20 130
B 0,5 0,2 5 43,5 50 20 82
C 1,0 0,2 10 435 50 20 77
D 2,0 0,2 20 43,5 50 20 67
E 3,0 0,2 30 43,5 50 20 57
F 4,0 0,2 40 435 50 20 47
G 5,0 0,2 50 43,5 50 20 37
H 6,0 0,2 60 435 50 20 27

3.4.5 Sledovani toxicity latek viici aktivovanému kalu

Metoda je zaloZena na sledovani uCinku testované latky na spotfebé kysliku
mikroorganismy aktivovanému kalu. V tomto pokusu byl navod k laboratorni tloze —
respirace z pfedmétu Technologicka cvieni I na Ustavu Zivotniho prostfedi Fakulty
technologické, ktery je dostupny na internetovych strankdch ustavu. Dale byla pouzita
norma CSN EN ISO 8192 — Jakost vod — zkouska inhibice spotieby kysliku aktivovanym
kalem pfi oxidaci uhlikatych latek a amoniakalniho dusiku (CSN EN ISO 8192, 2007).

Pokus je zalozen na sledovani tbytku kysliku v kalu v pfitomnosti raznych
koncentracich zkousenych toxickych latek. Kyslik je méfen v uzaviené méftici cele pomoci
kyslikové elektrody za stalého michani. Zapisovani naméfenych dat a jejich

vyhodnocovéani je provadéno v pocitaci.

V tomto pokusu byl pouzit aerobni kal s €istirny odpadnich vod Malenovice.
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Sledoviani toxicity fenoxyethanolu

A. Priprava aerobniho kalu
1. Byla stanovena susina kalu.
a. Byly zvazeny predem vysuSené filtracni papiry ,,Cervend paska“.
b. Bylo filtrovano pod tlakem 10 ml zasobniho roztoku aerobniho kalu.
Filtra¢ni papir s kalem byl susen v susarné pti 105 °C po dobu 2 hodin.
Poté byly papirky s vysuSenym kalem uloZeny ke schlddnuti v exikatoru
se silikagelem po dobu pul hodiny. Nésledné byly vzorky opét zvazeny.
Susina kalu byla vypocitana dle vztahu /2/

§ = TRPLETTR 4 1000 121
Kde:
S - suSina kalu [9.1"]
Mpap - hmotnost filtra¢niho papirku [0]
Mpap+vz. - hmotnost filtraéniho papirku se vzorkem kalu [0]
\Y/ - pipetovany objem kalu [mi]

2. 2 1 kalu o koncentraci susiny cca 5 g.I"" bylo rozlito do 4 lahvi, které byly
centrifugovany na centrifuze Rotanta pti 3600 ot./min a 25 °C.

3. Supernatant byl slit a sediment byl rozmichan ve stejném objemu v fedéném
minerdlnim médiu (RMM). To vse bylo opakovano jeité 2x. Finalni
resuspendace byla provedena na celkovy objem 1,5 1.

4. Kal byl udrzovan ve 2 1 dé¢lici nalevce za stalého provzdusnovani po dobu 48
hodin.

B. Méreni respirace

5. Do testovacich délicich nalevek byly davkovéany jednotlivé slozky dle tabulky
27.
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Tab. 27 Davkovani jednotlivych slozek pro stanoveni respirace aktivovaného kalu

s ptidavkem fenoxyethanolu

B 1 [9] [mi] [mi] [mi] [mi]

Kontrola 0,0 0,0 100 20 380 500
Vz. 1 0,2 0,1 100 20 380 500
Vz.2 1,0 0,5 100 20 380 500
Vz.3 2,0 1,0 100 20 380 500
Vz. 4 5,0 2,5 100 20 378 500
Vz.5 10,0 5,0 100 20 377 500
Vz.6 20,0 10,0 100 20 375 500

6. Po priprave testovaci délicky byl pfipraveny vzorek probubldvan vzduchem po
dobu 30 min a tim byl i dokonale promichavan.

7. Po uplynuti této doby byla vzorkem naplnéna meéfici cela bez bublin.
Zaznamenavani kysliku probihalo v PC pomoci software LabView po dobu 10
min.

8. Béhem méfeni respirace bylo méteno pH zkoumanych vzorkda.

C. Vyhodnoceni vysledki

9. Znaméfenych dat byly sestrojeny grafy v zavislosti koncentrace kysliku na
case.

10. Byla vypocitani specificka respira¢ni rychlost ,,r5* dle vztahu /3/.

as 1

s = E * ; 13/
Kde:
rs - specificka respiracni rychlost [mgO,.hod™.g]
dS - zména koncentrace O, za dany ¢asovy interval dt [1]
S - suSina kalu [9.1"]

,ox ds .- . wr . v ,
Pro vypocet hodnoty ™ byla pouzita rovnice pfimky z rovnice regrese po prevedeni na

spravné Casove jednotky.
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11. Z vypoctenych specifickych rychlosti byla vypocitana inhibice pro jednotlivé
testované koncentrace latky dle vztahu /4/.

[ =), 10 141
sk
Kde:
I - Inhibice [%]
rsk - specificka rychlost spotieby O, u kontroly [mgO.,.hod™.g?]

- specificka rychlost spotifeby O U suspenze s testovanou 1
s . , [mgO2.hod™.g™]
toxickou latkou

12. Z vypoctenych hodnot inhibice byla sestrojena inhibicni kiivka v zavislosti
inhibice na logaritmu koncentrace testované toxické latky. Extrapolaci z grafu
nebo vypoctem byla zjisténa hodnota inhibice spotieby kysliku o 50 % (ECsy).

Sledovani toxicity 102P
A. Priprava kalu

1. Byla stanovena a upravena susina kalu na koncentraci cca 5 g.I™".

2. Dalsi postup byl shodny s piedchazejicim pokusem s fenoxyethanolem.
B. Méreni respirace
3

. Do testovacich délicich nalevek byly davkovany jednotlivé slozky dle tabulky 28
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Tab. 28 Davkovani jednotlivych slozek pro stanoveni respirace aktivovaného kalu

s ptidavkem 102P

[mg.I"] [9] [mi] [mi] m]  [m]
Kontrola 0,0 0,000 100 20 380 500
Vz. 1 10 0,005 100 20 380 500
Vz.2 50 0,025 100 20 380 500
Vz.3 100 0,050 100 20 380 500
Vz. 4 200 0,100 100 20 380 500
Vz.5 400 0,200 100 20 380 500
Vz.6 600 0,300 100 20 380 500
Vz. 7 800 0,400 100 20 380 500
Vz.8 1000 0,500 100 20 380 500
Vz.9 2000 1,000 100 20 379 500

4. Nasledujici postup byl shodny s testem s fenoxyethanolem.
C. Vyhodnoceni vysledkii
5. Nasledujici postup byl shodny s testem s fenoxyethanolem.
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3.4.6 Vedlejsi testy

Test pfitomnosti spor Bacillus subtilis CCM 4224

Zkoumana kultura byla kultivovana na TYA agaru po dobu 20 a 72 hodin pti 30
°C. Nasledn¢ byla ptipravena suspenze ve sterilnim fyziologickém roztoku. Suspenze byly
umistény na 11min do vodni ldzné o teplot¢ 80 °C. Po uplynulé dobé byla suspenze
vyockovana sterilni klickou na petriho misky s TYA agarem. Misky byly kultivovany pfi
30 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti kultiva¢ni doby byl pozorovan rast bunék.

Test na identifikaci bakterie, kterd kontaminovala jamky v mikrotitraénich desti¢kach

Béhem druhého dil¢iho pokusu s 102P doslo ke kontaminaci jamek s kulturami
Klebsiella pneumonie, Rhodococcus erythropolis a Enterococcus faecalis. Kontaminaci

doprovazela zelené zbarveni typické pro kulturu Pseudomonas aeruginosa.

Kontaminované jamky byly vyockovany sterilni klickou na selektivni cetrimidovy

agar. Vzorky byly kultivovany pti 30 °C po dobu 48 hodin.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Prace s fenoxyethanolem

V ramci pokust s fenoxyethanolem vué¢i cCistym bakteridlnim kulturam byla
stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC). Stanoveni MIC probihalo v 96—jamkovych mikrotitracnich destickach. Bylo
sledovano celkem 8 bakterialnich kultur (4 grampozitivni: Staphylococcus aureus CCM
3953; Enterococcus faecalis CCM 4224; Bacillus subtilis CCM 2216; Rhodococcus
erythropolis FR6 a 4 gramnegativni: Escherichia coli CCM 3954; Klebsiella pneumoniae
CCM 4415; Pseudomonas aeruginosa CCM 3955; Pseudomonas sp. MP 11).

Hodnoceni zdkalu coby indikatoru rtstu probihalo dvojim zptisobem. Prvnim
zpusobem bylo hodnoceni vizudlné. Druhy zplGsob méfeni zakalu probihal

spektrofotometricky pti 600 nm.

4.1.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace fenoxyethanolu viéi ¢istym

bakterialnim kulturam

Podle postupu v kap. 3.4.1 byly pfipraveny 96—jamkové mikrotitrani desticky.
Vyhodnoceni rstu prvniho a druhého dil¢iho pokusu je uvedeno v tabulkach 29 az 32.
Tab. 29 Sledovani ristu grampozitivnich kultur s pfidavkem fenoxyethanolu o vysledné

koncentraci 0 — 3 g.I"*

Konc. Staphylococcus  Enterococcus Bacillus Rhodococcus
fenoxyethanolu aureus faecalis subtilis erythropolis
[0.17] CCM 3953 CCM 4224 CCM 2216 FR6
0,00 + + + + + + + +
0,25 + + + + + + + +
0,50 + + + + + + + +
0,75 + + + + + + + +
1,00 + + + + + + + +
1,50 + + + + + + + +
2,00 + + + + + + + +
3,00 + + + + + + + +

+ zakal
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Tab. 30 Sledovani ristu gramnegativnich s piidavkem fenoxyethanolu o vysledné

koncentraci 0 — 3 g.I"*

0,00 + + + ++ ++ ++ ++
0,25 + + + ++ ++ ++ ++
0,50 + + + ++ ++ ++ ++
0,75 + + + ++ ++ ++ ++
1,00 + + + ++ ++ ++ ++
1,50 + + + ++ ++ ++ ++
2,00 + + + ++ ++ ++ ++
3,00 + + + + + + ++
++-> silny zékal +-> zékal

Jelikoz z vysledku uvedenych v tabulkach 29 a 30 bylo zfejmé, Ze nedoslo K inhibici rastu

bakterii, bylo zapotiebi zvysit vyslednou koncentraci fenoxyethanolu.

Tab. 31 Sledovani ristu grampozitivnich kultur s pfidavkem fenoxyethanolu o koncentraci

00-63g.l"

0,00 + + + + + ++ ++

2,10 + + + + + + +

3,15 + + + + + + +

4,20 + + + + + + +

6,30 + + + + + + +
++ silny zakal + zéakal
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Tab. 32 Sledovani ristu gramnegativnich s pfidavkem zasobniho roztoku fenoxyethanolu

o vysledné koncentraci 0,0 — 6,3 g.I"*

Konc. Escherichia Klebsiella Pseudomonas  Pseudomonas
fenoxyethanolu coli pneumoniae aeruginosa sp.
[g.17] CCM 3954 CCM 4415 CCM 3955 MP 11
0,00 + + + + + + ++ ++
2,10 + + + ++ + + ++ ++
3,15 + + + + + + ++ ++
4,20 + + + + + + + +
6,30 + + + + + + + +
++ silny zakal + zékal

Vysledky z prvniho i druhého dil¢iho pokusu pro stanoveni MIC fenoxyethanolu,
jez jsou uvedeny v tabulkach 29 — 32, neprokazaly bakteriostatické vlastnosti zkoumané
latky. Stale dochazelo k viditelnému rastu kultur, ktery byl pozorovan ve formé silného
zakalu, hlavné u kultur rodu Pseudomonas, a to i ve vyssich koncentraci fenoxyethanolu.
Proto byl rdst bakterii (zakal) vyhodnocen pouze pohledem a nebylo zapotiebi

spektrofotometrického méteni.

V nésledujicim dil¢im pokusu byly pfipraveny roztoky o koncentraci
fenoxyethanolu 3 az 13 g.l'l. Jelikoz béhem tohoto pokusu jiz doslo v nékterych ptipadech
k zastaveni rastu kultur, byl ten tento pokus opakovan srozdilem piipravy dvou
paralelnich desti¢ek. Jedna byla spektrofotometricky méfena pred kultivaci (Pfed) a druha
po kultivaci (Po), aby bylo mozné ur¢it, pii jaké koncentraci jiz nedochdzi kK vytvoreni
zékalu. Vysledky z méfeni zakalu v jamkach visualné (Vis) 1 pfistrojové jsou uvedeny

Vv nésledujicich tabulkach 33 az 34.
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Tab. 33 Porovnavaci tabulka z vyhodnoceni MIC fenoxyethanolu o konc. 3 — 13 g.I"* visualng i

4

ptistrojové pro gramnegativni bakterie

180'0 2800 .00 000 990'0 0800 ¥100 7100 vor
880'0 6100 §90'0  20°0 000 TL0%0 /00  S.0%
080'0 1600 €00 080°0 G90'0 5900 /00 0800 -
180'0 8100 200 280°0 G90'0 7800 €00 T0T'O
G80'0 6800 990'0  180°0 990'0 €200 1,00 00
180°0  £60°0 990°0  £0T‘0 0.0'0  280°0 7900 520°0 001
/80'0 6800 990'0  8ST'0 ¥90°0 | 520°0 1100 600
80'0  S60'0 5900 620°0 690'0 2800 200 900 0’6
00 8800 190'0  £80°0 850'0  T80'0 £80'0  6.0°0 .
180'0  921°0 0900 920°0 890'0 9800 1900 ZITO
0900 £60°0 /900 6800 290'0  180°0 8/0'0 2800 ”
€100 6800 890'0  280°0 1900 2800 1,00 €800
¥90'0 2800 /00  ¥80°0 6020 2600 080'0 9800 o
€100 ¥60°0 900 .00 €6T°0  S80°0 7800 260°0
8650 2800 YIT'0  220°0 9T¥'0  980°0 60v'0 9800
1€9'0 8800 8210 590°0 YOV'0  060°0 YOY'0 €800 e

- bez zakalu

+ mirny zékal

+ zakal
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tabulka z vyhodnoceni MIC fenoxyethanolu o konc. 3 — 13 g.I™ visualng i

r

r

avacl

Tab. 34 Porovn

4

pristrojové pro grampozitivni bakterie

980°0 /600 - | 8S0°0 9.0°0 990'0 | 890°0 990'0 | 8200
8900 6600 - | 9900 8900 0900 T90'0 9/0'0 6100 0el
€80°'0 0600 - | 8900 0.00 290'0 6500 080'0  £/0'0
00T'0  S60°0 - | 6500 S80°0 /S0'0 6500 1200 €100 STT
y/0'0 2600 - | T90'0 G800 0,00 990°0 S/0'0 8200

‘01
¥/0'0 6800 - | 290'0 £.00 5/0'0  290°0 2100 2/0'0 00
9IT'0  ¥60'0 - | 2900 6.0'0 822'0  90°0 1,00 1100 |
1600 €600 - | 6500 9.0'0 /80°0 0900 0/0'0 7200 0%6
960'0  960°0 - | 2/0'0 2800 0/0'0  £90°0 860'0 0800

'
SOT'0 €600 - | 2900 0800 290°0 0900 7100 S/0°0
282'0 1600 - | 190'0 €00 $89'0  $90°0 ¥10'0 7800

0'9
TIT'0  260'0 _+ 280°0 0800 ¥95'0  090°0 ¥80'0 8200
99/'0  TOT'0  + @ TOV'0 800 1190 $90°0 902'0 2800

'y
6,50 L1600 _+ TOV'0 1.0 589'0  650°0 622'0 €800
Sy/'0  €0T'0 + | 8EK'0 2,00 €0.'0  190°0 200’0 S80'0
¥ET'0 | 9600 8/t'0  SO0T'O ¥/9'0  650°0 yZr'0 . ¥80°0 o€

- bez zakalu

irny zakal

r

+ m

+ zakal



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

Tuéné znazornéné hodnoty V tabulkach 33 a 34 Dbyly oznaceny jako MIC
fenoxyethanolu. Z naméfenych hodnot absorbance byly zaznamenany stejné hodnoty MIC
jako z pozorovani zakalu visualné. Jelikoz v pfedchozim testu probihalo zvySovani
koncentrace fenoxyethanolu 0 1,5 g.I" , doslo v nasledném diléim pokusu ke zpfesnéni
pouzitim mensSich rozdili mezi jednotlivymi odstupfiovanymi koncentracemi

fenoxyethanolu.

Legenda ktabulce 34 pro kultury Staphylococcus aureus a Rhodococcus

erythropolis.

* U kultury St. aureus CCM 3953 byla pozorovana tvorba prstence u koncentrace
fenoxyethanolu 4,5 g.I"*, jenZ byla posledni koncentraci, pfi které dochézelo k mnoZeni

bakteridlni kultury.

** U kultury Rhodococcus erythropolis FR6 byla zaznamenana tvorba sedimentu u

koncentraci fenoxyethanolu 4,0 a 6,5 g.I", pouze v jednom z paralelnich sloupci.

Jelikoz pro nasledujici test nedoslo k oziveni kultury Pseudomonas sp. MP11, ktera
byla vyocCkovana z mraziciho boxu, byla pro pokus pouzita kultura Pseudomonas
fluorescens MS1, ktera byla ozivena ve stejny den a jako Pseudomonas sp. MP11 a

prekultivovanana stejnou dobu jako ostatni testovaci kultury.

Také v nasledujicim dil¢im testu probihalo hodnoceni zakalu visualné (Vis) a

pristrojove pied kultivaci (Pfed) a po kultivaci (Po).
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i

i MIC fenoxyethanolu o konc. 3 — 7 g.I" pro gramnegativn

fesnén

v

Tab. 35 Porovnavaci tabulka pro zp

bakterie

T600 6600 8900 - /00 yI00 100 - €600 94000 8100 - 600 9900 €900 -
[90'0 [900 €900 - .00 S/000 1200 - 0L0'0 6900 ¥200 - 890'0 9900 S900 -
600 6900 9900 - /00 000 €400 - 2800 5000 2100 - 000 $900 000 -
080°0 £90°0 2900 - €80'0 000 P00 - 9.0 8900 €00 - .00 TL0 S900 -
SOT'0 890°0 990°0 - .00 8900 2800 - 90T'O €0T'O 1200 - 0600 SOTO 9900 -
§IT'0 TL0'0 8900 - 280°0 2200 G800 - JTT'0 LL0°0 900 - T60'0 /800 000 - °°
— J/TO 9900 F - 88000 0800 - - TST0 €800 F -~ 9900 /900 -
~ 6900 9900 - - 900 S/00 - - 260 1800 F - 2900 6900 F O°
2620 220 6900 «F 2560 6620 1800 T L0 SEZ0 2600 w+ EVED £120 00wt
Z85'0 ZEE0 1900 «F SVZ0 €420 980°0° F OLVO 2GE0 9800 «+ OEE'0 GOTO 8Y00
O7E0 4820 SO0 + VEED 090 2800w+ LYED TEZO €800 + UIVO G0 6900wt
00£'0 6/2°0 TLO0 + 80V'0 8ZE0 T80  «+ COE0 T0Z0 L200 + E€2Zr'0 TSEQ ZL00
ZE0 L0 0100+ €980 0880 600+ VIED SYED 9800 + 90S0 9SVO 6900wt
ISE'0 6EE'0 0200+ V20 YS90 LL00 <+ L6E0 GVEO 1000 + EY¥'0 SLE0 900 +
[05'0 0S50 8900 + 6890 SS90 1.00 + [SE'0 96E0 2800 «+ OBE'0 L9E0 200  +
£VG0 6850 /900 + S8Y'0 PE9'0 GO0  + 6680 060 T800 «+ 6SY0 SO0 6900 +  O°

* tvorba mikrokolonii

- bez z4kalu

irny zékal

4

+m

+ zakal
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i MIC fenoxyethanolu o konc. 3 — 7 g.I" pro

fesnén

v

Tab. 36 Porovnavaci tabulka pro zp

gramnegativni bakterie

vy’ | 90T'0 IET'0 .00 88’0 | 290°0 £60'0 | 0800
1.4'0  90T'0 6900 2.0'0 p6v'0  950°0 960'0 2200 0L
2,50 0TT'0 0zv'0 | 9100 1950 #90°0 JZT'0 €100
7850 80T'0 1050 690°0 655°0 | 6500 20T'0  2/0°0 s9
255'0  60T'0 SSr'0 | £00 255'0  T90'0 evT'0 . €200

0'9
095'0  SOT'0 €/0'0 900 PES'0  850°0 €0Z'0 9200
/09'0  0TT'0 8TZ'0  2.0'0 585'0  T90°0 JT2'0 9/0'0

'
0S8'0  TTT'O 1.2'0 890°0 /850 6500 8EY'0 7200
1€9'0  ZTT0 2/5'0 800 Z79'0 0900 £65'0 0200

'S
8/9'0  80T'0 J9E'0  S60'0 ¥p9'0  250°0 €05'0 6900 0
Z79'0  80T'0 1280 £60°0 /290 8500 085'0 7200

'y
/790 00T'0 1290 2/0°0 679'0 8500 ¥19'0  £.0'0
2/9'0  L0T'0 JTE'0 290°0 Zv9'0 | 6500 679'0  £.0°0

0'v
STL'0  €TT0 9z8'0 | .00 £89'0 0900 9850 6900
62.'0 2600 808’0 2.00 €/9'0 8500 8150 0200
669'0 S60'0 €080 290°0 289'0 | 9500 ¥¥S'0 8900 5t

- bez zakalu

irny zékal
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+m

+ zakal
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Tuén€ zvyraznéné hodnoty v tabulkdach 35 a 36, ukazuji vysledné minimalni

inhibi¢ni koncentrace pro gramnegativni a grampozitivni kultury.

Diivodem dvojiho spektrofotometrického méteni po kultivaci u gramnegativnich
kultur byla tvorba mikrokolonii ve vét§im poc¢tu jamek. Prvni méfeni probihalo ihned po
ukonceni kultivacni doby, druhé méfeni probéhlo po dokonalém mechanickém rozmichéani
sterilni klickou a byl sledovan rozdil absorbanci pfed michdnim a po zamichani. I kdyz po
zamichani doSlo k narustu absorbanci u vSech vzorkii MIC, na kone¢nou hodnotu MIC
michani vliv nemélo, krom¢ kultury Pseudomonas fluorescens. Po rozmichani doslo
kK mirnému zvySeni hodnoty absorbance, i kdyz zakal pozorovan nebyl. Druhé hodnoty
absorbance u gramnegativnich kultur pro vyslednou koncentraci fenoxyethanolu 5,0 g1*
nebyly stanoveny, nebot” tato koncentrace fenoxyethanolu byla pfipravovana v separatnich
jamkach. Jelikoz po kultivaci nedoslo k tvorbé sedimentu ani k tvorbé mikrokolonii ani u

jedné ze sledovanych kultur, nebylo zapotiebi provadét dvoji méfeni.

4.1.2 Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace (MBC) fenoxyethanolu

Predchazejici pokusy stanoveni MIC byly vyuzity i pro stanoveni MBC, dle postupu

uvedeného v metodické ¢asti, a vysledky jsou uvedeny v tabulkach 37 — 40.

Tab. 37 Stanoveni MBC fenoxyethanolu pro grampozitivni bakterie

Konc. Staphylococcus  Enterococcus Bacillus Rhodococcus
fenoxyethanolu aureus faecalis subtilis erythropolis
[g.1"] CCM 3953 CCM 4224 CCM 2216 FR6
5,5 --- --- --- --- + + - -
6,0 + + --- --- + +
6,5 + + --- --- + +
7,0 + + --- --- + +
7,5 - = + + + + + +
9,0 - - + + + + + +
10,0 - - + + + + + +
11,5 - - + + + + + 4
13,0 - - + + + + + -

+ rast - bez nartistu --- nebylo stanovovano
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Jako minimalni baktericidni koncentrace byla oznacena koncentrace, pti které jiz
nedochézelo k ristu bun¢k na TYA agaru.

Z tabulky 37 byla stanovena MBC fenoxyethanolu Staphylococcus aureus CCM
3953 na 7,5 g.I". Koncentrace fenoxyethanolu 13,0 g.I" byla oznagena jako hraniéni pro
kulturu Rhodococcus erythropolis FR6, nebot” doslo k ristu v jednom ze dvou paralelnich
vzorkt. Z tohoto testu nebylo mozné stanovit MBC kultur Bacillus subtilis CCM 2216 a
Enterococcus faecalis CCM 4224. Proto byla jesté¢ pfipravena sada koncentraci

fenoxyethanolu v rozmezi 13,0 — 15,5 g.I™.

Tab. 38 Stanoveni MBC fenoxyethanolu v koncentracich 13,0 — 15,5 g.I"* pro kultury
Enterococcus faecalis CCM 4224 a Bacillus subtilis CCM 2216

13,00 - - + + - - + +
13,25 - -+ + - -+ 4
13,75 - - + + - - + +
14,00 - - + + - - + 4+
14,25 - - + + - - + 4
14,75 - - + + - - + +
15,00 - - + - - - + o+
15,50 - - - - - - + +
+ rist - bez zakalu (MIC)/ bez ristu (MBC)

Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace u bakterialnich kultur Bacilus
subtilis a Enterococcus faecalis prokazalo vysokou odolnost obou bakterialnich kultur. U
Enterococcus faecalis byla stanovena jako MBC koncentrace 15,50 g.I":. U koncentrace
15,00 g.I'1 doslo k rastu pouze v jednom ze dvou paralelnich vzorka, proto by se tato
koncentrace dala oznacit jako hrani¢ni baktericidni koncentraci. Pro kulturu Bacilus
subtilis byla stanovena hodnota MBC fenoxyethanolu > 15,50 g.I™%. Vyssi koncentrace

fenoxyethanolu nebyly pfipravovany.
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Tab. 39 Stanoveni MBC fenoxyethanolu pro gramnegativni bakterie

4,5 + + + + + +

6,0 - - - - i " - -
75 - - - - - - - -
9,0 - - - - - - - -
10,0 - - - - - - - -
11,5 - - - - - - - -
13,0 - - - - - - - -

+ rust - bez nartstu --- nebylo stanovovano
Z tabulky 39 byla stanovena hodnota MBC pro gramnegativni kultury, ktera byla
6,0 g.I", krom& kultury Pseudomonas aeruginosa, u které byla zaznamenana hodnota 7,5

g.I"". Pseudomonas aeruginosa se tak ukazala byt nejodoln&jsi gramnegativni kulturou.

Z Tabulek 37 — 39 je jasné patrné, Ze grampozitivni bakterie jsou odolnéjsi nez
kultury gramnegativni. Niz§i odolnost gramnegativnich bakterii mize byt dana stavbou
jejich bunécné stény, ktera je na rozdil od grampozitivnich kultur tenci, strukturovanéjsi a

vici fenoxyethanolu ziejmé méné odolna.
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Tab. 40 Zpiesnéni vysledkit MBC fenoxyethanolu pro gramnegativni kultury

Konc. Escherichia Klebsiella Pseudomonas  Pseudomonas
fenoxyethanolu coli pneumoniae aeruginosa fluorescens

[9.1™] CCM 3954 CCM 4415 CCM 3955 MS1
3,0 + + + + = - + +
3,5 + + + + + * + +
4,0 + + + + + + + +
45 + + + + + + + +
5,0 + + + + + + + +
55 - - + + + + + +
6,0 - - + - + + + +
7,0 - - - - - + + +

+ rust + mirny rist - bez nartstu * kontaminace

Ztabulky 40 byly zpfesnény hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
fenoxyethanolu pro gramnegativni kultury E. coli z hodnoty 6,0 na 5,5 g.I". Pro kulturu
Klebsiella pneumoniae byla stanovena hodnota 6,0 g.I"* jako hrani¢ni a jako MBC
koncentrace 7,0 g.I"* a hrani¢ni byla i koncentrace 7,0 g.I"* pro kulturu Pseudomonas
aeruginosa. Pseudomonas fluorescens prokazala vyssi odolnost viéi fenoxyethanolu,
nebot’ pro ni byla hodnota MBC je vyssi nez 7,0 g.I'* (7,5 g.I™, zjisténych v predchazejicim
pokusu). Protoze pro stanoveni MBC koncentrace v tabulce 40 byly vyockovany jamky
z pokusu, popsaném v tabulce 35, nebyla v tomto pokusu pouzita kultura Pseudomonas sp.
MP11, ale Pseudomonas fluorescens MS1.

413 Stanoveni MIC a MBC fenoxyethanolu pro kulturu Bacillus subtilis

prekultivovanou 20 hodin

Bacillus subtilis patii mezi sporulujici bakterie. Spory jsou morfologicky odlisnym
bakterialnim utvarem nez buriky, a jsou odolIngjsi vici nepfiznivym vnéj$im podminkam
(HIGGINS et. al. , 2011).

Vysledky testu na pfitomnost spor prokazaly, ze Bacillus subtilis CCM 2216 po 20
hodinové kultivaci spory nevytvaii. Proto byl Bacilus subtilis prekultivovan 20 hodin a
takto mlada kultura byla podrobena testu na stanoveni MIC a MBC. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 41.
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Tab. 41 Stanoveni MIC a MBC fenoxyethanolu pro kulturu Bacillus subtilis prekultivovanou
20 hodin

++ 0,074 0,565 +
0 3,50

++ 0,076 0,604 + + 0,074 0,338 +

++ 0,087 0,545 + + 0,065 0,243 +
0,25 4,50

++ 0,078 0,565 + + 0,075 0,251 +

++ 0,073 0,591 + + 0,068 0,283 +
0,50 6,00

++ 0,084 0,576 + + 0,07 0,288 +

++ 0,070 0,562 + - 0,063 0,066 =
0,75 7,50

++ 0,081 0,576 + - 0,062 0,06 -

++ 0,078 0,532 + - 0,072 0,062 -
1,00 9,00

++ 0,073 0,573 + - 0,070 0,066 -

++ 0,073 0,519 + - 0,058 0,063 -
1,50 10,00

++ 0,073 0,558 + - 0,076 0,063 -

++ 0,076 0,446 + - 0,062 0,057 -
2,00 11,50

++ 0,071 0,486 + - 0,071 0,055 -

++ 0,071 0,556 + - 0,066 0,081 -
3,00 13,00

++ 0,079 0,458 + - 0,069 0,120 -
++ silny zékal + zakal (MIC)/ rist (MBC)

- bez zékalu (MIC)/ bez nartastu (MBC)

Z vysledki v tabulce 41 Ize stanovit hodnotu MIC i MBC 7,50 g.I™. Zaroveii
z vysledka vyplyva, ze spory, které kultura Bacilus subtilis vytvaii po delsi kultivaci, maji

vyznamny vliv na piezivani a samotna bunka neni tak odolna jako spory.
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4.2 Prace s 1-oktyl-2 pyrrolidonem

Cilem pokust bylo sledovani protibakterialni u¢innosti vici Cistym bakterialnim
kulturam.
4.2.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 102P — ¢ast 1.

V prvnim dil¢im pokuse byly mikrotitracni desticky pfipraveny podle tabulky 11.
Pro tento test byl 102P navazen, aby se pfedeslo jeho zachytavani ve $pi¢ce davkovace.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkéach 42 a 43.

Tab. 42 Vizualni hodnoceni zakalu pro stanoveni MIC 102P pro gramnegativni bakterie

Vizualné Vizualné Vizualné Vizualné
++ + + +
0

++ + + +
++ 4 4 4

20
++ 4 4 4
++ + + +

50
++ + + +
++ 4 4 4

100
++ + + +
+ + + +

250
+ + + +
+ + + +

500
+ + + +
+ + + +

750
+ + + +
+ + + +

1000

+ + + +

++ silny zakal + zékal
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Tab. 43 Vizualni hodnoceni zakalu pro stanoveni MIC 102P pro grampozitivni bakterie

+ + + +

20
+ + + +
+ + + +

50
+ + + +
+ + + +

100
+ + + +
+ + + +

250
+ + + +
+ + + +

500
+ + + +
+ + + +

750
T T T T
+ + + +

1000
+ + + +
+ zakal

V prvnim testu pro stanoveni MIC 102P doslo krustu bakterii pii vSech
zkoumanych koncentracich. Z vysledku tedy zdanlivé vyplynulo, ze 102P nevykazuje
vysokou toxicitu. Ale diky fyzikalnim vlastnostem 102P bylo mozné, Ze doslo k jeho
adsorpci na material steriliza¢niho filtru béhem filtrace. Z tohoto divodu byly pfipraveny

dynamické testy, viz kapitola 4.2.2.
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4.2.2 Dynamické testy s kulturami E. coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955

Prvni ¢ast dil¢iho testu byla provedena s kulturou E. coli CCM 3954 a s
koncentracemi 102P v TSB 0,5 g.I%, 1,0 g.I", emulze 2,0 g.I"* a za pouziti kontrolnich
vzorkt bez 102P.

Vysledky mikroskopického pozorovani iéinku 102P na kulturu E. coli CCM 3954

Po uplynuti kultivacni doby bylo asepticky napipetovano 10 pl vzorku na pocitaci
komirku CYRUS II. Pocitani jednotlivych bun€k bylo provedeno pii zvétSeni 400x

Vv ¢tvercich o rozmérech 50 x 50 um a vysledky byly pfepocitany na objem 1 ml.

Tab. 44 Mikroskopické pozorovani uc¢inku 1-oktyl-2-pyrrolidonu na E. coli CCM 3954

Koncentrace Doba CFU buiiky ve
102P kultivace ¢tverci Buncldmi
[9.1"] [hod] [1] [1]
4 2-10 16*10° - 80*10°
0,0 24 cca 100 800*10°
48 Neprovadéno
4 0 0
1,0 24 40 - 50 320*10° — 400*10°
48 Neprovadéno
4 0 0
2,0 24 0 0
48 Neprovadéno
4 0 0
50 24 0 0
48 Neprovadéno

Vysledky mikroskopie prokazaly vyssi toxicitu, nez tomu bylo v ptipad¢ prvniho
dil¢iho testu. I kdyz byly pozorovany buiiky i pii koncentraci 1 g.l'l, byly tyto builky
nepohyblivé a nepravidelného tvaru, oproti buitkam v kontrolnich vzorcich (viz obrazek 6).
Pocitani bunék bylo ztizeno hlavné u kontrolnich vzorki, z divodu zvySeného poctu bunék

a jejich velké pohyblivosti.
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Obr. 6 Tvar bun¢k E. coli CCM 3954 bez ptidavku 102P pod mikroskopem pfi zvétseni
400x

V obrazku je 6 je lze pozorovat typicky ty¢inkovity tvar bunék kultury E. coli. Pii
pisobeni 102P o koncentraci 1g.1™ doglo k tvorb& nepohyblivych bun&k oproti kontrole.

Pii paisobeni 102P o koncentraci 5.1 nebyly pod mikroskopem pozorovany Zadné buiiky
kultury E. coli.

Vysledky kultivaéniho pod&itani bakterii E. coli CCM 3954

Po uplynuti kultiva¢ni doby bylo 100 ul vzorku 100x fedéno ve fyziologickém
roztoku. Redéni bylo provadéno u viech zkoumanych koncentraci 102P pouze v &ase nula.
Na zékladé mikroskopického pozorovani byly po ¢tyfech hodinach kultivace fedény pouze
kontrolni vzorky. Vysledné suspenze byly sterilni hokejkou rozetfeny na povrch R2A
agaru v petriho miskach. Misky byly kultivovany pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti

kultiva¢ni bylo provedeno pocitani narostenych kolonii.
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Tab. 45 Kultiva¢ni hodnoceni u¢inku 102P na E. coli CCM 3954

Koncentrace Doba .
: Redéni CFU CFU/ml
102P kultivace
[9.1"] [hod] [1] [1]
00 0 100x cca 1 000 cca 5,0.10°
’ 4 100x cca 1500 cca 7,5.10°
0 100x 0 0
1,0
4 Netfedéno 0 0
0 100x 0 0
2,0
4 Netfedéno 0 0
0 100x 0 0
5,0
4 Netfedéno 0 0

Na zékladé vysledki z mikroskopie bylo provadéno vyockovani na R2A agar pouze
Vv kultiva¢nim ¢ase nula a po ¢tyfech hodinach. I kdyz pod mikroskopem byly pozorovany
buiiky i pii koncentraci 1g.1™, po vyotkovani nebyl zaznamenan Zadny néartst kolonii na

R2A agaru, bylo tedy zfejmé, e 102P piisobi od koncentrace 1,0 g.1™ baktericidné.

Vysledky mikroskopického pozorovani ucinku 102P na kulturu Pseudomonas auruginosa
CCM 3955

Prvni mikroskopické pozorovani probihalo po 6 hodinové kultivaci, na rozdil od
prvniho odbéru vzorku, ktery probehl po 4 hodinach kultivace. Dlivodem 2 hodinového

rozdilu mezi jednotlivymi metodami byla nedostupnost mikroskopu s fazovym kontrastem.
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Tab. 46 Mikroskopické pozorovani uc¢inku 102P na Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Koncentrace Doba CFU ve ¢étverci CFU/ml
102P kultivace
[9.1"] [hod] [1] [1]
A 3-4 243210
3-7 2.4-56.10"
0,0
24 Nepocitatelné
48 Nepocitatelné
0-4 0,0 -3,2.10°
6 6 7
1-3 8,0.10°-2.4.10
20— 25 1,6 —2,0.10°
0,5 24 8
15— 20 1,2-1,6.10
30-50 2.4 -4,0.10°
48
20— 30 1,6 —2,4.108
1-2 8,0.10° - 1,6.10’
6 6 7
1-2 8,0.10° - 1,6.10
10— 12 8,0 -9,6.10’
1,0 24 7 8
12 - 15 9,6.10" —1,2.10
25-30 2,0-2,4.10°
48
30— 40 2.4-3210°
A 1-2 8,0.10° — 1,8.10’
0 0
15— 20 1,2 -1,6.10°
2,0 24 8
20— 25 1,6 —2,0.10
15— 20 1,2 -1,6.10°
48
20— 30 1,6 —2,4.108

Pocitani jednotlivych vzorkl bylo provedeno spiSe orienta¢né, 1 kdyz bunky po
aplikaci 102P nevykazovaly aktivni pohyb oproti kontrole. AvSak dochazelo k pohybu
bunc¢k na okrajich pocitaci komtrky, nejspiSe vlivem zahfivanim vzorku lampou od

mikroskopu nebo vlivem povrchového napéti.
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Z mikroskopického pozorovani vyplyva, ze kultura Pseudomonas aeruginosa je
odolna bakterie vaci 102P. I kdyz viditelné doslo k nartistu bunék ve vSech sledovanych
koncentraci, byly vSechny vzorky vyockovany na povrch TYA agaru k ovéieni vysledki.
Vysledky vyockovani jednotlivych vzorkt bylo pozitivni na rist Pseudomonas aeruginosa

ve vSech koncentracich.

Bunky vystavené ptsobeni 102P ve vsech sledovanych koncentraci, vSsak byly

oproti kontrole nepohyblivé.

4.2.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace 102P, ¢ast I1.

Na zaklad¢ vysledkd dynamického testu vuéi kultuie E. coli byly pfipraveny
mikrotitra¢ni desti¢ky dle tabulky 12. Pfi postupu jiz nebyla pouzita filtrace roztoki 102P,
aby bylo zabranéno Ubytku latky ze zasobnich roztokt. Vysledky stanoveni MIC 102P
jsou uvedeny v tabulkach 47 a 48 na nasledujicich stranach. Hodnoceni zakalu probihalo
stejné jako u stanoveni MIC fenoxyethanolu visualné (Vis) a spektrofotometricky pted
kultivaci (Pfed) a po kultivaci (Po).
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+ zakal

Tab. 47 Stanoveni MIC 102P vuci gramnegativnim bakteriim
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- bez zakalu * kontaminace --- nebylo stanovovano

Absorbance po kultivaci u kultury E. coli pro koncentraci 0,75 g.I"* nebyla brana do

hodnoceni vysledkl nebot’ v ptislusné jamce doslo ke kontaminaci.

Kultura Pseudomonas sp. MP11 nebyla v této ¢asti testu zkoumana, nebot’ se ji

nepodafilo ozivit z mraziciho boxu.
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.

tivnim bakteri

0w

vuci grampozi

Tab. 48 Stanoveni MIC 102P
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Béhem tohoto dil¢iho pokusu doslo ke kontaminaci nékolika vzorki, proto byl
pokus s kontaminovanymi kulturami opakovan. V opakovaném testu byla dale pouzita

kultura Pseudomonas sp. MP11 a také Bacillus subtilis prekultivovany 20 hodin.

Jelikoz kontaminaci doprovazelo charakteristické zluto-zelené zabarveni pro
kulturu Pseudomonas aeruginosa, byly kontaminované jamky vyockovany na selektivni
cetrimidovy agar. Vysledky byly pozitivni na bakterii Pseudomonas aeruginosa. Na
zaklad¢ téchto vysledkl byla zvySena opatrnost béhem davkovani jednotlivych slozek do
jamek, nebot’ bylo prokazano, ze Pseudomonas aeruginosa dokaze snadno kontaminovat

sousedni vzorky.
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am

4

itivnim kultur

vici grampozi

tanoveni MIC pro 102P vici

ani s

4

Tab. 49 Opakov
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Tab. 50 Opakovani stanoveni MIC pro 102P vici gramnegativnim kulturam

+ 0,068 0,975 ++ 0,069 1,405
ot + 0,076 0,969 ++ 0,067 1,412
002 + 00gg 0980 ++ 0,048 1,416
+ 0,080 0,858 ++ 0,048 1,427
263 + 0,097 0,056 ++ 0,047 0,044
5 0,090 0,363 D 0,066 1,483
+ 0,088 0,063 ++ 0,068 1,559
0.10 + 0,092 0,059 ++ 0,078 1,591
- 0,09 0,067 + 0,079 1,440
0.2 - 0,089 0,071 + 0,074 1,392
- 0,099 0,100 + 0,086 0,672
050 - 0,097 = 0,101 + 0,075 0,778
- 0,136 0,119 T 0,084 0,723
075 - 0,140 0,103 + 0,131 0,653
100 - 0,113 = 0,131 + 0,110 0,435
- 0,133 = 0,111 + 0,136 0,596
++ silny zakal + zakal - bez zakalu

Z namé&fenych hodnot, uvedenych v tabulkach 47 — 50, byly stanoveny hodnoty
MIC v rozmezi od 0,1 — 0,5 g.I"* 102P v roztoku. Ze zjisténych hodnot MIC lze fici, Ze na
odolnost vii¢i 102P nema vliv, zda dana kultura patii do skupiny grampozitivnich ¢i

gramnegativnich bakterii.

Vysokou odolnost prokazaly ob¢ kultury rodu Pseudomonas. Na zakladé téchto
vysledkt byly dale testovany kultury Pseudomonas aeruginosa FT1, FT2 a FT4,
Pseudomonas fluorescens MS1 a Pseudomonas putida FR3. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 51.
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Tab. 51Visualni sledovani uc¢inku 102P vici vybranym kulturam rodu Pseudomonas

+ + + +
+
20
+ + + + +
+ + + +
+
50
+ + + +
+ + + +
100
+ + + + +
+ + + + +
250
+ + + + +
+ + + + +
500
+ + 4 + 1
+ + + + +
750
+ + + + +
+ + 4 + 1
1000
+ + 4 + 1
+ zakal

Jelikoz doslo k jasné viditelnému zakalu ve vSech zkoumanych koncentracich u
vSech kultur rodu Pseudomonas, nebylo zapotiebi méftit zakal pfistrojove. Z vysledku
vyplyva vysoka odolnost bakterii rodu Pseudomonas vuci vyssim koncentracim 102P. To
nejspise potvrzuje dobrou schopnost bakterii rodu Pseudomonas vylucovat ze svych tél

toxické latky.
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4.2.4 Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace 102P

Tab. 52 Stanoveni MBC 102P vi¢i gramnegativnim bakteriim

010 - + +
0,25 - + + +
0,50 - - - -
0,75 - - - -
1,00 - - - -
+ rust - bez riistu --- nebylo stanovovano

Tab. 53 Stanoveni MBC 102P vici grampozitivnim bakteriim

0,05 + + --- - + + — e — —

0,10 + + + + + + - - - -

0,25 + - - - + + - - - -

0,50 - + - = + + - - - -

0,75 - - - - + + - - - -

1,00 - - - - + + - - - -
+ rust - bez ristu --- nebylo stanovovano

v

Vysledky MBC jasné ukazuji na to, Ze 102P je mnohem toxi¢téj§i nez
fenoxyethanol, nebot’ kromé kultury E. coli se hodnoty MIC a MBC shoduji. MBC nebyla
stanovovana pro kultury rodu Pseudomonas. Vysledky MBC také opét prokazaly, jak
velky vyznam ma tvorba spor pro bakterii Bacillus subtilis. MBC pro Bacillus subtilis
prekultivovany 72 hodiny bylo stanovena na vice jak 1 g.1™ a pro kulturu prekultivovanou
20 hodin byla hodnota MBC stanovena na 0,1 g.I™.
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4.3 Testovani smési fenoxyethanolu a 102P

Pro sledovani Gc¢inku smési fenoxyethanolu a 102P byly vybrany 2 grampozitivni
kultury (Staphylococcus aureus CCM 3953 a Bacillus subtilis CCM 2216) a dvé
gramnegativni kultury (E. coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955).
Hodnoceni zakalu probihalo stejné¢ jako u stanovovani MIC fenoxyethanolu a 102P a to
visualné (Vis), spektrofotometricky pied kultivaci (Pfed) a po kultivaci (Po). Vysledky viz
tabulka 55.

Pfed samotnym stanovenim inhibice ristu bakterii smési obou latek byl proveden
test na ovéfeni MIC fenoxyethanolu a také 102P vuci kultufe E. coli. Vysledky MIC
tohoto ovéfeni se shodovaly s piivodnimi namé&fenymi hodnotami, tedy 4,5 gl pro

fenoxyethanol a 0,5 g.I™* pro 102P.
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Tab. 54 Sledovani G&inku smési fenoxyethanolu (0,0 — 5,0 g.I") a 102P (50 — 200 mg.I™) vigi E. coli

CCM 3954
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+ zékal (MIC)/ riast (MBC) + mirny zékal --- nebylo stanovovano

- bez zkalu (MIC)/ bez riistu (MBC)

Tuén€ zvyraznéné hodnoty byly stanoveny hodnoty MIC smési pro jednotlivé
stanoveni. Pivodni MIC fenoxyethanolu vi¢i kultufe E. coli se po ptfidavku 102P o
vysledné koncentraci 50 mg.l™ snizila na 4,0 gl* a spiidavkem 102P o vysledné
koncentraci 100 a 200 mg.I"* doslo ke sniZeni na 3,0 g.I. Dale byla stanovena hodnota
MBC 4,5 g.I"" pro smé&s s 102P o koncentraci 50 mg.I" a 3,0 g.I"* pro smé&s s 102P o
koncentraci 100 a 200 mg.I™.
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Tab. 55 Sledovani G&inku smési fenoxyethanolu (0 — 4,5 g.I'Y) a 102P (50 — 200 mg.I™) viici

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
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Tab. 56 Sledovani G&inku smési fenoxyethanolu (0 — 4,5 g.I'") a 102P (400 — 600 mg.I™) vigi

Vysledna konc. 102P Vysledna konc. 102P
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Z naméfenych vysledii ucinnosti smési fenoxyethanolu a 102P oproti kultute
Pseudomonas aeruginosa vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci 102P dochazi ke
zvySovéani u¢inku smési. Hodnoty MIC pro smés s 102P 50 a 100 mg.I" byla okolo
hodnoty 4,00 az 4,25 g1 fenoxyethanolu, po pridavku 102P o koncentraci 200 — 500
mg.I"" doglo ke sniZeni hodnoty MIC smé&si na 3,0 g.1* fenoxyethanolu. Hodnoty MBC
viak byly ve viech ptipadech, kromé& ptidavku 102P o vysledné koncentraci 600 mg.1™,
vyssi jak 4,5 g1
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MIC smési fenoxyethanolu a 102P pro St. aureus byla v ptitomnosti 102P (50 a 100

mg.I"") 6,0 g.I'" a po piidavku 200 mg.I* 102P hodnota MIC smési klesla na 5,0 g.I"".

Hodnoty MBC nebyly zjistény, byly vyssi jak 6,0 g1 ve viech tfech p¥ipadech.
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Tab. 58 Sledovani G&inku smési fenoxyethanolu (0 — 6,0 g.I'*) a 102P (50 — 200 mg.I™) vigi kultuie
Bacillus subtilis CCM 2216
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V ramci tohoto testu byla pouzita kultura Bacillus subtilis prekultivovana 20 hodin.
Hodnota MIC smési pro kulturu Bacillus subtilis v piitomnosti 50 mg.1™ 102P byla 5,0
g.I", v piipad& koncentrace 100 mg.I™ 102P byla hodnota MIC smési sniZena na 4,0 g.I™".
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4.4 Stanoveni toxicity latek vuci aktivovanému kalu

Principem sledovani toxicity sledovanych latek viici smésné kultufe aktivovaného
kalu (AK) bylo méfeni tibytku kysliku za ¢asovy interval tedy rychlost respirace. Pro tento
el byl pouzit aerobni aktivovany kal z COV Malenovice. Méfeni bylo provadéno za
konstantniho michani v uzaviené meéfici cele s kyslikovou elektrodou. Pro tpravu kalu

bylo pouZito fedéného mineralniho média (RMM)

4.4.1 Sledovani respirace aerobniho kalu s pridavkem fenoxyethanolu

Stanoveni suSiny kalu

Nejdiive byla stanovena suSina V den pfivezeni kalu, 24 hodin pfed samotnym

testem i v den stanoveni. Vysledky stanoveni susiny jsou uvedeny v tabulce 59.
Tab. 59 Stanoveni susiny V testu sledovani toxicity fenoxyethanolu

Mpapirku Mpapirku+vzorka Susina

[a] [a] [0.1"]

Susina v den dovezeni kalu

0,1330 0,1834 5,04
0,1300 0,1804 5,04
0,1230 0,1734 5,03
Prumeér 5,04

Sus$ina 24 hodin pted stanovenim toxicity

0,15507 0,21044 5,53
0,15953 0,21686 5,73
0,16310 0,22114 5,80
Prumér 5,69
Susina v den stanoveni toxicity
0,12693 0,18089 5,40
0,12188 0,17735 5,45
0,13630 0,18777 5,45
Prumér 5,42

Susina kalu byla vypoctena dle vztahu /2/.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

Protoze suSina v den pfivezeni kalu i v den stanoveni odpovidala suSin€ stanovené
normou CSN ISO 8192, ktera stanovuje susinu kalu pro stanoveni toxicity 5 g.I* , nebylo

zapotiebi kal nijak upravovat.

Sledovani toxicity fenoxyethanolu viaci AK

Pro posouzeni toxicity fenoxyethanolu vi¢i AK bylo sledovano celkem 6
odstupniovanych koncentraci fenoxyethanolu a také kontrolni vzorky. Byly sledovany
koncentrace fenoxyethanolu 0,0; 0,2; 1,0; 2,0; 50; 100 a 20,0 gl Uginnost

fenoxyethanolu vi¢i AK je zndzornéna v grafu znazornéném v obrazku 7.

Obr. 7 Grafické znazornéni ubytku kysliku v disledku ptisobeni fenoxyethanolu na ¢ase

c0, [mg.I"]
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!
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Z grafického znazornéni lze pozorovat vysokou Ucinnost fenoxyethanolu na AK,
nebot i 0,2 gl* zpisobilo oproti kontrole podstatnou inhibici respirace. Vysledna

koncentrace fenoxyethanolu 10 a 20 g.I"* mél na kal prakticky Gplny inhibi¢ni efekt.

Z jednotlivych grafii byly zjistény rovnice piimky, které jsou uvedeny na nasledné

strané€.
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Konc. fenoxyethanolu [g.1] Rovnice piimky

Kontrola_1 y = —0,0052x 4+ 5,7411
Kontrola_1 y = —0,0059x + 6,3245
0,2 y =—0,0031x + 6,7654
1,0 y =-—0,0031x + 7,3004
2,0 y = —0,0026x + 7,8959
50 y =-—0,0016x + 7,8620
10,0 y =-0,0003x + 7,9028
20,0 y = —0,00009x + 8,1897

Z rovnic ptimek byla vzdy vypoctena specificka respiracni rychlost ,,r5* dle rovnice
/3] a bylo vypoc¢teno procento inhibice ,,I“. Béhem méfeni ubytku kysliku bylo sledovano
pH pii 20°C méfeného vzorku, z divodu ovéfeni, Ze méfeny vzorek neni piili§ okyselen.
To by mohlo mit negativni vliv na vysledky. Vypoétené a naméfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 60.

Tab. 60 Vypoctené hodnoty specifické respiracni rychlosti, procenta inhibice a méfeni pH

pii sledovani G€inku fenoxyethanolu vici AK

Logaritmus Smérnice

2ile pH koncentrace Z rovnice rs |
e fenoxyethanolu  regrese
[9.1"] [1] [1] [1] [mg.O2.hod™.g™"]  [%]
7,137 -0,0052 17,45
00 7,199 -0,0059 1980 803
0,2 7,357 2,3010 -0,0031 10,40 44,14
1,0 7,147 3,0000 -0,0031 10,40 44,14
2,0 7,228 3,3010 -0,0026 8,73 53,15
5,0 7,225 3,6990 -0,0016 5,37 71,17
10,0 7,270 4,0000 -0,0003 1,01 94,59
20,0 7,205 4,3010 -0,00009 0,30 98,38

Hodnoty pH byly ve vSech ptipadech v optimélni hodnoté v rozmezi 7,1 — 7,3.
Kwvili nizkym hodnotdm koncentrace fenoxyethanolu bylo pouzito pro vypocet logaritmu
koncentrace Vv jednotkach mg.l'l. Z vypoctenych procent inhibice byla sestrojena inhibi¢ni
kiivka, ze zavislosti procent inhibice na logaritmu koncentrace. Inhibi¢ni kiivka

aktivovaného kalu pfi G€inku fenoxyethanolu je zobrazena v obrazku 8.
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Obr. 8 Inhibi¢ni kfivka ucinku fenoxyethanolu vici AK

100

1[%]

50
¢ v

0 T T T T
2,3 2,8 3,3 3,8 4,3 4,8

IOg cfenoxythanol

Z vypoctenych hodnot inhibice byla stanovena efektivni koncentrace inhibujici
50% respirace (ECsp).
Hodnota ECsy pro fenoxyethanol vici smésné kultufe v aktivovaném kalu byla

vypo&tena na ECso = 1,88 g.I".
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4.4.2 Sledovani respirace aerobniho kalu s pridavkem 102P

Stanoveni suSiny kalu

Stanoveni suSiny kalu probihalo stejné jako v pfedchozim testu.

Tab. 61 Stanoveni suSiny v testu sledovani toxicity 102P

Mpapirku Mpapirku+vzorku Susina
[0] [0] [9.1"]
Susina v den dovezeni kalu
0,12815 0,17402 4,59
0,13128 0,17165 4,04
0,12561 0,17783 5,22
Primeér 4,62

Susina 24 hodin pted stanovenim toxicity

0,1237 0,1856 6,19
0,1168 0,1805 6,37
0,1251 0,1817 5,63
Prumér 6,06
Susina v den stanoveni toxicity
0,12987 0,19275 6,30
0,12800 0,18406 5,61
0,12970 0,18992 6,02
Prumeér 5,98

Vlivem nizké pocatecni suSiny, bylo béhem centrifugace pouZzivano pro
resuspendaci 600 ml fedéného mineralniho média misto pivodnich 500 ml. Po posledni

resuspendaci byl kal doplnén na celkovy objem 1,5 1.

Susina AK v den stanoveni byla 5,98 g.1" proto byl kal zfedén mineralnim fedénym

médiem. Objem pro ziedéni AK byl vypocten podle vztahu 5.

V]_Cl == V2C2 /5/
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Kde:

V; - Pivodni objem zasobniho roztoku kalu [ml]
V, - Kone¢ny objem roztoku kalu [mi]
c; - Plvodni suSina zasobniho roztoku kalu [9.17]
¢, - Vysledna susina kalu [9.1"]

Na zaklad¢ vypoctu bylo zjisténo, ze potfebny objem pro zifedéni kalu na

pozadovanou hodnotu susiny kalu 5,0 g.I"* bylo zapotebi 294 ml RMM.

Sledovani toxicity 102P vici AK

Pro stanoveni toxicity 102P bylo pouzito vyslednych koncentraci 102P v roztoku
0,01; 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00 g.I'" a dale emulze 2,00 g™ a kontrolni

vzorek. Vysledky respirace jsou uvedeny v obrazku 9.

Obr. 9 Grafické znazornéni tbytku kysliku v disledku ptisobeni 102P na ¢ase

9
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Vysledky grafického zndzornéni ukazuji na to, ze nizké koncentrace 102P (10 —
100 mg.I") nemaji podstatny vliv na respiraci aktivovaného kalu. Uginnost 102P se
projevila az pfi vysledné koncentraci 0,2 g.l'l. Pti ptidavku 0,4 g.l'1 jiz byla prokdzéana
témef Uplnad inhibice AK. Pfidavek 102P o vysledné koncentraci 0,4 — 0,8 mg.l'1 také
ukazala nejvyssi pénivost. Pfi vysSich koncentraci 102P nebylo pénéni tak vyrazné jak

Vv predchozim piipad€. Stejné jako u testu s fenoxyethanolem, vici AK byly stanoveny
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hodnoty specifické respiracni rychlosti a procenta inhibice. Béhem méfeni respirace bylo
méfeni 1 pH métenych vzorkl. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 62. Z jednotlivych graft

byly zjistény rovnice pfimky, které jsou uvedeny nize.

Konc. 102P [g.I™] Rovnice pfimky
Kontrola_1 y = —0,0055x + 6,9445
Kontrola_1 y = —0,0058x + 6,4726
0,01 y = —0,0049x + 6,2382
0,05 y = —0,0046x + 6,7464
0,1 y = —0,0044x + 6,5462
0,2 y = —0,0026x + 6,8783
0,4 y = —0,0009x + 7,5461
0,6 y = —0,00004x + 7,7582
0,8 y =—0,00003x + 7,7131
1,0 y =—0,000007x + 7,7764
2,0 y =-—0,00001x + 7,78722

Tab. 62 Vypoctené hodnoty specifické respirani rychlosti, procenta inhibice a méfeni pH
pfi sledovani uc¢inku 102P vici AK

Logaritmus Smérnice

Konc. 102P pH koncentrace Z rovnice rs |
102P regrese

[9.1"] [1] [1] [1] [mg.0z.hod g™ [%]
0,00 7,156 -0,0055 19,80 2034 -
0,00 7,202 -0,0058 20,88 ’

0,01 7,230 1,0000 -0,0049 17,64 13,27
0,05 7,180 1,6990 -0,0046 16,56 18,58
0,10 7,190 2,0000 -0,0044 15,84 22,12
0,20 7,214 2,3010 -0,0026 9,36 53,98
0,40 7,149 2,6021 -0,0009 3,24 84,07
0,60 7,158 2,7782 -0,0004 1,44 92,92
0,80 7,167 2,9031 -0,0003 1,08 94,69
1,00 7,190 3,0000 -0,00007 0,25 98,76

2,00 7,178 3,3010 -0,0001 0,36 98,29
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Mg¢éteni respirace probihalo za optimalnich podminek pH, které bylo v rozmezi 7,1
—7,3. Z vypoctenych hodnot procentualni inhibice respirace byla sestrojena kiivka inhibice

Vv zavislosti na logaritmu koncentrace. Inhibi¢ni kiivka pro 102P je vyobrazena v grafu

obrazku 10.
Obr. 10 Inhibiéni kiivka uéinku 102P vucéi AK
100
X
50
k
0 T T T T 1
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
logc,q,p [1]

Z naméfenych dat inhibice, byla vypoétena hodnota ECsq = 0,185q.1™%,
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ZAVER
Vramci diplomové prace jsem se zabyval protibakteridlnimi ucinky

fenoxyethanolu a 1-oktyl-2-pyrrolidonu (102P) vici Cistym bakterialnim kulturam a oproti

smésné kultuie v aktivovaném kalu.

Vuci Cistym bakteridlnim kulturdm byly stanoveny hodnoty minimélni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) metodou sledovani rustu
kultur v zivném médiu v 96-jamkovych mikrotitracnich desti¢kach, s odstupniovanymi

koncentracemi sledovanych latek, piipadné jejich smési. Stanoveni MIC a MBC probihalo

primarn¢ s pouzitim Ctyi grampozitivnich a ¢tyf gramnegativnich kultur.
Stanovené hodnoty MIC a MBC pro ob¢ latky jsou uvedeny v souhrnné tabulce 63.

Tab. 63 Souhrnna tabulka MIC a MBC vuéi testovacim bakterialnim kulturam

Fenoxyethanol 1-oktyl-2-pyrrolidon
Kultura MIC MBC MIC MBC
[9.1"] [9.1"] [9.1"] [9.1"]
Grampozitivni
Staphylococcus aureus CCM 3953 6,0 7,5 0,25 0,25-0,50
Enterococcus faecalis CCM 4224 7,5 15,0 0,25 0,25
Rhodococcus erythropolis FR6 7,0 > 13,0 0,10 0,10
Bacillus subtilis CCM 2216
- prekultivovany 72 hod. 6,0 > 15,5 0,10 >1,0
- prekultivovany 20 hod. 7,5 7,5 0,10 0,1
Gramnegativni
Escherichia coli CCM 3954 4,5 6,0 0,50 0,50
Klebsiella pneumoniae CCM 4416 6,0 6,0 0,25 0,50
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 4,5 7,5 > 2,00
Pseudomonas sp. MP11 4,5 6,0 > 1,00
Pseudomonas fluorescens MS1 6,0 >7,0 > 1,00

Ze zjisténych hodnot MIC a MBC fenoxyethanolu vyplyva, ze grampozitivni
kultury jsou viaci nému ponékud odolnéj$i nez kultury gramnegativni. Schopnost
rozmnozovat Se a rast u grampozitivnich bakterii 1 za zvySenych koncentraci

fenoxyethanolu v roztoku muze byt dana charakterem jejich bunécéné stény. Ta ma oproti
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stén¢ gramnegativnich bakterii siln€jsi vrstvu peptidoglykanu a nema tzv. vné&jsi

membranu, kterd by mj. mohla byt fenoxyethanolem naruSovana.

Zkousky s 102P vaci Cistym kulturdm bakterii ukdzaly mnohem vyssi toxicitu
102P nez fenoxyethanolu. Hodnoty MIC a MBC se (az na vysledek u Klebsiella
pneumoniae) shodovaly, coz také ukazuje na vyssi t¢innost 102P inhibovat bakterie. Mezi
testovacimi organismy vsak prokazaly vysokou schopnost odolavat 102P bakterie rodu
Pseudomonas. Kromé kultury Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byly na toxicitu 102P
zkoumany také kultury Pseudomonas aeruginosa kmeny FT1, FT2 a FT4, Pseudomonas
fluorescens MS1 a Pseudomonas putida FR3, a i tyto kultury prokazaly schopnost odolavat

i koncentraci 102P 1 g.I" (hranice rozpustnosti 102P ve vods).

Ur¢ita pozornost byla vénovana sporulujici bakterii Bacillus subtilis CCM 2216,
kterd byla pouzita po dvoji prekultivaci, a to 20 a 72 hodin. Kultura prekultivovana 72
hodin prokazala velkou schopnost odolavat i vysokym koncentracim fenoxyethanolu i

102P oproti kultute prekultivované jen 20 hodin.

Mimo sledovani G¢innosti jednotlivych latek na Cisté kultury byl experimentalné
posouzen ucinek smési fenoxyethanolu a 102P vici €istym kulturdam. Pro posouzeni byly
pouziti zastupci gramnegativnich bakterii E. coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955. Z grampozitivnich bakterii byly pouzity kultury St. aureus CCM 3953 a
Bacillus subtilis CCM 2216 prekultivovany 20 hodin. U vSech sledovanych kultur doslo ke
zvySovani udinnosti smési s narGstajici koncentraci 102P. U bakterie Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955, ktera byla nejodolné&jsi ze vSech zkoumanych kultur vic¢i 102P,
byl zaznamenan G&inek smési i pfi piidavku 102P v koncentraci 50 mg.I™. Uginnost smési
se zvySujici se koncentraci 102P byla takov4, Ze umoznila snizit koncentraci
fenoxyethanolu ze 4,5 g.I" na 3,0 g.I"". U kultury E. coli CCM 3954, kde MIC samotného
fenoxyethanolu byla 4,5 g.I"", pii pridavku 102P v koncentraci 200 mg.1, doglo ke snizeni
pottebné koncentrace fenoxyethanolu na 3,0 g.I'1 a za téchto podminek 1 dochazelo
k usmrceni bunék. Tim bylo prokazano, ze smés fenoxyethanolu a 102P na bakterialni
buiiky ptlisobi U¢innéji nez latky samotné. To miize byt zplisobené naptiklad tim, ze
fenoxyethanol plsobi pfevazné na bakteridlni sténu a tim mize napoméhat proniknout
toxi¢tgjSimu 102P do cytoplasmy nebo naruSenim vyznamnych buné¢nych struktur na
riznych mistech. Praktické vyuziti této skute¢nosti vSak bude zavislé na toxikologickych

vlastnostech 102P.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 96

Posledni ¢ast diplomové prace se zabyvala toxicitou fenoxyethanolu a 102P vici smésné
kulture aktivovaného kalu (AK) z Cistirny odpadnich vod. Principem bylo sledovani
rychlosti respirace s odstupiiovanymi koncentracemi kazdé latky. Z namétenych dat bylo
zjisténo, ze pridavek fenoxyethanolu o relativné nizké koncentraci 0,2 g.I™ jiz ma na
aktivovany kal vyznamny inhibi¢ni G¢inek (44%-tni snizeni respiracni rychlosti), a Ze
piidavek fenoxyethanolu o koncentracich 10,0 — 20,0 g.I"! zptisobuje témé& Gplnou inhibici
respiraci kalu. V pripadé 102P mély nejniZ§i zkoumané koncentrace (10 — 50 mg.I™") na
respira¢ni schopnost kalu jen G¢inek (inhibice 13 — 18%). Divodem muze byt, ze nizsi
koncentrace 102P nejsou pro AK toxické nebo doslo k vychytani 102P na bunécnou
slozku vlodek AK. Koncentrace 102P 0,6 — 2,0 g.I" viak jiz m&li na AK témé&f uplny
inhibi¢ni Gginek. Dale byly vypoéteny hodnoty ECsy pro fenoxyethanol 1,88 g.I"* a pro
102P 0,185 g.I™. Z toho je patrné, ze 102P je piiblizné 10x toxi¢t&jsi nez fenoxyethanol.

Stanoveni MIC a MBC v mikrotitracnich destickach umoznuje stanovit G¢inné
koncentrace, které zamezi mnozeni bakterii a je to tedy metoda vhodnd pro sledovéni
ucinnosti konzervacnich latek. Navic tato metoda umoznuje sledovat vice koncentraci a
kultur najednou na malé plose, ¢imz je velmi efektivni a nenakladnd, zaroven ale
neumoziuje zaznamenat ucinky niZSich koncentraci nez MIC na testovaci organismy.
Nevyhodami této metody jsou vSak nutnost pfipravy dvou paralelnich mikrotitratnich
desti¢ek, pro pocatecni a kone¢né pfistrojové stanoveni absorbance, V zdjmu vylouceni
kontaminace jamek. S timto také souvisi nutnost velmi obezietné prace pii pripravé

destic¢ek, vzhledem ke snadné kontaminaci sousednich jamek.

Metoda sledovani respirace AK je zcela odlisna a jeji vyznam spociva ve sledovani
toxicity Sirokého rozpéti koncentraci studovanych latek kompletni kalové mikrobidlni
spoleCenstvo. Metoda tedy mize postihnout i U¢inky nizkych koncentraci latek na
aktivovany kal a umoznuje tak posoudit dopad na pfitomnost toxickych sloucenin na
tohoto klicového ¢initele Cistirenskych technologii. Nevyhodou metody je v§ak nemoznost
sledovat vice jak jeden vzorek najednou a také potieba vétsiho mnozstvi vzorku i

chemikalii.
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102P 1-oktyl-2-pyrrolidonu

FHE Fenoxyethanol

CFU Kolonie tvofici jednotku

MCI/MI Methylchloroisothiazolinon /methylisothiazolinon
Ml Methylisothiazolinon

FIC Zlomkova inhibi¢ni koncentrace

PHMB Polyhexamethylen biguanid

BSK Biochemicka spotieba kysliku

TSB Trypton s6jovy bujon

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MBC Minimalni baktericidni koncentrace
AK Aktivovany kal

ECs Efektivni koncentrace inhibujici 50% respirace
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