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Abstrakt

Bakalaiska prace se zaméfuje na nalezeni vhodnych technik k inhibici bunék
mikroorganismu aplikaci nanoc¢astic na povrchy, kde je nutné zachovat vysoce sterilni
prosttedi. Cilem této prace je provéteni hypotéz vlivu nanocastic oxidu titani¢itého na
bakterialni populace E. coli. ReSerSe byla vénovana odbornym ¢lankam, které se
zabyvaly tématem fotokatalyzy oxidu titani¢itého. V praci byl zkouman nanokompozit
(oxid titani¢ity/oxid kfemicity), ktery byl nanesen metodou Dip coating na testovaci
sklicko. Fotoaktivni film a obyc¢ejné sklicko byly ovéfovany v prostiedi osviceném UV
svétlem a ve tmé. Pro hodnoceni interakce povrchi S oxidem titanic¢itym a E. coli byla
pouzita norma 1SO 27447 a statistickd metoda Jednofaktorialni ANOVA. Dale byla
zjisStovana respiraCni aktivita bakterii a ukazatel Live/Dead. Vysledky experimentt

potvrdily, Ze povrch fotoaktivni vrstvy potiebuje pro svoji funkénost UVA zéieni.
Kli¢ova slova

E. coli, denni svétlo, fotokatalyza, nanoc¢astice, oxid titanicity



Abstract

This bachelor thesis is focused on finding appropriate methodologies to inhibit
cells by applying nanoparticles on surfaces where it is necessary to maintain a highly
sterile environment. The aim of this work is to examine hypotheses concerning the
impact of nanoparticles of titanium dioxide on bacterial populations E. coli. The
research followed scientific articles focused on titanium dioxide photocatalysis topic. In
this work, we have studied the nanocomposite (titanium dioxide/silicon dioxide)
mounted on a plain slide using Dip coating method. The photoactive film and the plain
slide were tested in UV light and dark environments. To evaluate the interaction with
the titanium dioxide surfaces and the E. coli we used the standard 1ISO 27447 norm and
Analysis of variance. Furthermore, the bacteria were tested for respiratory activity and
Live/Dead. The experimental results confirmed that the surface of the photoactive layer

needs for its functionality UVA radiation.
Keywords

E. coli, daylight, photocatalysis, nanoparticles, titanium dioxide
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| Uvod

Znecisténé ovzdusi je jednim z hlavnich faktor ovliviwjicich kvalitu Zivota lidi
na Zemi. Jiz v minulosti ¢lovek vytapél sva obydli, vypaloval lesy a tavil rudu. Ve vétsi
mife se tento problém zacind projevovat zejména se zahajenim pramyslové revoluce
v 18. stoleti. Dale akceleroval s rozvojem primyslové vyroby a dopravy, kdyz se
ptrevladajicim zdrojem energie stalo spalovani uhli. Velkokapacitni té¢zbou se snizila
jeho cena a zvysila dostupnost pro obyvatelstvo. Tim také doslo k masovému rozsifeni
lokalnich, malo u¢innych topenist, produkujicich oxid uhli¢ity, ktery znacné poskozuje
zivotni prostfedi, zejména u vétSich sidelnich celkd. Masovy rozvoj automobilové

dopravy ve 20. stoleti tuto situaci dale zhorsoval.

Jednou z modernich moznosti, jak vzniklou situaci feSit, je vyuziti
fotokatalyckého jevu. Ve vyvoji fotokatalyzy se do popiedi zatradilo Japonsko,
v disledku prilomovému objevu profesora Akira Fujishimi, ktery v roce 1967 popsal
Fujishimiv jev ve své disertacéni praci. Fotokatalyza je proces samovolného rozkladu
necistot, jako jsou prachové castice, plisn¢€, viry, bakterie a jiné, za piisobeni
katalyzatoru a svételného zafeni. Mezi nejbéznéji uzivany fotokatalyzator, ktery
ovlivituje urychleni chemické reakce, patéi oxid titanicity. Hlavnim divodem je jeho

netoxicita a vyjimeéna chemicka stalost.

Proces fotokatalyzy lze vyuzit aplikaci nanosu fotoaktivnich vrstev oxidu
titani¢ittho na povrchy. Toto opatieni umoziuje vyrazné zredukovat organické
necistoty z okoli, vCetné bakterii a vir, atim zlepSit Zivotni prostfedi zejména
v mistech, kde navzdjem ptichazi do styku vétsi mnozstvi lidi, jako jsou ufady, kulturni
domy, knihovny a dal$i. Zna¢né rozsifeni by bylo Zadouci ptedev§im ve zdravotnickych
zafizenich, kde je sterilita zdkladnim ptredpokladem pro zamezeni S$ifeni nemoci
a uspésnou 1écbu pacientt. Vyuzit by vsak §lo i v exteriérech, jako jsou obytné zony,

pozemni komunikace, tunely, nebo primyslové objekty.

Hlavnim vyzkumnym pfedmétem prace bylo hodnoceni aplikace nanocastic

oxidu titani¢it¢tho na povrchové struktury, s cilem posouzeni inhibice bakteridlni
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populace E. coli. Dosazené vysledky, které byly zméfeny v laboratofi, byly porovnany

s odbornou literaturou.

V teoretické reSersi byla zpracovana nasledujici témata: katalyza, oxid titanicity,
bakterie pouzivané pro antibakterialni testovani a metody testovani. Prakticka cast je
zaméiena na analyzu antibakteridlni aktivity oxidu titanicitého podle normy ISO 27447.
V experimentech byla pouzita bakterialni populace Escherichia coli. V' zavéru prace

bylo provedeno zhodnoceni testovanych metod.
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1 Teoreticka ¢ast

1 Nanocastice

Obor nanotechnologie se vénuje nanomaterialim, coz jsou materialy obsahujici
nanocastice, jejichz rozmér dosahuje velikosti do 100 nm. Vzhledem Kk Siroké skale
vyuziti maji nanocéstice velky potencial uplatnéni naptiklad v potravinaiském primyslu
(napf. nutricni doplnkové latky, silngj$i arémata, barviva, antibakterialni piisady
v obalech potravin) ¢ v zemédélskych aplikacich (napf. nano-krmiva pro Kkufata).
Integrace nanomateriali s biologii vedla K vyvoji diagnostickych a terapeutickych

pristrojii, kontrastnich latek, aplikaci fyzikalni terapie a dalSich. [1]

1.1 Biomedicinské aplikace

Siroké vefejnosti jsou znidmé komeréné Gspé$né ponozky s nanodasticemi
stiibra, které maji antibakterialni G¢inek a chrani proti pachu. Dale jsou v Sirokém
povédomi nanocastice oxidu titanicitého, které se nanaseji na dlazdice, ¢imz se zarucuje
hydrofobnost, protoze se kviili specifickym vlastnostem na povrchu neusazuji kapicky.
| dalsi slouCeniny lze vyuzivat ve form¢ nanocastic, napiiklad zelezo v této formé
napomaha k ¢isténi vody a oxid ceriity ke snizeni spotfeby pohonné hmoty. Velkou
budoucnost nalézaji v medicing, protoze vyvoj sméfuje k 1écbé nadori nebo rozvoji
modernich zobrazovacich metod. [2, 3] Antimikrobialni vlastnosti slou¢eniny stiibra
a stiibrnych iontl jsou historicky uznavané a pouzivané v Sirokém rozsahu aplikaci
od dezinfekce zdravotnickych prostiedkid az po domaci spotfebi¢e na upravu vody.
Nicmén¢, mechanismus toxicity stiibra je stale ¢aste¢né nezodpovézenou otazkou. [4]
Kromé¢ toho bylo v in vitro studiich prokazano, ze kulovité nanocastice stiibra mohou
byt pouzity jako antivirova ¢inidla v lidské imunoterapii. [5] V nedavnych studiich bylo
upozornéno, ze nanocastice oxidu Zelezit¢ého mohou byt pouzity k tepelné destrukci
nadorid. Lokalné akumulované nanoc¢astice umoziuji tkanovou specifickou hypertermii,
ktera se pirednostné zamétuje na nadorovou tkan a zaroven Setfi normalni tkan. Dal§Sim

velmi vyuzivanym nanomateridlem je zlato, které ma Siroké uplatnéni v mnoha rtiznych
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aplikacich. Zlato se pouziva k udrzeni stability a rozliSovaci schopnosti barevnych
fotek, protoze mimo jiné vynika velmi dobrymi katalytickymi G¢inky. V biomediciné
slouzi soli zlata k 1é¢bé revmatoidni artritidy, i kdyZ mechanismus ucinku je stale
predmétem diskuze. [6] Cilené terapeutické nanocastice, pojmenované BIND-014, maji
slibné vysledky v probihajici klinické studii. Nanocastice se akumuluji vice v nadorech

nez ve zdravé bunce.[7]

Obor nanotechnologie je relativné novym odvétvim védy. V soucasné dobé jsou
kvili moznym G¢inktim na lidské zdravi podnécovany vyzkumné studie (zejména na
genotoxicitu). U mnoha nanocastic bylo zjisténo, Ze jsou pfi¢inou chromozomalni
aberace, DNA zlomu, oxidativniho poSkozeni DNA a nasledné genetické mutace. [8]
Rizika nastavaji v pifipadé nekontrolovatelného vniku castic do bunék, protoze
nanocastice mohou penetrovat jadro a zpisobit poSkozeni DNA. Pii vdechnuti
nanocastic do plic se material neodvratné navaze V plicnich sklipcich a je schopen

zpusobit zanét a poSkozeni alveold. [9]

2 Fotokatalyza

Pojem fotokatalyza Ize etymologicky rozlozit na dvé slova:

e foto svételné zafeni

o Kkatalyza  chemicka reakce

Fotochemické procesy (oxida¢né-redukéni) probihaji na povrchu polovodice.
Fotokatalyza spoc¢iva ve vzajemném pusobeni katalyzatoru a svétla, pti kterém dochazi
k rozkladu cizorodych latek. [10] Oxid titanicity spole¢né¢ s UV zafenim vyuziva

heterogenni katalyzu, protoze reakce probiha ve dvou fazich.[11]

2.1 Katalyzator

Katalyzatory ovliviyji rychlost chemické reakce, tim Ze snizuji aktivacni bariéru

(k reakci je zapotiebi mensi energie). Tato latka zustava po skonceni chemické reakce v
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puvodnim slozeni. Mezi vyznamné katalyzatory patii kovy nebo jejich oxidy.[12]

Katalyzatorem ale mohou byt i jiné latky, v lidském téle jde napiiklad o enzymy.

2.1.1 Heterogenni katalyzator
U homogenni katalyzy jsou katalyzator i reagujici latka ve stejné fazi. Naopak

U heterogenni katalyzy probihaji reakce v riznych fazich (polovodi¢ a svétlo). Katalyza

se rozd¢€luje do vice krok:

e v prvnim Kroku se adsorbuje molekula, pii Které vznikne adsorbované teplo,
e Vv druhém kroku probéhne reakce s aktivacni energii pro danou reakci,

e v tietim kroku nastane desorpce produktu, ktera spotiebuje teplo. [13]

Oxid titani¢ity pasobi v pfitomnosti UVA zafeni jako fotokatalyzator. Foton
dopadajici na povrch katalyzatoru excituje elektron z valen¢niho pasu do vodivostniho,
¢imz vznika ve valen¢nim pasu kladné nabitd dira. Takto vzniklé nadboje mohou spustit

oxida¢né redukéni reakce na povrchu katalyzatoru. [14]

2.2 Fotokatalyza oxidu titanicitého

Oxid titani¢ity je polovodi¢, ktery je aktivovan svételnym zéafenim.
V polovodicich jsou energetické hladiny uspotadany do elektrickych pasu. (viz Obrazek
13). Dolni pas je valen¢ni, horni pas je vodivostni. Mezi témito pasy je zakazany pas.

Sitka zakazaného pasu rozdéluje latky podle elektrické vodivosti [14]

Sitka zakazaného pasu oxidu titani¢itého je 3,2 eV. Proto je ke vzniku
fotokatalytické reakce na jeho povrchu zapotiebi zateni s vinovou délkou 365 nm, coz
odpovida UVA =zafeni. Pfi oxida¢né-redukénich reakcich organickych latek pak

v idealnim piipad¢ vznika oxid uhli¢ity a voda (viz Obrazek 14). [14]

2.3 Ultrafialové zareni

Ultrafialové zafeni (ultra-violet, UV) je elektromagnetické zafeni, které se
Vv elektromagnetickém spektru naléza mezi viditelnym a rentgenovym zafenim (viz

Obrazek 15). Rozsah vinovych délek UV zafeni je 100 az 400 nm, coz je mén¢ nez
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u viditelného zateni. [15] Podle vinové délky svétla lze dale rozlisovat tfi typy UV
zateni, a sice UVA, UVB a UVC. [16]

Svételné paprsky Slunce nemohou dorazit v celém spektru na planetu Zemi,
protoze vlivem riznych atmosférickych vrstev, jako je napf. ozonova vrstva nebo
stratosféra, se ¢ast zafeni absorbuje. [15] Na povrch ze slune¢niho zafeni dopada
nejvetsi mnozstvi UVA (cca 90 az 99 %) a mensi mnozstvi UVB, které se z velké Casti
absorbuje v 0zonové vrstve, pri¢emz na povrch dopada pouze 1 az 10 %. Naproti tomu

UVC na zemsky povrch nedopada. [16]
e Ultrafialové zaieni (A) - 400 az 320 nm

Toto zafeni prostupuje do Skdry (vazivova vrstva kize pod pokozkou).
Pozitivniho vlivu zafeni se vyuziva pro lécbu lupenky (svétlolécba). Naopak jeho
negativnim ucinkem je to, Ze piispivd ke zrychleni starnuti ktze, vzniku vrések,
strupovaténi kiize a riziku vzniku kozniho melanomu. UVA zéfeni se pouziva do UV

trubic v solariu. [16]
e Ultrafialové zareni (B) - 320 az 280 nm

Zateni pronika do epidermis a napoméaha k opozdénému zhnédnuti kaze.
Negativné pusobi UVB zateni na DNA bunky, zde mize vyvolat imunitni potlaceni.
Paprsky s mensi vlnovou délkou jak 300 nm maji bakteriocidni u¢inky, a proto se

prevazné pouzivaji v germicidnich lampach v laboratotich. [16]
e Ultrafialové zareni (C) - 280 az 100 nm

Zateni se vyskytuje v ionosféte a ionizuje ovzdusi, ¢imz se tvofi ozon.
Nejproduktivngji vznikd ozén pii UV zéafeni, které ma vlnovou délku 200 nm. Ozoén
muZe mit neblahy vliv na lidské zdravi pfi naruseni ozonové vrstvy. Do tkani pronika v

mensi mife. Castym mistem reakce je ale spojivka. [16]
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3 Oxid titanicity

Oxid titani¢ity je nejrozsifenéjsi slouceninou titanu. V piirod¢ se vyskytuje ve
ttech formach: anatas, rutil a brookit. Tyto mineraly jsou polymorfni, coz znamena, ze
se nemeni jejich slozeni, ale odliSuji se ve své struktutfe. Jejich zabarveni se méni
s ptimési riznych kovu (napf. Zelezo). [14] Fotokatalytické vlastnosti oxidu titani¢itého
byly vyuzity v riznych environmentalnich aplikacich k odstranéni znecist'ujicich latek

z vod a ovzdusi. [5]

3.1 Rutil

Rutil je ve srovnani s ostatnimi nerosty primarni mineral. Organizace molekul
rutilu je charakterizovana tetragonalni krystalickou strukturou (viz Obrazek 16). Rutil se
vytvari ptisobenim vysokych teplot, takzvanou kalcinaci, ¢imz vznikne jemny prasek.
Typicky barevny odstin byva v rozmezi mezi Cervenou az Cernou, ale mize mit
i zlatavou barvu. Kromé toho mohou byt krystaly misty i prisvitné. [14] Sitka

zakazaného pasu je 3,0 eV. [17]

3.2 Anatas

Anatas ma rovnéz tetragonalni strukturu (viz Obrazek 16) pii nizkych teplotach.
Mineral je schopen absorbovat fotony UV svétla s vinovou délkou vétsi nez 390 nm
ama Sitku zakdzaného pasma 3,2 eV. Zajimavou vlastnosti je jeho zména v rutil pii

vysokych teplotach (okolo 915 °C). [14]

3.3 Brookit

Brookit neni moc vyuzivan a ma na rozdil od ostatnich minerali odliSnou
(ortorombickou) strukturu. Zabarveni nerostu je tmavé hnédé az zelenocerné. Je stabilni
pii nizkych teplotach, a pii vysoké teploté se jeho struktura (okolo 750 °C) méni na rutil

podobné jako u anatasu. Sitka zakdzaného pasu je 3,3 eV. [14]
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3.4 Vlastnosti oxidu titanicitého

e Mechanicka odolnost (vici klimatickym podminkam)

e Chemicka stabilita (tvar oxidu zlstava po chemické reakci v pivodnim stavu)
e Foto-stabilita (ve viditelné a infracervené oblasti)

e Optické vlastnosti (vysoka transparentnost, velky index lomu)

e Netoxicky (nevytvaii Skodlivé vedlejsi produkty)

Oxid titani¢ity je vzhledem ke svym specifickym vlastnostem vhodny pro
Sirokou Skalu vyuziti, protoze je netoxicky, ekonomicky pfijatelny, stabilni a foto-

aktivni. [14]

3.5 Vyuziti oxidu titanic¢itého

Oxid titani¢ity md v komercnich technologiich velmi dulezité zastoupeni.
Vyskytuje se jako mineral s optickymi a elektrickymi vlastnostmi, které jsou vhodné
pro fadu aplikaci v oblasti foto-voltaiky a senzort. Dale se pouziva jako bily pigment,
nebot’ ma se svou vyraznou bé¢losti velké uplatnéni ve stavebnictvi nebo v kosmetickém
a potravinaiském pramyslu. [14] Popularita nanocastic oxidu titanicitého roste
srozvojem fotokatalyzatori, protoze pfizaclenéni nanocastic do dlazdic poméha

samocistit povrchy, a to predevsim ve vefejnych prostorach (Skoly, Gifady a jiné). [17]

3.6  Vrstvy oxidu titanicitého

Pomoci vrstev oxidu titanicitého lze vytvofit prihledny, dobie adhezni povlak.
Neni vsak vhodny pro aplikaci na PET lahve, ale pouze na (borosilikatové) sklo,
protoze musi vydrzet vysoké teploty do 600 °C. Bylo zjisténo, ze se zlepSuje piilnavost
povrchu, pokud se zahieje na 450 °C. Tato metoda neni univerzalni zpisob nanaseni,

protoze pouze ¢ast prekurzoru je vhodna k tepelnému zpracovani. [18]
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3.7 Hybridni vrstvy

Pti fotokatalyze se z divodu velmi dobrych vlastnosti vyuzivaji hybridni vrstvy
oxidu titani¢itého. Bylo prokazano, ze oxid titani¢ity ma malou mechanickou odolnost.
Po pifidani oxidu kiemicitého se zlepSila mechanicka stabilita materidlu, omezilo se
Sifeni titaniCitych zrn a pozitivné se zlepSila adheze. Oxid kiemicity mé dale
prokazatelny vliv absorpce na povrchu materialu a chova se jako absorbent. V blizkosti
vrstvy takzvané zvySuje koncentraci organickych necistot, a tim i zvySuje rychlost

fotokatalyzy. [19]

Povrch se reguluje hmotnostnim pomérem (oxid titaniCity - oxid kiemicity).
Pokud je zvySené mnozstvi oxidu titani¢itého, pak se shlukuje. Pokud je zvySené
mnozstvi oxidu kiemicitého, pak se izoluje a oxid titanicity Se navaze na oxid kiemicity.

Optimalni vrstva je titan-kyslik-kifemik, pti¢emz povrch je hydrofilni. [19]

3.8 Metody nanasSeni vrstev

Oxid titanicity vyuzivame v praSkové formé nebo pevné uchyceny na substrat.
K naneseni pevné uchyceného filmu na necinny nosi¢ lze vyuzit rizné techniky. Vrstvy

se na povrch nanasi riznymi metodami, jako je naptiklad Dip coating. [20]

3.8.1 Dip coating

Metoda se fadi mezi namaceci techniky (viz Obrazek 17). Dip coating se sklada
z nékolika krokd: ponofeni, vynofeni a zgelovaténi. Nejprve se sklenény substrat ponoti
do roztoku. Poté je substrat vytazen piesné danou rychlosti. Kone¢nou fazi procesu je
zgelovaténi, kdy se odpafuje rozpoustédlo z povrchu substratu a na povrchu se vytvoii
vrstva oxidu titani¢itého. Tloustka vrstvy je pfiblizné 20 nm az 50 um. Tloustka vrstvy

je ovlivnéna rychlosti a thlem vytahovani a viskozitou roztoku. [20]
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4 Princip analytickych metod

V této ¢asti budou podrobnéji predstaveny jednotlivé analytické metody a jejich

princip.

4.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pti fluorescencni mikroskopii se pro pozorovani bakteridlni bunky vyuziva
luminiscence neboli spontanni zafeni vybuzenych molekul. V piipadé, Ze jsou molekuly
vybuzeny fotony UV nebo viditelného svétla, nazyva se tento jev jako
fotoluminiscence. Tento jev se dale rozdéluje do dvou kategorii (fluorescence,
fosforescence), v zavislosti na elektronové Konfiguraci excitovaného stavu a emisni

draze. [21]

4.1.1 Fluorescencni jev

Fotony dopadaji na molekulu fluorescen¢niho barviva (fluorofor, fluorochrom).
Elektron absorbuje energii a je excitovan do vyssi energetické hladiny (viz Obrazek 18).
Tento stav neni stabilni a elektron se po Case presouva zpét na nizsi energetickou
hladinu, ¢imz se ¢ast jeho energie vyzati v podob¢ tepla. Proto ma foton mén¢ energie a

vlnova délka emitovaného svétla je delsi nez v piipadée svétla excitovaného. [22]

4.1.2 Fluorescen¢ni barveni
Fluorescencni barveni se pouziva ke zviditelnéni molekul a bunék, které nema;ji

vlastnost auto-fluorescence. Barvici latka se navaze na bunéné struktury (napt. DNA)
a na protilatku bilkovin pfitomnou V cytoplazmé. Barvivo ve své molekule obsahuje
reaktivni skupinu, ktera je schopna reagovat s nukleofilnimi skupinami. Touto metodou

Ize zviditelnit cytoskelet, chromatin a membranové bilkoviny. [21, 23]

4.2  Ultrafialovo-viditelna spektrometrie

Princip ultrafiolovo-viditelné spektrometrie je zaloZzen na Lambert-Beerové

zakong, ktery stanovi zavislost tloust’ky, absorpce a koncentrace latky. Metoda spoc¢iva
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Vv prichodu toku zareni 0 urcité vinové délce skrz kyvetu s testovanym vzorkem. Pii

dopadu zafeni se ¢ast tohoto zareni absorbuje, ¢ast rozptyli a ¢ast odrazi. [14]

4.3 Respirometricka metoda

Respirometrickd metoda spociva v periodickém monitorovani systému
s uzavienym okruhem. Monitoruje se koncentrace plynu z materialu, ¢imz se analyzuje
mikrobialni dychani. Méfici pfistroj udava prirtstek a spotiebu plynu a pouziva nékolik

typt snimacu. [24]

Koncentrace kysliku se méfi paramagnetickym senzorem, nebot’ kyslik vykazuje
pomérné unikétni chovani v magnetickém poli. Vzorek plynu prochéazi okolo ty¢inky
a paramagnetické vlastnosti tla¢i kyslik na ty¢inku, coz zpiisobuje, Ze se ty¢inka otaci.
Otaceni tyCinky je pfimo iimérné koncentraci kysliku v plynu (¢im vice je ptitomno

kysliku, tim vétsi je rotace). [24]

4.4  Opticka emisni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

Optickd emisni spektrometrie je analytickd metoda, ktera stanovuje koncentrace
jednotlivych prvki ze vzorku. Tento pfistroj umoziuje analyzovat témét vSechny prvky
periodické tabulky (80 %). Roztok vzorku je zmlzen a vznikla mlha je proudem argonu
vedena do hotédku. Vzhledem k vysoké teploté plazmy se rozpoustédlo okamzité odpafi,
¢imz zanikaji chemické vazby v molekulach pfitomnych sloucenin a elektrony se
excituji do vyssich energetickych hladin. Tento stav neni stabilni a elektrony se vraci
zpét na zakladni energetickou hladinu. Emitované svétlo ptrechdzi do monochromatoru,
kde se svételné zafeni rozdéli podle vinovych délek. Fotony rozdéleného zafeni
analyzuje detektor, ktery zméni intenzitu dopadajiciho zafeni na elektricky signal, ktery

lze zméfit. [25]
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5 Principy testovani fotokatalytickych vrstev

V této casti budou podrobnéji piedstaveny jednotlivé metody, které testuji

fotokatalytické vrstvy.

5.1 Metoda  testovani  antibakterialni  aktivity = materiali
polovodicovych fotokatalyzatori podle normy 1SO 27447: 2009

Norma stanovuje dvé metody testovani, mezi které se fadi sklenéna adhezni
metoda a filmova adhezni metoda. Sklenéna adhezni metoda se uziva pro tkaniny ¢i
textilie, protoze je chrani pfed deformaci. Tato metoda se uziva k analyze bakterialni
populace Staphylococcus aureus a Klebsiella pneumoniae. Filmova adhezni metoda se
pouziva u pevnych materiald, kde se analyzuji s ni bakterialni populace Staphylococcus

aureus a Escherichia coli. [26]

5.1.1 Postup pripravy
Na dno Petriho misky se umisti zvlhéeny filtra¢ni papir, na ktery se polozi

sklenéné trubicky tak, aby sklicko nepiislo do kontaktu s vlhéenym papirem. Na

trubicky se nasledné ptilozi testovany vzorek (viz Obrazek 19). [26]

5.1.2 Filmova adhezni metoda
Pro méteni podle filmové adhezni metody musime mit pfipravené inokulum

S testovanou bakterii o koncentraci, kterd odpovida prvnimu stupni Mc Farlandova

zakalu. Na testovaci vzorek se nanasi 0,15 ml bakterialni suspenze. [26]

5.1.3 Zvoleni intenzity ultrafialového zareni
Maximalni intenzity zafeni se dosahuje za dne vedle okna (0,25 mW.cm™) nebo

ve vzdalenosti 1,5 m od okna (0,1 mW.cm'z) pii pouziti fluorescenéni lampy. Minimalni
intenzity zafeni je naopak dosahovano v zatemnéné mistnosti bez oken, pii uziti pouze

vnitiniho svétla (0,001 mW.cm™). [26]
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5.14 Vyhodnoceni vzorki
Desetinasobné fedéni bakterialni suspenze je zalito Zivnou pevnou pudou.

Vzorky se vkladaji do termostatu pii teploté 37 °C. Po uplynuti intervalu 24 — 48 hodin
se vzorky pocitaji a vyhodnocuji. [26]

5.1.5 Vyhodnoceni vysledkii antibakterialni aktivity
Matematické vyhodnoceni vysledkit mizeme vyjadfit nasledovné:

e RL: fotokatalytick4 antibakterialni ¢innost po UV ozafeni (intenzity L)
e AR: fotokatalyticka antibakteridlni uc¢innost po UV ozafeni s ptfihlédnutim na

pocet inkubovanych bakterii ve tmé

AR=log5—logﬂ RL:Iogﬂ
(o] Cq G
e By Primérna hodnota kontrolnich vzorkd, poté co byly v temnu.
o Cy Primérna hodnota vzorki s fotoaktivni vrstvou, poté co byly v temnu.
e B Primérna hodnota kontrolnich vzorku, poté co byly vystaveny zafeni.
e C Primérnd hodnota vzork s fotoaktivni vrstvou, poté co byly vystaveny
zareni.

Vyse uvedeny vypocet je dulezity pro diikaz inhibice bakterii, ke které doslo za

pomoci fotokatalyzy. [26]

5.2 Jednofaktorialni analyza rozptylu

Tato statistickd metoda umoziuje zjistit, jestli na sob& zavisi dva nahodné

vektory. K tomu uzijeme metodu “analyzy rozptylu”, kterd je oznafena téz jako
ANOVA (Analysis of variance). [27, 28, 29]

Testujeme nulovou hypotézu (Hp), Ze se jednotlivé pruméry rovnaji. V piipadé
Ze ano (w1 = p2 = ug), jsou si skupiny navzajem podobné a nulova hypotéza se pfijima.
V opacném piipadé nulovou hypotézu zamitame, pfijimame alternativni hypotézu (Hj),

ze se jednotlivé skupiny od sebe 1i8i (1 # p2 # us3). [27, 28, 29]
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Jednofaktorialni analyza rozptylu pomoci priméra dat zjistuje zévislost mezi
vice skupinami. K vyhodnoceni se musi provést 6 kroki: mezitiidni soucet Ctvercd,
vnitini soucet Ctvercu, kriticka hodnota, testovaci kritérium, mezitfidni primeér ctverct

a vnitini pramér ¢tvercu. [27, 28, 29]

Pro rozpoznani zavislosti se pocita testovaci kritérium a kriticka hodnota.
V ptipadé, ze hodnota testovaciho kritéria bude vétSi nez kritickd hodnota, bude
zamitnuta nulova hypotéza o shod€ rozptylli a pfijme se hypotéza, ze se hodnoty lisi.
V opaéném piipadé bude nulova hypotéza piijata, a lze fici, Ze jsou si hodnoty

navzajem podobné. Jejich zavislost tim bude potvrzena. [27, 28, 29]

Testovaci kritérium se stanovuje pomoci mezitiidnitho praméru ctverch
a vnitiniho pruméra ¢tvercd, pomér téchto hodnot se spolu s kritickou hodnotou uziva
k vyhodnoceni nulové hypotézy. Pro urceni kritické hodnoty porovnavame hodnoty
stupiiti volnosti s tabulkou (95% kvantil F rozdéleni, pti¢emz hladina spolehlivosti
a =0,05). Na misté Citatele je stupeft volnosti pro rozptyl primérd (V,) a na misté

jmenovatele je stupen volnosti rezidualniho rozptylu (V). [27, 28, 29]

5.2.1 Mezitiidni souéet ¢tverca
k

SSmEz = Z n; (%, — X)*

i=1

5.2.2 Vnitini soucet étvercu

k n
SSoni = Z (xij —%;)?
i=1j=1
5.2.3 Mezitfidni priimér ¢tverce
SS
MSA = —7¢
k-1
5.2.4 Vnitini primér ¢tverce
MSB = —
N-k
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5.2.5 Testovaci kritérium

MSA
F=—-"=
MSB
5.2.6 Kriticka hodnota
I:krit = Fa [prV] Vp =k-1 V =N-1
(nj = pocet méfeni, Xj = naméfend hodnota, ¥; = priméma hodnota jednoho sloupce,

X = celkova primérna hodnota, k = pocet tfid, N = (pocet tfid x pocet méieni)) [27, 28, 29]

6 Bakterie pouzivané k testovani antibakterialni aktivity podle
normy 1SO 27447

Mikroorganismy jsou charakteristické prokaryontni buiikou (buika E. coli viz
Obrazek 20) a maji tedy jednodussi stavbu oproti buiice Zivoc¢isné. Bakterialni bunky
obsahuji nukleoid, cytoplazmatickou membranu, bunénou sténu a ribozomy. Rozsah
jejich velikosti je rozmanity (od 0,3 x 0,3 um az po 25 x 10 pm). Nejcastéjsimi tvary
jsou ty¢inky, koky, dvojice, fetizky (napft. streptokoky) ¢i shluky (napft. stafylokoky).
[30]

6.1 Gramovo barveni

K rozlieni typu bakterii pouzivame metodu Gramova barveni. Rozdily mezi
typy bakterii vyplyvaji z odlisSné stavby buné&fné stény. Princip metody spociva
v obarveni bakterii krystalovou violeti, kterd se posléze odbarvuje etanolem.
Grampozitivni bakterie jsou po aplikaci barveni modrofialové. Naproti tomu
gramnegativni bakterie jsou odbarvené, avSak tyto burniky je mozné znovu obarvit (napf.

¢erveng). [30]
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6.2 VIiv ultrafialového zareni na bakterialni burniku

UV zafeni zplsobuje u bakteridlni bunky poskozeni biologické funkce, coz
muze vést az ke smrti mikroorganismu. Zakladnim vnéjSim projevem usmrcené bakterie
je, ze ztratila schopnost se rozmnozovat. Na UV zafeni jsou nejvice citlivé nukleonové
kyseliny (maximalni absorpce 260 nm) a bilkoviny (maximalni absorpce 180 a 280 nm).
U nukleovych kyselin pisobenim zafeni napf. vznikaji kovalentni vazby uvnitt

molekuly ¢i dojde k ptetrzeni fetézce. [30]

6.3 Biofilm

Bakterie rostouci ve form¢ biofilmu zplsobuji celou fadu chronickych,
avzhledem k jejich rezistenci i obtizné¢ eliminovatelnych infekci. Mezi nejbéznéji
vyskytujici se bakterie se ftadi Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae
a Escherichia coli. Pro biofilmové infekce je typické, Ze byvaji mnohdy zplsobeny
mikroorganismy, které jsou soucéasti bézné mikroflory. Biofilm se dale vytvati snadno
na dlouhodobé zavedenych katétrech, trachealnich cévkach a na umélych implantatech
(napf. ume¢lé srde¢ni chlopné, kardiostimulatory, umelé kloubni nahrady a nitrodélozni

téliska). [31]

6.4 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie
(viz Obrazek 20). Za normalnich podminek ma bakterie tvar tyCinky a dosahuje délky 2
pum a tloustky 0,5 um. Tato bakterie patii mezi bi¢ikovce a je tedy diky disponujicimu
bi¢iku schopna pohybu. Bakterie se bézné nachazi v zazivacim traktu a je hostiteli
prospésna, nebot’ mu dodava vitamin K, a chrani jeho travici trakt pted osidlenim
choroboplodnymi bakteriemi. Mimo stievo je bakterie patogenni, jelikoZ zpiisobuje
gastroenteritidy, mocové infekce, novorozeneckou meningitidu nebo peritonitidu. [32,

33]
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6.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni kulovita bakterie, ktera je v ¢eském
jazyce oznaCovana jako zlaty stafylokok. Bakterii objevil skotsky chirurg Ogston Vv roce
1980, ktery bakterii izoloval z opera¢nich hnisavych ran. Bakterie je jednou z péti prfic¢in
nozokomialnich infekci a vyskytuje se predevsim na sliznici dychacich cest a rukou.
[32]

6.6 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinkovita
bakterie, vyskytujici se bézné ve fyziologické flotfe ust, na kizi a v zazivacim traktu.
Klebsiella pneumoniae je po E. coli druhym nejéastéjsim piivodcem mocovych infekei,
predevsim u starSich pacientil a u pacientt s chronickymi plicnimi chorobami. Vyvolava
gastrointestinalni potize a atrofii nosni sliznice a je dale hlavnim zdrojem infekce
z fekalniho znecisténi. VétSina infekci se vyskytuje jako nozokomidlni pifi pobytu

Vv nemochnici. [32]
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I1l  Vyzkumna cast

1 Cile a vyzkumné predpoklady:
e Sezndmeni se s problematikou nanomateriala.

e Reserse na dané téma interakce nanomateriala v biologickych aplikacich.

e Vyhodnoceni bakterialni populace E. coli.
e NavrZzeni vhodné metodiky k inhibici bun¢k za vyuziti aplikace nanoc¢éstic na
povrchy v prostiedi, kde je nutné zachovat vysoce sterilni podminky.

e Provéteni hypotéz vlivu nanocastic na bakterialni populace.

2 Materialy a metody

K hodnoceni antibakterialni aktivity byly uvedeny vSechny pouzité pfistroje,

software, bakterie, kultiva¢ni pady a testovaci vzorky.

2.1 Pristroje

V této kapitole byly struéné popsany piistroje, které byly pouZity v praktické
casti.
2.1.1 Autoklav - UNISTERI HP

Parni sterilizator, ktery sterilizuje roztoky, laboratorni nadobi a néstroje parou

(134 °C/7 min) a je vhodny i pro vafeni pud. Tlakova komora ma objem 73 litrd,

sterilizator podporuje 20 steriliza¢nich programd.

2.1.2 Diamantova pila - IsoMet 1000
Diamantova pila se pouziva pro pfesné fezani jakéhokoliv materialu. Sklada se

Z mikrometru, goniometru, diamantového kotouce, pfitlaéného ramena a nalevky.
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Vestavénym mikrometrem se méfi a upeviluje vzorek, goniometrem se nastavuje

pozadovany uhel.

Tabulka 1: IsoMet 1000

Technické parametry

Motor 95 W, 220V

Otacky ménitelné (0 az 950) otacek / minutu
Maximalni rozméry vzorku do 38,1 mm

Maximalni délka vzorku do 203 mm

2.1.3 Vyrobnik destilované vody - GORO MID 300
Ptistroj vyrabi destilovanou vodu, kterou ziskava procesem reverzni osmozy.
Reverzni osmoéza zachycuje nizkomolekularni latky a naopak neklade odpor volnému

prittoku rozpoustddla. Kvalita vody splituje normu CSN ISO 3696

2.1.4 Fluorescen¢ni lampa - BLB UVA Philips

Lampa se vkladd do sterilniho boxu a umistuje se na laboratorni Sroubovaci
stojan. Intenzita zafeni se m&i UVX radiometrem. UV lampa je vybavena Cernym

sklem, ¢imz se docili toho, Ze lampa emituje pouze UV zafeni.

Tabulka 2: BLB UVA Philips

Technické parametry

Vykon S0 W

Vinova délka (300 - 400) nm
Intenzita zafeni 0,1 mW.cm™
Doba expozice 4 hodiny

2.1.5 Fluorescen¢ni mikroskop - Carl Zeiss Axio Imager M2M
Fluorescencni mikroskop snimkuje pomoci odrazeného svétla a Umoziuje
zobrazit fluorescenéné zbarvené bakterie. Mikroskop je vybaven kamerou AxioCam

iCcl, fluorescencni lampou Colibri II a zobrazovaci jednotkou. Kromé toho se sklada
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z fokusacniho zrcadla, ¢ocek, filtrGi a systému ptivadéjici objektivem svétlo o urcité

vlnové délce ke zkoumanému objektu.

2.1.6 Laboratorni digitalni vaha - KERN EWB 620-2M

Viéha se pouziva k pfesnému odvazeni sypkého prasku na ptipravu zivnych pid.
Pro udrZeni spolehlivosti a spravnosti udaju je nutné vahu kalibrovat pied kazdym
méfenim, aby nedoslo k chybé&. Laboratorni vadha je schopna méfit s piesnosti setiny

gramu, ovSem ovéiend hodnota ma piesnost na desetiny gramu.

2.1.7 MEéFi¢ ultrafialového zareni - model UVX-36

Radiometr je vhodny pro méfeni ultrafialovych dlouhych vin. V praxi se vyuziva
jako nejefektivnéjsi ukazatel Zivotnosti lampy, posuzuje tedy kvalitu intenzity zafeni.
Zapisovaci port umoziuje kontinualni monitorovani, rozsah pfistroje je mozné piepnout

do tfi modu:
e (0az20)mW.cm?, (0 az 2000) uW.cm™, (0 az 200) pW.cm™

V experimentech byl pouzit prvni méd, pii¢emz Kalibracni bod piistroje byl

365 nm Vv rozmezi (335 az 380) nm, coz odpovidalo UVA zareni.

Tabulka 3: UV X model UV X-36

Technické parametry

Napajeni 9 V bakterie
Cteni 2,8/sekundu
Piesnost snimace +5%

2.1.8 Respirometr - Columbus Instruments Micro-Oxymax

Respirometr snima koncentraci plynu, ktery je obsazeny v uzavieném okruhu
systému. Pravidelné snimani umoziuje vypocitat aktudlni a kumulativni hodnoty
spotieby a produkce. V metodé¢ byl pouzit ke stanoveni mikrobidlniho dychani

(respektive bakteridlniho metabolismu).
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Micro-Oxymax ma prah sniméani v blizkosti 2.107 litr za hodinu a umoZiuje
vyuzit az 80 komor. Pfistroj je velmi flexibilni a citlivy pfi kombinaci s vice plyny.

Standardné¢ se snima: kyslik, oxid uhlicity, metan, oxid uhelnaty, sirovodik a vodik.

Tabulka 4: Columbus Instruments Micro-Oxymax

Technické parametry

Spotteba energie 200 W

Priitokova rychlost plynu (standard) 500 cm*/min

Rozsahy plynovych senzori (standard) CO,2: (0-0.9%, 0,:(19.3-21.5) %
Délka vzorkovani 8 minut

Jednotky plynu mg/hod.

2.1.9 Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanou vazbou iCAP 6500
Spektrometr funguje na principu vyuzivani emise a nasledné detekce svételného

zateni iontovych prvka ptitomnych ze vzorku. Piistroj analyzuje témét veskeré stopové

prvky. Zdrojem iontd je argonova lampa. Zkoumani vzorki funguje pomoci roztokové

metody. V ptipad¢ pouziti laserové sondy, je mozna analyza aerosolu z pevného vzorku.

Tabulka 5: ICP OES

Technické parametry

Registr spektra (165 az 900) nm

Obsahuje Monochromator, 2 fotonasobice
Stanoveni prvkl ve stopovych > 0,2 ppm (Castice na jeden milion)
koncentracich

2.1.10 Susicka/Sterilizator - Chirana rada HS 62A
Ptistroj vysousi nebo sterilizuje laboratorni nddoby pomoci vysokotlaké pary.
Zahrnuje komoru o obsahu 60 litrl, ktera ma cirkulaci s ventilatorem. Vysouseni se

uskutec¢iiuje pti 130 °C na 30 minut, naopak sterilizace se vykonava pii 170 °C na
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30 minut. Maximalni teplota pfistroje dosahuje 200 °C. Pied pouzitim pfistroje se

kontroluje hladina vody v nadrzi.

2.1.11 Termostat — INCUCELL

Ptistroj slouzi k inkubaci mikrobiologickych kultur. Termostaty jsou variabilni
svym objemem a teplotou s kterou pracuji. Pro bakterii E. coli je pro inkubaci

nejvhodnéjsi teplota pii 37 °C po dobu 48 hodin.

2.2 Software

e Matlab (The Mathworks, Inc.), s vyuzitim knihovny Image Processing Toolbox
e Matlab, funkce: Anoval

2.3 Bakterie

K testovani antibakterialni aktivity byla pouzita bakterialni populace Escherichia

coli.

2.3.1 Escherichia coli
Kmen CCM 3954 Escherichia coli (Masarykova univerzita Brno — Ceska sbirka

mikroorganismil). Pocate&ni koncentrace bakterii byla 3.10° bunék/ml.

2.3.2 Mc Farlandova zakalova stupnice
Mc Farlandova stupnice zadava pét stupni zakalovych fad, pomoci niz urujeme

pocet bun¢k/ml. V experimentalni ¢asti byl vyuzit prvni typ zakalové fady.

Tabulka 6: Uréeni koncentrace bakterii dle absorbance

Mc Farlandova stupnice 05 |1 2 3 4

Absorbance 0,1 | 0,257 | 0,451 | 0,582 | 0,669
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2.4  Pevné pudy pro kultivaci bakterii

V experimentech byla pouzita nésledujici média: agar, sdja, broth a fyziologicky

roztok. Jednotliva média jsou dale podrobné popsana.

2.4.1 Nutrient Agar (kod: M001)

Pouziva se jako kultivatni médium pro péstovani a udrzeni mikroorganismii.
Agar je homogenni sypky prasek, ktery pfipomind krémové zluty, rosolovity gel.
Reakce v médiu probihaji optimaln¢ ve vodném roztoku pii 25 °C, jehoz pH je
7,4+0,2. Masovy pepton spoleéné s kvasniénym a hovézim extraktem poskytuji
nezbytné slouceniny dusiku, uhliku, stopovych prvkil a vitamint, které jsou dilezité
k vyzivé bakterii. Chlorid sodny slouzi k udrzeni osmotické rovnovahy média.
Inokulum E. coli pfipravené v agaru (50 az 100) bunék/ml bujné roste (70 %). Byl

pouzit agar od vyrobce HiMedia Laboratories.

Tabulka 7: kod: M001

Slozeni (gram/litr)
Masovy pepton 5
Chlorid sodny 5
Hoveézi extrakt 15
Kvasniéni extrakt 15
Agar 15

2.4.2 Soyabean Casein Digest Medium (kéd: M011)

Médium se vyuziva pro kontrolu sterility a pro kultivaci mikroorganismii. Soja
patii mezi velmi vyzivna média piedev§im kvili s6jovému peptonu, enzymatickému
hydrolyzatu a hydrogen-fosfore¢nanu draselnému. Chlorid sodny udrzuje osmotickou
rovnovahu média. Inokulum E. coli piipravené v séje (50 az 100) bun¢k/ml bujné roste
pfi optimalnich podminkéch (30 az 35) °C béhem (18 az 24) hodin. Bylo pouzito

médium od vyrobce HiMedia Laboratories.
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Tabulka 8: kod: MO11

Slozeni (gram/litr)
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17
So6jovy pepton 3
Chlorid sodny 3
Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,5

2.4.3 Nutrient Broth (kéd: M002)

Zakladni kultivaéni médium pro péstovani a udrzeni mikroorganismi. Pouziva
se na vyrobu inokula, k fedéni bakteridlni suspenze (1/500 NB) nebo k ziskéni
obvyklého poctu bakterii (6,7.10° az 2,6.10°) bun&k/ml. Peptické digest ze zvifeci tkang,
kvasniény a hovézi extrakt poskytuji nezbytné slouceniny dusiku, uhliku, stopovych
prvkil a vitamint, které jsou dilezité k vyzivé bakterii. Chlorid sodny slouZi k udrZeni
osmotické rovnovahy média. Reakce média probihaji optimaln¢ ve vodném roztoku pfi
25 °C, jehoz pH je 7,4 £ 0,2. Inokulum E. coli pfipravené v Brothu (50 az
100) bunék/ml bujné roste. Byl pouzit broth od vyrobce HiMedia Laboratories.

Tabulka 9: kod: M002

SloZeni (gram/litr)
Pepticka digest zviteci tkané 5
Chlorid sodny 5
Hovézi extrakt 15
Kvasni¢ny extrakt 15

2.4.4 Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok je bezbarvy a isotonicky, protoze ma stejny osmoticky tlak
a identicky pocet ¢astic. V jednom litru je obsazeno 8,5 gramu chloridu sodného, coz

odpovida tomu, Ze je v 1 ml obsazeno 8,5 mg NaCl (Na" = 154; CI"= 154) mmol/l.
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2.5 Priprava vzorku pred testovanim

Pfed samotnym méfenim je nutnd piiprava laboratorniho nadobi, testovacich

sklic¢ek, zivnych ptd a inokula.

2.5.1 Priprava skli¢ek

V experimentalni ¢asti  byly pouzity Kkontrolni a fotoaktivni vzorky.
Fotoaktivnim vzorkem bylo testovaci sklicko, na které byl nanesen prekurzor Cleanox
metodou Dip coating (viz Kapitola 113.8.1). Kontrolnim vzorkem bylo obycejné

testovaci skli¢ko.

Sklicka byla nafezana diamantovou pilou IsoMet 1000. Do nalevky, ktera je
umisténd pod diamantovou pilou, se nalilo pozadované mnozstvi vody, coz odpovida

zhruba 5 mm k ponofeni pily. VSechna testovaci sklicka byla nafezana na rozméry

(2,5 % 2,5) cm.

2.5.2 Inokulum E. coli

Kapsle E. coli (CCM 3954) byla rozpusténa Vv tekutém zivném médiu (NB)
a byla kultivovana pii 37 °C po dobu (24-48) hodin. Posléze byla E. coli ockovana
mikrobiologickou kli¢kou na tuhé médium (PCA agar Biorad) a kultivovana pii 37 °C
po dobu (24 — 48) hodin. Narostlé kolonie byly pieneseny mikrobialni klickou do
tekutého média (NB). Ve vzniklém inokulu byl proveden Mc Farlandtiv zakal ¢. 1, coz
odpovida absorbanci = 0.257, pro dosazeni piislusného pocétu bakterii (bakterie/ml).

S inokulem je idealni pracovat ihned po jeho piipravé.

2.5.3 Sterilizace
Na sterilizaci byl pouzit sterilizator Chirana (viz Obrazek 1). Laboratorni nadobi

bylo vysterilizovano pti 170 °C na 30 minut.
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Obrazek 1: Sterilizator Chirana fada HS 62A (Zdroj: autor).
2.5.4 Priprava zivnych pid
Média (viz ptiprava) byla vafena v autoklavu UNISTERI HP (viz Obrazek 2) pii

121 °C po dobu 15 minut. Média poté byla zchlazena na 25 °C a skladovana na temném

a studeném miste.

[
. 4
—
|

Obrazek 2: Autoklav: UNISTERI HP (Zdroj: autor).

Piiprava:
o Fyziologicky roztok: (4,25 g NaCl a 0,5 1 destilované vody)
e Séja: (7,5 g s6ji a 250 ml destilované vody)
e Zivny agar: (7 g agaru a 250 ml destilované vody)

e Nutrient Broth: (6,25 g brothu a 250 ml destilované vody)
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3 Metodika vyzkumu

V této ¢asti budou U jednotlivych metod podrobnéji popsané postupy méfeni.

3.1 Hodnoceni respiracni aktivity

Respirometricka metoda ovéifuje metabolickou aktivitu bakterialni populace. Za
uziti pristroje  Columbus Instruments Micro-Oxyma (viz Obrazek 3) se pii ni
vyhodnocuje koncentrace kysliku, oxidu uhli¢itého a methanu. Vzorky byly pfipraveny
dle normy CSN EN ISO 9408, ktera stanovuje jakost vod, k vyhodnoceni uplné aerobni
biologické rozlozitelnosti organickych latek ve vodnim prostfedi a urCeni spotieby

kysliku v uzavieném respirometru.

Do Fischerovy reagencni lahve o objemu 100 ml bylo davkovano 10 ml vzorku.
Do vzorku byl vlozen testovany povrch s fotoaktivnim natérem a obycejné sklicko
(kontrola). Vzorky byly umistény pod UV lampu a do tmy. Cely proces byl v pribéhu

40 hodin méfen kontinualné a v danych intervalech byly vyhodnocovany koncentrace

plynt.

Vzorek zahrnuje: fyziologicky roztok; bakterialni suspenzi E. coli (LMF = 0.267);

2 g/l glukézy

Obrazek 3: Respirometr Columbus Instruments Micro-Oxyma (Zdroj: autor).
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3.2 Metoda Live/Dead® BacLight™

Metoda stanovuje zivotaschopnost bakterii s pouzitim fluorescenéniho
mikroskopu ZEISS Axio Imager.M2, diky niZz Ize snadnym barevnym rozborem
rozpoznavat a klasifikovat vitalitu bakterialnich populaci. Metoda funguje na principu
priniku fluorescenc¢niho barviva pies cytoplazmu. Pomoci zbarveni bunéénych populaci
se identifikuje ptipadné naruseni bunéné membranové integrity. Umirajici bunka ma
zhorSenou celistvost membrany, oznaCuje se za mrtvou a zbarvi se Cervené. Bunka

S nenarusenou integritou je zivotaschopna a zbarvi se zelen¢.

Interakce vzorki a mikroorganismu byla uskute¢néna pod UV lampou a ve tm¢.
Jako povrch byly vyuzity fotoaktivni a kontrolni vzorky. Na kazdy vzorek byly
naneseny 3 kapky (30 ul) bakterialni suspenze E. coli.

Nejprve bylo provedeno nulté méfeni, pii kterém vzorky na rozdil od ostatnich
nebyly ani ve tm¢, ani pod UV lampou. Z kazdého vzorku se z prvni kapky odebralo
5 ul suspenze, ktera byla vzapéti smichana s 3 ul fluorescen¢niho barviva, a po dobu
15 minut byly vzorky uchovany vtemnu. Posléze se provedla analyza Live/Dead
fluorescenénim mikroskopem a spocitala se viabilita bakterii. Po uplynuti dané doby se
u ostatnich kapek postupovalo stejnym zplsobem po jiz piesné danych casovych

intervalech.

3.3 Stanoveni antibakterialni aktivity materiali polovodicovych
fotokatalyzatori, 1SO 27447

3.3.1 Priprava metody
Vzorky byly testovany ve tmé a pod UV lampou. UV lampa byla vlozena do

sterilniho boxu a méla intenzitu zafeni 0,1 mW.cm™ (zm&fen4 vzdalenost &ini pfiblizné

12,5 cm).

Do kazdé Petriho misky (viz Obrazek 4) se vlozil na dno filtra¢ni papir, ktery
byl navlhéeny destilovanou vodou. Na zvlhéeny filtraéni papir byly poskladany

sklenéné ty€inky, na které byl umistén testovaci vzorek. Na kazdy testovaci vzorek bylo
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naneseno 150 ul bakterialni populace E. coli a suspenze byla rovnomérné rozprostiena

po celém vzorku sterilni sklenénou hokejkou.

Celkem bylo piipraveno pét Petriho misek. Tii kontrolni a dva fotoaktivni

vzorky. Méfeni bylo provedeno duplicitné.

Obrazek 4: Schéma piipravy metody (ISO 27447). Na obrazku je vzorek (+ duplicitni
vzorek) pod UV lampou (Zdroj: autor).

Jeden kontrolni a jeden fotoaktivni vzorek byly vlozeny pod UV lampu, stejné
tak byly vzorky nachystany do tmy. Méfeni probihalo po dobu (4 az 6) hodin. Jeden

kontrolni vzorek (Pfimy oplach) byl ihned zpracovan.

Po stanoveném case byla z téchto Petriho misek odebrana testovaci sklicka,
ktera byla vystavena tmé a umisténa pod UV lampou. Tato sklicka byla vlozena do soji
(10 ml) a byla vytfepana na vortexu (z divodu dobrého vytiepani bakterialni suspenze
do soji). Dale bylo provedeno desetinasobné fedéni bakterialni suspenze. Postup fedéni
probihal nasledovné: bylo odebrano pipetou 1 ml roztoku ze séji do prvni zkumavky,
¢imz pokraCovala série 5 fedéni. VysSi fad fedéni neni potieba, protoZe bakteridlni
inhibice je zna¢na jiz pii (-5). Petriho misky byly zality rozehfatym agarem a ponechany

k zatuhnuti. Inkubaéni doba v termostatu byla 48 hodin pii 37 °C.
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3.3.2 Pocitani kolonii
Po uplynuti inkubacni doby byly z termostatu odebrany vzorky. Kolonie, které

jsou tézce rozeznatelné (nepifehledné, slité, vzajemné prerostlé), se nazyvaji

premnozené. Pfemnozené kolonie se nepocitaji. Pozornost se soustiedi pouze na takové

vzorky, které jsou dobfe pocitatelné. Idealni pocet kolonii odpovida (30 az
300) bun¢k/ml.

Obrazek 6 Pfemnozené bakterie E. coli Obrazek 5 Ideélni pocet E. coli
(Zdroj: autor) (Zdroj: autor)

4 Analyza vyzkumnych dat

V kapitole jsou prezentovany vysledky z respirometrického méfeni, Live/Dead
metody, testovani antibakterialni aktivity podle normy ISO 27447 a Jednofaktorialni
ANOVY. Kromé téchto metod se doplilkkové testovala analyza louhovani oxidu

titani¢itého a hodnotil se povrch fotoaktivniho filmu.
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4.1 Hodnoceni respira¢ni aktivity

U grafu (viz Graf 1) z respirometrického méfeni se posuzuje vztah kumulace
kysliku (v jednotkach mg) k bakterialni populaci E. coli v pribéhu 40 hodin. Cim nize
se naléza kiivka respirace, tim vice je utlumen metabolismus bakterii nebo je

v daném vzorku mensi pocet bakterialni populace.

Respirometrie

—— Kontrola TMA
€08 | — Kontrola UV
0,6 | —_—Ti02 TMA
o 04 —Ti02 UV

Cas (hod)

Graf 1: Respirometrie

Nejvétsi metabolicka aktivita se projevila ve tmé. Modra a ¢erna kiivka se 1isi
pouze zanedbatelné. U UV zateni byl fotoaktivni vzorek ¢ervené kiivky o 38 % nize
nez kontrolni vzorek reprezentovany oranzovou kiivkou. Nejniz$i Cervena kiivka
respirace byla u fotoaktivniho natéru (UV lampa). U kiivek reprezentujicich vzorky
uchované ve tmé (Cerna a modra) mizeme prokazatelné vidét, ze fotoaktivni povrch

pottebuje k tomu, aby dobte fungoval, pravé UV svétlo.

Dle vysledku z respirometric mizeme fict, ze UV zafeni spolecné s oxidem
titani¢itym ma inhibi¢ni vliv na bakterie. Graf spotteby kysliku byl v rdmci smérodatné
odchylky 2 %. Méteni probéhlo duplicitné, a tudiz mizeme konstatovat, ze vysledek byl

v ramci 10 % chyby shodny.
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4.2 Metoda Live/Dead

V grafu (viz Graf 2) byl zaznamenan celkovy pocet vSech bakterii (mrtvé i Zivé).
Prvni méfeni vSech vzorkl bylo nulté. Vzorky byly méfeny po opakujicim se intervalu
(0, 45, 105) min. V grafu byl zaznamenan maximalni pocet bakterialni populace E. coli
ve tmé na obycejném sklicku. Minimalni pocet bakterii byl naméfen na fotoaktivnim

skli¢ku, na které ptisobila UV lampa.

Celkové pocty bakterialni populace E.Coli
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Graf 2: Celkové pocty bakterialni populace E. coli

Rozdil fotoaktivniho vzorku (Eerna ktivka) od kontrolniho (modra kiivka), byl
Vv prostiedi tma 0 8 % nize. Pod UV lampou byl se zietelnym vysledkem fotoaktivni
vzorek (Cervena kiivka) o 84 % nize nez kontrolni vzorek (oranzova kiivka). Graf

celkového vyskytu bakterialni populace byl v ramci smérodatné odchylky 5 %.

4.3 Stanoveni antibakterialni aktivity materiali polovodic¢ovych
fotokatalyzatori, 1SO 27447

Vyhodnoceni metody (ISO 27447) a Jednofaktorialni ANOVY z namétenych
dat (viz tab. 10, 11, 12 a 13).
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4.3.1 Vyhodnoceni antibakteridlni aktivity

Cilem metody bylo prokazat

fotokatalytickou antibakterialni

uéinnost

fotokatalyzatoru za simulace intenzity zafeni denniho svétla. K vypoctu byly pouzity

prumé&ry z naméfenych dat (buné¢k/ml).

Tabulka 10: Mé&feni ¢. 1

Méfeni A Redéni -1 | Redéni -2 Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach prerostlé | prerostlé 363 42 6

TiO, kontrola 1 | pterostlé | 824 122 9 1

TiO, kontrola 2 | pterostlé | 844 114 9 1

TiO, 1 562 39 4 0 0

TiO, 2 71 6 1 0 0

Tma kontrola prerostlé | 696 64 5 0

Tmal prerostlé | 656 61 6 0

Tma 2 ptrerostlé | 301 28 2 0
Tabulka 11: Méfeni ¢. 2

Méfeni B Redéni-1 | Redéni -2 Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach | 1576 pterostlé 363 42 6

TiO; kontrola | 408 49 7 4 0

TiO, 1 76 8 2 0 0

TiO;, 2 59 6 1 0 0

Tma kontrola | 674 86 6 0 0

Tmal 879 101 10 1 0

Tma 2 621 67 9 1 0
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Tabulka 12: Méfeni ¢. 3

Meéfeni C Redéni-1 |Redéni-2 | Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach prerostlé pterostlé 1084 150 11
TiO, kontrola 1 | pierostlé 764 79 6 3
TiO kontrola 2 | pterostlé 2384 288 25 2
TiOy 1 452 57 6 2 0
TiOz 1 352 40 7 3 0
Tma kontrola pterostlé prerostlé 6 0 0
Tmal prerostlé pterostlé 10 1 0
Tma 2 prerostlé prerostlé 9 1 0
Tabulka 13: Méfeni ¢. 4

Méfeni D Redéni-1 | Redéni-2 | Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach 1 | pterostlé pierostlé 148 18 1
Ptimy oplach 2 | prerostlé pterostlé 279 27 2
TiO, kontrola 1 | prerostlé 431 43 5 0
TiO; kontrola 2 | pierostlé 421 40 4 0
TiOy 1 78 13 3 0 0
TiO; 2 49 4 1 0 0
Tma kontrola 1 | pterostlé 642 57 9 1
Tma kontrola 2 | pterostlé 675 67 7 0
Tmal prerostlé 220 24 3 0
Tma 2 prerostlé 229 25 5 0
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Naméiena data (viz tab. 10, 11, 12 a 13) byla matematicky vyhodnocena podle

nasledujicich vzorct:
Bl Bd Bl
AR = loga—logc—d RL—loga

kontrola tma

Jestlize plati nerovnost (log > 0), pak bylo v kontrolnim

fotoaktivni natér tma

vzorku vice E. coli (bun€k/ml) nez ve fotoaktivnim vzorku. Tim by bylo potvrzeno, ze

vzorky potiebuji k inaktivaci UV svétlo. Oproti tomu, pokud by platila nerovnost (log

kon trola tma

< 0), pak by bylo vice E. coli (buné¢k/ml) na fotoaktivnim vzorku,

fotoaktivni natér tma

a tedy by se prokazalo, Ze antibakteridlni u¢innost probiha i za tmy.

e RL: fotokatalytickd antibakterialni ¢innost po UV ozéteni (0,1 mW.cm'Z)

e AR: fotokatalyticka antibakteridlni u¢innost po UV ozafeni s pfihlédnutim na
pocet inkubovanych bakterialni ve tmé

e (A-D): udava jednotliva méteni

e B, Cj, By, Cq: zkratky jsou vysvétlené, viz Kapitola. 115.1.5)

Tabulka 14: Posouzeni G¢innosti fotokatalyzatoru

Escherichia coli 0,1 mW.cm?po 4 hodiny

RL AR
A 1,7 1,5
C 15 1,3
D 1,3 0,9
Prameér 1,50 1,23
Smérodatna odchylka 0,20 0,31

(pozn. z méfeni: u méfeni typu B vznikl statisticky vychyleny vysledek, nebyl zapocten
do pruméru odchylky RL = 0,8; AR = 0,8)

Z tabulky (viz tab. 14) je zfejmé, ze vzorky potiebuji k inaktivaci bakterii UV
svétlo. Nejefektivnéji probihala inaktivace na fotoaktivnim ozafeném vzorku. Avsak
ubytek bakterii byl i u ozafené¢ho kontrolniho vzorku oproti pfimému oplachu. Je to
Z toho davodu, protoze bakterie nemély pfirozené prostiedi a svétlo jim vysouselo vlhky
roztok, ve kterém byly umisténé.
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Obrazek 7: Kontrola pod UV lampou Obrazek 8: Kontrola ve tmé (Zdroj:
(Zdroj: autor) autor)

Obrazek 9: Fotoaktivni vrstva pod UV Obrazek 10: Fotoaktivni vrstva ve tmé
lampou (Zdroj: autor) (Zdroj: autor)

Dale bylo provedeno srovnani vzorki pro stanoveni tbytku kolonii ve tmé a pod
UV lampou. Byly vybrany vzorky ze tietiho fedéni. Na vzorcich umisténych pod UV
lampou miizeme pozorovat, Ze na fotoaktivni vrstvé (viz Obrazek 9) byl zietelny ibytek
kolonii oproti kontrolnimu vzorku (viz Obrazek 7). Na rozdil od vzorkl ve tmé, zde
nastal u fotoaktivniho vzorku (viz Obrazek 10) mensi ubytek kolonii viéi kontrolnimu

vzorku (viz Obrazek 8).
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Z dosazenych vysledkd mizeme konstatovat zaveér, ze nejvétsi inhibice bakterii
nastala u ozafeného fotoaktivniho vzorku (viz Obrazek 9) a nejmensi u kontrolniho
vzorku ve tmé (viz Obrazek 8). Maximalni inhibice se dosahuje pii ozafeni

fotoaktivniho vzorku svétlem o odpovidajici vinové délce.

4.3.2 Jednofaktorialni ANOVA

Pro zjisténi statisticky vyznamného rozdilu namétenych vysledkd pro vzorky
pod UV lampou a ve tmé byla pouzita statistickd metoda Jednofaktoridlni ANOVA. Na
zéklad¢ namétenych hodnot jsme se pokusili zjistit, zda stfedni hodnoty nartstu kolonii
zavisi na ozafeni. Byla pouzita data z tfetiho fedéni (fotoaktivni vzorky ze tmy a pod

UV lampou).

K nalezeni zavislosti byla stanovena hypotéza Ho: jestlize se jednotlivé praméry
skupin rovnaji, tedy data ve tmé koresponduji s daty pod UV lampou, jsou si skupiny
podobné¢ a nulovd hypotéza se pfijimad (testovaci kritérium < kritickd hodnota).

vvvvv

alternativni hypotéza H; (testovaci kritérium > kritickd hodnota).

Jednofaktorialni ANOVA byla vyhodnocena v prostfedi MATLAB s vysledkem:
testovaci kritérium = 17,6 a kriticka hodnota = 4,6. Testovaci kritérium je vétsi nez
kriticka hodnota a tedy lze pfijmout alternativni hypotézu H; ,,dané skupiny se
statisticky 1isi“. Zgrafu (viz Graf 3) plyne, Ze nejvétsi ubytek bakterii byl

u fotoaktivnich vzorkt pod UV lampou.
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Graf 3: Jednofaktorialni ANOVA v MATLABU: Vzorky s fotoaktivnim natérem se lisi
V situacich svétlo (mensi) a tma (vétsi), (Zdroj: autor).

4.4  Charakteristika povrchu fotoaktivniho filmu

Na snimcich (viz Obrazek 11, Obrazek 12) jsou vyobrazené povrchy
fotoaktivnich vrstev v rizném zvétSeni prostiednictvim fluorescenéniho mikroskopu
ZEISS Axio Imager.M2. Cilem bylo pokryt rovnomérmn¢ sklicko vrstvou oxidu
titani¢itého metodou Dip coating. Avsak jak ukazuji fotky, homogenniho pokryti nebylo
doséhnuto.
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Technicka univerzita v Liberci 0,2 mm

Obrazek 11 A) Fotoaktivni vrstvy potazené na sklickdch metodou Dip coating
(Zdroj: autor).

Technickd univerzita v Liberci 0,1 mm

Obrazek 12 B) Fotoaktivni vrstvy potazené na sklickach metodou Dip coating
(Zdroj: autor).
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4.5 Analyza louhovani oxidu titanicitého

Vzhledem k negativnim nazorGm na pouzivani nanomaterialti, vyplyvajicich
z jejich rizik (jako je napiiklad nekontrolovatelny tnik do okoli, viz Kapitola 111.1), byl
vzorek soxidem titani¢itym analyzovan optickou emisni spektrometrii. Vzorek byl
nanesen metodou Dip coating a po dobu jednoho tydne byl louhovan ve fyziologickém

roztoku.

Neprokazalo se (viz tab. 15), Zze by se oxid titani¢ity uvolioval do
fyziologického roztoku. Experiment potvrdil dlouhodobou ucinnost a mechanickou

stabilitu vrstev oxidu titani¢itého v pozorovaném ¢asovém intervalu.

Tabulka 15: Analyza ICP

(Ti mg/l)

Fyziologicky roztok bez TiO, méteni ¢. 1 | < 0,005

Fyziologicky roztok bez méfeni ¢. 2 < 0,005

Fyziologicky roztok s TiO, méfeni ¢. 1 < 0,005

Fyziologicky roztok s TiO, méfeni ¢. 2 < 0,005

5 Analyza vyzkumnych cilii a predpokladu

V literarni reSersi bylo zkoumdno mozné vyuziti nanocéstic v biologickych
aplikacich a jejich problematika. Ve vyzkumné casti se hodnotila interakce oxidu
titani¢itého s bakterialni populaci E. coli. Testovala se antibakterialni aktivita. Jako
nejvhodngjsi metoda byla shledana norma ISO 27447. V empirické Casti byly dale
provéteny hypotézy metodou Jednofaktoridlni ANOVA prostiednictvim kvantitativniho

vyzkumneého Setfeni. Cile prace byly timto splnény.
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6 Diskuze

V praci se zjisStovala antibakteridlni aktivita bakteridlni populace E. coli. Byly
hodnoceny fotoaktivni vzorky vuc¢i kontrolam ve tmé a pod UV lampou.
Respirometrickou metodou se testoval bakteridlni metabolismus. Bylo prokazano, a to i
ozareného fotoaktivniho vzorku. V ptipad¢ prostredi ve tmé se zjistilo, Ze fotoaktivni
povrch potiebuje ke své aktivaci svétlo. V metodé Live/Dead se hodnotil celkovy pocet
bakteridlni populace. Byl zjistén zvySeny pocet E. coli za tmy, ale v pfipad¢ kdy byl
fotoaktivni vzorek osvicen, byl pocet E. coli niz§i. V metodé podle normy ISO 27447
bylo ovéfeno, ze aby oxid titani¢ity fungoval antibakterialng, je nutné pracovat za
ptitomnosti UVA zéafeni. Statistickou metodou Jednofaktorialni ANOVA byla
zamitnuta hypotéza, Ze jsou stfedni hodnoty naméfenych dat ve tmé a pod UV lampou
srovnatelné, a naopak bylo prokdzano, Zze se stfedni hodnoty nameétfenych dat
(fotoaktivnich vzorkd) 1i§i. V kapitole Analyza povrchu fotoaktivniho filmu se
hodnotilo, zda je vhodna nanaseci metoda Dip coating. Bylo zjisténo, Ze se povrchy
testovanych sklicek nepodatilo pokryt zcela homogenné. Lze uvazovat, zda nezvolit
jinou metodu nanaseni. V poslednim experimentu se zkoumalo uvoliiovani oxidu
titani¢itého. Potvrdila se dlouhodoba ucinnost a mechanicka stabilita v pozorovaném

¢asovém intervalu.

Pokusime se porovnat vysledky prace se studiemi zabyvajici se fotokatalytickou
aktivitou oxidu titani¢it¢ho. Ve vyzkumu podle Erdurala a Bolukabasika se prokazala
maximalni antibakterialni aktivita na fotoaktivnich vzorcich pod UV lampou. Naproti
tomu byla minimalni na vzorcich umisténych ve tmé a na kontrolnich vzorcich pod UV
lampou. [34] Dalsi zminéna studie podle Mika a Fishera se zamétovala na nedopovanou
fotokatalyzu oxidu titani¢itého. Tato studie prokéazala, Ze oxid titaniity urychluje
zprostiedkovanou slune¢ni inaktivaci mikroorganismti a degraduje organické a

anorganické necistoty. [18]
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7 Navrh doporuceni pro praxi

Vrstva oxidu titani¢itého se nanasi jednoduchou cestou (natérem, nastfikem),
podobn¢ jako natérové barvy. Fotoaktivni natér se aplikuje na stény nebo na strop
V interiéru, ale i V mistnostech bez oken, kde se pouzivaji fluorescencni lampy. Vrstva
oxidu titanic¢itého je dlouhodobé stabilni, zdravotné nezavadna a nevyzaduje udrzbu.
Pokud je tato vrstva oxidu titani¢itétho ale mechanicky poskozena, snizuje Se jeji

uéinnost.

Doporucovala bych, aby byla metoda vyuzita ptedevSim ve zdravotnickych
zatizenich. Fotoaktivni natér je vhodny v mistech rizika $ifeni nakaz nemoci vzduchem.
Natér je prinosny napt. pro lidi trpici nemocemi bakteridlniho piivodu nebo snizenou
imunitou. Kromé odstraniovani necistot je natér vhodny i k eliminaci vzniklého kouie a

zapachu, napf. pti elektrochirurgii.

Dana studie fotoaktivnich filmii by se nadale mohla rozvijet napi. testovanim
stability nanesené¢ho filmu béhem n¢kolika méteni, pouzitim dal§ich nanasecich technik

nebo podrobnym probadanim dopovani fotokatalyzatoru oxidu titanicitého.
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IV Zavér

Cilem prace bylo prokazat fotokatalytickou antibakteridlni ucinnost
fotokatalyzatoru prostiednictvim simulace denniho svétla. Fotokatalyzatorem byl
nanokompozit (oxidu titani¢itého/oxidu kifemicitého), ktery se pomoci metody Dip
coating nanesl v podobé tenkého filmu na obycejné sklicko. V experimentech se
testovaly fotoaktivni vrstvy vuci kontrolnim vzorkiim, pod UV lampou a ve tmé (pfi
absenci svétla). UV lampa vyzafovala zafeni 0 intenzité 0,1 mW.cm™ pii vlnové délce
365 nm. Testovala se bakterialni populace E. coli (0 absorbanci 0.257). Testovani

antibakterialni aktivity probéhlo v souladu s normou I1SO 27447.

Vzhledem ke zjisténym vysledkiim z testovanych metod a z provéfenych studii
muzeme prokazatelné fici, ze simulované denni svétlo spolu s fotoaktivni vrstvou ma

vliv na ubytek bakterialni populace E. coli 0 78 %. Cile bakalaiské prace byly splnény.
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Abstrakt

Bakalaiska prace se zaméfuje na nalezeni vhodnych technik k inhibici bunék
mikroorganismu aplikaci nanoc¢astic na povrchy, kde je nutné zachovat vysoce sterilni
prosttedi. Cilem této prace je provéteni hypotéz vlivu nanocastic oxidu titani¢itého na
bakterialni populace E. coli. ReSerSe byla vénovana odbornym ¢lankam, které se
zabyvaly tématem fotokatalyzy oxidu titani¢itého. V praci byl zkouman nanokompozit
(oxid titani¢ity/oxid kfemicity), ktery byl nanesen metodou Dip coating na testovaci
sklicko. Fotoaktivni film a obyc¢ejné sklicko byly ovéfovany v prostiedi osviceném UV
svétlem a ve tmé. Pro hodnoceni interakce povrchi S oxidem titanic¢itym a E. coli byla
pouzita norma 1SO 27447 a statistickd metoda Jednofaktorialni ANOVA. Dale byla
zjisStovana respiraCni aktivita bakterii a ukazatel Live/Dead. Vysledky experimentt

potvrdily, Ze povrch fotoaktivni vrstvy potiebuje pro svoji funkénost UVA zéieni.
Kli¢ova slova

E. coli, denni svétlo, fotokatalyza, nanoc¢astice, oxid titanicity



Abstract

This bachelor thesis is focused on finding appropriate methodologies to inhibit
cells by applying nanoparticles on surfaces where it is necessary to maintain a highly
sterile environment. The aim of this work is to examine hypotheses concerning the
impact of nanoparticles of titanium dioxide on bacterial populations E. coli. The
research followed scientific articles focused on titanium dioxide photocatalysis topic. In
this work, we have studied the nanocomposite (titanium dioxide/silicon dioxide)
mounted on a plain slide using Dip coating method. The photoactive film and the plain
slide were tested in UV light and dark environments. To evaluate the interaction with
the titanium dioxide surfaces and the E. coli we used the standard 1ISO 27447 norm and
Analysis of variance. Furthermore, the bacteria were tested for respiratory activity and
Live/Dead. The experimental results confirmed that the surface of the photoactive layer

needs for its functionality UVA radiation.
Keywords

E. coli, daylight, photocatalysis, nanoparticles, titanium dioxide
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| Uvod

Znecisténé ovzdusi je jednim z hlavnich faktor ovliviujicich kvalitu Zivota lidi
na Zemi. Jiz v minulosti ¢lovek vytapél sva obydli, vypaloval lesy a tavil rudu. Ve vétsi
mife se tento problém zacind projevovat zejména se zahajenim pramyslové revoluce
v 18. stoleti. Dale akceleroval s rozvojem primyslové vyroby a dopravy, kdyz se
ptrevladajicim zdrojem energie stalo spalovani uhli. Velkokapacitni té¢zbou se snizila
jeho cena a zvysila dostupnost pro obyvatelstvo. Tim také doslo k masovému rozsifeni
lokalnich, malo u¢innych topenist, produkujicich oxid uhli¢ity, ktery znacné poskozuje
zivotni prostfedi, zejména u vétSich sidelnich celkd. Masovy rozvoj automobilové

dopravy ve 20. stoleti tuto situaci dale zhorsoval.

Jednou z modernich moznosti, jak vzniklou situaci feSit, je vyuziti
fotokatalyckého jevu. Ve vyvoji fotokatalyzy se do popiedi zatradilo Japonsko,
v disledku prilomovému objevu profesora Akira Fujishimi, ktery v roce 1967 popsal
Fujishimiv jev ve své disertacéni praci. Fotokatalyza je proces samovolného rozkladu
necistot, jako jsou prachové Ccastice, plisn¢€, viry, bakterie a jiné, za pilisobeni
katalyzatoru a svételného zareni. Mezi nejbéznéji uzivany fotokatalyzator, ktery
ovlivituje urychleni chemické reakce, patéi oxid titanicity. Hlavnim divodem je jeho

netoxicita a vyjimeéna chemicka stalost.

Proces fotokatalyzy lze vyuzit aplikaci nanosu fotoaktivnich vrstev oxidu
titani¢ittho na povrchy. Toto opatieni umoziuje vyrazné zredukovat organické
necistoty z okoli, vCetné bakterii a vir, atim zlepSit Zivotni prostfedi zejména
v mistech, kde navzajem ptichazi do styku vétsi mnozstvi lidi, jako jsou ufady, kulturni
domy, knihovny a dal$i. Zna¢né rozsifeni by bylo Zadouci ptedev§im ve zdravotnickych
zafizenich, kde je sterilita zdkladnim ptfedpokladem pro zamezeni S$ifeni nemoci
a uspésnou lécbu pacientti. Vyuzit by vsak $lo i v exteriérech, jako jsou obytné zony,

pozemni komunikace, tunely, nebo primyslové objekty.

Hlavnim vyzkumnym pfedmétem prace bylo hodnoceni aplikace nanocastic

oxidu titani¢it¢tho na povrchové struktury, s cilem posouzeni inhibice bakteridlni

15



populace E. coli. Dosazené vysledky, které byly zméfeny v laboratofi, byly porovnany

s odbornou literaturou.

V teoretické reSersi byla zpracovana nasledujici témata: katalyza, oxid titanicity,
bakterie pouzivané pro antibakterialni testovani a metody testovani. Prakticka cast je
zaméiena na analyzu antibakteridlni aktivity oxidu titanicitého podle normy ISO 27447.
V experimentech byla pouzita bakterialni populace Escherichia coli. V' zavéru prace

bylo provedeno zhodnoceni testovanych metod.
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1 Teoreticka ¢ast

1 Nanocastice

Obor nanotechnologie se vénuje nanomaterialim, coz jsou materialy obsahujici
nanocastice, jejichz rozmér dosahuje velikosti do 100 nm. Vzhledem Kk Siroké skale
vyuziti maji nanocéstice velky potencial uplatnéni naptiklad v potravinaiském primyslu
(napf. nutricni doplnkové latky, silngj$i arémata, barviva, antibakterialni piisady
v obalech potravin) ¢ v zemédélskych aplikacich (napf. nano-krmiva pro Kkufata).
Integrace nanomateriali s biologii vedla K vyvoji diagnostickych a terapeutickych

pristrojii, kontrastnich latek, aplikaci fyzikalni terapie a dalSich. [1]

1.1 Biomedicinské aplikace

Siroké vefejnosti jsou znidmé komeréné Gspé$né ponozky s nanodasticemi
stiibra, které maji antibakterialni G¢inek a chrani proti pachu. Dale jsou v Sirokém
povédomi nanocastice oxidu titanicitého, které se nanaseji na dlazdice, ¢imz se zarucuje
hydrofobnost, protoze se kviili specifickym vlastnostem na povrchu neusazuji kapicky.
| dalsi slouCeniny lze vyuzivat ve form¢ nanocastic, napiiklad zelezo v této formé
napomaha k ¢isténi vody a oxid ceriity ke snizeni spotfeby pohonné hmoty. Velkou
budoucnost nalézaji v medicing, protoze vyvoj sméfuje k 1écbé nadori nebo rozvoji
modernich zobrazovacich metod. [2, 3] Antimikrobialni vlastnosti slou¢eniny stiibra
a stiibrnych iontl jsou historicky uznavané a pouzivané v Sirokém rozsahu aplikaci
od dezinfekce zdravotnickych prostiedkid az po domaci spotfebi¢e na upravu vody.
Nicmén¢, mechanismus toxicity stiibra je stale ¢aste¢né nezodpovézenou otazkou. [4]
Kromé¢ toho bylo v in vitro studiich prokazano, ze kulovité nanocastice stiibra mohou
byt pouzity jako antivirova ¢inidla v lidské imunoterapii. [5] V nedavnych studiich bylo
upozornéno, ze nanocastice oxidu Zelezit¢ého mohou byt pouzity k tepelné destrukci
nadorid. Lokalné akumulované nanoc¢astice umoziuji tkanovou specifickou hypertermii,
ktera se pirednostné zamétuje na nadorovou tkan a zaroven Setfi normalni tkan. Dal§Sim

velmi vyuzivanym nanomateridlem je zlato, které ma Siroké uplatnéni v mnoha rtiznych
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aplikacich. Zlato se pouziva k udrzeni stability a rozliSovaci schopnosti barevnych
fotek, protoze mimo jiné vynika velmi dobrymi katalytickymi G¢inky. V biomediciné
slouzi soli zlata k 1é¢bé revmatoidni artritidy, i kdyZ mechanismus ucinku je stale
predmétem diskuze. [6] Cilené terapeutické nanocastice, pojmenované BIND-014, maji
slibné vysledky v probihajici klinické studii. Nanocastice se akumuluji vice v nadorech

nez ve zdravé bunce.[7]

Obor nanotechnologie je relativné novym odvétvim védy. V soucasné dobé jsou
kvili moznym G¢inktim na lidské zdravi podnécovany vyzkumné studie (zejména na
genotoxicitu). U mnoha nanocastic bylo zjisténo, Ze jsou pfi¢inou chromozomalni
aberace, DNA zlomu, oxidativniho poSkozeni DNA a nasledné genetické mutace. [8]
Rizika nastavaji v pifipadé nekontrolovatelného vniku castic do bunék, protoze
nanocastice mohou penetrovat jadro a zpisobit poSkozeni DNA. Pii vdechnuti
nanocastic do plic se material neodvratné navaze V plicnich sklipcich a je schopen

zpusobit zanét a poSkozeni alveold. [9]

2 Fotokatalyza

Pojem fotokatalyza Ize etymologicky rozlozit na dvé slova:

e foto svételné zafeni

o Kkatalyza  chemicka reakce

Fotochemické procesy (oxida¢né-redukéni) probihaji na povrchu polovodice.
Fotokatalyza spoc¢iva ve vzajemném pusobeni katalyzatoru a svétla, pti kterém dochazi
k rozkladu cizorodych latek. [10] Oxid titanicity spole¢né¢ s UV zafenim vyuziva

heterogenni katalyzu, protoze reakce probiha ve dvou fazich.[11]

2.1 Katalyzator

Katalyzatory ovliviyji rychlost chemické reakce, tim Ze snizuji aktivacni bariéru

(k reakci je zapotiebi mensi energie). Tato latka zustava po skonceni chemické reakce v
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puvodnim slozeni. Mezi vyznamné katalyzatory patii kovy nebo jejich oxidy.[12]

Katalyzatorem ale mohou byt i jiné latky, v lidském téle jde napiiklad o enzymy.

2.1.1 Heterogenni katalyzator
U homogenni katalyzy jsou katalyzator i reagujici latka ve stejné fazi. Naopak

U heterogenni katalyzy probihaji reakce v riznych fazich (polovodi¢ a svétlo). Katalyza

se rozd¢€luje do vice krok:

e v prvnim Kroku se adsorbuje molekula, pii Které vznikne adsorbované teplo,
e Vv druhém kroku probéhne reakce s aktivacni energii pro danou reakci,

e v tietim kroku nastane desorpce produktu, ktera spotiebuje teplo. [13]

Oxid titani¢ity pasobi v pfitomnosti UVA zafeni jako fotokatalyzator. Foton
dopadajici na povrch katalyzatoru excituje elektron z valen¢niho pasu do vodivostniho,
¢imz vznika ve valen¢nim pasu kladné nabitd dira. Takto vzniklé nadboje mohou spustit

oxida¢né redukéni reakce na povrchu katalyzatoru. [14]

2.2 Fotokatalyza oxidu titanicitého

Oxid titani¢ity je polovodi¢, ktery je aktivovan svételnym zéafenim.
V polovodicich jsou energetické hladiny uspotadany do elektrickych pasu. (viz Obrazek
13). Dolni pas je valen¢ni, horni pas je vodivostni. Mezi témito pasy je zakazany pas.

Sitka zakazaného pasu rozdéluje latky podle elektrické vodivosti [14]

Sitka zakazaného pasu oxidu titani¢itého je 3,2 eV. Proto je ke vzniku
fotokatalytické reakce na jeho povrchu zapotiebi zateni s vinovou délkou 365 nm, coz
odpovida UVA =zafeni. Pfi oxida¢né-redukénich reakcich organickych latek pak

v idealnim piipad¢ vznika oxid uhli¢ity a voda (viz Obrazek 14). [14]

2.3 Ultrafialové zareni

Ultrafialové zafeni (ultra-violet, UV) je elektromagnetické zafeni, které se
Vv elektromagnetickém spektru naléza mezi viditelnym a rentgenovym zafenim (viz

Obrazek 15). Rozsah vinovych délek UV zafeni je 100 az 400 nm, coz je mén¢ nez
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u viditelného zateni. [15] Podle vinové délky svétla lze dale rozlisovat tfi typy UV
zateni, a sice UVA, UVB a UVC. [16]

Svételné paprsky Slunce nemohou dorazit v celém spektru na planetu Zemi,
protoze vlivem riznych atmosférickych vrstev, jako je napf. ozonova vrstva nebo
stratosféra, se ¢ast zafeni absorbuje. [15] Na povrch ze slune¢niho zafeni dopada
nejvetsi mnozstvi UVA (cca 90 az 99 %) a mensi mnozstvi UVB, které se z velké Casti
absorbuje v 0zonové vrstve, pri¢emz na povrch dopada pouze 1 az 10 %. Naproti tomu

UVC na zemsky povrch nedopada. [16]
e Ultrafialové zaieni (A) - 400 az 320 nm

Toto zafeni prostupuje do Skdry (vazivova vrstva kize pod pokozkou).
Pozitivniho vlivu zafeni se vyuziva pro lécbu lupenky (svétlolécba). Naopak jeho
negativnim ucinkem je to, Ze piispivd ke zrychleni starnuti ktze, vzniku vrések,
strupovaténi kiize a riziku vzniku kozniho melanomu. UVA zéfeni se pouziva do UV

trubic v solariu. [16]
e Ultrafialové zareni (B) - 320 az 280 nm

Zateni pronika do epidermis a napoméaha k opozdénému zhnédnuti kaze.
Negativné pusobi UVB zateni na DNA bunky, zde mize vyvolat imunitni potlaceni.
Paprsky s mensi vlnovou délkou jak 300 nm maji bakteriocidni u¢inky, a proto se

prevazné pouzivaji v germicidnich lampach v laboratotich. [16]
e Ultrafialové zareni (C) - 280 az 100 nm

Zateni se vyskytuje v ionosféte a ionizuje ovzdusi, ¢imz se tvofi ozon.
Nejproduktivngji vznikd ozén pii UV zéafeni, které ma vlnovou délku 200 nm. Ozoén
muZe mit neblahy vliv na lidské zdravi pfi naruseni ozonové vrstvy. Do tkani pronika v

mensi mife. Castym mistem reakce je ale spojivka. [16]
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3 Oxid titanicity

Oxid titani¢ity je nejrozsifenéjsi slouceninou titanu. V piirod¢ se vyskytuje ve
ttech formach: anatas, rutil a brookit. Tyto mineraly jsou polymorfni, coz znamena, ze
se nemeni jejich slozeni, ale odliSuji se ve své struktutfe. Jejich zabarveni se méni
s ptimési riznych kovu (napf. Zelezo). [14] Fotokatalytické vlastnosti oxidu titani¢itého
byly vyuzity v riznych environmentalnich aplikacich k odstranéni znecist'ujicich latek

z vod a ovzdusi. [5]

3.1 Rutil

Rutil je ve srovnani s ostatnimi nerosty primarni mineral. Organizace molekul
rutilu je charakterizovana tetragonalni krystalickou strukturou (viz Obrazek 16). Rutil se
vytvari ptisobenim vysokych teplot, takzvanou kalcinaci, ¢imz vznikne jemny prasek.
Typicky barevny odstin byva v rozmezi mezi Cervenou az Cernou, ale mize mit
i zlatavou barvu. Kromé toho mohou byt krystaly misty i prisvitné. [14] Sitka

zakazaného pasu je 3,0 eV. [17]

3.2 Anatas

Anatas ma rovnéz tetragonalni strukturu (viz Obrazek 16) pii nizkych teplotach.
Mineral je schopen absorbovat fotony UV svétla s vinovou délkou vétsi nez 390 nm
ama Sitku zakdzaného pasma 3,2 eV. Zajimavou vlastnosti je jeho zména v rutil pii

vysokych teplotach (okolo 915 °C). [14]

3.3 Brookit

Brookit neni moc vyuzivan a ma na rozdil od ostatnich minerali odliSnou
(ortorombickou) strukturu. Zabarveni nerostu je tmavé hnédé az zelenocerné. Je stabilni
pii nizkych teplotach, a pii vysoké teploté se jeho struktura (okolo 750 °C) méni na rutil

podobné jako u anatasu. Sitka zakdzaného pasu je 3,3 eV. [14]
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3.4 Vlastnosti oxidu titanicitého

e Mechanicka odolnost (vici klimatickym podminkam)

e Chemicka stabilita (tvar oxidu zlstava po chemické reakci v pivodnim stavu)
e Foto-stabilita (ve viditelné a infracervené oblasti)

e Optické vlastnosti (vysoka transparentnost, velky index lomu)

e Netoxicky (nevytvaii Skodlivé vedlejsi produkty)

Oxid titani¢ity je vzhledem ke svym specifickym vlastnostem vhodny pro
Sirokou Skalu vyuziti, protoze je netoxicky, ekonomicky pfijatelny, stabilni a foto-

aktivni. [14]

3.5 Vyuziti oxidu titanic¢itého

Oxid titani¢ity md v komercnich technologiich velmi dulezité zastoupeni.
Vyskytuje se jako mineral s optickymi a elektrickymi vlastnostmi, které jsou vhodné
pro fadu aplikaci v oblasti foto-voltaiky a senzort. Dale se pouziva jako bily pigment,
nebot’ ma se svou vyraznou bé¢losti velké uplatnéni ve stavebnictvi nebo v kosmetickém
a potravinaiském pramyslu. [14] Popularita nanocastic oxidu titanicitého roste
srozvojem fotokatalyzatori, protoze pfizaclenéni nanocastic do dlazdic poméha

samocistit povrchy, a to predevsim ve vefejnych prostorach (Skoly, Gifady a jiné). [17]

3.6  Vrstvy oxidu titanicitého

Pomoci vrstev oxidu titanicitého lze vytvofit prihledny, dobie adhezni povlak.
Neni vsak vhodny pro aplikaci na PET lahve, ale pouze na (borosilikatové) sklo,
protoze musi vydrzet vysoké teploty do 600 °C. Bylo zjisténo, ze se zlepSuje piilnavost
povrchu, pokud se zahieje na 450 °C. Tato metoda neni univerzalni zpisob nanaseni,

protoze pouze ¢ast prekurzoru je vhodna k tepelnému zpracovani. [18]
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3.7 Hybridni vrstvy

Pti fotokatalyze se z divodu velmi dobrych vlastnosti vyuzivaji hybridni vrstvy
oxidu titani¢itého. Bylo prokazano, ze oxid titani¢ity ma malou mechanickou odolnost.
Po pifidani oxidu kiemicitého se zlepSila mechanicka stabilita materidlu, omezilo se
Sifeni titaniCitych zrn a pozitivné se zlepSila adheze. Oxid kiemicity mé dale
prokazatelny vliv absorpce na povrchu materialu a chova se jako absorbent. V blizkosti
vrstvy takzvané zvySuje koncentraci organickych necistot, a tim i zvySuje rychlost

fotokatalyzy. [19]

Povrch se reguluje hmotnostnim pomérem (oxid titaniCity - oxid kiemicity).
Pokud je zvySené mnozstvi oxidu titani¢itého, pak se shlukuje. Pokud je zvySené
mnozstvi oxidu kiemicitého, pak se izoluje a oxid titanicity Se navaze na oxid kiemicity.

Optimalni vrstva je titan-kyslik-kifemik, pti¢emz povrch je hydrofilni. [19]

3.8 Metody nanasSeni vrstev

Oxid titanicity vyuzivame v praSkové formé nebo pevné uchyceny na substrat.
K naneseni pevné uchyceného filmu na necinny nosi¢ lze vyuzit rizné techniky. Vrstvy

se na povrch nanasi riznymi metodami, jako je naptiklad Dip coating. [20]

3.8.1 Dip coating

Metoda se fadi mezi namaceci techniky (viz Obrazek 17). Dip coating se sklada
z nékolika krokd: ponofeni, vynofeni a zgelovaténi. Nejprve se sklenény substrat ponoti
do roztoku. Poté je substrat vytazen piesné danou rychlosti. Kone¢nou fazi procesu je
zgelovaténi, kdy se odpafuje rozpoustédlo z povrchu substratu a na povrchu se vytvoii
vrstva oxidu titani¢itého. Tloustka vrstvy je pfiblizné 20 nm az 50 um. Tloustka vrstvy

je ovlivnéna rychlosti a thlem vytahovani a viskozitou roztoku. [20]
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4 Princip analytickych metod

V této ¢asti budou podrobnéji predstaveny jednotlivé analytické metody a jejich

princip.

4.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pti fluorescencni mikroskopii se pro pozorovani bakteridlni bunky vyuziva
luminiscence neboli spontanni zafeni vybuzenych molekul. V piipadé, Ze jsou molekuly
vybuzeny fotony UV nebo viditelného svétla, nazyva se tento jev jako
fotoluminiscence. Tento jev se dale rozdéluje do dvou kategorii (fluorescence,
fosforescence), v zavislosti na elektronové Konfiguraci excitovaného stavu a emisni

draze. [21]

4.1.1 Fluorescencni jev

Fotony dopadaji na molekulu fluorescen¢niho barviva (fluorofor, fluorochrom).
Elektron absorbuje energii a je excitovan do vyssi energetické hladiny (viz Obrazek 18).
Tento stav neni stabilni a elektron se po Case presouva zpét na nizsi energetickou
hladinu, ¢imz se ¢ast jeho energie vyzati v podob¢ tepla. Proto ma foton mén¢ energie a

vlnova délka emitovaného svétla je delsi nez v piipadée svétla excitovaného. [22]

4.1.2 Fluorescen¢ni barveni
Fluorescencni barveni se pouziva ke zviditelnéni molekul a bunék, které nema;ji

vlastnost auto-fluorescence. Barvici latka se navaze na bunéné struktury (napt. DNA)
a na protilatku bilkovin pfitomnou V cytoplazmé. Barvivo ve své molekule obsahuje
reaktivni skupinu, ktera je schopna reagovat s nukleofilnimi skupinami. Touto metodou

Ize zviditelnit cytoskelet, chromatin a membranové bilkoviny. [21, 23]

4.2  Ultrafialovo-viditelna spektrometrie

Princip ultrafiolovo-viditelné spektrometrie je zaloZzen na Lambert-Beerové

zakong, ktery stanovi zavislost tloust’ky, absorpce a koncentrace latky. Metoda spoc¢iva
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Vv prichodu toku zareni 0 urcité vinové délce skrz kyvetu s testovanym vzorkem. Pii

dopadu zafeni se ¢ast tohoto zareni absorbuje, ¢ast rozptyli a ¢ast odrazi. [14]

4.3 Respirometricka metoda

Respirometrickd metoda spociva v periodickém monitorovani systému
s uzavienym okruhem. Monitoruje se koncentrace plynu z materialu, ¢imz se analyzuje
mikrobialni dychani. Méfici pfistroj udava prirtstek a spotiebu plynu a pouziva nékolik

typt snimacu. [24]

Koncentrace kysliku se méfi paramagnetickym senzorem, nebot’ kyslik vykazuje
pomérné unikétni chovani v magnetickém poli. Vzorek plynu prochéazi okolo ty¢inky
a paramagnetické vlastnosti tla¢i kyslik na ty¢inku, coz zpiisobuje, Ze se ty¢inka otaci.
Otaceni tyCinky je pfimo iimérné koncentraci kysliku v plynu (¢im vice je ptitomno

kysliku, tim vétsi je rotace). [24]

4.4  Opticka emisni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

Optickd emisni spektrometrie je analytickd metoda, ktera stanovuje koncentrace
jednotlivych prvki ze vzorku. Tento pfistroj umoziuje analyzovat témét vSechny prvky
periodické tabulky (80 %). Roztok vzorku je zmlzen a vznikla mlha je proudem argonu
vedena do hotédku. Vzhledem k vysoké teploté plazmy se rozpoustédlo okamzité odpafi,
¢imz zanikaji chemické vazby v molekulach pfitomnych sloucenin a elektrony se
excituji do vyssich energetickych hladin. Tento stav neni stabilni a elektrony se vraci
zpét na zakladni energetickou hladinu. Emitované svétlo ptrechdzi do monochromatoru,
kde se svételné zafeni rozdéli podle vinovych délek. Fotony rozdéleného zafeni
analyzuje detektor, ktery zméni intenzitu dopadajiciho zafeni na elektricky signal, ktery

lze zméfit. [25]
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5 Principy testovani fotokatalytickych vrstev

V této casti budou podrobnéji piedstaveny jednotlivé metody, které testuji

fotokatalytické vrstvy.

5.1 Metoda  testovani  antibakterialni  aktivity = materiali
polovodicovych fotokatalyzatori podle normy 1SO 27447: 2009

Norma stanovuje dvé metody testovani, mezi které se fadi sklenéna adhezni
metoda a filmova adhezni metoda. Sklenéna adhezni metoda se uziva pro tkaniny ¢i
textilie, protoze je chrani pfed deformaci. Tato metoda se uziva k analyze bakterialni
populace Staphylococcus aureus a Klebsiella pneumoniae. Filmova adhezni metoda se
pouziva u pevnych materiald, kde se analyzuji s ni bakterialni populace Staphylococcus

aureus a Escherichia coli. [26]

5.1.1 Postup pripravy
Na dno Petriho misky se umisti zvlhéeny filtra¢ni papir, na ktery se polozi

sklenéné trubicky tak, aby sklicko nepiislo do kontaktu s vlhéenym papirem. Na

trubicky se nasledné ptilozi testovany vzorek (viz Obrazek 19). [26]

5.1.2 Filmova adhezni metoda
Pro méteni podle filmové adhezni metody musime mit pfipravené inokulum

S testovanou bakterii o koncentraci, kterd odpovida prvnimu stupni Mc Farlandova

zakalu. Na testovaci vzorek se nanasi 0,15 ml bakterialni suspenze. [26]

5.1.3 Zvoleni intenzity ultrafialového zareni
Maximalni intenzity zafeni se dosahuje za dne vedle okna (0,25 mW.cm™) nebo

ve vzdalenosti 1,5 m od okna (0,1 mW.cm'z) pii pouziti fluorescenéni lampy. Minimalni
intenzity zafeni je naopak dosahovano v zatemnéné mistnosti bez oken, pii uziti pouze

vnitiniho svétla (0,001 mW.cm™). [26]
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5.14 Vyhodnoceni vzorki
Desetinasobné fedéni bakterialni suspenze je zalito Zivnou pevnou pudou.

Vzorky se vkladaji do termostatu pii teploté 37 °C. Po uplynuti intervalu 24 — 48 hodin
se vzorky pocitaji a vyhodnocuji. [26]

5.1.5 Vyhodnoceni vysledkii antibakterialni aktivity
Matematické vyhodnoceni vysledkit mizeme vyjadfit nasledovné:

e RL: fotokatalytick4 antibakterialni ¢innost po UV ozafeni (intenzity L)
e AR: fotokatalyticka antibakteridlni uc¢innost po UV ozafeni s ptfihlédnutim na

pocet inkubovanych bakterii ve tmé

AR=log5—logﬂ RL:Iogﬂ
(o] Cq G
e By Primérna hodnota kontrolnich vzorkd, poté co byly v temnu.
o Cy Primérna hodnota vzorki s fotoaktivni vrstvou, poté co byly v temnu.
e B Primérna hodnota kontrolnich vzorku, poté co byly vystaveny zafeni.
e C Primérnd hodnota vzork s fotoaktivni vrstvou, poté co byly vystaveny
zareni.

Vyse uvedeny vypocet je dulezity pro diikaz inhibice bakterii, ke které doslo za

pomoci fotokatalyzy. [26]

5.2 Jednofaktorialni analyza rozptylu

Tato statistickd metoda umoziuje zjistit, jestli na sob& zavisi dva nahodné

vektory. K tomu uzijeme metodu “analyzy rozptylu”, kterd je oznafena téz jako
ANOVA (Analysis of variance). [27, 28, 29]

Testujeme nulovou hypotézu (Hp), Ze se jednotlivé pruméry rovnaji. V piipadé
Ze ano (w1 = p2 = ug), jsou si skupiny navzajem podobné a nulova hypotéza se pfijima.
V opacném piipadé nulovou hypotézu zamitame, pfijimame alternativni hypotézu (Hj),

ze se jednotlivé skupiny od sebe 1i8i (1 # p2 # us3). [27, 28, 29]
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Jednofaktorialni analyza rozptylu pomoci priméra dat zjistuje zévislost mezi
vice skupinami. K vyhodnoceni se musi provést 6 kroki: mezitiidni soucet Ctvercd,
vnitini soucet Ctvercu, kriticka hodnota, testovaci kritérium, mezitfidni primeér ctverct

a vnitini pramér ¢tvercu. [27, 28, 29]

Pro rozpoznani zavislosti se pocita testovaci kritérium a kriticka hodnota.
V ptipadé, ze hodnota testovaciho kritéria bude vétSi nez kritickd hodnota, bude
zamitnuta nulova hypotéza o shod€ rozptylli a pfijme se hypotéza, ze se hodnoty lisi.
V opaéném piipadé bude nulova hypotéza piijata, a lze fici, Ze jsou si hodnoty

navzajem podobné. Jejich zavislost tim bude potvrzena. [27, 28, 29]

Testovaci kritérium se stanovuje pomoci mezitiidnitho praméru ctverch
a vnitiniho pruméra ¢tvercd, pomér téchto hodnot se spolu s kritickou hodnotou uziva
k vyhodnoceni nulové hypotézy. Pro urceni kritické hodnoty porovnavame hodnoty
stupiiti volnosti s tabulkou (95% kvantil F rozdéleni, pti¢emz hladina spolehlivosti
a =0,05). Na misté Citatele je stupeft volnosti pro rozptyl primérd (V,) a na misté

jmenovatele je stupen volnosti rezidualniho rozptylu (V). [27, 28, 29]

5.2.1 Mezitiidni souéet ¢tverca
k

SSmEz = Z n; (%, — X)*

i=1

5.2.2 Vnitini soucet étvercu

k n
SSoni = Z (xij —%;)?
i=1j=1
5.2.3 Mezitfidni priimér ¢tverce
SS
MSA = —7¢
k-1
5.2.4 Vnitini primér ¢tverce
MSB = —
N-k
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5.2.5 Testovaci kritérium

MSA
F=—-"=
MSB
5.2.6 Kriticka hodnota
I:krit = Fa [prV] Vp =k-1 V =N-1
(nj = pocet méfeni, Xj = naméfend hodnota, ¥; = priméma hodnota jednoho sloupce,

X = celkova primérna hodnota, k = pocet tfid, N = (pocet tfid x pocet méieni)) [27, 28, 29]

6 Bakterie pouzivané k testovani antibakterialni aktivity podle
normy 1SO 27447

Mikroorganismy jsou charakteristické prokaryontni buiikou (buika E. coli viz
Obrazek 20) a maji tedy jednodussi stavbu oproti buiice Zivoc¢isné. Bakterialni bunky
obsahuji nukleoid, cytoplazmatickou membranu, bunénou sténu a ribozomy. Rozsah
jejich velikosti je rozmanity (od 0,3 x 0,3 um az po 25 x 10 pm). Nejcastéjsimi tvary
jsou ty¢inky, koky, dvojice, fetizky (napft. streptokoky) ¢i shluky (napft. stafylokoky).
[30]

6.1 Gramovo barveni

K rozlieni typu bakterii pouzivame metodu Gramova barveni. Rozdily mezi
typy bakterii vyplyvaji z odliSné stavby bun&fné stény. Princip metody spociva
v obarveni bakterii krystalovou violeti, ktera se posléze odbarvuje etanolem.
Grampozitivni bakterie jsou po aplikaci barveni modrofialové. Naproti tomu
gramnegativni bakterie jsou odbarvené, avSak tyto burniky je mozné znovu obarvit (napf.

¢ervené). [30]
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6.2 VIiv ultrafialového zareni na bakterialni burniku

UV zafeni zplsobuje u bakteridlni bunky poskozeni biologické funkce, coz
muze vést az ke smrti mikroorganismu. Zakladnim vnéjSim projevem usmrcené bakterie
je, ze ztratila schopnost se rozmnozovat. Na UV zafeni jsou nejvice citlivé nukleonové
kyseliny (maximalni absorpce 260 nm) a bilkoviny (maximalni absorpce 180 a 280 nm).
U nukleovych kyselin pisobenim zafeni napf. vznikaji kovalentni vazby uvnitt

molekuly ¢i dojde k ptetrzeni fetézce. [30]

6.3 Biofilm

Bakterie rostouci ve form¢ biofilmu zplsobuji celou fadu chronickych,
avzhledem k jejich rezistenci i obtizné¢ eliminovatelnych infekci. Mezi nejbéznéji
vyskytujici se bakterie se ftadi Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae
a Escherichia coli. Pro biofilmové infekce je typické, Ze byvaji mnohdy zplsobeny
mikroorganismy, které jsou soucéasti bézné mikroflory. Biofilm se dale vytvati snadno
na dlouhodobé zavedenych katétrech, trachealnich cévkach a na umélych implantatech
(napf. ume¢lé srde¢ni chlopné, kardiostimulatory, umelé kloubni nahrady a nitrodélozni

téliska). [31]

6.4 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie
(viz Obrazek 20). Za normalnich podminek ma bakterie tvar ty¢inky a dosahuje délky 2
pum a tloustky 0,5 um. Tato bakterie patii mezi bi¢ikovce a je tedy diky disponujicimu
bi¢iku schopna pohybu. Bakterie se bézné nachazi v zazivacim traktu a je hostiteli
prospésna, nebot’ mu dodava vitamin K, a chrani jeho travici trakt pted osidlenim
choroboplodnymi bakteriemi. Mimo stievo je bakterie patogenni, jelikoZ zpiisobuje
gastroenteritidy, mocové infekce, novorozeneckou meningitidu nebo peritonitidu. [32,
33]
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6.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni kulovita bakterie, ktera je v ¢eském
jazyce oznaCovana jako zlaty stafylokok. Bakterii objevil skotsky chirurg Ogston Vv roce
1980, ktery bakterii izoloval z opera¢nich hnisavych ran. Bakterie je jednou z péti prfic¢in
nozokomialnich infekci a vyskytuje se predevsim na sliznici dychacich cest a rukou.
[32]

6.6 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinkovita
bakterie, vyskytujici se bézné ve fyziologické flotfe ust, na kizi a v zazivacim traktu.
Klebsiella pneumoniae je po E. coli druhym nejéastéjsim piivodcem mocovych infekei,
predevsim u starSich pacientil a u pacientt s chronickymi plicnimi chorobami. Vyvolava
gastrointestinalni potize a atrofii nosni sliznice a je dale hlavnim zdrojem infekce
z fekalniho znecisténi. VétSina infekci se vyskytuje jako nozokomidlni pifi pobytu

Vv nemochnici. [32]
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I1l  Vyzkumna cast

1 Cile a vyzkumné predpoklady:
e Sezndmeni se s problematikou nanomateriala.

e Reserse na dané téma interakce nanomateriala v biologickych aplikacich.

e Vyhodnoceni bakterialni populace E. coli.
e NavrZzeni vhodné metodiky k inhibici bun¢k za vyuziti aplikace nanoc¢éstic na
povrchy v prostiedi, kde je nutné zachovat vysoce sterilni podminky.

e Provéteni hypotéz vlivu nanocastic na bakterialni populace.

2 Materialy a metody

K hodnoceni antibakterialni aktivity byly uvedeny vSechny pouzité pfistroje,

software, bakterie, kultiva¢ni pady a testovaci vzorky.

2.1 Pristroje

V této kapitole byly struéné popsany piistroje, které byly pouZity v praktické
casti.
2.1.1 Autoklav - UNISTERI HP

Parni sterilizator, ktery sterilizuje roztoky, laboratorni nadobi a néstroje parou

(134 °C/7 min) a je vhodny i pro vafeni pud. Tlakova komora ma objem 73 litrd,

sterilizator podporuje 20 steriliza¢nich programd.

2.1.2 Diamantova pila - IsoMet 1000
Diamantova pila se pouziva pro pfesné fezani jakéhokoliv materialu. Sklada se

Z mikrometru, goniometru, diamantového kotouce, pfitlaéného ramena a nalevky.
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Vestavénym mikrometrem se méfi a upeviluje vzorek, goniometrem se nastavuje

pozadovany uhel.

Tabulka 1: IsoMet 1000

Technické parametry

Motor 95 W, 220V

Otacky ménitelné (0 az 950) otacek / minutu
Maximalni rozméry vzorku do 38,1 mm

Maximalni délka vzorku do 203 mm

2.1.3 Vyrobnik destilované vody - GORO MID 300
Pfistroj vyrabi destilovanou vodu, kterou ziskava procesem reverzni osmozy.
Reverzni osmoéza zachycuje nizkomolekularni latky a naopak neklade odpor volnému

prittoku rozpoustddla. Kvalita vody splituje normu CSN ISO 3696

2.1.4 Fluorescen¢ni lampa - BLB UVA Philips

Lampa se vkladd do sterilniho boxu a umistuje se na laboratorni Sroubovaci
stojan. Intenzita zafeni se m&i UVX radiometrem. UV lampa je vybavena Cernym

sklem, ¢imz se docili toho, Ze lampa emituje pouze UV zafeni.

Tabulka 2: BLB UVA Philips

Technické parametry

Vykon S0 W

Vinova délka (300 - 400) nm
Intenzita zafeni 0,1 mW.cm™
Doba expozice 4 hodiny

2.1.5 Fluorescen¢ni mikroskop - Carl Zeiss Axio Imager M2M
Fluorescencni mikroskop snimkuje pomoci odrazeného svétla a Umoziuje
zobrazit fluorescenéné zbarvené bakterie. Mikroskop je vybaven kamerou AxioCam

iCcl, fluorescencni lampou Colibri II a zobrazovaci jednotkou. Kromé toho se sklada
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z fokusacniho zrcadla, ¢ocek, filtrGi a systému ptivadéjici objektivem svétlo o urcité

vinové délce ke zkoumanému objektu.

2.1.6 Laboratorni digitalni vaha - KERN EWB 620-2M

Viéha se pouziva k pfesnému odvazeni sypkého prasku na ptipravu zivnych pid.
Pro udrZeni spolehlivosti a spravnosti udaju je nutné vahu kalibrovat pied kazdym
méfenim, aby nedoslo k chybé&. Laboratorni vadha je schopna méfit s piesnosti setiny

gramu, ovSem ovéiend hodnota ma piesnost na desetiny gramu.

2.1.7 MEéFi¢ ultrafialového zareni - model UVX-36

Radiometr je vhodny pro méfeni ultrafialovych dlouhych vin. V praxi se vyuziva
jako nejefektivnéjsi ukazatel Zivotnosti lampy, posuzuje tedy kvalitu intenzity zafeni.
Zapisovaci port umoziuje kontinualni monitorovani, rozsah pfistroje je mozné piepnout

do tfi modu:
e (0az20)mW.cm?, (0 az 2000) uW.cm™, (0 az 200) pW.cm™

V experimentech byl pouzit prvni méd, pii¢emz Kalibracni bod piistroje byl

365 nm Vv rozmezi (335 az 380) nm, coz odpovidalo UVA zareni.

Tabulka 3: UV X model UV X-36

Technické parametry

Napajeni 9 V bakterie
Cteni 2,8/sekundu
Piesnost snimace +5%

2.1.8 Respirometr - Columbus Instruments Micro-Oxymax

Respirometr snima koncentraci plynu, ktery je obsazeny v uzavieném okruhu
systému. Pravidelné snimani umoziuje vypocitat aktudlni a kumulativni hodnoty
spotieby a produkce. V metodé¢ byl pouzit ke stanoveni mikrobidlniho dychani

(respektive bakteridlniho metabolismu).
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Micro-Oxymax ma prah sniméani v blizkosti 2.107 litr za hodinu a umoZiuje
vyuzit az 80 komor. Pfistroj je velmi flexibilni a citlivy pfi kombinaci s vice plyny.

Standardné¢ se snima: kyslik, oxid uhlicity, metan, oxid uhelnaty, sirovodik a vodik.

Tabulka 4: Columbus Instruments Micro-Oxymax

Technické parametry

Spotteba energie 200 W

Priitokova rychlost plynu (standard) 500 cm*/min

Rozsahy plynovych senzori (standard) CO,2: (0-0.9%, 0,:(19.3-21.5) %
Délka vzorkovani 8 minut

Jednotky plynu mg/hod.

2.1.9 Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanou vazbou iCAP 6500
Spektrometr funguje na principu vyuzivani emise a nasledné detekce svételného

zateni iontovych prvka ptitomnych ze vzorku. Piistroj analyzuje témét veskeré stopové

prvky. Zdrojem iontd je argonova lampa. Zkoumani vzorki funguje pomoci roztokové

metody. V ptipad¢ pouziti laserové sondy, je mozna analyza aerosolu z pevného vzorku.

Tabulka 5: ICP OES

Technické parametry

Registr spektra (165 az 900) nm

Obsahuje Monochromator, 2 fotonasobice
Stanoveni prvkl ve stopovych > 0,2 ppm (Castice na jeden milion)
koncentracich

2.1.10 Susicka/Sterilizator - Chirana rada HS 62A
Ptistroj vysousi nebo sterilizuje laboratorni nddoby pomoci vysokotlaké pary.
Zahrnuje komoru o obsahu 60 litrl, ktera ma cirkulaci s ventilatorem. Vysouseni se

uskutec¢iiuje pti 130 °C na 30 minut, naopak sterilizace se vykonava pii 170 °C na
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30 minut. Maximalni teplota pfistroje dosahuje 200 °C. Pied pouzitim pfistroje se

kontroluje hladina vody v nadrzi.

2.1.11 Termostat — INCUCELL

Ptistroj slouzi k inkubaci mikrobiologickych kultur. Termostaty jsou variabilni
svym objemem a teplotou s kterou pracuji. Pro bakterii E. coli je pro inkubaci

nejvhodnéjsi teplota pii 37 °C po dobu 48 hodin.

2.2 Software

e Matlab (The Mathworks, Inc.), s vyuzitim knihovny Image Processing Toolbox
e Matlab, funkce: Anoval

2.3 Bakterie

K testovani antibakterialni aktivity byla pouzita bakterialni populace Escherichia

coli.

2.3.1 Escherichia coli
Kmen CCM 3954 Escherichia coli (Masarykova univerzita Brno — Ceska sbirka

mikroorganismil). Pocate&ni koncentrace bakterii byla 3.10° bunék/ml.

2.3.2 Mc Farlandova zakalova stupnice
Mc Farlandova stupnice zadava pét stupni zakalovych fad, pomoci niz urujeme

pocet bun¢k/ml. V experimentalni ¢asti byl vyuzit prvni typ zakalové fady.

Tabulka 6: Uréeni koncentrace bakterii dle absorbance

Mc Farlandova stupnice 05 |1 2 3 4

Absorbance 0,1 | 0,257 | 0,451 | 0,582 | 0,669
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2.4  Pevné pudy pro kultivaci bakterii

V experimentech byla pouzita nésledujici média: agar, sdja, broth a fyziologicky

roztok. Jednotliva média jsou dale podrobné popsana.

2.4.1 Nutrient Agar (kod: M001)

Pouziva se jako kultivatni médium pro péstovani a udrzeni mikroorganismii.
Agar je homogenni sypky prasek, ktery pfipomind krémové zluty, rosolovity gel.
Reakce v médiu probihaji optimaln¢ ve vodném roztoku pii 25 °C, jehoz pH je
7,4+0,2. Masovy pepton spoleéné s kvasniénym a hovézim extraktem poskytuji
nezbytné slouceniny dusiku, uhliku, stopovych prvkil a vitamint, které jsou dilezité
k vyzivé bakterii. Chlorid sodny slouzi k udrzeni osmotické rovnovahy média.
Inokulum E. coli pfipravené v agaru (50 az 100) bunék/ml bujné roste (70 %). Byl

pouzit agar od vyrobce HiMedia Laboratories.

Tabulka 7: kod: M001

Slozeni (gram/litr)
Masovy pepton 5
Chlorid sodny 5
Hoveézi extrakt 15
Kvasniéni extrakt 15
Agar 15

2.4.2 Soyabean Casein Digest Medium (kéd: M011)

Médium se vyuziva pro kontrolu sterility a pro kultivaci mikroorganismii. Soja
patii mezi velmi vyzivna média piedev§im kvili s6jovému peptonu, enzymatickému
hydrolyzatu a hydrogen-fosfore¢nanu draselnému. Chlorid sodny udrzuje osmotickou
rovnovahu média. Inokulum E. coli piipravené v séje (50 az 100) bun¢k/ml bujné roste
pfi optimalnich podminkéch (30 az 35) °C béhem (18 az 24) hodin. Bylo pouzito

médium od vyrobce HiMedia Laboratories.
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Tabulka 8: kod: MO11

Slozeni (gram/litr)
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17
So6jovy pepton 3
Chlorid sodny 3
Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,5

2.4.3 Nutrient Broth (kéd: M002)

Zakladni kultivaéni médium pro péstovani a udrzeni mikroorganismi. Pouziva
se na vyrobu inokula, k fedéni bakteridlni suspenze (1/500 NB) nebo k ziskéni
obvyklého poctu bakterii (6,7.10° az 2,6.10°) bun&k/ml. Peptické digest ze zvifeci tkang,
kvasniény a hovézi extrakt poskytuji nezbytné slouceniny dusiku, uhliku, stopovych
prvkil a vitamint, které jsou dilezité k vyzivé bakterii. Chlorid sodny slouZi k udrZeni
osmotické rovnovahy média. Reakce média probihaji optimaln¢ ve vodném roztoku pfi
25 °C, jehoz pH je 7,4 £ 0,2. Inokulum E. coli pfipravené v Brothu (50 az
100) bunék/ml bujné roste. Byl pouzit broth od vyrobce HiMedia Laboratories.

Tabulka 9: kod: M002

SloZeni (gram/litr)
Pepticka digest zviteci tkané 5
Chlorid sodny 5
Hovézi extrakt 15
Kvasni¢ny extrakt 15

2.4.4 Fyziologicky roztok
Fyziologicky roztok je bezbarvy a isotonicky, protoze ma stejny osmoticky tlak
a identicky pocet ¢astic. V jednom litru je obsazeno 8,5 gramu chloridu sodného, coz

odpovida tomu, Ze je v 1 ml obsazeno 8,5 mg NaCl (Na" = 154; CI"= 154) mmol/l.
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2.5 Priprava vzorku pred testovanim

Pfed samotnym méfenim je nutnd piiprava laboratorniho nadobi, testovacich

sklic¢ek, zivnych ptd a inokula.

2.5.1 Priprava skli¢ek

V experimentalni ¢asti  byly pouzity Kkontrolni a fotoaktivni vzorky.
Fotoaktivnim vzorkem bylo testovaci sklicko, na které byl nanesen prekurzor Cleanox
metodou Dip coating (viz Kapitola 113.8.1). Kontrolnim vzorkem bylo obycejné

testovaci skli¢ko.

Sklicka byla nafezana diamantovou pilou IsoMet 1000. Do nalevky, ktera je
umisténd pod diamantovou pilou, se nalilo pozadované mnozstvi vody, coz odpovida

zhruba 5 mm k ponofeni pily. VSechna testovaci sklicka byla nafezana na rozméry

(2,5 % 2,5) cm.

2.5.2 Inokulum E. coli

Kapsle E. coli (CCM 3954) byla rozpusténa Vv tekutém zivném médiu (NB)
a byla kultivovana pii 37 °C po dobu (24-48) hodin. Posléze byla E. coli ockovana
mikrobiologickou kli¢kou na tuhé médium (PCA agar Biorad) a kultivovana pii 37 °C
po dobu (24 — 48) hodin. Narostlé kolonie byly pieneseny mikrobialni klickou do
tekutého média (NB). Ve vzniklém inokulu byl proveden Mc Farlandtv zakal ¢. 1, coz
odpovida absorbanci = 0.257, pro dosazeni piislusného pocétu bakterii (bakterie/ml).

S inokulem je idealni pracovat ihned po jeho piipravé.

2.5.3 Sterilizace
Na sterilizaci byl pouzit sterilizator Chirana (viz Obrazek 1). Laboratorni nadobi

bylo vysterilizovano pti 170 °C na 30 minut.
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Obrazek 1: Sterilizator Chirana fada HS 62A (Zdroj: autor).
2.5.4 Priprava zivnych pid
Média (viz ptiprava) byla vafena v autoklavu UNISTERI HP (viz Obrazek 2) pii

121 °C po dobu 15 minut. Média poté byla zchlazena na 25 °C a skladovana na temném

a studeném miste.

[
. 4
—
|

Obrazek 2: Autoklav: UNISTERI HP (Zdroj: autor).

Piiprava:
o Fyziologicky roztok: (4,25 g NaCl a 0,5 1 destilované vody)
e Séja: (7,5 g s6ji a 250 ml destilované vody)
e Zivny agar: (7 g agaru a 250 ml destilované vody)

e Nutrient Broth: (6,25 g brothu a 250 ml destilované vody)
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3 Metodika vyzkumu

V této ¢asti budou U jednotlivych metod podrobnéji popsané postupy méfeni.

3.1 Hodnoceni respiracni aktivity

Respirometricka metoda ovéifuje metabolickou aktivitu bakterialni populace. Za
uziti pristroje  Columbus Instruments Micro-Oxyma (viz Obrazek 3) se pii ni
vyhodnocuje koncentrace kysliku, oxidu uhli¢itého a methanu. Vzorky byly pfipraveny
dle normy CSN EN ISO 9408, ktera stanovuje jakost vod, k vyhodnoceni uplné aerobni
biologické rozlozitelnosti organickych latek ve vodnim prostfedi a urCeni spotieby

kysliku v uzavieném respirometru.

Do Fischerovy reagencni lahve o objemu 100 ml bylo davkovano 10 ml vzorku.
Do vzorku byl vlozen testovany povrch s fotoaktivnim natérem a obycejné sklicko
(kontrola). Vzorky byly umistény pod UV lampu a do tmy. Cely proces byl v pribéhu

40 hodin méfen kontinualné a v danych intervalech byly vyhodnocovany koncentrace

plynt.

Vzorek zahrnuje: fyziologicky roztok; bakterialni suspenzi E. coli (LMF = 0.267);

2 g/l glukézy

Obrazek 3: Respirometr Columbus Instruments Micro-Oxyma (Zdroj: autor).
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3.2 Metoda Live/Dead® BacLight™

Metoda stanovuje zivotaschopnost bakterii s pouzitim fluorescenéniho
mikroskopu ZEISS Axio Imager.M2, diky niZz Ize snadnym barevnym rozborem
rozpoznavat a klasifikovat vitalitu bakterialnich populaci. Metoda funguje na principu
priniku fluorescenc¢niho barviva pies cytoplazmu. Pomoci zbarveni bunéénych populaci
se identifikuje ptipadné naruseni bunéné membranové integrity. Umirajici bunka ma
zhorSenou celistvost membrany, oznaCuje se za mrtvou a zbarvi se Cervené. Bunka

S nenarusenou integritou je zivotaschopna a zbarvi se zelen¢.

Interakce vzorki a mikroorganismu byla uskute¢néna pod UV lampou a ve tm¢.
Jako povrch byly vyuzity fotoaktivni a kontrolni vzorky. Na kazdy vzorek byly
naneseny 3 kapky (30 ul) bakterialni suspenze E. coli.

Nejprve bylo provedeno nulté méfeni, pii kterém vzorky na rozdil od ostatnich
nebyly ani ve tm¢, ani pod UV lampou. Z kazdého vzorku se z prvni kapky odebralo
5 ul suspenze, ktera byla vzapéti smichana s 3 ul fluorescen¢niho barviva, a po dobu
15 minut byly vzorky uchovany vtemnu. Posléze se provedla analyza Live/Dead
fluorescenénim mikroskopem a spocitala se viabilita bakterii. Po uplynuti dané doby se
u ostatnich kapek postupovalo stejnym zplsobem po jiz piesné danych casovych

intervalech.

3.3 Stanoveni antibakterialni aktivity materiali polovodicovych
fotokatalyzatori, 1SO 27447

3.3.1 Priprava metody
Vzorky byly testovany ve tmé a pod UV lampou. UV lampa byla vlozena do

sterilniho boxu a méla intenzitu zafeni 0,1 mW.cm™ (zm&fen4 vzdalenost &ini pfiblizné

12,5 cm).

Do kazdé Petriho misky (viz Obrazek 4) se vlozil na dno filtra¢ni papir, ktery
byl navlhéeny destilovanou vodou. Na zvlhéeny filtraéni papir byly poskladany

sklenéné ty€inky, na které byl umistén testovaci vzorek. Na kazdy testovaci vzorek bylo
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naneseno 150 ul bakterialni populace E. coli a suspenze byla rovnomérné rozprostiena

po celém vzorku sterilni sklenénou hokejkou.

Celkem bylo piipraveno pét Petriho misek. Tii kontrolni a dva fotoaktivni

vzorky. Méfeni bylo provedeno duplicitné.

Obrazek 4: Schéma piipravy metody (ISO 27447). Na obrazku je vzorek (+ duplicitni
vzorek) pod UV lampou (Zdroj: autor).

Jeden kontrolni a jeden fotoaktivni vzorek byly vlozeny pod UV lampu, stejné
tak byly vzorky nachystany do tmy. Méfeni probihalo po dobu (4 az 6) hodin. Jeden

kontrolni vzorek (Pfimy oplach) byl ihned zpracovan.

Po stanoveném case byla z téchto Petriho misek odebrana testovaci sklicka,
ktera byla vystavena tmé a umisténa pod UV lampou. Tato sklicka byla vlozena do soji
(10 ml) a byla vytfepana na vortexu (z divodu dobrého vytiepani bakterialni suspenze
do soji). Dale bylo provedeno desetinasobné fedéni bakterialni suspenze. Postup fedéni
probihal nasledovné: bylo odebrano pipetou 1 ml roztoku ze séji do prvni zkumavky,
¢imz pokraCovala série 5 fedéni. VysSi fad fedéni neni potieba, protoZe bakteridlni
inhibice je zna¢na jiz pii (-5). Petriho misky byly zality rozehfatym agarem a ponechany

k zatuhnuti. Inkubaéni doba v termostatu byla 48 hodin pii 37 °C.
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3.3.2 Pocitani kolonii
Po uplynuti inkubacni doby byly z termostatu odebrany vzorky. Kolonie, které

jsou tézce rozeznatelné (nepifehledné, slité, vzajemné prerostlé), se nazyvaji

premnozené. Pfemnozené kolonie se nepocitaji. Pozornost se soustiedi pouze na takové

vzorky, které jsou dobfe pocitatelné. Idealni pocet kolonii odpovida (30 az
300) bun¢k/ml.

Obrazek 6 Pfemnozené bakterie E. coli Obrazek 5 Ideélni pocet E. coli
(Zdroj: autor) (Zdroj: autor)

4 Analyza vyzkumnych dat

V kapitole jsou prezentovany vysledky z respirometrického méfeni, Live/Dead
metody, testovani antibakterialni aktivity podle normy ISO 27447 a Jednofaktorialni
ANOVY. Kromé téchto metod se doplilkkové testovala analyza louhovani oxidu

titani¢itého a hodnotil se povrch fotoaktivniho filmu.
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4.1 Hodnoceni respira¢ni aktivity

U grafu (viz Graf 1) z respirometrického méfeni se posuzuje vztah kumulace
kysliku (v jednotkach mg) k bakterialni populaci E. coli v pribéhu 40 hodin. Cim nize
se naléza kiivka respirace, tim vice je utlumen metabolismus bakterii nebo je

v daném vzorku mensi pocet bakterialni populace.

Respirometrie

—— Kontrola TMA
€08 | — Kontrola UV
0,6 | —_—Ti02 TMA
o 04 —Ti02 UV

Cas (hod)

Graf 1: Respirometrie

Nejvétsi metabolicka aktivita se projevila ve tmé. Modra a ¢erna kiivka se 1isi
pouze zanedbatelné. U UV zateni byl fotoaktivni vzorek ¢ervené kiivky o 38 % nize
nez kontrolni vzorek reprezentovany oranzovou kiivkou. Nejniz$i Cervena kiivka
respirace byla u fotoaktivniho natéru (UV lampa). U kiivek reprezentujicich vzorky
uchované ve tmé (Cerna a modra) mizeme prokazatelné vidét, ze fotoaktivni povrch

pottebuje k tomu, aby dobte fungoval, pravé UV svétlo.

Dle vysledku z respirometric mizeme fict, ze UV zafeni spolecné s oxidem
titani¢itym ma inhibi¢ni vliv na bakterie. Graf spotteby kysliku byl v rdmci smérodatné
odchylky 2 %. Méteni probéhlo duplicitné, a tudiz mizeme konstatovat, ze vysledek byl

v ramci 10 % chyby shodny.
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4.2 Metoda Live/Dead

V grafu (viz Graf 2) byl zaznamenan celkovy pocet vSech bakterii (mrtvé i Zivé).
Prvni méfeni vSech vzorkl bylo nulté. Vzorky byly méfeny po opakujicim se intervalu
(0, 45, 105) min. V grafu byl zaznamenan maximalni pocet bakterialni populace E. coli
ve tmé na obycejném sklicku. Minimalni pocet bakterii byl naméfen na fotoaktivnim

skli¢ku, na které ptisobila UV lampa.

Celkové pocty bakterialni populace E.Coli
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Graf 2: Celkové pocty bakterialni populace E. coli

Rozdil fotoaktivniho vzorku (Eerna ktivka) od kontrolniho (modra kiivka), byl
Vv prostiedi tma 0 8 % nize. Pod UV lampou byl se zietelnym vysledkem fotoaktivni
vzorek (Cervena kiivka) o 84 % nize nez kontrolni vzorek (oranzova kiivka). Graf

celkového vyskytu bakterialni populace byl v ramci smérodatné odchylky 5 %.

4.3 Stanoveni antibakterialni aktivity materiali polovodic¢ovych
fotokatalyzatori, 1SO 27447

Vyhodnoceni metody (ISO 27447) a Jednofaktorialni ANOVY z namétenych
dat (viz tab. 10, 11, 12 a 13).
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4.3.1 Vyhodnoceni antibakteridlni aktivity

Cilem metody bylo prokazat

fotokatalytickou antibakterialni

uéinnost

fotokatalyzatoru za simulace intenzity zafeni denniho svétla. K vypoctu byly pouzity

prumé&ry z naméfenych dat (buné¢k/ml).

Tabulka 10: Mé&feni ¢. 1

Méfeni A Redéni -1 | Redéni -2 Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach prerostlé | prerostlé 363 42 6

TiO, kontrola 1 | pterostlé | 824 122 9 1

TiO, kontrola 2 | pterostlé | 844 114 9 1

TiO, 1 562 39 4 0 0

TiO, 2 71 6 1 0 0

Tma kontrola prerostlé | 696 64 5 0

Tmal prerostlé | 656 61 6 0

Tma 2 ptrerostlé | 301 28 2 0
Tabulka 11: Méfeni ¢. 2

Méfeni B Redéni-1 | Redéni -2 Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach | 1576 pterostlé 363 42 6

TiO; kontrola | 408 49 7 4 0

TiO, 1 76 8 2 0 0

TiO;, 2 59 6 1 0 0

Tma kontrola | 674 86 6 0 0

Tmal 879 101 10 1 0

Tma 2 621 67 9 1 0
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Tabulka 12: Méfeni ¢. 3

Meéfeni C Redéni-1 |Redéni-2 | Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach prerostlé pterostlé 1084 150 11
TiO, kontrola 1 | pierostlé 764 79 6 3
TiO kontrola 2 | pterostlé 2384 288 25 2
TiOy 1 452 57 6 2 0
TiOz 1 352 40 7 3 0
Tma kontrola pterostlé prerostlé 6 0 0
Tmal prerostlé pterostlé 10 1 0
Tma 2 prerostlé prerostlé 9 1 0
Tabulka 13: Méfeni ¢. 4

Méfeni D Redéni-1 | Redéni-2 | Redéni-3 | Redéni-4 | Redéni-5
Ptimy oplach 1 | pterostlé pierostlé 148 18 1
Ptimy oplach 2 | prerostlé pterostlé 279 27 2
TiO, kontrola 1 | prerostlé 431 43 5 0
TiO; kontrola 2 | pierostlé 421 40 4 0
TiOy 1 78 13 3 0 0
TiO; 2 49 4 1 0 0
Tma kontrola 1 | pterostlé 642 57 9 1
Tma kontrola 2 | pterostlé 675 67 7 0
Tmal prerostlé 220 24 3 0
Tma 2 prerostlé 229 25 5 0
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Naméiena data (viz tab. 10, 11, 12 a 13) byla matematicky vyhodnocena podle

nasledujicich vzorct:
Bl Bd Bl
AR = loga—logc—d RL—loga

kontrola tma

Jestlize plati nerovnost (log > 0), pak bylo v kontrolnim

fotoaktivni natér tma

vzorku vice E. coli (bun€k/ml) nez ve fotoaktivnim vzorku. Tim by bylo potvrzeno, ze

vzorky potiebuji k inaktivaci UV svétlo. Oproti tomu, pokud by platila nerovnost (log

kon trola tma

< 0), pak by bylo vice E. coli (buné¢k/ml) na fotoaktivnim vzorku,

fotoaktivni natér tma

a tedy by se prokazalo, Ze antibakteridlni u¢innost probiha i za tmy.

e RL: fotokatalytickd antibakterialni ¢innost po UV ozéteni (0,1 mW.cm'Z)

e AR: fotokatalyticka antibakteridlni u¢innost po UV ozafeni s pfihlédnutim na
pocet inkubovanych bakterialni ve tmé

e (A-D): udava jednotliva méteni

e B, Cj, By, Cq: zkratky jsou vysvétlené, viz Kapitola. 115.1.5)

Tabulka 14: Posouzeni G¢innosti fotokatalyzatoru

Escherichia coli 0,1 mW.cm?po 4 hodiny

RL AR
A 1,7 1,5
C 15 1,3
D 1,3 0,9
Prameér 1,50 1,23
Smérodatna odchylka 0,20 0,31

(pozn. z méfeni: u méfeni typu B vznikl statisticky vychyleny vysledek, nebyl zapocten
do pruméru odchylky RL = 0,8; AR = 0,8)

Z tabulky (viz tab. 14) je zfejmé, ze vzorky potiebuji k inaktivaci bakterii UV
svétlo. Nejefektivnéji probihala inaktivace na fotoaktivnim ozafeném vzorku. Avsak
ubytek bakterii byl i u ozafené¢ho kontrolniho vzorku oproti pfimému oplachu. Je to
Z toho davodu, protoze bakterie nemély pfirozené prostiedi a svétlo jim vysouselo vlhky
roztok, ve kterém byly umisténé.
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Obrazek 7: Kontrola pod UV lampou Obrazek 8: Kontrola ve tmé (Zdroj:
(Zdroj: autor) autor)

Obrazek 9: Fotoaktivni vrstva pod UV Obrazek 10: Fotoaktivni vrstva ve tmé
lampou (Zdroj: autor) (Zdroj: autor)

Dale bylo provedeno srovnani vzorki pro stanoveni tbytku kolonii ve tmé a pod
UV lampou. Byly vybrany vzorky ze tietiho fedéni. Na vzorcich umisténych pod UV
lampou miizeme pozorovat, Ze na fotoaktivni vrstvé (viz Obrazek 9) byl zietelny ibytek
kolonii oproti kontrolnimu vzorku (viz Obrazek 7). Na rozdil od vzorkl ve tmé, zde
nastal u fotoaktivniho vzorku (viz Obrazek 10) mensi ubytek kolonii viéi kontrolnimu

vzorku (viz Obrazek 8).
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Z dosazenych vysledkd mizeme konstatovat zaveér, ze nejvétsi inhibice bakterii
nastala u ozafeného fotoaktivniho vzorku (viz Obrazek 9) a nejmensi u kontrolniho
vzorku ve tmé (viz Obrazek 8). Maximalni inhibice se dosahuje pii ozafeni

fotoaktivniho vzorku svétlem o odpovidajici vinové délce.

4.3.2 Jednofaktorialni ANOVA

Pro zjisténi statisticky vyznamného rozdilu namétenych vysledkli pro vzorky
pod UV lampou a ve tmé byla pouzita statistickd metoda Jednofaktoridlni ANOVA. Na
zéklad¢ namétenych hodnot jsme se pokusili zjistit, zda stfedni hodnoty nartstu kolonii
zavisi na ozafeni. Byla pouzita data z tfetiho fedéni (fotoaktivni vzorky ze tmy a pod

UV lampou).

K nalezeni zavislosti byla stanovena hypotéza Ho: jestlize se jednotlivé praméry
skupin rovnaji, tedy data ve tmé koresponduji s daty pod UV lampou, jsou si skupiny
podobné¢ a nulovd hypotéza se pfijimad (testovaci kritérium < kritickd hodnota).

vvvvv

alternativni hypotéza H; (testovaci kritérium > kritickd hodnota).

Jednofaktorialni ANOVA byla vyhodnocena v prosttedi MATLAB s vysledkem:
testovaci kritérium = 17,6 a kriticka hodnota = 4,6. Testovaci kritérium je vétsi nez
kriticka hodnota a tedy lze pfijmout alternativni hypotézu H; ,,dané skupiny se
statisticky 1isi“. Zgrafu (viz Graf 3) plyne, Ze nejvétsi ubytek bakterii byl

u fotoaktivnich vzorkt pod UV lampou.
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Graf 3: Jednofaktorialni ANOVA v MATLABU: Vzorky s fotoaktivnim natérem se lisi
v situacich svétlo (mensi) a tma (vétsi), (Zdroj: autor).

4.4  Charakteristika povrchu fotoaktivniho filmu

Na snimcich (viz Obrazek 11, Obrazek 12) jsou vyobrazené povrchy
fotoaktivnich vrstev v rizném zvétSeni prostiednictvim fluorescenéniho mikroskopu
ZEISS Axio Imager.M2. Cilem bylo pokryt rovnomérmn¢ sklicko vrstvou oxidu
titani¢itého metodou Dip coating. Avsak jak ukazuji fotky, homogenniho pokryti nebylo
doséhnuto.
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Technicka univerzita v Liberci 0,2 mm

Obrazek 11 A) Fotoaktivni vrstvy potazené na sklickdch metodou Dip coating
(Zdroj: autor).

Technickd univerzita v Liberci 0,1 mm

Obrazek 12 B) Fotoaktivni vrstvy potazené na sklickach metodou Dip coating
(Zdroj: autor).
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4.5 Analyza louhovani oxidu titanicitého

Vzhledem k negativnim nazorGm na pouzivani nanomaterialti, vyplyvajicich
z jejich rizik (jako je napiiklad nekontrolovatelny tnik do okoli, viz Kapitola 111.1), byl
vzorek s oxidem titani¢itym analyzovan optickou emisni spektrometrii. Vzorek byl
nanesen metodou Dip coating a po dobu jednoho tydne byl louhovan ve fyziologickém

roztoku.

Neprokazalo se (viz tab. 15), Zze by se oxid titani¢ity uvolioval do
fyziologického roztoku. Experiment potvrdil dlouhodobou ucinnost a mechanickou

stabilitu vrstev oxidu titani¢itého v pozorovaném ¢asovém intervalu.

Tabulka 15: Analyza ICP

(Ti mg/l)

Fyziologicky roztok bez TiO, méteni ¢. 1 | < 0,005

Fyziologicky roztok bez méfeni ¢. 2 < 0,005

Fyziologicky roztok s TiO, méfeni ¢. 1 < 0,005

Fyziologicky roztok s TiO, méfeni ¢. 2 < 0,005

5 Analyza vyzkumnych cilii a predpokladu

V literarni reSersi bylo zkoumdno mozné vyuziti nanocéstic v biologickych
aplikacich a jejich problematika. Ve vyzkumné casti se hodnotila interakce oxidu
titani¢itého s bakterialni populaci E. coli. Testovala se antibakterialni aktivita. Jako
nejvhodngjsi metoda byla shledana norma ISO 27447. V empirické Casti byly dale
provéteny hypotézy metodou Jednofaktoridlni ANOVA prostiednictvim kvantitativniho

vyzkumneého Setfeni. Cile prace byly timto splnény.
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6 Diskuze

V praci se zjisStovala antibakteridlni aktivita bakteridlni populace E. coli. Byly
hodnoceny fotoaktivni vzorky vuc¢i kontrolam ve tmé a pod UV lampou.
Respirometrickou metodou se testoval bakteridlni metabolismus. Bylo prokazano, a to
i pfi duplicitnim méfeni, Ze¢ nejniz§i metabolicka aktivita byla zaznamenana
u ozaiené¢ho fotoaktivniho vzorku. V piipadé prosttedi ve tmé se zjistilo, Ze fotoaktivni
povrch potiebuje ke své aktivaci svétlo. V metodé Live/Dead se hodnotil celkovy pocet
bakteridlni populace. Byl zjistén zvySeny pocet E. coli za tmy, ale v pfipad¢ kdy byl
fotoaktivni vzorek osvicen, byl pocet E. coli niz§i. V metodé podle normy ISO 27447
bylo ovéfeno, ze aby oxid titani¢ity fungoval antibakterialng, je nutné pracovat za
ptitomnosti UVA zéafeni. Statistickou metodou Jednofaktorialni ANOVA byla
zamitnuta hypotéza, Ze jsou stfedni hodnoty naméfenych dat ve tmé a pod UV lampou
srovnatelné, a naopak bylo prokdzano, Zze se stfedni hodnoty nameétfenych dat
(fotoaktivnich vzorkd) 1i§i. V kapitole Analyza povrchu fotoaktivniho filmu se
hodnotilo, zda je vhodna nanaseci metoda Dip coating. Bylo zjisténo, Ze se povrchy
testovanych sklicek nepodatilo pokryt zcela homogenné. Lze uvazovat, zda nezvolit
jinou metodu nanaseni. V poslednim experimentu se zkoumalo uvoliiovani oxidu
titani¢itého. Potvrdila se dlouhodoba ucinnost a mechanicka stabilita v pozorovaném

¢asovém intervalu.

Pokusime se porovnat vysledky prace se studiemi zabyvajici se fotokatalytickou
aktivitou oxidu titani¢it¢ho. Ve vyzkumu podle Erdurala a Bolukabasika se prokazala
maximalni antibakterialni aktivita na fotoaktivnich vzorcich pod UV lampou. Naproti
tomu byla minimalni na vzorcich umisténych ve tmé a na kontrolnich vzorcich pod UV
lampou. [34] Dalsi zminéna studie podle Mika a Fishera se zamétovala na nedopovanou
fotokatalyzu oxidu titani¢itého. Tato studie prokéazala, Ze oxid titaniity urychluje
zprostiedkovanou slune¢ni inaktivaci mikroorganismii a degraduje organické

a anorganické necistoty. [18]
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7 Navrh doporuceni pro praxi

Vrstva oxidu titani¢itého se nanasi jednoduchou cestou (natérem, nastfikem),
podobn¢ jako natérové barvy. Fotoaktivni natér se aplikuje na stény nebo na strop
V interiéru, ale i V mistnostech bez oken, kde se pouzivaji fluorescencni lampy. Vrstva
oxidu titanic¢itého je dlouhodobé stabilni, zdravotné nezavadna a nevyzaduje udrzbu.
Pokud je tato vrstva oxidu titani¢itétho ale mechanicky poskozena, snizuje Se jeji

uéinnost.

Doporucovala bych, aby byla metoda vyuzita ptedevSim ve zdravotnickych
zatizenich. Fotoaktivni natér je vhodny v mistech rizika $ifeni nakaz nemoci vzduchem.
Natér je prinosny napt. pro lidi trpici nemocemi bakteridlniho piivodu nebo snizenou
imunitou. Kromé odstranovani necistot je natér vhodny i K eliminaci vzniklého kouie

a zapachu, napft. pfi elektrochirurgii.

Dana studie fotoaktivnich filmii by se nadale mohla rozvijet napi. testovanim
stability nanesené¢ho filmu béhem n¢kolika méteni, pouzitim dal§ich nanasecich technik

nebo podrobnym probadanim dopovani fotokatalyzatoru oxidu titanicitého.
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IV Zavér

Cilem prace bylo prokazat fotokatalytickou antibakteridlni ucinnost
fotokatalyzatoru prostiednictvim simulace denniho svétla. Fotokatalyzatorem byl
nanokompozit (oxidu titani¢itého/oxidu kifemicitého), ktery se pomoci metody Dip
coating nanesl v podobé tenkého filmu na obycejné sklicko. V experimentech se
testovaly fotoaktivni vrstvy vuci kontrolnim vzorkiim, pod UV lampou a ve tmé (pfi
absenci svétla). UV lampa vyzafovala zafeni 0 intenzité 0,1 mW.cm™ pii vlnové délce
365 nm. Testovala se bakterialni populace E. coli (0 absorbanci 0.257). Testovani

antibakterialni aktivity probéhlo v souladu s normou I1SO 27447.

Vzhledem ke zjisténym vysledkiim z testovanych metod a z provéfenych studii
muzeme prokazatelné fici, ze simulované denni svétlo spolu s fotoaktivni vrstvou ma

vliv na ubytek bakterialni populace E. coli 0 78 %. Cile bakalaiské prace byly splnény.
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Obrazek 15 Elektromagnetické spektrum, ultrafialové zateni (rizové zvyraznéni). [37]
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Obrazek 16: Tetragonalni miizka Rutilu (vlevo), anatasu (vpravo). [38]
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Obrazek 18: Energetické hladiny — fluorescence [40]
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Obrazek 19: Schéma metody, ISO 27447 [14]

Legenda: 1) zdroj UV zafeni, 2) kovova deska, 3) sklenéné vicko, 4) Petriho miska, 5)

prilnava sklenénd nebo plastova vrstva, 6) testovany vzorek s vrstvou bakteridlni

suspenze s E. coli, 7) sklenéna trubicka, 8) filtracni papir [14]

DNA

Obrazek 20: Bakterie E. coli [41]
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