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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera optimalizaciou zloZenia a vlastnosti hydrogélov ako nosi¢ov
mikrobialnych populécii pre hodnotenie antimikrobiadlnych ucinkov. Existuji normované
postupy pre hodnotenie antimikrobidlnych povrchov, avSak zahriiaji nedostatky, ako napriklad
nutnost’ testovania vyhradne v laboratdérnych podmienkach. V predlozenej praci je navrhnuta
nova metodika hodnotenia, ktord vyuziva modifikovany resazurinovy test a hydrogély
ako platformy pre vysev baktérii, vd’aka ¢omu je mozné posudit’ skimany antimikrobialny
povrch. Podarilo sa optimalizovat’ zlozenie a vlastnosti hydrogélovych nosicov vzl'adom naich
botnacie a mechanické vlastnosti, a zlepsit tak recovery oproti Standardizovanym postupom.
Testy na antimikrobialnom materialy ukazali, ze pouzité baktérie na hydrogéloch d’alej rastli,

¢o znemoziuje pouzitie kompozitného hydrogélu pre tuto aplikaciu.

KEUCOVE SLOVA

antimikrobialne povrchy, hydrogély, agardza, 1-karagenan, resazurin, reologia, statickd metoda

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the optimization of the composition and properties of hydrogels
as carriers of microbial populations for the evaluation of the antimicrobial effects. There are
standardized procedures for assessing antimicrobial surfaces, but they have shortcomings, such
as the necessity of testing exclusively under laboratory conditions. In the presented work, a new
evaluation methodology is proposed, which utilizes a modified resazurin test and hydrogels
as platforms for bacterial seeding, enabling the assessment of the investigated antimicrobial
surface. The composition and properties of hydrogel carriers were successfully optimized
with respect to their swelling and mechanical properties, thereby improving recovery compared
to standardized procedures. Tests on antimicrobial materials showed that the bacteria used
on hydrogels continued to grow, rendering the use of composite hydrogels for this application

impractical.
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1 UVOD

V sucasnosti sa pre hodnotenie antimikrobidlnych vlastnosti povrchov a povlakov bezne
pouzivaju normované postupy (podla ISO noriem: ISO 27447:2019 a ISO 22196:2011),
ktorych principom je nanesenie mikrobialnej suspenzie na skumany povrch, kde je tato
suspenzia po ur¢iti dobu ponechana v kontakte so skimanym antimikrobialym materialom.
Nasledne sa oplachnutim mikroorganizmy (MO) zo skimanych povrchov zbieraju a nakoniec
sa prezivS$ie kolonie pocitaju.

Hlavnymi nevyhodami tychto technik je ich casova naro¢nost, vel'ka spotreba materidlov
anutnost  vyhodnocovania  vysledkov ~ vyhradne v laboratornych  podmienkach
(tzv. ex situ, t. ]. mimo in§talované povrchy). S hodnotenim uz inStalovanych povrchov st
spojené mnohé problémy ako potreba preniest’ skimany povrch do laboratérneho prostredia,
¢im dochadza k vacSiemu ¢i menSiemu poSkodeniu. Naviac u tychto metod je testovanie
obmedzené na vzorky malych rozmerov a vysledky byvaju Casto zatazené znacnou chybou,
ktora vznika prave pri zbierani MO oplachom. V tomto pripade su ziskavané cca 50-80%
vyt'aznosti pdvodne nanesenej mikrobialnej suspenzie, Coho désledkom je chyba pocitania MO.

Vramci projektov rieSenych v laboratoriu fotochémie bola navrhnutd a vyvijana nova
metodika, ktora by vySSie uvedené nedostatky odstranila. Tato metodika sa zaklada
na farbiacich technikéach, ktorymi by bolo nahradené pocitanie zivotaschopnych (viabilnych)
buniek, ¢im by bol vyrazne zkrateny cas potrebny pre ziskanie vysledkov antimikrobialne;
aktivity povrchov. Uz v minulosti boli pouzité napr. resazurinové testy, ako ukazatel
kontaminacie mlieka baktériami a kvasinkami a k urCetniu cytotoxicity a minimalnej inhibi¢nej
koncentracie pre antibiotika. Mikroorganizmy ukotvené na vhodnom nosic¢i budu na skiimany
povrch prenesené, ¢im sa umozni hodnotenie antimikrobidlnych vlastnosti aj u instalovanych
povrchov (tzv. test in situ, na mieste) a suCasne pouzitie nosicov zaisti, ze vyvinuta metodika
bude zaraoveri aplikovatel'na pre hodnotenie antimikrobialnych vlastnosti povrchov rdéznych
rozmerov. Nasledne bude nosi¢ odiaty z testovaného povrchu a resazurinovou metédou bude

stanovené mnozstvo viabilnych MO.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Fotokatalytické povrchy

Fotokatalytické povrchy sa stali nevyhnutnou sucastou v aplikaciach ako Cistenie a dezinfekcia
vody a prostredia. Zastavaju hlavna funkciu v technolégiach samocistiacich povrchov
a materidlov. Samocistiace a samodezinfekéné materialy zahffiaju pouzitie fotokatalytickych
reakcii, ktoré su schopné rozkladat organicku hmotu! a inaktivovat mikroorganizmy (MO)?.
Fotokatalytické povrchy ponukaju efektivne, jednoduché a ekonomicky dostupné rieSenie
pri spomal'ovani kontaktného S§irenia infekcii, nielen v miestach s vysokym vyskytom MO
(ako napr. nemocnice®), ale i na verejnych priestranstvach ¢i v domacnostiach?.

Fotokatalyzatory si materialy, ktoré su po vystaveni vhodnému ziareniu (UV a/alebo VIS)
schopné absorbovat’ fotony, ktorych energia je vyuzita pre iniciaciu a urychlenie chemickych
reakcii. Na zaklade mechanizmu fotokatalyzy a produkcie biocidneho ucinku je mozné tieto
materialy rozdelit do troch kategorii; fotokatalyzatory na baze: polovodi¢ov (TiO:*, ZnO?,
CuS® atd.), lokalnej povrchovej plazmonovej rezonancie nanodastic vzacnych kovov’
(Ag®, Av’), a fotoresponzivnych polymérov'®. Najdastejsie pouzivanym materiadlom
pre antimikrobialne povrchy su fotokatalytické polovodice, napriklad oxid titanicity (TiO2),
kedy absorpcia fotonov s dostatocnou energiou spOsobi excitaciu valenénych elektronov
do energetickej hladiny vodivostnych pasov, ¢im ddjde ku generacii elektron-diera parov
(elektrony vo vodivostny energetickych pasoch; diery vo valenénych energetickych pasoch)!'’.
Nasledne dochadza bud’ k zpétnej rekombindacii elektron-diera parov, alebo dochadza kich
difuzii na povrch fotokatalyzatroa, kde sa mozu zagastnit’ redoxnych reakcii'!*12.

Antimikrobialny ucinok spociva v reakcii medzi reaktivnymi formami kyslika (ROS) a MO.
ROS ako singletovy kyslik, superoxidovy anion, hydroxylovy radikal atd’.;vznikaju redoxnymi
reakciami fotokatalyzatoru so vzdusnym kyslikom a/alebo vodou/vzdusnou vlhkostou'!.

V pripade, kedy dochadza k rekombinacii excitovanych elektronov (navrat elektronov
na povodné energetické hladiny) v elektron-diera paroch, sa absorbovana energia uvoltiuje
formou tepla'?, ktoré moze mat tiez biocidny u¢inok. Tohoto fototermalneho efektu vyuzivaju
napriklad metalorganické nanodastice na baze uhliku a Ag,S®.

Bolo navrhnutych 1 komercializovanych mnoho druhov fotokatalytickych materidlov na baze

keramiky!®, skla'*, betonu'®, plastov'® i papiera!”.



2.2 Testovanie antimikrobialnych vlastnosti fotokatalytickych povrchov

V sucasnosti existuje len zopar metdod hodnotenia biocidnej aktivity fotokatalytickych
povrchov. Normované metody typicky vyuzivaja hodnotenie pomocou mikrobialnych
kultar'®!°. Techniky mikrobialnej kultivacie vyuzivaju ubytku Zivotaschopnych MO vplyvom
biocidnych efektov fotokatalyzatora, kedy sa na skiimany material nanasaju mikrobialne
suspenzie a preziv§ie MO sa potom inkubuju a nakoniec stanovuji pomocou kolorimetrickych,
kultivacnych ¢i pocitacich metdd. Jednou z moznych metdd hodnotenia antimikrobialnych

G¢inkov, je metdda stanovenia viability MO pomocou resazurinu?®?!

. Vysledné pocty
prezivS§ich MO sa vyjadruji pomocou jednotiek tvoriacich kolonie na jednotku objemu
(CFU/ml). Tato hodnota sa potom porovna s hodnotou stanovenej koncentracie MO
vystavenych povrchu neaktivneho fotokatalyzatora (bez excitacného ziarenia), na zaklade ¢oho

sa potom vyhodnoti Gi¢innost antimikrobialneho efektu skimaného materialu®®.
2.2.1 1ISO 27447:2019

Norma ISO 27447:2019 §pecifikuje testovaciu metodu pre stanovenie antimikrobialnej aktivity
materialov s fotokatalytickymi uc¢inkami. Nesluzi vSak na stanovenie antifungalnej
a antivirusovej aktivity. Norma je urCend pre rozne druhy polovodicovych latok pouzivanych
v kon§trukénych materialoch roznych tvarov (ako napriklad: ploché dosky alebo textilie),
nezahfia vSak praskové, granulované alebo porézne materidly s fotokatalytickymi
vlastnostami. Tato metoda spociva v aplikacii bakterialnej suspenzie (napriklad: suspenzia
Escherchia Coli) na skiimanu vzorku fotokatalytického materidlu a nasledne je vzorka
vystavena vhodnému ziareniu v zavislosti od pouzitého fotokatalyzatora. Po urcitej dobe
posobenia ziarenia su zo vzorky baktérie vymyvané. Na zaver sa stanovuje pocetnost’ baktérii
agarovej diluCnej metddy. Zaroven s tymto stanovenim, prebieha paralelny experiment
bez pristupu svetla, aby bolo mozné ur¢it skutoény ucinok fotokatylzatora. Nakoniec,
po vyhodnoteni viability baktérii v oboch experimentech, sa pokusy porovnaju a nasledne sa

vyhodnoti uéinnost’ biocidnych téinkov fotokatalyzatora??.



2.2.2 1SO 22196:2011

Norma ISO 22196:2011 §tandardizuje postup stanovenia antibakterialnej aktivity na vSeobecne
neporéznych povrchov a zarovell sa zameriava na testovanie povrchov a materidlov
pouzivanych v odvetviach priemyslu ako stavebnictvo, potravinarstvo, zdravotnictvo
a doméacnosti. Ciel'om je poskytnut’ univerzalnu testovaciu metddu na posudenie biocidnych
vlastnosti tychto povrchov a materialov.

Tento postup posudzovania antimikrobidlnych ucinkov vyuziva dva bakteridlne kmene,
a to Staphylococcus aureus a FEscherchia coli, ktoré sa bezne pouzivaju ako modelové
mikroorganizmy, vd’aka ich beznému vyskytu v prostredi. Testovany material je pripraveny
a sterilizovany podl'a stanovenych postupov a vzorky st miestnené do Petriho misiek
s nanesenou bakteridlnou suspenziou. Takto pripravené vzorky su nasledne umiestnené
do inkubacnej komory na dobu 24 hodin. Po uplynuti inkubacnej doby sa stanovuje viabilita
mikroorganizmov metddou kultivacie na platni, ktord sa musi inkubovat’ d'al§ich 40 az 48
hodin. Mikroorganizmy, ktoré zostavaju na povrchu sa pocitaju, z ¢oho sa vypocita miera
redukcie mikroorganizmov. Testovanie sa vykonava pri 24 az 48 hodinovych kontaktnych
intervalech, a to v niekolkych opakovaniach. Na zaver je mozné pomocou vysledkov
vyhodnotit’ u€innost skimanych materialov a navzdjom ich porovnavat. Norma zahfila

i pokyny na hodnotenie vplyvu faktorov prostredia ako napriklad pH a teplota'®.
2.3 Escherichia Coli

Escherichia Coli je jednym z najviac Studovanych organizmov a ma vyznamny podiel vo vyvoji
mnohych fundamentalnych konceptov v biologii. £. coli je ¢asto vyuzivana v biochemickom
a genetickom vyskume?®. Je sugastou normalnej mikroflory cicavcov, kde tvori prevladajici
typ fakultativnych mikrobov gastrointestinalneho traktu. M4 vplyv na ustavenie normalnej
mikloflory ale aj pri §ireni choréb?*. E. coli je gramnegativny organizmus triedy bacillus,
ty¢inkovitého tvaru s rozmermi 1 pm na dizku a 0,35 pm na §irku, hoci rozmery sa mozu
znacéne lisit v zavislosti od kmefia a podienok prostredia?®>. Na povrchu moze disponovat
utvarmi ako biciky, ktoré pouziva k pohybu alebo vlasoc¢nicami, ktorymi sa moze prichytit
k povrchu inych mikroorganizmov/buniek®. Z hladiska ekolégie je E. coli fakultativny

aerobny organizmus (v pritomnosti kyslika vyouziva aerdbnej respiracie alebo vyuziva
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fermentacné drahy v jeho nepritomnosti), ktory vyuziva redoxny stav zadsoby chinonu a podla
dostupnosti  kyslika mdze aktivovat alebo potlacit metabolické enzymy respiranych
metabolickych drah?’. E. coli ainé enterobaktérie moézu byt povazované za prvé
mikroorganizmy, ktoré kolonizuju traviacu sustavu ludi (Creva) vdaka schopnosti
metabolizovat' kyslik resp. fermentovat' iné zluCeniny, pretoze tieto fakultativne baktérie
zkonzumuju zvysny kyslik v tomto prostredi a ndsledne moézu striktne anaerdbne baktérie
kolonizovat prostredie Criev, ¢im sa L. coli stdiva dominantym mikroorganizmom normalnej
ludskej mikroflory®®.

Kmene typické pre laboratornu kultivaciu su nepatogénne a rychlo rasta v Sirokom spektre
kvapalnych a tuhych médii. Ako organizmus kmena enterobaktérii, rastie £. coli optimalne
pri 37 °C v aerébnych podmienkach. V tuhom médiu a zniZzenim teploty na 4 °C je mozné
predizit dobu skladovania kultury az po dobu 3 mesiacov, ¢o viak moZe viest k zniZeniu
jej zivotaschopnosti. £. coli je vSak mozné skladovat po neobmedzenu dobu v roztoku
glycerolu (30 hm.%) pri —80 °C.Typicka kultivacia prebieha pri hodnote pH 7,0. Pri idealnych
podmienkach (t. j. 37 °C, pH 7,0; prevzdusiiovanie a bohaté tekuté médium/bujon) je mozné
dosiahnut’ rychly rast, kedy je ¢as zdvojnasobenia po&tu buniek priblizne 20 minut®®. E. coli
je schopna vyuzivat niekolko alternativnych zlucenin ako zdroj uhlika, avSak preferovanym
zdrojom je glukoza. Pravdepodobne najucinnejsi fyzikalne-chemickym faktorom sposobujicim
inaktivaciu alebo usmrcovanie E. coli je UV ziarenie®®.

Tomuto organizmu vSak chyba vela vyznamnych vlastnosti pre pouzitie
v biotechnologickych aplikaciach, ako su viabilita a rast pri extrémnych teplotach alebo pH,

schopnost’ degradovat toxické zludeniny, necistoty v prostredi, &i polyméry?S,
2.4 Hydrogély

Hydrogély su trojrozmerné siete polymérnych materidlov, ktorych retazce su vysoko
hydrofilné tak, ze su schopné asociovat svelkym mnozstvom vody (od 10-20 %
do tisic-nasobkov hmotnosti samotného (suchého) polyméru) bez procesu rozpustania
retazcov’!. Hydrogély mozno rozdelit do dvoch skupin, na zéklade ich chemického alebo
fyzikalneho charakteru vizby medzi jednotlivymi refazcami polyméru. Chemické hydrogély
maju tieto viazby pevné a stabilné. Zatial' Co fyzikalne siete maju vazby docasné a vznikaju

priestorovym prepletenim ret'azcov alebo fyzikalnou interakciou (i6nové interakcie, vodikové

11



vizby & hydrofobne interakcie)’'*2. Jednou znajdoleZitejsich vlastnosti hydrogélov
je schopnost’ botnat’ (absorbovat vodu). Ked’ je suchy hydrogél vystaveny vodnému roztoku,
molekuly vody prenikaji do matrice a hydratuja najprv najviac polarne, hydrofilné skupiny
¢i domény polyméru, co vedie k tzv. primarne viazanej vode. Pocas hydratacie hydrofilnych
skupin hydrogélova siet’ botna (zvicSuje svoj objem), ateda sa botnanim siet rozvoliuje.
V botnajucej polymérnej sieti sa hydrofobne skupiny stéricky vystavuju vodnému prostrediu
a nasledne sa tiez prelinaju (prepletavaji) s molekulami vody pri¢om vznika hydrofobne
viazana voda alebo tzv. sekundarne viazana voda. Primarne a sekundarne viazana voda sa
spolocne oznacuje ako celkova viazana voda. Dosledkom saturacie celkovou viazanou vodou
je vznik osmotickej hnacej sily a systém tak absorbuje prebyto¢né mnozstvo vody. Takto
absorbovana voda sa oznaduje ako vol'na a predpoklada sa, 7e vypliia priestor medzi retazcami
polyméru a/alebo vypliia priestor rézne velkych porov. Takyto hydrogél botna
az do dosiahnutia rovnovahy. Pokial' je polymérna siet alebo vizby medzi retazcami
degradabilné, hydrogél sa zacina rozpadat arozpustat rychlostou zavislou na zlozeni
systému’!. Botnacie vlastnosti je mozné posudzovat’ pomocou jednoduchej gravimetrie.
Mechanické vlastnosti hydrogélov moézu byt v objeme celého vzorku heterogénneho
charakteru a mo6zu sa menit' v zavislosti od povahy pouzitého materialu a mechanizmu
sietovania. Mechanické vlastnosti si dosledkom hustoty zosietovania. ZvySenim tejto hustoty
je mozné pripravit hydrogély vynikajacou tuhostou. Naopak znizenim hustoty zosietovania
jemozné ziskat hydrogél flexibilnej§i hydrogél. Zmeny mechanickych vlasnosti zavisia
na Sirokej Skale premennych ako napriklad: Youngov, Poissonov, elasticky a viskozny modul.
Tieto vlastnosti je mozné skumat pomocou Dynamickej Mechanickej Analyzy (DMA)
aoscilacnej reometrie. Toto su vykonné abezne vyuzivané néastroje pre Stadium
viskoelastického spravania polymérov. Jedna sa o meranie odozvy materidlu na oscilacné
napitie. Fazové oneskorenie medzi aplikovanym a nameranym napétim vypoveda o tendencii
materidlu k toku (viskozitny modul), zatial ¢o obnovenie Struktiry materialu vypoveda

o tuhosti (elasticky modul)*.
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2.4.1 Fyzikalne hydrogély

Hydrogély mozu byt sietované prostrednitvom fyzikalnych (reverzibilnych) interakcii, medzi
ktoré patria: molekularne (stérické) prepletenie retazcov alebo fyzikalne-chemicke interakcie.
To su napriklad: vodikové vézby, hydrofébne interakcie, kondenzacia néabojov
alebo supramolekularnymi asociaciami. Interakcie, ktoré sa vyskytuju v tomto type hydrogélov
st slabého charakteru. Su vSak pritomné vo velkom pocte aj u permanentnych sieti
a tak vyznamne prispievaju ku komplexnejSiemu charakteru systému. Interakcie fyzikalne
sietovanych hydrogélov vyrazne zavisia od vonkajSich podmienok (pH, i6nova sila, zlozenie
rozpustadla alebo teplota). Umoziuju tak Siroka vSestrannost’ pouzitia s ohladom na zivotné
prostredie, pretoze na rozdiel od kovalentne siefovanych materiadlov nie je potrebné pouzivat
Casto toxické sietovacie cinidla, ktoré mozu byt casto v §truktire polymérnej siete
inkorporované. Fyzikalne systémy ziskavaji popularitu v biomedicinskych aplikaciach
a potravinovom priemysle vzhladom na ich jednoduchu pripravu a bez nutnosti odstrafiovania
toxickych Cinidiel 234,

Fyzikalne hydrogély je mozné ziskat' roznymi stratégiami, medzi ktoré patria: siefovanie
zahrievanim/chladnutim, i6nové interakcie, koacervacia komplexov (elektrostatické interakcie
opacne nabitych komplexnych zlucenin/polymérov), vodikové vazby, pomocou amfifilnych
graft- ¢i blokovych makromolekul, sietovanie krystalyzaciou, proteinové interakcie, stereo

komplexacia, zmrazovanie-rozmrazovanie®>*4-3¢.

Hydrogély na baze agarozy

Agardza je prirodny polysacharid rastlinného povodu ziskavany z ¢ervenych morskych rias
(Rhodophyceae). Tento linearny polymér je zlozeny z (1-3)-viazanych agarobiozovych
jednotiek p-D-galaktopyrandzy (1-4)-viazanych na 3,6-anhydro-a-L galaktopyranozu,
ktoré su zlozkami galaktanu®’*® (Obr. 1). Agardza sa vyznaduje netoxickym charakterom,
I'ahkou dostupnost'ou, nizkou cenou ajednoduchym mechanizmom gelacie. Ma tiez vel'mi
dobru tepelnu citlivost. Vo v§eobecnosti je rozpustna vo vode pri 90 °C a vytvara hydrogél
pri schladnuti pod 40 °C*. Po ochladeni vel'mi rychlo prechadza fazovym sol-gél prechodom
avytvara trojrozmerni siet. Tam jednotlivé retazce agardzy najskor vytvaraja Struktiaru

dvojitych helixov (3piral) stabilizované vodikovymi vizbami. Dalsie chladenie vedie
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k agregacii vytvorenych helixov, C¢oho dosledkom je fyzikalne zosietovany systém
hydrogélove] siete agardzy. Vyhodou je, ze proces nevyzaduje pouzitie inych sietovacich
¢inidiel, avSak vyvolanie kovalentného siefovania mdze viest klep§im mechanickym
vlastnostiam®®. Vd’aka hustej trojrozmernej sieti a rychlej kinetike gélovacieho procesu, vytvéara
agaroza odolné a zarovei vysoko elastické gély*’. Na rozdiel od karagenanov, nema agardza
sulfatové skupiny™*!.

Agaroza je bezne pouzivana v biomedicinskych aplikéaciach, ako napriklad bunkové terapia,
kontrolované uvolfiovanie lieCivych latok atkanivové inzinierstvo. Vd’aka biokompatibilite

agaroza nevyvolava imunitnii odozvu organismov™*’.

- J n
Obr. 1: Idealizovanad Struktiura AB opakujucich sa jednotiek agarozy. (A) 1,3-viazany p-D-galaktozovy
zvy$ok; (B) 1,4-viazany 3,6-anhydro-o-L-galaktozovy zvysok. Nativna agaréza: R;=R,=H*

Hydrogély na baze karagenanu

Karagenany su skupina linearnych sulfonovanych polysacharidov extrahovanych, rovnako
ako agaroza, z Cervenych morskych rias. Existuju tri hlavné typy karagenanu: -, 1-
a A-karagenany. Tieto r6zne druhy polysacharidov sa lisia podl'a poctu a polohy sulfonovych
skupin (Obr. 2), ale ziaden komer¢ny proces pripravy karagenanov nema presne definovanu
Struktaru produktu, ktorého pomenovanie zéavisi na prevladajucom type obsiahnuteho
polysacharidu. k-karagenan je zlozeny zo striedajucich sa a-(1,3)-D-galaktozo-4-sulfatovych
a B-(1,4)-3,6-anhydro-D-galaktozovych jednotiek (monosacharidov). 1-karagenan sa sklada
z a~(1,3)-D-galakt6zo-4-sulfatovych a B-(1,4)-3,6-anhydro-D-galakt6zo-2-sulfatovych

14



jednotiek. A-karagenan sa lisi od k- a 1- tym, Ze ma disulfované-D-galaktozové zvysSky a nema

4-sulfatové esterové skupiny ale ma meniace sa mnozstvo 2-sulfatovych esterovych skupin.

"0.S0 HoC
N A S
A g' o /-
PO ‘OH B 1
OH
Kk-Karagenan
].\ _FH2OH Q LKO B e
\ \ T‘--o--' />
O /
/O' -_-IK
080,

1-Karagenan

v O 9
HO égj "III A
LI;~— CHZOH_ O &) g
N4

~3Z o

A-Karagenan
Obr. 2: Idealizovand Struktiira opakujiicich sa jednotiek k-; 1- a A-karagenanov™®.

Karagenany géluju pri procese chladnutia a objasneniu mechanizmu gelacie boli venované
mnohé Stadie. VSeobecné vysvetlenie je, ze gelacia karagenanov, najmi k-, zahfila dva
samostané a po sebe nasledujuce kroky; po ochladeni prechadza konformacia struktury z cievky
na helix a nasledne dochéadza, vdaka i6noym interakciam, k agregéacii medzi helixami vd'aka
kationom pritomnym vo vodnom roztoku**. x-a 1- karagenan tvoria termoreverzibilné gély
ochladzovani horucich vodnych roztokov, zatial Co A-karagenan negéluje takmer vobec.
Zvysujuci sa pocet sulfatovych skupin znizuje schopnost’ gelacie (agaréza > k-karagenan >
-karagenan > A-karagenan). Schopnost' gelacie sa pripisuje rozdielom viénovej sile
jednotlivych polysacharidov*!. Agregacia (konforma¢nid zmena) vplyvom katiénov
sa rozdel'uje do troch kategorii, vzh'adom na ich G€inok podporujuci prechod z cievky na helix.
V pripade k-karagenanu maju najvyssiu ucinnost’ neSpecifické monovalentné katony (Li, Na)
potom divalentné kationy (Ca, Mg) aucinnost najnizS§iu ucinnost maju Specifické

monovalentné kationy (K, Cs)*. U nespecifickych monovalentnych a u divalentnych katiénov
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boli zistené len malé zmeny helix-podporujiicich a -stabilizaénych wg&inkov. Uginnost
Specifickych monovalentnych katiénov sa 1isi v ramci velkych odchyliek. Napriek tomu tato
skupina kationov podporuje interhelikalnu agregéaciu a tym i gelaciu kappa-karagenanu, a zda
sa, ze na tvorbe gélu sa nepodiela ziadna krystalycka struktara*>-".

Podobny prechod zcievky na helixovi konformaciu, bol zisteny aj u i-karagenanu,
ale kationova selektivita je ovela nizSia, pretoze hustota naboja je ovela vysSia
nez u k-karagenanu. Taktiez neexistuju ziadne presved¢ivé dokazy interhelikalnej agregacie
-karagenanu, cCo naznaCuje, ze miesta viazuce kationy karagenanu sa nepripisuju
len sulfatovym skupinam, ale va¢si maju vytvorené ,dutiny pozdiz helix-struktary*’. Bolo
zistené, ze sulfatové skupiny len prispievaju k zvySeniu elektrostatického potencialu povrchu
makromolekuly, pricom lokalna koncentracia viazucich sa kationov, sa zvySuje v blizkosti
helix-konforméra*®.

Dalsi model, tzv. ,,vlaknity model“, popisuje gelaciu kationovo-zavislych polysacharidov
tvoriacich helixy, vratane karagenanu a deacylovanej gellanove; gumy. Model predpoklada,
ze pri dostato¢ne vysokych koncentraciach tieto polysacharidy vytvaraji makroskopické
sietové Struktury dosledkom tvorby neagregovanych dlhych vlakien, ktoré prenikaji celym
objektom, pricom sa nepredpoklad4a spajanie blizkych interhelikdlnych vlakien**2,
Predpoklada sa, ze mikroskopicka molekulova S§truktira riadi makroskopické reologické
vlastnosti polysacharidov, najma prirodnych, vratane karagenanov, vo vodnom prostredi. Tieto
systémy su heterogénneho charakteru, kvéli ich polydisperzite**.

Karagenany sa predovSetkym pouzivaji v potravinarskom priemysle. Sluzia
ako zahustovacie, stabilizacné, a najmé ako texturizacné €inidla, napriklad v mliekarenskych
vyrobkoch®’. Vd’aka netoxicite, biodegradabilite a kompatibilite sa na ne pozornost upriamuje
aj vo famraceutickom a bioinzinierskom priemysle. Ich fyzikéalne-chemické a bioaktivne

vlastnosti z nich Cinia vhodné biomateridly pre transport lie¢iv a pre rozvoj tkanivového

inZinierstva>.
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2.4.2 Hydrogélové nosi¢e mikrobialnych kultar

Jednou z hlavnych vyhod hydrogélov je ich vSestrannost. Tu zabezpecuju ich jedine¢né
vlastnosti ako su: porozita, schopnost botnat, mechanicka pevnost’, viskoelasticita/rigidita,
permeabilita, mikroenviromentalne snimanie ale najma biokompatibilata a biodegradabilita.
Vdaka tymto vlastnostniam poskytuji hydrogély vhodnt platformu pre Siroku skalu
mikrobialnych/antimikrobialnych aplikacii.

Pre aplikéciu hydrogélov ako nosi€ov mikrobialnych kultir je mikrobidlna adhézia a rast
najdolezitejSimi  vlastnostami. Vodné prostredie hydrogélov, porovitost a moznost
modifikacie ich fizikalne-chemickych vlastnosti, vytvaraju priaznivé prostredie pre bakterialnu
interakciu a adhéziu. Bakterialna adhézia na hydrogélové povrchy je komplexny proces riadeny
viacerymi faktormi vratane rigidity hydrogélu, porozity, hrabky, drsnosti povrchu, hydrofility,
zivného média a mobility baktérii>*.

Baktérie zvycCajne adheruji na povrchy spociatku prostrednictvom ,reverzibilnej
interakcie®, kedy interaguju s povrchmi interakciami na dlhé a kratke vzdialenosti, ktoré
posobia medzi baktériami a povrchom hydrogélu. Sily pohanajuce adhéziu zahfriaju Van der
Waalsove sily, elektrostaticka pritazlivost, Brownov pohyb, gravitatna sila, hydrofébne
interakcie, vodikové vizby, idnové adipolové interakcie’>?’. Dalsia faza adhézie,
tzv. ,ireverzibilna adhézia“, zahriia ukotvenie baktérii na hydrogélovy povrch désledkom
sekrécie latok mikroorganizmami, ktoré vytvaraju kovalentné vizby s danym povrchom.
Okrem toho tuto fazu adhézie riadia aj bunkové struktury ako st: bicik, kapsuly a sliz tvoriace
polysacharidy®>’. Je dolezité tiez poznamenat, ze mechanizmus adhézie na hydrogély nie je
univerzalne aplikovatelny pre vSetky bakterialne druhy a kmene, vzhladom na jedinecné
vlastnosti réznych druhov. Je vSak mozné manipulovat’ s vlastnostami hydrogélu tak, aby bola
umoznena adhézia, rast a proliferacia, Ci tieto vlastnosti upravit na funkciu Uplne opacnu,

a baktérie tym eliminovat*.

2.5 Resazurin

Resazurin je netoxické, vo vode rozpustné farbivo. Je redukovatelné reakciami transféru
elektronov suvisiacich s respiraciou, na rezorufin. Koncentracia vo vode rozpustného

rezorufinu je lahko meratelna fluorescenénou alebo VIS spektrofotometriou’®.

17



Znizovanim dostupnosti kyslika v ramci média, vd’aka respiracii mikroorganizmov, resazurin
po redukcii meni farbu z modrej, cez ruzovu, na &iru®. Prvy krok redukcie (vid Obr. 3) je
sposobeny stratou kyslika volne viazaného na dusik fenoxazinového jadra. Tato zmena
na ruzovy rezorufin nie je vratna oxidaciou atmosférickym kyslikom a do znacnej miery je tento
krok nezavisly od reduk¢ného potencialu a obsahu kyslika. Druha faza redukcie, na bezfarebny
dihydrorezorufin, je vratna oxidaciou vzdusnym kyslikom®. Resazurin je v roztoku bez MO
vel'mi stabilny, ale v pritomnosti zivych MO sa vel'mi rychlo redukuje. Resazurin je vyuzivany
reduktazami respiracného metabolismu (napriklad NADPH dehydrogenéaza) ako elektronovy
akceptor, &im sa resazurin redukuje na rezorufin®®, ktory vyzaruje intenzivnu fluorescenciu
s absorpénym maximom pri Amax = 590 nm?°. Resazurin, sliziac ako fluorescendny
kvantitativny indikator, sa pouziva na hodnotenie viability a bakteridlnej kontaminacie

pri skimani antimikrobialnej aktivity®2.

OU O EIUOH

Resazurin Rezorufin Dihydrorezorufin

Obr. 3: Konveriza resazurinu na rezorufin a dihydrorezorufin®.
2.6 Pouzité laboratérne metody
2.6.1 Gravimetrické stanovenie botnacich vlastnosti hydrogélov — ,, Tea-bag* metoda

Rychlost’ botnania je jednou z najddlezitesich vlastnosti hydrogélov. Pre stanovenie rychlosti
botnania je potrebné ziskat hodnoty botnacej kapacity v zavislosti na Case. Vo vicSine
pripadoch sa hodnoty tejto zavislosti ziskavaji meranim vol'nej absorpcnej kapacity v po sebe
nasledujucich ¢asovych intervaloch®. Volna absorpéna kapacita v ase S; je v jednoduchosti

percentualny podiel nadobudnutej hmotnosti kvapaliny absorbovanej hydrogélom a spocita sa

podl'a rovnice:

i — (1)

kde S/ je vol'na absorpcna kapacita; m; je hmotnost' hydrogélu v Case 7, a mp je hmotnost’

suchého hydrogélu (jeho hmotnost' v ¢ase # =0). Jednotkou je kilogram.
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Ako naznacuje nazov, v tejto metode sa pouzivaju ¢ajové sacky (alebo ich alternativy)
pre jednoducht manipulaciu pri vkladani a vytahovani hydrogélu z botnacieho roztoku, suseni
a vazeni hydrogélu. Pre zvySenie presnosti vazenia sa z hydrogélov (a z ¢ajového sacku) odsaje
prebytocna kvapalina pomocou bunic¢iny alebo iného savého materialu. Nakoniec su hodnoty S;
vynesen¢ do grafickej zavislosti na Case, z ktorej je mozné usudit’ vyhovujuci ¢as botnania na

pozadovanu uroven.
2.6.2 UV/VIS spektrofotometrické stanovenie transmitancnych vlastnosti hydrogélov

Pre stanovenie optickych vlastnosti sa pouziva optickd spektrometria, ktord je zalozena
na interakcii svetla a hmoty. UV/VIS spektrofotometria je technika zalozena na absorpcii svetla
neznamou latkou (vzorkou). Vzorka je oziarend elektromagnetickym ziarenim réznych
vlnovych dizok: viditelného (VIS) a k nemu tesne pril'ahlych spektier, t. j. ultrafialové (UV)
a Casti blizkeho infraerveného (NIR). V zavislosti od fyzikéalne-chemickych vlastnosti
skumanej latky je svetlo touto latko ¢iastoCne absorbované. Zvys$né svetlo je transmitované
(prepustené) skrz vzorku a zaznamenava sa ako funkcia vinovej dizky vhodnym detektorom.
Vysledkom je Specifické absopcné alebo transmitancné spektrum, na zaklade ktorého
sa d4 potom identifikovat’ skimana latka, jej koncentracia, ¢ transmitanéné vlastnosti®.

Je potrebné poznat transmitancné vlastnosti hydrogélove] platformy, pretoze akonahle
jetato platforma prilozend na fotokatalyticky material, tvori relativne hrubu bariéru
pre dopadajuce svetlo, ktoré aktivuje dany fotokatalyzator. Je tak nutné, aby hydrogélova
platforma mala dostatocne nizku opticka hustotu do takej miery, aby svetlo prenikajuce skrz
platformu interagovalo s fotokatalyzatorom v dostatocnej intenzite pre jeho aktivaciu.

Transmitan¢né spektrum je mozné zmerat na klasickom absorpénom spektrofotometri
v rezime transmitancie. Je tiez mozné toto spektrum zmerat na spektrofotometri v rezime
absorbancie, ale je nasledne nutny prepocet na transmitanciu pomocou Upravy zakladnej
definicie absorbancie:

A=-logT )
kde 4 predstavuje absorbanciu a 7'je transmitancia.

UV/VIS spektrofotometer zaznamenava intenzitu svetla prechadzajuceho skrz vrstvu
hydrogélu umiestneného na krycom sklicku a porovnava ju sintenzitou svetla predtym

nez pride do kontaktu so vzorkou. Hlavnymi komponentami UV/VIS spktrofotometru sa: zdroj

19



svetla, monochromator a vhodny detektor, ktorého signal je spracovany pocitacom (vid’ Obr.
4)%. Pred samotnym meranim vzorky je potrebné nastavit nulovi hodnotu rozpustadla
(v pripade kvapalnej vzorky a pouzitia kyvety) a jeho zmeranie sluzi ako referencia. V praxi
su najpouzivanejSie spektrofotometre, ktoré pouzivaji bud jednu alebo dve optické drahy.
V pripade pouzitia dvojla¢ového spektrofotometra, pristroj meria sucasne blank aj vzorku,
avSak stale je potrebné pristroj vynulovat na dané rozpustadlo. Druhym typom
je spektrofotometer s jednou optickou drahou, kedy sa najprv pristroj vynuluje na referenéné
rozpustadlo a az nasledne je mozné zmerat samotnt vzorku.
Referenény

roztok

Monochromator J

\{—- 0 s

v
L

Poéitac (datovy

Zdroj svetla

systém)

Obr. 4: Zjednodusend konstrukcia dvojlicového UV/VIS spektrofotometru®.

Detektor zaznamenava intenzitu prechadzajuceho svetla vzorkom (/) aporovnava

ho s intenzitou zdrojového svetla (/) (Obr. 5) podl'a vztahu:

=1 3)

kde 7% je percentuélna transmitancia.

Obr. 5: Zoslabenie svetla absorpciou molekulami vzorku v kyvete®.
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2.6.3 Stanovenie mechanickych vlastnosti pomocou oscilacného amplitidového testu

Vysledky amplitidovych testov su zavislosti viskoelastickych veli¢in, naj¢astejSie elastického
(G") aviskozneho (G") modulu, na zvySujucej sa amplitide deformacie y pri konstantnej

6768 Tieto moduly poskytuju informacie o Newtonovskom

frekvencii oscilacie senzoru
spravani kvapalin, i o linearne viskoelastickej oblasti (LVO) skimaného materialu (Obr. 6).
Pri nizkych hodnotach deformécie st oba tieto moduly konStantné, t. j. nezavislé na aplikovanej

deformacii; a tato oblast’ sa nazyva LVO®"8 V tejto oblasti mozu nastat tri situacie:

A) G'>G": typické pre pevné, polotuhé a gélovité materialy (Obr. 6 A);

B) G'<G": spravanie typické pre kvapaliny, ktoré nevytvaraji chemicku ani fyzikalnu siet
(Obr. 6 B);

C) G' = G": stav oznaCovany ako ,at the gel point‘, material sa nachadza na pomedzi

vlastnosti kvapaliny a tuhého telesa.
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Obr. 6: Zavisloslost elastického G' a viskézneho G" modulu na amplitide deformdcie®.

Zvysovanim posobenia napitia dochadza (v bode prekrizenia kriviek G' a G") ku gel-sol
transformacii, a material pri hodnotach G" > G' zadina vykazovaf spravanie kvapaliny”.
Hodnota amplitady deformécie, pri ktorej kon¢i LVO sa nazyva limitna amplitida
deformacie y.. Pri niz§ich hodnotach ako je y, dochadza k elastickej deformacii. To znamena,
ze material je schopny kompenzovat vyvolanu deformaciu ulozenim deformacnej energie,
do energie vézieb, a vrati sa do povodného stavu. Pri vysS§ich hodnotach amplitudy deformacie

dochadza k nevratnej zmene Struktury, t. j. neelastickej deformacii, pri ktorej je energia
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deformacie disipovana (napr. vo forme tepla) a materidl tak uz nie je schopny navratu
do pdvodného stavu. Dochadza tak k nevratnému poskodeniu §truktiry materialu®’°.
Hodnoty G' a G" je mozné vyjadrit ako zmieSany, tzv. komplexny (G*) modul, podla

vztahu'!:
— [Grz_'_GrrZ (4)

Pomocou komplexnych modulov je mozné vypocitat priemernt velkost poérov a hustotu

&

siefovania (uzlov) polymérnej matrice v nativnej podobe (t. j. vo vodnom prostredi)’?, z ¢oho
je mozné usudit’, ¢i nanesené baktérie su schopné preniknut’ povrchom a difunfovat’ do objemu
matrice.

Pre vypocet hustoty sietovania je potrebné najprv vypocitat aritmeticky priemer
komplexného modulu v LVO. Nie je mozné pocitat’ tento priemer mimo oblast’ LVO, pretoze
za LVO sa povazuju hodnoty modulu v linearnej oblasti s odchylkou mensou ako 5 %’°.
Naopak, pri Statistickej odchylke vyssej ako 5 % sa uvazuje o deformaciach neelastickych,
t. j. nevratnych, a hustota siete je tak ovplyvnena deformacnou zmenou Struktury. Hustotu
siefovania (px) je mozné vypocitat’ dosadenim priemernej hodnoty komplexného (G) modulu
do rovnice’?:

p,=G/RT (5)
kde R je univerzalna plynové konstanta; 7'je absolutna teplota; a jendotkou je mol-m™ (,,latkové
mnozstvo“ uzlov siete na jednotku objemu hydrogélu). Vdaka hustote sietovania px
a predpokladu, ze skutocné pory su nahradené modelom idedlnej homogénnej siete tvorenou
suborom gul’, ktorych priemer je ekvivalentny s priemerom skutoénych pérov’*, zavedenim

Avogadrovej konstanty (1/pxNa) pre vypocet objemu jedného uzlu; je mozné vypocitat objem

4.(6Y) 1
3’{2J PN, ©

kde Naje Avogadrova konstanta. RieSenim rovnice (6) pre ¢a je vztah:

& =3/6/mp N, (7)

a po dosadeni &iselnych hodnot sa ziska priemerna velkost porov’>.

poru, ktory odpoveda:
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Stanovenie mikrobialnych populacii farbiacimi technikami

Stanovenie mikrobidlnych populacii je kIiCovym aspektom hodnotenia aktivity
fotokatalytickych materialov s biocidnymi uc¢inkami, vzhladom k tomu, ze viabilita MO je
priamym ddkazom funkcnosti takychto materialov. Pre stanovenie MO populécii bolo
vyvinutych mnoho metdd. NajpouzivanejSie techniky zahriaji pouzitie farbiv, vd’aka ktorym
je mozné rozlisit zivotaschopné a mrtve MO na zaklade integrity membran a metabolicke;j
aktivity”>. Medzi tieto metody patri: MTT’®, MTS” a NBT”® testy, LIVE/DEAD farbenie”’
a testy zalozené na fluorescenénych sondach®.

Principom kolorimetrického stanovenia pomocou tetrazoliovych farbiv (MTT, MTS a NTB)
je premena povodného farbiva (vd’aka reducknym reakciam mitochondridlnych enzymov
dychacieho ret'eazca mikroorganizmov) na formazanové derivaty, ktoré sa usadzaju v bunkach
vo forme nerozpustnych Ciastociek. Potom je nutné MO, s obsahom tychto produktov (farbiva),
dezintegrovat a farbivo extrahovat, rozpustit a nasledne fotometricky stanovit’¢-788!,

LIVE/DEAD farbenie su testy opét zalozené na kolorimetrickom rozliSeni (ako vypoveda
aj samotny nazov) zivotaschopnych a uhynutych mikroorganizmov’. Jedna sa o komeréne
dostupné sady farbiv, ktorych pouzitie zahfiia postupy dvojitého farbenia (pouzitie 2 farbiv)
fluorescenénymi latkami, ako si SYTO9 a propidium jodid (PI), vdaka ktorym je mozné
rozligit viabilné MO na zaklade integrity buneénych membran”#2%3 Napriklad M. Berney
akol. pouzili LIVE/DEAD™ BacLight™ farbiacu supravu v kombinacii s prietokovou
cytometriou pre stanovenie viability baktérii obsiahnutych v sladkovodnych systémoch a boli
schopni identifikovat’ pritomnost bakteridlnych kmeniov: Escherchia coli, Salmonella enterica,
Shigella flexneri, Enterococcus faecalis”. J. Robertson a kol. boli schopni optimalizovat
a zjednodus$it  protokol pouzitia LIVE/DEAD™ BacLight™ supravy v aplikacii
fluorescencného stanovenia viability pomocou prietokového cytometru, spektrofluorometru,
mikrodosti¢kového analyzatoru a systému Optrode (spektroskopicky systém na baze optickych
vlakien vyvinuty nauniverzite v Aucklande)®>. Okrem toho sa tieto techniky farbenia
viabilnych MO pouzivaju pri vyhodnocovani zivotaschopnosti baktérii v rdznych prostrediach
ako st vodné systémy’ a biofilmy®*; a su tiez vyuzivané v toxikologii, napriklad pri hodnoteni

cytotoxicity latok ako su mykotoxiny®.
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Vsetky farbiace techniky stanovenia MO zalozené na premene resazurinu na rezorufin
vyuzivaju skutocnosti, Ze rychlost’ tejto konverzie koreluje s metabolickou aktivitou testovanej
bakterialnej populacie. Treba vSak poznamenat, ze rozne miery metabolicke] aktivity
pozorované pocas testu mézu byt ovplyvnené réznymi stavmi identickych populacii alebo
identickych stavov roznych mikrobidlnych kmenov. Konvencny pristup vyuziva kons§tantni
populaciu testovanych MO pocas celého testu a ich interakciu s roznymi vonkajSimi vplyvmi
pocas doby testu. Nasleduje kvantitativne stanovenie mnozstva rezorufinu vyprodukovaného
poCas testu. Priklady testov vykonavanych konvenénym spOosobom zahfiiaju Stadie
C. N. Bakera a kol*®; a M. U. Shiloha a kol .®!. Resazurinové testy sluzia najmi pre hodnotenie

antimikrobialnej aktivity®”%

, bakterialnej kontaminacie a viability MO, pretoze oproti
ostatnym metédam (ako napr. MTT) ponukaju testovanie bez naruSenia viability
stanovovanych MO®’. Tito metdda bola Siroko pouzivana pre stanovenie minimalnej
inihibi¢nej koncentracie (MIC) prirodnych (esencialne oleje”, Zzivodisne extrakty®!)
i syntetickych®® antimikrobialnych latok posobiacich na rozne bakterialne kmene?!. A. Walzl
a kol. boli schopni pomcou resazurinovych testov rozlisit' Gcinost’ cytotoxinov a cytostatik
natumorové a rakovinové bunky®>. Resazurinové testovanie ukazuje vSestrannost
a spolahlivost aj pri hodnoteni dezinfekénych latok proti biofilmom®”; a pri monitorovani

viability a proliferacii buniek v systémoch buniek enkapsulovanych v hydrogéloch®.
3.2 Odtlackové vzorkovanie bakteridlnych populacii

Velmi dolezitym faktorom pre ucinné stanovenie koncentracie MO je spdsob mikrobialneho
vzorkovania. Vo vSeobecnosti existuju tri metody, su to: sterové, oplachové a odtlackové.
Kazda ztychto metod mé vyhody a svoje uplatnenie. Napriklad sterové techniky su §iroko
pouzivané pri vzorkovani vacSich povrchoch a su tiez vhodné pri vzorkovani rozne

Strukturovanych suvislych povrchov™

. AvSak vyzkumy ukazali, Ze pomery recovery
u sterovych technik sa liSia v zavislosti od typu baktérii, svySSim recovery
pri gram-pozitivnych®®. Dalej metody oplachovania st vo vieobecnosti preferované, pretoze
maju vyssie recovery a DGGE profily oproti sterovym metodam®. Odtlackové metody
si pouzivané v pirpade potreby rychlej identifikacie bakteridlnych kmenov, najma patogénov

ako Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa®.
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3.3 Aplika¢né moznosti hydrogélov

Okrem spominanych farmaceutickych, tkanivovych a bioinzinierskych aplikéacii ponukaju
hydrogély Siroké moznosti uplatnenia aj pri mikrobiologickom snimani, mikrobialnej kultivacii
&i selektivnom zachytavani a triedeni MO, pri¢om $a ¢asto tieto funkcie kombinuju>*. Pri tychto
aplikaciach st velmi dolezité adhezivne vlastnosti a interakcie hydrogélového povrchu
a mikroorganizmov’’. Pouzivanie roznych gélovych platforiem, najmi na baze agaru, je bezné
v rdznych klinickych a mikrobiologickych testoch?® v tzv. agarovo-diskovej diftiznej metode,
ktora bola vyvinutd pred viac ako 80 rokmi®”. Vo vSeobecnosti principom tejto metddy
jeinokulacia hydrogélovych platni Standardizovanym inokulom testovanych MO. Disky
su nasledne prekryté filtracnym papierom, ktory obsahuje skimanu antimikrobidlnu latku,
a inkubuju sa za vhodnych podmienok. Antimikrobialna latka difunduje do gélovej platnicky
ainhibuje rast a proliferaciu skimaného MO®®. Existuju komeréne dostupné kultivacné
platformy (ako napr. hygicult'”’) na baze hydrogélov, ktoré sluzia predovietkym
na mirkobialnu detekciu kotnaktnym vzorkovani. Tieto platformy by bolo hypoteticky mozné
pouzit’ pre hodnotenie antimikrobialnej aktivity, ale zatial neexistuju vedecké publikacie,
ktorych autori by sa o to pokusili. Napriek tomu, ze existuja aplikacie hydrogélov
pri stanovovani antimikrobialnych vlastnosti, zatial' neexistuji publikacie, ktorych autori by
vyuzili prave hydrogélové platformy ako nosice MO kultar k vyhodnocovaniu biocidnych
vlastnosti materialov. Hydrogélové platformy priamo uréené pre hodnotenie aktivity
fotokatalytickych biocidnych povrchov taktiez neexistuji. No prave vdaka univerzalite
hydrogélov, ich biokompatibilite, netoxicite a podpornym efektom mikrobialneho zivota,
je mozné ich aplikovat’ prave na toto testovanie.

Vdaka Sirokym moznostiam modifikacie vlastnosti hydrogélov, boli skimané hydrogély
s moznostou mikrobialnej adhézie ¢i uz pre detek¢éné, transportné, farmaceutické alebo
bioinzinierske aplikacie. Boli vyvinuté systémy na baze hydrogélov pre selektivne zachytenie
baktérii z komplexnych zmesi, kde sa velmi Casto vyuziva hojna pritomnost chemicky
reaktivnych skupin v objeme alebo na povrchu polymérnej siete. Selekcia mikroorganizmov
je zabezpecCena vd’aka funkénym doménam/skupinam, ktoré modzu byt kovalentne a/alebo
fyzikalne (elektrostatické interakcie) imobilizované na povrchu (a/alebo v objeme) hydrogélu.

Avsak pre tieto aplikacie su preferované modifikacie povrchu, pretoze poskytuju priamy
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kontakt funkéného elementu a povrchovymi markermi mikroorganizmov. N. Bodenberger
a kol. vytvorili kompozitny hydrogél na baze kovalentne sietovaného sérového albuminového
proteinu, ktorého povrch modifikovali lecitinom B, ktory sluzi rastlinnym bunkém a baktériam
pre bunkové rozpoznavanie. Tymto boli schopni po kontakte so suspenziou bakteridlnych
kmeniov FEscherchia coli a Pseudomonas aeruginosa zabezpeCit stabilni imobilizaciu
na hydrogélovom povrchu'®!. Priprava takéhoto kompozitu je viak nakladna a naro¢na.

Pre imobilizaciu a cielené zachytavanie MO sa najcCastejSie vyuzivaju monoklonalne,
polyklonalne a rekombinantné protilaky kovalentne imobilizované na hydrogélovom nosiéi'®*
105 Q41 to glykoproteinové molekuly zalozené na imunitnej interakcii, ktoré sa nekovalentne
viazu na antigény pritomné na povrchu baktérii. Tato metoda sa ukazala byt vel'mi Gcinna,
vd'aka citlivej a vysoko Specifickej detekcit MO. Avsak vyroba byva prili§ nakladna, ¢asovo
narocna a ¢asto dochadza k Struktirnym variantam v zéavislosti od vyrobenej Sarze. Okrem toho,
protilatky podliehaju rychlej degradacii a tiez vykazuju nizku tepelnu stabilitu, takze sa nedaju
prili§ dlho skladovat. AvSak Co sa tyka metod selektivneho zachytavania pomocou protilatok,
ktoré su Specificky vyrabané pre dany mikrobialny kmen, nie su tieto metody univerzalne
aplikovatelné pre testovanie fotokatalyzatorov. Naviac mozu byt ptorilatky poskodzované
efektom fotokatalyzatoru, nakol'ko ich biocidne efekty sa Casto spoliehaju na reaktivne formy
kyslika'®®!%7  Tieto metody ale nachadzaju uplatnenie v biosenzoroch, kde je S$pecificka
detekcia nutnost'ou!21%5

V pripade, kedy sa vyzaduje menej Specifické zachytenie baktérii je mozné vyuzit vlastnosti
povrchového naboja baktérii a hydrogélov. Bakterialne bunky s negativne nabité v dosledku
pritomnosti karboxylovych a aminovych skupin v peptidoglykanovych vrstvach. Je teda mozné
vyvijat kladne nabité hydrogély, ktoré by mohli poskytnut elektrostaticka interakciu
s baktériami. Takéto hydrogély na baze chitosanu!®®1% boli vyvinuté pre multifunkéné
aplikacie bakteridlnej eliminacie. Na zlepSenie zachytavania baktérii prostrednictvom
elektrostatickej pritazlivosti boli chitosanové hydrogély modifikované s pouzitim
glycidyltrimetylamoniumchloridu (GTAC) a glycidylmetakrylatu (GMA)!®. Modifikované
chitozanové hydrogély elektrostaticky zachytavali S. aureus a E. coli a po zachyteni vykazovali
antibakterialne UCinky v dosledku prirodzenych antibakterialnych vlastnosti chitosanu. A prave
vdaka antimikrobidlnej povahe chitosanu, ho nie je mozné pouzit pre hodnotenie

fotokatalytickej  aktivity, ktord sa  hodnoti prdve pomocou viabilty MO.
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Je tak neziaduce aby hydrogél mal negativne efekty na viabilitu pouzivanych MO.
Zachytavanie baktérii elektrostatickymi interakciami je jednoduché a rychle riesenie, ponuka
vSak obmedzeny potencial pre vyvoj robustnych hydrogélovych platforiem na zachytavanie
baktérii, skrz neSpecifické interakcie. Okrem toho je elektrostatickd adsorpcia slaba
v porovnani  so stratégiami  chemického zosietovania v  dosledku reverzibilného
nekovalentného zachytavania, ktoré moze znizit' G€innost’ zachytavania baktérii. Nakoniec,
elektrostatické zachytavanie nemusi byt mozné pre multifunkéné kompozitné hydrogély urcené
na zapuzdrenie roznych aktivnych prvkov, ako su redoxné indikatory a ziviny. Tie tiez obsahuju
nabité skupiny, ktoré mézu potencialne interferovat’ s procesom zachytavania baktérii’*.
Dolezitymi vlastnostami ovplyviiujucich bakteridlnu adhéziu na povrch hydrogélov
su: rigidita, porozita, hrabka, drsnost’ povrchu, hydrofilicita, zivné médium a bakterialna
mobilita. Mnohé stadie su venované skimaniu tychto parametrov pre zlepSenie bakterialne;

adhézie, avsak s cielom eliminacie MO (pre biomedicisnke aplikacie).
3.3.1 Parametre ovplyvitujiuce adhéziu MO na hydrogély

Najviac §tudovanym parametrom je tuhost’ (rigidita) hydrogélov, av§ak neexistuje konsenzus
o korelacii tuhosti hydrogélu a bakterialnou adhéziou/rastom. Kolewe a kol. preukézali zvysenu
adhéziu pohyblivych FE. coli baktérii a nepohyblivych S. aureus, zvySenim tuhosti
poly(etylénglykoldimetakrylatu) (PEGDMA) a agarézovych hydrogélov'!®. Taktiez
demonstrovali vplyv hrabky poly(etylén glykolového) (PEG) hydrogélu na bakterialnu
adhéziu, kedy bola zistend zvySena adhézia na hrubSich hydrogéloch so zvysSujucou sa
tuhostou!!. Zatial' &o tieto §tudie naznaduju pozitivnu korelaciu medzi rastom baktérii
a zvySenou tuhostou a hrubkou hydrogélov, iné §tidie prinasaju vysledky opacné. Napriklad
autori Wang. a kol. zvysili tuhost’ poly(akryl amidovych) (PAAm) hydrogélov a pozorovali
pokles adhézie S§. aureus v porovnani s menej tuhymi hydrogélmi PAAm. Tato Studia
preukazala zvySenie bakterialnej adhézie pri znizeni hustoty zosietovania u hydrogélov na baze
PAAm. Autori tiez naznaCuju, ze adhezivne vlastnosti hydrogélov su spolu s tuhostou
sposobené vlasntymi charakteristikami pouzitého polyméru, najméa vysSou viskoelasticitou
v porovnani s tuh§imy hydrogélmi na baze PEG. Tiez zddraziuju, ze tuhSie hydrogély
poskytuju zretelné 2D rozhranie pevny hydrogél-bakteridlna suspenzia, kde je adhézia

prirodzene reverzibilnd. Naopak v ultramékkych hydrogéloch je umoznena bakteridlna
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interakcia vd’aka 3D mikroprostrediu hydrogélu, ktoré umoziiuje penetraciu do poréznej siete,
&o je vhodné pre enkapsulaciu MO!'2,

Bakterialna adhézia je velmi komplexny proces, ktory si vyzaduje individidlny pristup
ku kazdému zlozeniu hydrogélovej matrice a pouzitému MO. Pri vyskume bakterialnej adhézie
je potrebné experimentalne skumat jednotlivé parametry a zamerat sa skor na praktické
znalosti.

Popularny je vSak vyvoj hydrogélov s antimikrobidlnymi vlastnostami na baze
interpentrovaného systému s organickymi, anorganickymi latkami ¢i dokonca s biologickymi
extraktmi. Taktiez samotnd polymérna matrica hydrogélu moze posobit’ ako antimikrobidlna
latka tak, Zze na retazcoch polymérnej matrice su naviazané funkcéné skupiny
s anitmikrobialnymi vlastostami (napr. sulfadiazinové bo¢né refazce)''®. Organickymi latkami
moézu byt antibiotika (napr. nanocCastice na baze poly(laktid-ko-glykolidu) s obsahom
gentamicinu, enkapsulované v hydrogéli na baze gellanovej gumy)') syntetické
antimikrobialne latky (napr. ornidazol (derivat nitroimidazolu) inkorporovany v hydrogéli
na baze dextrinu a poly(akrylovej kyseliny)!!®, antimikrobialne peptidy (napr. enzymaticky
sietovany e-poly-L-lyzin). Ako antimikrobialne latky sa Casto pouzivaju anorganické latky,

118.
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akymi su napriklad: kovové nanocastice na baze striebra a nanocastice kovovych
oxidov ako napriklad ZnO'" &i TiO>!'". Vel'mi Casto sa vyuzivaju synergické ucinky kovovych
nanocastic a/alebo antibiotik (&i uz syntetickych alebo prirodnych)!?’. Tieto antimikrobialne
hydrogély sa vSak nehodia pre skimanie aktivity fotokatalyzatorov. AvsSak venuje sa

im obrovska pozornost’, pretoze nachadzaja uplatnenie v tkanivovom inzinierstve a kryti ran.
3.4 Nova metodika

Standardné kultivatné testy predstavujii niekolko zasadnych nevyhod, vratane &asovej
a inStrumentalnej naro¢nosti, nizkej miery robustnosti a zavislosti od bakterialnej kultary, ktoré
je mozné kultivovat, o predstavuje zlomok celkovych bakterialnych kmefiov populacie'?!.
Okrem toho, pri skutoénom mikrobidlnom vzorkovani sterovymi metoédami, moze pri kultivacii
dojst’ k selektivnemu uprednostneniu urcitych mikrobialnych kmetniov, co médze zkreslit
konecné vysledky. Oproti tomu, metdda resazurinového testu hodnoti metabolicku aktivitu MO

vratane tych, ktoré sa nedaju kultivovat, vd’aka comu je mozné pouzit tento test pre stanovenie

28



zmieSanych bakterialnych populécii a poskytuje presné vysledky pri vyuziti fluorescenéného
stanovenia.

Pre kvantifikaciu antimikrobialnych ucinkov fotokatalytickych povrchov a povrchovych
modifikacii sa bezne pouzivaju Standardizované postupy podla uvadzanych noriem ISO
v kapitolach 2.2.1 a 2.2.2. Tieto metdody vyuzivaju niekolkych spolo¢nych principov,
ako napriklad nanesenie mikrobialnej suspenzie na skimany povrch, kde zostava v kontakte
s povrchom pocas stanoveného casového intervalu. Nasledne je mikrobidlna suspenzia
oplachnuta z povrchu a pocet prezivsich MO sa stanovuje prostrenictvom sériového riedenia,
ockovania a pocitania kolonii. Hlavnou nevyhodou tychto technik mikrobialneho vysevu, jeich
Casova narocnost’ a vysoka spotreba jednorazovych plastovych pomocok a daju sa vyhodnotit’
len v laboratérnych podmienkach. To spdsobuje problémy pri testovani uz nainsatalovanych
a pouzivanych povrchov, kedy by bolo potrebné ziskat’ vzorku takéhoto materialu a jej nasledné
testy v laboratériu. Ziskanie vzorky vSak obnaSa zamerné naruSenie integrity testovaného
materidlu, ¢o moze predstavovat problém ako v mieste inStalacie tak moze dojst
k opvplyvnejiu vlastnosti danej vzorky. Okrem toho tieto metdody umoziiuji testovanie
len malych vzoriek a vysladky su Casto zat'azené signifikantnou chybou v désledku obmedzene;j
vytaznosti (recovery) po oplachu a odbere mikrobialnej suspenzie. Vytaznosti sa pohybuju
okolo 50 — 60 % pdvodnej koncentracie mikrobialnej suspenzie!®!%2.

Vyhodou novej metodiky je jednoduchSie a rychlejSie pouzitie. To zahrfiia testovanie
fotokatalyzatorov pouzivanych mimo laboratérne podmienky v priestoroch ich instalacie
apouzivania bez poruSenia ich povrchu alebo vlastnosti. Je to mozné, vdaka
mikroorganizmami vysiatej hydrogélovej platforme, ktora je prenosna do terénnych podmienok
a nasledne vyhodnocovana v tych laboratérnych. Zaroven nova metodika slubuje vysSie
percenta ,recovery®, tj. pomer pocCtu baktérii, ktorych viabilita sa skutocne stanovuje, voci
poctu baktérii pévodne nanesenych na skimany fotokatalyticky povrch.

Dal$imi vyhodami su:
e pouzitie bez nutnosti oplachu mikroorganizmov zo vzorkovacej platformy, Co zabranuje
nepresnostiam merania a zlepsuje recovery baktérii;
e rychle stanovenie mikroorganizmov do 24 hodin vratane pripravy nosné¢ho hydrogélu;
e mozné testovanie l'ubovolne velekj plochy, pouzitim vysSieho poctu jednotlivych

hydrogélovych platforiem pre analyzu jediného stvislého porchu fotokatalyzatora;
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e nizSia spotreba jednorazovych plastovych pomocok.

Nova metodika vyuziva principu agarézovych difuznych diskov, ale mikrobialna kultara
o znamej koncentracii je vysievana na hydrogélova platformu, namiesto nanesenia priamo
na fotokatalyticky povrch. Hydrogél nasledne absorbuje kvapalinu bakteridlnej suspenzie,
pricom by hydrogél nemal mat’ priamy efekt na viabilitu danych mikroorganizmov, ale mal by
spitiat’ len funkciu podporného materialu (nosi¢a). Zarovei by nemali mikroorganizmy
prenikat” do objemu hydrogélu, ale mali by ulpievat’ len na jeho povrchu. K tomu je potreba
dosiahnut’ urcitého stupnia zosietovania, aby boli pory mensie, nez su rozmery pouzivanych
mikroorgnizmov. Je tiez dolezité, aby hydrogélova platforma spifiala uréité mechanické
vlastnosti, tak aby bolo mozné so vzorkom manipulovat’ bez narusenia Struktury.

Hydrogél s adherovanymi mikroorganizmami je potom mozné prilozit’ na fotokatalyticky
povrch, pricom gél by mal mat dostatocnu priepustnost’ svetla, aby sa ziarenie dostalo
v dostatoCnej intenzite na povrch fotokatalyzatora. To by malo zaru€it podsobenie
antimikrobialnych ucinkov skumaného povrchu. Kontakt medzi MO a povrchom
fotokatalyzatora, sprostredkovany hydrogélovou platformou, by za vhodnych svetelnych
podmienok mal zabezpecit vymieranie adherovanych mikroorganizmov. Po urcitej dobe
posobenia fotokatalyzatora, by malo byt mozné hydrogél odstranit z aktivneho povrchu,
anasledne fluorescen¢ne stanovit viabilitu mikroorganizmov. Tymto sposobom je mozné
vyhodnotit’ G¢innost’ fotokatalyzatora s antimikrobialnymi vlastnost’ami.

Viabilita mikroorganizmov vystavenych u¢inkom fotokatalytického povrchu sa vyhodnoti
pomocou modifikovaného resazurinového fluorescenéného testu. V diplomovej praci
S. Patakyovej'?® sa ukazalo, ze je mozné uréit koncentraciu buniek bez potreby kvantitativneho
stanovenia rezorufinu, kedy bolo mozné k vyhodnoteniu fluorescencie vyuzit fotograficky
zaznam a PC software. Tento alternativny pristup resazurinového stanovenia zahriia pouzitie
rozne koncentrovanych mikrobidlnych populacii a hodnotenie prostrednictvom kinetiky
konverzie resazurinu na rezorufin. Je teda mozné pouzit’ inverzny vztah medzi koncentraciou
buniek a casom potrebnym pre dosiahnutie maximalnej fluorescencie. Vysoka koncentracia
baktérii premieria resazurin rychlejSie ako vozrky s niz§ou koncentraciou mikroorganizmov.
Preto je mozné urcit’ nepriamo umernu zavislost medzi poctom buniek a ¢asom potrebnym
pre dosiahnutie maximalnej koncentraciu rezorufinu. Vd'aka ¢omu sa d4 zostavit’ kalibracna

rada a napokon i urcit’ koncentracia mikroorganizmov v danej vzorke. Tohoto principu vyuziva
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i praca E. Travnickovej a kol. kde hodnotili antimikrobidlne vlastnosti filtatnych membran

z elektrospinovanych nanovlakien®®.
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4 CIELE PRACE

Prvym ciel'om tejto diplomovej prace je dohl'adat’ a preStudovat’ relevantnt literatiru tykajicu
sa testovania fotokatalytickyych antimikrobialnych povrchov pomocou mikroorganizmov.
Pretoze doposial existuju len dve ISO normy popisujice hodnotenie fotokatalytickych
antimikrobialnych povrchov, ktoré obnasaju radu nevyhod (vid’ kapitolu 3.4), bola navrhnuta
nova metodika, ktora by vSetky uvedené nedostatky odstraiiovala. Principom tejto metodiky je
ukotvenie bakteridlnej suspenzie na nosi¢ (hydrogélovy blocek) a jeho prostrednictvom su
baktérie prenesené k skimanému povrchu. Druhym a hlavnym cielom tejto prace bolo
navrhniut' vhodné zlozenie a vlastnosti hydrogélového nosica a Studium jeho fyzikalnych
vlastnosti a nasledne preskimat a posudit jeho vhodnost pri vlastnom testovani
antimikrobialnych vlastnosti fotokatalytickych povrchov.

V tejto praci sa experimentalne rie§i optimalizacia zlozenia a postupu pripravy vhodného
hydrogélu na zaklade botnacich, optickych a mechanickych vlastnosti, ale taktiez na zaklade
postupu opakovatel'nej pripravy hydrogélovych platforiem ako nosi¢ov mikrobialnych kultar.
Na zaklade teoretickych znalosti a uvedenych vlastnosti, bola z pilotnych experimentov
vybrand najvhodnesia kompozicia hydrogélového nosiCa na baze vrstveného hydrogélu
zlozeného zagardzy a 1-karagenanu. Optimalizovany hydrogélovy nosi¢ je podrobeny
reologickym (pre urcenie mechanickych vlastnosti a velkosti pérov, resp. hustoty
zosietovania), botnacim (pre dostatoCne rychly c¢as absorbovania MO suspenzie)
a spektroskopickym testom (transmitan¢né vlastnosti pre dostatoénti priepustnost ziarenia
aktivujuce fotokatalyticky povrch).

Nasledne, je pomocou staticke] metody hodnotenia antimikrobialnych vlastnosti vybranych
povrchov otestovana funkcnost optimalizovane] hydrogélovej platformy a vysledky su

porovnané s vysledkami normovanych postupov, ziskanymi od kolegov na naSom pracovisku.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Pouzité pristroje a chemikalie

Pristroj Model

3D tlaciaren Sindoh 3DWOX 1

Magneticka miesacka s ohrevom Hei-PLATE Mix 'n’ Heat Core+, HEIDOLPH
Spektrofotometer Helios Alpha 9423 UVA 1002E
Analytické vahy Entris®, Sartorius

Reometer DHR-2, TA Instruments
Inkubator s orbitalnym Sejkrom ES-20, Biosan

Teplotna skrina Venticell 222

Centrifuiga Hettich EBA 30

Chemikalie Vyrobca

Agardza Sigma Aldrich

-karagenan Sigma Aldrich

Resazurin Sigma Aldrich

Chlorid sodny Penta

Chlorid draselny Penta

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. Penta

Hydrogenfosfore¢nan disodny (dihydrat) p.a. Penta

2,6-dichlorofenolindofenol Sigma Aldrich

Zivné médium s 1% peptonom Himedia

*pouzité mikroorganizmy Escherichia coli boli tiskané z Ceskej zbierky mikroorganzmov

(ccm 3988)
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5.2 Priprava hydrogélovych kompozicii

Pred pripravou hydrogélovych blockov boli vzdy Cerstvo navazené a pripravené roztoky
polysacharidov (agar6za a 1-karagenan). Pri kazdom experimente boli vzdy pouzivané Cerstvo

odliate hydrogély.
5.2.1 Navrh a 3D tla¢ odlievacej formy

Bola navrhnutd formicka pre odlievanie hydrogélov pomocou programu SketchUp Free.
Formicka (Obr. 7) s 25 jamkami o priemere jednej jamky 21 mm a hibkou 4 mm bola vytlagena

z ABS plastového filamentu 1,75 mm.

Obr. 7: ABS formicka vytlacend na 3D tlaciarni.
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5.2.2 Priprava vodného roztoku PBS pre rozpustanie polymérov

Do odmernej banky s objemom 2000 ml bola pridana deionizovana voda v objeme 1600 ml.
Na analytickych vahach boli navazené chemikalie, ktoré sa postupne pridavali do odmernej

banky s vodou. Poradie a pridavky chemikalii st:

e 16,00 g NaCl

e 0,40gKCl

e 3,61 g NaHPO,
e 0,49 g KH,PO4

Po rozpusteni chemikalii bola odmernd banka doplnend deionizovanou vodou po rysku.
Nasledne bol pripraveny roztok rozliaty do dsmich uzatvaratelnych fT'asi po 200 ml. 8 fTasi

bolo d’alej sterilizovanych v autoklave pri 120 °C po dobu dvoch hodin.
5.2.3 Rozpustanie polymérov a odlievanie hydrogélov

Boli pripravené roztoky agarozy (1% hm.) a 1-karagenanu (2% hm.) v PBS (presné navazky su

uvedené v Tab. 1).

Tab. 1: Navazky pre pripravu polymérnych roztokov agardzy a i-karagenanu

Hmotnostna Navazka (g)
Polymeér koncentracia
y Polymér Roztok PBS
(% hm.)
Agaroza 1,00 0,50 49,50
r-karagenan 2,00 1,00 49.00

Takto navazené roztoky boli nasledne rozpustané vo vodnej kupeli pri 90 °C na magnetickej
miesacke s ohrevom po dobu dvoch hodin. Roztoky boli odlievané do ABS formicky pomocou
1 ml mikropipety a mikropipetovacich Spiciek, ktoré boli vyhriate na 85 °C v suSiarni. Boli
pripravené blocky cistého karagenanu a kompozitné hydrogélové blocky rdzneho zlozenia
agarozy : karagenanu (vid’ Tab. 2).

Vrstvené hydrogélové kompozicie boli pripravované po jednom kuse tak, ze do formicky

sa najprv napipetoval hortci roztok agarézy a az potom roztok karagenanu. V pripade
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kompozicie 1:2 (objemovy pomer pipetovanych polymérych roztokov agarozy
a 1-karagenanu) bol po 60 sekundach chladnutia naneseny dany obejm roztoku 1-karagenanu.
V pripade kompozicie 1:1 agaréza chladla 90 sekind. Objem a pomer pipetovanych roztokov

su uvedené v Tab. 2.

Tab. 2: Objemy pipetovanych roztokov polymérov pre jeden hydrogél dvoch kompozicii.

Kompozica | Celkovy objem (ul) | Objemovy pomer (-) Objem polymérneho roztoku (ul)

Agar6za 200

A 600 1:2
-karagenan 400
Agar6za 400

B 800 1:1
-karagenan 400
C 800 - -karagenan 800

Po naneseni roztoku i-karagenanu sa nechali hydrogély voIne schladit po dobu 10 minut,
o zaistilo uplné zosietovanie. Po ztuhnuti boli hydrogély po jednom vytahované z ABS

formicky pomocou zahnutej kovovej $pachtlicky.
5.3 Testovanie botnacich vlastnosti hydrogélov

V tomto pripade bola ,Tea-bag“ metoda opisana v kapitole 2.6.1, modifikovand a miesto
Cajového sacika sa pouzivalo jednoduché kovové sitko, vdaka ktorému sa predide
prebytocnému absorbovaniu kvapaliny ¢ajovym sacikom. Ak by sa naopak pouzila zmaciva
textilia, ako je to v pripade Cajového sacika, doslo by k absorbovaniu kvapaliny aj tymto
materidlom, ¢o nemusi byt u jednotlivych sacikov vzdy v rovnhakom mnozstve. Botnaci roztok
sterilného PBS o objeme 50 ml v nizkej kadi¢ke bol vzdy vyhrievany vo vodnej ktipeli na 37 °C.
Najprv bola zaznamenand hmotnost’ suchého sitka a nasledne tato hodnota bola odcitana
od priemernej hmotnosti sitka namoceného a osuSeného, podl'a postupu uvedeného nizsie,
do botnacieho roztoku PBS, ¢im sa ziskala priemerna hmotnost roztoku PBS, ktory
je zachyteny len sitkom. Dalej bola zaznamenana hmotnost ,,suchého® hydrogélu spolu
so sitkom. Nasledne bol hydrogél v sitku opakovane ponarany do roztoku PBS po dobu 60
sekund v 20 opakovaniach. Medzi kazdym ponorenim je z povrchu hydrogélu a sitka odsata
prebytocna kvapalina jemnym prilozenim buni¢iny a ithned’ zaznamenana hmotnost’ sitka spolu

s hydrogélom. Postup odsavania prebytocnej kvapaliny bol pri kazdom opakovani prisne

36




dodrziavany, aby nedoslo k prebyto¢nému, ¢i naopak, nedostatoénému odsatiu prebytocnej
kvapaliny. Bunicina bola prilozend na vrchna stranu hydrogélu len raz, asitko sa susilo
zo spodnej strany, tak isto buni€inou, dokym neostala buni€ina sucha. Tento postup suSenia
sitka bol stanoveny na zaciatku experimentu, kedy bolo potrebné zaznamenat priemernu
hmotnost' kvapaliny ulpenej na sitku. Nakoniec bol ziskany sufet hmotnosti botnaného
hydroggélu, sitka a prebytocnej kvapaliny, ktort nebolo mozné odsat’ bunicinou. Z tohto dévodu
boli vysledné hodnoty korigované tak, aby bola ziskana hmotnost samotného hydrogélu
botnaného v danych &asovych intervaloch. Casova zavislost botnacej kapacity bola ziskana

dosadenim hmotnosti hydrogélov v ¢ase do rovnice (1).
5.4 Testovanie transmitancnych vlastnosti kompozicii

Pre stanovenie optickych vlastnosti hydrogélov bol pouzity UV/VIS spektrofotometer
s nainstalovanym drziakom pre meranie pevnych vzorkov namiesto drziaku kyviet.
Ako referencia bolo pouzité podlozné sklo, na ktorom bolo pri samotnom merani umiestneny
skumany hydrogélovy blocek.

Pred vynulovanim a meranim hydrogélov boli podlozné skla umyté a odmastnené pomocou
izobutanolu a buni¢iny. Hydrogél bol nasledne umiestneny na podlozné sklo. Tym ze hydrogél
drzal na podloznom sklicku vdaka adhéznym vlastnostiam, nebolo potrebné hydrogél
stabilizovat’ druhym (krycim) sklickom. Nakoniec bolo spustené meranie na UV/VIS

spektrofotometri v rezime transmitancia.

5.5 Test recovery po odtlacku na poréznom povrchu po nabotnani pomocou

farbiva

To ¢ hydrogél skutocne nabotnal a ze po odtlaceni hydrogélu na porézny povrch
je pozorovatel'né recovery, bolo mozné jednoducho overit’ nasledujicim spdsobom. Na povrch
Cerstvo  pripravenych  hydrogélov  (Obr. 8/1) bol naneseny roztok farbiva
2,6-dichlorofenolindofenolu (DCPIP) o koncentracii 1,0 - 10™* g/dm’. Toto farbivo bolo
rozpustené v sterilnom roztoku PBS a bolo nasledne napipetované na hydrogély (Obr. 8/2) vzdy

v objeme 50 pl.
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Obr. 8: Hydrogély: 1) pred nanesenim farbiva, 2) po naneseni farbiva, 3) po 10min botnani, 4)

odtlaceny filtracny papier, 5) hydrogély po odtlaceni. Oznacenie A, B, C sluzi pre rozliSenie

Jednotlivych vzorkov o rovnakom zloZeni kompozicie ,,A “.

Dalej boli hydrogély vlozené do inkubatora pri 37 °C podas ¢asovych intervalov: 0; 5; 10; 15
a 20 minat. Nasledne, po nabotnani (Obr. 8/3), boli hydrogély odtlatené na filtracny papier
(Obr. 8/4). Nakoniec boli u odtlacenych hydrogélov (Obr. 8/5) skumané transmitancné
vlastnosti obdobnym postupom aky je wuvedeny v predchadzajucej kapitole stym,
ze ako referencia sluzil Cisty hydrogél, ktory bol pripraveny sucasne s hydrogélmi, na ktoré

bolo potom nanasané farbivo.
5.6 Testovanie reologickych vlastnosti amplitidovym testom

Hydrogély pripravené postupom 5.2.3 boli podrobené reologickému testu. Reologické
vlastnosti boli Studované len u hydrogélove; kompozicie 1:2 (kompozicia A), na zaklade
poznatkov predoslych testov. Meranie prebiehalo pri konstantnej temperacnej teplote 25 °C,
konstantnej frekvencii a Sirke meracej medzery. Bolo pouzité geometrické usporiadanie
doska-doska (Obr. 9). Hydrogély boli po jednom vlozené na staticki temperovanu dosku
a spustené meranie. Prvé merania boli prevedené za ucelom spravneho nastavenia reometru.

Konec¢né nastavenie reometru je uvedené v nasledujucej tabulke.
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Tab. 3: Konecné nastavenie oscilacného reometru DHR-2

Teplota 25°C
Senzor Srafovana doska senzoru 20 mm
Temperacia 25 °C, 180 sekund
Meranie Oscilation, amplitude sweep
Amplitida deformacie 0,1-1000 %
Frekvencia 1 Hz
Mod Logaritmicky
Body na dekadu 15
Opakovania 2
Sirka meracej medzery 1500 pm

Rotacna doska

Analyzovana vzorka

Staticka doska

Obr. 9: Usporiadanie geometrie reometru; rotacna doska je Srafovany senzor 20 mm.
5.7 Statické mikrobialne testy

Vsetky mikrobialne testy boli prevedené len s hydrogélovymi platformami kompozicie A (1:2).
Hydrogély boli vzdy odlievané z Cerstvych roztokov polymérov v sterilnom PBS. Fotoaparat
pre zber dat fluorescencie a pouzivané LED fluorescencné diddy boli nastavené vzdy rovnako.

Sposob vyhodnotenia fluorescencie bol taktiez vzdy rovnaky (pomocou programu ImageJ).
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5.7.1 Priprava roztoku resazurinu

Na analytickych vahach bolo navazené také mnozstvo resazurinu, aby 10-krat zriedeny roztok
mal pri 600 nm absorbanciu 1,5. Presnd navazka ¢inila 9,5 mg. Navazka bola analyticky
prevedena do 100 ml odmernej banky a po rozpusteni v dostatocnom mnozstve deionizovane]

vody, bola odmerna banka doplnena po rysku.
5.7.2 Oc¢kovanie baktérii zo zasoby peliet E. coli

Inokulum bolo pripravené tak, ze s nazhavenym kovovym dratom sa nabrala jedna peleta E. coli
abola rozpustena v sterilnom zivnom médiu o objeme 50 ml s 1% peptonom, ktoré bolo predom

vyhriate na 37 °C. Inokulum sa nasledne vlozilo do inkubatrou po dobu 24 hodin na 37,0 °C.
5.7.3 Priprava suspenzie E. coli

24 hodin kultivované inokulum bolo rozliate do 4 rovnakych uzatvaratelnych skimaviek, ktoré
sa nasledne odstredili po dobu 10 minut pri 3000 RPM. Nésledne boli odstredené bakérie
zriedené roztokom PBS tak, aby pri 600 nm ¢inila absorbancia suspenzie 0,6 (koncentracia
buniek je 4,8 -10% CFU/ml). Roztokom PBS sa riedilo z ddvodu zabranenia dalSieho

nekontrolovatelného mnozenia baktérii.
5.7.4 Kalibra¢na rada E. coli pre vybrani kompoziciu

Pre stanovenie antimikrobialnych ucinkov je potrebné urcit’ rovnicu kalibracnej krivky, vd’aka
ktorej je mozné vpocitat koncentraciu viabilnych MO po vystaveni antimikrobidlnemu
povrchu. Pripravena suspenzia E. coli bola pre vytvorenie kalibracnych vzoriek, nariedena
dvojkovym riedenim pomocou PBS az do koncentracie 1/1024 (4,8 - 10° CFU/ml). Takto
pripravena kalibra¢na rada roztokov bola pipetovana na pripravené hydrogély v objeme 50 pl.
Hydrogély boli nasledne umiestnené do inkubatoru po dobu 10 minut pri 37,0 °C pre zaistenie
absorpcie bakterialnej suspenzie. Potom boli hydrogély prevedené do vialiek a nasledne
sa k nim pridalo po 2 ml zivného média s 1% peptonom a 200 ul roztoku resazurinu. Takto
pripravené vialky boli uzavreté a umiestnené do drziaka s fluorescencnymi LED di6dami
(s nastavenim 2,54 V, 0,122 A a 0,30 W). Drziak s vialkami a LED diodami bol nasledne

umiestneny do vyhrievaciecho boxu (vid Obr. 10) s priehladnou prednou stenou.
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Nasledne bolo spustené fotografovanie pomocou digitalneho fotoaparatu (vid’ Obr. 11Chyba!
Nenasiel sa ziaden zdroj odkazov.), ktory automaticky zaznamenaval snimky kazdé 2 mintty.
Pomocou programu ImageJ bolo mozné vygenerovat ¢asové zmeny sfarbenia resazurinu a
nasledne z dat bolo mozné vytvorit krivky intenzity fluorescencie v zavislosti na ¢ase. Z tychto

kriviek boli nasledne stanovené fluorescenéné maxima.

Obr. 10: Vyhrievany box s umiestnenymi vialkami v 3D vytlacenom drZiaku opatreného LED diodami.

Obr. 11: Aparatiira pre zaznamencvanie fotografickych snimkov experimentu.
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5.7.5 Statické testy na vybranych fotokatalytickych povrchoch

Pre vyhodnotenie funk¢nosti hydrogélovych platforiem ako nosicov bakterialnej suspenzie bola
vybrana bliz§ie neSpecifikovna félia s oznaCenim D200 a bakteridlna suspenzia FE. coli
(pripravend podla postupu uvedeného v kapitole 5.7.3) bola nariedena na stotinovu
koncentraciu (c0/100), ¢o odpoveda koncentracii 4,8 -10° CFU/ml. Tato nariedena suspenzia
bola nanesena v objeme 50 pul na Cerstvo pripravené hydrogély, ktoré boli nasledne umiestnené
po dobu 10 minut pri 37 °C do inkubatoru. Potom boli 3 hydrogély vlozené do vialiek a nasledne
bolo k hydrogélom pridané: zivné médium s 1% peptonom v objeme 2 ml a 200 pl roztoku
resazurinu a uzavreté vialky sa dali ithned’ merat’ do vyhrievanych boxov podl'a obdobného
postupu uvdeného v predchadzajucej kapitole (5.7.4). Tymto ziskavame informéciu
o povodnej, skutocne nanasanej koncentracii bakterialnej suspenzie na hydrogélové blocky.
Sucasne boli taktiez prevedené recovery testy na skimanych foliach. Postup recovery testu je
uvedeny v nasledujucej kapitole (5.7.6).

Nasledne boli pripravené petriho misky, do ktorych boli vlozené fotokatalytické a referencné
folie (Cista folia bez fotokatalyzatoru). Na kazdu foliu boli nanesené vzdy 3 nabotnané
hydrogély s bakterialnou suspenziou, tak aby kontakt folie a hydrogélu tvorila strana hydrogélu,
na ktoril bola nanesena bakterialna suspenzia. Nasledne bola jedna fotokatalyticka a jedna
referencna folia umiestnend do inkubatora ktory bol osvetleny (ziarenie aktivujuce
fotokatalyzator) a druhy identicky par bol vlozeny do identického inkubatora, ktory bol
bez pristupu svetla. Hydrogély boli v kontakte s foliami po dobu Styroch hodin pri 37 °C.
Po uplynuti tejto doby boli hydrogély odstranené z folii a boli vlozené do vialiek a k nim bolo
pridané: 2 ml zivného média s 1% peptonom a 200 pl resazurinu. Vialky boli uzavreté,

umiestnené do drziaku s LED diédami vo vyhrievanom boxe a bolo spustené meranie.
5.7.6 Recovery testy na vybranych poréznych a hladkych materialoch.

Recovery vyjadruje pomer medzi skuto¢ne stanovenymi baktériami po odtlaceni nosi¢a MO
na skimany material; proti mnozstvu baktérii nanesenych, v tomto pripade, na hydrogélovu
platformu. Pri testovani recovery, bola na Cerstvo pripravené hydrogély nanesend zriedena
bakterialna suspenzia c0/100. Bakteridlna suspenzia bola opét pripravena podla postupu

uvedeného v kapitole 5.7.3. Nasledne boli hydrogély botnané pri 37 °C po dobu 10 minut.
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Potom boli po jednom prikladané (rovnakou stranou, na ktorG sa nanaSala bakteridlna
suspenzia) na dany povrch. Ihned po naneseni hydrogélov na skimany material, boli hydrogély
z povrchu odstranené a umiestnené do vialiek, do ktorych bolo pridané 2 ml zivného média
s 1% peptonom a 200 pl resazurinu. Vialky boli uzatvorené a umiestnené na drziak s LED
diédami vo vyhrievanom boxe a bolo spustené meranie.

Recovery testy boli vykonané na: pouzitych foéliach (v predchadzajtcej kapitole 5.7.5) dvoch
druhoch textilii (bavlna, polyester (PES)), dvoch druhoch skla (podlozné mikroskopické
sklicko, TiO»).
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou pilotnych experimentov Ing. M. Kralovej Ph.D., sa pouzival ako nosi¢ mikrobialneho
kmena . coli hydrogél na baze 1% agar6zy. Tento material mé sice dostacujuce mechanické
vlastnosti (pri manipulacii drzi pokope) a spdsob jeho pripravy a odlievania je jednoduchy,
avSak pre danu aplikaciu nebotnal dostatocne. Takze pri nandSani bakteridlnej suspenzie
pri statickych antimikrobialnych testoch, bolo potrebné suspenziu zasuSovat’ teplym vzduchom,
c¢omu je snaha sa vyvarovat'.

Bolo potrebné pripravit hydrogély s obsahom PBS, aby na rast adherujucich baktérii nemal
pozitivny vplyv samotny polysacharid, kedze PBS pdsobi na rast £. coli tlmivo, pretoze
neobsahuje ziadny uhlikovy substrat, ale zaroven dané MO nezabija. Preto na zaklade literattry
bol vybrany hydrogél na baze karagenanu, ktory by mal za danych podmienok botnat
dostatoéne!?*. Na zaklade vlastnych pilotnych experimentov sa zistilo, Zze rozpustfanie
k-karagenanu v PBS bolo &asovo naroéné a predizena doba expozicie vy$§im teplotam
sposobovala degradaciu, takze po schladnuti material vobec nesietoval. Zarover pri rozpustani
nizSich koncentracii nebolo mozné odlievat konzistentny objem, pretoze roztok po ochladeni
pod teplotu sol-gel prechodu rychlo gelovatel, a tym zatuhol uz v samotnych Spickach
mikropipiet. Tejto skutocnosti taktiez napoveda vysoky obsah sulfonovanych skupin
v §trukture, ktorych dosledkom je rychla asociacia tychto skupin najma s Na*a K* ionmi*>*,
ktoré su v roztoku PBS vo vysokej koncentracii, a ich obsah pozitive koreluje s rychlost'ou
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sol-gél fazového prechodu™™®, ktory je spOsobeny zmenou konformacie retazcov

a interhelikalnou agregaciou®®.

Zaroven tento rychly sol-gel fazovy prechod zabrafoval
rozpustaniu polysacharidu a to aj pri teplotach vysSich ako 80 °C. Na druhej strane, Cisty
-karagenan nesietuje vobec, avSak komer¢ne dostupny t-karagenan je schopny gélovat
(sietovat’) prave vd'aka nizkemu zastipeniu k-karagenanu. Z tohoto dévodu bol ako material
mikrobidlneho nosica, vybrany prave 1-karagenan, ktory sa v roztoku PBS o vysokej 16novej
sile rozpustal vel'mi 'ahko aj pri vyssich koncentraciach ako 8 hm.%. AvSak pri hmotnostnych
koncentraciach vysSich ako 4 hm.% dochéadzalo k obdobnému problému ako u pipetovania
hortceho roztoku k-karagenan. V tomto pripade bola problémova 1 vysoka viskozita, vd’aka

c¢omu bolo problematické roztok vytlacit zo Spiciek mikropipiet, a tym v nich zgelovatel.

Pri koncentraciach mensich ako 2 hm.% dochadzalo pri neopatrnej manipulacii k rozpadu

44



hydrogélov. Prehl'adné zhrnutie skimanych kompozicii hydrogélov a ich vyhod a nedostatkov

je uvedené v nasledujucej tabulke (vid’ Tab. 4):

Tab. 4: Stihrnnd tabulka kompozicii polysacharidov pouzivanych v pilotnych experimentoch a ich

vyhody a nedostatky.
Hmotnosnta
Typ polysacharidu | koncentracia Vyhody Nedostatky
(% hm.)
Vysoka mechanicka .
Agaroéza 1 Nedostatoéné botnanie
pevnost’
2 Obtiazne odlievanie
Vysoka mechanicka :
k-karagenan 4 Obtiazne rozpuistanie
pevnost’ .
8 a odlievanie
1 Jednoduché odlievanie Slaba mechanicka
2 a rozpustanie pevnost’
r-karagenan
4 Vyborné botnacie Obtiazne odlievanie
8 a mechanické vlastnosti | a nizka transmitancia

Preto bolo rozhodnuté, ze sa pouzije kompozitny vrstveny hydrogél, ktory pozostaval
z mechanicky odolnejSieho 1% agar6zového hydrogélu, na ktory bol navrstveny hydrogél
-karagenanu. Bolo skumanych viacero objemovych pomerov tychto polysacharidov, avSak
z dovodu problematickej pripravy boli vybrané kompozicie A a B v objemovych pomeroch 1:2
a 1:1 (agardza : 1-karagenan). Hydrogély kompozicie B (1:1) boli z dévodov problematického
odlievania 1-karagenanu v objeme menSom ako 400 pl, pripravena tato kompozicia v objeme
800 pl.

Vdaka optimalizovanému spOsobu pipetovania (kapitola 5.2.3) bolo mozné pipetovat
konzistentné objemy polymérov, comu nasvedCovali 1 zaznamenané hmotnosti hydrogélov

v ¢ase fo.

45



6.1 Botnacie vlastnosti

Botnacie vlastnosti hydrogélov ako nosi¢ov bakterialnych kultar su dolezité z hl'adiska novo
vyvijanej metodiky, kedy sa na hydrogél nanaSa bakteridlna suspenzia. Botnanie by malo
zabezpecCit’ absorpciu roztoku tejto suspenzie, a zaroven dostatocna hustota zosiet'ovania, a tym
1 vel'kost porov. Tieto vlastnosti by mali zabranit’ difundovaniu baktérii do objemu. Z hladiska
botnacej kapacity bolo potrebné, aby hydrogély absorbovali 50 ul bakterialnej suspenzie.
Ako botnaci roztok bol pouzity roztok PBS, pretoze aj nanaSana bakteridlna suspenzia je
z vac¢$siny tvorend prave PBS roztokom. Zarover boli hydrogély botnané pri 37 °C, pretoze je

to teplota idealna pre prezitie . coli’®

. Ako bolo naznacené, vo vrstvenych hydrogéloch botna
prevazne len vrstva i-karagenanu, ztoho dovodu boli vSetky bakteridlne roztoky taktiez
nanaSané na karagenanovy povrch. Z hladiska aplikacie je taktiez dolezité aby hydrogélové

nosice botnali o0 6-8 hm.% v €o najkratSom Case, idealne okolo 10 minut.
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Obr. 12: Graficka zavislost botnania hydrogélovej kompozicie A (1:2) v roztoku PBS pri 37 °C.
Oznacenia 1; 2; 3; 4 st vzorky identickych hydrogélov; S je volnd absorpcnad kapacita. Logaritmické

meritko osi y.
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Z grafickej zavislosti vol'nej absorpcnej kapacity kompozicie A (vid Obr. 12) je zrejmé,
ze hydrogély botnaju po 10 minutach o viac ako 10 % pdvodnej hmotnosti hydrogélov. Tato
miera botnania je pre danu aplikaciu viac nez dostacujuca. Hydrogély kompozicie B vSak
botnat’ dlh§ie ako 7 minat nebolo mozné, pretoze hydrogély sa rozpadali. Niektoré uz po prvom
namoceni do botnacieho roztoku PBS. Dochadzalo najmé k oddeleni vrstiev, o sposobilo
oslabenie pevnosti karagenanu, ktory sa ihned rozpadal. Agarézova vrstva vSak ostala

bez viditeIného mechanického poskodenia.
6.2 Optické vlastnosti (transmitancia)

Postup pri prilozeni hydrogélu nabotnaného bakteridlnou suspenziou na fotokatalyticky povrch
bolo popisané v kapitole 3.4. V kapitole 2.6.2 bol objasneny dovod nutnosti stanovit
transmitancné vlastnosti. Dolezité je aby hydrogély prepustali ziarenie o intenzite viac
ako 80 % povodného ziarenia pri 600 nm, ktoré dopadd na povrch hydrogélu. V kapitole
2.6.2UV/VIS spektrofotometrické stanovenie transmitanénych vlastnosti hydrogélov bol

taktiez vysvetleny princip merania s upravenym spektrofotometrom.
6.2.1 Transmitan¢né vlastnosti

Boli namerané transmitanéné spektra kompozicii A a B. Kedze pri odlievani sa pouzivala vzdy
rovnaka plastova formicka a hydrogély kompozicie B boli odlievané v objeme 800 pl (z dovodu
problematického odlievania mensieho objemu t1-karagenanu), ich hrubka bola véicsia
ako u kompozicie A. Vacsia hrubka znamena dlhsiu opticku drahu vzorky, a to znamena nizsie
hodnoty transmitancie. OcCakavalo sa teda, ze hydrogély kompozicie ,,A“ budi vykazovat
signifikantne vysSiu trasmitanciu (vid Obr. 13). Z tohto dévodu bola tato kompozicia vybrana

pre d’alSie meranie transmitancie v nasledujucej kapitole (6.2.2).
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Obr. 13: Transmitancné spektra hydrogélovych kompozicii A a B (2:1 a 1:1).

6.2.2 Overenie recovery pomocou farbiva

Utelom merania zmeny transmitancie vplyvom predlZzujucej sa doby botnania hydrogélu
s farbivom 2, 6-dichlorofenolindofenolu (DCPIP), bolo zistit’ recovery schopnost kompozicie
,A“ v zavislosti na Case (vid’ kapitolu 5.5) a taktiez bolo mozné overit pomocou klesajucej
transmitancie proces botnania hydrogélu. Zavislost ¢asu botnania hydrogélu bolo mozné
jednoducho vizudlne pozorovat na papieroch, na ktoré boli jednotlivé hydrogély
odtlacané. A to z dovodu, ze s predlzujiicou sa dobou susenia, klesalo i mnozstvo farbiva,
resp. roztoku farbiva, ktoré sa prenieslo odtlacenim na papier (vid Obr. 14). Toto vizudlne
potvrdenie botnania nesluzilo ako kvantifikovatel'ny vysledok. KvantifikovateI'né potvrdenie
toho, ze hydrogél botnd a zaroveni je schopny po odltacku zachovat’ vacsinu nanesen¢ho
farbiva, je mozné pozorovat na krivkach transmitanéného spektra (vid’ Obr. 15), rézne dlhu
dobu suSenych hydrogélov. Na zaklade transmitan¢ného spektra by bolo mozné pomocou
rovnice (2) toto spektrum transformovat’ na spektrum absorpéné a pomocou vypoctu podla
Lambert-Beerovho zdkona by bolo mozné urcit koncentraciu farbiva, ktoré bolo zachované

v hydrogély po odtlaceni na filtracnom papiery. Tomuto vypoctu sa vSak tato diplomova praca

nevenuje.
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Obr. 14: Porovnanie odltaceného papiera hydrogélmi botnanymi po rozne dlhu dobu.

Z grafickej zavisloti (Obr. 15) poklesu transmitancie v zavislosti na predlzujuocom sa Case
botnania je zretené, ze v oblasti 400-450 nm dochadza k vyraznému poklesu. To znamena,
ze ¢im dlhsie hydrogély botnali, tym boli schopné absorbovat’ vacsie mnozstvo farbiva DCPIP

atym klesala transmitancia.
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Obr. 15: Transmitancné spektra hydrogélov botmanych s roztokom farbiva DCPIP po ich odtlaceni

na filtracnom papieri.
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6.3 Reologické vlastnosti

Pomocou oscilaéného reometru bolo mozné stanovit’ maximalnu amplitudu oscilacie kedy sa
hydroggl spraval stale ako elastické pevné teleso. Ako bolo uvedené v kapitole 2.6.3 tato oblast,
kedy nedochadza k deformaécii pri zvySujiicom sa napiti sa nazyva LVO. Maximalna amplitida
deformacie v tejto oblasti bola vypocitana ako priemer poslednych 3 hodnét dosiahnutia 5%
odchylky komplexného modulu. Zavislost komplexnych modulov na amplitide deforméacie
bola vypocitana podl'a rovnice (4) pomocou hodnét elastickych a viskozitnych (Obr. 16:
Ukazka grafickej zavislosti elastického a viskozitného modulu na amplitide defromacie,
logaritmické meritko.Obr. 16) modulov. Maximalna hodnota amplitudy deformacie LVO ¢inila
0,8892 + 10,57 - 102 %.

Komplexny modul (Obr. 17) oboch hydrogélov bol vypocitany ako priemer hodnot
amplitidy deformacie v LVO u hydrogélu, ktorého odchylka komplexného modulu v LVO
bola mensia ako 1 %. Tato hodnota ¢inila 634,29 + 5,766 Pa. Z tejto hodnoty bola nasledne
vypocitana hustota zosiet ovania pomocou rovnice (5), ktora ¢inila 25,5887 - 10 2 mol - m~>.
Dalej bolo mozné pomocou tejto hodnoty a rovnice (7) vypoditat’ priemerna hodnotu priemeru
jedného poru, ktory Cinil 23,1409 nm. Velkost porov je mensia ako velkost’ baktérie £. coli,

takze baktérie by nemali prenikat’ do objemu hydrogélovej platformy.
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Obr. 16: Ukazka grafickej zavislosti elastického a viskozitného modulu na amplitude defromacie,
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Obr. 17: Ukdzka komplexnych modulov meranych hydrogélov, logaritmické meritko.
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6.4 Statické testovanie antimikrobialnych vlastnosti fotokatalyzatoru
6.4.1 Kalibracia resazurinovej metody pre hydrogélova kompoziciu ,,A*

Aby bolo mozné urcit' antimikrobialne vlastnosti povrchov resazurinovou metodou bolo
potrebné urcit’ rovnicu regresie kalibracnej krivky. Tato regresia sluzi pre vypocet presnej
koncentracie zivych baktérii v Case. Presny postup merania kalibracnej rady a zostavenia
kalibracnej zavislosti je uvedeny v kapitole 5.7.4. Z fotografického zdznamu sa vyhodnotili
pomocou programu Imagel] jednotlivé Casové zavislosti, z ktorych sa nasledne vyhodnotil ¢as
dosiahnutia maximalnej intenzity fluorescencie (Obr. 18). Z maxima fluorescncii boli vybrané

jednotlivé Casové body pre kazdu koncentraciu, a bola zostavena kalibracna zavislost' (Obr. 19).
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Obr. 18: Casové zavislosti dosiahnutia maxima pre jednotlivé konentracie suspenzii.
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Obr. 19: Kalibracnad zavislost resazurinovej metody pre hydrogél kompozicie ,, A"
6.4.2 Statické testy

V tomto pripade sa postupovalo podla postupu uvedeného v kapitole 5.7.5. Boli prevedené
testy na svetle aj vtme avzdy sa porovnavala skutocna pociatocna koncentracia (zistena
z &asov dosiahnutia fluorescenénych maxim) s teoreticky vypogitanou. Dalej sa stanovuje
priemerny log CFU/ml pre fotokatalyticky povrch na svetle (Cr) i v tme (Cp) a rovnako tak
aj pre kontrolné povrchy (BL a Bp). Z tychto hodndt sa potom vypocita vysledna AR (vid’
rovnicu (8), Co je hodnota poskytujuca informaciu o vlastnostiach antimikrobialnych
povrchoch.

AR=R, —log(B,/C,)=log(B,/C,)-log(B,/C),) (8)

V nasledujucej tabulke (
Tab. 5) suuvedené vylsedky jedného z experimentov.
Tab. 5: Suhrnnd tabulka vysledkov stanovenia antimikrobidlnych viastnosti vzorky folie D200

pouzitim c0/100.
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Cas Log CFU/cm2 Pl'llf:gel‘ Chyba
CFU/cm2 CFU/em2
Vzorka Vypoctom - 4,836 6,86E+04 - -
¢0/100 206 5679 | 4.78E+05
Potiatoéna ¢0/100 206 5679 | 4.78E+05 5.68 0,00
¢0/100 206 5679 | 4.78E+05
C (rec.) 210 5604 | 4.02E+05
Recovery C| C (rec.) 212 5566 | 3.68E+05 5.60 0.04 99 Reff,’/")ery
C (rec.) 208 5642 | 438E+05 °
B (rec.) 211 5585 | 3.85E+05
Recovery B| B (rec.) 210 5604 | 4.02E+05 5.58 0.03 98 Reff,’/")ery
B (rec.) 213 5547 | 3.53E+05 °
, CL 268 4509 | 3.23E+04
Katal-‘ﬁat"r CL 266 4547 | 3.53E+04 | 458 0.10
svetlo CL 258 | 4.698 | 4.99E+04 A 2
BL 222 5377 | 2,38E+05 .
Blank BL 158 6,585 3.85E+06 6,02 0,61
svetlo i i
BL 184 6,094 | 1.24E+06
, CD 166 6,434 | 2.72E+06
Kati‘zzat"r CD 194 | 5906 | 8.05E105 | 6,06 033 3
CD 198 5830 | 6.76E+05 010 =
BD 166 6,434 | 2.72E+06 : =)
Blank tma BD 168 6,396 | 2.49E+06 6,25 0,29 b
BD 194 5906 | 8.05E+05
1,25 AR

V Tab. 5 mézeme pozorotvat, ze v pripade vzoriek umiestnenych na svetle dochadza k poklesu
koncentracie baktérii na fotokatalytickom povrchu (Cp) zatial’ o na Cistej folii (BL) pozorujeme
naopak narast baktérii. Narast baktérii je oCividny taktiez v pripade vzorkov umiestnenych
dotmy. V pripade Cp je o nieCo mensi, ¢o je spdsobené tym, ze vo fotokatalytickej vrstve
je pritomna i biocidna latka, ktora zabija baktérie 1 v tme. Z tohto sa da usudzovat, ze baktériam
sa v kontakte s karagenanom zacina darit’ a v priebehu experimentu sa zacali sami d’alej mnozit
arast. Vel'ky pokles v pripade Cv je sposobeny vplyvom fotokatalytického povrchu i vplyvom
pritonosti biocidnej latky.

Porovnanim hodnoty AR ziskané pouzitim novej metodiky (1,25) a hodnoty AR ziskane;j
pouzitim Standardizovaného postupu (0,80) sa dosiahlo trochu vyssich hodnét. Tento rozdiel

sa vystvetluje rozdielnou koncentraciou nanesenych baktérii na cm? v pripade §tandardizovanej
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metddy (4,42 - 10° CFU/cm?) a v pripade novej metodiky (4,75 - 103 CFU/cm?). Naviac rozdiel

v hodnotach AR do 0,5 sa bert ako porovnatel'né vysledky.
6.4.3 Recovery pre vybrané dotatocné povrchy

Boli prevedené recovery testy na hladkych a poréznych povrchoch. V pripade vysoko
poréznych povrchov, ako je napriklad sklo s TiO2 mezoporéznou vrstvou, bolo dosiahnutych
hodndt okolo 50 %, €o stéle, v porovnani so Standardizovanou metddou (20 %), prinaSa vyrazné
zlepSenie. V pripade vlaknitych materidlov, akymi su bavlna a PES, dochadza pravdepodobne
k zachyteniu a prieniku baktérii medzi vlakna tkanin. Tym dochadza k znizeniu vysledne;
hodnoty recovery.

Z vysledkov recovery testov uvedenych v

Tab. 6 je jasné, ze bolo dosiahnutych vynikajucich vysledkov, a to hodnot recovery nad 95 %,
¢o v porovnani so Standardnymi postupmi prevedenych na tychto materialoch, vykazuje

vyrazné zlepSenie. U Standardnych postupov boli hodnoty recovery testov pod 80 %.

Tab. 6: Stthrnnd tabulka recovery testov réznych materidlov.

Vaorka Recovery (%)
(typ materialu) Nova metodika Standardizované postupy
Sklo 78 Do 60
TiO; sklo 53 Do 20
Bavina 25 -
Polyester (PES) 85 -
Folie 98 Do 80
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7 ZAVER

Jednym z cielov diplomovej prace bolo studium literatiy zostavit resers, ktora zhriia siCasny
stav technik hodnotiacich antimikrobialne vlastnosti fotokatalytickych povrchov a zhrnat
farbiace techniky stanovenia mikrobialnych kultar a spdsoboch vzorkovania povrchov. Druhym
cielom bola optimalizacia vhodného zlozenia hydrogélovej platformy, ktora by mala fungovat’
ako nosi¢ mikrobialnych kultar pre testy antimikrobidlnej aktivity fotokatalytickych
a fotoaktivnych povrchov. Pre tento ucel boli hydrogély na baze prirodnych gély-tvoriacich
polysacharidov agarézy a karagenanu. Ukézalo sa vSak, ze hydrogély na baze agardzy
nebotnajii dostaotne. Dal§im problémom, napriek vynikajucim mechanickym vlastnostiam
a manipulovatel'nostou, bolo u xk-karagenanovych kompozicii problematické rozpustanie,
odlievanie hydrogélovych blockov a ich optické vlastnosti. i1-karagenanové kompozicie
sa rozpustali bez vacsich problémov a nizke koncentracie tohto polysacharidu boli odlievané
bezproblémovo. AvSak tymto kompoziciam chybala mechanickd pevnost pre potrebnu
manipulaciu s tymito platformami.

Preto vd’aka vlastnym pilotnym experimentom a expermentom Ing. M. Kralovej Ph.D., bol
ako najvhodnejsi hydrogél navrhnuty kompozit zlozeny z 1% hm. agardozy a 2% hm.
-karagenanu, a to vd’aka jeho dobrym otickym vlastnostiam (transmitancia), vynikajucim
botnacim vlastnostiam (relativny stupeii nabotnania Cinil viac ako 10 % za 10 minqt),
dostatocnej mechanickej odolnosti a vybornym manipulaCnym vlastnostiam. Vdaka
reologickym oscilaénym amplitidovym testom sa podarilo vypocitat’ priemernu vel'kost’ porov
hydrogélove] siete v nativnom stave. Priemerna velkost' pérov vychadzala mensia ako su
rozmery pouzivanych MO (E. coli).

Boli prevedené testy antimikrobialnej aktivity fotokatalytickych povrchov a recovery testy.
Nimi bolo zistené, Ze u recovery testov na poréznych ¢i hladkych povrchoch tato metoda

poskytuje omnoho lepsie vysledky vid

Tab. 6).
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Antimikrobialne ucinky stanovené novou metodikou moézu byt v ramci odchylky (0,5)
povazované za podobné v porovnani s postupmi normovanymi.

I ked sa podarilo najst vhodné zlozenie hydrogélovej platformy a optimalizovat
jej fyzikalne vlastnosti, vysledky testov antimikrobialnej aktivity ukazali, ze karagenan nebude
do buducna vhodnou volbou pre pripravu tychto nosi¢ov bakterialnej suspenzie. Bolo zistené,
ze pritomnost’ karagenanu podporuje rast a mnozenie baktérii. Preto je dolezité pokraCovat
v hl'adani inych polymérov, ktoré by boli vo¢i bunkdm inertné, s porovnatelnymi ¢i lepSimi
fyzikalnymi vlastnostami. Medzi najdolezitejsie vlastnosti hydrogélového nosica bakterialnych
kultdr je schopnost botnania a mechanicka odolonost’. Taktiez je dolezité, aby bolo mozné tieto

platformy pripravit rychlym, jednoduchym a hlavne opakovatelnym postupom.

57



8 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

1. Li Y, Sasaki T, Shimizu Y, Koshizaki N. Hexagonal-Close-Packed, Hierarchical Amorphous
TiO<sub>2</sub> Nanocolumn Arrays: Transferability, Enhanced Photocatalytic Activity, and
Superamphiphilicity Without UV Irradiation. Journal of the American Chemical Society.
2008:doi:10.1021/ja805077q

2. Kumar A, Hasija V, Sudhaik A, et al. The Practicality and Prospects for Disinfection Control by
Photocatalysis During and Post-Pandemic: A Critical Review. FEnvironmental Research.
2022:doi:10.1016/j.envres.2022.112814

3. Baumler W, Eckl D, Holzmann T, Schneider-Brachert W. Antimicrobial coatings for environmental
surfaces in hospitals: a potential new pillar for prevention strategies in hygiene. Crit Rev Microbiol. Sep
2022:48(5):531-564. doi:10.1080/1040841x.2021.1991271

4. RenY,Han Y, Li Z, et al. Ce and Er Co-doped TiO2 for rapid bacteria- killing using visible light.
Bioactive Materials. 2020/06/01/ 2020;5(2):201-209.
doi:https://doi.org/10.1016/j.bioactmat.2020.02.005

5. Mao C, Xiang Y, Liu X, et al. Photo-Inspired Antibacterial Activity and Wound Healing Acceleration
by Hydrogel Embedded with Ag/Ag@AgCl/ZnO Nanostructures. ACS Nano. 2017/09/26
2017;11(9):9010-9021. doi:10.1021/acsnano.7b03513

6. Ding H, Han D, Han Y, et al. Visible light responsive CuS/ protonated g-C3N4 heterostructure for
rapid  sterilization. Journal of Hazardous Materials.  2020/07/05/  2020;393:122423.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.122423

7. Dong F, Zhao Z, Sun Y, Zhang Y, Yan S, Wu Z. An Advanced Semimetal-Organic Bi Spheres—g-
C3N4 Nanohybrid with SPR-Enhanced Visible-Light Photocatalytic Performance for NO Purification.
Environmental Science & Technology. 2015/10/20 2015;49(20):12432-12440.
doi:10.1021/acs.est.5b03758

8. Xiong K, Li J, Tan L, et al. Ag2S decorated nanocubes with enhanced near-infrared photothermal
and photodynamic properties for rapid sterilization. Colloid and Interface Science Communications.
2019/11/01/2019;33:100201. doi:https://doi.org/10.1016/j.colcom.2019.100201

9. Zhang Y, Shareena Dasari TP, Deng H, Yu H. Antimicrobial Activity of Gold Nanoparticles and
Ionic Gold. Journal of Environmental Science and Health, Part C. 2015/07/03 2015;33(3):286-327.
doi:10.1080/10590501.2015.1055161

10.Shao Z, Hakobyan K, Xu J, et al. Photoinduced Unveiling of Cationic Amine: Toward Smart
Photoresponsive  Antimicrobial Polymers. ACS Applied Polymer Materials. 2023/10/13
2023;5(10):8735-8743. doi:10.1021/acsapm.3¢01904

11.Zhou Z, Li B, Liu X, et al. Recent Progress in Photocatalytic Antibacterial. ACS Applied Bio
Materials. 2021/05/17 2021;4(5):3909-3936. doi:10.1021/acsabm.0c01335

12.Low J, Yu J, Jaroniecc M, Wageh S, Al-Ghamdi AA. Heterojunction Photocatalysts. Advanced
Materials. 2017;doi:10.1002/adma.201601694

13.Hema Singh and Anuja Bokare and Anupam Kumar and Riya Trehen and Ajit Sharma and Deepak
K. Chapter 6 - Formation of magnetite-based ceramic materials and their photocatalytic applications.
In: Shiv Singh and Pradip Kumar and DPM, ed. Advanced Ceramics for Versatile Interdisciplinary
Applications. Elsevier; 2022:115-146. vol. Elsevier Series on Advanced Ceramic Materials.

14 Kisand V, Visnapuu M, Rosenberg M, et al. Antimicrobial Activity of Commercial Photocatalytic
SaniTise™ Window Glass. Catalysts. 2022-02-05 2022;12(2):197. doi:10.3390/catal 12020197
15.Machado FVaGMaRAaJCCaMGCaRPalR. A novel TiO2/autoclaved cellular concrete composite:
From a precast building material to a new floating photocatalyst for degradation of organic water
contaminants. Journal of Water Process Engineering. 2015;7:27-35.
doi:https://doi.org/10.1016/] jwpe.2015.04.005

16.Ri Han and Jonathon DCaCORaCGGBaAM. Flexible, disposable photocatalytic plastic films for the
destruction of viruses. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology. 2022;235:112551.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2022.112551

58


https://doi.org/10.1016/i.bioactmat.2020.02.005
https://doi.org/10.1016/i.ihazmat.2020.122423
https://doi.org/10.1016/i.colcom.2019.100201
https://doi.org/10.1016/i.iwpe.2015.04.005
https://doi.org/10.1016/i.iphotobiol.2022.112551

17 Robert Pelton and Xinglian Geng and Michael B. Photocatalytic paper from colloidal TiO2—fact or
fantasy. Advances in Colloid and Interface Science. 2006;127(1):43-53.
doi:https://doi.org/10.1016/.¢is.2006.08.002

18.ISO 22196:(2011), Measurement of

antibacterial activity on plastics and other non-porous surfaces.

19.1S0 27447:(2019), Fine ceramics (advanced ceramics, advanced technical ceramics) — Test method
for antibacterial activity of semiconducting photocatalytic materials.

20.Mariscal A, Lopez-Gigosos R, Camero-Varo M, Fernandez-Crehuet J. Fluorescent Assay Based on
Resazurin for Detection of Activity of Disinfectants Against Bacterial Biofilm. Applied Microbiology
and Biotechnology. 2009;doi:10.1007/s00253-009-1879-x

21.Sarker SD, Nahar L, Kumarasamy Y. Microtitre Plate-Based Antibacterial Assay Incorporating
Resazurin as an Indicator of Cell Growth, and Its Application in the in Vitro Antibacterial Screening of
Phytochemicals. Methods. 2007:doi:10.1016/j.ymeth.2007.01.006

22.1S0 27447:(2019), Fine ceramics (advanced

ceramics, advanced technical ceramics) — Test method for antibacterial activity

of semiconducting photocatalytic materials .

23.Ruiz N, Silhavy TJ. How Escherichia coli Became the Flagship Bacterium of Molecular Biology. J
Bacteriol. Sep 20 2022:204(9):0023022. doi:10.1128/jb.00230-22

24.Conway T, Krogfelt KA, Cohen PS. The Life of Commensal Escherichia coli in the Mammalian
Intestine. EcoSal Plus. Dec 2004;1(1)doi:10.1128/ecosalplus.8.3.1.2

25.Idalia V-MN, Bemardo F. Escherichia coli as a Model Organism and Its Application in
Biotechnology. Escherichia coli - Recent Advances on Physiology, Pathogenesis and Biotechnological
Applications. InTech; 2017.

26.Blount ZD. The unexhausted potential of E. coli. Elife. Mar 25 2015:4doi:10.7554/eLife.05826
27.Georgellis D, Kwon O, Lin EC. Quinones as the redox signal for the arc two-component system of
bacteria. Science. Jun 22 2001;292(5525):2314-6. doi:10.1126/science.1059361

28 Palmer C, Bik EM, Digiulio DB, Relman DA, Brown PO. Development of the Human Infant
Intestinal Microbiota. PLoS Biology. 2007-06-26 2007:5(7):¢177. doi:10.1371/journal .pbio.0050177
29.Tuttle AR, Trahan ND, Son MS. Growth and Maintenance of Escherichia coli Laboratory Strains.
Curr Protoc. Jan 2021;1(1):¢20. doi:10.1002/cpz1.20

30.Whitman RL, Nevers MB, Korinek GC, Byappanahalli MN. Solar and temporal effects on
Escherichia coli concentration at a Lake Michigan swimming beach. Appl Environ Microbiol. Jul
2004;70(7):4276-85. doi: 10.1128/aem.70.7.4276-4285.2004

31.Garg SaGA. Hydrogel: Classification, Properties, Preparation and Technical Features. Asian Journal
of Biomaterial Research. 09 2016:2:163-170.

32.H. Gulrez SK, Al-Assaf S, O G. Hydrogels: Methods of Preparation, Characterisation and
Applications. Progress in Molecular and Environmental Bioengineering - From Analysis and Modeling
to Technology Applications. InTech; 2011.

33.Shandas KDaAFaR. 3 - Characterization of shape-memory polymers for biomedical applications. In:
L’Hocine Y, ed. Shape Memory Polymers for Biomedical Applications. Woodhead Publishing; 2015:35-
63. vol. Woodhead Publishing Series in Biomaterials.

34 Bustamante-Torres M, Romero-Fierro D, Arcentales-Vera B, Palomino K, Magaiia H, Bucio E.
Hydrogels Classification According to the Physical or Chemical Interactions and as Stimuli-Sensitive
Materials. Gels. 2021;7(4):182.

35.Muhammad Faheem Akhtar and Muhammad Hanif and Nazar Muhammad R. Methods of synthesis
of hydrogels ... A review. Saudi Pharmaceutical Journal. 2016;24(5):554-559.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jsps.2015.03.022

36.Kopecek J. Hydrogel biomaterials: A smart future? Biomaterials. 2007-12-01 2007;28(34):5185-
5192. doi:10.1016/j.biomaterials.2007.07.044

37 Marta Ghebremedhin and Sebastian Seiffert and Thomas AV. Physics of agarose fluid gels:
Rheological properties and microstructure. Current Research in Food Science. 2021;4:436-448.
doi:https://doi.org/10.1016/j.crfs.2021.06.003

38.Lei L, Bai Y, Qin X, Liu J, Huang W, Lv Q. Current Understanding of Hydrogel for Drug Release
and Tissue Engineering. Gels. 2022:8(5):301.

59


https://doi.org/10.1016/i.cis.2006.08.002
https://doi.org/10.1016/i.isps.2015.03.022
https://doi.org/10.1016/i.crfs.2021.06.003

39.Nordqvist D, Vilgis TA. Rheological Study of the Gelation Process of Agarose-Based Solutions.
Food Biophysics. 2011-12-01 2011;6(4):450-460. doi:10.1007/s11483-011-9225-0

40.Jarosz A, Kapusta O, Gugala-Fekner D, Barczak M. Synthesis and Characterization of Agarose
Hydrogels for Release of Diclofenac Sodium. Materials. 2023;16(17):6042.

41 Lucille Abad and Satoshi Okabe and Mitsuhiro Shibayama and Hisaaki Kudo and Seiichi Saiki and
Charito Aranilla and Loma Relleve and A. Comparative studies on the conformational change and
aggregation behavior of irradiated carrageenans and agar by dynamic light scattering. International
Journal of Biological Macromolecules . 2008:42(1):55-61.
doi:https://doi.org/10.1016/.ijbiomac.2007.09.007

42 Xiong J-YaNJaLX-YaCTKaCSBaCT-S. Topology Evolution and Gelation Mechanism of Agarose
Gel. The Journal of Physical Chemistry B. 2005;109(12):5638-5643. doi:10.1021/jp044473u , note =
PMID: 16851608

43.James NB. 13 - Carrageenans. In: James NB, ed. Carbohydrate Chemistry for Food Scientists (Third
FEdition). Third Edition ed. AACC International Press; 2019:279-291.

44 Takahiro Funami and Mika Hiroe and Sakie Noda and Iwao Asai and Shinya lkeda and Katsuyoshi
N. Influence of molecular structure imaged with atomic force microscopy on the rheological behavior
of carrageenan aqueous systems in the presence or absence of cations. Food Hydrocolloids.
2007;21(4):617-629. doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2006.07.013

45 .Stephen AMaPGOaWP. Food Polysaccharides and Their Applications: Second Edition. 2016:1-733.
46.Rick PMaRCaSAalCMD. The molecular structure of kappa-carrageenan and comparison with iota-
carrageenan.  Carbohydrate  Research.  1988;182(1):1-17.  doi:https://doi.org/10.1016/0008-
6215(88)84087-4

47.Grasdalen HaSO. Cesium-133 NMR in the sol-gel states of aqueous carrageenan. Selective site
binding of cesium and potassium ions in kappa.-carrageenan gels. Macromolecules. 1981;14(1):229-
231. doi:10.1021/ma50002a055

48 Nilsson SaPL. Helix-coil transitions of ionic polysaccharides analyzed within the Poisson-Boltzmann
cell model. 4. Effects of site-specific counterion binding. Macromolecules. 1991;24(13):3804-3811.
do0i:10.1021/ma00013a010

49.Anne-Marie H. Rheological and microstructural evidence for transient states during gelation of
kappa-carrageenan in the presence of potassium. Carbohydrate Polymers. 1989;10(3):163-181.
doi:https://doi.org/10.1016/0144-8617(89)90009-X

50.Jordansson AMHaEEaE. Effects of potassium, sodium and calcium on the microstructure and
rheological behaviour of kappa-carrageenan gels. Carbohydrate Polymers. 1991;16(3):297-320.
doi:https://doi.org/10.1016/0144-8617(91)90115-S

51.Gunning APaKARaRMJaBGJaMV]J. Investigation of Gellan Networks and Gels by Atomic Force
Microscopy. Macromolecules. 1996;29(21):6791-6796. doi:10.1021/ma960700h

52 .Morris APGaPCaARKaANRaHJBaVJ. Characterising semi-refined iota-carrageenan networks by
atomic force microscopy. Carbohydrate Polymers. 1998:36(1):67-72.
doi:https://doi.org/10.1016/S0144-8617(97)00112-4

53.Pacheco-Quito E-M, Ruiz-Caro R, Veiga M-D. Carrageenan: Drug Delivery Systems and Other
Biomedical Applications. Marine Drugs. 2020-11-23 2020;18(11):583. doi:10.3390/md 18110583

54 Dsouza AaCCaATNaHDMaCJaHRA. Multifunctional Composite Hydrogels for Bacterial Capture,
Growth/Elimination, and Sensing Applications. ACS Applied Materials \& Interfaces.
2022;14(42):47323-47344. doi:10.1021/acsami.2c08582 , note = PMID: 36222596

55 Katsikogianni M, Missirlis Y. Concise review of mechanisms of bacterial adhesion to biomaterials
and of techniques used in estimating bacteria-material interactions. Fur Cell Mater. 2004;8(3):37-57.
56.Armentano I, Arciola CR, Fortunati E, et al. The Interaction of Bacteria with Engineered
Nanostructured Polymeric Materials: A Review. The Scientific World Journal. 2014-01-01
2014;2014:1-18. doi:10.1155/2014/410423

57 Susarrey-Arce AUaAD-LaDGaAQOaNBaJFH-SaA. Strategies applied to modify structured and
smooth surfaces: A step closer to reduce bacterial adhesion and biofilm formation. Colloid and Interface
Science Communications. 2022:46:100560. doi:https://doi.org/10.1016/j.colcom.2021.100560

60


https://doi.org/10.1016/i.iibiomac.2007.09.007
https://doi.org/10.1016/i.foodhvd.2006.07.013
https://doi.org/10.1016/0008-
https://doi.org/10.1016/0144-8617(89)90009-X
https://doi.org/10.1016/0144-8617(91)90115-S
https://doi.org/10.1016/S0144-8617(97)00112-4
https://doi.org/10.1016/j

58.0'Brien J, Wilson I, Orton T, Pognan F. Investigation of the Alamar Blue (resazurin) fluorescent dye
for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Fur J Biochem. Sep 2000;267(17):5421-6.
doi:10.1046/7.1432-1327.2000.01606 x

59.Mariscal A, Lopez-Gigosos RM, Carnero-Varo M, Femandez-Crehuet J. Fluorescent assay based on
resazurin for detection of activity of disinfectants against bacterial biofilm. Applied Microbiology and
Biotechnology. 2009-03-01 2009:82(4):773-783. doi:10.1007/s00253-009-1879-x

60.Guerin TF, Mondido M, McClenn B, Peasley B. Application of resazurin for estimating abundance
of contaminant-degrading micro-organisms. Lett Appl Microbiol. May 2001;32(5):340-5.
doi:10.1046/1.1472-765x.2001.00916 x

61.Shiloh MU, Ruan J, Nathan C. Evaluation of bacterial survival and phagocyte function with a
fluorescence-based microplate assay. Infect Immun. Aug 1997;65(8):3193-8. doi:10.1128/iai.65.8.3193-
3198.1997

62.Sarker SD, Nahar L, Kumarasamy Y. Microtitre plate-based antibacterial assay incorporating
resazurin as an indicator of cell growth, and its application in the in vitro antibacterial screening of
phytochemicals. Methods. Aug 2007;42(4):321-4. doi:10.1016/j.ymeth.2007.01.006

63.Chen JL, Steele TWJ, Stuckey DC. Metabolic reduction of resazurin; location within the cell for
cytotoxicity assays. Biotechnology and Bioengineering. 2018-02-01 2018;115(2):351-358.
doi:10.1002/bit.26475

64 Katherine Zhang and Wuxiang Feng and Congrui J. Protocol efficiently measuring the swelling rate
of hydrogels. MethodsX. 2020;7:100779. doi:https://doi.org/10.1016/1.mex.2019.100779

65.De Caro CaCH. UV/VIS Spectrophotometry - Fundamentals and Applications. 2015.

66.Limited ALS. Spectrophotometer. Accessed 15. 04., 2024. https://antiteck.com/spectrophotometer-
2/

67.Vitthal SKaCS. Chapter 9 - Rheological Studies. In: Vitthal SKaCS, ed. Essential Chemistry for
Formulators of Semisolid and Liquid Dosages. Academic Press; 2016:145-182.

68.Bui BaSAaMJaOEaMSaYM. Viscoelastic properties of oil-based drilling fluids. Annu Trans Nord
Rheol Soc. 01 2012;20:33-47.

69.Stieger M. The Rheology Handbook - For users of rotational and oscillatory rheometers. Applied
Rheology. 10 2002;12:232-232. doi:10.1515/arh-2002-0029

70.Llyza Mendoza and Warren Batchelor and Rico FTaGG. Gelation mechanism of cellulose nanofibre
gels: A colloids and interfacial perspective. Journal of Colloid and Interface Science. 2018;509:39-46.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jcis.2017.08.101

71.Sundaram Gunasekaran and MMA. Dynamic oscillatory shear testing of foods — selected
applications. Trends in Food Science & Technology. 2000;11(3):115-127.
doi:https://doi.org/10.1016/S0924-2244(00)00058-3

72 .Pescosolido L, Feruglio L, Farra R, et al. Mesh size distribution determination of interpenetrating
polymer network hydrogels. Soff Matter. 2012-01-01 2012;8(29):7708. doi:10.1039/c2sm25677k
73.Kadlec M, Smilek J, Pekat M. Dynamic mechanical analysis of agarose hydrogels and its relationship
to shear oscillation. AIP Conference Proceedings. 2023:2997(1):040005. doi:10.1063/5.0159663
74.Gérard H. Model networks based on ‘endlinking' processes: synthesis, structure and properties.
Progress in  Polymer Science. 1998:23(6):1019-1149.  doi:https://doi.org/10.1016/S0079-
6700(97)00055-5

75.Terzieva S, Donnelly J, Ulevicius V, et al. Comparison of methods for detection and enumeration of
airborne microorganisms collected by liquid impingement. Applied and Environmental Microbiology.
1996-07-01 1996:62(7):2264-2272. doi:10.1128/aem.62.7.2264-2272.1996

76.Bruggisser R, Daeniken Kv, Jundt G, Schaffner W, Tullberg-Reinert H. Interference of Plant
Extracts, Phytoestrogens and Antioxidants With the MTT Tetrazolium Assay. Planta Medica.
2002;doi:10.1055/s-2002-32073

77.Lin J, Della-Fera MA, Baile CA. Green Tea Polyphenol Epigallocatechin Gallate Inhibits
Adipogenesis and Induces  Apoptosis in  3T3-L1  Adipocytes. Obesity  Research.
2005;doi:10.1038/0by.2005.115

78.Berridge MV, Herst PM, Tan AS. Tetrazolium dyes as tools in cell biology: new insights into their
cellular reduction. Biotechnol Annu Rev. 2005;11:127-52. doi:10.1016/s1387-2656(05)11004-7

61


https://doi.org/10.1016/i.mex.2019.100779
https://antiteck.com/spectrophotometer-
https://doi.org/10.1016/i.icis.2017.08.101
https://doi.org/10.1016/S0924-2244(00)00058-3
https://doi.org/10.1016/S0079-

79 .Bemey M, Hammes F, Bosshard F, Weilenmann HU, Egli T. Assessment and Interpretation of
Bacterial Viability by Using the LIVE/DEAD BacLight Kit in Combination With Flow Cytometry.
Applied and Environmental Microbiology. 2007;doi:10.1128/aem.02750-06

80.Tawakoli PN, Al-Ahmad A, Hoth-Hannig W, Hannig M, Hannig C. Comparison of Different
Live/Dead Stainings for Detection and Quantification of Adherent Microorganisms in the Initial Oral
Biofilm. Clinical Oral Investigations. 2012:;d0i:10.1007/s00784-012-0792-3

81.Liu Y, Peterson DA, Kimura H, Schubert D. Mechanism of Cellular 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide = (MTT)  Reduction.  Journal  of  Neurochemistry.
1997:d0i:10.1046/.1471-4159.1997.69020581 .x

82.Robertson J, McGoverin C, Vanholsbeeck F, Swift S. Optimisation of the Protocol for the
LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit for Rapid Determination of Bacterial Load.
Frontiers in Microbiology. 2019;d0i:10.3389/fmicb.2019.00801

83.Asadishad B, Ghoshal S, Tufenkji N. Method for the Direct Observation and Quantification of
Survival of Bacteria Attached to Negatively or Positively Charged Surfaces in an Aqueous Medium.
Environmental Science & Technology. 2011;doi:10.1021/es201496q

84.Regan JJ, Oldenburg PS, Park HD, Harrington GW, Noguera DR. Simultaneous Determination of
Bacterial Viability and Identity in Biofilms Using Ethidium Monoazide and Fluorescent in Situ
Hybridization. Water Science & Technology. 2003;doi:10.2166/wst.2003.0297

85.Babich H, Borenfreund E. Cytotoxicity of T-2 Toxin and Its Metabolites Determined With the
Neutral Red Cell Viability Assay. Applied and  Environmental  Microbiology.
1991:d0i:10.1128/aem.57.7.2101-2103.1991

86.Baker CN, Banerjee SN, Tenover FC. Evaluation of Alamar colorimetric MIC method for
antimicrobial susceptibility testing of gram-negative bacteria. J Clin Microbiol. May 1994;32(5):1261-
7.doi:10.1128/jcm.32.5.1261-1267.1994

87.Palomino JC, Martin A, Camacho M, Guerra H, Swings J, Portacls F. Resazurin Microtiter Assay
Plate: Simple and Inexpensive Method for Detection of Drug Resistance In <i>Mycobacterium
Tuberculosis</I>. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2002;doi:10.1128/aac.46.8.2720-
2722.2002

88.Travnickova E, Mikula P, Oprsal J, et al. Resazurin Assay for Assessment of Antimicrobial
Properties of Electrospun Nanofiber Filtration Membranes. Amb Express. 2019;doi:10.1186/s13568-
019-0909-z

89.Tonder Av, Joubert AM, Cromarty AD. Limitations of the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Y1)-2,5-
Diphenyl-2h-Tetrazolium Bromide (MTT) Assay When Compared to Three Commonly Used Cell
Enumeration Assays. BMC Research Notes. 2015;doi:10.1186/s13104-015-1000-8

90.Ayub MA, Hanif MA, Sarfraz RA, Shahid M. Biological Activity of <i>Boswellia Serrata</I> Roxb.
Oleo Gum Resin Essential Oil: Effects of Extraction by Supercritical Carbon Dioxide and Traditional
Methods. International Journal of Food Properties. 2018;do1:10.1080/10942912.2018.1439957
91.Teh CH, Nazni WA, Nurulhusna AH, Ahmad N, Lee H. Determination of Antibacterial Activity and
Minimum Inhibitory Concentration of Larval Extract of Fly via Resazurin-Based Turbidometric Assay.
BMC Microbiology. 2017,doi:10.1186/s12866-017-0936-3

92 .Walzl A, Unger C, Kramer N, et al. The Resazurin Reduction Assay Can Distinguish Cytotoxic From
Cytostatic Compounds in Spheroid Screening Assays. Slas Discovery.
2014;doi:10.1177/1087057114532352

93.Xiao J, Zhang Y, Wang J, Wu Y, Wang W, Ma X. Monitoring of Cell Viability and Proliferation in
Hydrogel-Encapsulated System by Resazurin Assay. Applied Biochemistry and Biotechnology.
2010:doi:10.1007/s12010-010-8975-3

94 Zhang QQ, Ye KP, Xu X, Zhou GH, Cao JX. Comparison of Excision, Swabbing and Rinsing
Sampling Methods to Determine the Microbiological Quality of Broiler Carcasses. Journal of Food
Safety. 2011;doi:10.1111/j.1745-4565.2011.00360.x

95.Li L, Chen F, Wang D, et al. Comparison of Two Sampling Methods of Detection of Bacterial
Contamination in the Hospital Environment: Moistened Swabs Versus RODAC Agar Plate.
2022:d0i:10.21203/rs.3.rs-2187540/v1

62



96.Iversen AKS, Fritz BG, Hansen MJ, et al. Novel Sampling Technique Maintaining the Two-
dimensional Organization of Microbes During Cultivation From Chronic Wounds: The Imprint Method.
Apmis. 2024:d0i:10.1111/apm.13372

97 Zheng S, Bawazir M, Dhall A, et al. Implication of Surface Properties, Bacterial Motility, and
Hydrodynamic Conditions on Bacterial Surface Sensing and Their Initial Adhesion. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology. 2021-02-12 2021;9doi:10.3389/fbioe.2021.643722

98.Balouiri M, Sadiki M, Ibnsouda SK. Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity: A review.
Journal of Pharmaceutical Analysis. 2016/04/01/ 2016:6(2):71-79.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005

99.Cooke JV. A SIMPLE CLINICAL METHOD FOR THE ASSAY OF PENICILLIN IN BODY
FLUIDS: AND FOR THE TESTING OF PENICILLIN SENSITIVITY OF BACTERIA. Journal of the
American Medical Association. 1945;127(8):445-449. doi:10.1001/jama.1945.02860080017005

100.  Salo S, Laine A, Alanko T, Sjoberg AM, Wirtanen G. Validation of the microbiological methods
hygicult dipslide, contact plate, and swabbing in surface hygiene control: a Nordic collaborative study.
JAOAC Int. Nov-Dec 2000;83(6):1357-65.

101.  Bodenberger N, Kubiczek D, Halbgebauer D, et al. Lectin-Functionalized Composite Hydrogels
for “Capture-and-Killing” of Carbapenem-Resistant Pseudomonas aeruginosa. Biomacromolecules.
2018/07/09 2018;19(7):2472-2482. doi:10.1021/acs.biomac.8b00089

102. Li D, Feng Y, Zhou L, et al. Label-free capacitive immunosensor based on quartz crystal Au
clectrode for rapid and sensitive detection of Escherichia coli O157:H7. Analytica Chimica Acta.
2011/02/14/2011;687(1):89-96. doi:https://doi.org/10.1016/j.aca.2010.12.018

103.  Massad-Ivanir N, Shtenberg G, Raz N, ¢t al. Porous Silicon-Based Biosensors: Towards Real-
Time Optical Detection of Target Bacteria in the Food Industry. Scientific Reports. 2016/11/30
2016:6(1):38099. doi:10.1038/srep38099

104. Xiang C, Li R, Adhikari B, She Z, Li Y, Kraatz H-B. Sensitive electrochemical detection of
Salmonella with chitosan—gold nanoparticles composite film. 7Talanta. 2015/08/01/ 2015;140:122-127.
doi:https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.03.033

105. Wan Y, Lin Z, Zhang D, Wang Y, Hou B. Impedimetric immunosensor doped with reduced
graphene sheets fabricated by controllable electrodeposition for the non-labelled detection of bacteria.
Biosensors and Bioelectronics. 2011/01/15/ 2011;26(5):1959-1964.
doi:https://doi.org/10.1016/].bios.2010.08.008

106.  Sunada K, Watanabe T, Hashimoto K. Bactericidal activity of copper-deposited TiO2 thin film
under weak UV light illumination. FEnviron Sci Technol. Oct 15 2003;37(20):4785-9.
doi:10.1021/es034106g

107.  Sunada KaWTaHK. Studies on Photokilling of Bacteria on TiO2 Thin Film. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry. 03 2003;156:227-233. doi:10.1016/S1010-
6030(02)00434-3

108. Sang Y, Li W, Liu H, et al. Construction of Nanozyme-Hydrogel for Enhanced Capture and
Elimination of Bacteria. Advanced Functional Materials. 2019/05/01 2019;29(22):1900518.
doi:https://doi.org/10.1002/adfim.201900518

109. Han D, Li Y, Liu X, et al. Rapid bacteria trapping and killing of metal-organic frameworks
strengthened photo-responsive hydrogel for rapid tissue repair of bacterial infected wounds. Chemical
Engineering Journal. 2020/09/15/ 2020;396:125194. doi:https://doi.org/10.1016/j.¢e].2020.125194
110.  Kolewe KW, Peyton SR, Schiffman JD. Fewer Bacteria Adhere to Softer Hydrogels. ACS
Applied Materials & Interfaces. 2015/09/09 2015;7(35):19562-19569. doi:10.1021/acsami.5b04269
111.  Kolewe KW, Zhu J, Mako NR, Nonnenmann SS, Schiffman JD. Bacterial Adhesion Is Affected
by the Thickness and Stiffness of Poly(ethylene glycol) Hydrogels. ACS Applied Materials & Interfaces.
2018/01/24 2018;10(3):2275-2281. doi: 10.1021/acsami.7b12145

112.  Wang Y, Guan A, Isayeval, et al. Interactions of Staphylococcus aureus with ultrasoft hydrogel
biomaterials. Biomaterials. 2016/07/01/ 2016;95:74-85.
doi:https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2016.04.005

113.  Ana Morro and Concepcion Abrusci and Jestis LPalMaFCGaJMG. Inherent antibacterial
activity and in vitro biocompatibility of hydrophilic polymer film containing chemically anchored

63


https://doi.org/10.1016/i.ipha.2015.11.005
https://doi.org/10.1016/i.aca.2010.12.018
https://doi.org/10.1016/i.talanta.2015.03.033
https://doi.org/10.1016/i.bios.2010.08.008
https://doi.org/10.1002/adfm.201900518
https://doi.org/10.1016/i
https://doi.org/10.1016/i.biomaterials.2016.04.005

sulfadiazine moieties. FEuropean Polymer Journal. 2017;91:274-282.
doi:https://doi.org/10.1016/j.eurpolym;j.2017.04.012

114.  Posadowska U, Brzychczy-Wloch M, Drozdz A, et al. Injectable hybrid delivery system
composed of gellan gum, nanoparticles and gentamicin for the localized treatment of bone infections.
Expert Opin Drug Deliv. 2016;13(5):613-20. doi:10.1517/17425247.2016.1146673

115. Das D, Ghosh P, Dhara S, Panda AB, Pal S. Dextrin and Poly(acrylic acid)-Based
Biodegradable, Non-Cytotoxic, Chemically Cross-Linked Hydrogel for Sustained Release of
Omidazole and Ciprofloxacin. ACS Applied Materials & Interfaces. 2015/03/04 2015;7(8):4791-4803.
doi:10.1021/am508712¢

116.  Varaprasad K, Mohan YM, Ravindra S, et al. Hydrogel-silver nanoparticle composites: A new
generation of antimicrobials. Journal of Applied Polymer Science. 2010-01-15 2010;115(2):1199-1207.
doi:10.1002/app.31249

117.  Wang J, Zhang C, Yang Y, et al. Poly (vinyl alcohol) (PVA) hydrogel incorporated with
Ag/TiO2 for rapid sterilization by photoinspired radical oxygen species and promotion of wound
healing. Applied Surface Science. 2019/11/15/ 2019:494:708-720.
doi:https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2019.07.224

118. Marta Ribeiro and Maria PFaFJMaMHFaMMBaDMaHS.  Antibacterial  silk
fibroin/nanohydroxyapatite hydrogels with silver and gold nanoparticles for bone regeneration.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine. 2017;13(1):231-239.
doi:https://doi.org/10.1016/j.nan0.2016.08.026

119.  Cleetus CM, Alvarez Primo F, Fregoso G, et al. Alginate Hydrogels with Embedded ZnO
Nanoparticles for Wound Healing Therapy. International Journal of Nanomedicine. 2020/07/15
2020;15(null):5097-5111. doi:10.2147/1IN.S255937

120.  Li S, Dong S, Xu W, et al. Antibacterial Hydrogels. Advanced Science. 2018-05-01
2018:5(5):1700527. doi:10.1002/advs.201700527

121.  Vartoukian SR. Cultivation strategies for growth of uncultivated bacteria. J Oral Biosci. Nov
2016;58(4):142-149. doi:10.1016/j.job.2016.08.001

122, ISO 22196:(2011), Measurement of antibacterial activity on plastics and other non-porous

surfaces.
123.  Patakyova S. Stanoveni antimikrobidlni aktivity povrchii s biocidnim ucinkem pomoci
resazurinového testu . Vysoké wuceni technické v Bmé. Fakulta chemicka.; 2023.

http://hdl.handle.net/11012/209628

124,  Kara S, Tamerler C, Pekcan O. Cation effects on swelling of kappa-carrageenan: a photon
transmission study. Biopolymers. Oct 2003;70(2):240-51. doi:10.1002/bip.10467

125.  Basavaraju M, Gunashree BS. Escherichia Coli: An Overview of Main Characteristics.
2023:doi:10.5772/intechopen.105508

64


https://doi.org/10.1016/i.eurpolvmi.2017.04.012
https://doi.org/10.1016/i.apsusc.2019.07.224
https://doi.org/10.1016/i.nano.2016.08.026
http://hdl.handle.net/l

9 ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOV

Skratka
ABS
CFU
DGGE
DMA
GMA
GTAC
ISO
LVO
MIC
MO

MTS

MTT
NBT
NIR
PAAm
PBS
PEG
PEGDMA
PES
ROS
uv
VIS

Vyznam

Akrylonitrilbutadiénstyrén

Colony-forming unit

Denaturing gradient gel electrophoresis
Dynamic mechanical analysis
Glycidylmetakrylat

Glycidyltrimetylamonium chlorid
International Organization for Standardization
Linearne viskoelasticka oblast’

Minimal inhibitory concentration
Mikroorganismus
3-(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium
3-(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-2,5-difenyltetrazolium bromid
Nitrotetrazoliovad modra

Nearinfra-red

Polyakrylamid

Phosphate-buffered saline

Poly(etylén glykol)

Poly(etylénglykol dimetakrylat)

Polyester

Reactive oxygen species

Ultrafialové elektromagnetické ziarenie

ViditeI'né elektromagnetické zZiarenie

65



