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ABSTRAKT

S rychlym rozvojem svétového prumyslu, rostoucim znecisténim a vycerpanim
energetickych zdroju se zvysilo povédomi o celosvétové krizi. V poslednich letech zesilily
snahy vyvinout U¢innou metodu pro feSeni téchto problémi. Mezi nimi je polovodi¢ova
fotokatalyza jednou z nejslibngjSich technologii. Tato technologie ukazuje zpisob, jak vyuzit
energii pfirozeného slune¢niho svétla nebo umelého osvétleni.

Dnes se oxid titani¢ity pouziva jako vynikajici ekologicky a energeticky fotokatalyzator,
véetné CiSténi vzduchu a vody, samocisténi povrchu, antibakteridlniho plisobeni a separace
vody. V soucasné dobé probihaji rtizné studie na zlepSeni G¢innosti fotokatalyzatoru oxidu
titani¢it¢tho pouzivaného pro fotokatalytické antibakteridlni aplikace, vcetné kombinace s
kovovymi ionty, uSlechtilymi kovy, pfisadami a dalSimi materidly s nekovy. Modifikovany
fotokatalyzator oxidu titani¢itého vyznamné inhibuje rist bakteridlnich bunc¢k v reakci na

osvétleni viditelnym svétlem.

ABSTRACT

With the rapid development of world industry, growing pollution and depletion of energy
resources, awareness of the global crisis has increased. In recent years, attempts have intensified
to develop an effective method for solving these problems. Among them, photocatalysis of
semiconductors is one of the most promising technologies. This technology shows a way to use
the energy of natural sunlight or artificial lighting.

Today, titanium dioxide is used as an excellent environmental and energy photocatalyst,
including air and water purification, surface self-cleaning, antibacterial action, and water
separation. Various studies are currently underway to improve the efficiency of titanium dioxide
photocatalyst used for photocatalytic antibacterial applications, including combination with
metal ions, noble metals, additives, and other materials with non-metals. The modified titanium
dioxide photocatalyst significantly inhibits the growth of bacterial cells in response to visible
light illumination.

KLICOVA SLOVA

Fotokatalyza, oxid titani¢ity, ultrafialové svétlo, inaktivace bakterii, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli

KEYWORDS

Photocatalysis, titanium dioxide, ultraviolet light, bacterial inactivation, Staphylococcus
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1 UvOD

Antimikrobiélni rezistence vici nékterym antibiotikim a toxicita nékterych organickych
antimikrobidlnich latek pro lidsky organismus stale zvySuje zajem o vyvoj anorganickych
antimikrobidlnich latek pro omezeni Sifeni a uc¢innou 1é€bu bakterialnich infekci. Mezi témito
slouc¢eninami pfitahuji vyznamnou pozornost slouc¢eniny kovli a oxidd kovl diky svym
Sirokospektralnim antibakterialnim aktivitam.

V poslednich desetiletich diky svym vyraznym fyzikalné-chemickym vlastnostem v
biologickych aplikacich byly Siroce pouZivany nanocastice oxidt kovi, jako je oxid zine¢naty
(Zn0O), oxid manganu (MgO), oxid titani¢ity (TiO2) a oxid Zelezity (Fe203). Mezi
antimikrobidlnimi Cinidly na bazi oxidi kovu je TiO, ktery je cennym polovodi¢ovym
materidlem vykazujicim speciélni vlastnosti, jako je snadna kontrola, sniZzena cena, netoxicita
a dobré odolnost proti chemické erozi, které umoziuji jeho pouZiti v optice, solarnich ¢lancich,
elektronice a mikrobiologii. Obecné se nanocastice TiO2 vyznacuji velkym povrchem,
vybornou povrchovou morfologii a netoxicitou.

Antimikrobialni aktivita nanocastic je vysoce ovlivnéna nékolika vnitinimi faktory, jako je
jejich morfologie, velikost, chemie, zdroj a nanostruktura. Konkrétné antimikrobialni aktivita
TiO2 je znatné zavisla na fotokatalytickém vykonu TiO, ktery silné¢ zavisi na jeho
morfologickych, strukturnich a texturnich vlastnostech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 FOTOKATALYZA

Fotokatalyzou (z fectiny - "katalyza" (zniCeni) a "fotos" (svétlo)) nazyvame zménu rychlosti
nebo excitace chemickych reakci piisobenim svétla za ptitomnosti fotokatalyzatorovych latek,
které absorbuji svételna kvanta a podileji se na chemickych preménach reagentli, opakované s
nimi vstupuji do interakénich interakci a po kazdém cyklu interakci regeneruji svoje chemicke
slozeni.

Fotokatalytické procesy lze realizovat za rtiznych podminek. Proto by homogenni a
heterogenni fotokatalytické reakce mély byt zvaZzovany oddélené. Homogenni fotokatalytické
reakce probihaji za tcasti iontt vzniklych pfi ptenosu elektronu z excitovaného senzibilizatoru
na akceptor.

Na povrchu pevnych ¢astic katalyzatoru probihaji heterogenni fotokatalytické reakce (Obr.
¢. 1), pricemz latky s nimi interagujici mohou byt jak v kapalné, tak v plynné fazi. Je tieba
poznamenat, Ze existuji dvé zasadné odlisné moznosti implementace procesu. V prvni varianté
dochazi k absorpci elektromagnetického zateni molekulou latky za vzniku meziproduktu, ktery
interaguje s Castici katalyzatoru. Tyto procesy jsou v podstaté podobné procestim probihajicim
pti homogenni fotokatalyze [5, 9, 13].

Ve druhém ptipad¢, ktery se nejcastéji vyskytuje v ptipad¢é heterogenni fotokatalyzy, je
zateni absorbovano Casticemi katalyzatoru. Absorpce kvanta svétla zpiisobuje fyzikalni procesy
vedouci k vyskytu redoxnich reakci na povrchu téchto ¢astic [5, 9].

VOC, NO, Bacteria Germs Fungus

ﬂi#w*

CO,, H,0, NO, H,CO;

~ Photocatalysis

¥ ¥ -

Air puriﬁc-ation
Water purification

Deodorization Sterilization

Obr. 1: Procesy na povrchu fotokatalyzatoru



2.1.1 Objev fotokatalyzy

V roce 1911 se ve védecké literatuie poprvé objevilo klicové slovo ,.fotokatalyza®. Védci
odkazovali na béleni pruskou modii pomoci ZnO pfi iluminaéni fotokatalyze. Toto pozorovani
inspirovalo nasledné experimenty s pouzitim ZnO jako fotokatalyzator pro dalSi reakce, jako je
redukce Ag+ na Ag- pfi ozafovani v roce 1924. Je tfeba poznamenat, ze ackoli byly
fotosenzitivni reakce objeveny dlouho pted témito snahami, tyto procesy nezahrnovaly
svétlocitlivy katalyzator [12].

Pozdéji bylo zjisténo, Ze TiO2 a Nb2Os tidi fotokatalytickou redukci AgNO3 na Ag a AuCls
na Au v roce 1932. Poté byl v roce 1938 zkouman TiO> jako fotosenzibilizator k béleni barviv
za pritomnosti O2. Nicméné zajem o fotokatalyzu ztstal konickem kvuli nedostatku béznych
praktickych aplikaci. Situace se zménila na zacatku 70. let ze dvou divodi. Zaprvé, ,,ropna
krize* ptiméla védce ke hledani alternativnich dodavek energie k fosilnim paliviim. Zadruhé,
obavy z dopadii velkych priimyslovych provozii na zivotni prostfedi motivovaly vyzkumniky k
hledani obnovitelnych zdrojii energie. Béhem tohoto obdobi bylo publikovano nékolik
zasadnich ¢lanku [12].

V roce 1972 oznamily Fujishima a Honda fotoasistovanou oxidaci H2O s produkci H:
pomoci elektrod TiO2 pod ozafovanim UV svétlem. Podobné, fotokatalytické stépeni vody pro
vyrobu vodiku (H2) a kysliku (O2) v atmosféie argonu ve stechiometrickém poméru 2:1 bylo
hlaSeno v roce 1977. Princip takové metody je ukazan na Obr. ¢. 2. Je zajimavé, Ze v této préaci
bylo zjisténo, Ze se tvofil Oz, ale vyvoj Hz byl inhibovan v ptitomnosti No. Autofi dospéli k
zavéru, Ze N2 byl redukovan na NHz a na stopové mnozstvi N2Hs pomoci TiOz. Tyto rané snahy
rozsitily aplikace fotokatalyzy a ptitahly vyznamnou vyzkumnou pozornost v 80. letech 20.
stoleti na podobné reakce vyuZivajici zejména nanocastice TiO- jako fotokatalyzator. Od této
doby se vyzkum sousttedil na pochopeni zékladnich principt, zvySeni fotokatalytické ti€innosti,
hledani novych fotokatalyzatori a rozSifeni rozsahu reakci. Napiiklad fotoindukovany
superhydrofilni efekt byl objeven na TiO2 v roce 1997. V dusledku toho byl na stavebni
materidly aplikovan TiO2 se samocisticimi funkcemi a funkcemi proti zamlZovéani [12, 13].
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Obr. 2: Honda—Fujishima efekt - stépeni vody pomoci TiO2 fotoelektrody



Pii vyvoji novych fotokatalyzatori bylo prozkoumano mnoho kandidati s vyssi
fotokatalytickou aktivitou nez TiOa, z nichz vétSina se vyznacuje Sirokym zakaznym pasmem
a je aktivni pouze pod UV svétlem. Pro vysSi ucinnost byly paraleln¢ sledovany
fotokatalyzatory absorbujici viditelné svétlo. Mezitim se vyzkumnici postupné dozvédéli vice
o principech, kterymi se fidi fotokatalyza, o kterych bude fe¢ pozdé&ji v tomto prehledu.

2.1.2 Svétlo a spektra

Svétlo je elektromagnetické vinéni ve viditelném spektru (Obr. ¢. 3). Viditelné spektrum
zahrnuje elektromagnetické viny ve frekven¢nim rozsahu vnimaném lidskym okem, tedy s
vinovou délkou 390 az 750 nanometrt.

Ve fyzice ma pojem ,,svétlo* ponckud §ir§i vyznam a je synonymem pro optické zéfeni, to
znamena, ze zahrnuje infracervenou a ultrafialovou oblast spektra.

Jako libovolné elektromagnetické vinéni, svétlo je charakterizovano frekvenci, vinovou
délkou, polarizaci a intenzitou. Rychlost $ifeni svétla v latce zavisi na vlastnostech latky a je
obecné mensi neZ rychlost svétla ve vakuu. Vinova délka souvisi s frekvenci podle zakona
rozptylu, ktery také urcuje rychlost svétla v médiu [6, 7].

Vyzatovani a absorpce svétla se déje kvanty: fotony, jejichZ energie zavisi na frekvenci:

E = hv

, kde E — kvantova energie, v — frekvence, h — Planckova konstanta

Pti interakci elektromagnetického zatfeni s latkou (pii priichodu nebo odrazu) miize dojit k
pohlceni nékterych ¢asti elektromagnetického spektra. Obdobné je mozné, Ze urcity druh latky
vyzafuje pouze urcité Casti elektromagnetického spektra.

Spektra atomt plynii ¢asto obsahuji pouze sadu ostrych ¢ar, mezi kterymi se nachéazi tmavé
(neosvétlené) pasy. Takova spektra se oznacuji jako ¢arova. Jednotlivé Casti ¢arového spektra
ziskané jeho rozkladem se nazyvaji spektralni ¢ary. Spektralni Cary lze pozorovat pfi
pfechodech mezi energetickymi hladinami atoma.

Pokud spektrum obsahuje sadu $irSich pruhd, jedna se o pasoveé spektrum. Pasy jsou tvofeny
vzajemné se prekryvajicimi spektralnimi ¢arami, které nelze vzajemné odlisit. Pasova spektra
jsou obvykle pozorovana u molekul [6, 7].

Pokud zateni vznikne v urcité latce (napf. v zahtaté kapalin€), hovoii se 0 spektru emisnim.
Emisni spektra prvki a jednoduchych latek jsou obvykle tvofena sadou spektralnich car na
tmaveém pozadi. Pokud pozorujeme spektrum, které vzniklo absorpci (prichodem) bilého svétla
urcitou latkou, pak mluvime o spektru absorpénim. Absorpcni spektrum dané latky je vlastné
dopliikem jejiho emisniho spektra. Tam, kde se u absorpcniho ¢arového spektra nachazi tmavé
pruhy, jsou u emisniho spektra stejné latky spektralni ¢ary a naopak [6, 7].
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Obr. 3: Svételné spektrum

2.1.3 Fotokatalyticky proces na povrchu polovodice

V polovodicich se elektrony mohou nachazet ve dvou stavech: volném a vazaném. Ve vétsiné
ptipadt jsou elektrony vazany, coZ znamend, Ze jsou spojené s iontem krystalové miizky latky,
¢imz vznika silna chemicka vazba.

Abychom dokézali ,,vytdhnout elektron z krystalové miizky, je nutné pouzit alespon 3,2
elektronvolti (eV) energie (pro srovnani, kineticka energie I1étajiciho komara je asi bilion eV).
Pravé toto mnozstvi energie nese kvanta svétla o vinové délce mensi nez 390 nm. Takze
kvantum svétla ,vyrazi“ elektron z mftizky a vytvaii elektronové prazdné misto, nebo
jednoduseji ,,diru* [27, 28].

Elektron (e-) adira (h+) se aktivné pohybuji uvniti polovodic¢ové ¢astice. V disledku pohybu
se bud’ rekombinuji, nebo vyrazi na povrch a jsou jim okamzité zachyceny. VySe uvedené
procesy jsou oznaceny na Obr. €. 4.

"Dira" a elektron jsou neuvéftitelné reaktivni. Cely povrch katalyzatoru je silnym polem
oxidace. Pfi kontaktu s povrchem katalyzatoru kyslik, ptijimajici volny elektron, umoznuje
vznik oxida¢niho radikalu O-, ktery je schopen zni¢it (oxidovat) jakoukoli organickou
slouceninu. ,,Dira“ zase sama reaguje s prvni organickou slouceninou, na kterou narazi na
povrchu. ,,Dira®“ vytdhne chybéjici elektrony ze struktury slouceniny, ¢imz se samotna
sloucenina rozpadne na vodu a oxid uhlié¢ity [27, 28].

Pokazdé, aby se nahradily "pouZzité" pary, elektron - "dira" stoupa na povrch katalyzatoru a
oxida¢ni proces bude pokracovat, dokud bude na katalyzator ptsobit svétlo [27, 28].
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Obr. 4: Schematické zobrazeni fotofyzikalnich procesti na polovodici

2.1.4 Pouziti fotokatalyzy

Fotokatalyza je levna a potenciélni ,,autonomni* technologie. Protoze vyuziva sluneéni nebo
ultrafialové zafeni, je tato technologie levna, Setrna k zivotnimu prostiedi a lze ji pouZzit po
celém svété. Pro fotokatalyzu je potfeba minimalni vybaveni, které mtze byt vhodné pro
rozvojové zemé, protoze ji lze pouzit ve vzdalenych mistech bez piistupu k elektfing.

Fotokatalytické procesy se pouzivaji v riiznych oblastech, n¢které z nich jsou znazornény na
Obr. ¢. 5.
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Obr. 5: Oblasti vyuZziti fotokatalyzy



Dezinfekce

Dezinfekce je jednim z nejrychleji rostoucich segmentt trhu se Sirokym uplatnénim novych
technologii. Fotokatalyza s vyuZitim nanokatalyzatoru je perspektivni dezinfekéni metodou.
Kromé toho mohou fotokatalyzatory v kombinaci s filtraénimi membranami snizit zanaseni
membrany, a tim vyrazn¢ zlepsit i¢innost Gpravy vody. Malé fotokatalytické systémy s umélym
ultrafialovym svétlem jsou na trhu jiz nékolik let, zatimco solarni fotokatalytické Cistirny jsou
ve fazi demonstraci a pilotni projekty na Upravu pitné vody v rozvojovych zemich pravé zacaly
[20, 21].

Odstranovani organickych sloucenin

Fotokatalyza se pouziva k rozkladu organickych slouéenin jako jsou alkoholy, karboxylové
kyseliny, fenolické nebo chlorované aromatické slouceniny na neskodné produkty jako je oxid
uhli¢ity, voda a jednoduché mineralni kyseliny. Vodu znec€isténou olejem také lze ucinné
upravovat pomoci fotokatalytické technologie [20, 21].

Odstranovani tézkych kovii

Kovy jako rtut (Hg), chrom (Cr), olovo (Pb) a dalsi jsou povazovany za velmi zdravi
nebezpecné. Tyto kovy lze nalézt ve vode jak v iontové formé, tak i ve formé stabilnich
komplexi, naptiklad s humaty, které k odstranéni vyzaduji pfedbéznou oxidacni degradaci.
Aplikace heterogenni fotokatalyzy zahrnuji odstratiovani tézkych kovu, jako je rtut (Hg),
chrom (Cr), olovo (Pb), kadmium (Cd), arsen (As), nikl (Ni) a méd’ (Cu) pfevedenim ve vodé
rozpustnych iontii oxidaci nebo redukci do jiného oxida¢niho stavu s naslednym vysrazenim ve
formé hydroxidu a oxidu [20, 21].

Vyroba paliva

Kromé zlepSovani kvality vody je dulezitou oblasti poskytovani ¢isté a obnovitelné energie,
zejména v souvislosti s riistem spotieby fosilni energie a zvySovanim obsahu CO> v atmosfére.
Vyroba ,,solarnich® paliv pomoci pfemény slune¢ni energie na chemikalie je slibnym ptistupem
k wvytvateni dostupné a obnovitelné energie. Proces ziskdvani paliva lze realizovat
fotokatalytickou redukci H2O na Hz nebo CO: na uhlovodiky, které se také fika uméla
fotosyntéza [18].

Medicina

Fotokatalyticky proces se vyuziva i v medicin€. Japons$ti védci detailn¢ prostudovali
schopnost nanoc¢astic TiO2 ni¢it mikroby, viry a bakterie. Montérky pro zdravotnicky personal
obsahuji inkluze TiO: ptidavané do tkaniny pfi jeji vyrobé. Kromé toho byl vyvinut specialni
TiOz pro antibakterialni uéel, ptisobici pod viditelnym svétlem. Naptiklad TiO2 dopovany sirou
ukazuje efekt odstranéni bakterii Escherichia coli pfi ozafovani svétlem bézné€ pouzivanym
v nemocnicich [23].



Stavebnictvi

Pouziti fotokatalyzatort pii vyrobé stavebnich materialt zacalo na za¢atku 90. let. V oblasti
fotokatalytickych konstrukci a stavebnich materialli je nejrozsifenéjSim fotokatalyzatorem oxid
titanicity. TiO2 se pouZziva jako bily pigment v barvach, kosmetice a potravinach, a kromé toho
je kompatibilni s tradi¢nimi stavebnimi materialy, jako je cement, aniz by se zménila jakakoli
puvodni charakteristika. VSestranné vlastnosti TiOz jsou hlavnim divodem k jeho pouZiti ve
stavebnich materidlech pro exteriérové a interiérové dekorace, jako je cementovd malta,
venkovni obklady, dlazebni kostky, sklo [19].

2.1.5 Fotokatalyticky antibakteriélni efekt

V soucasné dobé¢ existuji rizné systémy obrany proti patogennim mikroorganismim, naptiklad
vakciny, 1éky proti TBC, dezinfekéni prostiedky, hygienické postupy, dezinfekce a sterilizace.
Tyto ochranné systémy jsou velmi ucinné, ale neuplné. Mikroorganismy se vyvijeji, vytvareji
si rezistenci k ATB a vyzkum a vyvoj trva n¢kolik let, nez se objevi nové a G¢inné antibiotikum
proti mikroorganismim. Od objevu heterogenni fotokatalyzy a TiO2 doSlo k velké revoluci v
odstraiiovani mikroorganismll. Objev pfinesl fadu vyhod, finan¢ni nédklady nebyly tak vysokeé,
nedoslo k negativnimu vlivu na zivotni prostfedi a byl prokazan fotokatalyticky ucinek na
patogeny ve vodnim prostiedi [23].

Fotokatalyza je zalozena na redoxnich vlastnostech fotogenerovanych nabojli zachycenych
na povrchu a vytvorenych reaktivnich forem kysliku (ROS; OH-; H2O: atd.). Existuje mnoho
studii o cytotoxicité reaktivnich forem kysliku fotogenerovanych na povrchu TiO2 ptisobenim
oxidovat mnoho organickych substratli, jako jsou sacharidy, lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny. Podporuje peroxidaci polynenasycené fosfolipidové sloZky lipidové membréany a
zpiisobuje naruseni buné¢né membrany. Uinnost TiO, na riizné organismy a organické
slouCeniny je znazornéna na Obr. €. 6 [23].
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Obr. 6: Antibakterialni efekt TiO, na ruazné mikroorganismy



2.1.6 Sterilizujici efekt

Pti kontaktu volnych radikalti vzniklych fotokatalyzou s mikrobiologickym materidlem dochazi
k ¢astecné degradaci bunécné stény a nasledném priniku reaktivnich forem kysliku, které nic¢i
cytoplazmatickou membranu, coZ miize zpusobit buné¢nou smrt. Na fotokatalyticky upraveném
povrchu tak dochazi k oxidaci mikrobialnich bun¢k (Obr. ¢. 7), spor a biomolekul az na CO2.
Steriliza¢ni ucinek fotokatalyzatoru byl pravdépodobné poprvé pozorovan Matsunagou a jeho
tymem v roce 1985, kdy byly bunky Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae a
Escherichia coli fotoelektrochemicky usmrceny na oxidu titani¢itém dopovaném platinou.
Metodou zabijeni bung¢k je oxidace koenzymu A [20, 21].

Postupné probihaji dalsi studie zamétené na studium antimikrobialniho G€¢inku polovodice
TiO2, ktery se osvédcil pfi zabijeni bakterii, vird, fas nebo rakovinnych bun¢k vlivem UV
zateni. Oxid zine¢naty muze byt vhodnym antimikrobialnim ¢inidlem z n€kolika divodu. Jako
polovodi¢ vykazuje fotokatalyticky antimikrobidlni jev, jako sloucenina ma biocidni Gcinky a
ve formé& nanocastic vykazuje vzhledem ke své malé velikosti uréitou cytotoxicitu vuci
mikroorganismim. Jak jiz bylo zminéno dfive, pfidavek sttibra do fotokatalyzatoru mize mit
také pozitivni vliv na zesileni baktericidniho u¢inku pii dostate¢ném osvétleni [20, 21].
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Obr. 7: Chemické reakce na povrchu TiO; za pfitomnosti mikroorganismi



2.2 Oxid titanidity

Oxid titani¢ity (TiO2) je nanomaterial Siroce vyuZivany ve vSech fotokatalytickych aplikacich,
uvedenych na Obr. €. 8. Dioxid titanu ma zakdzané pasmo témeét 3,2 eV, kde vodivostni pas je
tvoren orbitaly Ti 3d a valencni pas se skladd z orbitalit O 2p. Diky Sirokému pasmu muize
nedotceny TiO: reagovat pouze pod ultrafialovym svétlem, coz je omezend ¢ast slunecniho
spektra (5 %). Navic pro aplikace Stépeni vody je potencidl vodivostniho pasu TiO2 o néco
mensi nez potencial pro redukci vody a potencial valen¢niho pasu je mnohem vétsi nez oxidacni
potencial vody. Proto je velmi vhodnym nanomateridlem pfi $t€peni vody pod ultrafialovym
osvétlenim [16, 22].
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deodurizace samotislid efekl

fotokatalytické
pil sobeni Tid,
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rakeviny

Obr. 8: Fotokatalytické ptisobeni TiO-
2.2.1 Hlavni polymorfni modifikace TiO: a jejich vlastnosti

Oxid titani¢ity se vyskytuje ve formé né€kolika modifikaci. Prvni a druhd maji krystalovou
miizku s tetragondlnim systémem (anatas, rutil), tfeti ma rombicky systém (brookit). Kromeé
téchto tfi modifikaci nalezenych v ptirodé byly ziskany dalsi dvé vysokotlaké kosoctvereéné
IV a hexagonalni V modifikace.

Titan v rutilové mtizce je obklopen Sesti atomy kysliku. Dva atomy kysliku jsou umistény
ve stejné roving jako titan a dva atomy kysliku jsou umistény na povrsich umisténych nad a pod
specifikovanou rovinou. Kazd4 buika obsahuje dvé molekuly TiO,. Uspotradani atomt v
prostoru je znazornéno na Obr. ¢. 9 [16, 22].
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Obr. 9: Rutilovd modifikace TiO»

Anatas se také sklada z kyslikového oktaedru s atomy Ti ve stfedu oktaedru. Anatasové
oktaedry se od rutilovych lisi pouze vzdalenosti mezi atomy Ti a kysliku leZicimi ve stejné
roving. Anatasova burika obsahuje ¢tyfi molekuly TiO». Energie miizky rutilu se liSi od energie
miizky anatasu o 0,5 %. Usporadani atomi anatasu v prostoru je znazornéno na Obr. ¢. 10 [11,
22].

Obr. 10: Anatasova modifikace TiO»
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Pti zahtati se anatas nevratné pfeméni na rutil. Pfechod je pozorovan v teplotnim rozmezi od
300 do 1000 °C a v ptipadé riznych vzorkt TiO2 probiha rtiznou rychlosti, coz je vysvétleno

vlivem mnoha faktort, jako je obsah riiznych necistot v anatasu velikost ¢astic a doba zah#ivani
[25].

2.2.2 Metody syntézy TiO,

Hlavnimi metodami pramyslové vyroby oxidu titani¢itého jsou metody kyseliny sirové a
chloridu titani¢itého. Metoda kyseliny sirové je zaloZena na zpracovani titanovych koncentratt
(pouziva se predevsim ilmenit FeTiOz3) a titanové strusky s kyselinou sirovou k ziskani roztoku
titanylsulfatu TiOSOs, ktery se podrobi hydrolyze za vzniku hydroxidu titanicitého
Ti(OH)2-nH20, nasledné vznikla sraZzenina kalcinuje a ziska se praskovy oxid titaniéity s
anatasovou nebo rutilovou strukturou [29].

Chloridova metoda pro primyslovou vyrobu praskového oxidu titani¢itého s nanorozméry
je zaloZena na vysokoteplotnich reakcich chloridu titanicitého v plynné fazi. Existuji dva druhy
chloridovych procest: hydrolyza v plynné fazi a oxidace.

Hydrolyza v plynné fazi je zaloZena na reakci:

TiCl, + 2H,0 — TiO, + 4HCI
Oxidace je slibngjsi metoda, ktera umoznuje vytvorit uzavieny cyklus pro chlor:

TiCl, + 0, > TiO, + 2Cl,

nasledné i ke kondenzaci. Prekurzory v tomto pfipadé mohou byt alkoholaty titanu (isopropylat,
n-butylat), karboxylaty a p-diketonaty. Siroky vybér prekurzorit a podminek hydrolyzy
umoziuje fidit fazové slozeni a morfologii produktu. Kromé toho mtize byt syntéza provedena
v roztoku obsahujicim povrchové aktivni latky (templatova metoda). To umoziuje cilenou
syntézu mezoporéznich materialti, véetné téch s usporddanymi péry. Mize byt také provedena
hydrolyza prekurzori v emulzich voda/olej. Hlavni nevyhodou téchto metod je obtiznost
uplného odstranéni organickych latek z produktu, nejcastéji se k tomu pouziva dodate¢né Zihani
[29].

Kromé toho muize byt krystalizace produktu nebo ¢asti procesu hydrolyzy provadéna za
hydrotermalnich nebo solvotermalnich podminek. Rizeni sloZeni roztoku a zpiisobu tepelného
zpracovani umoznuje zisk&ni produktu daného sloZeni a morfologie. Jako prekurzor se pouZiva
vySe zminény TiCls, titanylsulfat, laktatové komplexy a dalsi. Hydrotermalni Gprava amorfniho
gelu TiO2 n HxO umoziuje zisk nanokrystalického TiO2. Ze zpusobd ziskavani
nanokrystalickych praskii oxidu titanicitého v plynné fazi je zajimava plamenova syntéza diky
vysoké krystalinité vysledného produktu a relativni snadnosti tvorby Skalovani. Oxid titanicity
Ize ziskat zejména vstiikovanim chloridu titani¢itého do plamene hofaku podle reakce [29]:

TiCl, + 40, + 2CH, - TiO, + 4HCl + 2CO, + 2H,0

12



2.2.3 Fotokatalyticky efekt TiO>

Pti fotokatalyze se ozafuje polovodi¢ TiO; zafenim s energii vétsi, nez je energie jeho
zakéazaného pasu (3.2 eV). To vede k absorpci fotonu a excitaci elektronu z valen¢niho pésu do
vodivostniho pasu polovodice a pfi tom se tvori kladné nabita dira ve valencnim pasu (Obr. €.
11). Nosi¢e naboje mohou podlehnout rekombinaci a disipovat pfebytek energie neradiacnim
mechanismem [9, 10, 26].

Tuto faze fotokatalytického procesu na TiO; je mozné vyjadfit nasledujicimu rovnicemi:

TiO, + hv — e~ + h* Q)

Elektrony vodivostniho pasu reaguji s kyslikem za vzniku superoxidovych iontt.
Fotoreduk¢ni reakei popisuje rovnice 2:

e"+0,— 0;,” +H" 2)
Diry (h+) ve valenénim pasu mohou oxidovat donorové molekuly a reagovat s molekulami
vody za vzniku hydroxylovych radikalt (hydroxylové radikaly maji silnou oxidacni

schopnost). Fotooxida¢ni reakci popisuje rovnice 3 [9, 10, 26].

h* + H,0 — H' +0H" (3)

0,

/\ Qﬁ +0,
/hv (foteionizatni cnergie)

Produkty degradace:
(CO, + H,0)

H,0 (UH‘}Q)+DH)

TiO,

nanoltastice

Obr. 11: Fotokatalytické procesy na povrchu TiO;
2.2.4 Metody zesileni fotokatalytickych vlastnosti TiO:

Modifikace ke zlep3eni fotokatalytickych vlastnosti TiO2 miZou byt provadény mnoha riznymi
zpusoby, které zahrnuji kovové a nekovové dopovani, senzibilizaci barvivem, povrchovou
Upravu, vyrobu kompozitd s jinymi materidly a imobilizaci a stabilizaci na nosnych
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konstrukcich. Vlastnosti modifikovaného TiO jsou vZdy zasadné odliSné od ¢istého TiOo,
pokud jde o absorpci svétla, separaci naboje, adsorpci organickych polutantd, stabilizaci ¢astic
Ti0: a snadnost separace ¢astic TiOs.

Chemicky ¢isty TiO2 obvykle ma neptiznivou dynamiku pfenosu naboje a Sitku zakazaného
pasu. Pro zlepSeni fotokatalytické aktivity je proto nutné zménit chemicky stav povrchu TiOs.
Na zéklad¢ mechanismu fotokatalyzy 1ze identifikovat nasledujici zékladni strategie povrchové
modifikace pro vyvoj vysoce aktivnich fotokatalyzatorti na bazi TiO2 [30, 31]:

1) zmenseni Sitky zakdzaného péasu dotovanim

2) vrstveni fotosenzibilizatort pro viditelné svétlo na TiO2 pro zvySeni dostupné Casti
slune¢niho spektra

3) vytvoteni povrchovych heteroptechodi pro zlepseni dynamiky nosi¢e naboje

4) plnéni nanorozmérnych kokatalyzatori pro inhibici procesti rekombinace povrchového
naboje

5) zvétSeni dostupnych povrchovych ploch pro zlepseni fotokatalytické aktivity

6) zavedeni povrchovych F-efekti v TiOz ke zvySeni koncentrace volnych radikald OHe,
¢imz se zvysi ucinnost fotodegradace

7) ozatovani vysoce reaktivnich ploch pro zvyseni povrchové aktivnich oblasti a redoxni
kapacity

2.2.5 Pouziti TiO2

Oxid titani¢ity je Siroce Vyuzivan v raznych primyslovych odvétvich. VétSina vyrobeného
oxidu titani¢itého se pouzivd k vyrobé olejovych barev jako bily pigment. V primyslu
natérovych hmot se TiO2 pouziva ve formé anatasu a rutilu s plnivy.

Oxid titanicity s velikosti ¢astic 10-60 mikronti diky své vysoké fotochemické aktivité nasel
uplatnéni pro matovani vlaken umélého hedvabi (celulozy). Stejné jako kiida, kaolin, sadra a
dalsi minerélni pigmenty se oxid titani¢ity pouziva pii vyrob& bilého papiru. TiO2 je Siroce
pouzivan jako katalyzator, zejména pfi reakcich dehydratace ethylalkoholu a propylalkoholu,
oxidace methylenové modri, kondenzaci acetaldehydu a mnoha dal$ich. Kromé toho se oxid
titanicity pouziva k vyrobé adsorbentii, polovodi¢ovych materialti a usmérnovaci [24].

Jednou z aplikaci TiO2 jsou anorganické membrany, které jsou Siroce pouZivany pro
mikrofiltracni a ultrafiltraéni separacni procesy. Keramické membrany na bazi oxidu
titani¢itého jsou nepochybné zajimavé, protoze maji katalytické a fotokatalytické vlastnosti
spolu s dalsimi vyhodami keramickych membran. Mohou byt tedy pouZity jak pro katalyzu, tak
i pro odstranovani reakénich produkti diky separacni funkci v plynné nebo kapalné fazi. Diky
své fotochemické aktivité jsou membrany na bazi TiO2 schopné degradovat sloZité organicke
molekuly, jako jsou PCB a dalsi latky znecistujici Zivotni prostiedi. Kromé toho jsou
membrany na bazi oxidu titani¢itého typicky ¢iré nebo mirné zabarvené, coz z nich déla dobré
kandidaty v ur¢itych aplikacich, kde jsou pozadovany urcité optické vlastnosti. Tyto membrany
maji také dostate¢né vysokou mechanickou pevnost. Velice zajimavé jsou fotochemické
vlastnosti oxidu titani¢itého, konkrétné¢ moznost mineralizace toxickych odpadii a dalSich
Skodlivych latek jejich fotokatalytickou oxidaci na povrchu TiO2 na vodu a COx.

Dalsi perspektivni oblasti aplikace oxidu titaniCit¢ho je jeho pouziti jako nosice pro
katodové katalyzatory se snizenym obsahem platiny. Mazeme tedy konstatovat, Ze oxid
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titaniCity je velmi slibnym materidlem pro pouziti v modernich oborech védy a techniky a
vyZaduje Sirokou vyrobu [32].

2.3 BAKTERIE

Bakterie jsou vSudypfitomné, vétSinou volné Zijici organismy, které se Casto skladaji z jedné
biologické bunky (viz. Obr. ¢. 12). Tvoti velkou doménu prokaryotickych mikroorganismu.
Bakterie, typicky nékolik mikrometrii dlouhé, byly mezi prvnimi formami Zivota, které se
objevily na Zemi, a jsou pfitomny na vétsiné mist. Bakterie obyvaji pudu, vodu, kyselé horké
prameny, radioaktivni odpad a hlubokou biosféru zemské kury. Bakterie jsou zivotn¢ dulezité
v mnoha fazich cyklu Zivin tim, Ze recykluji Ziviny, ¢imz zajistuji fixaci dusiku v atmosféte
[14,15].

V biologickych komunitach obklopujicich hydrotermélni priiduchy a studené priisaky se
vyskytuji extremofilni bakterie ziviny potfebné k udrzeni Zivota pfeménou rozpusténych
slou¢enin, jako je sirovodik a metan, na energii. VétSina bakterii jesté nebyla charakterizovana
a existuje mnoho druhi, které nelze kultivovat v laboratofi [14,15].

) - Treponema g Vibrio cholerae
pallidum e
Clostridium = —
o, tetani '

Streptococcus
pneumoniae
| .-/ {;I |/- : \'.
i \ B Salmonella
e J_.-"". III'.JH’“\.: f_‘fphj
;”f Legionella N |
| pneumophila [
| |
L“‘I

Sy
,-f'*—w'* Streptobacillus
| |' moniliformis
Staphylococcus Clostridium [ Helicobacter
aureus botulinum - pyvlori

Obr. 12: Ruzné typy bakterii

Zatimco nékteré jsou Skodlivé, vétsina neni — a nékteré jsou dokonce prospésné lidskému
zdravi. V mnoha ptipadech lidé ziji v symbidze s bakteriemi a udrzuji vzdjemné prospeésny
vztah, aniz by o tom védéli [14,15].

Bakterie se vyskytuji v péti zakladnich tvarech: kulovych, valcovych, carkovitych,
vyvrtkovych a spirdlovych. Védecké nazvy pro tyto tvary jsou cocci (kulaté), bacily (valcové),
vibrios (ve tvaru ¢arky), spirochaetes (vyvrtka) a spirilla (spirala). Tvary a konfigurace bakterii
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se Casto odrazeji v jejich jménech. Napiiklad Lactobacillus acidophilus srazejici mléko jsou
bacily a Streptococcus pneumoniae zptsobujici zapal plic jsou fetézce kokl. Na Obr. €. 13 jsou
ukézany typickeé tvary bakterii. [14,15]

Bacili Cocci Spirilli
Obr. 13: Cérkové, vyvrtové a spiralové tvary bakterii

Bakterialni bunky jsou obecné obklopeny vnéjsi bunécnou sténou a vnitini bunéénou
membranou. Nékteré bakterie, jako mykoplazmata, nemaji bunéénou sténu vibec. Nékteré
bakterie mohou mit dokonce tieti, nejvzdalenéjsi ochrannou vrstvu, zvanou kapsle. Nastavce
podobné bicikiim casto pokryvaji povrch bakterii — dlouhych, nazyvanych biciky, nebo
kratkych, nazyvanych pili — a pomahaji bakteriim pohybovat se a pfichycovat se k hostiteli
[14,15].

Bakterie lze Klasifikovat podle sloZeni jejich buné¢nych stén pomoci testu zvaného
Gramovo barveni, podle Science Education Resource Center Carleton College. V roce 1884
vytvofil bakteriolog Christian Gram test, ktery dokazal ur¢it, zda ma bakterie silnou, sitovitou
membranu zvanou peptidoglykan. Bakterie s hustym peptidoglykanem se nazyvaji
grampozitivni. Pokud vrstva peptidoglykanu je tenkd, je klasifikovana jako gramnegativni
[14,15].

2.3.1 Gramnegativni a grampozitivni bakterie

Grampozitivni bakterie (prava c¢ast Obr.¢. 14) nemaji vn&j§i bunéénou sténu za
peptidoglykanovou membranou. Jejich peptidoglykanova vrstva je mnohem silnéjsi nez
peptidoglykanova vrstva u gramnegativnich bakterii. Lze je také charakterizovat podle toho,
zda tvofi spory a zda k preziti potiebuji kyslik [33].

Infekce grampozitivnimi bakteriemi se 1é¢i antibiotiky. Penicilin, cloxacilin a erythromycin
ni¢i vice nez 90 % grampozitivnich bakterii.

Rezistence na antibiotika se vSak u grampozitivnich infekci stava vaznym problémem.
Vyvijeji se nové Iéky, které maji s timto problémem pomoci. Antibiotika by méla byt uzivana
pouze tehdy, kdyZz je nezbytné potiebujete. Standardy kontroly infekci je tfeba peclivé
dodrzovat, aby se zabranilo rozvoji a Sifeni infekci rezistentnich na antibiotika [33].

Gramnegativni bakterie (leva ¢ast Obr.¢. 14) maji tvrdou, ochrannou vnéj$i membranu.
Jejich peptidoglykanova vrstva je mnohem tenci nez u grampozitivnich bacili. Gramnegativni
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Bakterie se hufe zabijeji kvuli jejich tvrdsi bunécné sténé. Kdyz je jejich bunééna sténa
narusena, gramnegativni Bakterie uvoliuji endotoxiny, které mohou zhorsit stav pacienta [33].
Gramnegativni bakterie maji vysokou odolnost va¢i antibiotikim. Jsou jednim z

24

zpusobit u lidi spoustu nemoci. Mohou dosahnout téméf vSech organovych systémi [33].

Plasma Membrane —
Gram Positive

Periplasmic space
Plasma Membrane —_—

Peptidoglycan
Outer membrane - Periplasmic space
(lipopolysaccharide

and protein

Peptidoglycan —

Gram Negative

Obr. 14: Struktura grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
2.3.2 Rod Escherichia

Escherichia je kmen gramnegativnich, nesporotvornych, fakultativné anaerobnich,
tyCinkovitych bakterii z tfidy Enterobacteriaceae. Pokud tyto bakterie jsou soucasti
gastrointestinalniho traktu teplokrevnych zivocichii, druhy Escherichia muzou poskytovat
svému hostiteli ¢ast mikrobialng ziskaného vitaminu K. Rada druhti Escherichia je patogenni.
Rod je pojmenovan po Theodoru Escherichovi, objeviteli Escherichia coli. Escherichia jsou
fakultativni aeroby, s aerobnim i anaerobnim riuistem a optimalni teplotou 37 °C. Escherichia
jsou obvykle pohyblivé biciky, produkuji plyn z fermentovatelnych sacharidi a
nedekarboxyluji lysin ani nehydrolyzuji arginin. Druhy zahrnuji E. albertii, E. fergusonii, E.
hermannii, E. marmotae a predevsim modelovy organismus a klinicky relevantni E. coli.
Shimwellia blattae byla diive fazena do tohoto rodu [14].

E. coli jsou vétsinou neSkodné bakterie, aviak konzumace nebo piti jidla nebo vody
kontaminované urCitymi typy E. coli mize zpusobit mirné az tézké gastrointestinalni
onemocnéni. Neékteré typy patogennich (nemoc zpusobujicich) E. coli, jako je E. coli
produkujici Shiga toxin, mohou byt Zivot ohroZujici. Typicka struktura E.coli je znazornéna na
Obr.c. 15 [14].
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Obr. 15: Struktura E.coli
2.3.3 Rod staphylococcus

Stafylokoky jsou grampozitivni fakultativné anaerobni kulovité bakterie, které mohou zptisobit
fadu infekénich onemocnéni v riznych tkanich téla. Onemocnéni souvisejici se stafylokoky
mohou byt jak mirné a nevyzadujici Zadnou 1é¢bu, tak i zavazné a potencialné smrtelné [34].
Nazev Staphylococcus pochazi z feckého «staphyle», coZz znamena hrozen, a «kokkos»,
tedy bobule, a tak vypadaji stafylokoky pod mikroskopem jako hrozen nebo malé kulaté bobule.
Staphylococcus zahrnuje nejméné 40 druht. Z nich devét ma dva poddruhy, jeden ma tfi
poddruhy a jeden ma &tyfi poddruhy. Nejvétsi vyznam pro rizného typt experimenty ziskal
Staphylococcus aureus nebo zlaty stafylokok. Pokud télo napadne bakterie Staphylococcus
aureus, zalezi zejména na odolnosti organismu a mist¢ napadeni. Je-li organismus oslaben, zlaty
stafylokok mtze v téle zptisobit rizné infekéni hnisavé procesy, a to na kiizi, ale i na sliznicich,

vvvvvvvv

v Vv

Patogenita této bakterie je vysledkem produkce toxint (exfoliativni toxiny, enterotoxiny
atd.), které zpiisobuji ni¢eni tkdn¢ nemocného. Tvori zluty pigment (od toho odvozeno druhové
jméno aureus — zlaty), zkvaSuje mannitol a pfiblizné u tfetiny lidské populace je pfirozené
pfitomen na klZi a sliznicich. Pfenos gent antibiotikové rezistence (napf. na plazmidech) mezi
kmeny S. aureus se uskuteCiiuje nejcastéji transdukci prostiednictvim temperovanych
bakteriofagti. Typicka struktura a tvar S.aureus je znazornény na Obr.¢ 16 [34].
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Obr. 16: Struktura a tvar S. Aureus

3 EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 POUZITA ZARIZENI A CHEMIKALIE
3.1.1 Pouzita zarizeni

e Ultrafialova lampa Ecoplanet 15 W, 50-60 Hz

e BioSan Mini-Bioreactor RTS-1

e Laminarni box ALPINA 989 W

e Kalibrétor Biosan 12 V

e Ultrazvukovy ¢isti¢ Bandelin Sonorex

e Elektrické vahy Kern ABT 320-4M

e Mikropipety 10—100 pl, 100—1000 pl, 1000 pul - 5000 pl
e Petriho misky 0 priméru 6 cm a 9 cm

e Inkubétor s termostatem 37°C

e Zdroj bilého svétla LED SCHOTT KL 2500

3.1.2 Pouzité chemikalie

e PraSkovy TiOy, ¢istota vzorku 99,5 %, velikost ¢astic 21 nm, dodavatel Sigma-Aldrich
e Mueller-Hinton bujéon

e Mueller-Hinton Agar

e Demineralizovana voda

3.1.3 PouZity software

e Microsoft Word 2021

e Microsoft Excel 2021

e RTS control program, version 2.7.4.5.
e Open CFU

3.2 POUZITE MIKROORGANISMY

e Escherichia coli — bakterialni kmen ¢islo CCM 3954 (Czech Collection of
Microorganisms)

e Staphylococcus aureus - bakterialni kmen ¢islo CCM 3953 (Czech Collection of
Microorganisms)
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3.3 METODIKA PRACE
3.3.1 Priprava kultiva¢niho média

Pro experimenty na zacatku byl pfipraven Mueller-HintonGv bujon a roztok agaru
s demineralizovanou vodou v poméru 38 mg na 1 1. Po sterilizaci v autoklavu byl horky roztok
agaru vylit na Petriho misky priméru 6 cm (10 ml) resp. 9 cm (20 ml), a nechal se ztuhnout.

3.3.2 Priprava bakterialniho roztoku

Vzorky E. coli a S. aureus byly odebrény z koncentrovaného roztoku, skladovaného v mrazéku
laboratofe, nasledné¢ v mnozstvi 1 ml inokulovany na 9 cm Petriho misku, a poté kultivovany
24 hodiny v termostatu pfti teploté 37 °C.

Po nariistu a pomnozeni v termostatu byly bakterie seskrabany a piemistény do kadinky
objemu 30 ml s ptedem pfipravenym Mueller-Hintonovym bujonem objemu 5ml. Tim nam
vznikl koncentrat, ktery jsem oznagil jako koncentrace 10°. Poté bylo 0.5 ml tohoto koncentratu
preneseno do zkumavky s 4.5 ml bujonu, ¢imz se dosahlo zifedéni koncentratu v poméru 1:10.
Toto fedéni bylo provedeno celkem tfikrat, ¢imz jsem dosahl pracovni koncentrace 107, kterou
jsem pouZival pro experimenty.

3.3.3 Priprava konstrukci pro experimenty

Na zacatku bylo rozhodnuto pouzit nckolik zplsobli zkoumani fotokatalytické aktivity.
Zéakladem prvniho a druhého experimentu byla zavislost antibakteridlniho efektu TiO2 pfi
ozafovani ultrafialovou lampou za rtiznych podminek. Ve tifetim experimentu inaktivace
bakterii se zkoumala v bioreaktorech pii svétle a ve tmé.

3.3.4 Prvni experiment

V prvnim experimentu byl roztok TiOz umistén ptimo pod UV lampou a aktivace probihala

ve sterilnim boxu po dobu 30 resp. 60 minut, ¢imz vznikl aktivovany roztok TiO.. Princip
aktivace je ukazan na Obr. ¢. 17.
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Obr. 17: Kéadinka s roztokem TiO; vystavenym UV svétlu

Poté jsem vzdy 0.5 ml pracovniho bakterialniho roztoku napipetoval do téech plastovych
pruhlednych zkumavek s ptipravenou demineralizovanou sterilni vodou objemu 2 ml. Poté jsem
do prvni zkumavky ptidal 0.5 ml aktivovaného roztoku TiO-, do druhé 0.5 ml neaktivovaného
roztoku TiOz a do tfeti 0.5 ml demineralizované vody, coz byl kontrolni vzorek — reference pro
porovnéni. VSechny zkumavky byly umistény do inkubatoru na 3 hodiny pfi teploté 37 °C. Pak
ze vSech vzorkll bylo odebrano 100 pl a nasledné nafedéno pomoci eppendorfek az do
koncentrace 10-8. Poté jsem z kazde eppendorfky pipetou odebral 500 pl roztoku a pienesl na
Petriho misky, které jsem nasledné kultivoval po dobu 24 hodin.

3.3.5 Druhy experiment

Hlavni myslenkou druhého experimentu bylo zkouméni pfedem pfipravenych bakteridlnich
roztokt pti rovnomérném téepani v podminkach vhodnych pro kultivaci pod UV lampou. - viz
Obr. ¢. 18. Vysledky jsem nasledné porovnal se vzorky ve stejnych podminkach, ale bez
vystaveni piimému ultrafialovému zafeni. Do dvou sterilnich prihlednych zkumavek jsem
nejprve napipetoval 2 ml bakterialniho roztoku do kazdé, a poté jsem do prvni ptidal 2 ml
demineralizované vody (reference) a do druhé 2 ml roztoku TiO.. Poté jsem totéZ zopakoval s
dalsi dvojici zkumavek, které vSak byly nasledné zabaleny do alobalu.
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Obr. 18: Zkumavky umisténé v inkubatoru pod UV svétlem

Kazdé pul hodiny se ze Ctyi zkumavek se odebiraly vzorky 100 pl roztoku pro néslednou
kultivaci v Petriho miskach. Odbéry byly provedeny v ¢asech 30, 60 a 90 minut.

Kromé toho byla vyzkouSena konstrukce pro stejny experiment, kterd aviak se nachazela
ve laminarnim boxu misto v inkubatoru. - viz Obr. ¢. 19.
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Obr. 19: Zkumavky vystavené UV svétlu v sterilnim boxu

3.3.6 Treti experiment

Na rozdil od vySe uvedenych experimentli se ve tfetim pouzival zdroj bilého svétla s LED
diodami, a kultivace probihala v bioreaktorech.

Nejprve byly pripraveny ¢tyfi plastové zkumavky, z toho dvé s otvorem ve vicku pro lepsi
pronikani svétla béhem kultivace (viz Obr. €. 20). Do kazdé zkumavky jsem nejprve pripravil
demineralizovanou vodu objemu 18 ml, poté jsem do kazdé piidal 2 ml koncentrovaného
bakterialniho roztoku. Nasledn¢ jsem do dvou zkumavek ptidal 2 ml roztoku TiO2 v koncentraci
10 mg/ml (¢imz vznikla vysledna koncentrace TiO2 1 mg/ml), a do druhych dvou jsem piidal 2
ml demineralizované vody (reference). VSechny zkumavky jsem umistil do bioreaktorti. Potom
jsem vzorky s otvorem ve vicku vystavil pfimému ptsobeni bilého svétla, druhé dva vzorky
byly bez piisobeni LED svétla, pti¢emz vzorek sousedici S ozafovanymi byl pro jistotu ptikryt
alobalem (viz Obr. €. 21).

Bioreaktor vyuziva technologii neinvazivniho, mechanicky pohanéného michani, kdy
zkumavka se vzorkem rotuje stiidavé obéma sméry, coz vede k vysoce u¢innému michéani a
okysli¢eni pro aerobni kultivaci. Pomoci prosvécovaciho infracerveného optického systému
(850 nm) je mozné registrovat kinetiku rstu bun¢k neinvazivné v realném case.

V bioreaktorech se vzorky kultivovaly pfi teploté 37 °C se zménou sméru rotace kazdou 1
S po dobu 24 hodin. Méteni kinetiky riistu (prosviceni) probihalo kazdych 10 minut a z toho se
vytvéarely grafy, které budou uvedeny v pfisti kapitole.
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Obr. 20: Plastové zkumavky s otvorem pro lepsi pronikani LED svétla
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Obr. 21: Zkumavky Vv bioreaktorech bez ptisobeni LED svétla
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

41 CFU

Pro hodnoceni vysledkt je dilezité¢ povsimnout si pojmu CFU (anglicky ,,Colony Forming
Units®, tedy jednotky tvofici kolonie). CFU je jednotka pouZivana v mikrobiologii, kterd
odhaduje pocet bakterii nebo bun€k hub ve vzorku, které jsou zivotaschopné, tedy schopné se
mnozit bindrnim S$t€penim za kontrolovanych podminek. Pocitani s jednotkami tvoficimi
kolonie vyzaduje kultivaci mikrobli a pocitd pouze Zivotaschopné buiiky. Vizualni vzhled
kolonie v bunécéné kultuie vyzaduje vyznamny rist a pti pocitani kolonii nenti jisté, zda kolonie
vznikla z jedné buniky nebo skupiny bunék. Vyjadieni vysledkt jako jednotky tvofici kolonie
odrézi tuto nejistotu [35].

V experimentech bylo pouzito nékolik metod pro pocitani kolonii. Nejprve se kolonie
pocitaly ruéné, pozdéji pomoci programu «lmagel», a nakonec byl pouZit profesionalni
software «OpenCFU».

4.2 Méreni rustu bakterii

V prubéhu experimentl jsem sledoval rozmnozovani bakterii podle ristovych kiivek. Rustova
ktivka bakterii reprezentuje pocet zivych bunék v bakterialni populaci za urcité ¢asové obdobi.
Klasicky kiivka zahrnuje ¢tyfi faze ristu mikroorganismi (viz. Obr. €. 22) [17]:

1. Klidova faze (lag faze) — bakterie se adaptuji na nové prostiedi, pocet bunék se
nezvysuje.

2. Exponenciélni faze (log faze/logaritmicka faze) - bakterie se intenzivné mnozi,
rychlost ristu je nejvétsi a populace exponencialné roste.

3. Stacionarni faze — zpomaluje se rychlost mnozeni bunék, vznika stav rovnovahy,
kdy se pocet bunék zhruba neméni.
4. Féaze odumirani — pocet odumielych bun¢k je vétsi nez pocet nove vzniklych.

Vzorky pro kultivace se odebiraly po tfech hodinach pii aktivnim déleni bakterii, tedy
béhem log fazi.
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Obr. 22: Faze Zivota bakterii
4.3 Inaktivace predem aktivovanym oxidem titani¢itym

V prvnim experimentu jsme zkoumali metodu kultivace roztoku TiO2 v koncentraci 1 mg/ml
bez bakterii pifimym UV svétlem po dobu 30 resp. 60 minut. Aktivace po dobu 30 minut, a
nasledne smichani s bakterialnim roztokem neprokézala Zadnou efektivitu, jak v ptipadé E.coli
tak i S. aureus. Vysledky se dostavily u aktivace 60 minut.

Aktivované vzorky TiOz jsem smichal s bakterialnim roztokem, a vysledny roztok jsem
kuiltivoval v inkubétoru s tfepanim po dobu 3 hodin. Po této dob&é byly odebrany vzorky a
V riiznych fedénich byly kultivovany na Petriho miskach. Na Obr. €. 23 vidime pocty kolonii
na Petriho miskach pro experiment s E. coli a aktivaci 60 minut. Leva ¢ast obrazku ukazuje
fotoaktivovany TiO2 (horni dvé misky, koncentrace 10*a 107°), a neaktivovany TiO; (dolni dv&
misky, koncentrace 10 a 107°). Prava &ast obrazku ukazuje pocty kolonii pro referenci
(koncentrace 10 a7 107).
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Obr. 23: Petriho misky s koloniemi E.coli

Z Obr. ¢ 23 je i bez pocitani vidét, ze radikaly OH vzniklé pii fotokatalyze zabily
vyznamnou ¢ast kolonii E.coli.

Cas [hodiny] Reference TiO, Foto TiO>
0 5,85E+06 5,85E+06 5,85E+06
3 4,05E+08 1,03E+08 1,73E+06

Obr. 24: Zprimérované hodnoty CFU pro E.coli

Tabulka na obrazku ¢islo 24 ukazuje koncentrace CFU/mI na miskach z Obr.¢. 23. Je
ziejmé, ze koncentrace CFU v roztoku s 60 minut aktivovanym TiOz je o dva fady niz8i nez u
roztoku s neaktivovanym TiO2. Ve vSech experimentech bylo pouzito nékolik diive zminénych
metod pro urceni poc¢tu kolonii. Nejprve se kolonie pocitaly ru¢né, posléze pomoci zvyseni
kontrastu v programu «ImageJ», a nakonec byl pouZit profesionalni software «OpenCFU».

Na rozdil od prokazané efektivity TiO2 na E. Coli pti zkoumani antibakterialniho u¢inku
na S.aureus nebyla zjisténa zadna ucinnost, coz muze byt vysvétleno vysokym obsahem
peptidoglykanu v bunécné sténé.

Z vySe uvedené informace vyplyva, Ze tato metoda aktivace ma prakticky vyznam pfi
dezinfekci gramnegativnich bakterii.
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4.4 Inaktivace bakterii za pFitomnosti TiO2 v roztoku

Ve druhém experimentu se zkoumala fotokatalyticka u¢innost vzorka TiOz v bakteridlnim
roztoku. Dva vzorky (TiO; a reference) byly vystaveny pfimému UV svétlu, a zbylé dva (opét
TiO. a reference) byly schovany ve tmé. Z rustovych kiivek (Obr. ¢. 25.) je vidét, Ze u
ozafen¢ho TiO2 dochazi k poklesu koncentrace CFU, pficemz v ¢ase 90 minut na misce
nezustala zadna kolonie. NiZe vidime rustové kiivky bakterii pro ozafeny i neozaieny TiOs.
Ktivky pro reference vypadaly velmi podobé jako zde uvedené kiivky s TiO, tedy zadny efekt
potmé, a pokles az k nule u ozareného vzorku.
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—#=0Oxid titani¢ity =~ —@—Fotokatalyticky oxid titanicity

1,00E+08

1,00E+07 —

1'00E+06 V

)y
€ 1,00E+05 \
= e
> 1,00E+04
Ll
(@)

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

0 20 40 60 80 100

¢as [minuty]

Obr. 25: Ruastové krivky E.coli

V piipadé¢ S. aureus ndm graf na Obr. ¢. 26 poskytuje dv¢ velice navzajem podobné ristové
ktivky, coz vypovida o prakticky nulové tcinnosti TiO2 pro tento druh bakterii.

29



Rastové krivky S.aureus - TiO,
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Obr. 26: Rustové kiivky S.aureus

Z prabéhu kiivek je vidét, ze bez ohledu na zménu podminek kultivace a zptsobu aktivace
UV svétlem je viditelny vyrazny antibakterialni efekt na E.coli, ale v podstaté zadny efekt vici
S.aureus. Zaroven je vsak tézké u tohoto experimentu urcit, do jaké miry zabiji bakterie E. coli
kombinace UV svétla a TiO2 a do jaké miry samotné UV svétlo.

45 OD

Dal$im dilezitym pojmem pro vyhodnoceni vysledku je absorbance (anglicky Optical Density).
Opticka hustota je vlastnost, ktera popisuje schopnost materialu absorbovat energii daného
svétla, které timto materialem prochazi. Je definovana jako pomér mezi dopadajicim zafivym
vykonem (sila svétla ptfi dopadu na material) a pfendSenym zatfivym vykonem (sila svétla pii
vystupu z materialu).

Jinymi slovy, optickd hustota je schopnost materialu blokovat urcité svétlo. Ackoli se pocita
pomoci kritérii, ktera maji jednotky méfeni, samotnd optickd hustota je bezrozmérna a neni

spojena s zadnou védeckou jednotkou.

I
A= logTO,

kde lo — intenzita dopadajiciho svétla, | — intenzita vystupujiciho svétla

V mikrobiologii se piredpoklada, Zze pocet mikrobu v jakékoli suspenzi je pfimo umérny
zakalu kultury a jako takové predstavuje fedéni na nastavenou optickou hustotu specifickou
mikrobialni koncentraci. Mé&feni hustoty je Siroce pouZivano ve vyzkumu a klinickych
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laboratofich, protoZe poskytuje rychlou a nendkladnou metodu Gpravy mikrobialnich suspenzi
na nastavené koncentrace. Tato technika je zvlasté ti¢inna, kdyz se pouziva spolu s metodami
pocitani bunék, umoznuje vyzkumnikim rychle ziedit suspenze na odhadovanou koncentraci
pomoci optické hustoty a ptipadné pozdéji potvrdit, ze odhad byl spravny pomoci pocitani
koncentrace bun¢k [47].

4.6 Inaktivace bakterii v bioreaktorech

Na rozdil od ptedchozich experimenti bylo cilem posledniho z nich urcit antibakterialni ucinek
TiO2 pii ozafeni bilym svétlem, jehoz spektralni charakteristika je uvedena nize na Obr. €. 27,
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Obr. 27: Spektralni charakteristika pouzitého svétla

V experimentu byly pouZity ¢tyti zkumavky. Dvé z nich obsahovaly bakterie a TiOa, zbylé
dvé byly jen s bakteriemi bez TiO; a slouZily jako reference. U kazdého z téchto part byla jedna
zkumavka vystavena svétlu, zatimco druha byla potmé. Jako prvni byly monitorovany bakterie
kmenu E.coli.
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4.6.1 Inaktivace E.coli v bioreaktorech

QD over time
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Obr. 28: Ktivky absorbance E.coli

Na grafu z Obr. ¢. 28 jsou oznaceny kiivky absorbance, jejiz hodnoty se métily kazdych 10
minut. Zelena kiivka odpovidala zkumavce s TiO2 vystavenym svétlu, zatimco horni ¢ervena
udavala hodnoty pro potm¢ kultivovany bakterialni roztok obsahujici TiO2. Graf nam ukazuje
vyrazny rozdil mezi absorbanci roztoku TiO ozafeného lampou a roztokem TiO2 schovanym
ve tmé. To vypovidd o tom, ze hustota vyrostlych bakterii se liSila o nékolik fadu, tudiz
fotoaktivovany TiOz inhibuje rust E.coli. Spodni dvé kiivky odpovidaji referenci, fialova byla
na svétle a dolni cervena byla ukryta alobalem. Z obou dvojic kiivek vyplyva, ze pouzité bilé
svétlo taktéz urcitym zpuisobem inhibuje rust. Dalsim poznatkem je, Ze vzorky s TiO2 zacinaji
rust az kolem casu 7 hod., zatimco reference zacinaji rust jiz od 4 hod. D4 se tedy fici, ze TiO2
taktéz zpozd'uje rust E. coli. Pti kultivaci a vyhodnoceni vysledki z Petriho misek nebyl
pozorovan vyrazny rozdil mezi koncentracemi kolonii s TiO- a foto aktivovanym TiOg, takZe
v experimentu s E.coli ma vyznam jenom hodnoceni pomoci OD.

Experiment se S. aureus ptinasi nam velice podobné vysledky.
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4.6.2 Inaktivace S.aureus v bioreaktorech

QD over time
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Obr. 29: Ktivky absorbance S.aureus

Graf na Obr. ¢. 29 nam ukazuje rustové kiivky, kdy barvy odpovidaji stejnym kombinacim
jako u ptedchoziho grafu. Zde zac¢ind riist ve vSech ptipadech okolo 7 hod., tudiz neni zpozdéni
rustu. Po 13 hod. pfestavd absorbance fotoaktivované¢ho roztoku TiO: riist a ziistdva ve
stabilnim stavu aZz do konce experimentu, zaroven vSak absorbance neosvétleného roztoku
postupné rostla. Pro ovéfeni skute¢né koncentrace CFU jsem se rozhodl kultivovat vzorky
Vv Case 24 hod. se S. aureus v Petriho miskach. Spocitané koncentrace bakterii jsou uvedeny
v tabulce nize.

REFERENCE REFERENCE

Cas [hodiny] TMA SVETLO TiO, TMA | TiO, SVETLO
0 5,85E+06 5,85E+06 5,85E+06 5,85E+06
24 2,07E+09 1,20E+09 1,41E+09 3,68E+08

Obr. 30: Hodnoty CFU pro S.aureus

Vzhledem k tomu, ze kiivky OD mn¢ vysly velmi podobné pro experiment s E. coli i se S. aureus,

provedl jsem toto kontrolni urceni pocatecnich a kone¢nych koncentraci pouze pro S. aureus.
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Obr. 31: Petriho misky s kolonii S.aureus

Poté pomoci vySe uvedenych dat z Obr. ¢. 30 byl sestrojen nésledujici sloupcovy diagram
(viz. Obr. ¢. 32), kde za 100 procent byly vzaty jednotky tvofici kolonie pro reference ve tmé.
Miizeme tedy fici, ze po 24 hodinach pusobeni svétla pocet kolonii ve vzorku s fotoaktivnim
TiO2 ¢inil 18 % v porovnéni s vybranou referenci, coZ ukazuje na to, ze po ozafeni lampou

koncentrace CFU klesla témét o jeden fad.

REFERENCE
REFERENCE TMA SVETLO TIO2 TMA TIO2 SVETLO

120

100

80

60

40

Pocet CFU [%]

20

, -

Obr. 32: Diagram porovnani G¢inkd ptsobeni svétla a TiO, na S.aureus
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5 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo studium ucinku oxidu titani¢itého aktivovaného ultrafialovym a
bilym svétlem na rist grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus a gramnegativnich
Escherichia coli. Pro kaZzdy druh mikroorganismii byly provedeny tii experimenty, v nichz se
zkoumala antibakteridlni efektivita za riznych podminek a s vyuzitim dvou rtznych zdrojii
svétla.

Prvni experiment ukazal, ze pii pfedbézné aktivaci roztoku TiO. bez bakterii pod
ultrafialovym svétlem po dobu 60 minut vykazuje tento roztok po smichani s bakteriemi
antibakterialni u¢innost na bakterie druhu E.coli, coZ se projevuje snizenim koncentrace CFU
o dva fady. Dany typ aktivace mlize byt pouzit v primyslu pro sterilizaci pitné vody, ve které
se nejéastéji objevuji bakterie tohoto kmenu. V piipadé S.aureus predaktivace UV svétlem a
nasledné smichani s bakterialnim roztokem neptinesly zadné vysledky. To miuiZe byt zptisobeno
strukturou grampozitivnich bakterii, jejichz silné peptidoglykanova vrstva neni odolna vi¢i OH
radikalim vzniklym pfi fotokatalyze.

Druhy experiment spocival ve smichani bakterialniho roztoku s roztokem TiOz a v pfimém
vystaveni této smési UV svétlu. Zde bylo pozorovano postupné ni¢eni E.coli az do Uplného
vymiréni kolonii. Ve druhé ¢asti experimentu, v némz se zkoumal S.aureus, naproti tomu
nebyla prokazéana antibakterialni G¢innost sledovaného reagentu. I u druhého experimentu tedy
muizeme usoudit na rozdilnou strukturu obou druhii bakterii, kterd zpiisobila takto rozdilné
vysledky.

Treti experiment ndm piinesl poznatky ohledné ucinnosti bilého svétla jako
fotokatalyzatoru TiO2 vic¢i zkoumanym druhtim bakterii. Ukazalo se, Ze mnou pouzité bilé
svétlo inhibuje rust obou druhli zkoumanych bakterii, pficemz za pritomnosti TiO2 v roztoku je
tento efekt jesté vyrazné posilen.

Souhrnné lIze fici, Ze metody inaktivace bakterii s vyuzitim fotokatalytickych vlastnosti
TiO2 maji vyznam pro moderni fyziku z divodu nizkych nakladi a nezanedbatelné
antibakterialni ti¢innosti.
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