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ANOTACE

Teoretickd ¢ast diplomové prace je vénovana piehledu hlavnich bakterii zptisobujicich
vodni kontaminaci, principu a dezinfekénim ucinkiim fotokatalyzy. V experimentdlni a
vysledkové Gasti prace jsou uvedeny dosazené vysledky. Ucinnost snizeni bakteridlniho
znecisténi byla testovana na dvou mikroorganismech, Escherichia coli a Pseudomonas
fluorescens, byly pouzity dva typy fotokatalyzatord a jejich kombinace s peroxidem vodiku.
Nejlepsich vysledkii u odstraiiovani obou bakterii bylo dosazeno za pouziti kombinace

fotokatalyzy s ptidavkem peroxidu vodiku.
KLiCOVA SLOVA

Fotokatalyza, dezinfekce, Escherichia coli, bakterie
TITLE

Optimization of conditions of heterogeneous photocatalysis for the removal of E.coli from

water
ANNOTATION

The theoretical part of the thesis is devoted to an overview of the main bacteria causing
water contamination, the principle and disinfection effects of photocatalysis. In the
experimental and results part of the thesis the achieved results are presented. The effectiveness
of reducing bacterial contamination was tested on two microorganisms, Escherichia coli and
Pseudomonas fluorescens, using two types of photocatalysts and their combination with
hydrogen peroxide. The best results in removing both bacteria were achieved using a
combination of photocatalysis with the addition of hydrogen peroxide.
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UVvoD

Fotokatalyza je technika, pii které vyuzivame katalyzatoru k urychleni chemickych
reakci, které vyzaduji energii zaieni. Fotokatalyzator je definovan jako material, ktery je
schopen absorbovat svétlo a produkovat pary elektronti, které umoznuji chemické premény
ucastnikli reakce a regeneruji jeho chemické slozeni po kazdém cyklu téchto interakci.
Rozlisujeme dva typy fotokatalytickych reakci, témi jsou homogenni a heterogenni

fotokatalyza (Khan et al., 2015).

Fotokatalyza je univerzalni technikou, kteréd se ukazala jako velmi Gi€innd pro odstranéni
Sirokého spektra biologickych druhli mikroorganismi V pitné vodé. Jeji mechanismus byl
podrobné studovan, véetné pochopeni samotného principu dezinfekce (McCullagh et al., 2007).
Za pouziti fotokatalyzy bychom tak mohli poskytnout rychlou a levnou, ale hlavné efektivnéjsi
alternativu dezinfekce vody. Dezinfekce fotokatalyzou by nam tak umoznila vyrazné snizit
bakterialni kontaminaci vody, ktera velmi ¢asto zptisobuje méné ¢i vice zavazné onemocnéni
(Byrne et al., 2015; Wang et al., 2015). Nicmén¢ je dilezité se u téchto aplikaci vénovat
standardiza¢nim postuptim pro spravné vyhodnoceni procesu fotokatalytické dezinfekce a

urovné zniceni bakterii (McCullagh et al., 2007)

Sterilizace mikrobialnich bungk je dilezita také v lékarskych a zemédélskych oborech.
Pro tento ucel zatim vyuzivame hlavné antibiotika, vakciny, metabolické inhibitory a
baktericidy. Dale vyuzivame také fyzikalni metody, tedy tepelné a UV zafeni, chlorace,
ozonace a jiné. Tyto u¢inné metody maji ale obvykle nezddouci G€inky na Zivoc€ichy i rostliny.
Patogenni mikroorganismy se navic rychle vyviji a pfizplisobuji se naSim obrannym
mechanismiim, ¢emuz odpovida 1 neustale se zvysujici rezistence na antibiotika. Proto je pro
nas vyznamné se zabyvat dal§imi alternativnimi metodami sterilizace (Byrne et al., 2015;

Matsunaga et al., 1985).
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TEORETICKA CAST

1 MIKROBIOLOGICKE ZNECISTENI VODY

Pro pitnou vodu je v soucasné dobé kontrola mikrobiologického rizika povazovana za
nema piistup ke kvalitnimu zdroji pitné vody a mnoho dalSich spoléhé na zdroje, které vhodné
ke konzumaci nejsou. Hlavnimi zdroji vody v téchto oblastech jsou prameny, jezy, mélké vrty,
prehrady. VSechny tyto zdroje jsou nachylné ke kontaminaci mikroorganismy zpusobujicimi
nejriznéjsi choroby. Kazdy rok se setkdvame s obrovskym poctem lidi, ktefi onemocni
konzumaci vody nevhodné k piti. Onemocnéni jsou pfenaSeny praveé prostiednictvim
organismil vyskytujicich se ve vod¢ jako jsou viry, bakterie nebo prvoci (n€ktefi zastupci jsou
uvedeni v tabulce 1). Infekce stievnimi bakteriemi a viry se stavaji také pii¢inou podvyzivy,
protoze vedou ke Spatnému traveni potravy. Podle World Health Organization (WHO) tiimrtnost
spojend se znecisténim vody pfesahuje 5 miliont lidi ro¢né. Z nich je vice nez 50 %
pfisuzovano mikrobidlnim stfevnim infekcim, kde prvni misto v tomto zebficku obsadila
cholera. Bohuzel se ofekava, ze se situace s pitnou vodou Vv pfistim desetileti jesté zhorsi.
Obecné plati, Ze nejvetsi mikrobidlni rizika souviseji s pozitim vody, kterd je kontaminovana
lidskymi a zvifecimi vykaly (Byrne et al., 2015; Cabral., 2010; da Silva et al., 2016;
Rincon, et al., 2001; Wang et al., 2015).
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Tabulka 1 Zdastupci mikroorganismit vyskytujicich se ve vode, onemocnéni, které zpiisobuji a hlavni zdroje a
rezervodry (Ashbolt, 2004)

. . ‘. Hlavni rezervoar a
Mikroorganismus Onemocnéni e .
primarni zdroj
Salmonella typhi btisni tyfus
lidské vykaly
Salmonella paratyphi paratyfus
jiné salmonel salmonel6z lidske a zvifect
J Y Y vykaly
Shigella spp. shigeldza lidské vykaly
Bakterie Vibrio cholerae cholera lidske vykaly a
zooplankton
Enteropatogenni s
Escherichia coli lidske vykaly
Yersinia enterocolitica gastroenteritida i .
lidské a zviteci
S vykal
Campylobacter jejuni yeay
Leptospira spp. leptospirdza lidska a zvifeci mo¢
Coxsackie virus A
asepticka meningitida
Coxsackie virus B
lidské vykaly
Viry Rotaviry gastroenteritida
Adenovir onemocnéni hornich dych.
y cest a GIT traktu
Norovirus gastroenteritida voda
Balantidium coli balantidiozya L o
lidské a zviteci
: . : . vkal
Prvoci Entamoeba histolytica amébova dysenterie vyRay
Giardia lamblia gastroenteritida VOda,a zvirect
vykaly
Helminti Ascaris lumbricoides ascaridza hdSke,a zvireet
vykaly
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1.1 ROD ESCHERICHIA

Escherichia coli je gram-negativni tyCinka patfici do Enterobacteriaceae.
Escherichia coli je fakultativné anaerobni bakterie, ktera je pfirozenou a pievazujici soucasti
normalni mikroflory ve stievé lidi a zvifat, a je tak povazovana za neSkodny komenzalni
mikroorganismus pro ¢loveéka. Escherichia coli typicky kolonizuje gastrointestinalni trakt
kojence béhem nékolika hodin zivota a poté bakterie a hostitel ziskavaji vzajemny prospéch.
Escherichia coli obvykle zistava neskodné omezena na stfevni lumen, ovsem u oslabeného
nebo imunosupresivniho hostitele a v piipadé porusené gastrointestinalni bariéry, dokonce i
normalni, tedy nepatogenni kmeny Escherichia coli mohou zputsobit infekci. Nékteré kmeny
(které jsou zminény nize) jsou patogenni a mohou infikovat sttevni oblast a zpusobit t&ézké

onemocnéni nebo Se mohou rozsifit po celém téle (Nataro and Kaper, 1998;
Vasquez-Garcia, et al., 2019).

Bakterie Escherichia coli (na obrazku 1) je vybornym indikatorem fekalniho znecisténi
vody. Diky vyskytu této bakterie neni nutné testovat dalsi patogenni bakterie. Escherichia coli
se naléza v trusu vSech savci, ale v prostiedi se poté jiz vyrazné¢ nemnozi. Diky této vlastnosti
byla v 90. letech 20. stoleti vybrana jako biologicky ukazatel bezpecné vody
(Edberg et al., 2000).

Obrazek 1 Escherichia coli (dostupné: Biocote, 2016- online)
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Escherichia coli nejlépe roste pii 37 °C za aerobnich podminek. Jako selektivni médium
pouzivame MacConkey agar, kde vytvaii rizové kolonie (na obrazku 2)

(Nataro and Kaper, 1998).

Obrazek 2 Narist Escherichia coli na MacConkey agaru (autor)

Kmeny Escherichia coli izolované ze stievnich onemocnéni byly seskupeny do nékolika
hlavnich skupin podle epidemiologickych dikazt, fenotypovych znakd, klinickych obrazt
choroby a specifickych faktori virulence. Mimofadny vyznam a moZny pienos
kontaminovanou vodou maji hlavné kmeny: ETEC - enterotoxigenni (0148), EHEC -
enterohemoragické (0157), EIEC — enteroinvazivni (0124) (Cabral, 2010).

1.1.1 Kmeny shiga-like toxigenni Escherichia coli - STEC

Kmeny shiga-like toxigenni (STEC), dfive také nazyvané jako kmeny
eneterohemoragické Escherichia coli (EHEC), nebo také verotoxigenni Escherichia coli
(VTEC).

16



Kmeny STEC mohou rist pfi teplotdch od 7 °C do 50 °C s optimalnim teplotou 37 °C.
Nékteré STEC mohou rust i v kyselych potravinach, u kterych se pH pohybuje okolo 4,4.

Kmeny STEC jsou zni¢eny dosazenim teploty alespoii 70 °C ve vSech castech potravy.

24

wev

onemocnéni, fadime abdomindlni kiece a prijem, které ptrechazeji do krvacivého prijmu
(hemoragicka kolitida). Casto se také objevuje hore¢ka a zvraceni. Doba inkubace se pohybuje
vrozmezi od 3 do 8 dnl. U vétSiny pacientii dojde ke zlepSeni do 10 dnd. U malé cCasti
nemocnych (asi 10 %) mize dojit k zivot ohrozujicimu stavu, kterému fikdme hemolyticky
uremicky syndrom. Tento stav se vyznacuje akutnim selhanim ledvin, hemolytickou anémii a
trombocytopenii. Umrtnost se vV tomto piipadé pohybuje v rozmezi 3 az 5 %. Antibioticka 1é¢ba
neni zarazena, protoze vede k uvolnéni toxinu a zhorseni pribé¢hu onemocnéni. Riziko vzniku
onemocnéni je také dano velmi nizkou infekéni davnou. Uvadi se, ze k vyvolani infekce staci

pouhych 10 bakterii (WHO, 2018).

1.1.2 Kmeny enterotoxigenni Escherichia coli - ETEC

Onemocnéni zptisobené ETEC miize byt zpiisobeno polknutim 10° az 10 bakterii.
K projeviim onemocnéni dochazi, kdyz bakterie dosdhnou tenkého stieva. Po pfilnuti bakterii
na povrch stfevniho epitelu dochazi k produkci enterotoxinii a ty pak ovliviuji bunky
V postizené oblasti. Produkce tepelné stabilnich nebo tepelné labilnich enterotoxinti je hlavnim

faktorem virulence ETEC (Mirhoseini et al., 2018).

1.1.3 Kmeny enteroinvazivni Escherichia coli - EIEC

Enteroinvazivni Escherichia coli jsou skupinou patogennich bakterii zptsobujicich
stitevni onemocnéni pii invazi lidské sliznice tlustého stieva. Kmeny EIEC zptisobuji az v 10 %
ptipadl bacilarni dysenterii. Ve zbylych ptipadech zplisobuji toto onemocnéni druhy bakterie
Shigella. Klinické projevy, které jsou nerozeznatelné od infekce zpisobené kmeny druhu
Shigella, zahrnuji nevolnost, horecku, tézké abdominalni kiece, malatnost a vodnaty prujem
onemocnéni (101-104 organismil), zatimco kmeny EIEC vyzaduji vétsi infekéni davku

(106-1010 mikroorganismit). Shigella spp. i kmeny EIEC exprimuji podobnou sadu proteind a
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jsou pfenaseny pfimym kontaktem lidi nebo prostfednictvim kontaminovaného jidla a vody

(Hsu et al., 2010; Michelacci et al., 2016).

1.1.4 Kmeny enteropatogenni Escherichia coli - EPEC

Enteropatogenni Escherichia coli patii mezi nejvyznamnéjsi patogeny infikujici déti po
celém svéte a  jsou  jednou  zhlavnich  pfi¢in  pietrvavajicich  prijmu
(Ochoa and Contreras, 2011). Zastupci tohoto kmene nemaji schopnost produkovat tepelné

labilni ani stabilni enterotoxiny (Gomes et al., 2016).
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1.2 ROD PSEUDOMONAS

Rod Pseudomonas =zahrnuje heterogenni skupinu mikroorganismti  z Celedi
Pseudomonadaceae. Tato skupina zahrnuje vSudypfitomné gram-negativni, aerobni,
nefermentujici ty¢inky. Jsou kataldza i oxidaza pozitivni a netvofi spory. Clenové skupiny
Pseudomonas se adaptuji riznym podminkam, takze je miizeme nachazet v $iroké Skale mist
(ptida, voda, rostliny, Zivodisné tkang). Casto se také podili na degradaci a znehodnocovani
potravin a v této souvislosti je dulezité podotknout, Ze jejich enzymy jsou tepelné odolné.
Clenové této skupiny mohou produkovat pigmenty, jako je pyoverdin, pyocyanin a indigoidin.
Zejména Pseudomonas fluorescens (obrazek 3) zpisobuje zmény ve struktuie a barve
potravinatského produktu v disledku produkce enzymi a pigmentd. Pseudomonady
produkujici pigment navic rychle rostou pfi nizkych teplotach a produkuji exopolysacharidy,

které ptispivaji k tvorbé biofilmu (Caldera et al., 2016; Rossi et al., 2016).

Pseudomonas jsou obecné rezistentni vuéi B-laktamovym antibiotikim a penicilinu

(Arslan and Ozdemir, 2011).

Obrdazek 3 Pseudomonas fluorescens v elektronovém mikroskopu (prevzato: Scales et al., 2014)
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1.2.1 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je bézny patogen ve vodném prostiedi a postihuje obratlovce i
bezobratlé zivoCichy. Tento patogen postihuje celou fadu druht ryb, ale i ptaki a lidi. Existuji
také nepatogenni Pseudomonas fluorescens, kter¢ muzeme izolovat z rostlin nebo z pudy
(Sun and Sun, 2015).

Pseudomonas fluorescens dobfte roste na TSA (trypton-séjovy agar) agaru, na krevnim
agaru ma hemolytickou aktivitu. Extrémné mnohostranné metabolické schopnosti
Pseudomonas fluorescens dodavaji této bakterii schopnost pietrvavat Vv Sirokém spektrum
prostfedi mimo sav¢i hostitele, véetné pudy, rhizosfér a povrchi rostlin, nesterilnich 1é¢iv,
sprchovych hlav, dokonce i vnitinich prostor, jako jsou povrchy stén (obrazek 4). Pseudomonas
fluorescens byl nejvice studovan jako environmentalni mikrob, zejména pro jeho tlohu pfi
podpoie zdravi rostlin, prostfednictvim fady kddovanych antimikrobialnich mechanismi. Pro
izolaty ze zivotniho prostfedi je optimalni teplota mezi 25-30 °C, pro izolaty ze savct 34-37 °C

(Scales et al., 2014).
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Obrizek 4 Clenové komplexu druhii P. fluorescens jako tispésni kolonizatori v Sirokém spektru prostiedi a
stanovist' diky riiznorodym funkcnim schopnostem (pievzato a upraveno: Scales et al., 2014).

1.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (na obrazku 5) ma perletovy vzhled a charakteristicky zapach.
Roste dobie pii 25-37 °C, ale je schopna rist i pfi 42 °C. VétSina kment produkuje jeden nebo

vice pigmentl, véetné pyocyaninu (modrozeleny), pyoverdinu (Zlutozeleny a fluorescencni) a
pyorubinu (¢ervenohnédy) (Wu et al., 2015).
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Obrdazek 5 Pseudomonas aeruginosa na centrimidovém agaru (prrevzato a upraveno. Ismaeel and Kshask, 2014)

Pseudomonas aeruginosa zptisobuje kazeni potravin a je patogenni pro lidi i zvifata, ¢asto
jako sekundarni infekce. Postihuje pfedevS§im imunokompromitované osoby a osoby trpici
cystickou fibrézou. Mezi nejcastéjsi mista nakazy patii rohovka, kiize, mocové a dychaci cesty,
ale prakticky se mize vyskytovat na mnoha dalSich mistech. U bakterie Pseudomonas
aeruginosa je také vyznamna rezistence vuci antibakterialnim latkam. Mezi antimikrobialni
latky pro lécbu infekci zpiisobenych touto bakterii patfi pouze nckteré B-laktamovym

antibiotika, jako je karbenicilin, dale cefalosporiny tieti generace, aminoglykosidy a chinolony
(Arslan et al., 2011).
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1.3 ROD SALMONELLA

Druhy bakterie Salmonella jsou gram-negativni bakterie s bi¢ikem, které mohou
infikovat lidi, savce, ptaky, plazy i dalsi zivocichy. Zastupci rodu Salmonella obvykle zptisobuji

gastrointestinalni infekce (Hsu et al., 2011).

Salmonely mtizeme rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou tzv. tyfoidni salmonely,
kam fadime bakterie Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi. Tyto bakterie jsou ptivodci
zavazného invazivniho onemocnéni, nékdy smrtelného, kterému fikdme tyfova horecka nebo
paratyphoidni hore¢ka (Sanderson et al., 2015). Do druhé skupiny tzv. netyfoidnich salmonel
patii napt. Salmonella enterica. Salmonella enterica je jednou z hlavnich pfi¢in prajmt po
celém svété. K prenosu obvykle dochazi pii poziti potravy nebo vody kontaminované vykaly,
ale je mozny i pfimy pienos z ¢lovéka na ¢lovéka. Antibioticka terapie se obvykle nezafazuje,
ale mohou nastat zdvazné infekce hlavné u déti a starSich pacientdl a u pacientii s oslabenym

imunitnim systémem (Mellon et al., 2017).

Na obrazku 6 je zndzornéno piisobeni oxidu titanicitého pii vystaveni UV zéfeni na
bakterii Salmonella typhimurium. Obrazek 6 (A) ukazuje pravidelnou bufiku, ve tvaru tycky
s hladkym povrchem bunééné stény. Obrazek 6 (B) ukazuje oSetienou bunku, kdy na jednom
konci pozorujeme zvétSeni a ztmavnuti. Obrazek 6 (C) zobrazuje stav, kdy jiz dochazi ke ztraté
tvaru ty¢ky a integrity buiky. Na obrazku 6 (D) je bunééna sténa zcela ztracena a obsah bunék
unika do média (Long et al., 2014).
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Obrazek 6 Salmonella typhimurium a piisobeni TiO- pod ucinkem UV zdienim (Long et al., 2014)
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1.4 ROD VIBRIO

Vibria jsou gram-negativni, halofilni bakterie. Radime sem napt. Vibrio

parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus a dalsi (Messelhdusser et al., 2010).

1.4.1 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae (na obrazku 7) je halofilni, vysoce pohybliva, zakfivena, gram-negativni
tyCinka. Je fakultativné anaerobni, oxiddza pozitivni, fermentuje glukoézu, sacharézu a
mannitol. Vibrio cholerae Casto zpisobuje asymptomatickou infekci nebo mirné prijmové
onemocnéni. V zavaznych ptipadech vsak zptisobuje tézky prijjem, ktery miize mit u zdravého
dospélého cloveéka fatalni nasledky béhem 5-24 hodin. Pro propuknuti infekce staci 108
bakterii. Po typickém inkubacnim obdobi, které odpovida 1-2 dniim (vzdy do 5 dnll) se u
pacientt objevi nahly nastup vodnatého priijmu a zpisobuje velmi rychlou dehydrataci. Stolice
je vysoce infekéni. Bez antibiotické 1écby se Vibrio cholerae vylucuje po dobu 6 dni
(Wail and Harris, 2015).

Obrazek 7 Vibrio cholerae v elektonovém mikroskopu (prrevzato z The Robert Koch Institute — online)
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1.4.2 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus je halofilni bakterie, které se dafi v teplém podnebi v mofich a
v ustich fek. Vibrio parahaemolyticus je volné zijici bakterie v poloslanych vodach a slanost
vyzaduje pro preziti. Virulentni kmen bakterie milize zpiisobit rizna onemocnéni, od infekei ran
po akutni gastroenteritidy, které jsou zpiisobeny konzumaci nedostatecné tepelné zpracovanych

moiskych plodt, zejména mékkysu (Broberg et al., 2011).
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2 DEZINFEKCE VODY

Dezinfekce vody znamenad odstranéni, deaktivaci nebo usmrcovani patogennich
mikroorganismit  véetné¢ raznych prvoki, hub, bakterii, virG, helmintGi a prioni.
Mikroorganismy jsou dezinfekci zni¢eny nebo deaktivovany, coz vede k ukonceni ristu a
reprodukce. Konvenéni metody dezinfekce vody obvykle provadime piidanim silného
okysli¢ovadla, nejcastéji se pouziva chlor (Pomykacova et al., 2008; Rincon, et al., 2001,

Zhang et al., 2010). Schéma tpravy pitné vody je znazornéno na obrazku 8.

2.1 METODY DEZINFEKCE VODY

2.1.1 Chlorace

Chloraci fadime mezi konven¢ni metody dezinfekce. Chlor je dezinfekéni prostiedek
pouzivany po celém svété, a to hlavné kvili své Uc¢innosti, nizké cené a snadné aplikaci
(da Silva et al., 2016). Timto postupem vSak dochazi k ovlivnéni chuti vody a zaroven mize
dojit, v zavislosti na druhu vody a aplikace K tvorbé toxickych vedlej$ich produktd. Mezi
jejich derivati, které se béhem chlorovani pitné vody spojuji s chlorem. Témto latkdm je
pfisuzovan karcinogenni a mutagenni potencial, proto musime pamatovat 1 na odstranéni téchto
sloucenin. Déle mezi tyto toxické latky fadime halogenoctové kyseliny. Jejich zvySena
koncentrace v pitné vodé muize ptispivat pti dlouhodobé konzumaci K negativnim vliviim na
reprodukci a také zvysit rizika vyvojovych vad a rakoviny (Pomykacova et al., 2008;
Rincon, et al., 2001; Zhang et al., 2010).

Koagulace/
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Follceni Sedimentace Filtrace Skladovani vody
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Fluorid Chlor

N/ —

Nezpracovana
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Obrdzek 8 Uprava pitné vody (pirevzato a upraveno z: mesaaz.gov)
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2.1.2 Ozonizace

Ozonizace je schopna G¢inné inaktivovat vétSinu bakterii, spor, virt, prvoku a prionového
proteinu ve vodé. Na rozdil od chlorace ozon zanechava velmi mélo zbytkového produktu pfi
jeho oxidacénich reakcich. Jeho pouziti je také Setrnéj$i k Zivotnimi prostiedi, protoze nevznikaji

Skodlivé vedlejsi produkty (Verma et al., 2016; Xi et al., 2017).

Ozon je vyborny dezinfekéni prostiedek. Ve vod¢ je nestabilni. Vyuziva se predevsim
pro svou antimikrobialni aktivitu, ale také pro schopnost oxidace organickych latek, kontrolu
chuti a zapachu vody, odbarveni a eliminaci mikropolutantii. Ozon ma rychlejsi dezinfekcni
kinetiku a je G¢inngjsi v eliminaci vétSiny mikroorganismii v porovnani S jinymi bézné
pouzivanymi chemickymi dezinfekénimi latkami. Vyhodou je, Ze jeho ucinkd miizeme také
vyuzit na mikroorganismy, které jsou rezistentni vici chloru, véetné dalSich mikroorganismu,
které jsou velmi odolné vaci vétsin€ dezinfekéni Cinidel (Verma et al., 2016;

von Gunten, 2003).

Baktericidni u¢inek ozonu vede k tplné nebo ¢astecné destrukci bunééné stény a tento
mechanismus je povazovan za hlavni antibakteridlni funkci ozonu. Ozon také rozklada
chromozomy, N-glykosidovou vazbu, DNA vodikové vazby, stejné jako vazbu mezi fosfatem
a cukrem, kterd tvoti cukr-fosfatovou kostru DNA a dochazi tak k depolymeraci a vytékani
bunéénych slozek, jako jsou proteiny, DNA a anorganické ionty. Baktericidni Gi€inky ozonu
jsou efektivnéjs§i pro gram-pozitivni bakterie. Tato skuteCnost byla potvrzena ve studii
Ersoy et al., 2019 s bakteriemi Escherichia coli a Enterococcus faecalis, kdy pro likvidaci
bakterie Escherichia coli, byla zapotiebi delsi doba ozonizace, nez pro Enterococcus faecalis.
Cely proces o0zonace se V obou piipadech vyrazné liSil. Hlavni mechanismus dezinfekce u
bakterie Escherichia coli je pravdépodobné poskozeni bunécné stény, u bakterie Enterococcus
faecalis dochazi s nejvétsi pravdépodobnosti k poskozeni intracelularnich slozek, ale i naruseni

membrany (Ersoy et al., 2019; Verma et al., 2016; von Gunten, 2003).

2.1.3 Pasterizace

Terminem termalni pasterizace je mysleno zvyseni teploty vody k tomu, aby byla voda
bezpecna k piti. Pasterizace neodstraiiuje material, jako je tomu napiiklad u filtrace. Kromé
toho pasterizace nevyzaduje, aby byly usmrceny vSechny druhy patogennich mikroorganism,

ale aby byly patogenni populace snizeny na uroven, kdy jiz nedochdzi k zadnému riziku
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s ohledem na lidské zdravi. V dusledku toho pasterizaci nefadime ke sterilizacnim metodam.
Pasterizace mize byt provedena dvéma zptisoby. Bud’ dochazi k ohfevu zasobniku za pouziti
slunec¢niho zéfeni, dfeva nebo kapalnych paliv nebo se voda ohiiva béhem prutoku potrubim.
Patogeny jsou schopny ptezivat zvySeni teploty po urcitou dobu. Trvani siln€ zavisi na dosazené
teploté a typu patogenu. Obecné plati, ze pozadovand doba expozice se se snizujici teplotou

zvySuje. Vyhodou pasterizace je, ze neni ovlivnéna zakalenim vody (Abraham et al., 2015).

2.1.4 Fotolyza

Fotokatalyza, jakozto metoda vyuzivajici UV zéfeni je bezpecnou alternativou a zaroven
Setrnou k zivotnimu prostiedi (Rincon et al., 2001; Zhang et al., 2010). Detailn¢ je tato metoda

popséna Vv nésledujicich kapitolach.
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3 FOTOKATALYZA

3.1 PRINCIP FOTOKATALYZY

Proces fotokatalyzy je zalozen na oxidaci zneciStujicich organickych sloucenin
nachazejicich se ve vzduchu nebo ve vod¢ reakcemi, které se objevuji na polovodi¢ovém
katalytickém povrchu. Tento povrch se aktivuje svétlem (fotony) se specifickou vinovou délkou
(mensi nez 400 nm) a energii stejnou nebo vyssi, nez je energie zakazaného pasu katalyzatoru.
Jednoduché schéma tohoto principu je na obrazku 9. Povrch fotokatalyzatoru je tedy ozafovan
svétlem (fotony), jehoZ energie je stejna nebo vyssi nez energie zakazaného pasu (oblast mezi
valenénim a vodivostnim pasem). Tim dochazi k excitaci elektronti a vytvoti se dvojice nosicl
naboje, elektron a dira, ktera ma schopnost oxidace a redukce. Dochazi k vytvoreni pozitivni
diry (kterou zna¢ime h™), a to tak, Ze elektron opustil své misto ve valenénim pasu polovodice
a k tvorbé elektronu (ktery znac¢ime ¢7) v pasu vodivostnim, jak popisuje rovnice 1. Dale je pro
tuto reakci nutné vyuziti oxida¢niho cinidla, nejcastéji vzduch nebo Cisty kyslik
(Azizetal., 2016; Dalrymple et al., 2010; daSilvaetal., 2016; Jiang et al., 2012;
Reddy et al., 2017; Rodgher et al., 2014).

Fotogenerované nosice naboje (tedy kladn¢ nabita dira a elektron) pak migruji po
povrchu/rozhrani fotokatalyzatoru a jsou schopny redukovat nebo oxidovat slouceniny
adsorbované na povrchu katalyzatoru, tedy iniciuji sérii reakci a produkuji vysoce aktivni
reaktivni druhy kysliky (ROS), jak je zndzornéno v rovnicich 2-6 (Khanetal., 2015;
Reddy et al., 2017; Wang et al., 2015). Fotogenerované elektrony musi reagovat s vhodnym
akceptorem, v prostiedi fotokatalyzy predpokladame, ze se jedna o kyslik, ktery tvoii zpocatku
superoxidovy radikal, a nakonec se z n¢j stava voda, zatimco fotogenerované diry, vétSinou
indukuji oxidaci organické latky, tedy makromolekuly. Viry a bakterie mohou byt takto také
zcela odstranény nebo usmrceny. Fotokatalyza odstrafuje nejen organickou a mikrobialni
kontaminaci, ale ma také vysoky potencial pro Giplné odstranéni anorganickych kontaminantu,
I toto znecisténi prostiedi muze byt pfeménéno na méné nebezpecné slouceniny oxidaci (reakce

s dirami) nebo redukci (reakcei s elektrony) (Robertson et al., 2012; Sontakke et al., 2012).
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Obrazek 9 Jednoduché zndazornéni fotokatalyzy (Prevzato a upraveno: Ohama and van Gemert, 2011)

Fotokatalyticka aktivita oxidu kovu pochazi ze dvou zdroju. Jednim z nich je tvorba OH
radikéld oxidaci OH aniontt, druh4 je tvorba O radikalti redukci O2. Jak jiz bylo zminéno, jak
radikaly, tak anionty mohou reagovat se znecistujicimi latkami a degraduji je nebo premeénu;ji

na mén¢ $kodlivé vedlejsi produkty (Khan, et al., 2015).

Pti reakci, kdy vznikd superperoxid vodiku, mize vznikat intermediat — hyperperoxidovy
radikal, ktery mizZe byt dale protonovan za vzniku peroxidu vodiku. Peroxid vodiku v tomto
katalytickém procesu pusobi jako oxidac¢ni ¢inidlo a produkuje dalsi hydroxidové radikaly, ¢im
se zvySuje rychlost degradace kontaminujicich latek. Vzniklé radikéaly a superoxidové ionty
nebot’ rychle a kontinualné napadaji kontaminanty na povrchu ¢astic oxidu titanicitého, popf. i
Vv roztoku. Pficemz se nehromadi zbytky organickych kontaminantli (nevytvari se Zadny kal,
ktery by bylo nutné odstranit), nebot” dochézi k iplné destrukci ptivodniho materidlu na oxid
uhli¢ity a vodu a samotna Castice oxidu titani¢itého ziistiva nezménéna, takZze neni nutno

dodavat dalsi material (Aziz et al., 2016).

Elektron a dira se také mohou rekombinovat a uvoliiovat absorbovanou svételnou energii
ve formé tepla. Tento d¢€j je nezaddouci a 1ze mu zabranit redoxnimi reakcemi. Aby se zabranilo
rekombinaci je nutné béhem celého procesu zajistit pfitomnost vhodného tzv. lapace nebo
vhodnou povrchovou upravu. Ve valenénim pasmu ¢astice oxidu titani¢it¢ého miize pozitivni
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dira reagovat ptimo s absorbovanymi znecist'ujicimi latkami, ale reakce s molekulami vody je
Vv tomto piipadé mnohem pravdépodobné;jsi, protoze se vyskytuji ve vétsim poctu nez molekuly
kontaminantt. Oxidace vody nebo hydroxidovych iontl pozitivné nabitou dirou zptsobi vznik

hydroxidového radikalu (Aziz et al., 2016).

Vyznamny vliv na proces fotokatalyzy ma také pfitomny kyslik. Ve vodivém pasu je
kyslik redukovan na superoxidovy ion. Tato dulezita reakce zabranuje elektronu v rekombinaci
s dirou a vede ke tvorbé ruznych kyslikovych radikald, které se mohou podilet na eliminaci
kontaminanti (Aziz et al., 2016; Lang et al., 2014).

Rovnice popisujici reakce fotokatalyzy (pfevzato a upraveno z Augugliaro et al., 2012)
TiO, +hv - e~ + ht
Rovnice 1 Tvorba fotogenerovanych nosicii naboje

h*+ OH™ - OH

Rovnice 2 Tvorba OH radikalu

e”+0,- 0,

Rovnice 3 Tvorba Oz radikalu
0; +H* > HO,

Rovnice 4 Tvorba HO, radikalu

2HO; —» 0, + H,0,
Rovnice 5 Tvorba H20:
H,0,+ 0,-—> OH™ + OH + 0,

Rovnice 6 Tvorba OH", OH radikadlu a kysliku
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3.2 PRAKTICKE VYUZITI FOTOKATALYZY

VétSina studii vyuziva pro fotokatalyzu UV zéfeni. Pro praktické pouziti této metody je
dilezité vyuzit energii slunecni jako alternativu a proces fotokatalyzy se tim stane
ekonomictéjsi. Aby bylo mozné provést fotokatalyzu s vyuzitim slunecni energie je nutné, aby
mél katalyzator pfijatelnou hodnotu energie zakazané¢ho pasu. Za ucelem zjisténi podminek
vhodnych pro provedeni fotokatalyzy ve viditelné oblasti zafeni byla provedena tada studii

(Sontakke et al., 2012).

Tabulka 2 Praktické priklady vyuziti fotokatalyzy (Haider et al., 2019)

Vyuziti

Konkrétni priklady

Samodistici vlastnost

Materidly pro bytové a kancelarské
budovy

Vnéjsi obklady, kuchynskeé a
koupelnové komponenty,
interiérové vybaveni, plastové
povrchy, stavebni kameny

Vnitini a venkovni lampy a souvisejici
systémy

Prasvitny papir pro kryty
vnitfnich lamp, povlaky na
zarivkach a kryci skla

Materialy pro silnice

Stény tunel(, sténa s izolaci,
dopravni znacky a reflektory

Jiné

Stanovy materidl, odévy pro
nemocni¢ni odévy a uniformy,
natéry pro automobily

Cisténi vzduchu

Cisténi vzduchu ve vnitfnich prostorach

domovni Cisticky vzduchu,
klimatizacni zafizeni vybavené
fotokatalyzatorem, vnitfni
Cisticky vzduchu pro tovarny

Venkovni ¢isténi vzduchu

Tunely, vzduchotésné stény a

Dezinfekce vody

budovy
o Cisténi fi¢ni vody, podzemni
Pitnd voda Y, poazer
vody a vodnich nadrzi
Nadrze na krmeni ryb, drendini
Jind vodu a primyslovou odpadni

vodu

Protinadorova
terapie

Lécba tumord

Endoskopické nastroje

Samo-sterilizacni

Nemocniéni obklady

Pokryti podlah a stén
operacnich sal(, silikonové
pryze pro lékarské katétry a

nemocnicni odévy a uniformy
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3.3 VLIV pH NA FOTOKATALYZU

Ve studii (Schwegmann et al., 2013) byla testovana dezinfekcéni schopnost fotokatalyzy
na E. coli v roztocich o riznych hodnotach pH. V prvni fazi této studie bylo testovano, zda
k dezinfekénimu G¢inku nedochazi pouze v disledku vysoké koncentrace H* nebo OH" ionti.
Bakterie byla vystavena dané hodnoté pH po dobu 60 minut. Po uplynuti 60 minut nebylo
pozorovano zadné poskozeni bun€k, a to ani pii pH = 3 ani pH=10. K usmrceni bun¢k
nedochazi ani po 4 hodinové expozici piti pH=3. V dalsi fazi byly buniky podrobeny
fotokatalyze s fotokatalyzatom (TiO2 P25) pii riznych hodnotach pH (4, 7, a 10). Bunky byly
vice poskozeny pii pH=4 nez pti pH=7 a 10. Pii hodnoté¢ pH=10 byla dezinfek¢ni schopnost
fotokatalyzy nejpomalejsi. Snimky z elektronového mikroskopu ukazaly, Ze povrch bunék
bakterie byl pokryt fotokatalyzatorem ve vétsi mite pii hodnoté pH = 4 oproti hodnoté¢ pH=10.
Vysledky tedy ukazuji, ze mira dezinfekce zavisi na elektrostatické interakci mezi bunkami
bakterie a fotokatalyzatorem a rychlejsi dezinfekei pfi niz§i pH mizeme vysvétlit na zaklade
interak¢nich profilt. Oxid titanicity ptichazi blize k buiice a reakce mezi elektrony (radikaly) a

kontaminantem je pravdépodobné;jsi.

Ve studii (Cho et al., 2004) skute¢nost, ze dochazi k elektrostatickému odpuzovani mezi
povrchem TiO: a Escherichia coli pfi vysokém pH (v disledku toho, Ze oba maji stejny zaporny

naboj), nebyla potvrzena.

3.4 VLIV INTENZITY A DRUHU ZARENI NA FOTOKATALYZU

Ve studii (Rincon and Pulgarin, 2003) byla sledovana zavislost degradace
Escherichia coli na intenzité svétla. Bylo potvrzeno, Ze tato zavislost neni linearni a tato
skutecnost byla vysvétlena tvorbou OH radikald, které se nadmérné tvoii pii zvySené intenzité

svétla a mohou se vzdjemné rekombinovat.

Ve studii (Benabbou et al., 2007) byl testovan vliv intenzity pouzitého UVA zafeni pii
fotokatalyze. Tento vliv byl testovan pfi koncentraci 0,25 g/l TiO2 a bylo pozorovano zvyseni
Gginnosti pfi vyssich intenzitach zafeni. Pii sniZeni intenzity z 3,85 na 0,48 mW/cm? doslo
k navySeni doby potiebné pro uplnou inaktivaci bakterie Escherichia coli z 90 na 180 minut.
Podobného vysledku bylo dosazeno pii pouziti koncentrace 1,5 g/l TiO2. Zéaroven byly
testovany rizné typy zateni. V této studii také bylo potvrzeno, Ze nejucinnéjsi je UVC zareni.

Pro uplnou inaktivaci bakterii s po¢ate¢ni koncentraci 1*¥10° CFU/ml bylo zapotfebi pouze
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20 minut expozice UVC svétla. Pfi UVB ozatfovani je zapotiebi pro stejny ucinek expozice

zateni po dobu 60 minut, pro UVA je tato doba 90minut.

3.5 DEZINFEKCNI UCINEK PO UKONCENI FOTOKATALYZY

Dezinfek¢ni ucinek po ukonceni ozafovani nemusi byt trvaly. Existuje nékolik opravnych
mechanism, které mohou bakterie vyuzivat po ukonceni fotokatalyzy. Po expozici zafeni, tedy
po odstranéni stresového obdobi pro bakterie a vytvotfeni pfiznivéjSich podminek, se mize
obnovit schopnost ristu. Tato skutecnost neplati pii vysSich intenzitach zafeni nebo tvrdSich

podminkach dezinfekce (napft. pfidavek H.O>) (Lanao et al., 2012).

Studie (Rincon and Pulgarin, 2003) popisuje t¢inek fotokatalyzy na bakterie Escherichia
coli po ukonceni expozice svételného zafeni a odstranéni fotokatalyzatoru. Pti této studii bylo
ovéieno, Ze mnozstvi bakterii v pribéhu fotokatalyzy vyrazné klesa. Poté byl katalyzator a
svételné zafeni odstranéno a pozorovano mnozstvi bakterii. Po 60 minutach fotokatalyzy (pii
intenzité zateni 400 W/m?) bylo snizeno mnozstvi bakterii z koncentrace 4*10" na 2*10’, ale
po 3 hodinach bez zafeni a fotokatalyzatoru se koncentrace opét zvysila na piivodni hodnotu,
¢imz bylo potvrzeno, Ze bakterie bez zéateni dokazi piekondvat stres zplsobeny zafenim a
opravnymi mechanismy dochdzi k obnové bakterii. Pokud pouZijeme dlouhou dobu expozice

v

zméndm a k opravnym mechanismiim nedochazi.
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3.6 POLOVODICE VYUZIVANE PRO FOTOKATALYZU

Mezi fotokatalytické polovodice fadime oxidy kovil, jako napf. oxidy vanadu, chromu,
titanu (oxid titanicity), zinku (oxid zine¢naty), cinu, zeleza. Vyznamné vlastnosti polovodici,
které je nutno sledovat jsou vysoka hodnota specifického povrchu, vhodna morfologie, stabilita
Vv riznych podminkach, biokompatibilita, moznost opétovného pouziti a v neposledni fad¢ také
schopnost vytvaret nosice naboje, pokud jsou fotokatalyzatory stimulovany pozadovanym
mnozstvim energie. Katalyzator je mozné pouzit ve formé suspenze nebo ho muzeme
imobilizovat do tenké vrstvy. Pokud pouzijeme katalyzator ve formé suspenze je nutné po
probéhnuti reakce katalyzator odfiltrovat. Pti vyuziti katalyzatoru ve formée filmu tato povinnost
odpada a snizime tim finan¢ni naklady a dojde také k uspoie ¢asu (Dalrymple et al., 2010;
Khan et al., 2015; Rodgher et al., 2014).

3.6.1 Oxid titanicity

Oxid titanicity (TiOz2) je pfirozené se vyskytujici oxid titanu a byl objeven v roce 1995.
Jeho komercni vyroba zacala ve dvacatych letech 20. stoleti. Asi 95 % titanové rudy se
zpracovdva na oxid titanicity, ktery je nejpouzivanéjSim titanovym produktem

(Rahimi et al., 2016).

Pro oxid titanic€ity, ktery vyuZzivame jako pigment, se vzil vyraz titanovéa béloba. Ta nasla
vyuZiti v mnoha oblastech, pouziva se napt. do opalovacich krém, zubnich past, cukrovinek a
jinych potravin, 1¢éki, do barev a laki, kbarveni papirG a plastt a dalSich
(Sudha and Sivakumar, 2015).

Oxid titani¢ity ma fadu pozitivnich vlastnosti, mezi které patii nizkd cena, chemicka

stabilita, absence toxicity a dlouha zivostnost (Nakata and Fujishima, 2012).

Oxid titani¢ity je nejpouzivanéjsi polovodi¢ pro fotokatalyzu vyskytujici se ve 3
modifikacich, které nazyvame anatas, rutil a brookit (znazornéni struktur na obrazku 10).
V piirod¢ se objevuje ve dvou tetragonalnich formach, které nazyvame rutil a anatas. Pro

fotokatalyzu vyuzivame nejcastéji anatas (Wold, 1993).
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Anatas Brookit Rutil

Obrazek 10 Struktury oxidu titanicitého (Cervené vyznacen titan, modre kyslik) (prevzato a
upraveno: Landmann et al., 2012)

Rutil ma vzhledem k anatasu kompaktnéj$i strukturu, a to zpisobuje vyznamné rozdily
ve fyzikalnich vlastnostech. Rutil ma vyssi index lomu, vys$si hustota a vétsi chemickou stabilitu
nez anatas. Rutil taje pii 1825 °C, zatimco anatas se nevratné transformuje na rutil pfi teplotach
zacinajicich na 500 °C. Brookit je nejvzacnéjsi forma oxidu a je obtizné jej vyrabét v Cisté
podobé. Brookit ma stejnou barvu a lesk jako rutil i1 jeho tvrdost a hustota jsou témert stejné

(Rahimi et al., 2016).

Testovana byla také tvorba radikali v jednotlivych formach oxidu. Bylo zjisténo, Ze rutil
produkuje mensi mnozstvi OH radikalli ve srovnani s katalyzatorem anatasového typu. Princip

vzniku radikald je na obrazku 11 (Zhang and Nosaka, 2014).

Anatas TiO, R,
Ay
o o @
/o\‘ ol C')H \1 ?H 7O\
>Th f m= ~T Ti el i >T Ti<
' — —) —:
h
Rutil TiO,
z /
i @
/O\\ IOA ?H /(}I;O\t /O-O\
>Th f =< =T Ti< >T i< =T <
he —_ it P L d h* :__'D

Obrazek 11 Rozdilna tvorba OH radikalii v pripadu anatasu a rutilu (Zhang and Nosaka, 2014)
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Katalyticka aktivita oxidu titani¢it¢tho pochazi zjeho elektronové struktury a
fotoelektrickych vlastnosti. Pfi této aktivité sledujeme energeticky rozdil mezi dvéma péasmy,
konkrétn¢ tedy mezi valen¢nim a vodivostnim, kterému fikame energeticka mezera pasu, tato
mezera odpovida 3,2 eV u anatasu a 3,0 eV u rutilu (Aziz et al., 2016; Dalrymple et al., 2010;
Reddy et al., 2017).

3.6.2 Oxid zine¢naty

Oxid zine¢naty je perspektivni materidl, ktery mé fadu vyuziti, jako jsou solarni ¢lanky,
plynové senzory a v neposledni fad& i fotokatalyza. Siroké vyuziti tohoto fotokatalyzatoru
vychazi ze specifickych vlastnosti, mezi které patii pfijatelna zakazaného pasu (3,37 eV), jeho
zdravotni nezavadnost, chemicka stabilita (Di Mauro et al., 2016). Mezi dal§i pozitivni
vlastnost tohoto katalyzatoru fadime nizké vyrobni naklady (0 75 % niz$i nez u TiO2) a
schopnost absorbovat vétsi podil slune¢niho spektra opét ve srovnani s TiO2. Oxid zine€naty se
muze vyskytovat ve tfech formach, které jsou na obrazku 12. Oxid zine¢naty je zpravidla typ
polovodice N s pritomnosti vnitinich defektt, které ovlivni jeho optické vlastnosti a elektrické
vlastnosti. Cim vice kyslikovych defekti polovodi¢ ma, tim vice vznika nosi¢i naboje

(Ong et al., 2018).

Obrazek 12 Struktury oxidu zinecnatého (prevzato a upraveno: Ong et al., 2018)
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3.7 DEZINFEKCNI UCINKY FOTOKALYZY

Dezinfekéni u€inky fotokatalyzy (obrazek 13) jsou znamy jiz od roku 1985, kdy byly
bakterie (Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae a Escherichia coli) inkubovany
s Casticemi oxidu titani¢it¢tho a platiny a ozafeny halogenidovymi zafivkami po dobu
60-120 minut. Pfi tomto procesu je koenzym A v bunkach oxidovan, ¢imz je inhibovana

bunééna respirace, coz vede k umrti bunky (Matsunaga et al., 1985).

Dnes jiz vime, Ze fotokatalyticky je mozno zneSkodnit Sirokou $kalu gram-negativnich i
gram-pozitivnich bakterii vcetné¢ endospor, hub, fas, prvoki a viri. Také je mozné
fotokatalyzou nic¢it mikrobidlni toxiny a priony, které jsou odolné proti béznym dezinfekénim
ucinkam (Paspaltsis et al., 2006). Tohoto efektu fotokatalyzy mizeme vyuzit napt. k piipravé
tzv. samo-sterilizaénich desek. Tuto samo-steriliza¢ni schopnost miiZzeme otestovat typickym
experimentem, ktery provadime na sklenéné desce potaZzené oxidem titanicitym. Na tuto desku
rozetieme 150ul suspenze bakterie Escherichia coli, ktera obsahuje ptiblizné 3000 bunék.
Desku poté ozatujeme UV svétlem. Po jedné hodiné dojde k usmrceni 100 % bakterii. Pokud
nepouzijeme vrstvu oxidu titani¢itého a desku tedy pouze ozafujeme UV svétlem, dojde po 4

hodinach k usmrceni pouze 50 % ptivodnich bakterii (Fujishima et al., 2010)

Mechanismus u¢inku byl sledovan pfi ozafovani bakterie Escherichia coli na tenké vrstveé
oxidu titani¢itého. Bylo prokazano, ze baktericidni pusobeni fotokatalyzy na bakterie
S bunécnou sténou probiha ve dvou krocich. V ptipad¢ ozatfovani sféroplastu, tedy bakterialni
bunky bez bunécné stény, byla reakce vyrazné rychlejsi, nez v ptipadé kompletni bunky. Tim
bylo zjisténo, Ze nejprve musi dojit k naruseni bunééné stény a teprve poté dochazi k rozruseni
inaktivace bakterii fotokatalyzou. Naproti tomu peptidoglykan obsazeny v buiikdich nema
zadnou bariérovou funkci a béhem ozafovani se nijak neméni. Cely proces je vyobrazen na

obrazku 14 (Dalrymple et al., 2010; Sunada et al., 2003).
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Vingjsi
membrana

o B, R ]
3 el e e
> SRR

Peptidoglykan

i

L(’—J*;rf-:q:;h:lzrn.-:ldif:kt:'lJ

membrana

Obrdazek 13 Dezinfekcni ucinky fotokatalyzy (prevzato a upraveno: Sunada et al., 2003)

Oxid titani¢ity muze vazné poskodit i aminokyseliny nebo DNA, nicméné mnohé z téchto
molekul jsou piilis slozité a maji riznou chemickou a fyzikalni odolnost. Pro ptiklad je mozné
uvést tiidy fosfolipidii, které existuji v mnoha druzich a variantdch. Nejsou tedy dilezité
vlastnosti téchto slozek, ale i strukturni uspofadani (lipidové dvojvrstvy, zesitované peptidové
fetézce), které poskytuje vétsi odolnost viuci inaktivaci fotokatalyzou. Pokud vSak probiha
fotokatalyza po dostate¢né dlouhou dobu, dojde k oxidaci vétsiny organického materialu, ktery
tvoti az 96 % hmotnosti susiny (proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny, lipopolysacharidy)

(Dalrymple et al., 2010).

TiO,
fotokatalyza

@ — Bunééna DNA

& — Bunécne slozky a tekutina

— Reaktivni formy kysliku
HO, Oy atd.

Yot 9
s N7 _ N7  Usmrceni bunék = s3%g * 0
- > > ’ < ——— o5 O‘:.T.
N \\ ~ L Lo ) (* ]

Obrazek 14 Vliv fotokatalyzy na bakterie (prevzato a upraveno: Reddy 2017)
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3.7.1 Dezinfek¢ni ucinky fotokatalyzy na Pseudomonas fluorescens

Studie (Wang et al., 2014) popisuje fotokatalyzu bakterie Pseudomonas fluorescens
Vv pfitomnost nanocastic TiOz. Kontrolni bunky bakterie Pseudomonas fluorescens
(obrazek 15-A) maji povrch buiiky hladky a buné¢né membrany a vnéjsi bunétné stény jsou
snadno identifikovatelné. Po provedeni fotokatalyzy po dobu 30 minut (obrazek 15-B)
zlstavaji bakteridlni buiiky nedotéeny a lipidova dvojvrstva je stale viditelna. Cerné tecky na
obrazku jsou ¢astice TiO2. Po 90 minutach procesu (obrazek 15-C) ztraci bunka integritu vné&jsi
bunécné stény. Hranice bunéénych membrian se stavd nejasnou. Bilé mista na buice
pravdépodobné znaci otvory na povrchu bun€k. Po 150 minutach (obrazek 15-D) expozice

bakterialni bunky ztraci svoji vnéjsi hranici a také ¢asti cytoplazmy.

Obrazek 15 Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu bakterie Pseudomonas fluorescens

(prevzato: Wang et al., 2014)
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3.7.2 Dezinfek¢ni ucinky fotokatalyzy na Escherichia coli

Ve studii Gao et al., 2016, byla zkoumana G¢innost fotokatalyzy pro dezinfekci bakterie
Escherichia coli (obrazek 16). Pied fotokatalytickou expozici (obrazek 16 —a) je jasné viditelna
morfologie bunky a hladka a celistva buné¢na sténa a membrana. Po hodiné expozice zafeni
(obrazek 16 — b) jsou na bakterii vidét morfologické zmény v cytoplazmé buiky i na jeji
buné¢né membrané. Po 3 hodinach expozice zatfeni (obrazek 16 — C) je jiz viditelna zvinéna
bunééna membrana a ztrata téméi veskerého intracelularniho obsahu bunky. Obrazek 16 —d
znazoriiuje aplikaci zéafeni po dobu 6 hodin. Bakteridlni sténa je uplné¢ poSkozena a

intracelularni obsah buriky je uvolnén.

Obrazek 16 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu bakterie Escherichia coli (Gao et al., 2016)
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4 CIL PRACE

Cilem diplomové préace bylo zpracovat literarni reSerSi zamétenou na fotokatalyzu a jeji
vyuziti ke snizovani mikrobidlniho znecisténi ve vodach. Dale také provést laboratorni testy
zam&fené na optimalizaci podminek heterogenni fotokatalyzy pii odstrafiovani E. coli

z vodného prostiedi. Tyto experimentalni vysledky vyhodnotit a kriticky zhodnotit.
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EXPERIMENTALNI CAST

5 MATERIAL

5.1 Mikroorganismy

Testovani fotokatalytickych dezinfekénich G¢inkt bez a s pifidavkem peroxidu vodiku

jsem provedla na bakterii Escherichia coli CCM 3954 z Ceské sbirky mikroorganismi, Brno.

Dale byla testovana také Pseudomonas fluorescens CCM 2115, taktéz z Ceské sbirky

mikroorganismu, Brno. Tyto kmeny byly dlouhodobé¢ uchovéavani v mrazicim boxu pfi teploté

-20 °C v kryozkumavce.

5.2 Pristroje

Autoklav (systém VX-40)
Denzitometr (Den — 1, Biosan)

Fotokatalytické zafizeni

o Sklenéna kadinka (600ml) s méfenym roztokem (300ml)

o Magnetické michadlo (IKA colorsquid)
o Zdroj zafeni (UV-LED lampa CBM-120-UV-C14-FB365-21, Luminus)

(Obrazek 17). Zékladni parametry dodané vyrobcem:

Provozni proud (9 A)

Tok zéteni (6,8 W)

UV zdroj (12 x LED s Zivotnosti 8000 hodin)
Vlnova délka zateni (365 nm)

Vlozené napéti (3,6 V)

Horkovzdus$ny sterilizator (Memmert)
Chladnicka (Gorenje, Electrolux)
Piedvazky (Kern 440-49N)
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5.3 Laboratorni pomucky

e Automatické pipety (rtizné objemy)
e Erlenmayerovy banky (500ml)

o Lzicky

e Odmérna baiika (600ml)

e Plastové Petriho misky

e Plastové zkumavky (18 ml a 50ml)
e Sklenéna tycinka (hokejka)

e Spicky

Vézenky

5.4 Chemikalie a reagencie

Tabulka 3 Seznam chemikalii

Nazev Vzorec Vyrobce
Demineralizovana voda H.O UPa
Peroxid vodiku 30 % p. a. H202 Lach-Ner
Chlorid sodny p.a. NaOH Lach-Ner
Aeroxide TiOz P25 TiO2 Evonik industries
TiO2 AV01 TiO> Precheza Pierov

5.5 Kultivaéni média a roztoky
5.5.1 MPA — Masopeptonovy agar (HiMedia, Indie)

Pro kultivaci bakterii Escherichia coli i Pseudomonas fluorescens na Petriho miskach

jsem pouzila MPA. SlozZeni je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 SloZeni MPA

SloZeni g/l
Masovy pepton 10
Hovézi extrakt 10
Chlorid sodny 5

Agar 15
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Priprava agaru: Podle pokynli vyrobce jsem navazila 40 g smési a rozmichala ji v 11
destilované vody. Smés jsem nasledné sterilizovala v autoklavu, a to pii 121 °C po dobu 15
minut. Po sterilizaci a vychladnuti jsem smés rozlévala do sterilnich plastovych Petriho misek.

Vychladl¢é misky na laboratorni teplotu jsem ulozila do lednice, kde jsme je skladovala pii 5 °C.

5.5.2 MPB — Masopeptonovy bujon (HiMedia, Indie)
MPB agar jsem pouzila pro pomnozeni bakterii. Slozeni MPB je v tabulce 5.

Tabulka 5 SloZeni MPB

SloZeni g/l
Masovy extrakt (suSina) 10
Pepton pro bakteriologii 10

Chlorid sodny 5

Priprava bujonu: Podle pokynil vyrobce jsem navazila 25 g smési pro piipravu MPB
do sterilni nadoby a rozmichala v 1 1 destilované vody. Smés jsem sterilizovala v autoklavu pti
121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a vychladnuti jsem nechala roztok vychladnout a

skladovala v chladni¢ce pfi teploté 5 °C.

5.5.3 Fyziologicky roztok

Piiprava fyziologického roztoku: Fyziologicky roztok jsem pfipravovala rozpusténim
9 g chloridu sodného ve vhodné nadobé v 1 1 destilované vody. Takto pfipraveny roztok jsem

nasledné sterilizovala v autoklavu, a to pfi 121 °C po dobu 15 minut.

5.5.4 Bakterialni kultury

Priprava bakterialni kultury: Bakterialni kulturu jsem pfipravila pomoci dlouhodobé
skladované kryozkumavky. Kulturu jsem rozmichala v roztoku pfipraveném z MPB a sterilni
destilované vody v poméru 1:1. Takto pfipraveny roztok jsem inkubovala pii 30 °C po dobu 48

hodin, aby se vytvofil potfebny zakal po analyzu.
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6 PRACOVNI POSTUP

6.1 Postup odstranovani bakterii pomoci fotokatalyzy

Do sklenéné sterilni kadinky o objemu 600 ml jsem piipravila 300 ml roztoku bakterialni
kultury (Escherichia coli nebo Pseudomonas fluorescens) o zakalu 0,5 McFarland. Tento
roztok jsem pfipravila natedénim pifedem piipraveného MPB média, ve kterém se kultivovala
bakterie po dobu 48 h pii 30 °C, sterilni destilovanou vodou. Z toho roztoku jsem odebrala

1 ml, ktery byl zpracovan dle kapitoly 6.4.

Do kadinky jsem ptidala potfebné mnozstvi (0,5 g/l, 1 g/l nebo 3 g/l) oxidu titani¢itého
P25 popt. AVO1. Do kadinky jsem také vlozila michadlo a umistila ji na magnetické michadlo
pod UV lampu, kterou jsem zapnula (celé fotokatalytické zatizeni je na obrazku 17). Prvni
vzorek jsem odebrala pti 5 minutach experimentu, druhy jsem odebrala po 15 minutach od
zacatku experimentu a nasledné kazdych 15 minut jsem odebrala vzorek az do kone¢ného ¢asu
120 minut. Odebrany vzorek jsem za ucelem stanoveni poétu mikroorganismi zpracovala

stejnym zpusobem jako ptivodni roztok.

Obrazek 17 Fotokatalytické zarizeni (autor)
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6.2 Postup odstraniovani bakterii pomoci fotokatalyzy a ptidavku H,0,

Do sterilni kaddinky o objemu 600 ml jsem pfipravila 300 ml roztoku bakterialni kultury
(Escherichia coli nebo Pseudomonas fluorescens) o zakalu 0,5 McFarland. Tento roztok jsem
pfipravila nafedénim, pfedem pfipraveného MPB média, ve kterém se bakterie kultivovaly
bakterie po dobu 48 h pii 30 °C, sterilni destilovanou vodou. Z toho roztoku jsem odebrala

1 ml, ktery byl zpracovan dle kapitoly 6.4.

Do kadinky jsem ptidala potiebné mnozstvi (0,5 g/l, 1 g/l nebo 3 g/l) oxidu titani¢itého
P25 popt. AVO1 a potfebné mnozstvi peroxidu vodiku (0,5 ml nebo 1ml). Do kadinky jsem
vlozila michadlo a umistila ji na magnetické michadlo pod UV lampu, kterou jsem zapnula.
Prvni vzorek jsem odebrala pti 5 minutach experimentu, druhy jsem odebrala po 15 minutach
od zacatku experimentu a nésledné kazdych 15 minut jsem odebrala vzorek az do kone¢ného
Casu 45 popf. 60 minut. Kazdy odebrany vzorek jsem zpracovala stejnym zptisobem jako

puvodni, nulty, vzorek.

6.3 Postup odstraniovani bakterii pomoci H,0,

Dezinfekéni ucinek peroxidu vodiku na bakterie Escherichia coli a Pseudomonas
fluorescens jsem méfila pomoci zaznamniku ristu. Zkumavku o objemu 30 ml jsem nejprve
naplnila na laboratorni teplotu vytemperovanym roztokem MPB. Tuto zkumavku jsem vlozila
do zaznamniku rdstu a proméfila ho jako tzv. slepy vzorek. Pak jsem si pfipravila roztok
bakterialni kultury (Escherichia coli nebo Pseudomonas fluorescens) o zakalu 0,5. Tento roztok
jsem pfipravila nafedénim, pfedem piipraveného MPB média, ve kterém se kultivovala bakterie
po dobu 48 h pti 30 °C, sterilni destilovanou vodou. Z takto pfipraveného roztoku jsem odebrala
30 ml do sterilni plastové zkumavky (50 ml). Zkumavku jsem umistila do zdznamniku ristu.

V programu jsem nastavila pozadované hodnoty a zdznamnik spustila.
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6.4 Neptimé stanoveni poctu bunck - Plotnovd metoda

Do sterilnich plastovych zkumavek jsem napipetovala 9 ml sterilniho fyziologického
roztoku. Do tohoto roztoku jsem napipetovala 1 ml z 300 ml roztoku pfipraveného pro
fotokatalyzu (Escherichia coli nebo Pseudomonas fluorescens o zakalu 0,5 McFarland) popf.
ze vzorku odebraného béhem fotokatalyzy. Obsah zkumavky jsem dikladn¢ promichala a opét
odebrala 1 ml a ten ptenesla do dalsi zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Takto jsem

pokra¢ovala az do pozadovaného fedéni, tedy 108 CFU.

Petriho misky s MPA vytemperované na laboratorni teplotu jsem dikladné popsala, aby
nedoslo k jejich zaméné. Na tyto misky jsem napipetovala 100 upl roztoku ze zkumavek
s pozadovanym fedénim a peclivé jsem roztok rozetiela po celé misce sterilni sklenénou
hokejkou. Pfi ockovéni jsem méla zapnuty kahan a vicko misky jsem pfidrzovala tésné nad
miskou, aby co nejméné dochazelo ke kontaminaci. Misky jsem otocila, ulozila do termostatu
a pti 30 °C je nechala kultivovat 48 hodin. Po 24 hodin jsem misky zkontrolovala. Spocitala
jsem mnozstvi kolonii a misky s naristem do 300 kolonii nechala kultivovat do dal$iho dne a
zaznamenala vysledky. Po 48 hodinach jsem misky opét zkontrolovala a zaznamenala kone¢ny
pocet kolonii. Pro misky s narGstem od 30 do 300 kolonii bakterii Escherichia coli nebo
Pseudomonas fluorescens jsem provedla vypocet podle vzorce pro vypocet hodnoty CFU.
Vysledkem tohoto vypoctu je hodnota CFU/ml, tedy pocet bakterii schopnych tvofit jednu

kolonii a zaroven bunék v 1 ml.

Vzorec pro vypocet hodnoty CFU:

Y

N =
V ' (n1 + O,lnz) ) d

Rovnice 7 Vypocet hodnoty CFU

N CFU = pocet bakterii schopnych tvofit jednu kolonii
>C soucet vSech kolonii spocitanych na vybranych miskach

N1 pocet misek pouzitych pro vypocet z prvniho pouzitého fedéni
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n2 pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni
d faktor pro vypocet prvniho pouzitého fedéni

V  objem inokula o¢kovaného na kazdou z ploten
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7 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

7.1 Odstranovani bakterie Escherichia coli pomoci fotokatalyzy

Pfi experimentech zaméfenych na odstranovani bakterie Escherichia coli pouze pomoci
fotokatalyzy za ptitomnosti fotokatalyzatoru TiO2 jsem sledovala pokles bakterii v case. Pro
stanoveni poctu bakterii jsem pouzila nepfimé stanoveni plotnovou metodou. Pii tomto
experimentu byly pouzity dva typy katalyzatoru TiO2, konkrétné¢ AVO1 a P25 a jejich rizné
koncentrace (0,5 g/l, 1 g/l a 3 g/l).

Fotokatalyza s katalyzdatorem TiO> P25

Jak je patrné z grafu 1, ktery znazoriiuje zavislost po¢tu bakterii Escherichia coli v 1 ml
na Case, jako net¢inngjsi je mozné povazovat pouziti 0,5 g/l katalyzatoru TiO2 P25. Pii této
koncentraci fotokatalyzatoru doslo pfi prvnich 5 minutach k poklesu poctu bakterii o 20,89 %,

ale poté¢ dochézi opét k nariistu bakterii, stejné€ jako pfi koncentraci 3 g/I.

Na konci experimentu, tedy po 120 minutach, dochazi k nejlepsimu dezinfekénimu
ucinku pii pouziti 0,5 g/1, pti kterém dochazi k poklesu o 37,67 % oproti piivodnimu mnozstvi
bakterii v ¢ase 0. Pfi pouziti 1 g/l dochazi k poklesu o 2,22 % a pfi pouziti 3 g/l k poklesu o

8,22 % vzhledem k pivodnimu mnozstvi bakterii v ¢ase 0.

Z vysledk je patrnd velice nizka ti¢innost fotokatalytického ucinku, hodnoty vS§ak mohou
byt zkresleny metodou nepiimého stanoveni poctu bunék Plotnovou metodou, piipadné

sekundarni kontaminaci misek pfi stanoveni.
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Graf 1 Zavislost poctu bakterii Escherichia coli na case (TiO2 P25)

Fotokatalyza s katalyzatorem TiO2 AVO1

Jak je patrné z grafu 2, ktery znazoriuje zavislost po¢tu bakterii Escherichia coli v 1 ml
na case, pti pouZziti fotokatalyzatoru TiO2 AVO1 dochézi k nejvétsi dezinfekeni ucinnosti pii
pouziti 0,5 g/l katalyzatoru. Po uplynuti 90 minut dochazi k usmrceni 58,67 % bakterii oproti
puvodnimu mnozstvi. Naopak jako nejméné ucinné je pouziti 1 g/l katalyzatoru. Pii tomto
mnozstvi dochazi k velkému nartistu oproti ptivodnimu mnozstvi bakterii, stejné tak u 3 g/l byl

sledovan nartst bakterii béhem 150 minut experimentu.

Obdobné¢ jako u experimentli s predeslym typem katalyzatoru je pravdépodobné nizka
mira u¢innosti (nékdy dokonce nartist poctu mikroorganismii) zptisobena stanoveni poctu
bun¢k Plotnovou metodou a kontaminaci odebranych a vyockovanych vzorkd na Petriho

miskach.

52



180000000 A,
A A

— 160000000 R AT )
E . ."..
= .
> A A —e— 0,5/l
= 140000000
@ -—m 30/
g
S 120000000 edeee 10/l
2
2 B
1" 100000000 - -
N—} P d
5 "~
-
S 80000000 M — 4 — W
Ry
2 --
A~ 60000000

40000000

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

¢as (min)

Graf 2 Zavislost poctu bakterii Escherichia coli v 1 ml na ¢ase (TiO2 AV01)

7.2 Odstranovani bakterie Pseudomonas fluorescens pomoci

fotokatalyzy

Pii experimentech zaméfenych na odstranovani bakterie Pseudomonas fluorescens pouze
pomoci fotokatalyzy za ptitomnosti fotokatalyzatoru TiO; jsem sledovala pokles bakterii
Vv Case. Pro stanoveni poctu bakterii jsem pouzila nepfimé stanové plotnovou metodou. Pti
tomto experimentu byly pouZity riizné typy katalyzatoru TiO2, konkrétné AVO1 a P25 a jejich
ruzné koncentrace (0,5 g/1, 1 g/l a 3 g/l).

Fotokatalyza s katalyzatorem TiO» P25

Jak je patrné z grafu 3, ktery znazoriuje zavislost bakterie Pseudomonas fluorescens
v1ml na case, nejlepSiho dezinfekéniho ucinku jsem dosdhla pii pouziti 0,5 g/l
fotokatalyzatoru TiO2 P25. Pfi této koncentraci dochazi po 5 minutach k tbytku bakterii o
41,46 % a po 90 minutach experimentu doslo k ubytku 68,29 % bakterii vzhledem k ptivodnimu
mnozstvi bakterii. Pfi pouziti 1 g/l fotokatalyzatoru se po 5 minutach snizil pocet bakterii o
33,88 %, po 120 minutach byl tibytek o 65,62 % vzhledem k pivodnimu mnoZzstvi bakterii. Pii
pouziti 3 g/l doslo béhem experimentu k nartstu poctu ptivodniho mnozstvi bakterii o 41,54 %.
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Obecné lze niz8§i ucinnost fotokatalyzy pii takto vysoké koncentraci katalyzatoru
zdvodnit tim, ze Castice tvoti shluky a agregaty, které pak vykazuji mensi fotokatalytickou
aktivitu nez rozptylené Castice u nizsich koncentraci fotokatalyzatoru. Dalsim faktorem, ktery
op¢t ovlivnil vysledky fotokatalyzy je stanoveni pocCtu mikroorganismii a problém

s kontaminaci vzorka.
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Graf 3 Zavislost poctu bakterii Pseudomonas fluorescens v 1 ml na case (TiO, P25)

Fotokatalyza s katalyzatorem TiO> AVO1

Z grafu 4, ktery zobrazuje zavislost po¢tu bakterii Escherichia coli v 1 ml na ¢ase, jsem
vyhodnotila jako nejucinnéjsi pouziti 0,5 g/l fotokatalyzatoru TiO2 AVO1. Pti této koncentraci
dochazi po 5 minutach k ubytku 7,69 % bakterii. Po 120 minutach dochazi k tbytku 95,23 %
vzhledem K pivodnimu mnozstvi bakterii. Pfi pouziti 3 g/l dochazi k tibytku o 51,30 % bakterii
po 5 minutach, ale po 105 minutach je ubytek pouze 46,08 % bakterii vzhledem k ptivodnimu
mnozstvi. Pti pouZiti 1 g/l dochazi k poklesu pouze o 27,5 % po 120 minutach experimentu.
Vysledky potvrzuji piedpoklad sniZzeni ucinnosti fotokatalyzy pii vysoké koncentraci TiOo,

opét je ucinnost pro koncentraci 3 g/l nejnizsi.
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Graf 4 Zavislost poctu bakterii Pseudomonas fluorescens v 1 ml na case (TiO2 AVO1)

7.3 Odstranovani bakterie Escherichia coli kombinaci fotokatalyzy
s TiO; a pridavku H,O,

Pfi experimentech odstranovani bakterie Escherichia coli pomoci fotokatalyzy s TiO2 a
ptidavkem peroxidu vodiku jsem sledovala pokles bakterii v case. Pro stanoveni poctu bakterii
jsem pouzila nepiimé stanoveni plotnovou metodou. Pfi tomto experimentu jsem pouzila rtizné
koncentrace fotokatalyzatoru (0,5 g/I, 1 g/l a 3 g/l) a rtizné objemy peroxidu vodiku (0,5 ml a
1 ml). Poc¢atecni zakal jsem zvolila 0,5 McFarland. Piivodni zékal roztoku neodpovida stejnym
koncentracim, pravdépodobné¢ kombinaci nepfesného meéteni zdkalu a odliSného stéii
jednotlivych médii s namnoZenou kulturou. Experimenty jsem provadéla pii pouziti 0,5 ml

peroxidu 60 minut a pii pouziti 1 ml peroxidu 45 minut.

Fotokatalyza s katalyzatorem TiO» P25

Z grafu 5 jsem vyhodnotila, Ze pfi pouziti 1 ml (coz odpovida koncentraci 3,33 ml H20:
na 1 | roztoku) peroxidu je fotokatalyza po 5 minutach nejuc¢innéjsi pro koncentraci 3 g/l
TiO2 P25, kdy doslo k usmrceni 94,79 % bakterii. Naopak nejméné ucinna bylo pouziti 0,5 g/
TiO2 P25, kdy doslo po 5 minutach k usmrceni 79,35 % bakterii. Ke 100 % usmrceni bakterii
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doslo ve vsech ptipadech jiz po 15 minutach trvani experimentu. Pti pouziti 1 g/l TiO2 P25
dochazi po 5 minutych k tbytku 43,20 % bakterii a po 30 minutach 74,16 % bakterii vzhledem

k ptvodni hodnoté.

Pfi pouziti 0,5 ml peroxidu (coz odpovida koncentraci 1,66 ml H2O2na 1 | roztoku) byla
fotokatalyza nejucinnéjsi po 5 minutach trvani experimentu s pouzitim 0,5 g/l fotokatalyzatoru,
kdy doslo k usmrceni 95,87 % bakterii vzhledem k ptivodnimu mnozstvi bakterii. Pii této
pouziti 1 g/l bylo usmrceno po 5 minutach pouze 89,89 % bakterii a ke 100% usmrceni doslo
az po 60 minutach. Pti pouziti 3 g/l nebyla hodnota po 5 minutach, kvtili kontaminaci, zjiSténa

a k 100% usmrceni bakterii nedoslo ani po 60 minutach experimentu.

V porovnani s experimenty bez pouziti peroxidu vodiku je zfejmé, Ze kombinace fotolyzy
a silného oxidovadla je daleko G€inng;si. Také se zde neprojevil tak vyznamny vliv postupu

stanoveni po¢tu bunék a kontaminace.
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Graf 5 Zavislost poctu bakterii Escherichia coli v 1 ml na case (TiO2 P25 + pridavek peroxidu)

Fotokatalyza s fotokatalyzdatorem TiO> AVO1

Z grafu 6 jsem vyhodnotila, Zze pfi pouziti 1 ml peroxidu vodiku je po 5 minutich
nejucinngjsi pouziti koncentrace 1 g/l katalyzatoru TiO2, kdy je usmrceno 98,93 % bakterii
vzhledem Kk ptivodni hodnoté. Pfi této koncentraci je po 15 minutach usmrceno 100 % bakterii.

Pti koncentraci 0,5 g/l je po 5 minutach usmrceno 93,58 % bakterii a po 30 minutach dochazi
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v

ke 100% usmrceni bakterii. Nejméné uc¢innéjsi je pouziti 3 g/l Ti02, kdy je po 5 minutach tmrti

90,83 % bakterii a ke 100% usmrceni dochéazi az po 45 minutdch experimentu.

Dale jsem také z grafu 6 vyhodnotila pouziti 0,5 ml peroxidu vodiku. Nejvice ucinné je
pouziti v kombinaci s 0,5 g/l fotokatalyzatoru. V tomto piipadé doslo k usmrceni 88,59 %
bakterii. 100 % bakterii bylo usmrceno v ¢ase 60 minut. V ptipad¢ pouziti 1 g/l fotokatalyzatoru
bylo po 5 minutach usmrceno 86,44 % bakterii, ale ke 100 % usmrceni doslo jiZ po 45 minutach.
Nejméné ucinné bylo pouziti 3 g/, kdy po 5 minutach doslo k usmrceni pouze 40 % bakterii.
Po 15 minutach doslo k usmrceni 86,83 % bakterii, ale ke 100% usmrceni nedoslo ani po 60

minutach experimentu.

160000000
140000000

120000000 0‘
“‘ <e---- 1 g/l + 1 ml peroxidu

[
100000000 l‘ -=¢-=-3g/l+1mlperoxidu

'
\\‘._ —u— (0,5 g/l + 1 ml peroxidu
80000000 ‘| —e— 1 g/l +0,5 ml peroxidu
\H
\ ‘\ —®- - 3g/l+0,5mlperoxidu
60000000 ¥, \&
v: —a: =0,5g/l+0,5ml peroxidu

Pocet bakteriii Escherichia coliv 1 ml

\§
40000000 \\“E
20000000 .\ . \t
0 i o )
0 15 30 45 60

¢as (min)

Graf 6 Zavislost mnozstvi bakterie Escherichia coli v 1 ml na case (TiO2 AVOOI + peroxid vodiku)

7.4 Odstraiovani bakterie Pseudomonas fluorescens kombinaci
fotokatalyzy s TiO; a ptidavku H,0O;

Pii experimentech odstranovani bakterie Pseudomonas fluorescens pomoci fotokatalyzy
s TiO2 a pridavku peroxidu vodiku jsem sledovala pokles bakterii v case. Pro stanoveni poctu
bakterii jsem pouzila nepifimé stanoveni plotnovou metodou. Pfi tomto experimentu jsem
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pouzila rizné koncentrace fotokatalyzatoru (0,5 g/l, 1 g/l a 3 g/l) a rizné objemy peroxidu
vodiku (0,5 ml a 1 ml). Pocatecni zékal jsem zvolila 0,5 McFarland. Pivodni zakal roztoku
neodpovida stejnym koncentracim, pravdépodobné kombinaci nepiesného méieni zakalu a
odlisného stafi jednotlivych médii s namnozenou kulturou, navic byly vysledky zkreslené
zna¢nym mnozstvi kontaminace. Experimenty jsem provadéla pti pouziti 0,5 ml peroxidu 60

minut a pii pouziti 1 ml peroxidu 45 minut.

Fotokatalyza s pouZitim fotokatalyzatoru TiO; P25

Z grafu 7 jsem vyhodnotila, ze pii pfidavku 1 ml H2O: je nejucinngjsi koncentrace 3 g/l
fotokatalyzatoru TiO2, kdy po 5 minutach bylo usmrceno 96,76 % bakterii a jiz po 15 minutach
doslo k usmrceni 100 % bakterii. Nejméné t€inné bylo pouziti 1 g/, kdy po 5 minutach bylo
usmrceno 81,32 % bakterii oproti pivodni hodnoté, ale 100 % bakterii bylo usmrceno jiz po

30 minutach.

Dale jsem také vyhodnotila pouziti 0,5 ml peroxidu. Pfi pouziti 0,5 g/l dochéazi po 5
minutach k usmrceni 82,26 % bakterii a po 60 minutich k usmrceni 99,996 % bakterii
vzhledem k ptvodni hodnoté. Pfi pouziti 3 g/l doslo ke snizeni o 55,56 % oproti pivodni
hodnoté po 60 minutach experimentu. Pfi pouziti 1 g/l byla na misce masivni kontaminace, a

proto nebyla tato hodnota zatfazena do grafu.
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Graf 7 Zavislost poctu bakterii Pseudomonas fluorescens v Iml case (TiO2 P25 + H;05)
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Fotokatalyza s pouZitim fotokatalyzatoru TiO> AV0O1l

Graf 8 ukazuje zavislost poctu bakterii Pseudomonas fluorescens v 1 ml na Case pii
pouziti fotokatalyzatoru TiO2 AVOl a piidavku peroxidu vodiku. U vSech méfenych
koncentraci fotokatalyzatoru a ptfidavka peroxidu dochéazi k vyraznému ubytku bakterii do
30 minut od zacatku experimentu. Naméfené hodnoty bohuzel nejsou piili§ presné, kvuli

vysoké kontaminaci, které se béhem téchto méteni objevovala (viz ptiloha).

Z naméfenych hodnot Ize vyhodnotit, Ze pii pouziti 3 g/l fotokatalyzatoru s ptidavkem
0,5 ml peroxidu dochdzi po 5 minutidch experimentu k usmrceni 25,88 % bakterii a po 60
minutach dochazi k usmrceni 99,00 % bakterii vzhledem k piivodnimu mnozstvi bakterii.
Pouziti stejné koncentrace a 1 ml peroxidu zpiisobi po 5 minutdch usmrceni 23,63 % bakterii a

po 60 minutadch usmrceni 75,55 % bakterii vzhledem k piivodnimu mnozstvi bakterii.

Pti pouziti 1 g/l fotokatalyzatoru a 0,5 ml peroxidu vodiku dochazi béhem experimentu
K nardstu bakterii, ale pti pouziti 1 ml peroxidu vodiku dochazi béhem 5 minut experimentu
k usmrceni 43,20 % bakterii a po 45 minutach dochazi ke snizeni mnozstvi bakterii o 74,16 %

vzhledem Kk ptivodnimu mnozstvi bakterii.

Pti pouziti 0,5 g/l fotokatalyzatoru s 0,5 ml peroxidu dochéazi po 5 minutach k usmrceni
pouze 2,86 % bakterii a 30 minutach dochazi ke snizeni mnozstvi bakterii o 56,86 % bakterii

vzhledem k ptivodni hodnoté bakterii.
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Graf 8 Zavislost poctu bakterii Pseudomonas fluorescens v 1 ml na case (TiO2 AVO1 + H,05)

7.5 Odstranovani bakterie Escherichia coli pomoci H,O;

Pii tomto pokusu jsem pouZila zdznamnik ristu, ktery sledoval pokles a nartist bakterie

Escherichia coli, pomoci méfeni optické hustoty (OD) na zaznamniku rastu.

Z grafu 9, ktery zobrazuje zavislost OD bakterie Escherichia coli na Case, je patrné, Ze
nejrychleji dochézi k poklesu mnozstvi bakterii pfi pouZiti nejvétsiho objemu peroxidu vodiku,
tedy pfi pouziti 0,1 ml (toto mnozstvi odpovida 3,33 ml H202 na 1 1 bungk). Za pouZiti tohoto
objemu i u objemu 0,05 ml dochazi k vyraznému poklesu a k nardstu bunék uz nedochazi.
Naopak u pouziti mensich objemi (0,012 a 0,025 ml) dochézi k nartistu bakterii, pouze se
V zéavislosti na pouZitém objemu peroxidu, méni ¢as nartistu. V tomto piipad¢ plati, Ze ¢im vétsi
objem pouZzijeme, tim pozdéji dochézi k nartistu bakterii. Pro porovnéni jsem také zaznamenala
narast bez piidavku peroxidu. Tento vzorek jsem pfiipravila rozetfenim malého mnozstvi
bakterialni kultury Escherichia coli pfimo do zkumavky s MPB médiem. Také byl proméien
roztok bakterialni kultury o pocatecnim zakalu 0,5 McFarland, ktery byl pfipraveny nafedénim

bakterialni kultury fyziologickym roztokem.
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Porovnanim téchto vysledkl s vysledky fotokatalyzy za ptidavku peroxidu je ziejmé, ze
hlavni dezinfekcni ucinek byl zptsoben i béhem fotokatalyzy prave peroxidem vodiku, nikoliv

fotokatalyzou samotnou.
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Graf 9 Zavislost OD na c¢ase - Escherichia coli

7.6 Odstranovani bakterie Pseudomonas fluorescens pomoci H,O,

Pti tomto pokusu jsem pouzila zdznamnik rastu, ktery sledoval pokles a nariist bakterie

Escherichia coli, pomoci méteni optické hustoty (OD) na zaznamniku rtstu.

Graf 10 zobrazuje zavislost OD na Case pro bakterii Pseudomonas fluorescens. V grafu
je znazornéna, jak zavislost bez piidavku peroxidu, tak zavislost s jeho piidavkem. Pro
ptridavky plati, ze ¢im v¢tsi je pridavek, tim rychleji dochazi ke snizeni OD, tedy k rychlejsimu

uhynu bakterii.
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ZAVER
Cilem této prace bylo zpracovat literarni reSersi zaméfenou na fotokatalyzu a jeji vyuziti

ke snizovani mikrobidlniho znecCisténi ve vodach a experimentalné otestovat optimalni

podminky heterogenni fotokatalyzy pii odstrafiovani Escherichia coli z vodného prostiedi.

Na zakladé této reserSe pak byly provedeny praktické experimenty fotokatalyzy na dvou
mikroorganismech, kterymi byly Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens. Testovany byly
2 typy fotokatalyzatoru TiO2, konkrétné P25 a AVOI a jejich riizné koncentrace (0,5 g/, 1 g/l,
3 g/l). Dale byl zkoumam vliv ptidavku H202 (0,5 a 1 ml) na u¢innost fotokatalyzy i samotny

ucinek peroxidu vodiku.

Pfi testovani dezinfek¢nich uCinkG fotokatalyzy na bakterii Escherichia coli bylo

dosazeno téchto vysledk:

Pii pouziti fotokatalyzatoru bez ptidavku peroxidu, bylo nejvyssi G¢innosti dosazeno
pouziti koncentrace 0,5 g/l u obou typu katalyzatorii. Pii pouziti katalyzatoru TiO2 P25 doslo
po 120 minutach experimentu ke snizeni ptivodniho poctu bakterii 0 37,67 % a pii pouziti TiO2
AVO01l po 90 minutich o 58,67 % oproti pavodnimu mnozstvi. 100% uc¢innosti nebylo
odstranéni bakterii nebylo pouhou fotokatalyzou dosazeno ani po 120 minutach experimentu u

zadného experimentu.

Vétsi dezinfekeni Gi¢innosti bylo dosahnuto pti kombinaci s peroxidem vodiku. Nejlepsi
uc¢innosti bylo dosazeno pii kombinaci 1 g/l katalyzatoru TiO2 AV01 s 1 ml peroxidu, kdy bylo
usmrceno 98,93 % bakterii uZ po 5 minutdch experimentu, po 15 minutach byla dezinfekéni
ucinnost 100 %. Nejlepsi ucinnosti s katalyzatorem TiO2 P25 bylo dosazeno v kombinaci 3 g/l
fotokatalyzatoru a 1 ml peroxidu. Pfi tomto experimentu bylo po 5 minutach usmrceno 94,79 %
bakterii a 100% dezinfek¢ni i€innosti bylo dosaZeno také pti 15 minutach experimentu. Vysokeé
dezinfekéni ucinnosti bylo dosazeno také pii pouziti TiO2 P25 o koncentraci 0,5 ¢/l
v kombinaci s 0,5 ml peroxidu, kdy po 5 minutach doslo k usmrceni 95,87 % bakterii vzhledem
k ptivodnimu mnozstvi bakterii a 100% dezinfek¢ni ucinnosti bylo dosazeno po 30 minutach
experimentu. Jak prokazaly experimenty se samotnym fotokatalyzatorem a se samotnym
peroxidem, je 1 pfi kombinaci obou metod dezinfekéni ucéinek zplisoben dominantni mérou

prave peroxidem.

Samotné ptisobeni peroxidu vodiku na bakterii Escherichia coli ma rozdilné dezinfekéni

ucinky v zavislosti na mnozstvi, které jsem pouzila. V malém mnozstvi (0,025 a 0,012 ml)
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zpiisobuje zpomaleni nartistu bakterii (v pfipad€ 0,025 ml az o 15 hodin oproti vysledkiim bez
pouziti peroxidu) a malé snizeni poctu bakterii. Ve vétsim mnozstvi (0,05 a 0,1 ml) zptsobuje

rychly thyn bakterii a k dal§imu narustu jiz nedochazi.

Pro porovnani byla také testovana bakterie Pseudomonas fluorescens. Pti testovani

dezinfek¢ni ucink fotokatalyzy a pridavku peroxidu jsem doséhla téchto vysledki:

Pti pouziti pouze fotokatalyzy bez pouziti peroxidu vodiku lze povazovat za nejucinnéjsi
pouziti fotokatalyzatoru TiO2 AVO1 o koncentraci 0,5 g/l. Pfi této koncentraci dochdzi po
5 minutdch k usmrceni jen 7,69 % bakterii, ale po 120 minutdch experimentu dochézi
K usmrceni 95,23 % bakterii vzhledem k ptivodnimu mnozstvi bakterii. Pfi pouZiti stejné
koncentrace fotokatalyzatoru TiO2 P25 dochazi po 5 minutach k usmrceni 41,46 % bakterii a
po 90 minutach k usmrceni 68,29 % bakterii vzhledem k ptivodnimu mnozstvi bakterii. Timto
experimentem bylo ovéfeno, Ze dezinfekéni Ucinky fotokatalyzy lze 1épe vyuzit pro bakterii

Pseudomonas fluorescens nez pro Escherichia coli.

Dale byla také testovana kombinace fotokatalyzy a ptidavku peroxidu vodiku. U téchto
experimenti byla nejucinngjsi kombinace koncentrace 3 g/l katalyzatoru TiO2 P25 a 1 ml
peroxidu vodiku. Pfi tomto experimentu bylo po 5 minutdch usmrceno 96,76 % bakterii
vzhledem k pivodnimu mnozstvi a ke 100% uc¢innosti doslo jiz po 15 minutach. Pfi pouziti 0,5
ml peroxidu pii stejné koncentraci fotokatalyzatoru doSlo ke 100% ucinnosti po 60 minutach.
V ptipadé pouziti katalyzatoru TiO2 AVO1 bylo neucinnéjsi pouziti 3 g/l katalyzatoru a 0,5 ml

peroxidu, kdy bylo po 60 minutach usmrceno 99 % bakterii vzhledem k piivodnimu mnozstvi.

Pt pouziti pouze peroxidu vodiku (0,1 a 0,05 ml) jsou dezinfek¢ni i€inky velmi podobné
jako na bakterii Escherichia coli. Pii téchto objemech peroxidu dochazi k velmi rychlému

uhynu bakterii a nedochézi k jejich nartstu.

K experimentiim je potfeba dodat, Ze stanoveni poctu bunck je do zna¢né miry zkresleno,
vznikajici masivni kontaminaci, zvlasté v nékolika poslednich tydnech. Kontaminace se
bohuzel opakovala i pfes dodrzeni vSech pravidel, které jsou pro praci v mikrobiologické
laboratofi nutné. Mnoho misek nebylo mozné viibec vyhodnotit i pfesto, ze byly opakovany
pro ziskani lepSich vysledki. Pravé z téchto divoda nejsou u nekterych experimentli vSechny

hodnoty uvedeny. Fotografie misek zasahnutych kontaminaci jsou uvedeny v ptiloze.

Zavérem je nutné konstatovat, Ze pouziti fotokatalyzy jako dezinfek¢ni prostifedku je

Z testovanych mikroorganismt nadéjné pro bakterii Pseudomonas fluorescens. Pro moznosti
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praktického uplatnéni je vSak potieba jesté cely proces vyzkouset na vétsSim mnozstvi riznych

mikroorganismu a nelézt jeho optimalni podminky.
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Obrazek 21 Masivni narist kontaminace pri experimentu s Pseudomonas fluorescens
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Tabulka 6 Vysledky méreni dezinfekcniho ucinku fotokatalyza na bakterii Pseudomonas fluorescens (TiO2 P25+
pridavek peroxidu)

Redéniv | 451 | g92 | 102 | 104 | 105 | 10 | 107 | 10® | 10°
misce
¢as (min) CFU
1 g/l + 1 ml peroxidu
69 7 0 0 34545455
63 8 1 1 6454545
15 3 1 3636
30 4
45 1
1 g/l + 0,5 ml peroxidu
24 2 1 0 11818182
94 6 1 9090909
15 >300 kontaminace
30
45
3 g/l + 1 ml peroxidu
67 7 2 2 33636364
10 2 1090909
15 1
30
45
3 g/l + 0,5 ml peroxidu
16 2 0 0 0 818182
123 20 1 1300000
15 120 18 3 1254545
30 >300 125 19 1 1309091
45 118 17 2 1227273
60 32 8 0 363636
0,5 g/l + 1 ml peroxidu
290 26 4 0 0 14363636
5 >300 108 53 22 0 0 1463636
15 32 2 0 0 0 30909
30 >300 70 8 0 0 0 7091
45 47 2 0 0 0 0 445
0,5 g/l + 0,5 ml peroxidu
269 32 0 0 0 13681818
>300 239 28 1 2427273
15 41 3 22 0 40000
30 81 9 0 0 0 8182
45 196 25 0 0 2009
60 52 5 0 518
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Tabulka 7 Vysledky méreni dezinfekcniho wicinku fotokatalyza na bakterii Pseudomonas fluorescens (TiO2AV01+
pridavek peroxidu)

Redeni | g0t | 107 | 10° | 104 | 105 | 100 | 107 | 10° | 10°
(:ﬁ;) CFU
1 g/l + 1 ml peroxidu
0 21 4 5 1 11363636
5 >300 64 7 2 6454545
15 >300 66 5 2 6454545
30 280 43 2936364
45 >300
1 g/l + 0,5 ml peroxidu
0 2 1 0 0 0 136364
5 >300 51 23 0 238710
15 >300 67 15 0 264516
30 >300 69 14 2 267742
45 >300 13 8 2 67742
60
3 g/l + 1 ml peroxidu
0 18 4 3 0 10000000
5 >300 79 5 1 7636364
15 >300 72 7 7181818
30 >300 230 49 2536364
45 231 38 2445455
3 g/l + 0,5 ml peroxidu
0 30 4 0 0 0 1545455
5 114 12 2 1145455
15 >300 84 10 1 854545
30 65 19 2 76364
45 53 12 2 59091
60 >300 12 5 1 15455
0,5 g/l + 1 ml peroxidu
0 6 13 2 0 8636364
5 >300 32 4 0 3272727
15 >300 26 2 0 2545455
30 144 12 1418182
45
0,5 g/l + 0,5 ml peroxidu
0 12 2 0 0 6363636
5 53 15 0 6181818
15 >300 19 2 1909091
30 282 20 2745455
45
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