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1 Uvod

Tato bakalarskd prace vznikla jako ¢ast vyzkumného projektu na vzorovych
bakteriich. Cely projekt se zabyval vlivem magnetického pole na mikroorganismy, na
bunécné upoutani bakterii a nasledné¢ho zlepSeni uc¢innosti biologické dekontaminace
odpadnich vod. Mym tkolem bylo spolupracovat s Ing. Kracikovou pii poc¢atecnich

vyzkumech magnetického pole a jeho vlivu na bakterie v laboratornich podminkach.

Vlastni projekt vychazi zpotfeby vyvoje takovych modifikaci téchto
bioremediaci, které by pfinesly jak vyssi €innost procesu, tak moznost polytaxonické
multiplikace degradativni funkce vaci Sirsi Skale pfitomnych polutant, bez potieby na
nakladné zmény reaktorové vybavenosti a potencidlnich komplikaci, které pirinasi
schvaleni nového technologického prostiedku (napf. pouziti geneticky modifikovanych

biodegradért).

Piivodni projekt je kombinaci mnoha obori materidlového inzenyrstvi, textilnich
technologii, mikrobiologie, bioinzenyrstvi, analytické chemie, matematického
zpracovani dat a dalsi. Proto jsou realizaénim vystupem dil¢i poznatky téchto disciplin.
Pfi ¢emZ moje prace byla zaméfena konkrétné na zkouméni vlivu magnetického pole na

bakterie rodu Escherichia coli a Rhodoccocus erythropolis.

Na téchto bakteriich jsme zkoumali jejich schopnost adaptace, zatimco byly
jistou dobu vystaveny magnetickému poli. Dale jsme zkoumali vliv na jejich mnozeni a
rist pod pfimym vlivem magnetickych poli rliznych intenzit v¢etné situace, kdy byla po

nékolika dnech tato pole odstranéna.
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Teoreticka cast

2 Magnetické pole
Magnetické pole je fyzikalni pole, které se projevuje silovym piisobenim na
okoli. Jeho zdrojem jsou pohybujici se elektricky nabité Castice (elektricky proud
protékajici vodi¢em) nebo permanentni magnety, ve kterych jsou véazané elektrické

proudy.

Magnetické pole je soucasti elektromagnetického a nelze je od sebe jednoznacné
odd¢lit. Neustale vznika interakce, jedno vytvaii druhé a naopak. Jejich vlastni
propojeni vyjadfil James Clerk Maxwell ve svych rovnicich. MiiZeme pouze uvazovat
oddélené magnetické pole, v okamziku, kdy pouZijeme jako jeho zdroj permanentni

magnety. V tom piipad¢ Ize elektrickou slozku zanedbat.

2.1 Magnetismus obecné
Elektromagnetické pole je sloZzeno ze dvou sloZek, ze slozky magnetické a
elektrické. Jak jiz bylo zminéno, pokud se bavime o elektromagnetismu, nelze tento
pojem rozdélit na dvé rizné slozky. Pohybem magnetického pole vznika elektrické a
naopak. Jako ptiklad si mizeme uvést civku protékajici elektrickym stejnosmérnym
proudem. Uvnitt civky bude vznikat magnetické pole, coz je ndzorné vidét na obrazku
(Obrazek 1) Pokud do civky umistime magnet a budeme jim pohybovat, budeme

generovat elektricky proud, ktery miizeme na civce zméfit.

Obrazek 1: Civka protékana stejnosmérnym elektrickym proudem, znazornéné silocary
pomoci kovovych pilin. [1]
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2.2 Zakladni déleni magnetického pole

a) Prostorové rozlozeni
Na zaklad¢ prostorového rozlozeni magnetického pole ho Ize rozdélit na
homogenni a nehomogenni. Homogenni pole je takové, ve kterém je hodnota

magnetické indukce konstantni velikosti. Pokud tak neni, pole je nehomogenni.

b) Casovd zdvislost
Pokud nebude magnetické pole casové stidlé a neménné, mluvime o poli
nestacionarnim. Jako priklad nestacionarniho magnetického pole uvedme vodi¢
protékany sttidavym proudem S proménlivou amplitudou. V zavislosti na velikosti

elektrického proudu se méni intenzita magnetické indukce.

V ptipadé, kdy je magnetické pole c¢asové neménné, hovofime o poli
stacionarnim. Jedna se o pfipad, kdy vodi¢em bude protékat stejnosmérny proud o
konstantni velikosti. Specidlnim piipadem staciondrniho pole jsou permanentni

magnety, poté mluvime o poli magnetostatickém.

2.3 Magnetismus v permanentnich magnetech
Magnetismus Vv permanentnich magnetech je dan vlastnim pohybem elektront,
jez jsou nosicem elektrického naboje. Jejich pohyb (spinova rotace a obihani kolem
jadra atomtl) vytvari elementarni magnetické momenty. Pokud jsou vlastni elementarni
naboje nahodilé, neusporadané, dochdzi k vyruSeni vSech vnitinich magnetickych sil a
latka neni zdrojem magnetického pole. Pokud ale dosahneme uspotadani jednotlivych

magnetickych momentt souhlasnym smérem, stane se dana latka magneticka.

Zmagnetovani ruznych latek si lze vysvétlit silovym pasobenim vnéjSiho
magnetického pole, které ovlivnéni pohyb elektront a jejich spin v dané latce, tim i
orientace jejich elementarnich magnetickych momenti. Pokud odstranime nami
generované magnetické pole, tok elektroni se mize vratit do pivodniho nahodilého,
neuspofadaného stavu, ¢i zlstane ovlivnén naSim polem. Poté mluvime o latkach

zmagnetovanych.
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Magnetické pole lze vytvofit v jakémkoli prostfedi, ale v zavislosti na
magnetickych vlastnostech prostfedi se méni magnetické indukce. RlUzna prostiedi
reaguji zcela odlisn€ na pfitomnost vnéjSiho magnetického pole. Tato reakce je zavisla

na riznych faktorech, jako je tfeba molekuldrni ¢i atomova struktura materialu.

Magnety jsou schopny vyzarovat magnetické pole diky svym vlastnostem. Maji
vysokou koercivitu a remanenci. Tyto dvé vlastnosti zarucuji to, Ze pokud budou
obrobené nemagnetické polotovary magneti vlozeny do silného magnetického pole,

uchovaji si magnetické vlastnosti i po odstranéni tohoto pole.

2.4 Vlastnosti neodymovych magneti Nd,Fe,4B
V porovnéni s klasickymi feritovymi magnety jsou mnohem vykonné¢jsi, maji

vy$s$i koercivitu a remanenci.

a) mechanické vlastnosti
Magnety jsou tvrdé a kiehké, proto se pied vlastnim zmagnetovani opracovavaji
diamantovymi nastroji, lze je brousit, d¢lit ¢i je fezat vodnim paprskem. Hustota
dosahuje 7,5g/cm3 u NdFeB a 8,5g/cm3 u SmCo. U magnetu zalitych plastem je
mozné jesSté soustruzeni, frézovani, ¢i vrtdni a to tvrdokovovym nafadim, oproti

sintrovanym magnetim.

b) Chemické vlastnosti
Nemagnetické polotovary magnetli ze vzacnych zemin ihned po opracovani
vykazuji stejny stav jako jiné kovové materidly, jako typicky piiklad uved'me lesk.
Magnety jsou odolné vi¢i alkalickému prostredi, ale v kyselém koroduji a rozpoustéji
se. Neodymové magnety oxiduji a proto je nezbytnd uprava povrchu povlakovanim.

Odolnost slou¢enin vici korozi 1ze ovlivnit piisadami.

Magnetické vlastnosti jsou uvedeny v materidlovych listech vyrobce, teplotni

ktivka, reverzibilni ztraty v zavislosti na teploté.
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V tabulce vlastnosti magnetu. V nasem piipadé magnety N42M [2]

typ pracovni remanence
materialu| teplota Br(T) Br(kG)
Max. Min. Max. Min.
N42 <=80 1.35 1.30 13.5 13.0
koercivita vnitfni koercivita hustota energe
) ) (BH)max(K3/m3) | (BH)max(MGOe/m3)
bHc(kA/m) [ bHc(Oe) [ jHc(kA/m) | jHc(Oe)
Max. Min. Max. Min.
>=836 >=10.5| >=955 >=12 350 318 44 40

2.5 Déleni materiall z hlediska magnetismu

Materialy a prostiedi mizeme rozdé¢lit dle relativni permeability (ur)na:

a) diamagnetické (ur<1)

Toto prostfedi magnetické pole lehce zeslabuje, jako ptiklad uved'me vodu,

inertni plyny, rtut’, zinek, plasty, supravodice a dalsi.

magnetické prostfedi je jimi mirné zesilovano, jako ptiklad uved'me plynny kyslik,

b) paramagnetické (ur>1)

Atomy tohoto prostfedi maji ve valencni vrstvé méné nez 4 elektrony a vnéjsi

paladium, vanad, hot¢ik, sodik, rizné prechodné kovy, aktinidy a dalsi.

momenty jsou nahodile uspofadany a nejsou magnetické, vnéj$i magnetické pole natoci
celé magnetické domény, coz se projevuje velkym zesilenim magnetického pole a
zpravidla 1 zmagnetovanim materidlu. Tyto latky se mohou pfeménit v paramagnetické

naptiklad pti dosazeni Courieovy teploty a jejich pfedchozi zmagnetovani je zruSeno.

c) feromagnetické (ur>>1) rradove 100 - 100 000x

VnéjSi magnetické pole je timto prostfedim zesilovano, vlastni magnetické

Mezi tyto latky fadime Zelezo, kobalt, nikl, gadolinium, jejich slitiny a dalsi.

~ 14 ~




Obrazek 2: Mozné usporadani magnetickych momenti, paramagnetické(vlevo),
feromagnetické (vpravo) [3]

2.6 Hysterezni smycka
Hysterezni smycka nam graficky demonstruje zavislost magnetické

indukce (§) a intenzity magnetického pole (ﬁ) v zavislosti na vlastnostech dané latky.

Ke zjednoduSeni vysvétleni si uved’'me piiklad hysterezni smycky pro
dlouhou valcovou civku s feromagnetickym jadrem. Pokud budeme v uvazované civce
zvySovat proud z nenulové hodnoty, bude se magneticka indukce zvySovat v zavislosti

na zvysujici se intenzit¢ magnetického pole.

Kiivka s oznacenim 1 na obrazku (3) odpovida kiivce prvotni magnetizace. To
znamend, ze magneticky neutralni predmét byl vlozen do magnetického pole, v naSem
pfipad¢ do valcové civky protékané elektrickym proudem. Se zvySujicim se proudem
Vv civce a zéaroven se zvySujici se intenzitou magnetického pole H uvnitt civky se
zvySuje 1 magneticka indukce. Postupujme po grafu z bodu 0, dokud se nedostaneme do
bodu K, jez odpovida magnetickému nasyceni latky. V okamziku nasyceni jsou viechny
magnetické domény soub&zné usporadany ve sméru vektoru intenzity magnetického
pole H Vv okamziku, kdy zacneme zmenSovat intenzitu magnetického pole, v nasem
pfipad¢, sniZovanim proudu v civce, budeme se posouvat po kiivee KL. V okamziku
kdy je intenzita magnetického pole nulovd a zlstane ndm zbytkovd (remanentni)
magnetickd indukce E, hovofime o zmagnetizované latce, ¢i té€lese. Zménime-li vektor
intenzity magnetického pole, obratime smér proudu v civce, a budeme ho nadale
zvétsovat (v opacném smeéru nez byl pivodni), velikost magnetické indukce se bude

zmenSovat.
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V okamziku dosazeni hodnoty intenzity magnetického pole HTC mluvime 0
koercitivni magnetické sile, sila potfebna k demagnetizaci, snizeni ¢i zruSeni
magnetické indukce. Pokud budeme pokracovat ve zvySovani intenzity elektrického
proudu, dosahne bodu nasyceni N. V ten okamzik jsou vSechny magnetické domény

zmagnetovany opacné, nez byly v bodé K.

Poté budeme intenzitu magnetického pole snizovat, az se dostaneme do
bodu P, kde obratime intenzitu magnetického pole, opét zménime smér proudu v civce,

az se dostaneme do bodu K, ¢imz uzavieme hysterezni smycku.

Hysterezni smycka (KLMNOPQK) popisuje magnetickou hysterezi. Diky
hysterezni smyc¢ce jsme schopni urcit hodnoty E (remanence — zbytkové magnetizace)

a Fr) (koercitivity). Proto je dulezitou charakteristikou feromagnetickych latek.
Latky lze dle tvaru hysterezni smycky rozdélit na dvé zékladni skupiny

a) magneticky tvrdé
Maji hysterezni smycku Sirokou (vysokou hodnotu B_r)) a po ukonceni ptisobeni
vnéjstho magnetického pole zlstavaji naddle zmagnetovany a jsou, nebo se chvili

chovaji se jako permanentni magnety (slitiny zeleza a vzacnych kovi, ocel s vysokym

obsahem uhliku).

b) magneticky mékké
Jejich hodnota B, je nizka, smycka je uzka, jsou lehko zmagnetovatelné a po
vymizeni vnéjStho magnetického pole jejich vlastni magnetické pole témétr zanika

(magnetofonové pasky, VHS, diskety).

Vysoka remanence je vyuzivand u zaznamovych médii, jako jsou magnetické
pasky ¢i disky. Zaznam vznikd zmagnetovanim jednotlivych zrnek materidlu a je
zadouci aby si sviij stav uchovaly i po vymizeni magnetického pole. Nizka remanence
je naopak zadouci u raznych relé, jader elektromagnett ¢i tlumivek, kde se za pomoci
sttidavého proudu rychle pfemagnetovavaji, a vysoka remanence zpusobuje nechténé

ztraty.
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Obrazek 3 : Priklady hysterezni smy¢ky [4] [5]
2.7 Magnetické viastnosti a veli¢iny

a) Intenzita Magnetického pole (ﬁ)
Vektorova fyzikdlni veli¢ina vyjadfujici mohutnost magnetického pole
Vv zavislosti na faktorech vytvarejicich toto pole, napt. elektricky proud, a nezavisle na

parametrech prostiedi.

B
Holdy

H= [Am™1]

b) Magneticka indukce (ﬁ)
Vektorova fyzikalni veli¢ina vyjadiujici silové G€inky magnetického pole na

pohybujici se Castice s ndbojem.

c) Magneticky tok ( ®)
Vektorova fyzikalni veli¢ina vyjadfujici Ghrnny tok magnetické indukce

prochazejici danou plochou, kolma na smér orientace silocar.

@ = BS[Wb, Tm?]
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d) Koercivita (H,)
Schopnost latky odolavat vnéjSimu magnetickému zdroji pfi zachovani vlastni
magnetické indukce, velikost intenzity magnetického pole nutka ke zruseni magnetické

sily zmagnetované latky
Skutecnd — magnetické pole, pfi kterém je indukce v magnetu nulova

Vnitrni — intenzita pole, pfi kterém je celkova polarizace nula (vektory

polarizace individualnich domén se vzajemné rusi)

) Remanence (B,)
Schopnost udrzeni zbytkové magnetizace po odstranéni vnéjsiho magnetického

pole.

f) Permeabilita prostredi (u)

Skalarni veli¢ina popisujici prostupnost magnetického pole v prostiedi.
p=B/H[Hm !, TAm™]
relativni permeabilita vakua: p,=47107[TAm — 1]

g) Spin

Vnitini moment hybnosti elementarni ¢astice
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2.8 Hallav jev

Halliv jev vznika, pokud v magnetickém poli o indukci B protéka proud,
pohybuji se nabité Castice. Maji naboj g a rychlost v, pisobi na né Lorenzova sila
(rovnice 1,2), kterd je kolma krovin¢ tvoifenymi vektory B a ¥, orientovana

V pravoto¢ivém pohybu §roubu pii otddeni od B k B.
F = q(@B) ()
F = quBsina (2)

Kde a je uhel mezi vektory B a #. Maximélni hodnoty nabyva v ptipade, kdy je
sina. maximalni, coZ znamend Ze o je 90°, nositelé naboje se pohybuji kolmo

k magnetické indukci B.

Zakladni odvozeni 1ze demonstrovat na ptikladu kovu, kde jsou nositeli
naboje elektrony s nabojem g=e=-1,6*10"°C. Predstavme si vodi& tvaru tenkého pasu,
obrazek 4, tloustky d a Sitky a. Umistéme ho do homogenniho magnetického pole

orientovan¢ho ve sméru tloustky, viz obrazek 4, kde je soufadnd soustava. Smér osy

Z je ptifazen magnetickému poli o indukci B. Ve sméru osy X te€e konstantni proud |,

tudiz se elektrony pohybuji konstantni rychlosti ¥ ve sméru zaporné osy X.

Elektrony jsou ovlivnéné Lorentzovou silou, ktera je vychyluje ve sméru
zaporné osy Y a na ohraniCujici plose vodice (kolmé k ose Y, elektroda A) vytvareji
zaporny naboj. Elektroda B je o elektrony ochuzena a nabiji se stejné velkym kladnym
nabojem. Mezi elektrodami vznikéd elektrické pole intenzity ER mifici v zaporném
sméru osy Y. Toto elektrické pole piisobi proti Lorrentzové sile (2). Po velmi kratké

dobé& vznikne rovnovaha elektrické a magneticke sily a dojde k ustaleni stavu.
eE, = eBB > E, =¥B (3)

To, Ze mezi elektrodami, ve smeru zaporné osy Y, naméfime napéti je zpisobeno
indukovanym elektrickym polem. Toto pfi¢né napéti je Hallovym napétim Uy, které lze

vypocist z rovnice

Uh = aEh = aﬁB (4)



kde a vzdalenost mezi elektrodami (Sifka vodice).

Lorentzova sila Souradnicovy
F=-qvxB ; i E, E.. systém
B - o ! : '
y
v
% B X
b . | o2 ZI [/ ______________________
: |
B
b
| +—
* —> —o
|
|/ elektrodaA d
/ “ |
U=u,

Obrazek 4 : Ilustrace Hallova jevu, ktery pocita s takzvanym konvencnim
proudem [6]

Rychlost elektrond, vystupujici v rovnici (4) nelze pfimo méfit, pouze
odhadovat. Snadno ale zméfime protékajici elektricky proud I, pro ktery plati

nasledujici rovnice (5)
I =Si=adi=adgqnv (5)

kde S=ad je pficny prifez vodice a i je proudova hustota. Z rovnice (5) lze
vypodist rychlost elektrontt v=I/(adgn) a po dosazeni do rovnice (4) ziskame prakticky

vyraz pro Hallovo napéti

aBl IB |E
Uy=avB=adgn =gqnd =gnd (6)

kde, jak bylo jizZ zminéno, | je proud tekouci vzorkem, B je magnetickd indukce
magnetického pole rovnobézného s tloustkou vodice, d je tloustka vodice,

g=e=-1,6*10"°C je naboj elektronu a n jejich objemova hustota & koncentrace.

Pokud jsou nositeli naboje elektrony, je Hallovo napéti zaporné. Pokud jsou

nositeli ,,diry*, je Hallovo napéti kladné.
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3 Escherichia coli

Patti do celedi Enterobakteriaceae, vyskytuji se jako kolonizatofi ve stievech
teplokrevnych zivocichti véetné ¢loveka, nachazeji se v pide, vodé i1 na rostlinach. Dalsi
znamé jsou napiiklad rody Salmonella, Shigella a pro nas vice zajimavy rod
Escherichia. Clovéku je prospé&$na, protoze produkuje kolociny (antibioticky uginek),
které zabranuji rozSifeni patogennich bakterii. Dale se podili na vyrobé vitamint
(naptiklad vitamin K). Endopatogenni Escherichia coli (EEC) zpisobuje prijmova

onemocnéni.

Vyzkumy na bakteriich rodu Escherichia coli jsou provadény, protoze
jeji ziskani neni nikterak slozité a mnozeni taktéz ne. Patfi mezi nejvice prozkoumané
mikroorganismy a je pouzivana jako modelovy organismus pii genetickych,
biochemickych 1 fyziologickych vyzkumech a studiich. Je prvnim druhem, u kterého
byla pozorovdna a prozkoumdna konjugace bunék a pieddni genetického materidlu.

Podrobné byly prozkoumany chromozomy této bakterie i jejich bakteriofagy.

Escherichia coli jsou gramnegativni nesporotvorné bakterie tvofici
ty¢inky. Na povrchu buriky se vyskytuji dva druhy fimbrii. Diky prvnimu typu se
dokazi pfichytit na hostitelskou sliznici a posléze kolonizovat jeho stfevo. Slouzi také
k pohybu. Téchto bi¢ikti jsou na jedné butice stovky. Jsou vysoce antigenni. Druhy typ

se nazyva sex pilli a slouzi pii konjugaci.

Vnéj$i membrana je pokryta liposacharidem a je sloZena z lipidové
dvojvrstvy, kde je ulozeno velké mnoZstvi membranovych proteini. Mezi které patii
poriny, které maji funkci transportnich kanalt mezi vnitinim a vnéjSim prostredim.
Teémito kandly jsou pfemistovany metabolity ¢i vitaminy. V periplazmatickém prostoru

se vyskytuji proteiny vadzajici aminokyseliny, cukry ¢i enzymy degradujici antibiotika.

Bunécnd sténa je tvofena tenkou vrstvou peptinoglykanu, ktery udava
rigidni tvar bunky. CytoplazmatickA membrana se sklada z proteint (70%),

lyposacharidi a fosfolipidi.

Cytoplazma bakterialni buiikky je viskézni vodny roztok obsahujici
rozpus$téné organické i anorganické latky. Obsahuje velké mnozstvi rybozomt, diky niz

je umoznéna rychlé proteosyntéza a déleni burky.
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Escherichia coli je fakultativné anaerobni chemoheterotrofni bakterie,
coz znamend, ze k metabolismu podminéné nepotiebuje kyslik a vyuziva kvasny
metabolismus (fermentace). Je schopna vyuzit jako zdroj energie mnoho aminokyselin,
ale nejrychlejsi rust vykazuje na glukose. Bez pfitomnosti kysliku ji zpracovava za
vzniku laktatu ¢i ethanolu. Za aerobnich podminek je glukdza rozstépena az na oxid

uhlic¢ity a vodu.

Doba vyvoje jedné generace je za idealnich podminek asi 20 minut.
Idealni teplota pro tuto bakterii je 37°C, ale ptezivaji Vv teplotach v rozmezi od 8°C do

48°C. Bakterie pieziji pti koncentraci pH od 4,3 do 9,5 pii ¢emz idedlni pro n¢ je

rozmezi 6,0 - 8,0.

Z 1ékatského hlediska se vyuzivala Escherichia coli naptiklad pii vyrobé
inzulinu. Bakterie byla pro tento zamér geneticky modifikovana. Jiné produkty
rekombinantni bakteri jsou naptiklad interferony alfa, gama, interleukin-2, lidsky
rustovy hormon, aminokyseliny jako L-valin a dalsi. Jako kone¢ny produkt se k ndm
dostaly ve form¢ IéCiv rekombinantni hormony jako parathormon ¢i kalcitonin.
Escherichia coli stoji také za vakcinou proti lymské borelioze v USA. Dalsi jeji vyuziti,
krom jiz zminénych, bylo pii vyrob¢ indiga (primyslového barviva). Primarné se jako
vychozi produkt pouZzival indol, ¢i amynokyselina L-tryptofan, ale diky rekombinované
Escherichia coli se jako vychozi produkt mohla pouzivat glukosa. Vyhoda byla v

ekologické nezavadnosti.

Pokud se Escherichia coli vyskytuje mimo fyziologicky ur¢ené misto, ve
sttevech organismi jako soucast stfevni mikroflory, plisobi patogenné. Pii vyskytu v
krvi miize byt pFi¢inou bakterémie. Casto zpiisobuje nasokomiélni infekce, jejichz 1é¢ba
je feSena antibiotiky. Vzhledem k tomu, Ze mé Escherichia coli kratkou genera¢ni dobu,

miZe se u ni velice rychle vyvinout rezistivita na antibiotika.
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Obrazek 5 : Escherichia coli pod mikroskopem [7]

3.1 Gram negativni bakterie

"Sténa gramnegativnich bakterii se sklada z tenké vrstvy peptinoglykant
bez teichovoové kyseliny a z tzv. vnéj$i membrany, jez obsahuje fosfolipidy, strukturni
1 enzymové proteiny, lipoproteiny a liposacharidy. Mezi vnéjsi membranou a
peptinoglykanovou vrstvou je tzv. periplazmaticky prostor. Nékteré lipoproteiny tvofi
vybézky smérem k peptinoglykanové vrstvé a jsou s ni spojeny kovalentni vazbou. Ve
fosfolipidové vrstvé jsou hydrofilni tunely (pory), tvotené triméry bilkoviny zvané
porin. Tyto pory zasahuji pies periplazmaticky prostor az k peptinoglykanu, k némuz je
porin pevné vazan."

Diky lipidim v jejich sténé jsou odolnéjsi viici aniontovym povrchové aktivnim
latkam, jako jsou mydla, zlucové kyseliny, alkylsulfaty a dalsi. Odolnost vii¢i zlu¢ovym

kyselinam umoziuje vyskyt bakterii ve stievnim traktu savce. Toho se vyuziva v praxi

na selektivnich Zivnych piidach pro stanoveni bakterii v potravinach ¢i vodé.
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Obrazek 6 : Sténa gram negativnich bakterii [8]

3.2 Vliv magnetického pole na Escherichia coli

Biologicky efekt nizkofrekvenéniho pole na organismy byl jiz mnohokrat
studovan, ale vliv statického magnetického pole (static magnetic field-SMF) ziidka kdy,
s nejednozna¢nymi vysledky a zavéry. Pfedmétem studii byvaji buiky, tkané ¢i celé
organismy K otestovani zivotaschopnosti, proliferaci, otestovani enzymd, transportu
iontd ¢i zkoumani pifepisu genetické informace. Magnetické pole bychom si
z biologického hlediska mohli rozdélit na slabé (<ImT), stiedni (1mT-1T), silné (1T-
5T) a extrasilné (>5T).

Vychézeli jsme predevsim z védeckych ¢lankd, které se touto problematikou
zabyvaly. Védci se zabyvali testovanim zivotaschpnosti tvofeni novych kolonii (colony
forming unit- CFU ) Escherichia coli, ktera byla vystavena SMF riizné intenzity a doby
expozice. Zaver byl takovy, ze s delSi dobou expozice magnetu a s rostouci teplotou

byla tato schopnost nizsi.

Relativni pocet CFU je definovan jako pocet CFU, které byly vystaveny
magnetu vuci poctu CFU, které magnetu vystaveny nebyly. Dosli k zavéru, Ze CFU se
exponencialné snizovala s dobou expozice a s delsi dobou expozice se zpomaloval i
klesajici trend. Z tohoto by se dalo usuzovat, ze SMF negativné¢ ovliviiuje rist a
mnozeni bakterii, nebo Ze dokaze zahubit velké mnozstvi bakterii v pocate¢ni dobu
expozice. Nasledné se relativni pocet CFU prestal snizovat. To lze pfipsat schopnosti

adaptace na magnetické prostredi.
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Pti vyssich teplotach klesal index CFU. Z ¢ehoz Ize usuzovat vyssi citlivost na
magnetické pole pfi zvySené teploté. Robert Rosen vytvofil membranovou teorii. Dle
této teorie ma SMF vliv na zivé organismy diky diamagnetickym vlastnostem
fosfolipidové membrany. Pteorientovdni fosfolipidovych molekul b&hem expozici
magnetického pole zplisobi deformaci iontovych kandli, které jsou v membrané
obsazeny, ¢imz se zméni jejich aktivacni kynetika. VyS$$i teplotou vybudime
uhlovodikové fetézce k rotaci, ¢imz dojde k pfeorientovani fosfolipidové membrany.

Diky tomu ma SMF vétsi vliv za zvySené teploty.

Pro ucely vyhodnoceni byly buiiky podrobeny TEM a SEM (transmisni
elektronové mikroskopii, scan elektronové mikroskopii). Z obrazka je patrny rozdil,
mezi bunikami, které byly vystaveny SMF a které expozici nepodléhaly. Hladkost a
celistvost bun€k oproti deformaci jak tvarové tak strukturni. Nejvice patrné je to na

koncich bunék.

T e e

Obrazek 7 : TEM snimKy, viditelné po§kozeni na snimcich d, e, f, snimky a, b, ¢
byly bez pos$kozeni, nebyly vystaveny SMF [9]
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Obrazek 8 : Viz Obrazek 8, snimky SEM [9]

Rosenova teorie neni jedina existujici. Z diivéjSich publikaci se mizeme
dozveédét také o teoriich zahrnujicich mechanismus iontové interference, ktera bere
Vv potaz vazbu iont-proteinovych komplexu a mozny vliv SMF. Dalsi velmi rozsifenou
je teorie, ktera bere v potaz vliv SMF na vznik volnych kyslikovych radikald, jeZ jsou

velmi reaktivni a s nejvétsi pravdépodobnosti budou poSkozovat buiiky.

Pokud byla Escherichia coli vystavena nehomogennimu magnetickému poli, jeji
viabilita zna¢né poklesla v porovnani se Zivotaschopnosti v homogennim magnetickém

poli. Vliv expozice je také velmi odliSny v zavislosti na fazi vyvojového cyklu bakterii.
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4 Rhodococcus erythropolis

Rod Rhodococcus se tadi mezi nokardioformni aktinomycety. Tyto
bakterie netvofi vytrusy, jsou nepohyblivé, jejich sténa obsahuje silnou vrstvu
peptinoglykanu, je gram pozitivni. Tvoii vlakna, ktera se po zamichani rozpadaji na

kokovité bunky, které se opé€t rozristaji na silné vétvené mycelium.

Vyskytuji se jak v pudé, tak i ve vodé, jsou klasifikovany jako jedny z
organismy jsou chladnomilné a mezofilni (vyhovuje jim stfedné vlhké prostiedi). Riizné
kmeny Rhodococcus obsahuji enzymy, které provadéji biologicky vyznamné reakce,
jako je biodesulfurizace (sniZzeni obsahu siry-naptiklad u uhli) fosilnich paliv, degradace
polychlorovanych bifenylt (PCB) a vyuzivaji Siroké skaly dalSich organickych latek
jako zdroje energie, proto hraji dulezitou roli v globalnim métitku pti recyklaci uhliku.
Kromé¢ toho se pouziva jako biokatalyzator pfi zpracovani fosilnich paliv, bioaktivnich
steroidii ¢i akrylamida. Produkce dioxygenazy Rhodococcem pro degradaci PCB je
latek. Schopnost Rhodococca pro pouziti v bioremediatorech mtize mit zasadni vyznam

pro dekontaminaci znecisténé pudy a vodnich tokd.

Neékteré druhy jsou schopny vyuzivat alifatické 1 polycyklicke
uhlovodiky, nitrované aromatické slou€eniny, pyridin, steroidy, benzoat, tenzidy 1
nékteré pesticidy. Podili se 1 na rozkladu ligninu a humovitych kyselin. produkuji

enzymy, které slouZi pro transformaci xenobiotik .

Xenobiotika jsou syntetické toxické latky, které se do prirody dostaly
zamérné, €1 jejich pretrvani v ptirod¢ je delsi nez 15let, jako pfiklad mZeme uvést
polychlorované difenyly (insekticid DDT) ¢i rGzné pesticidy na béazi naftalenu,
neptiznivé pusobi na cely ekosystém nebo mohou byt karcinogenni za xenobiotika se

nepovazuji, pokud jejich perzistence nepfesahne jedno vegetacni obdobi).

Polychlorovany difenil se hromadi v biologickém materialu- lipidech, v
kazdém potravinovém fetézci jejich koncentrace vzroste zhruba 10x, takze ¢lov€k miize

mit v tkanich koncentraci téchto latek zhruba 1000 ¢i 10000 nasobek nez je v pude)
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Xenobiotika jsou také herbicidy, fungicidy, detergenty a v urcitém
smyslu i ropa a jeji produkty. Mnohé xenobiotika (benzoaty, jeho estery, aniontové
detergenty) jsou pro riizné bakterie toxické, ale pro rod Rhodococcus mohou slouzit
jako zdroj energie a uhliku a mohou byt rozlozeny az v CO2 ¢i H20. Jind xenobiotika
jsou metabolizovana jen za pifitomnosti jinych uhlikatych sloucenin a to jesté neuplné.
V nékterych ptipadech je bakterialni metabolit pro zivocichy toxictéjSi nez pivodni

pesticid.

Rhodococcus nejprve metabolizuje aromatické podklady okyslicovanim
aromatickych kruht, ze kterych vytvoii diol. Kruh je nasledné St€pen a metabolizovan.

Dtive byl rhodococcus pouzivan pii chemické syntéze indenu, ptredchiidce 1€éku na
AIDS.

Rod Rhodococcus jesté neni fadné prozkouman a charakterizovan. Proto
muze byt spousta kment chybné¢ zatfazena mezi rhodococcy i pies to, Ze jsou pouzivany
pfi ruznych studiich.
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Obrazek 9 : Rhodococcus erythropolis [10]
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4.1 Gram pozitivni bakterie
"Hlavni slozkou bunécné stény grampozitivnich bakterii je silné
peptinoglykanova vrstva, ktera je jako tmelem vyplnéna tzv. teichoovou kyselinou.
Zakladem teichoové kyseliny je u nékterych bakteii polyglycerolfosfat, u jinych
polyribitolfosfat. Teichoova kyselina je vazdna kovalentni vazbou na muramovou

kyselinu a pfedstavuje az 50% suSiny bunécéné stény grampozitivnich bakterii."

Gram +

> bunééna

sténa

) )

ngiptatataty
‘0.’.

bW i T

membranové proteiny cytoplazma

7y

|

)

——
-
S 3

Obrazek 10 : Sténa gram pozitivnich bakterii [11]
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5 Vyuziti magnetického pole v primyslu
Vyzkumy vlivu magnetickych poli na bakteriich primyslového rozsahu nejsou
rozsifené. Zkouma se predevsim vliv elektromagnetického pole, protoze jeho vyskyt je
mnohem rozsifenéj$i. LZze fici, Ze snim pfichazime do kontaktu kdekoli. At se
piepravujeme vetfejnou hromadnou dopravou, tramvaje, trolejbusy, ¢i kdekoli jinde,

protoze, tam kde se nachazi zdroj elektrické energie, nachazi se i magnetické pole.

Studie zaméfené na toto téma se zabyvaji pfedevSim Skodlivymi vlivy téchto
poli. Nejsou zaméfeny pouze na konkrétni druh mikroorganismt a nezkoumaji celkovy
vliv poli. Zajimaji se pfedevSim o to, jakd je maximalni moznd hranice intenzit
elektromagnetického pole, ktera nebude negativné plsobit na organismy. Hlavnim
objektem zkoumani je samoziejmé ¢lovék a jedna se predev$im o hygienické limity

expozic, kterym muze byt vystaven naptiklad v zaméstnani.

Pokud se zaméfime pouze na magnetické pole a jeho aplikace v primyslu,
ziskame informace a magnetickych upravnach vody. Na toto téma bylo napsano mnoho
studii, ale védci se neshoduji na zakladnich ani vyslednych poznatcich. Studie si
navzéjem protifeci a jsou spiSe vyvraceny nez potvrzovany. Zaver z téchto poznatkl je
pouze takovy, Ze se jedna spiSe o zpusob jak vydélat penize, nez upravit tvrdost vody a

zlikvidovat bakterie.

Pokud by celkovy vyzkum potvrdil pozitivni vliv magnetického pole na nami
pouzité mikroorganismy, znamenalo by to obrovsky uspéch. Vyzkoumani vhodné
intenzity magnetického pole spolu s idedlni dobou piisobeni by mohlo znamenat pro
Cisticky odpadnich vod neuvéfitelny pfinos. Nemuselo by se investovat do drahych
zafizeni pro zefektivnéni ucinnosti. Stailo by pouze vytvofit vhodné magnetizacni

zafizeni.

Na bakterie by se pusobilo vhodnou intenzitou po spravnou dobu a mohli
bychom zrychlit jejich rast napiiklad na povrchu nanomateriali. Nanomaterial by byl
vhodny pifedevsim z hlediska zvétSeni povrchu pro biofilm, pfi zachovéani plvodni
technologie. Zaroven bychom celkové urychlili zavedeni nové technologie, protoze
nariist biomasy by byl pozitivné ovliviiovan a zrychlen. Pokud by doslo k nehod¢, pii
které by byl biofilm ¢i samo zafizeni poskozeno, vyména a znovu zprovoznéni by bylo

také urychleno.
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Prakticka cast

6 Nami sledované magnetické pole

6.1 Permanentni magnety
Dnesni neodymové permanentni magnety, které jsou bézné k dostdni dosahuji
magnetické indukce okolo 600mT tésné na povrchu. Problém je ten, Ze indukce vyrazné
klesd se vzdalenosti od magnetu a neni ve vSech mistech konstantni, nedosdhneme
homogenniho pole. Toho lze docilit nékolika upravami. Napiiklad u pokusu s Petriho
miskami se vyuzilo toho, Ze byly magnety umisténé v jedné ose, poly k sob¢ tak, aby se

ptitahovaly a vyslednd intenzita magnetické indukce tim byla zesilena.

Zesileni magnetického pole docilime i tim, ze umistime n€kolik magneti na
sebe. Jako idedlni se jevi vyuziti pfipravku z vhodného materidlu, ktery bude uzavirat
magnetické pole do sebe. Pokud bychom si znazornili silo¢ary, jevili by se nam jako

uzavieny kruh prochdzejici ptipravkem. Viz dale.

6.2 Petriho misky s magnety

Pti vyzkumech na Escherichi coli byly magnety, krom jiného, umistény pfimo
na Petriho miskach. Tento jednoduchy pokus byl pouzivan z pocatku k vytvoteni
pfedstavy o mozném vlivu magnetického pole. Jeho intenzita se ménila vkladanim

desticek mezi Petriho misky a magnety.

Obrazek 11 : Simulace pole magnetu (400mT),Comsol [13]

~ 32 ~
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Obrazek 12 : ,,Podkova®“ — ocelovy pripravek pro zesileni a homogenizaci
magnetického pole [13]

Zobrazeny piipravek je vyroben z oceli. Slouzi ke stahovani silocar

z okoli a jejich uzavirad do smycky. V mezete, kterd je na ¢asti pripravku, jsou umistény

permanentni magnety. Mezi né byl umistovan vzorek a jak je vidét na obrazcich 13 a

14, hodnota magnetické indukce je témét konstantni, diky tomu je vzorek vystavovan

ve své ploSe stejné intenzit€ magnetického pole. Jeho intenzitu Ize ménit vzdalenosti

magnetl. Pii mezefe 2cm vznikne téméf homogenni magnetické pole o intenzité 0,4T.

Ptipravek je navrzen tak, aby magnetické pole nemuselo byt tvofeno
pouze permanentnimi magnety. Na dalSi pokusy bylo pocitano s vytvofenim valcové
civky. Pfi ¢emz by hlavni vyhoda spocivala v plynulé regulaci intenzity magnetického
pole pouze pomoci zmény protékajiciho elektrického proudu a mozZnosti toto pole

Vv libovolnych intervalech zapinat a vypinat.

Magnetické pole se po takovychto upravach velice obtizné analyticky pocita.
Lze ho vSak simulovat pomoci metody kone¢nych prvkta (MKP), v nasem ptipadé

pomoci softwaru COMSOL.
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Obrazek 14: Simulace magnetického pole, detail, Comsol [13]
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Obrazek 15 : Simulace magnetického pole, pohled -

z boku, Comsol [13] >
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Ovéfeni skutecné hodnoty magnetické indukce ve vzduchové mezete Ize

provadét pomoci jednoosé sondy umisténé na 2d ramenu s posuvem V rovin¢€. Toto
rameno je automaticky ovladano ptes PC.

Obrazek 16 : Méfeni magnetického pole pomoci jednoosé sondy [13]

V tomto piipad¢ magneticka indukce byla métena uprostted vzduchové mezery

(1cm). Z namétenych hodnot se pak zrekonstruovala mapa magnetické indukce pomoci
softwaru MATLAB.
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Obrazek 17 : Rekonstrukce mapy magnetického pole, Matlab [13]
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7 Escherichia coli v praxi

Prvni organismus, na kterém byl provadén vyzkum byla jiz zminénéd bakterie.
Jeji uchovavani bylo provadéno na Petriho miskéch na zivném médiu, agaru. V naSem
piipadé na Tergitolu 7, jez je selektivni Zivnou ptdou, rostou na ni pouze urcité druhy
organismu. Vyhodou tohoto agaru je, ze pokud je ,.Cerstvy* a plny zivin, ma zelenou
barvu. V okamziku, kdy jsou Ziviny vyCerpany, zméni svoji barvu bud’ na modrou ¢i
zlutou. Zmodrani agaru je zndmkou toho, Ze produktem metabolismu bakterii jsou
zasadité latky. V druhém piipad¢€ se jedna o bakterie, které¢ produkuji kyseliny. V nasem
pripadé Escherichia coli se jednd o laktat, coz je stl kyseliny mlééné za anaerobnich
podminek, za aerobnich podminek rozklada ziviny az na CO; a ptida zméni barvu na

zlutou.

7.1 Odbér bakterii do banky

K odbéru bakterii z ploten jsme pouzili jiz sterilni a vychladlou klicku. Samotné
kolonie Escherichia coli na klicce jsme rozptylili v sojovém bujonu v Erlenmeyerové
bance, postup byl nastudovan z knihy: Mikrobiologické praktikum, Frantisek Kapralek,
UK v Praze, Karolinum, r. 99. Kli¢kou se bakterie nanesou na sténu baniky a postupné
se vmyvaji do roztoku, abychom docilili dokonalého rozptyleni bunék a neutvofily se
nam shluky. Na baiiku se poté umisti zatka z hlinikové folie, aby byla zajiSténa sterilita
a do banky se nedostala cizi télesa. Nasledné se na tiepacce banka fadné promicha a je

vlozena do inkubatoru, kde je ohfata na teplotu 37°C.

7.2 Vliv SMF na dynamiku rastu a mnozeni bunék
Snahou bylo zjistit, jakym zptisobem ovliviiuje magnetické pole bakterie. Jejich
rust, mortalitu a mnozeni. Byly pouzity rizné zplsoby umisténi magnetl, rizné zivné

pudy a rozdilné intenzity magnetického pole.
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V prvni fadé se sledoval vliv magnetického pole na celkové mnozstvi bunék
v pribéhu ¢asu. Bakterie Escherichia coli byly suspendovany v Erlenmeyerové baice
V kapalném mediu, sojovém bujonu. Bailka byla umisténa v inkubatoru pfi teploté 37°C.
Na ob¢ strany banky byly umistény permanentni magnety, které vytvorili magnetické
pole o intenzité¢ 30mT. V pravidelnych intervalech byly z banky odebirany vzorky, u
kterych se vyhodnocovala optickd densita na spektrofotometru. Tento zplsob
vyhodnocovéni byl vybran vzhledem k tomu, Ze je ukazatelem objemu biomasy ve
vzorku. Soubézné s odbérem vzorkd, které byly ovlivnény magnetickym polem, byl
provadén slepy test. Z grafu je patrné, Ze magnetické pole o intenzit¢ 30mT mirné

negativné pusobi na rist bun¢k
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Obrazek 18: Graf 1: Vliv magnetického pole na mnoZeni bakterialni populace
(30mT) [13]
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7.3 Adaptace bakterii
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Obrazek 19 : Graf 2 : Adaptace bakterii po odstranéni magnetického pole po 3
hodinach (30mT) [13]

Dalsim krokem bylo sledovani vlivu nehomogenniho magnetického pole na
pocet zivych bun¢k. Bakterie byly nejdiive adaptovany v inkubatoru po dobu 3 a 20
hodin. Nasledn¢ byl bujon s adaptovanymi bakterie rozdélen do nékolika zkumavek, ke
kterym byly pfilozeny permanentni magnety. Magnetické pole dosahovalo intenzity
250mT, pii ¢emZ vzorky mu byly vystaveny 30, 60, 120 a 180 minut pii laboratorni
teploté 22°C. Z kazdé zkumavky byl po 180 minutach odebran vzorek, natedén a vyset
na Petriho misky. Zbyly sojovy bujon byl uchovan v termostatu a po 20 hodinach byly

odebrany vzorky, které byly zpracovany stejnym zptisobem.

Vysledky testi neprokazali nijak vyznamny vliv magnetického pole. Rozdil
mezi slepymi vzorky a vzorky umisténymi v magnetickém poli je vzhledem k chybé

méfeni zanedbatelné.

~ 38 ~



06 Adaptace 20 hodin
0,5
§O,4 P Y —%
-
0,3
0,2 T T T T 1
0 30 60 .90 120 150
¢as [min]

Obrazek 20 : Graf 3 : Adaptace bakterii po vyjmuti z magnetického po 20
hodinach [13]

7.3.1 Redéni

Z banky odebereme 1ml piivodniho vzorku a pfiddme 9ml destilované vody, tim
padem mame prvni fedéni. Druhé fedéni provedeme tak, Ze odebereme 1ml jiz fedéného
vzorku a pfiddme 9ml destilované vody. Ud¢lali jsme druhé fedéni. Takto (1+9 ml)
pokracujeme do pozadovaného fedéni. Kazdy vzorek ptfed odebranim naSeho 1ml
musime fadné protiepat, abychom kolonie rozptylili a odebrali vzorek obsahujici
primérné mnozstvi bakterii. Pokud tak neucinime, mlize se ndm stat, ze na plotnu
vysejeme ¢ast vzorku, ktery nebude obsahovat primérnému mnozstvi mikroorganismdi,
nebo, ve Spatném piipadé¢ odebereme kapalinu, kterd nebude obsahovat zadné zivé

bakterie a na Petriho miskdch ndm nevznikne jedina kolonie.

Mam T 1m T am Jl1m L am il 1m
sample of 9 ml 9ml 9ml 9ml 9 ml 9ml
E.coli 0.iml) 01ml /) 0.1ml

over
400

Obrazek 21 : Postup p¥i Fedéni vzorku [12]
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7.3.2 Vysévani

Po nafedéni vzorku ve zkumavkach odebereme vhodné mnozstvi kapaliny (v
naSem piipadé 1ml) a vysejeme na plotnu. Poté sterilovanou hokejkou fadné¢ rozptylime
po celém povrchu misky. Pokud tak neu¢inime fadn¢, vznikne ndm jednolita vrstva na
vétsi plose Petriho misky (obrazek 33). Poté misky umistime dnem vzhiru, aby
nedochazelo ke kontaminaci prostiedi a k vysychéni agaru. V naSem piipadé celkem 16
Petriho misek. Vzdy cCtvefice, slepy test a vzorek ovlivnény magnety, paté a Sesté
fedéni. Odbér vzorku v ¢asovém horizontu 0 minut, 2 hodiny, 4 hodiny a 6 hodin pfi
pusobeni magnetu. Misky vkladame spolec¢né do igelitového pytliku a nasledné ulozime
do termoboxu, kde dojde k naslednému ristu bakterii, jez budou po cca 24 hodinach
vyhodnocovany. Byly odecteny pocty kolonii, jejich velikost a tvar, vytvofeny grafy a

Zavery.

8 Rhodococcus erythropolis v praxi

Jak bylo jiz zminéno, tato bakterie byla vybrana diky svym degrada¢nim

schopnostem ekologickych polutanta.

Tyto bakterie byly uchovévany, mnoZzeny a zkoumany na kapalnych mediich.
Jako hlavni zdroj ,,potravy* jim bylo doddvdno BSM mediu a fenol. Fenol byl vybran,
protoze ho Rhodococcus zpracovavd a my jsme schopni meéfit jeho koncentraci pii
odebrani malého mnozstvi kapaliny. Pro toto méfeni jsme pouzivali spektrofotometr a
fenolové testy. Druhym zkoumanym markerem byla absorbance kapaliny, ve které byly
rozptyleny tyto bakterie. Celkové mnozstvi bunék, jak zivych tak mrtvych, v suspenzi
zivného média. Samotny zasobni roztok s bakteriemi byl uchovavan na tfepacce, aby

nedoslo k usazeni bakterii na dn¢ a jejich nasledné zhoubg.

8.1 Spektrofotometrie
Princip spektrofotometru je relativné jednoduchy. Pouzijeme zdroj svétla, pokud
potfebujeme vlnovou délku v UV spektru, bude pouzita deuteriova zarovka. Svétlo
projde skrz optickou mtizku, jejimz naklonénim se docili pozadované vinové délky. Na
konci soustavy je detektor, ve vétSiné ptipadi fotodioda, kterda méfi intenzitu zareni,
které vychazi ze vzorku, porovnd ho s kalibraénim vzorkem, kyvetou naplnénou

destilovanou, demineralizivanou vodou, a spoc¢ita absorbanci.
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Toto zafizeni jsme také pouzivali pro vyhodnocovani koncentrace fenolu.
Pouzivali jsme fenolové testy, kdy jsme do kruhové kyvety, do které jsme dali malé
mnozstvi aktivni latky ¢.1, pridali pfedepsané mnozstvi vzorku, nechali plsobit 2
minuty, poté pfidali aktivni latku ¢.2 a nechali opét 2 minuty. Po 4minutach byl vzorek
pfipraven na vlozeni do zafizeni, které si nacetlo ¢arovy kdd, nastavilo pozadovanou
vlnovou délku a provedlo proceduru méfeni. Poté nam na vystupni obrazovce vypsalo

hodnotu koncentrace fenolu.

zdroj svétla

Obrazek 22 : Spektrofotometr — princip

[14] >

detektor

1 I
opticka

mfizka

8.1.1 Odbér na spektorfotometr
Na spektrofotometr byl odebiran vzorek v mnozstvi 3ml. Pii spekrofotometrii se
vzorek dava do specidlni hranaté kyvety, kterd ma dv€ protéjsi stény dokonale
vylesténé, protoze jsou prosvicovany svétlem o ndmi nastavené vinové délce. Vzorek
jsme nalili do kyvety, nastavili vinovou délku a odecetli hodnotu z displaye. Vzhledem
k mnozstvi vzorku jsme ho vraceli zpét do zkumavky, protoze jsme méli k dispozici jen
nekolik mililitrti tekutiny s bakteriemi. Tato procedura byla provedena jak u slepého

vzorku, tak u vzorku umisténého do magnetického pole.

Postup pii méfeni koncentrace fenolu byl podle postupu popsaného vyse. Jediné
uskali spocivalo v tom, Ze samotny vzorek obsahoval velké mnozstvi fenolu a byl mimo
rozsah méfeni. TudiZ se muselo objevit adekvatni fedéni vzorku destilovanou vodou,

abychom se dostali do méfitelného rozsahu koncentrace.

Tyto hodnoty jsme méfili u Cerstvych vzorkli a také u vzorkli po odstranéni
magnetického pole, abychom zjistili, zda li to na né mélo dlouhodoby efekt. Adaptace

vzorkll po odstranéni magnetického pole byla zkoumana pouze na absorbanci.
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8.2 Prace se vzorky Rhodococca
Préace v laboratofich s bakteriemi Rhodococca byla povazovana za nebezpecnou
a musely byt dodrzovany zakladni bezpecnostni pokyny jako je noseni rukavic,
popisovani vzorkl a dalsi. Predevsim kviili toxicité fenolu. Odbéry a vétSina méteni
probihala v chemické laboratofi. Odbér se provadél kazdé rano, priblizné ve stejnou
dobu. Byly odebrany vzorky k absorbanci a provedeny testy na koncentraci fenolu ve

vzorcich.

8.2.1 Koncentrace fenolu (intenzita pole 80, 370mT)
Za dobu, co jsem na projektu pracoval byla nasbirana data u Cétyf rdznych
intenzit magnetického pole. U vSech byly provadény slepé testy pro moznost porovnani.

Z dat byly vytvoteny grafy pro lepsi interpretaci méteni.

Vzorky odebirané k provedeni fenolovych testt mély jeho koncentraci pfilis
vysokou. Zafizeni ji nebylo schopno zméfit. Proto bylo nutné vzorky nejdiive nafedit,
aby obsahovaly zméfitelné mnozstvi této latky. Zaznamendavali jsme si zméfenou
koncentraci a poté ji dopocitavali. V nasledujicich grafech je znazorné€na koncentrace

fenolu v postupu péti dni, kdy byly vzorky vystaveny magnetickému poli.

magnetického pole, 80mT. Zcehoz lze ihned vyvodit zavér, Ze nizkad intenzita
magnetického pole nijak zavratné neptsobi. U vyS§i intenzity magnetického pole,
370mT, je widitelné, ze mél pozitivni vliv. Muzeme predpokladat ovlivnéni

metabolismus bakterii a snizeni koncentrace fenolu diky jeho zvy$ené konzumaci.

Druhym vychodiskem by mohlo byt ovlivnéni mnoZeni bakterii. Tim by se
vysvétlila cela kiivka. Magnetické pole ovliviiuje bakterie pfi mnozeni, které zrychluje.

Poté jejich zvySené mnozstvi ma i zvySenou konzumaci fenolu.

Pro ovéteni tohoto pozitivniho trendu by muselo byt zajisténo velké mnozstvi
zasobniho roztoku s fenolem, protoZe ho bakterie po n€kolika dnech spotfebovaly témét
vSechen. Velké mnoZzstvi roztoku by bylo potieba kvili tomu, Ze v okamziku ptidani
»Z1vin® v podobé& fenolu zahyne Cast bakterii. Fenol je toxicky i pro né. V tomto ptipadé
bychom postradali moznost testovat absorbanci, kterd nam dava informaci o mnozstvi

bunék ve vzorcich.
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Obrazek 23 : Graf 4 : Koncentrace fenolu ve vzorcich (0, 80, 370mT) [13]
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8.2.2 Absorbance (intenzita pole 80,370mT)
Absorbance ndm ukazuje, kolik je v kapalin€ rozptylenych castic. Bun¢k zivych
1 mrtvych, vzhledem k Castecné nerozpustnosti fenolu ve vodé¢ i1 casteCky fenolu.
Odebrany vzorek byl vzdy trochu zakaleny. Vyskytovaly se v ném vSechny zminéni

slozky.

Pti porovnani grafu absorbance a koncentrace fenolu se nabizi odpovéd’, ze je to
opravdu rychlym pomnoZenim bunck. Vyssi pocet bunék ve vzorku by vysvétloval
zvyseni absorbance. A zaroven vétsi pocCet bakterii ma vétsi konzumaci fenolu, coz

vysvétluje pokles kiivky na grafu koncentrace.

Pokud bychom piedpoklédali trend zvySujici se absorbance a snizujici se
koncentrace fenolu v ptipad¢ velkého mnozstvi zasobniho roztoku, lze konstatovat, ze
magnetické pole o intenzeté 380mT pozitivné ovlivituje dagradaci fenolu za pouZziti

bakterie rodu Rhodococcus.

s —_Absorbance(420nm)

1
s —f=0mT
Q
<05 8omT
=——370mT
0
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Obrazek 24 : Graf 5 : Absorbance ve vzorcich (0, 80, 370mT) [13]

8.2.3 Adaptace — koncentrace fenolu - po vyjmuti z magnetického
pole (intenzita pole 80, 370mT)

Vzhledem k tomu, Ze bakterie za par dni spotiebovaly téméf vSechen fenol,

museli jsme jim néjaky dodat. Poté byla zméfena jeho koncentrace a z namétenych dat

vytvofen graf.
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Opét vidime velkou podobnost mezi kiivkou nizké intenzity magnetického pole
a slepym vzorkem. U ktivky vyssiho magnetického pole lze predpokladat chybu méfeni,
kterou zptisobil lidsky faktor. ProtoZe je nemozné aby nasledujici den méfeni mél vyssi
koncentraci fenolu nez piedchozi. Lze usoudit, Ze po odstranéni magnetického pole je

schopnost degradace fenolu bakteriemi stejna, jako kdyby na né magnetické pole

predtim nepusobilo.

Zajimavé je, ze vzorek, ktery nebyl vystaven magnetickému poli projevuje vyssi
schopnost degradace fenolu, nez vystavené vzorky. Lze to pfipisovat faktu, Ze bakterie

ve ,,stresu’ proménlivych podminek a Iépe snesly ptidany fenol.

koncentrace - adaptace
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80 -
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40 == 80mT
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Obrazek 25 : Graf 6 : Koncentrace fenolu (adaptace, 0, 80, 370mT) [13]

8.2.4 Adaptace — absorbance - po vyjmuti z magnetického pole
(intenzita pole 80, 370mT)
Pii porovnani grafti absorbance a koncentrace fenolu lze usoudit, ze bakterie

v

absorbanci. Nékteré buiiky se mnozily, ale ptibyvaly mrtvé, které nikdo nekonzumoval,

a tim padem rostla absorbance.

U vzorku, ktery byl vystaven vyssi intenzit€¢ magnetického pole 1ze predpokladat
dobrou adaptaci s tim, ze dal$i generace jiz nenesou znamky ovliviiovani piedchozich

generaci magnetickym polem. Zda se, Ze jejich konzumace fenolu je konstantni a pocet

bunék roste.
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U slepého vzorku je viditelny nariist absorbance druhy den po pfidani fenolu.
Jak jiz bylo zminéno, pfipisuji to usmrceni bunck. Ale jejich absorbance se poté ustélila
a nasledn¢ rychle stoupla. Pii porovnani s grafem koncentrace fenolu musime

konstatovat, ze bakterie se rozmnozili a maji lepsi zivotaschopnost nez ostatni vzorky.
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Obrazek 26 : Graf 7 : Absorbance u vzorku (adaptace, 0, 80, 370mT) [13]

8.2.5 Koncentrace fenolu (intenzita pole 20, 210mT)
Pti dalSich pokusech byla intenzita magnetického pole zménéna, abychom

prozkoumali co nejsirsi skalu.

Z t&€chto testd vyplyva, Ze pouzitd magneticka pole maji mirn¢ pozitivni vliv na
bakterie, pfi konzumaci fenolu. Po nékolika dnech byl opét veskery fenol spotfebovan a

bakterie nemély z ¢eho ziskavat energii.

Pti porovnani kiivek OmT a 210mT u absorbance Ize vidét relativné vysoky
rozdil. Zda se, Ze v prvotni fazi po pfidani bakterii do nového média mé negativni vliv
na jejich viabilitu. Bakterie se kromé vysoké koncentraci fenolu musi vypotadat i
s vlastnostmi magnetického pole, které na né pusobi. V tomto piipadé je pokles
koncentrace fenolu relativné shodny. Lze predpokladat, Ze u vzorku na které ptisobilo

magnetické pole o indukce 210mT zplsobilo vétsi umrtnost téchto mikroorganismd.
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Nasledujici dny bylo u vsech vzorkli zaznamendno zvyseni absorbance, bakterie
se zadaly mnozit. Ctvrty den u vzorku s magnetickym polem o indukci 20mT lze
predpokladat chybu méfeni. Ackoli tento den meély zbylé vzorky témét shodnou
absorbanci, koncentrace fenolu klesala rychleji u vzorku, na které ptisobilo magnetické

pole.

Zaver je stejné nejednoznacny jako u piedchozich méteni. Musi se navrhnout
feSeni problému, které bude ve vétsim meéritku a bude zabezpeceno dostatecné mnozstvi
fenolu v roztoku pro nékolik dni, ¢i tydnt. V tom piipadé se dojde k jednoznaénéjsimu

vysledku a plisobeni magnetického pole by se mohlo vyuzit v Cistickach odpadnich vod.

Hlavnim problémem dodéni zZivin ve formé fenolu je v jeho toxicité. Po pfidani
Cisttho fenolu je mnoho bakterii zahubeno. V naSem ptipad€¢ bakterie doséhly

exponencialni faze ristu kolonii a fenol byl téméf vycerpan.
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Obrazek 27 : Graf 8 : Koncentrace fenolu (0, 20, 210mT) [13]
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Obrazek 28 : Graf 9 : Absorbance (0, 20, 210mT) [13]
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8.3 Rhodococcus na plotnach

Roztok, ve kterém byl Rhodococcus rozptylen byl odebiran v intervalu 0, 2, 4 a
6 hodin po plsobeni magnetického pole. Na nasledujicich obrazcich je nazorné
ukdzano, jak byly vzorky umistény v pfipravku a slepé vzorky mimo dosah

magnetického pole.

Vzorky byly nafedény a vysety na plotny, umistény do inkubatoru a po 24

hodinach zkoumany. Bakteridlni kolonie se spocitaly rucné.

Zaveér tohoto pokusu byl takovy, Ze kratkodoby vliv magnetického pole nelze

vzhledem k chyb¢é méfeni nijak prokazat ¢i vyvratit.

2009109709

2009//09/09816503

Obrazek 30 : Umisténi slepych vzorki [13]
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2009/09/09 16:00

Obrazek 31 : Rhodococcus erythropolis, 6.Fedéni, slepy test, 360 min [13]

2009/09/09 15:58

Obrazek 32 : Rhodococcus erythropolis, 6.Fedéni, vliv magnetu test, 120 min [13]
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2009/09/09 15:569

Obrazek 33 : Priklad $Spatné rozmichaného vzorku pfi vysévani [13]
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9 Pouzita zarizeni

a)

b)

d)

g)

h)

j)
k)

)

Trepacka- Zatizeni urcené k umisténi naddobky s kapalinou a jeho

pomalému a dlouhodobé trvajicimu promichavani

Vortex- Zarizeni slouZici k rychlému promichani kapalného obsahu

banék, zkumavek a jinych nadob

Mikropipeta- SlouZi nabirani kapalinovych vzorki, bud’ sklenéné, u
kterych se k nasati vyuziva podtlak vytvoreny sty nebo mechanické
s nastavitelnym a presnym objemem nabirané kapaliny, razné

velikosti a $picky na jedno pouziti

»podkova“- Zarizeni, které umoZnilo homogenizaci a zesileni

magnetického pole pfi nasich vyzkumech

Magnety- Neodymové magnety, které maji magnetickéa indukci
kolem 600mT piimo na povrchu, Pro naSe vyzkumy byly pouzity

magnety Unimag N42

Zkumavky-Rizné velikosti s moznosti zazatkovani
Petriho misky- Plastové Petriho misky
Erlenmeyerova barika

Spektrofotometr- Zatizeni ke zkoumani absorbance a koncentrace

fenolu
Fenolové testy- Dvouslozkové testy do spektrofotometru
Zivnd média- Pidy pro rozvoj bakterii

BSM- bacterial standart medium - 0,8% Pepton, 0,1% Glukoza, 0,1%
hovézi extrakt, 0,1% drozd’ovy extrakt

m) Fenol- Kyselina karbolova, krystalicka, jedovatd, bezbarva latka
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n) Tergitol 7 - Heptadecylsulfat sodny, proteézovy pepton 5,0 g/l,
kvasni¢ny extrakt 3,0 g/1, laktéza 10,0 g/1, heptadecylsulfat
sodny 0,1 g/l, bromthymolova modi 0,025 g/l, agar 15,0 g/],

.....
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10 Zavér
Lze konstatovat, ze vytyCené cile byly dosazeny. Byla otestovana schopnost
adaptace Escherichia coli po odejmuti magnetu, vliv magnett na jeji zivotaschopnost a
mnozeni. Rhodococcus erythropolis byl otestovan a sledovan pod vlivem magnetického
pole i po jeho odstranéni. Zkoumal se vliv na degradaci fenolu za obou podminek.
Zmapovali jsme magnetické pole tvofené permanentnimi magnety jak samotnych, tak

ve specialnim pftipravku.

Magnetické pole bylo zmapovano pomoci hallovy sondy. Ziskané informace
nasledné byly nasledn¢ upraveny v softwaru Matlab a porovnany se simulacemi
vytvotenymi v softwaru Comsol. Pouzité magnety byly typu Unimagnet N42, které

vykazovali magnetické pole o intenzité¢ 0,6mT té€sné na povrchu.

Testy na bakteriich Escherichia coli byly provddény v kapalném médiu
v Ehrlenmeyerové batice. Poté vysety na Petriho misky a kolonie pocitany ru¢né. Ze
ziskanych hodnot vytvofeny grafy. Tato bakterie byla vhodnd z hlediska rychlého

mnozeni a schopnosti se prizptisobit zménam vnéjsich podminek.

Vzhledem k hlavnimu zaméru projektu, zefektivnit ¢isténi odpadnich vod, byla
vybrana bakterie Rhodococcus erythropolis. Diky svym vlastnostem a schopnostem
degradace biologickych polutantii. M¢fili jsme jeji schopnost zpracovavat fenol pod
vlivem magnetického pole i mimo né&j. Sledovali jsme degradaci fenolu ve vzorcich i po
odstranéni pisobeni magnetického pole. Vyhodnocovali jsme optickou densitu, celkové
mnozstvi pevnych ¢astic v kapalném vzorku, pomoci spektrofotometru. Koncentraci
fenolu ve vzorcich jsme vyhodnocovali pomoci fenolovych testl, také pomoci

spektrofotometru.

Bohuzel vysledky naSich testi jsou nejednoznacné, jako vétSina védeckych
studii, ze kterych jsme cCerpali. Sice jsme si utvofili pfedstavu o vlivu magnetického
pole na Zivotaschopnost bakterii, ale nelze vystavit jednozna¢ny zavér. Tato prace byla
pouze dil¢im Ukolem a pro jednoznacné rozhodnuti a zjiSténi nejlepSich moZnych

podminek aplikace magnetického pole je potieba jesté mnoho testli a opakovani.
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