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ABSTRAKT

KTlucovou napliou diplomovej prace bola optimalizacia laboratornych modelovych systémov
ako inovativného nastroja pre experimentalne Stadium adsorpcie bakterialnych buniek
na pevné povrchy. Priopise zivych biologickych systémov je adsorpcia oznaCovana
ako adhézia. Navrhnut¢ modelové systémy boli overené fyzikalne-chemickymi analyzami.
Roznymi technikami boli stanovené vlastnosti pouzitych baktérii, konkrétne Burkholderia
cepacia a Bacillus megaterium. Pouzité pevné povrchy po sorpcii bakteridlnych bunick
Bacillus megaterium boli podrobené Strukturnej a vizualnej analyze. Aplikacia teoretického
pristupu (napr. pouzitim roznych fyzikalno-chemickych modelov) Kk $tadiu adhézie
mikroorganizmov na konkrétny povrch nam umoziuje predpovedat’ podmienky uspesnej
adhézie. Vysledky prace slizia k lepSeniu pochopeniu vzniku a vyvoja biofilmu.

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on an optimalization of simple laboratory model systems which
serve as an innovative tool for an experimental study on the adsorption of bacterial cells
on solid surfaces. In the description of living biological systems, an adsorption is labelled
as an adhesion. Designed model systems were validated with a physical-chemical analysis.
Various techniques were used to determine bacteria properties, more specifically
Burkholderia cepacia and Bacillus megaterium. The solid surfaces after sorption of bacterial
cells of Bacillus megaterium were subjected to a structural and visual analysis. Applying
the theoretical approach (e.g. using different physical-chemical models) to study the adhesion
of microorganisms to a particular surface allows a prediction of the conditions for a successful
adhesion. The results will give us a better understanding of a formation and development
of a biofilm.
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1 UVOD A CIELE PRACE

Posobenie medzimolekulovych interakcii medzi molekulami a atdémami viazanymi
narozhrani dvoch fazy je oznaCované ako adsorpcia. Pokial dochadza k samovol'nému
zvySovaniu koncentracie latky v oblasti rozhrania povazujeme tento jav za pozitivny.
Pri §tadiu zivych systémov pozorujeme biochemické interakcie, kedy pdsobenim prit'azlivych
sil medzi atdbmami alebo molekulami dochadza k adhézii. Prave pri opise zivych biologickych
systémoch dochadza k tomu, Ze pojem adhézia je alternativou pre adsorpciu.

Uz vroku 1674 boli Antonie van Leuwenhoekom pod mikroskopom pozorované prvé
baktérie, ktoré boli odobrané z povrchu l'udskych zubov. V tej dobe sa to sice nevedelo,
ale neskor sa potvrdilo, ze v skuto¢nosti bol Antonie van Leuwenhoekom charakterizovany
vobec po prvykrat biofilm [1]. Bakterialny biofilm je Zivotna forma existencie bakterialnych
buniek vyskytujucich sa rozhrani pevného povrchu a kvapaliny. V principe by sme mohli
povedat, Ze bakteridlne bunky st pocas tohto procesu spdjané prostrednictvom signalnych
molekul a Specialnych povrchovych Struktar. Rozhodujicim krokom v procese vzniku
biofilmu je jeho prilnutie k povrchom a prvotné prichytenie. Nasledné spajanie bakterialnych
buniek pocas doby zrenia, az k stavu ireverzibilného uputania buniek k povrchom. Kazda
z tychto faz je vysoko regulovany proces riadeny radov faktorov a Specificky pre jednotlivé
bakteridlne druhy.

Aby sme pochopili proces vzniku biofilmov musime mat’ dostatoné mnozstvo
experimentalnych nastrojov k §tadiu prvotnej a nevyhnutnej etapy vzniku, tj. adsorpcii
a adhézii buniek k povrchu, na ktorom ma biofilm vzniknit. Rast biofilmu je riadeny
mnozstvom fyzikalnych, chemickych a biologickych dejov. Variabilita spolocenstva
organizmov vyskytujicich sav podobe biofilmu zaujima svoje nové miesto v Sirokom
rozsahu v priemysle, zdravotnictve aj pri Cisteni odpadovych vod apreto je potrebné
sa nad’alej jeho charakterizaciou zaoberat’ a podrobit’ tomu d’al§i vyskum.

Ciel'om a hlavnou experimentalnou napliou predlozenej diplomovej prace bolo navrhnut,
otestovat’ a optimalizovat’ ¢o najjednoduchsi a univerzalne pouZitelny experimentalny aparat
pre kvantifikdciu adsorpcie bakteridlnych buniek na modelovy povrch a nésledne pouzit
vhodné fyzikalne-chemické metody k charakterizacii bakteridlnych buniek z hl'adiska
pochopenia interakcii, ktoré sa pri procese sorpcie uplatiuju.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Bakterialny biofilm

2.1.1 Charakteristika biofilmu

Biofilm je zlozeny z buniek imobilizovanych na substrate Casto zakotvenych v organickej
polymérnej matrici s mikrobialnym poévodom. Vo svojej publikacii Garrett a spol. uvadzaji
d’alSie charakteristiky biofilmu. Napriklad biofilm mo6ze byt opisany ako mikrobidlna susedna
komunita tvorena bunkami, ktoré sa pripajaji k rozhraniu vlozenému do matrice
polysacharidu, ktory demonstruje zmeneny fenotyp [1]. Verter a spol. opisuju biofilmy
ako sebestatné mnohobunkové komunity, ktoré saspravaju inak ako volne plavajice
planktonické zlozky z okolia [2].

Flemming a Wingender vo svojej praci biofilm definuju ako mikrobialne agregaty, ktoré
sa zvyCajne hromadia na rozhrani pevny povrch — kvapalina a st uzavreté v matrici vysoko
hydratovanych extracelularnych polymérnych latok (extracellular polymeric substances,
tzv. EPS), ktoré tvoria ich okolie [3]. Ide prevazne o polysacharidy, proteiny, nukleové
kyseliny alipidy ale aj iné biopolyméry ako su huminové latky, ¢i dokonca povrchovo
aktivne latky [2],[3]. Mikroorganizmy v biofilmoch predstavuji menej nez 10 % suchej
hmotnosti bakterialnych buniek a viac nez 90 % tvori matrica zlozena z extracelularneho
materidlu uz spominanych EPS. EPS s produkované samotnym organizmom a mézu sluzit’
ako ziviny. Spominané EPS tvoria trojrozmernu sudrzni polymérnu siet, ktora spaja
a imobilizuje bunky biofilmu. Autori vo svojej praci detailne poukazuji na dolezity vyznam,
funkcie a vlastnosti EPS pri tvorbe biofilmu u réznych bakterialnych druhov [3].

Dispoziciu tvorit' mikrobialny biofilm maju baktérie i niektoré kvasnky, najznamejsie
spomeniem na tomto mieste, no existuju aj dalSie. Patria sem gramnegativne baktérie,
ako su Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli aProteus mirabilis, Acinetobacter
baumannii. Mnohé grampozitivne baktérie, ako napr. Staphylococcus aureus, Streptococus
pneumonia, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes sa tiez vyznacuju tymito vlastnostami.
Schopnost’ tvorit’ biofilm je charakteristicka aj pre kvasinky, napr. Candida albicans
a Candila parapsilosis [2],[4].

2.1.2 Biochemické zloZenie biofilmov

Biofilmy sa liSia vo svojej hrubke, ktory sa pohybuje Vvrozsahu od 10 do 100 pm.
Ako uz bolo spomenuté biofilmy st tvorené EPS, tie st nerozpustné a chrania vzniknuté
bakterialne spoloCenstvo pred vysychanim, poSkodenim UV Ziarenim, kationmi
kovov a inymi $kodlivymi molekulami [2]. EPS saliSia Vv zavislosti od dostupnosti Zivin,
teploty ainych faktorov. Extracelularne polymérne latky poskytuju mechanickt stabilitu
biofilmu, zabezpec¢uju ich pril'navost’ k povrchom a samotnu stdrznost’ biofilmu [3].

V biofilmoch sa nasli tri hlavné zlozky EPS [2],[3],[5]. Za prvé su to polysacharidy, ktoré
maju vyznamny vplyv na vlastnosti EPS [2]. Bola preukazana pritomnost niekolkych
homopolysacharidov ako napr. glukany, ktoré su produkované streptokokmi a celuldza
produkovana napr. Gluconacetobacter xylinus, Agrobacterium tumefaciens. Avsak vécsina
exopolysacharidov su heteropolysacharidy, ktoré pozostavaju zo zmesi neutralnych a nabitych
zvySkov cukrov. Medzi tie najznamejsie patri alginat a xantan. Existuju aj polykationtové



polysacharidy, ako je intracelularny adhezin [3],[5]. Adhezin je typickou molekulou, ktora
baktériam umoznuje pripojenie k povrchom alebo inym baktériam [6].

Dalsou vyznamnou zlozkou EPS si proteiny, ako napr. albumin, fibronektin, fibrinogén,
laminin ¢i denaturovany kolagén. Tie svojou pritomnostou mozu podporovat’ alebo inhibovat’
adhéziu baktérii [2],[7]. Ale patria sem aj neenzymové proteiny tzv. lektiny [3].

Medzi najznamejsie proteinové adheziny patria flagella, pili a fimbriae (vid Obrazok 1),
ktoré zohravaju dolezitd tlohu ako nespecifické latky podporujuce adhéziu [2]. Flagellum,
dlhy Spiralovity privesok, ktory baktérii zabezpeCuje predovsetkym mobilitu. Pili
st bakterialne povrchové Struktury, ktoré si podobné fimbriae, ale su typicky dlhsie [3].
U gramnegativnych baktérii su pili tvorené nekovalentnou homopolymeraciou hlavnych
podjednotiek pili. Oproti tomu u grampozitivnych baktérii bolo dokazané, ze ich podjednotky
st viazané kovalentnou polymeraciou [8]. Dalsimi povrchovymi §truktarami nachadzajucimi
sana povrchu bunky st fimbriae, su kratSie a rozprestieraji sa na celom povrchu buniek.
Fimbriae apili sa okrem funkcie Specialnej pohyblivosti bakterialnej bunky podielaja
na tvorbe biofilmu [3].

flagellum|
=

Obrazok 1: Pohybové proteinové adheziny baktérii [9]

V poslednych rokoch bola skiimana aj extracelularna DNA biofilmov (tzv. eDNA), ktora
je tretou zlozkou EPS [2]. V zavislosti od bakterialneho druhu méze mat mriezkovita
Struktaru alebo moéze tvorit’ vlaknita siet’ [3]. Vyznam eDNA pri podpore tvorby biofilmu
nie je dostato¢ne vysvetleny. Nie je dostatocne jasné, ako eDNA interaguje s bunkami
a zlozZkami matrice EPS. Napriek tomu je 0 eDNA zname, Ze pomaha adhézii baktérii
k povrchom  azabezpeCuje  Struktarnu  stabilitu  biofilmov,  zaroven  prispieva
k antimikrobialnej rezistencii [4].

2.2Vznik a vyvoj biofilmu

Pomocou mikroskopickej metédy bolo zistené, Ze baktérie rastd rozdielne potom,
¢o sa prichytia na povrch a podporia tvorbu biofilmu [3],[10]. Rast biofilmu je riadeny
mnozstvom fyzikalnych, chemickych i biologickych procesov. Rada mechanizmov so sebou
prindSa rozne formy viazania buniek, vdaka nim dochadza k vystavbe biofilmu.
Garrett a spol. oznacili pripojenie bunky k substratu ako prilnavost a upevnenie bunky
K bunke ako sudrznost. Ide o mechanizmy, ktoré¢ v zavere urcia kohézne a tzv. lepiace
vlastnosti biofilmu [1].



Tvorba biofilmu zahfiia niekol'’ko krokov (vid’ Obrdzok 2). Najskor sa planktonické bunky
prichytia k povrchu (zdravotnickeho zariadenia, vodovodného potrubia) v procese znamom
ako povrchové pripojenie (vratna adhézia). Nasledne vznika tzv. nevratna adhézia (nevratné
pripojenie). Za pomoci EPS dochadza k zreniu biofilmu. V tejto faze dozrievania biofilm
tvori Struktarovant architekturu z buniek. Po zreni bunky opuastaja biofilm vo faze
rozptylenia, tzv. disperzie buniek. Kazda z tychto faz je vysoko regulovany proces [2],[11].

Obrdzok 2: Zivotny cyklus biofilmu: (1) transport mikroorganizmov a prvotné prichytenie,
(2) nevratna adhézia, (3) tvorba primdrneho biofilmu, (4) zrenie sekunddrneho biofilmu,
(5) disperzia buniek [2]

Vyvojom modelov, ktoré by mohli sluzit’ k lepsiemu pochopeniu bakteridlnych biofilmov
sa vo svojej publikacii zaoberaji aj Monds a O'Toole [6]. Klada doraz na spravnost’ pouZzitého
modelu a jeho vysvetlenie. Hovoria 0 tom, Ze §tadie by nemali byt zaloZené iba na vedeckom
podklade — ¢o vrade publikacii moézeme postrehnit. No prioritne by mali zohladnit
mySlienku vyvoja biofilmu v jeho prirodzenom prostredi. Autori V publikacii [6] preto
ponukaju jeden pohl'ad na vyvoj biofilmu, ktory popisuje Obrazok 3.

Na Obrazku 3, moézeme vidiet' zndzorneny vyvoj bakteridlneho biofilmu Vv jednotlivych
fazach:

a) Najskor sa jedna bunka baktérie prichyti nezavisle na povrch. Ako mézeme vidiet,
d’alsia bunka sa prichyti nezavisle na tej prvej, o je prirodzenou odpoved’ou na podmienky
okolia, v ktorych sa bunky nachadzaju [6]. Podkladova vrstva, tiez oznaCovana ako
klimatizacna je zakladom pre rast biofilmu na substrate [1]. Toto prichytenie na substrat
poskytuje dostatocny pristup k Zivinam, ktoré podporia rast d’al$ich klonov [6].

b) V tejto faze ma kazda bunka dostatocny pristup k potrebnému mnozstvu kyslika a uhlika
(modra zona) amodré bunky sa zaCinaji rozkladat — produkovat EPS na povrchu
substratu [6]. Prave EPS sluzia ako ,,lepidlo® na udrZanie buniek v komunite blizko seba
a tak podporia rast [2]. Produkciou EPS je podporovana povrchova adhézia [12]. Bunky
siVvtomto S$tadiu v dostatonej vzdialenosti od seba, navzajom sa neovplyviiuju
a neinteraguju. Je dobré si natomto mieste spomenut’, ze rozhodnutie kolonizovat’ povrch
nemusi byt’ U kazdej baktérie rovnaké [6].

€) V zavislosti na Case bunky d’alej rastti a vrstvia sa nad sebou, vznikd mikrokolonia,
ktora je Casto oznacovand ako primarny biofilm. Modré bunky na povrchu maju dostatocny
pristup ku kysliku auhliku. Metabolizmus buniek v blizkosti povrchu, na ktorom
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su naviazan¢ obmedzuje diftiziu kyslika auhlika. Dochadza ktomu v dolnej casti
mikrokolénie (Servena zona). Cervené bunky vytvaraju fenotypovia heterogenitu, ¢im reagujt
na lokalne zmeny [6]. Bakteridlne bunky nachadzajiice sa Vv matrici st charakterizované
nedostatkom Brownovho pohybu, preto sa struktura mikrokolonie v d’alSom kroku tvorby
biofilmu zmeni na hubovity tvar [10].

d) Postupne dochadza k produkcii vyssich hladin EPS (zIté bunky) a tieto bunky podporuju
rast a vytvaranie makrokolonii az po samotny vznik sekundarneho biofilmu. Bunky
vyluCujuce EPS abunky nachadzajuce sa vich blizkosti podporuju vertikdlny rast
prostrednictvom lepSieho pristupu ku kysliku a uhliku. Napokon, ako bunky rastu,
st vystavené vysSim Smykovym silam (zelena zoéna). Zelené bunky vytvaraju v biofilme
d’al$iu homogenitu [6].

e) Zrelé makrokolonie sa spajaju a vytvaraju zrely biofilm [6]. Takto vytvoreny zrely
biofilm sa uvol'ni do prostredia, aby mohlo dochadzat’ ku kolonizacii d’al$ich povrchov, ktoré
doplnia cyklus rastu biofilmu [12].

o ®)
‘@ &
©)
kyslik + kyslik — vysoka $mykova sila
B o | [t I ’

Obrdzok 3: Vyvoj bakteridlneho biofilmu [6]

2.2.1 Reverzibilna a ireverzibilna priPnavost’

Ako uz bolo uvedené vyssie, pre vznik biofilmu je délezita prilnavost. V prvom kroku
bakterialnej adhézie sa bunky priblizia k povrchu pomocou Brownovho pohybu alebo
za pomoci bunkovych priveskov, ktoré sa nachadzaji na povrchu baktérii. Vd’aka tomu
je prilnutie bunky k povrchov reverzibilné. Nasledne bunky zac¢nu sa navzajom medzi sebou
spajat, k ¢omu pouzivaji uz spomenuté typické bunkové privesky ako su fimriae, pili
aflagella (vid Obrdzok 1) aprodukovat EPS (proteiny, polysacharidy a eDNA). Medzi
bunkou apovrchom existuje uritd energetickd bariéra. Posobenim vyssich iénovych sil
okolitého prostredia (vodného roztoku, v ktorom sa bunky nachadzaji) spomenuta bariéra
zanika a bakterialne bunky tak 'ahko a rychlo dosiahnu ireverzibilnt prilnavost’ [5].
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51 Lelektrostatické interakcie
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Obrazok 4: Fyzikdlno-chemické interakcie, ktoré prispievaju k stabilite matrice EPS a jej
zdkladné zlozky (polysacharidy, proteiny a eDNA) [3]

Primdrna adhézia je charakterizovand interakciami neSpecifickymi a vratnymi,
ide 0 tzv. reverzibilny dej (vid® Obrdzok 4). Tieto interakcie st kombinaciou nekovalentnych
interakcii ato elektrostatickych, acidobazickych, Van der Waalsovych, Coulombovych,
hydrofobnych, stérickych a interakcii na baze vodikovych mostikov [5],[13].

Stav sekundarnej adhézie je oznacovany ako nevratny stav uputania bunky,
tzv. ireverzibilny dej. Dosiahnutie tohto stavu uputania bunky k povrchu je sprevadzané
Specifickymi vazbovymi interakciami medzi interagujiicimi povrchmi [13].

Zakladom vyvoja bunkovych koldnii/agregatov a biofilmov je proces adhézie
jednobunkového organizmu k abiotickému alebo biotickému povrchu [13]. Pociato¢né
prilnutie bakterialnych buniek na pevny povrch vo vodnych systémoch je za kontrolovanych
laboratérnych podmienok vSeobecne povazované za podobné ako usddzanie koloidnych
Castic [14]. Tento stav je mozné charakterizovat pouzitim niekol’kych zjednoduseni
ak predikcii  tohto stavu pouzit zakladné fyzikalno-chemické pristupy. Prvym
je termodynamicky pristup [13],[15] a druhym pristupom je teéria Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeekova tzv. teoria DLVO [5],[13],[16].

2.2.2 Termodynamicky pristup

Ako bolo uvedené v predchadzajucej kapitole K charakterizacii koloidnych castic
a k charakterizacii prilnavosti bakteridlnych buniek na pevny povrch moézeme pouzit
tzv. termodynamicky pristup [5][16]. Termodynamicky pristup predpoklada priamy kontakt
dvoch povrchov za podmienok termodynamickej rovnovahy. Tento pristup vyuziva zlozky
medzifazovych napéti vypocitanych z kontaktnych uhlov testovacich kvapalin. Vyhodou tejto
metddy je jednoduchost’. Nevyhoda spociva v aplikovani makroskopickej metddy na §tadium
povrchu mikroskopickych organizmov, pretoze tato tedria povodne vznikla k charakterizacii
vlastnosti pevnych latok makroskopického meritka. Tymto termodynamickym pristupom
jeteda nemozné odlisit variabilitu bunkového povrchu na molekularnej trovni,
napr. lokalizovat’ Specifické makromolekuldrne utvary, ktoré sa vyskytuji v réznej miere
na bunkovom povrchu [13].

Teoria  termodynamického  pristupu  uvazuje  prispevok  Van der Wallsovych
a acidobazickych interakcii. Prispevok elektrostatickych interakcii medzi bunkou a nosi¢om
anavzdjom medzi bunkami nie je Vtomto pripade vdbec uvazovany. Toto modze viest
k nesuladu vysledkov tohto modelu s vysledkami realnych Stadii adhézie baktérii
na uvazovanom povrchu za danych podmienok. Ak chceme, aby boli v modelovom uvazovani
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zahrnuté aj elektrostatické interakcie musime pouzit model DLVO, popripade rozsirenej
teorie DLVO (tzv. XDLVO) [13],[16].

2.2.3 DLVO tedria

DLVO tedria je Siroko pouzivanou tedriou k popisu mikrobialnej adhézie [5],[13],[16].
ZjednoduSene by sme mohli povedat’ (pre idealne hladké a homogénne Castice), ze klasicka
DLVO teoria ukazuje nakol'ko je kolizia buniek s inym povrchom pravdepodobnd, zatial
¢o celkova Gibbsova energia, ziskand termodynamickym pristupom umoziuje predpovedat
stabilitu pripadnej interakcie. M6Zeme sa preto domnievat’, ze interakcie pdsobiace na vicsie
vzdialenosti (DLVO tedria) riadia rychlost’” adhézie bakteridlnych buniek na podlozku, zatial
¢o interakcie na kratku vzdialenost' (termodynamicky pristup) uréuju Silu potrebnt
K uvol'neniu dvoch uz spojenych povrchov [13].

Na povrchu mikrobidlnych buniek sa nachédza velké mnozstvo funkénych skupin, ktoré
nesu v zavislosti na pH prostredi r6zne naboje. Celkovy néboj mikrobidlneho povrchu
je za fyziologickych podmienok vo vidcSine pripadov negativny. Nabity povrch Castice
(bunky/nosica) pritahuje opacne nabité i6ny okolitého elektrolytu a vznikd elektricka
dvojvrstva. Pokial' sa k negativne nabitému povrchu priblizi negativne nabitd bunka,
dochadza k elektrostatickému odpudzovaniu v dosledku prekryvania difaznych casti
elektrickych dvojvrstiev priblizujicich sa povrchov. Hrabku elektrickej dvojvrstvy
ovplyviuje iontova sila a hodnota tzv. zeta potencialu. S rasticou koncentraciou soli klesa
efektivna hrubka elektrostatickej dvojvrstvy [5],[13].

Skutocnost, Ze naboj mikroorganizmov je vo vicSine pripadov zaporny, vSak nevylucuje
moznost’, ze pri vysSej iontovej sile prostredia mozu prevladat’ pritazlivé disperzné sily
nad odpudzovanim rovnako nabitych difiznych dvojvrstiev. Napriklad stérické efekty
povrchovych Struktar st v nesulade s DLVO teoériou. V dosledku vysokej iontovej sily
(nad 200 mmol-dm™) prostredia je hribka dvojvrstiev zmensena [13].

Bezné kultivaéné média, ktoré sa pouzivaju pre mikrobiologické operacie, maji iontova
silu v rozsahu 10 az 100 mmol/dm?®. Bunky mézu byt v takychto prostrediach reverzibilne
ukotvené v urcitej vzdialenosti od povrchu pevného substratu v tzv. sekundarnom minime,
alebo energie kolizie Castic mozu viest’ k prekonaniu malej potencialnej bariéry zabraiujlce;j
priamemu kontaktu povrchu. V mnohych pripadoch je mozné prechodné ukotvenie
v sekundarnom minime povazovat' za dostatoéné pre uspe$nu adhéziu, kedze v tejto
vzdialenosti (niekol’ko nm) sa moéZzu prejavit’ Specifické biochemické interakcie veduce
Kk pevnej nevratnej adhézii [13].

Vseobecne bola preukazanid dobra zhoda experimentdlnych vysledkov s DLVO teoriou
pri nizkych koncentraciach elektrolytov. Pri vysSich koncentraciach sa prejavuju rastuce
odchylky medzi predikciou a experimentalne zistenou adhéziou [13].
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Obrazok 5: Zavislost integracnej energie a jej zloZiek na vzdialenosti medzi casticami (celkovad
interakcna energia — plnd cervend krivka, pritazlivé Van der Waalsové sily — bodkovand zelena
krivka, odpudivé elektrostatické sily — modra ciarkovana krivka, u/kyT — celkova Gibbsova integracna
energia, My — primdrne minimum, M, — Sekunddrne minimum, P — primdrne maximum (prekonanie
potencialnej batérii), h — vzdialenost povrchu) [17]

2.3Kolonizaéné chovanie a bunkova komunikacia v biofilme

Bakterialne bunky podstupuju Sirokt skdlu morfologickych a fyziologickych zmien pri reakcii
na chemické a fyzikdlne zmeny v prostredi, Vv ktorom sa nachadzaju. Dochadza
tak k regulaénym a adaptaénym zmenam, ktoré vyplyvaji z metabolickej aktivity samotnych
baktérii. Dolezité je, ze niektoré samoregulatné molekuly st Specificky uvolnované
ako diftizne signaly pre bunkovu komunikaciu medzi bunkami v ramci bakterialnej populacie.
V literatire je tato schopnost’ intraceluldrnej bakteridlnej komunikacie opisana ako quorum
sensing (QS) [18].

Ddlezita tlohu v bakteridlnej komunikacii hrda spominany QS. Je to systém, kedy baktérie
(patogénne aj nepatogénne) zac¢nu produkovat’ signalne zltceniny [11],[19]. Tieto chemické
signalne zIli¢eniny nazyvame autoinduktory. Hromadia sa so zvySujucou sa hustotou buniek
a po dosiahnuti prahovej hodnoty koncentracie nastane genova expresia [11],[20]. Baktérie
satak moZu synchronizovat v celej populdcii aspravat sa ako mnohobunkovy
organizmus [20]. Aktivacia génov vyvola produkciu enzymov a méze vyvolat’ aj produkciu
toxinov [21]. Dalej sa QS méZe prejavit’ ako spustaé infekcie, tvorby biofilmu, dokonca aj
produkcie antibiotik a podporit’ iné procesy [19].

Typy molekal QS st odlisné pre grampozitivne a gramnegativne baktérie. Schopnost’
adaptovat’ sa navzniknuté okolit¢ podmienky je uskutoCnena pomocou peptidov
u grampozitivnych baktérii. ZvySenie koncentracie peptidov spdsobi, Ze sa naviazu na histidin
kindzu (receptor nachadzajuci sa vV membrane), dojde K aktivacii tohto receptoru a spusti
sa autofosforylacia. U gramnegativnych baktérii postdenie stavu QS sprostredkuvajiu N-acyl-
1-homoserin-laktony a transkripény aktivator cytoplazmatického autoindukéného receptora.
Tieto signalne molekuly vol'ne difunduju dnu avon z bunky. Ich koncentracia sa zvysuje
S0 zvysujticou hustotou buniek a umoziuje bunkam medzi sebou komunikovat’ [18],[20]-[22].
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Obrdzok 6: Bunkova stena grampozitivaych a gramnegativnych baktérii [23]

Vseobecne mobzeme povedat, ze QS ovplyviiuje gény riadiace procesy, ktoré
su pre baktérie vyhodnejSie. A zaroven z toho vyplyva, ze komunikacia medzi bakteridlnymi
bunkami prebieha vtedy, ak sa v biofilme vyskytuje vel'’ké mnozstvo buniek [22].

2.4 Bunkové faktory ovplyviiujuce bakterialnu adhéziu

Rada faktorov molekularnych, mechanickych a topografickych, ktoré prispievaju k adhézii,
je komplikovana [24] . Adhézia baktérii na povrchy materialov je zlozity proces ovplyvneny
mnohymi faktormi. Su to vlastnosti samotnych baktérii a povrchu, zaroven su tu zahriiované
environmentalne faktory, ako je pritomnost’ sérovych proteinov a baktericidnych latok [25].
Tieto faktory sa m6Zu menit s bakteridlnymi kmefimi a extracelularnym prostredim, vratane
prostredia, ktoré je okolo substratu a podmienok rastu buniek, napr. pH, teplota, zdroj uhlika,
prietok tekutiny, zloZenie zivného média, rastové faktory [1],[24].
2.4.1 Bakterialna hydrofobnost’
Rychla zmena environmentalnych podmienok si vyZaduje adaptivnu zmenu mikroorganizmu,
ktora zvySuje jeho schopnost’ prezit. Prispieva ktomu aj samotna imobilizacia buniek,
kde je dolezitym parametrom hydrofobnost’ povrchu buniek. Krasowska a Sigler vo svojej
praci upozoriuju na to, ze hydrofobicita povrchu buniek ma rozhodujticu tlohu pri prilnuti
alebo odpojeni buniek od povrchu. Kazdy druh baktérii mé iny faktor, ktorym je zabezpecena
hydrofobnost’ [26]. Hydrofobnost' baktérii sa meni podl'a bakteridlneho druhu ako uz bolo
spomenuté aje ovplyvnena rastovym médiom, vekom baktérii, bakteridlnou koncentraciou
a povrchovou Struktirou baktérii [25]. Plati, Zze viac hydrofébne bunky prilnu silnejSie
k hydroféobnym povrchom, zatial’ ¢o hydrofilne bunky pril'nt k hydrofilnym povrchom [26].
Je zname, Ze niektoré hydrofobne organizmy sposobuju poskodenie povrchov tvorbou
biofilmov, napr. na zdravotnickych zariadeniach. Na druhej strane mézu l'ahko akumulovat’
arozkladat organické latky z odpadov, kde st neZiaduce kvoli svojim vlastnostiam.
Napriklad kontaminanty ako je toluén, su vysoko hydrofobne a toxické pre bunky tym,
ze sposobuju narusenie plazmatickej membrany. Hydrofobne mikroorganizmy maji vSak
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tendenciu rozlozit’ ich. Niektoré hydrofilné mikroby s nizkou hydrofobnost'ou na povrchu
buniek vytvaraju odolnost’ voéi rozpustadlam modifikaciou lipopolysachodov v membrane
buniek, ktoré ich chrania pred pripojenim organickych molekul. Takze So zvySujucou
sa hydrofobnostou buniek pozorujeme rast adhézie a agregécie buniek a sti¢asne dochadza
k degradacii odpadov ako je fenol, pyridin a jeho derivaty, zluc¢enin dusika a fosforu alebo
tazkych kov a to prostrednictvom metabolickych drah [26].

2.4.2 Vplyv pH
To ¢i adhézia bude alebo nebude prebichat’ zavisi na mnohych faktoroch a jednym z nich
je pH. Jednou z najvyznamnej$ich vlastnosti baktérii je ich odolnost voéi stresovym
podmienkam. Baktérie reaguju na vnatorné i vonkajSie zmeny prostredia tipravou pH. Tato
ich aktivita jespojena sradou rdéznych bunkovych procesov. V stadii Garrett a spol.
je spomenuté, Ze postupné zvySovanie Kyslosti zvySuje Sance buniek na prezitie.
To poukazuje na to, ze baktérie obsahuju mechanizmy, ktoré umoznujt bakterialnej populacii
prisposobit’ sa aj malym zmenam pH v prostredi. Tiez je zname, ze nie vSetky druhy baktérii
su toho schopné. Optimalna hodnota pH pre vyrobu polysacharidov zavisi od druhu baktérii,
pre vac¢sinu druhov je pH okolo 7 [1].

V membréne bakterialnych buniek sa nachddza proténova pumpa. T4 prenasa protony (H')
z cytoplazmy a vytvara elektrochemicky gradient. Tak méze dochadzat’ k pasivnemu prenosu
H* v dosledku pdsobenia sily pohéanajiicej tento gradient, ¢o mdze negativnym spdsobom
ovplyviiovat' v cytoplazme regulaciu pH. Baktérie na zmeny pH vonkajSiecho prostredia
I cytoplazmy reagujii zvySovanim aktivity a syntézou proteinov [1]. Ak hodnota pH klesne
pod fyziologické hodnoty, bunky prestavaju rast. To poukaze na to, Ze pri nizkych hodnotach
pH musi existovat modifikdcia bunkového metabolizmu alebo bunkovych 1yz, ¢o vedie
Kk poklesu koncentracie produkovanych polymérov. V pripade baktérie Bacillus megaterium,
tak dochadza k poklesu koncentracie poly(3-hydoroxybutyratu) [27].

2.4.3 Bakterialny povrchovy naboj

Povrchovy naboj je d’alsim délezitym fyzikalnym faktorom adhézie baktérii [25]. V zavislosti
na pH prostredi maju na svojom povrchu mikrobidlne bunky rézne ndboje. VicSina Castic
ziskava elektricky naboj vo vodnej suspenzii kvoli 1onizécii svojich funkénych skupin, ktoré
st na povrchu buniek. Povrchovy naboj vicSiny baktérii za fyziologickych podmienok
je zaporny. Bolo zistené, ze adhézia mnohych baktérii na rézne pevné povrchy nebola
vyznamne ovplyvnena povrchovym nabojom baktérii [5],[13],[25].

2.4.4 Reologické a adhézne vlastnosti

Biofilmy, ¢i uz s Cistou kultarou jedného druhu baktérii alebo ako biofilmy zlozené
z viacerych bakteridlnych druhov tzv. zmesné sa spravaju ako viskoelastické latky.
Akouz bolo spomenuté vyssie v kapitolach 2.1.1 a2.1.2, biofilmy produkuji EPS.
Tie podporuju vznik vysoko hydratovanych viskoelastickych gélov. To sa deje v dosledku
vzniku vodikovych vézieb, kedy biofilm ziskava mechanickl stabilitu. Matrica, ktora tvori
ESP reaguje na stres aj vdaka vzniknutym vodikovym vdzbam medzi jednotlivymi
extracelularnymi polymérnymi latkami. V dosledku polymérneho trenia a naruSenia
vodikovych vézieb sa biofilm tiez moézZe branit’ stresu, atak ddjde k tlmeniu viskéznych
vlastnosti, popripade dochadza k zarovnaniu polymérov Vv smere Smyku. Tieto vlastnosti
sa menia v zavislosti od zvysene;j teploty [1].
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2.4.5 Vplyv teploty
Vlastnosti biofilmov sa menia pri ich reakcii na stresové podmienky pomocou tvorby a zmien
v strukture EPS. Tieto vlastnosti sa menia iV zavislosti na teplote. Zvysenie teploty
polysacharidov vedie kvzniku gélovej latky, ktora postupne zvySuje svoju pevnost
az do okamihu dosiahnutia kritického bodu. Toto spravanie ovplyviiuje Viskozitu
polysacharidov, ktora méze ovplyvnit’ prilnavost’ biofilmu k povrchom [1].

Optimalna teplota pre mikroorganizmus je spojend so zvySovanim primu zivin, ¢o vedie
k rychlej tvorbe biofilmu. Metabolizmus Zivin je priamo spojeny s pritomnostou enzymov,
tzv. enzymovou aktivitou. Na zéklade tohto moézeme povedat, Zze tvorba biofilmu zavisi
na pritomnosti enzymov. To zahfha aj reakéné mechanizmy, ktoré riadia vyvoj mnohych
fyziologickych a biochemickych systémov baktérii. Ako uz bolo naznacené, teplota
je v korelacii s reakénou rychlost'ou enzymov a ma vplyv na vyvoj bunky. Optimalna teplota
vedie k zdravému rastu biofilmu a naopak teplota d’aleko od optima vyrazne zvysuje G¢innost’
bakterialneho rastu, pretoze dochadza k zniZeniu reak¢énych rychlosti enzymov [1].

2.4.6 Chemické a Struktirne zloZenie bunkového povrchu

Extracelularny povrch baktérii obsahuje rozne funkéné skupiny napr. karboxylat, hydroxyl,
fosfat alebo aminovu skupinu, ktoré ovplyviuju interakcie zo substratom. Po prekonani
elektrostatického odpudzovania, sa prednostne usporiadaji hydrofébne funkéné skupiny
na povrchu. Bolo dokazané, Zze odstranenie molekul vody z blizkosti povrchu podpori
hydrofobne interakcie a zvysi Uzky kontakt medzi bunkou a povrchom, ¢o ul'ah¢i pripojenie
baktérii na nizkoenergetické substraty. V pripade, Ze povrchové napitie bakteridlnej bunkove;j
steny je vySSie ako povrchové napitie okolitej kvapaliny zvysi sa adhézia baktérii
K hydrofilnym povrchom [24].

V druhej faze adhézie medzi bakteridlnymi povrchovymi Struktirami a substratovymi
povrchmi prevazuju molekularne interakcie. To znamend, ze pevnejSia adhézia baktérii
je uskutoénena pomocou bakteridlnych polymérnych Struktar. Patria sem flagella, pili
a fimbriae (vid® Obrdzok 1). V skuto¢nosti by mali byt funkénou ¢astou tychto bunkovych
Struktur tzv. adheziny [25]. Adhezin umoziuje baktériam pripojenie k inym baktériam alebo
povrchom [6]. Baktérie mo6zu mat rézne adheziny na rdzne povrchy (rézne receptory).
Receptor je zlozka (zndma alebo predpokladand) na povrchu materidlov, ktord je viazana
aktivnym miestom adhezinu pocas procesu Specifickej adhézie. Adheziny su preto dalSou
vyznamnou zlozkou, ktora sa zucastiuje na adhézii [25].

2.5 Optimalne vlastnosti povrchov

Niekolko dolezitych c¢initel'ov, ktoré sa zGcCastiiuju na procese bakterialnej adhézie boli
uvedené Vv predchadzajucej kapitole. Okrem uz spominanych faktorov sa adhézie zlcastiiuje
i povrch, na ktory sa bakterialne bunky viazu [24],[25],[28]. Substrat, tiez oznacovany
Vv publikaciach ako materidl, adsorbent, ¢i povrch je vyuzivany mikroorganizmami ako zdroj
energie. Je to pevny povrch, ku ktorému moéze mikroorganizmus prilnit’ [25],[28].

Preto by sme sa mali zamysliet’ nad niektorymi otazkami. Ako s adhéziou suvisi povrch
na ktory sa bunky viazu? Ako ovplyviiujiu chemické, fyzikélne a topografické vlastnosti
povrchov vznik a tvorbu biofilmu? DetailnejSie o tom diskutuju do svojej publikacii napriklad
Renner a Weibrl. Popisuji, ze jednotlivé vlastnosti povrchov ovplyviiuji rast a vyvoj
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biofilmu, samotné pripojenie baktérii k substratu [24]. Vyvoj materialov odolnych voci
biologickému biofilmu vyzaduje d’alSiu radu stadii, ¢o je uvedené vo viacerych odbornych
publikaciach.

2.5.1 Fyzikalne vlastnosti povrchov

Prvotné pripojenie  bakterialnych  buniek  k povrchom  je primarne  ovplyvnené
elektrostatickymi pritazlivymi a odpudivymi interakciami. Dalej po prekonani tychto sil
dojde k hydrofobnym interakciam (napr. nizka povrchova energia) a elektrostatickej interakcii
(napr. naboj), ktoré spdsobia lepsie interakcie buniek na povrchu. Tato vdzba bunka — povrch
iniciuje génovu expresiu aregulaciu extracelularnych polymérnych sacharidov a d’alSich
latok, ktoré uz boli spomenuté v samostatnej kapitole priopise vzniku biofilmu
(vid’ kapitola 2.3). Ako uz bolo Vtejto praci uvedené baktérie maju vacsinou zaporny
naboj [13], ktory sa stanovuje meranim zeta potencialu [24] aexperimentalne vysledky
sa popisuji pomocou DLVO tedrie [13]. Zaporne nabité baktérie sa prichytia k pozitivne
nabitym povrchom a elektrostatické odpudzovanie destabilizuje bunky v kontakte s negativne
nabitymi povrchmi. Pocas pociatocného Stddia prichytenia tomu napoméhaji uz spomenuté
organely (flagely, fibrie, pili) [24].

Pouzity povrch méze mat roznu morfolégiu. Povrch moze byt potiahnuty Specidlnou
povrchovou vrstvou, moze byt porovity alebo porézny, pleteny alebo dokonca podobny
mriezke. Baktérie maji tendenciu prednostne prilnat’ a kolonizovat’ porézny povrch [25].

Taktiez z merani kontaktnych uhlov je zname, ze kovové povrchy maju vysoku povrchovi
energiu, su negativne nabité a hydrofilné. Na druht stranu polyméry st menej elektrostaticky
nabité a hydrofobne. Napriklad polyetylén s vysokou molekulovou hmotnostou alebo teflon,
ktory ma nizku povrchovi energiu. Z toho je zrejmé, ze zmacavost’ povrchu i povrchova
hydrofobicita uzko suvisia a vplyvaju na adhéziu [25].

Velké mnozstvo baktérii je pripojenych na hydroféobne povrchy s malym alebo Ziadnym
povrchovym néabojom (teflon, polyetylén, polystyrén, polyetyléntereftalat). Oproti tomu
menej baktérii prilne k hydrofilnym kovom s pozitivnym alebo neutralnym povrchovym
nabojom a najmenej k hydrofilnym negativne nabitym substratom (sklo, sl'uda, oxidované
plasty) [25].

Vseobecnym pravidlom je, ze baktérie prednostne kolonizuju povrchy, ktoré
st hydrofébne, ktoré maji zdrsnené plochy, na rozdiel od hydrofilnych, hladkych
povrchov [24],[25]. Ako uz bolo uvedené, mnoho baktérii prednostne adheruje na hydrofébne
povrchy, ale napr. 'udska baktéria Staphylococcus epidermidis, prednostne pril'ne na polarne
hydrofilné substraty. Vynimkou su fluorované povrchy, pretoze pociatocna adhézia baktérii
natieto povrchy a zrenie biofilmu je ovela niZSia v porovnani sbeZne pouzivanymi
priemyselnymi substratmi ako je ocel’, sklo, polypropylén [24].

2.5.2 Topografické vlastnosti povrchov

Je zname, Ze drsnost’ a porovitost’ povrchu ma vplyv na vézbu baktérii na povrch. Konkrétne
drsnost’ povrchu v rozmeroch nanoskopickych a mikroskopickych zvySuje prilnavost’ baktérii
k substratu poc¢as pociato¢nych krokov kolonizacie, pretoze poskytuje vacsiu plochu povrchu
pre pripojenie buniek. Cicavéie bunky su typicky vécsie ako desat’ mikrometrov, ale bunky
vacsiny kmeniov baktérii maju typicky priemer jeden mikrometer. Porovnanim buniek
vytvarajucich biofilm boli odvodené zavery, Ze mechanizmus, ktorym topografické vlastnosti
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povrchov ovplyviuji bakteridlne pripojenie arast je odliSnd Vv pripade cicavcov
a baktérii [24].

Drsnost’” povrchu znizuje Smykové sily vzhladom k tokovym vlastnostiam okolitého
prostredia. Stadia 0 prilnavosti baktérii k titanu, ako beZne pouZivaného biomaterialu
poukazala nadobra prilnavost pri drsnosti v rozmeroch nanometre [24]. Taktiez
nepravidelnost polymérnych povrchov podporuje adhéziu baktérii [25]. Zaroven
sa predpoklada, ze na mikroskopickom povrchu dochadza k zniZzeniu prilnavosti baktérii
k povrchom oproti makroskopickému povrchu, kedy sa prilnavost baktérii k povrchu
zvysi [24].

Stadia Samonin aspol. sa zaoberala adsorpciou bakteridlnych buniek na poréznych
materidloch. V publikacii je spomenuté, ze dobré adsorbenty maji Specificka plochu vacsiu
ako 0,01 m%/g. Zaujimavostou je, Ze pre maximalnu adsorpciu mikrobialnych buniek musia
byt pory adsorbentov dvakrat az patkrat vacsie nez bunky baktérii [28]. Drsnost’ povrchu
sa zda byt prispievatel'om k adhézii, ale nie podstatne rozhodujtci faktorom pre adhéziu [29].

2.5.3 Chemické vlastnosti povrchov

Chemické vlastnosti povrchov tiez ovplyviiuju proces bunkovej imobilizacie [28]. Chemicka
modifikacia povrchu predstavuje doleziti stratégiu pre regulaciu pripojenia baktérii
na substraty a tvorbu biofilmu. Rozhodujucim faktorom je, ¢i $tudujeme homogénne alebo
heterogénne chemické povrchy. Je vela druhov biofilmov, ktoré bezne vznikaju v biosfére,
ale prave kvoli fyzikalno-chemickym poziadavkam neboli kultivované v laboratoriach.
Co obmedzuje $tidium viacdruhovych biofilmov [24].

Pokial’ by sme rozdelili adsorbenty na organické a anorganické, mohli by sme u nich
ocakavat’ tieto vlastnosti. Organické adsorbenty Si Chemicky stabilné a vykazuju velku
rozmanitost’ povrchovych vlastnosti a Struktir porov. Anorganické adsorbenty su odolné voci
biologickej degradacii a je ich lahké regenerovat. Ich nevyhodou je, Ze s rozpustné
v alkalickych roztokoch. Povaha adsorbentov je tiez ddlezita. Existuje niekol'ko hlavnych
skupin materidlov, ktoré sapouzivaju k adhézii buniek na pevné povrchy. Prirodné
anorganické adsorbenty (kaolinit, zeolit, kremelina, piesok, kremicitany, uhli¢itany, fosfaty,
huby), prirodné organické adsorbenty (chitin, chitozan, lignin, dextran, drevo, kolagén,
hodvab, vlna) aposlednou skupinou su anorganické a uhlikaté umelé adsorbenty (oxid
kremicity, silikagél, sklo, grafit, sadza, uhlie, tkaniny, vlakna, keramika, magnetit a rozne
materialové kombinacie) [28].

Pri pozorovani tvorby biofilmu a ndvrhu materidlov, by sme si mali uvedomit’ este jednu
skutocnost’. Tuhé materialy v r6znych prostrediach neposkytujii iba holé plochy so svojimi
povrchovymi vlastnostami. ESte pred naviazanim prvej bakterialnej bunky sa na povrchu
mdézu  ocitnit rozne organické aanorganické latky  z prostredia  avytvoria
tak tzv. kondiciona¢ny biofilm. Fyzikalne - chemické vlastnosti kondicionaénych biofilmov
su uplne odlisné od ¢Cistych povrchov, kde neboli vopred naviazané ziadne iné latky. Zaroven
sa liia aj interakcie mikroorganizmov s uz vytvorenym kondiciona¢nym biofilmom [5].
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2.6 Modelové mikroorganizmy tvoriace biofilm

Rozhodujicim krokom pri tvorbe biofilmu je aj vyber modelového mikroorganizmu.
V experimentalnej Casti predlozenej prace boli fyzikalno-chemickym analyzam podrobené
bakterialne kmene, sktorymi sa dlhodobo pracuje na pracovisku Fakulty chemickej
VUT v Brne. Boli zvolené bakterialne kultary Burkholderia cepacia CCM 2656 a Bacillus
megaterium CCM 2037.

2.6.1 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia patri medzi gramnegativne baktérie so Sirokou metabolickou
rozmanitost'ou. Komplex Burkholderia cepacia je skupina geneticky odlisnych, fenotypovo
podobnych druhov s obrovskym metabolickym potencidlom [30]. Casto su izolované
z roznych prirodnych biotopov, ako st povrchy rastlinnych korenov, poda arie¢na voda,
ale aj z mestskych prostredi, ako su detské a atletické ihriska. Okrem toho sa tiez vyskytuju
u zvierat a l'udi [31].

Baktérie Burkholderia cepacia maju uzitocné vlastnosti, pretoze posobia ako antagonisti
Skodcov rastlin, vystupuju sa ako rhizobaktérie podporujice rast rastlin a moézu zabezpecit
degradaciu toxickych latok. Na rozdiel od tychto priaznivych G¢inkov méze tento spominany
komplex baktérii kolonizovat' alebo infikovat' c¢loveka, konkrétne pacientov s cystickou
fibrozou [32].

Cysticka fibroza je letalne dedicné genetické ochorenie, ktoré je spOsobené mutaciou
v géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), kedy patogénne
baktérie kompexu Burkholderia kolonizuju pl'ica pacientov a sposobuju chronické infekcie.
Chybné proteiny CFRT v pltcach pacientov trpiacich tymto ochorenim maju tendenciu
dehydratovat’ sliznicu, ¢o vykazuje idealne prostredie pre tvorbu biofilmu [31]. Pacienti
trpiaci tymto ochorenim maji vrodenu rezistenciu vo¢i mnohym bezne pouzivanym
antibiotikam [33]. Skuto¢na rezistencia komplexu baktérii je dosledkom vzniku réznych
enzymov, ktoré brania kontaktu antibiotik s bakteridlnym bunkovym povrchom kvoli
ich schopnosti tvorit’ biofilm [31].

Obrazok 7: Mikroskopické snimky baktérii: A. Burkholderia cepacia B. Bacillus megaterium [34][35]
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2.6.2 Bacillus megaterium

Bacillus megaterium ja grampozitivnou baktériou. Jedna sa o aerdobny druh baktérie, ktory
tvori spory a ma tyCinkovity tvar. Vyskytuje sa v prostredi ako je morska voda, ryzové polia,
ryby alebo v suSenych potravinach a v mede. Mdéze rast’ v jednoduchych médiach na viac
ako 62 uhlikovych zdrojoch z 95 testovanych, vratane vSetkych cyklickych medziproduktov
trikarboxylovej kyseliny, metanoatu a acetatu [34]. Poc¢as bune¢ného delenia prostrednictvom
organel ziskavajui bunky potrebnl energiu pre chemické syntézy [36].

Viaceré druhy Bacillus st ¢asto izolované z biofilmov, ktoré maja Skodlivé alebo priaznivé
ucinky v priemyselnom a prirodnom prostredi [37]. Rod Bacillus je dobre znamy svojou
schopnostou produkovat’ EPS vratane lipaz [38]. Preto sa tento druh stal dolezitym modelom
pre Stadium molekularnych metabolizmov pre tvorbu biofilmu [37].

2.7Vyznam biofilmov

Bakterialne biofilmy st pomerne ¢asto diskutovanou problematikou v mnohych oblastiach,
kde zohravaju kl'a¢ovu ulohu.

V mliekarenskom priemysle modze tvorba biofilmu viest kvaznym hygienickym
problémom a hospodarskym stratam znehodnotenim samotnej potraviny alebo poskodenim
vyrobného technického zariadenia. Ropny priemysel je taktiez citlivy na tvorbu biofilmov,
pretoze dochadza k upchaniu filtranych zariadeni a znehodnotenie vystupného produktu.
Mikroorganizmy v biofilmoch katalyzuju chemické a biologické reakcie sposobujuce kordziu
na kovovych povrchoch v potrubiach a nadrziach [1],[39].

Z medicinskeho hladiska st rozne ochorenia ako je cystickd fibroza, endokarditida
nativnej chlopne, zapal stredného ucha, chronicka bakterialna prostatitida [40] a dalSie
infekéné ochorenia, priamo ochorenia zubov, koze, mocového traktu [41], pluc i srdca [42]
sposobené mikroorganizmami, ktoré vytvaraju biofilm [40]. Priblizne 80 % vsSetkych
nemocni¢nych ochoreni u l'udi je biofilmového podvodu. Infekcie spojené s biofilmom
predstavuju pre lekarov zlozity problém, pretoze vyskyt patogénov v podobe biofilmu
im poskytuje do znacnej miery zvySenu toleranciu voci antibiotikdm a antimikrobidlnym
latkam, ako aj ochranu pred imunitnou odpoved’ou. To mé za nasledok vznik uz vysSie
spomenutych chronickych infekcii, vysoki mieru chorobnosti a imrtnosti [43]. Varovné
je nie len to, ze biofilmy su schopné odolavat’ antibiotikam, ale st dostato¢ne vel'ké na to,
aby porazili imunitny systém [41].

Biofilmy zohravaju kIa¢ovu tlohu pri infekénych ochoreniach spojenych so zdravotnou
starostlivostou. Najmd u tych, ktoré suvisia s implantaciou zdravotnickych pomdcok
ako su intravaskularne katétre, mocCové katétre a ortopedické implantaty [44], kontaktné
sosovky [45], kibové protézy a zariadenia na fixaciu zlomenin [42]. Popisu infekcii, ktoré
suvisia so vznikom biofilmu na konkrétnom zariadeni sa venuje publikacia
Ramasamy a spol. [42].

Oproti tymto negativnym vplyvom maju biofilmy aj uzito¢ny vyznam a nachadzaji svoje
aplika¢né uplatnenie. Velkym pozitivom oproti voI'ne sa vyskytujucim bakterialnym bunkam
st bakterialne bunky vyskytujice sa Vv spoloCenstvach biofilmov odolnejsie  voci
antimikrobialnym latkam, tazkym kovom a toxickym latkam [46]. Pozitivna ¢innost
biofilmov je dobre znama V oblasti biologického cCistenia. PouZitie biofilmov pripojenych
K inertnym pevnym nosicom by mohlo byt sl'ubnou technolégiou pri Cisteni odpadovych
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vod [47]. Mikrobidlna adhézia by moze byt d’alej uzitocna pri degradacii envinromentalne
nebezpeénych latok v pdde a biopolymérov, ako je celuléza [5]. Coraz Gastejsie sa ukazuje
na uplatnenie biofilmovych reaktorov na vyrobu jemnych chemikalii ako st biopaliva,
biohydrogén alebo vyroba elektriny v mikrobialnych palivovych ¢lankoch [46].

Existuja dva protichodné cicle pre kontrolu mikrobialnej adhézie a tvorby biofilmu.
Na jednej strane je to prevencia a inhibicia biofilmov, na druhej strane ich zlepSenie
a propagacia [5]. Toto so sebou prinasa nové vyzvy v oblasti vyskumu. Moznosti vyuzitia
novych metod pri merani, vratane zvysSenie narokov na vysledky, sprisnenie noriem vedie
k zvyseniu produktivity a vplyva na urychlenie pokroku v tejto oblasti.
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Problematike posudenia biofilmov z viacerych pohl'adov je venovand pozornost’ po celom
svete uz mnoho rokov. K pochopeniu vzniku biofilmu, zloZenia a jeho vlastnosti prispievaju
analytické metody [2]. Z hl'adiska rozsahu experimentalnej i technologickej pouZiteI'nosti
prirodzene uputanych bunkovych kolonii/agregidtov  jednobunkovych  organizmov
je metodologia predpokladu prilnavosti buniek k povrchom kli¢ovou poziadavkou [13].
V snahe rozoznat’ baktérie tvoriace biofilm a ich extracelularnu matrix, pri in vitro a in vivo
podmienkach sa pouzivaju komer¢ne dostupné metody a pristrojové techniky [2].

3.1Zakladné teoretické modely

Medzi zakladné pristupy, ktoré sa pouzivaji K charakterizacii biofilmov nepochybne patri
termodynamicky pristup spolu s tedériou DLVO. Pomocou nich moézeme kontrolovat
anasledne vysvetlit' stav pociatoéného prilnutia bakterialnych buniek k pevnym povrchom.
Kazdy s tychto pristupov ma svoje Specifika (vid’ kapitola 2.2.2 a 2.2.3).

Prikladom pouzitia termodynamického pristupu pri Studii adhézie vybranych buniek
baktérii je praca Absolom aspol.. V publikacii autori popisuji experimenty riadené
termodynamickym  modelom. Vybrané druhy baktérii (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Listeria monocytogenes a dvoch kmenov Escherichia coli) boli
uvedené do kontaktu s niekolkymi povrchmi napr. teflon, polyethylén, polystyrén a iné,
nasledne bola pozorovana adhézia baktérii. Obrazovou analyzou urcili prilnavost buniek
na jednotku povrchu. Bolo zistené, Zze pocet baktérii podlichajucich adhézii na jednotku
plochy koreluje stermodynamickou predpoved’ou, aze tieto udaje moézu byt pouzité
K urCeniu povrchového napitia réznych bakteridlnych druhov. Povrchové napitie ziskané
tymto spésobom sa zhoduje s vysledkami, kedy boli pouzité iné metody Kk postideniu
adhézie [15].

Autori Redman a spol. vosvojej Studii charakterizovali prilnavost dobre znameho
bakterialneho kmena Escherichia coli za odpudivych elektrostatickych podmienok. K adhézii
bol pouzity ultracisty kremenny piesok ako porézne médium nato, aby sa minimalizovali
efekty heterogenity naboja. Doraz kladli na vznik elektrostatickej dvojvrstvy a interakcie,
ktoré st spojené s prvotnou fazou adhézie buniek. Pomocou dosiahnutych experimentalnych
vysledkov vo svojej praci overili, Ze k interpretacii vysledkov je vhodné pouzit' prave
spominani DLVO tedriu [14].

Doélezité je, aby nami vytvoreny model (napr. DVLO) zahriial také interakcie, ktoré
budeme schopny pouzitou technikou monitorovat’ pri vzniku adhézie buniek. Na zaklade
tychto predpokladov sme schopny overit’ a vysvetlit' experimentalne vysledky s teoretickymi
predpokladmi zvolenych modelov [48].

3.2Metody vhodné pre posudenie adhézie baktérii a biofilmov

Analyza bunkovych ploch vyzaduje hned’ v uvode manipulaciu s bunkami baktérii. Ale bunky
mozu pri nespravnom zachddzani stracat’ svoju Zivotaschopnost. Vysledky Studie
Pembrey a spol. ilustruju nedostatky technik, ktoré sa pouzivaju k analyze povrchu buniek.
Ako je napriklad vysokorychlostné odstred’ovanie, susenie, lyofilizcia, zmeny pouzitého
média. Tieto zmeny overili za pouzitia tzv. MATH testov (microbial adhesion
to hydrocarbons) a stanovenia hodndt hydrofobnosti a zaroven stanovenia elektroforetickej
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mobility. Vysledky poukazuji na to, ze Vv niektorych pripadoch mali bunky vybranych
baktérii v tejto Stadii (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Psychrobacter sp. kmen
SW8) zmenené fyzikalno-chemické a morfologické vlastnosti. Preto je dolezité, aby sa pouzili
nedestruktivne techniky, ako je napr. prietokova cytometria a mikroskopia atéomarnych
sil [49].

Prehl'ad vhodnych technik k stadiu réznych aspektov biofilmov vo svojej praci ponukaji
autori Halan a spol. [46], taktiez Stidia autorov Denkhaus a spol. [50], takisto publikacia
Neu aspol. [51]. Kiriticky prehlad tradiénych a SpiCkovych metéod predkladaju
aj Azeredo a spol. vo svojej vedeckej publikacii [52].

Prehl'ad zakladnych metdd k charakterizécii rastu i vlastnosti jednotlivych zloziek matrice
biofilmu, zivotaschopnosti bakterialnych buniek, réznych zariadeni pouzivanych k Studiu
biofilmov a metéd vhodnych k postideniu rozsahu a pevnosti adhézie je uvedené v Tabulke 1
a Tabulke 2.

Tabulka 1.  Priklady najcastejsie  pouzZivanych  technik k  charakterizacii — povrchu
biofilmu [46],[50],[51],[52]

. INFORMACIE , ,
METODA VYHODY NEVYHODY
O BIOFILME
Techniky vhodné k charakterizacii povrchu
SEM charakteristika - vysoké rozliSenie - nepristupnost’
(Skenovacia vonkajsej Struktary vnutornej Struktary
elektronova biofilmu
mikroskopia)
CLSM hodnotenie EPS - monitoring Struktury | - vysoké naklady
(Konfokalna laserova buniek na zariadenie
skenovacia - in situ - nemozné pouzit’
mikroskopia) - presnost’ a pre hrubé biofilmy
jednoduchost’ - nizke rozliSenie

AFM topografické a - vysoké rozliSenie - ziadne informacie
(Mikroskopia morfologické vlastnosti | - schopnost’ zachytit’ 0 zloZeni biofilmu
atomarnych sil) biomolekulové - mdze dochadzat

- spravanie v redlnom k dehydratacii vzorky

Case
IR chemické informacie - in situ - mozna interferencia s
(Ifradervena vodou v absorpcii IR
spektroskopia)
RTG informacie o Struktare | - in situ - vysoka technicka
(Rentgenova - vel’ka hibkova narocnost’
spektroskopia) penetracia
NMR metabolické drahy - neinvazivna - nizka citlivost’
(Nuklearna magneticka - Casova naro¢nost’

rezonancia)
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Tabulka 2: Priklady najcastejSie pouzivanych separacnych —a spektrometrickych technik
K charakterizacii povrchu i Struktury biofilmu [46],[50],[51],[52]
. INFORMACIE , .
METODA VYHODY NEVYHODY
O BIOFILME
Separacné techniky
Extrakcia separacia EPS z buniek | - stanovenie - nizka priepustnost’

sacharidov, proteinov

- Iyza buniek zavisi od
metody extrakcie

PCR techniky
V kombinacii

genetické informacie

- insitu
- potrebné malé

- nedostatok
Standardov

s MALDI-TOF mnozstvo DNA - obmedzené pouzitie
databaz
- vysoké prevadzkové
naklady
CE obsah a urcenie - nizke detekéné limity | - naro¢na priprava
(Kapilarna sacharidov vzoriek
elektroforéza) - rozklad biofilmu

Mikrosenzory

vytvorenie a kontrola
biofilmu

- chemicka inertnost’
- stanovenie obsahu
kyslika, glukozy,

vapnika, oxidov

- kratka zivotnost’

- zniZzena citlivost’
spOsobena rozmermi
Senzora

Spektrometrické techniky

FISH

mikrobialna aktivita

- in situ

- neziaduce uc¢inky

(Fluorescencna in situ fluorescen¢ného
hybridizacia) farbenia
AAS stanovenie t'azkych - nizke detekéné limity | - rozklad biofilmu

(Atémova absorpcna
spektrometria)

kovov a zivin

- ¢asova naroc¢nost’

Dalsie techniky
OoCT Struktura biofilmu - nedestruktivna - potrebna kombinécia
(Opticka koherentna s CLSM

tomografia)

Sucasne praca Geoghegan a spol. sa zaobera chémiou pripojenia a adhézie mikrobialnych

buniek a fyzikou polymérov. Niekol’ko metéd k Stidiu interakcii pocas pociatocnej
mikrobidlnej adhézie pontka prehlad Bos aspol. Rada dalsich prac je venovana
uz konkrétnej metode, ktora bola v danej stadii pouzita [53]-[60].

Je zndme, Ze metabolickll stabilitu a ochranu pred vysychanim ¢i inym neziaducim
chemickym 1biologickym vplyvom poskytuje biofilmu jeho extraceluldrna matrica.
Ta je neoddelitelnou stcastou mikrobidlnych biofilmov a ddlezitou oblastou vyskumu.
Stadia Schlafer a spol. poskytuje kritickti diskusiu o technikach pouzivanych k vizualizacii
roznych matricovych zlicenin (eDNA, proteinov, amyloidov, adhezinov), na uréenie
koncentrécie rozpustenych latok a difuznych vlastnosti biofilmovej matrice. Stiidia poukazuje
na to, ze cennym nastrojom k $tdiu biofilmovej matrice moze byt CLSM (konfokalna
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laserova skenovacia mikroskopia). Ta umoznuje vizualizaciu hydratovanych zloziek matrice
vzoriek Vvrealnom Case, zaroven zachovava trojrozmernt Struktru biofilmu [56].
Ide o nedestruktivnu techniku, ktora nielen ze prispela k pochopeniu matrice EPS, ale zaroven
sa pouziva pri charakterizacii mechanizmov antimikrobialnej rezistencie biofilmov [46].

Je zname, Ze pritomnost’ matricovych proteinov moze ovplyvilovat' stabilitu biofilmov.
Romero a spol. studovali zlozky pritomné v biofilmoch Bacillus sp. Mcn4, ktoré boli vyvinuté
na roznych povrchoch (polyuretdnovéa pena, bavinené vlakna, celofanovy film). Za pouzitia
fluorescenénej techniky bol identifikovany jeden z matricovych proteinov. Konkrétne
amyloidny protein, ktory je zapojeny do lipazovej aktivity. Biofilmové reologické spravanie
v zmysle viskoelastickych zloziek spomenutého proteinu pontika §truktirne vlastnosti, ktoré
umoziuju aplikaciu tohto biofilmu ako nosiCového systému K imobilizacii enzymov,
a to bez akejkol'vek chemickej tpravy. Konkrétne pouzitim pulznej gelovej elektroforézy
(PAGE) boli identifikované dva enzymy s lipazovou aktivitou. Pritomnost’ tychto
extracelularnych enzymov ovplyvnila vznik stabilnejSiecho biofilmu. Biokatalyzatory
s imobilizovano lipazovou aktivitou vykazovali rezidualnu aktivitu viac ako v Katalytickom
cykle. Vysledky poukazuju na to, ze biofilmovy katalyzator by mohol byt uzito¢ny
pre priemyselné aplikdcie vo farmaceutickom a potravindrskom priemysle, pri Cisteni
odpadovych vod a pri vyrobe biopaliv [37].

Bolo preukdzané, ze komunikécia medzi bunkami prebieha pomocou chemickych signalov
(indolu). Je zname, ze tieto chemické signaly produkované baktériami ovplyviiuji organizaciu
a Struktiru biofilmu. Autormi Kim aspol. bolo vyvinuté mikrofluidné zariadenie na baze
polydimetylsiloxanu (PDMS), pomocou ktorého je mozné ucinne skumat latky, ktoré
inhibuju tvorbu biofilmu patogénnych baktérii, v tejto Stadii konkrétne E.coli. Z vysledkov
vyplyva, Ze nevyhodou pouzitia tohto zariadenia je jeho jednorazové pouzitie. Naproti tomu
vyhodou je pouZitie malych objemov buniek oproti pouZitiu inych technik. Toto zariadenie by
malo byt vhodné pre skumanie G¢inku rozsahu koncentracii jedného rozpustného signalu,
alebo aj pri kombinacii dvoch ¢i viacerych signédlov. Zaroven umoznuje skrining zlucenin,
ktor¢ inhibuju tvorbu biologickych biofilmov [59].

V stcasnosti sa uvazuje nad vyuzitim mikroskopie atomarnych sil (AFM) pre biologické
aplikacie. Zatial' ¢o molekularne biologické techniky kombinované so skenovacou
elektronovou mikroskopiou (SEM) umoziuju identifikaciu a lokalizaciu povrchovych zloziek
sprostredkujucich bakteridlne interakcie s pouzitim AFM vznikd mozZnost merania
a lokalizacie fyzikalnych sil, ktoré sa podielaju na adhézii baktérii. V tejto suvislosti boli
vyvinuté rézne metddy imobilizacie baktérii na analyzu AFM. Kazda z nich ponuka svoje
vyhody i nevyhody, Co je tieZ vysvetlené v publikacii Ubbink a spol.. Vzhl'adom na zlozitost’
bakterialnej bunkovej steny a jej Specifickych i neSpecifickych interakcii umoziuje AMF
skamat’ interakcie tromi spdsobmi. Zaroven je potrebné vediet' vysledky AFM spravne
interpretovat. TEM (transmisna elektronova mikroskopia) a AFM poskytuju v podstate rozne
informacie o bunkovej stene baktérii, ale navzijom sa dopiiiaju a objasiiuju vlastnosti
a Struktaru baktérii [55].

SEM spolu s AFM boli pouzité k vyhodnoteniu morfologickej progresie u klinicky
vyznamného bakterialneho biofilmu Pseudomonas aeruginosa v stadii Pereira a spol.. AFM
bola d’alej pouzita k analyze adhézie v pociato¢nom S$tadiu u biofilmu, ktory tvori dobre
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znama baktéria Esterichia coli v publikacii autorov Razatosa spol.. Vizualna kontrola
jednotlivych fazy dozrievania biofilmu zoboch mikroskopov vV pripade biofilmu
Pseudomonas aeruginosa poukazala na skutocnost’, ze planktonické bakterialne bunky neboli
organizované vo viacerych bunkovych vrstvach anemali ziadne vzajomné interakcie,
ani v dobe, ked’ saobjavili v blizkosti susednych buniek. Zaroven dokazali, Ze bunkové
vlakna tzv.flagella maju velky vyznam pri pociatoénom pripojeni k povrchu,
ako je sklo [58],[60].

Je zndme, Ze pritomnost’ pevného nosica je nevyhnutnd pre tvorbu biofilmu. Hydrofobne
materidly pritahuji hydrofobne baktérie, ktoré st sorbované neSpecifickymi interakciami.
Na druhej strane st bunky mikroorganizmov schopné silnejSiecho kontaktu s polarnymi
skupinami na polarnom povrchu v porovnani s hydrofobnym povrchom, ato zvySuje Sance
na adhéziu baktérii. Cielom s$tadie Sfaelou aspol. bolo zistit, ¢i pritomnost’ polarnych
povrchovych skupin ma za nasledok vacsie mnozstva produkovaného biofilmu a lepsi vykon
reaktora pri &isteni odpadovych vod. Stadiu uskutoénili na dvoch nosiéoch (polyetylénu (PE)
a polyvinylalkoholu (PVA)) srozdielom —OH skupin pritomnych na ich povrchu.
OH skupiny pritomné na povrchu PVA nosi¢a zvySuju jeho hydrofilny charakter oproti PE.
Kanalyze vzniknutého biofilmu pouzili rychle a pomerne jednoduché metddy: absorpént
a difaznu spektroskopiu (DR) a potenciometricki hmotnostna titraciu (PMT) a UV-VIS
spektrometer, ktory sa moze pouzit’ na pozorovanie tvorby biofilmu. Technologia PMT moéze
byt pouzita ako doplnkovéa k inym technikdm, aby poskytla informacie o charakteristikach
biofilmu, ako je povaha biofilmu a mnozstvo H" spotrebovaného biofilmom. Autori v zavere
prace podali dokaz o tom, ze pritomnost iného nosi¢a v reaktore nezmenila povahu
samotného biofilmu. Zaroven je zrejme, ze polarne skupiny nosi¢a menia len mnozstvo,
nie acidobazické spravanie biofilmov. AvSak mnoZstvo vytvoreného biofilmu bola vyssia,
ked” boli na nosi¢i pritomné polarne skupiny na povrchu V porovnani s hydrofébnym
povrchom [47].

Kawabata aspol. vo svojej praci preukazali, ze zosietovany polyvinylpyridinium
halogenid ma schopnost’ odstranit’ baktérie z vody. K stidiu boli vybrané niektoré zivice,
ako model pevného materidlu. Experimentalne vysledky tejto publikacie — ukazali,
ze adsorpcia baktérii (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus faecalis,
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa) na iontomeni¢ové zivice sa prejavuje
reverzibilne, oproti tomu baktérie zachytené na polyvinylpyridinium halogenid sa prichytili
ireverzibilne. V spomenutej praci sa za pomerne kratky c¢as (1h) podarilo eliminovat
97 az 100 % zivotaschopnych baktérii, ak bol v kolone pouzity poly(N-benzyl-4-
vinylpyridiniumbromid). Pouzitie Zivice ma niektoré vyhody. Zivica zvy¢ajne vo vode
nereaguje S organickymi necistotami. Zaroven je schopna odstranit’ nie len zivé bunky
baktérii, ale z vysledkov prace je zrejmé, ze kvalita upravenej vody mala lepsiu kvalitu oproti
tomu, kedy bola pouzitd dezinfekcia. Na druhej strane odstranenie baktérii bolo pomalé
a nebolo mozné opakované pouzitie zivice [61].

V inej studii bakterialneho biofilmu Pseudomonas aeruginosa na dvoch povrchoch (sklo,
polypropylén) autori Pereira a spol. vyhodnocovali §tadia zrelosti biofilmu pomocou metody
MALDI-TOF MS. Konkrétne sa zamerali na postdenie faktu, ¢i sme schopny odlisit
jednotlivé etapy vyvoja biofilmu. Zaroven svoju pozornost’ upriamili na fenotypové rozdiely
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pri pestovani biofilmov na rdéznych podkladoch. Dosli k vysledkom, ze baktérie st schopné
kolonizovat’ r6zne povrchy rozdielnou rychlostou. Zatial, ¢o 12-dnovy biofilm pestovany
na skle bol podobny nezrelym biofilmom, biofilm pestovany na plaste rychlejsie dozrel.
S najvicsou pravdepodobnostou k tomu doslo, pretoze biofilm pestovany na plaste bol
uz v stadiu disperznej faze. Pouzitd metdda sa ukazala dostatoCne citlivda pre rozlisenie
roznych $tadii biofilmu. Konkrétne pre fenotypové zmeny v progresii biofilmu. Zaroven
dokaze odhalit’ niektoré charakteristiky stvisiace s povrchom, naktorom boli baktérie
pestované. Stidia tiez objasnila skutoénost, ze MALDI-TOF MS sa ukazuje ako slubny
nastroj pre klinické diagnostické spracovanie tvorby a kontroly biofilmov [58].

Bolo dokézané, ze podmienky okolitého prostredia maji vplyv na adhéziu baktérii. Tento
stav baktérii v réoznych prostrediach moZzeme uréit’ pouzitim klasickych a pomerne dobre
dostupnych technik. Napriklad meranie zeta potencidlu poskytuje tdaje o celkovom néboji
bakteridlneho povrchu. Dalej dynamicky rozptyl svetla sluzi k poznatkom §tidia kinetiky
bakterialnej adhézie [55]. K vysvetleniu trendov povrchovych vlastnosti adhézie viacerych
druhov baktérii Li a spol. pouzili aj namerané hodnoty kontaktnych uhlov, povrchovej energie
alebo zeta potencialov. Ich zavery sa zakladali na adsorpcii baktérii na jednom povrchu
v roztokoch o roznej iontovej sile. Z vysledkov je zrejme, Zze vzniknutd iontova sila dobre
koreluje s elektrostatickym nabojom pre akykol'vek Specificky stav povrchu baktérii.
Avsak celkovd povrchova energia poskytuje ovela lepsi predpoklad adhézie na rozne
povrchy [29]. Okrem merani kontaktnych uhlov st pomerne dostupné d’alSie techniky
ako je elektroforeticka mobilita na meranie elektrostatickych interakcii alebo tzv. BATH testy
(bacterial adhesion to hydrocarbons). V pripade BATH testov sa po zmie$ani bakterialnych
buniek s hydrofébnou fazou meria adsorpcia (koncentracia) baktérii pred a po zmieSani.
To poskytuje percento baktérii, ktoré prilna k uhl'ovodikovej faze, ¢im sa dosiahne relativna
hydrofobnost. Praca autorov Riihs a spol. poukazuje na to, Ze bakteridlna adsorpcia
na rozhraniach méze byt z hl'adiska kinetiky nedestruktivne skimana pomocou tenziometrie
a medzifazovej reologie. V danej Stadiu u viacerych bakteridlnych kmeniov bolo skiimané
adsorp¢né spravanie nerastucich (stacionarnych) bakterialnych suspenzii buniek [62].

Niektoré vedecké publikacie uvedené v tejto kapitole a zaroven poznatky so spracovania

......

prace.

28



4 EXPERIMENTALNA CAST

Pri rieSeni experimentalnej Casti diplomovej prace bol kIi¢ovym krokom vyber modelového
organizmu a vyber adsorbentov. Dalej bola potrebna optimalizacia krokov stvisiaca s tvorbou
biofilmu asamotné aplikovanie vybranych fyzikalne-chemickych technik k jeho
charakterizacii samotnej adsorpcie. VSetky tieto experimentalne aspekty st zhrnuté
V nasledujucej kapitole.

4.1 Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité mikroorganizmy
Pocas experimentalnej cCasti boli ako modelové mikroorganizmy pouzité baktérii, ktoré
pochadzali z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne. Konkrétne

kmene Burkholderia cepacia CCM 2656 a Bacillus megaterium CCM 2037.

4.1.2 Pouzité chemikalie
e Amberlite XAD-4, (Sigma Aldrich Inc.)
e Amberlite IRA-900 chloride form, (Sigma Aldrich Inc.)
e Chlorid sodny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Chlorid draselny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Deionizovana voda
e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan disodny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Dihydrogenfosforec¢nan draselny, (Sigma Aldrich Inc.)
e Hexadekan, (Sigma Aldrich Inc.)
e Kyselina chlorovodikova 35%
e Mineralny olej, (Sigma Aldrich Inc.)
¢ Nutrient Broth (Himedia)
e Supelite DAX-8, (Sigma Aldrich Inc.)

4.1.3 Pouzité pristroje
e Analytické vahy, Boeco
e Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen
e Koloidny analyzator Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd
e Laminarny box Aura mini, Bioair Instruments
e Mikroskop Intra mirro
e Programovatelny rotator typ Multi Bio RS-24
e FTIR spektrofotometr Nicolet iS50
e Skenovaci elektronovy mikroskop ZEISS EVO-LS 10
e Temperovana trepacka Heidolph 1000, Labicom s.r.o
e Thermo Helios Delta VIS spektrometer
e Vakuova suSiarenn, Memmert
e Vortex TK3S, Kartell spa

4.2 Uchovavanie bakterialnych kultar (kultivacia na pevhom médiu)

Lyofilizované baktérie Burkholderia cepacia CCM 2656 a lyofilizované kmene baktérie
Bacillus megaterium CCM 2037 boli ozivené a nasledne naoCkované na pripravené média
s pridavkom agaru pre zaistenie tuhosti.
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ZlozZenie pevného NB (Nutrient Broth) média pre Burkholderia cepacia:
o Beef extract 109

e Pepton 10 g

e NaCl 59

e Agar Powder 290

e Destilovana voda 1000 ml

ZloZenie pevného média pre Bacillus megaterium:
o Beef extract 30

e Pepton 59

o MgSO4- H,O 0,01 g

e Agar Powder 20 g

e Destilovana voda 1000 ml

Takto pripravené média boli sterilizované po dobu 60 minuat v tlakovom hrnci s uzavretym
ventilom (Burkholderia cepacia) a otvorenym ventilom (Bacillus megaterium). Po miernom
ochladeni médii bol vo vysterilizovanom lamindrnom boxe naliaty potrebny pocet sterilnych
Petriho misiek. Po zatuhnuti pripravenych médii boli jednotlivé kultiry zao¢kované krizovy
rozterom.

ZaoCkované misky boli nasledne kultivované v termostate pri 30 °C po dobu 24 h.
Po naraste kolonii boli bakterialne kultiry uchovavané pri teplote 4 °C a v intervale priblizne
30 dni boli pravidelne preo¢kovavané na nové Petriho misky. Pevné média boli pripravované
k uchovavaniu kultar pre d’al$iu pracu.

4.3 Kultivacia bakterialnych inokul

Pre kultivaciu inokul Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium boli pripravené kvapalné
média o zlozeni uvedenom v predchadzajucej kapitole 4.2 (bez pridavku agaru). Ku kultivacii
boli pouzivané Erlenmeyerove banky o objeme 100 ml s 50 ml prislusného média. Pripravené
média boli sterilizované v tlakovom hrnci s uzavretym ventilom (Burkholderia cepacia)
a otvorenym ventilom (Bacillus megaterium) po dobu 60 minnt.

Po sterilizcii a naslednom ochladeni Erlenmeyrovych baniek na laboratérnu teplotu boli
Vv sterilnom lamindrnom boxe pomocou bakteriologickej kl'ucky na trikrdt ockované
z agarovej platne mikroorganizmy Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium. Pripravené
inokula boli kultivované 24 h na temperovanej trepacke Heidolph 1000 pri frekvencii
180 rpm a pri teplote 30 °C.

4.4 Priprava bakterialnej suspenzie buniek

Pripravené inokula bakterialnych kmeniov Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium boli
po 24 h kultivacii pouzité k priprave bakteridlnej suspenzie. Do 14 ml centrifuga¢nych
skimavok bolo pomocou automatickej pipety napipetované 10 ml pripraveného kvapalného
inokula. Takto pripravené skiimavky boli centrifuga¢ne odstredené (5 000 rpm, 5 min, 20 °C).
Nasledne bol supernatant zliaty, pricom bunky boli rozsuspendované v 2 ml fyziologického
roztoku PBS alebo v 2 ml destilovanej vody. Bakterialne suspenzie boli takto riedené
na pozadovant opticku hustotu meranim absorbancie pri vinovej dizke 600 nm za pouzitia
Thermo Helios Delta VIS spektrometra. Detaily riedeni st opisané v kapitolach nizsie
pri postupoch popisujucich konkrétny modelovy systém.
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4.5 Priprava pufrov

K priprave bakterialnej suspenzie kmenov Burkholderia cepacia bol po 24 h kultivacii
baktérii pouzity fosfdtovo pufrovany fyziologicky roztok (PBS), ako uz bolo vysSie
spomenuté. Jeho zloZenie je uvedené nizsie.

ZloZenie fosfatového pufru (PBS):

e NaCl 8¢

o KCI 0,2¢g

e KH,PO, 0,24 ¢

e NaHPO,-12 H,O 2,89 g

e Destilovana voda 1000 ml

4.6 Optimalizacia modelového systému k experimentilnemu $tidiu adsorpcie

K optimalizacii vlastného experimentu boli pouzité bakterialne bunky Burkholderia cepacia
pripravenych suspenzii, podla navodu uvedeného vyssie (vid kapitola 4.4). Suspenzie
bakterialnych buniek v pufre alebo v destilovanej vode boli pripravené o pozadovanej
optickej hustote pri vinovej dizke 600 nm za pouzitia Thermo Helios Delta VIS spectrometra
(vid’ detaily pri opise konkrétneho modelového systému).

Jednym zcielov experimentu bol vyber vhodnej laboratornej nadoby (hydrofilného
a hydrofébneho povrchu) a zaroven vyber pevného povrchu (adsorbentu). Preto bola
pripravend suspenzia buniek o pozadovanej koncentrdcii pridand do réznej laboratornej
nadoby sodlisSnym pevnym povrchom anasledne bola realizovana $tudia adsorpcie
na pouzitom modelovom systéme (vid’ detaily pri opise konkrétneho modelového systému).

4.6.1 Stanovenie po¢tu buniek v roztoku pouzitim Biirkerovej komorky

Priamou metdédou bol stanoveny celkovy pocet mikrobidlnych buniek v 1 ml pripravenych
inokul baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium. Pripravené inokulum, bolo
pomocou PBS riedené na opticki hustotu 1. Pod mikroskopom Intra mirro za pouzitia
Biirkerovej komdrky bol spocitany pocet buniek a nésledne vypocitany podla vztahu,
pomocou ktor¢ho sa pocet buniek stanovuje touto priamou metddou. Pocitanie buniek
V jednotlivych Stvorcoch boli prevedené pri zvacSeni 40x rovnaky postupom.

4.6.2 Velké centrifugacné skimavky s podloZnym mikroskopickym sklickom

Do 50 ml centrifuga¢nych skimavok bolo na tesno vloZené podlozné mikroskopické sklicko
o rozmeroch 76 x 26 mm. Nasledne boli nachystané vzorky rozsuspendovanych baktérii
Burkholderia cepacia podl'a navodu uvedeného v kapitole 4.4, tie boli riedené PBS na opticku
hustotu 1,085 a 0,533. Nasledne bolo pipetované 35 ml pripravenych vzoriek
rozsuspendovanych baktérii 0 zvolenej optickej hustote do pripravenych centrifugaénych
skumavok. Objem bakterialnej suspenzie bol zvoleny tak, aby podlozné mikroskopické sklo
bolo Gplne zaliate suspenziou buniek.

Takto pripravené skumavky boli zaSraubované anésledne horizontalne uloZené
do pripravenej polystyrenovej nadoby. Polystyrenova nadoba spolu zo vzorkami bola vlozena
do temperovanej trepacky Heidolph 1000 po dobu 1 hodinu, pri teplote 30 °C a pri 170 rpm.
Po hodine boli vzorky vybrané z trepacky. Nasledne boli vzorky bakterialnej suspenzie
odpipetované z centrifugacnych skimavok do plastovych semi-mikro kyviet o objeme 2 ml
a pri vlnovej dizke 600 nm bola stanovena ich opticka hustota.
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4.6.3 KuZel'ové Erlenmayerove banky so sklenenymi gul6¢kami

Do 25 ml kuzelovych baniek bolo vazené 4,5 g sklenenych gul'6¢ok o priemere 1,5 mm.
Nasledne boli nachystané vzorky rozsuspendovanych baktérii Burkholderia cepacia, podla
navodu uvedeného v kapitole 4.4. Tie boli pomocou PBS riedené na opticka hustotu 1,712;
1,142 a0,572. Nasledne do pripravenych Erlenmayerovych baniek boli pomocou
automatickej pipety o objeme 6 ml napipetované vzorky rozsuspendovanych baktérii. Hrdlo
skamavky bolo prekryté alobalom.

Pripravené vzorky boli ponechané 1h pri teplote 30 °C a 170 rpm natemperovanej
trepacke Heidolph 1000. Po hodine boli Erlenmayerové banky zo vzorkami vybrané
z trepacky. Nasledne boli vzorky bakteridlnej suspenzie odpipetované z Erlenmayerovych
baniek do semi-mikro plastovych kyviet o objeme 2 ml apri vinovej dizke 600 nm bola
stanovena ich opticka hustota.

4.6.4 Uzke centrifugaéné skiimavky so sklenenymi gul’6¢kami
Boli pouzité 15 ml tzke centrifuga¢né skimavky, do ktorych bolo navazené 2 g sklenenych
gul'6¢ok o priemere 1,5 mm. Nasledne boli nachystané vzorky rozsuspendovanych baktérii
Burkholderia cepacia, podl'a navodu uvedeného v kapitole 4.4. Pomocou PBS boli suspenzie
buniek riedené na opticku hustotu 2,008; 1,780; 1,204; 1,093; 0,688 a 0,264. Do pripravenych
centrifugaénych skimavok boli pridané nachystané vzorky. Objem vzorky bol vzdy doplneny
do plna tak, aby roztok zo skimavky pretiekol. Nasledne boli skimavky zazatkované. Takto
pripravené vzorky boli ponechané 1 h pri 30 °C v termostate, ulozené v programovatelnom
rotatore. Rotator bol nastaveny na rotacny (vertikalny) pohyb pri 10 rpm, pocas 1 h. Po 5 min
od vyberu vzoriek ztermostatu boli vzorky bakterialnej suspenzie odpipetované
z centrifuga¢nych skimavok do plastovych semi-mikro kyviet o objeme 2 ml. Nasledne bola
pri vinovej dizke 600 nm stanovena ich optické hustota.
4.6.5 Optimalizacia sorpcéného experimentu s pouZitim mikrocasticovych sorbentov

a rézneho typu sorpénych nadob
Pre tieto experimenty boli nachystané vzorky rozsuspendovanych baktérii Burkholderia
cepacia, podl'a postupu tak, ako je to uvedené v kapitole 4.4. Pomocou PBS boli suspenzie
buniek riedené na optickt hustotu 1. Do pripravenych tzkych centrifugaénych skimavok bolo
navazené 0,10 g adsorbentov (Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900),
ako je uvedené v Tabulke 3 nizsie.

Nasledne bol do skimavky s adsorbentom pridany objem pripravenej vzorky bakterialne;j
suspenzie. Objem vzorky bol vzdy doplneny v skimavkach do plna. Tak, aby roztok
zo skumavky pretiekol a skimavky boli potom zazatkované.

Tabulka 3: Podmienky pripravy vzoriek K optimalizacnému kroku hydrofébneho/hydrofilného) pouzitej
nadoby k adsorpcii buniek na pevny povrch (adsorbent)

Navazka adsorbentu [g] 0,10
Objem bakterialnej suspenzie / destilovanej vody [ml] 15 ml
Cas experimentu [hod] 1
Pouzité 15 ml skimavky (uzke) sklenené/ plastové
Riedenie bakteridlnej suspenzie PBS
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Kvdli vyluceniu adsorpcie buniek na stene pouzitej plastovej skimavky sa robil kontrolny
test. Preto boli pripravené Cisté skumavky, do ktorych bola pridana suspenzia pripravenych
buniek bez adsorbentov. Vzorky boli opat’ naliate do plna tak, aby roztok zo skiimavky
pretiekol a skimavky boli potom zazatkované.

Zaroven bolo potrebné overit, ¢i sa neuvolnuju nejaké Castice z pouzitych adsorbentov
pocas adsorpcie. Preto bolo do d’alsich skiimavok navazené 0,10 g adsorbentov (Amberlite
XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900) a pridana destilovana voda. Destilovana voda
bola vzdy doplnena v skimavkach do plna, tak aby roztok zo skamavky pretiekol a skimavky
boli potom zazatkované.

Rovnakym postupom boli pripravené sklenené skimavky so vzorkami bakteridlnej
suspenzie, vzorkami bakteridlnej suspenzie a adsorbentov, zaroven destilovanej vody
a adsorbentov, podl'a podmienok, ako je uvedené v Tabulke 3. Takto pripravené vzorky boli
ponechané 1h pri 30°C vtermostate (vakuova suSiaren, Memmert), ulozené
V programovatenom rotatore (programovatelny rotator typ Multi Bio RS-24). Rotator
bol nastaveny na rota¢ny (vertikalny) pohyb pri 10 rpm, 1 h. Po 5 min od vyberu vzoriek
z termostatu boli vzorky bakteridlnej suspenzie odpipetované z centrifugaénych skiimavok
do plastovych semi-mikro kyviet o objeme 2 ml aprivlnovej dizke 600 nm stanovena
ich opticka hustota.

4.7Navrh vlastného modelového systému k experimentalnemu Studiu adsorpcie

Najskor boli nachystané vzorky rozsuspendovanych baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus
megaterium, podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.4,

Tabulka 4: Podmienky pripravy vzoriek k Studiu adsorpcie (zmena doby experimentu)

Navazka adsorbentu [g] 2 2 2 2
Objem bakterialnej suspenzie /
. . 15 15 15 15
destilovanej vody [ml]
Koncentracia adsorbentu [g/ml] 0,133 0,133 0,133 0,133
Cas experimentu [hod] 1 2 5 24
Pouzité 15 ml skimavky sklenené
Riedenie bakteridlnej suspenzie destilovana voda

Vsetky vzorky bakteridlnych suspenzii boli riedené pomocou destilovanej vody na opticka
hustotu 1. Do pripravenych uzkych 15 ml sklenenych skiimavok bolo navazené pozadované
mnozstvo adsorbentov a skimavky boli doplnené na konkrétny objem ako je uvedené
V Tabulke 4 a Tabulke 5.

Tabulka 5: Podmienky pripravy vzoriek k Studiu adsorpcie (zmena koncentrdacie adsorbentov)

Navazka adsorbentu [g] 1 2 3 5
Objem b-akteriéﬂnej suspenzie / 15 15 10 10
destilovanej vody [ml]
Koncentracia adsorbentu [g/ml] 0,067 0,133 0,300 0,500
Cas experimentu [hod] 2 2 2 2
Pouzité 15 ml skimavky sklenené
Riedenie bakterialnej suspenzie destilovana voda
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Vsetky tuzke sklenené skumavky spolu so vzorkami bakterialnej suspenzie, vzorkami
bakterialnej suspenzie a adsorbentov (Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-
900), zaroven destilovanej vody a adsorbentov boli pripravené podla postupu uvedeného
v kapitole 4.4. Kazdé meranie bolo trikrat zopakované, vysledky merani st uvedené
v kapitole 5.

4.8 Charakterizacia hydrofilného/hydrofébneho charakteru baktérii pomocou
BATH testov

Najprv boli pripravené vzorky baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium
pre realizaiciu BATH testov. Cielom tychto testov bolo poskytnit’ podrobnejSie vlastnosti
hydrofilného/hydrofobneho charakteru baktérii. Ako hydrofobna faza bol zvoleny mineralny
olej a hexadekan.

Z pripravené¢ho tekutého média z Erlenmayerovych baniek bolo odpipetované potrebné
mnozstvo média a nasledne boli bunky centrifugacne odstredené (5 000 rpm, 5 min, 20 °C).
Nasledne bol supernatant zliaty, pricom bunky boli rozsuspendované v 2 ml destilovanej
vody. Jednotlivé vzorky boli pripravené riedenim zasobného roztoku na optickl hustotu 1,
pri vinovej dizke 600 nm.

Extrakény experiment bol realizovany nasledujucim spoésobom. Do pripravenych vialiek
bol napipetovany roztok bakteridlnej suspenzie o optickej hustote 1 a pridana organicka faza
v pomere 1:1. Uzavret¢ vialky boli po dobu 2 minut vortexované (pouzitim pristroja
Vortex TK3S) aponechané 15 mintt k ustaleniu vodnej a organickej faze. Nasledne bola
pomocou injekénej strickacky odobrand vodné faza a premerand jej optickd hustota. Rozdiel
koncentracii bakteridlnych buniek vo vodnej faze pred a po zmieSani S hydrofébnou fazou
bolo mozné pozorovat’ aj vizualne. Kazdé meranie bolo zopakované trikrat, vysledky merani
boli graficky spracované. Sti¢astne pre odobranu vodntl fazu bol pomocou DLS a ELS merané
distribtcia velkosti Castic a zeta potencidlu.

4.9 Charakterizacia povrchovych vlastnosti baktérii za pouzitia dynamického
a elektroforetického rozptylu svetla

K stanoveniu distribucie velkosti castic bola pouzitd metéda dynamického rozptylu
svetla (DLS). K meraniu bol pouzity Zetasizer Nano ZS (Malvern InStruments). Metodou
elektroforetického rozptylu svetla (ELS) bol zaroven namerany zeta potencial. Meranie oboch
metod bolo prevedené pri merani pH vzorku (od 5 do 1, s krokom 0,5). Hodnota pH bola
merand riadenym pridavkom kyseliny HCl o koncentracii 0,1 M prostrednictvom
automatického titratora (Malvern Instruments).

Vzorky rozsuspendovanych baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium boli
okrem uZ spomenutej titrdcie, podrobené aj meraniu distribicie velkosti castic a zeta
potencidlu. Tie boli pripravené podla postupu uvedeného v kapitole 4.4, rozsuspendované
v destilovanej vode apomocou UV-VIS spektrometra pripravené na meratelni optickl
hustotu 1, pri vinovej dizke 600 nm.
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4.10 Charakterizacia povrchu adsorbentov pred apo adsorpcii pomocou
infracervenej spektroskopie

K analyze pripravenych vzorieck bol pouzity FTIR spektrofotometer Nicolet iS50
S jednoodrazovym diamantovym ATR néastavcom. Po zmerani pozadia bolo na diamantovy
krystal ATR nastavca nanesené potrebné mnozstvo vysuSenej vzorky adsorbentu. Bola
merand absorbancia v zavislosti na vinoéte v spektralnom rozsahu od 4000 do 400 cm™,
ziskané spektrum bolo stanovené ako priemer 32 skenov.

K meraniu boli pripravené vzorky adsorbentov (Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8,
Amberlite IRA-900) podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.10 a to o0 koncentracii adsorbentu
0,067 g/ml, detaily su uvedené v Tabulke ¢.5. Takto pripravené vzorky boli ponechané
2hpri30°C v termostate, uloZzené v programovatelnom rotatore. Rotator bol nastaveny
narotatny (vertikdlny) pohyb pri 10 rpm, 1h. Takto pripravené vzorky boli vybraté
Z rotatora a zo skiimavok bolo odpipetované 8 ml destilovanej vody/bakteridlnej suspenzie.
Zvysok obsahu skiimavky spolu so adsorbentom bolo zliate na ¢isté Petriho misky. Nasledne
boli pripravené vzorky ponechané v termostate 96 h pri 50 °C. Zaroven boli vysuseniu
pridané vzorky Cistych adsorbentov (vid® Obrdzok 8). Rovnakym sposobom boli pripravené
vzorky pre Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium.

4.11 Snimacia elektronova mikroskopia

Tie isté vzorky, ktoré boli pouzit¢ pre FTIR spektroskopické zobrazenie, boli nasledne
pouzité¢ aj k analyze snimaciu elektronovi mikroskopiu (SEM). Priprava vzoriek je preto
uz uvedena v kapitole 4.10.

Samotna analyza vzoriek bola prevddzand pomocou skenovacieho elektronového
mikroskopu ZEISS EVO-LS 10. Zobrazovanie prebehlo vmoéde SE1 asnimky boli
prevadzané¢ v mode s urychl'ovacim napitim 10 kV. Ostatné detaily zobrazenia vzoriek
pomocou tejto techniky st uvedené na snimkach v kapitole 5.

-

AR

e

Obrazok 8: Adsorbenty Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900 pripravené na Petriho
miskach pred viozenim do suSiarne
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1Navrh a optimalizacia postupu Stiidia bunecnej adsorpcie

Pri optimalizacii jednotlivych krokov a realizacii experimentalnej Casti tejto prace boli pouzité
poznatky z jej teoretickej Casti.

Jednym z kIaGovych krokov pri rieSeni experimentalnej Casti diplomovej prace bol vyber
modelového mikroorganizmu. K §tadiu adsorpénych vlastnosti modelovych baktérii boli
pouzité medicinsky reprezentativne kmene baktérii. Burkholderia cepacia, ako zastupca
gramnegativného kmena baktérii a zaroven bol vybrany zéastupca grampozitivnych baktérii,
konkrétne Bacillus megaterium. Inokuld spominanych baktérii boli pripravené podla
postupov uvedenych v kapitole 4. Z baktériami sa pracovalo po 24 h kultivacii v kvapalnom
médiu. A to preto, aby bolo zabezpecené to, ze sa baktérie budu nachadzat’ v exponencialnej
faze rastovej krivky, kedy v médiu dochadza k deleniu baktérii aich pocet rovnomerne
logaritmicky rastie. Zo spomenutych baktérii bol vybrany jeden zastupca (Burkholderia
cepacia), s ktorym sa pracovalo pri optimalizacii postupu $tidia buneénej adsorpcie. Zaroven
bol pri optimalizacii zohl'adneny vyber adsorbentu, nadoby isamotného prostredia
pre adsorpciu.

K analyze bunkovych vlastnosti bolo ddlezité vybrat taki metodu, ktorou by sme boli
schopny monitorovat’ priebeh bune¢nej adsorpcie. Ako vyplyva z kapitoly 3, k tomuto ucelu
sa pouzivaju aj nedeStruktivne techniky ako je prietokova cytometria alebo mikroskopia
atomarnych sil. V tejto praci bola k postdeniu adsorpcie zvolena UV-VIS spektorfotometria
ako prostriedok sledovania zmien koncentracie v bunkovej suspenzii. UV-VIS
spektrofotometer patri dnes k beznému laboratérnemu vybaveniu, ktoré sa pouziva pri stadiu
biologickych systémov [63].
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Obrdzok 9: Grafickd zavislost' experimentalnych hodnot optickych hustot na teoretickych hodnotdach
pre bunky baktérie Burkholderia cepacia
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Bolo potrebné preverit, ¢i je UV-VIS spektrofotometria vhodna Kk stanoveniu
percentudlneho ubytku baktérii v roztoku. Najskor bolo potrebné overit, ¢i je opticka hustota
(OD) bakterialnej suspenzie priamo Umerna koncentracii bakterialnych buniek vo vzorke.
Jednotlivé vzorky boli pripravené postupnym riedenim zasobného roztoku o optickej hustote
1,2 pri vinovej dizke 600 nm. Na zaklade pouzitého riedenia bola pre vietky vzorky
vypocitand teoretickd hodnota optickej hustoty OD(to) @ zdroven premerand experimentalna
hodnota optickej hustoty OD¢yp jednotlivych vzoriek. Bola stanovend grafickd zavislost’
experimentalnych hodndt optickych hustot na teoretickych hodnotach optickych hustot
(vid’ Obrazok 9), regresny koeficient spolahlivosti danej krivky pre bunky baktérie
Burkholderia cepacia ma vysokt hodnotu. Z toho vyplyva, ze stanovenie optickej hustoty
suspenzie bakterialnych buniek je priamo tmerné koncentracii tychto buniek v roztoku. Preto
je mozné OD povazovat’ za vhodny parameter pre stanovenie koncentracie buniek.

Nasledujicim meranim bolo stanovené, ¢i bakteridlne bunky vo vzorke sedimentuju.
A pokial' ano, tak akou rychlostou. Ak by sedimenticia buniek bola rychla, mohlo
by to ovplyvnit’ hodnotu optickej hustoty jednotlivych vzoriek a dochadzalo by tak k chybam
merania pri stanoveni mnozstva buniek v roztoku.
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Obrazok 10: Grafické zobrazenie percentudlneho ubytku baktérii z roztoku v zavislosti na case
pre bakterialne bunky Burkholderia cepacia po sorpcnom experimente

Preto po uskutocneni sorpéného experimentu bola stanovena sedimentacia bakteridlnych
buniek Burkholderia cepacia meranim OD pokonts) V zavislosti na ¢ase (vid Obrdzok 10).
Pocas 5 mintt bol pozorovany iba 5 % tbytok baktérii z roztoku. Tymto bolo potvrdené,
ze pri rychlom merani (do 5 min) po ukonceni sorpéného experimentu nebudi vysledky
sorpéného experimentu zat'azené vyraznou chybou sposobenou sedimentaciou buniek.

Nakoniec bol v ramci optimalizacie metody stanovenia koncentracie buniek v disperzii
priamou metédou pouzitim Biirkerovej komdrky stanoveny celkovy pocet mikrobialnych
buniek v 1 ml pripravenych disperzii baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium
0 optickej hustote 1.
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V 1ml bakteridlnej disperzie Burkholderia cepacia sanachadzalo 8,8-10" buniek
a v bakterialnej disperzii Bacillus megaterium bol stanoveny celkovy podet buniek 7,7-10".
Mnozstvo buniek pritomnych v 1 ml disperzie sa radovo nelisi, takze sorpéné experimenty
modzeme prevadzat pomocou UV-VIS spektorfotometrie o rovnakej optickej hustote pre obe
baktérie. Prave jednym z faktorov, ktory moéze mat vplyv na hydrofobnost” baktérii
je bakterialna koncentracia. Tento vplyv hydrofobnosti baktérii na prilnutie baktérii
k povrchom bol d’alej overovany inymi technikami (prevadzanim BATH testov).

5.1.1 Vyber adsorbentu

5.1.1.1 Sklenené sorpcné povrchy

Po vybere baktérii a overeni, ze OD je vhodnym parametrom k stanoveniu koncentracie
buniek v roztoku bol nasledne d’al§im kIi¢ovym krokom k $tadiu bunkovej adsorpcie vyber
modelového pevného povrchu. Prvym pouzitym adsorbentom bolo sklo 0 réznej adsorpénej
ploche a tvare. SKklo je univerzalny hydrofilny sorbent, d6lezity nie len z hl'adiska aplika¢ného
(vhodny ako nadoba pre kultivaciu mikroorganizmov). Délezitost spominaného sorbentu
je vyznamna aj v kontexte jeho ulohy pri tvorbe biofilmu, konkrétne z dovodu vyskytu
biofilmu aj na sklenenych povrchoch. Pretoze sklo sa pouziva nie len ako sanitarny material,
ale aj domace nadoby a povrchy su casto sklenené a moze na ich dochadzat’ v adhézii baktérii
z okolitého prostredia. V tejto praci k stadiu adsorpcie na skleneny pevny povrch bolo
zvolené podlozné mikroskopické sklicko a sklenené gul'ocky.

Zaujimalo nas, ako sa menia OD roztokov bakteridlnej suspenzie vo vybranych
modelovych systémoch (vid® Obrdzok 11). Spektrofotometrickym meranim bola stanovena
OD pri vilnovej dizke 600 nm. Bola stanovena OD pdvodného roztoku bakterialnej suspenzie
pred uskuto¢nenim experimentu (OD prepg)). Zarovein OD bakteridlnej suspenzie po adhézii
s konkrétnym modelovym adsorbentom (OD po@+a)). V tomto optimalizacnom kroku boli
spominané zmeny optickych hustét roztokov bakteridlnej suspenzie vo vybranych
modelovych systémoch navzajom porovnané. Bol vypocitany percentudlny narast respektive
pokles optickych hustot po sorpénom experimente. Vysledky si zobrazené v Tabulke 6,
kde zaporné hodnoty (zelené) indukuju pokles OD a kladné hodnoty (Cervené) znamenaju,
ze doslo k zvyseniu OD.

Obrazok 11: Optimalizacné modelové systéemy k experimentalnemu Studiu adsorpcie bakteridlneho
kmeria Burkholderia cepacia na réznych povrchoch (A: Kuzelové Erlenmayerove banky so sklenenymi
guldockami, B: Velké centrifugacné skumavky s podloznym mikroskopickym sklickom,

C: Uzke centrifugacné skimavky so sklenenymi guléckami)
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Tabulka 6: Vysledky merani OD pre pouzité optimalizacné modelové systémy S optimalizacnym
krokom pre vyber nadoby a adsorbentu k adsorpcii

NADOBA ADSORBENT oD oD Rozdiel OD

PRED (B) PO (B+A) PRED (B)

[ [ aPO (B+A)
Exp. 50 ml vel’ka plastova podlozné 1,085 1,107 2%
¢.1 centrifugacnd skumavka mikroskopické 0,533 0,566 3%

sklicko

Exp. 15 ml tzka plastova sklenené gul'6¢ky 2,008 2,044 4 %
¢. 2 centrifugacnd skumavka 1,780 1,871 9 %
1,204 1,574 37 %

1,093 1,222 13 %
0,535 0,504 -3%
0,144 0,156 1%
Exp. 25 ml sklenena kuzel'ova sklenené gul'6¢ky 1,712 1,627 -99%
¢.3 Erlenmayerova banka 1,142 1,020 -12%
0,572 0,488 -8 %

V experimente ¢. 1, bolo zvolené ako skleneny adsorbent podlozné mikroskopické sklicko.
Hlavne z dovodu jeho velkej plochy akvoli predpokladanej moznej vizualizacii buniek
na tomto povrchu napriklad pomocou mikroskopickej analyzy. Z vysledkov uvedenych
V Tabulke 6, pre exp.¢. 1 je zrejme, Ze pri pouziti modelového systému velkych 50 ml
plastovych centrifugacnych sktimavok s podloZznym mikroskopickym sklickom doslo
K narastu optickej hustoty OD po@+a) oproti hodnotdm OD prepg). Pocas experimentu bolo
volnym okom vidiet, Ze dochadza k agregacii buniek v roztoku. S tymto modelovym
systtmom  (vid’ Obrdzok 11) sadalej nepracovalo. Pretoze zvysledkov vyplyva,
ze pravdepodobne nedochddzalo k viazaniu bakteridlnych buniek na povrch plastovej nadoby,
ani na povrch podlozného sklicka; respektive, Ze pri merani optickej hustoty boli prejavy tejto
vizby kompenzované az prevysenym narastom OD Vv ddsledku agregacie buniek v roztoku.

Na zaklade poznatkov z teoretickej Casti prace, bolo ako d’al§i adsorbent zvolené sklo
v podobe hydrofilnych sklenenych gul'6¢ok. Oproti podloznému mikroskopickému sklicku
maji gul’ocky vacsi merny povrch. Ich povrch mdézeme menit zvySenim alebo znizenim
navazky. Na druhu stranu pouzitie gul'6cok mé aj jednu nevyhodu Vv zrovnani s podloznym
mikroskopickym sklickom a tou je komplikovana vizualizacia adhézie buniek na tomto
povrchu.

Pre exp. €. 2 (vid’ Obrazok 11) boli pouzité tizke 15 ml plastové centrifugacné skimavky
so sklenenymi gul6¢kami, kedy po hodinovom experimente doslo k narastu hodndt
OD po@+a). Oproti tomu, ked pre exp. ¢.3 boli pouzité kuzelové Erlenmayerove banky
so sklenenymi gul'6¢kami (vid’ Obrdzok 11), vtedy po hodinovom experimente doslo
k poklesu optickej hustoty OD po@+a) Vysledky percentualneho narastu/poklesu OD
st uvedené v Tabulke 6. Pravdepodobne su tieto vysledky ovplyvnené pomerom adsorbentu
(sklenené gul'6¢ky)/roztok bakterialnej suspenzie. Pretoze v exp. ¢.2 to bolo 4,5 g/6 ml
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avexp. ¢. 3 bol tento pomer 2 g/15 ml. To, ze pozorovatelny pokles OD v dosledku sorpcie
nastal pri pouziti kuzel'ovych Erlenmayerovych baniek so sklenenymi gul6¢kami (exp. ¢. 3)
je dané tym, ze koncentracia pouzitého sorbentu bola az patkrat vyssia oproti exp. €. 2.

Z teoretickych poznatkov je zrejme, ze ddlezitou charakteristickou vlastnost’ povrchov,
ktora ovplyviiuje prilnutie buniek je ich morfologia. Z vysledkov predchadzajucich
optimaliza¢nych experimentov vyplynulo, ze bakteridlne bunky Burkholderia cepacia
nechceli prilnit’ na hladny skleneny povrch. Zuvedenych doévodov boli pre d’alSie
experimenty vybrané iné adsorbenty (mikrocasticové sorbenty), a to jednak kvoli ich malym
rozmerom spojenym s vyrazne vys$im mernym povrchom a zaroven pretoze baktérie maju
vSeobecne tendenciu TlahSie prilnat a kolonizovat porézne povrchy, ktoré tieto
mikrocasticové sorbenty poskytuju.

Pre d’alSie experimenty sme zaroven vychadzali z tychto poznatkov a preto po porovnani
vysledkov zmien percentualneho narastu/poklesu OD modelového systému 15 ml tzke
centrifugaéné skimavky so sklenenymi gul'6ckami uvedenych v Tabulke 6, bola k d’alsiemu
Stadiu vybrand vhodna koncentracia bakteridlnej suspenzie. Najvacsi rozdiel po porovnani
hodnét optickej hustoty OD prep@) 8@OD po@i+a) bol pre povodnu opticki  hustotu
1,204 a 1,093. Pre vyber vhodnej OD pre d’al$ie experimenty bol urobeny kompromis medzi
percentualnym ubytkom OD pri sorpcii (OD prepe) @ OD po(s+a)), tak aby obe boli v rozsahu
meratel'nosti pouzitého spektrometru. Preto sa d’alej pracovalo s pripravenou bakterialnou
suspenziou o optickej hustote 1.

Pri optimalizacii jednotlivych krokov a realizacii experimentalnej Casti tejto prace boli
pouzit¢é poznatky zteoretickej Casti ato aj privybere vhodného prostredia
pre rozsupendovanie buniek. Ako bolo vysvetlené vyssie, pri realizacii d’alSich experimentov
boli pripravované roztoky bakterialnej suspenzie o optickej hustote 1. Najskor boli pripravené
suspenzie bakterialnych buniek Burkholderia cepacia, kedy bolo pouzité k priprave suspenzii
PBS, ktoré¢ho pH bolo 7,4. Ako mdézeme vidiet' v Tabulke 6 z vysledkov nameranych hodnot
absorbancii je za pouzitia uvedenych modelovych systémov zrejme, Ze nedochadzalo
k adsorpcii buniek na vybrané povrchy (sklenené gul'd¢ky, podlozné mikroskopické sklicko)
z dovodov uvedenych vyssie. Preto bol zohl'adneny vyber pouzitého disperzného prostredia
bunkovej suspenzie.

V dosledku pritomnosti funkénych skupin na povrchu bakteridlnej bunky, v zavislosti
na pH prostredi ziskaji bunky baktérii na svojom povrchu rézny néboj. Nabity povrch Castice
(bunky/adsorbentu) pritahuje opa¢ne nabité i6ny okolit¢ého elektrolytu a vznika
elektrostaticka dvojvrstva. Pokial' sa k negativne nabitému adsorbentu priblizi negativne
nabitd bunka (pricom baktérie maju vo vicSine pripadov zdporny nédboj) v dosledku
prekryvania difiznych casti elektrickych dvojvrstiev priblizujicich sa povrchov dochadza
k elektrostatickému odpudzovaniu. Hribku vzniknutej elektrostatickej dvojvrstvy ovplyviiuje
iontova sila (ktorti vieme ovplyvnit’ napr. zmenou pufru) a hodnota tzv. zeta potencialu [13].
Zaporny naboj mozu ziskat’ napr. sklenené povrchy disociaciou povrchovych — OH skupin.
Pre d’alSie adsorpéné experimenty vSak boli pouzité mikrocasticové sorbenty, a to charakteru
hydrofébneho resp. hydrofilného s kladnym povrchovym nabojom (vid’ d’alej). Vol'ba tychto
adsorbentov vychadzala z predpokladu, Ze tendencia buniek sorbovat’ sa na testovanych
povrchoch bude tym vicsSia, ¢im viacej bude podporeny jeden z dvoch hlavnych typov
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pritazlivych interakcii medzi opaénymi nabojmi (zadpornym nabojom povrchu buniek
a kladnym povrchom sorbentu), resp. Van der Waalsovymi interakciami podporenymi
hydrofobnym efektom. Oba typy pritazlivych interakcii budu silne zavisiet’ na iontovej sile
roztoku; je zname, ze pritomnost nizkomolekularnych soli negativne ovplyviiuje
ako elektrostatické interakcie, tak tiez interakcie spojené s hydrofobnym efektom.

Je zname, Ze pre vacSinu baktérii je optimalna hodnota pH 7 [1]. Preto bola pre d’alsie
pripravené vzorky k rozuspendovaniu bakterialnych buniek Burkholderia cepacia pouzita
destilovana voda. Destilovana voda ma pH 7 a oproti PBS neobsahuje ziadne mineralne latky,
teda nie st pritomné iony. Tato zmena postupu bola zvolend na zaklade predpokladu,
ze zmenou pouzitétho PBS za destilovani vodu docielime efektivnejSiu sorpciu z dévodov
uvedenych v predchadzajucom odstavci.
5.1.1.2 Mikrocasticové polymérne adsorbenty
Z vysledkov (vid’ kapitola 5.1.1.1) vyplynulo, Ze pouzité makrosorbenty ako je podlozné
mikroskopické sklicka a sklenené gul'6¢ky nie si vhodné pre modelové systémy. Ako uz bolo
spomenuté, prave kvoli snahe zvacsit merny povrch boli vybrané mikrocasticové adsorbenty.
Zaroven zuz uvedenych dovodov boli v nasledujucich experimentoch bakteridlne bunky
rozsuspendované v destilovanej vode ak d’als$im experimentom pripravené o optickej
hustote 1.

V Tabulke 7 suuvedené vlastnosti pouzitych pevnych povrchov pri realizécii
nasledujucich experimentov. Jedna sa o ibntomenicové Zivice, ktoré maju rozdielnu chemicku
Struktaru. Boli vybrané hydrofobne adsorbenty Amberlite XAD-4 a Supelite DAX-8
0 rozdielnej mernej ploche. Zaroven jeden adsorbent Amberlite IRA-900, ktory sa vyznacuje
hydrofilnym charakterom a kladnym nabojom na povrchu. InSpiraciou k vyberu zvolenych
pevnych polymérnych povrchov (Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900)
pre tento experiment bola praca autorov Kawabata a spol. (1983) [61].

Tabulka 7: Tabulka pouzitych mikrocdsticovych adsorbentov k adsorpcii a ich zdkladné viastnosti

Adsorbenty Plocha povrchu | Velkost’ ¢astic Charakteristika
Amberlite XAD-4" |  >750m%g | 20— 60 mesh Styrén-divinylbenzén
(makroretikularny)
Supelite DAX-8 140 m%/g 40— 60mesh | po‘lyakry.l ovel kyseliny
(mikroretikuldrny)
Styrén-divinylbenzén,
Amberlite IRA-900 ™ - 650820 um |  Povrehovo modifikovany

skupinami N*(CHa3)sCI
(makroretikularny)

* hydrofobny, ** hydrofilny

Je zname, Ze na samotné prilnutie alebo odpojenie baktérii ma vplyv
nie len na hydrofobnost’ baktérii, ale aj hydrofébne ¢i hydrofilné vlastnosti vsetkych typov
pritomnych povrchov. To znamena, Ze modze prednostne dochadzat k adsorpcii buniek
na steny nadoby anie na samotny adsorbent. Tato obavu zvySovala
I nejednoznacnost’ predchadzajicich vysledkov (vid’ Tabulka 6).
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Obrazok 12: Sklené skumavky ulozené v programovatelnom rotatore typu Multi Bio RS-24 pocas
prevddzania sorpéného experimentu (vlavo), 15 ml vuzka plastova centrifugacna skiumavka (stred)
a 15 ml uzka sklenend skumavka (vpravo) s navdazenymi adsorbentov Amberlite XAD-4, Supelite
DAX-8, Amberlite IRA-900

Preto bola v d’alich experimentoch meranda OD bakteridlnej suspenzie bez pridania
adsorbentu, ktora bola ponechané pri rovnakych laboratérnych podmienkach, ako bakteridlna
suspenzia s konkrétnym modelovym adsorbentom a nasledne bola premerana jej zmena
optickej hustoty (OD pokonts)). Kontrolny test, teda meranie hodnot OD poonts) bolo
zavedené z dovodu, aby sa vyli¢ila moznost, ze k adhézii buniek dochadza prednostne
na stene nadoby. Zarovein bol sorpény experiment prevadzany paralelne V plastovych
a sklenenych sktimavkéach ako nadob s hydrofébnym
resp. hydrofilnym povrchom.

modelovom  predstavitel'ovi

Tabulka 8: Vysledky merani OD pre pouzité modelové systémy pri optimalizacii vplyvu adsorpcie

buniek na steny pouzitej nadoby

NADOBA ADSORBENT | OD oD oD Rozdiel OD | Rozdiel OD
PRED PO PO (Kont.B) PRED (B) PRED (B)
®) (B+A) [ aPO (B+A) aPO (Kont.B)
[ [
Exp. 15 ml tzka Amberlite 1,083 | 1,039 0,969 -4 % -11 %
¢.4 plastova XAD-4
centrifugacna Supelite 1,083 | 0,988 0,992 -10 % -9 %
skamavka DAX-8
Amberlite 1,083 | 0,990 0,991 -9% -9 %
IRA-900
Exp. 15 ml uzka Amberlite 1,083 | 1,006 1,016 -8 % -1 %
¢.5 sklenena XAD-4
skimavka Supelite 1,083 | 1,005 1,033 -8 % -5%
DAX-8
Amberlite 1,083 | 1,001 1,028 -8 % -5%
IRA-900

V Tabulke 8 st uvedené hodnoty OD po(kontB), OD prep@) @ OD po(kontB) Pre plastové
skiamavky i sklenené skimavky. Pri adsorpcii bakteridlnych buniek Burkholderia cepacia
o rovnakej pociatocnej optickej hustote OD prep@). A pre obe experimenty boli pouzité
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baktérie z tych istych zdrojovych inokul. Nasledne boli vypocitané rozdiely OD po sorpénom
procese apred nim. Zaporné hodnoty uvedené v tabulke zelenou vyjadruju percentualny
ubytok baktérii z roztoku.

Bolo zistené, ze k men$im zmendm v rozdieloch OD prep@e) @ OD po(konts) po adhézii
buniek na pouzity pevny povrch, dochadza pri pouziti sklenenych skimavok oproti plastovym
centrifugaénym skiimavkam. A zdroveinl percentudlny ubytok baktérii z roztoku vychéadza
pre vsetky pouzité mikroadsorbenty s mensimi odchylkami pri pouziti sklenenych skiimavok.
Z toho vyplyva, ze d’alSie experimenty adsorpcie bakteridlnych buniek na pevnych povrchoch
sa budu prevadzat v sklenenych skumavkach, kedy dochadza k zanedbatelnej adsorpcii
bakteridlnych buniek na steny skiimavok. Zaroven bolo toto zistenie zaujimavou predikciou,
ktora naznaCovala dolezity vplyv hydrofobnych interakceii pri sorpcii pouzitych bakterialnych
buniek.

Vyber vhodného adsorbentu k adsorpcii buniek na jeho povrch je jednym z kl'i¢ovych
cielov experimentdlnej casti tejto prace. Od sklenenych makrosorbentov sme presli
K pouzivaniu polymérnych mikrosorbentov. No pri optimalizacii vplyvu adsorpcie buniek
na steny pouzitej nadoby po 1lh experimente bolo mozné volnym okom v skimavkach
pozorovat’, Ze Castice pouzitym adsorbentom vol'ne plavi na povrchu bakteridlnej suspenzie
a Vv pripade adsorbentu Supelite DAX-8 sa nejaké Castice mohli uvolnit a plavii priamo
v roztoku. To by mohlo ovplyviiovat meranie OD po sorpénom experimente, preto nas
zaujimalo, ¢i odber vzoriek pre meranie OD bude zavisiet' na ¢asovom oneskoreni medzi
odberom suspenzie po sorpénom experimente a meranim OD.

Bol navrhnuty experiment, ktorého cielom bolo overit, ¢i volba sorbentu ovplyviiuje
pripadné zmeny optickej hustoty disperzie v Case, ato ¢i uz nepriamo v dosledku
pokracujicej adsorpcie buniek na neodstrdnenych casticiach sorbentu, alebo priamym
vplyvom sorbentu na opticku hustotu (napr. v dosledku agregacie a sedimentacie Castic, ktoré
po odstraneni sorbentu plavali na hladine, alebo napr. uvolfiovanim polymérnych retazcov
zZ Castic sorbentu). Preto boli merané OD pog+a) po sorpénom experimente v zavislosti
na case.
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Obrazok 13: Grafické zobrazenie zavislosti optickej hustoty OD pog+a) na case pre pouzité adsorbenty
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Z grafickej zavislosti optickej hustoty na case (vid’ Obrdzok 13) je poznat, ze zalezi
natom, na aky adsorbent sa bakteridlne bunky buda viazat. Volnym okom bolo
pozorovatelné zakalenie roztoku pred meranim OD po@+a) pri 600 nm, v tomto poradi
Amberlite IRA-900 > Amberlite XAD-4 > Supelite DAX-8. V sklenenych skumavkach bolo
vidiet, Ze nie vSetky Castice sa usadili po 5 min (¢as oddelenia sedimentu od kvapalnej
disperzie buniek, v grafe 13 predstavuje ¢as t=0) na dne skimavky, ale niektoré Castice
adsorbentov vol'ne plavali v roztoku, popripade ostavali na hladine bakteridlnej suspenzie.
Hlavne u bakteridlnej suspenzie, ktora bola vystavena adsorpcii na povrch Superlite DAX-8
bolo vidiet, ze malé uvol'nené praskové Castice volne plava v roztoku.

Aj z Obrdzka 13 moze usudit, ze pre adsorbent Supelite DAX-8 ma sedimentacia
Vv zavislosti na ¢ase najvic¢sie rozdiely oproti ostatnym adsorbentom. Je to zrejme spdsobené
tym, ze bakterialne bunky sa naviazu na neodstranené ¢astice Supelite DAX-8.

Z tychto vysledkov pre d’alSie merania vyplyva, ze odber vzoriek bakterialnych suspenzii
pre meranie optickych hustot je potrebné realizovat vzdy 5 min (t=0) po uskutoéneni
sorpcného experimentu. Z dévodu sorpcie buniek na pouzity adsorbent je potrebné pridat’
kontrolny test, pre vylu¢enie mozného uvolfiovania Ccastic z pouzitych adsorbentov.
To znamena, Ze je potrebné tym istym sorpénym podmienkam (Casovym i navazkam)
vystavit' sklenené skumavky s modelovym adsorbentov v prostredi destilovanej vody.
A stanovit’ hodnotu optickej hustoty ako (OD popv+a)). A sti¢asne zohl'adnit’ tieto namerané
OD pri vypocte percentualneho ubytku baktérii z roztoku.

Po optimalizécii vSetkych parametrov, ktoré by mohli ovplyviiovat’ sorpéné procesy bol
pre vlastny experiment vybrany najvhodnejsi modelovy systém. Ako nadoba bola zvolena
sklenena 15 ml skiimavka. Ako modelovy pevny povrch boli vybrané mikroadsorbenty
Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900. Po realizacii optimaliza¢nych
krokov so zastupcom baktérii Burkholderia cepacia, bola uz nasledne uvazovana realizacia
sorpénych experimentov sucasne s d’al$im bakteridlnym kmenom a to konkrétne s baktériou
Bacillus megaterium. Po uskuto¢neni sorpénych experimentov na modelovych systémoch
bola vybrana pre realizaciu experimentov hodnota optickej hustoty bakterialnej suspenzie
0 OD rovna 1. Rovnako pre baktérie Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium, kedze
pocet buniek v pripravenych disperziach o optickej hustote 1 bol priblizne rovnaky.

5.2 Vlastny experiment k Studiu adsorpcie bakterialnych buniek

V predlozenej diplomovej praci boli k $tadiu adsorpénych schopnosti modelovych baktérii
pouzité Burkholderia cepacia, ako zastupca gramnegativného kmena baktérii a zaroven bol
vybrany zastupca grampozitivnych baktérii Bacillus megaterium.

Na =zaklade vysledkov morfologickej a fyzikalne-chemickej charakterizacie pevnych
povrchov i bakterialnych buniek boli d’alej realizované sorpéné experimenty a to v kontexte
kl'icovej tlohy procesu adhézie/adsorpcie bakteridlnych buniek pri tvorbe biofilmu.

Spektrofotometrickym meranim boli stanovené zmeny optickych hustot OD prep),
OD po@+a), OD po(kont.8)- Vysledky merania ¢asovej zavislosti optickej hustoty bakteridlnych
buniek Burkholderia cepacia po adsorpcii na pevnych povrchov (Amberlite XAD-4, Supelite
DAX-8, Amberlite IRA-900) (vid’ Obrdzok 13) poukazali na skuto¢nost, Ze po sorpénom
experimente moze dochadzat’ k uvolfiovaniu ¢astic z pouzitych adsorbentov, ¢o je neziadacim
javom. Aby sme kvalitativne zhodnotili schopnost’ iontomenicovych zivic v procese sorpcie
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bol stanoveny percentualny ubytok zakalu v zdrojovej suspenzii pri 600 nm, v grafickom
spracovani uvadzany ako percentudlny ubytok baktérii z roztoku podl'a nasledujuceho vztahu:

oD —(OD -0D
% Gbytok baktérii z roztoku=—2keonte) S ro(ov-») (1)

ODPO(KontB)

Do6vodom toho bolo, Ze pri dalSich sorpénych experimentoch boli pripravené skiimavky
za rovnakych podmienok ako bakteridlne suspenzie s konkrétnym modelovym adsorbentom
(merané ako (OD po(s+a)), S tym rozdielom, Ze namiesto suspenzie bakteridlnych buniek bola
pouzitd destilovana voda. A nasledne bola stanovend hodnota optickej hustoty destilovanej
vody a adsorbentu ako (OD popv+a)). A preto bol k stanoveniu percentualneho ubytku zékalu
baktérii pouzity vzt'ah uvedeny v rovnici 1.

5.2.1 Vplyv doby experimentu

Jednym z kI'aicovych experimentalnych krokov bolo stanovenie percentudlného ubytoku
baktérii zroztoku v zavislosti na Case pre baktérie Burkholderia cepacia a Bacillus
megaterium. Podl'a rovnice 1 uvedenej v kapitole 5.2.1, bol vypocitany percentualny tbytok
baktérii z roztoku v zavislosti na ¢ase. Vysledky merani boli graficky spracované.

Z grafickej zavislosti na Obrdzku 14 je mozné u bakterialnych buniek pozorovat trend
postupného rastu percentualneho tbytku baktérii Burkholderia cepacia z roztoku v porovnani
Srasticim cCasom, pri ktorom boli sorpéné experimenty realizované. Je pravdepodobné,
ze ¢im VACSi je percentualny ubytok baktérii z roztoku, tym vicSie mnozstvo bakteridlnych
buniek sa bude viazat' na pevny povrch. Uvedené experimenty boli realizované s cielom
0 dosiahnutie najlep$ej sorpénej Uc¢innosti a pre Burkholderia cepacia tieto experimenty
potvrdili povodny predpoklad, ze doba sorpéného experimentu tuto ucinnost’ pre vsetky
pouzité sorbenty zvysuje.

100 -

90 |
B Amberlite XAD-4 M Supelite DAX-8 Amberlite IRA-900
80 -
70
60

50

40

30

20

10

percentualny Gbytok baktérii z roztoku [%]

1 2 5 24
cas [h]

Obrazok 14: Grafické zobrazenie percentudlneho ubytku baktérii Burkholderia cepacia z roztoku
V zavislosti na case
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Po uskuto¢neni merani 1h a2h sorpcie doslo k zvySeniu adsorbovaného mnozstva
bakterialnych buniek na pevny povrch, ale stile nebola dosiahnutd maximalna sorpcna
ucinnost’ apreto bola nasledne realizovana 5h a24 h sorpcia. Po24h sorpcii bolo
v skimavkach vol'nym okom viditel'né, ze pouzité adsorbenty sa usadili na dno skumavky
a neplavali v roztoku biofilmovych bakterialnych buniek, oproti tomu ako to bolo viditelI'ne
pozorované pri realizacii 1 h a2 h sorpcii. U bakterialnych buniek Burkholderia cepacia bol
najvacsi percentudlny ubytok baktérii z roztoku po 24 h sorpcii. Najvyssiu sorpcnu ucinnost’
az 58 % dosiahli bunky s Supelite DAX-8. Dalej 53 % mali bakteridlne bunky po sorpcii
s Amberlite IRA-900, ale na zaklade vysokej hodnoty chybovej Gsecky je zrejme, ze bola
do vysledkov zanesena vacsia chyba merania. No napriek tejto odchylke nie je narusSeny trend
postupného rastu percentualneho ubytku baktérii Burkholderia cepacia z roztoku v porovnani
S rasticim ¢asom pre spominany adsorbent. Schopnost’ najmensej iba 28 % sorp¢nej ucinnosti
mali  bakterialne bunky Burkholderia cepacia po24h sorpénom experimente
s adsorbentom Amberlite XAD-4.

Obrazok 15 zobrazuje vysledky percentualneho tbytku baktérii Bacillus megaterium
z roztoku vzhl'adom na rastici ¢as experimentu. U bakterialnych buniek Bacillus megaterium
modzeme pozorovat trend postupného klesania hodnot percentudlneho ubytku baktérii
Vv zavislosti na rasticom caste pre Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900. Oproti tomu
nedochadzalo k nejakym vyraznym zmendm pre Amberlite XAD-4 apreto je mozné
pozorovat’ zmeny percentualneho ubytku baktérii z roztoku v rozsahu 6 — 8 %.
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Obrazok 15: Grafické zobrazenie percentualneho ubytku baktérii Bacillus megaterium z roztoku
Vv zavislosti na case

Zakalenie roztoku pozorované volnym okom po 24 h bolo vyrazne vtomto poradi
pre jednotlivé povrchy Amberlite XAD-4 > Amberlite IRA-900 > Supelite DAX-8.
V porovnani s grafickym zobrazenim (vid’ Obrdzok 15) mézeme usudit’, ¢im menej bol roztok
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bakterialnej suspenzie baktérii zakaleny, tym bola dosiahnuta lep$ia adsorpcia buniek baktérii
na dany povrch.

Porovnanim sorpénych experimentov pre Bacillus megaterium je zrejme, ze u adsorbentu
Supelite DAX-8 sa preukazal az 91 % ubytok bakteridlnych buniek z roztoku uz po 1h
sorpcii. Ztoho vyplyva, ze najviac buniek Bacillus megaterium sa viazalo na povrch
Supelite DAX-8 za 1h, vporovnani so zvac¢Sujucou sa do dobou experimentu a zaroven
aj v porovnani s ostatnymi pevnymi povrchmi. Pre povrch hydrofilného adsorbentu
Amberlite IRA-900 sa percentualny ubytok bakteridlnych buniek zroztoku pohyboval
v rozsahu 43 —-50 % pri 1—5h sorpcii. Po 24 h, len vel'mi malo klesla sorpéna u¢innost
na hodnotu 37 %. Tieto vysledky pre baktériu Bacillus megaterium st vyrazne odli§né oproti
vysledkom Burkholderia cepacia (vid’ Obrdzok 14). Tento neoakavany ¢asovy trend
je pravdepodobne spdsobeny zmenou fyziologického stavu pouzitého bakterialneho kmena
v priebehu experimentu. Pocas experimentov po 24 h bolo citit’ zo skimavok vyrazny zapach
bakteridlnych suspenzii. Je preto mozné, ze v priebehu experimentu dochddzalo k zmene
stavu bakteridlnych buniek, pri ktorom optické hustota roztoku prestdvala byt jednoznacnym
parametrom koncentracie. Napr. lyza bunieck moéze byt spojend suvolflovanim obsahu
cytoplazmy do okolitého prostredia astym spojenym zvySovanim OD. Toto mozné
vysvetlenie by bolo vhodné overit’ napr. sledovanim vability buniek v priebehu sorpéného
experimentu. Takyto experiment vSak presahoval rdmec planovanej experimentalnej naplne
predlozenej diplomovej prace.

V tejto Casti diplomovej prace bolo overené, ze u buniek Burkholderia cepacia dochadza
k lepsej adhézii na pevné povrchy az po 24 h, v porovnani s vysledkami, kedy u Bacillus
megaterium bola najvyssia sorpéna u¢innost’ dosiahnuta uz po 1 h sorpcii. V oboch pripadoch
najviac bakterialnych buniek adsorbovalo na pevny povrch hydrofébneho mikroretikularného
adsorbentu Supelite DAX-8. Pravdepodobne ktomu dochadzalo vdaka topografickym
vlastnostiam spominaného povrchu, pretoZe sa skor jednd o skor hladky a mikroporézny
povrch. Z teoretickej Casti prace vyplynulo, Ze by na neho mali baktérie prednostne prilnat’
a kolonizovat, oproti ostatnym adsorbentom. Ako najmenej vhodnym pevnym povrchom
k adsorpcii buniek Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium bol Amberlite XAD-4.
Spominany Amberlite XAD-4 je tieZ hydrofobny, ale je makroporézny a ma vicsi merny
povrch, ¢o moéze byt rozhodujucim faktorom, preco na neho baktérie sorbovali najmene;j
V porovnani s ostanymi poréznymi adsorbentmi. Jedinym pouZitym adsorbentom
S hydrofilnym povrchom bol makroretikularny adsorbent Amberlite IRA-900, ktory
ma na svojom povrchu kladny naboj, takze mal by ochotne interagovat’ s vodou. AK uvazuje,
ze bakterialne bunky maju zaporny naboj, tak pdsobenim elektrostatickych sil by sa mali
navzajom viazat’ so spominanym adsorbentom. U ostatnych sorbentov by kI"a¢ovu hnaciu silu
sorpcie mohol predstavovat’ hydrofobny efekt. Tu je vSak treba mat’ na pamati, Ze pri pouziti
hydrofébnych sorbentov vo vodnom prostredi mdze tiez dochadzat’ k agregacii samotnych
Castic sorbentu, ¢o mdze nepriaznivo ovplyviiovat priebeh a efektivitu sorpcného
experimentu. Porovnanim adsorbentov o rovnakom chemickom zaklade Amberlite XAD-4
a Amberlite IRA-900 (so substituovanym kladnym nabojom na povrchu), ktoré boli
makroporézne mozeme usudit, ze lepSiu schopnost’ buniek prichytit’ sa na povrch vykazoval
hydrofilny Amberlite IRA-900 Vv porovnani s hydrofoébnym  Amberlite XAD-4. Z toho
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vyplyva, ze hydrofobicita a porovitost’ pouzitého povrchu vplyva na adhéziu bakterialnych
buniek.

5.2.2 Vplyv koncentracie adsorbentu

V kapitole 5.2.1 bol diskutovany percentualny ubytok baktérii Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium z roztoku v zavislosti na ¢ase. Na zaklade vysledkov zo spominanej
kapitoly bola realizovana rada d’alSich experimentov. NajvysSia sorp¢na uGcinnost’ baktérii
Burkholderia cepacia Vv zavislosti na case bola dosiahnutda po 2h a5h sorpcii
(vid’ Obrdzok 14), oproti tomu baktérie Bacillus megaterium zavislosti na ¢ase dosiahli
najvyssiu ucinnost’ sorpcie po 1 h a 2 h experimente (vid’ Obrdzok 15). Z uvedenych dévodov
a grafickych  vysledkov uvedenych v kapitole 5.2.1 najvysSej sorpcénej ucinnosti
pre spominané baktérie bol pre d’alSie experimenty vybrany kompromis medzi ¢asmi. Preto
nasledujuce sorpéné experimenty trvali 2 h, ale menila sa koncentracia pouzitého adsorbentu.
Nasledne bol stanoveny percentualny ubytok baktérii z roztoku v zavislosti na zmene
koncentracie pouzitého adsorbentu pre baktérie Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium.
Domnievali sme sa, Ze s narastajlicou koncentraciou pouzitého adsorbentu bude sorpéna
ucdinnost’ rast’. Predpokladali sme, ze ¢im viacej Castic bude v roztoku pritomnych, tym va¢si
merny povrch budi mat’ a bude dochadzat’ k vyssej sorpnej ti¢innosti na pouzity adsorbent.
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Obrdzok 16: Grafické zobrazenie percentudlneho ubytku baktérii Burkholderia cepacia z roztoku
V zavislosti na zmene koncentrdcie adsorbentu

Vysledky na Obrazku 16 poukazuji na to, ze u adsorbentu Amberlite XAD-4 dochadzalo
k miernemu znizeniu percentualneho ubytku baktérii z roztoku v zavislosti na rasticej zmene
koncentracie pouzitého adsorbentu. NajvysSie (maximalne) hodnoty boli dosiahnuté
pri 0,067 a 0,133 g/ml koncentracii adsorbentu atoVvrozsahu 19-32%. So zvySujucou
koncentraciou adsorbentu (0,300 a 0,500 g/ml) dochadzalo k tomu, Ze sa na povrch takmer

nesorbovali Ziadne bunky a pocas sorpcného experimentu dochadzalo k agregécii adsorbentu
Amberlite XAD-4.
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Supelite DAX-8 nevykazoval ziaden trend a hodnoty percentudlneho ubytku baktérii
z roztoku boli rézne s meniacou sa koncentraciou adsorbentu. Po zohladneni chyb merani
zobrazenych aj graficky, by sme mohli usudit’, ze bakteridlne bunky Burkholderia cepacia
sa najlepsie viazali na spominany povrch po 2 h sorpcii, kedy bola koncentracia adsorbentu
0,133 g/ml, kedy dosiahla najvyssiu hodnotu 50 %. Z vysledkov pre tento adsorbent
je zrejme, Ze pri koncentracii 0,500 g/ml sme nedosiahli takmer ziadnu sopént G¢innost,
naopak pri tak vysokej koncentracii adsorbentu dochddzalo k jeho agregacii, este pred tym,
nez stihli bakterialne bunky pril'nut’ na povrch.

Hydrofilny Amberlite IRA-900 dosiahol po 2 h sorpcii najvacsi 43 % tbytok bakterialnych
buniek z roztoku, pri koncentracia adsorbentu 0,500 g/ml. Jedine tento hydrofilny adsorbent
potvrdil nas predpoklad, Ze s narastajicou koncentraciou pouzitého adsorbentu bude sorpcna
ucinnost’ rast. Rovnaky trend, kedy dochadzalo k narastu percentualneho ubytku baktérii
z roztoku u Amberlite IRA-900 bolo dosiahnuté aj po vyhodnoteni percentualneho tbytku
bakterialnych buniek Burkholderia cepacia z roztoku v porovnani s rasticim ¢asom, kedy
spominany Amberlite IRA-900 nadobudal tiez vyrazny rast v zavislosti na meniacom sa ¢ase
(vid Obrazok 14).

Z vysledkov pre bakterialne bunky Burkholderia cepacia mozeme usudit, ze pri sorpcii
bakteridlnych buniek na hydrofébne povrchy dochadza k agregacii pouzitych hydrofobnych
adsorbentov &o negativne ovplyviiuje naviazanie samotnych buniek na ich povrch. Uplne inak
sa bude chovat’ hydrofilny adsorbent, ktorého Castice sa v dosledku ststavného povrchového
naboja budi vo vodnej disperzii odpudzovat. To predstavuje mozné vysvetlenie faktu,
ze pre hydrofilné kladne nabity adsorbent Amberlite IRA-900, bola so zvySujicou
koncentraciou pouzitého adsorbentu dosiahnutd zvySovana u¢innost’ sorpéného procesu.

Vystup merani percentualneho ubytku baktérii z roztoku v zavislosti na rastiicej zmene
koncentracie pouzitého adsorbentu po 2 h u druhej pouzitej baktérie Bacillus megaterium bol
tiez graficky spracovany, ako moézeme vidiet vysledky st na Obrazku 16. Tak, ako bolo
uvedené v predchadzajucom odstavci, ze najvhodnej$im povrchom bol adsorbent Amberlite
IRA-900 pre bunky Burkholderia cepacia, oproti tomu vyrazne vys$si, az 97 % tbytok baktérii
zroztoku bol stanoveny pre Amberlite IRA-900 prirovnakej koncentracii (0,500 g/ml)
spomenutého adsorbentu pre Bacillus megaterium (vid’ Obrazok 17).
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Obrdzok 17: Grafické zobrazenie percentudlneho ubytku baktérii Bacillus megaterium z roztoku
V zavislosti na zmene koncentracii adsorbentu

Pre Supelite DAX-8 a Amberlite IRA-900 mbzeme pozorovat’ trend postupného narastu
hodnét percentudlneho ubytku baktérii v zavislosti na rastucej koncentracii adsorbentov.
Pre adsorbenty ~ Supelite DAX-8 a Amberlite IRA-900 sa potvrdil  predpoklad,
Ze s narastajucou koncentraciou pouZitého adsorbentu bude sorpénd UCinnost rast.
To znamena, Ze ak dochadzalo k nejakej agregacii cCastic hydrofobneho sorbentu
Supelite DAX-8 v roztoku, tak negativny efekt na priebeh a efektivitu sorpcie Bacillus
megaterium nebol ani z d’aleka tak vyrazny ako tomu bolo v pripade predchadzajucej baktérie
Burkholderia cepacia.

Oproti tomu, po sorpénom experimente buniek baktérii Bacillus megaterium na adsorbent
Amberlite XAD-4 nedochadzalo k nejakym vyraznym zmenam percentudlneho ubytku
baktérii z roztoku v zavislosti na rasticej zmene koncentracie spominaného adsorbentu.
A namerané hodnoty sa pohybovali vrozsahu 8 —15%. Aj na Obrdazku 15 je vidiet,
ze hodnoty percentualneho tbytku baktérii Bacillus megaterium z roztoku na ¢ase sa vobec
nemenili pre spomenuty pevny povrch.

To ¢i dochadzalo k samotnej agregacii samotnych adsorbentov alebo Kk spajaniu
adsorbentov po naviazani bakteridlnych buniek na ich povrch (tym, Ze zaénu produkovat
EPS) sa m6zeme na zaklade prevedenych experimentov iba domnievat. Bolo by zaujimavé
Vv pripade nadvézujucej experimentalnej $tudii pomocou napr. metdd koloidnej analyzy (DLS,
sedimentacna analyza a pod.) overit, ako Castice vo vodnom prostredi agreguju v zavislosti
na ich koncentracii a Case.
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5.3 Charakterizacia hydrofobicity baktérii pomocou BATH testov

Vieme, ze primarna adhézia je charakterizovand interakciami neSpecifickymi a vratnymi.
Je zname, Ze medzi tieto interakcie patria aj hydrofobne interakcie [13]. Hydrofobicita
je vztahovana k ur¢itym typom modelov, ktorych vSeobecnym rysom je vyssia usporiadanost’
molekul vody v okoli rozpustenej latky. Hydrofobny efekt umoznuje nepolarnym molekulam
Zhlukovat” sa vo vodnom roztoku pomocou réznych termodynamickych prispevkov.
Z entalpického hl'adiska ide 0 prispevok Van der Waalsovych sil, ale prevlada efekt
entropicky. Pri hydrofébnom efekte rastie celkova entropia, pretoze v oblasti hydrofébnych
skupin sa musia molekuly vody oddelit od nepolarnych molekul spit do vodného
prostredia [63].

Pre porovnanie hydrofoébnych vlastnosti bakteridlnych buniek Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium odobratych po 24 h kultivacii z Erlenmayerovych baniek boli pouzité
BATH testy. Bol porovnany vplyv vybranych hydrofobnych fazy, pre tieto testy boli v praci
pouzité hexadekan a mineralny ole;j.

BATH % bolo vypocitané podl'a nasledujuceho vzt'ahu [62], kde ODgog je opticka hustota
suspenzie buniek pred zmieSanim s hydrofébnou fazou ODggo: je hodnota optickej hustoty
suspenzie buniek po zmieSani s hydrofobnou fazou, ktoré su stanovené pri vlnovej dizke
600 nm.

BATH (%) =100x {1— s J )
6000

K vyhodnoteniu rozdielov tychto vlastnosti boli vynesené grafické zavislosti,
percentudlneho mnoZstva buniek, ktoré preSli do hydrofobnej faze, na hodnotach
pociato¢nych optickych hustdt meranych vzoriek, vid’ Obrdzok 18.

25

Burkholderia cepacia Bacillus megaterium

Obrdzok 18: Zobrazenie grafickej zavislosti mnozZstva buniek, ktoré presli do hydrofobnej faze
minerdlneho oleja u baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium (pri optickej hustote 1)
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Mnozstvo buniek Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium, ktoré adsorbovali
na fazové rozhranie, pripadne presli do hydrofobnej faze bolo vyrazne odlisné pre hexadekan
a mineralny olej. Hodnoty percentualneho prestupu buniek Burkholderia cepacia a Bacillus
megaterium vysli u hexadekanu zaporné a preto nie st zobrazené graficky. Pravdepodovne
k tomu doSlo v dosledku emulgacie hexadekanu do vodnej faze. V mineralnom oleji bol
percentualny prestup buniek baktérie Burkholderia cepacia 11 % a u baktérie Bacillus
megaterium nastal 21 % percentualny prestup buniek.

Z teoretickych poznatkov je zrejme, Zze hydrofobnost’ baktérii meni v zavislosti na kmeni
baktérii. V tejto praci bolo experimentalne overené, ze Burkholderia cepacia ma menej
hydrofobny charakter v porovnani s Bacillus megaterium. Bacillus megaterium ma tendenciu
lep$ie odtienit’ agregaciu samotnych ¢astic mikroadosrbentov Amberlite XAD-4, Amberlite
IRA-900 a Supelite DAX-8, z toho dovodu, ze sa nam na ne lahko viaze. Z poznatkov
teoretickej Casti plynie, ze k tomu zrejme prispievaju povrchové struktury ako napr. pili, ktoré
st po rozprestreté po celom povrchu grampozitivnej bunky a st tvorené kovalentnymi
podjednotkami. Spéajanie Castic bude zaroven podporené produkciou EPS samotnej
baktérie [8]. V zavislosti na poéte pritomnych povrchovych S$truktir a EPS moézu byt
elektrostatické interakcie slabSie aprevladnu Van der Waalsove sily, ktoré mozu
byt viacnasobne pevnejsie. Sulad vysledkov testov hydrofobnosti s vysledkami adsorpénych
experimentov znovu potvrdili predpoklad, Ze nemézeme hydrofobne vlastnosti baktérii
pri posudzovani adhézie zanedbavat’.

5.4 Podrobnejsia charakterizacia povrchovych vlastnosti baktérii za pouzitia
rozptylovych technik

K charakterizacii povrchovych vlastnosti suspenzie bakterialnych buniek v tejto praci boli
aplikované techniky, uz spomenuté techniky DLS aELS. V suspenzii pripravenych
bakterialnych buniek bola stanovena distribicia velkosti Castic pomocou dynamického
rozptylu svetla (DLS), zaroven pomocou elektroforetického rozptylu svetla (ELS) bola
stanovena hodnota zeta potencidlu (ZP). Za pouZitia automatického titratora (sti¢ast’ pristroja
Zetasizer Nano ZS) bolo realizované meranie suspenzie buniek pri premenlivej hodnote pH.
Boli testované oba typy buniek pouZzitych pre predchddzajuce sorpéné experimenty,
bunky Burkholderia cepacia aj Bacillus megaterium.

Kombinacia spomenutych metdd bola pouzitd k stanoveniu izoelektrického bodu buniek,
tj. hodnoty pH, kedy membrany bakterialnych buniek budia vykazovat' nulovy efektivny
naboj. Ako je vidiet na Obrdzku 19, hodnotu izoelektrického bodu bakterialnej suspenzie
Burkholderia cepacia nebolo mozné stanovit. Pocas prevadzania kontinualnej titracie
(od hodnoty pH cca 7 do 1), doslo po dosiahnuti pH poslednej nameranej hodnoty 3,86 k rastu
pH roztoku, napriek tomu, Ze titrator kontinualne prepocitaval a pridaval d’alS§ie mnoZstvo
pouzitej 1 M HCI. Prave spomenuta hodnota pH 3,86 je na Obrdzku 19 vyznacena modrou
farbou. Hodnota pH roztoku od 2,7 vzrastla na pH 6,64 a nasledne bola titracia ukoncena.
Obrdazok 19 poukazuje na to, ze pri meniacom sa pH sa celkovy naboj bakterialneho povrchu
Burkholderia cepacia menil malo v zavislosti na zmene pH, oproti tomu dochadzalo k zmene
distribucie velkosti castic vel'mi vyrazne.

Je pravdepodobné, ze hodnota pH klesla pod fyziologicky prijatelné hodnoty
pre bakterialne bunky Burkholderia cepacia - ¢o viedlo k modifikacii bunkového
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metabolizmu alebo 1yze buniek. Nasledne mohlo dojst’ az k smrti buniek, v désledku rozpadu
vonkajSej bunkovej steny, ¢o viedlo k zmene pH Studovanej disperzie. Priemerna velkost
Castic sa v pripade Burkholderia cepacia v celom rozsahu testovanych pH nemenila,
¢onaznaCuje, ze zmena pH nepodporuje ani nenarusuje pripadni agregaciu buniek
v disperzii.
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Obrdzok 19: Stanovenie izoelektrického bodu a vysledky agregdcie buniek Burkholderia cepacia

Dalej boli uskutonené rovnaké merania aj pre bakterialnu suspenziu Bacillus megaterium.
Ako je vidiet na Obrazku 20 hodnota izoelektrického bodu sa rovna 1,87. Bacillus
megaterium ochotnejSie reaguje na zmeny pH oproti Burkholderia cepacia. Mozeme
predpokladat’, ze zmeny pH v okoli buniek Bacillus megaterium by nemali ovplyviiovat
ich produkciu polysacharidov anartsat’ rozliéné metabolické procesy, ktoré v bunkéch
prebiehaju.

Z klesajucou hodnotou pH dochadzalo k miernemu nérastu zeta potencidlu a priemerna
velkost' Castic v systéme pribliZzne od pH 5 =zacala klesat. To by malo znamenat,
Ze pri znizeni pH sa jednotlivé bunky uvolfiuju z agregatov, v ktorych sa vo vodnom prostredi
vyskytuju pri neutrdlnom pH. Taktiez tento vysledok bol ovplyvneny uz niekolkokrat
spominanou hydrofobicitou buniek Bacillus megaterium.

Je vSak potrebné mat’ na pamiti, ze tito metdda je nevhodna pre urCenie absolutnej
velkosti buniek. PretoZe priamym vystupom z merani pouzitim pristroja Zetasizer Nano ZS
nie je vel’kost’ Castic, ale difuzny koeficient. Ten sa pomocou modelov prepocitava,
vystupumoje velkost’” buniek prepocitana na gulovité Castice. Z teoretickej Casti prace
je zname, ze tvar pouzitych baktérii Burkholderia cepacia aj Bacillus megaterium
je ty¢inkovity. Preto absolutne velkosti ¢astic nemusia odpovedat’ realite, ale nas zaujima
zmena vel'kosti Castic, ktora nastala.
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Obrazok 20: Stanovenie izoelektrického bodu a vysledky agregacie buniek Bacillus megaterium

Prvotné pripojenie bakteridlnych buniek k povrchom je primarne ovplyvnené
elektrostatickymi pritazlivymi a odpudivymi silami [13]. Energia elektrostatickej interakcie
zavisi na vel'kosti naboja a permitivite prostredia [63]. Na povrchu baktérii sa nachadza vel'ké
mnozstvo funkénych skupin a vd’aka ich ionizacii na povrchu buniek vznikd naboj. Ako
uz bolo v teoretickej Casti tejto praci uvedené, baktérie maju vac§inou zaporny naboj, ktory
sa stanovuje meranim zeta potencidlu. Experimentalne vysledky sa popisuji pomocou DLVO
tedrie, ktora zohl'adniuje prispevok elektrostatickych interakcii medzi bunkou a povrchom.

K charakterizécii suspenzie bakteridlnych buniek v tejto praci boli aplikované techniky,
ktoré sa pouzivaju k analyze koloidnych systémov. V suspenzii pripravenych bakteridlnych
buniek bola stanovena distribucia velkosti Castic (tzv. Z-priemer) pomocou dynamického
rozptylu svetla (DLS), zaroveii pomocou elektroforetického rozptylu svetla (ELS) bola
stanovena hodnota zeta potencialu (ZP).

Pomocou BATH testov bolo experimentalne overené, Ze Burkholderia cepacia ma mensi
hydrofobny charakter v porovnani s Bacillus megaterium. Bacillus megaterium sa ochotnejSie
viazal aj na pouzité porézne adsorbenty.

Pomocou DLS u vzoriek zmie$anych z hydrofébnou fazou (vid’ Obrdzok 21) bol stanoveny
a graficky vyhodnoteny celkovy naboj bakteridlneho povrchu tzv. ZP. Preto bola
pre porovnanie vysledkov vynesena grafickd zavislost' zeta potencidlu na optickej hustote
jednotlivych vzoriek.
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Obrdzok 21: Porovnanie grafickej zavislosti Z-priemeru suspenzii buniek pred a po zmiesani
S hydrofobnou fazou pre baktérie Burkholderia cepacia (vpravo hore)a Bacillus megaterium (viavo
hore) a grafickej zavislosti zeta potencidlu na suspenzii buniek pred a po zmieSani s hydrofobnou
fazou pre baktérie Burkholderia cepacia (vpravo dole) a Bacillus megaterium (viavo dole)

Pre pripravenu suspenziu buniek Burkholderia cepacia bola namerana hodnota zeta
potencialu — 37 mV, pre Bacillus megaterium — 23 mV. Pre bunky oboch baktérii nadobudol
zeta potencial zaporne hodnoty. Co suhlasi s teoretickym poznatkom, ako je zname,
Ze vacsina baktérii ma za fyziologickych podmienok zaporny naboj. Ako mdézeme vidiet
V porovnani tychto hodn6t s hodnotami ZP vo vodnej faze po zmieSani s hydrofébnou fazou
mali tendenciu klesat’ u baktérie Burkholderia cepacia anaopak rast pre Bacillus
megaterium. Ak su baktérie vel'mi negativne nabité, je menej pravdepodobné, Ze adsorbuju
na hydrofobne rozhranie [62]. Toto tvrdenie sthlasi s experimentalnymi vysledkami, pretoze
pomocou DLS aELS bolo ubaktérie Burkholderia cepacia dokazané, Zze ma vacsi ZP
a pomocou BATH testov, bolo overené, ze Burkholderia cepacia je menej hydrofobna.

Pre sustavy zo ZP v intervale nameranych hodnot + 30 mV plati, Ze nie st koloidne
stabilné a maju tendenciu agregovat. Koagulacia cCastic je ovplyvnena predovSetkym pH
pridaného elektrolytu. Bunky oboch baktérii sa teda budi zhlukovat, moézu tak tvorit
mikrokolonie a nasledne biofilm. Zaroven, na zaklade toho, Ze rozdiely nameranych ZP
st pomerne malé, mézeme na zéklade poznatkov z teoretickej Casti o bakteridlnej adhézii
a povrchovom naboji baktérii predpokladat’, Ze adsorpcia baktérii na pevné povrchy nebude
vyrazne ovplyvnena ndbojom baktérii.

Rovnakym sposobom bola sledovana velkost’ buniek, ktoré ostali vo vodnej faze
a porovnana s velkost'ou buniek obsadenych vo vzorke pred zmieSanim s hydrofébnou fazou
u oboch Studovanych baktérii. Pre zrovnanie jednotlivych hodnét bola vynesena graficka
zavislost’ Z-priemer na pociatocnej hustote bakterialnych vzoriek (vid’ Obrdzok 21).

Z grafickych zavislosti Z-priemeru suspenzii buniek pred a po zmieSani s hydrofobnou
fazou pre baktérie Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium je mozné pozorovat’ vyrazna
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zmenu velkosti distriblicie Castic pri porovnani baktérii navzajom. Hodnoty Z-priemeru
pre bunky Burkholderia cepacia vo vodnej faze po zmieSani s hexadekanom sa nejako
vyrazne neli$i od hodnot Z-priemeru pre bunky vovodnej faze pred zmieSanim
s hexadekanom. Hodnoty Z-priemeru su po zmiesani len o nieCo vacsie pre mineralny olej
oproti hexadekanu. Rozdiel velkosti distribucie cCastic u baktérie Bacillus megaterium
po zmiesani s hydrofébnou fazou vzrastol, o vyrazne viac V pripade, ak bol ako hydrofébna
faza pouzity mineralny ole;j.

Distribucia velkosti Castic je u baktérie Bacillus megaterium vyssia, preto sa ochotnejsie
pomocou povrchovych privestkov mohli bunky spajat’ medzi sebou, produkovat’ EPS a viazat’
sa na povrch poréznych mikroadsorbentov pocas sorpénych procesov d’aleko ochotnejSie
v porovnani s Burkholderia cepacia. Tieto vysledky vyplyvaju aj z merani uvedenych
Vv kapitolach 5.2 az 5.3.
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5.5 Struktiirne a vizualne potvrdenie sorpcie buniek

5.5.1 Struktiirna analyza sorbentu po adsorpcii buniek

K charakterizacii zmien na povrchu vybranych adsorbentov (Amberlite XAD-4, Supelite
DAX-8, Amberlite IRA-900) po adsorpcii bakteridlnych bunick (Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium) na uz spomenuté druhy adsorbentov, podla experimentalnych
podmienok uvedenych v kapitole 4.11 bola pouzita infraéervena spektroskopia s Fourierovou
transformaciou (FTIR). K vyhodnoteniu vzoriek bakterialnych buniek Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium boli pouzité infracervené spektra, kde je zobrazena absorbancia
v rozsahu o vInoéte 4 000 — 400 cm’™.,

Po uskuto¢neni sorpénych experimentov baktérii Burkholderia cepacia a Bacillus
megaterium s adsorbentmi Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8 a Amberlite IRA-900 boli
nasledne adsorbenty vlozené na Petriho misky a umiestnené do termostatu. Sucasne
na Petriho misky boli k suSeniu pripravené ¢isté vzorky adsorbentov, ktoré sa k sorpénym
procesom pouzili. Po 96 h boli z termostatu vybrané anasledne analyzované pomocou
skenovacej elektronovej mikroskopie.

K Struktarnemu potvrdeniu adsorpcie bakteridlnych buniek na povrchu adsorbentov bola
pouzita kvalitativna metdda. Spektrum adsorbentu Amberlite XAD-4 je na Obrdzku 22.
V spektre su viditel'né zmeny, sposobené naviazanim bakteridlnych buniek na porézny povrch
adsorbentu, makroretikularného styrén-divynilbenzénu s hydrofobnym povrchom.

Hlavnym absorpénym pasom je oblast 2 000—800cm™, ktord zodpoveda
charakteristickému spektru pre divinylbenzén. Vysledky ukazuju aj na pritomnost’ C-H vézieb
divinylbenzénu. V spektre st vidiet pasy C—H vidzby aromatickych zlicenin, pre ktoré
je charakteristickd oblast v rozpati 3 100—3000cm™, takze sa daju lahko odliit
od vytvorenych alifatickych C—H skupin, ktoré sa vyskytuju v oblasti pod 3000 cm™
a ich pritomnost’ mohla byt’ spdsobena vlhkost'ou vzoriek.

Spektrum cCistého adsorbentu Amberlite XAD-4 je podobné spektru adsorbentu, na ktory
sa sorpéne naviazala Burkholderia cepacia. U spektra adsorbentu Amberlite XAD-4
s Bacillus megaterium je vidiet' dva najsilnejsie pasy, ktoré su charakteristické pre esterovu
vizbu —CO-O—C. Vyrazny absorb&ény pas pri vinovom &sle 1 730 cm™ odpoveda valenénej
vibracii esterovej skupiny C=0, pre ktort je charakteristicka oblast’ 1 750 az 1 730 cm™,
Pritomnost’ esterovej vizby potvrdzuje aj absorbény pas pozorovany pri 1 125 cm™, jedna
sa 0 absorpény pas C—O vizby (1 300 az 1 100 cm™).

Dal§im pouzitym hydrofébnym adsorbentom, ktory bol podrobeny sorpénym
experimentom bol mikroretikularny ester polyakrylovej kyseliny Supelite DAX-8. Z dovodu,
ze Struktira adsorbentu je ester, mdézeme uz ukontroly (Cisty adsorbent) vidiet
najintenzivnej$ie pasy pre esterové vizby, absorbény pas 1 740 cm™ pre C=0 vizbu
aabsorpény pas 1125 cm™ charakteristicky pre C—O vizbu. Porovnanim spektier
po uskuto¢neni sorpénych experimentov baktérie Burkholderia cepacia a Bacillus
megaterium s adsorbentom Supelite DAX-8 si m6zeme vS8imnut rozdielnu intenzitu pasov
charakterizujicich pritomnost’ esterovej vézby (vid Obrdzok 23). NajmenSia intenzita
spominanych absorpénych pasov u Bacillus megaterium by mohla naznaCovat’, Ze prave
naviazanim bakteridlnych buniek na tento adsorbent pocas sorpéného procesu doslo
k vidite'nému znizeniu intenzity pasov charakterizujucich esterovil vazbu. Bakterialne bunky
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Obrdzok 22: ATR-FTIR spektrum Amberlite XAD-4
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Obrazok 23: ATR-FTIR spektrum Supelite DAX-8

adsorbovali na povrch spomenutého adsorbentu
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Na Obrdzku 24  vidime  spektrum  povrchu  adsorbentu  Amberlite  IRA-900,
makroretikularného styrén-divinylbenzénu, ktorého povrch je modifikovany skupinami
N*(CHa3)sCI". Povrchova struktara &istého adsorbentu je viditelna aj na spektre. V spektre
je badatelny absorpény pas pri vinovom &isle 1640 cm™. Ten pas je sposobeny valenénou
vibraciou vizby N—H Vv spojeni s valendnou vibraciou vizby C-N (1560 — 1530 cm™).
Vibrécie skupiny C—H aromatickych zlagenin sa vyskytuju v rozmedzi 3 100 — 3 000 cm™.
Pritomnost’ absorb&ného pasu 3 300 — 3 700 cm™ mohla byt’ sposobena vlhkostou adsorbentu.
Porovnanim spektier po uskuto¢neni sorpénych experimentov baktérie Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium s adsorbentom Amberlite IRA-900 si mozeme v§imnut pritomnost
intenzivnych pasov charakterizujucich pritomnost’ esterovej skupiny C=0, ktora sa vyskytuje
v rozmedzi 1750 az 1730 cm™. Tieto spektra su Specifické hlavnymi adsorpénymi pasmi
amidov, vyraznymi absorbénymi pasmi si Amid Ia Amid Il. Absorpény pas Amidu |
(1660 cm™) jespojeny svalenénymi vibraciami karbonylovych skupin  pozdiz
polypeptidového retazca aje najuzitocnejSim pri analyze sekundérnej Struktury proteinov
pomocou infradervenej spektroskopie. Pri vlnovom ¢&isle 1540cm™ bol pozorovany
absorb¢ény pas Amidu II, ktory je sposobeny valenénou vibraciou viazby N-H V spojeni
s valenénou vibraciou C-N vizby (1 536 — 1 544 cm™).

_- —— Bacillus megaterium
Burkholderia cepacia

—-| —— Kontrola Amid | Amig 11

Absorbancia [-]
1 | 1
Lo
7 x
le)
1}
o
¥
T
5
\>
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Obrazok 24: ATR-FTIR spektrum Amberlite IRA-900
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Obrazok 25: Odcitané ATR-FTIR spektrum adsorbentov po sorpcii s Bacillus megaterium

Dalej boli odgitané spektra kontrol od spektier po sorp&nom experimente, vd’aka Gomu
je na Obrdzok 25 lepsie vidiet' struktirne zmeny po naviazani baktérii Burkholderia cepacia
a Bacillus megaterium na porézne adsorbenty Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8
a Amberlite IRA-900. Hlavné absorbéné pasy Amidu I, Amidu II a Amidu Il potvrdili
pritomnost’ peptidovej vdzby a absorpcny pas C=O skupin pritomnost’ esterovej vizby.

Pritomnost’ polyesterovej vizby v spektrach potvrdzuje pritomnost’
polyhydroxyalkanoatov, ktoré su syntetizované mnohymi baktériami a skladované
ako material energetickej rezervy v bunkovej cytoplazme ako vo vode nerozpustné
granule [64]. Aj baktériami Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium st produkované
polyhydroxyalkanoaty [27],[65]. V jadre granal polyhydroxyalkanoatov sa nachadza
polyester. Jadro grantl je obklopené fosfolipidovou vrstvou, v ktorej sa nachadzaju alebo
sl na jej povrchu naviazané proteiny [64]. Vieme, Ze intracelularna bakterialna komunikacia
buniek tzv. QS prebieha pomocou signalnych molekul, ktoré st odlisné pre grampozitivne
a gramnegativne baktérie. Vo vhodnom prostredi (napr. i vodnom prostredi pocas sorpénych
experimentov V tejto praci) sa bunky adaptuju na okolité prostredie pomocou QS.
So zvysujucou hustotou bakteridlnych buniek dochddza k zvysenej produkcii QS, ¢o umozni
bunkdm lepSie medzi sebou komunikovat ato sa mdze prejavit tvorbou
biofilmu (vid kapitola 2.3).

Struktirnou analyzou adsorpcie bakteridlnych buniek na povrchu adsorbentov
sme pozorovali pomocou infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou. Vyssiu
intenzitu charakteristickych absorbénych pasov bolo vidiet pre Bacillus megaterium a preto
k vizualizacii pritomnosti nasorbovanych buniek na povrchu adsorbentu pouzili skenovaciu
elektronova mikroskopiu.
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5.5.2 Vizualizacia nasorbovanych buniek
Pomocou SEM boli zobrazené tie isté vzorky, ktoré boli pouzité k analyze pomocou FTIR.

V tejto kapitole st prezentované snimky zhotovené pomocou SEM.

Na Obrazku 26 a Obrazku 27 mdzeme vidiet porovnané snimky vsetkych adsorbentov
pred a po sorpénom experimente s baktériou Bacillus megaterium. Pri porovnani snimok
mozeme pozorovat’ vyrazne zmeny Vv pocte naviazanych buniek na adsorbenty.

Najmenej buniek Bacillus megaterium je naviazanych na hydrofobny povrch adsorbentu
AmberliteXAD-4 v porovnani s d’als$im hydrofobnym adsorbentom Supelite DAX-8, ktory
ma patkrat men$iu adsorpénti plochu oproti AmberliteXAD-4. Na Obrazku 26 (B1)
je dokonca vidiet’ biele miesta, pravdepodobne ide o Struktaru adsorbentu Supelite DAX-8
Vv jeho praskovej forme. Kde spominané biele Struktury poukazuji na moznost’ vytvaranie
zhlukov samotného adsorbentu pocas sorpcného procesu. Tymto modzeme poukazat
na skutocnost’, Ze nie len rozmer pevného povrchu rozhoduje o adhézii baktérii na jeho
povrch, ale samotné chemické a topografické, Strukturne vlastnosti pouzitého pevného
povrchu.

Dalej je na snimkach zobrazeny makroporézny adsorbent Amberlite IRA-900, ktory mal
po sorpénom experimente s baktériou Bacillus megaterium najvyssi pocet naviazanych buniek
(vid’ Obrazok 27(F2)). A d’alsia detailna snimka spominanej baktérie zobrazenej na povrchu
adsorbentu Amberlite IRA-900 je zobrazena v kapitole 9.

Pouzitie tejto techniky k analyze povrchovej vonkajSej Struktiry naviazanym buniek
baktérie Bacillus megaterium na povrchy adsorbentov Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8
a Amberlite IRA-900 po sorpénom procese sa ukazalo vhodné. Niektoré zaujimavé
snimkyzhotovené pomocou SEM su stucast'ou kapitoly 9.

Skenovacia elektronova mikroskopia je schopnd zobrazit povrchovu Struktaru
aj adsorbentov 0 mikro rozmeroch ato vo vysokom rozliSeni. Preto je vhodnou technikou
k zobrazeniu povrchovej Struktiry pouzitych pevnych povrchov a dokdzania pritomnosti
skimanej baktérie na pevnom povrchu po sorpénych procesoch dokonca v 3D. Pomocou
SEM mikroskopie tak bolo potvrdené, Ze aj po osuseni adsorbentu zostiva jeho povrch
pokryty nasorbovanymi bakteridlnymi bunkami. Tato metdoda tak moze byt v kombindcii
s kvantitativnym popisom sorpéného experimentu predstavovat’ cenny nastroj pre popis
morfologie vrstvy nasorbovanych buniek, €o predstavuje kIiCovli informéciu pri popise
adsorpcie buniek ako prvotného stupiia vzniku buniek.
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Obrazok 26: Snimky adsorbentov pred (1) a po sorpénom experimente (2) baktérie Bacillus
megaterium na povrchu Amberlite XAD-4 (A) Supelite DAX-8 (B) Amberlite IRA-900 (C)
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Obrdzok 27: Detailnejsie snimky povrchu adsorbentov pred (1) a po sorpcnom experimente (2)
baktérie Bacillus megaterium. s Amberlite XAD-4 (D) Supelite DAX-8 (E) Amberlite IRA-900 (F)

63



6 ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo navrhnit' vhodny modelovy systém pre experimentalne
Stadium adsorpcie bakteridlnych buniek, najmd s ohladom na vyber mikroorganizmu
a adsorbentu. Popis adsorpcie bakterialnych buniek je vyznamny v kontexte ulohy tohto
procesu pre vysvetlenie tvorby biofilmov na pevnych povrchoch.

Prva cast' experimentalnej prace sa zameriava na optimalizaciu navrhu modelového
systému k Stadiu adsorpcie bakterialnych buniek Burkholderia cepacia na pevné povrchy.
V praci st podrobne diskutované vplyvy chemickych, fyzikdlnych a materidlovych
parametrov, ktoré ovplyviiuju adhéziu buniek na zvoleny modelovy pevny povrch. Pocas
realizacie experimentov boli postupne jednotlivé neziaduce vplyvy odstranené a nasledne
bol navrhnuty vhodny modelovy systém pre experimentalne Stidium adsorpcie bakterialnych
kmenov Burkholderia cepacia a Bacillus megaterium. Sucasne pomocou zvolenych testov
a fyzikéalne-chemickych metdd boli charakterizované vlastnosti vybranych kmenov baktérii
z hladiska pochopenia interakcii, ktoré ovplyviiuju priebeh sorpéného deja.

Bol potvrdeny znacny vplyv experimentalnych podmienok (vyber a navazka adsorbentu,
pH prostredia pre bakteridlne bunky, vyber pouzitej nadoby pre sorpény experiment,
kontaktny ¢as) na sorpény proces v zavislosti na pouzitom bakteridlnom kmeni. Je mozné
tvrdit, ze sa podarilo zostavit vhodny modelovy systém, opisat a overit’ teoretické
predpoklady vplyvu pouzitého adsorbentu na sorpény proces. Vybrané bakterialne kmene
oboch Dbaktérii prednostne sorbovali na porézne mikrosorbenty (Amberlite XAD-4,
Supelite DAX-8, Amberlite IRA-900) oproti makrosorbentom (podlozné mikroskopické
sklicko, sklenené gul’6¢ky). Pouzitie mikrosorbentov preukdzalo tspe$nu ucinnost’ sorpéné
procesu za zvolenych experimentdlnych podmienok, ktorda sa v zavislosti na pouzitom
mikrosorbente a baktérii menila. Bolo preukazané, ze hydrofobny efekt by mal predstavovat
hnaciu silu celého sorpéného procesu. Vyskytli sa vSak nejasnosti pri vysvetleni moZnej
agregacie samotnych Castic mikrosorbentov pocas sorpcného procesu. Ked’Zze toto overenie
bolo uz nad rdmec casovych mozZnosti pri realizacii predlozenej prace, bolo by zaujimavé toto
tvrdenie agregacie Casti vo vodnom prostredi vyvratit' resp. potvrdit. Docielili by sme tak
vysSiu ucinnost’ procesu. K tomu tUcelu by mohli byt pouzit¢ metddy koloidnej analyzy
napriklad DLS alebo sedimentacna analyza.

K dokazu sorpcie buniek baktérie Bacillus megaterium na povrch mikrosorbentov boli
pouzité¢ sorbenty podrobené Strukturnej analyze povrchu pomocou FTIR a zobrazené
pomocou SEM. Zaroven bola preukdzana pritomnost’ polyhydroxyalkanoatov, ktoré by mohli
byt jednym z kl'i¢ovych parametrov, ktoré sa podiel'aju na tvorbe biofilmu. Preto by bolo
zaujimavé pre d’alsie Stidium bakterialneho biofilmu pouzit MALDI-TOF alebo prietokova
cytometriu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH ZKRATIEK A SYMBOLOV

AAS
AFM
BATH
CE
CFTR
CL
CLSM
DLS
DLVO
ELS
EPS
FFF
FISH
GC

h

IR
MALDI-TOF
MATH
min
NMR
OCT
PCR
PDMS
QS
RTG
SEM
XDLVO
ZP

Atomova absorb¢na spektrometria
Mikroskopia atomérnych sil

Bacterial adhesion to hydrocarbons
Frakcionacia tokom v poli

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Plynova chromatografia

Konfokalna laserova skenovacia mikroskopia
Dynamicky rozptyl svetla
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova tedria
Elektroforeticky rozptyl svetla

Extracelularne polymérne latky

Kvapalinova chromatografia

Fluorescen¢na in situ hybridizacia
Mikrosenzory

Hodina

Ifracervena spektroskopia

Kapilarna elektroforéza

Microbial adhesion to hydrocarbons

Mintta

Nuklearna magneticka rezonancia

Opticka koherentna tomografia

Polymerazova ret'azova reakcia
Polydimetylsiloxan

Quorum sensing

Rentgenova spektroskopia

Snimacia elektronova mikroskopia

Rozsirena Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova tedria
Zeta potencial
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9 PRILOHY

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe= 50 pA

EVO LS 10 Tum WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 ym ZEISS.
1024~ 768 H Mag= 10.00K X Chamber = 5.17.003 Pa Low

Priloha 1. Snimka baktérie Bacillus megaterium po sorpénom experimente s mikroadsorbentom
Amberlite IRA-900 naviazand na jeho povrchu (zvicsenie 10 000x)

SEM 2 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe= 50 pA
EVO LS 10 e WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
1024 * 768 Mag=_500 X Chamber = 4.70e-003 Pa Low

Priloha 2: Snimka baktérie Bacillus megaterium po sorpénom experimente s mikroadsorbentom
Amberlite IRA-900 naviazand na jeho povrchu (zvicsenie 500x)
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe= 50 pA

EVO LS 10 |"'" um WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 2.938 pm Width = 3.009 mm ZEISX
1024~ 768 — Mag= 100 X Chamber = 3.28¢.003 Pa Low

Priloha 3: Snimka baktérie Bacillus megaterium po sorpénom experimente
s mikroadsorbentom Amberlite XAD-4

SEM 55 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe= 50 pA
EVO LS 10 ne WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
1024 = 768 | Mag=_500 X Chamber = 3.86e-003 Pa Low

Priloha 4: Snimka baktérie Bacillus megaterium po sorpénom experimente
s mikroadsorbentom Supelite DAX-8
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