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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera Stidiom metdd dostupnych na fakulte chemickej VUT v Brne,
ktoré je mozné pouzit’ k stanoveniu fyzikalno - chemickych vlastnosti bunkovej vody. Hlavnou
ulohou prace bolo urcit, ktoré z tychto dostupnych metdd st vhodné na stanovenie fyzikalno —
chemickych vlastnosti vody vo vnutri bunky a vlastnosti vody vyskytujucej sa v blizkom
kontakte s povrchom bunky. Vychadzajic z literarnej reSerse boli navrhnuté a uskuto¢nené
série experimentov. Nasledne sa tato praca zaobera optimalizaciou metod, ktoré boli ur¢ené za
mozné pouzitelné techniky na stanovenie vlastnosti bunkovej vody.

ABSTRACT

The bachelor’s thesis deals with the study of methods, available at the Faculty of Chemistry
at Brno University of Technology, that can be used to determine physical and chemical
properties of cell water. The main task of this work was to specify which of these methods
are suitable to determine physical and chemical properties of water in the cell and the
properties of water occuring close to the cell surface. Based on the background research the
series of experiments were proposed and implemented. Subsequently, this work deals with
the optimisation of methods that were defined as the applicable techniques to determine the
properties of cell water.
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1. UVOD

Kazda jedna bunka je zo Sestdesiatich az devétdesiatich percent tvorend vodou. Voda je
nevyhnutnou sucastou vsetkych zivych organizmov. Svojimi fyzikalno-chemickymi
vlastnost’ami vytvara jedine¢né prostredie pre priebeh vSetkych dejov v bunke a tym padom sa
stava zakladnym kritériom pre Zivot.

Zéakladnym chemickym rysom vody je lomena molekula a polarizovand kovalentna vézba
medzi atbmom vodika a atomom kyslika. Fyzikalno-chemické vlastnosti vody akymi su
napriklad povrchové napétie alebo viskozita su dosledkom jej Specifickej Struktuary.

Intracelularna, vnutrobunkova voda je centrom zivota bunky a Zivota vObec. ZabezpeCenim
vodného prostredia pre priebeh reakcii v cytoplazme umoziuje realizaciu procesov
metabolizmu. Ako rozpustadlo je zdrojom idnov potrebnych pre priebeh reakcii od ktorych
zavisi existencia bunky.

Bakterialne povrchy plnia rovnako podstatnt ulohu v Zivote bunky ako jej vnatro. Poznanie
vlastnosti bunkového povrchu je zakladnym pilierom pri $tadiu spravania sa bunky v prostredi.
Hydrofobne vlastnosti povrchu maji vyznamné uplatnenie v oblasti patogenicity. Prave
hydrofobita popisuje schopnost’ bunky prichytit’ sa, prilnit’ k povrchu hostitel'skej bunky,
nasledne ju napadnut’ a poskodit’.

Cielom tejto bakalarskej prace je na zaklade vypracovanej literarnej reSerSe zostavit’ prehl’ad

metod, ktoré je mozné vyuzit’ pri Stidiu fyzikdlno-chemickych vlastnosti vody obsiahnutej
vnutri bunky a vody vyskytujlicej sa v priamom kontakte s povrchom bunky.



2. CIELE PRACE

Cielom prace bolo vypracovat’ literarnu reSers zameranii na metddy Studia intracelulérnej
a extracelularnej vody a na zaklade reserSe navrhnut’ a realizovat’ sériu pilotnych experimentov
pre overenie vyuzitelnosti inStrumentalnych technik v dispozicii Centra materidlového
vyskumu pri Studiu intracelularnej a extracelularnej vody.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Stadium vody nachadzajicej sa v tesnom kontakte s povrchom bunky

V zivote kazdej bunky zohrava doéleziti ulohu bunkovy povrch, ktory je tvoreny
cytoplazmatickou membranou a U baktérii, hub a rastlin bunkovou stenou. Hlavnou tlohou je
ochrana bunky a zabezpecenie komunikacie bunky s okolim prostrednictvom proteinovych
kanalikov pritomnych v membrane. Rozdielne koncentracie i6onov na oboch stranach
membrany vytvaraju napitie oznacované ako membranovy potencial. Vo vSeobecnosti je
zname, ze membrany su elektricky polarizované a to tak, Ze vonkajsia ¢ast membrany je nabita
kladne a z vnutornej strany je naboj membrany zaporny.

Baktérie maju v porovnani s ostatnymi mikroorganizmami obrovsky Specificky povrch.
Povrchové javy su obecne charakterizované povrchovym napétim a medzivrstvovym napétim.
Povrchové napitie sa zucastiluje pri procese rastu, tvorbe kolonii a zmenach permeability,
priepustnosti. Tento pojem sa pouZziva pri rozhrani kvapalina — plyn. Na rozhrani kvapalina —
tuha latka a kvapalina — kvapalina sa uplatiiuje pojem medzivrstvové napitie. Vyznamnou
vlastnost'ou rozhrania dvoch faz je adsorpcia. Adsorpcia moze byt bud’ to fyzikdlna zalozena
na van der Waalsovych silach alebo v pripade, Ze je vézba pevnej$ia ide o chemicku adsorpciu
zalozenll na chemickych vazbach [1].

Adsorpcia baktérii na rozhrani je kl'i¢ovym faktorom k tvorbe biofilmu. Tvorba biofilmu
zohrava dolezitti ulohu v globalnej ekologii. Baktérie sa pouzivaji k degradécii alkanov a
polycyklickych aromatickych zlicenin na neskodné vedlajSie produkty. Baktérie, ktoré tvoria
vodné a olejové biofilmy, maju vel'mi odlisSny metabolizmus, ktory im umoziuje napriklad
vyuzivat’ ropu ako zdroj uhlika a prave vytvorenim biofilmu okolo olejovych gul'6¢ok zvysuju
schopnost’ naviazania uhlika. Medzi klasické pristupy, ktoré sa bezne vyuzivaji k Stadiu
prilnavosti baktérii patria technika BATH (vychadzajuca z techniky MATH) a metoda merania
kontaktného uhla [2].

3.1.1 BATH

Metoda BATH (z anglického nazvu bacterial adhesion to hydrocarbons assay) je technikou
urcenou k Stadiu prilnavosti bakteridlnych buniek k uhl'ovodikom. BATH test vykonavany v
poslednych dvadsiatich rokoch pozostdva z jednoduchého laboratérneho testu, kedy je
koncentracia buniek v bakterialnej suspenzii stanovena pred a po zmieSani s hydrofobnou
fazou. Vysledky ziskané viacerymi vedeckymi timami vo svete nemozno celkom porovnavat
nakol’ko hydrofébnost’ baktérie moze ovplyvnit’ pouZzitd hydrofobna faza, hodnota pH ¢i iénova
sila [2].

V praxi ide 0 pomerne jednoduchu techniku na prevedenie. Potrebné st dve fazy a to jednu
hydrofilni a druhti hydrofébnu. Hydrofilni fazu mdéze predstavovat suspenzia buniek
a hydrofobnu fazu rézne druhy oleja — najcastejsie vSak olej mineralny. Na pociatku je potrebné
zmerat' hodnotu optickej hustoty hydrofilnej fazy obsahujicej bunky pomocou fotometra.
Nasledne je potrebné zmerat’ hodnotu optickej hustoty po premiesani s hydrofobnou fazou
a odstati kvoli oddeleniu jednotlivych faz. Zmena optickej hustoty indikuje mnozstvo buniek,
ktoré preslo z hydrofilnej fazy do hydrofobnej — ¢o poukazuje na hydrofobne repsektive



hydrofilné vlastnosti bakteridlneho povrchu. Vo vysledku teda popisuje aké mnozstvo
bakterialnych buniek pril'nulo k uhl'ovodikom [3].

Pril'navost’ bakteridlnych buniek v percentich mozno vy¢islit’ pomocou nasledujuceho vzt'ahu
(1), kde ODeooo predstavuje hodnotu optickej hustoty pri vlnovej dizke 600 nm pred
premie$anim a ODgoot predstavuje hodnotu optickej hustoty takisto pri vlnovej dizke 600 nm
po premieSani a po potrebnej dobe statia t.

0 C)[)GOQt
BATH (%) =100 1- (1)
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Svajéiarski autori P.A. Riihs, L. Bocker, R.F Inglis a P. Fischer spajaju vo svojich
experimentoch techniku BATH s meranim elektroforetickej mobility kvoli vyc€isleniu
povrchového naboja buniek. Elektroforetickii mobilitu mozno urcit pomocou laserového
Dopplerovho velocimetra. Zeta potencial { mozno vycislit vo vodnom médiu s vyuzitim
Smoluchowskieho vztahu (2), kde u predstavuje elektroforeticki mobilitu, eo permitivitu
vakua, ¢ dielektricka konstantu média a # udava viskozitu média [2].
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3.1.2 Metody urcené na stanovenie povrchového napitia

Fyzikalna definicia povrchového napétia ho popisuje ako silu poésobiacu na tisecku jednotkove;j
dizky, pri¢om vektor sily je rovnobezny s povrchom kvapaliny ale kolmy na tsek dizky na
ktory sa vztahuje. Jednotkou povrchového napitia je Newton na meter (N.m™). Povrchové
napétie mozno vzhl'adom na jeho termodynamiku definovat’ taktiez ako pracu posobiacu na
jednotku plochy. Povrchové napitie teda mozno udévat’ aj v jednotkach Joul na Stvorcovy meter
(3.m72) [4]. Matematicky zéapis definicie povrchové napitia je uvedeny v nasledujiicom vztahu,
kde o oznaGuje povrchové napitie, premenna F povrchova silu a premenna | dizku okraja
povrchovej blany, na ktory povrchova sila posobi kolmo v povrchu kvapaliny [4].

o= €)
Povrchové napitie je vysledkom vzajomnej interakcie pritazlivych sil atomov alebo molekul,
z ktorych sa sklada povrchova vrstva. Povrchové napitie je efekt, kedy sa povrch kvapaliny
sprava ako elasticka folia a pokusSa sa dosiahnat’ ¢o mozZno najhladsi stav s minimalnym
rozpéatim — povrch sa snazi dosiahntt’ stav s najnizSou energiou. Obrazok vodomerky (Obr. 1)
ilustruje predstavu kedy povrchové napitie spdsobuje, Ze sa hladina sprava ako elasticky film
na povrchu kvapaliny. V preliac¢inéach je jasne vidiet’ ako sa elasticky film prispdsobuje zatazi
vyvolanej telom vodomerky [5].



Obrazok 1: Povrchové napétie kvapaliny umoziiuje organizmu
Hydrometra stagnorum bezprobémovy pohyb po hladine [6].
3.1.2.1 Metoda maximdlneho tlaku v bubline

Bublinovéa tlakovéd tenziometria je jedinou dostupnou technikou umozilujucou meranie
dynamického povrchového napidtia v kratkom casovom rozsahu. V stcasnosti ma Siroké
uplatnenie pri $tadiu rozliénych dynamickych povrchovych javov v biologickych aplikaciach
alebo v oblasti priemyslu pri nanédsani, tlaci alebo flotacii. Délezitymi procesmi pri technike
merania maximalneho tlaku v bubline je stdla kontinualna tvorba bubliny na Spicke kapilary
a stanovenie tlaku v bubline. Tlak bubliny P nadobida maximum vtedy, kedy sa priemer
bubliny rovna priemeru kapilary. Povrchové napétie y mozno vypoéitat’ pomocou Laplaceovej
rovnice (3), kde r predstavuje znamy polomer kapilary, P tlak bubliny a f je korela¢ny koeficient
udavany vyrobcom pristroja.

_f.ﬂ (4)
4 2

Casovy interval od vzniku bubliny po vytvorenie pologulovitého tvaru bubliny sa nazyva doba
zivota a interval od vytvoren¢ho pologulovitého tvaru po uniknutie bubliny sa oznacuje ako
doba smrti. Bubliny st generované pri réznych frekvencidch ¢o umoznuje charakterizovat
zavislost’ povrchového napitia na Case.

Nami pouzivané zariadenie BPA — 800P je vybavené analyzatorom oscilacie prietoku plynu.
Vzduch je privadzany do systému kompresorom. Maximalny tlak moZno ur¢it’ z vrcholu hodnot
grafickej zavislosti vnutorného tlaku na case. Maximdlny tlak koreluje bubliny do
pologul’ovitého tvaru [7].
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, kapilara

vodna faza vzducheva
bublna

Obrazok 2: Znazornenie tvorby bubliny: polomer bubliny je v prvej Casti velky (A), potom sa postupne znizuje
na minimum do stavu, kedy je polomer bubliny rovnaky ako polomer kapilary (C) a nasledne sa polomer bubliny

znova zvacsuje (E) [7].
3.1.2.2 Du Noiiyhova metéda odtrhdvania prstenca

Stanovenie povrchového alebo medzifdzového napitia Du Noiiyhovou technikou je zalozené
na merani maximalnej sily, ktord je dosiahnuta tesne pred odtrhnutim prstenca od hladiny.
Hibka ponorenia prstenca a uroveti hladiny, na ktora vystapi ked’ dojde k maximalnemu tahu
su nepodstatné [8].

Prstenec najcastejSie z platinového drotu musi byt dobre zmacany kvapalinou (6 = 0°). Pre
povrchové (medzifdzové) napitie plati nasledujtci vzt'ah, kde F je sila potrebna k odtrhnutiu
tenkého prstenca od fazového rozhrania, rp je polomer prstenca a ®@ korekcia na kvapalinu,
ktord sa nalepi na prstenci pri odtrhnuti od hladiny. Tento koeficient je zavisly na geometrii
prstenca a uvadzany v tabul’kach [9].

y=—9 ()

rtI\[Hﬁ\lll

Obrazok 3: Znazornenie priebehu procesu odtrhavania prstenca [9].

Na zaciatku merania je prstenec nad povrchom a posobiaca sila je nulova (bod 1 na Obr. 4). Po
dopade prstenca na povrch dochadza k zvySeniu kladnej hodnoty sily v désledku pdsobenia
adhéznych sil medzi prstencom a povrchom kvapaliny (bod 2). Prstenec musi byt tlaceny skrz
povrch kvoli napétiu ¢im hodnota sily nadobtida zapornu hodnotu (bod 3). Prstenec prerazi
povrch a zmerana sila je mierne kladna vzhl'adom k vznasanému drétu (body 4,5). Pri zdvihani
prstenca cez povrch za¢ne sila narastat’ (bod 6) do bodu kedy dosiahne maximum (bod 7). Po

dosiahnuti maximalnej hodnoty sily dochadza k utrhnutiu prstenca od kvapaliny a hodnota sily
klesa (bod 8) [8].
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Obrazok 4: Graficka zavislost’ hodnoty sily na ¢ase pocas celého priebehu Du Noiiyhovej metody [8].
3.2 Stadium intracelularnej vody

Voda je najhojnejsia molekula v bunkéch, ktora predstavuje priblizne 70% z celkovej bunkovej
hmoty. Intracelularna, vnutrobunkova voda ma Specificky vyznam. Mé doélezité fyzikalne
a chemické vlastnosti. Podstatnou vlastnost’ou vody je schopnost’ rozptstania latok, schopnost’
tvorit’ vodikové vizby ¢i jej amfoternd povaha. Molekuly vody tvoria atdémy vodika, ktoré nesu
pozitivny naboj a atomy kyslika nestuce negativny ndboj. Vzhl'adom na polarnu povahu
interakcii mo6zu molekuly vody vytvarat vodikové vézby, ktoré maji za nasledok vznik
anomalii vody. Metddy termickej analyzy umoziiuju stanovit akymi pevnymi vizbami si
putané molekuly vody vnutri bunky.

3.2.1 Termogravimetricka analyza TGA

Termogravimetria je povazovana za zakladni metodu termickej analyzy. Ide o postup, pri
ktorom je sledovand zmena hmotnosti zvolenej skimanej vzorky vyjadrena ako funkcia ¢asu
alebo teploty, pricom je skimand vzorka vystavovana teplotnému programu, ktory je pod
neustalou kontrolou. Pri zahrievani vzorky sa uvolfiuji plynné zlozky ¢o mé za nésledok to, ze
dochadza k stratim hmotnosti skimanej vzorky. TaktieZ mdéze dochadzat’ aj k javom, pocas
ktorych pri zahrievani latky dochadza k reakcidm s plynom a hmotnost’ vzorky narastie. Podl’a
toho, akym sposobom je vzorka ohrievana je termogravimetria rozliSend na dva typy. Pri prvom
type dochéadza k ohrevu vzorky pri kons$tantnej teplote a je teda povazovany za typ izotermicky
a termogravimetria je oznacovana ako staticka. Pri druhom type je vzorka vystavena G¢inkom
plynule stupajtcich alebo klesajucich tepl6t. Zmena teploty prebieha spravidla linearne s ¢asom
[10].

Termogravimetricky experiment prebieha na termovahach. Moderné zariadenia vyuzivaju
kompenzacny princip merania hmotnosti, kedy je vzorka po celil dobu priebehu experimentu
v peci na rovnakom mieste, pricom akakol'vek zmena hmotnosti lubovolnym smerom je
mechanizmom termovéah zaznamenavana a kompenzovana pohybom opa¢nym smerom, ktory
vrati vzorku do pozicie kde sa nachadzala pred hmotnostnou zmenou. Vysledkom merania je
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termogravimetrické krivka nazvana TG — krivka, ktora graficky znazornuje zavislost” hmotnosti
na teplote alebo zavislost hmotnosti na &ase. Standardne sa TG — krivka znazoriiuje v
percentach povodnej hmotnosti zaznamenanych na ose y v zavislosti na teplote alebo Casu
zaznamenanej na ose X. Tvar krivky je ovplyvneny rychlostou ohrievania. Cim vyssia je
rychlost’ ohrevu, tym uzsi je teplotny interval pocCas ktorého prebieha zmena hmotnosti vo
vzorke. Vysoké rychlost’ ohrevu moze spdsobit’ vypustenie malych zmien na krivke, ¢o moze
mat’ vyznamny dopad pre charakterizaciu latky. Tvar TG — krivky zavisi na volbe navazky,
uprave vzorky, nastaveni teplotného programu a atmosfére pece. Plati, ze tvar TG — krivky je
pri rovnakych podmienkach pre danu latku charakteristicky [11].

pE— A
\ B
- C
o
o
=
o]
E —K\
= D
\ i
_/——- F
teplota — g

Obrizok 5: Standardné typy TG — kriviek [11].

Vyssie zobrazeny obrazok poukazuje na zakladné typy TG — kriviek pri zavislosti hmotnosti na
teplote. Jednotlivé krivky A — G mozno interpretovat’ nasledujucim spdsobom.

A — krivka popisuje dej, ktory nie je doprevadzany zmenou hmotnosti alebo pripad kedy
v skimanej vzorke neprebieha Ziadny de;j.
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B — krivka popisuje dej tibytku hmotnosti, ktory prebieha od zaciatku termogravimetricke;j
analyzy. Tento priklad je typicky pre stratu vlihkosti a desorpciu plynnych latok.

C — krivka popisuje termicky rozklad prebiehajuci v jedinom kroku, ktory je ohrani¢eny dvomi
platmi, ktoré popisuju termicky stabilni vychadzajicu zliceninu a finalny produkt termického
rozkladu.

D — krivka popisuje termicky rozklad, ktory prebieha vo viacerych krokoch, ktoré su oddelené
jednotlivymi platmi a mozno teda charakterizovat' jednotlivé kroky (termicky stabilnt
vychadzajucu zla¢eninu, medziprodukty a finalny produkt termickej analyzy).

E — krivka popisuje taktiez termicky rozklad prebiehajuci vo viacerych krokoch, ale tieto
jednotlivé kroky nie st oddelené platmi a teda nie je mozné hodnotit’ Ciastkové ubytky
hmotnosti, ale len celkovy hmotnostny ubytok.

F — krivka poukazuje na dej, pri ktorom dochadza k narastu hmotnosti — spdsobené napriklad
reakciou Studovane;j latky s plynmi v atmosfére pece.

G — krivka popisuje pripad, kedy sa produkt oxidécie pri d’alSom zvySeni teploty rozklada na
mensie atomy [11].

Praktickym vyuzitim termogravimetrie je analyza Sirokého spektra materidlov medzi ktoré
patria napriklad kovy, polyméry, potraviny, kozmetika, biopolyméry alebo podne ¢i geologicke
vzorky [12]. Vo vSeobecnosti bunky obsahuju mnozstvo intracelularnej vody potrebnej pre
priebeh metabolickych procesov. TGA dokaze popisat’ susenie vlhkych vzorkov a moze tak
poskytnut’ informacie aj 0 intracelularnej vode.

3.3 Baktérie

Pojmom baktérie je popisovana rozsiahla skupina jednobunkovych prokaryotickych
organizmov dosahujucich v priemere vel'kost’ 0,3 — 2,0 um. Kazda jedna bakterialna bunka je
zlozena z troch zakladnych casti, pricom kazda jedna plni v Zivote baktérie dolezita ulohu.
Ulohou cytoplazmy je okrem vyplnenia bune&ného priestoru vytvorit vhodné prostredie pre
priebeh metabolickych dejov. MoZno ju charakterizovat’ ako viskdznu vysoko koncentrovanu
zmes koloidnych a kryStaloidnych roztokov organickych a anorganickych latok. Volne
v cytoplazme bez ohrani¢enia jadrovym obalom sa nachadza jeden kruhovy bakterialny
chromozém nestici genetickt informaciu. Dal§imi vyznamnymi inkltiziami vyskytujicimi sa
vV cytoplazme baktérii st plazmidy nesuce doplnkovu geneticku informéciu napriklad pre
rezistenciu voc¢i antibiotikam alebo ribozémy, ktorych tlohou je syntéza novych polypeptidov.
Tvar bunky urCuje bunecnd membrana, ktora ma doleziti ulohu pri oddeleni vnutorného
prostredia bunky od okolia. U niektorych organizmov sa na povrchu moéze vyskytovat' aj
bunkové stena plniaca mechanicka funkciu. Funkciou membréany je regulovat’ latky, ktoré
prechadzaju dnu alebo von z bunky prostrednictvom viacerych transportnych mechanizmov
[13]. S.J. Singer ponuka pohl'ad na membranu ako na matricu tvorenu dvojvrstvou fosfolipidou
s mobilnymi globularnymi integralnymi membranovymi proteinmi a glykoproteinmi, které su
vlozené do fluidne;j lipidovej dvojvrstvy [14].

Pocas overovania ucinnosti a funk¢nosti jednotlivych dostupnych metod boli pri naSom stadiu
vyuzivané bakterialne bunky kmena Cupriavidus necator H16 a jeho mutanta Cupriavidus
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necator PHB-4. Zaujimavostou Studovaného kmena Cupriavidus necator je obsiahnutie
deviatich génov, ktoré st bud’ zname alebo podozrivé z uvolfiovania polymérnej latky [15].

Cupriavidus necator H16 bola v minulosti oznacovana taktiez ako Wautersia eutropha alebo
Ralstonia eutropha [16]. Ide o gram — negativnu chemolitoautotrofnt baktériu, ktora pocas
nepritomnosti organickych substratov vyuziva ako zdroj uhlika a energie CO2 a Ha.
V sucasnosti ide o najzndmejSieho vyrobcu polyhydroxyalkanoitov (PHA) z uhlikovych
substratov. Tato schopnost’ baktérii umoziuje degradovat’ aromatické zluc¢eniny [17]. Bunky
Cupriavidus necator su ty¢inkovitého tvaru a obsahuju dve membrany a dva biciky. Optimalna
teplota pre ich zivot je 30°C [18].

Obrazok 6: Priebeh produkcie polyméru - polyhydroxybutyratu vnutri grantl Cupriavidus necator H16
v ¢asovom obdobi: dva a pdl hodiny (A), pat’ hodin (B), devit hodin (C) a dvadsat’styri hodin [16].

3.4 Sucasny stav rieSenej problematiky

Baktérie maji vo vSeobecnosti schopnost’ prilnit’ k réznym prirodzenym aj syntetickym
povrchom ¢o sa v sucasnosti vo vel'kej miere vyuziva vo viacerych odvetviach — napriklad pri
sanacii pddy, zniZzovani znecistenia mori alebo pri spracovani potravin a pitnej vody. Aby sme
predisli neZiadicim problémom spojenych s bakteridlnou prilnavostou je nevyhnutné
detailnejsie pochopit’ mechanizmy akymi sa baktérie k povrchom prichytavaju [19].

Stadia Mark C. M. van Loosdrechta sa zaoberala skimanim adhézie viacerych kmenov baktérii,
ktoré sa 1iSili povrchovou hydrofobitou. Hydrofobita bunkovej steny bola merand
prostrednictvom metddy merania kontaktného uhla vody na bakteridlnu vrstvu na mikrofiltri.
Ako pevnd faza bol pouzity sulfatovy polystyrén. Experimenty ukézali, Ze hydrofobne bunky
sa drzali na povrchu vo viésej miere nez hydrofilné [20].

K metode BATH ako technike na posudenie hydrofilnych respektive hydrofobnych vlastnosti
na povrchu bunky nas inspiroval ¢lanok profesora Rosenberga venovany dvadsiatim rokom
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pouzivania a aplikacii tejto metdody. V tomto Clanku sa vracal svojim vykladom k MATH
technike ale zaroven popisal prevedenie metody BATH na baktérii Acinetobacter calcoaceticus
[21].

Pre $tadium bune¢nych suspenzii je mozné pouzit’ aj techniky urcené k Studiu nezivych
koloidnych systémov. Jednou z takychto technik je medzifazova reologia, ktord hovori o tom
aka je tendencia koloidnych systémov sorbovat’ sa. Th. F. Tadros sa vo svojej rozsiahlej
publikacii venuje medzifazovej reologii. Popisuje princip tejto metoddy, potrebné zakladné aj
odvodené vztahy ale taktiez podmienky ovplyviiujice reologiu. Zvysenu pozornost’ venoval
viskoelastickym vlastnostiam slabo vlockovanych emulzii. V zévere uviedol, Ze viskoelastické

merania mozu byt’ pouzité k stadiu vlockovanych emulzii rovnakym sposobom ako u suspenzii
[22].

Vedecky tym zlozeny z Trevor Roger Garretta, Manmohan Bhakoob a Zhibing Zhanga sa
zaoberal adhéziou baktérii. Tento ¢lanok poskytuje prehlad o bakterialnej adhézii, uvadza
priklady toho, akym spdsobom bakterialna adhézia ovplyviiuje priemysel a zhfiia metody
a pristroje pouzivané k zlepseniu chapania adhéznych vlastnosti baktérii. Uvadzaji pouzitie
konfokalnej laserovej mikroskopie, skenovacej elektronovej mikroskopie a na zaver pouzitie
optickej mikroskopie [23].

Herbert H.P. Fang, Kwong-Yu Chan a Li-Chong Xu sa vo svojej §tadii zamerali na
kvantifikaciu bakterialnej adhézie s pouzitim atomovej Silove] mikroskopie. Ich vysledky
ukazuju, ze sila adhézie medzi SisN4 a bakterialnym povrchom je v rozmedzi 3,9 — 4,3 nN [24].

Priamym meranim adhéznych sil biofilmov v trubkéach prostrednictvom mikromanipulacie sa
zaoberali M. J. Chen, Z. Zhang T. R. Bott. Pouzita sonda tvaru T bola $pecialne navrhnuta
k natiahnutiu biofilmu Pseudomonas fluorescens. Pevnost’ prilnutia medzi biofilmom
a substratom bola definovand ako praca potrebna k odstrdneniu biofilmu na jednotku plochy
substratu. Vysledky ukazali, ze adhezivna sila sa zvysila s rychlostou kvapaliny, v ktorej boli
vypestované biofilmy, na velkost 0,05 az 0,2 J.m™ [25].

Vyskumny tym v zlozeni Loredana De Bartolo, Sabrina Morelli, Augustinus Baderb a Enrico
Driolia viedol §tadiu s ciel'om posudit’ spravanie buniek v suvislosti s fyzikalno — chemickymi
vlastnostami polymérnych membran, ktoré maji byt pouzité v biosyntetickych organoch.
Pouzitymi bunkami boli cicav¢ie bunky pecene. Fyzikalno — chemické vlastnosti membran boli
charakterizované meranim kontaktnych uhlov. Vysledky ziskané v tejto Studii poukazuju, ze
vSetky skimané membrany maju rézne hydrofobne respektive hydrofilné vlastnosti. VSetky
skimané polymérne membrany maju povrchové napitie v rozmedzi od 16 do 40 MJ.m™ [26].

Monitorovanim zmeny objemu intracelularnej vody u perfundovanych buniek zabudovanych
do vnutornej membrany gélu za pouZzitia H-NMR spektroskopie sa zaoberal tym profesora
Josefa Pfeuffera. Skiimanymi bunkami boli gliomy F98, primarne astrocyty a epitelové kozné
bunky. Bunky boli vystavované osmotickému stresu a bola sledovana zmena objemu. Dokazali,
ze metddou 1-H NMR spektroskopie je skutocne mozné sledovat’ zmeny objemu na ¢ase v rade
sektind a mozno urcit’ dobu naviazania intracelularnej vody. Hodnota difizneho koeficientu sa
vyrazne znizila difiziou vnutrobunkovej vody, ktord bola pouzitd k detekcii intracelularneho
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signalu. Tato zlozka signélu sa prejavila ako vel'mi citlivd k zmendam objemu bunky a to pri
napucani aj pri zmr$t'ovani a taktiez je vel'mi citliva pri zmene teploty [27].

V d’alsom zaujimavom §tadiu sa tym profesora Josefa Pfeuffera zaoberal obmedzenou difuziou
a vymenou intracelularnej vody na perfundovanych gliovych bunkach s cielom ziskat’ zékladné
poznatky o vnutrobunkovom stave v mozgu. Vychadzali z teoretického Tannerovho modelu
a ako metoda bola vyuzita H-NMR. Zaverom prace bola stanovend stredna doba zadrzania
vnutrobunkovej vody u gliovych buniek na hodnotu 50 ms [28].

K S$tadiu dynamiky intracelularnej vody extrémne halofilného organizmu Haloarcula
marisortui pouzil tym profesora Moeava Tehei techniku QENS. V zavere prace zhodnotili, ze
ich data predstavuju mimoriadne nizku mobilitu intracelularnej vody u H. marisortui
V porovnani s doposial’ studovanymi bunkami suc¢asnosti [29].

Vyskumny tym so zlozenim Ramachandra V. Devireddy, Debopam Raha a John C. Bischof sa
zoberal stidiom transportu vody poc¢as procesu mrazenia v bune¢nych suspenziach s vyuzitim
diferenciacnej skenovacej kalorimetrie. Ako bunecné vzorky boli pouzité I'udské lymfocyty.
Ziskané data poukazuju na to, ze poc¢iatocna hodnota uvol'neného tepla zo vzorky obsahujuce;j
osmoticky aktivne bunky v médiu je vyssia nez kone¢nd hodnota uvol'neného tepla identicke;j
vzorky osmoticky neaktivnych alebo lyzovanych buniek. Poukdzali na aplikaciu tejto techniky
pri posudzovani zamrazovania alebo rozmrazovania zraneni. Uviedli, Ze technika DSC je vel'mi
slubnym pristupom k meraniu transportu vody v buneénych systémoch pocas zamrazovania
[30].

Tym zlozeny zo Saravana K. Balasubramanian, Willem F. Wolkers a John C. Bischofa sa
zaoberal Studiou, ktorej ciel'om bolo porovnavanie fazového stavu membrany a okolitej vody
poCas mrazenia u troch typov cicav¢ich buniek s vyuzitim Fourierovej transformacnej
infraCervenej spektroskopie a kryomikroskopie. Pouzité bunky mali rozdielne velkosti
a biofyzikalne vlastnosti. Konkrétne i$lo o bunky l'udskych dermalnych fibroblastov, prasacie
bunky hladkého svalstva a l'udské nadorové bunky prostaty. U vSetkych buniek bola
zaznamenana zvySend tvorba l'adu za dehydratacnych podmienok. Poukazuji na skutocnost,
ze lipidova hydratécia je pravdepodobne pri¢inou nadmerného mnozstva vody pocas fazovej
zmeny a je mechanizmom zniZenia transportu vody pri teplotach pod bodom mrazu. Vysledok
je obecny pre rozne cicav¢ie bunky réznej vel'kosti a vlastnosti. Drastické zmeny v lipidovej
hydratacii nazna¢uju moznu suvislost’ zmrazit’ vyvolané dosledky zranenia [31].

E. B. Alcazar, M. H. M. Rocha-Ledo a J. Dweck sa zaoberali stanovenim intracelularnej vody
u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae s vyuzitim termogravimetrie. Na zaver vyslovili, ze
konvenéné termogravimetrické zariadenie moéze byt pouzité pre stanovenie obsahu
intracelularnej vody u vzoriek kvasiniek s pouzitim ovela mensej masy vzorky nez u bezne
vyuzivanych vyspelych metod. Ziskané hodnoty st v rozmedzi 65 — 69 % vztiahnuté na zaklad
bez extracelularnej vody [32].
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje
4.1.1 Pouzité baktérie

— Kmeti Cupriavidus necator H16, ktory pochadza z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne.

— Kmen Cupriavidus necator PHB-4, ktory pochadza z Leibnitz Institute DSMZ —
German Collection of Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig, Nemecko.

4.1.2 Pouzité chemikalie

— NaHPO4.12H20

—  (NH4)2S04

— MgS04.7H20

— KH2SOq4

— Roztok fruktozy (40g/100ml)

— Roztok stopovych prvkov

— Fyziologicky roztok PBS

— Nutrient Broth

— Mineralny olej

— Hexadekan

— Deionizovana voda

— Deionizovana voda (systém PURELAB-flex)
4.1.3 PouZzité pristroje

— Laminarny box aura mini (BIO AIR INSTRUMENTS s.r.1.)

— Trepacka Unimax 1010 (Heidolph)

— Centrifuga U — 32R (BOECO)

— Spektrofotometer U — 3900H (HITACHI)

— Koloidny analyzator Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd)

— Bublinovy tenziometer BPA — 800P (KSV)

— Tenziometer Sigma 701 (KSV)

— Termogravimetricky analyzator TGA Q5000IR
4.2 Kultivacia baktérii

Inokulacné médium bolo pripravované do sto mililitrovych Erlenmeyerovych baniek. Do
kazdej Erlenmeyerovej banky bolo navaZzenych 1,25 g média Nutrient Broth a odmeranych 50
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ml deionizovanej vody. Médium bolo sterilizované v tlakovom hrnci po dobu 60 minut pri
teplote 120 — 125 °C. Médium po sterilizacii bolo trikrat naockované bakteriologickou kl'u¢kou
z agarovej platne. Zaockované médium bolo 24 hodin kultivované na temperovanej trepacke
pri teplote 30 °C a frekvencii trepania 170 rpm. Do produkéného mineralneho média sa po
uplynuti 24 hodin kultivécie pridava 5 % inokula vztiahnutych na celkovy objem mineralneho
média.

Produkéné mineralne médium bolo pripravené do Erlenmeyerovych baniek s objemom 250 ml.
Do kazdej Erlenmeyerovej banky bolo odmeranych 100 ml deionizovanej vody a navazené
potrebné mnozstvo zloziek tvoriacich mineradlne médium.

Tabulka 1: Zlozky tvoriace mineralne médium a ich potrebna navazka pre pripravu 100 ml produkéného média.

Latka Navazka [g]

Na:HPO4.12H,O 0,100

(NH4)2504 0,102
MgSO4.7H20 1,110
KH2SO04 0,020

Produkéné médium bolo sterilizované rovnako ako inokula¢né v tlakovom hrnci poc¢as doby 60
minut pri teplote 120 — 125 °C. Do vysterilizovaného média bolo pridanych 5 ml roztoku
fruktozy, 0,1 ml roztoku stopovych prvkov a 5 ml inokula¢ného média kultivovaného 24 hodin.
Kultivacia produkéného média prebiehala pocas 72 hodin na temperovanej trepacke pri teplote
30 °C a frekvencii trepania 170 rpm.

Tabul’ka 2: ZloZenie roztoku stopovych prvkov.

Latka MnoZstvo
FeCls 9,700 g
CaCl> 7,800 g
CuSOq4 0,156 g
CoCl; 0,119¢
NiCl. 0,118¢
CrCl2 0,062 g
0,1 M HCI 1000 ml

4.3 Priprava vzoriek

Po uplynuti 72 hodin kultivacie bolo odobratych 10 ml produkéného média obsahujuceho
bakterialne bunky. Buneény homogenat bol centrifugovany pri teplote 20 °C a pri frekvencii
otacok 10 000 rpm po dobu piatich minut. Supernatant bol odliaty a ziskany bunecny sediment
bol rozsuspendovany s pridavkom 10 ml deionizovanej vody a nasledne znovu centrifugovany
5 minut pri 20 °C a pri 10 000 rpm. Supernatant bol opét’ odliaty a bune¢ny sediment bol
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rozsuspendovany po pridavku 2 ml deionizovanej vody a nasledne umiestneny do chladnicky.
Rozsuspendovany bune¢ny sediment bol zriedeny deionizovanou vodou (systému PURELAB
- flex) na objem 30 ml potrebnej koncentracie. Tento postup bol opakovany pri priprave vzoriek
pouzitych v technike BATH a metédach ucenych na meranie povrchového napitia.

Postup pri priprave vzoriek na termickd analyzu bol obdobny. Prvym krokom bolo
centrifugovanie bune¢ného homogenatu opéat pri 20 °C a frekvencii otacok 10 000 rpm pocas
piatich minut. Supernatant bol odliaty a k bune¢nému sedimentu bolo pridanych 10 ml
fyziologického roztoku PBS s ktorym bol sediment rozsuspendovany. Tento krok bol presne
zopakovany este jeden raz. Na zaver bol supernatant odliaty a bune¢na zrazenina povrchovo
vysusend buni¢inou.

4.4 Realizacia techniky BATH

Pomocou tejto metddy boli Studované povrchové vlastnosti buniek, najma ich schopnost
prechadzat’ z prostredia hydrofilného (vodny roztok bakteridlnych buniek) do prostredia
hydrofébneho (olej — v naSom pripade hexadekan a mineralny olej).

Na zaciatku realizacie experimentov bolo potrebné zistit, ¢i hodnota absorbancie odraza
koncentraciu buniek pritomnych vo vodnej faze a tak bola zostavena kalibra¢na rada. Jednotlivé
roztoky pripravenych koncentracii boli spektrofotometricky merané pri vlnovej dizke 600 nm.
Zasobna vzorka suspenzie bola pripravena tak, aby jej absorbancia pri 600 nm zodpovedala 1,2.
Ostatné vzorky boli pripravené presnym riedenim zasobného roztoku. Pre kazdu vzorku bola
vypocitana teoreticka absorbancia na zédklade konkrétneho pomeru riedenia (A [teor]) a potom
bola hodnota absorbancie zmerana experimentalne (A [exp]). Po vyneseni grafickej zavislosti
korelacie vypocitanych a nameranych hodndt absorbancie a zobrazeni rovnice spolahlivosti
nadobudol koeficient spol'ahlivosti pre oba testované kmene vysoku hodnotu (vid’ Obr. 7) a tak
mozno povazovat zmenu absorbancie za veli¢inu priamo umernu koncentracii buniek
Vv suspenzii.

1,4
12 y =1,0016x
R?=0,9993
1
% 08 y =0,9661x
Q9 R? =0,9952 e
< 06
PHB-4
0,4
0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
A [teor]

Obrazok 7: Kalibraéné krivky.
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Druhou podstatnou informaciou potrebnou k tomu, aby sme mohli vobec pouzit’ tuto techniku
bolo zistit' ¢i bunky maji tendenciu v tomto prostredi sedimentovat’, pripadne s akou
rychlostou. Tento poznatok je kIi€ovy pri navrhu postupu vlastného experimentu, kedy je
nutné Casové intervaly medzi odberom a meranim vzorky zvolit’ tak, aby sa vplyv zmeny
absorbancie vzorky v dosledku sedimentacie minimalizoval. Pretoze sedimentacia moze byt
ovplyvnena koncentraciou buniek v suspenzii (napriklad v dosledku ich agregacie pri vyssej
koncentracii), bol vplyv sedimenticie posudeny pre tri ro6zne koncentrované suspenzie —
suspenziu zasobnu (Asoo = 1,2) a dve riedené suspenzie s koncentraciou polovi¢nou (Asoo = 0,6)
respektive Stvrtinovou (Asoo = 0,3). Ako vyplyva z grafov na Obr. 8 a 9 pocas hodinového
merania roztokov je vidiet’ Z nameranej Casovej zavislosti absorbancie, ze nedochadza k prudkej
sedimentacii a ze roztok s bakteridlnymi bunkami je cel hodinu prakticky stabilny u oboch
bakteridlnych kmenov.
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Obrizok 8: Casova zavislost’ absorbancie u baktérie Cupriavidus necator H16
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Obrizok 9: Casova zavislost’ absorbancie u baktérie Cupriavidus necator PHB-4.

Po overeni predpokladov, ze koncentrdcia je umernd absorbancii a ze nedochadza
k sedimentacii buniek doslo k realizacii vlastnych pilotnych BATH experimentov.

Zakladnym prvkom experimentu bola priprava vzoriek vysSSie popisanym postupom a pri
vlnovej dizke 600 nm zmerand hodnota optickej hustoty pdévodného vodného roztoku
bakteridlnych buniek na spektrofotometri. Pripravend vodnd faza buniek bola spolocne
s olejovou fazou v objemovom pomere 1:1 napipetovana do vialiek so septom. Zmes vo vialke
bola vortexovana po dobu dvoch minut, aby doslo k dokladnému premieSaniu fazi. Vysledna
emulzia bola ponechana stat’ po dobu 15 minuat. Po uplynuti tejto doby bola pomocou injek¢ne;j
ihly odobrata spodna vodna fiza a zmerana jej opticka hustota pri vlnovej dizke 600 nm. Zmenu
koncentracie roztoku bolo mozné indikovat’ aj vizualne. Po zmerani absorbancii prisluSnych
roztokov boli vodné fazy analyzované na koloidnom analyzatore. Analyza prebiehala
rovnakym sposobom pri pdvodnom vodnom roztoku a takisto pri roztoku, ktory vznikol po
premiesani. Koloidny analyzator bol nastaveny k zmeraniu hodnét Zeta — potencialu
a difuzneho koeficientu z ktorého pocitacovy program prepoctom stanovil strednit hodnotu
objemovej distribicie ozna¢ovanu ako Volume mean — tento prepocet predpoklada gulovity
tvar buniek ¢o v nasom pripade mohlo sposobit’ ist¢ odchylky nakol'’ko bunky Cupriavidus
necator maju ty¢inkovity tvar.
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Obriazok 10: Vo vialkach sa nachadza vodny roztok buniek Cupriavidus necator H16 s poé¢iato¢nou optickou
hustotou 0,3 s pridanym mnozstvom hexadekanu v pomere 1:1. V (A) vialke je vidiet’ suspenziu pred
vortexovanim, v (B) je vidiet’ suspenziu ihned’ po dvojmintitovom vortexovani a v (C) po vortexovani a odstati

patnastich mintt.

Vsetky experimenty boli kvoli overeniu spravnosti zopakované trikrat pri obidvoch
bakterialnych kmenoch.

4.5 Realizacia metod uréenych k meraniu povrchového (medzifazového)
napitia

Zakladnym prvkom pre realizaciu experimentu bola priprava vzoriek objemu 30 ml. Vzorky
bakteridlnych suspenzii boli pripravené rovnakym postupom ako pre BATH techniku. Pre
meranie povrchového napétia pomocou analyzy maximalneho tlaku v bubline bol pouzity
pristroj BPA — 800P. Pred samotnym meranim vzoriek bol v rovnako mennom programe
nastaveny rezim merania ako Standard, ktory mal za ciel’ vyhodnotit’ zavislost’ napitia (y) na
dobe Zivota bubliny.

Pri merani medzifazového napédtia metdédou odtrhavania prstenca boli pouzité tie isté vzorky,
ktoré sa pouzili pri metéde analyzy maximalneho tlaku v bubline. Pri tomto merani napitia
zohravala ulohu nadoba v ktorej bola umiestnend vzorka a do ktorej sa ponaral a néasledne
pomaly odtrhaval prstenec. Pri analyze vSetkych vzoriek bola pouzitd rovnaka nadoba
a rovnaky objem vzorky. PouZzitym zariadenim bol Tenziometer Sigma 701.

Rovnako ako pri BATH technike boli Studované tri rozdielne koncentracie bakteridlnych
buniek dvoch rozdielnych kmeniov v troch rozdielnych prostrediach. Vsetky experimenty boli
opakované kvoli overeniu presnosti trikrat.

4.6 Realizacia Studia intracelularnej vody prostrednictvom techniky TGA

Za ucelom analyzy zavislosti ubytku hmotnosti vody obsiahnutej v bune¢nom sedimente bola
uskutoc¢nena termogravimetricka analyza — TGA. Nasou ulohou pri jej realizécii bola pedantna
priprava vzorky bez prebytocnej povrchovej vody, ktord by vyhodnotenie ziskanych
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termogravimetrickych kriviek mohla znacne skomplikovat. Pocas pripravy vzorky sme
postupovali vys$sie spominanym postupom. Pripravené odstredené a povrchovo osusené vzorky
boli odovzdané k analyze na zariadeni TGA Q5000IR. Analyza prebichala izotermalne pri troch
odlisnych nastavenych teplotach a to pri 60, 70 a 80 °C. Analyza bola opakovana pri kazdom
bakterialnom kmeni pri kazdej teplote dvakrat kvoli overeniu presnosti.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 BATH

Pred realizaciou experimentov sme si dali za ciel’ ngjst’ odpovede na nasledujice otazky. Je
mozné pouzitim tejto techniky BATH popisat’ hydrofobne respektive hydrofilné vlastnosti
bakteridlnych buniek? Su vobec bakterialne bunky natol’ko hydrofébne aby presli do olejove;j
fazy alebo sa sorbovali na rozhranie faz? Pri akom type prostredia dochadza k zvySenému
prestupu buniek z hydrofilného do hydrofobneho prostredia alebo k sorbcii na rozhranie? Ktory
bakterialny kmen prestupuje do hydrofébneho prostredia alebo sa sorbuje vo vyssej miere?

Pri pozorovani bakteridlnych buniek pripravenych z jedného vodného bunecného roztoku je
vidiet’, ze ich spravanie sa v jednotlivych prostrediach javi rozdielne. Na nasledujucich grafoch
je zobrazend zavislost BATH na koncentraciach bune¢ného roztoku a pouzitom hydrofébnom
médiu. Na ose Y je miera adsorpcie bakteridlnych buniek, ktord vyjadruje percentudlne
mnozstvo buniek preslych z hydrofilného vodného roztoku do hydrofébneho prostredia oleja
alebo sa nasorbovalo na rozhranie. Hodnoty adsorpcie ¢i prechodu st pomerne vysoké v oboch
typoch média pri vSetkych zvolenych koncentracidch. Mozno usudit’, Ze nami pouZita technika
je skuto€ne vhodné k popisu hydroféobnych respektive hydrofilnych vlastnosti bakteridlnych
buniek a taktiez k vy¢isleniu hodnoty miery prestupu.

Na ose X st znazornené tri rozdielne koncentracie roztokov, ktoré sme si stanovili kvoli tomu,
aby sme urcili ¢i je tato technika obmedzend len na urcité koncentracie bune¢ného roztoku.
Mozno povedat, ze v pripade vysokoucinného c¢inidla nie je nakolko pri vSetkych troch
koncentraciach doslo k pomerne vysokému prechodu. V naSom pripade sa ako vysokoucinné
médium javi minerdlny olej a ako menej U¢inné vystupuje hexadekdn. Pri menej ¢innom
¢inidle je pozorovana urcitd zavislost na koncentracii roztoku. Pri najvysSej zvolenej
pociatocnej optickej hustote bunecného roztoku poklesla hodnota ucinnosti média —
hexadekanu o zna¢nu mieru. V pripade mineralneho oleja pozorujeme vysokd ucinnost’ pri
vSetkych troch pouzitych koncentracidch. Pri prechode baktérii do hydrofobneho prostredia
a ich sorbovaniu na rozhranie je teda volba vhodného Uc¢inného nepolarneho média vel'mi
dolezita.

Pri naslednom pozorovani spravania sa nami $tudovanych bakterialnych kmenov v dvoch
rozdielnych médiach je mozné vidiet, Ze jednotlivé kmene sa spravaju rozdielne. Bakterialny
kmen Cupriavidus necator H16 javi zna¢ne vysSiu tendenciu prechadzat’ do oleja mineralneho
pricom miera prestupu do hydrofébneho prostredia nadobuda hodnoty vysSie nez 87%.
V pripade hexadekanu nadobtda miera prestupu hodnoty od 56 — 75 % z ktorych vidiet’, Ze
bunky aj v tomto prostredi prejavuji svoje hydrofobne vlastnosti hoci v niz$ej miere nez
u ucinnejsiecho mineralenho prostredia. Bakterialny kmen Cupriavidus necator PHB -4 sa
adsorbuje do prostredia hexadekanu vyraznejsie nez Cupriavidus necator H16 a hodnoty miery
prestupu sa pohybuju v rozmedzi 68 — 94%. V prostredi minerdlneho oleja je hodnota BATH
78 — 96%. Mozno zhrnlit, ze bakterialny kmen Cupriavidus necator H16 preferuje viac ako
hydrofobne prostredie minerdlny olej a kmen Cupriavidus necator PHB-4 prostredie
hexadekanu. V oboch typoch média doslo k prestupu bakterialnych buniek — bunky prejavili
svoju schopnost’ hydrfobicity v obidvoch prostrediach. Pri vzajomnom porovnani
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hydrofébnych vlastnosti bakteridlnych kmenov mozno podotknut, Ze bakteridlny kmeil
Cupriavidus necator PHB-4 javi vyraznej$iu schopnost preferovat’ hydrofobne olejové
prostredie.
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Obriazok 11: Miera adsorpcie bakterialnych buniek po vytrepani do prostredia mineralneho oleja.
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Obrazok 12: Miera adsorpcie bakterialnych buniek po vytrepani do prostredia hexadekanu.
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Nasledujuce dva grafy popisuju zavislost’ veli¢iny Zeta potencialu vodnej suspenzie po BATH
teste na pociatocnej koncentracii suspenzie pred pretrepanim. Na o0se y je veli¢ina Zeta
potencidl, ktora vyjadruje ¢iselni hodnotu velkosti naboja na povrchu bakteridlnych buniek
vyskytujucich sa v Studovanej faze. Hodnota néboja hovori o tom, aké bude spravanie sa
jednotlivych bakterialnych buniek v danom prostredi — popisuje akou mierou sa budu
bakteridlne bunky v prostredi odpudzovat’ pripadne zhlukovat’. Schopnost’ bunecenj agregacie
je vel'mi podstatnou vlastnost'ou napriklad pri tvorbe biofilmu na rozhrani.

Na ose x st znazornené opit’ tri rozdielne koncentracie vodnych bunécénych suspenzii po
vytrepani do mineralniho oleja a hexadekanu. Z grafického vyjadrenia popisovanej zavislosti
je zrejmé, ze velkost’ povrchového naboja buniek v prostredi pévodného vodného roztoku klesa
S narastajucou hodnotou koncentracie pri obidvoch Studovanych bakteridlnych kmenoch — ¢im
koncentrovanej$i povodny vodny roztok mame, tym nizsia je hodnota povrchového naboja.
Mozno tvrdit’, Ze pri koncentracii pdvodného vodného roztoku 0,3 mol.I st bakterialne bunky
v tomto roztoku voci agregacii najstabilnejSie. Tato zavislost’ je vyraznejSia pri bakteridlnom
kmeni Cupriavidus necator H16. Pri pozorovani povrchového naboja v pripade baktérie
Cupriavidus necator H16 mozno usudit, ze po vytrepani do hexadekanu doslo k navySeniu
povrchového ndboja. Vyrazné navysenie povrchového naboja je v pripade bakterialneho kmena
Cupriavidus necator PHB-4 zaznamenané vo vodnej suspenzii buniek po vytrepani do
mineralneho oleja. ZvySenie hodnoty povrchového naboja spdsobi u bakteridlnych buniek
zvySenu schopnost’ odpudzovat’ sa a tym padom zniZenu schopnost’ agregovat’.

Pozorovali sme dva odlisné bakteridlne kmene a ich spravanie sa vo vodnych suspenziach
ziskanych po vytrepavani do jednotlivych olejovych prostredi znaéne lisilo. V jednom
prostredi, u nami Studovanych baktérii vzdy rozdielnom prostredi, dochadza vzdy pri vSetkych
troch koncentraciach k narastu povrchového naboja a v druhom prostredi dochadza aj k narastu
aj k poklesu naboja ¢o v sucasnosti nie sme schopni vysvetlit’.

B P6vodny vodny roztok M Po vytrepani do MO Po vytrepani do HEX
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Obrazok 13: Velkost povrchového naboja bakterialnych buniek Cupriavidus necator H16 v zavislosti na

pociatocnej optickej hustote pdvodnej vodnej suspenzie a po vytrepani do hexadekanu a mineralneho oleja.

27



B P6vodny vodny roztok M Po vytrepani do MO Po vytrepani do HEX

o
|

1
w
1

KN
o
|

[

[aEy

(%2}
1

-20 -

Zeta potencial [mV]

0,3 0,6 1,2

pociatocna opticka hustota bunecnej suspenzie

Obrazok 14: Velkost’ povrchového naboja bakteridlnych buniek Cupriavidus necator PHB-4 v zavislosti na

podiatocnej optickej hustote pdvodnej vodnej suspenzie a po vytrepani do hexadekanu a mineralneho oleja.

Nasledujtiice dva grafy popisuju zévislost’ veliCiny, ktora predstavuje velkost’ bakterialnych

buniek na koncentracii a druhu pouzitého prostredia v ktorom sa bakterialne bunky nachadzaju.
Obidva pozorované bakteridlne kmene sa spravaju zhodne. S narastajicou koncentraciou
povodného vodného roztoku velkosti bakteridlnych buniek narastajo. MoZzno usudit, Ze

dochddza k urcitej agregécii. Pri vytrepavani do hydrofébnej fazy (hexadekanu alebo
mineralniho oleja) doslo k znaénému poklesu velkosti buniek vo vodnej faze. Tieto vysledky

naznacuju, ze preferencne sa do hydrofobneho prostredia absorbuju (pripadne adsorbuju na

rozhranie) najvicsie alebo agregované bunky.

B P6vodny vodny roztok M Po vytrepani do MO Po vytrepani do HEX
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Obrazok 15: Velkost buniek bakterialneho kmena Cupriavidus necator H16 v zavislosti na po¢iato¢ne;j

optickej hustote pévodnej vodnej suspenzie a po vytrepani do hexadekdnu a mineralneho oleja.
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Obrazok 16: Velkost buniek bakterialneho kmena Cupriavidus necator PHB-4 v zavislosti na poc¢iatoénej

optickej hustote povodnej vodnej suspenzie a po vytrepani do hexadekanu a mineralneho oleja.
5.2 Meranie povrchového napitia

Pri stanoveni napétia nds zaujimala hodnota povrchového napétia na hladine, kde by sa mohol
vytvorit’ biofilm a hodnota napitia na vzduchovej bubline pocas sorpcie buniek a ¢i je vobec
tymito metdédami mozné urCit’ hydrofobne respektive hydrofilné vlastnosti porovnavanych
baktérii.

Pri pozorovani experimentov prvej techniky — BPA sorpcia buniek znizovala povrchové napétie
na povrchu vzduchovej bubliny spociatku vyrazne, ale po nasorbovani uréit¢tho mnozstva
bakteridlnych buniek sa hodnota napidtia vyraznejSie nemenila. Adsorbovali sa bunky z
hydrofilného vodného roztoku, ktoré preferovali hydrofébne prostredie povrchu vzduchovej
bubliny. Nasledujuce dva grafy vyjadruji zavislost’ napétia y vyjadreného na ose y na dobe
Zivota vyjadrenej na ose X u jednotlivych baktérii. Po¢iato¢ny pokles v oboch grafoch vyjadruje
mieru rychlosti adsorpcie. Je vidiet', ze pri vSetkych troch koncentraciach vodnych suspenzii
bakterialnych buniek je rychlost’ poklesu rovnaka a K ustaleniu hodnoty povrchového napétia
d’alej uz prakticky nezavislej na dobe Zivota bunky dochadza viacmenej pri rovnakych
hodnotach doby zivota. Mozno konstatovat, Ze koncentracia roztoku buniek neovplyviiuje
rychlost’ adsorpcie bakterialnych buniek na hydrofobny povrch vzduchovej bubliny.
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Obrazok 177: Zavislost’ napitia na dobe Zivota u bakterialneho kmetia Cupriavidus necator H16.
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Obrazok 188: Zavislost’ napétia na dobe Zivota u bakterialneho kmena Cupriavidus necator PHB-4.

Nasledujuci graf popisuje zavislost hodnoty priemerného povrchového napitia v oblasti
nezavislosti na dobe zivota bubliny na pociato¢nej optickej hustote. Je vidiet, ze najnizsiu
hodnotu napédtia na povrchu hydrofobnej bubliny dosahuju u oboch bakterialnych kmefiov
bunky s poc¢iato¢nou hodnotou optickej hustoty vodného roztoku 0,6. Mozno predpokladat’, ze
bunky s hodnotou optickej hustoty povodného roztoku 0,6 javia najvyssiu tendenciu adsorpcie
na hydrofobny povrch a tym teda prejavuji hydrofobnejsie vlastnosti nez dalSie dve
porovnavané povodné optické hustoty. Adsorpcia na hydrofobny povrch prebieha
u jednotlivych kmenov podobne. Pri hodnotach optickej hustoty 0,3 a 1,2 sa adsorbuje na
povrch bubliny baktérie Cupriavidus necator PHB-4 o nieco viac nez Cupriavidus necator H16,
ktory sa naopak sorboval vyraznejsie pri 0,6. Mozno predpokladat’, ze nasorbované mnozstvo

buniek zalezi na bakterialnom kmeni a na poc¢iato¢nej optickej hustote bunecnej suspenzie.

30



" H16
m PHB-4

69,5 -
0,3 0,6 1,2
pociatocna opticka hustota bunecnej suspenzie

Obrazok 19: Zavislost’ napitia na pociatoénej optickej hustote bunecnej suspenzie u oboch bakterialnich

kmernov.

VyuZitim metddy odtrhnutia prstenca sme sa pokusili stanovit’ napitia na povrchu vodného
roztoku buniek. Povrchové napitie je vysledkom vzajomnej interakcie pritazlivych sil
bakteridlnych buniek, ktoré tvoria povrchovi vrstvu. Povrchové napitie je efekt, kedy sa povrch
poktsa dosiahnit’ stav s najnizSou energiou. Maximdalnu hodnotu povrchového napitia
pozorujeme Vv pripade Cupriavidus necator PHB-4 pri pociato¢nej optickej hustote bunecne;j
suspenzie 0,3 a v pripade Cupriavidus necator H16 pri hodnote 0,6. Cim je niz$ia hodnota
povrchového napétia, tym silnejSie su jednotlivé interakcie pdsobiace na bakteridlne bunky
Vv povrchovej vrstve.
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Obriazok 19: Zavislost’ napétia na pociatocnej optickej hustote ziskand metodou odtrhavania prstenca.
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5.3 Termogravimetricka analyza

Sirokospektralne vyuzZitie termogravimetrie nam vnuklo otazku, &i je mozné prostrednictvom
termogravimetrickej analyzy popisat’ spravanie sa vody vnutri bakteridlnych buniek alebo vody
vyskytujicej sa v tesnom kontakte s povrchom bunky. Je mozné porovnat’ viazanie, spravanie
sa vody u dvoch odlisnych typov bakterialnych buniek?

Nasledujtce dva grafy popisujt zavislost’ hmotnosti vyjadrenej na ose Yy na ¢ase vyjadrenom na
ose X. Obidva grafy su ziskané z merania pri kontinudlnom ohreve vzduchom na teplotu 70°C.
Vo vSeobecnosti sa takéto krivky oznacuji ako susiace krivky. Zndzoriiuju priebeh ubtidania
hmontosti s ¢asom. Prudky pokles na zaciatku grafu poukazuje na najvyssiu rychlost’ susenia.
Rychlost’ susenia vyjadruje doty¢nica ku grafu. Pokles, odskok na konci suSiacej krivky (Cas
> 40 min) znamena dodato¢né vysusenie pri teplote 200°C.
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Obrazok 20: Susiaca krivka Cupriavidus necator H16 pri teplote 70 °C.
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Obrazok 21: Susiaca krivka Cupriavidus necator PHB-4 pri teplote 70 °C.

32



Z porovnania priebehu suSiacich kriviek u oboch bakterialnich kmenov je mozné vidiet, Ze
v pripade Cupriavidus necator PHB-4 je pociato¢ny pokles krivky znaéne strms$i z ¢oho
vyplyva, ze rychlost’ susenia je v pripade Cupriavidus necator PHB-4 vyssia nez u Cupriavidus
necator H16. Pri analyze je potrebné mat’ na pamiti, ze v priebehu tohto susiaceho procesu sa
zo vzorky odstraiuje voda, ktorej relativny obsah je v oboch vzorkach rozny (v désledku
vyskytu PHB vo vzorke kmena Cupriavidus necator H16). Tymto rozdielom je nasledne
zatazend aj okamzitd zmena relativnej hmotnosti vzorky, preto bez korekcie na relativnu
hmotnost’ vody vo vzorke nie je mozné rychlosti suSeni medzi obomi kmefmi priamo
porovnavat’.

Z tohoto dovodu boli susiace krivky vynasané vo forme doporucenej E. B. Alcazarom a kol.
v referencii [32]. Na zakade znalosti celkového obsahu vody v bunkach (vypocitanej
Z rezidualnej hmotnosti vzorky po dosuseni pri 200 °C) bol stanoveny aktualny obsah vody
vztiahnuty na jednotkovu hmotnost’ susiny a bola graficky vynesena rychlost’ susenia (¢asova
derivacia relativnej hmotnosti vzorky) na tomto relativnom obsahu vody (V gvody/Qsusiny). Priklad
takto vynesenych zavislosti je uvedeny na Obr. 23 a 24 (susenie pri 70 °C). Nasledujice dve
zavisloti popiSeme smerom zprava do l'ava (v smere klesajuceho relativneho obsahu vody vo
vzorke). Zavere¢na linearna Cast’ priamky popisuje nahrievanie pristroja. Rychlost’ susenia
Vv Case rastie s ustal'ovanim konstantnej teploty suSenia. Nasledne za¢ina dochadzat’ k ubytku
hmotnosti v§etkej vody, ktora je nejak spojena s povrchom bunky az pokial sa krivka nedostane
do bodu prechodu. Od bodu prechodu pozorujeme tibytok hmotnosti vo vnutrobuneénej vode,
ktora je tazSie pristupnd a pokles krivky je vyrazne strmsi (Co charakterizuje pokles rychlosti
susenia v ¢ase). Bod prechodu bol zostrojeny pomocou programu OriginPro 7.5 ako prienik
dvoch linearnych tseciek. Jedna tisecka predstavuje doty¢nicu k poklesu hmotnosti povrchovej
vody a druha usecka doty¢nicu k poklesu hmotnosti vo vnutri — bod prechodu poskytuje
informaciu o tom, kol’ko intracelularnej vody je obsiahnutej v bunke.
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Obrazok 223: Zavislost’ rychlosti susenia vzorky Cupriavidus necator H16 na relativnom obsahu vody vo
vzorke. Susenie prebiehalo pri 70 °C. Sipkou je oznageny bod prechodu medzi susenim intraceluldrnej a

extracelularnej vody.
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Obrazok 234: Zavislost' rychlosti susenia vzorky u Cupriavidus necator PHB-4 na relativnom obsahu vody vo
vzorke. Susenie prebiehalo pri 70 °C. Sipkou je oznaéeny bod prechodu medzi susenim intracelularnej a

extracelularnej vody.

Pri porovnani vysSie uvedenych dvoch grafickych zavislosti je vidiet', Ze bakterialny kmen
Cupriavidus necator PHB-4 obsahuje viac vody vo vnutri bunky nez Cupriavidus necator H16
nakol’ko obsahuje VO svojej cytoplazme menej suSiny. Cupriavidus necator H16 obsahuje
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granule produkujuce polymér a sucha hmotnost’ susiny je teda o nieco vys$sia nez u Cupriavidus
necator PHB-4.
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Obrazok 245: Zavislost relativneho obsahu intraceularnej vody na teplote suSenia u Cupriavidus necator H16.
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Obrazok 256: Zavislost’ relativneho obsahu intraceularnej vody na teplote susenia u Cupriavidus necator PHB-
4.

Mozno usudit, Ze metoda je na $tadium buneénej vody vhodna. Co sa tyka zavislosti na
podmienkach, tak zalezi na nastavenych teplotnyh programeoh, ale nezalezi na mnozstve
povodnej vzorky nakolko sledujeme relativnu zmenu hmotnosti. Taktiez mozno tato metddu
pouzit’ pre posudenie mnozstva vody viazanej na povrch alebo vnutro bunky u rozdielnych
kmenov baktérii.
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6. ZAVER

Tato bakaldrska praca je zamerand na vyuzitie metdd fyzikdlno — chemickej analyzy
pouzitel'nych k ziskaniu informacii o vode viazanej priamo vnutri bakterialnych buniek alebo
0 vode, ktora sa vyskytuje v tesnom kontakte s ich povrchom. Na zaklade vypracovanej
literarnej reSerSe a dostupného pristrojového vybavenia fakulty chemickej bolo vybratych pat
metdd, ktoré by nam teoreticky mohli dopomoéct’ k ziskaniu poZzadovanych informacii. Pri
experimentoch boli pouzivané bakterialne bunky Cupriavidus necator PHB-4 a Cupriavidus
necator H16.

Prva metoda, ktorou sme sa zaoberali bola technika BATH. Zaujimalo nas najmaé ¢i je mozné
pomocou tejto techniky popisat’ hydrofobne respektive hydrofilné vlastnosti bakterialnych
buniek a ¢i st vobec bakteridlne bunky natol’ko hydrofébne aby presli do olejovej fazy alebo
sa sorbovali na rozhranie faz. Realizacia tohoto testu spocivala vo vytrepavani buniek
z hydrofilnej vodnej fazy do hydrofobnej olejovej fazy. Spravanie buniek - ich prechod
pripadne sorbcia na rozhranie boli pozorované spektrofotometricky. Ziskané hodnoty adsorpcie
¢1 prechodu st pomerne vysoké v oboch typoch média pri vSetkych zvolenych koncentraciach.
Mozno usudit, Ze nami pouzitéd technika je skuto¢ne vhodna k popisu hydrofébnych respektive
hydrofilnych vlastnosti bakteridlnych buniek a taktiez k vy¢isleniu hodnoty miery prestupu.
Ked'ze sme zistili, Ze je metdda vhodna polozili sme si d’alSie otazky — pri akom type prostredia
dochadza k zvySenému prestupu buniek z hydrofilného do hydrofébneho prostredia alebo
k sorbcii na rozhranie a ktory bakterialny kmen prestupuje do hydrofobneho prostredia alebo
sa sorbuje vo vysSej miere.

Pri pozorovani sprdvania sa bakteridlnych kmetiov v dvoch rozdielnych médiach bolo
pozorované, ze v oboch typoch média doslo k prestupu bakterialnych buniek — bunky prejavili
svoju schopnost’ hydrofobicity. Pri  vzdjomnom porovnani hydrofébnych vlastnosti
bakteridlnych kmenov mozno povedat’, ze bakterialny kmen Cupriavidus necator PHB-4 javi
vyraznej$iu schopnost’ preferovat hydrofobne olejové prostredie. Bakteridlny kmen
Cupriavidus necator H16 prejavuje vyssiu tendenciu prechadzat’ do oleja mineralneho — miera
prestupu do hydrofobneho prostredia nadobuda hodnoty vysSie nez 87% a v pripade
hexadekanu nadobuda hodnoty od 56 — 75 %. Bakterialny kmen Cupriavidus necator PHB-4
sa adsorbuje do prostredia hexadekanu vyraznejSie a hodnoty miery prestupu sa pohybuja v
rozmedzi 68 — 94% a Vv prostredi mineralneho oleja 78 — 96%. Bakterialny kmen Cupriavidus
necator H16 preferuje ako hydrofobne prostredie mineralny olej a kmen Cupriavidus necator
PHB-4 prostredie hexadekanu. Zaujimalo nés, ¢i je tato technika obmedzena len na urcité
koncentracie bune¢ného roztoku. Pracovali sme s tromi rozdielnymi pociatoénymi hustotami
bunecnej suspenzie. V pripade vysokoucinného ¢inidla — mineralny olej nie je nakolko pri
vSetkych troch koncentraciach doSlo k pomerne vysokému prechodu. Pri menej u¢innom
¢inidle — hexadekan je pozorovana urcitd zavislost’ na koncentracii roztoku. Pri najvyssej
zvolenej pociatocnej optickej hustote bunecného roztoku poklesla hodnota €¢innosti média —
hexadekanu o zna¢nti mieru. Pri prechode baktérii do hydrofébneho prostredia a ich sorbovaniu
na rozhranie je vol'ba vhodného ucinného nepolarneho média vel'mi dolezita.
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Kvadli schopnosti agregacie sme zamerali na meranie povrchového naboja. ZvysSenie hodnoty
povrchového naboja spdsobi u buniek zvyseni schopnost’ odpudzovat’ sa a tym znizenu
schopnost’ agregovat’. V nasom pozorovani sa v jednom prostredi, u Studovanych baktérii vzdy
rozdielnom, dochédza vzdy pri vSetkych troch koncentracidch k néarastu povrchového naboja
a Vv druhom prostredi dochadza aj k nérastu aj k poklesu naboja €o v sucasnosti nie sme schopni
vysvetlit'.

Zaujimalo nas taktiez €o sa deje s velkot'ou buniek pri rozdielnych pdvodnych koncentraciach
vodnej suspenzie a ¢i sa velkost’ buniek po vytrepani do hydrofobneho prostredia meni. Zistili
sme, ze s narastajicou koncentraciou povodného vodného roztoku velkosti bakteridlnych
buniek narastaji — predpokladame urcitti agregaciu. Pri vytrepadvani do hydrofobnej fazy
(hexadekanu alebo mineralniho oleja) doslo k poklesu velkosti buniek vo vodnej faze — tieto
vysledky naznacuji, ze preferencne sa do hydrofébneho prostredia absorbuju (pripadne
adsorbuju na rozhranie) najvécsie alebo agregované bunky.

Dal§imi zvolenymi metodami boli metédy merania povrchového a medzifazového napitia
technikami — analyzy maximalniho tlaku v bubline a merania napétia technikou odtrhavania
prstenca. Pri stanoveni napétia sme zistili, ze pri vSetkych troch koncentracidch vodnych
suspenzii buniek je rychlost’ poklesu rovnaka a k ustdleniu hodnoty povrchového napitia d’alej
uz prakticky nezavislej na dobe zivota bunky dochadza viacmenej pri rovnakych hodnotach
doby Zivota — Kkoncentracia roztoku buniek neovplyviiuje rychlost’ adsorpcie buniek na
hydrofébny povrch vzduchovej bubliny. Pri hodnotach optickej hustoty 0,3 a 1,2 pociatocnej
suspenzie sa adsorbuju na povrch bubliny baktérie Cupriavidus necator PHB-4 viac nez
Cupriavidus necator H16, ktory sa sorboval vyraznejsie pri 0,6 — nasorbované mnozstvo buniek
zaleZi na bakteridlnom kmeni a na pociato¢nej optickej hustote bune¢nej suspenzie. Pomocou
odtrhavania prstenca sme maximalnu hodnotu povrchového napitia namerali v pripade
Cupriavidus necator PHB-4 pri po¢iato¢nej optickej hustote buneénej suspenzie 0,3 a v pripade
Cupriavidus necator H16 pri hodnote 0,6. Cim je niz$ia hodnota povrchového napitia, tym
silnejsie st jednotlivé interakcie posobiace na bakterialne bunky v povrchovej vrstve.

Dalsou metodou bola termogravimetrickd analyza, ktori sme zvolili najmi za wdelom
stanovenia intracelularnej vody. Zo zaznamu TG — kriviek sme spozorovali, ze bakterialny
kmen Cupriavidus necator PHB-4 obsahuje viac vody vo vnutri bunky nez Cupriavidus necator
H16 nakolko obsahuje vo svojej cytoplazme menej suSiny (CN H16 obsahuje granule
produkujtice polymér a sucha hmotnost’ susiny je teda o nieCo vyssia). Pri niz§ich teplotach je
mozné urcit’ body prechodu a ur¢it’ tak jednotlivé mnozstva intracelularnej a vonkajSej vody.
Pri realizacii analyzy zalezi na nastavenych teplotnyh programoch a nezaleZi na mnozstve
povodnej vzorky — Sledujeme relativnu zmenu hmotnosti. Tito metddu mozno pouzit' pre
posudenie mnozstva vody viazanej na povrch alebo vnutro bunky u rozdielnych kmenov
baktérii.

Na zaver mozno podotknut, Ze vSetky Styri nami zvolené techniky je mozné pouzit
k stanoveniu vlastnosti vody. Prvé tri metody - BATH, metoda analyzy maximalneho tlaku
vV bubline a odtrhavanie prstenca poslazili k popisu hydrofilnych respektive hydrofébnych
vlastnosti a interakcii posobiacich v povrchovej vrstve. Stvrta techika TGA poskytla informacie
o mnozstve vody v bunke a o jej naviazani.
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8.

ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

BATH prilnavost baktérii k uhl'ovodikom (z angl.bacterial adhesion to hydrocarbons)

BPA
CN

DSC
HEX

bublinova tenziometria
oznacenie pre bakterialny kmen Cupriavidus necator
diferen¢na kompenzacna kalorimetria

hexadekan

H - NMR nukledrna magnetické rezonancia

MATH mikrobialna prilnavost’ k uhl'ovodikom (z angl.microbial adhesion to hydrocarbons)

MO
PHA
PHB

mineralny olej
polyhydroxyalkanoat
polyhydroxybutyrat

QENS kvézielasticky rozptyl neutréonov

TGA

termogravimetricka analyza
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9. PRILOHY
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Obrazok 26: Susiaca krivka Cupriavidus necator H16 pri teplote 60 °C.
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Obrazok 27: Susiaca krivka Cupriavidus necator PHB-4 pri teplote 60 °C.
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Obrazok 28: Susiaca krivka Cupriavidus necator H16 pri teplote 80 °C.
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Obrazok 29: Susiaca krivka Cupriavidus necator PHB-4 pri teplote 80 °C.
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Obrazok 30: Zavislost’ rychlosti susenia vzorky Cupriavidus necator H16 na relativnom obsahu vody vo
vzorke. Susenie prebiehalo pri 60 °C. Sipkou je oznaéeny bod prechodu medzi susenim intracelularnej a

extracelularnej vody.
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Obrazok 312: Zavislost’ rychlosti suenia vzorky Cupriavidus necator PHB-4 na relativnom obsahu vody vo
vzorke. Susenie prebiehalo pri 60 °C. Sipkou je oznaéeny bod prechodu medzi susenim intracelularnej a

extracelularnej vody.
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Obrazok 32: Zavislost’ rychlosti su§enia vzorky Cupriavidus necator H16 na relativnom obsahu vody vo
vzorke. Sudenie prebiehalo pri 80 °C. Sipkou je oznateny bod prechodu medzi sugenim intracelularnej a

extracelularnej vody.
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Obrazok 33: Zavislost’ rychlosti suenia vzorky Cupriavidus necator PHB-4 na relativnom obsahu vody vo

vzorke. Susenie prebiehalo pri 80 °C. Sipkou je oznaéeny bod prechodu medzi susenim intracelularnej a

extracelularnej vody.
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