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ABSTRAKT

Mikroorganismy, jez jsou schopny degradovat PVA vsgrirodk vyskytuji jen
omezeg. Cilem prace bylo a¥it zpiasoby, jimiz |ze uchovat vitalni bakterialni  kmen
OT3, ktery rozkladd PVA a to, zda je schopeifezft gimérenou dobu ve forgh
vysusSeneho preparatu.tiRestech byl zkouman i ochrannyitek PVA a suSeného
odstedného mléka. Konmym cilem je piprava PVA folii, které by na svém povrchu
nesly vitalni PVA degradujici bakterie, takZze by jegich vstupu do progtdi nastala
rychlejSi biodegradace. Vysledky nazug, Ze PVA samotny ma pouze slaby ochranny
acinek a bylo mozno pozorovat rychlé ztratu vitaligkterii OT3 pi skladovani. Jako
nacjny se ukézal ochrannyimek suseného miléka, kdy si bakterie uchovaly ititglo
dobu asi 40 din a jejich paet vitalnich busk se stabilizoval na Grovni mezi 1@ 10

v ml. Prezivani v dalSindasovém horizontu bude dale sledovéano.

ABSTRACT

Microorganisms capable to degrade PVA occur reddtirarely in the environment. The
aim of the study was to found, how to maintain ilighof PVA degrading strain OT3 and
verify weather it is capable to survive in the foomdried preparation for reasonable time
period. Tests included investigation of presemeagffects of PVA itself and dried skim
milk. The ultimate goal was to prepare PVA filmswviable PVA degrading bacteria on
its surface promoting fast biodegradation of thengi after their deposition in the
environment. The results suggest that PVA alone drdy limited protecting effect and
relatively fast extinction of OT3 viability durinthe storage time could be observed. In
contrast protective effects of dried milk seemed bi® promising because bacteria
maintained its viability for about 40 days and dsuaf viable cells were stable in the

interval of 10 to 10 cells per mililiter. Longer term survival will beifther investigated.

Keywords: polyvinylalcohol, bacteria, survival, drg, biodegradation
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UvoD

V dnedni dob je celos¢tovym trendem minimalizace nebo Uplnéd eliminace
odpad: vznikajicich v dsledku antropogennéinnosti ¢lovéka. Zvlastni pozornost je
vénovana syntetickym odpadh polymerniho charakteru, jejichz rozklad v ekosysu

probih& po velmi dlouhou dobu.

Mezi riznymi syntetickymi a polosyntetickymi polymernimaterialy jsou ve vo#
rozpustné polymery, jedny z hlavnich zdrogneisténi potoki, ek a mdskych
ekosystém organickymi latkami. Tim, Ze jsou rozpustné, mohmaruSovat firozeny
Zivotni cyklus vodnich organisimi celych ekosystéfn Studie ukazala, Zeckteré typy

syntetickych polymer rozpustnych ve vadjsou biodegradovatelné.

Mnoho ve vod rozpustnych polymér jako polyvinylalkohol (PVA), se Siroce
vyuziva v ptimyslovych aplikacich jako adhezivum, dale jaktspda do fkva, barviv,

papiru, Kizi, textilu. PVA je v pirod rozlozitelny, ale jen velmi méalo a pomalu.

Tyto materidly |Ize z progtdi odstranit uzitimifrozeného biologického procesu —
biodegradace. MnoZstvi mikroorganismez jsou schopny degradovat PVA je omezeno,

vyskytuji se jen v uiitych oblastech a nejsou v priEsdich, jako je fida, EZné.
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Obecny Gvod

1.1.1 Polyvinylalkohol (PVA)

o—~0O

T

Polyvinyl alkohol (PVA) je ve vodl rozpustny synteticky polymer, ktery ma
termoplasticky charakter. PVA magvazrié strukturu 1,3- glykolu a je jako jeden z méla
polymeifi s kostrou uhlik-uhlik biodegradabilni.

K hlavnim veltinam ovliviujici jeho fyzikalni, chemické, mechanické i
zpracovatelské vlastnosti piapolymer&ni stupé a stupé hydrolyzy resp. reesterifikace.
Tyto vlastnosti, které jsou navic ovlivniteln8gavkem znikéovadel (glycerol, stearin aj.),
zavisi gedevsim na obsahu hydroxylovych skupin —OH a zlwiiio acetatovych skupin.
Obsahuje — li polymer 70% az 80 % zbytkovych aostath skupin je nerozpustny ve
vodk, ale rozpustny v aromatickych uhlovodicich a aiglch esterech. Je—li v polymeru
obsazeno 35 % zbytkovych acetatovych skupitestdva polymer byt rozpustny
v organickych rozpou&tllech, ale rozpusti se ve studené&od teplé a studené véde
PVA rozpustny pouze vifpact, Ze obsah zbytkovych acetatovych skupin je meegi3s

% . Fisobenim tepla se srazi. [1]

1.1.2 Vyroba PVA

PVA je bild praSkovita hmota krystalického charakte Mnozstvi PVA
vyrobeného na celém &¢ se pohybuje kolem 650000 tun za rok [8]. Je tedy
nejrozsfergjSim vodou rozpustnym polymerem. Tim, Ze je rozpystniZze naruSovat
piirozeny Zzivotni cyklus vodnich organiémi celych ekosystétn PVA je kEZnym
produktem petrochemickéhotpnyslu. [4]

PVA se ziskava hydrolyzou (zmydéfrim) alkoholického roztoku polyvinylacetatu

(PVAc). Polymerizace vinylacetatu (VAc), nastanespgnzni polymeraci (jen ve
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specifickych pipadech) [2] , nebo radikalovym mechanismem v akoh(metanolu,
etanolu) slouzicim jako rozpotéto [4].

Praimyslova vyroba PVA je prové&da hydrolyzou PVAc v reaktoru.tRné druhy
PVA jsou ziskavany v zavislosti na stupni hydrolyzi?olymeriz&ni reakce mohou byt
provedeny v diskontinualnim procesu (jednor&awebo v kontinuélnich procesech (pro
velkou produkci), kde dochézi nejprve k radikélgpélymerizaci vinilacetatu a poté
nasleduje alkalicka alkoholyza PVAc. Molarni hmanhd®VAc je ovliviovanafadou
faktori jako: vhodn& doba zdrZzeni PVAc vreaktoru, mndastwinilacetatu a
rozpoustdla, teplotou fi polymerizaci a koncentraci radikalového inicrato Podle
stupré hydrolyzy mohou vznikat polymery Buuplré hydrolyzované, nebo &znym
obsahem zbytkovych acetylovych skupin. Stupgdrolyzy u PVA je zavisly hlavnna
doke zdrzeni PVAc v reaktoru, na koncentraci katadlymé a teplat. PVA se stupém
hydrolyzy v rozmezi 70 az 99% je4n¢ dostupny. Rimyslové aplikace mohoutipadré

vyZadovat utity stupei polymerizace, bod tani a rychlost rozpustnostved. [5].

1.1.3 Formy aplikace PVA

PVA se aplikuje ve 3 hlavnich forméach:

Ve form¢ vodného roztoku, se vyuzivd jako predek na fipravu emulzi,
lepidel, Slichtovacich a apretdich materidl, pro textilni a papirensky fmysl.
Muzeme ho pouzit i jako koloidni roztok pro dispemaolymeraci.

Ve forme folie a filmu slouzi jako separator forerti pdlévani nebo laminovani,
jako material na specialni hadice apod.

Jako vladkno se pouziv&iwyrobe filtr, siti a specialnich technickych vlaken ( po
apraw formaldehydem nebo propylalkoholem ), apod.

Pouziva se také praizné specialni dely, nag. na vyrobu muovacich félii, na

obaly chemikalii, obaloviny infakiho a zn&steného materialu v pradelnach.

Pt pouziti se zvlaS vyhodre projevuje jeho odolnost proti ofen, tukim, uhlovodikim,
chlérovanym rozpoustllum apod. Vyhodné je, Ze folie i vidkna je moZripravit jak ve

vodo-rozpustné, tak i ve vodo-vzdorné férm
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1.2 Biodegradace

1.2.1 Podminky biodegradace

Biodegradace je ovlitovana zejménaimito vlivy prostedi: teplota, sstlo, Ziviny,
pH, vihkost a ptomnost kysliku. Biodegradace jeét§inou zapicinéna enzymy
produkovanymi mikroorganismy, ale podporuiji ji i¥lgprocesy, nap abioticka hydrolyza,
fotodegradace, mechanické naruSeni struktury agoahaerobnich podminkdch dochazi
vétSinou ke snizeni pH vlivem organickych kyselin qukovanych mikroorganismy.
Naproti tomu v aerobnim prasti nuize pH i vzfist (@i kompostovani dochazi obvykle
ke zvySeni pH na 8-9). Vlivem ohromnych roadiv prirodnich podminkach

biodegradabilita polymaérsilng kolisa. [3]

1.2.2 Biodegradace PVA

PVA pati do skupiny vinylovych polymér kde hlavnitettzec spojuji jen uhlikaté
vazby. Jako jeden z mala, v této skupije rozpustny ve vad V Zivotnim prostedi se

nerozklada snadno, a proto je jeho biodegradawwana velka pozornost.

Mikrobialni degradace PVA byla zaznamenanaedpvice jak 60 léty. OvSem
rozsahlé studie biodegradace PVA byly zagp teprve az na Zatku 70-tych lef6].
V roce 1936 bylo zji®ho, Ze houbyFusarium linijsou schopny biodegradovat, pomoci
svych enzym zvanych ,dehydratasy”, PVA na oxid utity a vodu. [7].
Rozsahlé testy degradaci PVA se vzorky mikroorgahiz pfirodnich prosedi ukazuji,
Ze mikroorganismy degradujici PVA v prigsti nejsou vSudyftomneé.

Prvni mikroorganismy schopné asimilovat PVA jakdjgediny zdroj uhliku byly
izolovany z @dy a identifikovany jako rodPseudomonas.
DalSimi znamymi rody schopnymi vyuZivat PVA jakdijgy zdroj uhliku jsolAlcaligenes

aBacillus Tyto bakterie byly izolovany z prastdi kontaminovaného PVA[9,10].

U neadaptovanych mikrobialnich spi#estev je odbouravani PVA velmi pomalé az
nulove, zato u mikroorganisihdlouhodoks aklimatizovanych je téusit 100% .
Respirometrické testy ukazaly, Ze by mohl byt PVémipletrt zmineralizovan

v pritomnosti vhodnych mikroorganisnza vhodnych inkukimich podminek [9].
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Rychlé snizeni viskozity vodniho meédia obsahujiciRYA, bylo mozné pomoci
specifickych mikrobialnich druh Jejich @isobeni tak mohlo vyvolat nAhodné endpéni
polymernihoietzce. Ve stejnou dobu byly stanoveny oxitiareakce terciarnich atam
uhliku viettzcich PVA, vedoucich k vytw¥eni hydrolyzovatelnyctB-hydroxyketori a
1,3 diketonovych skupin podél hlavniho polymerniletézce. Tyto reakce byly
katalyzovany enzymy oxidasami a dehydrogenasamarg kbyly izolovany #tSinou jako

extracelularni (mimobuitné) proteiny tvéené fiznymi druhy bakterii [6,10].

1.2.3 Biodegradace PVA jedinym mikroorganismem (nesymbiatka)

Z kultivacniho média bakterie rod@seudomonagolované z pdy byl ziskartisty
PVA-degradujici extracelularni enzym. Tento enzyyl bchopen dramaticky snizit
viskozitu vodného roztoku PVA. Enzym je z chemiakéhediska sekundéarni alkohol
oxidasa (SAO). R reakci spatbovava kyslik a produkuje peroxid vodiku. Je také

schopen rozkladatkteré nizkomolekularni sekundéarni alkoholy. [11]

Siroka distribuce nizkomolekularnich prodiuikiegradace PVA také naskuje
tomu, Ze &fpeni uhlikovych vazeb v polymernitettzci je ndhodné. Timto &enim
vzniklé karboxylové kyseliny Zisobuji pokles pH v re&ki snesi.

DalSi studie nazrdy, Ze uhlikovy fettzec PVA byl roz&pen d¥ma naslednymi
reakcemi. Prvnim krokem je katalyza pomoci SAO, ousd Kk vytvaeni
B-hydroxyketonovych skupin, které byly naslédmzSepeny specifickou hydrolazou .
Hydrolyticka reakce neptgbuje kyslik nebo &aky jiny akceptor elektraly vyvolava
rychly pokles viskozity vodného roztoku PVA, zvy8ujmnozZstvi FHtomnych

karboxylovych skupin a tim padem vede ke sniZzeni pH

SAO ziskanad z uvedeného rodBseudomonas katalyzuje oxidaci vinyl
alkoholovych oligomar o molekulové hmotnosti 220-1500, ale také katge/znxidaci u
n¢kterych B -hydroxyketori [19]. Vysledné p-diketony podstoupily hydrolytické &teni
pomoci specifickéB-diketonové hydrolazy produkované a Wguané stejnou bakterii

v kalové kultdte.
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Dukaz jiné biochemické cesty vedouci krép&ni oxidovaného PVA byly
provedeny s kmenem mikroorganisilcaligenes faecali®KK314, které byly uz édve

izolovany ze vzork ti¢ni vody. [17]

Specificky enzym &hto mikroorganisrin PVA-dehydrogenasa (PVADH) byl izolovan
Z buré¢ného extraktu pouzitim isotaktického-typu vinyl atlol trimeru jako modelového
substratu a Pyrroloquinoline quinone (PQQ) a cHlorivapenatého (Cag)l jako
esencialnich kofaktér Izolovany enzym katalyzuje tvortfu-hydroxy ketonovych skupin
na riznych mistech polymernihtettzce. Nendésleduje ale jejich dalSi oxidace pna

diketony.

Typy doposud znamych enzympomoci kterych se zifbvané bakterialni druhy podileji
na odbouravani PVA:
» Oxidaza sekundarnich alkoliqiISAO) oxidujici d¥ sousedni sekundarni OH
skupiny uvnit rettzce PVA
» Dehydratdzaf(-diketon hydrolaza), ktera uskudtrije S€penitetezch
* PVA-dehydrogenaza (PVADHXinn4 jen v pitomnosti Pyrroloquinoline quinone
(PQQ)

» Oxidaza, ktera je aktivni jenwi jiz oxidovanému PVA

Bakterialni rozklad PVA

Nekteré bakterialni kultury jsou schopny degradacR¥my o sob jako jediny
Cinitel procesu. Kkkovy enzym degradujici PVA byl produkovan baktétgeudomonas
vesicularis var. povalolyticus PH hromagdn intracelulars, kdyZ bakterie rostly v Zivném
mediu s tryptonem a kvasmym extraktem bez PVA. Aktivita enzymu rostla &g
s burg¢nym ristem a byla maximalni, az v dolmaximalniho #istu.
Mezi zatim vyisténé enzymy degradujici PVA gaPVA oxidasa, oxidasy sekundarnich
alkoholi, PVA dehydrogenasa a také hydrolasa oxidovanéhd. Békterie degradujici
PVA Pseudomonas vesicularis var. povalolyticus Rhbrib¢hu degradace uwvilje
peroxid vodiku, coz s¥ci o existenci enzyfoxidujicich PVA.

Bakterie nebo enzymy, které degraduji PVA se dapgryro ¢isténi odpadnich vod [18].
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Castjsi variantou nez rozklad PVA jedinou bakteridlnilthrou je rozklad za
piitomnosti dvou symbiotickych bakterialnich kultilezitou roli zde hraje kofaktor
zvany Pyrroloquinoline quinone (PQQ), ktery jednaltlra z kazdého paru poskytuje
kulture druhé, vybavené &itym typem dehydrogenasy. Druha kultura taézen rozkladat

PVA hned po sestaveni kompletniho enzymu.

Degradace PVA pomocaznych symbiotickych kultur a kméne blize uvedena v

diplomové praci Alexandry ¢kové. [19].

1.2.4 Faktory ovliviujici biorozlozitelnost PVA:

Rychlost biologického odbouravani PVA je owWlowana celodwadou faktoi, zjm.pak:

. teplota
. molekulova hmotnost
. rozpustnost.v kD

Schonberger a kol. uvadi, Zze 90%-niho odsttanTOC z bylo dosaZenoftip
laboratorni teplat za 42 df, a téhoz stughodstragni uhliku bylo dosazenoripteplot
15 °C za 81 dni s 12 denni lagovou fazii t€plot prostedi 10 °C byla zaznamenana
35 denni lagova faze a po 100 dnech testu bylozénsa68 %ni odstréni TOC. Z toho
vypliva, Ze s klesajici teplotou dochazi ke sniztnpré rozlozZitelnosti a k prodlouzeni
doby rozkladu. [20].

Podle Stralnerové se s rostouci hodnotou molekioainosti PVA zvySuje doba
lagové faze a dochazi ke zpomaleni celého biodagrédt procesu. [12]

Haschke objasije zavislost molekulové hmotnosti na rychlosti degradace
existenci dvou na selbiochemicky nezavislych biomechanigmwdbouravani. [22]
Je-li latka rozpustna ve védlochézi ke zstSeni jejiho aktivniho povrchu. Enzymaticky

systém tak Iépe difunduje k molekule substratu [21]

Rychlost rozkladu PVA dale oviiwje : pH, mikrobialni zastoupeni, koncentrace
rozpuséného kysliku, koncentrace substrattifgmnost toxikant a @itomnost nutidnich
prvka. [24]
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1.3 lzolace bakterii degradujicich PVA

1.3.1 Vliv katalasy na rozklad PVA

Pri biodegradaci PVA jsou bakteriemi produkovany gytenzynii. Extracelularni
PVA-oxidasa a intercelularni na PQQ zavisla dehyenasa. # prvni fazi rozkladu je
PVA oxidovano PVA-oxidasou. Jako vedlejSi produkihika peroxid vodiku (bD,).

H.O, se ukéazal jako toxicky pro bakterialni kmeny aigapil inhibici rastu kolonii na
miskach. Po roze&tni katalasy na misky s PVA agarem &topm peackovani kolonii
bakterii z tekutého mineralniho media dekdvanému néstu kolonii doslo. Znamena to
tedy, Ze katalasa je schopna rozloZz#OWl Po rozeteni inaktivni katalasy (katalasa
povaena 10 minut) na misky k nstu ogt nedoslo. Kwli ovéieni toxického dinku H,O,

na bakterie byl proveden dalSi podobny test. N&kynssPVA agarem byla misto katalasy
rozetena peroxidasa tedy enzym schopny rozkladat perd&igledek byl stejny jako u
katalasy a stefnjako u ni nedoslo k nastu kolonii na misce pt#né inaktivni peroxidasou

(peroxidasa povana 10 minut).

Z vysledki pokusi tedy plyne, Zze PVA-degradujici bakteri@é pozkladu PVA
produkuji jako vedlejSi produkt J, vtakovém mnozZstvi, Ze se stava toxickym a
zabrauje bakteriim viistu. V tekutém mineralnim mediu rostli bakterieezgitomnosti
katalasy. To bylo za&fEinéno tim, Ze HO, se nevyskytoval v blizkosti bakteriiti@avek
katalasy a peroxidasy se tedy ukazalo jako vhode#baa pouzitelnaipizolaci bakterii

schopnych degradovat PVA. [8]
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1.4 Piezivani vysusSeni wiznych bakterialnich bunék a ochranny vliv

raznych latek

Zkoumanim ochranného vlivuuznych latek na iezivani tiznych druli
bakterialnich kmein ze zabyvalaada autal. Zjistovali vhodné podminky pro uchovani
bakterialnich buk.Rada z nich zkoumala vhodnou teplotu suSeni, ockraiének

odstedtného mléka, alginatu, gum acacia.

Vliv raznych latek naiezivani bakterialnich kmeénpri suseni sprejovaci metodou
za zvyseneé teploty uvadi Wen — Chian Lian a kolekkkoumanymi bakteriemi byly dva
kmeny Bifidobacterium infantisa # kmeny Bifidobacterium longum Byl sledovan
ochranny dinek 10% (w/w) Zelatiny, gum arabic a a@skEného mléka a jeho vliv na
pieziti burgk. Kazdy kmen se projevovaliznou citlivosti vySe uvedené manipulaci.
Béhem testovani viznych vzdusnych teplotach a fitpmnosti odsedného miéka se
zaznamenalo nejvySsSitgziti u kmene bifidobacteria. Vyzkum vlivu koncexte
ochrannych latek ukazal, Ze nejvyssi ochranfiyak mela 10% koncentrace Zelatiny, gum
arabic i odsed:ného mléka. [23]

Autori B.M.Corcoran a kolektiv zkoumaliipziti kmeneLactobacillus rhamnosus
GG po susSeni sprejovanim a nasledném skladovahv, adstedného mléka amyldzy na
toto preziti. Ve vysledcich uvadi, Ze nejlépiefivaly buiky sklizené ve stacionarni fazi
rastu. Reziti pi skladovani bylo zavislé na teppt pricemz dobré feziti bylo
zaznamenanoip4°’C a 15°C a to #hem 8 tydih. Zde vSak nebyl zaznamenan zadny

vyznamny rozdil fi pouziti odstedného mléka a amylozy. [28]

C. Desmonti?a kolektiviesili stejny problém, jako jer@ziti kmene.actobacilus
paracasei po vysuSeni sprejovanim, jeho skladovani, a octyratinek odstedného
mléka a gum acacia.

Béhem 4 tydfi. skladovani seipziti burgk se zlepSilo s pouzitim gum acacia, a o p
vSech testovanych teplotach: 4°C, 15°C, 30°C. Rgd&nnim skladovani vSak poklesly
pocty bakterii g vySSich teplotach skladovani, prakticky na n{@9]
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Ucinkem odstecného mléka a iezivanim kmeneAzospirillum braslenseCd
(ATCC 29710) v alginatovych kuklkach se zabyval Yoav Bashan. Zjistil, Ze vysuSeni
kulicek snizilo pdet bakterii o #kolik radi. Ale pri liofizaci byly zaznamenany lepSi
vysledky. [27]

Dal$i skupinou zkoumajici ochranné vlastnosti @girbyl R.Walker, S. Rossafl
and M.J.C. Ashér kteif se pokougeli o zlepSovanieiti potencialis prosgsnych bakterif,
které zvySuji kvalitu osiva cukroviepy. Tyto prosgné bakterie p#t do skupiny G-
negativnichPseudomonasVe «tSine vSech pipadi byla pro buiky nejlepsi skliza
v pozdni log-fazi#stu nebo ¥asné stacionérni-fazistu.

Ackoliv bakterie dobe prezivaly p@ateini proceduru suseni, bylo zgab, Ze velka frakce
burgk pozbude Zivotaschopnost \ipghu prvnich 24 hodin skladovani.

Tento pokles byl v rozmezi 2 az&di. Pro @t zkoumanych izoldt (bakterialnich kmei)
se ukazalo, Ze enkapsulace v alginadtovychckatih vyznamé zvysila geziti bakterii.
Skladovani probihalo po dobu 300iddrZa tuto dobu i teplot 5°C z mivodnich 16
bunsk, prezilo 1¢-10° bursk.

Autori dale uvadji, Ze zvysSeni teploty suSeni na 40°C gknzadny negativni efekt na
preziti. Vyznamna se ukdzala pouze teplota 5°C skimuip kde peZilo dostatené
mnozstvi bakteridlnich bek. Skladovani p teplog 15°C - 22°C vedlo k rychlému
poklesu Zivotnosti. DalSim poznatkem bylo, Ze preZpi burgk by mohl byt kriticky také
obsah vody. VysSi vihkost totiz vedla ke snizee#fti pii skladovani. [26]

Pro uchovéavani a schopnost potipaist bakterii se pokouseli R. Rabindran and P.
Vidhyasekaran. SledovalifgZivani kultur kmené&seudomonas fluoresce$ ALR2 za
Gcelem ovlivreni pestovani ryze. B pokusu pouzili i nosiée:raselinu, mastek a lignit.
Populace bakterii byla sledovana po dobu 6. dako nejlepSi nosibyla vyhodnocena

raselina. [25]
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1.5 Navaznost na ffedchéazejici diplomovou préaci

PVA jeho vlastnostmi a degradaci se uz zabyvale stadent. Pati k nim i Jii
Riedl [26], ktery ve své diplomové praci izolovallkury OT I, OT Il a kulturu OT Il a
popsal jejich vlastnosti a schopnosti degradovah PXaneiila jsem se hlavhna vysledky

testi u kultury OT llI, se kterou jsem ro¥ha pracovala.

V prvnim pokusu byly izolovany dva kmeny, kterézvel kmen Z a B (dle
charakteristického zbarveni kmign

Dale sledoval vliv molekulové hmotnosti PVA na jetozklad v tekutém MM kombinaci
kmeni z konsorcia OT Ill a zjistil, Ze molekulovd hmostdPVA v rozsahu pouZzitych

molekulovych hmotnosti nema vliv na proces biodegca PVA

V dalsim testu pozorovalist kmeri OT IIl/Z a OT /B konsorcia v tekutém
mineralnim mediu s PVA a PQQ a pokles PVA a TOCedim, zfisobeny pouzitymi
kmeny. Z méfeni vyplynulo, Ze sis kmeri Z+B je schopna zacdasti PQQ rozkladat
PVA, jeho mnoZstvi se za 6 dni sniZilo o vice nabynu.

Pcatty kolonii paital na miskach s PVA agarem. Nsirkmeri po 7 —denni kultivaci byl
rozdilny. Kmen OT llI/B rostl z pgatku daleko rychleji, ale jen do 3. dne, pak && r
burgk zastavil. U kmene OT IlI/Z byl n&st pozvolny a trval dale.

Na konci pak bylo mnoZstvi bik kmene Z gkolikanasobn vy33i neZ u kmene B.

Pri dalSich pokusech se zafih na zji&'ovani vlastnosti sési a samostatnych kmen
OT IIl/Z a OT IlIl/B podilejicich se na rozkladu PVRrokazal, Ze samostatné kmeny Z a B
nejsou schopny rozkladu. Nefgi natist patu kolonii, ktery byl peitdn na miskach
s PVA agarem obohacenym KA a PQQ a katalasouzazylamenan u sfsi kmeri Z+B.
Tento test potvrdil, Ze kmeny jsou symbiotické &P%8A jsou schopny rozkladat pouze ve

SM3si.

Dale se ukéazalo, ze kmen OT Ill/Z newyiviatalasu, kdeZto kmen OT IlI/B ano. Jako
vyswétleni uvadi, Zze kmen B odstigje toxicky peroxid vodiku produkovanyipozkladu
PVA kmenem Z [30].
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1l PRAKTICKA CAST
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie, roztoky a zivna meédia pro kultvaci bakterii

Mineralni agar bez bronthymolové modi (bez BTM)

Z&klad pro mineralni agar:

Ko P Ol et e e e e ettt 01lg
NH.CI... 0,11g
MG SOk 7 HO ..o, 0,02 g
FeSQ.7 HO........... 0,005 g
CAC D et e, 0,002 g
0 = | P 1849

Mineralni agar je bezbarvy s migm zakalem. Je — li zagebi obohatit agar o
indikator pH, pouzijeme zaklad pro mineralni agasphaceny Bromthymolovou miid
(BTM) v mnozstvi 0,005 g/l.

Priprava mineralniho agaru:

Zaklad pro mineralni agar............cooveiiiiiiiii e 4420

DESHIOVANA VO ... e e e e e e e e e e, 200 ml

Uvedené slozky byly navaZzeny do 400 infuzni lahve a poté rozpusty
destilované vo#l Déale bylo pidano 400ul roztoku stopovych pruk (na 200 ml) a vse
dohie promichano. Taktofpraveny minerdlni agar byl dan sterilizovat v uzsé lahvi
do autoklavu $ 120 °C na 15 minut. Po zchladnuti asi na 60 YCabar v boxu rozlit do

misek a ponechén ztuhnout.

PVA agar

Polyvinylalkohol (vysledna koncentrace 0,5 g/l )....cueveeiiiiiiiiiiiiine s 109
Z&KIad pro mineralni @gar...........uveie i e e e 42 g
DeSHIOVANGA VOUA. .. ...ttt et e et e e e e e e e 0@ ml
Roztok kvasniny autolyzat 50 g/l(vysledna koncentrace 50 mgll.)............... 404l

Zasobni roztok PQQ (vysledna koncentrace PQQ j@/bP........ccccceveevieeeennnn. 10d
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Ptiprava:
Dané slozky byly navazeny do 400 ml infazni lahvpo#é rozpushy ve 200 ml

destilované vody a na z&vbylo pgidano 400ul kvasniného autolyzatu (50mg/ml) a 100
ul PQQ (0,2mg/ml). VSe se promichalo a dalo v teag lahvi do autoklavu sterilizovat
pfi 120 °C na 15 minut. Poté byl agar v laminarninxiboozlit do misek a ponechan
ztuhnout.
Na ztuhly agar pak bylofjgavano ¢sre pred nanasenim bgk 50 ul roztoku katalasy
(Img/ml), kter4 se rozietla sterilni skletnou hokejkou a nechala v laminarnim boxu
Vysusit.

Pozdji se PVA - agar s BTM nahradil PVA - agarem bezMBTneba oba

sledované kmeny na&m byly |épe rozpoznatelné.

Agar pro acetobactera

KVASNENY EXITAKL. .. et et e e e e e e e e e e e e e e 59/l
117/ 01 39/l
IMANITOL. .. e e e e e 2D O
Y - s X < Ao 1
Destilovana voda

Priprava:

Jednotlivé slozky byly navazeny, bylyigany stopové prvky a vSe bylo dogiho
100 ml destilované vody. Poukladném promichani bylo vSe v uzemé lahvi
sterilizovano v autoklavuip 120 °C na 15 minut. Po zchladnuti asi na 60 °@,dgar

v boxu rozlit do misek a ponechan ztuhnout.

Fyziologicky roztok

Pouziva se preedni inokula.

Ptiprava:
Fyziologicky roztok byl gipraven rozpushim 8,5 g NaCl v 1 litru destilované

vody. Roztok byl dkladns promichan a dan sterilizovan v autoklavutpplot 120 °C po
dobu 15 minut.
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Mineralni medium s PVA a PQQ pro kultivace (MMK), tekuté

Toto mineralni médium bylo pouzivano pro kultivaansk v tekutém médiu.

K pripravw mineralniho média bylo pouzitédhto zasobnich roztdk

ZASODNI FTOZEOK Aot e e e 2 M

ZASODNT TOZIOK Bt e e s 8 ml
DeESHIOVANG VOUA.......ceeeiiiiiiiiiiiie e 100 mi
Soli:

MOSO. 7 HoO e e e e e e e 1ml
FE(NH)2(SO)2.6 HoO ..o e e e e e 1ml
CACh. 2 HpO ittt e e e e s 1ml
NG . e e 1ml
NHACT e e e e e e ———— 1ml

1S (0] 101V 7= 8 ] 0 24P O I A
Z4sobni roztok PQQ ..o e e e e ne e eneeaeeenn 0

Piiprava:
Do 250 ml lahve bylo pipetovano uvedené mnozsagobnich roztok a 60 ml

vody.Teprve poté bylidan 1 ml z kazdého roztoku soli a 0,1 ml stopovyetki a objem
byl zbylym mnoZzstvim vody dopém na 100ml.VSe se a#ladné promichalo a bylo
rozdéleno po 50 ml do dvou 250ml lahvi. Na 2ébylo do kazdé lahve navazeno 25 mg
PVA a vSe se sterilizovalo. Taktofipravené mineralni médium bylo zZ&ovano
bakterialnim kmenem OT3 RhodococcusObks lahve pak byly dany nardpaku do
kultivacni mistnosti v tepl@t25°C, kde oba druhy bakterii po dohkitkalika dni rostly.
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Priprava jednotlivych slozek MM:

Zasobni roztok A
Ziskame navazenim 9,0788 g KD, (dihydrogenfosforénan draselny) a

naslednym rozpu&tim v 1 | destilované vody.

Zasobni roztok B

Ziskdme navazenim 23,9032 g ,NBRO,.12 HO (hydrogenfosfornan sodny
dodekahydrat), ktery je dale rozpirst 1 | destilované vody.
Stopove prvky:
MNSQO.5HO (CISTY) e vn et e e e e e e e e 0,043 g
B 10 B (I T 0,057 g
ZNSOLTHO (D) eniniieeee i e e e e e e 200.0,043 @
(NH)6MO70244HO (P.3.) v ie0,037 @
CO(NG3)2.6H2O (Pa8.) e e veieiieiieiee i it e ene e een2.0,025 @
CUSQLEHIO (ESLY) . e e e oo ettt ettt 0,040 g

DeStiloOVANA VO ..o e e e e e 1000 ml

Po navazeni mnozZstwidhto latek bylo vSetkladre rozpuséno a promichano v 1
| destilované vody.
Priprava roztok soli
MG SO 7 HpO (10 G/1) .o oottt 2
FEe(NH;)2(S04)2.6 HoO (B g/M).euvniii i eviennnn0.0,6
CaCh. 2 HoO (L G/) et 0,2. G
NACT (50 G/1) e e e 10g
NHACH (B0 /1) e et B
Kazda 8l byla gipravena zvlas Vzdy bylo navazeno dané mnozstvi soli déptn
200 ml destilované vody a promichano. Pak byly kigcsoli dany sterilizovat do
autoklavu pi teplo& 120 °C po dobu 15 minut. Roztok Fe(WH(SQy),.6H,O byl
sterilizovan za studena, filtractgs sterilni membranové filtry Pragopor (o velikqsbit

0,3um).



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

Mineralni medium bez PVA a PQQ (MM)

Takto gipravené MM bylo pouZzito naifpravu bakteridlnich suspenzitgnym obsahem
PVA piipadré piridavkem suseného mléka.

K pripravw mineralniho média bylo pouzitédhto zasobnich roztdk

ZASODNI FTOZEOK Ao e e e e e A M

ZASODNT TOZIOK B...oo e e 6 ml
DeSHIOVANGA VOUA. .. ... e ettt e e e e e e e e e 100 mi
Soli:

MOSO. 7 HoO et e e e 1ml
FE(NH)2(SO)2.6 HpO ... e e e e 1ml
CACh. 2 HO ettt et e e e 1ml
NG . e 1ml
NHACT L e e e e 1 ml

1S (0] 101V 7= ] 0 24 PR O I A

Dané slozky byly pipetovany a rozptrsg ve 100 ml destilované vody.VSe se

promichalo a dalo v uzéené lahvi do autoklavu sterilizovati 120 °C na 15 minut.

Suspend#&ni médium (MMS) pro izolaci padnich mikroorganismi

Jedna se oitl’e popsané MM sifdavkem tenzidu TWEEN 80.

K ptipraw suspendaiho média bylo pouzit@thto zasobnich roztak

ZASODNT TOZIOK A...oe e e e e e e e A M
ZaSODNT TOZIOK B...oo e e 16 ml
destilovana voda ..........c.oceieiiii i e e 222200 M
Soli:

MOSOs, 7 HoO et et e e e e e 2 ml
FE(NHL)2(SO)2.6 HoO .o e e e e e e e e, 2ml
CACh. 2 HuO e e e e e e ———— 2 ml
NACH . e e 2 M
NH A e e e e e e e 2 ml

StOPOVE PIVKY ... e e et e e e e e e e e een a2 0,2
TWEEN 8O0, ittt e e e e e e e e e e eneaans 0,39
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Dané slozky byly pipetovany a rozptr$g ve 200 ml destilované vody. VSe se

promichalo a dalo v uz&ené lahvi do autoklavu sterilizovati 220 °C na 15 minut.

Piiprava dalSich z&sobnich roztok

Zasobni roztok PQQ= Methoxantiwysledna koncentrace 0,1mg/ml)

MnoZstvi 2 mg PQQ bylo rozpusio ve 20 ml fyziologického roztoku. Sterilizace
byla provedena skl€nou injekini stikackou pres filtr zna&ky MILLEX GP o
0,22um.Takto ppraveny roztok byl pipetovan po 1,5 ml do stedmiependorfek a

nasledg usklad@n v mrazaku.

Zasobni roztok katalagyysledna koncentrace 1 mg/ml)

MnozZstvi 15 mg kataldzy bylo rozpeso v 15 ml fyziologického roztoku.
Sterilizace byla of provedena skleémou injekeni stikackou pres filtr zna&ky MILLEX
GP o 0,22um. Taktoffpraveny roztok byl pipetovan po 1,5 ml do stedmependorfek a

nasledg usklad@n v mrazaku.

Roztok kvasdného autolyzat@vysledna koncentrace 50mgjml
Mnozstvi 2,5 g kvastihého autolyzatu (Zluty praSek) je rozpgm&t v 50 ml
destilované HO. Roztok je pak vysterilizovan v autoklavii ;20 °C 15 minut. Sterilni

roztok kvasniného autolyzatu je pak usklasmve skince @i laboratorni teplat

Roztoky pro stanoveni PVA:

Kyselina borita
Mnozstvi 40g kyseliny borité bylo rozpggb v 1 | destilované vody. Roztok byl

uchovavan ve téhpii laboratorni teplat

Roztok jodu
Mnozstvi 12,7 g idda 25 g Kl bylo rozpugho v 1 | destilované vody. Roztok byl

uchovavan ve tépii laboratorni teplat
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Polyvinyl alkohol (PVA)
Obchodni ozngeni SLOVIOL P88-08, praskova forma, stie/drolyzy 88%.

2.2 Biologicky material

2.2.1 Kultura OT3

Jedna se o kmen Gram-negativnich aerobnictefiafNa agaru s PVA+PQQ+KA se
vyznauje jasi Zlutym zabarvenim. Tato kultura izolovana v ramliglomové prace J.
Riedla [30], kde byla ozrtena jako OT IIl/Z.

2.2.2Rhodococcus globerulus

Jedna se o kmen Gram-pozitivnich aerobnicllebakNa agaru s PVA+PQQ+KA se
vyznauje bilym zbarvenim. &em delSi dobyustu dochazi k tomu,Z&hodococcus
zmeni pH v oblasti kolonie¢imz dojde k pechodu v idé pritomného indikatoru BTM-
modi ze zelené barvy do Zlut®hodococcuprodukuje kolem sebe sliz, ktery ho chrani

pied vysuSenim.

2.2.3Acetobacter aceti

Jedna se o Gram-negativni elipsoidni aZinkpvitou aerobni bakteriiceledi

AcetobacteraceadKmen pochazi £eské sbirky mikroorganisim
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2.3 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy KERN 770.......coiiiii i e e e e ae e SRN
Analytické VANY KERN 440-47 .......ccooiiii oo e SRN
ElektrickA SUSAMA...............eeeeeeeiieeeiieeeeiie e eeeeeeeeeeee e e . MORACR
EleKtriCky VEIC. .. ... e e e e e e e e W ETA
Elektricky VATIE ETA 0108 .......cociiiiieieeie e ee s emeemsie et sen e e ses e snesneansd CR)
EleKtriCKYVATEETALLO ...ocvveveeeeeeeeteeeeecee et eeseee et eeeere e eneeneesaeereanees CR)

L= 0= = T I PN O] o
Trepa&ka 3018 GFL.......cooiiiiii i i SRN

Mikrodavkova ( 2-20ul, 1-5 ml, 20-20Qul, 100-1000ul)................. Biohit, Finsko
Mikrodavkova (10ul, 20ul , 50ul, 200ul)...........cccvenv..........Plastomed, Polsko
Laboratorni autoklav...............ccooiiiii e, Sanoclav, St-M@83, SRN
TIAKOVY NINEC ... emmemt ettt ateereeneanen (TescomaCR)
Asepticky laminarni boX...........ccovie i, Telstar, Spatisko
TermoboX NA 25 °Co...uvisiee it e e e e e UTZPCH, FT
ChIAANEKA. .. ....uv et e e e e e Ardo,CR
MIKIOSKOP CXAL... o e Olympus, Japonsk

Patitac kolonii SCHUTT ......ooi i i e e W SRN
Spektrofotometr TECAN, pro mikrotitéai destéky..................ccee..... Sunrise, USA



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 29

2.4 Metodika a pracovni postupy

2.4.1 Stanoveni p&ate¢niho mnoZzstvi burék

Byla pripravena sada 5 ependorfek s @8terilniho roztoku MM(2).
Do prvni ependorfky, ktera jiz obsahovala 9dOsterilniho roztoku MM, bylo idano
100ul bakterialni suspenze ({Rhodococcus OT3). Ziskali jsme tedsedsni 10
Z této ependorfky bylo po dokonalém promichani oéled novou Sgkou ot 100ul a
vneseno do dalSi ependorfky s ADGterilniho roztoku MM bez PVA+PQQ. V druhé
ependorfce tedy vzniklgedsni 10%. Analogickym postupem bylo v dal$ich ependorfkach

ziskanoredni az 10.

Z takto gipravenych ependorfek bylo podle mnoZstvi dumpod mikroskopem
odebrano 10Ql z vybranychredni (3) a rozetno fedem vyzihanou hokejkou na misku
s agarem s PVA+PQQ+KA s roremymi a vysuSenymi 50 katalasy (4).

Na misce s agarem s PVA+PQQ+KA (4) bylo tedy zisk&tkni o fad vySSi nez v
ependorfce. Misky byly opaténvysusSeny v boxu aipneseny do 30C. Po zhruba osmi
denni kultivaci byl stanoven celkovy & kolonii na miskach spaanim viditelnych

kolonii. P@&ateini hustota bakterii se pohybovala kolenfi b 1§ ml.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

30

100ul bakterialni smési

0
o[ ]

smes
OT3+
RHOD.

1. 2,
S a—
S00ul 400ul
MM m
S )

NS NSNS

100ul

100ul 100ul

3,
—

400ul
MM

 S—

1.
)

900ul
MM

S

z1.ependorfky 2. ependorfky 7 3. ependorfky

5
p—

900ul
MM

 —

N7

7 4.ependorfky

v

davkuju 100 ul na kazdou P.M.

§ agarem

v

Obr.1.Schéma postugiacini a zji¥ovani péateniho p@&tu narostlych bakterialnich

kultur:1, ldhev o objemu 500 ml, ve které pébla kultivace kmene OT3 Rhodococcus

2, ependorfky, v nich? dochéazeladdsni 10* az 10°; 3, dw posledniedéni 10* a 10° a

z nich bylo vysévano na misky s agarehmisky s PVA+PQQ+KA a s katalazou. Na n

bylo davkovano 10Ql z vybranychiedini (3)



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 31

2.4.2 Stanoveni PVA

Stanoveni PVA na mikrotitra¢nich destkach

Nejprve byla znitena prazdna degkia na readeru mikrode&tk Tetan (giloha I). Po
stanovenycltasovych intervalech byly odebirany vzorky ze&awanych lahvi.

Vzdy do gti jamek na mikrotitrani destéce bylo napipetovano:

- 20 ul kazdého vzorkuippadre MM jako blank

- 42 ul roztoku kyseliny borité @fiddano do vSechsthto jamek)

- 10 ul roztoku jodidu s jodistanem draselnym

Desticka byla ponechana asi 15 minut v klidu aégema na readeru mikrodesk Tecan
pii vinové délce 660 nm.

Kalibracni pfimka byla zpracovana z hodnot koncentraci adianych absorbanci

kalibratnich roztok.

Tabulka 1. Koncentrace PVA a naifmnd absorbance

¢ PVA(mg/ml) A(-) ()]
standard 1 250 0,4202 | 0,41983 | 0,4125 0,429 0,4202 | 0,42035
standard 2 500 0,9988 | 0,99567 | 0,953 0,9042 | 0,9678 | 0,96389

(-), bezrozm¥rné¢islo; @, pramérna hodnota

1,2
l L
0,8 r

0,6
04 - y =0,002x - 0,1102

02 | R?=1
0

Absorbance

0 100 200 300 400 500 600

koncentrace c(mg/l)

Obr.2.Kalibr&ni primka stanoveni PVA na mikrotitfaich destikach:

Rovnice kalibrani primky: A =0,002c-0,1102 (2)

Vzorec pro vypoet PVA ve vzorku: c=(A+0,1102) /0,002 (2)
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2.4.3 Méieni pH bakterialnich preparati

M¢eteni pH bylo provaho pH-metrem, se sklénou elektrodou, ktery byl vzdy
pied kazdym réenim kalibrovan pomoci dvouiplusnych puft, jejichz pH bylo vysSi a
nizsi nez pH vzorku. Hodnota pH diglusného vzorku pak byla stanovena za stalého

michani.

2.4.4 Poitani bunék ve vysusenych preparatech

Na Petriho miskach s agarem s PVA+PQQ+KA vyrostigdm 8 di, pri teplog
30°C, kolonie kmene OT3RhodococcusKolonie OT3 se vynikaly Zlutym zbarvenim a

mensSi velikostiRhodococcubyl barvy bilé a&asto pdetnsji zastoupen.

Bakterialni kmeny byly p&itany na Petriho miskach pomoci lupy n&iRgce kolonii zn.
SCHUTT. (giloha 1I).

U nekterych koncentraci, nigseji 5%roztok PVA a 10%roztok PVA, vyrostlo na
miskach velké mnozZstvi kolonii. Pokud byl ¢pb kolonii na miskadch velky a tudiz
nepaitatelny, tzn. pesahl — li poet jednoho druhu bakterialnino kmene 1000 kolonii,
byla pro p@itani pouzita Sablonacvercovymclenénim. Velikost plochy jednohétverce
byla 1cnf. Kolonie vZdy jednoho druhu bakteriainiho kmendy Ippcitany pouze v 3 az 5
sokE podobnychitvercich a ziskané hodnoty byly apeerinovany. Touto hodnotou pak byl
vynasoben piet ctverai s @iblizné stejnou hustotu kolonii. Vysledek ziskany timto

zpisobem ma sicgdovou pesnost, pro naseély je vSak dostajici.

2.4.5 Priprava fixovaného preparatu

Podlozni skkiko bylo poloZzeno naisty filtracni papir. Doprosed skltka byla
umisténa kapka fyziologického roztoku a bakteriologickklickou do ni bylo naneseno
malé mnozstvi mikrobialni kultury. Tato suspenzendbu byla dolie promichana a
rozetena. Skkkko bylo nechano vyschnout a pak bylo&n@in vzhiru tiikrat protazeno

plamenem kahanu. Po vychladnuti bylo s preparatdengtacovano.
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2.4.6 Gramovo barveni preparatu

Pripraveny fixovany preparat na podloznim &kii byl prevrstven roztokem krystalove
violeti a ta msobila 60 sekund. Po té byl preparat bez oplachioshina gevrstven
Lugolovym roztokem, ktery sobil také 60 sekund. Preparat byl oplachnut aestiiou
vodou a odbarven v Sikmé poloze etanolem 20-25mskkuogt oplachnut destilovanou
vodou. Déle byl fevrstven karbolfuchsinem na 60 sekund, oplachrastildvanou vodou

a ponechan uschnout. Mikroskopovan byl pomoci iwiéio objektivu, z#tSeni 100x.

2.4.7 Sterilizaéni techniky

Lze je rozdlit na:

1) Sucha sterilizace - v suS&mmo dobu 2 hodinipteplo& 170°C (laboratorni sklo)

2) Vyzihani v plameni — timto apobem byly sterilizovany mikrobiologické &kiy,
hokejky, pinzety, skalpel.

3) VIhka sterilizace - v autoklavu, ¥mz byly @i 120 °C na 15 minut sterilizovany

kultivacni lahve, Zivné fidy, mineralni média.
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3 VYSLEDKOVA ADISKUSNi CAST

Cilem mé diplomové prace bylo &it zpasoby, jimiz lze uchovat vitalni
bakterialni kmen OT3, ktery jako jeden z malaktaéda PVA. K biodegradaci PVA jsou

zapotebi speciélni kmeny. Je zndmo, Ze se takové kmeenyskytuji malo.

Literatura uvadi Zze Gram—negativni bakterie Spatési vysuSeni, a proto se pro
uchovani pouzivajitzné metody jako ndplyofizace. Aby se zlepSiloigzivani Gram -
negativnich bakteriiipvysuseni, pouzivaji sé&zn¢ ochranné latky. Jednou z nich je hap

alginat. V jeho pitomnosti se vyrazhzvysil paiet prezilych bakterii.[26, 27]

V prabéhu diplomové prace budu zjdvat, zda bakterie kmene OTRadococcus
jsou schopny fezit gimérenou dobu (asi takiproku) ve forng vysuSeného preparatu, zda
ma PVA ochranou funkci proi@zivani bakterii, fipadré ovétuji pouzitelnost dalSich

piidavnych ochrannych latek naguSeného odstdtného miléka.

Odbornéclanky a literatura [26 - 29] uvadi, Zéitomnost suSeného mléka, alginatu a gum

acacia ma ochranny vliv n@gZivani aist bakterii.

Konetnym cilem je piprava vitalniho bakterialniho preparatu, kteryblglo mozno
uchovavat po fiméienou dobu affprava folii na bazi PVA, které by na svém povrchu
nesly vitalni PVA- degradujici bakterie, takZze by jejich vstupu do prostdi nastala

rychla degradace
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Prezivani kmene OT3 v pitomnosti PVA

V nasledujicich pokusech jsme sledovali schoprioskterii kmene OT3 a
Rhodococcus, piezit co nejdelSi dobu na povrchu agaru PVA+PQQ+KAvysuSeném
stavu. Byly provedeny celkenti rozsdhlé pokusy. Na &atku kazdého z nich byl vzdy

stanoven p&ateini patet bakterii.

Do suspenze obsahujici popisované bakterie, Hdyapy ochranné latky, z patku
pouze PVA a v pibéhu dalSich pokus i suSené odstdEné mléko. Tato sis byla
davkovana na prazdné Petriho misky, které byly pgsu$eni skladovany tip dvou
teplotach, a to laboratorni tepda25°C) a teplat v lednici (4°C). V pedem stanovenych

¢asovych intervalech byladena vitalita preparatu.

VSechny 3 pokusy jsou planovany dlouhoggbjich délka trvani se odhaduje zhruba
na jeden rok. Ja jsem je pozorovala maxim@io dobu 4 résial a vSe pdebné pro jejich

dalSi pokr&ovani jsem fipravila.

3.1 Pokus prvni — Zjistovani &innosti PVA jako ochranné latky

V prvnim pokusu jsme se rozhodli vyzkouSet ochyantiv PVA na pgezivani
bakterialni kmeny OT3 aRhodococcus,pii raznych koncentracich PVA. Z volené
koncentrace, které jsme v pokusech pouzivali, 9y (bez pidavku PVA), dale 5%,

10% a 20%. VysuSené preparaty b#davku PVA slouzily jako srovnavaci.

P¥i praci s roztokem o koncentraci 20% PVA se ukazadje tento roztok vysoce
viskdzni a jakdkoliv manipulace snim byla obtizn&#roto jsme Hpravu
koncentrovagjSich roztok vylowili a s koncentrova$)Simi roztoky jsme nepracovali.
Pouziti 0% aZ 20% roztoku PVA nam poskytuje vodkkaceni vhodné koncentrace PVA
a rovréZz ma za ukol poskytnout prvotni informace, jak pukmeny snaseji skladovani

ve vysuSeném stavu.

Zjistovani pétu kolonii bakterialnich kme&nOT3 aRhodococcugprobihalo po dobu
4 mesial v téchto ¢asovych intervalech: po prvnim dnu, prvnim tydnuoud tydnech,

meésici, 2 ngsicich a 4 résicich.
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Nejprve byla pipravena v 500-ml lahvi bakterialni suspenze priikace (1) tak,
Ze: 100 ml MMK bylo zatkovano bakterii OT3 Rhodococcusyrostlou na PVA agaru.
Takto pipravena lahev byla upetma v tepace v kultiva&ni mistnosti na dobu cca
10 dru.

Priprava bakterialnich preparatia s obsahem 0% - 20%PVA

Jednotliva mnozstvi PVA (Tab.2) byla navazena valkach (2) a nasledn

rozpuséna v MM @i sterilizaci v autoklavu, ipteplo& 120 °C po dobu 15 minut.

V piipac, Zze se PVA § sterilizaci nerozpustil ikladrg, zaltivala jsem vialky s roztoky
jes€ na vodni lazni. Po ochlazeni byly do kazdé vigikgany 2 ml bakterialni suspenze
(Rhodococcust OT3), kde se iedpoklada, Zze PVA je v podstaspotebovan. VSe se

promicha.

Tabulka.2.MnoZstvi jednotlivych sloZzek pelbnych na fipravu bakterialnich prepatat
s obsahem 0% - 20%PVA

koncentrace PVA navazka PVA (mg) MM (ml)
0% 0 5
5% 250 4,75
10% 500 4,5
20% 1000 4

viN s

hodnota pH. Naip u 10% roztok PVA klesla hodnota pH na 5,8.

Tabulka 3. Narérené hodnoty pH uizn¢ koncentrovanych bakteridlnich prepéréat

koncentrace PVA 0% 2% 5% 10%
pH 7,5 6,8 6,5 5,8

Nizké pH by tak mohlo negati¥novlivnit pirezivani bakterii. Proto jsme se
rozhodli zvySit davkovani fosfo¥eani, které maji v médiu funkci pufru, na dvojnasobek
davkovani, pouzivaneho wgachozich diplomovych pracich [19]. Vysledkem lgSeni
hodnoty pH u 10% roztok PVA na 6,4.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 37

Tabulka 4. Nar&ené hodnoty pH po zvySeni davky fostarani

koncentrace PVA 0% 2% 5% 10%
pH 6,9 6,6 6,5 6,4

Hodnoty pH MM, které jsme pouZili pro tento pokjsau uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 5. Hodnoty pH bakterialnich prepéaratpokusu

koncentrace PVA 0% 5% 10% 20% MM
pH 7.4 6,7 6,6 5,6 7,4

Piiprava misek uréenych pro skladovani vysuSenych bakteridlnich pparata
s obsahem PVA

Pro vSechnytyii bakterialni preparaty bylofipraveno 128 prazdnych Petriho
misek (3). Na kazdou z misek byl pomoci mikrodax&ke davkovan objem 10@, vzdy
jednoho zwizr¢ koncentrovanych prepataPVA (2). Misky byly umistny do laminarniho
boxu, kde byly ponechanyigs noc k uplnému vysuSeni. Poté byla polovina misgk
kazdé koncentrace usklagha @i laboratorni teplat (25°C) a polovina v ledéce (4°C).

Stanoveni p&ate¢niho mnoZstvi burék

Byla pipravena sada 5 ependorfek nutnych jeini 10" az 10°, abychom mohli

stanovit pgateni patet bakterii. Cely postup je uveden v kapitole Méada pracovni

postupy.

Stanoveni pdtu piezilych bunék

V predem ukenych ¢asovych intervalech byly odebirany misky s vysuggny
bakterialnimi preparaty, v nichz byly stanovenygtygqiezilych burk.
Nejdrive byly gipraveny agary s PVA+PQQ+KA. Na ztuhly agar pakolyled nanasSenim
burgek davkovano 50ul katalasy, ktera byla rozena sterilni sklefmou hokejkou a

nasledg vysuSena v laminarnim boxu.
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Katalasa jetstovy faktor pro OT3. Bez jehdippmnosti OT3 Kisté kultde nevyroste.

Nejprve byl pro stanoveni ptu pouzivan PVA - agar s BTM, ale ukazalo se, Ze na
ném oba druhy kolonii byly velmi obtiZrozpoznatelné. PoZjl se PVA - agar s BTM

nahradil PVA - agarem bez BTM, protoZe raroba sledované kmeny |épe vynikly.

V kazdémcasovém bog ve kterém bylo provedeno stanoveni, se postupoxhfuba

nasledujicim zfisobem:

Bylo vybrano 8 misek s vysuSenym bakterialnim prégen, ¢ili od kazdé
koncentrace jedna miska skladovatidaboratorni teplat a jedna §i teplo€ z lednice (4).
Pro rekterécasove body byly od kazdé koncentrace odebrany naskyDo #€chto misek
(4) bylo pipetovano 5 ml sterilniho fyziologickéhmztoku, ve kterém se vysuSeny
bakterialni preparat zhruba po 15 minutach rozpastiedil. Pomoci davkows (200-

100Qul) se vSe dkladne promichalo.

Na Petriho misky s agarem s PVA+PQQ+KA a s bGkatalazy (5) pak bylo
davkovano 100l a 100Qul, vzdy jednoho druhu rozpu$teho bakterialniho preparatu (4).
Toto mnoZstvi se roziegtlo sterilni sklednou hokejkou a ponechalo v laminarnim boxu
vysusSit. Misky pak byly skladovanyiipteplo€ 30°C po dobu 7-9 dn Ze zjiS&ného
mnozstvi kolonii kmen&hodococcus OT3 bylo po zagdtani fedni pii jednotlivych
manipulacich vyp&ten pa@et prezilych burk pripadajicich na 1 ml vstupni bakterialni

suspenze.
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Obr.3.Schémaifpravy bakterialni suspenze a vysévani na misky:

1, lAhev o objemu 500 ml, ve které pébla kultivace bakterii OT8 Rhodococcus
2, vialky obsahujici sterilni 0%-20% roztok PYA, prazdné Petriho misky (P.M.), na
které bylo davkovano 10Ql vzdy jednoho druhu bakteridlniho preparddy P.M.

s vysuSenou bakterialni suspenzi, které byly usklad pri teplo€ laboratorni a teplét
v lednici. Na takto fipravené misky bylo pipetovano 5ml sterilniha@.fyb, Petriho
misky s agarem s PVA+PQQ+KA a s katalazou. Ngendavkovano 10@l a 1000upl
bakterialniho preparéatu (4). LA= laboratorni tepld_E = teplota v lednici
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3.1.1 Potatedni pocty kolonii
Nasledujici tabulka uvadi zji&té koncentrace bakterii ve vstupni bakterialni snsp

Tabulka 6. Péateni paity bakterialniho kmene OT3

Redéni 10™ Redéni 10™°
Pocet kolonii OT3 4, 70E+02 3,50E+02 8,70E+01 1,10E+02
CFU/mI OT3 4, 70E+08 3,50E+08 8,70E+08 1,10E+09
®CFU/ml OT3 4,10E+08 9,70E+08

Primérny paset bakterii kmene OT3 na gitku I.pokusu byl stanoven na 9,7*10

Tabulka 7. P&ateini paity bakterialniho kmenBhodococcus

Redéni 10™ Redéni 10*°
Pocéet kolonii RHODO 1,0E+02 5 7E+01 2,0E+01 4 0E+00
CFU/mI RHODO 1,0E+08 5,7E+07 2,0E+08 4 0E+07
PCFU/ml RHODO 8,0E+07 1,2E+08

Primérny paset bakterii kmen&hodococcusa paéatku I.pokusu byl stanoven na 8,0¥10

3.1.2 Pokty narostlych kolonii bakterialnich kmeni OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény v lednici 4°C

Nasledujici tabulky shrnuji vysledky ziskarié zjiStovani p@tu prezilych bakterii
v jednotlivych ¢asovych intervalech. Vysledky ziskané po prvnim dntly za ukol
vykreslit situaci v jakém mnozstvi bakterigepily, respektive jak ddk snasely samotnou
manipulaci, zjm. naneseni bakterialniho preparatumisky a jeho vysuSeni v laminarnim
boxu. Nasled& byl zjiStn paiet CFU/ml na peatku pokusu. Navaznost jednotlivych
meieni byla volena podle exponenciaiady, v uvedenyciasovych intervalech,ipdvou
teplotach 4°C a 25°C.
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Tabulka 8.1Vyhodnoceni feZiti kmene OT3 &hodococcubezprogstedre po manipulaci
koncentrace | objem | po €ty CFU/ml | CFU/ml | ® CFU/mI | ®CFU/mI
¢as PVA ul OT3 RHODO OT3 RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 |5,8E+02|2,0E+02|1,8E+06|5,9E+05| 1,6E+06 6,0E+05
100 |4,9E+01|2,0E+01 | 1,5E+06 | 6,0E+05
5% PVA 1000 |3,6E+02|8,5E+01 |1,1E+06 |2,6E+05| 1,6E+06 1,0E+06
1.DEN 100 7,1E+01 | 6,1E+01 | 2,1E+06 | 1,8E+06
10% PVA 1000 |4,7E+02]|1,6E+02|1,4E+06|4,8E+05| 1,5E+06 1,1E+06
100 5,1E+01 | 5,4E+01 | 1,5E+06 | 1,6E+06
20% PVA 1000 |2,0E+00|1,8E+02 | 6,0E+03 [ 5,3E+05| 3,0E+03 1,2E+06
100 0 6,0E+01 0 1,8E+06
@, prdmérna hodnota
Tabulka 8.2 Vyhodnoceni feZiti kmene OT3 &hodococcugpo 7. dnu uskladmi pii T= 4°C
koncentrace | objem | po €ty CFU/ml | CFU/ml | ® CFU/ml | ®CFU/mI
cas PVA ul OT3 RHODO OT3 RHODO OT3 RHODOC
0% PVA 1000 0 9,2E+01 0 2,8E+04 0 2,3E+04
100 0 6,0E+00 0 1,8E+04
5% PVA 1000 |1,2E+03[9,5E+02 | 3,7E+05 [ 2,9E+05| 8,6E+05 9,9E+05
7.DEN 100 |4,5E+02|5,7E+02 | 1,4E+06 | 1,7E+06
10% PVA 1000 |9,2E+02|1,1E+03|2,8E+05]|3,3E+05| 1,4E+05 6,3E+05
100 0 3,1E+02 0 9,3E+05
20% PVA 1000 0 7,8E+02 0 2,3E+05 0 4,3E+05
100 0 2,1E+02 0 6,2E+05

@, prdmérna hodnota

Tabulka 8.3 Vyhodnoceni feZiti kmene OT3 &hodococcupo 14. dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem | po €ty CFU/ml | CFU/ml | ® CFU/mI | ®CFU/mI
cas PVA ul OT3 |RHODO | OT3 |RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 |[1,0E+01]3,5E+02|3,0E+03|1,1E+05( 3,0E+03 1,7E+05

100 |1,0E+00 | 7,6E+01 | 3,0E+03 | 2,3E+05
5% PVA 1000 |9,2E+02|6,6E+02|2,8E+05|2,0E+05| 5,4E+05 | 3,2E+05

14.DEN 100 |2,7E+02|1,5E+02 | 8,0E+05 | 4,5E+05
10% PVA 1000 |9,8E+02]|7,5E+02|2,9E+05|2,3E+05| 8,8E+05 | 6,4E+05

100 |4,9E+02 | 3,5E+02 | 1,5E+06 | 1,1E+06
20% PVA 1000 0 3,8E+02 1,1E+05 0 2,5E+05

100 0 1,3E+02 0 4,0E+05

@, prdmérna hodnota
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Tabulka 8.4 Vyhodnoceni feZiti kmene OT3 &hodococcupo 21. dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem | po éty CFU/ml | CFU/mI | ® CFU/mI | ®CFU/ml
cas PVA ul OT3 |RHODO | OT3 |RHODO OoT3 RHODO
0% PVA 1000 |4,0E+00(3,9E+01 [ 1,2E+03[1,2E+04| 6,0E+02 1,0E+04
100 0 3,0E+00 0 9,0E+03
5% PVA 1000 |1,4E+03(1,4E+03|4,3E+05[4,1E+05| 7,9E+05 | 5,3E+05
21.DEN 100 |3,8E+02|2,2E+02 |1,1E+06 | 6,5E+05
10% PVA 1000 |2,3E+01(7,3E+02[6,9E+03 [2,2E+05| 6,5E+03 | 4,2E+05
100 |[2,0E+00]|2,1E+02 | 6,0E+03 | 6,3E+05
20% PVA 1000 X X X X X X
100 X X X X X X

®, primérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.5 Vyhodnoceni feZiti kmene OT3 &hodococcupo 28. dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem | po €ty CFU/ml | CFU/ml | ® CFU/mI | ®CFU/mI
cas PVA ul OT3 |RHODO OT3 |RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 0 6,3E+03 0 1,9E+06 0 4,5E+06
100 0 2,4E+03 0 7,1E+06
5% PVA 1000 |[6,5E+03|8,4E+03|2,0E+06 | 2,5E+06 | 7,2E+06 6,9E+06
28.DEN 100 |4,2E+03|3,7E+03 | 1,3E+07 | 1,1E+07
10% PVA 1000 |7,7E+02]|8,9E+03|2,3E+05|2,7E+06( 5,8E+05 8,0E+06
100 |3,1E+02|4,5E+03 | 9,3E+05 | 1,3E+07
20% PVA 1000 X X X X X X
100 X X X X X X

®, prumérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.6 Vyhodnoceni@Ziti kmene OT3 po 56. dnu uskla&dinpi T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ poéet [ ¢CFU/mI | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0T3 0OT3 0T3 0OT3 0T3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 [2,1E+02]|7,6E+02]4,9E+02| 1,5E+05 3,7E+05
56.DEN 100 |[1,5E+02]|2,5E+02|2,0E+02| 5,9E+05
10% PVA 1000 |1,0E+02|9,0E+01|9,5E+01| 2,9E+04 3,4E+04
OoT 3 100 [1,9E+01|7,0E+00]|1,3E+01| 3,9E+04
20% PVA 1000 X X X X X
100 X X X X X

@, primérné hodnota; X,

stanoveni nebylo provedeno
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Tabulka 8.7 Vyhodnoceni@Ziti kmeneRhodococcupo 56. dnu uskladimi pri T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% PVA 1000 |4,6E+03|6,4E+03|5,5E+03| 1,6E+06 8,5E+05
100 [2,1E+01|1,0E+00]2,1E+01| 6,3E+04
5% PVA 1000 |1,2E+03|1,0E+03|1,1E+03| 3,4E+05 4,5E+05
56.DEN 100 |1,5E+02(2,3E+02| 1,9E+02| 5,6E+05
10% PVA 1000 |6,6E+02|5,4E+02|6,0E+02| 1,8E+05 3,2E+05
RHODO 100 |1,4E+02(1,7E+02|1,6E+02| 4,7E+05
20% PVA 1000 X X X X X
100 X X X X X

®, primérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.8 Vyhodnoceni@Ziti kmene OT3 a po 85. dnu uskladnpti T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ pocet [ CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 |4,0E+00|7,0E+00|5,5E+00| 1,7E+03 2,4E+04
85.DEN 100 |1,2E+01(1,9E+01|1,6E+01| 4,7E+04
10% PVA 1000 |1,0E+00|0,0E+00| 5,0E-01 | 1,5E+02 1,6E+03
oT3 100 1,0E+00| 1,0E+00 | 1,0E+00| 3,0E+03
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

®, prumérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.9 Vyhodnoceni@ziti kmeneRhodococcupo 85. dnu uskladmi pri T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ po€et | CFU/mI ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% PVA 1000 |4,4E+02|5,2E+02 | 4,8E+02| 1,4E+05 2,4E+05
100 |9,0E+01(1,3E+02|1,1E+02| 3,3E+05
5% PVA 1000 |6,0E+02|7,6E+02|6,8E+02| 2,0E+05 4,1E+05
85.DEN 100 |1,8E+02(2,3E+02|2,1E+02| 6,2E+05
10% PVA 1000 |8,4E+02|9,2E+02|8,8E+02| 2,6E+05 5,7E+05
RHODO 100 |2,6E+02|3,2E+02 | 2,9E+02| 8,7E+05
20% PVA 1000 X X X X X
100 X X X X X

®, primérné hodnota; X,

stanoveni nebylo provedeno
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Tabulka 8.10 Vyhodnocentg@iti kmene OT3 po 96. dnu uskla&dnpii T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ poc€et | CFU/mI ¢ CFU/mI
¢as PVA ul oT3 oT3 oT3 oT3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 |4,0E+00 0 2,0E+00| 6,0E+02 1,1E+03
96.DEN 100 |1,0E+00 0 50E-01 | 1,5E+03
10% PVA 1000 |1,0E+00(1,0E+00(1,0E+00| 3,0E+02 1,5E+02
OT3 100 0 0 0 0
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

®, primérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.11 Vyhodnocenigriti kmeneRhodococcupo 96. dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem | po éty ¢ pocet | CFU/ml ¢ CFU/ml
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 |4,3E+02|5,2E+02 | 4,8E+02| 1,4E+05 2,0E+05
96.DEN 100 |9,1E+01(8,6E+01|8,9E+01| 2,7E+05
10% PVA 1000 |3,5E+02|2,9E+02 | 3,2E+02| 9,6E+04 1,3E+05
RHODO 100 |4,7E+01(6,4E+01|5,6E+01| 1,7E+05
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

®, prumérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno

3.1.3 Pocty narostlych kolonii bakterialnich kmenia OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény pri laboratorni teploté 25°C

Tabulka 8.12 Vyhodnocentg@iti kmene OT3 &hodococcubezprostedrg po manipulaci

koncentrace |objem po &ty CFU/ml | CFU/mI | ®CFU/ml | @ CFU/mI
cas PVA ul OT3 |RHODO OT3 | RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 |4,3E+02| 3,3E+02 | 1,3E+06 [ 9,9E+05 | 3,0E+06 | 1,7E+06

100 |[1,6E+02]| 8,0E+01 |4,8E+06 | 2,4E+06
5% PVA 1000 |4,5E+02 | 1,2E+02 | 1,4E+06 | 3,6E+05 | 1,1E+06 | 4,2E+06

1 .DEN 100 |(2,9E+01]| 2,7E+02 |8,7E+05 | 8,0E+06
10% PVA 1000 |7,3E+02| 1,7E+02 | 2,2E+06 | 5,0E+05 | 2,9E+06 | 1,8E+06

100 |(1,2E+02| 1,1E+02 | 3,6E+06 | 3,2E+06
20% PVA 1000 0 1,1E+02 0 3,2E+05 0 4,4E+05

100 0 1,9E+01 0 5,7E+05
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Tabulka 8.13 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 &hodococcupo 7. dnu uskladimi pi T= 25°C

koncentrace |objem po &ty CFU/ml | CFU/mI | ®CFU/ml | @ CFU/mI
cas PVA ul OT3 |RHODO OT3 | RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 0 3,9E+02 0 1,2E+05 0 1,3E+05

100 0 5,0E+01 0 1,5E+05
5% PVA 1000 |2,9E+01 | 4,2E+02 | 8,7E+03 | 1,3E+05 | 1,9E+04 | 2,1E+05

7.DEN 100 |(1,0E+01]| 1,0E+02 |3,0E+04 | 3,0E+05
10% PVA 1000 0 7,9E+02 0 2,4E+05 0 2,7E+05

100 0 1,0E+02 0 3,0E+05
20% PVA 1000 0 3,9E+02 0 1,2E+05 0 1,7E+05

100 0 7,6E+01 0 2,3E+05

Tabulka 8.14 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 &hodococcugo 14. dnu

uskladmi pi T= 25°C

koncentrace |objem po &ty CFU/ml | CFU/ml | ®CFU/ml [ ®CFU/mI
cas PVA ul OT3 RHODO OT3 RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 |4,0E+01| 1,1E+02 | 1,2E+04 | 3,4E+04 | 1,2E+04 | 2,2E+05
100 |4,0E+00| 1,4E+02 |1,2E+04 | 4,1E+05
5% PVA 1000 |8,9E+02| 1,4E+03 |2,7E+05]| 4,1E+05 | 8,2E+05 | 1,1E+06
14.DEN 100 |4,6E+02| 5,7E+02 |1,4E+06| 1,7E+06
10% PVA 1000 |6,2E+01| 6,3E+02 | 1,9E+04 | 1,9E+05 | 1,4E+04 | 2,5E+05
100 |3,0E+00| 1,0E+02 |9,0E+03| 3,1E+05
20% PVA 1000 0 4,2E+02 0 1,3E+05 0 2,9E+05
100 0 1,5E+02 0 4 6E+05
Tabulka 8.15 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 &hodococcupo 21. dnu uskladimi pii T= 25°C
koncentrace |objem po &ty CFU/ml | CFU/ml | ®CFU/ml | @ CFU/mlI
¢as PVA ul OoT3 RHODO OT3 RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 |2,0E+00| 8,9E+01 |6,0E+02| 2,7E+04 | 3,0E+02 | 3,1E+04
100 0 1,2E+01 0 3,6E+04
5% PVA 1000 |1,1E+02| 4,8E+02 | 3,3E+04 | 1,4E+05 | 4,7E+04 | 3,4E+05
21.DEN 100 |2,0E+01| 1,8E+02 |6,0E+04 | 5,3E+05
10% PVA 1000 |2,0E+00| 9,5E+02 |6,0E+02| 2,9E+05 | 3,0E+02 | 3,8E+05
100 0 1,6E+02 0 4, 7E+05
20% PVA 1000 X X X X X X
100 X X X X X X

®, primérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno
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Tabulka 8.16 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 &hodococcupo 28. dnu uskladimi pii T= 25°C

koncentrace |objem po &ty CFU/ml | CFU/mI | ®CFU/ml | @ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 |RHODO OT3 [ RHODO OT3 RHODO
0% PVA 1000 0 1,3E+04 0 3,8E+06 0 1,3E+07
100 0 7,4E+03 0 2,2E+07
5% PVA 1000 |3,9E+02]| 1,2E+04 | 1,2E+05 | 3,5E+06 | 1,0E+05 | 9,9E+06
28.DEN 100 |3,0E+01| 5,4E+03 | 9,0E+04 | 1,6E+07
10% PVA 1000 0 9,0E+03 0 2,7E+06 0 7,7E+06
100 0 4,2E+03 0 1,3E+07
20% PVA 1000 X X X X X X
100 X X X X X X
®, primérna hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno
Tabulka 8.17 Vyhodnoceniigziti kmene OT3 po 56. dnu usklgdhpii T= 25°C
koncentrace | objem | poéty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 0 0 0 0 0
56.DEN 100 0 0 0 0
10% PVA 1000 0 0 0 0 0
oT3 100 0 0 0 0
20% PVA 1000 X X X X X
100 X X X X X

Tabulka 8.18 VyhodnoceniigZiti kmeneRhodococcupo 56. dnu uskladimi pii T= 25°C

koncentrace | objem [ poéty ¢ po€et | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% PVA 1000 |5,9E+03]| 4,4E+03 | 5,1E+03| 1,5E+06 8,1E+05
100 |2,5E+01| 3,0E+00 | 2,5E+01| 7,5E+04
5% PVA 1000 |3,8E+03]| 4,1E+03 | 3,9E+03| 1,2E+06 1,3E+06
56.DEN 100 |7,8E+02| 1,4E+02 |4,6E+02| 1,4E+06
10% PVA 1000 |3,1E+02]| 2,8E+02 | 3,0E+02| 8,9E+04 1,4E+05
RHODO 100 |7,1E+01| 5,7E+01 | 6,4E+01| 1,9E+05
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

®, primérnéa hodnota; X, stanoveni nebylo provedeno
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Tabulka 8.19 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 po 85. dnu uskla&dihpii T= 25°C

koncentrace | objem | poéty ¢ po€et [ CFU/mI ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0oT3 OT3 0T3 0T3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 0 0 0 0 0
85.DEN 100 0 0 0 0
10% PVA 1000 0 0 0 0 0
OT 3 100 0 0 0 0
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

Tabulka 8.20 Vyhodnocenii@Ziti kmeneRhodococcupo 85. dnu uskladmi pri T=25°C

koncentrace | objem | poéty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO |RHODO| RHODO RHODO

0% PVA 1000 |[2,6E+02]| 3,4E+02 [ 3,0E+02| 8,9E+04 2,0E+05
100 |[8,7E+01] 1,2E+02 | 1,1E+02| 3,2E+05

5% PVA 1000 |6,7E+02 | 5,2E+02 | 59E+02| 1,8E+05 3,0E+05

85.DEN 100 |[1,3E+02| 1,5E+02 |1,4E+02| 4,3E+05
10% PVA 1000 |6,3E+02| 7,5E+02 [ 6,9E+02| 2,1E+05 3,0E+05
RHODO 100 |[1,5E+02| 1,1E+02 |(1,3E+02| 3,9E+05
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X

Tabulka 8.21 VyhodnoceniigZiti kmene OT3 po 96. dnu uskla&dih pii T= 25°C

koncentrace | objem [ poéty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0T3 0T3 0OT3 0T3
0% PVA 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 0 0 0 0 0
96.DEN 100 0 0 0 0
10% PVA 1000 0 0 0 0 0
OT 3 100 0 0 0 0
20% PVA 1000 X X X X X
100 X X X X X

Tabulka 8.22 Vyhodnoceni i@Ziti kmeneRhodococcugpo 96. dnu uskladmi pi T=
25°C

koncentrace | objem | poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO [ RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% PVA 1000 0 0 0 0 0,0E+00
100 0 0 0 0
5% PVA 1000 |1,2E+02]|9,7E+01 | 1,1E+02 | 3,2E+04 | 3,7E+04
96.DEN 100 |1,3E+01| 1,5E+01 | 1,4E+01 | 4,2E+04
10% PVA 1000 |3,3E+01| 45E+01 | 3,9E+01 | 1,2E+04 | 1,9E+04
RHODO 100 |6,0E+00( 1,2E+01 | 9,0E+00 | 2,7E+04
20% PVA 1000 X X X X
100 X X X X X
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3.1.4 Celkovy ¢asovy pgrehled prvniho pokusu

Pro lepSi pehlednost jsem vysledné hodnoty vSech poksbrnula do néasledujicich

tabulek:

Tabulka 8.23 .Reet baterii OT3 (CFU/mI) kultivované v lednici

koncentrace | 1.DEN | 7.DEN 14.DEN 21.DEN | 28.DEN | 56.DEN | 85.DEN | 96.DEN
0% PVA 1,6E+06 0 3,0E+03 | 6,0E+02 0 0 0 0
5% PVA | 1,6E+06 | 8,6E+05 | 54E+05 | 7,9E+05 |7,2E+06 | 3,7E+05|2,4E+04 | 1,1E+03
10% PVA [1,5E+06 | 1,4E+05 0 6,5E+03 | 5,8E+05 | 3,4E+04 | 1,6E+03 | 1,5E+02
20% PVA [ 3,0E+03 0 0 X X X X X

X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.24 Pget bateriiRhodococcu$CFU/ml) kultivované v lednici

koncentrace | 1.DEN 7.DEN | 14.DEN | 21.DEN 28.DEN | 56.DEN [ 85.DEN | 96.DEN
0% PVA 6,0E+05| 2,3E+04 | 1,7E+05| 1,0E+04 | 4,5E+06 |8,5E+05 |2,4E+05 0
5% PVA 1,0E+06 | 9,9E+05 | 3,2E+05 | 5,3E+05 | 6,9E+06 |4,5E+05 |4,1E+05| 2,0E+05
10% PVA |1,1E+06 | 6,3E+05 | 6,4E+05| 4,2E+05 | 8,0E+06 |3,2E+05|5,7E+05| 1,3E+05
20% PVA [1,2E+06 | 4,3E+05 | 2,5E+05 X X X X X

X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.25 Peet baterii OT3 (CFU/ml) kultivované&idaboratorni teplat

koncentrace | 1.DEN | 7.DEN | 14.DEN | 21.DEN 28.DEN | 56.DEN | 85.DEN | 96.DEN
0% PVA |3,0E+06 0 1,2E+04 | 3,0E+02 0 0 0 0
5% PVA 1,1E+06 | 1,9E+04 | 8,2E+05 | 4,7E+04 | 1,0E+05 0 0 0
10% PVA |2,9E+06 0 1,4E+04 | 3,0E+02 0 0 0 0
20% PVA 0 0 0 X X X X X

X, stanoveni nebylo provedeno

Tabulka 8.26 Pget bateriiRhodococcu$CFU/mI) kultivované §i laboratorni teplat
koncentrace | 1.DEN 7.DEN | 14.DEN | 21.DEN 28.DEN | 56.DEN | 85.DEN | 96.DEN
0% PVA 1,7E+06 | 1,3E+05 | 2,2E+05 | 3,1E+04 | 1,3E+07 |8,1E+05|2,0E+05 0

5% PVA 4,2E+06 | 2,1E+05 | 1,1E+06 | 3,4E+05 | 9,9E+06 |1,3E+06 | 3,0E+05| 3,7E+04
10% PVA |1,8E+06 | 2,7E+05 | 2, 5E+05| 3,8E+05 | 7,7E+06 |1,4E+05|3,0E+05| 1,9E+04
20% PVA | 4,4E+05| 1,7E+05 | 2,9E+05 X X X X X

X, stanoveni nebylo provedeno
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Pro snadnou orientaci byly vysledky prvniho pokgeaficky znazorany:
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Obr.4: Graf zavislosti gou vitélnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) sase pi  teplo¢

4°C
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Obr.5: Graf zavislosti pau vitalnich bakterii kmenBhodococcu§CFU/ml) na na&ase

pri teplo 4°C
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Obr.6: Graf zavislosti pau vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) iase pi teplog
25°C
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Obr. 7: Graf zavislost gtu vitalnich bakterii kmenBhodococcu§CFU/ml) na ¢ase pi
teplot 25°C
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Z vysledki se da odvodit, Ze ip teplo& lednice 4°C, je fezivani obou
bakteridlnich kmein lepSi. Dale je vi&t, Ze koncentrace iezZilych burk kmene
Rhodococcusse drzi porérné stabilreé, naproti tomu péet prezilych burk kmene OT3
vyrazre klesa. Lzeici, Ze gitomnost PVA ner#la vliv na ezivani bakteridlniho kmene
Rhodococcuszatimco u bakterii OT3ipteplo 4°C prokazaly neptSi ochranny &inek
koncentrace 5% PVA a 10% PVA, kde segtoprezilych bakterii pohyboval fimérné
vrozmezi 10 az 10° bursk/ml. F¥i laboratorni teplat tomu ale tak neni. Do$lo zde k

vyraznému skoku ve sniZzenigho bakterii vlivem vysuseni o 2 az&dy.

Po tech tydnech skladovani vysuSeného preparatu s Rvace 20% PVA jsme
usoudili, Ze vSechny bakterie kmene OT 3 uz vyhynDvacaty prvni den bylo tedy
pocitani bakterii u této koncentrace ukeno (v tabulkach vyzgano Kkizkem ,x“).
Domnivame se tedy, Ze koncentrace 20% P\&amrejme baktericidni dinek, a tudiz se

ukazala jako nevhodna. Proto jsme ji z dalSich pikyloucily.
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3.2 Pokus druhy — owreni ochranného @inku suseného miéka

V navaznosti naipdchozi experiment byl proveden pokusigsigvkem suSeného
mléka. Z prvniho pokusu jsme zjistili, Zéegivani bakterii jen v bakterialnim preparatu
s obsahem PVA neni tak @&§ny a poty prezilych bakterii jsou nizké. Odborna literatura
uvadi [27-29], Ze suSené ofstné mléko je pouzivano pro uchovavani kultur a
podporuje pezivani bakterii ve vysuSeném stavu. Proto jsmeoghodli vyzkouSet
ochranny vliv suSeného odsttneho mléka naipzivani kmeti OT3 a Rhodococcuspri
koncentracich: 0% beziidavku PVA a suSeného mléka, 0% beaidavku PVA, ale
s pridavkem susSeného mléka, dale 5% a 10%dapkem suSeného mléka. Susené mléko
bylo pfidano ke kazdému koncentrovanému roztoku po sacilia nasledném vychlazeni.

Déle byl na zaklag vysledki prvniho pokusu Wazen 20% roztok PVA. Tento
roztok je vysoce viskozni, byla s nim obtiZzna malaipe a bakterie vém vyhynuly velmi
brzy. | tento pokus byl sledovan&ippri laboratorni teplat 25°C a teplatlednice 4°C.

Zjistovani pd@tu kolonii dvou sledovanych kultur probihalo po doB ntsiol
v téchto ¢asovych intervalech: po prvnim dnu, prvnim tydmegudtydnech, mésici, dvou

mesicich. Tento pokus probihal podobnynispbem jako fedchazejici pokus.

Piiprava bakterialnich preparati s obsahem 0% - 10%PVA a pidavkem susSeného
odstiredéneho mléka

Uvedené mnozZstvi PVA (Tab.9) bylo navazeno doeki@®) a naslednrozpusténo
v MM pii sterilizaci v autoklavu, ip teplo& 120 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti
bylo do vialek — B, C, D (2) fiddno 1000 mg suSeneho deskného mléka a vSe se
promichalo sterilni skl@émou tyinkou. Takto pipravena srés se je&t 20-25 min véla na
vodni lazni. Po ochlazeni byly do kazdé vialky gggvany 2 ml bakterialni suspenze

(Rhodococcus OT3) a vSe se promicha.

Tabulka 9: MnoZstvi jednotlivych sloZzek peibnych na fipravu koncentrovanych
roztok PVA s obsahem suSenéhdanlé

koncentrace navazka PVA MM navazka suseného
vialka PVA (mg) (ml) mléka (mg)
A 0% 0 5 0
B 0% + ml 250 4,75 1000
C 5% + ml 500 45 1000
D 10% + ml 1000 4 1000
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Tabulka 10: Hodnoty pH u roztakakterialni suspenze s obsahem suseného mléka

koncentrace PVA 0% 0%+ ml 5%+ ml 10%+ ml MM
pH 7,4 6,7 6,4 6,2 7.4

Priprava misek uréenych pro skladovani vysuSenych bakteridlnich pparati
s obsahem PVA a suSeného mléka

Bylo pripraveno 128 ks prazdnych Petriho misek. Na jedmcgntraci tak fipadlo
32 misek. Do kazdé z misek (3) bylo davkovano 1d0 vzdy jednoho zizne
koncentrovanych bakterialnich preparae vialkach A, B, C, D (2) a toto mnozstvi bylo
nasledg vysuseno v laminarnim boxu. Poté byla polovinaekisd kazdé koncentrace

uskladréna @i laboratorni teplat a polovina v ledrice.

Stanoveni p&ateéniho mnoZstvi burék
5 ependorfek slouZilo preedsni 10 aZ 10°, abychom mohli stanovit péteni

pocet bakterii. Cely postup je uveden v kapitole Mé&tad pracovni postupy.

Stanoveni p@tu prezilych bunék

Stejre jako v prvnim pokusu tak i v pokusu druhém bylyskg s vysuSenymi
bakterialnimi preparaty, v nichz byly stanovenytygiezilych burk, odebirdny v fedem
uréenychcasovych intervalech.
Do 8 misek s vysuSenym bakterialnim preparatem liglp pipetovano 5 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Na Petriho misky s agareRMA+PQQ+KA a s 5Qu katalazy (5)
pak bylo davkovano 1Q0 a 100Qu, vzdy jednoho druhu bakteridlniho preparatu (4) a
rozeteno sterilni skletnou hokejkou. Po vysusSeni byly misky skladovarygplog 30°C
po dobu 7-9 din Ze zjiS€ného mnozstvi kolonii kmenBhodococcusa OT3 bylo po
zapaitani fedni pri jednotlivych manipulacich vygten pa@et pezilych burk

piipadajicich na 1 ml vstupni bakterialni suspenze.
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BV

| o - ov @
) m 0% 0% 5% 10%
— @ PVA PVA PVA PVA

J

Smes Pfiddn 1g suseného mléka
OT3+ Na P.M. je dévkovano 100ul bakteridlni

V., Je qavkovano Ul bakteriainl suspenze
RHOD. . .. :

Na kaidou P.M.s vysus. bakt susp bylo dévkovano 5ml fyziologic roztoku

,4 M ,4 ,4 ,4

davkovani100ul a 1000ul na Petriho misky s agarem

Obr.8: Schéma postupuipravy bakterialnich suspenzi 8gavkem suSeného mléka;
lahev 0 objemu 500 ml, ve které p#bba kultivace bakterii OT8 Rhodococcus2, vialky
obsahujici sterilni 0%-10% roztok PVA, vialky:B,Cdbsahuji 1g suSeného mlélaa
prazdné Petriho misky(P.M.), na které je davkov&@® pl vzdy jednoho druhu
arterialnihoo preparatd, P.M. s vysuSenou bakterialni suspenzi, které bgkjadrgny pri
teplog laboratorni a teplétv lednici Na takto ipravené misky bylo pipetovano 5ml fyz.
roztoku 5,P.M. s agarem s PVA+PQQ+KA a katalazou. Ngenpak davkovano 10@ a
1000ul bakt. preparatu (4). LA= laboratorni teplota, £Eeplota v lednici
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3.2.1 Pokateéni pocty kolonii
Nasledujici tabulky obsahuji zj&té koncentrace bakterii ve vstupni bakterialni suzsp

Tabulka 11. P&gateni paity bakterialnino kmene OT3

Redéni 10™ Redéni 10*°
Poéet kolonii OT3 3,6E+02 | 4,2E+02 4,0E+00 1,2E+02
CFU/mI OT3 3,6E+08 4 2E+08 4 0E+07 1,2E+08
®CFU/ml OT3 3,9E+08 7 9E+07

Pramerny paset bakterii kmene OT3 na tku I1.pokusu byl stanoven na 3,9%10

Tabulka 12. Pgateini paity bakterialniho kmenBRhodococcus

Redéni 10™ Redéni 10*°
Pocéet kolonii RHODO 3,3E+02 2,7E+02 6,5E+01 8,9E+01
CFU/mI RHODO 3,3E+08 2,7E+08 6,5E+08 8,9E+08
PCFU/ml RHODO 3,0E+08 7,7E+08

Primérny paet bakterii kmen&hodococcusa pa@atku Il.pokusu byl stanoven na 3,0¥10

3.2.2 Potty narostlych kolonii bakterialnich kmenia OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény v lednici

V nésledujici tabulkdch jsou shrnuty vysledkykar@ @i zjiStovani pdtu
piezilych bakterii v uvedenyatasovych intervalech.Vysledky ziskané po prvnim ohdly
za ukol vykreslit situaci v jakém mnoZstvi bakeeprezily, respektive jak ddk snasely
samotnou manipulaci, zjm. smichani prepaetsuseného odsttného miéka, zafvani
této suspenze a nasledné davkovani a vysusSeniskachi DalSi stanoveni byla volena
podle exponencialnfady, v uvedenycltasovych intervalech,fpdvou teplotach 4°C a

25°C a jejich telem bylo ukazat, jak doé snaseji fezilé bakterie skladovani.
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Tabulka 13.1 VyhodnocenteZiti kmene OT3 &hodococcubezprostedre po manipulaci
koncentrace |objem po €ty kolonii CFU/mlI ¢ CFU/ml
¢as PVA ul OT3 RHODO OT3 | RHODO oT3 RHODO
0% ¢ 1000 | 2,7E+03 |2,5E+03 |8,0E+05]|7,6E+05( 1,2E+06 | 6,9E+06
100 5,2E+02 | 4,4E+02 [ 1,6E+06 | 1,3E+07
0% ml 1000 | 3,8E+03 |3,7E+03|1,1E+06|1,1E+06| 1,7E+06 | 8,5E+06
1.DEN 100 7,6E+02 | 5,3E+02 [ 2,3E+06 | 1,6E+07
5% ml 1000 | 2,6E+03 |3,9E+03|7,7E+05|1,2E+06 | 1,1E+06 1,3E+07
100 5,0E+02 | 8,6E+02 | 1,5E+06 | 2,6E+07
10% ml 1000 | 9,9E+03 |9,0E+03 | 3,0E+06|2,7E+06| 4,8E+06 | 2,1E+07
100 2,2E+03 | 1,3E+03 [ 6,7E+06 | 4,0E+07
o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka
Tabulka 13.2 VyhodnocentgZiti kmene OT3 &hodococcupo?7.dnu uskladini pii T=4°C
koncentrace |objem po €ty CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 RHODO OT3 |RHODO OT3 RHODO
0% ¢ 1000 | 6,9E+01 |7,9E+01|2,1E+04|2,4E+04| 1,8E+04 | 2,1E+05
100 5,0E+00 | 1,3E+01 [ 1,5E+04 | 3,9E+05
0% ml 1000 | 1,0E+04 |1,3E+04 |3,0E+06 | 3,8E+06 | 8,0E+06 1,0E+08
7.DEN 100 4,4E+03 | 6,5E+03 | 1,3E+07 | 2,0E+08
5% ml 1000 | 2,1E+04 |2,5E+04|6,3E+06|7,6E+06 | 2,2E+07 | 2,4E+08
100 1,3E+04 | 1,6E+04 | 3,8E+07 | 4,8E+08
10% ml 1000 | 8,0E+03 |7,7E+03|2,4E+06|2,3E+06 | 5,0E+06 | 3,1E+07
100 2,5E+03 | 2,0E+03 | 7,6E+06 | 6,0E+07

@, pramérna hodnota;

ml, ifdavek mléka

Tabulka 13.3 Vyhodnocentg@iti kmene OT3 &hodococcupo 14.dnu uskladmi pri T=4°C

koncentrce [objem po éty CFU/ml ¢ CFU/ml
cas PVA ul OT3 |RHODO oT3 RH oT3 RHODO
0% ¢ 1000 | 1,8E+02 [1,3E+04 |5,5E+04 | 3,8E+06 | 4,8E+04 | 8,2E+07
100 | 1,4E+01 |5,3E+03|4,2E+04 | 1,6E+08
0% ml 1000 | 1,7E+04 |1,8E+04 [5,0E+06 | 5,3E+06 | 1,8E+07 | 1,1E+08
14.DEN 100 | 1,0E+04 |6,8E+03|3,1E+07 | 2,1E+08
5% ml 1000 | 9,6E+03 [1,9E+04 |2,9E+06 | 5,6E+06 | 8,4E+06 | 1,5E+08
100 | 4,7E+03 [9,8E+03|1,4E+07 | 2,9E+08
10% ml 1000 | 1,3E+04 |1,6E+04 | 3,8E+06 | 4,9E+06 | 9,0E+06 | 1,3E+08
100 | 4,8E+03 | 8,6E+03|1,4E+07 | 2,6E+08

o, pramérna hodnota; ml, igdavek miéka
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Tabulka 13.4 Vyhodnocentg@iti kmene OT3 po 28.dnu usklaadi pri T=4°C

koncentrae |objem po éty ¢ poéet [ CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul oT3 oT3 oT3 oT3 oT3
0% ¢ 1000 | 3,0E+00 |(2,4E+01|1,4E+01 [4,1E+03| 2,0E+03
100 0 0 0 0
0% ml 1000 [ 5,3E+02 [1,4E+03|9,8E+02[2,9E+05| 1,5E+05
28.DEN 100 0 0 0 0
5% ml 1000 [ 6,9E+03 [9,4E+02|6,9E+03 [2,1E+06 | 4,0E+06
oT3 100 | 1,6E+03 |2,3E+03|2,0E+03 | 5,9E+06
10% ml 1000 [ 9,7E+03 [9,7E+03|9,7E+03 [2,9E+06 | 4,5E+06
100 | 4,0E+03 |2,0E+01|2,0E+03 | 6,1E+06

®, pramérna hodnota;

Tabulka 13.5 Vyhodnocenigriti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pii T=4°C

ml, idavek mléka

koncentrae |objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% ¢ 1000 | 6,3E+03 [5,7E+03|6,0E+03 [ 1,8E+06 | 2,5E+06

100 | 1,0E+03 |1,1E+03|1,0E+03 | 3,1E+06
0% ml 1000 | 3,2E+03 [ 4,3E+03|3,8E+03[1,1E+06| 6,4E+06

28.DEN 100 | 3,9E+03 | 1,4E+04 | 3,9E+03 | 1,2E+07
5% ml 1000 [ 9,2E+03 [ 1,5E+04|1,2E+04 [ 3,6E+06 | 1,1E+07

RHODO 100 | 5,2E+03 |6,8E+03 | 6,0E+03 | 1,8E+07
10% ml 1000 | 1,5E+04 [1,5E+04|1,5E+04 [4,5E+06| 1,2E+07

100 | 6,8E+03 |5,8E+03 | 6,3E+03 | 1,9E+07

@, pramérna hodnota;

ml, ifdavek mléka

Tabulka 13.6 Vyhodnocentg@iti kmene OT3 po 56.dnu usklaadi pri T=4°C

koncentrae |objem po éty ¢ poéet [ CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3

0% ¢ 1000 | 5,4E+02 |1,2E+03|8,5E+02 | 2,6E+05| 3,8E+05

100 | 2,6E+02 |7,8E+01|1,7E+02 | 5,0E+05
0% ml 1000 | 2,3E+02 | 7,0E+02 | 4,7E+02 | 1,4E+05| 6,9E+05

56.DEN 100 | 4,2E+02 |4,0E+02 | 4,1E+02 | 1,2E+06
5% ml 1000 | 1,2E+03 |5,0E+02 | 8,4E+02|2,5E+05| 5,7E+05

oT3 100 | 4,3E+02 |1,6E+02|2,9E+02 | 8,8E+05
10% ml 1000 | 1,1E+03 | 8,3E+02[9,5E+02 | 2,9E+05| 1,1E+06

100 | 4,6E+02 |7,9E+02|6,2E+02 | 1,9E+06

o, pramérna hodnota; ml, igdavek miéka
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Tabulka 13.7 VyhodnocentgZiti kmeneRhodococcupo 56.dnu uskladmi pii T=4°C

koncentrae |objem po éty ¢ poéet [ CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% ¢ 1000 | 1,7E+03 [2,5E+03|2,1E+03[6,3E+05| 6,1E+05

100 | 7,7E+01 |3,2E+02 | 2,0E+02 | 5,9E+05
0% ml 1000 [ 4,8E+03 [2,9E+03|3,8E+03[1,1E+06 | 5,1E+06

56.DEN 100 | 3,0E+03 |3,1E+03 | 3,0E+03 | 9,0E+06
5% ml 1000 | 1,7E+03 [2,0E+03|1,9E+03 [5,6E+05| 4,4E+06

RHODO 100 | 2,5E+03 |3,1E+03 | 2,8E+03 | 8,3E+06
10% ml 1000 | 2,8E+03 [2,7E+03|2,7E+03 | 8,2E+05| 3,2E+06

100 | 1,4E+03 | 2,3E+03|1,9E+03 | 5,6E+06

3.2.3 Potty narostlych kolonii bakterialnich kmena OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény pri laboratorni teploté 25°C

Tabulka 13.8 VyhodnocentgZiti kmene OT3 &hodococcubezprostedre po manipulaci

koncentrae | objem po éty CFU/ml ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 [RHODO OT3 RH OT3 RHODO
0% ¢ 1000 |7,2E+02| 1,0E+03 |2,2E+05|3,1E+05| 3,8E+05 |3,9E+06
100 |[1,8E+02]| 2,5E+02 |5,4E+05 | 7,5E+06
0% ml 1000 |9,2E+03| 9,0E+03 | 2,7E+06 | 2,7E+06| 4,1E+06 |2,1E+07
1.DEN 100 |[1,8E+03]| 1,3E+03 |5,4E+06 | 3,9E+07
5% ml 1000 |8,8E+03| 1,0E+04 |2,6E+06 | 3,0E+06| 4,5E+06 |4,6E+07
100 |[2,1E+03]| 2,9E+03 | 6,4E+06 | 8,8E+07
10% ml 1000 |2,6E+03| 1,0E+04 |7,7E+05|3,0E+06| 9,3E+05 |4,7E+07
100 |[3,6E+02]| 3,0E+03 |1,1E+06 |9,1E+07

Tabulka 13.9 Vyhodnocenteiti kmene OT3 &hodococcupo 7.dnu uskladimi pi T= 25°C

koncentrae | objem [po €&ty CFU/ml ¢ CFU/ml
cas PVA ul OT3 |RHODO oT3 RH oT3 RHODO
0% ¢ 1000 |4,6E+01| 1,8E+02 |1,4E+04|5,3E+04| 1,9E+04 |4,8E+05
100 |8,0E+00 | 3,0E+01 | 2,4E+04 | 9,0E+05
0% ml 1000 |8,5E+03| 4,7E+03 | 2,5E+06 | 1,4E+06| 4,9E+06 |2,3E+07
7.DEN 100 |[2,5E+03]| 1,5E+03 | 7,4E+06 | 4,5E+07
5% ml 1000 |1,0E+04| 1,9E+04 |3,0E+06 |5,7E+06| 8,4E+06 |1,1E+08
100 |[4,6E+03]| 6,9E+03 | 1,4E+07|2,1E+08
10% ml 1000 |2,6E+03| 9,4E+03 | 7,8E+05|2,8E+06 | 9,9E+05 |6,0E+07
100 |[4,0E+02]| 3,9E+03 | 1,2E+06 | 1,2E+08
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Tabulka 13.10 Vyhodnocentg¥iti kmene OT3 &hodococcupo 14.dnu uskladmi pri T=

25°C
koncentrae | objem po éty CFU/ml ¢ CFU/ml
cas PVA ul OT3 RHODO OoT3 RH OT3 RHODO
0% ¢ 1000 |[4,3E+01] 6,5E+03 |1,3E+04|1,9E+06 | 1,8E+04 | 1,1E+08
100 8,0E+00| 7,2E+03 | 2,4E+04 | 2,2E+08
0% ml 1000 |9,6E+03]| 2,0E+04 | 2,9E+06 | 6,0E+06 | 1,1E+07 | 2,1E+08
14.DEN 100 6,3E+03| 1,4E+04 | 1,9E+07 | 4,2E+08
5% ml 1000 |1,1E+04| 2,0E+04|3,3E+06|6,0E+06 | 9,6E+06 | 1,4E+08
100 5,3E+03| 9,1E+03|1,6E+07 | 2,7E+08
10% ml 1000 |1,0E+04| 1,9E+04 | 3,0E+06 |5,6E+06| 1,4E+07 | 1,6E+08
100 8,2E+03| 1,0E+04 | 2,5E+07 | 3,1E+08
Tabulka 13.11 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pri T= 25°C
koncentrae | objem po &ty ¢ poéet [ CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0T3 0OT3 0T3 0T3
0% ¢ 1000 |[1,3E+01] 7,0E+00 |1,0E+01|3,0E+03| 1,5E+03
100 0 0 0 0
0% ml 1000 |9,2E+03 0 4,6E+03 | 1,4E+06 | 3,4E+06
28.DEN 100 3,5E+03| 9,6E+01 | 1,8E+03 | 5,4E+06
5% ml 1000 |[2,8E+02]| 2,8E+02 | 2,8E+02|8,3E+04 | 2,8E+06
OT3 100 2,3E+01 | 3,6E+03 [ 1,8E+03 | 5,4E+06
10% mi 1000 |9,3E+03]| 1,2E+02 |[1,2E+02|3,7E+04 | 1,9E+04
100 1,9E+03 0 0 0
o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 13.12 Vyhodnocentgiti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pri T= 25°C

koncentrae | objem po éty ¢ pocet | CFU/mI | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO [RHODO | RHODO
0% ¢ 1000 [1,2E+04 | 4,5E+02 | 4,5E+02 | 1,4E+05| 4,5E+05

100 |2,5E+03| 2,6E+02 |2,6E+02|7,7E+05
0% ml 1000 [1,4E+04] 6,8E+03 | 1,0E+04 | 3,0E+06 | 9,8E+06

28.DEN 100 |4,9E+03| 6,1E+03 |5,5E+03 | 1,7E+07
5% ml 1000 ([7,5E+03]| 7,5E+03 | 7,5E+03 | 2,2E+06 | 7,8E+06

RHODO 100 |3,9E+03| 5,0E+03 | 4,5E+03|1,3E+07
10% ml 1000 [1,3E+04]| 7,2E+03 | 7,2E+03 [ 2,2E+06 | 1,5E+06

100 |2,5E+03| 2,7E+02 |2,7E+02 | 8,2E+05

®, pramérna hodnota;

ml, ijfdavek mléka
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Tabulka 13.13 Vyhodnocenfq¥iti kmene OT3 po 56.dnu uskladin pii T= 25°C

koncentrae | objem po &ty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0T3 0OT3 0T3 0T3

0% ¢ 1000 |1,3E+03]| 7,8E+02 | 7,9E+02 | 2,3E+05| 1,1E+06

100 7,1E+02 | 6,2E+02 | 6,6E+02 | 2,0E+06
0% ml 1000 |1,2E+02]| 2,0E+02 | 1,6E+02|4,8E+04 | 1,5E+05

56.DEN 100 1,3E+02 | 3,1E+01 | 8,2E+01 | 2,5E+05
5% ml 1000 |1,0E+03]| 1,4E+03 | 1,2E+03|3,6E+05| 1,4E+06

OT3 100 |8,7E+02| 7,3E+02 | 8,0E+02 | 2,4E+06
10% mi 1000 |6,7E+02]| 5,3E+02 [6,0E+02|1,8E+05| 9,4E+05

100 6,5E+02 | 4,8E+02 | 5,7E+02 | 1,7E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 13.14 Vyhodnocentgziti kmeneRhodococcupo 56.dnu uskladmi pri T= 25°C

koncentrae | objem po éty ¢ pocet | CFU/mI | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO [ RHODO | RHODO [ RHODO | RHODO
0% ¢ 1000 |1,9E+03| 2,7E+03 | 2,3E+03 | 6,8E+05| 3,6E+06

100 |[2,0E+03]| 2,3E+03 |2,1E+03 | 6,4E+06
0% ml 1000 |1,3E+03{ 1,3E+03 |1,3E+03 | 3,9E+05| 2,2E+06

56.DEN 100 |[9,8E+02]| 1,7E+03 | 1,3E+03 | 4,0E+06
5% ml 1000 |2,6E+03]| 2,8E+03 | 2,7E+03 | 8,1E+05 | 3,6E+06

RHODO 100 |[2,5E+03]| 1,8E+03 |2,1E+03|6,3E+06
10% ml 1000 |4,1E+03{ 2,3E+03 | 3,2E+03 | 9,6E+05| 2,9E+06

100 |[1,8E+03]| 1,5E+03 |1,6E+03|4,8E+06

@, pramérna hodnota; ml, igdavek mléka
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3.2.4 Celkovy ¢asovy prehled druhého pokusu
V tabulkach jsou shrnuty vSechny vysledné hoddoifhého pokusu.

Tabulka 13.15 Rt baterii kmene OT3 kultivované v lednici

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 21.DEN 56.DEN

0% PVA 1,2E+06 1,8E+04 4,8E+04 2,0E+03 3,8E+05
0% + ml PVA 1,7E+06 8,0E+06 1,8E+07 1,5E+05 6,9E+05
5% + ml PVA 1,1E+06 2,2E+07 8,4E+06 4,0E+06 5,7E+05
10% + ml PVA 4,8E+06 5,0E+06 9,0E+06 4,5E+06 1,1E+06

@, praimérna hodnota; x, stanoveni nebylo provedeno; mildavek mléka

Tabulka 13.16 R®t baterii kmen&hodococcug&ultivované v lednici

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 21.DEN 56.DEN

0% PVA 6,9E+06 2,1E+05 8,2E+07 2,5E+06 6,1E+05
0% + ml PVA 8,5E+06 1,0E+08 1,1E+08 6,4E+06 5,1E+06
5% + ml PVA 1,3E+07 2,4E+08 1,5E+08 1,1E+07 4,4E+06
10% + ml PVA 2,1E+07 3,1E+07 1,3E+08 1,2E+07 3,2E+06

@, praimérna hodnota; x, stanoveni nebylo provedeno; mildavek mléka

Tabulka 13.17 Reet baterii kmene OT3 kultivovandi paboratorni teplat

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 21.DEN 56.DEN

0% PVA 3,8E+05 1,9E+04 1,8E+04 1,5E+03 1,1E+06
0% + ml PVA 4,1E+06 4,9E+06 1,1E+07 3,4E+06 1,5E+05
5% + ml PVA 4 5E+06 8,4E+06 9,6E+06 2,8E+06 1,4E+06
10% + ml PVA 9,3E+05 9,9E+05 1,4E+07 1,9E+04 9,4E+05

@, praimérna hodnota; x, stanoveni nebylo provedeno; mildavek mléka

Tabulka 13.18 Raet baterii kmen®&hodococcug&ultivované pi laboratorni teplat

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 21.DEN 56.DEN

0% PVA 3,9E+06 4,8E+05 1,1E+08 4, 5E+05 3,6E+06
0% + ml PVA 2,1E+07 2,3E+07 2,1E+08 9,8E+06 2,2E+06
5% + ml PVA 4, 6E+07 1,1E+08 1,4E+08 7,8E+06 3,6E+06
10% + ml PVA 4, 7E+07 6,0E+07 1,6E+08 1,5E+06 2,9E+06

®, pramérna hodnota; x, stanoveni nebylo provedeno; mildavek mléka
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Grafické znazoréni vysledki umoziuje rychly gehled ochrannéhctinku suseného miéka
u Il. pokusu. Uz pouhym okem je patrné, bakterigtitomnosti suSeného mléka snasi

skladovani ve vysuSeném stavu mnohem lépe nedkusp pedchazejicim.

@ 0%PVA
@ 0%PVA+mlI
1,0E+08 - B2 5%PVA+mI
1,0E+07 1 E10%PVA+m
1,0E+06 - p 5
£ 1,0E+05 -
=2 1,0E+04 - |
O 1,0E+03 - | 7
1,0E+02 - |
1,0E+01 - |
1,0E+00 -
1 7 14 21
€as/dny

Obr. 9: Graf zavislosti gu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) sase pi teplot

4°C. ml, gidavek suseného mléka.

@O0%PVA
@ 0%PVA+m|
5 50%PVA+MI
i:g;gg ] 10%PVA+mI
1,0E407 | .
1.0E+06 -
% 1,0E+05 -
T 1,0E+04 -
1,0E+03 1
1.0E+02 1
1,0E+01 1
1.0E+00 -

¢as/dny

Obr. 10: Graf zavislost @tu vitalnich bakterii kmenBhodococcu$CFU/ml) nacase i

teplog 4°C. ml, pidavek suSeného miléka.
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CFU/m

1,0E+08 -
1,0E+07 -
1,0E+06 -

1,0E+05 - [

1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 -

7 14
c¢as/dny

0%PVA

B8 0%PVA+mI
B 5%PVA+ml
10%PVA+mlI

56

Obr.11: Graf zavislost gtu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/ml) tase pi teplot

25°C. ml, pidavek suSeného mléka.

CFU/m

1,0E+09 ~
1,0E+08 ~
1,0E+07 ~

1,0E+06 | [

1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -

1,0E+00 +—

14

€as/dny

0% PVA

i 0%PVA+m|
8 5%PVA+mI
10%PVA+ml

Obr. 12: Graf zavislost @tu vitalnich bakterii kmenRhodococcugCFU/mI) nacase pi

teplot 25°C. ml, pidavek suSeného mléka.
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Vysledky tohoto pokusu jsou v rozporuige@chazejicim pokusem, proto v podstat

neni mozno vysledovat viiifglavku PQQi suSeného mléka, nagzivajici bakterie.

V piezivani obou bakteridlnich kmena’ uz g teplo& 4°C nebo 25°C, nebyl
pozorovan zadny vyrazny rozdil. q&b prezilych bakterii OT3 se n&gstji pohyboval
tadow kolem 16 — 10 v ml a u bakterii kmenRhodococcugolem 16 - 10' v ml. Maze

to byt zpisobeno gjakou experimentalni chybou nebo jinymi neznamyhkdlnostmi.
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3.3 Pokus ftreti — opakovany pokus s PVA a suSenym mlékem

Treti pokus jsme zahdjili na zakkdysledki ziskanych z obouipdchazejicich
pokusi. V prvnim i druhém pokusu vySlo najevo, Ze jakfvhedrgjSi koncentrace PVA je
5%. Dale se potvrdilo, Zefipomnost suSeného mléka ma pro bakterie ochravimgki a
jejich patet zn&né vzrostl(viz giloha IV, V). Proto jsme pro tentokrat zvolili jety
10% roztok PVA a pro porovnani j€30% roztok PVA. Pokus byl sledovan &p pri
laboratorni teplat 25°C a teplat lednice 4°C, po dobu jeden dil mésice v nasledujicich
¢asovych intervalech: po prvnim dnu, prvnim tyddwu tydnech, ®sici, a ngsici a

pul. Postupovali jsme staejnjako u pedchazejicich pokiis

Nejprve byla pipravena v 500-ml lahvi bakterialni suspenze pritivace (1). Dale
byly ve vialkach (2) fipraveny bakterialni preparaty o nejvhéghich koncentracich PVA,
ato: 0%, 5% a 10% Tab.14

Tabulka 14: MnozZstvi jednotlivych sloZek pethnych na fipravu bakterialnich prepatét

koncentrace PVA navazka PVA (mg) MM (ml)
0% 0 5
5% 250 4,75
10% 500 4,5

Tabulka 15: Hodnoty pH pouzitych bakterialnichpanéu

koncentrace PVA 0% 5% 10%
pH 7,3 6,7 6,5
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Priprava misek uréenych pro skladovani vysuSenych bakterialnich pparata
s obsahem PVA

Bylo pripraveno 96 ks (32ks/na jednu koncentraci) prazidietrino misek (3), na
nichz byly bakterialni preparaty (2) vysusSeny.Daldstup byl uz stejny jako u pokusu I.

Stanoveni pdtu pirezilych bunék

V piedem ukenych casovych intervalech byly odebirany misky s vysugany
bakterialnimi preparaty, v nichZ byly stanovenytygiezilych burk.
Na 6 misek s vysuSenym bakterialnim preparatemby) pipetovano 5 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Na misky s agarem s PVA+PB@ a s kataldzou (5) bylo
davkovano 100l a 100Qul vzdy jednoho druhu rozpu$tého bakterialniho preparatu (4).
Po vysuSeni v laminarnim boxu byly miskygbgkladovany § teplo& 30°C po dobu 7-9

dna na zav¥r bylo sp@&itano mnozstvi narostlych kolonii.
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I !

) l I 0% 5% 10%
— @

PVA PVA PVA
— —
Na P.M_.je davkovano 100ul bakteridlni suspenze

Smes

OT3+ N V. 4
=008

Na kazdou P M.s vysus. bakt. susp bylo dévkovéno 5 ml fyziologic. roztoku

,4 ﬂ' A ,4
o @

davkovani100ul a 1000ul na Petriho misky s agarem

Obr. 13: Schémaifpravy bakteridlni suspenze a vysévani na misky:
1, ldhev o objemu 500 ml, ve které pébla kultivace bakterii OT8 Rhodococcus

2, vialky obsahujici bakterialni preparaty 0%-10%2P\N3, prazdné Petriho misky (P.M.),
na které je davkovano 100l vzdy jednoho druhu bakteridlniho preparatyy P.M.
s vysuSenym bakteridlnim preparatem. Na takiprgvené misky bylo pipetovano 5ml
sterilniho fyz. roztoky.5, P.M. s agarem s PVA+PQQ+KA a s katalazou. Naje
davkovano 10@l a 1000ul bakterialniho preparatu (4). LA= laboratorni tapl

LE = teplota v lednici
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V navaznosti na druhy pokus bylyigraveny stejné bakterialni preparaty o
koncentracich 0% - 10% PVA aigavkem suSeného otsttného miléka. (Tab.16).

Postup pipravy bakterialnich prepatése nelisil od Il. pokusu.

Tabulka 16: MnoZstvi jednotlivych slozek pathnych na fipravu bakt. preparéat
s obsahem suSeného mléka

MM navazka suseného
koncentrace PVA  pavazka PVA (mg) (ml) mléka (mg)
0% + ml 250 4,75 1000
5% + ml 500 4,5 1000
10% + ml 1000 4 1000

ml, obsah mléka

Tabulka 17: Hodnoty pH pouZzitych bakterialnichgamt
koncentrace PVA D% + ml 5% +ml 10% + ml
pH 6,7 6,4 6,2

ml, obsah mléka

Priprava misek uréenych pro skladovani vysuSenych bakterialnich pparati

s obsahem PVA a suSeného mléka

Pripravila jsem si 96 prazdnych Petriho misek. Nanjeloncentraci takijpadlo

32 misek. DalSi postup byl uz stejny jako u pokiisu

Stanoveni p@tu prezilych bunék

V predem ukenych ¢asovych intervalech byly odebirany misky s vysuggny
bakterialnimi preparaty, v nichz byly stanovenytygqiezilych burk.
Bylo vybrano 6 misek s vysuSenou bakterialni suspés), kam bylo pipetovano 5 mi
sterilniho fyziologického roztoku. Na misky s agars PVA+PQQ+KA a s katalazou (5)
se davkovalo tentokrat fiDa 10Qu, vzdy jednoho druhu rozpudtého bakterialniho
preparatu (4). Toto mnozstvi jsme na zakladkusu Il zmensSili, zi/odu gesrgjSiho
pocitani velkého mnoZstvi narostlych kolonii. Miskykpdayly skladovany $ teplot 30°C

po dobu 7-9 a na z&vbylo sp@&itano mnoZstvi narostlych kolonii.
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) [ \ 0% 5% 10%
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PVA PVA PVA
]
smes Pfiddn 1g sugeného mléka
OT3+ v

Na P.M. je davkovano 100ul bakterialni suspenze

RHOD. 9 U T v

Na kaZdou P.M.s wsué bakt. susp. bylo davkovano § mI fyziologic. roztoku

M M
S ds

davkovani100ul a 1000ul na Petriho misky s agarem

Obr 14: Schéma postuptipravy bakterialnich suspenzi 8gavkem suSeného mlékd.,:
lahev o objemu 500 ml, ve které p&bka kultivace bakterii OT8 Rhodococcus 2,
vialky obsahujici bakterialni preparaty 0%-10% P¥AlLg suSeného mlék&, prazdné
Petriho misky(P.M.), na které je davkovano 100zdy jednoho druhu druhu bakterialniho
preparatu (2)4. P.M. s vysuSenym bakteridlnim preparatem, nakiglo pipetovano 5ml
fyz. roztoky 5. P.M. s agarem s PVA+PQQ+KA n& e davkovano 1Qul a 100 ul

bakterialniho preparéatu (4).
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3.3.1 Pokateéni pocty kolonii

Tyto hodnoty byly ziskany na pétku tetiho pokusu. Zjigné koncentrace bakterii

ve vstupni bakterialni suspenzi je stejné pro abaydbakterialnich prepafatil. pokusu.

Tabulka 18: P&ateini paty bakterialniho kmene OT3

Redéni 10™ Redéni 10™°
Poéet kolonii OT3 | 2,0E+03 | 2,4E+03 | 1,3E+02 | 1,3E+02
CFU/mI OT3 2,0E+09 | 2,4E+09 1,3E+09 1,3E+09
®CFU/ml OT3 2 2E+09 1,3E+09

Pramerny paset bakterii kmene OT3 na @tku pokusu byl stanoven na 1,3%10

Tabulka 19: P&ateini pasty bakterialniho kmenBhodococcus

Redéni 10™ Redéni 10"
Poé&et kolonii RHODO 1,4E+01 | 1,8E+01 | 1,0E+00 | 0,0E+00
CFU/ml RHODO 1,4E+07 | 1,8E+07 | 1,0E+07 | 0,0E+00
®CFU/ml RHODO 1,6E+07 5,0E+06

Primérny paset bakterii kmen&hodococcusa paatku pokusu byl stanoven na 1,6%10

3.3.2 Pokty narostlych kolonii bakterialnich kmenia OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény v lednici

V néasledujicich tabulkach jsou uvedeny vysledkgkané p zjiStovani pd@tu
piezilych bakterii obou kmén Ziskané hodnoty v tabulkach uvadi, jak velky acimy
acinek mel PVA pro peziti bakterii v uvedenyatasovych intervalech fpdvou teplotach
4°C a 25°C.
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Tabulka 20.1 VyhodnocentgZiti kmene OT3 bezprdsdreé po manipulaci

koncentrace |objem | poéty ¢ poéet | CFU/ml |¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0T3 0OT3 0T3 0T3
0% 1000| 4,5E+02| 7,2E+02| 5,9E+02]| 1,8E+05 | 3,0E+05

1.DEN 100| 2,2E+02 | 6,2E+01| 1,4E+02| 4,2E+05
5% 1000| 4,4E+03 | 4,3E+03| 4,4E+03| 1,3E+06 | 1,6E+06

oT3 100| 1,7E+01| 6,1E+02| 6,1E+02| 1,8E+06
10% 1000| 9,6E+01 | 1,0E+02| 9,9E+01| 3,0E+04 | 3,4E+04

100| 1,3E+01| 4,0E+00| 1,3E+01| 3,9E+04
Tabulka 20.2 Vyhodnocentg@iti kmeneRhodococcubezprostedre po manipulaci
DNY koncentrace |objem |poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
po €et PVA ul RHODO |RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% 1000| 6,4E+02| 9,7E+02| 8,0E+02]| 2,4E+05 | 4,2E+05

1.DEN 100| 2,5E+02| 1,5E+02| 2,0E+02| 6,0E+05
5% 1000| 4,8E+03| 1,7E+03| 1,7E+03| 5,2E+05 | 1,4E+06

RHODO 100| 7,4E+02| 7,8E+02| 7,6E+02| 2,3E+06
10% 1000 2,5E+03 | 2,8E+03| 2,6E+03| 7,9E+05 [ 2,2E+06

100| 1,3E+03| 1,1E+03| 1,2E+03| 3,5E+06

®, pramérna hodnota

Tabulka 20.3 Vyhodnocente@iti kmene OT3 po 7.dnu usklaai pii T= 4°C

koncentrace |objem | poéty ¢ po€et | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul oT3 oT3 oT3 oT3 oT3
0% 1000 0 0 0 0 0
7.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000 [ 3,0E+03 | 5,4E+03| 4,2E+03| 1,3E+06 | 4,1E+06
OT3 100 | 3,0E+03 [ 1,6E+03| 2,3E+03| 6,8E+06
10% 1000 2,3E+03| 6,7E+02| 1,5E+03| 4,4E+05 | 1,1E+06
100| 1,0E+03| 1,3E+02| 5,7E+02| 1,7E+06
Tabulka 20.4 VyhodnocentgZiti kmeneRhodococcupo 7.dnu uskladimi pi T= 4°C
DNY koncentrace |objem [poéty ¢ poéet | CFU/ml |¢ CFU/mI
po Eet PVA ul  |RHODO |RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% 1000 3,1E+03| 1,3E+03| 2,2E+03| 6,5E+05 | 5,9E+05
7.DEN 100| 1,8E+02| 2,9E+01| 1,8E+02 | 5,4E+05
5% 1000 2,9E+03 | 4,6E+03| 3,8E+03| 1,1E+06 | 1,0E+06
RHODO 100 3,1E+02 | 3,2E+02| 3,1E+02| 9,4E+05
10% 1000 2,4E+03| 2,1E+03| 2,3E+03| 6,8E+05 | 8,9E+05
100 3,7E+02 | 3,6E+02| 3,7E+02| 1,1E+06

®, pramérna hodnota
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Tabulka 20.5 Vyhodnocente@iti kmene OT3 po 14.dnu uskladi pri T= 4°C

koncentrace |objem | poéty ¢ poéet | CFU/ml |¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3

0% 1000 3,2E+02| 7,4E+01| 7,4E+01| 2,2E+04 | 4,4E+04

14.DEN 100] 9,5E+01| 2,2E+01| 2,2E+01| 6,6E+04
5% 1000 1,6E+03| 1,5E+03| 1,6E+03| 4,8E+05 | 1,3E+06

OT3 100| 7,4E+02 | 6,9E+02| 7,2E+02| 2,1E+06
10% 1000 [ 5,0E+02 | 1,0E+03| 7,6E+02| 2,3E+05 | 5,9E+05

100 3,3E+02 | 3,0E+02 | 3,2E+02 | 9,5E+05

Tabulka 20.6Vyhodnocenigriti kmeneRhodococcupo 14.dnu

uskladmi pii T= 4°C

koncentrace |objem [poéty ¢ poéet | CFU/ml |¢ CFU/mI
cas PVA ul  |RHODO [RHODO [ RHODO [ RHODO [ RHODO
0% 1000| 1,5E+03| 1,2E+02| 1,2E+02| 3,6E+04 | 3,9E+04

14.DEN 100| 9,7E+01| 1,4E+01| 1,4E+01]| 4,2E+04
5% 1000 1,0E+03 | 8,9E+02| 9,4E+02]| 2,8E+05 | 4,8E+05

RHODO 100| 2,5E+02 | 2,0E+02| 2,3E+02 | 6,8E+05
10% 1000)| 7,9E+02| 3,7E+02| 5,8E+02| 1,7E+05 | 8,3E+05

100| 5,0E+02 | 4,8E+02| 4,9E+02| 1,5E+06

@, pramérna hodnota

Tabulka 20.7 VyhodnocentgZiti kmene OT3 po28.dnu usklam pii T= 4°C

koncentrace |objem | poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% 1000 0 0 0 0 0
28.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000| 2,3E+02| 3,1E+02| 2,7E+02| 8,1E+04 | 5,3E+05
OT3 100| 3,5E+02 | 3,1E+02| 3,3E+02]| 9,9E+05
10% 1000| 1,7E+02| 2,3E+02| 2,0E+02| 6,0E+04 | 6,3E+05
100| 4,5E+02 | 3,5E+02| 4,0E+02]| 1,2E+06

Tabulka 20.8 Vyhodnocentgriti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladimi pri T=

4°C

koncentrace |objem [poéty ¢ poéet | CFU/ml |¢ CFU/mI
cas PVA ul  |RHODO [RHODO [ RHODO [ RHODO [ RHODO
0% 1000| 2,7E+02| 3,5E+02| 3,1E+02| 9,3E+04 | 3,2E+05

28.DEN 100| 6,7E+01| 9,0E+01| 1,8E+02]| 5,4E+05
5% 1000 7,8E+02 | 6,0E+02| 6,9E+02]| 2,1E+05 | 7,3E+05

RHODO 100]| 3,4E+02| 5,0E+02| 4,2E+02| 1,3E+06
10% 1000 5,1E+02 | 6,6E+02| 5,8E+02| 1,8E+05 | 6,5E+05

100| 3,9E+02 | 3,6E+02| 3,8E+02| 1,1E+06

®, pramérna hodnota



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 73

Tabulka 20.9 VyhodnocentgZiti kmene OT3 po 39.dnu uskladn pii T= 4°C

koncentrace |objem | poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% 1000 0 0 0 0 0
39.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000 | 5,3E+02 | 2,5E+02| 3,9E+02| 1,2E+05 4,7E+05
OT3 100| 2,5E+02 | 3,0E+02| 2,8E+02| 8,3E+05
10% 1000 | 4,5E+02 | 3,2E+02| 3,9E+02]| 1,2E+05 2,6E+05
100| 1,2E+02| 1,6E+02| 1,4E+02]| 4,1E+05

Tabulka 20.10 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 39.dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace |objem | poéty ¢ poéet | CFU/mI ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% 1000]| 7,8E+01| 8,2E+01| 8,0E+01| 2,4E+04 6,9E+04

39.DEN 100]| 3,6E+01| 4,0E+01| 3,8E+01]| 1,1E+05
5% 1000| 1,0E+03 | 3,3E+02| 6,6E+02| 2,0E+05 6,5E+05

RHODO 100| 3,2E+02 | 4,1E+02| 3,6E+02]| 1,1E+06
10% 1000| 1,7E+03| 1,2E+03| 1,5E+03]| 4,4E+05 4,7E+05

100| 1,4E+02| 2,0E+02| 1,7E+02]| 5,1E+05

®, pramérna hodnota

3.3.3 Pokty narostlych kolonii bakterialnich kmenia OT3 a Rhodococcus, které byly

uskladnény pri laboratorni teploté 25°C

Tabulka 20.11 Vyhodnocenfq¥iti kmene OT3 bezprdsdre po uskladani

koncentrace | objem po éty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul oT3 OT3 oT3 oT3 oT3

0% 1000|1,8E+03 | 1,9E+03 | 1,9E+03 | 5,6E+05 [ 1,1E+06

1.DEN 100]| 6,3E+02 [ 5,2E+02 | 5,7E+02 | 1,7E+06
5% 1000 | 3,9E+03 | 3,8E+03 | 3,8E+03 | 1,1E+06 [ 3,0E+06

OoT3 100 1,9E+03 | 1,3E+03 | 1,6E+03 | 4,8E+06
10% 1000| 2,3E+03 | 1,9E+03 | 2,1E+03 | 6,3E+05 | 2,1E+06

100|1,1E+03 [ 1,3E+03 | 1,2E+03 | 3,6E+06

Tabulka 20.12 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcubezprostedre po uskladani

koncentrace [ objem po éty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% 1000|2,8E+03 | 3,0E+03 | 2,9E+03 | 8,7E+05 | 2,5E+06

1.DEN 100|1,7E+03 [ 1,1E+03 | 1,4E+03 | 4,1E+06
5% 1000 | 3,0E+03 | 3,1E+03 | 3,1E+03 | 9,2E+05 | 2,0E+06

RHODOC 100|1,0E+03 [ 9,9E+02 | 1,0E+03 | 3,0E+06
10% 1000|2,0E+03 | 1,8E+03 | 1,9E+03 | 5,7E+05 | 2,2E+06

100|1,3E+03 [ 1,3E+03 | 1,3E+03 | 3,9E+06

®, pramérna hodnota
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Tabulka 20.13 Vyhodnocentg¥iti

kmene OT3 po 7.dnu usklaghi pii T= 25°C

koncentrace | objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% 1000 0 0 0 0 0
7.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000|5,4E+01 | 2,0E+00 | 2,8E+01 | 8,4E+03 3,6E+04
oT3 100]2,3E+01 | 2,0E+01 | 2,2E+01 | 6,5E+04
10% 1000(1,5E+03| 1,5E+03 | 1,5E+03 | 4,5E+05 5,1E+05
100]1,4E+02 | 2,4E+02 | 1,9E+02 | 5,7E+05
Tabulka 20.14 Vyhodnocentg¥iti kmeneRhodococcugo 7.dnu uskladmi pri T= 25°C
koncentrace | objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% 1000( 2,4E+02| 1,5E+01 | 1,3E+02 | 3,8E+04 1,8E+05
7.DEN 100]1,8E+02 | 3,7E+01 | 1,1E+02 | 3,3E+05
5% 1000| 1,5E+03 | 1,3E+03 | 1,4E+03 | 4,2E+05 1,8E+06
RHODOC 100(9,4E+02 | 1,1E+03 | 1,0E+03 | 3,1E+06
10% 1000( 2,1E+03| 2,3E+03 | 2,2E+03 | 6,6E+05 1,7E+06
100]1,2E+03 | 5,8E+02 | 9,0E+02 | 2,7E+06
®, pramérna hodnota
Tabulka 20.15 Vyhodnocentg¥iti kmene OT3 po 14.dnu uskladin pii T= 25°C
koncentrace | objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/ml
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% 1000 0 0 0 0 0
14.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000 | 5,9E+02 | 2,5E+02 | 4,2E+02 | 1,3E+05 1,6E+05
oT3 100 3,2E+01 | 9,8E+01 | 6,5E+01 | 2,0E+05
10% 1000 2,1E+01| 1,2E+01 | 1,7E+01 | 5,0E+03 1,3E+04
100]1,1E+01 | 3,0E+00 | 7,0E+00 | 2,1E+04

Tabulka 20.16 Vyhodnocentgxiti

kmeneRhodococcupo 14.dnu uskladmi pri T= 25°C

koncentrace | objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% 1000 | 3,5E+03 | 8,0E+01 | 3,5E+03 | 1,1E+06 5,4E+05

14.DEN 100 | 6,0E+00 | 8,0E+00 | 7,0E+00 | 2,1E+04
5% 1000 | 1,5E+03 | 2,7E+03 | 2,1E+03 | 6,3E+05 8,9E+05

RHODOC 100 | 3,5E+02 | 4,2E+02 | 3,9E+02 | 1,2E+06
10% 1000|1,3E+03 | 1,4E+03 | 1,3E+03 | 4,0E+05 6,1E+05

100| 2,5E+02 | 2,9E+02 | 2,7E+02 | 8,1E+05

®, pramérna hodnota
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Tabulka 20.17 Vyhodnocenfq¥iti kmene OT3 po 28.dnu uskladin pii T= 25°C

koncentrace | objem po éty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% 1000|2,7E+01 | 3,1E+01 | 2,9E+01 | 8,7E+03 | 2,8E+04
28.DEN 100)1,3E+01 | 1,9E+01 | 1,6E+01 | 4,8E+04
5% 1000 0 1,0E+00| 5,0E-01 | 1,5E+02 1,6E+03
oT3 100 | 2,0E+00 | 0,0E+00 | 1,0E+00 | 3,0E+03
10% 1000 0 2,0E+00 | 1,0E+00 | 3,0E+02 [ 3,2E+03
100 | 4,0E+00 | 0,0E+00 | 2,0E+00 | 6,0E+03
Tabulka 20.18 Vyhodnocentgriti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pri T= 25°C
koncentrace | objem po €ty ¢ pocet | CFU/mI ¢ CFU/ml
cas PVA ul RHODO | RHODO [ RHODO | RHODO RHODO
0% 1000|7,4E+02 [ 6,9E+02 | 7,2E+02 | 2,1E+05 3,8E+05
28.DEN 100 1,3E+02 | 2,5E+02 | 1,8E+02 | 5,4E+05
5% 1000(1,21E+03| 1,1E+03 | 1,1E+03 | 3,3E+05 6,0E+05
RHODOC 100 2,2E+02 | 3,6E+02 | 2,9E+02 | 8,7E+05
10% 1000 | 7,5E+02 | 8,5E+02 | 8,0E+02 | 2,4E+05 7,4E+05
100 ] 4,6E+02 | 3,6E+02 | 4,1E+02 | 1,2E+06

@, pramérna hodnota

Tabulka 20.19 Vyhodnocenfq¥iti

kmene OT3 po 39.dnu uskladin pii T= 25°C

koncentrace | objem po éty ¢ poéet | CFU/mI ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0T3 0OT3 0T3 0oT3 0T3
0% 1000 0 0 0 0 0
39.DEN 100 0 0 0 0
5% 1000 0 0 0 0 0
OT3 100 0 0 0 0
10% 1000 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0
Tabulka 20.20 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 39.dnu uskladmi pri T= 25°C
koncentrace | objem po éty ¢ poéet | CFU/mI ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% 1000 | 2,7E+01 | 3,4E+01 | 3,1E+01 | 9,2E+03 1,2E+04
39.DEN 100 | 6,0E+00 | 4,0E+00 | 5,0E+00 | 1,5E+04
5% 1000 |6,3E+02 | 5,2E+02 | 5,8E+02 | 1,7E+05 5,7E+05
RHODOC 100 | 3,0E+02 | 3,5E+02 | 3,2E+02 | 9,7E+05
10% 1000 | 1,0E+03 | 9,8E+02 | 1,0E+03 | 3,0E+05 5,8E+05
100 3,2E+02 | 2,5E+02 | 2,9E+02 | 8,6E+05

®, pramérna hodnota
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3.3.4 Celkovy ¢asovy prehled tretiho pokusu

Nasledujici tabulky slouzi proighlednost nejilezit¢jSich hodnot Illl. pokusu

ziskanych Bhem ptibéhu mého pozorovani

Tabulka 20.21

Rt baterii kmene OT@FU/ml) kultivovanych v lednici

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% PVA 3,0E+05 0,0E+00 4,4E+04 0,0E+00 0,0E+00
5% PVA 1,6E+06 4,1E+06 1,3E+06 5,3E+05 4,7E+05
10% PVA 3,4E+04 1,1E+06 5,9E+05 6,3E+05 2,6E+05

Tabulka 20.22 Reet baterii kmen&hodococcugCFU/mI) kultivované v lednici

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% PVA 4,2E+05 5,9E+05 3,9E+04 3,2E+05 6,9E+04
5% PVA 1,4E+06 1,0E+06 4,8E+05 7,3E+05 6,5E+05
10% PVA 2,2E+06 8,9E+05 8,3E+05 6,5E+05 4,7E+05

Tabulka 20.23 Rt baterii kmene OTEFU/ml) kultivované i laboratorni teplat

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% PVA 1,1E+06 0,0E+00 0,0E+00 2,8E+04 0,0E+00
5% PVA 3,0E+06 3,6E+04 1,6E+05 1,6E+03 0,0E+00
10% PVA 2,1E+06 5,1E+05 1,3E+04 3,2E+03 0,0E+00

Tabulka 20.24 Reet baterii kmen&hodococcugCFU/mikultivované i laboratorni

teplog
koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% PVA 2,5E+06 1,8E+05 5,4E+05 3,8E+05 1,2E+04
5% PVA 2,0E+06 1,8E+06 8,9E+05 6,0E+05 5,7E+05
10% PVA 2,2E+06 1,7E+06 6,1E+05 7 AE+05 5,8E+05
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Nize uvedené grafy slouzi pro rychlou orientaciostech frezilych bakterii obou kmein

. pokusu:

B 0% PVA
W 5% PVA

1,0E+07 7 10% PVA

1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 -

CFU/ml

21 39

¢as/dny

Obr. 15: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/ml) tase i
teplot 4°C

0% PVA
@ 5% PVA

1,0E+07 - 510% PVA
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Obr. 16: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmenRhodococcu$CFU/ml) na case
pii teplot 4°C
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1,0E+07 ~
1,0E+06 -
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+03 -
1,0E+02 -

CFU/mI

14

cas/dny

& 0% PVA
5% PVA

10% PVA

Obr.17: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) tase pi teplot

25°C
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Obr. 18: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmenBhodococcu$CFU/ml) nacase

pii teplo 25°C
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Na zaklad téchto vysledk se potvrdilo, Ze ma PVA ochranny vliv préepivani

bakterii kmene OT3 ve vysuSeném stavu, coz sepimjes prvnim pokusu

U bakterialnich prepanabez gidavku PVA, které byly skladovanyipeplog 4°C,
doSlo k vymizeni bakterii OT3 asi po 20 dnech d#lani. JestvyrazrejSi vymizeni této
bakterie se projevilo ip teplo€ 25°C, kde pé&et pezilych bakterii na ml klesl z
hodnoty 1,1*18 na 0, a to uZ po tydennim skladovani. #kad matouci je vysledek ve
21. dnu, kdy se bakterie kmene OT3 nakodbjevily.

Prekvapivé je, Ze ve 39. dnu skladovani vysuSenyeparal pii teplog 25°C,
nebyly nalezeny Zadné bakterie kmene OT3. Aby serdito,Ze se nejedna o ndhodnou
experimentalni chybu, pokusim se ge&tanoveni opakovat. Bohuzel uz vysledky

stanoveni nebudou do diplomové pragazovych dvoda doplreny.

Bakterie kmendrRhodococcugiezivaly ve ¥tSich a stabil§Sich pd@tech, a tim se
potvrzuje fakt, Ze Gram-pozitivni organismigpivaji vysuseni lépe.
Z dostupnych vysledk plyne, Ze by mohl mit PVA, ip dlouhodobém skladovani,

ochranny efekt i na bakterie kmemhodococcus.
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3.3.5 Potty narostlych kolonii bakterialnich kmeni OT3 a Rhodococcus Ill. pokusu

s pridavkem suSeného mléka, které byly uskladmy v lednici p¥i 4°C

V néasledujicich tabulkach jsou uvedeny vysledkskané p zjiStovani pd@tu
piezilych bakterii obou kmen Ziskané hodnoty v tabulkach uvadi, jak velky acimy

acinek mel piidavek suseného mléka nieepilé bakterie v uvedenyctasovych intervalech,

pii dvou teplotach 4°C a 25°C.

Tabulka 21.1 VyhodnocentgZiti kmene OT3 bezprdasdre po uskladuni

koncentrace | objem po éty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3

0% ml 100 9,7E+02 | 8,9E+02 | 9,3E+02 [ 2,8E+07 | 1,8E+07

1.DEN 10| 3,0E+03| 2,3E+03 | 2,6E+03 | 7,9E+06
5% ml 100|9,3E+02| 7,8E+01 | 5,0E+02 | 1,5E+07 | 1,1E+07

OT3 10| 2,1E+03| 2,2E+03 | 2,1E+03 | 6,3E+06
10% mi 100 3,2E+01| 1,4E+02 | 8,6E+01 [ 2,6E+06 | 2,1E+06

10| 5,6E+02 | 4,6E+02 | 5,1E+02 | 1,5E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.2 VyhodnocentgZiti kmeneRhodococcubezprostedre po uskladani

koncentrace | objem |poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO | RHODO
0% ml 100| 6,5E+02 | 7,5E+02 | 7,0E+02 | 2,1E+07 | 1,4E+07

1.DEN 10| 2,7E+03|1,5E+03 | 2,1E+03 | 6,3E+06
5% ml 100 | 5,6E+02 [ 4,3E+02 | 5,0E+02 | 1,5E+07 | 1,2E+07

RHODO 10| 2,9E+03 | 3,0E+03 | 2,9E+03 | 8,8E+06
10% ml 100| 2,1E+03 | 4,5E+02 | 1,3E+03 | 3,8E+07 | 2,1E+07

10| 2,1E+03|1,4E+03| 1,7E+03 | 5,2E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.3 Vyhodnocentegviti kmene OT3 po 7.dnu usklaai pii T= 4°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% ml 100|1,0E+00| 6,4E+02 | 6,4E+02 [ 1,9E+07 | 1,0E+07
7.DEN 10| 3,7E+02 | 4,4E+02 | 4,1E+02 | 1,2E+06
5% ml 100| 2,9E+03 [ 1,0E+03 | 2,0E+03 | 5,9E+07 | 3,4E+07
OoT3 10| 3,1E+03]| 3,1E+03 | 3,1E+03 | 9,4E+06
10% ml 100|2,7E+03 [ 1,8E+03 | 2,2E+03 | 6,7E+07 | 4,0E+07
10(4,3E+03 | 4,1E+03 | 4,2E+03 | 1,3E+07

®, pramérna hodnota;

ml, ijfdavek mléka
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Tabulka 21.4 Vyhodnocentg@iti kmeneRhodococcupo 7.dnu uskladimi pii T= 4°C

koncentrace | objem |[poéty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% ml 100) 1,1E+02 | 8,0E+02 | 4,6E+02| 1,4E+07 1,3E+07
7.DEN 10| 3,9E+03 | 4,6E+03 | 4,3E+03 | 1,3E+07
5% ml 100 8,7E+02 | 8,9E+02 | 8,8E+02 [ 2,6E+07 1,4E+07
RHODO 10| 8,8E+02 | 8,8E+02 | 8,8E+02 | 2,6E+06
10% ml 100| 1,3E+03 | 2,0E+03| 1,7E+03 | 5,0E+07 2,8E+07
10(2,1E+03 ] 2,2E+03 | 2,1E+03 | 6,4E+06

@, pramérna hodnota; ml, ipdavek mleka

Tabulka 21.5 Vyhodnocente@iti kmene OT3 po 14.dnu uskladi pri T= 4°C

DNY koncentrace | objem po éty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
pocet PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% ml 100| 7,4E+02 | 3,2E+02 | 5,3E+02 | 1,6E+07 1,0E+07
14.DEN 10| 2,0E+03|1,2E+03 | 1,6E+03 | 4,8E+06
5% ml 100|5,7E+02 | 6,6E+02 | 6,1E+02 | 1,8E+07 1,0E+07
OT3 10| 8,1E+02 | 8,9E+02 | 8,5E+02 | 2,5E+06
10% ml 100| 5,0E+02 | 7,5E+02 | 6,3E+02 | 1,9E+07 1,1E+07
10| 1,0E+03|7,9E+02 | 9,1E+02 | 2,7E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.6 VyhodnocentgZiti kmeneRhodococcupo 14.dnu uskladmi pi T= 4°C

koncentrace | objem |poéty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% ml 100|9,0E+02 (| 1,1E+03| 1,0E+03 | 3,0E+07 1,9E+07
14.DEN 10| 2,7E+03| 2,5E+03 | 2,6E+03 | 7,8E+06
5% ml 100| 1,5E+03| 1,3E+03| 1,4E+03 | 4,1E+07 2,7E+07
RHODO 10| 3,6E+03 | 4,8E+03 | 4,2E+03 | 1,3E+07
10% ml 100| 3,4E+03 | 2,3E+03 | 2,8E+03 | 8,5E+07 4,5E+07
10(9,2E+02 | 2,2E+03 | 1,6E+03 | 4,7E+06

@, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.7 VyhodnocentgZiti kmene OT3 po 28.dnu uskladin pii T= 4°C

koncentrace | objem po éty ¢ pocet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
cas PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% ml 100| 7,4E+02 | 3,2E+02| 5,3E+02 | 1,6E+07 1,1E+07
28.DEN 10| 2,0E+03|1,4E+03| 1,7E+03 | 5,1E+06
5% ml 100|1,1E+03|5,0E+02 | 7,9E+02 | 2,4E+0Q7 1,3E+07
OT3 10| 7,5E+02|7,9E+02 | 7,7E+02 | 2,3E+06
10% ml 100|5,7E+02 | 6,6E+02| 6,1E+02 | 1,8E+07 1,0E+07
10| 8,9E+02 | 6,7E+02 | 7,8E+02 | 2,3E+06

®, pramérna hodnota;

ml, fidavek mléka
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Tabulka 21.8 Vyhodnocentgiti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem |[poéty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% ml 100) 9,0E+02 | 6,4E+02| 7,7E+02 | 2,3E+07 1,5E+07
28.DEN 10(2,7E+03]1,8E+03 | 2,2E+03 | 6,7E+06
5% ml 100|1,1E+03 | 1,9E+03| 1,5E+03 | 4,5E+07 2,6E+07
RHODO 10| 2,3E+03 | 2,2E+03 | 2,2E+03 | 6,7E+06
10% ml 100| 1,6E+03(1,3E+03| 1,4E+03 | 4,3E+07 2,7E+07
10[4,0E+03 ]| 3,6E+03 | 3,8E+03 | 1,1E+07

@, pramérna hodnota; ml, ipdavek mleka

Tabulka 21.9 Vyhodnocente@iti kmene OT3 po 56.dnu uskladi pri T= 4°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% ml 100| 5,3E+02 | 5,7E+02 | 5,5E+02 | 1,7E+07 1,4E+07
56.DEN 10(4,2E+03 | 4,0E+03 | 4,1E+03 | 1,2E+07
5% ml 100|1,1E+03 | 1,2E+03| 1,1E+03 | 3,4E+07 2,0E+07
oT3 10(1,9E+03| 1,8E+03 | 1,8E+03 | 5,5E+06
10% ml 100| 1,5E+03 | 1,5E+03| 1,5E+03 | 4,5E+07 2,8E+07
10| 3,8E+03 | 3,5E+03| 3,7E+03| 1,1E+07

@, praimérna hodnota; ml, ipdavek mleka

Tabulka 21.10 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 56.dnu uskladmi pii T= 4°C

koncentrace | objem |[poéty ¢ poéet | CFU/ml | ¢ CFU/mI

¢as PVA ul RHODO | RHODO | RHODO | RHODO RHODO
0% ml 100| 3,4E+02 [ 4,2E+02| 3,8E+02| 1,1E+07 7,9E+06

56.DEN 10| 1,6E+03|1,4E+03| 1,5E+03 | 4,5E+06
5% ml 100 3,5E+02 | 4,8E+02 | 4,2E+02 [ 1,2E+07 7,0E+06

RHODO 10| 5,1E+02 | 5,4E+02 | 5,3E+02 | 1,6E+06
10% ml 100| 2,4E+02 | 4,5E+02 | 3,5E+02 | 1,0E+07 6,2E+06

10| 6,5E+02| 6,8E+02 | 6,7E+02 [ 2,0E+06

@, pramérna hodnota; ml, igdavek mléka
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3.3.6 Pocet narostlych kolonii, které byly uskladrény p¥i laboratorni teploté 25°C

Tabulka 21.11 Vyhodnocenfq¥iti kmene OT3 po 1.dnu usklaa pii T= 25°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/mI [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 0T3 OT3 OT3 OT3

0% ml 100| 2,3E+02| 3,5E+02| 2,9E+02 | 8,7E+06 6,1E+06

1.DEN 10| 3,3E+02| 2,1E+03| 1,2E+03 | 3,6E+06
5% ml 100| 1,3E+03| 1,3E+03| 1,3E+03 | 3,8E+07 2,3E+07

OoT3 10| 2,8E+03| 2,6E+03| 2,7E+03|8,1E+06
10% ml 100| 3,1E+02| 7,1E+02| 5,1E+02|1,5E+07 1,0E+07

10| 1,6E+03| 1,6E+03| 1,6E+03|4,8E+06

@, pramérna hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.12Vyhodnocenfe¥iti kmeneRhodococcupo 1.dnu uskladimi pri T= 25°C

DNY koncentrace | objem [poéty ¢ pocet | CFU/mI | ¢ CFU/mI
pocet PVA ul RHODO |RHODO |RHODO |RHODO RHODO
0% ml 100| 2,0E+02| 3,6E+02| 2,8E+02 | 8,4E+06 6,7E+06

1.DEN 10| 1,6E+03| 1,7E+03| 1,6E+03|4,9E+06
5% ml 100| 1,9E+03| 2,2E+03| 2,1E+03|6,2E+07 3,4E+07

RHODO 10| 2,0E+03| 1,8E+03| 1,9E+03|5,6E+06
10% ml 100| 1,5E+03| 8,1E+02| 1,2E+03 | 3,5E+07 2,0E+07

10| 1,4E+03| 2,1E+03| 1,7E+03|5,2E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.13Vyhodnocenfg¥iti kmene OT3 po 7.dnu usklaam pii T= 25°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/mI | ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3

0% ml 100| 7,9E+02| 8,3E+02| 8,1E+02|2,4E+07 1,7E+07

7.DEN 10| 3,1E+03| 2,8E+03| 3,0E+03 | 8,9E+06
5% ml 100| 1,2E+03| 2,1E+03| 1,6E+03|4,9E+07 2,7E+07

OT3 10| 1,7E+03| 1,9E+03| 1,8E+03|5,3E+06
10% ml 100| 8,8E+02| 1,1E+03| 1,0E+03 | 3,0E+07 1,8E+07

10| 1,7E+03| 1,9E+03| 1,8E+03|5,5E+06

@, pramérna hodnota; ml, ipdavek mléeka

Tabulka 21.14 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 7.dnu uskladimi pii T= 25°C

koncentrace | objem |poéty ¢ po€et | CFU/ml [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO [RHODO [RHODO [RHODO RHODO
0% ml 100| 8,9E+02| 9,2E+02| 9,1E+02 | 2,7E+07 1,5E+07

7.DEN 10| 8,9E+02| 6,7E+02| 7,8E+02 | 2,3E+06
5% ml 100| 6,8E+02| 3,5E+02| 5,2E+02 | 1,5E+07 1,1E+07

RHODO 10| 2,7E+03| 2,3E+03| 2,5E+03 | 7,5E+06
10% ml 100| 1,6E+03| 1,7E+03| 1,7E+03|5,0E+07 3,0E+07

10| 3,7E+03| 3,4E+03| 3,5E+03|1,1E+07

®, pramérna hodnota; ml, igdavek mléka
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Tabulka 21.15 Vyhodnocenfg¥iti kmene po 14.dnu uskladn pri T= 25°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/mI [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul OT3 OT3 OT3 OT3 OT3
0% ml 100| 5,8E+02| 3,2E+02| 4,5E+02|1,4E+07 7,5E+06
14.DEN 10| 6,5E+02| 3,6E+02| 5,1E+02|1,5E+06
5% ml 100| 5,6E+02| 4,4E+02| 5,0E+02|1,5E+07 8,4E+06
OT3 10| 7,8E+02| 5,0E+02| 6,4E+02|1,9E+06
10% ml 100| 3,1E+02| 4,0E+02| 3,6E+02|1,1E+07 6,1E+06
10| 4,8E+02| 5,4E+02| 5,1E+02 | 1,5E+06

@, pramérna hodnota; ml, ipdavek mleka

Tabulka 21.16 Vyhodnocenfq¥iti kmeneRhodococcupo 14.dnu uskladmi pri T= 25°C

koncentrace | objem |poéty ¢ poéet | CFU/ml [ ¢ CFU/mI

¢as PVA ul RHODO [RHODO [RHODO [RHODO RHODO
0% ml 100| 1,8E+02| 4,5E+02| 3,2E+02|9,5E+06 6,5E+06

14.DEN 10| 1,1E+03{ 1,3E+03| 1,2E+03 | 3,5E+06
5% ml 100| 1,9E+03| 2,1E+03| 2,0E+03 | 6,0E+07 3,5E+07

RHODO 10| 3,5E+03| 4,0E+03| 3,7E+03 | 1,1E+07
10% ml 100| 1,1E+03| 1,5E+03| 1,3E+03 | 3,8E+07 2,3E+07

10| 2,9E+03| 3,1E+03]| 3,0E+03 | 8,9E+06

@, praimérna hodnota; ml, ipdavek mleka

Tabulka 21.17 Vyhodnocenfq¥iti kmene OT3 po 28.dnu uskladin pii T= 25°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/mI [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0T3 0OT3 0T3 0T3
0% ml 100| 5,8E+02 | 4,5E+02| 5,2E+02 | 1,6E+07 8,6E+06
28.DEN 10| 6,5E+02 | 5,2E+02| 5,9E+02 | 1,8E+06
5% ml 100 5,6E+02 | 6,9E+02| 6,2E+02 | 1,9E+07 1,1E+07
oT3 10| 7,3E+02 | 8,0E+02| 7,6E+02 | 2,3E+06
10% mi 100| 3,1E+02 | 4,3E+02| 3,7E+02|1,1E+07 6,3E+06
10| 4,5E+02 | 5,0E+02| 4,8E+02 | 1,4E+06

o, pramérnd hodnota; ml, ipdavek mléka

Tabulka 21.18 Vyhodnocentgziti kmeneRhodococcupo 28.dnu uskladmi pri T= 25°C

koncentrace | objem [poéty ¢ pocet | CFU/mI | ¢ CFU/mI

cas PVA ul RHODO [RHODO [RHODO [RHODO RHODO
0% ml 100| 1,8E+02 | 3,6E+02| 2,7E+02 | 8,2E+06 6,0E+06

28.DEN 10| 1,1E+03 | 1,5E+03| 1,3E+03| 3,8E+06
5% ml 100 1,9e+03 | 1,7E+03| 1,8E+03|5,5E+07 3,2E+07

RHODO 10| 3,5E+03 | 2,7E+03| 3,1E+03|9,3E+06
10% ml 100| 1,1E+03 | 1,3E+03| 1,2E+03 | 3,5E+07 2,0E+07

10| 2,2E+03 | 1,9E+03| 2,0E+03 | 6,0E+06

®, pramérna hodnota;

ml, fidavek mléka
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Tabulka 21.19 Vyhodnocenfe¥iti kmene OT3 po 56.dnu uskla&adin pii T= 25°C

koncentrace | objem po &ty ¢ poéet | CFU/mI [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul 0OT3 0OT3 OT3 0OT3 0T3

0% ml 100| 9,4E+02| 1,0E+03| 9,8E+02|2,9E+07 1,9E+07

56.DEN 10| 3,2E+03| 3,0E+03]| 3,1E+03|9,3E+06
5% ml 100( 1,1E+03| 1,0E+03]| 1,1E+03|3,2E+07 2,2E+07

oT3 10| 4,0E+03| 4,1E+03| 4,1E+03|1,2E+07
10% mi 100| 1,2E+03]| 1,1E+03| 1,2E+03|3,5E+07 2,0E+07

10| 2,1E+03| 2,0E+03| 2,0E+03|6,1E+06

@, praimérna hodnota; ml, ipdavek mléeka

Tabulka 21.20Vyhodnocenfg¥iti kmeneRhodococcupo 56.dnu uskladmi pi T= 25°C

koncentrace | objem |poéty ¢ poéet | CFU/ml [ ¢ CFU/mI
¢as PVA ul RHODO [RHODO [RHODO [RHODO RHODO
0% ml 100| 1,5E+02| 2,5E+02| 2,0E+02 | 6,0E+06 3,9E+06

56.DEN 10| 5,1E+02| 6,2E+02| 5,7E+02 | 1,7E+06
5% ml 100| 1,7E+02| 2,5E+02| 2,1E+02 | 6,4E+06 4,1E+06

RHODO 10| 5,7E+02| 6,5E+02| 6,1E+02 | 1,8E+06
10% ml 100| 5,1E+02| 6,8E+02| 6,0E+02 | 1,8E+07 1,0E+07

10| 7,6E+02| 8,4E+02| 8,0E+02|2,4E+06

®, pramérna hodnota;

ml, ijfdavek mléka
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3.3.7 Celkovy ¢asovy prehled tretiho pokusu

dobu 39. df

viN s

Tabulka 21.21 Reet baterii OT3 (CFU/ml) kultivovanych v lednici

koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% ml PVA 1,8E+07 1,0E+07 1,0E+07 1,1E+07 1,4E+07
5% ml PVA 1,1E+07 3,4E+07 1,0E+07 1,3E+07 2,0E+07
10% ml PVA 2,1E+06 4,0E+07 1,1E+07 1,0E+07 2,8E+07
ml, pridavek mléka
Tabulka 21.22 Reet baterii kmen&hodococcu$CFU/ml) kultivované v lednici
koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% ml PVA 1,4E+07 1,3E+07 1,9E+07 1,5E+07 7,9E+06
5% ml PVA 1,2E+07 1,4E+07 2,7E+07 2,6E+07 7,0E+06
10% ml PVA 2,1E+07 2,8E+07 4,5E+07 2, 7TE+07 6,2E+06
ml, pridavek mléka
Tabulka 21.23 Reet baterii OT3 (CFU/ml) kultivované&idaboratorni teplat
koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% ml PVA 6,1E+06 1,7E+07 7,5E+06 8,6E+06 1,9E+07
5% ml PVA 2,3E+07 2, 7E+07 9,7E+06 1,1E+07 2,2E+07
10% ml PVA 1,0E+07 1,8E+07 6,1E+06 6,3E+06 2,0E+07

ml, pridavek mléka

Tabulka 21.24 Reet baterii kmen&hodococcu$CFU/mI) kultivované @i laboratorni

teplog
koncentrace 1.DEN 7.DEN 14.DEN 28.DEN 39.DEN
0% ml PVA 6,7E+06 1,5E+07 6,5E+06 6,0E+06 3,9E+06
5% ml PVA 3,4E+07 1,1E+07 3,8E+07 3,2E+07 4,1E+06
10% ml PVA 2,0E+07 3,0E+07 2,3E+07 2,0E+07 1,0E+07

ml, pridavek mléka
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Nize uvedené grafy slouzi pro rychlou orientacovtech grezilych bakterii obou kmen

[ll. Pokusu a ochrannyinek suSeného mléka:

0%PVA+mI
B 5%PVA+ml
B10% PVA+mI

1,0E+08 -
Toeros | - B
= 1,0E+05 - /// _ /
S 1,0E+04 /// //. //
G 1,0E+03 - % . 5
’ + 7 /, 77 7
1,0E+00 - //% /// 4

1 7 14 28 39
€as/dny

Obr. 19: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) tase pi teplot

4°C. ml, gidavek suSeného mléka

B 0%PVA+mI
W 51%PVA+mI
10%PVA+ml

CFU/mli

cas/dny

Obr. 20: Graf Zavislosti gu vitalnich bakterii kmenBhodococcugCFU/ml) nacase

pii teplot 4°C. ml, gidavek suseného mléka
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E 0% PVA+mI
W 5%PVA+ml
10%PVA+ml

1,0E+08 -
1,0E+07 -
1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 -

CFU/mli

1 7 14 28 39

€as/dny

Obr. 21: Graf zavislosti @tu vitalnich bakterii kmene OT3 (CFU/mI) tase pi teplot

25°C. ml, pidavek suSeného mléka

B 0%PVA+ml
W 5%PVA+ml
10%PVA+ml

1,0E+08 -
1,0E+07 -
1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 -

CFU/m

€as/dny

Obr. 22: Graf zavislost @tu vitalnich bakterii kmenBhodococcu$CFU/ml) nacase i

teplog 25°C. ml, pidavek suSeného mléka
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V poslednim pokusu se zda, Z#davek suSeného odstEného mléka, vyrazn
zvysil patty prezilych bakterii ve vysuSeném stavu, a to u obaoiidbakterialnich kmein
Zatimco v pedchozim Il.pokusu se gty bakterii OT3 po 1. dnu skladovani pohybovaly

tadow kolem 16 ve tetim pokusu se jejich pet zvysil na 10

Z casovérady je patrno, Ze et prezilych bakterii je velmi stabilni a nedochazi k

vyraznému poklesu v pbshu ¢asu. Pty bakterii se drzi stale v rozmezi®10 10

Zda se, Ze ochrannyiaek PVA se piliS neprojevuje. Je ale mozné, Ze ochranny

ucinek PVA je gekryt jeSE vyrazrgjSim inkem suSeného mléka.
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3.4 Stanoveni susiny bakterialnich preparad

Z prostudované literatury plyne [26], Ze vyznamnyaktorem ktery ovlixiuje
pieziti bakterialnich buik ve vysuSenych preparatech je obsah vihkosti.rgjddSen se
da tict, Zec¢im je obsah vihkosti mensi, tim jeéegivani lepSi. Obsah vihkosti by bylo
mozno ovlivnit zg@isobem vysuSeni,fipadré skladovanim. My jsme se pouze pokusili

stanovit, jaky je obsah vihkosti v nami vyteaych bakteridlnich preparatech.

SuSina byla stanovena jak v bakterialnich prepahats obsahem PVA, tak i
v preparatech s obsahem suSeného mléka o kondeht#é PVA, 5% PVA, 10% PVA a
20% PVA.

Byly pripravenycisté sklegné misky, pedem vysusSen&ipteplog 105°C po dobu
3 hodin. Po zchladnuti vysuSenych misek v erikabyla zapsana jejich hmotnost a na
kaZzdou z nich bylo mikrodavko¥am greneseno 10Ql, daného bakterialniho preparatu.
Misku i s obsahem suspenze jsme nejprve nechgili glaminarnim boxu na 60.minut,
abychom se i@swdcili k jakému % vysuSeni vam bézné dochazi. Poté byly misky
dosuseny v sus&fmpii 105°C ot po dobu 3 hodin. Doba suSeni sé¢if@ood dosazeni
teploty 105°C. Aby suSina nenabrala vihkost nkgime misky vychladnout v exikatoru

na laboratorni teplotu a &pje zvazili.

V tabulkadch jsou nejprve zaznamenany suSiny aloh&aly u preparét s obsahem

suSeného mléka.

Tabulka 22: Hmotnosti misek prazdnych i s obsaherparab

hmotnost misky
koncentrace prazdné prazdné p fed |s bakter.prep. p fed | s bakter. susp.
PVA po vysuSeni vysusenim vysuSenim Po vysuSeni
0%-+ml 28,744 28,7407 29,26317 29,2093
0%-+ml 28,4879 28,487 29,01195 28,9564
0%-+ml 28,4912 28,4899 29,00319 28,9419
5%-+ml 27,928 27,9279 28,6676 28,5881
5%-+ml 27,7799 27,7793 28,52159 28,4464
5%-+ml 27,5347 27,5347 28,21129 28,1418
10%-+ml 27,5795 27,579 28,12268 28,0773
10%-+ml 26,974 26,9734 27,70052 27,6318
10%-+ml 27,8967 27,8967 28,57692 28,5196

ml, pridavek suSeného mléka
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Tabulka 23: Vypoétené hodnoty suSiny u jednotlivych prepératobsah vody

koncentrace susina obsah ®susina ® obsah
PVA (9) vody % (9) vody %
0%+ml 89,0577449 10,9422551
0%+ml 89,2465949 10,7534051 88,70348445 11,29651555
0%+ml 87,8061135 12,1938865
5%+ml 89,2388806 10,7611194
5%+ml 89,7897048 10,2102952 89,58598789 10,41401211
5%+ml 89,7293782 10,2706218
10%-+ml 91,5612125 8,43878752
10%-+ml 90,466498 9,53350204 91,20034165 8,799658347
10%-+ml 91,5733145 8,42668548

ml, pridavek suSeného mlék®; primérnd hodnota

Tabulka 24: Hmotnosti misek prazdnych i s obsahesparat

hmotnost misky

koncentrace prazdné prazdné p fed s bakter.prep. s bakter.prep.
PVA po vysuseni vysusenim p fFed vysuSenim po vysuseni
0% 27,6902 27,6882 27,70352 27,7008
0% 27,743 27,7387 27,75406 27,752
0% 28,7836 28,7816 28,7969 28,7946
5% 28,0145 28,0124 28,27812 28,2545
5% 28,8075 28,805 28,07939 29,0563
5% 28,1483 28,1474 28,41154 28,3877
10% 27,9777 27,9738 28,48577 28,4445
10% 28,8924 28,8927 29,40062 29,3595
10% 28,7485 28,7486 29,2317 29,1934
20% 27,2439 27,2434 27,73886 27,6997
20% 27,4783 27,4782 28,03208 27,9866
20% 27,5003 27,5008 28,05033 28,0051

Tabulka 25: Vypoétené hodnoty suSiny u jednotlivych prepératobsah vody

koncentrace susina obsah ¢susina ¢ obsah
PVA (9) vody % (9) vody %
0% 69,1906005 30,8093995
0% 58,59375 41,40625 70,54301268 29,45698732
0% 71,8954248 28,1045752
5% 90,3206383 9,67936173
5% NEUVEDENO | NEUVEDENO 90,47719655 9,522803454
5% 90,6337548 9,36624517
10% 91,1772174 8,82278258
10% 91,9633013 8,03669869 91,74441772 8,255582285
10% 92,0927344 7,90726558
20% 91,9953175 8,00468252
20% 91,7707807 8,22921933 91,87547172 8,124528282
20% 91,860317 8,139683

@ pramérna hodnota
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Z jednotlivych pokus plyne, Ze obsah vody se vysuSenych prepard@iacizhruba
10%. V misach s preparatem o koncentraci 0%P\a&tala chyba, protoZze obsah vody je
piiliS vysoky,¢ini 30%. Mohlo to byt zfisobeno tim, Ze miskyastaly dlouho na vzduchu

pii jejich manipulaci ze suSarny do exikatordaat&né nabraly vihkost.

Presto je ale 10% obsah vody #na vysoky. MiZze tedy negativh ovliviiovat
piezivani. Pokud bychom ho ¢éhtjest vice snizit, mohly bychom zkusit misky se 100
bakterialniho preparatu vysusiti phruba 50°C. Vznika zde ovSem riziko, Ze by ba&te

nemusely tak vysokou teplotu deltsnaset.
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3.5 Degradace PVA pidnimi mikroorganismy obohacenymi o bakterii
OT3

Cilem pokusu bylo zjistit, zdaadni mikroorganismy obohacené o Zivou bakterii
OT3 budou schopny degradace PVA, b#davku PQQ nebo dalSihastového faktoru.
Pravd@podobnost, Zeduni mikroorganismy budou schopné sami o¢stbigradovat PVA,
je velmi mala. Naproti tomu bakterie kmene OT3 nesama osob PVA degradovat a
vyZaduje dodavku specifickyckistovych faktod.
Proto bude zajimavé pozorovat, zda po démlmpidnich mikroorganisiin o zivy

kmen OT3, bude dochazet k degradaci.

Odbér pady:
Svrchni vrstva fidy byla odebrana vifrodé do hloubky 15 cm. ila byla barvy sitlejSi a
byly z ni odstraégny kafinky a hrubé néstoty.

Ptiprava fidniho vyluhu
Do 500-ml lahve bylo fpraveno 100 ml steriiniho MMS, které se déle Bmavalo v

autoklavu pi 120 °C 15 minut. Po chlazeni bylo do lahve nawmaz&0g fdy. Navazka
neobsahovala Zzadnétsi kousky idniho materialu ani kaminky apod. Cel&sryla po

dobu 15 min rtin¢ prottepavana a dalSich 5 min. ponechana sedimentovat

Ptiprava vzork:

Do dvou 500-ml lahvi, které obsahovaly 100 ml &igtipraveného MM, bylo
navazeno 50 mg PVA. Po sterilizaci a naslednémaaehii byl do kazdé z lahvi pipetovan
1 ml pidniho vyluhu. Na z&r byl obsah jedné z lahvi zdmvan pouze bakterii OT3,
ktera vyrostla na Petriho miskach s agarem PVA+PRQRQ+

Lahve byly upevény na tepa&ku s rezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / klid)
v mistnosti s 25 °C. Z lahvi byly odebirany paitych ¢asovych intervalech asi 4 ml

vzorku, v nichZ byla stanovovana koncentrace PVAnitaotitracnich destikach.
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Tabulka 26: Slozeni — obsah lahvi

MM+PVA pudni vyluh zao ¢kovano bakterii
1.lahev = vz1 100 ml Im | e
2. lahev =vz2 100 ml 1ml OT3

Tabulka 27: Hodnoty koncentrace 1.vzorku trlgghu testu

€as absorbance koncentrace degradace PVA
dny A c %
0 0,7774 409,157895 0
12 0,698 367,368421 10,21353
16 0,8828 464,631579 -13,558
26 0,8794 462,842105 -13,1207

Tabulka 28: Hodnoty koncentrace 2.vzorku trlgghu testu

éas absorbance koncentrace degradace
dny A c %
0 0,7098 373,5789474 0
12 0,3288 173,0526316 53,67709
16 0,3548 186,7368421 50,01409
26 0,3232 170,1052632 54,46605
400
350
< 300
>
% _ 250
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Obr. 23: Graf zavislosti koncentrace PVA vilpthu 26 diu
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Z vysledki vySlo najevo, Ze v 1.vzorku, kde byly samotriélnd mikroorganismy,
nedochézelo k degradaci PVA. Zaporné vysledky prockegradace, které se objevily
v pozdjSich ¢asech, by mohly byt Zigobeny vznikajicim zakalem kultury. Zakal se

postupentasu stale vice 2#oval.

Naproti tomu u druhého, ktery byl z&ovan bakterii OT3, doSlo keretelné

degradaci PVA, ktera po 12 dnech dosahla asi 5@%ease jiz nezvySovala.

K pokusu je nutno dodat, Ze v obou lahvich se kygdochazelo ke vzniku kdé
srazeniny. Domnivame se, Ze srazenina mohla obaal®VA a proto je nutné brat

dosazené vysledky s rezervou.
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3.6 Pokus s bakteriiAcetobacter aceti:

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda je baktermedne OT3 schopndstu spolu s bakterii
Acetobacter acetibez gidavku PQQ. K vlastnostem acetobactea#i schopnost syntézy
PQQ, proto by nas zajimalo, zda je bakterie kmef@& Gchopna st spolu s timto

mikroorganismem bez uite dodaného PQQ.

Priprava:

Do 250-ml lahve, bylofpraveno 50 ml sterilniho MMK (s PVA bez PQQ) actotédium
bylo zagkovano olsma druhy jiz zmignych kmeii (OT3+Acetobaktey, které vyrostly na
agaru. Lahev byla upevna na tepaku s rezimem 15 minut / 15 minut (pohyb / Klid)
v mistnosti s 25 °C. Vzdy po ditém casovém Useku byl z lahve odebran sterilnékipi
objem 2 ml bakterialni sésy, a na mikrotitrénich destikach pak byla stanovovana
koncentrace PVA. Postup stanoveni koncentrace pomibeotitracnich destiek je stejny

jako v kapitole Stanoveni PVA

Tabulka 29: Koncentrace PVA viiehu testu bakterialni stey OT3+Acetobakter

éas absorbance koncentrace degradace
dny A c %
0 0,9042 475,894737 0
7 0,4936 259,789474 45,410307
13 0,482 253,684211 46,693209
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—8 || - 0T3+AC

koncentrace pva

0 2 4 6 8 10 12 14

€as/dny

Obr. 24: Graf znazoimi klesajici koncentrace PVA wippmnostiAcetobactera

Z vysledKi je patrné, Ze zhruba po 6 dnech doSlo k 50% degrd&lVA. Procento
degradace se daléills nentnilo. Zda se tedy, Ze jcetobacteschopen dodavat bakterii
OT3 oba #istové faktory. Aby vSak nedoslo k milnym spekulacénmy se feswdéili, ze
kultura nebyla kontaminovanashem pokusu,byl proveden test sterility, kdy byltota

bakterialni sms vyaitkovana na agar pro acetobactera.

Potvrdilo se vSak to, Ze kultura obsahovala poda®é bakterialni kmeny.
Prekvapilo nas, Ze na agaru pro acetobactera vyrostlédc i bakterie OT3 ve forn

typickych Zlutych kolonii.
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3.7 PVA —fdlie

Cilem tohoto pokusu bylo vyrobit PVA-félii a nahésm ni aerosol bakterialniho
preparatu o vhodné koncentraci. Nejprve jsme seoyssi najit cestu, jak PVA-folii

spravre vyrobit a kterou koncentraci PVA pouzit ndgravu bakterialnich prepatét

Pro gipravu PVA folii se nam osdcila jako nejvhodijSi kombinace PVA a

destilované vody v tomto pairu:

POIyVINYl @IKONOI ... 69
Destilovana voda (UTZPCH, UTB, ZIiN)....ccovvveeeee e e ee e, 60 ml
Priprava:

Navazené mnozstvi PVA bylo rozp&$b v 60 ml destilované vody nejprve na
vodni lazni. Po Uplném rozpégi PVA se vSe dalo v infuzni l1ahvi s teflonovym wa@m
(neb PVA es obyejné uzéury pii sterilizaci unikal) do autoklavu sterilizovati peplot
120 °C na 15 minut. Na prazdné Petriho misky bylorpchladnuti pipetovano 10 ml félie
v tekutém stavu. Tento objem je pro dobrou manipukavyrobenou félii idealni.
V posledni fazi byly misky s félii v tekuté fornvysuSeny v suSéenpri teplog 60 °C.

Nesmim opomenout, Ze pro suseiivyssi teploé musi byt dvfka susSarny otéena.

Podle vysledi, kterych jsme dosahli vipdchazejicich pokusechi jistovani
poctu prezilych burk, jsme zvolili jako nejvhod¥)Si koncentraci 5% PVA sifmlavkem
suSeného mléka.

Takto gipravena bakterialni suspenze byla na zakladbornych¢lanki [23] na
folii nanaSena sprejovanii Abychom zachovali sterilitu bakteridlniho pregtar, byla

plastova lahvika promyta ethanolem a vysuSena v susarn

V zawru byl na félie ze vzdalenosti asi 20cm nanaSerosaérbakterialniho
preparatu. Nasledrbyly félie v boxu vysuSeny a poté uskla&dy pri laboratorni teplat
25°C a v lednici p teplot 4°C.

V dalSim ptibéhu se bude sledovat, zda si bakterialni prepargpavach folie

uréoval schopnost degradovat PVA vip¢hu skladovani.
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ZAVER
Cilem mé diplomové prace bylo &it zpasoby, jimiz Ize uchovat vitalni bakterie kmene

OT3, ktery jako jeden z méla rozklada PVA.

Z pacétku jsem se zagila na to, zda bakterie kmene OT&Rhodococcusjsou schopny
piezit @gimérenou dobu, asi takdproku, ve forngé vysuSeného preparatu a zda ma PVA
ochranou funkci pro ig@zivani bakterii. Tuto problematiku jsem@Sila ve tech na sebe
navazujicich pokusech. VSechna stanoveni byla wolpodle exponencialniady

v uvedenychtasovych intervalech,ipdvou teplotach 4°C a 25°C a jejichelem bylo

ukazat, jak doke snaseji fezilé bakterie skladovani ve vysuSseném stavu.

Prvni pokus byl zavégici, v ém jsme testovali ochranny vliv PVA nagiivani
bakterialnich kmeln OT3 a Rhodococcuspii riaznych koncentracich PVA. Z volené
koncentrace, které jsme pouzili, byly 0% (beéiavku PVA), dale 5%, 10% a 20%PVA.
Béhem pokusu vSak vyslo najevo, Ze 20% roztok PVA, bysoce viskozni a jakakoliv
manipulace s nim byla obtizna. Rech tydnech skladovani vysuSeného preparatu jsme
usoudili, Zze vSechny bakterie kmene OT 3 uz vyhynlDomnivame se tedy, ze
koncentrace 20% PVA & z'ejmé baktericidni dinek, a tudiz se ukazala jako nevhodna.

Proto jsme ji z dalSich pokasylouwcily.

Sledovéani p&tu prezilych bakterii obou drdhbakteridlnich kmeiprobihalo nejdéle, a to
po dobu 4 msidl. Z vysledki prvniho pokusu se da tedy usoudit, Z&gmnost PVA
nentla vliv na gezivani bakterialniho kmerfeRhodococcuszatimco u bakterii OT3ip
teplot 4°C prokazaly neptSi ochranny &inek koncentrace 5% PVA a 10% PVA, kde se
poset pezilych bakterii pohyboval pmérne vrozmezi 10 az 10° bursk/ml. P
laboratorni teplat vSak pgezivani bakterii nebylo uz tak WSmé, coz se projevilo
postupnym snizovanim ptu vitalnich bakterii v pib¢hu ¢asu az k jejich Uplnému

vymizeni.

V navaznosti naigdchozi experiment byl proveden Il. pokugisigvkem suSeného
mléka. Z prvniho pokusu jsme zjistili, Zéegivani bakterii jen v bakterialnim preparatu
s obsahem PVA neni tak @§pé a poéty prezilych bakterii jsou nizké. Na zékiad
odbornych¢lanka [27,28], které uvadi, Ze suSené deldiné mléko je pouzivano pro
uchovavani kultur a podporujggZivani bakterii ve vysuSeném stavu, jsme se rdizbod

tom v dalSim pokusuips\wdcit. Pokus byl sledovan po dobu 2Zsii.
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Potvrdilo se, Zeifitomnost suSeného mléka méa pro bakterie ochradingki nebd jejich
pocet zn&né vzrostl. Rozpor s pokusem prvnim nastava stpopeZilych bakterii
sladovanych f teplog 4°C a 25°C, kdy u druhého pokusu nebyl meziab teplotami
pozorovan zadny vyrazny rozdil. R&nbylo pekvapive, Ze preparat bezigavku
ochrannych latek vykazoval oprotiguichozimu pokusu vysoké qip prezilych bakterii.
MuzZze to byt zpsobeno #jakou experimentalni chybou nebo jinymi neznamymi
okolnostmi. Poet preZilych bakterii OT3 se nigstji pohybovaliadow kolem 16 — 10 a

u bakterii kmen&hodococcukolem 16 - 10.

Pro owieni ziskanych vysledkbyl proveden na z&v lll. pokus. Byly vybrany jen
ty koncentrace, které se jevily v obote@chazejicich pokusech jako nejsgjsi, a to 5%
roztok PVA a 10% roztok PVA a pro porovnani §8% roztok PVA, a toifidavkem i bez

piidavku suSeného mléka. Pokus byl sledovan nejldatiu - jeden a p mésice.

Opet se potvrdil ochrannydinek PVA a suSeného mléka ngepivani bakterii. Bakterie
kmeneRhodococcugpieZivaly ve ¥tsich a stabiléjSich patech v rozmezfadi, 10 aZ
10° a tim se potvrzuje fakt, Ze Gram-pozitivni oiigaty peZivaji vysudeni Iépe. Bakterie
kmene OT3 byly naieZivani nachyljsi. K uplnému vymizeni této bakterie doSlo asi po
20 dnech skladovani ve vysuSenych preparatech aektraci 0% PVA, které byly
skladovany § teplot 4°C. Je& vyrazrejSi vymizeni se projevilo uz po tydennim
skladovani fi teplot 25°C, kde peet preZilych bakterii na ml klesl z hodnoty 1,1*18a

0. Porgkud matouci je vysledek ve 21. dnu, kdy se bakteriene OT3 naho@nobijevily.

Pti vyhodnoceni pé&ta z 39. dnu skladovani, mame potied Ze nastala experimentalni
chyba, nebt nebyly nalezeny Zadné bakterie kmene OT3. Probude posledni stanoveni

opakovat. Vysledky vSak&sovych dvodi uz nebudou zahrnuty do diplomové prace.

V poslednim pokusu projevil f@lavek suSeného odsteného miéka jest
vyrazreji. Zvysil se pdet pezilych bakterii ve vysuSeném stavu u obou druh
bakterialnich kmein Zatimco v pedchozim Il.pokusu se {iy bakterii OT3 po 1. dnu
skladovani pohybovaljadow kolem 16 ve tetim pokusu se jejich pet zvysil na 10
V Gvahu je ovSem nutno vzit i to, Ze v posledninkysoa byla bakteridlni suspenze na
pocatku o rco husgjSi. Zcasoveérady je patrno, Zze et pezilych bakterii je velmi

stabilni a nedoch&zi k vyraznému poklesu dbginu ¢asu. Péty bakterii se drzi stéle
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vrozmezi 10 - 10. Je pravdpodobné, ?e ochrannyciek PVA je pekryt jest

vyrazrejSim inkem suseného mléka.

V zawru byla u jednotlivych bakterialnich prepdrastanovena susSina. Obsah vody
se vysusenych preparatech je dosti vysokyi, zhruba 10%, a fZe negativa ovliviiovat
piezivani.

V dalSi ¢asti mé diplomové prace bylo zkoumano, zdalrp mikroorganismy

obohacené o Zivou bakterii OT3 budou schopny dege®VA, bezidavku PQQ nebo

dalSiho fistového faktoru.

Z vysledia vySlo najevo, Ze v 1.vzorku, kde byly samotnédmi mikroorganismy
k biodegradaci nedochazelo. Zaporné vysledky ptoagradace, které se objevily
v pozdjSich ¢asech, by mohly byt Zigobeny vznikajicim zakalem kultury. Zakal se

postupentasu stale vice ZSoval

Naproti tomu u druhého vzorku, ktery byl z&ovan bakterii OT3, dosSlo keretelné

degradaci PVA, kter4 po 12 dnech doséhla asi 50%ease jiZ nezvySovala.

To naznauje, Ze pidavek bakterie OT3 do prasti by mohl vyvolat zlepSeni
biodegradability PVA.

V dalSim pokusu jsme se éhtpreswdcit, zda je bakterie kmene OT3 schopna
rastu spolu s bakterAcetobacter acetbez unt¢le dodaného PQQ. Z vysleilie patrné, Zze
zhruba po 6 dnech doSlo k 50% degradaci PVA. Ptocelegradace se daleilis
nentnilo. Zda se tedy, Ze jécetobactesschopen dodavat bakterii OT3 obéstove

faktory.

V posledni¢asti diplomové prace jsme se snazili vyrobit PVAifa nanést na ni
aerosol bakterialniho preparatu o koncentraci 5\A B piéidavkem suSeného miléka, ktera
se jevila jako nejvhodii. Formou aerosolu byl tento preparat naneserfoha ze
vzdalenosti 20cm a po vysusSeni byly folie usktagnpri teplog 4°C a 25°C. V dalSim
pribéhu se bude sledovat, zda si bakterialni prepardtonech félie udrzel vitalitu a zda

bude podporovat rychlou degradaci folie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BDH
BTM
cov
CFU/mI
H20,
HD
HPLC
H20;
KA
MM
MMK
MMS
MM
MMS
MMK
PVA
PVADH
PVAC
PHB
PEG
PQQ
SAO
TOC

VAC

- B-diketonové& hydrolazé

- bromhtymolova moil

- Cistirna odpadnich vod

- paet bakterii v 1 ml

- peroxid vodiku

- stupaé hydrolyzy

- vysokotlaka kapalinova chromatografie
- peroxid vodiku

- kvasnini autolyzat

- mineralni medium

Mineralni medium s PVA a PQQ pro kultivace
Suspendé&ni médium

- mineralni medium

Suspend&ni médium
Mineralni medium s PVA a PQQ pro kultivace
- polyvinylalkohol

- polyvinylalkohol dehydrogenaza

- polyvinyl acetat

- polyhydroxybutyrat

- polyethylenglykol

- pyrrolochinolin chinon

- oxidaza sekundarnich alkotol

- zbytkovy organicky uhlik

- vinyl acetéat
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PRILOHA P |: Stanoveni koncentrace PVA na mikrotitadestéce

Meétici pristroj TEKAN
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PRILOHA P Il : positas kolonii

Dimmer
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PRILOHA P Il : fotografie bakterialiniho kmene OT3 k&dococcus

Na fotografiich jsou dadie rozeznatelné kolonie kmene OT3“ Zluté“ a kolokieene

Rhodococcushilé®.
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