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ABSTRAKT

Tato diplomové prace je zaméfena na optimalizaci metody mezifazové reologie pro jeji vyuziti
ke studiu chovani mikrobialnich biofilmt na rozhrani kapalina-vzduch a jejim nasledném
vyuziti ke studiu tvorby biofilmu za optimalnich a stresovych podminek. Pro studium tvorby
biofilmu byla zvolena mikrobialni kultura Kombucha, ktera vytvari na mezifazovém rozhrani
celulozovy biofilm. K vytvoreni stresovych podminek pro rast biofilmu bylo vybrano snizeni
koncentrace zivin, zména pH a iontové sily. Dale byla zjiSfovana schopnost regenerace
vzniklého biofilmu. Tvorba biofilmu byla pozorovana ve vSech piipadech kromé zvySovani
iontové sily, kdy k tvorbé biofilmu nedoslo. Nejlépe biofilm rostl podle ocekavani za
optimalnich podminek, tedy pfi koncentraci sacharézy 100 g/l.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is to optimize a method of interfacial rheology for testing the
interfacial behaviour of biofilms on the liquid-air interface and after that use the method for
studying the biofilm formation under optimal and stress conditions. For studying the biofilm
formation, Kombucha was used. It is a microbial culture forming a cellulose biofilm on the
interface. As the stress conditions, reduction of sucrose concentration, change of pH and change
of ionic strength was used. Next, the ability of regeneration of biofilm formed on the interface
was studied. The biofilm formation was occured in all cases except of increasing ionic strength.
As expected, the best biofilm biofilm growth was observed under optimal condition, which
means a sucrose concentration 100 g/1.
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1 UVOD

Mezifazova reologie je metoda zamétrena na studium mechanickych vlastnosti mezifazového
rozhrani typu kapalina-kapalina a kapalina-plyn pomoci aplikované deformace. Uplatnéni
nachazi predevsim pfi studiu systému, u kterych mezifazové rozhrani zaujima velkou plochu,
jako jsou pény a emulze vyuzivané zejména v potravinaiském a farmaceutickém prumyslu.
Mezifazova reologie je vhodnou metodou testovani emulgatorti a pénicich ¢inidel z hlediska
Casové, teplotni nebo mechanické stability. Mezi dalsi uplatnéni patii napfiklad testovani
polymert vhodnych pro pouziti jako nosice 1éCiv. Metoda nachazi vyuziti i pii studiu slozitych
biologickych systémi, jako jsou mikrobialni biofilmy, které jsou ve vétsin€ ptipadi nezadouci
a mohou zpusobovat vazné zdravotni potize. Mezifazova reologie umoziuje studium jejich
rastu za zvolenych podminek, ¢ehoZz je mozné vyuzit naptiklad pii hledani vhodného zptisobu
odstranéni biofilmu.

Teoreticka Cast prace se zabyva sezndmenim s klasickou reologii a popisem mezifazové
smykové reologie se zamétrenim na jeji vyuziti a v soucasnosti vyuzivané metody méteni. Dale
je v teoretické Casti uveden popis zivotniho cyklu bakterialnich biofilma a popis mikrobialni
kultury Kombucha.

Resersni cast je rozdélena do tii Casti, pfiCemz prvni ¢ast je vénovana moznym vyuzitim
mezifazové reologie, druhda Cast je zaméfena na vyuziti mezifazové reologie ke studiu
bakterialnich biofilmt a posledni ¢ast se zabyva vlivem koncentrace zivin na metabolismus
mikrobialni kultury Kombucha.

Experimentalni Cast je vénovana optimalizaci mezifazové reologie pro studium chovani
biofilmu a nasledném sledovani rastu biofilmu za riiznych stresovych podminek jako je zména
koncentrace zivin, iontové sily nebo pH.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Reologie

Reologie je multidisciplinarni védni obor na pomezi mechaniky, fyzikalni chemie, matematiky
a stavebnictvi, ktery se zabyva studiem deformace a toku materiald. Termin reologie pochazi
z feckych slov ,rheos”, coz znamena ,feka“ nebo ,tok a ,logos“, coz znamena , véda“.
V doslovném prekladu tedy pojem reologie znamena véda o toku. Reologické experimenty se
ovSem neomezuji pouze na tok kapalin, nedilnou soucasti je téz studium chovani pevnych latek
pfi jejich deformaci [1; 2].

Pojem reologie, jakozto studium deformace a toku latek, byl zaveden americkym fyzikem,
profesorem E. C. Binghamem ve Spojenych Statech Americkych, kde byla roku 1929 zalozena
prvni Spole¢nost pro reologii. Rychly rozvoj reologie piisel ve druhé poloving dvacatého stoleti
s hromadnym pouzivanim polymernich systému, s ¢imz byly spojeny pozadavky na pfipravu
materiala o presné definovanych vlastnostech [1; 2].

V ramci reologie existuje fada specializovanych podobort, které mohou byt dany naptiklad
oblasti studovanych materialti. Mezi zmifiované podobory patfi:

a) Elementdrni reologie, ktera se omezuje na trivialni kinematické prototypy deformace
(izotropni expanze, prosty smyk, jednoosé protahovani) a na jejich zakladé klasifikuje
rizné typy odchylek od klasického linearniho chovani (Cisté viskézniho nebo
elastického).

b) Reometrie, v niz jsou realné materidly podrobovany toku nebo deformaci s cilem ziskat
kvantitativni informace o reologickych vlastnostech. Vysledkem jsou tdaje o riznych
reologickych funkcich.

¢) Raciondlni mechanika kontinua je odvétim matematické fyziky.

d) Mechanika nenewtonskych kapalin neboli reodynamika studuje proudéni reologicky
komplexnich kapalin v realnych tokovych situacich.

e) [InZenyrska reologie neboli reologie procesii se zabyva deformaci a tokem reologicky
komplexnich materialti v technologickych procesech.

f) Strukturni reologie neboli mikroreologie vyuziva metody statistické fyziky k vyvoji
modelt pro mikrodisperzni systémy.

g) 'V prumyslové reologii byvaji popisovany reologické testy vyuzivané pro mezioperacni
nebo vystupni kontrolu kvality.

h) Psychoreologie usiluje o interpretaci hmatovych vjemu pii riznych lidskych ¢innostech

[1].

2.1.1 Modely reologického chovani

Pti studiu chovani materiald, na které je vyvijena deformace, se vZdy pohybujeme mezi dvéma
extrémnimi pfipady, jimiz jsou idealni kapalina s nulovou viskozitou a idealni tuhé téleso
s nekone¢né velkym modulem pruznosti. AvS§ak zadny z realnych materiald se nechova idealné,
realné materidly v sob€ zahrnuji jak viskozni, tak elastickou slozku a oznacujeme je jako
viskoelastické. To, ktera slozka bude u daného materialu prevladat, je dano predevs§im jeho
charakterem, ale 1 délkou trvani a mirou namahani daného materialu [1; 3].



Newtonska kapalina

Idealné viskozni kapaliny byly popsany Newtonovym zakonem a nazyvame je tedy Newtonské
kapaliny. Newtonliv zakon je dan nasledujicim vztahem:

du .
=N =M (1)
kde 7 je te¢né napéti,  je dynamicka viskozita, du/dx je vzajemna rychlost pohybu smykovych
rovin ve vzdalenosti dx a y je rychlost smykové deformace (smykova rychlost). Na Obr. 1 jsou
zobrazeny dvé planarni desky, kazda o plose A vzdalené od sebe x. Horni deska se pohybuje
relativni rychlosti u, pomér du/dx je pak zména rychlosti pohybu s polohou.

A

\ fu
T

4

Obr. 1: Planparalelni desky (2]

Chovani idealn€ viskozni kapaliny byva ptirovnavano k tlumici, ktery mizeme zobrazit jako
pist ve valci s vazkou kapalinou, jelikoz rychlost vytahovani pistu je tmérna puasobici sile. Viz
Obr. 2A [4; 5].

Hookovské téleso

Modelem linearné elastického chovani je pruzina, jejiz roztazeni je imérné pusobici sile.
Béhem mechanického namahani téleso méni svij tvar, po jeho odstranéni se vrati do pivodniho
stavu.

Kelvinuv (Voigtiiv) model

Tento model piiblizuje chovani viskoelastickych pevnych latek. Je sestrojen jako paralelni
kombinace viskozniho a elastického elementu viz Obr. 2C. Pti této kombinaci jsou deformace
elementt stejné a napéti se scitaji.

Maxwellity model

Maxwelliv model je sestrojen jako sériova kombinace viskozniho a elastického elementu.
Tento model slouzi k piiblizeni chovani viskoelastickych kapalin. Pfi sériové kombinaci jsou
napéti vSech elementt stejna, deformace se ale scitaji [1; 3].
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Obr. 2: Model newtonské kapaliny (A), model Hookovského télesa (B), Kelvinitv (Voigtitv) model (C),
Maxwellitv model (D) [3]

2.1.2 Nenewtonské kapaliny

Nenewtonské kapaliny jsou takové kapaliny, jejichz chovani se nefidi Newtonovym zakonem
a jsou tudiz reologicky slozit€jsi. Patii mezi né napiiklad roztoky a taveniny polymerq,
suspenze, emulze apod. Pro nenewtonské kapaliny plati obdoba Newtonova zakona:

T =1zpV ., (2)
kde #z predstavuje zdanlivou viskozitu, kterd neni latkovou konstantou, jak tomu je
u newtonskych kapalin, ale jeji hodnota se meéni v zavislosti na Case, rychlosti smykové
deformace a te€ném napé&ti. Nékteré z piicin nelinearniho chovani jsou naznaceny na Obr. 3.

A B C D
— 7\ o O toat
/N Qﬁ(;é‘% o ° Ay »
— s/ & O O° « ¢ R
— — (@) sine e a3
e B By B R e I A Y
_— — ——\ oo O .l'::l.'.t.:

Obr. 3: VIiv toku na usporadani castic v nenewtonské kapaliné. Nahorve je kapalina v klidu, dole

kapalina v toku: (A) orientace, (B) naprimeni, (C) deformace, (D) rozmélnéni [6]
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Nenewtonské kapaliny se zpravidla déli v zavislosti na dvou fyzikalnich veli¢inach a témi jsou
rychlost smykové deformace a as. Experimentalnim stanovenim funkénich zavislosti zdanlivé
viskozity se zabyva reometrie a viskozimetrie [6].

Podle typu zavislosti zdanlivé viskozity na rychlosti smykové deformace se nenewtonské
kapaliny déli na:

a) Pseudoplastické kapaliny, u nichz zdanliva viskozita klesa s rostouci rychlosti smykové
deformace. Po odstranéni napéti dochazi k navratu na pivodni hodnotu zdanlivé
viskozity. Pseudoplastické kapaliny muzeme dale rozdélit na pravé pseudoplastické
kapaliny (jejich zdanliva viskozita je zavisla na rychlosti smykové deformace v celém
jejim rozsahu) a na strukturn€ viskozni kapaliny (maji dvé limitni hodnoty zdanlivé
viskozity). Mezi pseudoplastické kapaliny patii napiiklad roztoky a taveniny polymert
nebo nékteré suspenze. Z technologického hlediska je tento jev vitany, snizuje
energetickou naro¢nost michani a usnadiiuje naslednou prepravu potrubim. Tento typ
chovani je u nenewtonskych kapalin nejbézné&jsi.

b) Dilatantni kapaliny, u nichz se zdanliva viskozita zvySuje v zavislosti na rychlosti
smykové deformace. Toto chovani je méné Casté a byva pozorovano u nékterych vysoce
koncentrovanych suspenzi. Dilatace je z technologického hlediska nezadouci.

c) Binghamské kapaliny, u nichz dochazi k toku az pii dosazeni urcité hodnoty rychlosti
smykové deformace. Patii sem napfiklad koncentrované primyslové a odpadni kaly
nebo kasovité suspenze kiidy a vapna [6].

T Al N B

To

Obr. 4: (A) Zavislost tecného napéti na rychlosti smykové deformace, (B) zavislost viskozity na
rychlosti smykové deformace: newtonskd kapalina (Cernd cdra), pseudoplastickd kapalina (zelend),

dilatantni kapalina (Cervend) a binghamska kapalina (modrd) [5]

Podle Casové zavislosti pusobeni napéti se nenewtonské kapaliny déli na:

a) Tixotropni, u nichz zdanliva viskozita klesa s prodluzujici se dobou, po kterou jsou
vystavovany napéti. Po odstranéni napéti se hodnota zdanlivé viskozity limitné blizi
puavodni hodnoté. Toto chovani je zadouci naptiklad u natérovych materiala.

b) Reopektické, u nichz dochazi ke zvySovani zdanlivé viskozity s dobou plisobeni napéti,
po odeznéni napéti se zdanliva viskozita opé€t vraci k pivodni hodnoté. Toto chovani
neni casté [6].
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Obr. 5: Zavislost zdanlivé viskozity pro newtonskou kapalinu (Cerna cara), tixotropni kapalinu (zelend
Cdra) a reopektickou kapalinu (Cervend cdra): (A) pri piisobeni napéti na kapalinu, (B) p¥i odstranéni

napétt [5]

2.2 Viskoelasticita

Jak uz bylo zminéno, vSechny realné materialy jsou viskoelastické, obsahuji v sobé tedy jak
elastickou, tak viskozni slozku a to, ktera ze slozek pravé pievazuje, zavisi na vnéjSich
okolnostech.

2.2.1 Deborino ¢islo

Debotino cislo charakterizuje vngjsi okolnosti chovani viskoelastickych materialti a je dano
podilem materialového ¢asu T a délky trvani deformacniho procesu Ar.

T
De:E . (3)

To, ze nékteré materialy jsou povazovany za kapalné a jiné za pevné, je zpusobené tim, ze jsou
hodnoceny béznymi lidskymi meéfitky casovych zmén béhem deformacnich procest, tedy
v fadech vtefin az minut. Tyto zmény jsou patrné na prvni pohled pouze u viskoelastickych
materiald. Kazdy material ma svij materialovy Cas, ktery charakterizuje pamét’ materialu na
svlj vychozi tvar. Pro idealné viskozni kapaliny je 7= 0 s a tedy i De = 0, oproti tomu pro
idealn¢ elastické téleso je T = oo s tudiz i De = 0. Viskoelastické materialy se pohybuji mezi
témito extrémnimi piipady, obecné plati, ze materialy s nizkym Debofinym Cislem vnimame
jako kapalné a materialy s vysokym De vnimame jako pevné latky, protoze ¢asovou jednotkou
pozorovatele by musely byt roky nebo dokonce staleti, abychom u téchto materialti pozorovali
zménu tvaru [1].

2.2.2 Vyjadreni a sledovani viskoelasticity

Mezi nejcastéji pouzivané metody sledovani viskoelasticity jsou oscilacni testy, které jsou
vyuzity 1 v této praci. Konkrétn€ se jedna o testy Casové, amplitudové a frekvencni. Pred
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vysvétlenim samotnych testd je nejprve tfeba uvést veliCiny vyuzivané k vyjadieni
viskoelastickych vlastnosti studovanych materialti. Mezi zakladni pouzivané veliCiny patii
elasticky a viskozni modul.

Elasticky modul G' ptedstavuje miru deformacni energie, ktera je ulozena vzorkem béhem
smykové deformace. Tato energie je néasledné po odstranéni napéti vyuzita pro uplné nebo
Caste¢né vraceni materialu do ptivodniho stavu. Idealné elasticky material je schopen ukladat
vSechnu deformacni energii a material se tudiz po ukonceni testu vrati do pavodni, nezménéné
podoby. Viskozni modul G" oproti tomu piedstavuje energii, ktera je vzorkem spotfebovana
béhem smykového deformace a je vyuzita ke zméné struktury materialu, pro vzorek je tudiz
nevratné ztracena. Idedlné viskozni materidl tedy vSechnu energii spotifebovava béhem
deformace.

Existuji dalsi veliciny odvozené od elastického a viskozniho modulu a témi jsou komplexni
smykovy modul G”, ktery je tvoren realnou slozkou, tj. elastickym modulem G'a imaginarni
slozkou, tj. viskéznim modulem G":

G'=G"+iG". (4)
Dalsi veli¢inou je ztratovy uhel tan o:
12
tand = T (3)
Pokud je na vzorek plisobeno urcitou deformaci, odezva zavisi na charakteru vzorku. Odezva
idealné elastického materialu je ve fazi s aplikovanou deformaci a 0 = 0°, odezva idealné
viskdzniho materialu je v protifazi a 0 = 90°. Odezva viskoelastickych materiala je tedy mezi
témito idealnimi pfipady. Pokud je fazovy posun mensi nez 45°, bude u vzorku pievazovat
elasticka slozka, pokud bude fazovy posun vétsi nez 45°, bude naopak prevazovat viskdzni
slozka [3; 7]

Pifi méfeni oscilaCnich testi jsou zminéné veliCiny méfeny v zavislosti na amplitudé
deformace a frekvence.

U casového testu byva obvykle deformace a frekvence konstantni. Nejdulezitéjsi sledovanou
veli¢inou je v mém ptipadé elasticky modul G’, diky kterému je mozné pozorovat zménu
chovani vzorku v zavislosti na ¢ase. Timto testem je mozné zjistit naptiklad informace
o degradaci polymeru, kterym je dany materidl tvofen, o vypafovani rozpoustédla ze vzorku
nebo o pfipadné tixotropii. V mém piipadé bude Casovy test vyuzit ke sledovani tvorby
mikrobidlniho biofilmu na mezifazovém rozhrani, jelikoz zvySovani elastického modulu
G' odpovida zvétSovani tlousky a zvySovani pevnosti mezifazové vrstvy .

Amplitudovy test je zavislosti viskoelastickych moduld na zvySujici se amplitudé deformace
y pii konstantni frekvenci. Pfi nizkych hodnotach jsou oba moduly konstantni, jsou tedy
nezavislé na aplikované deformaci a tuto oblast oznacujeme jako linearni viskoelasticka oblast.
V této oblasti dochézi u vzorku k elastické deformaci a vzorek je tedy schopen se vracet do
puvodniho stavu. V zavislosti na charakteru vzorku mohou v linearni viskoelastické oblasti
nastat tfi situace. V pfipadé, ze G' > G", jedna se o tuhy, polotuhy nebo gelovity vzorek,
v opacném piipadé€, tedy pokud G' < G", bude se jednat o kapalny vzorek, jehoz molekuly
netvoii zadnou fyzikalni ani chemickou sit. Posledni moznosti je pfipad, kdy G'= G" a byva
oznacovan jako ,,at the gel point”. Amplituda deformace, pfi niz konci linearni viskoelasticka
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oblast, se nazyva limitni amplituda deformace j., v tomto bodé uz vzorek neni schopen
aplikovanou deformaci kompenzovat a dochazi k nevratnému poruseni struktury vzorku.

Frekvencni test vétSinou nasleduje po testu amplitudovém, jelikoz k jeho provedeni je
potfeba zjistit hodnotu limitni amplitudy deformace, ta je poté nastavena jako konstantni
hodnota. Frekvencni test je tedy zavislosti viskoelastickych modult na frekvenci pfi konstantni
hodnoté deformace [3; 8; 9].

2.3 Mezifazova reologie

Mezifazova reologie je metoda zabyvajici se meéfenim viskoelastickych vlastnosti
mezifazovych rozhrani dvou typl, a to kapalina-kapalina a kapalina-plyn. Na mezifazové
rozhrani je mozné pasobit dvéma typy deformaci, jednou z nich je expanze/komprese a druhou
smykova deformace viz Obr. 6. Expanzi a kompresi mezifazovych vrstev se zabyva dilatacni
mezifazova reologie, smykovou deformaci se zabyva mezifazova smykova reologie, ktera bude
vyuzita v této diplomové praci [10].
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Obr. 6: Molekuly mezifazového rozhrani pri deformaci (pohled ze shora): vlevo expanze/komprese,

v pravo smykova deformace [11]

2.3.1 Mezifazova smykova reologie

Smykova reologie mezifazovych vrstev na rozhrani kapalina-kapalina nebo kapalina-plyn
nachazi uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci, predevsim pfi studiu koloidnich systému,
u kterych mezifazové rozhrani zaujima velkou plochu, tedy zejména pény a emulze. Tok
mezifazovych vrstev je mozné ovliviiovat pfitomnosti surfaktanti, proteinu, nerozpustnych
vrstev, lipidi, makromolekul nebo pevnych Castic na mezifazovém rozhrani, na které se
dostanou pomoci adsorpce povrchoveé aktivnich latek, pfitazlivosti mezi jednotlivymi
molekulami nebo nanesenim nerozpustné vrstvy na povrch subfaze. Aplikovanim smykového
napéti na danou vrstvu dostaneme informace o intra- i intermolekularnich interakcich na
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mezifazovém rozhrani. Deformace rozhrani je zajisStovana pohybem senzoru, ktery je umistén
na mezifazovém rozhrani [12].

Boussinesquovo Cislo

Meéfteni viskoelastickych vlastnosti mezifazovych rozhrani neni naro¢né jen proto, ze sily
a to€ivé momenty spojené s deformaci budou velmi malé, ale hlavné proto, ze deformace a tok
rozhrani zptisobi deformaci a tok celého vzorku.

Pomér kontaktu senzoru s rozhranim a pomér reologickych mezifazovych vlastnosti
k reologickym vlastnostem celku pro kontinualni smykovy tok je definovan jako
charakteristicka délka, ¢asto oznaCovana jako Boussinesquovo Cislo. Jedna se o bezrozmérnou
veli¢inu, definovanou nasledujici rovnici:

Nrozhrani

Bo = ————,

Nsubfaze G (6)

kde Bo je bezrozmémé Boussinesquovo Cislo, #roznmani je viskozita mezifazového rozhrani,
Nsubfize j€ Viskozita subfaze jako celku a G je typické meftitko senzoru souvisejici s poméerem
plochy k obvodu senzoru v kontaktu s mezifazovym rozhranim. Pokud je Bo vyrazné vétsi nez
1, jsou méfeny viskoelastické vlastnosti rozhrani, pokud je Bo vyrazné mensi nez 1, prevladaji
vlastnosti subfazi [12; 13].

MeéFici metody

Mezifazova reologie popisuje funkcni zavislost mezi deformaci a tokem piiléhajicich tekutin.
Meéficich technik pro méfeni mezifazové smykové reologie je hned nékolik a déli se na pfimé
anepfimé. Pfimé metody méfi pfimo odezvu na deformaci vyvolanou senzorem, kdezto metody
nepiimé sleduji pomoci optickych metod zménu polohy ,tracer” Castice umisténé na
mezifazové rozhrani. Seznam pfimych 1 nepfimych metod je uveden v Tab. 1 [10].

Tab. 1: Primé a neprimé metody mezifazové smykové reologie [10]

Metody primé Metody neprimé

Reometr s torznim kyvadlem Kanélovy povrchovy viskozimetr

Povrchovy viskozimetr s hlubinnym

ilujici icka jehl
Oscilujici magneticka jehla kan4lem

L Povrchovy viskozimetr s nadobou
Klasicky reometr

s rotujicim krouzkem a ostrou hranou

Nejcitlivéj§imi metodami jsou oscilujici magneticka jehla a reometr s torznim kyvadlem, ale
ani jedna z téchto metod neni dostatecné citliva pro sledovani chovani mezifazovych vrstev
tvorenych nikomolekularnimi surfaktanty [12].

V soucasné dobé se k pfimému méfeni viskoelastickych vlastnosti mezifazovych rozhrani
pouzivaji klasické rotani reometry. Tyto reometry museji mit lozisko s nizkym tfenim. Vyrobci
piistroji se pii snaze minimalizovat setrvacnost snizenim vahy senzoru uchylili k pouziti
platinového krouzku (Du Noiiy Ring), pivodné pouzivaného v tenziometrii. Tento senzor se
ale ukazal jako nevhodny kvili svym smacivym vlastnostem, adhezi k jeho povrchu
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aumistovani na mezifazové rozhrani. Proto byl pro ucely mezifazové reologie vytvoren
krouzek z dratu ve tvaru kosoCtverce, ktery by mél potlacit nevyhody krouzku Du Noiiy Ring.
Vyuziva se v kombinaci s méfici nadobou s dvojitou sténou (DWR — double wall ring), coz
umoziuje vyuziti malého objemu vzorku k méfeni, mezi dal§i vyhody patii vysoké
Boussinesquovo ¢islo. K nevyhodam patii zejména kiehkost senzoru, coz znemoziuje jeho
pouziti pro velmi viskozni rozhrani.

Vedle geometrie DWR se ¢asto vyuziva bikonicky senzor, ktery ma oproti krouzku vyhodu
v pfesném umisténi na mezifazové rozhrani, senzor je robustni, a proto se hodi i pro méfeni
velmi viskoznich rozhrani, je tedy univerzalnim senzorem. Jeho nevyhodou je nekolikanasobné
vétsi objem vzorku nez v pripadé DWR a nizké Boussinesquovo Cislo [12; 13].

A | B

J—

Obr. 7: (A) DWR, (B) bikonicky senzor [14]

2.4 Koloidni disperze

Koloidni disperze jsou obecné soustavy jedné latky (disperzni podil) dispergované v latce druhé
(disperzni prostiedi). Tyto systémy jsou termodynamicky nestabilni kvuli velkému mnozstvi
povrchové volné energie. Mezifazova reologie je metoda uplatiujici se na rozhrani
kapalina-kapalina nebo kapalina-plyn, proto bude tato kapitola zaméfena na tyto typy rozhrani
a tomu odpovidajici koloidni disperze, predevsim tedy pény a emulze [15].

24.1 Povrchové napéti

Je znamo, ze molekuly na rozhrani se chovaji jinak, nez molekuly v objemu. Mezi molekulami
existuji pfitazlivé a odpudivé sily, souhrnné€ oznaovany jako kohezni sily. Tyto sily umoziiuji
existenci kapalného stavu. Kohezni sily je mozno urCit pomoci experimentu se stlaCenim
kapaliny, jehoz vysledkem je kohezni tlak. Kohezni sily jsou nizsi u nepolarnich kapalin, jelikoz
molekuly jsou drzeny pohromadé prevazné van der Waalsovymi silami, u polarnich kapalin se
uplatiiyji 1 elektrostatické sily a kohezni sily jsou tedy vyssi. Na molekuly, které se nachazeji
v objemu kapaliny, pasobi tyto sily ze vSech stran, na molekuly nachazejici se na rozhrani ale
tyto sily ze vSech stran neptisobi, a proto vznika povrchové/mezifazové napéti. U kapalin na
rozhrani kapalina-vzduch, je mozné si predstavit vrstvicku o tloustce nékolik fad molekul
(okolo 1 nm), kterd ma mirné€ rozvolnénou strukturu, jelikoz kohezni sily jsou v této vrstvé
nizsi.
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Obr. 8: Pritazlivé sily mezi molekulami na rozhrani a v objemu kapaliny [16]

Jedna-li se o rozhrani mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami, budou sily u mezifazového
rozhrani zaviset pfedevsim na kapalin€ s vys$§im koheznim tlakem, kapalina s niz§im koheznim
tlakem bude kohezni tlak na rozhrani snizovat. Zatimco kapaliny s malym rozdilem mezi
koheznimi tlaky jsou mistitelné, kapaliny s velkym rozdilem mezi koheznimi tlaky jsou
nemisitelné [16; 17].

24.2 Emulze, pény a jejich stabilizace

Emulze

Emulze jsou disperzni systémy tvorené dvéma nemisitelnymi nebo omezené misitelnymi
kapalinami. Nejcastéji je k vyrob€ emulzi vyuzivana vodna a olejova faze. V zavislosti na tom,
ktera z fazi tvori disperzni podil, a ktera disperzni prostfedi, rozliSujeme emulze typu olej ve
vodé (O/V) a voda v oleji (V/O). V soucasnosti se emulze déli na makroemulze, u kterych se
prumér kapicek disperzniho podilu pohybuje v rozmezi 0,1 a 10 pm a mikroemulze, u nichz se
prumér kapicek pohybuje mezi 0,01 a 0,1 pum. Emulze nachazeji vyuziti napftiklad
v potravinafském a farmaceutickém prumyslu, kosmetice nebo zemédélském prumyslu.

Mezi nejpodstatnéjsi vlastnosti emulzi patii jejich stabilita. U emulzi mize dojit ke tfem
zakladnim jevim, a to ke krémovaténi, koagulaci a koalescenci, viz Obr. 9. Krémovaténi
nastava v dusledku velmi rozdilnych hustot fazi a nemusi byt doprovazeno koagulaci.
Koagulace nastava v dusledku kolize kapi¢ek disperzniho podilu, ptiCemz nedochazi ke
koalescenci, ale pouze ke shlukovani kapicek. Koagulace potom miiZze vyustit v koalescenci,
kdy dochazi ke spojeni kapic¢ek v jednu vétsi. Tyto jevy mohou vést k uplnému oddéleni obou
fazi [18].
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Obr. 9: Typy nestability emulzi: A) spravnd emulze, B) krémovaténi, C) koagulace, D) koalescence, E)

uplné oddéleni fazi [19]

Aby oddélovani fazi bylo co nejpomalejsi, je tieba pridat dalsi slozku a tou je emulgator.

Emulgatory jsou povrchové aktivni latky, které budou podrobnéji popsany v kapitole 2.4.3.

Dulezitymi faktory stabilizace emulzi jsou:

a)

b)

c)

d)

€)

f)

SniZeni mezifdzového napéti. Toho je nejsnadnéji dosazeno piidavkem surfaktantu.
Diky vyssi intenzit€¢ Brownova pohybu (nizké molekulové hmotnosti) molekul je
usnadnéna tvorba emulze a zaroven je diky snizeni povrchové volné energie vytvorena
emulze stabilnéjsi.

Vytvoreni mechanicky pevného a elastického mezifazového filmu. K vytvoreni pevného
a elastického filmu slouzi pfevazné proteiny nebo pevné Castice.

Odpuzovani elektrickych dvojvrstev. Tento jev nastava pii pouziti ionickych
emulgatort. Diky odpuzovani stejné nabitych vrstev na mezifazovych rozhrani dochazi
k urdzovani urcité vzdalenosti mezi jednotlivymi kapickami disperzniho podilu.
Poucziti nizsi koncentrace disperzniho podilu. Cim mensi mnozstvi disperzniho podilu,
tim vzdalenéj$i budou kapicky a tim mensi pravdépodobnost koalescence.

Uniformni velikost disperzniho podilu. VEtsi kapicky jsou stabilnéj$i nez ty mensi, proto
maji mensi kapicky tendenci se spojovat. V systému, kde maji kapicky stejnou velikost,
je tato tendence mensi.

Vysokd viskozita. Ve vysoce viskoznim systému se budou kapicky pohybovat pomaleji,
proto budou i procesy krémovaténi, koagulace a koalescence vyrazné zpomaleny.

K vytvofeni stabilnich emulzi byva vyuzita kombinace réiznych faktord. Casto se vyuziva

kombinace nizkomolekularnich surfaktantt a tvorby mechanicky pevného a elastického filmu.
Ke tvorbé elastického filmu se nevyuzivaji pouze proteiny, v poslednich letech jsou stale Castéji

testovany nejriznéjsi polysacharidy a jejich hydrofobni modifikace. Pfikladem muze byt

hydrofobné modifikovany Skrob. Pfi testovani funk¢nosti novych emulgatori hraje vyznamnou
roli mezifazova reologie [18; 20].
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Pény

Péna je disperzi plynu (disperzni podil) v kapalin€. Na rozdil od emulzi, se u pén nejcasteji
vyskytuji dva hrani¢ni pfipady, tim prvnim jsou zfedéné pény, které jsou tvoreny sférickymi
bublinami oddélenymi od sebe tlustou vrstvou viskézni kapaliny a druhym pfipadem jsou
koncentrované pény, jejichz pfevaznou Cast tvori plynna faze. V koncentrovanych pénach maji
bubliny tvar mnohosténu a jsou od sebe oddéleny pouze tenkou vrstvou kapaliny.

Stejné jako v pfipadé emulzi je k vytvoreni stabilni pény treba dalsi slozka, kterou je pénici
&inidlo. Casto plati, ze dobry emulgator je sou¢asné i dobrym pénicim &inidlem. U p&n nastavaji
dva hlavni problémy: dochdzi k odvodriovani a tim ke ztencovani kapalného filmu mezi
bublinami a tendence bublin k praskani [18].

2.4.3 Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky mohou byt v zavislosti na své funkci oznacovany riznymi nazvy, jako
napiiklad detergenty, smaceci Cinidla nebo disperzni ¢inidla. Obecné se jedna o molekuly
majici hydrofobni a hydrofilni ¢ast. Diky tomu jsou molekuly pfitahovany na mezifazové
rozhrani oddélujici vodnou a nevodnou fazi. Povrchové aktivni latky se obecné déli do Ctyt
zakladnich skupin na zakladé naboje povrchové aktivni casti molekuly na anionické,
kationické, amfoterni a neionické [18; 21].

Ptikladem nizkomolekularni povrchové aktivni latky je neionicky tenzid Tween 20, neboli
polysorbat 20. Jedna se o olejovou kapalinu citronové az jantarové barvy a charakteristické
vuné. Tween 20 je rozpustny ve vod€, etanolu, metanolu, etylacetatu a dioxanu, nerozpustny je
naopak v mineralnim oleji a petroleteru. Vyuziti nachazi naptiklad jako emulgator,
solubilizator, stabilizator nebo smacedlo a pouziva se v potravinarském, farmaceutickém
i kosmetickém pramyslu [22].

OH
CHjy

HO

Obr. 10: Strukturni vzorec neionického surfaktantu Tween 20 [22]

Surfaktanty tvorici Langmuirovy vrstvy

Typickymi surfaktanty jsou napfiklad mastné kyseliny nebo mastné alkoholy. Tyto
povrchové aktivni latky se skladaji z uhlovodikového fetézce, ktery tvofi hydrofobni cast
azpolarni hlavy“ tvofici hydrofilni Cast, nejCastéji se jedna o karboxylovou nebo
hydroxylovou funkéni skupinu. Mastné kyseliny a alkoholy s kratkym uhlovodikovym
fetézcem jsou rozpustné ve vode. S narUstajici délkou uhlovodikového fetézce se snizuje
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polarita molekuly a molekuly se stavaji nerozpustné, na mezifazovém rozhrani potom tvori
nerozpustnou Langmuirovu monovrstvu [12; 15].

Surfaktanty tvorici Gibbsovy vrstvy

Gibssovy vrstvy jsou tvofeny rozpustnymi surfaktanty, proteiny nebo pfirodnimi
biopolymery, které samovolné adsorbuji na mezifazové rozhrani. Polymery, at’ uz ptirodni
nebo syntetické vykazuji povrchovou aktivitu, zejména, jsou-li jejich hydrofilni a hydrofobni
¢asti od sebe dostatecné€ vzdaleny. Jedna se predevsim o roubované a blokové kopolymery.

V piipadé proteint, povchovou aktivitu vykazuji pfevazné proteiny globularni. Povrchova
aktivita je zpusobena tim, ze proteiny jsou tvofeny jak aminokyselinami s polarnimi, tak
s nepolarnimi funkénimi skupinami. Proteiny v roztoku obvykle zaujimaji helikéalni strukturu,
pfi adsorpci na mezifazové rozhrani ale dojde ke zméné konformace — tzv. povrchové
denaturaci, kdy se na rozhrani proteiny usporadaji tak, aby zaujimaly co nejméné energeticky
narocnou polohu. Béhem povrchové denaturace dojde také ke ztraté rozpustnosti a vytvoreni
gelovitého mezifazového filmu. Na rozdil od nizkomolekularnich surfaktantt, proteiny o tolik
nesnizi povrchové napéti, ale vznikly film muaze vykazovat silné viskoelastické vlastnosti.
Mezifazova reologie je citliva na zmény v intermolekularnich interakcich, v intramolekularni
struktute surfaktantli nebo ve slozeni mezifazovych vrstev. Studium Gibbsovych vrstev je
hlavni oblasti zajmu mezifazové smykové reologie [12; 15].

Jednim z proteind, ktery tvoii Gibbsovu vrstvu, je ve vodé€ rozpustny globularni protein
hovézi sérovy albumin (BSA). Tento protein je pouzivan jako modelovy protein v fadé studii.
Sklada se z 583 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost se pohybuje okolo 66 400 Da.
Albumin slouzi jako transportni molekula pro nejriznéjsi latky. Molekula BSA je tvofena tfemi
homolognimi doménami I, II a III, které jsou tvofeny deviti smyckami (L1 — L9), spojenymi
pomoci sedmnacti disulfidovych mustku.

Obr. 11: Hovezi sérovy albumin [23]
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Kazda z domén je tvofena dvéma poddoménami, které jsou barevné odliSeny na Obr. 11.
Sekundarni struktura je tvofena pouze a-helixem [23; 24].

Vrstvy tvoiené pevnymi Edasticemi

Posledni skupinou povrchové aktivnich latek jsou submikronové pevné Castice. Tyto Castice
vykazuji hydrofobicitu na zakladé tfifazového rovnovazného kontaktniho uhlu na rozhrani
pevna latka-vodna faze-vzduch/olejova faze. Castice je na zakladd mezifazovych sil nucena
zauyjmout rovnovaznou pozici na mezifazovém rozhrani. Tyto vrstvy jsou soucasti
Pickeringovych emulzi, ve kterych vrtsva pevnych €astic mezi nemisitelnymi kapalinami tvori
robustni mechanickou bariéru slouzici k ochrané kapicek emulze pied koalescenci. Na rozdil
od surfaktantd, je adsorpce pevnych Castic na mezifazové rozhrani trvala, k navratu castic do
subfaze nedochazi [12; 15].

2.5 Bakterialni biofilmy

Komplexni mnohobunécné shluky mikroorganisma, jako jsou biofilmy, jsou v pfirode
vSudypfitomné a nachazeji se na nejraznéjSich mezifazovych rozhranich, jako pevna
latka-kapalina, kapalina-vzduch nebo kapalina-kapalina. Bakterie ziji pfevazné ve formé
biofilmu, aby se chranily pfed nepfiznivymi vlivy zivotniho prostfedi, jako UV zafeni nebo
osmoticky Sok. Bakterialni biofilmy podléhaji nékolika vyvojovym stadiim od adheze bakterii
k povrchu nebo adsorpce na rozhrani kapalina-kapalina nebo kapalina-vzduch az po odlouceni
od ptuivodniho rozhrani a kolonizace na rozhrani novém. Kazdy bakterialni kmen, podléhajici
tvorbé biofilmu, ma svij jedineCny postup pii jeho tvorbé.

VétSina biofilma je nezadoucich, mohou se nachazet naptiklad v koupelnach, vodovodnich
potrubich, laboratofich, nemocnicich nebo v zivém hostileli, u kterého zpasobuji rozsahlé
a vazné infekce. NejcCastéji se nachazeji na rozhrani pevna latka-kapalina [25; 26].

2.5.1 Tvorba bakterialniho biofilmu

Adheze k povrchu/adsorpce na mezifazové rozhrani

Kdyz se bakterie piiblizi k povrchu, nastane mezi bakterii a povrchem reverzibilni spojeni.
Pokud jsou podminky piiznivé pro tvorbu biofilmu, jednotlivé bakterie zvysi expresi adhezina
(molekul prostfedkovavajicich adhezi) na jejich povrch, ¢imz zvysi svoji lepkavost. ZvySeni
lepkavosti vede ke zvySeni adherence jak mezi jednotlivymi bakteriemi, tak mezi bakteriemi
bakterii. Rychlost adheze miZe byt ovlivnéna rychlosti toku kapalné faze, teplotou nebo
koncentraci zivin. Vyhodu pfi adhezi maji pohyblivé druhy bakterii, u nich ale po adhezi
dochazi ke ztraté schopnosti pohybu, viz Obr. 12 [25; 26].

21



T ]

> O O
‘¢‘2 'Cb‘ (()(X)(X)())

| l

: =_<>£ =_¢£ =_¢£ : C ) ) ¢ ) )

Obr. 12: Adheze k povrchu pri tvorbé bakteridlniho biofilmu: nepohyblivymi baktriemi (vlevo),

pohyblivymi bakteriemi (vpravo) [26]

Tvorba mikrokolonie

Tvorba mikrokolonie nastava, pokud je vazba baktreridlnich bunék s povrchem stabilni.
Nasledné mnozeni bakterii je zprostfedkovano chemickymi signaly. Pokud tyto signaly
prekro¢i ur€itou hranici, dojde k produkci exopolysacharidi (EPS) [25].

Tvorba 3D struktury a zrani

Po vytvoreni mikrokolonie dochazi k expresi urCitych gent souvisejicich s tvorbou biofilmu.
Produkty exprese téchto gent jsou dualezité kvali EPS, které jsou hlavni slozkou biofilmu. Po
vytvoreni extracelularni matrix dochazi k tvorbé kanalki vyplnénych vodou, které slouzi
k transportu zivin a odvodu odpadnich latek z biofilmu [25].

Odlouceni

Po vytvoreni biofilmu Casto dochazi k tomu, ze bakterie prestane produkovat EPS a opusti
biofilm (viz Obr. 13E), pfi¢emz podléha rychlému zmnozeni a rozsifeni v okoli biofilmu.
Bakterie muaze biofilm opustit ze tfi zakladnich davodi, a to z divodu vytvoreni novych
bakterialnich bunék z rostoucich bun¢k, disperze biofilmu v dusledku toku okolni kapalné faze
a quorum sensing [25].
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Obr. 13: Zivomi cyklus bakteridlniho biofilmu: (A) priblizeni bakterii k povrchu, (B) adheze bakterit
k povrchu, (C) tvorba mikrokolonie, (D) tvorba 3D struktury biofilmu, (E) odlouceni bakterii
z biofilmu [27]

Quorum sensing

Quorum sensing je mechanismus, diky kterému jsou bakterie schopny mezi sebou komunikovat
béhem tvorby biofilmu. Jedna se o systém stimulace exprese urcitych gent v zavislosti na
hustoté populace. Signalni molekuly se béhem quorum sensing navazi na receptory novych
bakterii a pomahaji v transkripci gend. Tento systém umoziuje komunikaci mezi stejnymi
i odliSnymi bakteridlnimi druhy pfitomnymi v biofilmu, zejména pii tvorbé biofilmu,
nedostatku zivin nebo jinych stresovych podminkach jako jsou dezinfekéni prostiedky nebo
antibiotika [25].

2.5.2 Slozeni bakterialniho biofilmu

Biofilmy jsou shluky mikroorganismt produkujicich extracelularni polymerni hmotu (EPS),
jejiz soucasti jsou proteiny, DNA, polysacharidy, RNA a voda, ktera tvoii hlavni cast biofilmu
a slouzi k dodavani zivin do biofilmu. Strukturu biofilmu tvofi dvé hlavni Casti, a to vodni
kanalky pro transport zivin a oblasti tvofené pouze bakteriemi [25].

Tab. 2: Chemické slozZeni baktericlniho biofilmu [25]

Slozka Procento zastoupeni v biofilmu
Mikrobialni buriky 2-5 %
DNA a RNA <1-2 %
Polysacharidy 1-2 %
Proteiny <12 %
Voda >97 %

2.5.3 Kombucha

Kombucha neboli Cajova houba je symbioticka mikrobidlni kultura obsahujici kvasinky
a bakterie a vyuziva se k fermentaci slazeného Cerného ¢aje. Slovo Kombucha je odvozeno
z japonskych slov ,, Kombu®, coz znamena , motska fasa“ a ,,cha“, coz znamena ¢aj. Tento napoj
by mél mit mnoho pozitivnich GCinkl, jako antimikrobialni a antioxidacni ucinek,
protirakovinové a protidiabetické ucinky, 1é¢ebné ucinky pti zaludecnich viedech a vysokych
hladinach cholesterolu, také by mél mit pozitivni vliv pfi detoxikaci jater. Tyto ucinky vsak
nebyly prokazany [28; 29].
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Nejcastejsi ptiprava napoje je nasledujici: do slazeného Cerného Caje o koncentraci sacharézy
100 g/l je ptidano 10 az 15 % obj. jiz fermentovaného napoje a biofilm. Fermentace probiha pti
pokojové teplot€ 7 az 12 dni [29].

Béhem fermentace dochazi ke zmén€ koncentrace latek obsazenych v ¢erném caji. Jednou
z nejstudovangjsich skupin latek v pribéhu fermentace napoje Kombucha jsou polyfenoly.
Polyfenoly maji schopnost vychytavat volné radikaly a diky jejich pfitomnosti jsou caji
pfisuzovany antioxidacni ucinky. Celkové mnozstvi polyfenoll v napoji Kombucha roste
s délkou fermentace. Mezi typické polyfenoly Cerného Caje patii teaflavin a tearubigin, které
jsou zodpoveédné za jeho zbarveni. Kromé mnozstvi polyfenold se v napoji méni napiiklad
i koncentrace kofeinu. Kofein je v pribéhu fermentace spotiebovavan, protoze je vyuzivan jako
zdroj dusiku pro riist mikroorganisma [30].

Kromé zmény koncentrace jiz zminénych latek, dochédzi také ke zméné€ koncentrace
organickych kyselin vznikajicich jako produkty fermentace. Hlavnimi vznikajicimi kyselinami
jsou kyselina octova, D-glukuronova, mlécna a citronova [30].

Kvasinky

Kombucha obsahuje Siroké spektrum druht kvasinek (<30). Jejich zastoupeni byva odlisné
v zavislosti nejen na pouzité kultufe, ale také na délce fermentace. Ve vétsin€ piipadu jsou
nejzastoupen&j$imi rody Candida a Saccharomyces. Castymi druhy jsou potom Candida
stellimalicola a Saccharomyces cerevisiae [29; 31].

Bakterie

Stejné jako v pripadé kvasinek, i bakterialni zastoupeni se lisi kulturu od kultury, avSak
spektrum druht nachazejicich se v biofilmu neni zdaleka tak Siroké jako v pripadé kvasinek
(£10). Nejvice zastoupené rody bakterii byvaji Acetobacter, Gluconobacter
a Gluconacetobacter, ptiCemz hlavni bakterii byva nejCastéji Acetobacter xylinum nebo
Gluconacetobacter kombuchae sp. Ob¢ tyto bakterie tvori celul6zovy biofilm jako sekundarni
metabolit béhem fermentace [29; 31].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mezifazova reologie je metoda vyuzitelnad v Sirokém spektru aplikaci, pfi¢emz jednim
z nejCastéjSich vyuziti je testovani emulgatorti a stabilizacnich latek pro tvorbu emulzi a pén,
at’ uz pro potravinarské nebo farmaceutické ucely.

Autori €lanku [32] se zabyvali studiem Ctyf potencialnich emulgator, které mohou byt
vyuzivany v potravinarstvi, a to guma z kukufi¢né vlakniny (CFG - corn fibre gum),
hydrofobné modifikovany skrob (OSA-s — octenyl succinate anhydride-modified starch),
arabska guma (GA — gum arabic) a rozpustné sojové polysacharidy (SSPS — soybean soluble
polysaccharides). Studovan byl systém kapalina-kapalina, konkrétné vodny roztok
emulgatoru-limonen. Vodné roztoky (1%, 5%, 10% a 15% hm.) byly pfipraveny michanim
daného mnozstvi emulgatoru v deionizované vodé pii laboratorni teploté. Emulgatory byly
testovany nékolika riznymi metodami, jednou z nich byla mezifazova reologie s pouzitim
ptistroje AR-G2 TA Instruments s geometrii krouzku (DWR — Double Wall Ring), kdy byla
studovana tvorba/starnuti mezifazového filmu a jeho mechanickd a tepelna stabilita. Pro
sledovani tvorby/starnuti filmu byl pouzit Casovy test (zavislost viskoelastickych modulti na
Case) pi1 konstantni amplitudé deformace y = 1 % a konstantni uhlové frekvenci @ = 1 rad/s
s délkou méteni 20 h, pricemz byl sledovan efekt koncentrace vodného roztoku emulgatoru na
rychlost tvorby filmu a jeho viskoelastické vlastnosti. SSPS a GA vytvofily film s prevazné
elastickym charakterem, filmy tvofené CFG byly pfevazné viskozniho charakteru a filmy
tvorené OSA-s byly Cisté viskozni, elastickd slozka zde zcela chybéla, viz Obr. 14. Tento
vysledek mohl byt zpiisoben mnozstvim proteint obsazenych v jednotlivych vzorcich (0,39 %
pro OSA-s, 0,63 % pro CFG, 2,28 % pro GA a 5,60 % pro SSPS). U filmu s pfevazujicim
elastickym charakterem bylo nejvétsi rigidity dosazeno pfi koncentraci 10 %, u koncentrace
15 % doslo k poklesu hodnot viskoelastickych modula.
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Obr. 14: Zavislost komplexniho modulu na case pro koncentraci 5 % hm. Plné symboly pro rozhrani
kapalina-kapalina a prazdné symboly pro rozhrani voda-vzduch. Kontrolni vzorek predstavuje

rozhrani cistd deionizovand voda-limonen a cista deionizovana voda-vzduch. [32]
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Casovy test byl proveden jak pii laboratorni teploté, tak pii dalgich zvolenych teplotach: 10, 20,
30 a 40 °C. Nastaveni testu bylo nasledujici: y=1 %, o = 1 rad/s a doba trvani 5 h. Jak je patrné
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Obr. 15 Obr. 15, pro prevazné elastické filmy (SSPS a GA) neméla teplota témér vliv na
elasticky modul G’, nejniz§ich hodnot vS§ak G’ dosahl pti 40 °C. Pro filmy tvorené CFG bylo
G'mozné detekovat jen pti teplotach 10 a 20 °C, film tvotfeny OSA-s se opét jevil jako Cisté
viskozni. Na viskozni modul uz teplota méla vétsi vliv a to takovy, Ze s rostouci teplotou se
G" snizoval pro vSechny Ctyfi polysacharidy. Z grafu je také vidét, ze s rostouci teplotou se
snizovala rychlost tvorby filmu.
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Obr. 15: Casovy test pii teplotach 10, 20, 30 a 40 °C pro ¢ty testované polysacharidy na rozhrani
kapalina-kapalina [32]

Dalsimi testy byly amplitudovy test provedeny pii konstantni thlové frekvenci w = 1 rad/s
srostouci amplitudou deformace y = 0,1 az 100 % a frekvencni test srozsahem
o =0,1 az 20 rad/s. Vzorky byly vytvoreny 24 h pred provedenim testd, aby bylo jisté, ze filmy
jsou zcela vytvorené. Amplitudové testy potvrdily pfevazné elasticky charakter filmt tvofenych
SSPS a GA, prevazné viskozni charakter filmu tvofeného CFG a Cisté viskozni charakter filmu
tvoreného OSA-s, viz Obr. 16a. Limitni amplituda deformace pro filmy tvofené SSPS a GA je
L <5 %, pro film tvoreny CFG je y. = 10 %. Frekvencni testy (Obr. 16b) ukézaly zavislost
prevazné viskoznich filma na ahlové frekvenci v rozsahu 0,1 az 5 rad/s pii konstantni amplitudé
deformace y =1 %. Oba filmy s prevazujici elastickou slozkou byly na thlové frekvenci témér

nezavislé.
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Obr. 16: (a) amplitudovy test, (b) frekvencni test pri T = 20 °C a koncentraci 5 % hm. [32]

Dalsim z reologickych testd byla zavislost mezifazové viskozity # na rychlosti smykové
deformace. Rozsah smykové deformace byl y = 0,01 az 100 1/s, T = 20 °C a koncentrace
5 % hm. Filmy tvorené OSA-s vykazovaly newtonovské chovani. Ostatni filmy se chovaly jako
pseudoplastické kapaliny, pfiCemz nejmensi zavislost # na y vykazovaly filmy tvorené CFG.
U pseudoplastickych filmi se navic projevila hystereze, tzn. pfi zvySovani rychlosti smykové
deformace nabyvala viskozita vysSich hodnot nez pfi snizovani, coz znamena, ze struktura
zdeformovaného filmu se zcela neobnovila. Na Obr. 17 je mozné vidét srovnani mezifazové
viskozity a mezifazové komplexni viskozity 7", kterd byla méfena pii nizké amplitudé
deformace. Protoze pro filmy tvoiené CFG, GA a SSPS je n < 1", je patrné, ze pfi vys$sim
namahani dochazi k deformaci mezifazovych filmu.
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Obr. 17: Zavislost mezifazové viskozity n na rychlosti smykové deformace y a zavislost mezifazové
komplexni viskozity n* na uhlové frekvenci  pri nizké amplitudé deformace. T = 20 °C, ¢ = 5 % hm.
[32]

Poslednim reologickym meéfenim byly creep testy. Filmy byly vystaveny pulzu tocivého
momentu 0,5 uN s fcr = 50 s, poté bylo napéti odstranéno a relaxace deformace byla sledovana
po dobu 200 s. Méfeni opét probihalo pii 7= 20 °C, ¢ =5 % hm. a staii métenych filma bylo
24 h. Film tvofeny OSA-s byl velmi zdeformovan a poté nedoslo k zadné relaxaci, coz je
typické pro Cisté viskozni filmy. Typicka odezva pro viskoelastické vzorky se objevila u filmu
tvoreného CFG, kde po pocate¢ni deformaci doslo k mirné relaxaci. U filmu tvofenych GA
a SSPS doslo pouze k velmi mirné deformaci a poté k rychlé relaxaci, coz je typické pro
prevazné elastické filmy. Mezifazova reologie hraje pii testovani stability emulzi
a stabilizaCnich schopnosti emulgatorti podstatnou roli, jelikoz pevnost mezifazového filmu na
povrchu dispergované faze je jednim z nejpodstatnéjSich stabiliza¢nich efekti.

Emulga¢nimi schopnostmi, v tomto piipadé proteind, se zabyvali i autofi ¢lanku [33], ktefi
zkoumali mezifazové vlastnosti kaseinatu sodného, sdjového proteinového izolatu (SPI),
B-conglycininu (7S), redukovaného glycinu (RG) a dvou hydrolyzati sojového proteinu. SPI
a 7S byly izolovany ze sdjovych bobu, hydrolyzaty byly poté pripraveny ze SPI. Ke stanoveni
molekulové hmotnosti proteinti byla pouzita SDS-PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém
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gelu s pouzitim dodecyl siranu sodného). Mezifazové vlastnosti jednotlivych vzorkii byly
zjistovany pomoci mezifazové reologie s vyuzitim reometru HAAKE MARS III od firmy
Thermo Scientific s geometrii krouzku (Du Notly Ring). Pro méteni bylo 20 ml roztoku vzorku
o hmotnostni koncentraci 0,5 % umisténo do kadinky o priméru 5 cm a krouzek byl umistén
na mezifazové rozhrani tak, aby se celym svym povrchem dotykal hladiny. Pro lepsi
reprodukovatelnost méfeni byla udrzovana konstantni vzdalenost senzoru ode dna kadinky
48,723 mm. Nulova pozice byla stanovena s bikonickou geometrii, aby se zamezilo poniceni
krouzku. Na vodnou fazi s umisténym senzorem bylo opatrné nalito 20 ml s6jového oleje. Na
takto pfipraveném vzorku byl proveden Casovy test pfi konstantni amplitudé deformace
y=0,1 % a konstantni uhlové frekvenci w = 1 rad/s s trvanim 1 h.
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Obr. 18: Zavislost viskoelastickych modulii na case na rozhrani vodny roztok-olej: A) SC; B) SPI; C)
7S: D) RG; E) SPH [33]

Jak je patré z Obr. 18, u mezifazového rozhrani tvofeného kaseinadtem sodnym se rovnovaha
ustavila témer okamzité a toto rozhrani bylo prevazné viskoézniho charakteru a hodnoty G'a G”
byly niz8i nez u SPIL, 7S a RG. Tvorba mezifazovych rozhrani tvofenych SPI, 7S a RG byla ve
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vSech trech pfipadech obdobna, nejprve prevladala viskézni slozka, elasticky modul se ale stale
navySoval a viskozni modul prevysil, tyto mezifazové filmy byly tedy ve vysledku pievazné
elastické. Zvlastni pribéh tvorby mezifazového filmu vykazovalo rozhrani tvofené SPH, kdy
nastal zlom elastického modulu pfiblizné okolo dvacaté minuty. Tento zlom naznacuje
kinetickou nestabilitu vzniklého filmu. Viskozni modul po celou dobu prevysuje elasticky
modul, tudiz je mezifazovy film tvofeny SPH pievazné viskézni. DalSim testem byl
amplitudovy test s rozsahem y = 0,01 az 100 % a konstantni uhlovou frekvenci @ = 1 rad/s.
Vysledek testu vidime na Obr. 19. Mezifazova rozhrani tvofena SPI, 7S a RG vykazovala
v prubéhu testu velmi podobné chovani, kdy doslo k deformaci mezifazového filmu okolo 10 %
amplitudy deformace. Zvlastni chovani opét vykazoval mezifazovy film tvoreny SPH,
u kterého doslo k deformaci a nasledné k opétovnému navysovani elastického modulu, tudiz ke
zpeviiovani filmu.
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Obr. 19: Zavislost elastického modulu na amplitudé deformace [33]

Po skonceni amplitudového testu nasledoval jesté jednou Casovy test se stejnym nastavenim
jako v prvnim piipadé, ¢cimz bylo sledovano, do jaké miry je mezifazovy film schopen obnovit
svoji puvodni strukturu. V tomto piipadé byla sledovana zavislost mezifazové komplexni
viskozity na Case. Ve vSech pripadech, kromé kaseinatu sodného, u néhoz nebyla patrna zadna
zmeéna, doSlo k ustaveni rovnovahy ve druhém piipade rychleji. Autoti dosli k zavéru, ze
globuléarni proteiny maji dobrou schopnost stabilizovat emulze, jelikoz z velké miry adsorbuji
na mezifazové rozhrani, kde vytvareji prevazné elasticky film.

Mezifazova reologie nachazi své uplatnéni napfiklad i1 pfi tézbé ropy. V soucasné dobé
dochazi k t€zbé pomoci vrti. Ropa je obsazena v pérech hornin jako je vapenec nebo dolomit
a ziskava se vytlaCovanim z pori pomoci jiné kapaliny. Obsah ziskané ropy je zavisly na
vlastnostech kapaliny a horniny, proto autofi ¢lanku [34] studovali efekt siranovych ionti na
rozhrani ropa-solny roztok pomoci mezifazové reologie, konkrétn¢ Casovych testi. Pouzity
byly Ctyfi rizné vzorky ropy. Solné roztoky byly pfipraveny rozpusténim danych mnozstvi soli
(NaCl, NaxSOs4, NaHCOs3;, MgCl:6H,O a CaCl>'2H>O) v deionizované vodé s rtiznou
koncentraci sirand. Na Obr. 20 jsou zobrazeny vysledky Casovych testd pro razné obsahy
asfaltend v ropé a rizné typy iontd v solném roztoku. Podle vysledkd je mozné, Ze na
mezifazovém rozhrani dochazi k interakci mezi asfalteny a ionty, pti¢emz v piipad¢ siranovych
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iontd doslo k vyraznému nartstu elastického modulu. Pomoci mezifazové reologie bylo
zjisténo, Ze na vlastnosti mezifazového rozhrani ma vliv kromé obsahu asfaltent v ropé€, iontové
sily nebo salinity, také typ iontd v solném roztoku a dulezita je také doba kontaktu ropy se
solnym roztokem. Pfitomnost siranovych iontd v solném roztoku zvySuje elasticitu
mezifazového rozhrani a muze zvysit vytézek ropy.
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Obr. 20: Zavislost elastického modulu na case pro solné roztoky o stejné iontové sile a jinym typem
iontu [34]

Mezifazova reologie se neomezuje pouze na adsorpci latek na urovni molekul, ale je mozné
s jejim vyuzitim pozorovat i chovani nékterych biologickych systému, zejména bakterii, coz
nachazi uplatnéni predevsim v potravinaiském prumyslu a medicing.

Autori prace [35] sledovali chovani péti riznych bakterii na rozhrani olej-voda. Pouzili
nasledujici bakterie: P. putida KT2442, P. putida W2, S. typhimurium, E. coli a B. subtilis.
Jejich chovani bylo pozorovano pomoci mezifazové reologie, tenziometrie a svételné
a konfokalni laserové mikroskopie. Reologické testy byly provedeny na reometrech Physica
MCR300 a MCR501 s bikonickou geometrii. K pozorovani adsorpce bakterii na mezifazové
rozhrani byl vyuzit ¢asovy test pii konstantni frekvenci f = 0,5 Hz a amplitudé deformace
y=0,5 %. Casové testy byly provadény po dobu 18 h, pii¢emz byla sledovana adsorpce bakterii
na mezifazové rozhrani a po dobu 48 h, kdy uz byla zaznamenana tvorba bakterialniho biofilmu.
Kratsi ¢asové testy byly provedeny ve fosfatovém pufru, aby nedochazelo k ristu a mnozeni
bakterii, delSi Casové testy, pii kterych dochazelo k ristu bakterialniho biofilmu, byly
uskutecnény s kultivacnim mediem. Po dokonceni kazdého z Casovych testd byl proveden
amplitudovy test ke zjisténi strukturnich vlastnosti mezifazového rozhrani s adsorbovanymi
bakteriemi, pfipadné vzniklého biofilmu. Tyto testy byly provedeny v rozsahu amplitudy
deformace y = 0,1 az 100 % pii konstantni frekvenci f= 1 Hz.

31



A I G'P.puidaKT2442 ' B = G P. putida KT2442
& G'P. putida W2 © G P. putida W2
A G'S. typhimurium A G'S. typhmurium
0.02} v GB. sublilis 4 0.008 v ;8. subtils
2 z
@ [y
o o
= 001¢ T 0.004}
© ]
0.00 555
0.000 .
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Cas (h) Cas (h)

Obr. 21: Zavislost elastického modulu G' na case: (A) s minerdini olejem, (B) s MCT olejem [35]

U kratSich Casovych testi byla sledovana adsorpce bakterii na mezifazové rozhrani voda-ole;j,
pfi¢emz vodnou fazi tvoril fosfatovy pufr a olejovou fazi mineralni olej a CMT olej (olej se
sttedné dlouhymi uhlikovymi fetézci). Srovnani adsorpce na ob¢€ rozhrani je na Obr. 21, kde je
vidét, Ze na rozhrani nejvice adsorbovaly P. putida KT2442 a P. putida W2, naopak u E. coli
k adsorpci na mezifazové rozhrani nedoslo skoro vibec. U P. putida KT2442 je také vidét
vyrazny rozdil v adsorpci na rozhrani v ptipadé€ obou oleju, kdy v pfipadé mineralniho oleje je
narust elastického modulu témér trikrat vyssi. Tento jev je nejspiSe zpusoben tim, Ze nékteré
bakterie v kontaktu s dekany, které jsou v mineralnim oleji obsazeny, postupné uvoliuji
povrchové aktivni latky. Pro studium tvorby bakterialniho biofilmu byly na zakladé krat§iho
Casového testu vybrany tfi bakterialni kmeny, a to P. putida KT2442, S. typhimurium a E. coli.
Delsi Casové testy byly uskute¢nény i se samotnym kultivaénim mediem (LB mediem), jehoz
znacnou Cast tvoii pepton, ktery je povrchové aktivni. Jak je vidét na Obr. 22, nejpevné)si
biofilm byl vytvoten P. putida KT2442, na rozdil od E. coli, u které k riistu biofilmu sice doslo,
ale ne po celé plose rozhrani, coz bylo zjisténo mikroskopicky.

0.15
G/ P. putida KT2442

—_ 0.10 A G'S. typhimurium
_E ® G'Ecoli
6.“ > G/ LB medium
G 0.5 assns

0.00 i

0 20 40
Cas (h)

Obr. 22: Casovy test na rozhrani LB medium-mineralni olej [35]

Po kazdém =z Casovych testi nasledoval amplitudovy test. Na Obr. 23 jsou vysledky
amplitudového testu pro samotné LB medium, P. putida KT2442 ve fosfatovém pufru a biofilm
tvoteny P. putida KT2442, na kterych lze vidét, ze ve vSech tfech pfipadech se jednalo
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o viskoelastickou vrstvu pfevazné elastického charakteru, tudiz i samotné adsorbované bakterie
(viz Obr. 23B) vytvotily na rozhrani sitovou strukturu.
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Obr. 23: Amplitudovy test LB media (A), bakteridlni suspenze (B), biofilmu (C) P. putida KT2442 na

rozhrani vodnd faze-minerdlni olej [35]

Mezifazova reologie umoziiuje lepsi porozuméni tvorbé bakterialniho biofilmu za raznych
podminek.

Bakterialnim biofilmem se zabyvali také autofi Clanku [36], konkrétné vlivem tenzidu
Tween 20 na rust bakterialniho biofilmu E. Coli UTI89 a mutantniho kmene E. Coli
UT1894cgsA  kultivovaného v médiu YESCA obsahuyjicim kasaminokyseliny (smeés
aminokyselin a kaseinovych hydrolyzat). Vliv tenzidu byl studovan pomoci tenziometrie za
pouziti Wilhelmy plate metody, pfiCemz méteni probihalo jak v Cisté vode, tak v kultivacnim
médiu. Do kazdého vzorku bylo pfidano takové mnozstvi Tween 20, aby vznikly roztoky
s vyslednou koncentraci 0,0001 az 0,1 % obj. Dale byly provedeny kultivacni testy, pii kterych
byl sledovan vliv tenzidu Tween 20 na rast bakterialniho biofilmu. Pro srovnani se kultivace
provadéla jak na médiu s pfidanym Tween 20, tak bez néj. Byla testovana adheze bakterii
k PVC (polyvinylchlorid), proveden byl také Western blotting a byla pouzita transmisni
elektronova mikroskopie. V neposledni fadé autofi vyuzili metodu mezifazové reologie
s pouzitim reometru AR-G2 firmy TA Instruments s geometrii krouzku s méfici nadobou
s dvojitou sténou (DWR). Pro ptipravu vzorka byly bakterie kultivovany pres noc, pficemz do
4 ml kultivacniho média byly naockovany 4 pl bakterialni kultury, tyto kultury poté byly
nafedény 1:1000 kultivaénim médiem s ur&itou koncentraci Tween 20. Casové testy byly
provedeny pii amplitudé deformace 1 % a frekvenci 0,5 rad/s po dobu 120 h. U vzorku, ktery
neobsahoval Tween 20, doslo k prvnimu nartstu elastického modulu mezi deseti az dvaceti
hodinami. Test byl provadén i s mutantnim kmenem neschopnym tvorby curli, coz jsou
extracelularni amyloidova vldkna nezbytna pro tvorbu biofilmu na rozhrani kapalina-vzduch.
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Prvni nartst elastického modulu u mutantniho kmene byl ale stejny jako v pfipadé
nemutantniho kmene, z cehoz je mozné usuzovat, ze prvni faze na elastické rustové kiivce
biofilmu odpovida pouze adsorpci bakterii a proteinii obsazenych v kultivatnim médiu na
mezifazové rozhrani, navic ke tvorbé curli dochazi az v pozdéjsim stadiu rastu biofilmu. Co se
tyka vlivu koncentrace tenzidu Tween 20 na rust bakterialniho biofilmu, s rostouci koncentraci
dochazelo k oddalovani startu rdstu, coz bylo nejspiSe zpusobeno tim, ze bakterie nebyly
schopny adsorbovat na mezifazové rozhrani, jelikoz malé molekuly tenzidu mezifazové
rozhrani obsadily, coz dokazuje i to, ze u kiivek ¢asového testu pro bakterie trapené tenzidem
chybi prvni stadium rustu, které odpovida adsorpci a je zaznamenam az strmy narust
elastického modulu, viz Obr. 23. U vzorku s koncentraci Tween 20 vys$si nez 0,001 % obj.
nedoslo k rastu biofilmu v ¢asovém intervalu 120 h vibec.
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Obr. 24: Casovy test pro riist bakterialniho biofilmu E. coli pro riizné koncentrace tenzidu Tween 20

v kultivacnim médiu [36]

Do koncentrace 0,0005 % obj. dosahovaly bakterialni biofilmy téméf stejné maximalni hodnoty
elastického modulu, nad touto hodnotou dochazelo k jeho snizovani, protoze bakterialni biofilm
nebyl celistvy, ale byly v ném zna¢né trhliny. Od koncentrace 0,001 % obj. klesl elasticky
modul na nulovou hodnotu. Déale byl proveden amplitudovy test srozsahem amplitudy
deformace 0,001 % az 100 % pii konstantni frekvenci 0,5 rad/s, kterym byla zjistovana
soudrznost bakterialniho biofilmu. Vysledek testu je na Obr. 25. U vSech biofilmti dochazi
k deformaci okolo amplitudy deformace 10 %. U biofilmu s nulovou koncentraci tenzidu
dochézelo k poklesu elastického modulu pozvolna, coz naznacuje dobrou soudrznost biofilmu.
U biofilmt s koncentracemi 0,0001 % a 0,0005 % obj. tenzidu doslo k nahlému poklesu
elastického modulu. Biofilm s koncentraci 0,001 % obj. tenzidu na prvni pohled vykazoval
podobny priabéh deformace jako biofilm bez tenzidu, avSak jeho hodnota elastického modulu
byla uz v linearni viskoelastické oblasti nizsi, coz bylo zptsobeno tim, ze biofilm byl porusen
uz pred samotnym testem a deformace proto probihala pozvolnéji.

34



1x100

1x10-"
3
-2
> 1x10 [T20]
= — 0%
O 1x103 == (0.0001%
= 0.0005%
eee 0.001%
1x104
0.001 0.01 0.1 1 10 100

v (%)

Obr. 25: Amplitudovy test pro rist bakteridlniho biofilmu E. coli pro riizné koncentrace tenzidu

Tween 20 v kultivacnim médiu [36]

V této studii bylo prokazano, ze molekuly tenzidu s bakteriemi bojuji 0 misto na mezifazovém
rozhrani a ze urcita koncentrace tenzidu Tween 20 dokaze rust bakterialniho biofilmu Gplné
inhibovat.

Autofi ¢lanku [37] se zabyvali odliSnostmi ve tvorbé bakterialniho biofilmu bakterialnich
kment za riznych podminek na rozhrani kapalina-vzduch. Ke studiu byly pouzity kmeny
E. Coli, P. Fluorescens a B. Subtilis. Studie byla zaméfena na sledovani viskoelastickych
vlastnosti bakterialnich biofilmii metodou mezifazové reologie za pouziti pristroje Physica
MCR 501, Anton Paar vybavenym bikonickou geometrii. Dals§i pouzitou metodou byla
tenziometrie. Ke sledovani tvorby bakterialniho biofilmu byl pouzit Casovy test s minimalnim
trvanim 70 hodin s amplitudou deformace 0,1 % a frekvenci 1 s™'. Mé&feni se provadéla pii
teploté¢ 25 °C. V dalsim kroku bylo pfipojeno zafizeni umoziujici simultdnni kontrolu pH
behem reologickych méfeni. Méfici nadoba byla vybavena vstupnim a vystupnim davkovacim
otvorem, aby bylo mozné vymeénit kapalinu bez poruseni mezifazového rozhrani. K potvrzeni
naméfenych hodnot autorim slouzil svételny mikroskop, kterym byl pozorovan stav
bakterialniho biofilmu. Jako prvni byl studovan rist biofilmu E. Coli a P. Fluorescens v médiu
na ziviny bohatém a chudém. Nejprve byly méfeny viskoelastické vlastnosti samotnych médii
M9 (gluk6ézové médium) a LB (médium obsahujici proteiny). Vysledek byl ve shodé
s o¢ekavanim autort, glukozové médium nevytvoiilo mezifazovy film, kdezto médium LB
obsahujici proteiny vytvorilo viskoelasticky mezifazovy film, typicky pro proteiny, viz Obr.
26.
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Obr. 26: Casovy test pro Cistd kultivacni média M9 (glukozové médium) a LB (médium obsahujict
proteiny) [37]

V glukozovém médiu vytvorily biofilm pouze bakterie E. coli a P. fluorescens, proto v tomto
médiu nebyla provedena zadna méfteni s B. subtilis.
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Obr. 27: Casovy test pro E. coli a P. fluorescens v médiu LB a M9 [37]

Obr. 27 ukazuje rust biofilmu E. coli a P. fluorescens v obou typech médii. V LB médiu prvni
narust odpovida adsorpci proteini z média a bakterii na mezifazové rozhrani. Nasledny pokles
elastického modulu byl nejspiSe zptsoben kyselymi produkty metabolickych reakci bakterii.
Nasledny narast potom predstavuje tvorbu samotného biofilmu. V glukézovém médiu
v ptipadé E. coli doslo k narastu elastického modulu spolu s tvorbou biofilmu, v pfipadé
P. fluorescens byl ale elasticky modul sotva detekovatelny. DalSim testem byl opét test ¢asovy,
tentokrat ale pfi riznych teplotach. Méfeni probihala pfi 25 °C a 30 °C. Prub¢h rastu biofilmu
byl v obou ptipadech velmi podobny pfi obou teplotach, coz znaci, ze kazdy bakterialni kmen
ma svou charakteristickou elastickou kiivku. Pfi teploté 30 °C se ale elasticky modul drzel
v niz8ich hodnotach a narust elastického modulu zacal dfiv, coz bylo nejspiSe zpisobeno
zrychlenim bakterialniho metabolismu. Dals§im krokem bylo pozorovani rastu biofilmu
tvoteného B. subtilis v LB médiu. V ¢asovém testu byl srovnavan B. subtilis a jeho mutantni
forma, neschopna tvorby sufaktinu. Vysledkem byla rychla pocCatecni adsorpce proteind

z média 1 bakterii, ale u mutantniho kmene téméft nedoslo k tvorbé biofilmu. To bylo potvrzeno
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1 pfi tenziometrickém méfeni, kdy bylo dobfe vidét, ze bakterialni biofilm tvofeny mutantnim
kmenem pokryva pouze malou cast kapky, kdezto biofilm tvoteny B. subtilis kapku pokryl
celou. Po téchto métenich nasledovaly opét Casové testy, tentokrat se zménou pH ve vodné fazi
v prubéhu testu. Hodnota pH byla upravovana pomoci 0,25M HCI. V prvnim kroku doslo
k rustu biofilmu za normalnich podminek, po 30 h bylo upraveno pH na hodnotu 4 az 5 a byla
pozorovana silnd zavislost mezi pH a elastickym modulem. Vysledkem byl silny pokles
elastického modulu u vS§ech kment. Na Obr. 28 je piiklad Casového testu se zmeénou pH pro
E. coli.
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Obr. 28: Casovy test pro riist biofilmu E. coli pri snizovéant pH [37]

Poslednim testem bylo sledovani pribehu rastu biofilmu s postupnym pfidavkem tenzidu
Tween 20 o koncentraci 1 % obj. u kment P. fluorescens a B. subtilis. Jak je ztejmé z Obr. 29,
u P. fluorescens doslo k vyraznému poklesu elastického modulu po prvnim piidavku, oproti
tomu u B. subtilis k zadnému zasadnimu snizeni elastického modulu nedoslo.
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Obr. 29: Casovy test pro zménu objemové koncentrace tenzidu Tween 20: A) P. fluorescens;
B) B. subtilis [37]

Podle autort je mezifazova reologie ucinna metoda ke studiu rustu bakterialniho biofilmu. Ze
zavislosti elastického modulu na Case je také patrné, Ze se nejedna pouze o prosty nartst hmoty,
ale ze rist biofilmu ma rizna stadia. Odliseni jednotlivych fazi ristu biofilmu by mohlo byt
uzitecné pii hledani optimalnich podminek jeho odstranéni.
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Autofi clanku [38] se zaméfili na tvorbu a charakterizaci biofilmi tvofenych uropatogenni
E. coli UTI89 a mutantniho kmene £. Coli UT1894cgsA neschopného produkce curli, coz jsou
extracelularni amyloidova vlakna, ktera jsou nezbytna pro vét§inu patogennich kment k tvorbé
biofilmu na rozhrani kapalina-vzduch. Oba kmeny byly kultivovany v tekutém médiu YESCA,
obsahujicim kasaminokyseliny (smés aminokyselin a kaseinovych hydrolyzat). Kultivacni
media byla pouzita Cista nebo s pridavkem 2% DMSO (dimethylsulfoxid), 4% DMSO nebo 2%
etanolu, pficemz obé tato rozpoustédla by méla zvySovat produkci curli. Rist biofilmu byl
pozorovan pomoci mikroskopickych metod, konkrétné BAM (Brewster angle microscopy)
a SEM (scanning electron microscopy) a mezifazové reologie. Reologicka meéfeni byla
provadéna na rotacnim reometru AR-G2 od firmy TA Instruments s pouzitim geometrie
krouzku s méfici nadobou s dvojitou sténou (DWR). Na dno méfici nadoby byla pomoci
hadicky napojena stiikacka s objemem 5 ml, ktera dopliovala odpafeny objem kultivacniho
média rychlosti 0,032 ml/h. Nejprve byly provedeny Casové testy pii konstantni frekvenci
f =0,5rad/s a amplitudé smykové deformace y = 1 %, doba trvani Casovych testi byla 72 h.
Po uplynuti této doby nasledoval amplitudovy test pii konstantni frekvenci f = 0,5 rad/s
s rozsahem amplitudy deformace y =0 az 100 %.
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Obr. 30: a) Casovy test pro UTI89 bez pridavku rozpoustédel, b) srovndni casovych testii pro UTIS9
s pridavkem DMSO 4 a 2 %, 2% EtOH, bez rozpoustédla a UTI89AcsgA bez pridavku rozpoustédia,
c¢) amplitudové testy provedené po casovych testech z ditvodu deformace vzniklych biofilmil,

d) pozorovani regenerace biofilmii pomoci casovych testii [38]
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Na Obr. 30a) je vidét prubéh rustu bakterialniho biofilmu tvofeného kmenem UTIS9 bez
pridavku rozpoustédla. Na zacatku je videt prevazujici viskozni modul, jelikoz bakterie jeste
nestihly adsorbovat na mezifazové rozhrani, poté uz po celou dobu méfeni prevlada elasticky
modul. Na Obr. 30b) jsou srovnané zavislosti elastického modulu (riistu biofilmu) na ¢ase pro
UTI8Y s ptidavkem rozpoustédel 1 bez a UT1894cgsA. Jak je z obrazku patrné, mutantni kmen
neschopny tvofit curli, nevytvoril bakterialni biofilm. Déle jsou pro vSechny biofilmy patrné
dve faze obsahujici rostouci a linearni oblast, prvni nartist odpovida mezifazovému filmu, ktery
je tvoten proteiny obsazenymi v kultivacnim médiu a zvySujicimu se poctu bakterii na rozhrant,
proto je tento narast patrny i pro mutantni kmen U77894cgsA. Prvni linearni oblast naznacuje
stacionarni fazi bakterii — v této fazi mutantni kmen ztstava po zbytek méfeni. Jakmile bakterie
dosahly stacionarni faze, u vzorkd s pfidavkem rozpoustédla doslo k prudkému nartstu
elastického modulu, pficemz pfi dosazeni dalsi linearni oblasti stale nebyl vytvofen zraly
biofilm, jak bylo potvrzeno mikroskopickymi metodami. Biofilmy byly viditelné az po zhruba
60 hodinach. Z amplitudovych testt je patrné, ze biofilmy, u nichz byla tvorba curli zvySovana
pomoci DMSO, byly nejpevnéjsi a vykazovaly nejmensi pokles elastického modulu pfi vyssich
amplitudach deformace. Po amplitudovych testech nasledovaly opét testy Casové, béhem
kterych byla sledovana schopnost regenerace. Regenerace byly schopny vsechny vzorky,
k nejrychlejsi regeneraci ale doslo u vzorki s DMSO, ¢imz bylo potvrzeno, ze mnozstvi
amyloidovych vlaken, v tomto pfipadé konkrétné curli, ovliviiuje tvorbu biofilmu i jeho
regeneraci.

Autori ¢lanku [39] studovali interakci mezi sttevnimi mikroorganismy a jejich hostiteli. Ke
studiu si vybrali dvojice kmenQ Lactobacillus plantarum WCFS1 a mutantni kmen neschopny
produkce pili Lb. plantarum NZ7114 a Lb. rhamnosus GG a mutantni kmen Lb. rhamnosus
DSM20021, dale byly pouzity bakterialni kmeny Lb. casei DSM20011 a Enterococcus faecalis
JH2-2. U téchto kment byla studovana elektroforeticka mobilita, hydrofobicita, jejich vliv na
povrchové napéti nebo viskoelastické vlastnosti. Viskoelastické vlastnosti byly méfeny pomoci
mezifazové reologie s pouzitim reometri Anton Paar MCR300, MCR501 a MCR702
s vyuzitim bikonického senzoru. U bakterialnich kment bylo studovano mnozstvi bakterii
adsorbovanych na rozhrani vodna faze-olej, k cemuz byl vyuzit Casovy test pii konstantni
amplitudé deformace y = 5 % a konstantni frekvenci f= 0,5 Hz, doba trvani byla 18 h.

39



0.012 T T T T T T T T T T T T T T

&
mﬁ-' DDDDDDDUD
— 0.008 - .IEIDDDD 4
E Gganes
& o
o, DUBB
- o) 4 Buffer '
(5 0.004 F o -ﬁa o E. faecalis JH2-2
o .-;9 m [ b. rhamnosus GG
':'.- R e [ b. plantarum WCFS1
Om o® o Lb. casei 20011"
= oe
0.000 O8®ArsAMMAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Cas (h)
Obr. 31: Casovy test pro sledovant adsorpce bakterii na rozhrani pufi-vzduch [39]

Na Obr. 31 je vidét, ze vSechny kmeny rodu Lactobacillus mély podobny Casovy prubéh
adsorpce a vytvorily na mezifazovém rozhrani prevazné elastickou sit, kdezto prabéh adsorpce
E. faecalis JH2-2 se lisil. Tato odliSnost je nejspiSe zpusobena velikosti danych bakterii, jelikoz
E. faecalis JH2-2 je rozmérové mensi nez kmeny rodu Lactobacillus, je poCateCni narust
elastického modulu strmé&jsi. Hodnota elastického modulu vypovida o hydrofobicité bakterii
a o jejich vzajemnych interakcich.
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Obr. 32: Vysledky casovych testii A) Lb. plantarum WCFSI a NZ7114, B) Lb. plantarum GG a
DSM2001" [39]

Na Obr. 32 jsou srovnany vysledky Casovych testi mezi kmeny Lb. plantarum WCESI
a Lb. rhamnosus GG a jejich mutantnimi kmeny neschopnymi produkce pili a intracelularnich
proteind. Jak je vidét, u mutantnich kmend je hodnota elastického modulu podstatné nizsi, coz
je zpusobeno predevsim mensim poctem interakci mezi bakteriemi. Stfevni bakterie neustale
soupetfi o ziviny a misto ke kolonizaci, proto je rychla adheze bakterii na povrch vyhodou
a mezifazova reologie umoziuje odhadnout rychlost adsorpce a tvorbu bakterialni vrstvy na
mezifazovém rozhrani.
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V této praci je metoda mezifazové reologie aplikovana na rast mikrobialni kultury
Kombucha. Tato kultura se vyuziva k fermentaci slazeného Caje za vzniku stejnojmenného
napoje. Jelikoz pfi fermentaci dochazi ke spotiebé a tvorbé nejriznéjsich latek, specifické
spotieb€ zivin, zménam pH, zménam v mikrobialnim slozeni a zménam dalSich faktord, které
mohou ovliviiovat rist biofilmu, bude tato Cast diplomové prace vé€novana poznatkim
z prubéhu fermentace, zejména v zavislosti na zdroji uhlikového zdroje a jeho koncentraci.

Autori ¢lanku [40] studovali vliv koncentrace sachardzy na obsah hlavnich metabolita pfi
fermentaci. Jako zdroj zivin byla pouzita melasa obsahujici 50,4 % sacharozy a 1,8 % dusiku.
Vzorky byly piipraveny tak, aby vysledné koncentrace sachar6zy byly 70, 50 a 35 g/l. Mnozstvi
metaboliti a sachardézy bylo stanovovano pomoci kitu Bohringer-Mannheim test. Dale
sledovali zménu pH, zménu celkové acidity a narust biomasy v prubéhu fermentace, ktera trvala
14 dni. PocateCni hodnota pH byla ve vSech pfipadech blizici se hodnoté 7. Zatimco
u koncentrace sacharézy 70 g/l doslo ke snizeni pH po tfech dnech na 6,5 a po 14 dnech hodnota
pH klesla na 6,3, u koncentrace 50 g/l a 35 g/l doSlo béhem prvnich tii dni k poklesu pH na
hodnotu mezi 5 a 5,25 a po dvou tydnech na 4,5 pro 50 g/l a 4,3 pro 35 g/l. Co se tyka
metabolitdl, autofi se zaméfili pfedevsim na kyselinu octovou a mlécnou. Tvorba kyseliny
octové byla nejmensi pii koncentraci 70 g/l, po tfech dnech byla koncentrace kyseliny octové
0,1 g/l a po dvou tydnech 0,19 g/l, u nizsich koncentraci sacharozy byla koncentrace kyseliny
octové po tfech dnech 0,2 g/l, po dvou tydnech 0,63 g/ pro 50 g/l sachardzy a 0,60 g/l pro 35 g/l
sacharozy. U kyseliny mlécné byl naopak nejvétsi narust v piipadé koncentrace sacharozy
70 g/1, po trech dnech byla koncentrace kyseliny mlééné 0,13 g/, po dvou tydnech 0,33 g/1.
V ptipadé koncentrace sacharozy 50 g/l to bylo 0,12 a 0,15 g/l a v pripadé 35 g/l to bylo 0,06
a 0,12 g/l. Autofi se také zaméfili na spotfebu sachardzy v prubéhu fermentace. Bylo zjisténo,
ze pii koncentraci 70 g/ je spotieba sachardzy rychla a po 14 dnech bylo spotfebovano 97 %
sacharozy, v pripade koncentraci 50 g/l a 35 g/l bylo spotfebovano pouze 40 a 25 %. Co se tyka
prirastku biomasy po dvou tydnech fermentace, u koncentrace 70 g/l byl celkovy pfirtstek
biomasy 260 g, u 50 g/l 100 g a u 35 g/l 85g. Podle autorti se koncentrace 70 g/l jevi jako
optimalni pro fermentaci, jelikoz vznikéd velké mnozstvi pozadované kyseliny mlécné, malé
mnozstvi kyseliny octové a dochazi k optimalnimu vyuziti sacharézy v priabéhu fermentace,
piima zavislost mezi koncentraci sachardzy a pribéhem fermentace ale zjiSténa nebyla.

Pii vyrobé napoje Kombucha se ve vétSiné piipadi pouziva jako zdroj uhliku sacharoza
a jedinym zdrojem dusiku jsou potom dusikaté latky obsazené v ¢erném Caji. Autofi ¢lanku [41]
se zabyvali rozdily v produktech fermentace pfi vyuziti sachardzy o koncentraci 70 g/l a tfi
druhti melasy o srovnatelné koncentraci sacharozy. Studovan byl jak ubytek sacharozy, tak
ptirtstek kyseliny octové a mlécné v pribéhu fermentace. Bylo také méteno pH v zavislosti na
Case pro vSechny zdroje uhliku. Pocatecni pokles pH byl nejvétsi pii vyuziti sachardzy jako
zdroje uhliku, kdy hodnota pH klesla béhem prvnich tfi dni z pH 7,75 na 6,25, u vzorki melasy
bylo pocatecni pH nizsi a béhem tii dnt kleslo z hodnoty 7,25 na hodnoty v rozmezi 6,25 a 6,5.
Zatimco vzorek se sachar6zou vykazoval exponencialni pokles pH, vzorky s melasou poté
vykazovaly rizné chovani od prudkého poklesu pH po jeho narist. Co se tyka produkce
organickych kyselin, byl rozdil mezi zdroji uhliku velmi markantni. V ptipadé sacharozy doslo
k dvojnasobné vyssi produkei kyseliny octové nez v pripade pouziti melasy jako zdroje uhliku,
coz muze byt zpasobeno bud’ tim, Ze nékteré ze slozek melasy snizuji aktivitu octovych bakterii
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nebo je vznikla kyselina octova preménéna na jiné slouceniny. V piipadée kyseliny mlécné bylo
dosazeno nejmensiho narastu pii vyuziti sacharozy jako zdroje, narast byl velmi pomaly
a koncentrace po 14 dnech neptesahla hodnotu 0,05 g/1, zatimco v pfipadé€ vyuziti melasy byly
konec¢né koncentrace 0,16; 0,32 a 0,40 g/1. Tento rozdil byl nejspise zptsobeny tim, ze pouzité
melasy obsahovaly i rastovy faktor biotin, jelikoz konecna koncentrace kyseliny mlécné za
pouziti melasy se zvysSuje v zavislosti na mnozstvi biotinu obsazeného v daném druhu melasy.
Prubéh spotieby sacharozy v Case, je také odlisSny v pfipadé sachardzy a melasy. Zatimco
konec¢na koncentrace sachardzy u melas jako zdroje uhliku se pohybovala v rozmezi 0 az 10 g/1,
konecna koncentrace sacharozy pfti jejim vyuziti jako zdroj uhliku po dvou tydnech fermentace
byla asi 35 %. Jako posledni byl stedovan prirastek biomasy za 14 dni fermentace. Biofilm
v piipadé Cisté sacharozy zvysil hmotnost o 17,1 g, zatimco v ptipadé melas doslo k naristu
hmotnosti 0 154,8; 165,6 a 270,8 g. Tento velky rozdil je zptisobeny tim, Ze melasa obsahuje
kromé sacharozy zhruba 20 % organickeé slozky, obsahujici mimojiné 1 dusik, ktery je v pfipade
Cisté sachardzy mozné ziskavat pouze ze sloucenin obsazenych v ¢aji ve velmi omezeném
mnozstvi. Autofi potvrdili, ze melasa muze byt vyuzita jako levny zdroj uhliku pro vyrobu
Kombuchy, jelikoz ve finalnim napoji je obsazeno velké mnozstvi kyseliny mlécné, coz je
povazovano za zadouci.

Vlivem zdroje uhliku na produkty fermentace se zabyval i autor ¢lanku [42]. Jako zdroje
uhliku byly v jeho ptipadé vyuzity sacharoza a laktéza o koncentraci 30, 50, 70 a 100 g/
a glukoza a fruktéza o koncentraci 50 a 150 g/l. Sledovany byly dva konkrétni produkty, a to
etanol a kyselina mlécna po dobu fermentace trvajici 17 dni. Zde bude popsan predevsim vliv
koncentrace sacharozy. V piipadé tvorby etanolu byla po prvnich dvou dnech nejvyssi
koncentrace ve vzorku s koncentraci sacharozy 30 g/l a Cinila 0,25 g/l. V ostatnich vzorcich se
koncentrace po dvou dnech fermentace pohybovala o fad niz. Kone¢né koncentrace etanolu ve
vzorcich po 17 dnech (od nejnizsi koncentrace sachardzy po nejvyssi) byly 4,5; 4,8; 1,0
a 0,01 g/l. Zajimavy byl také fakt, ze nejvyssi koncentrace etanolu pro jednotlivé koncentrace
sacharozy byly dosazeny v riznych Casech v prubéhu fermantace, u koncentrace 30 g/l byla
nejvyssi koncnetrace etanolu dosazena po 17 dnech (4,5 g/1), u koncentrace 50 g/l po 10 dnech
(6,3 g/1), u koncentrace 70 g/l a 100 g/l po 6 dnech (3,3 g/l a 2,2 g/l). Kromé tvorby etanolu
byla sledovana i tvorba kyseliny mlécné v pribéhu fermentace, u které bylo dosazeno
maximalni koncentrace Sesty den pro vSechny vzorky.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich) — Cistota > 98 %, ¢. §. SLBJ2586V
Sacharoza

Demineralizovana voda

Kombucha (Reborn Food)

Chlorid sodny (Sigma Aldrich) — ¢istota > 99 %, ¢. §. SLBW9219
Hydrogenfosforecnan sodny dihydrat (Penta) — Cistota > 99 %, €. §. 1509230910
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Penta) — Cistota > 99 %, €. §. 1601240306F

4.2 Pouzité pristroje
Reometr — AR-G2 Rheometer (TA) Instruments
Analytické vahy — Denver Instrument

4.3 Piiprava vzorku

4.3.1 Hovézi sérovy albumin

Vzorek o koncentraci 0,45:10 mol-dm™ byl piipraven navazenim 59745 g BSA
a rozpusténim v 200 ml demineralizované vody za stalého michani pfi laboratorni teploté.

4.3.2 Kombucha

Zivéa kultura byla uchovavana v roztoku sachardzy, ktery byl piipravovan kazdych 10 dni
nasledujicim zptsobem: byl ptipraven 1 1 Cerného Caje Assam, ve kterém bylo rozpusténo 100 g
sacharozy. Do tohoto roztoku bylo pfidano 150 ml jiz fermentovaného roztoku. Méfeni bylo
vzdy provedeno se vzorkem o celkovém objemu 100 ml a ¢asti mikrobiélni kultury o hmotnosti
3Jazd g

Rust biofilmu v zavislosti na koncentraci sacharozy

Vzorky byly pfipraveny rozpusténim 20, 10 a 0 g sachar6zy v 200 ml €erného €aje Assam. Do
takto pfipravenych roztokd bylo pfidano 30 ml jiz fermentového roztoku. K méfeni bylo
odpipetovano vzdy 100 ml roztoku a pfidana cast mikrobialni kultury Kombucha.

Rust biofilmu v zavislosti na iontové sile

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci sacharézy 100 g/l rozpusténim 50 g
sacharozy v 500 ml cerného caje. Poté byly piipraveny roztoky o koncentraci NaCl
1 a 2 mol-dm™ rozpusténim 5,8427 a 11,6831 g ve 100 ml zasobniho roztoku. Do obou roztokd
bylo pfidano 15 ml jiz fermentovaného roztoku. K méfeni bylo z takto pfipravenych roztoku
odpipetovano 100 ml do méfici nadoby a pridana ¢ast mikrobialni kultury Kombucha.
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Rust biofilmu v zavislosti na pH

Roztoky o daném pH a objemu 200 ml byly pfipraveny podle Tab. 3 rozpusténim danych
navazek v 200 ml pfipraveného Cerného Caje Assam o koncentraci sachardzy 100 g/l. Do
pfipravenych roztokt bylo dale napipetovano 30 ml jiz fermentovaného roztoku. K méfeni bylo
do méfici nadoby napipetovano 100 ml roztoku a ptidana ¢ast mikrobialni kultury Kombucha.

Tab. 3: Navdzky pro pripravu roztokii o daném pH a objemu 200 ml

pH 3 10
Na:HPO42H20 (g) 0,0005 4,0143
NaH:PO42H20 (g) 3,6427 0,0028

4.3.3 Nastaveni mérici polohy — squeeze test

Pfed samotnym hledanim méfici polohy bylo tfeba uvést do chodu reometr a pocitac
nasledujicim zpusobem: nejprve byl zapnut piivod vzduchu, od$roubovana Cerna krytka na
hiideli reometru, spustén reometr a pocitac.

Pro sledovani rastu biofilmu byl zvolen bikonicky senzor. Pfi pouziti tohoto senzoru je
mezifazové rozhrani hledano pomoci squeeze testu v softwaru Rheology Adventage, coz je
zavislost normalnové sily na vzdalenosti senzoru ode dna méfici nadoby (nulové polohy). Do
méfici nadoby bylo vzdy napipetovano 100 ml vzorku. V piipadé€ vodného roztoku hovéziho
sérového albuminu byla vychozi poloha senzoru zvolena 21 000 pum. V piipadé vzorku
kombuchy byla vychozi poloha senzoru nastavena na 21 000 az 22 000 pm, jelikoz byl objem
zvysen z divodu ptitomnosti biofilmu v méfici nadobé. Tyto hodnoty byly voleny v zavislosti
vzdalenosti hladiny od rysky meéfici nadoby, kterd se nachazi ve vzdalenosti 19 500 um ode
dna nadoby. Squeeze test byl nastaven tak, aby senzor vzdy klesl o 6 000 pm. Nastaveni méfici
polohy probéhlo vzdy pfimo se vzorkem pied samotnym méfenim.

Jako priklad uvedu nastaveni méfici polohy pro vzorek Kombuchy. U bikonického senzoru
se méfici poloha nachazi v bod¢, kdy je normalova sila rovna nule, viz Obr. 33.
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Obr. 33: Priklad squeeze testu pro urceni mérici polohy, vysledek squeeze testu je uveden vievo,

vpravo jsou uvedeny odpovidajici polohy bikonického senzoru
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Presné hodnoty koeficientti rovnice byly provedeny pomoci funkce LINREGRESE v programu
MS Excel z linearni Casti znazorfiujici pruchod senzoru rozhranim, viz Obr. 34.
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Obr. 34: Oblast znaroznujici priichod senzoru skrz mezifazové rozhrani

Vypocet hodnoty méfici polohy byl proveden nasledovné:

_ —3,104757
~—0,00018

4.3.4 Postup méreni— ¢asovy test

=17311,64 pm.

Nastaveni ¢asového testu probehlo v softwaru Rheology Adventage po nastaveni méfici polohy.
Vzdy byl v zalozce Oscillation procedure vybran Conditioning step pro relaxaci vzorku a Time
sweep.

Pro vodny roztok hovéziho sérového albuminu bylo zvoleno nasledujici nastaveni: doba
trvani 4 h, amplituda deformace 0,1 %, frekvence 1 Hz, 30 s na bod.

Pro sledovani adsorpce mikroorganismii na mezifazové rozhrani bylo zvoleno nasledujici
nastaveni: doba trvani 20 h, amplituda deformace 0,1 %, frekvence 1 Hz, 5 min na bod.

Pro sledovani tvorby biofilmu v zavislosti na koncentraci sachar6zy bylo zvoleno nasledujici
nastaveni: doba trvani 72 h, amplituda deformace 0,1 %, frekvence 1 Hz, 10 min na bod. Pro
sledovani tvorby biofilmu v zavislosti na iontové sile a pH byla z ¢asovych divodu snizena
doba trvani na 40 (1mol-dm™ roztok NaCl), 30 (2mol-dm™ roztok NaCl) a 26 h (pH 3 a pH 10).
Ostatni parametry zustaly stejné jako pii sledovani tvorby biofilmu v zavislosti na koncentraci
sachardzy.

4.3.5 Postup méreni — amplitudovy test

Amplitudovy test nasledoval vzdy okamzité po ukonceni Casového testu a jeho nastaveni bylo
ve vSech pripadech stejné: rozsah amplitudy deformace 0,01 az 1000 %, frekvence 1 Hz,
logaritmicky mod, 6 boda na dekadu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hovézi sérovy albumin — adsorpce na mezifizové rozhrani

5.1.1 Casovy test
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Obr. 35: Casovy test zndzortugict adsorpci molekul BSA na mezifizové rozhrani kapalina-vzduch pro
koncentraci 0,45-107° mol-dm™, doba trvani 4 h, , y=0,1%, f=1Hz

Hovézi sérovy albumin tvoii na rozhrani kapalina-vzduch prevazné elasticky film. Na Obr.
35 je vysledek ¢asového testu, vyobrazujici adsorpci molekul BSA na mezifazové rozhrani
po dobu 4 h. V grafu je uveden pouze elasticky modul G’, protoze udava mnozstvi
adsorbovanych molekul a interakce mezi molekulami na mezifazovém rozhrani. Viskozni
modul G" je znacné nizsi, proto v grafu neni uveden. Pfi interpretaci vzniku mezifazovych
filmu se v pripadé Casovych testi vyuziva ve vétSin€ piipadi pouze elasticky modul, viz
kapitola 3.

Béhem prvni hodiny je patrny mirny narist, jelikoz molekula BSA je pomérné velka
a difuze k mezifazovému rozhrani je proto pomala. Mezi 1 a 2,5 h, dochazi k rychlejsi
adsorpct, jelikoz molekuly jsou jiz blize povrchu a dochéazi ke zméné prostorové konformace
molekul BSA. Ke zméné konformace dochazi z toho divodu, Ze proteiny jsou amfifilni
molekuly, obsahuji hydrofobni 1 hydrofilni ¢asti a zaujmou tedy na rozhrani takovou pozici,
ktera je pro né€ energeticky nejvyhodnéjsi. V posledni fazi je narist elastického modulu
mirny, protoze rozhrani je jiz obsazeno molekulami BSA, které tvoii elastickou sit. Tento
prubéh adsorpce je typicky pro makromolekuly, ¢astice nebo mikroorganismy, u kterych
dochazi k vzajemnym interakcim na mezifazovém rozhrani.

Tento test byl proveden pouze k ovéfeni, ze je metoda dostatecné citliva, aby
zaznamenala ¢asovy prubéh zmeén na mezifazovém rozhrani. V ramci optimalizace metody
ke studiu tvorby biofilmu byl tedy test proveden pouze jednou.
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5.1.2 Amplitudovy test
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Obr. 36: Amplitudovy test pro mezifazovy film tvoreni BSA, f =1 Hz, y = 0,01 az 1000 %

Z vysledku amplitudového testu na Obr. 36 je vidét, ze hovézi sérovy albumin vytvoftil na
mezifazovém rozhrani prevazné elasticky film sitové struktury, jelikoz elasticky modul
prevySuje modul viskozni. Linearni viskoelastickd oblast (LVO) znacici rozsah amplitudy
deformace, na kterou je mezifazovy film schopen odpovédét elastickou deformaci, tzn. vraci se
do pavodniho stavu a nedochazi k poruseni struktury, konéi okolo amplitudy deformace
y=0,1 %. Viskdzni modul zac¢ina pievazovat okolo hodnoty amplitudy deformace y =2 %.

5.2 Kombucha — adsorpce na mezifazové rozhrani

5.2.1 Casovy test
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Obr. 37: Casovy test znazorfujici adsorpci mikroorganismii na mezifazové rozhrani kapalina-vzduch

pro koncentraci sacharézy 100 g/l, doba trvani 4 h, , y = 0,1 %, f =1 Hz
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V tomto piipadé se jedna o adsorpci mikroorganismi na mezifazové rozhrani kapalina-vzduch.
Jak je vidét z Obr. 35 a Obr. 37, prubéh adsorpce v ptipadé BSA a mikroorganismi je podobny,
ale narust elastického modulu v piipadé MO je vyrazn€jsi a predstavuje témer exponencialni
zavislost. Jedna se o 3 faze, pficemz v prvni fazi dochazi k difuzi mikroorganismti smérem
k mezifazovému rozhrani, v tomto pfipadé v Casovém intervalu 0 az 5 hodin. V dalsi fazi (5 az
16 hodin), doslo k prudkému nartstu elastického modulu, protoze dochazi k mnozeni MO,
jejich adsorpci na rozhrani a vzajemnym interakcim. V posledni fazi prudky narust elastického
modulu ustal, coz naznacuje, ze mezifazové rozhrani je jiz obsazeno mikroorganismy.

5.2.2 Amplitudovy test

0,7
hl X

0,6 @9 P

0,5 ®e

0,4

0,3 A

G', G" (Pa)

0,2 - °®
0,1 e

e
0,0 A 00009 vw OO0

'0,1 T T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000

v (%)

Obr. 38: Amplitudovy test pro adsorbované mikroorganismy na rozhrani vodnd faze-vzduch, f = 1 Hz,
y=0,01az 1000 %

Vysledek amplitudového testu na Obr. 38 ukazuje, ze adsorbované mikroorganismy na rozhrani
vodna faze-vzduch tvoti sitovou strukturu, konec LVO nastava pii y = 0,06 %, po prekroceni
této amplitudy deformace jiz nadale neni vzorek schopen deformaci kompenzovat a nastava
trvalé porusSeni struktury, které je ale na rozdil od poruseni mezifazového filmu tvofeného BSA,
velmi pozvolné. K prekiizeni modull a tedy k ziskani pfevazné viskozniho rozhrani dochazi az
okolo amplitudy deformace y = 15 %.
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5.3 Kombucha - zavislost rustu biofilmu na koncentraci sacharézy
5.3.1 Casové testy — rist biofilmu

Koncentrace sacharozy 100 g/l
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Obr. 39: Casovy test — riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 100 g/l, y = 0,1 %, f = 1 Hz
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Obr. 40: Casovy test — riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 100 g/1, y = 0,1 %, f = 1 Hz
(méreni ¢. 2)
Na Obr. 39 a Obr. 40 jsou vysledky méfeni ristu mikrobialniho biofilmu bez trapeni, tedy pfi
koncentraci sachar6zy 100 g/, tato koncentrace se bézné pouziva pii vyrobé napoje kombucha
a byla proto zvolena jako vychozi. Prubéh rastu je ale jiny, nez u bakterialnich biofilma
v kapitole 3, ktery odpovida ctyfem fazim rdstu biofilmu, viz 2.5.1. Zatimco u Cisté
bakterialnich biofilml jsou patrné dva rovinné useky, které znaci adsorpci na mezifazové
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rozhrani a konec rastu biofilmu, v ptipadé kombuchy je ve zvoleném ¢asovém intervalu 72 h

patrny pouze jeden rovinny usek a to ten, ktery znaci zaplnéni mezifazového rozhrani
mikroorganismy. Béhem prvnich 15 az 20 hodin je patrny pribéh adsorpce MO na rozhrani,
srovnatelny s pribéhem na Obr. 37. Po této fazi adsorpce nastava témeéf exponencialni rist
elastického modulu az do 72 hodiny, coz znazortiuje rychly rust pevného, elastického biofilmu.
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Obr. 41: Casovy test — srovnani elastického a viskozniho modulu pro obé méreni pri koncentraci

sacharozy 100 g/l

Na Obr. 41 je srovnani obou meéfeni s pocateCni koncentraci sacharozy 100 g/l. Vyuziti
logaritmického méfitka umoziiuje lepsi srovnani prabéhu rastu biofilmu. V tomto piipadé byl
pridan i viskoézni modul, ktery z pocatku prevysoval modul elasticky, ale s piibyvajici délkou

meéfteni je rozdil mezi viskoznim a elastickym modulem stale vétsi, coz dokazuje zvysujici se
elasticitu a pevnost vznikajiciho biofilmu.
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Koncentrace sacharozy 50 g/l
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Obr. 42: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 50 g/l y = 0,1 %, f= 1 Hz
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Obr. 43: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 50 g/l y = 0,1 %, f = 1 Hz
(méreni ¢. 2)
Na Obr. 42 a Obr. 43 jsou vysledky méfeni pro koncentraci sachardzy 50 g/l. Na prvni pohled
se prubéh elastického modulu v obou piipadech zda odlisny, coz zpusobuje odlisné méfitko.
Rust biofilmu nastal v prvnim pfipadé mezi 50 a 60 hodinou, zatimco ve druhém piipadé az
mezi 60 a 70 hodinou, tudiz ve zbyvajicim Case elasticky modul nedosahl takovych hodnot jako
v prvnim pfipad€. Pred pocatkem rustu je ale v obou piipadech prubéh elastického modulu
témer stejny. Nejprve doslo k pozvolnému narastu béhem prvnich 20 hodin, ktery odpovida
adsorpci mikroorganisml na mezifazové rozhrani. Pribéh adsorpce je v tomto piipade odlisny
od predchozich pripadu, jelikoz v tomto piipadé je narast elastického modulu linearni. Tento
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rozdil je nejspiSe zpusobeny pomalejsim mnozenim MO. Po prvni fazi dochazi k mirnému
poklesu elastického modulu a dlouhé stacionarni fazi trvajici 25 az 35 hodin, pravdépodobné
kvuli nizsi koncentraci sacharézy, jelikoz rychlost spotieby sacharozy se se snizujici po¢atecni
koncentraci snizuje, viz [40] a ziejmé& nedochazi k tak rychlému nartstu biofilmu.
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Obr. 44: Casovy test — srovnani elastického a viskoznitho modulu pro obé méveni pri koncentraci

sacharozy 50 g/l

Na Obr. 44 je vidét srovnani elastickych a viskoznich modult pro koncentraci sacharézy
50 g/1. Na tomto grafu dobfe je vidét podobné chovani mezifazového rozhrani tvoreného MO.
Zajimavy je zejména snizujici se rozdil mezi elastickym a visk6znim modulem z prvniho
meéfeni pred pocatkem rastu biofilmu, coz znaci snizovani pevnosti vzniklého mezifazového
filmu. Po opétovném zapoceti rustu elastického modulu se oba viskoelastické moduly zacinaji

opét vzdalovat.
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Koncentrace sacharozy 0 g/1
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Obr. 45: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 0 g/l, y = 0,1 %, f = 1 Hz
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Obr. 46: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci sacharézy 0 g/l, y = 0,1 %, f = 1 Hz
(méreni ¢. 2)
Na Obr. 45 a Obr. 46 jsou zavislosti elastického modulu na Case pro koncentraci sacharozy
0 g/l. Pfi druhém méfeni doslo k jeho predCasnému ukonceni, proto jsou zobrazeny vysledky
obou meéfeni pouze do 65 hodin. Jak je z grafi vidét, i v tomto pfipadé, stejné jako v piipadé
koncentrace sachardzy 50 g/1, je pocateCni naruast elastického modulu odpovidajici adsorpci MO
na mezifazové rozhrani linearni. V obou piipadech je presazena doba adsorpce 20 h. Pti prvnim
meéteni nastal konec adsorpce po 32 hodinach, poté nastal mirny pokles elastického modulu
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nasledovany jeho rychlym nartstem. Ve druhém pfipad€ byla faze adsorpce ukoncena po 24 h,
nasledoval zna¢ny pokles elastického modulu trvajici 5 hodin a poté prudky nartst.
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Obr. 47: Casovy test — srovnani elastického a viskozniho modulu pro obé méveni pri koncentraci

sacharozy 0 g/l

Na Obr. 47 je vidét srovnani viskoelastickych moduli pro obé méfeni pii koncentraci
sacharozy 0 g/l. Pribéh obou méfeni je podobny, avSak pokles i narust elastického modulu je
ve druhém pripade vyraznéjsi. V pripadé prvniho méfeni se rozdil mezi elastickym a viskoznim
modulem z poCatku zvétSuje a poté tento rozdil zistava konstantni, coz naznaluje, ze
mezifazovy film nabyval na tloust'ce, ale jeho struktura nebyla pfili§ pevna. Ve druhém piipade
je vidét pocatecni zvétSujici se rozdil mezi obéma moduly, pfi poklesu elastického modulu
doslo opét k priblizeni obou moduld, coz znaci snizeni pevnosti struktury mezifazového filmu
a poté se oba moduly zacaly oddalovat, coz znaci zvySovani pevnosti struktury pii rustu
biofilmu.

Vsechny Casové testy v ramci studia vlivu koncentrace sacharozy na tvorbu biofilmu byly
provedeny dvakrat vzhledem k ¢asové narocnosti méfeni. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zivou
kulturu, nebylo mozné dosahnout pti opakovani testu totozného vysledku. Jednak byl pro
jednotliva méfeni pridavan fermentovany roztok v riznych stadiich fermentace a pokazdé byla
pouzita jina Cast biofilmu, dosaZeni naprosto stejnych podminek ristu proto nebylo mozné.
Z vysledku je ale vidét, ze i presto byl prubéh rustu vyrazné podobny v piipadé mefeni pii stejné
koncentraci sachardzy a odliSny pfi porovnani riznych koncentraci.
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Porovnani hodnot G' pro vs§echny koncentrace sacharoz
)4 y y

Tab. 4: Srovnani hodnot nejvysSich dosazenych elastickych modulii pro v§echna méveni zavislosti

riustu biofilmu na koncentraci sacharozy

Koncentrace | Nejvyssi hodnota G' po adsorpci Nejvyssi hodnota G' pro rust
sacharozy (Pa) biofilmu (Pa)
(g/) méreni ¢C. 1 méreni ¢. 2 méreni ¢C. 1 méreni ¢. 2
100 0,1719 0,2369 2,0290 1,5170
50 0,0932 0,1420 0,6222 0,0879
0 0,2470 0,3603 0,5510 2,6760
| %4

Tab. 4 jsou srovnané hodnoty elastickych modulti po adsorpci MO na rozhrani a po nartstu
biofilmu. Pro méfeni ¢. 2 pii koncentraci 0 g/l po 72 h byla pouzita pocatecni hodnota
amplitudového testu, ktery nasledoval po 72 h rastu, jelikoz ¢asovy test se predCasné ukoncil.
Primérné nejvyssich hodnot pii adsorpci bylo dosazeno u koncentrace 0 g/1, druhych nejvyssich
u koncentrace 100 g/l a nejnizsich hodnot u koncentrace 50 g/1.

Poradi primérnych hodnot elastického modulu na konci méfeni je nasledujici v sestupném
poradi: 100 g/l, 0 g/1, 50 g/I. Nejmensi nartst biofilmu tedy nastal pii koncentraci 50 g/l. Divod,
proc¢ u koncentrace sachardzy 0 g/l doslo k takovému nartstu elastického modulu, by mohl byt
naptiklad ten, ze pfi nizkych koncentracich sachardzy (koncentrace neni tplné nulova kvuli
ptidavku jiz fermentovaného napoje Kombucha) dochazi oproti vys$§im koncentracim k tvorbé
velkého mnozstvi etanolu a etanol napomaha bakteriim k tvorbé fimbrii, které jsou dalezité pro
rast biofilmu, zvlast’ na rozhrani kapalina-vzduch [38; 42].

5.3.2 Amplitudové testy — struktura biofilmu
Koncentrace sacharozy 100 g/l

3,0 1
25 -
2,0 -
15 1 ¢

[ ) oG’
1,0 T )

G', G"(Pa)

. G”
05 - °

A A A A A B N N N

0,0 -

'0,5 T T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000

y (%)

Obr. 48: Amplitudovy test pro koncentraci sacharozy 100 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (méveni ¢. 1)
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Obr. 49: Amplitudovy test pro koncentraci sacharozy 100 g/l, vy = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (méveni . 2)

Vysledky amplitudovych testti obou méfeni pro vzorek s koncentraci sacharozy 100 g/l jsou na
Obr. 48 a Obr. 49. Z graft vyplyva, ze po tfech dnech byl na rozhrani kapalina-vzduch vytvoren
pevny, elasticky biofilm, jehoz deformace byla z pocatku elasticka. Konec LVO je v obou
ptipadech tézko rozeznatelny, jelikoz je prabéh deformace velmi pozvolny. K prekiizeni
elastického a viskdzni modulu doslo v obou pfipadech az okolo amplitudy deformace y =16 %,
coz dokazuje velkou pevnost a elasticitu vzniklého biofilmu.
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Obr. 50: Amplitudovy test pri koncentraci sacharozy 50 g/l, vy = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (méveni ¢. 1)
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Obr. 51: Amplitudovy test pri koncentraci sacharozy 50 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (méreni ¢. 2)

Na Obr. 50: Amplitudovy test pii koncentraci sachardzy 50 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz
(méfeni ¢. 1)Obr. 50 je vysledek amplitudového testu provedeného po 72 hodinach rastu
biofilmu pfi koncentraci sachar6zy 50 g/l. Konec LVO je y= 0,1 %, poté nasleduje pozvolny
prubéh deformace. K prekiizeni obou modula doslo pii amplitudé deformace y=5,6 %. Vznikly
biofilm je tedy pevny a elasticky, ale jeho struktura neni tak pevna jako u biofilma vzniklych

pii koncentraci sacharozy 100 g/1.

Vysledek amplitudového testu vzniklého pii druhém méfeni pii koncentraci 50 g/1 je na Obr.
51. Jak je vidét z Obr. 43, k riistu biofilmu témeér nedoslo, neni patrna ani LVO, tudiz ihned po
zacatku amplitudového testu doslo k trvalé deformaci rozhrani. K prekfizeni modula doslo

okolo amplitudy deformace y = 1 %, coz znaci slabou strukturu mezifazového filmu.
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Obr. 52: Amplitudovy test prFi koncentraci sacharozy 0 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (méveni ¢. 1)

57



1,5 Yk
Gll

G, G" (Pa)
®

0,5 4 ®

0,0‘ LA A 2 A A A A A 4

'0,5 T T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000

v (%)

Obr. 53: Amplitudovy test prFi koncentraci sacharozy 0 g/l, y = 0,01-1000 %, = 1 Hz (méfFeni ¢. 2)

Na Obr. 52 a Obr. 53 jsou vysledky amplitudovych testi biofilmi po 72 hodinach rastu pii
koncentraci sacharozy 0 g/l. V obou pfipadech je viditelna LVO v prvnim ptipadé koncici pti
y=0,1 % ave druhém piipadé pii y = 0,06 %, poté zacalo dochazet k trvalé deformaci biofilmu.
K prekftizeni viskoelastickych modulti doslo pii amplitudé deformace y = 10,6 % pro prvni
meéteni a y = 24,7 % pro druhé méteni. Pii koncentraci sacharozy 0 g/l tedy vznikly velmi pevné
biofilmy, ve druhém ptipad€ pevnéjsi nez pii koncentraci 100 g/l.

5.4 Kombucha —zavislost rustu biofilmu na iontové sile
5.4.1 Casové testy — rist biofilmu

Roztok NaCl o koncentraci 0 mol-dm>

Pro koncentraci 0 mol-dm™ slouzi vysledky ¢asovych testl z méfeni riistu mikrobialniho
biofilmu bez stresovych podminek, tedy pii koncentraci sachardzy 100 g/l.
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Roztok NaCl o koncentraci 1 mol-dm
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Obr. 54: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci NaCl 1 mol-dm™ y = 0,1 %, f = 1 Hz

Na Obr. 54 je vysledek casového testu znazornujiciho rast biofilmu pii koncentraci sachardzy
100 g/l a koncentraci NaCl 1 mol-dm™. V tomto ptipadé jsou v grafu uvedeny oba moduly kvili
vetsi ndzornosti snizovani pevnosti rozhrani a prevladani viskozni slozky. Béhem prvnich
10 hodin probihala adsorpce MO na mezifazové rozhrani. Oproti sledovani rustu biofilmu
v zavislosti na koncentraci sachardzy (tedy bez piidavku NaCl), je v tomto piipadé faze
adsorpce podstatné krat$i. Béhem této doby doslo ke vzdalovani elastického a viskozniho
modulu, na rozhrani tedy vznikal elasticky mezifazovy film. Poté se hodnota elastického
modulu ustalila a od patnacté hodiny se elasticky modul snizoval, z po¢atku prudce, poté se
snizovani elastického modulu zmirnilo. Od patnacté hodiny zacalo dochazet také k postupnému
piiblizovani obou modulti, az nakonec okolo tficaté hodiny doslo k prekiizeni modula
a rozhrani nabylo ptevazné viskozniho charakteru.
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Obr. 55: Casovy test pro riist biofilmu p¥i koncentraci NaCl 2 mol-dm™ y = 0,1 %, f = 1 Hz
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Na Obr. 55 je vysledek casového testu predstavujiciho rist biofilmu pii koncentraci sachardzy
100 g/1 a koncentraci NaCl 2 mol-dm™. Priibéh adsorpce je podobny jako v piipadé koncentrace
NaCl 1 mol-dm™. V tomto piipadé ale nartst elastického modulu ustal jiz okolo 8 h, tedy o dvé
hodiny dfive nez pfi koncentraci NaCl 1 mol-dm™. Poté doslo k ustaleni elastického modulu,
ptiCemz viskozni modul stale nartstal, coz znaci snizovani pevnosti filmu. Okolo 13 h zacaly
oba moduly prudce klesat a jejich hodnoty se ustalily okolo 16 h, poté byly oba moduly témef
konstantni. Pfi zvySovani iontové sily pomoci NaCl pravdépodobné doslo kusmrceni
mikroorganismi jiz béhem prvnich nekolika hodin.
Meéfeni pii obou koncentracich bylo provedeno z ¢asovych divoda pouze jednou.

5.4.2 Amplitudové testy — struktura biofilmu

Roztok NaCl o koncentraci 0 mol-dm
Pro koncentraci 0 mol-dm™ slouzi vysledky amplitudovych testi z méfeni ristu mikrobialniho
biofilmu bez stresovych podminek, tedy pii koncentraci sacharézy 100 g/l.
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Obr. 56: Amplitudovy test pri koncentraci NaCl 1 mol-dm™, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz

Po 40 hodinovém riistu biofilmu pii koncentraci NaCl 1 mol-dm™ byl proveden amplitudovy
test, jehoz vysledek je na Obr. 56. Viskozni modul od zacatku testu prevysuje elasticky modul,
coz je typické pro kapalné rozhrani. O kapalném rozhrani svéd¢i 1 to, ze oba moduly od zacatku
testu klesaji a neni zfegma LVO, na mezifazovém rozhrani tedy nebyla vytvofena sitova
struktura.

60



Roztok NaCl o koncentraci 2 mol-dm-
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Obr. 57: Amplitudovy test pri koncentraci NaCl 2 mol-dm™, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz

Vysledek amplitudového testu po 30 hodinovém cCasovém testu pii koncentraci NaCl
2 mol-dm™ je na Obr. 57. Mezifazovy film vznikly béhem &asového testu ma velmi slabou
strukturu. Konec LVO je okolo amplitudy deformace y = 0,02 % a k ptekiizeni obou modula
doslo pti amplitudé deformace 0,3 %.

5.5 Kombucha - zavislost rustu biofilmu na pH
5.5.1 Casové testy — rist biofilmu
Neutralni pH (pH 7)

Jako vzorek pfi neutralnim pH slouzi vysledky Casovych testd z méfeni ristu mikrobialniho

biofilmu bez stresovych podminek, tedy pii koncentraci sacharézy 100 g/l.
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Obr. 58: Casovy test pro riist biofilmu p#i pH 3, y = 0,1 %, f = 1 Hz
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Obr. 58 ukazuje vyvoj mikrobialniho biofilmu v ¢ase pii kyselém pH. Jak je vidét, prvnich
10 hodin bylo rozhrani pfevazné viskézni, poté elasticky modul viskézni modul prerostl a stale
se zvySoval az do 20 hodiny, od které se nartist zmirnil. Tento prubéh pfipomina adsorpci pfi
neutralnim pH, viz 5.2.1.

Bazické pH (pH 10)
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Obr. 59: Casovy test pro riist biofilmu pri pH 10, y = 0,1 %, f = 1 Hz

Tvorba biofilmu na mezifazovém rozhrani pfi zasaditém pH je zobrazena na Obr. 59. Jak je
videét, zasadité pH rist nezastavuje ani nespomaluje a maximalni dosazena hodnota elastického
modulu je vice nez dvakrat vétsi nez v piipadé kyselého pH. Narust elastického modulu zacal
po necelych dvou hodinach. Do 15 hodiny je narust elastického modulu pozvolny, poté se narist
zacal zrychlovat. Rozdil mezi elastickym a viskéznim modulem se stale zvétSoval, coz svédci
o zpeviyjici se struktuie vnikajici na mezifazovém rozhrani.

Stejné jako v piipadé iontové sily, méfeni pfi rozdilnych hodnotach pH byla provedena
z Casovych duvodu pouze jednou.

5.5.2 Amplitudové testy — struktura biofilmu
Neutralni pH (pH 7)

Jako vzorek pii neutralnim pH slouzi vysledky Casovych testd z méfeni rastu mikrobialniho
biofilmu bez stresovych podminek, tedy pii koncentraci sachardzy 100 g/l.
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Obr. 60: Amplitudovy test pri pH 3, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz

Amplitudovy test znazoriujici strukturu a pevnost filmu vzniklého béhem 26 h pti kyselém pH
na mezifazovém rozhrani, je na Obr. 60. LVO kon¢i okolo amplitudy deformace y = 0,06 %,
nasleduje pozvolna deformace mezifazového filmu, pficemz k aplnému prekiizeni
viskoelastickych modula doslo az v rozmezi amplitud deformace 15 az 22 %.

Bazické pH (pH 10)

0,5 -
°
oo...
04 A o
) °
°
_ 03 1 ®
& °
= ®G'
S 2 -
QJo, °
b\ . . Gu
0,1 L
'YX, °
000000 oo.....
0,0 - '00000000000000
'0,1 T T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000

v (%)

Obr. 61: Amplitudovy test pri pH 10, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz

Pevnou strukturu vzniklého filmu na mezifazovém rozhrani pfi zasaditém pH potvrzuje
i amplitudovy test, jehoz vysledek je na Obr. 61. Limitni amplituda deformace se pohybuje
okolo hodnoty y = 0,1 % a prekiizeni modult doslo pfiblizné pii y = 7 %.
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5.6 Regenerace biofilmu
0,12 -

0,10

0,00 T T T T 1
0 5 10 15 20

Cas (h)

Obr. 62: Casovy test — adsorpce MO na mezifizové rozhrani koncentraci sacharézy 100 g/l,
y=01%f=1Hz

Na Obr. 62 je Casovy test znazoriujici adsorpci MO na mezifazové rozhrani pii koncentraci
sacharozy 100 g/l. Délka trvani testu byla 20 h. Nejprve je vidét mirny narust elastického
modulu, poté se rychlost rastu elastického modulu zvétSuje a v poslednich hodinach opét
ustava. Prubéh adsorpce byl jiz popsan v podkapitole 5.2.1.
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Obr. 63: Amplitudovy test pri koncentraci sacharozy 100 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (deformace

rozhrani ¢. 1)
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Obr. 64: Amplitudovy test pri koncentraci sacharozy 100 g/l, y = 0,01-1000 %, f = 1 Hz (deformace

rozhrani ¢. 2)

Na Obr. 63 a Obr. 64 jsou zobrazeny vysledky dvou po sobé€ jdoucich amplitudovych testd.
Prvni byl urcen k deformaci filmu vzniklého na rozhrani béhem dvacetihodinového ¢asového
testu. Druhy test vypovida o schopnosti zdeformovaného rozhrani reagovat na snizeni
amplitudy deformace, kdy pfi nizkych amplitudach deformace v rozmezi 0,01-0,1 % dochazi
k narustu elastického modulu a zahy k jeho poklesu a nevratné deformaci. Hodnoty elastického
a viskozniho modulu se ve druhém amplitudovém testu nijak vyrazné nelisi a elasticky modul
se pohybuje v mnohem nizSich hodnotach nez pfi prvnim amplitudovém testu, coz dokazuje,
ze mezifazové rozhrani je nevratné zdeformovano.
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Obr. 65: Casovy test — regenerace mezifizového rozhrani po predchozi deformaci, koncentrace
sacharozy 100 g/l, y = 0,1 %, f=1 Hz

Po deformaci rozhrani byl opét proveden dvacetihodinovy Casovy test, na kterém byla
pozorovana schopnost regenerace deformovaného mezifazového rozhrani. Z pocatku je
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viditelny pradky nartst elastického modulu. To znamena, ze MO pti deformaci zustaly pobliz
rozhrani a jejich adsorpce je rychlejsi nez na pocatku, kdy difundovaly na rozhrani z celého
objemu. Po pocatecni rychlé adsorpci se ale elasticky modul ustalil a mirné klesl. Poté zacal
opét rychle narlstat, coz mize byt zpiisobeno mnozenim MO a jejich vzajemnymi interakcemi.
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Obr. 66: Srovnani viskoznich a elastickych modulii Casovych testii pred a po deformaci rozhrani

Na Obr. 66 jsou srovnany oba Casové testy vCetn€ viskdznich modula. U Casového testu pied
deformaci je vidét, jak se elasticky a viskdzni modul vzajemné vzdaluji a tudiz stale vice a vice
prevlada elasticka slozka. U Casového testu po deformaci je téméf po celou dobu rozdil mezi
moduly konstantni, u kone¢ného rustu elastického modulu se moduly zacinaji vice vzdalovat,
coz znaci zvysSujici se pevnost mezifazového filmu. Kone¢né hodnoty elastickych a viskoznich
modult pfed a po deformaci jsou velmi podobné, tudiz je rozhrani schopné po deformaci
regenerovat a navratit se do pivodniho stavu.
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5.7 Kombucha — pozorovani rastu biofilmu

Den 2 Den 3

Den 3

Obr. 67: Pozorovani rustu biofilmu v pribéhu 72 h

Na Obr. 67 jsou fotografie zachycujici vzorek o koncentraci sacharozy 100 g/l v prabéhu 3 dnd,
focené po 24 h. Jak je vidét, po tfech dnech se na rozhrani vytvoril pevny, elasticky film. Na
obrazku je také patrnd zmeéna barvy roztoku, kterd se po tfech dnech jevi svétlejsi. To je
pravdépodobné zptuisobeno snizovanim koncentrace tearubiginu, ktery je zodpoveédny za barvu
cerného Caje, viz 2.5.3.
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6 ZAVER

Hlavnim ukolem této diplomové prace bylo optimalizovat a nasledné vyuzit metodu
mezifazové reologie pro studium tvorby a chovani mikrobialniho biofilmu pfi optimalnich
i stresovych podminkach na mezifdzovém rozhrani typu kapalina-plyn s vyuzitim bikonického
senzoru. Tento senzor je diky své robustnosti vhodny pro pfevazné elasticka rozhrani s pevnou
strukturou, jeho hlavni vyhodou je urcovani méfici polohy pomoci zavislosti normalové sily na
vzdalenosti senzoru ode dna méfici nadoby (squeeze test), diky Cemuz je minimalizovana chyba
ze strany operatora pii umistovani senzoru.

Ke studiu biofilmt byly vyuzity dva oscilacni testy, konkrétné Casovy test, diky kterému je
mozné pozorovat zménu viskoelastickych modult v ¢ase a amplitudovy test, ktery nam dava
informace o struktufe filmu vzniklého na mezifazovém rozhrani. Oba testy byly nejprve
vyzkouSeny na vodném roztoku hovéziho sérového albuminu, jelikoz globuléarni proteiny tvoii
na mezifazovém rozhrani elasticky film se sitovou strukturou, coz bylo béhem meéfeni
potvrzeno. Béhem Casového testu doslo k vyraznému nartstu elastického modulu, jehoz pribéh
odpovidal nartstajicimu poc¢tu molekul adsorbovanych na mezifazové rozhrani a tvorbé sitoveé
struktury, ktera byla posléze potvrzena amplitudovym testem.

Po probéhnuti oscilacnich testi s hovézim sérovym albuminem se preslo k hlavni naplni
diplomové prace, a to ke sledovani tvorby mikrobialniho biofilmu s vyuzitim mikrobialni
kultury Kombucha pfi riznych stresovych podminkach. Prvnim krokem bylo pozorovani
adsorpce mikroorganismu na mezifazové rozhrani po dobu 20 hodin. Béhem této doby doslo
k zaplnéni mezifazového rozhrani mikroorganismy a k jejich vzajemnym interakcim, coz bylo
potvrzeno naslednym amplitudovym testem.

Jako prvni stresovy faktor byla vybrana zména koncentrace sachardzy v zivném médiu
tvofeném slazenym Gernym &ajem. Casové testy trvaly 72 h. Za optimalni byla povazovana
koncentrace 100 g/1, pfi niz bylo dosazeno nejlepsiho priibéhu ristu biofilmu s dobfe viditelnou
fazi adsorpce a naslednou tvorbou biofilmu. Pribéh tvorby biofilmu pfi koncentraci sacharozy
100 g/l byl zachycen i na fotografiich, kde je po 72 hodinach viditelny elasticky biofilm. Jako
stresové podminky byly zvoleny koncentrace sachardzy 50 g/l a 0 g/l, u obou koncentraci byl
prubéh ristu odlisny, k nejmensimu nardstu elastického modulu a tedy i biofilmu doslo pfi
koncentraci sacharozy 50 g/l. Pii koncentraci sacharézy 0 g/l doslo k vyraznému nartstu
elastického modulu, coz bylo nejspiSe zptusobeno zvySenou tvorbou etanolu, jelikoZ etanol
podporuje tvorbu biofilmu a interakce mezi bakteriemi. K nejvétsi tvorbé etanolu béhem
prvnich dni by mélo dochazet pravé u vzorki s nejnizsi koncentraci sacharozy. Piimy vztah
mezi koncentraci sachardzy a riistem biofilmu béhem méreni nebyl zjistén.

Dale byl studovan vliv iontové sily na rist biofilmu. V tomto piipadé byly zvoleny kratsi
Casové testy. lontova sila byla upravovana pfidavkem NaCl o vyslednych koncentracich
1 a 2 mol-dm™ do zivného média o koncentraci sacharozy 100 g/l. V obou piipadech sice doslo
k pocatecnimu narastu elastického modulu odpovidajicimu adsorpci mikroorganismi na
rozhrani, doba adsorpce byla ale zhruba o polovinu kratsi nez v ostatnich ptipadech a nasledné
doslo k vyraznému poklesu elastického modulu. V piipadé koncentrace NaCl 1 mol-dm™
dokonce viskdézni modul prerostl modul elasticky a vzniklo pfevazné viskozni rozhrani.
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Pridavkem velkého mnozstvi NaCl doslo nejspise k usmrceni mikroorganismu a k neschopnosti
jejich vzajemnych interakci.

Jako posledni ze stresovych faktort byl zvolen vliv pH. Optimalni pH, tedy pH slazeného
cerného Caje se pohybuje okolo 7. Jako stresové bylo potom zvoleno pH 3 a 10. V obou
ptipadech doslo k rastu elastického modulu, pti pH 10 dokonce k velmi vyraznému narustu.
Tento vysledek byl v rozporu s o¢ekavanim, jelikoz v piipadé bakterialnich biofilma by mélo
snizeni pH znacné zpomalit tvorbu biofilmu, pro Kombuchu tedy zména pH nepifedstavovala
prekazku pfi rustu.

Mimo sledovani vlivu stresovych podminek na rast biofilmu byla testovana i schopnost
regenerace mezifazového rozhrani zdeformovaného po fazi adsorpce mikroorganismu.
Sledovani adsorpce a regenerace bylo provedeno pomoci 20 hodinovych Casovych testl,
deformace byla provedena pomoci dvou po sobé jdoucich amplitudovych testd, pficemz prvni
slouzil k deformaci a druhy k ovéfeni, ze rozhrani bylo skutecné zdeformovano. Bylo zjisténo,
ze zdeformované rozhrani je schopno regenerovat, jelikoz bylo dosazeno témér stejné konec¢né
hodnoty elastického modulu pii obou ¢asovych testech.

Mezifazova reologie s vyuzitim bikonického senzoru se osvédcila jako velmi u¢inna metoda
pfi studiu tvorby mikrobialnich biofilmu a sledovani vlivu riznych stresovych faktorti na jejich
mezifazové chovani. Jelikoz na rozhrani kapalina-kapalina a kapalina-plyn tvoii biofilm
prevazné patogenni bakterie, mize byt mezifazova reologie pfinosnou metodou v oblasti
potravinaiského prumyslu a mediciny, kde mikrobialni biofilmy pfedstavuji zavazny problém.
Mezifazova reologie umoziuje pozorovani tvorby biofilmu v ¢ase a jeho reakci na zménu
prostiedi, ¢ehoz je mozné vyuzit pii hledani vhodnych zptsobu jejich likvidace.
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