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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva antibakterialni aktivitou fotoaktivnich povrchi u folii se znamym
obsahem pyrithionu zinku v kombinaci s fotoaktivni ¢asti. Jednotlivé folie byly vystaveny po danou
dobu osvétleni, pro potvrzeni fotoaktivni u¢innosti a po stejnou dobu byly ulozeny pro porovnani do
tmy. Byla pouzita metoda otisku, ktera byla doplnéna metodou vychazejici z ISO normy 27447:2019.

Abstract

This master's thesis deals with the antibacterial activity of photoactive surfaces in folia with a
known content of zinc pyrithione in combination with the photoactive part. Individual folia were
exposed to illumination for a given period of time to confirm photoactive ability and stored for
comparison in the dark for the same time. The imprinting method was used and supplemented by a
method based on ISO standard 27447:2019.
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1 Uvod

Mikrobialni skodliviny jsou jednim ze zavaznych zdroju znecisténi povrchi ploch. Skladaji se z
Castic biologického ptvodu (bakterie, viry, mikroskopické vlaknité houby). Jednim z moznych
zpusobil ucinné destrukce mikroorganismil je jejich fotodynamické inaktivace. Absorpci svételného
zateni molekulami fotosenzitizatoru dochazi v pfitomnosti kysliku ke tvorbé singletového kysliku a
dalsich reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS) zptisobujicich az totalni destrukci jak bakterii, kvasinek,

tak i vird. Pro vznik singletového kysliku je nutny prostiednik pro pienos energie.

Obvykle se jednd o slouceniny a materidly odvozené od porfyrinu. Je zndmo, Ze rtizné ve vode
rozpustné ftalocyaninové a naftalocyaninové slouceniny, zejména ty, které maji jako centralni atom
nékteré kovy, maji fotosenzibiliza¢ni G¢inek a mohou proto byt pouzity jako antimikrobialni aktivni
slou¢eniny. Pfitomnosti fotosenzitizatoru lze piipravit materialy, jejichz povrch ma na svétle silné
antimikrobialni vlastnosti.

Cilem této diplomové prace bylo vhodnou metodou stanovit antibakterialni aktivitu na
fotoaktivnim povrchu a otestovat opakovatelnost této metody pro ozafeny i neozafeny povrch. V této
diplomové praci byla pouzita pro stanoveni antibakterialni aktivity daného fotoaktivniho povrchu
metoda otisku a dale byla pouzita metoda vychazejici z ISO normy 27447:2019, pti které byla pouzita
bakterie E. coli. Jako sledovany fotoaktivni povrch byly pouzity folie Lotus ptipravené na FCH VUT
o znaAmém mnozstvi pyrithionu zinku, ktery vykazuje antibakterialni G¢inek v kombinaci s fotoaktivni
casti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Fotokatalyza

Na pocatku studia fotokatalyzy stoji zejména jména Fujishima a Honda, ktefi vroce 1972
publikovali ¢lanek o elektrochemickém §tépeni vody pomoci UV zafeni pomoci TiO; elektrod. Ten se
stal zakladem vyzkumu heterogenni fotokatalyzy.

Princip fotokatalyzy spocivd v rozdé€leni elektrickych center na kladné a zaporné centrum a
jejich nasledné slouceni, za pfemény svételné energie na teplo. Tyto centra jsou od sebe oddélena
Vv katalyzatoru Géinkem elektromagnetického zateni z ultrafialové oblasti (UV), viditelné (VIS), nebo
infracervené (IR) oblasti spektra. [UPAC definuje fotokatalyzator jako latku, kterd je schopna
chemické transformace reaktantd diky absorpci svétla, opakované s nimi tvoii pfechodné chemické
interakce a chemicky se regeneruje po kazdém cyklu takovychto interakci. Fotokatalyzu pak definuje
jako zménu rychlosti chemické reakce ¢i jeji iniciaci za ucasti svétla (fotonll) v pfitomnosti latky
(katalyzatoru), ktera absorbuje svétlo a ktera se ucastni chemické transformace reaktanti. VSechny
fotokatalyzatory jsou v podstaté polovodice. Jedna se o vyuZiti energie zafeni k mineralizaci a oxidaci
fady latek. Vysledkem je rozklad vSech usazenych organickych latek a mikroorganismti na oxid
uhli¢ity a vodu. Fotokatalytické reakce jsou reakcemi homogennimi nebo heterogennimi. Jestlize jsou
reaktant a fotokatalyzator ve stejném skupenstvi, tj. plyn, pevna latka nebo kapalina, jednad se o
homogenni fotokatalyzu. Piikladem takovych katalyzatorti mohou byt koordinac¢ni slouceniny, barviva
a piirodni pigmenty. V ptipadé heterogenni fotokatalyzy jsou reaktant a fotokatalyzator v rozdilné
fazi. Ptikladem takového katalyzatoru jsou chalkogenidy piechodnych kovi. [1, 2, 3]

Fotokatalyza Ize dale popsat jako fotogenerace paru elektron-dira, kdy po ozafeni polovodice
svétlem o vhodné vlnové délce (UVA) dochadzi kabsorpci fotonu a piechodu elektronu
z nevodivostniho (valen¢niho) pasu do vodivostniho, viz obr. 1. Kladné nabita dira (h*) reaguje
s molekulou vody a tim dojde ke vzniku hydroxylového radikalu a protonu.
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Obrazek 1: Mechanismus fotokatalytické reakce [4]

Naopak elektron reaguje s molekulou kysliku a protonem a tim dochazi ke vzniku
superoxidového radikalu. K samotné degradaci organickych latek pak dochazi jednak pomoci dér
samotnych, nebot’ maji silny oxidacni charakter, a dale i pomoci vznikajicich hydroxylovych ¢i za
ptitomnosti Kkysliku superoxidovych radikalti. O osudu excitovaného elektronu a diry rozhoduji
relativni polohy vodivych a valen¢nich pastu fotokatalyzatoru a redoxni hladiny reaktantu. Existuji
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Ctyfi zpusoby, jak fotokatalyzator a reaktant vzajemné interaguji v zavislosti na relativnich polohach
valen¢nich a vodivych pasu a redoxnich trovnich. Jedna se o Ctyfi rizné kombinace, viz obr. 2.
Samoziejmym a Castym jevem je ovSem i rekombinace paru elektron-dira. [4, 5, 6]

hv A

!
J
D

Obrdzek 2: Riizné moZnosti reakci. A) Snifeni. B) Oxidace. C) Redoxni reakce. D)
Zddnd reakce [1]

A. Redukce reaktantu probihd, kdyZz je redoxni hladina reaktantu nizs$i nez vodivy pas
fotokatalyzatoru.

B. Oxidace reaktantu probiha, kdyz je redoxni hladina reaktantu vy$$i nez valencni
pasmo fotokatalyzatoru.

C. Redukce i oxidace reaktantu probiha, kdyz je redoxni hladina reaktantu niz$i nez
vodivé pasmo a vys$si nez valencni pasmo.

D. Ani oxidace, ani redukce neni mozna, pokud je redoxni hladina reaktantu vyssi nez
vodivé pasmo a nizs$i nez valenéni pAsmo fotokatalyzatoru.

To, zda ptevlada odbouravani organickych latek vlivem kladné nabitych dér, hydroxylovych
radikall vznikajicich z vody ¢i radikaltl ze samotné degradované latky, zavisi jak na povaze ¢astic
prasku, teploté okoli ¢i pH, tak i na vlastnostech odbouravané organické latky. Kazda latka ma totiz
svou typickou degrada¢ni drahu a jeji meziprodukty mohou v mensi ¢i vétsi mife prubéh fotokatalyzy
ovlivnit. Vyznam fotokatalyzy spoéiva v tom, ze fotokatalyzator poskytuje jak oxidacni, tak reduk¢ni
prostiedi. K degradaci nékterych latek také dochazi i pomoci samotného UV zafeni. [7, 8]

2.2  Fotosenzitizatory

Fotosenzitizator je latka obsahujici chromofory, silné absorbujici fotony ve viditelné, piipadné
UV oblasti svételného spektra, a nasledné prenasejici absorbovanou energii na kyslik €i jiné substraty.
Jedna se obecné o aromatické ¢i heterocyklické organické slouceniny a barevné kovové komplexy,
obvykle o barviva porfyritové, fenazinové ¢i ftalocyaninové struktury. Senzitizatory typu (m, 7'), kde
excitovany elektron pochazi z n orbitalu, poskytujici *O,. K tomuto typu néalezi napf. barviva jako
eosin, akridin, bengalska Cerven, methylenovd modf, anthracen, dale porfyriny, expandované
porfyriny a jejich metalokomplexy. Vznikajici O, atakuje bezprostiedni okoli senzitizatoru. Difuzni
polomér kulové oblasti, v niz se reakce miize uskute¢nit, je dan dobou Zivota 'O, a rychlosti difuze
v daném prostiedi. [9, 10] Dulezitymi charakteristickymi parametry fotosenzitizatoru ovliviujicimi
jeho vyuziti pro fotoinaktivaci mikrobialnich bun¢k singletovym kyslikem jsou obecné:

1. Kvantovy vytézek singletového kysliku. Kvantové vytézky vétSiny porfyrinoidnich
senzitizatoru se pohybuji v rozmezi od 0,3 az 0,8.

2. Fotostabilita senzitizatoru. Fotosenzitizator musi byt dostate¢né stabilni vi¢i pfimé
fotodegradaci a oxidaci vznikajicim 'O, piipadné oxidaci dalsimi reaktivnimi
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formami kysliku. VSechny fotosenzitizatory sice podléhaji fotodegradaci, ale se
znacné rozdilnou rychlosti.

3. Molarni extink¢ni koeficient, lipofilicita (log P), ionizace (pKa).

4. Nizka toxicita je podminkou pii medicinskych aplikacich.

Podle Grotthusova-Draperova teorému vyvolava chemickou zménu pouze svételné kvantum
absorbované molekulou. Jelikoz molekula kysliku nema v bézné ptistupné oblasti UV-VIS zafeni
vyrazng&j§i absorpci, nejastéji se excituje nepiimo prostiednictvim fotosenzitizatoru. Fotosenzitizator
se absorpci svételného kvanta dostava do excitovaného singletového stavu Sy, ktery rychlou relaxaci
prechazi na nejnizsi excitovany singletovy stav S;. Stav S; se spontanné deaktivuje vnitini konverzi
(ic), vyzarenim ptrebytecné energie ve formé fluorescence nebo mezisystémovym piechodem (isc) do
tripletového stavu Ti. Vznik T1 nastiva nejcastéji béhem 0,1 az 10 ns. Deaktivace tripletového stavu
mezisystémovym piechodem nebo fosforescenci jsou zakdzané prechody, a proto maji tripletové stavy
fotosenzitizatori pomérné dlouhou dobu zivota a mohou se z(castiiovat fady bimolekularnich
interakci. Za urcitych podminek by bylo vhodné pouzit k uskuteénéni fotosenzitivni reakce
senzitizator imobilizovany. Zatimco jeho neimobilizovana forma je pii fotodynamickém tucinku
v piimém kontaktu s mikroorganismy, imobilizaci se vytvoii systém, v némz jsou fotosenzitizator a
mikroorganismy v oddé€lenych fazich. V tomto piipadé stupen inaktivace mikroorganisma zavisi mimo
jiné na koncentraci barviva obsazeného v materialu v dob& ozafeni. Nejjednodussim zptisobem
imobilizace je adsorpce, pii ni jsou senzitizatory zachyceny na povrchu nosice fyzikalnimi, zejména
van der Waalsovymi silami, ale uplatiiuji se i dal$i interakce: iontové, vodikové nebo hydrofobni.
Nevyhodou miize byt v nékterych pripadech mala pevnost vazby mezi nosicem a fotosenzitizatorem.
Interakce fotosenzitizator-nosi¢ je totiz velmi zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech jak
roztoku senzitizatoru pouzitého pii piipravé (jeho pH, teploté, iontové sile ¢i typu rozpoustédla), tak i
samotného nosiCe (napt. jeho hydrofobicité a porozit€). Snadno tak muze dojit k vymyti
fotosenzitizatoru z matrice. Pfi nizké koncentraci fotosenzitizatoru nezptsobuje jeho adsorpce obvykle
zménu konformace jeho molekul a tedy i jeho optickych a fotosenzitivnich vlastnosti. Pii vysokém
pokryti povrchu absorbentu vSak muize nastat jejich agregace. Pokud jde o typy nosi¢u, velmi Casto
vyuzivanymi jsou kfemicité materialy. Ty totiz vykazuji pro potieby fotodynamického uc¢inku nékolik
pozitivnich vlastnosti, jako moznost fidit jejich porozitu a vytvofit materialy S vysokymi mérnymi a
reaktivnimi povrchy. Levnymi kiemiCitymi materidly vhodnymi pro imobilizaci fotosenzitizatorti
jejich adsorpci jsou sklo a jeho prekurzory. Velmi atraktivnimi nosi¢i v disledku jejich nizké ceny
jsou také silikagely. Absorpcni a luminiscencni spektra porfyrini a nékterych dalSich barviv
adsorbovanych na silikagelu prokazala, ze tento typ imobilizace ma na energii nizkych elektronovych
stavll pouze maly vliv. V pripadé bengalské Cervené sorbované na silikagelu mize singletovy kyslik
difundovat na vzduchu do vzdalenosti 1 az 2 mm. Silikagel byl vyuzit i pro zakotveni methylenové
modre. [11, 12, 13]

2.2.1 Ftalocyaninové barviva

Ftalocyaniny tvofi velkou skupinu organickych barviv, kterd byla objevena na pocatku
19. stoleti. Jednd se o makrocyklické molekuly, které jsou strukturné podobné porfyriniim,
ftalocyaniny obsahuji ctyfi dalsi atomy dusiku ve vnitinim jadru a Ctyfi dalsi arény na vnéjsi strané.
Struktura ftalocyaninu je odvozena od molekuly tetraazaporfyrinu. [14]

Barevné odstiny ftalocyanini se pohybuji od ¢ervenavych modii po zlutavé zelené. PouZzivaji
se hlavné jako pigmenty pro barveni ve hmot¢, ptipadné do laki. Budeme-li generalizovat, pak modré
a zelené pigmenty jsou na bazi ftalocyaninl. Vynikaji vysokymi molarnimi absorpcnimi koeficienty,
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nerozpustnosti jak ve vodé, tak i organickych rozpoustédlech (ftalocyanin médi je rozpustny pouze
V koncentrované kyseliné sirové). Vyznacuji se také vysokou termostabilitou (ftalocyanin meédi

sublimuje az pii 550 °C).

X
/

S
PP, =

\
N

Obrdzek 3: Naftalocyanin zineénaty [17]

Ftalocyaniny tvoti s kovy dv¢ fady barviv, lisicich se podstatné svymi vlastnostmi. Slou¢eniny
prvni skupiny, ftalocyaniny Na, K, Ca, Ba, Cd, se chovaji jako soli. Nerozpousti se v rozpoustédlech a
nesublimuji. Slouceniny druhé skupiny, ftalocyaniny Cu, Co, Zn, Pt, jsou komplexni slouceniny,
nerozpoustéji se v rozpoustédlech, sublimuji bez rozkladu za vysokych teplot, neplisobi na né
kyseliny. Povaha centralniho atomu ovlivituje celkové fotofyzikalni vlastnosti ftalocyanini — kvantovy
vytézek formace triplexniho stavu a jeho dobu zivota. Ftalocyaniny obsahujici paramagneticky kov
(Cu, Co, Fe, Ni, V, Cr a Pd) vykazuji kratké doby zivota tripletového stavu. Ftalocyaniny
s diamagnetickym kovovym iontem (Zn, Al a Ga) dosahuji zna¢nych kvantovych vytézka
v organickych rozpoustédlech diky relativné dlouhé dobé Zivota tripletovych stavii. Ftalocyaniny maji
dva hlavni absorp¢ni pasy: Q pasmo, obecné v rozmezi 600-700 nm, a Soretovo (B) pdsmo v rozmezi
barviva a pigmenty modrych a zelenych odstint. Vznikajici ftalocyanin médi se mize vyskytovat
v nékolika  krystalickych modifikacich s riznymi barvicimi  vlastnostmi. Jednd se o0
tetraazatetrabenzoporfin a zékladni polyenovy chromogen molekuly ma kruh aza-anulenového
typu. Barva molekuly je relativn€ malo ovlivnéna substituci v benzenovych kruzich. Ftalocyanin médi
ma Ctyfnasobnou osu symetrie spole¢nou s porfirinovym systémem a ma dva absorpéni pasy ve
viditelné oblasti nebo blizko k ni, oznaené jako Q-pasy a B-pasy. Q-pas je v tomto piipadé
koeficientem blizkym 100 000 dm? mol cm™. Pasmo B, pfi 325 nm nijak nepfispiva k modré barve
pigmentu. Byla studovéna spektra riznych ftalocyanini kovi v plynné fazi, ftalocyanin olovnaty,
absorbujici pti 698 nm, je nejvice batochromni. Ftalocyanin niklu absorbuje maximalné pti 651 nm,
ma tedy hypsochromicky posun ve srovnani s nemetalizovanou molekulou, ktera absorbuje pfi
686 nm a 622,5 nm, pficemz dva Q-pasy vznikaji v disledku ztraty Ctyinasobné osy symetrie.
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V ptipadé¢ ftalocyaninu bez kovl vykazuje samotny polymorf X silny absorp¢ni vrchol pii 830 nm, a
proto byl pouzit v laserovych tiskarnach s lasery na 820 nm. [14, 15, 16]

Zakladni skelet ftalocyaninti patii do skupiny tzv. Azo [18] annulentl, coz je podskupina tak
zvanych [18] annulenti. Annulene je kruh, v tomto ptipadé cyklicky systém konjugovanych dvojnych
vazeb s 18 = elektrony. Vodikové atomy ftalcoyaninovych dvoudennich chelatovych cykli jsou pro
ziskani fotochemickych vlastnosti molekul substituovany. Ftalocyaniny mohou mit substituenty RZ,
R?, R® a R* a naftalocyaniny mohou mit substituenty R, R?, R3R* R® a R®. Tyto substituenty jsou
vazany na ftalcoyaninové nebo naftocyaninové kruhy a jsou navzajem nezavisle vybrané ze skupiny
zahrnujici: vodik, halogen, hydroxyl, kyanoskupinu, nitrilovou skupinu, oxiiminovou skupinu nebo
napf. rozvétvenou alkoxy skupinu vzorce. [17, 18]
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Obrézek 4:0becné porovnani struktury naftalocyaninu (nalevo) se strukturou
ftalocyaninu (napravo)[44]

Ftalocyaniny, zejména ve spojeni s vhodnym kovem, mohou podléhat fadé fotochemickych reaket,
které ve spojeni s molekularnim kyslikem produkuji molekuly singletového kysliku. Excitovany
singletovy kyslik, vytvofeny v téchto fotosenzibilizujicich reakcich, je oxida¢ni ¢inidlo. Primyslova
syntéza vychazi napf. z ftalanhydridu, mo¢oviny a chloridu méd’natého. [17, 18]

2.3 Reaktivni slou¢eniny kysliku

Termin reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) byl vytvoren k definovani
vznikajici tfidy endogennich, vysoce reaktivnich molekul obsahujicich kyslik, které maji minimalné
jeden neparovany elektron. To zplsobuje jejich relativné vysokou reaktivitu ale zaroven jejich
schopnost samostatné existence. Celkové pojem ROS zahrnuje jak volné radikaly, hydroxylovy
radikal, superoxidovy anion, tak i dal$i rizné molekuly jako je napf. peroxid vodiku.

Reaktivni formy kysliku, zejména hydroxylové a peroxylové radikaly, peroxid vodiku a
superoxidovy radikalovy anion, se jiz dlouho podileji na oxidaénim poSkozeni mastnych kyselin,
DNA, proteinti i dalSich buné¢nych slozek. Nadprodukce reaktivnich sloucenin kysliku je spojena s
Cetnymi poruchami. Oxidacni stres zplisobeny nerovnovahou mezi nadmérnou tvorbou reaktivnich
slou¢enin kysliku a omezenou antioxida¢ni obranou je spojen s mnoha patologiemi, véetné poruch
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souvisejicich s v€kem, rakoviny, kardiovaskularnich, zanétlivych a neurodegenerativnich onemocnéni,
jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba. [19, 21]

Zakladni tripletovy molekularni kyslik je paramagneticky diradikal se dvéma neparovymi
valen¢nimi elektrony zabirajicimi oddé€lené n* orbitaly s paralelnimi spiny. VétSina neradikalovych
organickych molekul je diamagneticka, s pary elektronti s opaénymi spiny. Omezeni spinu plati pro
molekuldrni kyslik, aby se ucastnil redoxnich reakci s jinymi atomy nebo molekulami, protoze musi
pfijmout z redukéniho Cinidla par elektronti, které maji stejny spin (tj. nediamagneticky), takze se
vejdou do volnych prostort v m* orbitalech kysliku. Kyslik tedy neni schopen ucinné oxidovat
biomolekuly. Omezeni spinu ma za nasledek, Ze kyslik béhem redoxnich reakci piijima pfednostné
jeden elektron najednou. Molekularni Kkyslik tak mtze rychle reagovat s jinymi radikaly
jednoelektronovym pienosem.

w +4+  +4+  H—  H+
= HH HH HH HH

@ 4 i = =
-4 i L 1
- 4 b b b

dioxygen singletovy singletovy superoxidovy

(triplet) kyslik kyslik anion
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Obrazek 5: Molekulové orbitaly dvouatomovych molekul kysliku [19]

Jednoelektronova redukce kysliku vede k tvorbé superoxidového radikalového aniontu (O27).
Jednoelektronova redukce O."~ vede k tvorbé dalsich ROS, jako je peroxid vodiku (H20-). Redukci
peroxidu vodiku pak vznikd hydroxylovy radikal (OH’), ktery podléha redukci za vzniku vody (nebo
hydroxidu OH"). Zakladni stav nebo molekularni kyslik O, mohou vsak byt pfeménény na reaktivn&;jsi
formy obsahujici kyslik. Pfenos energie do O vede k tvorbé reaktivngjsi formy molekularniho
kysliku, singletového kysliku (*O;). Terminem singletovy kyslik 'O, jsou oznacovany molekuly
kysliku v nejniz8ich excitovanych stavech 'Zg* a 'Aq. Pokud maji dva elektrony, které ziistavaji v
jednotlivych n* orbitalech nesparovany, opacny spin, dochdzi ke vzniku singletového excitovaného
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stavu 1Z4". Jestlize jsou v jednom m* orbitalu dva elektrony s opaénymi spiny, vznika singletovy stav
Aq. [19, 22, 23]

2.3.1 Citlivost mikrobialnich bunék viéi reaktivnim kyslikovym ¢asticim

Reaktivni kyslikové ¢astice (ROS) produkované fotosenzitizatory se obecné chovaji stejnym
zpusobem jako jiné exogenni stresové faktory. V nizSich koncentracich podporuji syntézu proteind,
které bunku chrani va¢i toxickému UCinku druhé davky. Nejvyznamnéjsim faktorem v boji
mikroorganismit proti oxidativnimu stresu je jejich vztah ke kysliku. Na rozdil od aerobnich
mikroorganismd, které jsou vybaveny enzymy degradace produktd oxidativniho stresu, obsahuji
anaerobni mikroorganismy téchto enzymi mnohem méné a mohou byt tedy snadnégji plisobenim ROS
usmrceny. V anaerobnich bakteriich hraje roli hlavniho exogenniho stresoru kyslik. Prvni obrannou
linii proti jeho toxicité pfedstavuje negativni aerotaxe a dale sloZzeni média. Pti kultivaci
Vv komplexnim médiu vzrasta vi¢i nému jejich odolnost. Dalsi diilezitou vlastnosti mikrobialni kultury
ovlivilgjici jeji citlivost k fotoprocesu je fyziologicky stav. [20, 22]

2.3.2 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikél (-OH) je jeden z nejreaktivnéjSich radikall, s polo¢asem doby Zivota =
10° sekundy. Je ti elektronovym redukénim produktem kysliku. Jakmile vznikne hydroxylovy radikal
Vv burice, vzhledem ke své vysoké reaktivité, téméf okamzité zreaguje s nékterou molekulou v jeho
okoli. Je schopen poSkozovat purinové a pyrimidinové baze v nukleovych kyselinach tak, ze zapis
genetické informace neni piesny a tim zplsobuje mutace. Pisobenim dal§iho elektronu reaguje
hydroxylovy radikal ptfes hydroxidovy ion na molekulu vody. Hydroxylovy radikal mtize vznikat
reakci kovovych iontd s H,O, (Fentonova reakce) nebo homolytickym $tépenim peroxidu vodiku
indukovanym UV zafenim (A = 254 nm). Radikal -OH je produkovany témét ve vSech aerobnich
buiikich mnoha reakcemi. Kromé nezadouciho vzniku v dychacim fetézci je generovany nékolika
dalsimi zptsoby, jako je dekompozice ozonu, homolytické Stépeni vody zptisobené ionizacnim
zatenim (y — zafeni, napf. pfi radioterapii), nebo puisobenim ultrazvuku. [19, 20]

2.3.3  Superoxidovy radikal

Superoxidovy radikal (-O2") vznika z molekuly kysliku jednoelektronovou redukci, dale muze
superoxidovy radikal vznikat reakci singletového kysliku s elektronem. Je mnohem méné reaktivni
nez radikal -OH a neprostupuje biologickymi membranami. Avsak fada biomolekul je na né&j citliva.
Jeho Skodlivost spociva piedevsim v tom, Zze mize v kyselém prostiedi dismutovat na HO>, ktery
reakci s prechodnymi kovy generuje velmi reaktivni hydroxylovy radikal. Samotny superoxidovy
radikal muze in vivo pusobit jako redukéni ¢inidlo. [19, 20]

Superoxid miize vznikat béhem metabolickych dé&jti nebo vlivem ozonu, y zateni aj. Vznika
také v bunikdch (monocyty, makrofagy a dalsi), pozitim drog, jedt a tézkych kovi. Za podminek
normalniho metabolismu je hlavnim zdrojem -O;, ftetézec mitochondridlniho elektronového
transportu, ktery propousti né€kolik elektroni pfimo na O vradmci normalniho metabolismu.
Superoxidovy radikal pochazi ze dvou mist dychaciho fetézce mitochondrii, z komplexu I (NADH
dehydrogenasa) a komplexu 1l (ubichinon-cytochrom-c-reduktasa), které jsou jeho hlavnim zdrojem.
Superoxid plsobi lipoperoxidaci a poskozovani dalSich biomolekul, i kdyZz pomaleji nez hydroxylovy
radikal. [20, 23, 24]
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2.3.4 Peroxylovy a alkoxylovy radikal

Peroxylovy (ROO-) a alkoxylovy (RO-) radikal jsou obvykle dobrymi oxida¢nimi ¢initeli.
Jsou-li odvozeny od mastné kyseliny (tvoii lipidy) jsou oznacovany LOO- a LO-. Peroxylové radikaly
jsou povazovany za hlavni zdroj oxida¢niho stresu v zivoci$né tkani. Vznikaji nejcastéji autooxidaci
volnych nebo vézanych nenasycenych mastnych kyselin v lipidech (triacylglycerolech nebo
heterolipidech) molekularniho kysliku na alkanylovy radikal vznikly odtrzenim vodikové radikalu
pusobenim svétla nebo tepla nebo atakem -OH. Vznika tak lipoperoxylovy radikal LOO-.

Peroxylové i alkoxylové radikdly mohou odtrhavat H- Zzjinych molekul, coz je napf.
vyznamné pii peroxidaci lipidd. Peroxylovy radikal oxiduje askorbovou kyselinu a také NADH na
radikal NAD-, ktery mize rychle reagovat s kyslikem a generovat superoxidovy radikal. Peroxylové a
alkoxylové radikaly mohou tedy reagovat s lipidy, sacharidy, bilkovinami i mnoha dalSimi
metabolicky vyznamnymi molekulami a poskozovat je. Mohou také generovat reaktivni superoxidovy
radikal, snadno protonujici na reaktivnéjsi hydroperoxylovy radikal. [20, 23]

2.3.5 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H202) neni radikalem ale je reaktivni dvouelektrodovy redukéni produkt
kysliku, tvofeny dismutaci ze superoxidu enzymem superoxiddismutasou nebo piimo z kysliku. V
¢istém stavu i ve vodném roztoku je H.O, pomérné staly. Ma oxidaéni a redukéni vlastnosti. Reakce s
biomolekulami jsou pomalé. Jeho reaktivita se nésobi v pfitomnosti zdroji ionti Zeleza, napf.
hemovych proteint. Je stabiln€jsi nez -O,", a mlize byt zdrojem vétsiny reakci -O, . Patii mezi méné
reaktivni formy kysliku. Neni povazovan za radikal, ale do skupiny ROS patii, protoze ovliviiuje
vznik radikald, tedy vznik hydroxylového radikdlu. Nema zadny vétsi vyznam, avSak ucastni se

dalezitych reakei s ionty Fe?* ¢i Cu*. Snadno difunduje pes bunééné membrany, ne vsak zcela volng.
Jeho difuze je ovlivnéna slozenim membranovych lipidi. [20]

2.3.6 Ozon

Ozon (Os) je tiiatomovy plyn, $patné rozpustny ve vodé. Ma typicky zapach a drazdi plice a
o¢i. Molekula ma angularni tvar, obdobné jako molekula vody, a je spise biradikal -O-O-O-.
V atmosféie je tvofen disociaci kysliku UV-C svétlem na atom kysliku, ktery reaguje s molekulou
kysliku. Ozon se snadno vaze na dvojnou vazbu mastnych kyselin a vytvaii ozonidy, které se mohou
rozkladat na toxické aldehydy a jiné produkty, v¢etné -OH. Ozon také rychle oxiduje glutation,
askorbat a proteiny, napadd —SH skupinu, aminokyseliny tyrosin, tryptofan, histidin a metionin
Vv bilkovinach a jiné biomolekuly. Ozon je silné baktericidni. [20, 21]

2.3.7 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik (*Oy) je reaktivni neradikalova forma molekuly kysliku, piesn&ji excitovany
stav kyslikové molekuly, ma vy$si obsah energie nez tripletovy kyslik v zdkladnim stavu, je schopen
oxidovat mnoho biomolekul, v¢etné nukleovych kyselin, lipida a proteinti. Singletovy kyslik ma silné
oxidacni vlastnosti a je priblizn€ 1500x reaktivnéj$i nez tripletovy kyslik, vzniké fadou fyzikalnich,
chemickych, fotochemickych nebo biologickych reakci. Piikladem vzniku 'O, fyzikalnim procesem je
mikrovinny vyboj v kyslikové atmosféte. Chemickou cestou je napt. klasicka reakce chlornanu s
peroxidem vodiku, tepelny rozklad endoperoxidi, reakce ozonu a ozonidd s riznymi latkami a rozklad
peroxochromanu nebo peroxomolybdenanu, pfipadné dosud diskutovana dismutace superoxidu na
kyslik a peroxid vodiku. V biologickych systémech produkuji 'O, né&které peroxidasy. K pi¥imym
fotochemickym reakcim, patii fotolyza ozonu, probihajici zejména ve vysokych vrstvach atmosféry,
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fotolyza komplexti s pienosem naboje kyslik-organickd molekula (CT piechody) a fotoexcitace
molekularniho kysliku. Mimofadny vyznam pro tvorbu 'O, maji fotosenzitizované reakce. Piisobenim
urCitého zafeni je molekula excitovana do signetového stavu. K pfirodnim senzibilizujicim
sloucenindm patii riboflavin (vitamin B2) a jeho derivaty FAD a FMN, chlorofyly A a B, bilirubin a
rizné porfyriny volné i vazané s proteinem. Podstatou vysoké reaktivity O, je skutecnost, Ze jeho
reakce s vétSinou chemickych latek jsou spinové dovolené. Dominujicim procesem je spinoveé
dovoleny piechod Ox(*Y4) = O2(*Ag). Z toho vyplyva, ze O2(*Ag) vznika dvéma reak&nimi cestami —
piimou a nepfimou pres energeticky bohat§i meziprodukt O2(*Yg). Utast O2(1Yg) V oxidaénich
reakcich nebyla doposud prokazana. Vyznam O(}Yg) pro tyto reakce spoliva vtom, Ze je
Vv nezanedbatelné mife prekurzorem O(*Ag), ktery je oxidacnim ¢inidlem fotosenzitizovanych oxidaci.
Singletovy kyslik reaguje dvéma zakladnimi zptisoby: 1) mize jiné molekuly oxidovat, 2) mtize na né
prenést svou excitacni energii a tim se vrati do zakladniho stavu a interagujici molekula piejde do
excitovaného stavu. Tato reakce je oznaCovana jako zhaSeni singletového stavu, typickou zhaseni
reakci provadi karotenoidy v chloroplastech. Elektronovou excitaci, v pfitomnosti molekularniho
kysliku pomoci ultrafialového nebo viditelného zareni, dochazi ke zméndm rozlozeni elektront v
protivazebnych orbitalech molekuly fotosensitizéru a tak dochdzi k takzvané fotoexcitaci
fotosensitizéru, ktery poté predd svou energii kysliku v zdkladnim stavu. Doba Zivota excitovaného
stavu fotosensitizéru musi byt dostatecné dlouhd, aby zhéaSeni kyslikem bylo hlavnim deaktiva¢nim
procesem, a uvolnéna energie pii zhaseni fotosensitizéru musi byt dostatecna pro excitace kysliku.
Jejich zhaseni rozpusténym kyslikem probiha ptenosem energie z excitovaného senzitizatoru na kyslik
a vede ke vzniku 'O, ve dvou singletovych stavech oznaCovanych jako O2(*Ag) a O2(*>). ZhaSeni
senzitizatoru kyslikem mtze rovnéz probihat ptfenosem elektronu za vzniku superoxidového
anionradikalu O, . Pfenos energie nebo elektronu na kyslik jsou kompetitivni reakéni cesty a zalezi na
fyzikalné-chemickych a fotofyzikalnich vlastnostech senzitizatoru, ktera z nich prevazi. Fotoensitizéry
s absorpénim maximem ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti podporuji vznik 34 stavu kysliku,
zatimco barviva s absorpci v dlouhovinné oblasti poskytuji pievazné 'Aq stav. !Aq je latka
diamagneticka, nebot’ dodanim excita¢ni energie kysliku v zakladnim stavu dochazi ke sparovani
valen¢nich elektronti a doba Zivota v plynné fazi je 3000 sekund, jedna se tedy o stabilngj$i formu
singletového kysliku. Jeho reaktivita spo¢iva v jeho elektrofilni povaze. Singletovy kyslik reaguje se
slouc¢eninami bohatymi na elektrony, jako jsou naptiklad nenasycené slouceniny (s dvojnymi nebo
trojnymi vazbami), tak aby se elektrony doplnil jeho volny molekulovy orbital. Yy stav ma dva
neparové elektrony opa¢ného spinu v odlisnych orbitalech, zde je doba Zzivota v plynné fazi 7 —
12 sekund, jedna se o energeticky bohats§i a méné stabilni formu singletového kysliku, je tak reaktivni,
ze neprezije prechod do zakladniho stavu. Ve vodé se doba Zivota obou stavi 1isi, je nizsi. Prodlouzit
ji lze zaménou vodiku za deuterium, eliminaci OH skupin v rozpoustédle nebo ptfidanim surfaktantu
do roztoku. Doba Zivota singletniho kysliku se zvy3uje také v p¥itomnosti detergentu. Uéinky reakci
generujicich 1O,, oznaované souhrnné historickym terminem fotodynamicky efekt, nalézaji Siroké
uplatnéni ve fotobiologii a ve fotomediciné pii 1éceni rakoviny (fotodynamicka terapie, PDT), pfi
inaktivaci bakterii a virti a v novych insekticidech a herbicidech. [9, 10, 12]

2.4  Detekce singletového kysliku

Detekce a urceni mnozstvi singletového kysliku jsou velmi dulezité aspekty pro dokonalé
porozuméni mechanismii spojenych s jeho vznikem. Charakteristické reakce 'O, lze vyuzit pro jeho
detekci a urceni generovaného mnozstvi. Vzhledem k velké reaktivité singletového kysliku existuje
pouze né&kolik p¥imych metod detekce 'O,. K piimé detekci patfi detekce luminiscence (v tomto
pfipadé hovofime o fosforescenci) singletového kysliku na vinové délce 1 270 nm. K nepfimym
metodadm lze zafadit spektrofotometrické, fluorescencni nebo chemiluminescenéni metody detekce.
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Detekce singletového kysliku v reakci se provadi ve vétSiné pripadt nepiimo ptidanim uritych
specifickych chemickych sloucenin. Témito latkami byvaji takzvané vychytavace — scavengery.
Obecné se scavengery pridavaji do reakci proto, aby vychytavaly a odstranovaly nebo deaktivovaly
nezadouci produkty ¢i necistoty v reakcich. V piipad¢ singletového kysliku se vyuzivaji k jeho detekci
a méteni kvantového vytézku produkce singletového kysliku. Vychytavace tvoii se singletovym
kyslikem typické produkty, pfedevsim endoperoxidy, které jsou poté detekovany pomoci vhodnych
metod. [25, 26, 27]

2.4.1 Chemické metody

Vychazi se z dikladné znalosti reakce s danym substratem, pak je mozné piitomnost i
mnozstvi 'O, ur¢it na zakladé tvorby charakteristickych primarnich ¢&i sekundéarnich produkti
fotooxidace. Zatimco vétsina termickych oxidaci kyslikem je teplotné zavisla, oxidace singletovym
kyslikem na teploté takika nezaviseji a Casto probihaji stereospecificky. Vyhodou chemickych metod
je jednoduchost experimentalniho provedeni. [9, 28]

2.4.1.1 Odbarvovaci metody

Odbarvovaci metody jsou zalozeny na skute¢nosti, ze béhem reakce s 'O, se absorpéni pasy
reaktantu snizuji umérné mnozstvi generovaného 'O, Reakci lze tak velmi snadno sledovat
fluorescencné nebo spektrofotometricky. Reaktanty byvaji vétSinou tvofeny konjugovanym systémem
dvojnych vazeb, se kterymi singletovy kyslik reaguje za vzniku endoperoxidui ¢i hydroperoxida. Tyto
metody byvaji velmi citlivé a jednoduché, nebot’ singletovy kyslik dokaze ptisobit destrukéné na
chromofory molekul reaktantu. Na druhou stranu je nutné zdlraznit né¢kolik dilezitych podminek:
fotosenzibilizator a reaktant se nesmi pfili§ liSit polaritou, museji byt navzajem zcela indiferentni a
jejich absorpéni pasy se nesméji prekryvat.

Pro stanoveni singletového kysliku v organickych rozpoustédlech se doporucuje pouziti reakce
1,3-difenylisobenzofuranu sledované poklesem absorbance pfi 440 nm. Ve vodném prostiedi lze
naptiklad pouzit draselné soli tryptofanu ¢i kyseliny mocove, kde odbarvovani nastava pti A = 292 nm.
[9, 28]

2.4.1.2 Elektronova paramagneticka rezonance (EPR)

Elegantni metoda, i kdyz pomérné instrumentalné naro¢na. Metoda neptimé detekce 1O, kterd
je zaloZena na reakci O, s neradikalovou slou¢eninou za vzniku stabilniho radikédlového produktu.
Metoda se nazyva spinovy zachyt. Na stanoveni 1O, se nejast&ji pouziva 2,2,6,6-tetramethylpiperidin
a jeho derivaty. Vznikajici nitroxidovy radikal je charakteristicky tfemi liniemi v EPR spektru.
Intenzita danych linii je imérna koncentraci singletového kysliku v roztoku. [9, 28]

2.4.1.3 Vznik specifickych produkti

Fluorescenéni ¢inidla slouzi k detekci 'O, pomoci zmén ve fluorescenénich vlastnostech.
Zména intenzity fluorescence, vinové délky, doby zivota nebo kvantového vytézku). Piikladem
vhodnych fluorescencnich ¢inidel jsou slouceniny odvozené od fluoresceinu. Vhodnym komerénim
¢inidlem je 1-((E)-2-methoxyvinyl)pyren, ktery reakci se singletovym kyslikem tvoii dioxetanovy
meziprodukt rozkladajici se na pyren-1-karbaldehyd spolu s chemiluminiscenci pfi 465 nm, ktera se
detekuje. [9, 28]
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2.4.1.4 Reakce s anorganickymi latkami (jodidova metoda)

Jodidova metoda je zalozena na reakci singletového kysliku s jodidovym aniontem ve vodném
prostiedi v pfitomnosti katalyzatoru (NHi)2M0Os, pii¢emz vznika trijodidovy anion (ls7), jehoz
mnozstvi je pfimo umérné singletovému kysliku. Trijodidovy anion absorbuje v blizké ultrafialové
oblasti, koncentraci vznikajiciho (lz), lze sledovat spektrofotometricky v jeho absorpénim pasu pfi
351 nm. Nevyhodou metody je jeji nizka specificita, naopak vyhodou je jeji jednoduchost a vysoka
citlivost. [9, 28]
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Obrézek 6: Absorpéni spektrum Zn-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinu v
jodidovém detekénim Einidle po 0, 2, 4, 6, 8, 10, 16 min (smér Sipky) ozaiovani He-Ne
laserem (543 nm) [9]

2.4.2  Fyzikalni metody

K fyzikalnim metoddm patii zejména piima detekce luminiscence 'O, vybrané fototermalni
techniky a Gasové rozliditelna absorpce 'Oz v IR oblasti. K vyhoddm t&chto metod patii jednoznaéné
piima detekce O, — odpada vliv sekundarnich reakci s chemickymi ¢inidly. Na strané druhé je nutné
podotknout, ze fyzikalni metody jsou jak ¢asové, tak i finan¢n€ naroéné a vyzaduji pouziti specidlnich
svételnych zdroju (nejcastéji lasery) a specialné konstruovanych detektord. [9, 28]

2.4.2.1 Fototermalni metody

Excitovana molekula uvolituje absorbovanou energii radia¢nimi nebo neradiacnimi procesy.
Pribéh neradiaénich procest je spojen se vznikem Castic s vysokym obsahem energie nebo s disipaci
tepla do okoli. Teplo uvolnéné béhem neradiaénich procesi excitované molekuly do okolniho
rozpoustédla zpisobuje zmény indexu lomu (metoda TRTL) a vznik tlakového rdzu (metoda LIOAS).
Pti pouziti metody LIOAS jsou tlakové viny pievedeny na elektricky signal piezoelektrickym ¢idlem,
ktera je umisténo na vnéjsi stén¢ kyvety nejcastéji ve smeéru kolmém na dopadajici laserovy puls, pii
pouziti metody TRTL se méti zména indexu lomu indukovand lokalnim uvolnénim tepla v souvislosti
se vznikem a reakcemi !O.. Protoze jsou tyto techniky kalorimetrické, je dblezité vzit v tvahu
energetickou bilanci fotosenzitizovaného procesu, uvazit casové intervaly, ve kterych probihaji
konkrétni procesy disipace absorbované energie, a dat je do souvislosti s ¢asovym rozliSenim
métenim. [9, 28]
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2.4.2.2 MéfFeni absorpce

Analogicky k mé&feni fluorescence prechodu O2(*Zg) — 02(*Ag) je mozno také méfit opalny jev, tj.
absorpci O,(*Zg) v infradervené oblasti. Poloha maxima absorpéniho pasu Oz(Ag) zna¢né zavisi na
druhu pouzitého rozpoustédla. [9, 28]

2.4.2.3 Méreni luminiscence 'O,

Piimé méfeni singletového kysliku jak v prvnim, tak ve druhém excitovaném stavu je zalozeno na
monitorovani odpovidajicich radiacnich pfechodii. Nejpouzivanéjsi je Casové rozliSend detekce
fosforescence Ox(*Ag) pfi 1 270 nm. Vzorek je umistén v b&zné fluorescenéni kyveté a je excitovan
pulsnim laserem o vhodné vinové délce. Kvantovy vytézek fosforescence je velmi maly, proto musi
byt naroky na citlivost detekéniho systému pomérné vysoké. [9, 28]

2.5  Antimikrobialni jev

Jako mikroorganismy se oznaéuji Zivé organismy o mikroskopickych rozmérech. Radi se mezi
né mikroskopické vlaknité houby, fasy, bakterie, prvoci a viry. Ackoli patogennich mikroorganismt je
mensina, predstavuji nejvetsi hrozbu pro lidsky organismus. Proti témto zastupctim lidstvo zacalo jiz
davno bojovat antimikrobialnimi prostiedky, které maji za kol nebezpecné mikroby hubit a zamezit
tak interakci jejich bun¢k a metabolickych produktii s organismem. Antimikrobialni latky piasobi
riznymi zplsoby na buiiky a jednotlivé chemické slouceniny, které jsou soucasti stavby mikrobd.
Antimikrobialni natéry by mély snizit riziko Sifeni infekci ve zdravotnickych zatizenich, ale i v dalSich
objektech navstévovanych vetejnosti a mély by byt u¢inné po dobu nékolika let. Prvni zminky o jejich
ucelnosti se objevily asi pfed 15 lety. Aditiva s antimikrobidlnim ucinkem jsou napf. organické
biocidy, koloidni ¢astice nebo nanocastice stiibra, organické polymery s reaktivnimi antibakterialnimi
skupinami a také fotokatalytické oxidy. [39]

Antimikrobialni G¢inky vétSiny chemickych latek nejsou stoprocentni, nefunguji na endospory,
nebo zapficini sice tthyn bunc¢k mikrobt, které vSak mohou dale pisobit toxickymi latkami v
organismu. Mimo organismus na antimikrobialnich substratech mtize vznikly biofilm s uhynulymi
bunikami poskytovat vhodny mezisubstrat pro nové mikroby a blokovat germicidni G¢inek materialu.
Tyto problémy by mély byt fesitelné pouzitim fotokatalyzy. Antimikrobidlni G¢inek se rozsiti o uplny
rozklad mikrobialnich bunék na zakladni netoxické latky. Vznik superoxidového radikalu v disledku
fotoaktivace polovodicového materialti, mize pfi interakci s mikrobiologickym materidlem zptsobit
bunécnou smrt. Ta nastava po CasteCné degradaci bunécné stény a naslednym prinikem volnych
radikala, které napadaji cytoplazmatickou membranu. Rozpad membrany peroxidaci lipida vede k
moznému naslednému uniku cytoplazmy do okoli a ztraté zivotaschopnosti buiiky. Rychlost usmrceni
zavisi na typu bunky (bakterie, viry, houby atd.) a pfedevSim na tloust’ce a struktuie bunécné stény.
[29, 30, 31]

2.5.1 Bakterie

Bakterie patii mezi jednobunécné prokaryotické organismy a tvofi nejvétsi skupinu zivych
organisml na Zemi. Mivaji kokovity nebo tyCinkovity tvar, podle struktury bunééné stény muiizeme
bakterie rozdélit dle Gramova barveni na grampozitivni a gramnegativni, zpravidla dosahuji velikosti
v fadu nékolika mikrometr, lze je pozorovat ve svételném mikroskopu [42]. Koky jsou bud’
jednotlivé, nebo v typickych uspofadanich, a to v fetizcich, shlucich ¢&i hroznech, dvojicich
(diplokoky), ctveficich (tetrddy) nebo vétSich ttvarech. TyCinky mohou byt kratké az vlaknité,
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rohlikovité zahnuté, spiralovité nebo jejich konec muze byt kyjovité rozsifen. Usporadany mohou byt
napi. do palisdd. Bakterie tvarem na rozhrani mezi koky a tyC¢inkami se nazyvaji kokobacily.
Prosttednictvim jednoduché stavby je usnadnéna latkova vyména s okolnim prostfedim, transport
latek, metabolické reakce i reprodukce. Bakteridlni bunky se rozmnozuji binarnim délenim
(nepohlavni proces), kterému predchazi replikace bakterialniho chromozomu. Ve vhodném prostiedi
se muze bakterie mnozit velmi rychle, at’ uz je to v pfirozeném prostiedi nebo v laboratorni kulture.
E. coli se mize za optimalnich podminek rozdélit kazdych 20 minut. Bakterialni burika obsahuje
cytoplazmu, cytoplazmatickou membranu, nukleoid (kruhova molekula DNA), plazmidy a ribozomy.
Na povrchu je kryta bunécnou st€nou z peptidoglykanu, pfipadné dalS§imi vrstvami (glykokalyx,
slizové pochva), nékdy se vyskytuji fimbrie [31, 40]. Hlavni funkci bakterii je tvorba biomasy tim, ze
metabolizuji organické materialy na anorganické slouceniny, které pak mohou byt opét pouzity jinymi
organismy pro jejich rast a vyvoj [41]. V praktické ¢asti byla pouzita bakterie Escherichia coli.

2.5.1.1 Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli byla poprvé popsana v roce 1885 némeckym védcem Theodorem
Escherichem. Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Ma ty€inkovity tvar a je jednou znejznaméj$ich a nejvice prozkoumanych bakterii osidlujicich
¢loveka, slouzi také jako modelovy organismus pro genové a klinické studie. Nevyskytuje se vSak
pouze u Cloveka, bézné ji lze nalézt i v intestinalnim traktu vétSiny teplokrevnych Zivocicht, kde je
soucasti normalni mikrofléry. Pomaha udrzovat rovnovahu ve stieve, jelikoz produkuje koliciny, které
brani rastu jinych bakterii. Tvofii také nékteré stimulacni latky, vitamin K a vitamin B 12. Nachazi se
také v ptidé a ve vodé. V soucasnosti jsou popsany ti velké skupiny riznych kment E. coli. Jedna se
konkrétné o nepatogenni kmeny (komenzalni kmeny), které osidluji organismus bez toho, aby jej
napadaly, ¢i jinak poskozovaly a patogenni kmeny intestinalni a extraintestinalni. Jako kmen se v
mikrobiologii oznacuje kultura mikroorganismu, ktera je vétSinou izolovana z jedné kolonie, to jest
prakticky z jedné buniky. V roce 1947 americky molekularni mikrobiolog Joshua Lederberg jako prvni
pozoroval a popsal u bakterie E. coli vyménu genetického materialu tzv. konjugaci. Za tento objev
ziskal v roce 1958 Nobelovu cenu. Na bakterii E. coli byly také popsany procesy metabolismu dusiku
u bakterii, biosyntéza L-tryptofanu z indolu a L-serinu a dal$i. V oblasti biotechnologii se E. coli
pouziva také pro produkci rekombinantnich proteint, naptiklad byla pouzita pro produkci inzulinu.
[31, 46]

Zatimco mnoho kmenl je neSkodnych, nékteré kmeny mohou byt patogenni a mohou
vyvolavat prijmova a infekéni onemocnéni. Jednim z nejznaméjsich kment zpiisobujicim nebezpecné
epidemie je enterohemoragicky kmen serotypu E. coli O157:H7. Na zakladé serologické (antigenni)
charakterizace oznacuje O v tomto nazvt typ kmenového O-antigenu (somatického, t€lového antigenu,
lipopolysacharidu), kterého je u druhu E. coli v sou€asnosti popsano piiblizné 170 typt. H v nazvu
kmene oznacuje typ jeho H-antigeny (bi¢ikovy antigen, flagelarni protein). Virulentnim faktorem,
typickym pro kmen E. coli O157:H7, je Shiga toxin, ktery ma enterotoxické, neurotoxické a
cytotoxické ucinky a vysledkem infekce jeho producentem je poskozeni enterocytli (bun€k sliznice
stieva). Casto byly zdrojem epidemie hamburgery, a v USA se proto uZiva pro oznadeni infekce
zpusobené kmenem E. coli O157:H7 pojmu ,,hamburgerova nemoc*. [46]
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Obrazek 7: Escherichia coli (E. coli) [45]

252 Viry

Viry jsou nebunécné parazitické organismy. Samy o sob¢€ jsou neaktivni a k rozmnozovani
potiebuji hostitelskou buiiku, nemaji vlastni proteosynteticky aparat. Casto zptisobi smrt napadené
buriky. Stavba viru je velmi jednoducha. Zakladni cast tvoii nukleova kyselina DNA nebo RNA a
okolo ni je bilkovinny obal — kapsida. Dale maji nékteré viry jesté membranovy obal, jeden nebo vice
bi¢ikl (napt. nékteré bakteriofagy) nebo si v kapsidé prindSeji nékteré enzymy, potiebné pro
rozmnoZzeni viru (napf. reverzni transkriptaza u retrovirtl). Dllezité jsou povrchové glykoproteiny viru,
diky kterym se virova ¢astice mize vazat na specifické receptory bunék. [31]

2.5.3 Plisné

Mikroskopické vlaknité houby jsou mnohobunéné organizmy, patfici mezi houby, které
pokryvaji povrch substratu jemnym bilym nebo barevnym myceliem. Mezi plisné patii
fytomycety (pravé plisné) s rody Absidia, Mucor (pliseni hlavickova) a Rhizopus, vieckaté houby.
Plisné jsou vétSinou saprofytické, mohou byt uziteéné, produkuji-li antibiotika, organické kyseliny,
ptipadné enzymy v prumyslovém méfitku, nebo $kodlivé pusobici mykdzy lidi, zvitat i rostlin,
tvofici mykotoxiny, rozkladajici potraviny a krmivo, dievo, kiizi nebo papir. [31]

2.6  Hodnoceni antibakterialni u¢innosti

Obecné antibakterialni testy slouzi ke zjisténi miry toxicity pro zéstupce riznych skupin
bakterii. Rizné druhy bakterii mohou mit jinou odezvu na testovany material, a proto se testuji
vybrané bakterie vhodné pro danou aplikaci. Rozdilna odezva (vitalita buné€k) se o¢ekava u bakterii
G+ a G- vzhledem k rozdilné stavbé jejich bunééné stény. [32, 33] Pro komer¢ni vyrobky typu
samocisticich skel, betontl, materialti pro ¢isténi vody a vzduchu jsou zavedeny ISO normy. Ty slouzi
ke standardizaci testovani funk¢nosti téchto materialt.. [34] Pii testovani fotoaktivnich povrchu je
zapotiebi UV zafeni. Norma ISO 27447:2019 je vhodna pro testovani fotoaktivnich povrchd véetné
tenkych vrstev (tedy natérl) a soucasné téz pro textilni materialy. [35] Norma zahrnuje dvé metody:
metodu adheze filmu (pro tvrdé povrchy) a metodu adheze skla (pro textilie). U prvni metody se
testuji kmeny Escherichia coli a Staphylococcus aureus, u druhé také kmen Staphylococcus aureus a
Klebsiella pneumoniae. Z vybraného kmene se piipravi inokulum (po kultivaci pti 37 °C) a stanovi se
koncentrace bakterii bud’ optickym mikroskopem (pocitani) nebo métenim optické hustoty (takzvané
meéfeni zakalu pomoci densitometru). Roztok je ziedén piiddnim Zivného média na koncentraci.
Vzorky o rozmérech 5 x 5 cm a tloustce max. 1 cm jsou sterilizovany a umistény do Petriho misek s
navlhéenym filtranim papirem zajiSt'ujicim dostate¢nou vlhkost vzorku pii osvitu (zabranujici
vysychani buné€k), inokulovany pfipravenou suspenzi daného bakteridlniho kmene, zakryty UV
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propustnym vikem a umistény do fotoreaktoru. Pro metodu adheze filmu je inokulovany vzorek, pied
umisténim do TK, jest¢ zakryt propustnou folii, kterd zajistuje rovnomérnou distribuci bakterii. Pro
metodu adheze skla je naopak vzorek textilie (pfip. podobného materialu) umistén nejprve na podlozni
sklo. Vzorky jsou vystaveny UV zafeni n¢kolik hodin o intenzité svétla dle pozadované aplikace (max.
0,25 mW/cm?). Cast vzorkii je umisténa do temného prostiedi bez piistupu UV (slouzi jako kontroly
fotokatalytického ucinku) a ¢ast vzorki je ihned dale zpracovana metodou ptimého oplachu. Oplach u
vSech vzorkt probih4 pomoci oplachového roztoku v sacku, ve kterém je vzorek promnut tak, aby celad
biomasa piesla do suspenze. Pocet vitalnich bakterii se zjisti prostfednictvim dilu¢ni metody v agaru.
Oplachova suspenze se odebere, piesné roziedi desetinnou fadou a zalije agarem v petriho miskach,
které jsou nasledné¢ inkubovany 24 hodin. Narostlé bakterie jsou automaticky ¢i manualné pocitany v
jednotkach CFU. Metoda je kvantitativni a vysledky maji tendenci byt reprodukovatelné za
predpokladu, Ze inokulum po pokryti tenkym filmem nebo sklem nevytece z cilové oblasti. Metoda
testuje bakteriostatické (rtst inhibujici) a baktericidni (usmrceni bakterii) vlastnosti. Mikrobiélni
koncentrace jsou standardizovany a bakterie jsou béhem inkuba¢ni doby zdsobovany zZivinami, coz jim
poskytuje dostate¢nou pfilezitost k rustu, pokud povrchy nejsou dostate¢né antimikrobialni. To je v
rozporu s nékterymi jinymi antimikrobialnimi testy, kde jsou mikroby ,,inkubovany“ v nevyzivnych
suspenzich, coz samo o sob&é mize byt po dlouhou dobu stresujici. Metoda stanovi trojnasobné
experimentovani, které pomaha védcim odhadnout piesnost jednotlivych testli a zvySuje celkovou
experimentalni pfesnost. Témé&f stejny postup je aplikovan u metody ISO 17094:2014 popisujici
stanoveni antibakterialni G¢innosti polovodici pii pokojovém osvétleni. [36] Rozdil je predevsim ve
zdroji zafeni (je navic pouzit filtr pohlcujici UV vinové délky specifikovany v normé ISO
14605:2013). [37] Testovaci metoda pro urceni fotokatalytické aktivity povrchii ve vodnych roztocich
pomoci degradace methylenové modii. Methylenova modi MB™ se fadi mezi velice oblibené testovaci
polutanty vodnych roztokli v polovodi¢ové fotokatalyze. Jeho popularita tkvi v jednoduchosti
stanoveni, jelikoZ vSe, co je potfeba k méfeni rychlosti fotokatalytického béleni MB* ve vodném
roztoku je UV/VIS spektrofotometrie. Samotné méfeni probiha v objemu 35 ml roztoku MB* o
koncentraci 10° M, cely systém je ozafovan zdrojem UVA zafeni o intenzité 1,0 mW-cm™ a kazdych
20 minut je roztok promichavan. Zména koncentrace MB*, jeZ je funkci doby ozafeni, je sledovana
spektrofotometricky pfimo nebo odb&rem vzorki. Pro tento test je adekvatni teplota laboratote 23 +
2°C, pH 55 a wvysoka C(istota barviva. Z rychlosti odbarveni methylenové modfi
(jednotky: molekuly-cm™-st) a UVA zafeni v jednotkach (pocet fotonli ‘cm?-s?) Ize uréit procentualni
fotonickou uc¢innost aktivniho vzorku. [34] Norma I1SO 22196 je navrzena tak, aby kvantitativné
testovala schopnost plasti inhibovat rist mikroorganismti (bakteriostatické) nebo je zabijet
(baktericidni) po dobu 24 hodin. Je to relativné citlivy test, coZ znamena, Ze dokaze detekovat
nizkotGroviiové antimikrobialni uéinky vyvijené po dlouhou dobu. Testovany mikroorganismus se
pfipravuje obvykle ristem v kapalném kultivanim médiu. Podle metody jsou specifikovany dva
reprezentativni mikroorganismy, Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Suspenze testovaného
mikroorganismu se standardizuje zfedénim v zivném bujonu (to umoziuje mikroorganismim rust
behem testu). Kontrolni a testovaci povrchy se naockuji mikroorganismy, v triplikatech, a poté se
mikrobialni inokulum piekryje tenkym sterilnim filmem. Zakrytim se inokulum rozsifi, zabrani jeho
odparovani a zajisti tésny kontakt s antimikrobialnim povrchem. Mikrobialni koncentrace se stanovi v
"Case nula" eluci nasledovanou zfedénim a nanesenim na plotny. Provede se kontrola, aby se ov¢filo,
ze metoda neutralizace/eluce UCinné neutralizuje antimikrobidlni c¢inidlo na testovaném
antimikrobidlnim povrchu. Naockované, zakryté kontrolni a antimikrobialni testovaci povrchy se
nechaji nerusené inkubovat ve vlhkém prostiedi po dobu 24 hodin. Po inkubaci se stanovi mikrobialni
koncentrace. Vypoéte se redukce mikroorganismii vzhledem k pocateénim Kkoncentracim a
kontrolnimu povrchu. [38]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Laboratorni pomicky

e Radiometr, Irradiance Meter X 97 LED 2700 K (400 — 800 nm)

e Termostat

e Plastové Petriho misky

e Erlenmayerovy banky

e Pipety (sklenéné, automaticke)

o Zkumavky

e Kryci sklicka (20 x 20 mm)

e Autoklav Vaposteri BMT, Brno

e LED svitidlo s teplotou chromati¢nosti 3100 K

e Laboratorni zdroj s nastavitelnym napétim 0 — 30 V, Basetech BT-305 A

e Laboratorni zdroj s nastavitelnym napétim 0 — 50 V, Joy-it JT-DPS5005

e Laboratorni vahy KERN 440-47N

e Testovaci komora

e Plastové vzorkovnice s uzavérem

e Spektrofotometr Thermo Spectronic Helios

e Minitfepacka MS 3 basic

e Folie ¢. 14 obsahujici 200 mg PyrZn na kg susiny laku a fotoaktivni vrstvu (PyrZn + CX-70),
VUT-2021-14

e Folie ¢. 17 obsahujici 50 mg PyrZn na kg susiny laku a fotoaktivni vrstvu (PyrZn + CX-70),
VUT-2022-17

e Fdlie ¢. 13 bez obsahu PyrZn obsahujici pouze fotoaktivni vrstvu, VUT-2021-13

3.2 Chemikalie

e Ethanol 96 %, PENTA

o Sterilni destilovana voda

e Sterilni voda s bujonem (ziedéné Zivné médium)

e Plate Count agar (PCA) Himedia, ref. M091-500G
e Bujon Nutrient Broth (w/1 % pepton)

e Fyziologicky roztok

3.3 Pouzita bakterie

Pro testovani antibakterialni aktivity fotoaktivnich povrchi byla pouzita bakterie E. coli CCM
3988 z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng.
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3.4  Otiskova metoda pro stanoveni antibakterialni u¢innosti

Jako prvni metoda pro stanoveni antibakteriélni aktivity fotoaktivnich povrchi jednotlivych folii,
byla pouzita otiskova metoda.

Obrdzek 8: Papirovd piedloha se srovndvaci a fotoaktivni f0lii pro testovani

V zavislosti na papirové piedloze byly jednotlivé folie s fotoaktivnim natérem a srovnavaci Cista
folie nastiihany a pfilepeny na piedlohu tak, aby byla pokryta kolecka na jednotlivé otisky, viz obr. 8.
Otisky byly pofizeny otisknutim prstli minimalné patnacti 0sob z fad studenti a pedagogt pfitomnych
na fakulté chemické VUT v Brné na predem vydesinfikovanou félii 70% ethanolem. Po otisknuti folii
na vSech vyznacenych mistech (kolecka na papirové ptedloze) byly takto ptipravené folie ulozeny na 4
hodiny do tmy a na svétlo pfi intenzité ozafeni 0,25 mW/cm?,

Obrdzek 9: Aparatura pro osvétlovani folii

Mezitim byl pfipraven roztok kultivaéniho média navazenim 3,5 g PCA agaru do Erlenmayerovy
baiiky, ktery byl rozpustén ve 150 ml sterilni vody. Zivné médium bylo poté sterilizovano v autoklavu
po dobu 15 minut. Po vysterilizovani bylo médium nalito do sterilnich plastovym Petriho misek. Po

24



ztuhnuti zivného média a uplynuti 4 h nepietrzitého ozafovani a ponechani folii ve tmé byly Petriho
misky otisknuty na jednotliva vyznacena kolecka testovanych folii, poté byly ulozeny do termostatu na
tyden pri teploté 26 °C. Po tydenni kultivaci byly vSechny narostlé kolonie bakterii spocitany a
vyhodnoceny.

Obrazek 10: Otisk Petriho misky na povrch félie

3.5 Stanoveni antibakterialni ucinnosti fotoaktivnich povrchi dle 1SO
27447:2019

Jako druh& metoda pro stanoveni antibakterialni aktivity fotoaktivnich vrstev byla pouZzita metoda
adheze filmu dle 1SO normy 27447:2019, jako testovaci kmen byla pouZita jiz zminéna gramnegativni
bakterie E. coli.

Sterilni Zivné médium (bujén Nutrient Broth) o objemu 50 ml bylo nao¢kovano kulturou E. coli
CCM 3988 (jeden Zelatinovy platek) a ulozené do termostatu pii teploté 37 °C po dobu 24 h. Do
experimentu byla pouzita 24 hodinova kultura.

Po kultivaci byla kultura vyjmuta z termostatu a byla zméfena absorbance na jednopaprskovém
spektrofotometru pii vinové délce 600 nm v 1 cm Kyveté. Vysledna absorbance se pii jednotlivych
experimentech pohybovala v rozmezi od 0,957-1,063. Suspenze byla fedéna ziedénym Zivnym
roztokem (1:500) promichanim 3 ml suspenze s 6 ml ziedéného zivného roztoku na absorbanci
piiblizné 0,5 pfi 600 nm, odpovidajici pfiblizné 2-108 CFU/ml, napfiklad: 100 pl suspenze do 9,9 ml
zfedéného zivného roztoku (1:500). Experiment probihal pfi laboratorni teploté 24 °C.

Pfedem nastifhané srovnavaci cisté folie a folie s fotoaktivnim natérem do tvaru ¢tverecku
(3%3 cm) byly vydesinfikovany 70 % ethanolem a osuSeny, poté byly umistény na zahnuté sklenéné
ty¢inky do dvou Petriho misek, na jejichz dno byl umistén filtra¢ni papir, ktery byl zalit 5 ml sterilni
vody, aby nedochazelo k vysychani bunék a byla udrzena dostate¢na vlhkost vzorku. Na jednotlivé
testovaci a srovnavaci folie bylo z vysledné nafedéné suspenze odpipetovano po 24 pl a suspenze byla
prikryta krycim sklickem 20%20 mm, které zajistuje rovnomérnou distribuci bunék. Pti kazdém
experimentu byly do obou Petriho misek s navlhéenym filtranim papirem vlozeny dvé srovnavaci
folie (2 vzorky porovndvaci) a dvé folie s fotoaktivnim natérem (2 vzorky s aktivni vrstvou)
v zavislosti na testované folii. Dale byly dvé srovnavaci folie a dvé folie s fotoaktivnim natérem
vloZzeny do ¢ty prdzdnych mensich Petriho misek (v kazdé Petriho misce jedna folie) pro okamzité
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testovani vytéznosti ,,Recovery test“, na které bylo opét odpipetovano po 24 pl suspenze a ta byla
prikryta krycim sklickem.

Po uzavieni Petriho misky sklenénym vikem byla jedna ulozena na 4 hodiny do tmy a druh& na
4 hodiny do testovaci komory pii intenzit¢ ozafeni 0,25 mW/cm? LED svitidlem s teplotou
chromati¢nosti 3100 K za podminek 26,8 V, 0,5 A a 14, 3W.

Obrazek 12: UloZeni Petriho misky do testovaci komory béhem ozarovani

Petriho misky pro stanoveni vytéznosti byly ihned zpracovavany. Do plastové vzorkovnice 0
objemu 50 ml s vickem bylo odpipetovano 15 ml fyziologického roztoku a pomoci pinzety do ni byla
vlozena folie s krycim sklickem. Takto pfipravena vzorkovnice byla dukladné uzaviena vickem a
protiepavana po dobu 1 minuty aby se bakterialni suspenze E. coli uvolnila do roztoku. Po uplynuti
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této doby byl odpipetovan 1 ml roztoku obsahujici bakterialni kmen E. coli do zkumavky s 9 ml
fyziologického roztoku, zkumavka byla par sekund dukladné promichana na minitfepacce a z toho
roztoku byl déle odpipetovadn 1 ml do zkumavky s obsahem 9 ml fyziologického roztoku (ziedéno
100x%). Takto ziedény roztok vzorku byl po 1 ml odpipetovan do tiech Petriho misek. (Stejna piiprava
vzorku se stejnym fedénim byla opakovana pro dalsi tfi folie). Roztok vzorku byl zalit pfipravenym
zivnym médiem, které bylo sterilizovano v autoklavu po dobu 15 minut a ochlazeno na laboratorni
teplotu, po ztuhnuti byla nalita druhd vrstva zivného média. Po ztuhnuti i druhé vrstvy zivného média
byly Petriho misky pievraceny dnem vzhiru a ulozeny do termostatu na 48 h ke kultivaci za teploty
37 °C. Po provedeni testu vytéznosti bylo pfipraveno fedéni vzorku 107 testovaci kultury E. coli, které
bylo pfipraveno fedénim vychoziho inokula do za sebou jdoucich sedmi zkumavek s obsahem 9 ml
fyziologického roztoku. Do prvni zkumavky byl napipetovan 1 ml vychoziho inokula E. coli, ta byla
fadné promichéna na minitfepacce, z takto piipraveného roztoku vzorku byl odpipetovan 1 ml do
druhé zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku, ta byla opét promichana a takto bylo pokracovano az
do ptipravy zkumavky ¢islo 7. Z té byl poté odpipetovan 1 ml roztoku vzorku do téech Petriho misek,
které byly zality pfipravenym zivnym médiem ve dvou vrstvach a uloZeny do termostatu na 48 h za
teploty 37 °C.

Po uplynuti 4 hodin expozice ve tmé a na viditelném svétle byly srovnavaci folie a folie
s fotoaktivni vrstvou zpracovany obdobnym zpusobem jako folie pro stanoveni testu vytéznosti
s rozdilem fedéni ptipraveného vzorku, viz vysledky jednotlivych experimentti.

Po 48 hodinové kultivaci byly vS§echny narostlé kolonie bakterie E. coli spoéitany pomoci lupy na
¢erném podkladu a vyhodnoceny. Maximalni pocet kolonii na misce u vSech vzorkli nesmi byt vétsi
nez 300.

4 Vysledky a diskuse

Byla stanovena antibakterialni aktivita u jednotlivych folii Lotus s rozdilnym obsahem PyrZn
s fotoaktivni vrstvou a to u folie ¢. 13, 17 a 14. Jednotlivé folie obsahovaly rozdilné mnozstvi
pyrithionu zine¢natého, ktery vykazuje antibakterialni ucinek a fotoaktivni ¢asti. Byly pozorovany
rozdilné vysledky narustu bakterialnich kolonii pti ponechani jednotlivych félii na viditelném svétle,
aby se potvrdil fotoaktivni i€inek ¢i ve tme.

4.1  Vysledky stanoveni antibakterialni u¢innosti metodou otisku

Antibakterialni aktivita byla jako prvni stanovena metodou otisku Petriho misek na folie s
fotoaktivni vrstvou a srovnavaci folie, kde byly provedeny celkem tii experimenty s folii ¢. 14, kde
bylo pouzito 24 Petriho misek k otisknuti testovanych félii na kazdy experiment (12 osvétleni, 12
tma), jeden experiment s folii ¢. 13 za pouziti 23 Petriho misek, jelikoz jedna Petriho miska po
otisknuti srovnavaci folie byla znehodnocena a jeden experiment s folii ¢. 17, také za pouziti 24
Petriho misek. Vysledné poéty jednotlivych bakterialnich kolonii u testovanych folii Lotus jsou si

velice podobné.
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4.1.1 Experimenty s folii ¢. 14

V tab. 1 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomnych kolonii na jednotlivych otisknutych Petriho
miskach u prvniho experimentu s folii ¢. 14 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice
vyskytovaly pod viditelnym zafenim ¢i ve tmé. Na obr. 13 je viditelny mensi narust bakterii na folii ¢.
14 oproti srovnavaci folii. Lze také pozorovat nepatrné mensi narust bakterii na folii ¢. 14 po

ozafovani.

Tabulka 1: Pocet kolonii stanovenych metodou otisku pii prvnim experimentu s félii é. 14

Otiskova metoda, prvni experiment s folii €. 14 — pocet osob 12
Aritmeticky pramér Smérodatna
Tma/dh P odchylka vybérova
(%) ()
Shoviavacl 57 |54 | 51|62 31|48 51 10,7
folie
Folie ¢. 14 40128142 |139|38 |11 33 11,8
Aritmeticky pramér Smérodatna
Osvétleni/4h ()T()y P odchylka vybérova
(s)
Srovnavacl | g1 | 70 [ 68 | 74 | 61 | 73 68 5,1
folie
Folie ¢. 14 54149 |55|51|63|56 55 48

V tab. 2 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomnych kolonii na jednotlivych otisknutych Petriho
miskach u druhého experimentu s folii ¢. 14 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice
vyskytovaly pod viditelnym zafenim ¢i ve tmé. Na obr. 13 je viditelny mensi narist bakterii na folii €.
14 oproti srovnavaci folii. Lze také pozorovat nepatrné mens$i nartst bakterii na folii ¢. 14 po

ozafovani, stejn€ jako u prvniho experimentu.

Tabulka 2: Poéet kolonii stanovenych metodou otisku p¥i druhém experimentu s félii ¢é. 14

Otiskova metoda, druhy experiment s folii ¢. 14 — poéet osob 15
Aritmeticky pramér Smérodatna
Tma/4h “yp odchylka vybérova
(X) (s)
Srovnavact 71|27 |52|38|34]|51 46 15,8
folie
Folie ¢. 14 22 |48 |1 43|28 | 47 | 29 36 11,2
Aritmeticky pramér Smérodatna
Osvétleni/4h P odchylka vybérova
(X) (s)
Srovnavaci 81|62|72|62|52]35 61 16,0
folie
Folie ¢é. 14 56 |46 | 36 |53 | 31|48 45 9,7
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V tab. 3 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomnych kolonii na jednotlivych otisknutych Petriho
miskach u tfetiho experimentu s folii ¢. 14 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice
vyskytovaly pod viditelnym zafenim ¢i ve tmé. Na obr. 13 je viditelny znatelné mensi narast bakterii
na folii ¢. 14 oproti srovnavaci folii. Lze také pozorovat nepatrné mensi narist bakterii na folii ¢. 14

po ozatfovani, stejn€ jako u prvniho a druhého experimentu.

Tabulka 3: Pocet kolonii stanovenych metodou otisku p¥i tFetim experimentu s foélii ¢ 14

Otiskova metoda, tieti experiment s félii ¢. 14 — pocet osob 20
Aritmeticky pramér Smérodatna
Tma/ah P odchylka vybérova
(%)
I (s)
Srovnavach | 6o | 43 | 58 | 46 | 73 | 53 56 11,4
folie
Folie ¢é. 14 22148 | 25|13 |15 12 23 13,5
Aritmeticky pramér Smérodatna
Osvétleni/4h ()T{)y P odchylka vybérova
(s)
SITDEVES 51|56 |61|67]|55]48 56 6.9
folie
Folie ¢. 14 1227|2618 | 7 | 2 20 19,5
90

CFU

Srovnavaci folie  Folie €. 14 tma  Srovnavaci folie Folie ¢. 14 svétlo
tma svétlo

Obrazek 13: Grafické zndzornéni priimérného poétu kolonii na testované f0lii ¢. 14 a
srovnavaci félii po expozici ve tmé a pod osvétlenim p¥i provadénych experimentech

4.1.2 Experiment s folii ¢. 13

V tab. 4 jsou vyhodnoceny vysledky piitomnych kolonii na jednotlivych otisknutych Petriho
miskach u experimentu s folii ¢. 13 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice vyskytovaly pod
viditelnym zatenim ¢i ve tmé. Na obr. 14 Ize pozorovat téméf totozny narust bakterii na folii ¢. 13 a
na srovnavaci folii. Posledni Petriho miska pii otisknuti srovnavaci folie po expozici ve tmé byla
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znehodnocena a namohla byt dale pouzita pro dany experiment. Lze také pozorovat totozny nartst
bakterii na folii ¢. 13 po ozatfovani i po expozici ve tmé.

Tabulka 4: Pocet kolonii stanovenych metodou otisku pii experimentu s félii & 13

Otiskova metoda — pocet osob 21
Aritmeticky Smérodatni
Tma/dh TMeticKy odchylka vybérova
prumér (X) ()
Srovnavacl | 55 | 41| 7 |27 [11] - 16 9,1
folie
Folie &. 13 2313327 (35|22|17 26 6,9
. L, Smérodatna
Osvétleni/4h Anot mgtldfy odchylka vybérova
prumér (X) ()
Srovnavaci 16| 24 | 62 | 59 | 26 | 23 35 20,1
folie
Folie ¢. 13 23122281535 | 22 24 6,7
60
50
40
-
LL
O

30 T -
0 |
10

0 . . .

Srovnavaci folie Folie ¢. 13 tma Srovnavaci folie  Folie &. 13 svétlo
tma svétlo

Obrazek 14: Grafické zndzornéni priimérného poétu kolonii na testované f0lii ¢é. 13 a
srovnévaci félii po expozici ve tmé a pod osvétlenim

4.1.3 Experiment s folii ¢. 17

V tab. 5 jsou vyhodnoceny vysledky ptitomnych kolonii na jednotlivych otisknutych Petriho
miskach u experimentu s folii ¢. 17 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice vyskytovaly pod
viditelnym zatenim ¢i ve tmé. Na obr. 15 lze pozorovat témét totozny narust bakterii na folii ¢. 17 a
na srovnavaci folii pti expozici 4h ve tmé. Po 4h ozafovani lze pozorovat nepatrné mensi nartst
bakterii na folii ¢. 17 v porovnani se srovnavaci folii bez fotoaktivniho natéru.
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Tabulka 5: Pocet kolonii stanovenych metodou otisku pii experimentu s foélii & 17

Otiskova metoda — pocet osob 20

Aritmeticky prumér Smérodatna
Tma/dh P odchylka vybérova
(%)
I (s)
Shoviavacl 8 |66|45[39|56| 4 36 25,3
folie
Folie &. 17 44 |20 |22 |34 | 4 |48 29 16,5
Aritmeticky prumér Smérodatna
Osvétleni/4h ()_()y P odchylka vybérova
(s)
Shoviavacl 27|56 |78 |49 |42 | 34 48 18,1
folie
Folie &. 17 35(20(23|39|64 |34 36 15,6

70

60

50

40

CFU

30

20

10

Obrazek 15: Grafické zndzornéni priimérného poétu kolonii na testované f0lii ¢é. 17 a

Srovnavaci folie tma

Folie ¢. 17 tma

svétlo

Srovnavaci folie

Folie ¢. 17 svétlo

srovnévaci félii po expozici ve tmé a pod osvétlenim

Tabulka 6: Priimérné vysledky experimentii s jednotlivymi féliemi metodou otisku

Celkové vyhodnoceni experimenti

TMA OSVETLENI
Pocet Smérodatna Pocet Smérodatna

bakteriélnich odchylka bakterialnich odchylka

kolonii (CFU) vybérova (s) kolonii (CFU) vybérova (s)
Srovnavaci Srovnavaci
folie 42 20,1 folie 54 17,8
Folie ¢. 14 31 12,9 Folie ¢. 14 38 19,2
Folie ¢. 13 26 6,9 Folie ¢. 13 24 6,7
Folie ¢. 17 29 16,5 Folie ¢. 17 36 15,6
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80

70

B Primérné hodnoty -
TMA

CFU

B Primérné hodnoty -
OSVETLEN{

Srovnavaci Folie ¢. 14 Folie ¢. 13 Folie ¢. 17
folie

Obrazek 16: Celkové grafické zndzornéni poétu kolonii na viech testovanych féliich
po 4h expozici ve tmé a pod osvétlenim

Vysledky byly pozorovany po vypocitani primérmého obsahu zjistén¢ho poctu bakterii na Zivném
médiu, kde 1ze pozorovat nejvétsi narist bakterii na srovnavaci folii a to jak za tmy, tak za svétla, ktera
nevykazuje fotoaktivni Gi¢innost ani schopnost inhibovat rist bakterii (bakteriostaticky ucinek) ¢i je
hubit (baktericidni G¢inek). Co se tyce jednotlivych testovanych folii Lotus s fotoaktivnim natérem, pii
vyhodnoceni vysledkd za tmy, lze pozorovat témér totozné vysledky nartstu bakterii u vSech tii typi
folii, pti porovnani s osvétlenim prostiednictvim LED svitidla je poéet bakterii nepatrné vyssi, ¢imz
byl prokazan fotoaktivni Gcinek. U folie ¢. 13 byl napocitan nejmensi pocet bakteridlnich kolonii,
které byly ale velkého vzristu a pokryvaly téméf celou Petriho misku, u této testované folie, byl
fotoaktivni ti€inek pozorovan jako nejmensi.

4.2  Vysledky stanoveni antibakteridlni ucinnosti dle ISO normy 27447:2019

Antibakterialni aktivita byla dale stanovena dle ISO normy 27447:2019, kde byly provedeny
celkem dva experimenty s folii ¢. 17, dva experimenty s folii ¢. 13 a tfi experimenty s folii ¢. 14. Pti
vyhodnoceni vysledkti  antibakterialni u¢innosti testovanych folii lze konstatovat, ze nejvétsi
fotoaktivni schopnost vykazuje folie ¢. 17 s obsahem 50 mg PyrZn + fotoaktivni natér a folie ¢. 14
s obsahem 200 mg PyrZn + fotoaktivni natér, jelikoz pfi ozafovani UV svétlem zde byl stanoven
nejmensi pocet kolonii bakterie E. coli. Za tmy byl nepatrné mensi pocet kolonii stanoven u
folie ¢. 13.
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4.2.1 Experimenty s folii ¢. 14

V tab. 7 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
prvniho experimentu s folii ¢. 14 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové
expozice vyskytovaly pod osvétlenim ¢i ve tmée.

Tabulka 7: Pocet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i prvnim experimentu s folii ¢. 14
1. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 14 obsahujici 200 mg PyrZn

Absorbance nezfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,979

Absorbance ziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,427

Intenzita ozafeni: 0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)

Intenzita osvétleni: 900 Ix

TMA | OSVETLENI
Srovnavaci folie

Folie_1, zfedéno 10x | 193 | 186 | 202 | Folie 1, ziedéno 10x | 295 | 274 | 302

Folie 1, zfedéno 100x | 27 18 24 Folie_2, zfedéno 10x | 297 | 292 | 285

Folie_2, zfedéno 10x | 235 | 196 | 221

Folie_2, zfedéno 100x | 23 30 26

Folie ¢. 14

Félie_1, zfedéno 10x | 223 | 212 | 235 | Félie_1, ziredéno 10x | 256 | 235 | 275

Félie_1, zfedéno 100x | 22 20 20 | Félie_1, zfedéno 100x | 28 23 20

Foélie 2, zfedéno 10x | 291 | 282 | 305 | Folie 2, ziredéno 10x | 228 | 226 | 259

Folie_2, zfedéno 100x | 28 42 38 | Folie 2, ziedéno 100x | 25 31 22

Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 14

Folie_1, zfedéno 100x | 52 | 47 | 49 | Félie 1,zfedéno100x | 47 | 36 | 34

Folie_2, zfedéno 100x | 43 42 50 | Félie_2, ziedéno 100x | 53 48 46

Vytéznost srovnavaci folie: 47,7 % Vytéznost Lotus félie ¢. 14: 44,5 %

Redéni vzorku E. coli

107 181 | 201 | 175

33



Tabulka 8: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu p¥i prvnim
experimentu

Primérmy pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= |2952633

Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po

dobu ozafovani vzorki Bo= | 1415282
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _

Y o Co= /1694373
dobu ozatovani vzorkil
Primérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na B, = | 1817487
vzorku bez aktivni vrstvy -
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na C = | 1178445

L=

vzorku s aktivni vrstvou

Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,19

Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 027
stanovend filmovou metodou - ’

Antibakterialni aktivita vSech fotoaktivnich povrchii byla vypocitana podle nasledujicich vzoret,
kde jednotlivé proménné jsou vysvétleny v tabulce s vysledky antibakterialni aktivity jednotlivych
testovanych folii:

8o =[iog (%) - tog (2] = 00 (2) 2

s, =109 (%) - o (29) 1o ()] = o (2) -0 (22 @

V tab. 9 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
druhého experimentu s folii ¢. 14 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové
expozice vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmé.

34




Tabulka 9: Poéet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 pii druhém experimentu s folii ¢. 14

2. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 14 obsahujici 200 mg PyrZn

Absorbance neziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,962

Absorbance ziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,406

Intenzita ozaieni:

0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)

Intenzita osvétleni: 900 Ix
TMA | OSVETLENI
Srovnavaci folie
Folie_1, zfedéno 10% 207 | 198 | 238 | Folie 1, zfedéno 10x | 252 | 229 | 202
Folie 1, zfedéno 100x 28 21 22 | Folie_2, zfedéno 10x | 262 | 204 | 216
Folie_2, ziedéno 10x 220 | 201 | 194
Folie 2, ziedéno 100x 23 22 18
Folie ¢. 14
Folie 1, ziedéno 10x 284 | 258 | 232 | Folie 1, ziedéno 10x | 204 | 225 | 195
Folie_1, zfedéno 100x 33 28 30 |Fdlie_1, ziedéno 100x | 33 20 22
Folie_2, zfedéno 10% 294 | 271 | 298 | Folie 2, zfedéno 10x | 176 | 211 | 219
Folie 2, zfedéno 100x | 30 26 64 |Folie 2, ziedéno 100x | 21 22 18
Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 14
Folie 1, ziedéno 100x 54 44 52 | Fdlie 1, ziedéno 100x | 31 38 46
Folie_2, ziedéno 100x 38 40 51 |Fdlie 2, ziedéno 100x | 42 46 45
VytéZnost srovnavaci folie: 49,6 % Vytéznost Lotus folie ¢. 14: 44,1 %
Redéni vzl(z)l;ku E. coli 184 | 177 | 167




Tabulka 10: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu pii druhém

experimentu

Pramérmy pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= {2910900
Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po _
Y o Bo = | 1355290
dobu ozafovani vzorki
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _
Y o Co = | 1954685
dobu ozatovani vzorkil
Primérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
- BL = | 1424150
vzorku bez aktivni vrstvy
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L CL= | 959867
vzorku s aktivni vrstvou
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,17
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 033
L= 1

stanovena filmovou metodou

V tab. 11 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
tietiho experimentu s folii ¢. 14 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové expozice

vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmée.
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Tabulka 11: Pocet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i tietim experimentu s folii ¢. 14

3. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 14 obsahujici 200 mg PyrZn

Absorbance nezfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,924

Absorbance ziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,397

Intenzita ozaieni:

0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)

Intenzita osvétleni: 900 Ix
TMA | OSVETLENI
Srovnavaci folie
Folie_1, zfedéno 10x | 181 | 164 | 148 | Fdlie 1, zfedéno 10x | 208 | 221 | 202
Folie_1, zfedéno 100x | 14 19 23 | Folie_2, zfedéno 10x | 145 | 201 | 216
Folie 2, zfedéno 10x | 146 | 162 | 185
Folie 2, zfedéno 100x | 19 24 18
Folie ¢. 14
Folie_1, zfedéno 10x | 247 | 205 | 238 | Fdlie 1, ziedéno 10x | 132 | 116 | 101
Folie_1, zfedéno 100x | 24 21 23 | Félie_1, ziedéno 100x | 14 12 19
Folie 2, zfedéno 10x | 264 | 251 | 228 | Félie 2, ziedéno 10x | 124 | 106 | 112
Folie_2, ziedéno 100x | 30 27 24 | Folie 2, ziedéno 100x | 21 17 19
Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 14
Folie_1, ziedéno 100x | 41 43 37 | Folie_1, ziredéno 100x | 42 44 42
Folie_2, ziedéno 100x | 38 40 49 | Folie_2, ziredéno 100x | 45 46 40
VytéZnost srovnavaci folie: 51,9 % Vytéznost Lotus folie ¢. 14: 54,2 %
Redéni Vzlool;ku E. coli 148 | 137 | 164
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Tabulka 12: Vysledky antibakterialni aktivity fotoaktivniho povrchu pi¥i tietim

experimentu

Pramérmy pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= | 2587467
Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po _
Y o Bo = [ 1124713
dobu ozafovani vzorki
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _
Y o Co = | 1524832
dobu ozatovani vzorkil
Priamérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
- BL = | 1244697
vzorku bez aktivni vrstvy
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L CL= | 657822
vzorku s aktivni vrstvou
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,28
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 041
L= 1

stanovena filmovou metodou

U vsech experimentl s folii ¢. 14 dle ISO 27447:2019 byla stanovena znatelnd fotoaktivni
ucinnost. Pocet jednotlivych kolonii bakterie E. coli byl vyssi nez ve srovnani s folii ¢ 17, ktera

obsahuje méné PyrZn.

4.2.2 Experimenty s félii ¢. 13

V tab. 13 jsou vyhodnoceny vysledky ptitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u

w

prvniho experimentu s folii ¢. 13 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové

expozice vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmé.
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Tabulka 13: Polet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i prvnim experimentu s félii & 13

1. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 13 bez PyrZn
Absorbance nezfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,957
Absorbance zfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,402
Intenzita ozafeni: 0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)
Intenzita osvétleni: 900 Ix
TMA OSVETLENI
Srovnavaci folie

Folie 1, zfedéno 10x 205 | 176 221 | Félie 1, zfedéno 10x | 209 229 199
Folie_1, zfedéno 100x | 24 21 25 Folie_2, zfedéno 10x | 190 | 205 | 229

Folie_2, ziedéno 10x 226 | 215 | 229

Folie_2, zfedéno 100x 28 29 32

Folie ¢. 13

Folie_1, zfedéno 10x 263 | 252 269 | Folie 1, ziredéno 10x 172 154 161
Félie 1, zfedéno 100x 22 25 31 | Folie 1, zifedéno 100% 18 12 19

Folie 2, ziedéno 10x 247 | 261 236 | Félie 2, zfedéno 10x 149 163 152
Folie_2, zfedéno 100x 19 25 23 | Folie 2, ziedéno 100x 9 11 13

Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 13

Folie_1, zfedéno 100x 41 47 59 | Fdlie_1, zfedéno 100x | 38 43 42
Félie 2, ziedéno 100x 46 52 48 | Félie 2, zfedéno 100x | 31 38 33

VytéZnost srovnavaci folie: 47,8 % VytéZnost Lotus folie ¢. 13: 36,7 %
Redéni vzl(z)l;ku E. coli 191 205 180
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Tabulka 14: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu pFi prvnim

experimentu

Pramérmy pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= |3056967
Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po _
Y o Bo = [ 1493010
dobu ozafovani vzorki
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _
Y o Co = |1594213
dobu ozatovani vzorkil
Priamérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
- BL= | 1315643
vzorku bez aktivni vrstvy
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L CL= | 971343
vzorku s aktivni vrstvou
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,13
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 016
L= 1

stanovena filmovou metodou

V tab. 15 jsou vyhodnoceny vysledky pfitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
druhého experimentu sfolii ¢. 13 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové

expozice vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmé.
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Tabulka 15: Pocet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i druhém experimentu s folii ¢. 13

2. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 13 bez PyrZn
Absorbance nezfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,960
Absorbance zfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,396
Intenzita ozafeni: 0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)
Intenzita osvétleni: 900 Ix
TMA OSVETLENI
Srovnavaci folie
Folie 1, zfedéno 10x 266 | 243 | 231 | Félie 1, zfedéno 10x | 186 | 206 | 213
Félie 1, zfedéno 100x 17 25 16 Folie 2, zfedéno 10x | 222 | 205 | 212
Folie_2, ziedéno 10x 229 | 241 | 258
Folie_2, zfedéno 100x 31 34 28
Folie ¢. 13
Folie_1, zfedéno 10x 270 | 282 | 258 | Félie 1, zfedéno 10x | 143 152 136
Félie 1, zfedéno 100x 33 26 29 Folie 2, zfedéno 10x | 191 153 | 161
Folie 2, ziedéno 10x 283 | 272 | 293
Folie_2, zfedéno 100x 32 22 34
Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 13
Folie_1, zfedéno 100x 42 45 38 | Fdlie 1, zfedéno 100x | 37 34 29
Félie 2, ziedéno 100x 33 42 31 | Folie 2, ziedéno 100x | 40 34 39
VytéZnost srovnavaci folie: 39,4 % Vytéznost Lotus folie ¢. 13: 36,3 %
Redéni vzl(z)l;ku E. coli 183 | 175 | 193
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Tabulka 16: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu pii druhém
experimentu

Primérny pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= |2410100

Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po

dobu ozafovani vzorki Bo= | 1553523
Primérny pocet zivych bun€k na vzorku s aktivni vrstvou ulozenych v temnu po Co = | 1729847
dobu ozafovani vzorki

Priamérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na B.= | 1297907
vzorku bez aktivni vrstvy

Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na cL= | 976560

vzorku s aktivni vrstvou

Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,12

Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 017
stanovend filmovou metodou - ’

4.2.3 Experimenty s folii ¢. 17

V tab. 17 jsou vyhodnoceny vysledky ptitomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
prvniho experimentu s folii ¢. 17 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové
expozice vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmé.
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Tabulka 17: Pocet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i prvnim experimentu s folii ¢. 17

1. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 17 obsahujici 50 mg PyrZn
Absorbance neziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 1,063
Absorbance ziedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,470
Intenzita ozareni: 0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)
Intenzita osvétleni: 900 Ix
TMA | OSVETLENI
Srovnavaci folie
Folie_1, zfedéno 10x | 252 | 272 | 266 | Félie 1,zFedéno 10x | 266 | 275 | 244
Folie 1, zfedéno 100x | 29 38 37 Folie 2, zfedéno 10x | 252 | 240 | 263
Folie 2, zfedéno 10x | 274 | 281 | 275
Folie_2, zfedéno 100x | 34 37 32
Folie ¢. 17
Folie_1, zfedéno 10x | 230 | 239 | 246 | Félie 1, zfedéno 10x | 106 | 118 | 116
Folie 2, zfedéno 10x | 238 | 246 | 256 | Félie 2, zfedéno 10x | 126 | 138 | 129
Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 17
Folie_1, zfedéno 100x | 79 87 71 | Folie_1, zfedéno 100x | 41 50 37
Folie_2, zfedéno 100x | 62 69 56 | Folie_2, zfedéno 100x | 31 43 44
VytéZnost srovnavaci folie: 67,0 % VytéZnost Lotus folie ¢. 17: 38,9 %

Redéni vzorku E. coli

107 217 | 192 | 185

Tabulka 18: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu pFi prvnim

experimentu

Primérny pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= |4423733
Primérny pocet zivych bun€k na vzorku bez aktivni vrstvy uloZenych v temnu po _
S o Bo = | 1924950
dobu ozarovani vzorkll
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _
Y o Co = | 1518050
dobu ozatovani vzorkll
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L BL= | 1606733
vzorku bez aktivni vrstvy
Primérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L CL= | 764763
vzorku s aktivni vrstvou
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,32
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 022
L= 1

stanovena filmovou metodou
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V tab. 19 jsou vyhodnoceny vysledky pritomné bakterie E. coli na jednotlivych Petriho miskach u
druhého experimentu s folii ¢. 17 dle ISO 27447:2019 v zavislosti, zda se po dobu 4 hodinové
expozice vyskytovaly pod viditelnym svétlem ¢i ve tmé.

Tabulka 19: Poéet kolonii E. coli dle ISO 27447:2019 p¥i druhém experimentu s folii ¢. 17
2. Experiment s E. coli dle ISO normy 27447:2019 na félii ¢. 17 obsahujici 50 mg PyrZn

Absorbance neziedéného inokula v 1 cm kyveté: A =1,019

Absorbance zfedéného inokula v 1 cm kyveté: A = 0,442

Intenzita ozafeni: 0,25 mW/cm? (400 — 800 nm)

Intenzita osvétleni: 900 Ix

TMA | OSVETLENI
Srovnavaci folie

Folie_1, zfedéno 10x | 214 | 223 | 231 | Félie 1, zfedéno 10x | 162 | 208 | 213

Félie_1, zfedéno 100x | 23 26 24 | Félie_2, ziedéno 10x | 178 | 149 | 154

Folie_2, zfedéno 10x | 209 | 215 | 232

Folie_2, zfedéno 100x | 17 14 24

Folie ¢. 17

Folie 1, zfedéno 10x | 237 | 251 | 229 | Folie 1, ziedéno 10x | 73 92 83

Folie 2, zfedéno 10x | 255 | 260 | 251 | Folie 2, ziredéno 10x | 68 73 85

Test vytéZnosti
Srovnavaci folie Folie ¢. 17

Folie_1, zifedéno 100x | 64 55 67 | Folie_1, zifedéno 100x | 57 43 59

Félie_2, zfedéno 100x | 61 56 59 | Folie_2, ziredéno 100x | 41 42 39

Vytéznost srovnavaci folie: 57,2 % Vytéznost Lotus félie ¢. 17: 44,4 %

Redéni vzorku E. coli

v 217 | 192 | 185
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Tabulka 20: Vysledky antibakteridalni aktivity fotoaktivniho povrchu pii druhém

experimentu

Pramémy pocet zivych bunék na neopracovaném vzorku okamzité po inokulaci A= |3776867
Primérny pocet zivych bunék na vzorku bez aktivni vrstvy uloZzenych v temnu po _
. o Bo = | 1381373
dobu ozatrovani vzorkt
Primérmy pocet zivych bunék na vzorku s aktivni vrstvou uloZenych v temnu po _
L o Co = | 1547263
dobu ozatrovani vzorkt
Primérny pocet zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
_ BL= |1110107
vzorku bez aktivni vrstvy
Pramérny pocet Zivych bunék po osvétleni viditelnym zafenim s intenzitou L na _
L CL= | 494540
vzorku s aktivni vrstvou
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni s intenzitou L RL= 0,35
Antibakterialni aktivita fotoaktivniho povrchu po osvétleni viditelnym zafenim AR =| 040
stanovena filmovou metodou - ’
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Obrazek 17: Celkové grafické zndazornéni poétu kolonii na vsech testovanych f6liich

dle 1SO 27447:2019
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vhodnou metodou stanovit antibakterialni aktivitu/G¢innost na
fotoaktivnim povrchu testovanych foliich Lotus ¢. 13, 14 a 17 obsahuyjicich odlisné mnozstvi
pyrithionu zine¢natého v kombinaci s fotoaktivni vrstvou a otestovat opakovatelnost této metody pro
ozateny i neozateny povrch. Jako prvni testovana metoda byla pouzita metoda otisku Petriho misek na
jednotlivé folie. Pii této testované metod¢, se vysledky nardstu jednotlivych bakterii mezi jednotlivymi
féliemi vyrazné neliSily. Antibakteridlni G¢inek testovanych folii Ize vyhodnotit jako pozitivni
V porovnani s nartistem bakteridlnich kolonii na srovnavaci folii. Lze pozorovat mensi narist bakterii
(snizeni CFU) ve tm¢, v dasledku pfitomnosti antibakterialni latky PyrZn. Metoda otisku je
v porovnani s metodou dle ISO normy 27447:2019 zna¢né jednodussi na piipravu a neni tak ¢asové

naro¢na. Nevyhoda této metody spociva v omezeni na maximalné dva rady CFU.

Dale byla pouzita jiz zminéna metoda adheze filmu vychazejici z ISO normy 27447:2019, pii
které byla pouzita bakterie E. coli. U félie ¢. 13 byl za tmy pozorovan vétsi nebo srovnatelny pocet
CFU jako u srovnavaci folie z davodu neptitomnosti antibakterialni latky PyrZn, po osvétleni byl
pocet CFU zna¢né mensi, proto lze fotoaktivni ucinek této folie povazovat za pozitivni. Jako folie
S nejveétsim fotoaktivnim G¢inkem se ukazala folie ¢ 17 obsahujici 50 mg PyrZn + fotoaktivni vrstvu a
folie ¢. 14, ktera obsahuje 200 mg PyrZn + fotoaktivni vrstvu, viz tab. 21. Nejmensi nartst
bakterialnich kolii po osvétleni byl pii provadénych experimentech pozorovan u folie ¢. 17. Dale byl
Vv jednotlivych experimentech u vSech folii prokazan vétsi antibakterialni Gi¢inek po osvétleni nez za
tmy, kde pfi ozafeni vznikd prostfednictvim fotosenzitizdtoru zminény singletovy kyslik, ktery hubi
ptritomné bakterie. Pii pouziti této metody, nebyl v porovnani s metodou otisku pozorovan mensi
nartst CFU u testovanych folii Lotus za tmy. Tato metoda pouzivana pii experimentech pro stanoveni
se autofi riznych studii ve své praxi této metodé vyhybaji a vyuzivaji spiSe alternativni metody.
Metoda vychazejici z ISO normy 27447:2019 vyzaduje laboratorni zru¢nost a praxi. Je pouzivana
profesionaly, a proto je vyuzivana zejména v akreditovanych laboratofich. Z tab. 21 lze pozorovat
vétsi hodnotu 4R, nez Ry u folie €. 13 a folie €. 14, to znamena, ze prumérny pocet zivych bunék na
vzorku s aktivni vrstvou ulozenych v temnu po dobu osvétlovani vzorki Cp je mensi nez prumérny
pocet zivych bunék na vzorku bez aktivni vrstvy ulozenych v temnu po dobu osvétlovani vzorki Bp,
tedy Ze zabijeni buné€k je vétsi na Cisté srovnavaci folii nez na folii s aktivnim povrchem, coz
poukazuje na moznou chybu pfi provadéném experimentu a potvrzuje tak samotnou naroc¢nost
metody.

Tabulka 21: Celkové vyhodnoceni fotoaktivni uié¢innosti jednotlivych folii

Celkové vyhodnoceni fotoaktivniho ucinku

I cine, [ros e s

Pramérna antibakterialni aktivita
fotoaktivniho povrchu po ozaieni 0,13 0,34 0,21
s intenzitou L (RL)

Primérna antibakterialni aktivita
fotoaktivniho povrchu po
osvétleni stanovena filmovou
metodou 4RL

0,17 0,31 0,34
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7 Seznam zkratek

CFU

DNA
EPR

FAD

FMN
IR

1ISO

IUPAC

LIOAS
NAD-
NADH
ns

pH
pKa
PyrZn
ROS
TK
TRTL
uv

VIS

Jednotky tvofici kolonie (CFU = Colony Forming Units)
Deoxyribonukleova kyselina

Elektronova paramagneticka rezonance (electron paramagnetic resonance)
Flavinadenindinukleotid

Flavinmononukleotid

Infracervené zareni (infrared)

Mezindrodni  organizace pro normalizaci  (International ~ Organization for
Standardization)

International Union of Pure and Applied Chemistry (mezinarodni unie pro Cistou a
uzitou chemii, organizace zabyvajici se chemickou nomenklaturou)

Laser-induced optoacoustic spectroscopy
Nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
Nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
Nanosekunda (nanoseconds)

Zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtii (potential of hydrogen)
Disocia¢ni konstanta kyseliny

Pyrithion zinku (pyrithion zine¢naty)

Reaktivni sloué¢eniny Kysliku (reactive oxygen species)
Testovaci komora

Thermal lensing

Ultrafialové zareni (ultra violet)

Viditelné zateni (visible)
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