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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvala studiem interakci polyvinylpyrrolidonu (PVP)
s bakteridlnimi  bunkami. Teoretickd c¢ast se zabyva stru¢nou charakteristikou
polyvinylpyrrolidonu a jeho pouzitim, dale je vénovana kratkému vysvétleni pouzitych
metod, jako je méfeni kontaktniho ithlu a adsorpce. U téchto metod je také uveden piiklad
jejich pouziti s bakteridlnimi buitkami ¢i PVP.

V praktické  Casti  byly zveétSi ¢asti provadény  pokusy  adsorpce
polyvinylpyrrolidonu na buiky bakteridlnich kultur Pseudomonas putida MS2
a Escherichia coli CCM 3988. Zde byly pouzity koncentrace PVP 500, 250, 100, 50, 25
a 10 mg/l. Vysledky byly porovnidny mezi sebou a to i v zdvislosti na pouzitém
kultivaénim médiu. Z vysledkii byly vypocteny sorpéni kapacity, z nichz byly nasledné
sestrojeny adsorpéni izotermy. Bylo vSak zjisténo, ze v n¢kterych piipadech ziskané kiivky
nemaji prubeh typickych adsorpénich izoterem. Vysledky tak ukazuji na moznou existenci

dalSich dé&ju, které kromé adsorpce v systému buiiky + PVP probihaji.

Dale byla praktickéd ¢ast zaméfena na zjiSténi povrchové energie bunék. U téchto
experimentll bylo zjisténo, ze vyslednd povrchova energie zavisi nejen na piipadné

pfitomnosti PVP v pritbéhu kultivace, ale také ve zna¢né mife na pfipravené vrstvé bunék.

Na zavér byly provedeny pokusy respirace kultury E. coli CCM 3988 kultivované
s PVP a bez néj. Zde byl testovan vliv pfidavku PVP pifimo pfi vlastnim méfeni respiracni
rychlosti. Vysledky ukézaly, ze vliv PVP na respira¢ni rychlost bun¢k je maly; v pribéhu
pokusii vSak bylo zjisténo, ze PVP, pfidany ke kultufe pfi intenzivnim provzdusinovani,

zpusobuje silnou flokulaci bunééné suspenze, tedy Cifeni suspenze a vznik vlocek.

Kli¢ova slova: Polyvinylpyrrolidon, bakterie, adsorpce, povrchova energie, respirace



ABSTRACT

This work deals with the study of polyvinylpyrrolidone interactions with bacterial
cells. The theoretical part deals with the brief characterization of PVP and its use, as well
as with a brief explanation of the used methods, such as contact angle measurement and an
adsorption. Several examples of these methods applied for studying bacterial cells or PVP

use are included.

In practical part, several attempts of PVP adsorption onto Pseudomonas putida
MS2 and Escherichia coli CCM 3988 cells were performed. Here, PVP concentrations
of 500, 250, 100, 50, 25 and 10 mg/l were used. The results were compared with each
other, even depending on the culture medium used. Afterwards, adsorption capacities
of the cells were determined and adsorption isotherms were subsequently constructed. It is
found that the shape of some isotherms significantly differed from a standard adsorption
isotherms. Therefore, the results suggested that another process distinct from PVP

adsorption on the cells might exist.
Further, the practical part was focused on the detection of cell surface energy.

In these experiments, it was found that the resulting surface energy depends not only on the

presence of PVP during cultivation, but also on the homogeneity of prepared cell layers.

Finally, specific respiration rates of E. coli CCM 3988 cultivated with and without
PVP were measured as well as cells respiration rates with added PVP. These results
showed that PVP influenced slightly on the cells respiration rate, but it was found that PVP
added during aeration caused strong cell flocculation, resulted in the formation of visible

cell flocs, then suspension clarification and flake formation.

Keywords: Polyvinylpyrrolidone, bacteria, adsorption, surface energy, respiration



Na tomto misté¢ bych rada pod€kovala vedoucimu mé diplomové prace doc. RNDr.

Janu Riizickovi, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a pfipominky, za ochotu a ¢as, ktery
mi vénoval, a za vlidny pfistup pii vedeni a zpracovavani diplomové prace. Dale bych také
chtéla podékovat dal§im zaméstnanctim Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Fakulty technologické, UTB ve Zlin¢ za ochotu a vytvofeni vynikajicich pracovnich

podminek pro vypracovani mé diplomové prace.

Na zavér bych také rdda podekovala vSem, kteti mé v pritbéhu studia podporovali.
Zvlaste rodiné, kterd mi zajistila skvélé podminky nejen pro studium, ale i1 pro zpracovani

diplomové prace.

,»Cesta vzhiru vede pfes dfinu, krev, pot a slzy.*

Prohlasuji, Ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do
IS/STAG jsou totozné.

Ve ZIin€ 10.5.2017
Podpis studenta



OBSAH

UV OD....iiiineicnsanicssnsisssasiossssesssssssssssssssssssassessasssssasssssasssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssasssses 5
| TEORETICKA CAST.ouevereeeererernesessesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssens 6
1 POLYVINYLPYRROLIDON (PVP) ccccoveiinrnnicnsanicssasesssnsesssnscssassessassossasssssasssssnssss 7
1.1 TVORBA FILMUL ...cccuttieuieeeiieeeieeesiteestteesseeessseesnsseesnsseessnseessseesssseesssseesssseessnseesns 8
1.2 POUZITI cotiiiiieiieeie ettt ettt ettt et ettt et et e e s e e nseesaeensaenneeanseennnas 9
1.2.1  Vyuziti ve farmaceutickém primyslu a v medicing...........cccccovevveevienrennnn. 9
1.2.2 ANEZIVA e 12
1.2.3  Environmentalni aplikace..........cccoevieeiiiiiiiiiiiiieeiiece et 13
2 SORPCE ....uuuiiericinricrnnicnnsesssasesssnsesssssesssnsesssssessssssssasssssasssssssssssasssssssssssnsssssasssssans 14
2.1 ADSORPCE ... .tteeitieeeiteesiieesiteesteeessteeassseeansseeasseesssesasseeessseeessseesnsseesnsseesnsseesnes 14
2.2 ADSORPCNIROVNOVAHA ....cccviitieiiieetieeiteeieeeiteeteeeaeeseessaeesseessseenseesssesseessseenns 16
2.2.1  Langmuirova adsorpni iZOtermMa........c.cecveerreerereerueenieenieenieerreesneeseeseneenne 16
2.2.2  Freundlichova adsorpCni iZoterma ............cceeeveeeeeieeeniieeciie e eeree e 18
2.3 SORPCE PVP NA CHEZACARB, REO A NA BIOLOGICKY AKTIVOVANY KAL ........... 19
3 POVRCHOVA ENERGIE ....coererrerrensessessessessessssssessssesssssssssssessassssssssessessassses 20
3.1 UHEL SMACEN ...oeeeeeeeeeeeeeee et een e 20
3.2 MERENI KONTAKTNICH UHLU NA BAKTERIALNIM POVRCHU .......ccceeeeureeenreeneen. 23
3.2.1  Me¢éfeni kontaktniho uhlu na bakteriich izolovanych z pitné vody............... 23
3.2.2  Mg¢feni kontaktniho thlu u vlaknitych bakterii z ¢istiren odpadnich

VO ottt e e e et e e e e e e tra e e e eetaaeeeeaaraeeeans 24
33 MERENI KONTAKTNIHO UHLU NA POVRCHU S PVP ..., 26
4  NAVAZNOST NA PREDCHOZI PRACT ......uevreerrrerrenrnsenssessessssssssessessessassseses 27
Il PRAKTICKA CAST ..ououerreresresnrsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssassssssases 28
5  MATERIAL A METODIKA .....oooeveererressnnsressessssssssessessessssssessessesssssssssssessasssesss 29
5.1 SLOZENI ROZTOKU A ZIVNYCH MEDI ..c..vviiiiiiiieiiieeiieciie et 29
5.2 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY ...uvierurieiieeiieeiiesieenieesseenseesseenseesnseessnesseessseenne 31
5.3 POUZITE KULTURY ..eoteitieiiiieiieniteeitesteeseesteeseesseenseessseenssesnseesssesnseesssesnseesssennne 32
54 POSTUPY POKUSU ....uiiiiieiiiieiieeiteeitesiteetteeteesttesteesseessseensaesnseesaeesnseesssesnseennseenne 32
54.1  Kultivace Kultury MS2 .......ooiiiiiiiieeee e 32
5.4.2  Zachyt a promyti bun¢k kultury MS2 po kultivaci .........ccceeeevvevevieenveennneen. 32

543  Adsorpce PVP na bunky kultury MS2 - koncentrace 500 a 100 mg/1
() ettt et e b e e ae e raeebeeeaaeebeesabeeraean 33
544 KONITOLY A oottt ettt et sttt e eneas 33
5.4.5  Adsorpce PVP na buiky kultury MS2 - koncentrace 250 a 50 mg/I (B).....34
54.6  KONOLY Bo.ooooiiiiiiee e 35
5.4.7  Adsorpce PVP na buiiky kultury MS2 - koncentrace 25 a 10 mg/1 (C)....... 35
S54.8  KONIIOLY Cooeiieeee ettt ettt ettt s eneas 36
5.4.9  Kultivace kultury MS2 na tryptonU..........cceeeeveeeeiieeeciieeeiieeeiee e eevee e 36
5.4.10 Zachyt a promyti bun¢k kultury MS2 rostouci na tryptonu...............c......... 36

5.4.11 Adsorpce PVP na bunky kultury MS2 rostouci na tryptonu
(koncentrace PVP 500, 250, 100, 50,25 a 10 mg/1) ..cccvevveeiieeiieiieeieeee 37



5.4.12 Kontroly - kultura MS2 rostouci na tryptonu..........cccceeeeeveeerveeenveeenveeennen. 38

5.4.13 Kultivace kultury E. coli CCM 3988 .......oooiieiieeiieieeeieeeeeeeee e 39
5.4.14 Zachyt a promyti bun¢k kultury E. coli CCM 3988........coeevervieeiieeieeennen. 39
5.4.15 Adsorpce PVP na bunky kultury E. coli CCM 3988 (koncentrace PVP
500, 250, 100, 50, 25 @2 10 ME/L) wevveeeiieiieieeeeeee e 40
5.4.16 Kontroly E. coli CCM 3988 (koncentrace PVP 500, 250, 100, 50, 25
s O 337/ SRR 41
5.4.17 Megéfeni rozpusténého organického uhliku (DOC).......ccccoevvveviiiiiieniieienee. 42
5.4.18 Stanoveni SuSiny bUNCK.........ccceevviiieiiiieiiiecieeee e 43
5.4.19 Vypocet adsorbované¢ho PVP pro zvolené koncentrace PVP (500, 250,
100, 50, 25 @ 10 ME/T) eeeeieiieiieieeee ettt 43
5.4.20 Ptiprava kultur pro méfeni povrchové energie buncék L. .............cccceeennennee. 44
5.4.21 Zachyt a promyti bun¢k kultury ptfed méfenim povrchové energie I........... 45
5.4.22 Ptiprava pro méteni povrchové energie bunék kultury MS2 ....................... 45
5.4.23 Ptiprava pied méfenim povrchové energie kultury E. coli ...........c...c..c...... 46
5.4.24 Zachyt a promyti bun¢k kultury MS2 a E. coli pro méteni povrchové
EIICTZIC . uveenteeeiteette e et et e ettt ebteeabe e bt e e aeeebeesateenbeesaeeenbeesateenbeenaeeenbeennbeenteean 46
5.4.25 Filtrace a méfeni povrchové energie bun€k ...........cocceevvieviieniieniencieeieenee. 47
5.4.26 Ptiprava pro méteni respirace kultury E. coli kultivované s PVP a bez
PV P e ettt 47
5.4.27 Ptiprava pro méteni respirace kultury E. coli v ptitomnosti PVP a bez
PV P ettt 48
5.4.28 Zachyt a promyti bun€k po kultivaci, pted méfenim respirace.................... 48
5.4.29 Mgéfeni respirace kultury E. coli kultivované s PVP a bez PVP .................. 48
5.4.30 Meéfeni respirace kultury E. coli v ptitomnosti PVP a bez ngj.................... 49
6 VYSLEDKY POKUSU A DISKUZE .....ououceererereeneesennsssessesssssssssssssssssssessessesseses 50
6.1 POKUS ADSORPCE PVP NA BUNKY KULTURY PSEUDOMONAS PUTIDA MS2,
KULTIVOVANE NA N-METHYL-2-PYRROLIDONU ......cccttriiniienienienieeieeeenieeniennenne 50
6.2  POKUS ADSORPCE PVP NA BUNKY KULTURY MS2 ROSTOUCI NA TRYPTONU ....... 55
6.3 POKUS ADSORPCE PVP NA BUNKY KULTURY E. COLICCM 3988..........cocvevuenuee 60
6.4  VYSLEDKY MERENI POVRCHOVE ENERGIE.......ccccutieiiiieeiieeereeeereeesereeesereeeeenee e 65
6.4.1  Orientacni pokus méteni povrchoveé energie..........occveveeerieerieesieenieeieennen. 65
6.4.2  Me¢éfeni povrchové energie bunék kultury MS2, kultivované na NMP
NEDO NA IIYPLONUL...eouiiiiiiieiiiiiieie ettt 66
6.4.3  Meéfeni povrchové energie bunck E. coli, kultivované na tryptonu
nebo na tryptonu S PVP ... 67
6.5  RESPIRACE KULTURY E. COLICCM 3988 S PVP ABEZPVP......cccvviiiiinnn 69
ZAVER cooutrserscrnssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssasses 75
SEZNAM POUZITE LITERATURY c.c.ccuueemerennnrenmsenssscsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssassens 77
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....cuevuueeunernncensensssenssssssssssssesaens 82
SEZNAM OBRAZKU ..cccouneunnrinnrenseenssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassess 83
SEZNAM TABULEK ...c.eeeeeeereeeeeeeeeseeseesensssssssssnsssnssssssssssnssssssnssssssssssnsssnssssssnssssssssssns 84
SEZNAM ROVNIC .....onvuiiiiinnnnicssssansicsssssssasssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssses 85

SEZNAM GRAFU c...eveeveveeevererenssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnsssssssasnsasasssssssasasas 86



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 5

UvVOD

Diky vyborné kombinaci fyzikdlnich a chemickych vlastnosti se stal
polyvinylpyrrolidon hojné€ vyuzivanym polymerem v mnoha odvétvich praimyslu. Pouziva
se také ve farmaceutickém pramyslu napt. do desinfekénich prosttedkd, jako pojivo tablet
aj. Pravé kvili Siroké Skale jeho vyuziti ve farmaceutickém pramyslu je nutné zabyvat se
otazkou interakci tohoto polymeru s bakteridlnimi buiikami, které se nachazi v lidském téle
¢i ve vodach. PVP je sice povazovan za biologicky inertni a netoxicky, ale i pfesto je dale

nutné se zabyvat jeho plisobenim na bakterialni bunky.

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci, zabyvajici se podobnou
problematikou a to studiem vlivu roztoku polyvinylpyrrolidonu ta tvorbu bakteridlniho
biofilmu. V této predchozi préaci byla vyvracena inertnost tohoto polymeru pomoci fady
pokusti v mikrotitra¢nich destickadch s riiznou koncentraci PVP a mnoha bakterialnimi
kulturami. Vysledky ukazuji uréity vliv na zvolené bakterialni kultury, ktery byl projeven
snizenim ¢i zvySenim intenzity tvorby bakteridlniho biofilmu pfi pouZiti urcené

koncentrace PVP.

Navazujici diplomové prace se tedy zabyva studiem interakci polyvinylpyrrolidonu
s bakteridlnimi bunkami. Tyto interakce byly prozkoumany meéfenim adsorpce a
sestavenim adsorpnich izoterem, méfenim povrchové energie a méfenim respirace,
respektive respiracni rychlosti. Pro tyto pokusy byly vybrany kultury, pouzité jiz
v ptedchozi praci, a to kultura MS2 a Escherichia coli CCM 3988. Cilem této prace je tedy

objasnit zatim nezndmé interakce mezi bakteridlnimi buiikami a PVP.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYVINYLPYRROLIDON (PVP)

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je bily az nazloutly sypky prasek, ktery byl poprvé
vyroben diky objevu vinylpyrrolidonu, ktery byl ziskan reakci acetylenu s pyrrolidonem.
Nyni se PVP vyrabi roztokovou polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu a nabyva rtiznych
molekulovych hmotnosti od 2500 po 75000 g/mol. [1,2]

Tato latka je rozpustna ve vod¢é a v mnoha organickych rozpoustédlech (v alkoholech,
fenolech, ketonech aj.), ale na druhou stranu se miize v disledku zesitovani za vysSich
teplot a vkombinaci se siln¢ zasaditymi latkami stat latkou nerozpustnou. Déle je
polyvinylpyrrolidon netoxicky, v podstaté chemicky inertni a teplotné odolny. Vyznacuje
se vybornou kombinaci fyzikélnich a chemickych vlastnosti, kterych se vyuzivd v mnoha
I¢katskych i nelékatskych aplikacich (optické a elektrické aplikace, hydroizolace, lepidla,

natéry a inkousty, vldkna a textil, environmentalni aplikace, litografie a fotografie). [ 1,2]

PVP snasi teplotu kolem 100°C po dobu 16 h. V ptipadé zvyseni teploty na 150 °C se
objevuje tmavnuti a ztrata rozpustnosti. V silné kyselych roztocich je PVP obvykle staly,

bez zmény vzhledu nebo viskozity, a to po dobu 2 mésict pfi teploté 24 °C. [3,4]

o G
H

k\CHz H

vinylpyrrolidon polyvinylpyrrolidon

n

Obrazek 1 — Polymerace vinylpyrrolidonu na polyvinylpyrrolidon [5]
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Obrazek 2 — 3D struktura vinylpyrrolidonu [5]

Obrazek 3 — 3D struktura polyvinylpyrrolidonu [5]

Nejcastéji mizeme polyvinylpyrrolidon nalézt pod obchodnim nazvem Luvitec
s oznacenim K15, K17, K25, K30, K60 a K90, kdy K15 — K30 nalezneme ve form¢ bilého
az nazloutlého praSku. O vodné roztoky se jednd v ptipad€ Luvitec s oznatenim K60

a K90. Nejvice pouzivany je vSak Luvitec K30 a K90. [3,4]

1.1 Tvorba filmu

Polyvinylpyrrolidon ma schopnost tvofit film, ktery ma leskly a prihledny vzhled.
V suchém stavu jsou filmy z PVP jasné a tvrdé. Rozpoustédla pouzitd na odlévani filma
v tomto ptipadé nehraji zddnou roli, nemaji vliv na vzhled filmu. Pokud vSak chceme snizit
hydroskopi¢nost, lepivost nebo kiehkost, miizeme pouzit rizné typy zmékcovadel, aniz by
modifikovala lesk ¢i jasnost filmu. Dokonce i1 vlhkost prostiedi miize pusobit jako

zmekcovadlo pro filmy z PVP. [6]
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1.2 Pouziti

V piipadé polyvinylpyrrolidonu se jedna o latku s mimofadnou kombinaci vlastnosti
(je netoxicky, chemicky stabilni, dobfe rozpustny ve vodé¢ a v mnoha organickych
rozpoustédlech, ma afinitu ke slozitym hydrofilnim i hydrofobnim latkam), které se

vyuziva v mnoha aplikacich.[1, 2]

1.2.1 Vyuziti ve farmaceutickém primyslu a v mediciné

Nejvice z objevu PVP t¢zil farmaceuticky primysl a medicina, a to diky jeho
biokompatibilité, schopnosti tvofit stabilni asociované slouceniny a komplexy s mnoha
ucinnymi latkami. Dal§im aspektem pro aplikace polyvinylpyrrolidonu ve farmaceutickém
primyslu je jeho dobrd rozpustnost ve vSech béZznych rozpoustédlech, lepivost, tvorba
filmu, afinita k hydrofilnim a hydrofobnim povrchiim, vhodné vlastnosti pro zabranéni
shlukovani nanocastic po lyofilizaci a také dostupnost PVP v riznych primérnych

molekulovych hmotnostech. [1, 7 - 10]

Nejprve byl tento polymer vyuzivan v obdobi druhé svétové valky jako nédhrada krevni
plazmy. Bylo také zjiSténo, ze pii jeho oralni aplikaci byla diky jeho amfotermnim
vlastnostem hodnota pH v Zaludku a stfevech normalizovéana, a to adsorpci kyselin nebo

bazi, vzniklych jako disledek rozkladu potravin. [3, 11]

Pro odstranéni toxinti a vird zkrve se pouziva polyvinylpyrrolidon s nizkou
molekulovou hmotnosti, jelikoz vykazuje jedine¢né sorpéni vlastnosti, a proto je tedy

zakladem pro ¢inidla odstranujici toxiny a viry z krve. [11]

V soucasné dobé se PVP pouziva na vyrobu 1é¢iv (tablety, granule, mekké zelatinové
kapsle, gely, hydrogely, filmy a povlaky, praSky, sirupy), ale také pro natéry
zdravotnickych prostfedki, pii vyrobé kontaktnich cocek, ve stomatologii, ortopedii a fadé

dalSich aplikaci. [8, 9, 12 - 14]

Polyvinylpyrrolidon se vyuziva pii vyrobé mnoha druhti 1ékti jako pomocna latka,
velikost jeho ¢astic se nachédzi v rozmezi 1 — 100 nm, coz zarucuje bezproblémovy prichod
ledvinami. Pokud se podavéa oralné, neni PVP v téle metabolizovan, coz vede k tomu,

ze vysokomolekularni slozka mize v organismu v malém mnozstvi zlstat. [1, 6, 7]
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pohromadé, dokud se tableta nedostane do zaludku, kde se musi rychle rozpoustét nebo
rozpadat a uvolnovat 1écivo. I v tomto ohledu se PVP osvédcil a tato schopnost je tedy
u néj prokazana. Avsak nékteré studie ukazaly, ze polyvinylpyrrolidon miize mit i opacny
efekt, pokud je pouzit jako povlak. Povlak polyvinylpyrrolidonu totiz zptisobuje zpozdéné
uvoliiovani 1éCiva z 1éku s prodlouzenym uwcinkem, ¢imZz umoziuje odstranéni
vicenasobného davkovani za den. Tohoto efektu se vyuziva napf. u antidepresiv,

kde povlak PVP zptisobuje zpozdéné uvoliiovani venlafaxinu. [14]

Zcela unikatni aplikaci PVP lze najit i v oblasti genového inzenyrstvi, které se snazi
vybrat co nejlepsi material pro uplné nebo ¢astecné ,,zapouzdieni* genti. Toto zapouzdieni
by mélo chranit konkrétni fragment DNA pfed degradaci a jeho cilem by bylo tento
fragment bezpecn¢ dorucit vybranym bunkam v téle. Vzhledem k tomu, Ze je PVP
biokompatibilni, nekarcinogenni a neantigenni, byl pouzit pro studii nové techniky
k zapouzdieni DNA. Plasmidova DNA byla zapouzdiena v zesitované nanocastici z PVP,
o velikosti mensi nez 100 nm. Zapouzdieni v zesitovaném PVP poskytlo Gplnou ochranu
plasmidové DNA pied plisobenim DNazy. Zplsob pfipravy nanocastic, které obsahuji PVP
s pPDNA, zahrnovalo reakci monomerd ve vodném jadru reverznich micelarnich kapicek
(obr. 4). Tato metoda efektivné produkuje ultra-malé velikosti nanocastic, které maji tuzkou
distribuci molekulovych hmotnosti, tedy nizkou polydisperzitu. Z této studie vyplyva, ze
takto pfipravené neutralni nanocastice maji 80 % ucinnost pro transfekci in vitro (pfenos
DNA do bungk), takze pfedstavuje t€inny genovy nosi¢ pro terapeutické ucely. Metoda je

vSak mnohostupiiovd a pomérné naro¢na, jak je zndzornéno na obr. 4. [3,15-18]
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0,03 M bis-2-ethylhexylsulfosukcinat sodny (AOT) v hexanu + Cerstvé
destilovany vinylpyrrolidon + N, N-methylenbisakrylamid +

N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin + persiran amonny (nasyceny

* * roztok) + pSVb-gal (DNA)
i 3

Polymerace v termostatické  vodni  lazni

s kontinudlnim michénim (37 °C, 8 hodin) i * * {

* e

Odpateni hexanu na rota¢ni odparce ‘
-‘ Nanodastice
l’{ $0.9 |
P68 ™S AOT

Sucha hmota

Resuspendace v destilované vodé¢ pomoci sonifikace, ptidani 30 %

roztoku CaCl, (vysrazeni AOT ve formé& vapenaté soli bis(2-ethylhexyl)

sulfosukcinatu Ca(DEHSS),, dialyzovano 2 hod. 9 t" ‘:I i
;a"'-!‘!-'?-'ffiﬂ'
Etesdia e
Ca (DEHSS);
Ca(DEHSS), odd¢len centrifugaci
(10 000 ot. / min., 10 minut), dvakrat
Ca(DEHSS), rozpustény v hexanu |
tiikrat promyt 1 ml destilované vody. > |s 9% ao¢
o0 o0
Vylouzeny vodny roztok  pfidan o 30 0, o
e 29 g

k hlavnimu roztoku.
/ Nanocastice v pufru

Lyofilizovany prasek pripraveny pro dalSi pouZziti

Obrazek 4 — Vyvojovy diagram ukazujici jednotlivé kroky pripravy nanocastic PVP se

zapouzdienou pDNA prostrednictvim reverznich micel [15]
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V dalsi studii bylo zjisténo, ze Castice (CoFe,0,), potazené PVP, maji velmi vhodné
vlastnosti, jako jsou biokompatibilita, magnetickd a antioxidacni aktivita a nizkd toxicita.
Magnetické vlastnosti a antioxida¢ni pusobeni téchto nanocastic jsou dulezité pro
potencialni diagndézu a 1écbu rakoviny (chrani zdravé bunky pted volnymi radikaly, které

mohou pfispét k mutacim bunééné DNA, které vedou ke vzniku a rozvoji rakoviny). [19]

Velky zajem je také o PVP v kombinaci s jinymi monomery nebo polymery. Téchto
kombinaci je mozné vyuzit pro vyrobu meékkych kontaktnich ¢ocek a dezinfekénich
prostfedkli pro roztoky na kontaktni Cocky, protoze zde ma PVP schopnost sniZovat
podrazdéni oci. Co se tyka vyroby kontaktnich ¢ocek, zde ma PVP dulezitou roli
ve smacivosti, kterd zvySuje pohodli pifi pouziti (zadrzuje vlhkost a snizuje koeficient

tenf). [20,21]

Dale je mozné také PVP vyuzit v komplexu s jodem. Tento komplex se vyuziva jako
desinfekéni prostiedek pfi predoperacnim Cisténi, v antiseptickych piipraveich pro osetfeni

ran a ¢i v antibakterialnich mydlech, kde plni ulohu germicidu. [12,22]

Elektrostatické ~ rohoze  tvofené  nanovlakny, kter¢  byly  vyrobeny
z polyvinylpyrrolidonu v komplexu s jodem, se pouZivaji k usnadnéni hojeni popalenin.
Postupné se uvolnujici aktivni latka (jod) snizuje mnoZzstvi bakterialnich bun€k v ran¢.
Struktura rohoze je také velmi dilezita, vzhledem k jeji vysoké porovitosti, ktera ovlivituje
vytok tekutiny z rany a inhibuje exogenni invazi mikroorganismt. Komplex PVP s jodem
se taktéZ pouzivd ve smési s jinymi polymery k pfipravé antimikrobidlnich povlakl na

zdravotnickych prosttedcich. [12,23,24, 25]

1.2.2 Adheziva

JiZ fadu let se polyvinylpyrrolidon vyuziva pro lepeni, a to diky svym vlastnostem,
jako je pruznost, pro pouZiti pfi vyrob¢ lepicich tyCinek, koznich lepidel, tavnych lepidel
atd. Lepidla na bazi PVP maji vynikajici pfilnavost a vysoky stupeni poc¢atecni pfilnavosti.

[26]

PVP v kombinaci s polymerovanym syrovatkovym proteinem se pouziva k vyrobé
tekutého lepidla na papir. Polyvinylpyrrolidon v ném zvySuje viskozitu, pevnost lepeni

a stabilitu lepidla pfi skladovani. [26]
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Tavna lepidla na bazi PVP vykazuji jedine¢nou kombinaci vlastnosti a jsou pouzivany
v aplikacich, jako jsou pasky, stitky, obalky a zndmky, plastické hmoty, indikatory vlhkosti
v plenach apod. Samolepici folie s obsahem polyvinylpyrrolidonu maji velmi dobrou
prilnavost zejména na papir, sklo, kov, plasty (polypropylen, polyethylen,
polyethylentereftalat, polyuretan), kiizi, pisek a minerdly, a dokonce i textilni povrchy.

[26,27]

1.2.3 Environmentalni aplikace

PVP se pouziva pfi Cisténi a recyklaci prumyslovych odpadnich vod a také pfi
ptipravé filtri k zachytu kontaminantd zvod a vzduSin. Pfi dekontaminaci vod
polyvinylpyrrolidon putisobi jako ¢inidlo odstraiujici barviva a oleje z odpadnich vod,

a také se pouziva jako Cinidlo potfebné k odstranéni ropnych skvrn. [28]

Své vyuziti naSel polyvinylpyrrolidon také ve vyrobé klimatiza¢nich filtrti. Novinkou
se staly PVP nanofiltry, které byly vyrobeny z polyvinylpyrrolidonu a TiO, pomoci nové
vyvinuté upravené technologie -elektrostatického zvldknovani. Slouzi k odstranovani
drazdivych a toxickych plynii a primérna velikost jejich port je 50 nm; mohou tak byt

pouzitelné nejen pfi filtraci vzduchu, ale i vody. [28, 29, 30]

Ve vodé rozpustné ,nanofiltry” sobsahem PVP se také pouZivaji pro zachyt
nano- a mikro-aerosold, pii analyze biologického nebezpeci v jaderném primyslu. Tam je
mozné tyto ,filtry* vyuzit pro zachyt kontaminantl ze vzduchu (pro ochranu plic
pracovniki pted radioaktivnim prachem a pfi ochrané motori a jinych zatizeni citlivych na
prach). Tyto ,,nanofiltry* se ukazuji pro tento druh aplikace jako velmi vhodné, nebot’ si
zachovavaji své vlastnosti 1 pfi vlhkosti vzduchu nizsi nez 75 % a mohou byt skladovany

po dobu nékolika mésict. [29, 30]
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2 SORPCE

Sorpce je proces, pii némz dochazi k adsorpci. Jedna se o zachyceni kapalné ¢i plynné
slozky, neboli sorbatu na povrch pevné faze — sorbentu. Pokud tento jev nastava diky
chemickym vazebnym silam, mluvime o chemisorpci, ale v ptipadé, kdy se jedna o pouze
fyzikalni vliv nevazebnych interakci, tak jej nazyvame adsorpci. [31, 32]

Adsorpce je tedy déj, ktery nastdva na povrchu adsorbentu, kdy adsorbent vaze
adsorbovanou latku Van der Waalsovymi silami. Na rozdil od adsorpce, absorpce pii

navazani absorbované latky s ¢inidlem potiebuje silné chemické vazby a probihd v celém

objemu. [33]

2.1 Adsorpce

Jak jiz bylo feCeno, tento jev nastava na rozhrani dvou fazi, projevuje se pii styku
plynu ¢i kapalné latky stuhou fazi, kdy tato faze se vyznacuje velkym specifickym
povrchem. Dochazi k snizovani povrchového napéti kapaliny, nebot’ na fazovém rozhrani
je koncentrace latek rozpusSténych v roztoku vzdy veétsi. Kapalina se tedy snazi zmensSit
svllj povrch a nastava snaha o vyrovnani koncentraci a snizeni koncentra¢niho gradientu,
které se projevuje difuzi. Nastdva ustaveni adsorpéni rovnovahy, coZ je vyjadieno

Gibbsovou adsorp¢ni rovnici:

Rovnice 1 — ustaveni adsorpcni rovnovahy [34]

r= c do
~ RT dc
Kde:
I' — povrchova koncentrace latek [mol.m™]
¢ — moléarni koncentrace [M]

R — univerzalni plynova konstanta [J.K™'.mol"]

T — absolutni teplota [K]

d N . WY sy ;s o
d—(: — zména povrchového napéti piipadajici na nepatrny néartst koncentrace [33, 34]
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Obrazek 5 — Typické kroky adsorpce [35]

Molekula adsorbatu se pfichytavd na pevny povrch matrice (1), difunduje pies
vnitini pory pevné matrice a po dosaZeni ,,aktivniho centra® na pevném materidlu (2), zde
se pripojuje ¢i fixuje (3). Adsorpce je tedy prevedeni volné molekuly adsorbatu v tekuté
fazi na pevny povrch. Kinetika adsorpce je fizena jak dopravou adsorbatu na ,aktivni

centrum®, tak uchycenim. [35]

Adsorpce je zavisla jak na povaze adsorbentu, tak na povaze adsorbujici se latky. Dle
povahy sil, kterymi jsou Castice na rozhrani fazi, neboli v mezifazi, vazany, rozliSujeme

dva typy adsorpci:

e Fyzikalni adsorpce - Castice jsou navzajem vazany fyzikalnimi silami

(Van der Waalsovy sily)
- vazba je pomérné slaba
- rychle se ustavi adsorp¢ni rovnovaha
- probihd po celém povrchu
- neni specificka
- na naadsorbované prvni vrstvé mohou vznikat vrstvy dalsi

- intenzita klesa s rostouci teplotou [31-36]
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e Chemisorpce - pric¢inou vzniku vazeb jsou chemické interakce
- vazba je silnd a podobna vazbam chemickym
- specifickd (vznik vazby mezi uréitymi molekulami)
- k vytvoteni chemické vazby je potfeba aktivacni energie
- probiha v mistech s vyssi energii (aktivni centra)

- mtize vznikat pouze jedna vrstva [31-36]

2.2 Adsorpéni rovnovaha

Mnozstvi latky, kterd se naadsorbuje na povrch, zavisi na povrchu adsorbentu, na
parcialnim tlaku adsorbujici slozky a také na teploté. Ke kvantitativnimu popisu adsorpce
na tuhé latky se vyuzivaji adsorpcni izotermy, kde se parcialni tlak nahrazuje koncentraci.

Adsorp¢ni izotermy lze ziskat nastavenim adsorp¢ni rychlosti jako nulové slozky. [36]

2.2.1 Langmuirova adsorp¢ni izoterma

Tato izoterma reprezentuje tfidu adsorpci, kdy aktivni centra jsou identicka,
tzn., ze rychlostni konstanta neni funkci koncentrace ¢i pokryti povrchu. Je to tedy
jednoduchy model jednovrstvé fyzikalni adsorpce s predpokladem, Ze jednotliva adsorpcni
mista jsou energeticky rovnocenné. Tato mista se navzdjem neovliviiuji a tento fakt

nezavisi ani na obsazenosti mist. Tento model je dan rovnici:

Rovnice 2 — Langmuirova adsorpcni izoterma [35]

Csp = Cop = Coby = %
Kde:
Csy - mnozstvi absorbatu adsorbované jednotkou hmotnosti adsorbentu
Csa - povrchova koncentrace aktivnich center, jeZ jsou obsazeny molekulami adsorbatu
Co - povrchové koncentrace celkového poc¢tu dostupnych mist ¢i aktivnich center
04 - zlomek celkového po¢tu moznych volnych pracovnich mist, ktera jsou obsazena
K, - konstanta adsorp¢ni izotermy

Cy - koncentrace adsorbatu
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Rovnice 3 — Vyjadreni konstanty adsorpcni izotermy [35]

Kde:

K, - konstanta adsorp¢ni izotermy
ky - rychlostni konstanta adsorpce
k_,  -rychlostni konstanta desorpce

Langmuirova adsorpéni izoterma se fadi ke standartnim nebo také idedlnim
adsorpcim, kdy odchylka od této izotermy se povazuje za kooperativni adsorpci.
Kooperativni adsorpce je adsorpce, kde adsorbovany adsorbat ma vliv na adsorpci

"novych" molekul adsorbatu. Tato odchylka je modelovana pomoci vicevrstvé adsorpce.

[35, 36]

Ch, —>

Obrazek 6 — Grafické znazornéni Langmuirovy izotermy [32]
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2.2.2 Freundlichova adsorp¢ni izoterma

Jedna se o nejstarsi analytické vyjadieni zavislosti rovnovazné koncentrace pevné

faze na rovnovazné koncentraci kapalné faze:

Rovnice 4 — Freundlichova adsorpcni izoterma [37]

1
qe = kf -C en
Kde:
de - rovnovazna koncentrace v pevné fazi
ks - sorp¢ni kapacita
Ce - rovnovazna koncentrace kapalné faze
n - intenzita sorpce

Parametry tohoto modelu se odhaduji pomoci pocatecni koncentrace a meétené
rovnovazné koncentrace. Bohuzel, méfeni rovnovazné koncentrace mize byt ovlivnéno
mnoha faktory (napf. vadné senzory, lidské chyby), coZ sniZzuje piesnost téchto
odhadovanych parametrit a tedy i omezuje schopnost izotermy piesné¢ predpoveédeét

adsorp¢ni kapacitu. [36, 37]

Pro zpracovani experimentalnich dat je vhodnéjsi pouZit linearizovany tvar rovnice

k vytvoteni Freudlichovy izotermy:

Rovnice 5 — linearizovany tvar Freundlichovy izotermy [37]

1
Ingq, =lnkf+a-lnce

Obrazek 7 — Freundlichova izoterma [38]
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2.3 Sorpce PVP na Chezacarb, Reo a na biologicky aktivovany kal

V této praci byla studovana sorpce polyvinylpyrrolidonu na Chezacarb a nepolarni
adsorbent Reo. V ptipad¢ Chezacarb byla sorpce PVP na sorbent viditelna, naopak k sorpci
PVP na nepolérni Reo prakticky nedoslo. [31]

Pti sorpci PVP na aktivovany kal, coz je heterogenni systém, byl pouzit aktivovany
kal z COV Zlin-Malenovice a z COV Slovenska Lup&a. Zde byly sestrojeny adsorpéni
izotermy, z nichz byla viditelna pfevazné nizka sorpce PVP na aktivovany kal z COV Zlin-
Malenovice. Pokud se vSak vtomto piipadé pocitala koncentrace PVP pies stanoveni
uhliku, hodnoty sorpce byly vyssi. Vysledky sorpce PVP na aktivovany kal z COV
Slovensk4 Lupca byly dle autora prace diskutabilni. Pokud se jednalo o sorpci PVP do
koncentrace 2 000 mg - 1™, byla sorpce zanedbateln4, od koncentrace PVP 2 000 mg - 1°
do 3000 mg - 1" sorpce pravdépodobné& neprobihala a pii koncentraci PVP od 3 000 mg -
1" do 5 000 mg - 17" sorpce rostla. Tato skute¢nost viak nebyla objasnéna. [31]
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3 POVRCHOVA ENERGIE

Molekuly, které se nachazi na povrchu kapaliny, maji odlisné vlastnosti od molekul
uvnitf  kapaliny. Nesou tedy vétsi potencidlni energii, kdy povrchové vrstveé
pfifazujeme energii povrchovou. Povrchova energie se projevuje povrchovym
napétim, coz je veliCina charakterizujici zavislost povrchové energie kapaliny na jejim
povrchu. Kapalina mé snahu mit co nejmensi energii a tedy i co nejmensi povrchovou

energii. [33]

3.1 Uhel smaéeni

Jedna se o jednu z mala pfimo méfitelnych vlastnosti rozhrani pevnd latka-kapalina-
plyn. Uhel smaceni nebo také kontaktni uhel na makroskopické urovni se méii tak, e
kapka kapaliny je umisténa na povrch pevné latky. Po chvili se ustavi rovnovaha mezi

témito latkami, kterou lze popsat pomoci Youngovy rovnice:

Rovnice 6 — Youngova rovnice [40]

Ys. + Yy cos(0) = ysy

Kde:

Ys. - povrchové napéti mezi pevnou latkou a kapalinou
Yy - povrchové napéti mezi plynem a kapalinou

Ysy - povrchové napéti mezi pevnou latkou a plynem

0 - kontaktni thel mezi kapalinou a pevnou latkou

Uhel 0 je tuhel, ktery svira te¢na k povrchu kapky, vedend v bodé styku kapky
s rozhranim (je to tedy hlavni charakteristika tvaru kapky na povrchu tuhé faze). Hodnota
tohoto whlu je charakteristickd pro smaceni povrchu. Pokud je tihel 6 mensi nez 90°, je
povrch ve styku s kapkou a je tedy smacen (hydrofilni). Na druhou stranu pokud je tihel 0
vétsi nez 90°, povrch neni smacen a nazyva se hydrofobni. Pro méfeni se také pouzivaji

ruzné kapaliny liSici se v polarité a ty umoziuji vypocet povrchové energie. [36, 39, 40]
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Obrazek 8 — Zobrazeni uhlu smaceni ( 100°- hydrofobni, 70°- hydrofilni) [41]

Staticka metoda ptisedlé kapky (popsana vyse) je piima metoda méteni kontaktniho
uhlu na rozhrani. Dle tohoto zptisobu je kapka kapaliny umisténa na plochy povrch (pro
posouzeni smaceni) a tthel mezi kapalinou a povrchovou fazi se méfi. Tato metoda nebyla
dlouho pouzita pro porézni latky a prasky, nebot’ se zde nachdzi vliv adsorpce kapilarni
vody ve tvaru kapky. Nicméné moderni metody makro videa umoznily urcit tvar kapky,
umisténé na povrch v kterykoli moment, a to i v nulovém okamziku (vliv adsorpce se stava
zanedbatelnym). Timto se stala tato metoda pouZitelnou i pro porézni materidly a prasky.

[39]
Metody pro méieni uhlu smaceni:

o Meéreni uhlu mezi naklonénou deskou a vodorovnym povrchem kapaliny
Deska ponofena do kapaliny se naklani tak dlouho, dokud povrch kapaliny neni

rovny v misté styku kapaliny s deskou. [36]

V4
e 7 i
— P e
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Obrazek 9 — Méreni kontaktniho uhlu mezi naklonénou deskou a vodorovnym povrchem

kapaliny [42]
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e Metoda vyvazovani desticky
V tomto ptipadé se méii sila, ktera je potfebnd k vyvazeni desti€¢ky nebo vyska, do
niz kapalina vzlina na vertikalné vlozené desti¢ce, kterd je vnofena do kapaliny.
[36]

F A A

Obrazek 10 — Metoda vyvazovani desticky (Wilhelmyho desticky) [43]

o Primé mereni uhlu smdceni na kapce kapaliny, ktera je umisténa na rovinném
povrchu pevné latky, osvétlené svazkem paprskit rovnobéznych s povrchem
Uhel smaceni je méfen piimo mikroskopem (obsahuje goniometrickou stupnici na
fotografii kapky) nebo se snima profil kapky pomoci systému hodnoceni povrchové

energie tzv. See systému (kamera) a thel smaceni je nasledné vyhodnocen

pocita¢em. [36]

pozorovany
/ objekt

|| =D

\ zpracovani dat T
zdroj svétla a difuzér

Obrazek 11 — Schéma usporadani komponentii pri méreni uhlu smaceni [42]
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Obrazek 12 — Kapka zmérend pomoci See Obrazek 13 — See systéem [45]

systéemu [44]

3.2 Méreni kontaktnich ahli na bakterialnim povrchu

3.2.1 Meéreni kontaktniho hlu na bakteriich izolovanych z pitné vody

Nejprve byly piipraveny bakterialni kultury (Acinetobacter
calcoaceticus,  Burkholderia  cepacia, = Methylobacterium  sp.,  Mycobacterium
mucogenicum, Sphingomonas capsulata a Staphylococcus sp.), které byly izolovany
z pitné vody. Bakteridlni buniky byly kultivovany pfes noc ve 100 ml R2A média pfi
pokojové teploté (23 °C + 2) a michény (150 otacek za minutu). Buiiky byly sklizeny
centrifugaci (20 min, 13000 g) a promyty tfikrat ve fyziologickém roztoku s fosfatovym
pufrem (0,1 M PBS, pH 7,2), dale byly bunky resuspendovany ve sterilni vod¢ z vodovodu
(pH 6,7 £ 0,2). Promyté buniky byly filtrovany pfes filtr z triacetatu celuldzy (primér pori
0,45 pm), kdy hustota bungk byla 10® bunék na mm?. Takto p¥ipravené filtry byly vlozeny
na Petriho misky, kde byla povrchova vrstva skladajici se z 1 % agaru ve vodé a 10 %
glycerolu. Na zavér byly z filtrGi vyfezany pasky o Sifce 1 cm a na nich byly méfeny
kontaktni Gthly za pouZiti metody ptisedlé kapky. Tato metoda byla provadéna pfi teploté
mistnosti 23 + 2 °C, za pouziti tii kapalin: voda, formamid a A-bromonaftalen. Stanoveni
kontaktniho thlu bylo provedeno nejméné 25 krat pro kazdou kapalinu a kazdy vzorek.

[46, 47]
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Bylo zjisténo, ze se jednd o hydrofilni povrchy, kdy povrchové energie byla u

vybranych bakterii nasledujici:

e Acinetobacter calcoaceticus 2,3 mJ/m?
e  Burkholderia cepacia 0,3 mJ/m’
e Methylobacterium sp. 4,1 mJ/m?
e Mpycobacterium mucogenicum 5,3 mJ/m’
e Sphingomonas capsulata 19 mJ/m?
e Staphylococcus sp. 3 mJ/m’ [47]

3.2.2 Meéreni kontaktniho uhlu u vlaknitych bakterii z ¢istiren odpadnich vod

Zde byly pouzity dva bakterialni kmeny a to Gordona amarae a Rhodococcus
erythropolis ze sbirky kultur La Trobe University Bendigo (Australie). Tyto kultury byly
inkubovany v médiu Bushnell-Haas, v inkubdatoru pii teploté 27 °C a pii 170 otackach za

minutu. [48]

Bakterialni povrch byl pfipraven filtraci bakteridlnich bunék pftes filtry (se sklenénymi
vlakny nebo z acetatu celulozy) s velikosti port 0,45 pum. Tyto filtry byly umistény na
sklicka, kde schly na vzduchu po dobu 30 minut nebo byly umistény do susarny, kde byly
suSeny pii teploté¢ 85 °C 30 minut. Kontaktni uhel byl nasledné¢ zméfen metodou piisedlé

kapky. [46, 48]

Kontaktni uhel se pouziva pro provéfeni hydrofobicity, kdy za hydrofobni plochy
jsou povazovany ty plochy, kde kontaktni tthel dosahuje vice nez 90°. Stanoveni téchto
uhlt pro bakteridlni povrchy komplikuje zejména heterogenita povrchu, ktery mé byt
méfen (bakteridlni povrchy jsou znac¢né odlisSné od idedlniho molekuldrné hladkého
povrchu). V piipadé heterogenniho povrchu se tak muize stat, ze se vysledky stanou velmi

spekulativnimi z divodu liSicich se kontaktnich thll. [48, 49]
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Ve vySe uvedené praci byly kontaktni uhly méfeny na povrchu vlaknitych bakterii
R. erythropolis a G. amarae. Vysledky ukazaly, Ze paralelni méfeni nebyla shodné (nastaly
velké zmény pii opakovanych méfenich na stejném povrchu i na riznych vzorcich se
stejnou bakterii). Existovalo tedy vyznamné kolisani vysledkl v zavislosti na tom, jak byly
plochy pfipraveny a suseny. Kontaktni uhly se také liSily v zavislosti na tom, zda byly
bakterie odebrany z filtri ze sklenénych vldken ¢i z filtrii z acetatu celuldzy, coz poukazuje
také na vliv filtracni plochy na méfeni. Nerovnomérna vrstva bunék, ktera zde byla vysoce
pravdépodobna, byla rovnéZz problematizujicim faktorem - vybrané bakterie totiz tvofily
vlocky, které byly ptekazkou pro ziskani jednotné, neporézni vrstvy bunck. Tato
nejednotnd plocha pak mohla mit za nasledek naruseni tvaru kapky a tim tedy vznikala
1 nepresnost méfeni. Mira suSeni také zasahovala do meéfeni kontaktniho uhlu, nebot’
vzorky ze susarny mély tendenci absorbovat vodu z kapicek velmi rychle, tzn., ze méfeni

bylo v tomto ptipadé velmi obtizné. Na mokrych vzorcich se tvofily stabilngjsi kapky,
ale métené uhly byly velmi variabilni. [48]

Autofi vSak méli snahu eliminovat uvedené problémy spojené s filtraci a naslednym
shlukovanim buné¢k, kdy byly pfipraveny tzv. bakterialni ,,trdvniky*, které byly vytvoteny
tak, ze bakterie G. amarae a R. erythropolis byly péstovany na deskach z plastu ¢i skla,
ponofenych do zivného roztoku. I tak vSak nastal rozptyleny rtst kolonii, proto ani tato

metoda nebyla vhodna pro vybrané kultury. [48]

Tudiz, celkové z vysledkli vyplyva, ze metoda méfeni kontaktniho tthlu pomoci
ptisedlé kapky neni pfili§ vhodnd pro stanoveni vlastnosti povrchu, nerovnomérné

pokrytého bakterialnimi bunikami. [48]
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3.3 Méreni kontaktniho uhlu na povrchu s PVP

Membrana byla vyrobena z komer¢niho polyethersulfonu (PES), ktery jiz nebyl dale
¢istén, a jeho molekulova hmotnost dosahovala 62 000 - 64 000 Da. Jako dopliikkovéa latka
¢i rozpoustédlo byl pouzit polyvinylpyrrolidon (molekulovd hmotnost 8 000 Da)
a N-methylpyrrolidon (99%, molekulova hmotnost 99,13 Da). [50]

Pfipravené membrany obsahovaly 15 hm. % a 20 hm. % PES a v kazdé z nich bylo
obsazeno PVP (5 hm. % az 25 hm. %). Pro porovnani byly také pfipraveny membrany bez
PVP. Nejprve byl roztok PES nanesen licim nozem na sklenénou desku pii pokojové
teploté¢ a takto ptipraveny film byl hned ponofen do koagula¢ni 1azné (voda z vodovodu)
pti teplot¢ 20 °C. V koagulacni lazni doSlo k vyméné rozpoustédla a nerozpoustédla
a nasledné k zformovani membrany. Po n¢kolika minutach byl film oddélen od sklenéné
desky a nékolikrat promyt deionizovanou vodou, aby doslo k odstranéni rozpoustédla.
Tyto membrany byly uchovany pfes noc v deionizované vodé a poté na nich probéhlo
meteni kontaktniho thlu. [50]

Hydrofilita povrchu membrany byla méfena na dvou membranach, kdy jedna z nich
méla podil PVP/PES 1 a druhd méla podil PVP/PES 0,9. Prvni membrdna vykazovala
hodnotu kontaktniho uhlu 65,31 °a druha 73,12°. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze ptidavek
PVP ma vliv na chemické vlastnosti povrchu membrany, ve smyslu vyssi hydrofility. [50,

51,52, 53]
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4 NAVAZNOST NA PREDCHOZI PRACI

Tato diplomova prace navazuje na bakaldiskou praci, kterd se zabyvala vlivem
roztoku polyvinylpyrrolidonu na tvorbu bakterialniho biofilmu u zvolenych druha bakterii.
Tato prace byla nejvice zaméfena na pokusy v mikrotitracnich destickéch, kde byla
zjisStovana intenzita tvorby biofilmu v pfitomnosti PVP ¢i bez PVP. U téchto experimentl
byly pouzity dvé rozdilné koncentrace polyvinylpyrrolidonu v pfipad¢ environmentalnich

kultur, u kultur farmaceutickych byla pouzita pouze jedna koncentrace PVP. [22]

Bylo tedy zjisténo, ze PVP u n€kterych bakteridlnich kultur tvorbu biofilmu zvySuje, u
nékterych ji naopak snizuje. Napt. u kultury Pseudomonas putida MS2 doslo v ptipadé
koncentrace PVP 600 mg/l k pritkaznému naristu biofilmu. V ptipadé pouziti koncentrace
PVP 200 mg/l vSak byla intenzita tvorby biofilmu snizena. Z farmaceuticky vyznamnych
kultur byla vybrana kultura E. coli CCM 3988, u které byla pouzita koncentrace PVP
500 mg/l a byla zde projevena zvySend intenzita tvorby biofilmu. V praci byl také
proveden jednordazovy zakladni pokus adsorpce PVP na buiky kultury Pseudomonas
putida MS2 a E. coli CCM 3988, kde vysledky pokusi byly zcela odliSné.
U kultury MS2 se projevila jistd interakce PVP s buiikami této kultury, naopak u kultury
E. coli kadsorpci nedoslo, coz ukazaly zaporné hodnoty stanoveni rozpuSténého
organického uhliku (DOC), jehoz prostfednictvim byly koncentrace PVP po adsorpci
méfeny. [22]

Z vyse uvedenych divodu byly zminéné kultury pouzity a vice prozkoumany v této
diplomové praci. Pro zjisténi miry adsorpce a interakci PVP s vybranymi kulturami byly
provedeny adsorpce se zvolenymi koncentracemi PVP, pro sestaveni adsorp¢nich
izoterem. Byly také vybrany dalsi metody pro lepsi prozkoumani jiz zminénych interakci

PVP s bakteridlnimi buitkami, jako je napiiklad méfeni povrchové energie.

Jelikoz bylo v pfedchozi praci zjisténo, ze ma PVP urcité biologické tcinky na
uvedené bakterialni kultury, byly zvoleny vySe zminéné pokusy, které mély za cil naznacit,
jak polyvinylpyrrolidon reaguje sbuilkami kultury Pseudomonas putida MS2
a E. coli CCM 3988.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

28

II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 SlozZeni roztokii a Zivnych médii
Mineralni medium (MM)

Na piipravu 200 ml MM bylo pouzito:

Roztok A (KH,POy, 9,07 g.1™) 4 ml
Roztok B (Na,HPO, . 12 H,0, 23,90 g.I™") 16 ml
Destilovana voda 170 ml
Roztok stopovych prvki 0,4 ml
MgSO,. 7 H,O (10 g1 2 ml
Fe(NH,4),(SO4), . 6 H,O (3 g1 2 ml
CaCl,.2 H,0 (1 g1 2 ml
NH4CI1 (30 g.I') 2 ml
NaCl (50 g.I') 2 ml

Mineralni slozky byly rozmichany v destilované vodé, sterilizovany a nasledné

byly v nékterych pokusech asepticky odebrany 2 ml.

Slozeni roztoku stopovych prvkii:

MnSOy . 5 H,0 0,043 ¢
H,BO; 0,057 g
ZnSO, . 7 H,0 0,043 g
(NH4)sM07024 . 4 H,0 0,037 g
Co(NO3), . 6 H,0 0,025 g
CuSOy . 5 H,0 0,040 g

Navazena mnozstvi soli stopovych prvkl byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody.
10 % - tni roztok N-methyl-2-pyrrolidonu (NMP) :

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno 5 g NMP, nasledné¢ rozpusténo
v destilované vodé a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Poté byl roztok sterilizovan
filtraci pfes membranovy filtr MILLIPORE MCE s velikosti portt 0,22 um do sterilni

zkumavky.
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Fyziologicky roztok - 1000 ml:
V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 8,5 g NaCl (8,5 g/l). Roztok byl

sterilizovan v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20 minut.

Pufrovany fyziologicky roztok (PFR) - 1000 ml:
900 ml fyziologického roztoku (8,5 g NaCl/l) bylo smichano s 20 ml roztoku A
(KH,PO4) a 80 ml roztoku B (Na,HPO4 . 12 H,0).

Roztok PVP v PFR — 1000 mg/l, 100 ml:

100 mg PVP bylo rozpusténo v 90 ml PFR, po rozpusténi byl objem doplnén na
100 ml PFRem. Roztok byl sterilizovan filtraci pfes membranovy filtr MILLIPORE MCE
s velikosti port 0,22 pm.

Roztok PVPv MM — 5 g/l:
100 mg PVP bylo rozpusténo v 20 ml MM. Roztok byl déle sterilizovan filtraci
ptes membranovy filtr MILLIPORE MCE s velikosti port 0,22 um.

Zasobni roztok tryptonu — 25 g/l:
2,5 g tryptonu bylo rozpusténo v destilované vodé a pfevedeno do 100 ml odmérné

banky, kde byl objem doplnén po rysku destilovanou vodou.

Roztok MMPVP:
263,2 mg PVP bylo dokonale rozpusténo v 400 ml MM.
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5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

e Pipety a Spicky

e Kadinky

o Kelimky

e  Odmérné valce

e Odmérné banky

e Kovové krouzky

e Piipravné délicky

e Kultivacni lahve

e Petriho misky

e Filtry PRAGOPOR s velikosti p6rti 0,3 pm

e Filtry MILLIPORE MCE s velikosti porti 0,22 pm
e Kyvety

e Magnetické michadlo

e Vzorkovnice pro stanoveni DOC

e Biologicky termostat nastaven na 25 °C

e Biologicky termostat nastaven na 37 °C

e Laminarni asepticky box TELSTAR BIO-II-A

e Laboratorni vahy

e Vratna laboratorni tiepacka GFL

e Vortex

e Centrifuga Rotanta 460 R

e Magneticka michacka

e Automaticky analyzator na méteni uhliku Shimadzu 5000A
e SuSarna

e Filtra¢ni aparatura

e See systém od Advex Instruments CR s modelem vyhodnoceni ,,acid-base®
e Provzdusnovaci motorky

e Oximetr Oxi 539

e Mc¢fici cela pro respirace

e Fotoaparat Canon EOS 1100D

e Mikroskop OLYMPUS CX41 s fazovym kontrastem
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5.3 Pouzité kultury

Byla pouzita jak kultura environmentalni, tak kultura farmaceuticka.
Environmentalni kultura byla ziskdna z ptfedchazejicich praci mikrobiologické laboratote
UIOZP FT, farmaceuticka kultura byla ziskana z Ceské sbirky mikroorganismi Brno

(CCM). Obe¢ kultury byly dlouhodobé uchovavany pfti teploté - 80 °C.

o  Environmentdlni kultura: Pseudomonas putida MS2 (schopnd rozkladu a utilizace N-
methyl pyrrolidonu), ziskana a uchovavana v mikrobiologické laboratoti UIOZP FT.

e Kultura sbirkova: Escherichia coli CCM 3988

Kultury byly naockovany kiiZovym roztérem na univerzalni agar (TYA). Kultura MS2
byla inkubovéna pfi teploté¢ 25 °C 48 hodin a 24 hodin, kultura E. coli CCM 3988 pfti
teploté 37 °C 24 hodin.

5.4 Postupy pokusii

5.4.1 Kultivace kultury MS2

Do vysterilizovaného mineralniho média (autoklav, 121 °C, 20 minut) byly
asepticky pfidany 2 ml sterilniho 10 % roztoku NMP (do koncentrace 1 g/l). Poté byly
ptfipraveny dv€ 500 ml lahve a 100 ml odmémy valec a vSe bylo vysterilizovano
v autoklavu pfi 121°C po dobu 20 minut. Poté bylo do kazdé lahve ptidano 70 ml MM
s NMP pomoci sterilniho odmérného valce a do néj byla vyzihanou klickou naockovéana
kultura MS2, ktera byla kultivovana 24 hodin. Kultivace lahvi probihala 48 hodin pfi 25 °C

na trepacce.

5.4.2 Zachyt a promyti bunék kultury MS2 po kultivaci

Suspenze bunck byla rozdélena do Ctyf kyvet po 35 ml, tyto kyvety byly dale
centrifugovany 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant byl opatrn¢ slit z kazdé kyvety
a bunky byly resuspendovany v 30 ml PFR. Znovu byla provedena centrifugace (12 minut,
4 °C, 10 000 g) a supernatant byl opét opatrné slit a buiiky byly resuspendovany v 30 ml
PFR. Po tieti centrifugaci byl supernatant znovu opatrné slit, ale tentokrat byly builky
promyty a resuspendovany v 10 ml PFR (kazda kyveta) a pielity do odmérného valce.
Kazdad kyveta byla jest¢ promyta 5 ml PFR a vSe bylo slito dohromady a objem byl
doplnén na 70 ml PFRem. Byla tak tedy ziskana resuspense promytych bunék

o dvojnéasobné koncentraci jako po kultivaci.
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5.4.3 Adsorpce PVP na buiiky kultury MS2 - koncentrace 500 a 100 mg/1 (A)
Do Sesti pfedem dobte vymytych a vysusenych kadinek bylo naddvkovano:

1. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)

2. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/I)

3. 10 ml promytych bunék + 2 ml roztoku PVP v PFR + 8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

4. 10 ml promytych bun¢k + 2 ml roztoku PVP v PFR + 8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

5. 10 ml promytych bunék + 10 ml roztoku PFR

6. 10 ml promytych bunék + 10 ml roztoku PFR

Do kadinek byla dale vloZena Cistd magnetickd michadla, na magnetické michacce byly
smési velmi zvolna michany 15 minut. Poté bylo z kazdé kédinky odebrano 10 ml
a centrifugovano 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant se dale nesléval, ale opatrné
odebiral a fedil takto:

1,2: odbér 2 ml, pfiddno 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po promichani byly
vzorky nality do vzorkovnic pro stanoveni rozpusténého organického uhliku

(DOC).

3 -6: odbér 6 ml, nefedéno a nalito do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.4 Kontroly A

Kontroly byly provedeny rovnéz v kadinkach, ve kterych byly nize uvedené slozky

dokonale promichany:

K1: 10 ml roztoku PFR + 10 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/l)

K2: 10 ml roztoku PFR + 10 ml roztoku PVP v PFR(koncentrace PVP 500 mg/I)

K3: 10 ml roztoku PFR + 2 ml roztoku PVP v PFR + 8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

K4: 10 ml roztoku PFR + 2 ml roztoku PVP v PFR + 8 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 100 mg/I)
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Dale byly odebrany vzorky pro stanoveni DOC:

K1, K2: odbér 2 ml, ptidavek 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po promichani

byly vzorky nality do vzorkovnic na stanoveni DOC.

K3, K4: odbér 6 ml, nefedéno a nalito do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.5 Adsorpce PVP na buiiky kultury MS2 - koncentrace 250 a 50 mg/1 (B)
Do Sesti pfedem dobte vymytych a vysusenych kadinek bylo nadavkovano:

1. 10 ml promytych bun€k + 5 ml roztoku PVP v PFR + 5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/l)

2. 10 ml promytych bunék + 5 ml roztoku PVP v PFR + 5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/1)

3. 10 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

4. 10 ml promytych bun¢k + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

5. 10 ml promytych bun€k + 10 ml roztoku PFR

6. 10 ml promytych bun€k + 10 ml roztoku PFR

Do kadinek byla dale vloZena ¢istd magnetickd michadla, na magnetické michacce byly
smési velmi zvolna michédny 15 minut. Poté¢ bylo z kazdé¢ kadinky odebrano 10 ml
a centrifugovano 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant se dale nesléval, ale opatrné
odebiral a fedil takto:

1,2: odbér 2 ml, pfiddno 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po promichani byly

vzorky nality do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

3 -6: odbér 6 ml, nefedéno a nalito do vzorkovnic pro stanoveni DOC.
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5.4.6 Kontroly B

Kontroly byly provedeny v kadinkéch, ve kterych byly nize uvedené slozky

dokonale promichany:

K1: 10 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR + 5 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 250 mg/l)

K2: 10 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR + 5 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 250 mg/l)

K3: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 50 mg/1)

K4: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 50 mg/1)

Déle byly odebrany vzorky pro stanoveni DOC:

K1, K2: odbér 2 ml, ptidavek 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po promichani
byly vzorky nality do vzorkovnic na stanoveni DOC.

K3, K4: odbér 6 ml, nefedéno a nalito do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.7 Adsorpce PVP na buiiky kultury MS2 - koncentrace 25 a 10 mg/1 (C)

Do Sesti ptedem dobte vymytych a vysuSenych kadinek bylo nadavkovano:

l.

10 ml promytych buné¢k + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

10 ml promytych bun¢k + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/1)

10 ml promytych bun¢k + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

10 ml promytych bun¢k + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/1)

10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR

10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR
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Do kadinek byla déle vloZena ¢ista magneticka michadla, na magnetické michacce byly
smési velmi zvolna michany 15 minut. Poté bylo z kazdé kéadinky odebrano 10 ml
a centrifugovano 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant se dale nesléval, ale opatrné
odebiral po 6 ml do vzorkovnic na stanoveni DOC.

5.4.8 Kontroly C

Kontroly byly provedeny v kadinkéch, ve kterych byly nize uvedené slozky

dokonale promichéany:

K1: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

K2: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

K3: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/1)

K4: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 10 mg/l)

Dale nebyly vzorky fedény, ale pouze odebrany po 6 ml do vzorkovnic na

stanoveni DOC.

5.4.9 Kaultivace kultury MS2 na tryptonu

Po ptipravé MM bylo pfiddno 210 mg tryptonu (koncentrace 1 g/l), takto
pfipravené médium bylo rozplnéno do dvou 500 ml lahvi po 90 ml a vysterilizovano
v autoklavu (121 °C, 20 minut). Poté byly lahve zaoCkovany 24 hodinovou kulturou MS2
a kultivovany na ttepacce pti 25 °C po dobu 24 hodin.

5.4.10 Zachyt a promyti bunék kultury MS2 rostouci na tryptonu

Suspenze bunék zlahvi byla rozplnéna do 6 kyvet po 30 ml a nésledné
centrifugovéna (12 minut, 4 °C, 10 000 g). Supernatant byl opatrné slit a buiiky byly
resuspendovany v 30 ml PFR. Poté byla znovu provedena centrifugace, supernatant byl

opét opatrné slit a buiikky byly resuspendovany v 30 ml PFR a centrifugovany. Touto
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centrifugaci byly jiz bunky promyty, supernatant byl slit a buiiky byly resuspendovany
v 10 ml PFR, poté byly pfelity do odmérného valce. Kazda kyveta byla jesté promyta 5 ml
PFR a vse bylo slito dohromady do odmérného valce, ktery byl ndsledné doplnén na objem
85 ml PFR. Byla tedy ziskdna resuspenze promytych bun¢k o dvojnasobné koncentraci

jako po kultivaci.

5.4.11 Adsorpce PVP na buiiky kultury MS2 rostouci na tryptonu (koncentrace PVP
500, 250, 100, 50, 25 a 10 mg/l)

Do dvanicti predem dobfe vymytych a vysuSenych kadinek bylo nadavkovano:

1. 5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/I)

2. 5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)

3. 5 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

4. 5 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/1)

5. 5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PFR

6. 5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PFR

7. 5 ml promytych bun¢k + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml PFR
(koncentrace PVP 250 mg/1)

8. 5 ml promytych bun¢k + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml PFR
(koncentrace PVP 250 mg/l)

9. 10 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

10. 10 ml promytych bun¢k + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

11. 5 ml promytych bun€k + 5 ml roztoku PFR

12. 5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PFR

13. 10 ml promytych bunék + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

14. 10 ml promytych bunék + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/1)

15. 10 ml promytych buné¢k + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)
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16. 10 ml promytych bunék + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

17. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR

18. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR

Do kadinek byla poté vlozena ¢istd magnetickd michadla, na magnetické michacce
byly smési velmi zvolna michany 15 minut. Poté bylo z kazd¢ kédinky odebrano 10 ml

a centrifugovano 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant se dale nesléval, ale fedil takto:

1,2: odbér2 ml, pfiddno 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po promichani bylo

z roztokli odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

7,8: odbér 2 ml, ptiddno 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po promichdni bylo

z roztokil odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

3,4, 5, 6, 9-18: nefedéno, odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.12 Kontroly - kultura MS2 rostouci na tryptonu

Kontroly byly provedeny v kadinkach, které byly michany 15 minut pfi laboratorni
teploté. Kadinky byly pfipraveny takto:

K1: 5 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)

K2: 5 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)

K3: 5 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/1)

K4: 5 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/I)

K7: 5 ml roztoku PFR + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/l)

K8: 5 ml roztoku PFR + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/1)

K9: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 50 mg/1)
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K10: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/l)

K13: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

K14: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

K15: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

K16: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

Poté byly odebrany vzorky pro stanoveni DOC nésledovné:

K1, K2: odbér 2 ml, ptidano 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po
promichani bylo z roztokii odebrano 6 ml do vzorkovnic pro
stanoveni DOC.

K7, K8: odbér 2 ml, ptidano 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po

promichani bylo z roztokli odebrano 6 ml do vzorkovnic pro

stanoveni DOC.

K3, K4, K9, K10, K13 - K16: nefedéno, odbér 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.13 Kaultivace kultury E. coli CCM 3988

400 ml ptipraveného mineralniho média bylo rozdéleno do 4 lahvi po 75 ml, kdy do
kazdé lahve bylo navazeno 440 mg tryptonu (koncentrace 5 g/I). Poté byly lahve
vysterilizovany v autoklavu (121 °C, 20 minut) a zaofkovany 24 hodinovou kulturou

E. coli CCM 3988. Kultivace probihala 24 hodin na tiepacce pii 25 °C.

5.4.14 Zachyt a promyti bunék kultury E. coli CCM 3988

Suspenze bun¢k z kazdé lahve byla rozdélena do dvou kyvet po 35 ml a kyvety
byly poté centrifugovany (12 minut, 4 °C, 10 000 g). Supernatant byl opatrné slit a bunky
byly resuspendovany v 30 ml PFR. Poté byla znovu provedena centrifugace, supernatant
byl opét opatrné slit a buiiky byly resuspendovany v 30 ml PFR a centrifugovany. Touto
centrifugaci byly jiz bunky promyty, supernatant byl slit a buniky byly resuspendovany
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v 10 ml PFR, poté byly prelity do odmérného valce. Kazda kyveta byla jesté promyta 5 ml

PFR a vse bylo slito dohromady do odmérného valce, ktery byl nasledné doplnén na objem

140 ml PFR. Byla tedy ziskana resuspenze promytych bun¢k o dvojnasobné koncentraci

jako po kultivaci.

5.4.15 Adsorpce PVP na buiiky kultury E. coli CCM 3988 (koncentrace PVP 500,

250, 100, 50, 25 a 10 mg/1)

Do osmnécti pfedem dobie vymytych a vysusenych kadinek bylo nadavkovano:

1.
2.
3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

5 ml promytych bunék + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/l)

5 ml promytych bunék + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/l)

5 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

5 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/1)

5 ml promytych bun¢k + 5 ml roztoku PFR

5 ml promytych bun&k + 5 ml roztoku PFR

5 ml promytych bunék + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/1)

5 ml promytych bun€k + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/1)

10 ml promytych bun¢k + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

10 ml promytych bunék + 1 ml roztoku PVP v PFR + 9 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/1)

5 ml promytych bunék + 5 ml roztoku PFR

5 ml promytych bunék + 5 ml roztoku PFR

10 ml promytych bun¢k + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

10 ml promytych bun¢k + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

10 ml promytych bun¢k + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/1)
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16. 10 ml promytych bunék + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

17. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR

18. 10 ml promytych bun¢k + 10 ml roztoku PFR

Do kadinek byla déle vloZena ¢ista magneticka michadla, na magnetické michacce byly
smési velmi zvolna michany 15 minut. Poté bylo z kazdé kéadinky odebrano 10 ml
a centrifugovano 12 minut pii 4 °C, 10 000 g. Supernatant se dale nesléval, ale opatrné

odebiral do vzorkovnic na stanoveni DOC takto:

1,2: odbér2 ml, pfiddno 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po promichani bylo

z roztokil odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

7,8: odbér 2 ml, pfidano 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po promichani bylo

z roztokli odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

3-6,9 - 18 : nefedéno, odebrano 6 ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.16 Kontroly E. coli CCM 3988 (koncentrace PVP 500, 250, 100, 50, 25 a 10 mg/l)

Kontroly byly provedeny v kédinkach, které byly obcas promichidny béhem 15
minut pii laboratorni teploté. Kadinky byly pfipraveny takto:

K1: 5 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)
K2: 5 ml roztoku PFR + 5 ml roztoku PVP v PFR (koncentrace PVP 500 mg/1)

K3: 5 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/l)

K4: 5 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 100 mg/1)

K7: 5 ml roztoku PFR + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 250 mg/l)

K&: 5 ml roztoku PFR + 2,5 ml roztoku PVP v PFR + 2,5 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 250 mg/l)
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K9: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/l)

K10: 10 ml roztoku PFR + 1 ml roztoku PVP v PFR + 4 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 50 mg/l)

K13: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 25 mg/l)

K14: 10 ml roztoku PFR + 0,5 ml roztoku PVP v PFR + 9,5 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 25 mg/l)

K15: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR
(koncentrace PVP 10 mg/l)

K16: 10 ml roztoku PFR + 0,2 ml roztoku PVP v PFR + 9,8 ml roztoku PFR

(koncentrace PVP 10 mg/l)

Poté byly odebrany vzorky pro stanoveni DOC nésledovné:

K1, K2: odbér 2 ml, pfidano 10 ml destilované vody (fedéni 6 krat) a po
promichani bylo z roztokti odebrano 6 ml do vzorkovnic pro

stanoveni DOC.

K7, K8: odbér 2 ml, ptfidano 6 ml destilované vody (fedéni 4 krat) a po
promichani bylo z roztokii odebrano 6 ml do vzorkovnic pro

stanoveni DOC.

K3, K4, K9, K10, K13 — K16 : odbér 6ml do vzorkovnic pro stanoveni DOC.

5.4.17 Méreni rozpusténého organického uhliku (DOC)

Koncentrace DOC ve vzorcich byly meéfeny na automatickém analyzatoru
Shimadzu  5000A, vcetné¢ koncentrace DOC  samotného PFR  (nefedéno,
ve 2 vzorkovnicich) a roztoku PVP v PFR (10 x zfedéno, 1 ml vzorku : 9 ml destilované

vody). Déle byla pro kontrolu zmétena 1 koncentrace DOC pouzité destilované vody.
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5.4.18 Stanoveni susiny bunék

Nejprve bylo predem vysuSeno a zvazeno 6 porceldnovych kelimki. Do tii z nich
bylo napipetovano po 3 ml bunécéné suspenze pouzité pii pokusech adsorpce. Do dalSich
3 kelimki bylo napipetovano po 3 ml roztoku PFR, ve kterém byly buiiky suspendovany.
Vsechny kelimky byly nejprve odsuSeny v laboratorni susarné pii teploté cca 70 °C.
Asi po 4 hodindch byly kelimky dosuSeny pfi 105 °C nejméné 3 hodiny. Kelimky se

nechaly nasledné zchladnout v exikatoru a poté byly zvazeny.

5.4.19 Vypocet adsorbovaného PVP pro zvolené koncentrace PVP (500, 250, 100, 50,
25 a 10 mg/l)

Nejprve byla po provedené sorpci pro kazdou koncentraci PVP s bunikami dané
kultury zméfena koncentrace uhliku pomoci DOC, z které byl nésledné udélan primér

z paralelnich méfeni. Tento primér byl déle pfepocitan na dané fedéni.

Dale byla od ptfepoctené koncentrace zméteného uhliku pro jednotlivé koncentrace
PVP sbunikami dané kultury odectena hodnota primérné koncentrace uhliku bunék
samotnych. Nésledné byla tato vypoctend hodnota odectena od kontroly, kde byla zmétena

koncentrace uhliku pro danou koncentraci PVP bez bunék.

DOC (PVP bez bunék) = kontrola pro danou koncentraci PVP
DOC (PVP po sorpci) = zapoctené fedéni buiikky s PVP — zapoctené fedéni bunék
DOC (bunék v PFR) = zapoctené fedéni bunck

Adsorpce PVP = DOC (PVP bez bunék) - DOC (PVP po sorpci)

Vypocet adsorpéni kapacity bun¢k byl poté pro vSechny koncentrace PVP proveden
vztazenim adsorbovaného mnozstvi DOC na aktualni suSinu pouzitych bunék a pfepocten
na 1 g suSiny bunék. Adsorp¢ni kapacita bunék tak byla vyjadfovana v mg DOC / g suSiny

bunék.
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5.4.20 Priprava kultur pro méfeni povrchové energie bunék I.
Byly pfipraveny 4 lahve (500 ml) nasledovné:

e Lahev 1: 80 ml MM
e Lahev 2: navazeno 80 mg tryptonu a piidano 80 ml MM, nésledovalo rozmichani
e Lahev 3: navazeno 440 mg tryptonu a piidano 80 ml MM, poté rozmichano

e Lahev 4: navazeno 440 mg tryptonu a piidano 80 ml MM, dale rozmichano

Ze zbylych 80 ml MM bylo odebrano 50 ml do malé lahvicky a z poslednich 30 ml byl
ptipraven roztok PVP v MM (5 g/l). Nasledné¢ byly vSechny ¢tyfi 500 ml lahve a mala
lahvicka s 50 ml MM vysterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.

Po sterilizaci byly lahve upraveny takto:

e Ldhevl: asepticky ptidano 0,8 ml sterilniho 10 % NMP (do koncentrace 1 g/1)
o Lahev2: nic nepfidano (koncentrace tryptonu 1 g/l)
e Lahev 3: asepticky odebrano 8 ml a asepticky ptfidano 8 ml sterilntho MM

(koncentrace tryptonu 5 g/l)

e Lahev 4: asepticky odebrano 8 ml a asepticky ptfidano 8 ml sterilniho roztoku
PVP v MM1 — koncentrace PVP v lahvi byla 500 mg/I a tryptonu
5S¢l

Poté byly lahve zaockovany takto:
e Lahev 1 a2: po 80 ul suspense MS2

e Lahev 3 a4: po 80 pul suspense E. coli CCM 3988

Lahve s MS2 byly nasledné kultivovany pi1 25 °C na tiepacce po dobu 48 hodin
aldhve s E. coli poté 24 hodin pii 25 °C .
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5.4.21 Zachyt a promyti bunék kultury pied méfenim povrchové energie 1.

Suspenze bunék zkazdé lahve byla rozdélena do dvou kyvet po 35 ml
a centrifugovana 12 minut pti 4 °C, pii 10 000 g. Vznikly supernatant byl opatrné slit
z kazdé kyvety a buiiky byly resuspendovany v 30 ml sterilniho fyziologického roztoku.
Poté probéhla druha centrifugace, kdy byl supernatant opét opatrné slit, a buiiky byly
resuspendovany v 30 ml sterilniho fyziologického roztoku. Tieti centrifugaci byly jiz
buiikky promyty, supernatant byl slit a buiiky byly resuspendovany ve 40 ml sterilniho
fyziologického roztoku a nasledné byly stejné buiiky slity do odmérného valce a doplnény

sterilnim fyziologickém roztokem na objem 100 ml.

5.4.22 Priprava pro méreni povrchové energie bunék kultury MS2

Minerélni médium (400 ml) bylo rozdé€leno do ¢tyt lahvi o objemu 500 ml po 80 ml
a zbylé mnozstvi MM bylo pfelito do lahve o objemu 250 ml. Lahve s MM byly

pfipraveny takto:
Lahve 1A a 1B: pouze 80 ml MM (nic nepiidano)

Lahve 2A a 2B: pfedem navéazeno 80 mg tryptonu a rozpus§téno v 80 ml MM

Takto ptipravené lahve byly vysterilizovany v autoklavu (121°C, 20 minut) spolu

s lahvi 0 objemu 250 ml s MM. Po sterilizaci bylo do lahvi pfidano:

Lahve 1A a 1B: asepticky ptidano 0,8 ml sterilniho 10 % NMP
(koncentrace NMP 1 g/I)

Lahve 2A a 2B: koncentrace tryptonu 1 g/l, nic nepiidano

Nasledné¢ byly lahve zaoCkovany 80 ul suspenze 24 hodinové kultury MS2

a kultivovany na tfepacce 48 hodin pti 25 °C.
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5.4.23 Priprava pied méienim povrchové energie kultury E. coli

Mineralni médium (400 ml) bylo rozdé€leno do ¢tyt lahvi o objemu 500 ml po 80 ml
a 50 ml MM bylo pfelito do lahve o objemu 250 ml. Zbylych 30 ml mineralniho média
bylo pouzito na ptipravu roztoku PVP o koncentraci 5 g/, kde bylo navazeno 100 mg PVP

a nasledné rozpusténo v 20 ml MM. Tento roztok byl sterilizovan filtraci. Lahve s MM

byly pfipraveny takto:
Lahve 1A a 1B: pfedem navazeno 440 mg tryptonu a rozpusténo v 80 ml MM
Lahve 2A a 2B: pfedem navéazeno 440 mg tryptonu a rozpusténo v 80 ml MM

Takto ptipravené lahve byly vysterilizovany v autoklavu (121°C, 20 minut) spolu

s lahvi o objemu 250 ml s 50 ml MM. Po sterilizaci byly lahve upraveny nasledovné:

Lahve 1A a 1B: asepticky odebrano 8 ml a asepticky pfidano 8 ml sterilniho

mineralniho média bez PVP

Lahve 2A a 2B: asepticky odebrano 8 ml a asepticky ptidano 8 ml sterilniho
roztoku PVP v MM (koncentrace 5 g/1)

Déle byly lahve zaockovany 80 upl suspenze 24 hodinové kultury E. coli

a kultivovany na ttepacce 24 hodin pii 25 °C.

5.4.24 Zachyt a promyti bunék kultury MS2 a E. coli pro méfeni povrchové energie
Suspenze bunék zkazdé lahve byla rozdélena do dvou kyvet po 35 ml

a centrifugovana 12 minut pii 4 °C, pii 10 000 g. Vznikly supernatant byl opatrné slit
z kazdé kyvety a buiiky byly resuspendovany v 30 ml sterilniho fyziologického roztoku.
Poté probéhla druha centrifugace, kdy byl supernatant opét opatrné slit, a bunky byly
resuspendovany v 30 ml sterilniho fyziologického roztoku. Tteti centrifugaci byly jiz
buiikky promyty, supernatant byl slit a buiiky byly resuspendovany ve 30 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Kazda kyveta byla poté filtrovana zvlast' pres vyvareny filtr.
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5.4.25 Filtrace a méfeni povrchové energie bunék

Promyté bunky obou kultur byly filtrovany pfes membranové filtry PRAGOPOR
o velikosti pora 0,3 um. Nejprve byly tyto filtry vyvateny a poté byly vlozeny do filtra¢ni
aparatury. Do této filtratni aparatury byly nality promyté buiky (cca 30 ml),
resuspendované ve sterilnim fyziologickém roztoku. Dale byl spustén pifivod vzduchu
a bunky byly filtrovany za mirného podtlaku. Po ukonceni filtrace (zaplnéni filtru
bunikami) byly filtry vlozeny na Petriho misky a suSeny v suSarné pii teploté 40 °C
cca | hodinu, pfi zatiZeni filtru ¢istym kovovym krouzkem, aby bylo zabranéno jeho

zkrouceni.

Vysu$ené filtry byly nasledné rozstiihany na tfi ,,prouzky* a po jednom vkladany
pfed See systém na vyhodnoceni povrchové energie. Na kazdy ,,prouZzek* byly nakapany
tfi kapky testovaci kapaliny po 5 pl, kdy na kazdy z nich byl nakapan jeden roztok. Byly
zvoleny celkem tfi testovaci kapaliny, a to voda, formamid a dijodomethan. Kazda
vytvofena kapka byla poté vyfotografovana pomoci See systému, tyto kontaktni thly byly
zprumérovany pro ziskdni reprezentativni hodnoty a nésledné byla vyhodnocena volna
energie povrchu substratu "acid-base".

5.4.26 Priprava pro méreni respirace kultury E. coli kultivované s PVP a bez PVP

Lahve pted sterilizaci byly pfipraveny nasledovné:

Lahev 1 a2: 440 mg tryptonu + 80 ml MM

Lahev 3 a4: 440 mg tryptonu + 80 ml MM

Po sterilizaci byly lahve upraveny takto:
Lahev 1 a2: asepticky odebrano 8 ml a pfidano 8 ml sterilntho MM (bez PVP)

Lahev 3 a4: asepticky odebrano 8 ml a pfidano 8 ml sterilniho roztoku PVP v MM
(koncentrace 5 g/l), celkova koncentrace PVP v lahvi 500 mg/1

Takto pfipravené lahve byly zaoCkovany 80 ul suspenze E. coli CCM 3988

a kultivovany 24 hodin pii 25 °C na tfepacce.
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5.4.27 Priprava pro méreni respirace kultury E. coli v pFitomnosti PVP a bez PVP
Lahve pred sterilizaci byly pfipraveny nasledovné:

Lahev 1 a2: 440 mg tryptonu + 80 ml MM

Lahev 3 a4: 440 mg tryptonu + 80 ml MM

Po sterilizaci bylo z kazdé lahve asepticky odebrano 8 ml a ptidano 8 ml sterilniho

MM (bez PVP). Dale byly lahve zaockovany 80 upl suspenze E. coli CCM 3988

a kultivovany 24 hodin pii 25 °C na tfepacce. Kultivace probihala bez pfitomnosti PVP.

5.4.28 Zachyt a promyti bunék po kultivaci, pfed méfenim respirace

Suspenze bunék zkazdé lahve byla rozdélena do dvou kyvet po 35 ml
a centrifugovéana 12 minut pii 4 °C a 10 000 g. Supernatant byl opatrné slit z kazdé kyvety
a buniky byly resuspendovany v 30 ml PFR, poté byla znovu provedena centrifugace
12 minut pii 4 °C a 10000 g, kdy supernatant byl opét opatrné slit a bunky byly
resuspendovany v 20 ml PFR. Stejné bunky byly slity dohromady a kyvety byly
proplachnuty 5 ml PFR a obé vzniklé suspenze byly doplnény PFR na objem 110 ml.

Dostaly jsme tedy dvé 110 ml suspenze bunék.

5.4.29 Méreni respirace kultury E. coli kultivované s PVP a bez PVP

Do ptipravné délicky bylo nadavkovano 190 ml MM, bylo zapnuto intenzivni
provzdusnovani, pfidano 10 ml roztoku tryptonu o koncentraci 25 g/l a 50 ml bunck
E. coli. Takto ptipravena délicka se nechala 30 minut provzdusiiovat a poté byla suspenze
pfevedena do méfici cely, kde probéhlo méteni respirace. Nejprve byl proveden pokus
s kulturou E. coli, kultivovanou bez PVP, tento pokus byl proveden dvakrat. Nasledné byl

proveden experiment s kulturou E. coli, kultivovanou s PVP, také dvakrat.

Ze zbytkl suspenze byla stanovena suSina bun¢k, kdy do deviti kelimka bylo

nadavkovano:
kelimky 1- 3: po 3 ml suspenze bun¢k kultury E. coli, kultivované bez PVP
kelimky 4- 6: po 3 ml suspenze bunék kultury E. coli, kultivované s PVP

kelimky 7- 9: po 3 ml roztoku PFR
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Takto pfipravené kelimky byly nejprve suseny pii cca 80 °C cca 4 hodiny a poté
byly suSeny pii 105 °C nejméné 3 hodiny. Nasledné byly kelimky vlozeny do exikatoru

a po zchladnuti zvazeny.

5.4.30 Méreni respirace kultury E. coli v pritomnosti PVP a bez néj

Nejprve bylo do pfipravné délicky nadavkovédno 190 ml MM, bylo zapnuto
provzdusnovani a ptidano 10 ml roztoku tryptonu o koncentraci 25 g/l a 50 ml bunék
E. coli, kultivovanych bez PVP. Takto pfipravend dé¢licka se nechala 30 minut
provzdusnovat a poté byla suspenze pievedena do méfici cely, kde probéhlo meéfeni
respirace. Nejprve byl proveden pokus s kulturou E. coli bez PVP, tento pokus byl
proveden dvakrat. Nasledné byl proveden experiment s kulturou E. coli s PVP, kdy bylo do
ptipravné délicky naddvkovano 190 ml MMPVP, bylo zapnuto provzdusiovani a poté bylo
nadavkovéano 10 ml roztoku tryptonu o koncentraci 25 g/l a 50 ml bunck E. coli. Takto
pripravena delicka se nechala 30 minut provzdusiovat a poté byla suspenze prevedena do

méfici cely, kde probéhlo méteni respirace. Tento pokus byl proveden také dvakrat.

Ze zbytkd suspenze byla stanovena suSina bun¢k, kdy do Sesti kelimku bylo

nadavkovano:
kelimky 1- 3: po 3 ml suspenze bunék kultury E. coli, bez PVP
kelimky 4- 6: po 3 ml PFR

Tyto kelimky byly nejprve suseny pii cca 80 °C cca 4 hodiny a poté byly suSeny pfi
105 °C nejméné 3 hodiny. Néasledné byly kelimky vlozeny do exikatoru a po zchladnuti

zvazeny.
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6 VYSLEDKY POKUSU A DISKUZE

6.1 Pokus adsorpce PVP na buiiky kultury Pseudomonas putida MS2,

kultivované na N-methyl-2-pyrrolidonu

Nejprve byly zvoleny koncentrace PVP pro adsorpci na buiky kultury MS2 a to
koncentrace PVP 500 mg/1, 250 mg/1, 100 mg/I, 50 mg/l, 25 mg/l a 10 mg/1.

Do ptfedem piipraveného minerdlniho média byl pfidan roztok 10 % NMP a takto
pfipravené médium bylo zaockovano kulturou MS2, prob¢hla kultivace po dobu 48 hodin.
Po kultivaci probéhl zachyt a promyti bun€k s naslednou adsorpci spolu s kontrolami (A,
B, C). Po adsorpci PVP a po odstfedéni bunék byla formou stanoveni DOC zjistovana
koncentrace organického uhliku a porovnavana s koncentraci v piislusnych kontrolach, kde
misto byl suspenze bun¢k davkovan PFR. Vysledky adsorpci a jiz zminénych kontrol jsou

uvedeny nize; vSechna stanoveni byla provadéna dvojmo.

Tabulka 1 — Vysledky DOC supernatantii po adsorpci a odstranéni bunék, véetné kontrol (A)

DOC | Primér | Po zapoctenifedéni | Koncentrace PVP pii adsorpci
[mg/l] | [mgl] [mg/1] [mg/1]
1 48,180
47,530 285,180 500
2 46,880
K1 49,250
50,745 304,470 500
K2 52,240
3 59,470
62,600 62,600 100
4 65,730
K3 62,180
62,520 62,520 100
K4 62,860
5 8,600
8,802 8,802 0
6 9,004

1-4 - bunky MS2 + PFR+PVP o koncentraci PVP 500 a 100 mg/l; K1-K4 - PFR+PVP (kontroly k pfislusné
koncentraci PVP s bunkami); 5,6 — jen buiky v PFR, bez PVP
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Tabulka 2 — Vysledky DOC supernatantii po adsorpci a odstranéni bunék, vcetné kontrol (B)

DOC Primér | Po zapocteni fedéni | Koncentrace PVP piti adsorpci
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
1 34,320
33,930 135,720 250
2 33,540
K1 38,560
38,565 154,260 250
K2 38,570
3 30,220
31,960 31,960 50
4 33,700
K3 29,480
29,580 29,580 50
K4 29,680
5 10,010
8,132 8,132 0
6 6,253

1-4 - bunky MS2 + PFR+PVP o koncentraci PVP 250 a 50 mg/l; K1-K4 - PFR+PVP (kontroly k ptislusné
koncentraci PVP s buiitkami); 5,6 — jen buikky v PFR, bez PVP



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

Tabulka 3 — Vysledky DOC supernatantii po adsorpci a odstranéni bunék, vcetné kontrol (C)

DOC Primeér Po zapocteni fedéni | Koncentrace PVP pfti adsorpci
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
1 14,120
14,710 14,710 25
2 15,300
K1 13,870
13,725 13,725 25
K2 13,580
3 7,568
7,030 7,030 10
4 6,491
K3 5,710
5,713 5,713 10
K4 5,716
5 1,551
1,435 1,435 0
6 1,318

1-4 - bunky MS2 + PFR+PVP o koncentraci PVP 25 a 10 mg/l; K1-K4 - PFR+PVP (kontroly k pfislusné

koncentraci PVP s buiitkami); 5,6 — jen buikky v PFR, bez PVP

Tabulka 4 — Vypoctena mira adsorpce pri zvolenych koncentracich PVP pro kulturu MS2

Koncentrace PVP [mg/]] 500 250 100 50 25 10
DOC (PVP bez bungk)
304,470 154,260 62,520 | 29,580 | 13,725 | 5,713
[mg/1]
DOC (PVP po sorpci)
276,378 127,589 53,798 | 23,829 | 13,276 | 5,595
[mg/1]
DOC (bun¢k v PFR)
8,802 8,131 8,802 | 8,132 | 1,435 | 1,435
[mg/1]
Adsorpce PVP [mg
28,092 26,672 8,722 | 5,752 | 0,450 | 0,118
DOC/]
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Na zéavér tohoto pokusu byla stanovena susina bunék pro kazdou sérii zvlast,
vysledky jsou vidét v nésledujici tabulce:
Tabulka 5 — Vysledky stanovent susiny bunék pro jednotlive série (A, B a C)
A B C
Buiiky + PFR | PFR | Buiiky + PFR | PFR | Bunky + PFR | PFR
0,0289 0,0276 0,0272 0,0273 0,0272 0,0257
0,0260 0,0280 0,0275 0,0245 0,0269 0,0258
0,0300 0,0263 0,0288 0,0277 0,0276 0,0256
Primér 0,0283 0,0273 0,0272 0,0265 0,0272 0,0257
Hmotnost susiny
0,0010 0,0013 0,0015

bunek [g /3 ml]

Susina bun¢k v g byla u kazdého vzorku (o objemu 3 ml) piepocitana na susinu bunck

v mg/l, coz je mnozstvi bunék v mg v 1 litru suspenze. CoZ znamena, Ze u série A bylo

333,3 mg/l, vsériit B 4444 mg/l a vsérii C tedy 511,2 mg/l suSiny bunck. Z téchto

vysledkl byla poté zjiSténa susina bunék kultury MS2 pfi adsorpci. V sérii A bylo tedy

166,7 mg/l, v sérii B poté 222,2 mg/l a v sérii C 255,6 mg/I suSiny bunék.

Z vyse uvedenych vysledkil susiny bunék pii adsorpci a adsorbovaného mnoZstvi

PVP byla vypocitina sorpéni kapacita bunék pro jednotlivé koncentrace PVP. Ze

zvolenych koncentraci PVP a sorp¢ni kapacity byla poté sestrojena adsorp¢ni izoterma.
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Tabulka 6 — Vypoctena sorpcni kapacita bunek kultury MS2 péstované na NMP pri
Jednotlivych koncentracich PVP
Koncentrace PVP | Sorp¢ni kapacita
[mg/1] [mg DOC/g]

500 168,552

250 120,022

100 52,332

50 25,882

25 1,759

10 0,462
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Graf | — Adsorpcni izoterma adsorpce PVP na bunky kultury MS2

Po sestrojeni adsorp¢ni izotermy tak bylo prokdzéano, ze dochazi k sorpci

PVP na povrch bun¢k kultury MS2, kultivovanych na NMP. Nejvyssi sorpcni kapacita

bun¢k byla nalezena pfi nejvyssi koncentraci PVP, naopak, velmi nizké hodnoty byly

cvwr

jako obvyklé adsorpcni izotermy.
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6.2 Pokus adsorpce PVP na buiky kultury MS2 rostouci na tryptonu

V tomto ptipad¢ byly pouzity stejné koncentrace PVP jako u ptedchoziho pokusu
adsorpce PVP na bunky kultury MS2 (viz vyse) s tim rozdilem, ze kultura MS2 nebyla
kultivovana na NMP, ale jako substrat byl pouzit trypton. Byla tedy provedena kultivace
kultury MS2 na tryptonu, kterd probihala pouze 24 hodin, vzhledem k rychlému ristu
kultury na tomto substratu. Nasledn¢ pokus probihal stejné jako v pfedchozim piipade.
Vysledky méfeni koncentraci rozpusténého organického uhliku (DOC) po provedeni

adsorpce PVP na buiiky jsou uvedeny nize:

Tabulka 7 — Vysledky stanoveni DOC supernatantii, po adsorpci PVP a odstranéni bunék,

pro kulturu MS2 kultivovanou na tryptonu, véetné kontrol

Po zapocteni | Koncentrace PVP
DOC Primér ‘ _
fedéni pfi adsorpci
[mg/1] [mg/1]
[mg/1] [mg/1]
1 32,880
32,805 196,830 500
2 32,730
K1 31,560
26,455 158,730 500
K2 21,350
3 56,730
57,810 57,810 100
4 58,890
K3 58,020
56,770 56,770 100
K4 55,520
5 4,957
5,364 5,364 0
6 5,770
7 38,780
37,965 151,860 250
8 37,150
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Po zapocteni

Koncentrace PVP

DOC Primér . .
fedéni pti adsorpci
[mg/1] [mg/1]
: : [mg/] [mg/]
K7 38,180
38,370 153,480 250
K8 38,560
9 31,140
31,430 31,430 50
10 31,720
K9 32,480
32,295 32,295 50
K10 32,110
11 4,801
4,530 4,530 0
12 4,259
13 8,940
10,440 10,440 25
14 11,940
K13 10,410
9,480 9,480 25
K14 8,550
15 4,040
4,450 4,450 10
16 4,860
K15 3,430
3,680 3,680 10
K16 3,930
17 1,080
1,010 1,010 0
18 0,940

1,2 - buiky MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP o koncentraci 500 mg/l; K1,K2 - PFR+PVP
(kontroly ke koncentraci PVP 500 mg/l s buiikami); 3,4 - bunky MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP
o koncentraci 100 mg/l; K3,K4 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 100 mg/l s buitkami); 7,8 bunky
MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP o koncentraci 250 mg/l; K7,K8 - PFR+PVP (kontroly ke
koncentraci PVP 250 mg/l s buikami); 9,10 - bunky MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP
o koncentraci 50 mg/l; K9,K10 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 50 mg/I s butikami); 13,14 - buiiky
MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP o koncentraci 25 mg/l; K13,K14 - PFR+PVP (kontroly ke
koncentraci PVP 25 mg/l s bunkami); 15,16 - bunky MS2 kultivované na tryptonu + PFR + PVP
o koncentraci 10 mg/l; K15,K16 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 10 mg/l s buikami);
5,6,11,12,17,18 — buiiky s PFR
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Tabulka 8 — Vypoctena mira adsorpce pri zvolenych koncentracich PVP pro kulturu MS2

rostouct na tryptonu

Koncentrace [mg/1] 500 250 100 50 25 10
DOC (PVP bez bunék) [mg/1] 158,730 153,480 | 56,770 | 32,295 | 9,480 | 3,680
DOC (PVP po sorpci) [mg/1] 195,815 147,330 | 52,447 | 26,900 | 9,430 | 3,440

DOC (bun¢k v PFR) [mg/1] 1,015 4,530 5,364 4,530 | 1,010 | 1,010
Adsorpce PVP [mg DOC/1] -37,085 6,150 4,324 5,395 | 0,050 | 0,240

Na zavér tohoto pokusu byla stanovena susina bunék, ktera je vyobrazena

v nasledujici tabulce.

Tabulka 9 — Vysledky stanoveni susiny bunék kultury MS2 rostouci na tryptonu

Susina [g] Bunky + PFR | PFR
0,0287 0,0285
0,0294 0,0277
0,0289 0,0274
Primér 0,0290 0,0279
Hmotnost suSiny bunék [g /3 ml] 0,0011

Susina bun¢k v g byla u vzorku (o objemu 3 ml) piepocitdna na suSinu bunck

v mg/l, coz odpovida 377,8 mg/l suSiny bun€k. Poté byla vypoctena suSina bun¢k kultury

MS2 rostouci na tryptonu pii adsorpci, jednd se o hodnotu 188,9 mg/I.

Nasledné¢ byla zvySe uvedenych vysledkli vyjadfena sorpéni kapacita pro

jednotlivé koncentrace PVP, tak jak jiz tomu bylo v pfedchozim pokusu, a na zavér byla

sestrojena adsorp¢ni izoterma.
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Tabulka 10 — Vypoctena sorpcni kapacita bunék kultury MS2 péstované na tryptonu pri

Jjednotlivych koncentracich PVP

Koncentrace PVP | Sorp¢ni kapacita
[mg/1] [mg DOC/g]

500 -196,332
250 32,559

100 22,889

50 28,562

25 0,265

10 1,271

100

50

-50

-100

-150

-200

Sorp¢ni kapacita [mg DOC/g]

-250

600

100 200 3N 400 500
Koncentrace PVP [mg/l]

Graf 2 — Adsorpcni izoterma adsorpce PVP na buinky kultury MS2 kultivované na tryptonu
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Z grafu ¢. 2 je patrné, Ze tvar ziskané kiivky je znacné odlisSny od ptredchozi
koncentraci PVP byly ziskdny obdobné vysledky, tzn., Ze zjisténa sorp¢ni kapacita bunck
byla velmi nizka. U vysSich koncentraci PVP 50 - 250 mg/l byly vysledky sorp¢nich
kapacit mezi sebou viceméné vyrovnané, avSak znacné¢ odlisné od vysledkd uvedenych
v grafu 1 u kultury MS2 péstované na NMP. Koncentrace PVP 500 mg/l dokonce ukazala
zaporny vysledek naméfené hodnoty sorpcni kapacity. Tento vysledek mize byt
pravdépodobné zplsoben uvolnénim urcitych organickych latek z bunck a tato hodnota

poté zkreslila vypocet sorpcni kapacity.

Podobného efektu bylo dosazeno v takika soucasné probihajicim pokusu adsorpce na
bunky E. coli CCM 3988, ktery je popsan nize. Diky tomuto vysledku bylo tedy
rozhodnuto o provedeni méfeni vlastnosti povrchu bun¢k obou kultur prostfednictvim
meéfeni povrchové energie. V kazdém ptipadé vysledky pokust adsorpce s kulturou MS2
ukézaly, Ze interakce mezi PVP a bunkami této kultury vyrazné zdvisi na pouzitém

kultiva¢nim substratu.
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6.3 Pokus adsorpce PVP na buiiky kultury E. coli CCM 3988

Celkovy postup pokusu adsorpce PVP na buiiky kultury E. coli byl stejny jako pokus

adsorpce na buiky kultury MS2 rostouci na tryptonu, s jedinym rozdilem, a to tim, ze do

kazdé kultivacni lahve bylo navazeno 440 mg tryptonu. Koncentrace tryptonu v lahvich

byla tedy 5 g/l. Vysledky provedenych sorpci jsou zpracovany do tabulky 11:

Tabulka 11 — Vysledky stanoveni koncentraci DOC v supernatantech po adsorpci PVP

a odstranéni bunék, pro kulturu E. coli CCM 3988 , vcetné kontrol

DOC Primér Po zapocteni fedéni | Koncentrace PVP pii adsorpci
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
1 43,780
43,820 262,920 500
2 43,860
K1 35,760
36,725 36,725 500
K2 37,690
3 60,010
64,630 64,630 100
4 69,250
K3 10,640
11,205 11,205 100
K4 11,770
5 12,580
11,815 11,815 0
6 11,050
7 38,790
41,120 246,720 250
8 43,450
K7 31,500
31,855 127,420 250
K8 32,210
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DOC Primér Po zapocteni fedéni | Koncentrace PVP pti adsorpci
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

9 53,490
54,630 54,630 50

10 55,770

K9 27,720
27,990 27,990 50

K10 28,260

11 32,610
33,990 135,960 0

12 35,370

13 20,320
21,035 21,035 25

14 21,750

K13 15,400
15,84 15,840 25

K14 16,28

15 12,030
11,525 11,525 10

16 11,020

K15 5,666
5,466 5,466 10

K16 5,266

17 14,280
12,56 12,560 0

18 10,840

1,2 - buniky E. coli + PFR + PVP o koncentraci 500 mg/l; K1,K2 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP
500 mg/1 s bunkami); 3,4 - bunky E. coli + PFR + PVP o koncentraci 100 mg/l; K3,K4 - PFR+PVP (kontroly
ke koncentraci PVP 100 mg/l s bunkami); 7,8 - buniky E. coli + PFR + PVP o koncentraci 250 mg/l; K7,K8 -
PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 250 mg/l s bunkami); 9,10 - buiky E. coli + PFR + PVP
o koncentraci 50 mg/l; K9,K10 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 50 mg/1 s burikami); 13,14 - buiiky
E. coli + PFR + PVP o koncentraci 25 mg/l; K13,K14 - PFR+PVP (kontroly ke koncentraci PVP 25 mg/I
s buitkami); 15,16 - buiiky E. coli + PFR + PVP o koncentraci 10 mg/l; K15,K16 - PFR+PVP (kontroly ke
koncentraci PVP 10 mg/l s bunkami); 5,6,11,12,17,18 — buiiky s PFR
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Tabulka 12 — Vypoctena mira adsorpce pri zvolenych koncentracich PVP pro kulturu E. coli

Koncentrace PVP [mg/1] 500 250 100 50 25 10
DOC (PVP bez buné€k) [mg/l] | 246,720 | 127,420 | 54,630 | 27,990 | 15,840 5,466
DOC (PVP po sorpci) [mg/l] | 251,105 | 124,755 | 52,815 | 25,520 | 8,475 -1,035

DOC (bun¢k v PFR) [mg/1] | 11,815 | 11,205 | 11,815 [ 11,205 | 12,560 12,560
Adsorpce PVP [mg DOC/] -4,385 2,665 1,815 | 2,470 7,365 6,501

Na zéavér tohoto pokusu byla stanovena susina bunék:

Tabulka 13 — Vysledky stanoveni susiny bunék pro kultury E.

coli CCM 3988

Susina [g] Bunky + PFR | PFR
0,0312 0,0267
0,0283 0,0259
0,0277 0,0265
Primér 0,029 0,026
Hmotnost suSiny buné¢k [g /3 ml] 0,0027

Susina bunék v g byla pfepocitana na susinu buné¢k v mg/l, coz znamena, ze v jednom

litru suspenze bylo 900 mg/l bun¢k. Poté byla zjisténa suSina bunck kultury E. coli pfi

adsorpci a to 450 mg/1.

Z vyse uvedenych vysledkii byly na zavér vypocitdny sorp¢ni kapacity bunck a

sestrojena adsorp¢ni izoterma.
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Tabulka 14 — Vypoctena sorpcni kapacita bunék kultury E. coli péstované na tryptonu pri

Jjednotlivych koncentracich PVP

Koncentrace PVP | Sorp¢ni kapacita
[mg/1] [mg DOC/g]
500 -9,744
250 4,033
100 5,922
50 5,489
25 16,367
10 14,447

kapacita [mg/g]

sorpcni

20

15 T/‘\

-10

™~

-15

100

200

300 400 500 600

koncentrace [mg/I]

Graf 3 — Adsorpcni izoterma adsorpce PVP na bunky kultury E. coli CCM 3988
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Jak je vidno z grafu 3, pifi kontaktu bun¢k E. coli s PVP dochazi pifi nizkych
koncentracich PVP k adsorpci a prvni tii body kiivky (vCetné¢ 0) odpovidaji tvaru
u obvyklych adsorp¢nich izoterem. U vySSich koncentraci vSak polyvinylpyrrolidon
vyvolava u bunc€k produkci ¢i uvolnéni urcitych organickych latek, které zapiicinuji
zvySeni koncentrace méfené¢ho organického uhliku v supernatantech. Tim je i zkresleno
vyhodnoceni adsorp¢ni kapacity bunék pii téchto koncentracich, pti nejvyssi koncentraci
PVP se hodnota sorp¢ni kapacity bunék dostava dokonce do zapornych hodnot. Z tohoto
1 z pfedchoziho pokusu je tedy zfejmé, Ze pro pfesné vyhodnoceni miry adsorpce PVP na
buiiky nepostacuje stanoveni koncentraci DOC jako ukazatele koncentrace PVP
v supernatantech po provedené adsorpci, ale bude nutno k tomuto ucelu do budoucna
pouzit selektivni analytické stanoveni PVP a jeho koncentraci. (napf. pyrolyzni plynovou

chromatografii).

Protoze vySe vyobrazena kiivka, podobné jako ktivka ziskana v pokusu s kulturou
MS2 péstovanou na tryptonu, nema pribéh znamych adsorp¢nich izoterem (Langmuirova
adsorp¢ni izoterma, Freundlichova adsorp¢ni izoterma), je mozné do jist¢ miry tedy
predpokladat, Ze pifi kontaktu PVP s buiikkami E. coli pozorujeme zejména pii vysSich
koncentracich PVP soubor vice interakci (mezi buitkkami a PVP), nez jen pouhou adsorpci;
jejich povahu vSak nelze ztéchto meétfeni jednoznacné usoudit. Za dulezité lze vSak

povazovat to, Ze pii nejvyssi pouZité koncentraci PVP byl pozorovan podobny efekt jako
u kultury MS2, rostouci na tryptonu. To ukazuje, Ze nemusi jit o vysledek ndhodny.

Vzhledem k tomu, Ze pii nejvyssi koncentraci PVP doslo k uvoliiovani organickych
latek z buné€k, bylo rozhodnuto ovéfit mozny toxicky ucinek PVP v této koncentraci na

buniky uvedené kultury respira¢nimi testy.

Navic, pro potenciadlni vysvétleni jevli pozorovanych pii zkouSkéch adsorpce
u vyssich koncentraci PVP, bylo provedeno nékolik pokusti méteni povrchové energie
bunck, v zavislosti na ptitomnosti PVP ¢i NMP pfi jejich kultivaci. Cilem bylo ovéfent,
zda je tato metoda schopna detekovat pfipadné zmeény na povrchu bun¢k vyvolané PVP

¢i NMP.
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6.4 Vysledky méreni povrchové energie

6.4.1 Orienta¢ni pokus méreni povrchové energie

Nejprve byl proveden orientacni experiment s kulturou MS2 1 E. coli CCM 3988, kdy
kultura MS2 byla kultivovana na NMP nebo na tryptonu po dobu 48 hodin a kultura E. coli
byla kultivovédna na tryptonu s nebo bez PVP po dobu 24 hodin.

Poté byly buniky promyty, zachyceny na filtry Pragopor a suSeny na nich v su§arné
cca 1 hodinu. Na zavér byla na vrstvé bunék na vysuSenych filtrech zméfena povrchova

energie pomoci See systému.

Tabulka 15 — Vysledky méreni povrchové energie 1.

Vzorek Kontaktni uhel | Kontaktni thel | Kontaktni thel
Povrchova energie
[°] [°] [°] ,
[mJ/m~]
Voda Formamid Dijodomethan
MS2 + NMP 0,04 £ 0,00 0,05 £ 0,00 53,58 £1,53 58,97
MS2 + trypton 0,12 £0,00 18,40 £ 2,55 0,11 +£0,00 51,41
E. coli +
0,17 £0,00 25,45 £ 1,77 0,11 +£0,00 54,65
trypton
E. coli +
0,12 +0,00 27,90 + 3,24 0,02 £ 0,00 56,61
trypton + PVP

Z vysledkl je vidét urcity rozdil ve zméfené povrchové energii, jak mezi obéma
kulturami, tak mezi stejnou kulturou kultivovanou bud’ s PVP ¢i s NMP. Lze tedy
predpokladat, ze by ptidavek PVP nebo NMP mohl ovliviiovat hydrofilitu povrchu
rostoucich bun¢k v tom smyslu, Ze ji zvySuje. Tento pokus byl vSak jen orientacni (bez
paralelnich méteni), a proto byly provedeny rozsdhlejsi pokusy, nejprve s kulturou MS2 a

poté s kulturou E. coli, vzdy ve vice opakovanich.
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6.4.2 Meéreni povrchové energie bunék kultury MS2, kultivované na NMP nebo na

tryptonu

Buiiky byly napéstovany bud’ na NMP nebo tryptonu dle postupu uvedeného

v metodické Casti, buiikky byly promyty, zachyceny na filtry, usuSeny a méfeny. Obé

varianty byly provedeny ve Ctyfech paralelnich opakovanich.

Tabulka 16 — Vysledky meéreni povrchové energie pro kulturu MS2

Kontaktni uhel | Kontaktni thel | Kontaktni tthel Pramér
Vzorek Povrchova )
[°] [°] [°] ) povrchové
energie .
energie
2
Voda Formamid Dijodomethan [mJ/m"] 3
[mJ/m~]
MS2
49,10
+ NMP 0,03 +£0,16 24,87 +£0,95 35,35+ 1,80 49,10
MS2
NV
- NMP BVK BVK BVK NV
MS2
NV
Ve BVK BVK BVK NV
MS2
NV
N BVK BVK BVK NV
MS2 +
+
aypton | 00 2500£1,04 | 5089£078 | 5146
48,69
MS2 +
trypton 0,13 +£1,00 29,31 +2,35 36,23 + 2,14 4591
MS2 + w
trypton BVK BVK BVK NV
MS2 +
NV
trypton BVK BVK BVK NV

BVK - bez vzniku kapky; NV - nevyhodnotitelné
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Bylo zméteno celkem osm vzorki, coz odpovida ¢tyfem vzorkiim pro jednu kultivaci.
Avsak, jen 3 vzorky uvedené v tabulce byly méfitelné. Ostatni vzorky méfitelné nebyly,
coz mohlo byt zptisobeno napt. nerovhomérnym povrchem vrstvy bunck, ktera pii filtraci
vznika. Z vysledka bylo patrné, ze nerovnhomérny povrch bunék velmi ovliviiuje vysledky

méfeni povrchové energie.

Vyse uvedené usuzujeme ztoho, ze pfi méfeni vzorkd bylo nakapéno vétsi
mnozstvi kapek testovacich kapalin, avSak jen nékteré kapky zlstaly na filtru; jiné se napf.
vpily tak, ze vytvotily diru ve filtraénim papife nebo zanechaly pouze skvrnu od pouzité
kapaliny — v takovych piipadech nebylo méfeni vibec mozné. Tento fakt ukazuje

nevhodnost této metody pro vyhodnoceni povrchové energie bunék kultury MS2.

Z tabulky 16 i z vysledkil orientaéniho pokusu tedy vyplyva, Ze méteni povrchové
energie bun€k neni piiliS pfesné, vzhledem k urcitym problémim pii tvorbé kapek
testovacich kapalin pied vlastnim méteni. Z tohoto divodu nebylo posouzeni rozdilu mezi
hydrofilitou bunék, kultivovanych na NMP nebo na tryptonu, mozné. Piesto bylo

rozhodnuto provést toto méteni s buikami kultury E. coli.

6.4.3 Meéreni povrchové energie bunék E. coli, kultivované na tryptonu nebo na

tryptonu s PVP

Pii paralelnim pokusu s kulturou E. coli bylo rovnéz zméteno celkem 8 vzorkd,
z toho 4 vzorky s ptitomnosti PVP béhem kultivace. V nasledujici tabulce jsou vSak pouze
vysledky pro 6 vzorki, protoZze dva vzorky s PVP opét nebylo moZzné vyhodnotit.
Vyhodnoceni nebylo opét mozné vzhledem k nevytvofeni kapek Zadné z testovacich
kapalin, pravdépodobné diky nerovnomérnému povrchu bunék, coz také mohlo zkreslit

nize uvedené vysledky povrchové energie.

Jako 1 v pfipadé kultury MS2 byl potvrzen problém pii méfeni povrchové energie
v tom smyslu, ze pfi pouziti vice kapek od stejné testovaci kapaliny se objevovaly rozdily,
a to jak vsaknuti do filtra¢niho papiru s ndslednym vytvoienim diry, tak tvorba skvrny ¢i

ulpéni kapky na povrchu filtru s buiikami této kultury.
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Tabulka 17 — Vysledky méreni povrchové energie pro kulturu E. coli CCM 3988
Vzorek Kontaktni uhel | Kontaktni thel | Kontaktni ahel Prumeér
Povrchova -
o & & ovrchové
[ ] [ ] [ ] energie P )
energie
2
Voda Formamid | Dijodomethan | [mJ/m’] 2
[mJ/m7]
E. coli + MM 0,18 £ 0,59 15,15+ 1,97 50,25 + 0,80 55,97
E. coli + MM 0,04 £ 0,60 27,46 £ 0,58 0,11 £0,43 56,25
53,31
E. coli + MM 0,03 +£ 0,44 0,09 + 0,47 35,89 + 3,46 56,97
E. coli + MM 0,07 £0,77 32,63 +2.27 42,60 + 2,19 44,06
E. coli + PVP 0,04 £ 0,00 28,01 £0,75 47,90 + 0,46 48,85
45,89
E. coli + PVP 0,05 £ 0,68 36,76 + 0,98 5428 + 1,42 42,93
E. coli + PVP BVK BVK BVK NV NV
E. coli + PVP BVK BVK BVK NV NV

BVK - bez vzniku kapky; NV - nevyhodnotitelné

Vysledky uvedené v tabulce 17 sice naznacuji mirny rozdil mezi priméry hodnot

povrchové energie bunck kultivovanych s PVP a bez néj, avSak pii zohlednéni prvniho

orienta¢niho pokusu a pfi zohlednéni rozdilnosti vysledkl paralelnich méfeni neni mozné

jednoznacné posoudit vliv PVP na charakter povrchu bun¢k zkoumané kultury. Do jisté

miry se tak podobné jako u kultury MS2 ukazal fakt, ze metoda méteni povrchové energie

bakterialnich bun¢k bude muset byt uréitym zpiisobem modifikovéana, ve smyslu dosazeni

rovnomérné vrstvy bunc¢k pred meéfenim. Z tohoto diivodu a vzhledem k omezenym

¢asovym moznostem byly tyto pokusy ukonceny.
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6.5 Respirace kultury E. coli CCM 3988 s PVP a bez PVP

Nejdiive byl proveden pokus respirace, kdy byla kultura E. coli CCM 3988
kultivovana v pfitomnosti PVP ¢i bez PVP 24 hodin. Po kultivaci a nasledném zachytu
a promyti bunék byla zméfena respirace (viz metodickéd ¢ast). Tento pokus byl oznacen
jako Pokus 1. Poté byl proveden obdobny experiment, s tim rozdilem, Ze bunky této
kultury nebyly kultivovany s polyvinylpyrrolidonem, ale ten byl ptfidavan az pti piipraveé
bunék pred vlastnim méfenim, pfi provzdusinovani (Pokus 2). Pro oba pokusy byla také
stanovena suSina bunék. Z vysledkii obou pokusti byly vytvoieny grafy, z nichz byly
spocitany specifické respiracni rychlosti.

Pokus 1:

y =-0,0049x + 6,5463
?=0,9933

y =-0,0045x + 6,5895
> =0,9895

Koncentrace 0,[mg/l]
o [l N w E~Y w [e)] ~

Koncentrace 0,[mg/1]
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o
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Cas [s]

Graf 4 — Priibeh respirace E. coli
kultivované s PVP (1)
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y =-0,005x + 6,5716
R?= 10,9907
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Cas [s]

Graf 6 — Priibéh respirace E. coli

Graf 5 — Priibéh respirace E. coli
kultivované s PVP (2)

kultivované bez PVP (1)
7
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Graf 7 — Priibéh respirace E. coli
kultivované bez PVP (2)
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Pokus 2:

y =-0,0049x + 6,6899 y =-0,0049x + 6,7301
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Graf 8 — Prubeh respirace E. coli s PVP Graf 10 — Prubeh respirace E. coli bez
(1) PVP (1)
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Graf 9 — Priibéh respirace E. coli s PVP Graf 11 — Prubéh respirace E. coli bez

(2) PVP (2)

Z vyse uvedenych grafii byla pouzita smérnice pifimky x (resp. jeji absolutni
hodnota), kterd znazoriiuje pokles koncentrace kysliku v ¢ase. Tato hodnota spolu se
stanovenou suSinou pro dany pokus byla pouzita pro vypocet specifické respiracni
rychlosti. Pro tento vypocet v§ak musela byt hodnota poklesu koncentrace kysliku v mg/s
prepoctena na hodnotu poklesu koncentrace kysliku v mg/hod. Tato hodnota byla poté
vztazena na 1 g susiny bunék, ¢imz byla ziskana specificka respiracni rychlost pro kazdé

méfeni zvlast’.
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Pouzit¢ suSiny a vysledné specifické respiracni rychlosti jsou zobrazeny

v tabulkach nize.

Tabulka 18 — Stanoveni susiny bunek kultury E. coli kultivované s a bez PVP (Pokus 1)

SuSina [g]
Buiiky + PVP + PFR | Buiiky + PFR | PFR
0,0296 0,0260 0,0265
0,0297 0,0286 0,0269
0,0294 0,0277 0,0234
Priamér 0,0296 0,0274 0,0256
Susina bunék [g/1] 0,1222
SuSina bunék s PVP [g/1] 0,1422

Tabulka 19 — Stanoveni susiny bunék kultury E. coli pro méreni respirace (Pokus 2)

SuSina [g]

Buiiky + PFR | PFR

0,0268 0,0278

0,029 0,0276

0,0283 0,0254

Primér 0,0280 0,0269

SuSina bunék [g/1] 0,0733
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Tabulka 20 — Vypoctené specifické respiracni rychlosti pro jednotliva méreni

Specificka respiraéni rychlost
Priamér
[mg O, hod™ - g

E. coli kultivovana s PVP A 124,031
125,3

(Pokus 1) B 126,562

E. coli kultivovana bez A 132,545
132,5

PVP (Pokus 1) B 132,545

E. coli s PVP A 240,545
2528

(Pokus 2) B 265,091

E. coli bez PVP A 240,545
243,0

(Pokus 2) B 240,455

V ramci pokusu 1 bylo zjisténo, Ze E. coli kultivovana s PVP vykazuje mirné
odli$né vlastnosti oproti E. coli kultivované bez PVP. Tyto vlastnosti byly pozorovany jiz
pfi zachytu a promyvani bunék, kdy E. coli kultivovana s PVP pfi rozmichavani netvofila
shluky bunék a zcentrifugované buiiky 1épe ulpivaly a drzely na kyvetach. Ve vlastnich
testech respirace vykézala kultura, kultivovana za pfitomnosti PVP, nepatrné niZsi

specifickou respiracni rychlost.

Paradoxné, v priabéhu Pokusu 2, byla zjisténa vyssi specifickd respiracni rychlost
bunék E. coli v téch méfenim, kdy byl PVP pfitomen. Navic, pfi ptipravé bunck E. coli
CCM 3988 k méfeni, pii provzdusinovani bunék s minerdlnim médiem a roztokem PVP, se
projevila silnd flokulace bun¢k a vznik vloc¢ek vlivem PVP. Tento jev byl poté pozorovan
pomoci mikroskopu a zaznamenan na fotografie. Byly také pofizeny fotografie jiz
zminénych vloc¢ek ve zkumavkach a také fotografie kontrolnich provzdusiiovanych bunck
bez PVP, pro srovnani a zvyraznéni pozorované¢ho jevu. Potizené fotografie jsou

zobrazeny niZe.
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Obrazek 14 — Volna suspenze bunék Obrazek 16 — Vlocky z bunék E. coli
E. coli v MM bez PVP (objektiv 20x) v MM s PVP (objektiv 20x)

Obrazek 15 — Volna suspenze bunék Obrazek 17 — Viocky z bunek E. coli

E. coliv MM bez PVP (objektiv 40x) v MM s PVP (objektiv 40x)
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Obrazek 18 — Viocky E. coliv MM s PVP Obrdazek 19 — E. coli v MM bez PVP

(po provzdusnéni) (po provzdusneéni)

Obrazek 20 — Srovnani zkumavek po provzdusnéni

(vpravo E. coliv MM s PVP, vlevo bez PVP)

Jak je vidno z fotografii, velikost vlocek je zavislad na podminkéch, tzn., Ze pfi
intenzivnim provzdusiovani byly vlocky rozptyleny v médiu. V klidovém stavu nastalo
shlukovani vlocek, kdy jejich velikost byla fadové do rozméru 100 um, a po rozmichani
nastal rozpad na mensi vloc¢ky. Buiiky bez pfitomného PVP zlstavaly ve formé jemné

suspenze.
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ZAVER

Diplomova prace byla vénovana studiu interakci polyvinylpyrrolidonu (PVP)
s bakterialnimi buiikami. Nejvice byla tato prace zamétfena na adsorpci PVP na bunky
bakterialnich kultur Pseudomonas putida MS2 a Escherichia coli CCM 3988. Z téchto
pokusti byl zjistén fakt, ze v pripadé kultury MS2 existuje vyrazny rozdil mezi vyslednymi
adsorp¢nimi izotermami, a to v zévislosti na kultivaénim substratu. Pokud byl jako ristovy
substrat pouzit N-methyl pyrrolidon (NMP), sestrojend kiivka vykazovala podobnost
s obvyklymi adsorpénimi izotermami. Pii pouziti tryptonu jako rGstového substratu se
adsorpc¢ni izoterma velmi liSila, pfi testech adsorpce nejvyssi koncentrace PVP 500 mg/l
byla dokonce zjisténa zapornd hodnota adsorp¢ni kapacity bunék. Toto vSak bylo dano
jednak pouzitim méfeni koncentraci rozpusténého organického uhliku (DOC) jako
ukazatele koncentraci PVP, jednak vysledky ukazaly, Zze ptisobenim PVP pravdépodobné
dochazi k uvolnéni urcitych organickych latek z bunék. V piipad¢ adsorpcni izotermy,
ziskané s buitkkami E. coli, doSlo k obdobnému efektu jako u kultury MS2 rostouci na
tryptonu. Zde byl u prvnich tfi bodd kiivky zaznamenan pribéh obvyklé adsorpéni
izotermy, avSak u vysSich koncentraci PVP nastalo rovnéZz uvolnéni urcitych organickych
latek z buné€k a jako u kultury MS2 rostouci na tryptonu, pifi pouziti nejvyssi koncentrace
PVP dosahla adsorpéni kapacita bun¢k zaporné hodnoty. Tato podobnost ukazuje, Ze
vysledek nemusi byt ndhodny. Z vySe uvedeného lze tak uzavtit, ze jednak pro adsorpéni
experimenty tohoto typu bude nutné pouzit selektivni analytické¢ stanoveni PVP a jeho
koncentraci a také, Ze pti kontaktu PVP s buitkami Ps. putida MS2 i E. coli CCM 3988 lze
zejména pii vySSich koncentracich PVP opravnéné predpokladat existenci vice interakci
mezi bunkami a polymerem, nez jen jeho sorpci na buiiky. Povahu takovych interakci vSak

nelze z provedenych méfeni odhadnout.

Pro potencialni vysvétleni vySe uvedenych jevl bylo provedeno méteni povrchové
energie bunck, které vSak diky problémovému pribéhu tvorby bunéénych vrstev
ocekavané vysledky nepfineslo. Bylo tak pfedev§im poukdzéno na pottebu zdokonaleni

této metody pro pouziti u bakteridlnich kultur.

Vzhledem k tomu, ze pfi adsorpcnich testech bylo pii nejvyssich koncentracich
PVP zaznamenano uvolnéni organickych latek z bun¢k kultury E. coli, byly pro ovéteni

piipadné toxicity polymeru provedeny respiracni testy, s koncentraci PVP 500 mg/I.
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Kultura byla nejprve kultivovand s PVP i bez n¢j, s naslednym méfenim rychlosti
respirace bez piitomnosti PVP; zde E. coli kultivovana s PVP vykazovala nepatrné nizsi
respiracni rychlosti. V druhém pokusu, kdy byla kultura kultivovand bez PVP a byly
porovnavany respirace v pritomnosti PVP a bez n¢j, byla paradoxné zjisténa mirné¢ vyssi
respiracni rychlost u bunék s pfitomnym PVP. V tomto ptipad¢ se také pii provzduSnovani
buné¢k projevila vlivem ptitomného PVP jejich silna flokulace se vznikem vlocek.

Celkoveé prace ukdzala, ze existuji komplikované interakce mezi buiikami
meéfeni. Celkové vSak byl potvrzen jisty biologicky ucinek PVP na bunky téchto kultur,
ktery byl zjistén v pfedchozi bakalarské praci.
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