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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva velmi aktualnim tématem biosurfaktant. V teoretické ¢asti
prace byla provedena literarni reSerSe na toto téma a na zaklad€ této reSerSe byly vybrany
techniky fyzikalné — chemické a strukturni analyzy vhodné k testovani téchto latek.
V praktické casti byly nejprve modelové biosurfaktanty podrobeny charakterizaci
standardnimi metodami vyuzivanymi ke studiu téchto latek. Jako standardni technika
strukturni analyzy byla zvolena infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci. Jako
piiklad univerzalni techniky pro studium agregac¢niho chovani byla vyuzita tenziometrie.
V dalsi casti prace byly navrzeny a optimalizovany alternativni techniky vyuzitelné pro
rychlou a finanéné€ nenaro¢nou fyzikalné¢ - chemickou analyzu téchto latek. Jednalo se
pfedevs§im o mikrodestickovy test a jeho upravené alternativy. Tudiz metody vyhodné
z hlediska spotieby vzorku, ale zaroven U¢inné na potvrzeni pritomnosti pfipadné ramcové
stanoveni obsahu biosurfaktantu v roztoku. Vysledkem této prace je nékolik jednoduchych
metod, které byly prokézéany jako Gc¢inné pii studiu biosurfaktanti.

Abstract

This bachelor thesis deals with the very actual topic of biosurfactants. In the theoretical part
of the thesis, a literature review on this topic was carried out and on the basis of this research,
physicochemical and structural analysis techniques suitable for testing these substances were
selected. In the practical part, the model biosurfactants were first characterized by standard
methods used to study these compounds. Fourier transform infrared spectrometry was chosen
as a standard technique of structural analysis. As an example of a universal technique for the
study of aggregation behavior was used tensiometry. In the next part of the thesis there were
designed and optimized alternative techniques usable for fast and inexpensive
physicochemical analysis of these substances. It was mainly a microplate assay and its
modified alternatives. Thus, the methods of low sample consumption, but also effective in
confirming the presence and a possible amount determination of the biosurfactant content in
the solution. The result of this work is a few simple methods that have been proven effective
in studying biosurfactants.
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1 UVOD

S postupnym vyvojem lidské spoleCnosti nartstaji celkové néaroky na komercéné dostupné
prosttedky typu pracich praskt, mydel ¢i primyslové vyuzivanych emulgatoria. Tyto
prostiedky jsou dnes ve velké mife ziskavany chemickou produkci.

Zvysuji se vSak ekologické pozadavky na vyrobu téchto latek a to jak ze strany
jednotlivych firem, tak Siroké vefejnosti. Trendem je v dnes$ni dobé Setrnost k zivotnimu
prostiedi, tudiz je vyZadovana idealné¢ kompletni biodegradabilita téchto latek v co nejkratSim
casovém rozmezi. U syntetickych latek je tohoto ovSem velmi naro¢né dosdhnout a je nutné
hledat stejné G¢inné, za to vSak 1épe biodegradabilni alternativy. Vhodné se proto jevi latky
ziskané pfirodni cestou.

Takovéto povrchové aktivni latky pfirodniho plivodu se obecné daji nazvat jako
biosurfaktanty. Jedna se o latky amfifilni povahy produkované riznymi druhy bakterii, které
maji schopnost snizovat povrchové napéti latek a zarovenl jsou diky své amlfifilni povaze
schopné tvofit micely. Jsou schopné slouzit jako emulgatory a zarovent by mély byt naprosto
ekologicky nezdvadné.

Vyuziti téchto latek ovSem nekon¢i pouze u klasickych emulgatorii. UvaZzuje se jejich
komeréni vyuzivani naptiklad v kosmetice, farmacii, zemé&d¢lstvi ¢i potravinarstvi.

Tato prace je zaméfena na vymezeni fyzikalnéchemickych metod a metod strukturni
analyzy vhodnych pro charakterizaci téchto latek. Pomoci téchto metod by poté mélo byt
mozné stanovit ucinky jednotlivych druhii biosurfaktantli a jejich idealni vyuziti. Kromé
standardnich analytickych metod, které poskytuji komplexni charakterizaci biosurfaktantl
(ovSem za cenu vétSich instrumentalnich narokut, které jsou spojeny s niz§i dostupnosti), se
prace ve své experimentalni ¢asti zaméfuje na jednoduché laboratorni testy, které by mohly
slouzit jako levna a univerzaln€ dostupna alternativa pro rutinni analyzy, zamétené primarné
na potvrzeni pfitomnosti biosurfaktantu, pfipadné na semi-kvantitativni stanoveni jeho
obsahu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biosurfaktanty

Biosurfaktanty jsou latky amfifilni povahy, to znamena, Ze ve své struktufe obsahuji jak
hydrofilni ¢ast (Cast schopna vazat vodu), tak hydrofobni ¢ast (¢ast odpuzujici vodu). Jedna se
o latky produkované riznymi druhy mikroorganismt. Diky jejich pfirodnimu ptvodu jsou
také dobie odbouratelné a vétSinou nejsou schopné se kumulovat v prostiedi. To vyrazné
snizuje ekologickou zatéz pii pouzivani téchto latek. Jejich hlavnim ukolem v komerénim
pouziti je snizovani povrchového napéti, k cemuz vyuzivaji mechanismy obdobné chemicky
syntetizovanym surfaktantiim.

Mikroorganismy produkuji tyto latky predev§im kvali jejich schopnosti snizovat
povrchové napéti vodnych roztokl. To jim poméha pfi ristu v prostiedi S podminkami mimo
optimum daného organismu. Zaroven jim tyto latky umoznuji ziskavat ziviny z tohoto
prostiedi, pravé diky solubilizacnim schopnostem amfifilnich molekul biosurfaktanti.
V neposledni fadé pomahaji pii adherenci jednotlivych bunéénych struktur [1].

Dal$im divodem produkce téchto latek je jejich antimikrobidlni aktivita vic¢i jinym
druhtim mikroorganismti, které nejsou schopny tyto latky u¢inné odbouravat. Principem
antimikrobialni aktivity latek na bazi cyklickych lipopeptida je jejich schopnost kumulace na
povrchu mikrobidlni buniky. Po dosazeni urcité koncentrace biosurfaktantu na povrchu buiiky
dojde K rozruseni membrany a jeji desintegraci. Latky na bazi rhamnolipidii jsou poté
schopny, diky svym detergentnim vlastnostem, ovliviiovat strukturu a propustnost
fosfolipidové membrany. To ma za nésledek pozménény pritok Zivin a metabolisml skrz
membranu [2].

2.2 Rozdily ve vlastnostech syntetickych surfaktanta a biosurfaktanti

Zakladnim rozdilem mezi synteticky vytvafenymi surfaktanty a mikrobidlné produkovanymi
biosurfaktanty je v jejich degradabilité. Na rozdil od syntetickych latek jsou biosurfaktanty
Vv piirod¢ ptirozené odbouratelné a nejsou tedy nebezpecné pro Zivotni prostiedi. Kultivace
mikroorganismtt  produkujicich tyto latky je vétSinou pomérné levna z divodu dobie
dostupnych kultiva¢nich medii. Nékteré druhy biosurfaktantd vykazuji také zna¢nou odolnost
viuci zhorSenym podminkam prostiedi. Snasi naptiklad relativné vysoké teploty ¢i pH.
Zaroven vsak vykazuji obdobné fyzikalnéchemické vlastnosti jako jejich syntetické analogy,
naptiklad vykazuji obdobnou schopnost snizovani povrchového napéti vody [1].

2.3 Struktura biosurfaktantia

Naprostd vétSina biosurfaktanti ma molekulovou hmotnost v rozmezi 500 — 1500 Daltond.
Spole¢né maji své amfifilni vlastnosti — vSechny obsahuji polarni hydrofilni hlavicku
a nepolarni (uhlovodikovy) zbytek, ktery je hydrofobni (Obrdzek 1). Nejvétsi zastoupeni maji
biosurfaktanty neutralni, pfipadné anionové povahy. Kationové slouceniny tohoto typu se
V ptirod¢ témét nenachazi, pravdépodobné z diivodu jejich antimikrobialni povahy [3].
Hydrofobni ¢ast se standardné skldda z nasycenych ¢i nenasycenych mastnych kyselin,
hydroxylovych mastnych kyselin, mastnych alkohold, pifipadné ze struktur podobnych
isoprenoidim. Délka uhlovodikového fetézce se ve vétSing piipadi pohybuje mezi 8 a 18



atomy uhliku. Hydrofilni ¢ast se poté sklada z estert, hydroxyla, fosfatd, ale také sacharidi,
peptidu ¢i bilkovin [4].

i Hydrofobni (nepolarni) ¢ast

Hydrofilni (polarni) ¢ast

Obrazek 1 - Struktura amfifilni molekuly

231 Glykolipidy

Jednd se o nejrozsifené$i skupinu biosurfaktantl. Strukturné obsahuji mastnou kyselinu
a cukernou slozku. Podle této cukerné slozky se poté déli do podskupin, jako jsou naptiklad
rhamnolipidy, sophorolipidy, trehalolipidy a jiné. Glykolipidy se vyznacuji svymi zajimavymi
vlastnostmi, jako je naptiklad schopnost snaset extrémni podminky pH, teploty ¢i salinity.

Jelikoz se jedna o velmi obsahlou skupinu, vyuzivaji se tyto latky v riznych odvétvich.
Vyuziti nachazeji napiiklad v t€zkém pramyslu, diky jejich schopnosti odstrafiovat ropné
zbytky z prostiedi. Diky jejich antimikrobialnim a teoreticky antikarcinogennim vlastnostem
se diskutuje jejich vyuziti v biomedicin€. V neposledni fad¢ je mozné je vyuzit v zemédélstvi
jako pesticidy, pfipadné v potravinaiském prumyslu jako konzervanty [5].

2.3.1.1 Rhamnolipidy

Rhamnolipidy jsou v dne$ni dobé pravdépodobné nejpouzivanéjsi biosurfaktanty, pfedevsim
diky jejich Siroké skale vyuziti. Zékladni strukturou rhamnolipidii je B-hydroxy mastna
kyselina, kterd je svym karboxylovym koncem pfipojena k cukernaté molekule rhamnosy.
V piirodé se nachazeji bud’ ve formé monorhamnolipidu nebo dirhamnolipidu (Obrdzek 2).
Typ produkovaného rhamnolipidu zélezi na jednotlivych mikroorganismech, nékteré jsou
schopné produkovat pouze jeden typ a jiné oba zaroveil. Typ produkovaného rhamnolipidu je
mozno ovlivnit také enzymaticky [6].

Obrdzek 2- Struktura monorhamnolipidu a dirhamnolipidu [7]



2.3.1.2 Sophorolipidy

Sophorolipidy jsou latky slozené ze dvou molekul sophorosy navazanych na jeden dlouhy
fetézec karboxylové kyseliny. Délka a piipadné i1 stavba karboxylové kyseliny Casto zalezi na
médiu pouzitém pii kultivaci sophorolipidy produkujicich organismt. Bézna délka
karboxylové kyseliny je fadoveé 16 — 18 uhliki.

Sophorolipidy se nachazeji ve dvou ruznych konformacich, mohou byt kyselé nebo
laktonické (Obrdzek 3). Tyto dvé struktury se nijak zésadné¢ nelisi svymi
fyzikalnéchemickymi vlastnostmi — ob¢ napiiklad stejnou mirou ovliviiuji mezifazové napéti,
ale pouze laktonicka forma inhibuje rast nékterych mikroorganisma.

Kysela struktura se oznacuje jako oteviend a je vytvorena navazanim karboxylové kyseliny
ptes hydroxylovou skupinu k molekule sophorosy. Laktonicka forma je navazana obdobné,
ale volna karboxylova skupina je vazana na cukernatou slozku za vytvofeni cyklické
struktury [8].

Ri1, R2, R3, Rs=H nebo COOH

Laktonicky sophorolipid KyselVv sophorolipid
Obrazek 3 - Struktura laktonického a kyselého sophorolipidu [T]

2.3.2 Fosfolipidy a mastné kyseliny

Pokud mikroorganismy rostou na urc¢itych mediich, jsou schopné extracelularné produkovat
latky, které se béZné v extracelularni formé nenachdzi — jako naptiklad fosfolipidy.
Fosfolipidy jsou hlavni slozkou bunénych membrdn a pomahaji v bunice udrZovat
homeostazu. Molekuly fosfolipidii jsou schopné produkovat napiiklad bakterie rodu
Acinetobacter ¢i Aspergillus pii rastu na médiu s obsahem hexadekanu.

Mastné kyseliny jsou v mikroorganismech produkovany oxidaci alkanti. Nejvétsi vliv na
zménu povrchové napéti maji mastné kyseliny, které obsahuji fetézce slozené z 12 az 14
uhlikovych atomui [4].

2.3.3 Lipopeptidy
Tyto molekuly se skladaji z hydrofilni peptidové casti a z hydrofobni lipidické c&asti.
Lipidicka cast se sklada z 15 az 17 uhlikatych mastnych kyselin. Jednotlivé lipopeptidy se
mohou liSit jak strukturou, tak velikosti peptidické Casti.

Nejrozsitengjsim lipopeptidickym biosurfaktanem je surfactin. Jedna se 0 cyklickou
molekulu. Je hojné diskutovan diky svému vyraznému vlivu jak na snizovani povrchového
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napéti, tak jako antivirotické, antibakterialni a antitumoralni ¢inidlo. Vysoky védecky zajem
je o né&j predevsim v oborech biotechnologickych a medicinskych [9].

2.4 Agregaty amfifilnich molekul — micely

Povrchove aktivni latky se v roztoku primarné chovaji jako asocia¢ni koloidy, to znamena, ze
pii vysSich koncentracich maji tendenci vytvaiet agregaty koloidnich rozmért, které se
nazyvaji micely. Tyto struktury jsou udrzovany v rovnovaze s ionty ¢i molekulami ze kterych
jsou vytvoteny.

Micely maji velmi vyrazny vliv na chovani roztoku povrchové aktivni latky. Na stupnici
koncentraci se nachazi pomérn¢ malé rozmezi koncentraci, pod jehoz hranici se v roztoku
nenachazeji témér zadné micely a po prekroCeni této koncentracni hranice, kazda dalsi
molekula v roztoku agreguje s ostatnimi a vytvaii micelu (Obrdzek 4).

Vlastnosti roztoku se poté méni v zavislosti na koncentraci povrchové aktivni latky a jejich
zmeéna je vazana predevSim na toto malé rozmezi koncentraci, jez se nazyva jako kriticka
micelarni koncentrace (ptipadné kritickd miceliza¢ni koncentrace) ve zkratce CMC [11].

E

|17
WA

Obrdazek 4 - Tvorba micel v zdvislosti na koncentraci [10]

Reverzni micela (pfipadné inverzni) je utvar, ve kterém se hydrofobni ¢ast amfifilni
molekuly natac¢i smérem ven z micely, zatimco hydrofilni ¢4st se nata¢i smérem dovnitf.
K tvorbé takovéto micely dochdzi v nepolarnich rozpoustédlech. Efekt kritické micelarni
koncentrace neni v takovych ptipadech pozorovan.

Pokud se v roztoku nachazi molekuly latky opacné polarity, dochazi k zakomponovani této
molekuly do micely. U standardnich micel poté tedy bude nepolarni latka solubilizovana
uvniti micely, obklopena hydrofobnimi ¢astmi amfifilnich molekul tvoficich micelu [11].
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2.5 Zakladni vlastnosti fazovych rozhrani

2.5.1 Povrchové napéti

Povrchové napéti vyjadiuje tendenci kapaliny ztstat v energeticky nejvyhodnéjsim stavu
0 nejmensim povrchu, tudiz v kapce tvaru koule. Koule ma vzdy oproti télesu se stejnym
objemem mensi povrch.

Pro molekuly kapaliny je energeticky nejvyhodnéjsi byt v obklopeni ostatnich molekul této
kapaliny. Molekuly na povrchu kapaliny jsou v§ak obklopeny pouze ¢aste¢né. Pti snaze dostat
molekulu z energeticky vyhodného stavu (tj. ze stiedu kapaliny) do povrchové vrstvy je tak
potieba dodat energii. Tato energie se nazyva jako povrchova energie [12].

Dle Laplaceovy rovnice je dodatkovy tlak ptsobici na povrch kapaliny z jejiho objemu
ovlivnén zaktivenim povrchu kapaliny a jejim povrchovym napétim. Spole¢né s gravitacni
silou a vazebnymi podminkami tvofi tato rovnice zaklad pro urceni typu mezifazovych
rozhrani. Podle této vlastnosti je poté mozné zjistit velikost povrchového (ptipadné
mezifazového) napéti. Stalé rozhrani se vétSinou pouziva k pfimym stanovenim povrchového
napéti z diivodu jejich presnéjSich a jednoduseji ziskatelnych vysledki nez u neptimého
stanoveni, jako je napfiklad méteni kontaktniho thlu kapky. Kapildrni metody zkoumajici
maximalni tlak uvniti bubliny se vyuZzivaji k méfeni dynamiky reakci roztokd na zménu
mezifazového povrchu.

Surfaktanty snizuji hodnotu povrchového napéti diky jejich zvySujici se koncentraci na
mezifazovém rozhrani, a to v zavislosti na rychlosti jejich molekularni difuze. S rostouci
velikosti mezifdzového rozhrani se plosna koncentrace surfaktantu snizuje. Smykové napéti
zpusobené proudénim kapaliny v roztoku mutize byt zodpovédné za zvySovani koncentrace
molekul surfaktantu a tim padem sniZovat povrchové napéti a zaroven plsobit proti tomuto
proudéni. Tento negativni gradient je zdkladem takzvaného Marangoniho efektu, ktery spolu
s mechanickou bariérou tvofenou vrstvou molekul surfaktantu odpovidd za stalost emulzi
a pén.

JelikoZ povrchové napéti ovliviiuje tvar a pohyb mezifazovych rozhrani, hraji vyznamnou
roli pfi ptelévani tekutin a tvorbé kapek ¢i bublin. Tohoto vlivu se vyuziva napiiklad pfi
extrakci ropnych produktl a ptipadné jejich vymyvani z vodnych prostiedi. Nizkd povrchova
napéti jsou poté vyuzivana pfi tercidrni ropné extrakcei, u které se vyuziva ptidavek detergentu
k zisku ropy z pevnych povrchi a jejiho prevedeni do ¢erpatelného roztoku [13].

2.5.2 Smaéeni a kontaktni uhel

Smaécenti je jev, pii kterém dochazi ke kontaktu mezi kapalinou a pevnou latkou. Tento jev je
ovlivnén vnitini energii a povrchovym napétim zucastnénych latek a je vysledkem snahy
jednotlivych rozhrani o zisk minimalni potencialni energie. Stupen smaceni je definovan
pomoci kontaktniho uhlu.

Kontaktni thel je uhel, pod kterym dochazi ke styku mezi povrchem kapaliny a pevné
latky. Jedna se o specificky thel, ktery je jedine¢ny pro dany systém za danych vnéjSich
podminek (teploty a tlaku). VIiv na n¢j maji jak jednotlivé latky, které se ucastni smaceni tak
jejich vzajemné interakce. Je dan reakcemi mezi tfemi rozhranimi — pevnd latka/kapalina,
pevna latka/plyn, kapalina/plyn.
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Pro stanoveni kontaktniho uhlu se vyuziva rovnych povrchi, na kterych je kapka kapaliny.
Pokud se kapka rozléva po povrchu, jedna se o velmi smacivou latku. Takovéto chovani mize
vykazovat naptiklad voda na hydrofilnim povrchu. Pro hydrofobné&jsi povrch je kontaktni uhel
mezi kapalinou a pevnym povrchem do 90°, a nad 90° pro silné hydrofobni. Povrchy, které
maji S kapalinou smaceci uhel vétsi nez 150° se oznacuji jako superhydrofobni (Obrdzek 5).
Pro vypocet kontaktniho tihlu je také mozné vyuzit Youngovu rovnici [14].

r_(-"—”‘—if /Agx :@ \@

hydrofilni 4 hydrofobni = superhvdrofobni

Obrazek 5 - Typy povrchii a jejich kontaktni uhly [14]

2.6 Metody fyzikalné chemické a strukturni analyzy vyuzitelné pri studiu
biosurfaktanti

Na nasledujicich fadcich budou popsany standardni metody fyzikalnéchemické a strukturni

analyzy pouzivané pii charakterizaci biosurfaktantli. Tyto metody jsou vyuzivany piedevsim

pro zjisténi chemické struktury danych latek, ale také k ovéfeni jejich solubiliza¢nich

vlastnosti. Jedna se o metody kvantitativniho 1 kvalitativniho charakteru.

2.6.1 Metoda Wilhelmyho desticky

Obecné je povazovana za jednu z nejefektivnéjSich a nejméné ndro¢nych metod pro méfeni
povrchového napéti. Vyuziva lehkého platinového plisku (pfipadné sklenéného ¢i z filtracniho
papiru), ktery je ponofen do roztoku a nasledné je pfistrojem pomalu vytahovan ven. Piesné
véahy v pfistroji jsou poté schopny urcit silu, kterou plisobi roztok na pliSek a prevést tuto silu
na povrchové napéti [12].

2.6.2 Du Noiiy krouzkova tenziometrie

Jedna se o obdobnou metodu jako je metoda Wilhelmyho plisku pro méfeni povrchového
napéti. Jak jiz nazev této techniky napovida, pro stanoveni povrchového napéti roztoku se
vyuziva krouzek, nejcastéji platinovy, ktery je zav€Sen na piistroji s mikrovdhami. Z predem
definovanych vlastnosti krouzku (vdha, polomér a jiné) a pouzivané¢ho roztoku (viskozita
apod.) je poté pfistroj schopen pievést silu potiebnou k prichodu skrz povrch roztoku na
povrchové napéti tohoto roztoku [15].

2.6.3 Blizka infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Metoda je zaloZena na interakci elektromagnetického zafeni se vzorkem. Slouzi predevsim ke
kvalitativnimu stanoveni struktury studované latky, ale vyuziti ma také jako kvantitativni
metoda. V zavislosti na energii zafeni prochazejiciho vzorkem se d€li na blizkou, stfedni
a vzdalenou infracervenou spektrometrii. Ptfi pruchodu energie vzorkem dochazi v molekule
K riznym druhim energetickych prechodt (elektronovy, vibraéni a rotacni). Pro
infraCervenou spektrometrii jsou vSak vyuzitelné pouze vibracni a rotacni energeticky
prechod [16].
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2.6.4 Analyza tvaru kapky

Jedna se o metodu, kterda se vyuziva predevSim pro stanoveni povrchového napéti
a kontaktniho thlu na rozhrani kapalina — pevna latka z tvaru osové symetrické kapky. Tato
kapka v zavislosti na nastaveni metody muze byt bud’ pfisedla na pevném povrchu, nebo
zavéSena. Pokud je tato kapka tvarem odpovidajici Laplaceové rovnici a zaroven osoveé
symetrickd dochazi k pocitatovému dokresleni této kapky podle obrazu realné kapky na
povrchu. Z této teoretické kapky je poté mozné ziskat tdaje jako je vySka kapky, objem,
povrchové napéti a kontaktni uwhel. Principem metody je snaha o dosazeni tvaru
experimentalni kapky do tvaru teoretické kapky odpovidajici Laplaceové rovnici
0 kapilarnich jevech, pfi¢emz se povrchové napéti takovéto kapky vyuziva jako proménny
parametr. Po nalezeni nejvhodnéjsi shody je poté pocitacovy software schopen dopocitat
presné hodnoty povrchového napéti a smacéeciho ahlu [17].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Stanoveni povrchového napéti a hodnoty kritické micelarni koncentrace jsou
nejvyznamngj$imi ukazateli kvality biosurfaktantu. Standardni metody, jako napftiklad
tenziometrie, jsou metody relativné jednoduché, ovSem vyzaduji specializované pfistroje.

Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace a povrchového napéti roztoku biosurfaktantu
je mozné pouzit tenziometricka méfeni. Pomoci tenziometrie je mozné stanovit Kritickou
micelarni koncentraci 1 povrchové napéti roztoku a porovnat tyto hodnoty s Cistym
rozpoustédlem — nejéastéji vodou. Naptiklad roztok rhamnolipidu, ktery pouzil Tyler Renfro
a jeho tym byl schopny snizit povrchové napéti vody o 40 mN/m. Pro destilovanou vodu je
hodnota povrchového napéti pii 20°C rovna 72,75 mN/m. Vysledny roztok biosurfaktantu
mél po prekroceni CMC povrchové napéti kolem 32 mN/m (Obrazek 6) [18].

80

70 4 {
60 4 \i\

50 1

3:< I\i\i\i FREN jt

20

Povrchové napéti roztoku [mN/m]

Koncentrace Rhamnolipidu [mg/1]

Obrazek 6 - Stanoveni vlivu koncentrace rhamnolipidu na povrchové napéti vody [18]

Tuto metodu Ize samoziejmé vyuzit také pro charakterizaci jinych biosurfaktanti. Byla
vyuzita ve vyzkumu Xiaojing Ma a spol ke stanoveni povrchového napéti a kritické micelarni
koncentrace sophorolipida produkovanych kvasinkou druhu Wickerhamiella domercgiae.
Jednalo se jak o laktonické formy, tak o kysel¢ formy téchto molekul. Ke stanoveni
povrchového napéti tym autord pouzil vodné roztoky zminénych latek v riiznych
koncentracich do 500 mg/l. VSechny roztoky S rostouci koncentraci vyrazn€ sniZovaly
povrchové napéti vody az na hodnoty v rozmezi 32 — 43 mN/m. Jako nejlepsi biosurfaktant se
koncentrace (20 mg/l) nejvyraznéji sniZoval povrchové napéti. Laktonicka forma poté
vykazovala CMC v okoli hodnoty 90 mg/1 a nepiecistény sophorolipid az pii 130 mg/1 [19].

Mezi kvalitativni metody pouzZivané k charakterizaci roztok obsahujicich biosurfaktanty
patii tzv. Drop Collapse metoda. Touto metodou je mozné stanovit obsah biosurfaktantl
V roztoku, nejcastéji se jedna o supernatant zivného média ur¢ené¢ho pro péstovani daného
je napiiklad tenziometrie. Vyhodou této metody je totiz potfeba velmi malého mnoZstvi
vzorku a relativné mald cCasovd néarocnost. Obecny princip je zalozen na interakci
hydrofobniho povrchu (nejcastéji olejova vrstva) a vodného roztoku. Pokud je vzorkem cista
voda, ptipadné roztok biosurfaktantu o nizké koncentraci dochézi k nizké smacivosti a kapka
zustane na povrchu. Pfi vysSich koncentracich se kapka rozléva po olejové vrstvé a nasledné
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se zhrouti. Vyuzivda se také hydrofobnich materiald mikrotitracnich desticek
(napf. polystyren). Tym Tugrul Tugba a spol vyuzili této metody k urceni rhamnolipid
produkujicich bakterii. V polystyrenovych mikrotitraénich destickach 1ze dobie pozorovat
rozdily mezi readlnymi a kontrolnimi vzorky v podobé destilované vody [20].

Obdobnou metodou je tzv. mikrodestickovy test. Metoda se provadi opét nejCastéji ze
supernatantu vzorku po kultivaci a slouzi ke stanoveni obsahu biosurfaktantu ve vzorku.
Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu vyzadujici malé mnozstvi vzorku. Pokud je
V hydrofobni mikrotitracni desti¢ce pfitomen vodny roztok, zhstava povrch kapaliny rovny.
V ptitomnosti latky ovlivijici povrchové napéti dochazi ke smaceni okraji desticky a zméné
optickych vlastnosti. Pro vyhodnoceni se poté vyuziva optické zakiiveni milimetrové miizky,
ktera je polozena pod destickou [21].

Vyuziva se také schopnost biosurfaktantli vytvaret emulze. Pfi této metod¢ dochézi ke
smichani roztoku biosurfaktantu a hydrofobniho rozpoustédla, nejcastéji n-hexadekanu.
Vysledkem je prostd vySka zpénéné emulzni vrstvy porovnand s kontrolnimi vzorky. Silné
koncentrované roztoky jsou schopné vytvofit velmi stdlou emulzni vrstvu, kterd vydrzi az
nékolik hodin [22].

V neposledni fadé¢ lze pouzit jako jednoduchou kvalitativni metodu tzv. oil spreading. Pii
této metod¢ se vyuziva tvorby olejové vrstvy ve vodném prostiedi. Po pfidani malého
mnozstvi roztoku biosurfaktantu, ktery vykazuje solubilizacni vlastnosti, zacne po chvili
dochazet k vytlacovani olejové vrstvy a vznika Cistici zona. Efektivita biosurfaktantu se poté
stanovi podle velikosti Cistici zony [23].

Vyuzitelné jsou vSak i jiné metody a vhodnost jejich pouziti se li§i pro rtizné typy
biosurfaktanti. V nasledujici tabulce jsou uvedeny nejéastéjsi metody, které jsou vyuzitelné
pro jednotlivé typy biosurfaktantd (Tabulka 1).
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Tabulka 1 - Prehled vyuzivanych metod k charakterizaci jednotlivych biosurfaktantii

produkujici

typ

zdroj . 7ité metody k charakterizaci zdroj
kmen droj biosurfaktantu vyuZite metody k charakterizac droj
Bacillus moiska . krouzkova roz§ifovani emulzifika¢ni
- Surfactin . ) drop collapse : [24]
subtilis voda tenziometrie oleje test
pudau Kkrouskové ot ‘o
. , - ouzkova emulzifikacni mnoZzstvi
Klebseillasp. | ropnych fosfolipid . . drop collapse : [25]
o tenziometrie test biomasy
zdrojt
A ropou . i . L, . i i L W W W W
Burkholderia o . . krouzkova emulzifikacni mnozstvi plynova stelalalelelels
. znec€isténa | lipopeptid . : . .| sandpack test gaaaacacaiey [26]
cepacia . tenziometrie test biomasy chromatografie LI
puda atetatetatetets!
infracervena
puda . , krouzkova emulzifika¢ni tenkovrstva plynova spektrometrie | rozSifovani
C. glabrata . anionovy . . . . ) . [27]
Caatinga tenziometrie test chromatografie | chromatografie | s Fourierovou oleje
transformaci
p— infraCervena kapalinova
Pseudomonas ot mono-; di- . : spektrometrie s | chromatografie | emulzifika¢ni
. zneCisténa L tenziometrie | drop collapse . , [28]
aeruginosa ada rhamnolipid Fourierovou | s hmotnostnim test
p transformaci | spektrometrem
adau infraCervena kapalinova
Pseudomonas | PY¢2 - . , tenkovrstva | spektrometrie s | chromatografie | hemolyticka
. ropnych rhamnolipid | tenziometrie . . ] g [29]
aeruginosa droitl chromatografie | Fourierovou | s hmotnostnim aktivita
d transformaci | spektrometrem
. infraCervena
. P uda} u . . spektrometrie | emulzifika¢ni | gravimetricka
Bacillus flexus | ropnych lipopeptid ) , [30]
zdrojt s Fourierovou test analyza

transformaci
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a chemikalie

e Analyzator smaceciho thlu OCA 20 + SCA 20 software - DataPhysics Instruments

e Tenziometr Sigma 701 — KSV Instruments

e Tenziometr BPA — 800P — KSV Instruments

e FT-IR spektrometr Nicolet iS50 — Nicolet CZ

e Termogravimetricky analyzator TGA Q5000 — TA Instruments

e Analytické vahy

e Mikropipeta 10 — 100 pl

e standardy hydrofilnich barviv (Methylenova modf, Sigma Aldrich; Rhodamin 6G,
Sigma Aldrich)

e standardy biosurfaktantd (Rhamnolipid, AGAE Technologies; Sophorolipid lactonic,
Carbosynth Ltd.; Sophorolipid acidic, Carbosynth Ltd.)

e vybrané hydrofobni substraty (Suchy teflon ve spreji, MOTIP Dupli; Teflonova paska;
Parafilm; Xerox NeverTear)

e Bé&zné laboratorni sklo

4.2 Metody strukturni analyzy

4.2.1 FT-IR spektrometrie

Standardni metodou pro stanoveni molekularni struktury latek je infracervena spektrometrie.
Mgéfeni bylo provedeno na FT-IR spektrometru Nicolet iS50. Pro méfeni bylo odebrano malé
mnozstvi vzorku a pfeneseno na méfici krystal. Pomoci systémového softwaru bylo ziskano
spektrum, které nasledné bylo zpracovano pomoci programu MS office Excel.

4.2.2 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza byla vyuzita jako dal$i metoda pro stanoveni struktury
zkoumanych latek. Malé mnoZstvi vzorku bylo podrobeno postupnému zahfivani
a souCasnému méfeni Ubytku hmotnosti tohoto vzorku. Tato metoda byla provedena
Vv klasické vzduchové atmosféfe a nasledné v inertni dusikové atmosféfe.

4.3 Stanoveni CMC a povrchového napéti pomoci Du Noiiy krouzkové
tenziometrie
Jelikoz je zdkladnim faktorem pro urceni kvality biosurfaktantu jeho vliv na povrchové napéti
roztoku a koncentrace pii které nastava nejvetsi vliv na tuto veli¢inu, bylo provedeno méfeni
pravé této vlastnosti. Pro stanoveni kritické miceldrni koncentrace a jeji zavislosti na
povrchové napéti byla vyuzita standardni metoda krouzkové tenziometrie. Pro méteni byl
vyuzit tenziometr Sigma 701 od firmy Biolin Scientific (Obrazek 7). Méteni bylo provadéno
ve snizenych kadinkach o celkovém objemu 25 ml. MnoZstvi pouzitého roztoku vsak bylo
10 ml. Pro stanoveni CMC byly pfipraveny roztoky jednotlivych standardi biosurfaktanti
(rhamnolipidy, kyselé a laktonické sophorolipidy) V ultracisté vodé Vv koncentracich
0—-100 mg/l s krokem po 10 mg/l. Po stanoveni kritické micelarni koncentrace byly
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pfipraveny roztoky Vv koncentracich okolo CMC a byl sledovan vliv koncentrace na hodnotu
povrchového napéti. Pfed samotnym méfenim roztokli biosurfaktanti bylo provedeno
kontrolni méteni povrchového napéti rozpoustédla — ultracisté vody. Nastaveni a ovladani
pfistroje bylo provedeno pomoci piislusného softwaru (KSV Research Lab). Méfeni jednoho
vzorku trvalo pfiblizné 10 minut, mezi jednotlivymi roztoky byl platinovy krouzek oplachnut
Vv destilované vodé a ozehnut nad kahanem z diivodu udrZeni Cistoty jednotlivych roztokl
v koncentra¢ni fad¢.

Obrazek 7 - Tenziometr Sigma 701

4.4 Stanoveni Kinetiky sorpce biosurfaktantu na rozhrani pomoci bublinového
tenziometru

Nasledujici meéfeni jiz nebylo zaméfeno CcCist€¢ na stanoveni micelarni koncentrace ¢i
rovnovazné hodnoty povrchového napéti, ale predevSim na rychlost sorpce jednotlivych
molekul biosurfaktantu na nové vznikajici povrch. Tato rychlost byla stanovena pomoci
bublinového tenziometru BPA — 800P — KSV Instruments. Pro stanoveni Kinetiky reakce byly
vyuzity stejné roztoky jako pfi krouzkové tenziometrii. Byla provedena opét dvé méfeni,
jedno v rozmezi koncentraci 0 - 100 mg/l a poté v blizkém okoli CMC (stanovené pomoci Du
Noiiy krouzkové tenziometrie).

4.5 Analyza tvaru kapky

Pro stanoveni smacecich schopnosti jednotlivych roztokli byla vyuzita metoda zalozena na
méfeni kontaktnich uhli. Méfeni probihalo na pfistroji OCA — 20 od firmy Dataphysics
(Obrazek 8). K vyhodnoceni vysledkt byl poté pouzit pfidruzeny program (SCA 20).
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Pro tuto metodu byly nejdiive vyuzity roztoky biosurfaktantu v ultraisté vodé
v koncentracich 0; 100; 1000 mg/l. Tyto koncentrace byly proméfeny v riznych ¢asech po
nakapnuti na substrat, aby mohla byt proméfena Casova zavislost tvaru kapky.

Po tomto méfeni bylo provedeno méfeni druhé, ve kterém byly obdobné¢ méteny roztoky
v okoli kritické micelarni koncentrace. V tomto méfeni byl také pozorovan vliv hydrofobnosti
povrchu, na kterém byly jednotlivé kapky proméfovany. Pro tato méteni byl vyuzit parafilm,
teflonova paska a polyesterovy papir potisknuty milimetrovou mtizkou.

Obrazek 8 — Analyzator tvaru kapky OCA 20

4.6 Vizualni metody

wewvr

n¢kolika jednodussich metod, slouZicich pro orientaéni potvrzeni piitomnosti, pifipadné
semi-kvantitativni stanoveni obsahu biosurfaktantu. Tyto metody jsou zalozené piedevsim na
vizualnim hodnoceni smaceni vhodného substratu analyzovanym roztokem. V prvni fade se
jednalo o Drop collapse metodu a nasledné¢ o jeji rizn€ modifikované formy pro co
nejjednodussi stanoveni obsahu biosurfaktantu v roztoku a v idealnim pfipadé i nasledné
stanoveni jeho piiblizné koncentrace. Z diivodu lepsi vizualizace byly pro tyto metody
ptipraveny roztoky hydrofilnich barviv (Methylenova modi a Rhodamin G6) v koncentraci
1 g/I. Do roztokli biosurfaktantd byla poté pomoci kapatka ptidana vzdy 1 kapka tohoto
barviva. Pfi pokusech byl poté pozorovan také vliv barviva na solubilizacni vlastnosti
roztoku.

4.6.1 Vybér vhodného substratu pro vizuilni metody

Zakladnim cilem optimalizace téchto metod bylo najit vhodny povrch, ktery by mél
dostatecné hydrofobni vlastnosti k moznosti vizualniho stanoveni rozdili jednotlivych kapek
u rizné koncentrovanych roztokti. Dal§im kritériem pro vybér tohoto povrchu byla jeho
snadna aplikace a opakovatelnost pfipravy vrstvy s vhodnou tloustkou a homogenitou. Na
zéklad¢ literarni inspirace byly za timto ucelem navrzeny nasledujici substraty: olejovy
povrch, tenka vrstva z parafinu (parafilm), teflonu (paska a krouzek) a dale piipadné nékteré
hydrofobni plasty, naptiklad polystyren a polyester.
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4.6.1.1 Olgj

Jako prvni testovany hydrofobni povrch byl vzat v tivahu olej. Pro experimenty bylo pouzito
nekolik typu olejii, které byly postupné nandSeny do mikrotitracnich desticek, na kryci
a podlozni sklicka a nésledné také do petriho misek v malych vrstvach. Veskeré podklady
byly pted aplikaci tenké olejové vrstvy nékolikrat omyty vodou a ethanolem a poté fadné
osuseny.

4.6.1.2 Parafilm

Pro vytvoreni souvislé tenké vrstvy (z diivodu dalSich planovanych experimenti pokud
mozno prithledné) bylo pouzito nékolik postupii. VSechny vsSak byly zalozeny na dobré
tavitelnosti parafilmu jiz pfi relativné nizkych teplotach (60°C). Po roztaveni parafilmu byla
snaha o pfilnuti co nejtenci vrstvy k podkladu.

Nejdiive byl proveden experiment s odmasténym podloznim sklickem, na které bylo
pfeneseno malé mnozstvi parafilmu nejdiive ve formé kulicky a néasledn¢ ve formé tenké
vrstvy (cilem bylo pfedevsim piilnuti k podkladu). Poté bylo sklicko polozeno na vati¢. Po
zahtati sklicka a rozteCeni parafilmu bylo sklicko sunddno z vafi€e a pouZzito pro dalsi
experimenty. Obdobné byly provedeny pokusy také s krycim sklickem z divodu mensi
tloustky podkladu a tudiz jednodussiho vyuziti pii vizualnich metodach.

4.6.1.3 Teflon

Z divodu silné hydrofobnich vlastnosti byl vyuZzit k experimentiim také teflon, a to hned
v nékolika formach. Nejdiive byly pouZity vzorky objemového teflonu (hladké soustruZené
objemové krouzky). Ty byly pied experimenty omyty destilovanou vodou, vyciStény
ethanolem a nasledné¢ opét omyty destilovanou vodou. Experiment byl proveden také
s teflonovou paskou. Ta byla natazena na Cisté podlozni sklicko a vyhlazena tlakem
(ptitisknutim druhého podlozniho sklic¢ka).

Jako dals$i forma teflonu byl vyuZit tzv. suchy teflon ve spreji. Tato varianta byla vyuZita
pfedev§im z diivodu neprithlednosti predchozich dvou forem teflonu. Opét byla vyuZita
odmasténa podlozni a kryci sklicka, na ktera byl z riiznych vzdalenosti a v nékolika vrstvach
nastiikem nanaSen suchy teflon. Tato forma teflonu byla vyuzita také pro pokryti
polystyrenovych mikrotitracnich desticek hydrofobnéjsi tenkou vrstvou. Nejprve byly
provadény pokusy s mikrotitracnimi destickami a nésledné pouze s jejich vicky z divodu
mensi hloubky a s tim spojenou vétsi homogenitou nésttiku suchého teflonu.

4.6.1.4 Polyesterovy arch NeverTear

Tento material byl pro experimenty vyuzit piedevsim diky moznosti okamzitého pouziti bez
piedeslé upravy povrchu, ale také moznosti vytvofit na ném potisk. Experimenty byly
provadény tedy jak na Cistém archu, tak na vytisknuté milimetrové miizce. Jako dalsi byl
vyuzit potisk soustavou soustfednych kruhti 0 pfesné¢ daném poloméru. Nejmensi kruh mél
pramér 1 mm.
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4.6.2 Metoda rozlévani kapky

Jak je popséno v kapitole Soucasny stav feSené¢ problematiky jednd se pravdépodobné
0 nejjednodussi metodu pro potvrzeni obsahu, pfipadné orientacniho stanoveni koncentrace
biosurfaktantu. Tato metoda byla realizovana postupné s vyuzitim povrchti popsanych vyse.

Na jednotlivé povrchy byla pomoci mikropipety vytvoiena kapka o objemu 30; 40 a 50 pl.
Pii dalSich pokusech byly pouzivany jiz pouze kapky o objemu 30 pul, ktery se z hlediska
vizualniho pozorovani rozdil ve tvaru kapky jevil jako optimalni. Tyto kapky poté byly
vizualn¢ hodnoceny ihned po vytvofeni a nasledn¢ také po 5 minutach od vytvofeni.
Jednotlivé roztoky o riiznych koncentracich byly pro lepsi vizualni hodnoceni kapany vedle
sebe a zéaroven byly nabarveny nejdiive Methylenovou Modii a ve druhé sadé
Rhodaminem 6G. Pti pouziti barviva byl sledovan také jeho vliv na solubiliza¢ni vlastnosti
roztoku v porovnani s ¢istym roztokem o stejné koncentraci.

4.6.3 Mikrodesti¢kovy test

Nejdiive byl proveden mikrodestickovy test s tenkou vrstvou oleje na dné desticky. Pro lepsi
vizualizaci byl vSak pii dalSich pokusech pouzivén spiSe suchy teflon. Roztoky o rtiznych
koncentracich biosurfaktantu byly opét mikropipetou nanaseny do jednotlivych jamek
desti¢ek. Byly vytvaieny malé kapky o objemu 30 pl, které byly pozorovany ihned po
vytvoreni a poté znovu po uplynuti 5 minut.

4.6.4 Metody zaloZené na pozorovani optickych vlastnosti kapky

Cilem téchto metod bylo zjednodusit mikrodestickovy test tak, aby bylo potfeba co nejmensi
mnoZzstvi vzorku a zaroveil bylo dobfe rozeznatelné v jaké koncentraci se biosurfaktant
Vv roztoku nachéazi. Bylo provedeno né€kolik experimentl zaloZenych na rozdilnych optickych
vlastnostech rtuzn¢ koncentrovanych roztokd.

Nejdtive byly provedeny pokusy nanesenim kapek rizné koncentrovanych roztokt na vyse
popsané povrchy, pod které byla vloZzena milimetrova miizka. Byl pozorovan tvar kapky jako
takové, jeji smacivost jednotlivych povrchi, ale zaroven také jeho optické vlastnosti — coz se
projevilo zakfivenim Car milimetrové miizky a zaroven poctem obsaZenych ctverctl.

Dalsi modifikaci mikrodestickového testu byl polyesterovy arch NeverTear potisknuty
soustfednymi kruhy 0 pfesné daném poloméru — nejmensi kruh mél primér 1 mm. Na takto
potisknuty arch byl vzdy do stiedu soustfednych kruhti nanaSen mikropipetou roztok
biosurfaktantu v riznych koncentracich. Nasledné¢ byla pozorovana smaciva schopnost
roztoku v zavislosti na poctu ,,pfekonanych® kruha.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Zakladem experimentalni ¢asti bylo ovétfeni vyuzitelnosti standardnich metod pro strukturni
a fyzikalné¢ — chemickou analyzu pii charakterizaci biosurfaktanti. Cilem této casti bylo
zhodnotit, jaké konkrétni informace tyto techniky pfi analyze biosurfaktantii poskytuji, a dale
také zmapovat agregacni chovani vybranych standardnich biosurfaktanti. Pro potieby
zakladni strukturni charakterizace byla aplikovana metoda infracervené spektroskopie,
agregacni chovani bylo analyzovano tenziometricky s vyuzitim metody Du Noiiy a metody
maximalniho tlaku v bublin€. Po vyhodnoceni vyuzitelnosti téchto metod byly v hlavni ¢asti
experimentalni ndplné prace navrzeny a optimalizovany alternativni techniky posouzeni
povrchové aktivity biosurfaktantt, pifi¢emz snaha byla pfedev§im o jejich maximalni
jednoduchost, pokud mozno se zachovanim schopnosti nejen potvrdit pFitomnost
biosurfaktantu ve vzorku, ale zaroven téZ orientacné stanovit (resp. rozliit rtznou)
koncentraci. Motivaci této prace bylo vytvofeni metod pfistrojové, Casové a predev§im na
mnozstvi vzorku nendro¢nych, které by mohly doplnit pfipadné ¢aste¢né nahradit standardni
metody pro charakterizaci biosurfaktanti. Pravé mnozstvi spotfebovaného vzorku miize byt
u biologicky produkovanych latek klicové.

5.1 Metody strukturni analyzy

5.1.1 FT-IR spektrometrie

Pomoci infraCervené spektrometrie byla stanovena chemickd struktura zkoumanych latek.
Jelikoz se jedna o stejnou skupinu latek — biosurfaktantt, bylo mozné piedpokladat, ze
struktura téchto latek bude v zékladu velice podobna. Aby bylo mozné latku zatfadit do
skupiny biosurfaktantil, je nutné, aby byla schopnd sniZovat povrchové napéti. Toho jsou
schopné molekuly, které maji amfifilni vlastnosti — tudiz maji hydrofilni a hydrofobni ¢ast.

Hydrofobni ¢ast je u vétSiny takovychto latek dlouhy uhlikaty fetézec. Ve vSech
zkoumanych latkach se tento dlouhy uhlovodikovy fetézec nachazi, jak je mozné vidét v grafu
IC spekter. Jedna se o piky okolo 2700 cm™.

Hydrofilni ¢asti je u zkoumanych latek cukernatd slozka. V cyklické struktuie cukru jsou
poté vyrazné hydroxylové funkéni skupiny, viditelné okolo 1000 cm™.

Vsechny zkoumané latky v sobé maji do jisté miry vazanou vodu ¢i vzdusnou vlhkost, jejiz
piitomnost se projevuje tahlym pikem zaginajicim na 3000 cm™. V tomto piku se viak
projevuji také jiz zminéné hydroxylové skupiny z cukerné ¢asti zkoumanych biosurfaktanta.

V okoli 1700 cm™ je zietelny pik karbonylové skupiny. Ten je primarné vidét
u sophorolipidi. Laktonicky sophorolipid ma tento pik posunuty k vyssim vinovym délkam se
strm¢&jS$im stoupdnim, jedna se o esterickou skupinu. Naopak kysely sophorolipid ma tento pik
rozsahlejsi a zacina jiz pii nizSich vlnovych délkéch, jedna se o karboxylovou skupinu. Mezi
témito dvéma strukturami vSak muize dochézet k ¢astecnému piechodu z jedné¢ formy na
druhou (Obrazek 9).
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Obrazek 9 — FT-IR spektra biosurfaktantii

5.1.2 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza byla provedena pfedev§im ke stanoveni navazané vlhkosti ve
strukturach jednotlivych latek a tudiz doplnéni infracervené spektrometrie — rozliSeni vlhkosti
od hydroxylovych skupin v cukerné slozce zkoumanych biosurfaktantli. Ztrata vihkosti se
projevuje pti teplotach nad 100 °C. Vysledky jsou uvedeny pro dusikovou inertni atmosféru,
vysledky méteni ve vzduchu jsou uvedeny v ptilohéach prace.
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Obrazek 10 - TGA rhamnolipidu v dusiku

Rhamnolipid obsahoval relativné velké mnozstvi vazané vlhkosti. Znacna ¢ast molekuly je
siln¢ termostabilni. Celkovy zbytek pifi maximalni teploté cinil pfiblizné¢ 25% plvodni
hmotnosti.
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Obrazek 11 - TGA kyselého sophorolipidu v dusiku

Vzorek kyselého sophorolipidu byl ve formé¢ silné€ viskézni tekutiny. V této struktuie byla
ve znaéné mife zadrzovana vlhkost. Pii vysokych teplotach dochazelo k vétsSimu rozlozeni
molekuly neZ u rhamnolipidu. Celkovy zbytek pfi maximalni teploté ¢inil pfiblizn€é 15%
puvodni hmotnosti.
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Obrazek 12 - TGA laktonického sophorolipidu v dusiku

Laktonicky sophorolipid mé oproti své kysel¢ formé siln€ji vdzanou wvnitini strukturu
molekuly. K vyrazné ztrat¢ hmotnosti dochazi az od teplot nad 300°C. Naopak je vSak méné
termostabilni pfi vysokych teplotich a dochazi k jeho téméf naprosté degradaci. Celkovy
zbytek pfi maximalni teploté ¢inil piiblizn€ 10% pivodni hmotnosti.
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5.2 Krouzkovy tenziometr

Pomoci krouzkové tenziometrie byla stanovena kriticka miceldrni koncentrace zkoumanych
latek. Z jednotlivych grafi vyplyva, ze se jedna o latky silné ovliviiujici povrchové napéti jiz
v malych koncentracich.
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Obrdazek 13 - Orientacni stanoveni CMC kyselého sophorolipidu

Z obrazku 13 vyplyva, ze kritickd micelarni koncentrace vzorku kyselého sophorolipidu se
pohybuje v okoli 10 mg/1, pii hodnoté povrchového napéti cca 40 mN/m.
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Obrazek 14 - Orientacni stanoveni CMC laktonického sophorolipidu

Zobrazku 14 vyplyva, Zze kritickd miceldrni koncentrace vzorku laktonického
sophorolipidu je v okoli 10 mg/l, pfi hodnoté povrchového napéti 50 mN/m. Vysledky
potvrzuji, ze povrchova aktivita obou strukturnich forem sophorolipidi se zisadnim
zpusobem nelisi.
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Obrazek 15 - Stanoveni CMC rhamnolipidu

Z obrazku 15 vyplyva, ze prvni kritickd micelarni koncentrace vzorku rhamnolipidu se
pohybuje opét v okoli 10 mg/l, kdy se povrchové napéti roztoku ustali hodnoté kolem
40 mN/m. Po této hodnoté vSak dochdzi jesté k jednomu vyraznéjSimu poklesu povrchového
napéti, a to v rozmezi koncentraci cca 15 — 30 mg/l, naeZz dojde K ustaleni hodnoty
povrchového napéti kolem 35 mN/m. Byla provedena 2 méfeni tohoto vzorku, prvni
orientac¢ni pro koncentrace 0 — 100 mg/l s krokem 10 mg/1 a druhé v okoli nalezené CMC.

Tenziometricka méfeni poslouzila k charakterizaci biosurfaktantd z hlediska stanoveni
jejich kritické micelarni koncentrace a zaroven také jejich povrchové aktivity. Jako
nejefektivnéjsi se jevi vzorek rhamnolipidu, ktery byl schopen ve vyssich koncentracich snizit
povrchové napéti vody az pod 30 mN/m. Nejméné efektivni se jevil vzorek laktonického
sophorolipidu, ktery sniZoval povrchové napéti vody na hodnotu 45 mN/m. Kritickd micelarni
koncentrace jednotlivych vzorku se jevila fadové stejna, v rozmezi koncentraci 10 — 20 mg/l.
Z tohoto hlediska se jednalo o velmi dobré biosurfaktanty, jelikoZ nékteré vzorky maji
kritickou micelarni koncentraci az v fadech stovek mg/l. Zkoumany rhamnolipid jevil
obdobné vlastnosti jako jiz vySe zminény rhamnolipid zkoumany tymem Renfro a spol [18]
jehoz kritickd micelarni koncentrace byla 35 mg/l a byl schopny snizovat povrchové napéti na
hodnotu 32 mN/m. Z divodu vysoké povrchové aktivity a zaroven nejlepsi dostupnosti byl
Rhamnolipid vybran jako modelovy biosurfaktant pro nasledujici experimentalni praci.

Pro pfesné stanoveni kritické micelarni koncentrace a povrchového napéti je tenziometrie
nejvhodnéjsi metodou. Problémem této metody je ovSem potieba specializovaného pfistroje,
spotieba relativné velkého mnoZstvi vzorku a pomérné dlouhd doba méfeni jednotlivych
vzorkd.
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5.3 Bublinovy tenziometr

Pomoci bublinového tenziometru byla stanovena kinetika sorpce rhamnolipidi (jednotlivych
molekul poptipad¢ jejich agregati ptitomnych v roztoku) na nové vznikajici povrch bubliny.
Sorpce biosurfaktantli, ptipadné jejich agregatli se projevuje snizenim povrchového napéti
roztoku. Pfi orientatnim méfeni Vv Sirokém rozmezi koncentraci byl pozorovan zajimavy
trend, kdy pro vysoké koncentrace (nad 50 mg/l) doslo pii delSich dobach zivota kapky
(cca 7 sekund) k nahlé zméné trendu Casové zavislosti povrchového napéti. Tyto vysledky
naznacuji, ze v téchto roztocich (o koncentracich nad CMC) jsou piitomné agregaty rtizné
velikosti, pficemz pii sorpci vétSich agregatu, které pomaleji difunduji k povrchu kapky,
dochazi k vyraznéjSimu poklesu povrchového napéti oproti sorpci izolovanych molekul
resp. mensich agregati biosurfaktantu. Tyto agregaty se mohou na povrchu kapky otevirat ze

své napt. kulové formy, a vznika tak linearni fada molekul, kterd naseda na povrch bubliny
(Obrdazek 16).
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Obrazek 16 - Zavislost povrchového napéti na dobé zivota bubliny
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Obrazek 17 - Zavislost povrchového napéti na dobé Zivota kapky v okoli CMC

Tato metoda se ukézala jako nevhodna pro stanoveni CMC, jelikoz neni schopna rozlisit
jednotlivé koncentrace nachazejici se v okoli CMC. To mtize byt zpisobeno pfiblizné stejnou
kinetikou reakce (tzn. jednotlivé molekuly se na nové vznikajici povrch sorbuji stejné rychle
jako malé agregaty nad CMC). (Obrazek 17).
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5.4 Analyza tvaru kapky

Metoda zaloZena na meéfeni smaceciho thlu kapek jednotlivych rtizné koncentrovanych
roztokd byla vyuzita pfedev§im pro stanoveni vlastnosti vhodnych povrchii pro vizualni
metody. Pro prvotni méfeni byly vyuzity povrchy parafilmu, teflonové pasky
a polyesterového archu NeverTear, pro detailnéjsi méteni v okoli CMC jiz pouze teflonova
paska a polyesterovy arch. Tato méfeni byla provadéna pouze pro vzorek rhamnolipidu.
Rhamnolipid byl zvolen jako modelovy biosurfaktant z divodu jeho lepsi dostupnosti,
a zaroven vSak zastupoval skupinu latek vykazujici obdobné fyzikalné — chemické vlastnosti
(coz bylo ovéfeno standardnimi charakterizaénimi metodami).

5.4.1 Orienta¢ni méreni
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Obrazek 18 - Zavislost smdceciho uhlu na case - parafilm

Z obrazku 18 vyplyva zavislost smaceciho tthlu na dobé Zivota kapky na povrchu tvofeném
parafilmem. Zavislosti pro jednotlivé testované koncentrace se daji povaZovat za témér
linearni a s rostouci koncentraci s Casem vyraznéji klesd sméceci thel. To bylo zplsobeno
pravé piidavkem biosurfaktantu, ktery snizoval povrchové napéti roztoku a zvySoval tak
smacivost hydrofobniho povrchu.
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Obrdzek 19 - Tvar kapky v case - parafilm

Obrazek 19 ukazuje tvary jednotlivych kapek vyse popsaného méfeni. Zatimco kapka Cisté
vody zlistavala v témét kulatém tvaru, kapky s ptidavkem biosurfaktantu vyrazné¢ meénily sviij
tvar s rostoucim casem.



Parafilm je vhodny pro tato méfeni z hlediska svych hydrofobnich vlastnosti. Je dostate¢né
hydrofobni, aby byl métitelny i smaceci uhel kapky o koncentraci biosurfaktantu 1000 mg/1.
Nejveétsim problém je vSak tvorba rovného povrchu. U tohoto konkrétniho meétfeni nebyla
potieba velkého povrchu, z divodu méfeni pouze tifi koncentraci. Pro ovéfeni vétSiho
mnozstvi koncentraci vSak schopnost vytvofeni dostatecné velkého homogenniho povrchu
muze pfedstavovat zasadni limitaci jeho pouziti.
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Obrazek 20 - Zavislost smacectho uhlu na case - teflonova paska

Na obrazku 20 je mozné pozorovat obdobné linearni zavislosti sméaceciho tthlu na ¢ase na
povrchu z teflonové pasky. Jiz z prvotniho méfeni Cisté vody bylo patrné, Ze teflonova paska
je hydrofobnéjsi nez parafilm (smaceci thel je vyssi).
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Obrazek 21 - Tvar kapky v case - teflonova padska

Na obrazku 21 je poté opét mozné pozorovat vizualni vysledky z tohoto méfeni. Je patrné,
ze kapky zachovavaji kulatéjsi tvar nez pfi pouziti parafilmu jako hydrofobniho povrchu.

Teflonova péaska je opét velmi silné hydrofobni, coz je znatelné predevSim u silné
koncentrovanych roztokt. Problémem opét byla tvorba rovného homogenniho povrchu.
Dokonalé nataZeni teflonové pasky na podlozni sklicko bylo velmi slozité a nebylo mozné
zarucit opakovatelnost tvorby tohoto povrchu.
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Obrazek 22 - Zavislost smacectho uhlu na case - NeverTear

Na obrazku 22 je mozné pozorovat obdobné linearni zavislosti smaceciho thlu na case na
polyesterovém archu NeverTear. Tento povrch je znatelné méné hydrofobni, coz Ize opét
pozorovat jiz na pocateénim smacecim uhlu Cisté vody. Pro koncentrovany roztok
biosurfaktantu jiz nebylo ani mozné promeéfit sméceci thly po dvanicté minuté méfeni,
jelikoz se kapka naprosto roztekla.
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Obrdazek 23 - Tvar kapky v case — NeverTear

Na obrazku 23 je opét mozné pozorovat vizualni vysledky z tohoto méfeni. Je patrné, Ze
kapky nemaji tak kulaty tvar jako na pfedchozich druzich povrchi, je to zplisobeno méné
hydrofobnimi vlastnostmi polyesterového archu.

Polyesterovy arch je hydrofobni, ov§em ne dostate¢né pro udrzeni kulatého tvaru kapky
u koncentrovangjSich roztokti. Naopak vyhodou tohoto povrchu je jeho velka homogenita, bez
nutnosti jakékoliv upravy povrchu pied jeho pouzitim. Pro nizs§i koncentrace se tudiz jevil
jako optimalni volba.

Obecné¢ je automatizovana analyza tvaru kapky vyhodna z diivodu relativné nizké spotieby
vzorku. U opakovanych méfeni je ovSem problém s moZznym ulpénim biosurfaktantli na
sténach stiikacky, pfipadné nanaSeci jehly. U vysSSich koncentraci byl také problém
s odtrzenim kapky z hrotu jehly a jejim pfilnutim na hydrofobni povrch. Tento problém byl
vyrazngj§i u hydrofobnéjsich povrcht (teflonova paska). U roztok S vyssi koncentraci
biosurfaktantu zaroven také dochazelo ke vzniku vzduchovych bublin na povrchu kapky.
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5.4.2 Méreniv okoli CMC

Tato méteni byla provedena jiz pouze na teflonové pasce a na polyesterovém archu z divodu
jejich lepsi vyuzitelnosti pfi vizualnich metodach.
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Obrazek 24 - Zavislost smacectho whlu na case v okoli CMC - teflonova paska

Na obrazku 24 Ize pozorovat zavislost velikosti smaceciho uhlu na Case pti koncentracich
v okoli CMC rhamnolipidu na teflonové pasce. Vyrazny rozdil byl pozorovan mezi 4 mg/l
a 6 mg/l, kapka roztoku o koncentraci 6 mg/l vSak méla vétsi i pocatecni smaceci uhel
a jednalo se tudiz pravdépodobné o chybu méteni. Dalsi skok byl mezi koncentracemi 14 mg/I
a 20 mg/l, ktery pravdépodobné znaci kritickou micelarni koncentraci roztoku.
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Obrazek 25 - Zavislost smaceciho vhlu na case v okoli CMC - NeverTear

Na obrazku 25 1ze pozorovat zavislost velikosti smaceciho uhlu na ¢ase pti koncentracich
v okoli CMC rhamnolipidu na polyesterovém archu. Pfi téchto métenich byl problém
S pocatecnimi kapkami (ihned po naneseni), které vykazovali znacné€ jiné smaceci thly, nez
V nasledujicich casech. To muze byt zpisobeno napiiklad vétSi porozitou papiru oproti
ostatnim substratim. Dochézi tak k rychlejsimu poklesu smaceciho tthlu pfi zaplnéni téchto
pért, na coz je tieba brat zretel pti pripadném pouziti tohoto povrchu pii vizualnich
metodach.
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5.5 Metoda rozlévani kapky

Jedna se o prvni z pouzitych vizualnich metod. Principem je orientacni stanoveni koncentrace
biosurfaktantu podle vizualniho zhodnoceni smaceciho uhlu na siln¢ hydrofobnim povrchu.
Metoda souvisi tedy s metodou ptedchozi, ovSem je zalozena na vizualnim pozorovani tvaru
kapky bez specializované infrastruktury pro kvantitativni méfeni smacecich thlia. Z divodu
komplementarity k ptedchozi metodé byly také v tomto experimentu vyuzity stejné materialy
substratu a jako modelovy biosurfaktant byl opét pouzit standardni rhamnolipid.
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Obrazek 26 - Tvar riizné koncentrovanych nabarvenych kapek na parafilmu

Na obrazku 26 jsou zobrazeny kapky na parafilmovém povrchu. Jak jiz bylo zminéno vyse
tento povrch je relativné hydrofobni, ale problém s jeho pouzitim je v jeho nehomogenni
vrstvé. Roztoky byly také obarveny hydrofilnimi barvivy. Ty nemély Zadny zjevny vliv na
zménu povrchového napéti ¢i solubilizacnich vlastnosti roztoku (hodnoceno na zdkladé
porovnani tvaru kapky nebarveného a barveného roztoku). Byl ovSem pozorovan vliv
koncentrace surfaktantu na zabarveni roztoku. U vysSich koncentraci dosSlo ke svétlejSimu
zbarveni roztoku methylenovou modii a naopak k vyrazngjsimu zbarveni Rhodaminem. Zde
se ziejme projevuji rozdily v agregaci barviv zpiisobené piitomnosti agregatti biosurfaktantu.
Tohoto jevu lze teoreticky také vyuzit k fadovému stanoveni koncentrace biosurfaktantu
v roztoku. VIliv biosurfaktantu byl pozorovan jiz u koncentrace 10 mg/l, tudiz v okoli CMC
rhamnolipidu.
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Obrazek 27 - Tvar ruzné koncentrovanych nabarvenych kapek na teflonovem krouZku

Na obrazku 27 je vidét stejnou metodu stanoveni koncentrace biosurfaktantu, ovSem
S pouzitim povrchu z teflonového krouzku. Jedna se o pevny povrch, tudiz odpadé problém
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s jeho pfipravou. Problémem ovSem je jeho porovitost, ktera ovliviiuje tvar nanesenych
kapek. Jedna se piiblizné o stejn¢ hydrofobni povrch jako je parafilm. Pfi experimentu opét
nebyl pozorovan zadny vliv pifidavku barviva na chovani kapky. Vliv biosurfaktantu byl
vyrazn¢ pozorovatelny az od koncentrace 100 mg/I.
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Obrazek 28 - Tvar riizné koncentrovanych nabarvenych kapek na teflonové pdsce

Pouziti teflonové pasky pro drop collapse metodu je zobrazeno na obrazku 28. Tento
povrch vynika vybornymi hydrofobnimi vlastnosti. Jak jiz bylo popsdno u drop shape
analyzy, problémem byla tvorba rovného povrchu a moznost jeho opakovatelnosti. Teoreticky
lze teflonovou pasku otfit (ani roztoky s barvivem na ni nezanechaly vyrazné stopy), ale
¢asem dochazelo K podfeni a rozruseni povrchu, ktery poté mél negativni vliv na tvar kapky.
Z divodu silné hydrofobnich vlastnosti byl pozorovatelny pfidavek biosurfaktantu az ve
vysS$ich koncentracich.
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Obrazek 29 - Tvar riizné koncentrovanych nabarvenych kapek na suchém teflonu

Poslednim povrchem pouzitym pro drop collapse metodu byl tzv. suchy teflon. Jedna se
0 formu teflonu ve spreji, ktery po odpatreni rozpoustédla zanechava silné hydrofobni vrstvu.
Hydrofobni vlastnosti mé srovnatelné s teflonovou paskou. Slozité je ovSem jeho nanaSeni na
podlozni skli¢ko. Vliv na podobu vysledné vrstvy ma mnoho faktorti — napiiklad vzdalenost
nastiiku, pocet vrstev (jeden nastiik vétSinou nestacil K vytvoreni souvislé vrstvy), ale také
thel, pod kterym byl néstfik provadén. Vliv ptidavku biosurfaktantu byl opét pozorovéan az ve
vysSich koncentracich.

Kazdy z pouzitych povrchii je dostate¢né hydrofobni a je mozné ho vyuzit na orienta¢ni
stanoveni obsahu biosurfaktantu. V kombinaci s dalSimi metodami je vsSak dulezita
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homogenita tohoto povrchu, jeho dobra reprodukovatelnost a vyhodou je také jeho
prithlednost. Jako nejvyhodnégjsi se tudiz jevi suchy teflon, ktery tvoii relativné souvislou
vrstvu, je pruhledny a silné hydrofobni. Alternativou je poté teflonova paska, kterd ma také
dostate¢n¢ homogenni povrch a je obdobné hydrofobni. Problémem je vSak jeji
neprihlednost. U parafilmu je nejvyraznéjSim problémem tvorba homogenni vrstvy, a jeji
reprodukovatelnost, u teflonového krouzku poté jeho porozita.

5.6 Mikrodestickovy test

Mikrodestickovy test je dalsi z jednoduchych vizualnich metod urcenych ke stanoveni obsahu
biosurfaktantu ve vzorku. Standardné je jako hydrofobni povrch vyuzivana vrstva oleje, pfi
experimentech byla ovSem vyuzita vrstva suchého teflonu z divodu netspésnych
predbéznych experimenti s tenkou olejovou vrstvou. Dochazelo pii nich k velmi rychlému
rozlévani kapky na olejové vrstvé. U vétSich vrstev také k ponofeni kapky do této vrstvy
a zdeformovani jejiho tvaru.

Obrazek 30 - Polystyrenova mikrotitracni desticka se suchym teflonem

Na obrazku 30 je zobrazen vysledek mikrodestickového testu. V piipadé¢ Cisté vody byla
pozorovana standardni kulatd kapka, ktera zachovala sviij tvar i po péti minutdch. Naopak
u roztoku s ptidavkem biosurfaktantu doslo ihned po naneseni k rozliti kapky. Vrstva suchého
teflonu zastdvala velmi dobfe svou funkci hydrofobniho povrchu. Vyuzité mikrotitracni
desticky vSak byly pomérné hluboké, coz zhorSovalo moznost rovnomérného a ucinného
nasttiku suchého teflonu. Proto bylo pro dal§i méteni vyuzito vicko mikrotitracni desticky.

36



0 mgl > ' ‘
»

<
5

r ¢« € «© @

PN
3
1000 mg/1 @Q
& N

Obrazek 31 - Vicko mikrotitracni desticky se suchym teflonem

Obrazek 31 zobrazuje vyuZiti vicka desticky k provedeni mikrodestickového testu. Vicko
kombinuje vyhody mikrotitracni destic¢ky, jelikoz jsou jednotlivé kapky roztoki oddé€leny
vyvySenym povrchem a zarovenl umoziuje lepsi nastiik suchého teflonu. Po vytvoteni kapek
bylo pozorovano okamzité spadnuti kapek s piidavkem biosurfaktantu oproti kapkam
tvotenych Cistou vodou, které zachovavaly sviij tvar jeste velmi dlouhou dobu po naneseni.

5.7 NavrZené metody zaloZené na pozorovani optickych vlastnosti kapky

Pomoci standardniho mikrodesti¢kového testu je mozné nejen sledovat, ale i jednoduse
kvantifikovat zmény optickych vlastnosti roztoku pomoci doplnéni hydrofobniho substratu
0 podlozku s milimetrovou mfizkou. Jednou z moznosti je sledovani zmén optickych
vlastnosti zpisobenych kapilarnimi jevy. K t€ém dochazi pii naplnéni jamky mikrotitracni
desticky roztokem a jeho interakci se sténami jamky. Zmény jsou zpisobeny hydrofobnim
povrchem, ze kterého je desticka vyrobena (nejCastéji polystyren). Polystyren vSak neni
dostatecné hydrofobni a pozorované zmény nejsou pfili§ vyrazné. Dal§i moZnosti je vytvoreni
prihledné hydrofobni vrstvy na dné desticky a nasledné sledovani zmén optickych vlastnosti
Vv zavislosti na tvaru a velikosti nanesen¢ kapky. Tato metoda byla také vyuzita k testovani
zkoumanych roztokd z diivodu jeji vEtsi variability a moZnosti jejich Giprav. Motivaci pro tyto
experimenty byla pfedevSim snaha o vytvofeni jednoduchych a pfistrojové nenaroc¢nych
metod, jejichz vyhodnoceni by bylo mozné provadét pohledem, a zaroven by bylo mozné jej
vyuzit jako semikvantitativni. U samotného mikrodesti¢kového testu vSak byl pozorovan
problém s Uplnym pokrytim jamek homogennim hydrofobnim povrchem. Tento problém byl
vyfeSen pouzitim vicka mikrotitraéni destiCky, které kombinuje vyhodu jednotlivych jamek
(oddéleni kapek), ale zaroven je mnohem Iépe piistupnéjsi noveé vytvarenému hydrofobnimu
povrchu. Stale se vSak jedna spiSe o kvalitativni metodu.

Pro semikvantitativni stanoveni koncentrace je tfeba vyuzit 1 dalSich vlastnosti
zkoumanych roztok. Vhodnou vlastnosti pro toto stanoveni je vliv biosurfaktantu na optické
vlastnosti kapky. Kapka se chova jako cocCka, ¢ehoz lze vyuzit naptiklad podlozenim
pruhledného hydrofobniho povrchu pfesné definovanou milimetrovou miizkou.
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Obrazek 32 - Suchy teflon na podloznim sklicku s milimetrovou mrizkou

Na obrazku 32 jsou fotografie kapek na podloznim skli¢ku s nastfikem suchého teflonu.
Obrazek ilustruje srovnani dvou testovanych teflonovych spreji (PTFE Dry, MOTIP Dupli,

vvvvvv
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(pozdgjsi datum vyroby) tvofil vrstvu znatelné jednoduseji, byla ovSem vice mezerovita, coz
mélo vliv na tvar kapek. Tento vliv je pozorovatelny napiiklad na kapce
nejkoncentrovangjsiho roztoku, u které doslo k vyrazné vétsimu rozliti nez na prvnim teflonu.

Nastiik povrchu ze suchého teflonu byl provadén z obdobné vzdalenosti a rdmcové ve
stejném mnozstvi. Odchylka mezi jednotlivymi spreji mohla byt zpisobena pravdépodobné
v rozdilnych vlastnostech rozpoustédla, souvisejicich s rozdilnym datem vyroby — u star$iho
spreje mohlo dojit k jeho castecné degradaci.

U tohoto experimentu byl obecné sledovan vliv obsahu biosurfaktantu na velikost a tvar
kapky a s tim souvisejici zménu optickych vlastnosti. Roztok vody napiiklad zvétsoval linky
milimetrové miizky (konvexni tvar povrchu kapky funguje jako ¢ocka) a bylo v ném
pozorovatelné men§i mnozstvi Gtvercti (v disledku mensiho smaceného povrchu). Cim
koncentrovanéjsi byl naneseny roztok, tim méné zvétSoval viditelné linky (méné konvexni
zaktiveni povrchu), ale o to vice obsahoval ¢tverct (vétsi smacend plocha). Tato metoda poté
byla zkouména na dalSich druzich povrcht, predevsim z diivodu lepsi viditelnosti milimetrové
miizKy.
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Obrazek 33 - Vicko mikrotitracni desticky se suchym teflonem a milimetrovou mrizkou

Obrazek 33 ilustruje upravu piedchoziho experimentu, a to pouzitim vicka mikrotitra¢ni
desticky namisto podlozniho skli¢ka. Cilem bylo vytvotfeni obdobné hydrofobniho povrchu,
ktery by byl ovSem vice transparentni. V horni fadé jsou zobrazeny kapky rlzné
koncentrovanych roztokl, na kterych opét byl pozorovan vliv biosurfaktantu na optické
vlastnosti. Ve spodni fad¢ jsou tytéz kapky po péti minutach. V ¢ase dochazelo k rozruseni
povrchové vrstvy teflonu diky solubilizacnim vlastnostem biosurfaktanti — po delSim Case
bylo mozné 1épe vidét milimetrovou mfizku. S vétSim nastfikem suchého teflonu vsak
napiiklad u vzorku cisté vody nebylo mozné pozorovat optické vlastnosti kapky. Doslo totiz
k vytvofeni natolik silné vrstvy, ze se stala nepruhlednou. Roztoky s piidavkem
biosurfaktantu byly schopné tuto vrstvu rozrusit diky svym solubilizacnim vlastnostem.
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Obrdzek 34 - Kryci sklicko se suchym teflonem a milimetrovou miizkou

Na obrazku 34 je opét prezentovana modifikace pfedchoziho experimentu. Tentokrat byla
jako podklad pouzita kryci sklicka, kterd jsou vyrazn¢ tenci nez diive vyuzité podklady. Byl
opét vyuzit nastfik suchého teflonu a nasledn¢ byly pozorovany optické vlastnosti
jednotlivych kapek. Rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi byly rozliSeny predevsim diky
jejich schopnosti zvétSovat linky milimetrové miizky. Obycejnym pohledem se jevil tvar
kapek jako stejny, az u vyssich koncentraci dochazelo k rozlévani kapek.
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5.7.1 VyuZziti polyesterového archu NeverTear

Polyesterovy arch je vhodnym povrchem z divodu svych hydrofobnich vlastnosti, ale
zaroven, jak jiz bylo zminéno vyse, se jedna o rovny a homogenni povrch. Byl proto vyuzit
pro experimenty zaloZené na mikrodesti¢kovém testu a drop collapse metode¢.

Obrazek 35 - Polyesterovy arch NeverTear Cisty

Na obrazku 35 je mozné vidét rizné koncentrované roztoky na Cistém polyesterovém
archu. Samotny arch neni vyrazn¢ hydrofobni a u vysSich koncentraci dochazi k silnému
rozlévani kapek.

5.7.1.1 Polyesterovy arch s milimetrovou miiZkou

0 mg1 1 mg/l 10 mg1 100 mg/1 1000 mg1

Obrazek 36 - Polyesterovy arch NeverTear s milimetrovou mrizkou

Na obrazku 36 je stejny polyesterovy arch, ktery je vSak piimo potisknut milimetrovou
miizkou. Tato miizka vytvaii velmi nizkou mechanickou bariéru, kterd je vSak dostatecné
vyraznd aby branila ptiliSnému rozlévani kapek. Kapka se tak chova, jako by se nachazela na
hydrofobnéjsim povrchu oproti nepotisténému papiru. Experiment byl opét proveden
I S roztoky nabarvenymi amfifilnimi barvivy a byl pozorovan jejich vliv na tvar a optické
vlastnosti kapky. Vliv ptfidavku biosurfaktantu byl pozorovan jiz pii koncentraci 10 mg/I,
U vysokych koncentraci dochazelo k vyraznéjSimu rozlévani kapek nez na jiném druhu
povrchu.
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Tabulka 2 - Pocet ctvercii viditelnych v kapce

0 mg/I 1 mg/l 10 mg/l | 100 mg/! | 1000 mg/!

Rhodamin 16 16 20 42 64
Methylenova modf 12 12 16 30 56

V tabulce jsou uvedeny celkové pocty ¢tverct viditelnych v jednotlivych kapkach, rtizné
koncentrovanych roztokd. U roztokd obarvenych methylenovou modii dochazelo k menSimu
rozlévani kapek, tudiz v téchto kapkach bylo viditelné mensi mnozstvi ¢tvercti milimetrové
miizky. Pravdépodobné dochazelo k interakci roztoku s potiskem papiru, jelikoz u kruhovych
potiskl je trend vlivu barviva zcela opacny.

5.7.1.2  Polyesterovy arch se soustiednymi kruhy

Dalsi alternativou k piedchozi metodé byl vytvofen experiment, zalozeny na stejném principu,
ovSem misto milimetrové miizky byly na polyesterovy arch natisknuty soustfedné kruhy
0 presné¢ definovaném poloméru.

Obrazek 37 - Kapky na soustrednych kruzich

Na obrazku 37 je mozZné pozorovat vysledky experimentu, jehoz cilem bylo stanovit
jednak vliv koncentrace, ale také vliv barviva na schopnost roztoku piekonavat jednotlivé
mechanické bariéry v podobé kruhd. Z bo¢niho pohledu bylo mozné pozorovat vyraznou
zménu optickych vlastnosti pti niz§ich koncentracich, kdy si kapka zachovavala svij kulaty
tvar. Ve vyssich koncentracich dochézelo k roztékani kapky a natisknuté kruhy se jevily jako
nezdeformované.
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Obrazek 38 - Kapky na soustiednych kruzich

Obrazek 38 ukazuje pfedchozi metodu zhorniho pohledu a na hust&ji naskladanych
kruzich. Pfi tomto experimentu byl zjistovan pocet kruhti, které kapka piekona pii svém
rozlévani. Vysledky tohoto experimentu jsou zobrazeny V nasledujici tabulce. Roztoky
s methylenovou modii mély vétsi tendenci se roztékat. U nejkoncentrovanéjsiho roztoku
doslo s pfidavkem methylenové modii K uplnému rozliti kapky.

Tabulka 3 - Pocet kruhui viditelnych v kapce

0 mg/I 10 mg/l | 100 mg/l | 1000 mg/|

Rhodamin 6 9 14 19
Methylenova modf 6 10 16 -

Vyuziti polyesterového papiru se jevi jako levnd, ale stejné kvalitni alternativa ostatnich
hydrofobnich povrchii. Jeho vyhodou je pfedevsim homogenita povrchu, bez nutnosti upravy
pfed samotnym méfenim. Pfi pouziti potisku milimetrovou miizkou jsou lépe pozorovatelné
zmény optickych vlastnosti roztoku, diky vyraznéjSimu zaktiveni jednotlivych car.
U kruhového potisku je naopak vyhodou piesnéjsi ohrani¢eni kapky. Obé dvé varianty jsou
vyuzitelné k orientacnimu semikvantativnimu stanoveni obsahu biosurfaktantu.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo na zaklad¢ predchozi literarni reSerSe vytipovat vhodné metody
vyuzitelné pro charakterizaci biosurfaktantl. K této charakterizaci bylo pfistupovano ze dvou
hledisek. Prvnim byla strukturni analyza, jejimz cilem bylo stanoveni chemické struktury
zkoumanych latek. Druhym poté byla fyzikdlné — chemicka analyza, jejimz cilem bylo
stanoveni solubiliza¢nich vlastnosti roztokli, vliv obsahu biosurfaktantu na zmeénu
povrchového napéti a schopnost vodnych roztoki téchto latek smacet hydrofobni povrchy.

Pro detailni strukturni analyzu je tfeba vyuzit specializovanych pfistroja. Standardni
metodou je blizka infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci. Ta byla vyuzita
také pro charakterizaci zkoumanych vzorki a vysledkem bylo IC spektrum. Z tohoto spektra
vyplyva, Ze zkoumané biosurfaktanty maji obdobnou vnitini strukturu. Jednd se totiz
0 amfifilni molekuly, a tudiz se opakuje tendence tvorby hydrofilni ¢asti v podobé cukru
a hydrofobni ¢asti v podobé¢ dlouhého lipidického uhlovodikového fetézce.

Fyzikalné¢ — chemickou analyzu je mozné provadét i metodami méné piistrojoveé
narocnymi. Pro stanoveni piesné kritické micelarni koncentrace a jejim vlivu na povrchové
napéti byla vyuzita klasickd metoda krouzkové tenziometrie.

Dal$im cilem bylo vytvotfeni metod fyzikaln€¢ — chemické analyzy, které budou v idealnim
pripad¢ davat obdobné presné vysledky, ale zaroven se bude jednat o metody jak casové, tak
na spotiebu vzorku nendro¢né. Pro tato méfeni byla vyuzita metoda zaloZzend na méfeni
smaceciho uhlu, kterd je velmi dobfe reprodukovatelnd a dava relativné pfesné vysledky za
spotfeby malého mnozstvi vzorku, ale je jak Casové, tak pristrojové naro¢na. Tato metoda
tudiz byla pfevedena do jednodussi formy v podobé vizudlnich metod. Tyto metody jsou
zalozeny na mikrodestickovém testu a jeho dalSich alternativach, pfi€emZ je sledovana
interakce mezi vodnym roztokem biosurfaktantu a hydrofobnim povrchem.

Pro disté¢ orientacni stanoveni obsahu biosurfaktantu v roztoku bylo vytvofeno hned
nékolik metod. Jako nejjednodussi se jevi sledovani optickych vlastnosti roztoku na
polyesterovém archu NeverTear, coZ neni spojeno s nutnosti tvofit homogenni hydrofobni
povrch. Pro detailngjsi analyzu je vSak vhodné pfistoupit k této metodé za pouziti teflonové
pasky, ¢i suchého teflonu z ditvodu jejich hydrofobnéjsich vlastnosti a tudiz lepSimu rozliSeni
vlastnosti jednotlivych kapek. Tyto metody jsou vSak spojené s nutnosti tvorby rovnomérného
povrchu, u ¢ehoz je problém s reprodukovatelnosti ptipravy této vrstvy.

Zavérem je mozné fici, ze biosurfaktanty jsou z védeckého hlediska velmi atraktivnimi
latkami a jejich zisk, analyza a vyuziti budou pravdépodobné jesté hojné diskutovany.

43



7 Bibliografie

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

MD, Fakruddin. Biosurfactant: Production and Application. 2012, 03(04). DOI:
10.4172/2157-7463.1000124. ISSN 21577463. Dostupné také Z:
https://www.omicsonline.org/biosurfactant-production-and-application-2157-7463-3-
124.php?aid=7497

NDLOVU, Thando, Marina RAUTENBACH, Johann VOSLOO, Sehaam KHAN a
Wesaal KHAN. Characterisation and antimicrobial activity of biosurfactant extracts
produced by Bacillus amyloliquefaciens and Pseudomonas aeruginosa isolated from a
wastewater treatment plant. AMB Express. 2017, 7(1). DOI: 10.1186/s13568-017-0363-8.
ISSN 2191-0855. Dostupné také zZ: http://amb-
express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-017-0363-8

SANTOS, Danyelle, Raquel RUFINO, Juliana LUNA, Valdemir SANTOS a Leonie
SARUBBO. Biosurfactants: Multifunctional Biomolecules of the 21st Century.
International Journal of Molecular Sciences. 2016, 17(3), 401-. DOI:
10.3390/ijms17030401. ISSN 1422-0067. Dostupné také z: http://www.mdpi.com/1422-
0067/17/3/401

KOSARIC, Naim a Fazilet VARDAR-SUKAN. Biosurfactants: production and
utilization--processes, technologies, and economics. Boca Raton: CRC Press, 2015.
ISBN 978-1-4665-9669-6.

MNIF, Inés, Semia ELLOUZ-CHAABOUNI a Dhouha GHRIBI. Glycolipid
Biosurfactants, Main Classes, Functional Properties and Related Potential Applications
in Environmental Biotechnology. Journal of Polymers and the Environment. 2018, 26(5),
2192-2206. DOI: 10.1007/s10924-017-1076-4. ISSN 1566-2543. Dostupné také z:
http://link.springer.com/10.1007/s10924-017-1076-4

SEKHON RANDHAWA, Kamaljeet a Pattanathu RAHMAN. Rhamnolipid
biosurfactantsa€”’past, present, and future scenario of global market. Frontiers in
Microbiology. 2014, 5. DOI: 10.3389/fmicb.2014.00454. ISSN 1664-302X. Dostupné
také z: http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2014.00454/abstract

DOBLER, Leticia, Leonardo VILELA, Rodrigo ALMEIDA a Bianca NEVES.
Rhamnolipids in perspective: gene regulatory pathways, metabolic engineering,
production and technological forecasting. New Biotechnology. 2016, 33(1), 123-135.
DOIL:  10.1016/j.colsurfa.2016.07.089.  ISSN  09277757. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927775716306112

CASAS, JoséA. a Félix GARCIA-OCHOA. Sophorolipid production by Candida
bombicola: Medium composition and culture methods. Journal of Bioscience and
Bioengineering. 1999, 88(5), 488-494. DOI: 10.1016/S1389-1723(00)87664-1. ISSN
13891723. Dostupné také Z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1389172300876641

RAMKRISHNA, Sen, ed. Biosurfactants. Volume 672. New York: Springer-Verlag New
York, 2010. ISBN 978-1-4419-5978-2.

44



[10] AKBARI, Sweeta, Nour ABDURAHMAN, Rosli YUNUS, Fahim FAYAZ a Oluwaseun
ALARA. Biosurfactants—a new frontier for social and environmental safety: a mini
review. Biotechnology Research and Innovation. 2018, 2(1), 81-90. DOI:
10.1016/j.biori.2018.09.001. ISSN 24520721. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2452072118300182

[11] MCNAUGHT, Alan a Andrew WILKINSON. Compendium of chemical terminology:
IUPAC recommendations. 2nd ed. Malden, MA, USA: Blackwell Science, 1997. ISBN
978-0865426849.

[12] BUTT, Hans-Jiirgen, Kh GRAF a Michael KAPPL. Physics and chemistry of interfaces.
2nd., rev. and enl. ed. Weinheim: Wiley-VCH, 2006. ISBN 978-352-7406-296.

[13] HARTLAND, Stanley, ed. Surface and Interfacial Tension: Measurement, Theory, and
Applications. Volume 119. New York: CRC Press Inc, 2004. ISBN 978-0-8247-5034-3.

[14] FORCH, Renate, Holger SCHONHERR a A. JENKINS. Surface design: applications in
bioscience and nanotechnology. Weinheim: Wiley-VCH, 2009. ISBN 978-3-527-40789-
7.

[15] DU NOUY, P., Hui LI a Xin SONG. AN INTERFACIAL TENSIOMETER FOR
UNIVERSAL USE. The Journal of General Physiology. 1925, 7(5), 625-631. DOI:
10.1016/j.jcis.2012.03.007. ISSN 00219797. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021979712002494

[16] CIURCZAK, Emil a James DRENNEN. Pharmaceutical and medical applications of
near-infrared spectroscopy. New York: Marcel Dekker, 2002. ISBN 08-247-9453-2.

[17]1 KWOK, D.Y. a AW. NEUMANN. Contact angle measurement and contact angle
interpretation. Advances in Colloid and Interface Science. 1999, 81(3), 167-249. DOI:
10.1016/S0001-8686(98)00087-6. ISSN 00018686. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0001868698000876

[18] RENFRO, Tyler, Weijie XIE, Guang YANG a Gang CHEN. Rhamnolipid surface
thermodynamic properties and transport in agricultural soil. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces. 2014, 115, 317-322. DOI: 10.1016/j.colsurfb.2013.12.021. ISSN
09277765. Dostupné také Z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927776513007728

[19] MA, Xiaojing, Hui LI a Xin SONG. Surface and biological activity of sophorolipid
molecules produced by Wickerhamiella domercgiae var. sophorolipid CGMCC 1576.
Journal of Colloid and Interface Science. 2012, 376(1), 165-172. DOI:
10.1016/j.jci1s.2012.03.007. ISSN 00219797. Dostupné také VA
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021979712002494

[20] SIDKEY, N, H MOHAMED a H ELKHOULY. Evaluation of Different Screening
Methods for Biosurfactant Producers Isolated from Contaminated Egyptian Samples
Grown on Industrial Olive Oil Processing Waste. British Microbiology Research
Journal. New York, NY: Springer New York, 2016, 17(4), 1-19. DOI: 10.1007/s11274-
004-5958-y. ISSN 0959-3993. Dostupné také z: http://link.springer.com/10.1007/s11274-
004-5958-y

45



[21] WALTER, Vanessa, Christoph SYLDATK a Rudolf HAUSMANN. Screening Concepts
for the Isolation of Biosurfactant Producing Microorganisms. Biosurfactants. New York,
NY: Springer New York, 2010, , 1-13. Advances in Experimental Medicine and Biology.
DOI: 10.1007/978-1-4419-5979-9 1. ISBN 978-1-4419-5978-2. Dostupné také z:
http://link.springer.com/10.1007/978-1-4419-5979-9 1

[22] CHEN, Chien-Yen, Simon BAKER a Richard DARTON. The application of a high
throughput analysis method for the screening of potential biosurfactants from natural
sources. Journal of Microbiological Methods. 2007, 70(3), 503-510. DOI:
10.1016/j.mimet.2007.06.006. ISSN 01677012. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0167701207002151

[23] SIDKEY, N, H MOHAMED a H ELKHOULY. Evaluation of Different Screening
Methods for Biosurfactant Producers Isolated from Contaminated Egyptian Samples
Grown on Industrial Olive Oil Processing Waste. British Microbiology Research
Journal. 2016, 17(4), 1-19. DOI: 10.9734/BMRJ/2016/28437. ISSN 22310886. Dostupné
také z: http://www.sciencedomain.org/abstract/16702

[24] NAYARISSERI, Anuraj, Poonam SINGH a Sanjeev SINGH. Screening, isolation and
characterization of biosurfactant producing Bacillus subtilis strain  ANSKLABOS.
Bioinformation. 2018, 14(06), 304-314. DOI: 10.4172/2161-0525.1000528. ISSN
09738894. Dostupné také z: http://www.bioinformation.net/014/97320630014304.htm

[25] AHMAD, Zulfgar, Muhammad ARSHAD, Hafiz ASGHAR, Munir SHEIKH a David
CROWLEY. Isolation, Screening and Functional Characterization of Biosurfactant
Producing Bacteria Isolated from Crude Oil Contaminated Site. International Journal of
Agriculture and Biology. 2016, 18(03), 542-548. DOI: 10.17957/1JAB/15.0126. ISSN
15608530. Dostupné také z: http://www.fspublishers.org/published papers/81668 ..pdf

[26] ALMATAWAH, Qadreyah. An Indigenous Biosurfactant Producing Burkholderia
cepacia with High Emulsification Potential towards Crude Oil. 2017, 07(06). DOI:
10.4172/2161-0525.1000528. ISSN 21610525. Dostupné také z:
https://www.omicsonline.org/open-access/an-indigenous-biosurfactant-producing-
burkholderia-cepacia-with-high-emulsification-potential-towards-crude-oil-2161-0525-
1000528-95670.html

[27] ROBERTO, A., F. ROSILEIDE, M. DAYANA, W. HELVIA, P. VANESSA a M.
GALBA. Production and characterization of biosurfactant isolated from Candida glabrata
using renewable substrates. African Journal of Microbiology Research. 2017, 11(6), 237-
244. DOI: 10.5897/AJMR2016.8341. ISSN 1996-0808. Dostupné také z:
http://academicjournals.org/journal/AJMR/article-abstract/D111B5762750

[28] PATOWARY, Kaustuvmani, Rupshikha PATOWARY, Mohan KALITA a Suresh
DEKA. Characterization of Biosurfactant Produced during Degradation of Hydrocarbons
Using Crude Oil As Sole Source of Carbon. Frontiers in Microbiology. 2017, 8. DOI:
10.3389/fmich.2017.00279. ISSN 1664-302X. Dostupné také zZ:
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicbh.2017.00279/full

[29] TIWARY, Meenakshi a Ashok DUBEY. Characterization of Biosurfactant Produced by
a Novel Strain of Pseudomonas aeruginosa , Isolate ADMTL1. Journal of Surfactants and

46



Detergents. 2018, 21(1), 113-125. DOI: 10.1002/jsde.12021. ISSN 10973958. Dostupné
také z: http://doi.wiley.com/10.1002/jsde.12021

[30] YADAV, Ankit, Suman MANNA, K. PANDIYAN, Arjun SINGH, Murugan KUMAR,
Hillol CHAKDAR, Prem KASHYAP a Alok SRIVASTAVA. Isolation and
characterization of biosurfactant producing Bacillus sp. from diesel fuel-contaminated
site. Microbiology. 2016, 85(1), 56-62. DOI: 10.1134/S0026261716010161. ISSN 0026-
2617. Dostupné také z: http://link.springer.com/10.1134/S0026261716010161

47



8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CMC
PTFE
BPA
FTIR
OCA
TGA
CA[]

o [MN/m]
¢ [mg/l]

t [min]

kriticka micelarni koncentrace

polytetrafluorethylen (teflon)

bublinova tenziometrie (bubble pressure analysis)
infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
méfeni kontaktniho Ghlu (optical contact angle)
termogravimetrickd analyza

kontaktni uhel (contact angle)

povrchoveé napéti

koncentrace

¢as
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9 Prilohy
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Obrazek 39 - TGA rhamnolipidu ve vzduchu
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