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ANOTACE

Teoreticka ¢ast diplomové praci je vénovana prevazné mikrobialnimu znecisténi vod a
moznostem, jak toto zneCiSténi eliminovat. Duraz je kladen na vyuziti fotokatalyzy, a to
zejména pii odstranovani bakterii Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis.

V ramci praktické casti prace pak byl testovan vliv pouzitého fotokatalyzatoru, jeho
mnozstvi a H202 na odstranéni bakterii Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis ze vzorka
modelovych odpadnich vod. Z testovanych fotokatalyzatori bylo nejlepSich vysledkti dosazeno
za pouziti TiO2 typ P25. Byl pozorovan také vyznamny vliv piidavku H>O2 na odstranéni
bakterii Bacillus subtilis, zatimco bakterie Pseudomonas fluorescens ucéinku H2O2, a to i

v kombinaci s fotokatalyzou velmi odolna.

KLICOVA SLOVA
vodné prostiedi, mikroorganismus, fotokatalyza, TiO., H>O2, Pseudomonas fluorescens,

Bacillus subtilis

TITLE

Utilization of heterogeneous photocatalysis to remove microorganisms in the environment.

ANNOTATION

In the theoretical part of the thesis was mentioned the aqueous environment and its
contamination, which is caused by the presence of bacteria. Subsequent description of bacteria
in which the method of photocatalysis was applied, the principle of which is the main part of
the thesis. In the experimental part are given the procedures and methods that were used in
processing this work and finally the results of the values, which were processed from two
bacteria Pseudomonas fluorescens and Bacillus subtilis. Photocatalysis of both bacteria
together with the addition of hydrogen peroxide gave very positive results, such that the

effectiveness of this combination increased compared to previous measurements.
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UvVOD

Zivot na Zemi, véetné toho lidského, je zavisly na fadé faktort a slozek, bez kterych se
neobejde, napt. vzduch, voda, puda, slunecni zafeni. Je proto dilezité se 0 Zivotni prostiedi
starat a zkvalitiovat ho. V soucasné dobé jiz existuje fada technologii vyuzivanych k
ochrané zivotniho prostiedi, které se vynalézaji proto, aby nase souziti s dal§imi organismy
bylo udrzitelné, neSkodilo nam a my mohli nadale vyuzivat potiebné slozky.

Voda je pro nasi existenci jednou ze zakladnich podminek, a proto je tfeba ji udrzovat
V co nejlepSim stavu. Je tim minéna také jeji mikrobidlni nezavadnost. Bohuzel je voda
Vv soucasné¢ dobé casto kontaminovana takovymi mikroorganismy, které naSemu tclu
neprospivaji, a s tim mohou ptichazet i zdravotni komplikace. Mezi né patii zejména stievni
potize a dalsi infek¢ni onemocnéni, jako naptiklad salmoneldza, cholera a dalsi.

Velmi také zaleZi na tom, kde se zdroj vody nachazi a cilem je zajistit takovou vodu, ktera
neni zdravotné zavadna. K posouzeni kvality vody nam slouzi napf. rizné mikrobiologické
rozbory. Poté se aplikuji postupy, pii kterych dochazi ke sniZeni ¢i Gplnému odstranéni
mikroorganismu z vody. V soucasné dob¢ se nejcastéji vyuziva kK dezinfekci vody chlorace a
ozonizace. Oba tyto postupy vSak maji sva uskali, at’ jiz bezpe¢nostni ¢i finan¢ni. Dale se
vyuziva sterilizace pomoci UV lampy, pifipadné vyuziti reverzni osmoézy. Do
skupiny nejnovéjsich metod, které lze vyuzit pfi odstrafiovani mikroorganismu, patii také

heterogenni fotokatalyza, kterou se zabyvam ve své diplomové praci.
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1 VODA

Voda je dle kvality a vyskytu rozdélovana na dva zakladni typy — voda povrchova a voda
podzemni.

Vody povrchové jsou vody piirozené se vyskytujici na zemském povrchu, déli se na stojaté
(Ientické) a tekouci (lotické). Ochrana povrchovych vod vyplyva ze zakona ¢. 254/2001 Sb. O
vodach o zméné nékterych zakoni [1].

Podzemni vody se pfirozené vyskytuji pod zemskym povrchem a jsou Vv pfimém styku
S horninami. Pravé tato voda je cennym sladkovodnim zdrojem, a proto je diilezité dbat na
ochranu zdroje pfed zne€isténim a naslednou kontaminaci. [2]

Zakon 258/2000 Sb. a vyhlaska MZe CR 252/2004 Sb. definuje pitnou vodu jako ,, zdravotné
nezavadnou vodu, kterda pri trvalém pozivani nevyvold onemocnéni nebo poruchy zdravi
pritomnosti mikroorganismii nebo latek ovliviujicich akutnim, chronickym ¢i pozdnim
pusobenim zdravi fyzickych osob a jejich potomstva, jejiz smyslové postizZitelné viastnosti a
Jjakost nebrani jejimu poZivani a uzivani pro hygienické potieby fyzickych osob [3].

BohuZel je v soucasné dobé¢ takové rozmisténi vodnich zdroji, Ze k pitné vod€ nema piistup
vice nez 1 miliarda lidi. Proto je potfeba ziskéavat pitnou vodu z vody pochazejici z povrchovych
a podzemnich zdroju, ktera se upravi do stavu pitné a zdravotné nezavadné vody. S tim je vSak
spojend 1 potfeba odstranéni Skodlivych mikroorganismi. K tomu vétSinou nestaci pouha
filtrace €1 dezinfekce, dost ¢asto proces snizovani znecisténi probiha hned v nékolika krocich,

které nasleduji po sob¢ [3].

1.1 Rozdéleni vod dle jejich vyuziti

Vodu Ize rozdélit do riznych skupin hned z nékolika hledisek. Existuji dva hlavni
parametry, podle kterych vodu délime — v zavislosti na obsahu mineralnich latek a obsahu
necistot. Zminovany obsah mineralnich latek d€li vodu na slanou, mineralni, tvrdou a mékkou.
Slana voda je soucasti vétSiny oceanti a mofi. Mineralni voda obsahuje znacné mnoZzstvi
mineralnich latek a rozpusténych plynd. Tvrdd voda, prochazejici vrstvami zemské kury
obsahuje pfedevsim véapenaté a hotecnaté soli. Mékkou vodu miizeme znat také jako destovou,

ktera se nasledn¢ nachazi v potocich a tekach. [4]
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Druhym parametrem, podle kterého se voda hodnoti a rozd€luje je obsah necistot. Zde se
zahrnuje také pitna voda, ktera by méla byt zdravotné nezavadna. Tuto vodu lze ziskat i z vody
podzemni a povrchové pomoci technologickych uprav. Zaroven se pitnad voda vyuziva i pro
beézné pouziti v domacnostech, pfi myti a prani. S tim souvisi i odpadni voda, ktera je znecisténa
¢innosti ¢loveka. Tato voda prochézi pred volnym vypusSténim do piirody Cisticim procesem.

[4]

1.2 Zdroje znecisténi vod

Pod pojmem zneciSténi si miZzeme predstavit zménu fyzikalnich, chemickych a
biologickych vlastnosti. S tim souvisi i zména jakosti vody, kterd ma za nasledek zhorSeni jeji
vhodnosti pro dany ucel. Z pohledu fyzikédlniho a chemického se jednd zejména o latky
pfirozené a umélé, které maji za nasledek zneCiSténi samotné vody. Jedna se o latky
anorganického a organického ptuvodu, mezi které lze fadit napiiklad fosfor, dusik a dalsi
dusikaté latky. Znecisténi 1ze hodnotit i podle uc¢inku, v tomto sméru se zamétujeme na tbytek

kysliku ve vodach, zménu pH a ptitomnost patogennich mikroorganismu. [5]

Vzhledem k Sirokému rozsahu zdroje znecisténi lze tuto skute¢nost vyjadiit v zakladni

klasifikaci ¢lenéni.
Zde rozliSujeme zdroje plivodu znecisténi:
e prirodniho (prirozeného) puvodu,
e antropogenniho puvodu.
Dale ¢lenime zdroje podle prostorové povahy a mechanismu transportu na:
e zdroje plosné,
e zdroje liniové,
e Zdroje bodove,
e Zdroje bodové — vypousténi surovych a cisténych odpadnich vod,
e zdroje difuzni — drobné znecisteni (zemédélskeé usedlosti, skladky),

e zdroje plosné — povrchové splachy a smyvy z plochy povodi.
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Pii tomto déleni je dulezité brat v potaz, jak prostorové méfitko, tak i data k tomu

potiebna, ktera jsou odvozena z ¢asového vyvoje a regionalni proménlivosti. [5]

1.2.1 Mikrobiologické vySetieni vod

Sledovani kvality pitné vody je vénovana velka pozornost a pfi jejim nedodrzeni hrozi

lidem fada zdravotnich problému, a to jak akutniho, tak i chronického razu [6].

Mezi hlavni pfiiny, které mohou za S$patnou kvalitu vody, patii kontaminace
bakterialniho nebo fekalniho ptivodu. Proto je v soucasné dobé vénovana velka pozornost
pravidelnym laboratornim rozborim vzorka vod. Vysledkem rozboru je nasledné hodnoceni
vody z fyzikalniho, chemického i mikrobiologického hlediska. [7] Zavaznym podkladem pro
hodnoceni jakosti pitné vody je vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR ¢.252/2004 Sb. ve
znéni pozdé&jsich piedpist, ktera transponuje evropskou smérnici Rady 98/83/EC o jakosti vody

uréené pro lidskou spotiebu [7].

Podstatou tohoto hodnoceni je zjisténi ptitomnosti mikroorganismu a jejich zatazeni do
taxonomickych skupin. Pokud se prokaze ptitomnost Skodlivych bakterii v pitné vodé, stava se

tak zdravotné zavadnou a nelze ji konzumovat z divodu moznych zdravotnich problémd. [8]

Mezi zakladni identifikacni vySetfeni fadime posouzeni vzhledu narostlé kolonie
mikroorganismu na selektivnim médiu, dale stanoveni presumptivnich organismi. Dalsi
metodou, ktera se provadi ve specializovanych laboratofich, je identifikace tzv. pestré fady.
V soucasné dobé€ se v laboratotich vyuziva tzv. mikrotestd. Ty urychluji a zdroven usnadnuji
analyzu jednotlivych mikroorganisml a patfi mezi spolehlivé metody, které se preventivé
provadéji. Uz v roce 1892 byla definovana koncepce indikacnich organism, které tvoii soubor
kritérii u kvality vody a tykaji se zejména fekalnich organisml. V piipadé, Ze tyto indikacni
organismy nejsou piitomny v pitné vodé, se zde s uritou pravdépodobnosti nevyskytuji ani
patogenni organismy. [8]

Z mikrobiologického hlediska nas tedy nejvice zajimaji praveé indikacni organismy, které
mohou vést k ohrozeni zdravi. Do této skupiny fadime koliformni bakterie, enterokoky a sulfat

redukujici klostridie, napf. Clostridium perfringens. Také pozadavky na tento rozbor jsou

legislativné osetteny vyhldaskou ¢.252/2004 Sb. v platném znéni. Jsou zde stanoveny hygienické
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pozadavky na pitnou a teplou vodu, cetnost a rozsah kontroly pitné vody, tj. dodrzeni

hygienickych limiti mikrobiologickych, biologickych, fyzikalnich a chemickych ukazateld. [9]

Tabulka 1 Mikrobiologické a biologické ukazatele pitné vody, balené vody a jejich hygienické limity

Ukazatel Jednotka | Limit | Typ limitu | Poznamky
KTJ/100 ml 0 NHM
Escherichia coli
KTJ/250 ml 0 NHM Balena voda
Koliformni bakterie KTJ/100 ml 0 MH
KTJ/100 ml 0 NHM
Intestinalni enterokoky
KTJ/250 ml 0 NHM Balena voda
Pseudomonas aeruginosa | KTJ/250 ml 0 NHM Balena voda
KTJ/ml 200 MH
Pocty kolonii pti 22 °C
KTJ/ml 100 NHM Balena voda
KTJ/ml 20 MH
Pocty kolonii pii 36 °C
KTJ/ml 20 NHM Balena voda
Clostridium perfringens | KTJ/100 ml 0 MH

Poznamka: NHM...nejvyS$si mezni hodnota, MH....mezni hodnota

1.3 Dezinfekce vody

Dezinfekce vody se provadi za G¢elem zajisténi mikrobiologické nezavadnosti, zejména
u pitné vody. Dezinfekci lze provést pomoci fyzikalnich postupd nebo chemickymi
dezinfekénimi prostiedky, které zabrani ptsobeni patogennich mikroorganismt na lidsky
organismus pii nasledné konzumaci vody. Nejvétsi mikrobialni ohrozeni pitné vody
predstavuje nejcastéji kontaminace stolici lidského a zivocisného ptivodu. Technologie pii
odstraniovani mikroorganismi (MO) a oSetfeni pitné vody jsou soucasti dezinfekénich procest,
do kterych lze zahrnou fyzikalni odstrafovdni a chemickou oxidaci organickych a
anorganickych necistot ve vodég, naslednou chemickou dezinfekci pomoci chlorace, ozonace,
oxidu chlori¢it¢ho a UV oSetfeni pro inaktivaci patogenti v celém spektru. V praxi se casto
k dosazeni zdravotné¢ nezavadné vody vyuziva kombinace nékolika krokd (n€kdy se i

opakujicich). [10, 11]
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Vybér dezinfekéniho postupu ovliviuji nasledujici faktory:
e Utinnost dezinfekénich prostiedkii na MO
e Kvalita dezinfikované vody
e Tvorba nezadoucich vedlejsich produktt
e Velikost prostoru, kde dezinfekce probiha [11]

Dezinfekce pitné vody je pro odstranéni mikrobialni kontaminace pouzivana od pocatku
20. stoleti. Samotna ucinnost mikrobidlni dezinfekce miize byt zcela specificka pro konkrétni
systém. Mikroby se 1isi svou citlivosti na dezinfekci. Nejcitlivejsi jsou vegetativni bakterie,
nasledné viry a nakonec bakteridlni spory. Pii hodnoceni citlivosti nas zajima mikrobialni
odpovéd’, ktera se vyznacuje stavem nazyvanym ,, Zivotaschopny, ale nekultivovatelny *. Tento

stav vyjadiuje neschopnost MO rust pii vystaveni dezinfekénimu prostiedku (DP). [11, 12]

Opakem neschopnosti MO rust po aplikaci DP je odolnost MO v ristu a snizeni uc¢innosti
DP, a to diky agregaci. Agregace nebo shlukovani je pfirozenym stavem mnoha vodnich
mikrobi. Mikroby jsou shlukovany a izce spojovany s bunéénymi zbytky fekalniho ptivodu,
toto prostredi vytvafi pro mikroby ochranu pfed vystavenim se dezinfekénim prostfedkiim.

Zaroven bakterie chrani tvorba biofilmu na jejich povrchu [12].

I pfes to, ze dokdzou byt MO odolné a ubranit se u¢inkiim DP, existuje v dnesni dob¢
mnoho metod a zplsobi, jak ristu a mnoZeni MO v prostiedi zabranit. Nejlepsi u¢inky DP byly
popsany v kombinaci s dalsimi procesy, jako je napt. chlorace, ozonizace a pusobeni UVC,

které budou podrobné&ji vysvétleny dale. [12]

1.3.1 Filtrace

Filtrace je proces, pfi kterém jsou pevné Castice v kapalin€¢ nebo v plynném prostiedi
odstranény za pouziti filtracniho média. Timto médiem tekutina protéka, ale pevné Castice
zustanou zachyceny na povrchu nebo uvniti média. Velikost porti nebo mezera mezi nimi

urcuje, jakou velikost ¢astic muze filtr odstranit. [13, 14]

Z pohledu klasifikace, 1ze filtraci délit podle povahy hnaci sily, ktera zptisobuje filtraci
(gravitacni, tlakovou a vakuovou silou), ktera zaroven urcuje i jeji rychlost nebo podle typu

filtru (deskové ramové filtry, listové, kotoucové a piskové filtry) a velikosti poru [13].

19



Mezi filtry, které se pouzivaji pro filtraci vody lze vyuzit hloubkovy skladany filtr, ktery
zvyS$uje pratokovou kapacitu poskytovanim vétsi povrchové plochy pro filtraci. Filtr akumuluje
¢astice na vnéjSim povrchu, coz umoziuje vytvoieni filtracniho kolace a tim zvysSuje filtracni
ucinek. VétsSina skladanych filtrti 1ze oplachnout. Dal§imi pouzivanymi filtry jsou kazetové

filtry s vlaknitym nebo keramickym filtracnim materialem jsou spolehlivéjsi pii odstraniovani

malych Castic, nez je tieba piskovy filtr. [14]

V soucasné dobé se nabizi modernéjsi a uCinnéjsi metody zndmé jako tlakové
membranové procesy, které uzce souvisi s filtraci. Nazvem tlakové membranové procesy se
zpravidla oznacduji Ctyfi typy separacnich technik: mikrofiltrace (MF), ultrafiltrace (UF),
nanofiltrace (NF) a reverzni osmoza (RO). Spole¢nym znakem technik je pouziti polopropustné
membrany jako separa¢niho elementu a tlakového rozdilu jako hnaci sily transportu ptes
membranu. Vzijemna odliSnost spociva ve velikostech pouZivanych tlakovych rozdild,
vlastnostech membran a ptevazujicim transportnim mechanismu. Membranové systémy
umoznuji napft. fyzikalni dezinfekci vody na zaklad¢ sitové filtrace organismd, které jsou vétsi
nez velikost pordt membran. Mensi Castice prochazi membranou do filtratu tzv. permeatu. Proto
je urceni velikosti porti a jejich rozlozeni na povrchu membrany dilezitym faktorem pro
ucinnost odstranéni sledovaného polutantu. Co se tyka velikosti bakterie, ta se pohybuje

v rozmezi 0,5 — 3 pm, viry jsou o néco mensi 20 — 100 nm. [15, 16]

Procesy zaloZené na principu mechanické separace nerozpusténych a koloidnich latek,
bakterii patii mikrofiltrace (MF) a ultrafiltrace (UF). Rozdil je ve velikosti port membran, které
se pohybuji v rozmezi 0,05 — 10 um. Vzhledem k tomuto rozmezi lze vyzdvihnout jesté
ucinngjsi proces separace, a to nanofiltraci (NF), kterd se vyuziva pro separaci vicevalentnich
iontll (Ca?" Mg?" a organickych barviv). Nanofiltrace se pohybuje na pomezi ultrafiltrace a
reverzni osmozy. Velikost porti se v tomto ptipadé pohybuje kolem 2 nm. Reverzni osmézu
(RO) Ize také vyuzit samostatné, a to zejména k separaci rozpusténych latek v kapaliné pomoci
semipermeabilni membrany, kterd je pro vodu rozpustna, ale nerozpustna pro mikroorganismy,

koloidy a molekuly organickych latek. [17]
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Reverzni osmoéza Nanofiltrace Ultrafiltrace Mikrofiltrace
Velikost ¢astic <0.001 ym 001-0.001 um 0.1-001um >06um
PFibl. molekularni <100 Da 100 - 1.000 Da 1.000 - 500.000 Da > 500000 Da

hmotnost

Do p| Rl Of FTO| &0
WL Ji ¥ ordie. 6, vodioi S,

D  suspendované laky * olejové emulze O ::l:;dni fatky, ‘y/ proteiny J fonty
» . makromolekuly N4, nizkomolekulami
[ & bakterie 5 0 viry ﬁ ity

Obrazek 1 Zndzornéni separacnich vlastnosti v zavislosti na zvolené technologii

1.3.2 Chlorace

Chlorace je pomérné levna, G¢inna a snadno aplikovatelna metoda, ktera se asto pouziva
k dezinfekci vody. Jedna se o chemickou metodu vyuzivajici rizné typy chloru nebo latek
obsahujicich chlor. Mezi nejbézné&ji pouzivané patii plynny chlor, chlornan sodny a chlornan
vapenaty. Hlavni podstatou inaktivace MO je poSkozeni jejich bunééné membrany. Jakmile je
bunéna membrana oslabena, miiZze chlor vstoupit do buiiky, narusit dychani bun¢k a aktivitu

deoxyribonukleové kyseliny (DNA) ¢imz dojde k zaniku bunék. [18]

Chlorace mtize byt provedena kdykoli béhem celého procesu upravy vody. Jakykoliv typ
chloru, ktery se v procesu Upravy vody ptidava ma za nasledek tvorbu kyseliny chlorné (HOCI)
a chlornanovych iontti (OCI), které jsou hlavnimi dezinfekénimi latkami ve vodé. Kombinace
obou téchto komponent tvofi takzvany ,, Volny chlorin®. Volny chlor ma vysoky oxida¢ni
potencial a predstavuje tak G¢innéjs$i DP. Je zndmo, Ze v pitné vod¢ zlistava zbytkové mnozstvi
chloru, to vSak neni zcela na Skodu. Pfitomné zbytky chloru vytvéreji rezistentni prostredi pro

opétovny rust patogent ve vodé. [18]

I pfesto, ze chlor patii mezi nejpouzivanéjsi DP, byva ¢asto nahrazovan jinymi latkami,

jako napft. ozon a oxid chlori¢ity, které neptedstavuji takové riziko na zdravi. [19]

1.3.3 Ozonizace

Z pohledu chemického se jedna o formu kysliku s molekularnim vzorcem Os. Tvoii se

napt. ze vzdusného O pfi vystaveni vyboji silného elektrického proudu. Ozon je nestabilni a
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rychle se rozklada zpét na O». To je pii dezinfekci vody vyhodou, protoze nezanechava zadné
toxické zbytky. Jednd se o jeden z nejucinnéjSich dezinfekénich prostiedkli dostupnych pii
upraveé vody. V porovnani s chlorem je ozon pfi inaktivaci vira a bakterii mnohem u¢innéjsi,
¢inidly, které napomahaji k rychlejsi a uc¢innéjsi dezinfekci vody. Zaroven lze vyuzit jeho

oxidac¢ni vlastnosti i pfi snizovani koncentrace Zeleza, manganu a siry. [20]

Ucinnost ozonizace zavisi ¢asteéné na dobé kontaktu. Obecné ozon vyzaduje kratsi dobu

kontaktu neZ chlor a rozdil je i v zavislosti na samotné Gprave vody. PtihliZi se zde i na teplotu

Vv

hodnoty pH, ozon je u¢inny v Sirokém rozmezi. Typicka davka ozonu se udava kolem 1-2 mg/I.
V porovnani s chloraci dochazi k dezinfekci ozonem pouze v misté kontaktu mezi ozonem a
vodou. [21]

Pfi souc¢asném vyzkumu lidskych patogennich bakterii, jako je E. coli a Ps. fluorescens,

bylo zjisténo, ze tyto bakterie maji vysokou citlivost na vystaveni uc¢inkim ozonu [22].

1.3.4 UV zareni

Dezinfekce UV zatrenim je dlouholetd osvédcena technologie, kterd slouZzi k odstranéni
MO, jako jsou bakterie, viry a prvoci. UV svétlo je forma svétla, ktera je svou vinovou délkou
mezi rentgenovym a viditelnym svétlem. Rozsah vinovych délek UV svétla mezi 200-300 nm
(oznacovano jako UV-C) je klasifikovan jako germicidni, coz znamena, Zze je schopny

inaktivovat zminiované MO. Tato schopnost se vyuziva napf. pfi upravé pitné vody. [23, 24]

Pii UV zafeni, které je také specifikovano jako fyzicky proces, dochazi k inaktivaci MO a
naslednému poskozeni nukleové kyseliny DNA nebo RNA. Vysoka energie spojend s kratkou
vinovou délkou (A = 254 nm) je absorbovana buné¢nou RNA a DNA a uvniti bunky zptsobuje
nové vazby mezi sousednimi nukleotidy a zaroven dochézi k fotochemickému poskozeni. To

ma za nasledek zabranéni se replikaci a neschopnosti infikovat. [23, 24]
Mezi hlavni vyhody UV dezinfekce vody patii:
e nevyzaduje davkovani chemikalii
e ma kratkou reakéni dobu
e pfi pisobeni nedochdzi ke zméné sloZeni vody

e mikrobicidni u¢inek neni zavisly jak na hodnoté pH, tak na teploté
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Mezi hlavni nevyhody UV dezinfekce vody patii:
e neni mozné zddného pfimého méfeni davky UV
e pusobeni je pouze v misté ozafeni

e pomérné vysoké provozni naklady zahrnujici vyménu lampy a spotiebu elektrické

energie na UV dezinfekci [23, 24]
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2 MIKROORGANISMY VE VODNEM PROSTREDI

Mikroorganismy jsou malé jednobunééné organismy, které lze pozorovat pouze
mikroskopicky. Nachazi se ve vodném prostfedi samostatné nebo symbioticky s jinym
organismem. Mezi mikroorganismy zahrnujeme zejména domény Bacteria a Archaea ze
zastupc prokaryot a mikromycety a prvoky z eukaryot. Pokud se jedna o organismy
nebuné¢éné, hovoiime o virech. [25]

Mikrobiologicka analyza vody je zaloZena pfedevsim na konceptu fekalnich indikatorovych
bakterii. Tento rozbor je podstatou pro dosazeni co nejlepsi kvality pitné vody. ,, Podle Svetové
zdravotnické organizace prekracuje umrtnost na choroby souvisejici s vodou vice nez 5 milionii
lidi rocné. Z toho vice nez 50 % predstavuji mikrobidlni strevni infekce, které ovliviiuji cely
svet.“ [26]

Kromé¢ stanoveni konkrétniho druhu bakterie je pro zdravotni nezavadnost vody dulezity
také pocet mikroorganismi. Jedna se o protozoa, zejména Giadia a Crytosporidium, Zijici bézné
ve stfevnim traktu zvifat. Béhem Zivotniho cyklu tvofi tzv. cysty, které jsou velmi odolné napf.
ucinkim chloru. Proto je jejich dezinfekce velmi obtizna, navic zptsobuji vazna prijmova
onemocnéni, ktera jsou prokazatelné spojovana i s umrtimi. [26, 27]

Mikrobiologické testovani kvality vody 1ze provést nékolika zptisoby. Jeden z hlavnich testil
je hodnoceni zékalu vody. Zékal udava mnozstvi suspendovaného materidlu (napt. pida), ve
kterém jsou i MO, dale se vyuziva testovani bakterii pomoci indikatoru fekalniho znecisténi.
V tomto piipad€ nas zajima hlavné pfitomnost E. coli v pitné vod¢. Jestlize je tato bakterie
pfitomna v pitné vod¢, vykazuje to kontaminaci fekalniho pivodu, a je tak velka

pravdépodobnost, ze doslo ke znecisténi zdroje. [26, 27]

Celkové poéty bakteril

Kultivovatelné mikroorganismy (poéty kolonil pfi 22 °C nebo 36 °C)

Koliformn( bakterie Enterokoky

Termotolerantni (fekalnf)
kolifoermni bakterie

Vybrané stfevni patogeny,
napf. salmonely,
Fscherichia coli Campylobacter apod.

Obrazek 2 Schématické znazornéni skupin bakterii, detekovatelnych pri mikrobiologickém rozboru vody (9)
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Zakladni rozdéleni bakterii osidlujicich vodné prostredi je mozné dle n¢kolika kritérii. Podle
tvaru delime bakterie na koky a ty¢inky, podle slozeni a barvitelnosti bunécné stény na
grampozitivni a gramnegativni. Dale na autotrofni a heterotrofni dle zptisobu ziskavani zivin,
na chemotrofni a fototrofni v zavislosti na vyuziti energie a podle (na zaklad¢) vztahu ke
kysliku na aerobni, fakultativné anaerobni, anaerobni a mikroaerofilni. V souvislosti
S hygienickymi pravidly u vodného prostiedi 1ze mikroorganismy rozdélit na patogenni,
potencialné patogenni a nepatogenni. S ohledem na indika¢ni schopnost bakterii 1ze hodnotit
indikatory fekalniho znecisténi a indikatory organického znecisténi. Nasledné hodnoceni
bakterii v daném prostiedi spoéiva v méfeni jejich aktivit, odhadu mnozstvi mikrobialni
biomasy (pomoci stanoveni mnozstvi organické hmoty, proteint, ATP, lipidd apod.),
mikroskopickém pozorovani (zejména pomoci fluorescenéni mikroskopie) a kultivaénim
stanoveni. [28]

Z pohledu kvality a konzumace pitné vody je potieba vyloucdit zejména bakterie
saprofytické a potencidlné¢ patogenni nebo patogenni, které by mohli u nékterych jedinct
vyvolat pti konzumaci vody zdravotni obtiZe spojené napf. s prijmovym a jinym onemocnénim

souvisejicim s podrazdénim gastrointestinalniho traktu. [28]

Tabulka 2 Prehled platnych norem pro stanoveni mikrobiologickych ukazatelii ve voddach

oznaceni normy

nazev normy

TNV 75 7835

Jakost vod — Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli

TNV 75 7837

Jakost vod — Stanoveni koliformnich bakterii v nedesinfikovanych vodach

CSN ENSO 9308 - 1

Jakost vod — Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii — Cast 1: Metoda

membranovych filtr

CSN EN ISO 7899 - 2

Jakost vod — Stanoveni intestinalnich enterokoki — Cast 2: Metoda

membranovych filtri

CSN EN ISO 6222 Jakost vod — Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismi — Stanoveni poétu
kolonii o¢kovanim do zivného svarového kultivacniho média

Council Directive | Stanoveni Clostridium perfringens (v&etné spor)

98/83/EC,

Vyhlaska 252/2004

CSN EN 12780

Jakost vod — Stanoveni Pseudomonas aeuruginosa metodou membranovych filtra

CSN EN 6888 - 1

Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda stanoveni poctu
koagulazapozitivnich stafylokokii (Staphylococcus aureus a dali druhy) — Cast 1:

Technika s pouzitim agarové pidy podle Baird — Parkera
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TNV 75 7855 Jakost vod — Priikaz ptitomnosti bakterii rodu Salmonella
CSNISO 11731 Jakost vod — Stanoveni bakterii rodu Legionella
CSNISO 11731 -2 Jakost vod — Stanoveni bakterii rodu Legionella Cast 2: Metoda piimé

membranoveé filtrace pro vody s malym poctem bakterii

2.1 Rod Escherichia

Escherichia coli patfici do celedi Enterobacteriaceae je gram-negativni tycinka
fakultativné anaerobni, kterd se nachazi ptirozené¢ v mikroflofe stfeva lidi a zvirat. Je
povazovana za neskodnou bakterii V pfipadé, Ze je v potadku gastrointesticialni trakt jedince
a jeho imunitni systém. E. coli se vyskytuje v riznych formach, od saprofytickych kment
po kmeny patogenni. Na zakladé genomickych informaci byl druh rozdélen do Sesti skupin,
oznacovanych jako A, B1, B2, C, D a E. Pro hostitele je podstatnd forma patogenni, ktera
mize vyrazné ohrozit jeho zdravotni stav. Tuto formu Ize rozdélit dle pisobeni na jedince
do n¢kolika skupin kmenti. [29, 30]

e Verotoxigenni (VTEC)

e Enterotoxigenni (EHEC)
e Enteroinzvazivni (EIEC)

e Uropatogenni (UPEC) [31]

Znama E. coli O157:H7 je ptikladem VTEC, ktera zpUsobila Gmrti na celém svéte.
Produkované verotoxiny zpusobuji krvavé prijmy, které mohou ptejit aZ do hemolyticko-
uremického syndromu HUS. Stejny projev je znam i u enterohemoragické E. coli
produkujici Shiga toxin (Stx.). Pravé produkce shiga-like toxini ma za nasledek patogenitu,
ktera se projevuje inhibici proteosyntézy stievnich bun¢k a uvolnéni vody do lumen stieva.
Zminovany toxin, ktery E. coli produkuje, zpisobuje onemocnéni jako je prijem, kiece nebo
hemoragicky uremicky syndrom. [29, 30]

E. coli spada do skupiny fekalné koliformnich bakterii, ktera neni schopna rozkladat
ureazu. E. coli nejlépe roste pii 37 °C za aerobnich podminek na MacConkey agaru, na

kterém tvofi rizové kolonie. [27]
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Obrazek 3 Escherichia coli (dostupné: Fda.gov, 2019 — online)

Jmenované kmeny (VTEC, EHEC a STEC) jsou pomérné odolné, rozsah teploty, pii které
jsou schopny rustu je od 7 °C do 50 °C. Doba inkubace se pohybuje v rozmezi od 3 do 8
dnu. [30]
Stanoveni této bakterie je cCeskou legislativou vyZadovano v povrchovych vodach (NV
229/2007), pitnych vodach (Vyhl. 275/2004 Sb., 187/2005 Sb., 293/2006 Sb.), balenych vodach
(Vyhl. 275/2004 Sb.) a koupalistich (Vyhl. 135/2004 Sb., 292/2006 Sb. [28]).

e Kmeny verotoxigenni E. coli

Tento kmen byl poprvé popsan v Kanadé v 80. letech 20. stoleti, kdy byl velky narist
morbidity a imrtnosti zapfic¢inény hemoragickou kolitidou. Toto onemocnéni bylo nasledné
spojeno s pozitim potravin a vody, které byly nedostatecné tepelné upravené, a tak mohlo dojit
ke kontaminaci a infekci daného jedince. Posléze doslo 1 k pfimé identifikaci daného typu
Escherichia coli, kterym bylo oznaceni sérotypu E. coli O157:H7. Projevy intoxikace jeho
verotoxiny byly spojeny s krvavym prijmem, kieCemi, akutnim a chronickym onemocnénim

ledvin a mohly piejit az do hemolyticko-uremického syndromu. [32]

Tento kmen je schopen rust pfi teplotach od 7 °C do 50 °C, ale optimum ztstava 37 °C.
Jsou pomérné odolné, tomu odpovida schopnost rust i v prostiedi s pH okolo 4,4. Doba
kultivace se pohybuje v rozmezi od 3 do 8 dnt. Hlavni prevenci, jak se vyvarovat naslednému
onemocnéni, je dodrzovat spravné hygienické navyky, a to jak pfi manipulaci tak i pfi

konzumaci potravin, které by mohly byt kontaminované. [30]
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e Kmeny enterotoxigenni E. coli

Tento sérotyp patii mezi nejcastéjsi pri¢iny prijmut u malych déti jak u nas, tak ve svete.
Kazdy rok je odhadovano na 280 miliont ptipadii S prijmovym onemocnénim, kterym nasledné
podlehne 300 000 — 500 000 lidi. I tento typ nakazy souvisi s pozitim kontaminovaného jidla a
vody. Primarnim projevem nakazy je vodnaty priijem, ktery miize trvat i nékolik dni a zaroven
je spojen s dehydrataci a tbytkem vahy. Pfedpokladem projevu je pfipojeni patologického

wrwe

problémy. [33]

U kmend, které byly izolované od lidi, bylo analyzovano vice nez 25 specifickych
antigenll, nazyvané také jako koloniza¢ni faktory (CFs), které plsobi v rizném rozsahu
toxigenn¢. Z toho diivodu je vyvoj vakcin ETEC zalozen hlavné na ziskani informaci o
pfirozené imunité a piipadné pfitomnosti antigend. Samotny kmen ETEC se kultivuje na agaru
MacConkey po dobu 24 hod pii teploté¢ 37 °C. Konfirmace se doporu¢uje pomoci metody

polymerazové fetézové reakce (PCR). [33]
e Kmeny enteroinvazivni E. coli

Enteroinvazivni sérotyp je spojovan s bakteriemi z rodu Shigella, ktera patii do celedi
Enterobacteriaceae. Spolecné s EIEC jsou schopny napadnout stfevni sliznici ¢lovéka a
zpusobit prujmovy syndrom znamy jako bacilarni uplavice. EIEC a Shigella maji hodné
spolecného a z hlediska epidemiologickych studii jsou problémem vetejného zdravi po celém
svété. Pro jejich rozliseni se vyuziva sérologickych a biochemickych metod. V soucasné dob¢
je mozné analyzy téchto sérotypi provadét pomoci metod ELISA, polymorfismus délky

restrikénich fragment (RFLP) a pomoci polymerazové fetézove reakce (PCR). [34]

Primarnim zdrojem EIEC jsou nejspiSe infikovani lidé. Infek¢éni davka Shigell je nizka,
staci 10 az nekolik stovek bunék, u EIEC je zapotiebi nejméné 106 organismil. Patogenita je

dana schopnosti invaze a poskozeni stény tlustého stieva. [34]
¢ Kmeny uropatogenni E. coli

Mocovy trakt patii mezi nejcastéjsi mista bakterialni infekce zptsobena E. coli. Mezi
jedince trpici symptomatickou infekci mocovych cest (UTI) fadime zejména novorozence,
mladé zeny a sexudlné aktivni zeny a muze. Kmeny E. coli kolonizuji tlusté stfevo a mocovy
trakt. Kazdoro¢né onemocni infekci mocovych cest (UTI) ptiblizné 150 milionii lidi po celém
svéteé. Kmeny UPEC maji fadu virulentnich faktori (fibrie, pili, bi¢iky, toxiny), které ptispivaji

ke vzniku onemocnéni. Schopnost bakterie pfilnout na epitelialni sténu hostitele, predstavuje
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hlavni riziko patogenity. Toto ovSem zcela neplati u epitelu mocového méchyie, ktery vykazuje
obranny mechanismus proti uchyceni bakterie na povrch. Lécba antibiotiky se odviji od

identifikace uropatogenu a jeho citlivosti ke konkrétnim ATB. [35]

2.1.1 Inaktivace E. coli

Pokud jde o0 samotnou inaktivaci E. coli ve vodném prostiedi 1ze pouzit napt. dezinfekéni
prostiedek, fotokatalyza nebo nové alternativni moznosti. Nabizi se zde dezinfekce pomoci
chloru, pricemz dojde k rychlé smrti bunék E. coli nebo pouziti heterogenni fotokatalyzy
spole¢n¢ s fotokatalyzatorem TiO-. Bylo zjisténo, ze timto pisobenim dojde k inaktivaci az 99
% bunek E. coli. Na toto téma byla zpracovana studie, ze které vyplyva, Zze pti aplikaci
fofokatalyzy pomoci fotokatalyzatu TiO2 o koncentraci 1 mg/l na suspenzi E. coli o
koncentraci bungk 10% ml pod fluorescenénim svétlem bylo po uplynuti 60 min. dosazeno
uplné inaktivace E. coli. [36]

Dalsi metoda, kterd se pfi inaktivaci uplatiiuje je konvencni dezinfekce pomoci UV
rtutovych vybojek. Jedna se o efektivni technologii ¢isténi vody. V poslednich letech se
vyuziva alternativy ve form¢é UV — LED, které emituji vinové délky mezi 200-290 nm a slouzi
pro Upravu vody a snizeni patogend. Experimentalni testy ukazaly pti pouziti UV — LED pfi
vinové délce 265 nm po dobu 50 min. redukci E. coli. o dva tady. Dale se nabizi pouziti
nanocastic TiO2 spolecné s dotovanym dusikem a stiibrem aktivované viditelnym svétlem,

které u¢inné snizuji E. coli. [37]

2.2 Rod Pseudomonas

Jednd se o gram-negativni mirn€ zakiivené pohyblivé tycky spadajici do celedi
Pseudomonadaceae. Nejsou schopné fermentovat glukozu a jsou schopné rast pii pH mezi 4-
8. Optimalni kultivaéni podminky jsou pfi teploté 37 °C. Pseudomonas se vyskytuji ve vodném
prostiedi, v ptidé, ale mohou se nachazet i na povrchu rostlin a zvifat. Za ur¢itych podminek
vystupuje jako patogen. Siii se kontaktem poranéné tkané s kontaminovanym prostiedim.
Zpusobuje infekce mocovych cest, dychacich cest, bakteriémie. Mira tmrtnosti infikovanych

touto bakterii miize dosahovat téméi 50 %. [28]
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Obrdzek 4 Pseudomonas (dostupné the-scientist.com — online)

Pro tento rod je specificka produkce pigmentt, které jsou pro uréity druh specifické a
napomahaji tak K jeho identifikaci. Dulezité jsou zejména dva pigmenty, prvnim pigmentem je
pyoverdin — zlutozeleny fluorescenéni pigment rozpustny ve vodé specificky pro Ps.
fluorescens a druhym pigmentem je pyocyanin, ktery produkuje Ps. aeruginosa. Pigmentace je
jednim z nejvice nevyzpytatelnych fenotypovych znakd. Difuzni pigmenty, které fluoreskuji
pod UV svétlem s kratkou vinovou délkou (A = 254 nm) se souhrnné nazyvaji ,, fluorescencni
pigmenty ““. Dalsi bézné pigmenty (modré, Cervené, zluté nebo zelené) patii do chemické rodiny
fenazint, né€které z nich fluoreskuji v UV oblasti pii vinové délce 350 nm, coz je dulezité
rozlieni. [38, 39]

Syntézu téchto pigmentl ovliviiuje mnoho faktort, jako je napt. kultivaéni médium, pH,
svétlo a piitomnost nékterych ionti (Fe**, Mg?*, Zn?"). Zejména Zelezo je pro Pseudomonas
aeruginosa dilezité z hlediska zdroje zivin. Bohuzel v této formé neni snadné Zelezo ziskat, a
proto pro jeho piijem Pseudomonas vyuziva siderofory, které vylucuje, a diky nim snadno vaze

a transportuje zelezo. [38, 39]

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Jedna se o pomérné rozSifenou bakterii, kterou mizeme najit jak ve vode¢, tak 1 v padée. Je
zodpovédna za infekce mocovych i dychacich cest, kiiZze a krevniho fecisté. Predstavuje zhruba
80 % oportunnich infekei, které zptsobuje rod Pseudomonas. Je katalaza a oxidaza pozitivni.
Pseudomonddy jsou piirozen€ vysoce odolné vii¢i dezinfekénim a antimikrobidlnim latkdm. Za
urcitych podminek se chova jako patogen, zejména u jedinci S oslabenym imunitnim
systémem. Vsechny kmeny produkuji endotoxin, ktery je hlavnim faktorem virulence. Druhy

se potvrzuji biochemickymi a DNA hybridizacnimi testy. [40]

Fakt, Ze se jedna o pomérn¢ odolnou bakterii dokazuje kromé rezistence na nckolik

antibiotik i schopnost metabolizovat Sirokou $kalu sloucenin a proliferovat je ve vodach
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s nizkou koncentraci rozpusténych sloucenin. To ukazuje na velmi dobrou schopnost
ptizpusobit se v prostfedi s nizkou dostupnosti zivin. Zaroven je schopna tvofit biofilm. Tato

vlastnost déla bakterii mnohem odolngjsi vici vnéjsim vlivim. [40]

P A AR TR
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Obrazek 5 Pseudomonas aeruginosa na zivném agaru (dostupné researchgate.net — online)

2.2.2 Pseudomonas fluorescens

Je fazena mezi béZné nepatogenni saprofyty, které kolonizuji pidni, vodni a povrchové
prostiedi rostlin. Vylucuje rozpustny fluorescein. Je méné virulentni nez Ps. Aeruginosa.
Existuje zajimava souvislost mezi Ps. fluorescens a lidskym onemocnénim, protoze piiblizné
50 % pacient s Crohnovou chorobou si vyviji sérové protilatky proti Ps. fluorescens. Rovnéz

je ale schopna vyvolat akutni infekci, zejména krevniho ob&hu. [41]

2.2.3 Inaktivace Pseudomonas

Ps. aeruginosa je MO, ktery je odolny vici chloru a ozafeni UV svétlem. G-bakterie Ps.
aeruginosa je povazovana za podminéné patogenni. V roce 1972 bylo ve studii prokazano, ze
TiO2 vykazuje silnou baktericidni aktivitu v pfitomnosti svétla (365 nm) na Klinicky
relevantnich MO jako jsou E. coli a Ps. aeruginosa. Dale jsou dostupna data, ktera popisuji

inaktivaci Pseudomonas pomoci oxidu chlori¢itého. Byly navrzeny experimenty ke sledovani
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baktericidnich mechanisml, které mely vliv na permeabilitu vnéjsi bunééné a cytoplazmatické

membrany a morfologii bun¢k. [42, 43]

V soucasné dobé¢ existuji studie, které se zabyvaly inaktivaci gram negativnich bakterii
pomoci iontové médi za kontrolovanych podminek pii davkach médi 0,3 a 1 mg/l. Bylo
pozorovano snizeni mnozstvi E. coli a P. aeruginosa. Tato studie pfinasi pozitivni zpravy pro

mikrobialni kontrolu skladované vody. [44]

Chemicka oxida¢ni ¢inidla, jako je chlor, ozon nebo peroxid vodiku mnohdy proti
rezistentnim MO nestaci. Proto je nutné pouzit vyspélejsi a uc¢innéjsi metody. Mezi tyto metody
1ze zahrnout pokrocilé oxidacni procesy (AOP). Hydroxylovy radikal, ktery vyuzivaji, vznika
riznymi mechanismy, napf. i za pfispéni UV zafeni spolecné s fotokatalyzatorem (napt. TiO2).
Pokud jsou ozafené c¢astice TiO2 V pfimém kontaktu s mikroby, mikrobidlni povrch se stava
cilem pocate¢niho oxida¢niho utoku. Opét existuje studie, ktera prokazatelné definuje G¢inny

proces v kombinaci UV/ TiO- pro uspésné odstranovani P. aeuroginosa. [45]

2.3 Rod Bacillus

Tento rod se fadi mezi aerobni nebo fakultativné anaerobni gram-pozitivni bakterie, které
maji tvar tyCinky. Neékteré mohou tvofit vyjimku a mohou se barvit jako gramnegativni
bakterie. Navic je jim vlastni Siroka Skala fyziologickych vlastnosti, které jim umoziuji Zit
Vv piirodnim prostredi. Bacillus ma schopnost tvofit spory, které jsou odolné vici teplu, chladu,

zafeni a dezinfek¢énim prostredkim. [46]

Tento rod patii do Celedi Bacillaceae. Druhy této Celedi jsou identifikovany pomoci
morfologickych a biochemickych kritérii. Jedna se o pomérné odolné mikroorganismy, které
nejen, Ze jsou schopny rist pti teplot¢ 30-35 °C, ale ve formé spor mohou rust i pfi vysoké
teploté 120 °C, kterd uz je pro nékteré bakterie smrtelnd, jejich vhodné prostredi je pii pH 4,3-
9,3 a koncentraci chloridu sodného 7 %, pii kterych by mohlo pfezit jen malo jinych organismd.
[47]
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Obrazek 6 Bacillus (dostupné turbosquid.com — onling)

2.3.1 Bacillus antracis

Jedna se o velmi odolnou bakterii, ktera zptisobuje vazna onemocnéni. Tato bakterie
produkujici spory potiebuje ke sporulaci kyslik, tento poznatek je dulezity zejména z pohledu
epidemiologie. Bacillus antracis znam také pod nazvem antrax, vytvati polypeptidovou kapsli,
ktera jej chrani pred fagocytdzou. Mezi osoby ohrozené antraxem patii ty, které prichazeji do
styku s infikovanymi zvitaty nebo zivo¢isnymi produkty. Zakladnimi typy onemocnéni jsou
kozni antrax, ktery je diagnostikovan na zaklad¢é charakteristické papuly nebo escharu
S rozsahlym okolnim edémem. Stfevni antrax je vysledkem poziti infikovaného masa a plicni
antrax je vysledkem inhalace spor. Antrax je snadno lécitelny antibiotiky (ATB, napf.
penicilinem, tetracyklinem nebo chloramfenikolem). Antrax zptsobuje asi nejznaméjsi
onemocnéni, ale i dal$i druhy rodu Bacillus se podileji na celé fad¢ infekci, vCetné abscest,

bakteriémie, infekce ran a popalenin. [46]

2.3.2 Bacillus cereus

Hlavnimi faktory virulence bakterie Bacillus cereus je nekrotizujici enterotoxin a silny
hemolysin, které zptsobuji vazna onemocnéni. Tato onemocnéni se vyskytuji zejména pii
poziti kontaminované potravy, ve které se bakterie mnozi pti nespradvném skladovani. Otrava
zpusobena B. cereus miize mit dva rizné typy projevu. Prvnim typem onemocnéni je prijem

spojeny s bolestmi biicha, které se objevuji 8 az 16 hodin po konzumaci kontaminované
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potravy. Druhy typ se vyznacuje nauzeou a zvracenim 1 az 5 hodin po konzumaci. Pfi¢inou je
odolnost a produkce samotného toxinu. Jeho patogenitu navic podporuje i tvorba spor, diky
kterym je B. cereus odoln¢jsi a je schopen odolavat pasterizaci i gama zatreni. V prostredi se

dokaze dobie udrzet diky hydrofobni povaze. [46, 48]

2.3.3 Bacillus subtilis

Jedna se o rozmanity bakteridlni druh schopny rast v riznych prostiedich vcetné GIT
zvifat. Zaroven je schopen vytvaret vysoce rezistentni spici endospory. Tyto spory se snadno
rozptyluji vzduchem a jsou schopné migrovat na delsi vzdalenost. I u tohoto druhu hrozi
onemocnéni pozitim kontaminované potravy. Existuji rizné diskuse o tom, v jakém prostiedi a
za jakych podminek se spory hromadi. Jedna ze studii prokazala, ze B. subtilis byl ve

vegetativni formé& ve spojeni s pudou, ktera obsahovala rozkladajici organicky material. [49]

Mnohem castéji se mluvi o B. subtilis ve spojeni s rostlinami. Je schopen rust v tésné
blizkosti povrchi jejich kofent. Existuji studie, které dokazuji, Ze B. subtilis mtze podporovat
rast rostlin. Mozné vysvétleni je takové, ze B. subtilis konkuruje jinym mikrobum, které by
jinak nepfiznivé ovliviiovaly rostlinu. B. subtilis aktivuje obranny systém hostitele, takze
rostlina je pfipravena odoldvat potencidlnim patogeniim a zaroven umoziuje rostliné snadngji

ziskat ur€ité Ziviny (napf. fosfor a dusik). [49]

2.3.4 Inaktivace Bacillus

O inaktivaci tohoto kmene byla napsdna studie, kterd se zabyvala kombinaci
fotokatalytické inaktivace TiO2 s UV pii dezinfekci pitné vody. VyuZiva se zde volnych
radikala HO-, které mohou piisobit jako silny biocid, protoze maji vysoky oxida¢ni potencial a
neselektivni reaktivitu. Studie se zabyvala dvéma kmeny bacilti (B. subtilis a B. cereus) a jejich

fotokatalytickou inaktivaci ve vodé. Byly pouzity dva zdroje UV zafeni. [50]
1. Monochromaticka UV lampa s intenzitou ozafeni 7mW/cm? pti 365 nm

2. Denni svétlo, které mélo mezi 12 — 14 hodinou pro vinovou délku 365 nm intezitu
4 mw/cm?,

Pii studiu uc¢innosti fotokatalyzy byly pouzity B. cereus a B. subtilis, které jsou vysoce
odolné vuci oxida¢nimu stresu. Béhem experimentu bylo zjisténo, Zze proto, aby doslo k

dostate¢nému snizeni tvorby spor B.cereus a B. subtilis staci pasobit fotokatalyzatorem TiO2 0
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koncentraci 0,25 g/l po dobu 300 min, aby doSlo ke snizeni po¢tu obou bakterii pfiblizn¢ o 4
fady. Béhem experimentu se prokazalo, ze v porovnani s po¢ate¢nim mnozstvim spor B. cereus
a B. subtilis doslo k lepsimu vysledku u B. subtilis. Z dalsich vysledki vyplyva, Ze co se tyka

porovnani zdroju zafeni, u obou zdrojl je G¢innost srovnatelna, ale vzhledem k cené je slune¢ni

svétlo levngjsi. [50]
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3 FOTOKATALYZA

Fotolyza je proces, pii kterém je organicka nebo anorganicka chemicka latka Stépena
fotony neboli ¢asticemi zprostiedkujicimi elektromagnetickou interakci. Tyto Castice, které
jsou popisovany napi. vlnovymi délkami, interaguji S jednou cilovou molekulou. Reakce
fotolyzy neni omezena na ucinky viditelné¢ho svétla, ale jakykoliv foton s dostateCnou energii
muze zpusobit chemickou pfeménu anorganickych vazeb chemické latky. ProtoZze energie
fotonu je neptfimo umérna vinové délce. Jedna se tedy o proces, pii kterém dochazi k preruseni
chemickych vazeb v dusledku pienosu svételné energie (pfima fotolyza) nebo radia¢ni energie

(neptima fotolyza) na tyto vazby. [51, 52]

Rychlost fotolyzy z&visi na mnoha faktorech, vCetné adsorpcnich vlastnosti a reaktivity
chemické latky a intenzité slune¢niho zatfeni. V tomto procesu je fotochemicky mechanismus
fotolyzy rozdé€len do tii stupiiti: adsorpce svétla, kterd excituje elektrony v molekule, primarni
fotochemické procesy, které transformuji nebo deexcituji excitovanou molekulu a sekundarni

tepelné reakce, které transformuji meziprodukty produkované v pfedchozim kroku. [51, 52]

Vzhledem ke zvysujici se sloZitosti odpadnich vod, jsou jako slibné také moznosti tpravy
vody metody zaloZené na pouziti procesu fotokatalytické oxidace. Homogenni a heterogenni
fotokatalytické metody jsou pfi ¢isténi vody zaloZeny na oxidaci plisobenim fotokatalyzatoru a

UV svétla s moznym doplnénim napf. o 0zon, peroxid vodiku atd. [53]

V poslednich ¢tyfech desetileti doslo k rozvoji fotokatalyzy a rozsifil se 1 zajem o tuto
oblast. Jako fotokatalyzatory pro odstrafiovani organickych a anorganickych latek z vodného

prostiedi se vyuzivaji zejména polovodi¢ové materialy. [53]

Heterogenni fotokatalyza, pomoci UV/ TiOz2 je jednim z nejbéZzné&jSich fotokatalytickych
procesu, ktera je zalozena na adsorpci fotonl energie v maximu 3,2 eV za pouziti vinové délky
mensi nez 390 nm. K vytvofeni excitovanych vysoce energetickych stavii para elektronti a dér
dochézi, kdyz jsou polovodice s Sirokopasmovym zéafenim ozafeny vyssi nez jejich energii.
Vysledkem je pteskok elektront do vodivostniho pasu a vytvoreni pozitivni diry ve valencnim
pasu. Pro tento systém je charakteristické, Zze se jedna o silnd oxidacni a redukcni Cinidla.
Reaguji s organickymi slouc¢eninami, coz vede k jejich oxidaci za vzniku CO. a H>O jako

koneénych produktu. [54]
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3.1 Princip fotokatalyzy

Svétlo, dopadajici na polovodi¢ovy katalyzator, zptisobi piesun elektronu z energeticky
niz$i (valen¢ni) hladiny na vyssi (vodivostni) hladinu, tim jsou vytvarena elektricky nabita

centra:
foton + polovodi¢ - h*™ + e~

Kde e je pohyblivy elektron, h" je kladné nabité centrum (elektronova mezera,
angl.“hole, dira). Podafi-li se tato centra odd€len¢ vyuzit, uvoliluje se elektrickd energie nebo
probiha chemicka reakce. Elektron pusobi redukci, na strané kladného centra dojde k oxidaci.
Néslednou a nejpravdépodobnéjsi reakei, kterd nastane, bude opét slouceni obou center a
degradace svételné energie na teplo. Pfi fotokatalyze rozhoduje kinetika vyvolanych
chemickych reakci. Kladna centra jsou silnd oxida¢ni ¢inidla. Je-li pfitomna voda, vznikaji

radikaly OH-, které pusobi jako oxida¢ni ¢inidla.
h* + H,0 -» OH - +H* [1]

Elektrony z fotoexcitace puisobi redukéné, v piirodé jsou vyuzivany hlavné pii redukci

oxidu uhli¢itého a pro vystavbu organickych latek. [49, 54]

Nize jsou uvedeny rovnice popisujici reakce fotokatalyzy (rovnice 2 — 7). Pisobenim
zateni vhodné vinové délky dojde ke preskoku elektronu do vodivostniho pasu a vzniku
elektronové diry v pasu valenénim (rovnice 2), dochéazi tedy ke vzniku fotogenerovanych

nosi¢u naboje. [55]
TiO, +hv > e~ +h" [2]

Dale muze dochazet pii reakci elektronové diry s hydroxylovym aniontem ke vzniku
hydroxylového radikalu (rovnice 3).
h*+OH™ - OH - [3]

Béhem nasledujici reakce reaguje elektron s kyslikem za vzniku superoxidového aniontu

(rovnice 4).

e"+0,- 05" [4]

Dale dochazi kreakci superoxidového aniontu s kationtem vodiku za vzniku

hydroperoxylového radikalu (rovnice 5).

37



0; -+H" - HO, [5]
V dal$im krokt vznika ze dvou molekul hydroperoxylového radikélu kyslik a plynny

peroxid vodiku (rovnice 6).

2HO; — 0, + H,0, [6]
Pfi reakci peroxidu vodiku se superoxidem vznikne hydroxylovy radikal a kyslik (rovnice 7).

H,0, + 05 - OH™ + OH - +0, [7]

Podstata heterogenni fotokatalyzy:

Oxidace pfimym pfenosem diry

\&)divostni pas Redukce
Ce——O0—6

B |I- 0+ H,0;
o

Zakézany.'
pas

Iface

(]
. II- CO, + H,0 + min. kyseliny
T —a

Valenéni pas Oxidace Mineralizace

L*® EXG

Obrazek 7 Oxidace primym prenosem pri heterogenni fotokatalyze (dostupné online)

N Podstata heterogenni fotokatalyzy:

Oxidace zprostfedkovana hydroxylovym
radikalem

\i.)divostni pas

Redukce
—O

|I- 0,+H;0,

s ®
ace

Zakazany
pas

t

Lo ® EXC

Q
D ||- CO, + H,0 + min. kyseliny
D -—4d

Valenéni pas Oxidace Mineralizace

Obrazek 8 Oxidace zprostiredkovana hydroxylovym radikalem pri fotokatalyze (dostupné online)

38



3.2 Vyuziti fotokatalyzy

Pokrok ve vyzkumu katalytickych vlastnosti polovodici v soucasné dobé umoznuje
vyuzivat poznatky v dalSich technologiich, které jsou Setrné k zivotnimu prostfedi. Pravé
fotokatalyza je dnes vyuzivana hned v n¢€kolika oblastech Zivotniho prostfedi, energetiky,
systému zabyvajicich se ¢isténim a dezinfekci vody a vzduchu, sterilizace, vyvojem vodiku a
fotoelektrochemickou pfeménou. Aby vse mohlo spravné fungovat, jsou potieba dva hlavni uz
zminované faktory. Jednim je ultrafialové zareni (UV) s vinovou délkou kratsi nez 400 nm.
Druhym faktorem je fotokatalyzator, nejCastéji oxid titaniity, ktery je Siroce pouzivan
V rozmanitych barvach, kosmetickych ptipravcich a potravinovych dopliicich. Ro¢ni spotieba

TiO2 ve svété dnes piekracuje 3 miliony tun. [56, 57]

Pouziti této pomérné nové metody mé hned nékolik vyhod. Hlavni pfednosti je mozny
rozklad organické latky aZz na oxid uhli¢ity, vodu a anorganické produkty. Tyto sloZky nejsou
pro zivotni prostiedi $kodlivé a nevznikaji tak odpady, které by se musely pozdéji likvidovat
jinym zpusobem. Do budoucna predstavuje slibné moznosti propojeni fotokatalyzy

v prumyslu i v zeméd¢€lstvi. [57]

Fotokatalytické vlastnosti TiO2 jsou dany tvorbou fotogenerovanych nosi¢ti naboje (dira
a elektron), ke kterym dochazi pii absorpci UV svétla odpovidajici energii tzv. zakazaného
pasu. Tyto diry difunduji na povrch TiO2 a reaguji s adsorbovanymi molekulami vody za vzniku
hydoxylovych radikali (OH-). Navic se povrchy fotokatalyzatoru stavaji superhydrofilnimi
S kontaktnim thlem menS$im nez 5 % pfi ozafeni UV svétlem. Toho lze vyuzit napf. ve
stavebnictvi. Pfi dostate¢ném vystaveni svétlu dosahuje povrch superhydrofilicity. Voda poté
neexistuje ve formé kapky, ale rozprostira se po povrchu materialu obsahujici fotokatalyzator.

V Japonsku vyuzivaji této schopnosti k samocisténi vnéjsiho stavebniho materialu budov. [58]

Fotokatalyza se stala atraktivni v mnoha oborech zabyvajicich se ¢isténim vody a
vzduchu a také ve stavebnim pramyslu. Dnes existuje vice nez 1000 firem, které své podnikani
sméfuji k ucinkiim fotokatalytické technologie. Napf. ceské firmy TOTO a RAKO se zabyvaji
vyrobou tzv. samocisticiho obkladového materialu pro venkovni a vnitini pouziti. Aplikace
fotokatalyzy TiO2 na materialy na bazi cementu umoznila degradaci fady tékavych organickych
latek (VOC) a nékterych anorganickych sloucenin (NOx), které jsou agresivni vii¢i vlastnostem
cementovych materiali a zivotnimu prostiedi. Antibakterialni vlastnosti TiO2 byly vyuzity

zejména v systémech ¢isténi vody a vzduchu. Této vlastnosti bylo vyuzito napf. u keramickych
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dlazdic. Jejich povrch byl potazen TiO2 a tim se vytvoril antisepticky u¢inek v mistnostech
nemocnic, jidelen a dalSich prostorech s velkym pohybem lidi. Dnes se ptidavaji kovy Cua Ag
k TiO2 pro zvySeni antibakterialnich vlastnosti. TiO2 vykazuje schopnost rozkladat organické
slouceniny z vnéjSich bunéénych membran nékterych MO, coz muze zpusobit jejich buné¢nou
smrt. Na zaklad¢ toho byl TiO: studovan za Gcelem eliminace E. coli pfi tpravé vody. Pti
pouziti TiO2 byla také zaznamenana tiplna fotodegradace tas (Cladosphora). [56, 59]

V soucasné dobé€ se zac¢ind hodné€ mluvit o samotné konstrukci nanostruktur a mikrostruktur
TiOo, které diky zajimavé morfologii pfinaSeji nové vlastnosti. Nanostrukturované materialy
TiO2 se Siroce pouzivaji nejen ve fotokatalyze, ale také v solarnich ¢lancich. [60]

Kombinace technologie dezinfekce a fotokatalyzy za vyuziti slunecni energie nabizi
roz§ifeni moznosti pro odstranéni patogennich MO z pitné vody. V tomto sméru ptichdzi
v uvahu vyuziti fotoreaktort. Solarni fotokatalyza pouZziva pouze fotony s kratkou vinovou
délkou k iniciaci fotochemického procesu. Protoze jde o fotokatalyticky proces, opét zde
vznikaji hydroxylové radikaly, které maji nejpozitivngjsi elektrochemicky redukéni potencial

(+ 2,8 eV) pro eliminaci rezistentnich MO. [61]

3.3 Podminky pro pouziti fotokatalyzy

Studie, které se zabyvaly fotokatalyzou, definovaly nékolik zakladnich provoznich
parametrt, které maji vliv na jeji pribéh. Fotokatalyticka aktivita TiO2 zavisi na povrchovych
a strukturdlnich polovodi¢ovych vlastnostech, jako je sloZeni krystali, povrch a porovitost
daného katalyzatoru a pasova mezera. Velikost ¢astic je dilezita, protoze souvisi s u€innosti
katalyzatoru. P25 obsahuje 75 % anatasu a 25 % rutilu se specifickym povrchem 50 m?/ g a
velikosti ¢astic 20 nm, pravée tyto vlastnosti zvySuji u tohoto fotokatalyzatoru fotokatalytické
ucinky. Co se tyka rozdilného pasu mezi jednotlivymi latkami, existuje studie, pfi které byla
sledovana rychlost degradace a potadi bylo nasledovné P25 > ZnO > TiO2 > CdS > WOs. Vyssi
fotoaktivita P25 byla pficitana jeho krystalickému slozeni rutilu a anatasu. Mezi dal$i parametr,
ktery ovliviiuje fotokatalyzu je intenzita svétla, ktera urcuje rozsah absorpce svétla pomoci
polovodi¢ového katalyzatoru pii dané vinové délce. Ze studie, pii které byly testovany 3 rtizné
typy UV lam pii 254, 300 a 350 nm byl nejvétsi kvantovy vytézek fotokatalyzy ziskan pii 300
nm. Tyto parametry se spiSe tykali typu a slozeni fotokatalyzatoru, pokud se zaméfime na
prostiedi, ve kterém fotokatalyza probihd, zaméfime se na sloZeni fotokatalyzatoru, pH

reakéniho roztoku, typy rozpoustédel, typ a intenzita zafeni a teplota. [62]
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Interpretace uc¢inku pH na fotokatalyticky proces je velmi obtizny tikol. Souvisi naptiklad
s elektrostatickymi interakcemi mezi povrchem fotokatalyzatoru, molekulami rozpoustédla,
substratem a nabitymi ¢asticemi vytvorenymi béhem reak¢éniho procesu. Povrch TiO: je kladné
nabity v kyselém prostiedi a zaporn¢ nabity v alkalickém prostiedi. Uvadi se, ze TiO2 ma vyssi

oxida¢ni aktivitu pfi niz§im pH, ale pfebytek H" muiZe sniZit reakéni rychlost. [63, 64]

Utinek fotodegradaéniho procesu je mozné zménou pH ovlivnit. Existuje hned n&kolik
reak¢nich mechanismt, jak prispét k degradaci necistot ve vodném prostiedi. Mezi tyto
mechanismy patii napf. pfimd oxidace nebo pfiméd redukce elektronu ve vodivém pasu.
Vsechny tyto mechanismy jsou ovlivnény povahou substratu a pH. pH roztoku modifikuje
rozhrani mezi elektrickou dvojitou vrstvu pevného elektrolytu a ovliviiuje separaci na povrchu
polovodicovych castic. Povrch fotokatalyzatoru je prevazné zdporné nabity. Kdyz se pH
snizuje, funk¢ni skupiny jsou protonovany, ¢imZz se zvySuje kladny naboj povrchu
fotokatalyzatoru. Pti zvySené hodnoté pH dochazi ke zvySené tvorbé hydroxylovych radikald.
Degradace organickych molekul je vSak potlacena, kdyz je pH pftili§ vysoké (pH >12), protoze
hydroxylové ionty soutéZi s organickymi molekulami o adsorpci na povrchu katalyzatord.
Vysledkem je to, Ze pro riizné organické roztoky musi byt stanoveno optimalni pH roztoku.
TiO2 vykazuje amfoterni charakter. Tzn., Ze na jeho povrchu se mize vyvinout pozitivni nebo
negativni naboj, a proto zména pH miiZze ovlivnit adsorpci molekul na povrch TiOz. Diky dalsim
studiim bylo prokézano, Ze inhibi¢ni U€inek byl zfetelny v alkalickém prosttedi (pH Vv rozmezi
11-13). [65, 66]

Dalsim parametrem ovliviiujici fotokatalyzu je teplota. Je prokazano, Ze pfi zvySovani
teploty se fotokatalyticka degradace organickych molekul zvySovala. VétSina fotokatalytickych
procest nevyZaduje vysokou teplotu a je schopna pracovat pfi pokojové teploté. Optimalni
rozmezi teplot se pohybuje mezi 20 — 80 °C. Je to z toho diivodu, ze pii nizkych teplotich se
aktivita snizuje a rychlost reakce klesa, pokud by teplota byla vyssi nez 80 °C, mohlo by dojit

varu a rychlost reakce by byla diky exotermickému limitu zastavena. [67]

3.4 Fotokatalyzatory

Fotokatalyzator je latka, ktera je aktivovana adsorpci fotonu a je schopna urychlit reakci,
aniz by byla spotfebovana. Nejpouzivanéjsi fotokatalyzatory patii mezi polovodice.
Polovodi¢em zprostfedkovana fotokatalyza zahrnuje fotoexcitaci, kterd zpusobuje separaci

naboje v polovodicovych ¢asticich, nasledovanou soucasnou oxidaci a redukci adsorbovanych
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organickych substrati. U¢innost redoxni reakce je urena zivotnosti separace naboje. Polovodic
je popisovan tzv. pasovym modelem atomi, zaroven dochazi k piekryvu valenénich orbitald, a

tim vznika souvisly kontinualni pas energii, ktery je specificky pro fotokatalytickou reakci. [68]

Polovodice z oxidii kovil jsou povazovany za nejvhodnéjsi fotokatalyzatory diky jejich
fotokorozivni odolnosti a energii Sirokopdsmovych mezer. Pravé ty maji u heterogenni
fotokatalyzy velky potencial pii €isténi zivotniho prostfedi a odstrannovani organickych latek.
Oxidy kovii maji velkym vyznam pii sanaci zivotniho prosttedi diky své schopnosti generovat
nosi¢e naboje. Vyznamnymi vlastnostmi fotokatalytického systému jsou pozadovana mezera
Vv pasmu, vhodnd morfologie, velkd plocha povrchu, stabilita a moznost opakovatelnosti
Vv pouziti. Oxidy kovi jako jsou oxidy vanadu, chromu, titanu, zinku a dalSich maji tyto
vlastnosti. Indukuji proces separace naboje s tvorbou pozitivnich otvort, které jsou schopné
oxidovat organické substraty. V tomto procesu je oxid kovu aktivovan UV nebo VIS svétlem.
Fotoexcitované elektrony jsou podporovany z valencniho pasma do vodivého pasma, ¢imz se
vytvori par elektron / dira (e/h+). Fotodegenerovany par je schopen redukovat nebo oxidovat
slouceninu adsorbovanou na povrchu fotokatalyzatoru. VétSina fotokatalytickych procest je

zaméfena na preménu toxickych latek na méné toxické nebo na COza H20. [69]

3.4.1 Okxid titanicity TiO:

Jednd se o jeden znejpouzivangj$ich a nejucinnéjSich fotokatalyzatorti dnesni doby.
Vyuziva se zejména ve oblasti ¢isténi vody a vzduchu. Je finanéné vyhodny, tepelné stabilni,
netoxicky, chemicky a biologicky inertni. Fotokatalyticka aktivita zavisi na povrchovych a
strukturalnich vlastnostech, které zahrnuji slozeni krystalti, povrchovou plochu, velikost ¢astic,

porovitost a energii pasové mezery.

Oxid titanicity, také znam jako anhydrid kyseliny titaniCité, se pfirozené vyskytuje ve tfech
krystalovych modifikacich: tetragonalni rutil, tetragonalni anatas a ortorombicky brookit. TiO:
se vyrabi z ilmenitu v krystalickych formach zvanych anatas a rutil. Anatasovou formu lze
ziskat zpracovanim siranu titanicitého a ten se ziska predchozim zpracovanim ilmenitu kyseliny
sirové. Rutilova krystalicka forma se ziska, kdyz se surovy rutil chloruje a vysledny chlorid
titani¢ity se podrobi oxidaci v plynné fazi. Rutil je primarni ruda amorfni povahy a pfedstavuje
nejstabilnéjsi formu. Vyskytuje se v Cervené barveé, anatas ve zluté az modré. Rutil ma vysokou
absorp¢ni vlastnost. Obé formy se pouzivaji pii bilé pigmentaci barev, papiri a keramiky.

Opalovaci krémy obsahuji rutil, protoze absorbuje ultrafialové paprsky. Dalsi formou TiOz,
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ktera se v laboratofi pouziva je smés rutilu a anatasu v poméru (25:75), ta je znama pod nazvem

Degussa P25. [57, 70]

Jedna z pficin toho, Ze anatasova forma TiO; je vice fotoaktivni nez rutilova forma, spo¢iva
v rozdilech jejich struktur eneregetickych past. Aby doslo k aktivaci procesu degradace,
vyzaduje TiO2 svétlo pii vinové délce prekracujici pAsmovou mezeru aktivni rutilni faze (3,0
eV) a anatasové faze (3,2 eV) tj. vinovych délek <387 nm. Té&chto parametri mize nejlépe
dosahnout UV zareni, které vSak piedstavuje v pfirozeném slunecnim svétle pouze 5-8 %
slune¢niho spektra. To vyrazné omezuje pouziti technologie v oblastech, kde je nedostatek
elektfiny a moznosti nahradit tento zdroj energie umélym osvétlenim. Toto omezeni
predstavuje pro védce cil, jak dosahnout zlepSeni katalytické aktivity za pouziti viditelného

svétla. [70, 71]

Pokroky ve vyzkumu pftinaSeji novou strategii v procesu, jak zménit pAsmovou mezeru
katalyzatoru. Védci se domnivaji, ze pfidanim iontu pfechodného kovu (napt. V, Cr, Mn, Fe a
Ni) k TiO2, dojde k posunuti absorpéniho pasma TiO2z UV do viditelné oblasti. To by mélo za
nasledek velké zvySeni Gcinnosti fotokatalyzy slune¢nim svétlem. Takto vysoké Ui¢innosti 1ze
vyuzit ve stavebnim pramyslu, kdy se fotokatalyzator ptidava do materialu, z kterého se stavi
nebo se jim pokryva sklo, u kterého se vyuziva hydrofilni vlastnosti TiO2 V tomto piipad¢ je

mozné vyuzit fotokatalyzator TiO2, ktery uc¢inné rozklada organické kontaminanty ve vod¢. [71]

Ultraviolet Visible
| [ I | I I I
100 200 300 400 500 600 700
T ! | T | T
10 5 4 3 2.5 2

TiO, anatase <— > TiO, rutile
(385nm, 3.2eV) (405nm, 3.02eV)

Obrazek 9 UV oblast pro fotoaktivitu TiO2 (dostupné scielo.conicyt.cl — online)

3.4.2 Oxid zine¢naty ZnO

Oxid zine¢naty je polovodi¢ s Sirokopasmovou mezerou 3,37 — 3,44 eV a velkou
excitovanou vazebnou energii 60 meV. V piirodé¢ se vyskytuje jako mineral zinkit. Za

atmosférického tlaku se krystalicky ZnO nachazi v termodynamicky stabilni hexagonalni
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modifikaci. Samotna slouCenina je ve vod¢ nerozpustna. Spolecné s TiOz patii mezi
nejpouzivanéjsi polovodicové fotokatalyzatory, a to diky vysoké fotocitlivosti, fotochemické
stabilité, velké pasmové mezefe, silné oxidacni sile a netoxické povaze. ZnO se vyrabi nékolika
zpusoby, pomoci hydrotermalni syntézy, tepelnym rozkladem nebo metodou srazeni a
pyrolyzou plamenem. Surovy oxid zine¢naty je zluto-Sedd pevnd latka bez zapachu. Tato
anorganicka latka se vyuziva v fad¢ vyrobnich procest. Vyuziva se naptiklad v gumarenstvi,
kosmetice, potravinafstvi, ale i v Iékarstvi. VéEtsSina ZnO se vyrabi synteticky, a to hned

v n¢kolika odli$nych strukturach a modifikacich. [72]

ZnO byl navrzen jako alternativni fotokatalyzator k TiO2, protoze méa podobnou energii
pasmove mezery, ale zaroven vykazuje vyssi absorp¢ni Géinnost v celé ¢asti slunecniho spektra
ve srovnani s TiO2. Aby se vyhodnotila fotocitlivost ZnO a TiOa, byla zpracovana studie, ktera
se zabyvala porovnanim fotodegrada¢niho u¢inku na pesticidy v odpadni vodé. Prokazalo se,
ze ZnO vykazuje lepsi vysledky ve srovnani s TiO2 za sluneéniho zafeni. Navic naklady na
ZnO jsou az o 75 % niz$i nez vyrobni naklady na nanocastice TiO2. Fotoaktivita katalyzatoru
se Tidi schopnosti vytvafet fotogenerované pary elektron - dira. Hlavnim omezenim ZnO je
rychlost rekombinace fotogenerovanych part elektron - dira, kterd narusSuje fotodegradacni
reakci. Navic, G€innost pfemény slune¢ni energie ZnO je ovlivnéna jeji optickou absorpéni

schopnosti, ktera byla spojena s jeji energii s velkou Sitkou pasma. [73]

3.4.3 DalSi pouzivané fotokatalyzatory

Vyzkum fotokatalytickych materiald se v poslednich desetiletich neustale rozviji. Dosud
bylo testovano vice nez 190 ruznych polovodic¢a jako vhodnych fotokatalyzator. Samotna
fotokatalyza je velmi perspektivni technologie Vv oblasti odstranovani znecCisténi ze slozek
zivotniho prostiedi. Pozornost je stdle Vnejvétsi mife vénovana nejpouzivangjSimu
fotokatalyzatoru TiO2, ale v soucasné dob¢ prichazeji nové koncep¢ni navrhy, které se zaméfuji
na modifikace existujicich fotokatalyzator z divodu zlepSeni fotokatalytické aktivity pfi

pusobeni sluneéni energie. [73]

Struktura energetického pasu fotokatalyzatoru hraje vyznamnou roli ve vlastnosti
absorpce svétla a pfi urovani redoxniho potencidlu. Aby bylo mozné efektivné vyuzit slunecni
energii, je navrh a tUprava struktury pasu cestou Kk ziskani fotokatalyzatori ucinnych
za pusobeni viditelného svétla s co nejvyssim vykonem. Mezi tyto fotokatalyzatory patii WO3,
AQgs3PO4, BiVOs, které maji vhodné konfigurace energetického pasu. Pozoruhodné vysledky

wewvr
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vody. Je znamo vice nez 100 polovodi¢ovych fotokatalyzatorti pro redukci Ho, ale mnohem
méné pro oxidaci na O.. WO3 a BiVOs jsou znamé oxidacni katalyzatory pro vyvoj Oz pii

ozafeni viditelnym svétlem. [74]

WOs3 - Oxid wolframovy

Jedna se o polovodic, ktery ptinasi oproti TiO2 rzné vyhody. Nejen, ze mlize byt ozatfen
viditelnym svétlem, ale navic ma i dobrou stabilitu v kyselém prostiedi, coz by mohlo umoznit
aplikaci WOs pti tpravé vody kontaminované organickymi Kyselinami. Navic védci vyvinuly
jednoduchou a ekonomicky vyhodnou metodu vyroby nanoc¢éstic hydratu kyseliny
wolframové. Zjistili, Ze nanotrubice WO3 S nanocasticemi platiny (Pt) vykazuji veétsi

povrchovou plochu a vyssi fotokatalytickou aktivitu. [74]
AQ3PO4— Fosfore¢nan stfibrny

V roce 2010 byl testovan dalsi aktivni fotokatalyzator G¢inny za viditelného svétla pro
oxidaci vody a fotokompozici organickych sloucenin. Kvantova ucinnost je u tohoto
fotokatalyzatoru az 90 %. Prace s nim, ale pfinasi i ur¢ité nevyhody. Velikost ¢astic AgaPOg4 je
relativné velka (0,5-2 um), coZ omezuje fotokatalyticky vykon. Zaroven trpi vaZnym
problémem se stabilitou, kterd tvoii piekazku pro praktické vyuziti jako recyklovatelné¢ho a

vysoce ucinného fotokatalyzatoru. [74]
BiVO4— Bizmut vanadi¢ny

Je jednim z typickych komplexnich oxidu, které maji vynikajici fotokatalytické vlastnosti
ve viditelném svétle. Jako polovodi¢ s pfimym pasmem 2,4 eV miize absorbovat ve viditelném

svétle. Navic je stabilni, netoxicky a relativné levny. [74]

3.5 Dezinfek¢ni ucinky fotokatalyzy

Béhem minulych let lidé pouZzivali obranné systémy proti patogennim MO, jako byly
vakciny, ATB, dezinfek¢ni prostfedky, hygienické postupy, dezinfekce a sterilizace. Tyto
obranné systémy jsou velice ucinné, ale nejsou stoprocentni. Mikroorganismy se rozvijeji,
vytvareji si rezistenci kK ATB a védeckému vyvoji trva i né€kolik let, nez vytvoii nové a ucinné
antibiotikum proti MO. Po objeveni heterogenni fotokatalyzy a TiO2 nastal v odstranovani MO

velky ptevrat. Objev pfinesl hned n¢kolik vyhod, finan¢ni nédklady nebyly tak vysoké, nebyly
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zaznamenany negativni ucinky na zivotni prostfedi a prokazaly se fotokatalytické ucinky na

patogeny ve vodném prostiedi. [75]

Fotokatalyza je zaloZzena na redoxnich vlastnostech fotogenerovanych naboji zachycenych
na povrchu a vytvotrenych reaktivnich forem kysliku (ROS; OH-; H.O; atd.). Existuje mnoho
studii o cytotoxicité reaktivnich forem kysliku fotogenerovanych na povrchu TiO2 ozafenym
UV svétlem. Jednim z nejvice toxickych pro MO je OH-, kvtili své schopnosti oxidovat mnoho
organickych substratd, jako jsou sacharidy, lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Podporuje
peroxidaci polynenasycené¢ho fosfolipidu slozky lipidové membrany a indukuje poruchu
V bunééné membrang. Védci také ucinili pokusy, kde se snaZili objasnit mechanismus
fototoxicity titanu. Ukazalo se, ze oxidace koenzymu A (CoA) muize byt moznym

mechanismem fotoindukované bunééné smrti. [76]

3.5.1 Dezinfek¢ni u¢inky fotokatalyzy na E. coli

Byly testovany fotokatalytické inaktivace bakterie E. coli. Oxid titani¢ity dotovany
uhlikem, pfipadné modifikovany komplexem chloridu platnatého byl pouzit ve formé suspenze.
Biocidni ucinek na E. coli byl pozorovan pfi ozafeni viditelnym svétlem v piipadé ptitomnosti
obou fotokatalyzator. Dalsi studii bylo dokézano, Ze ozareny TiO2 indukujici peroxidaci
polynenasycenych fosfolipidovych slozek lipidové membrany zplsobuje hlavni poskozeni
v membrané E. coli vedouci k inaktivaci zakladnich zivotnich procesi bunky a v dasledku toho

K jeji smrti. [76]

3.5.2 Dezinfekéni ucinky fotokatalyzy na Pseudomonas

Z pohledu mikrobiologie se jedna o gram-negativni bakterii. V tomto pfipadé je
Tenké vrstva peptidoglykanu (7-11 nm) je zapouzdiena fosfolipidovou dvojvrstvou (vnéjsi

membrana).

Opét byla zpracovana studie, kterd se zabyvala fotokatalytickou aktivitou TiO2 na Ps.
fluorescens. Uginnost TiO, zavisi na pocateéni bakterialni populaci, obsahu TiO2 a intenzité
UV-A zafeni. OSetfeni TiO2 ma za nasledek zvySenou peroxidaci lipida a poskozeni integrity
bunééné membrany pred smrti bun€k. Tato teorie byla potvrzena praktickou aplikaci na
zminovanou bakterii. Vysledky studie ukazuji, ze bakterialni bunky Ps. fluorescens pii

pocatenim poétu bundk 107 CFU/ml zadaly vykazovat po plisobeni fotokatalyzatoru poskozeni
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bunéné membrany po 30 minutich oSetfeni, uniku cytoplazmy po 90 minutach a lyze po 150
minutdch oSetfeni, v kone¢ném vysledku bylo mnozstvi populace Ps. fluorescens 10° CFU/m.
[66]

3.5.3 Dezinfekéni ucinky fotokatalyzy na Bacillus

Z pohledu mikrobiologického rozboru se jedna o bakterii gram-pozitivni. V dasledku toho
Bacillus mén¢ odolava fotokatalytickému procesu. G+ bakterie ma bunéénou membranu
obklopenou bunécnou sténou obsahujici silnou vrstvu (20-80 nm) porézniho peptidoglykanu,
ktera je zodpovédna za strukturalni integritu a retenci krystalové violeti. Retézy kyseliny
lipoteichoové sahaji z bunééné membrany ptes bunécnou sténu a hraji roli v reakcich vazani

bunék. [47]

Vzhledem ke slozitosti MO je pochopitelné, pro¢ je cely mechanismus fotokatalytické
inaktivace stale neznamy. Jsou v§ak znamy sekvence, ke kterym dochazi béhem fotokatalytické
inaktivace. Jedna se o prodlouzeny Gtok ROS, coz ma za nasledek poskozeni bunécné stény,
nasledné plisobeni na cytoplazmatickou membranu a ptimy tok na intracelularni komponenty.
Ptestoze ma fotokatalyza velky potencial pro pouziti jako biocidni technologie, pii provadéni
je tieba postupovat opatrné, nebot’ organismy maji potencial zotavit se ze smrtelného stresu
vystaveného ROS a znovu riist. Fotokatalytické posileni dezinfekce vody pomoci zateni a TiO>
prokazalo v mnoha piipadech uspé$nou inaktivaci vodnich patogent (E.coli, Salmonella,

Pseudomonas, Bacillus). [75]

Ve vypracované studii byly porovnany tirovné inaktivace spor Bacillus subtilis pro rtizné
dezinfe¢ni procesy (UV, TiO2 a UV-TiOz). Vysledky ukazaly, Ze inaktivac¢ni ucinek na spory
B. subtilis samotnym osetfenim UV byl mnohem niZs§i nez u bakterii bez endospor. Samotny
TiO2 ve tmé jako kontrolni experiment nevykazoval témér zadny inaktivacni Gcinek. Ve
srovnani se samotnym UV oSetfenim se inaktivacni ucinek vyznamné zvysil s ptidanim TiOs.
Zvyseni intenzity UV zafeni a koncentrace TiO2 ptispély ke zvyseni inaktiva¢niho u¢inku. Bylo
zjiSténo, Ze peroxidace lipidil je zdkladnim mechanismem inaktivace. Vysledkem byla silné
poskozena bunécna membrana a bunécny obsah byl kompletné lyzovan procesem UV-TiOx,

coz naznacuje, ze peroxidace lipidii by mohla byt podstatou zvyseni ucinnosti inaktivace. [77]
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4 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zpracovat literdrni reSerSi zaméfenou na heterogenni
fotokatalyzu a jeji vyuziti ke snizovani mikrobidlniho znecisténi ve vodach. Dale také provést
laboratorni testy zaméfené na testovani podminek heterogenni fotokatalyzy pfi odstranovani
Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis z vodného prostiedi. Tyto experimentalni

vysledky vyhodnotit, porovnat a kriticky zhodnotit.
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EXPERIMENTALNI CAST

5 MATERIAL

5.1 Mikroorganismy

Testovani probihalo na bakterii Pseudomonas fluorescens CCM 2115 z Ceské sbirky
mikroorganismi, Brno. Dale byl testovan Bacillus subtilis CCM 2216, taktéz z Ceské sbirky
mikroorganismi, Brno. Tyto kmeny byly dlouhodobé uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté

-20 °C v kryozkumavkach.

5.2 Pristroje

* Autoklav (systém VX-40)

*Denzitometr (Den —1, Biosan)

*Fotokatalytické zatizeni
o Sklenéna kadinka (600ml) s ptipravenym roztokem (300ml)
o Magnetické michadlo (IKA colorsquid)

o Zdroj zateni (UV-LED lampa CBM-120-UV-C14-FB365-21, Luminus) (Obrazek 17).

Zékladni parametry dodané vyrobcem:

*Provozni proud (9 A)
*Tok zareni (6,8 W)
*UV zdroj (12 x LED s zivotnosti 8000 hodin)
*Vlnova délka zareni (365 nm)
*Vlozené napéti (3,6 V)

o *Horkovzdusny sterilizator (Memmert)

o *Chladnicka (Gorenje, Electrolux)

o <Predvazky (Kern 440-49N)
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5.3 Laboratorni pomiicky

* Automatické pipety (rizné objemy)
*Erlenmayerovy baiiky (500ml)
*Lzicky

*Odmeérna baiika (600ml)

*Plastové Petriho misky

*Plastové zkumavky (18ml a 50ml)
*Sklenéné L-hokejky

*Spicky

*Vazenky

5.4 Chemikalie a reagencie

Tabulka 3 Seznam chemikalit

Nazev Vzorec Vyrobce
Demineralizovana voda H20 UPa
Peroxid vodiku 30 % p. a. H202 Lach - Ner
Chlorid sodny p. a. NaCl Lach - Ner
Aeroxide TiO2 P25 TiO2 Evonik industries
TiO2 AV01 TiO2 Precheza Pierov
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5.5 Kultiva¢ni média a roztoky

55.1 MPA —Masopeptonovy agar (HiMedia, Indie)

Pro kultivaci bakterii Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis jsem pouzila kultiva¢ni

médium MPA. Slozeni média je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 SlozZeni kultivacniho média MPA

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

Agar 15

Piiprava agaru: Podle pokynl vyrobce jsem navazila 40 g smési a rozmichala ji v1 |
demineralizované vody. Smés jsem nasledné sterilizovala v autoklavu, a to pfi 121 °C po dobu
15 minut. Po sterilizaci a vychladnuti na zhruba 40 °C jsem smés rozlévala do sterilnich
plastovych Petriho misek. Misky vychladlé na laboratorni teplotu jsem ulozila do lednice a
skladovala je pti 5 °C.

5.5.2 MPB - Masopeptonovy bujon (HiMedia, Indie)

MPB agar jsem pouzila pro pomnozeni bakterii. Slozeni MPB je popsano v tabulce 6.

Tabulka 5 SlozZent kultivacniho média MPB

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

Chlorid sodny 5
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Priprava bujonu: Podle pokynl vyrobce jsem navazila 25 g smési pro ptipravu MPB
do sterilni nadoby a rozmichala v1 | demineralizované vody, zaroven jsem zmétila pH
bujonu, které by mélo byt 7,2 + 0,2. Smeés jsem sterilizovala v autoklavu pii 121 °C po
dobu 15 minut. Po sterilizaci a vychladnuti jsem nechala roztok vychladnout a skladovala

Vv chladnicce pii teploté 5 °C.

5.5.3 Fyziologicky roztok

Piiprava fyziologického roztoku: Fyziologicky roztok jsem pfipravovala rozpusténim
9 g chloridu sodného ve vhodné nadob¢ v1 1 demineralizované vody. Takto pfipraveny roztok

jsem nasledné sterilizovala v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

5.5.4 Bakterialni kultury

Priprava bakterialni kultury: Bakteridlni kulturu jsem pfipravila z dlouhodobé
skladované kryozkumavky. Kulturu jsem rozmichala v roztoku ptipraveném z MPB a sterilni
demineralizované vody v poméru 1:1. Takto pfipraveny roztok jsem inkubovala pii 30 °C po

dobu 24 hodin, aby se vytvofil potfebny zakal po analyzu.
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6 PRACOVNI POSTUP

6.1 Postup pri odstranovani bakterii pomoci fotokatalyzy

Do sklenéné sterilni kadinky o objemu 600 ml jsem pfipravila 300 ml roztoku bakterialni
kultury (Pseudomonas fluorescens nebo Bacillus subtilis) o zakalu 0,5 McFarland. Tento
roztok jsem piipravila nafedénim piedem piipraveného MPB média, ve kterém se bakterie
kultivovala po dobu 24 h pti 30 °C, sterilni destilovanou vodou. Z tohoto roztoku jsem odebrala
1 ml, ktery byl zpracovan dle kapitoly 6.2. Do kadinky jsem pfidala pottebné mnozstvi (0,5 g/l,
1 g/l nebo 3 g/l) oxidu titanic¢itétho AVO1 popi. P25. Do kadinky jsem vlozila michadlo a
umistila ji na magnetické michadlo. Nad kadinku jsem umistila UV lampu, kterou jsem zapnula
(celé fotokatalytické zafizeni je na obrazku 17). Prvni vzorek jsem odebrala po 5 minutach
experimentu, druhy jsem odebrala po 15 minutach od zacatku experimentu. Nasledné jsem
kazdych 15 minut odebrala vzorek az do kone¢ného ¢asu 120 minut. Odebrany vzorek jsem
za ucelem stanoveni po¢tu mikroorganismu zpracovala stejnym zpisobem jako ptivodni roztok.
To znamend, Ze jsem odebrany vzorek béhem fotokatalyzy diikkladné¢ promichala a odebrala 1
ml, ktery jsem ptenesla do 1. zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Z této zkumavky jsem
op¢t odebrala Cistou Spickou 1 ml a prenesla do dalsi zkumavky. Takto jsem pokracovala az do
pozadovaného fedéni, tedy 102 CFU/mI. Tato fedéni jsem nasledné naockovala pomoci L

hokejky na MPA agar a dala do termostatu inkubovat na 48 hodin pii 30 °C.
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Obrazek 10 Fotokatalytické zarizeni (Autor)

6.2 Postup pri odstranovani bakterii pomoci fotokatalyzy a pridavku H2O>

Do sterilni kaddinky o objemu 600 ml jsem pfipravila 300 ml roztoku bakterialni kultury
(Pseudomonas fluorescens nebo Bacillus) o zakalu 0,5 McFarland. Tento roztok jsem pfipravila
natedénim, pfedem piipraveného MPB média, ve kterém se bakterie kultivovaly po dobu 24 h
pti 30 °C, sterilni destilovanou vodou. Z toho roztoku jsem odebrala 1ml, ktery byl zpracovan
dle kapitoly 6.3. Do kadinky jsem pfidala potfebné mnozstvi (0,5 g/, 1 g/l nebo 3 g/l) oxidu
titani¢itého AVOL1 popi. P25 a potiebné mnozstvi peroxidu vodiku (0,25, 0,5 ml nebo 1 ml). Do
kadinky jsem vlozila michadlo a umistila ji na magnetické michadlo. Nad kadinkou jsem
umistila UV lampu, kterou jsem nasledné zapnula. Prvni vzorek jsem odebrala po 5 minutach
experimentu, druhy jsem odebrala po 15 minutach od zac¢atku experimentu a nasledné kazdych
15 minut jsem odebrala vzorek, az do kone¢ného ¢asu 120 min. Kazdy odebrany vzorek jsem
zpracovala stejnym zplsobem, to znamend, ze jsem odebrany vzorek béhem fotokatalyzy
dukladn¢ promichala a odebrala 1 ml, ktery jsem pienesla do 1. zkumavky s9 ml
fyziologického roztoku. Z této zkumavky jsem opé&t odebrala Cistou Spickou 1 ml a pienesla do
dal$i zkumavky. Takto jsem pokracovala az do pozadovaného fedéni, tedy 10* CFU/mI. Tato
fedéni jsem nasledn¢ naockovala pomoci L hokejky na MPA agar a dala do termostatu
inkubovat na 48 hodin pii 30 °C.
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Vysledné hodnoty uvedené v tabulkdch ve vysledkové ¢asti vychazeji z priméru tii

zopakovanych méteni pro jednotlivé experimenty popsané v piedeslych dvou kapitolach.

6.3 Neprimé stanoveni poctu bunék — Plotnova metoda

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

az do pozadované hodnoty fedéni.

Petriho misky s MPA vytemperované na laboratorni teplotu jsem dikladné popsala, aby
nedoslo k jejich zaméné. Na tyto misky jsem pipetovala 100 pl 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 tésn€ nad
miskou, aby nedoslo ke kontaminaci. Misky jsem otoc¢ila, ulozila do termostatu a pii 30 °C je
nechala kultivovat 48 hodin. Po 24 hodinach jsem misky zkontrolovala. Spocitala jsem
mnozstvi kolonii a misky 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
naristem od 15 do 300 kolonii bakterii Pseudomonas fluorescens nebo Bacillus jsem provedla
vypocet podle vzorce pro vypocet hodnoty CFU/mI. Vysledkem tohoto vypoctu je hodnota

CFU/ml, coz znamena pocet bakterii schopnych tvofit jednu kolonii, tedy poc¢et bunék v1 ml.
Vzorec pro vypocet hodnoty CFU:

N = L¢
B V(n1+0,1n2)d

Rovnice 8 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
N2  pocet misek pouzitych pro vypocet z druhého pouzitého fedéni

d faktor pro vypocet prvniho pouzitého fedéni
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V  objem inokula o¢kovaného na kazdou z ploten
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Bacillus subtilis

V nize uvedenych podkapitolach jsou uvedeny a diskutovany vysledky experimenti
s bakterii Bacillus subtilis. Béhem experimentu, které byly provedeny v n¢kolika kombinacich,
byla naméfena data, ktera byla zpracovana do formy tabulek. V tabulkach je uveden pomér
mezi naméfenym mnozstvi Bacillus v ¢ase k pocate¢nimu mnozstvi bakterie. Zavislost
mnozstvi Bacillus v ¢ase fotokatalyzy byla graficky znazornéna u kazdého experimentu. Byl
testovan vliv pouzitého druhu fotokatalyzatoru (AVO1 a P25), jeho koncentrace (0,5 g/l, 1 g/l
nebo 3 g/l) a dale pak vliv pridavku peroxidu vodiku (0,25, 0,5 nebo 1 ml) k fotokatalyze. Dale

byl testovan také vliv samotného peroxidu vodiku na inhibici bakterie Bacillus subtilis.

Sledovany vliv experimentalnich podminek na rust, resp. ubytek poctu bakterii, je
vyjadten jako CFU/CFUP®, V prvni podkapitole (7.1.1) jsou uvedeny experimentalng ziskané
rastové kiivky Cisté bakterie Bacillus subtilis a dale kiivka Bacillus subtilis spole¢né
s pridavkem TiO2 a Bacillus subtilis s ptidavkem peroxidu vodiku. V dalsi podkapitole (7.1.2)
jsou uvedeny vysledky zbylych experimenti s touto bakterii.

7.1.1 Ristové krivky bakterie Bacillus subtilis

Béhem experimentu bylo u Bacillus subtilis provedeno méfeni, pii kterém byl rust
bakterie na zakladé méfeni optické hustoty (OD) na zaznamniku ristu po dobu 48 hodin.
Vysledné hodnoty Vv grafech tedy vyjadiuji zavislost OD na ¢ase, tato rustova kiivka je
znazornéna Vv grafu 1. V pribéhu experimentu byl zméten Cisty Bacillus subtilis pti zakalu
0,5 dle McFarlanda. Dale pak Bacillus subtilis v kombinaci s fotokatalyzatorem TiO> typu
P25 s navazkou 0,015 g v 30 ml roztoku, a v neposledni fadé kombinace Bacillus subtilis
s danym mnozstvim H20.. VSechny tyto rustové kiivky jsou znazornény v grafu 1.

Graf 1 znazornuje zavislost optické hustoty (OD) Bacillus subtilis na ¢ase (48 hod.)
v riznych kombinacich. Z udajii plyne nékolik zajimavych zavért. Prvni z nich je, Ze
porovname-li zaznam pro Cisty Bacillus subtilis a zaznam, kde byl pfidan fotokatalyzator
(ale beéhem celého rastu byla zkumavka zakryta a bylo tak zabranéno ptistupu zafeni), jsou
oba prub&hy v podstaté identické. Je pravdou, ze zdznam s fotokatalyzatorem je od

samotného pocatku posunut k vyssim hodnotam, to je ale zptisobeno prave pridavkem TiOo.
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Na zaklad¢ tohoto porovnéni 1ze tedy konstatovat, ze samotny piidavek fotokatalyzatoru
nikterak neovlivnil rist bakterii.

Oproti tomu piidavek H2O2 na rast bakterie Bacillus subtilis vliv mél. Ze zaznamu je
patrné, Ze jiz nejmensi testovany piidavek H2O2 vyvolal z po¢atku mirny pokles OD, a tedy
1 zabranil okamzitému riistu bakterie, po cca 14 hodinach vsak jiz je na zdznamu patrny rust
bakterie. Dalsi zvysSeni pridavku H202 na 0,03 ml vedlo k zamezeni rustu bakterie Bacillus
subtilis, na zaznamu je vSak patrny rtst po cca 35 hodinach od zacatku experimentu. To je
mozné vysvétlit tim, Ze ptidavkem H2O; sice doslo k inaktivaci vétSiny bakterii, ¢ast z nich
vSak ptezila ve formé spor. Tyto spory pak nasledné vykliCily a dale se rozmnozovaly. Pti

dal$im zvysovani piidavku H202 jiz ani po 48 hodinach nedoslo k zddnému riistu bakterii.

Ristova krivka - zavislost mezi Bacillem a
pridanou sloZkou
3 —— Cisty Bacillus (z. 0,5)
2,8
2,6
2,4 - Bacillus + 0,015 g TiO2
2,2 - (P25; z.0,5)
2
2 18 Bacillus + 0,025 ml H202
'I<I 112 (Z' 115)
d 1'2 .
o '1 —*—Bacillus + 0,030 ml H202
08 4 (z.0,9)
0,6 . .
04 - —e—Bacillus + 0,040 ml H202
02 - Vst J | (z.0,9)
0 \R T | | J | - 1
0 10 20 30 40 50 Bacillus + 0,050 ml H202
. (z.1,5)
Cas (hod.)

Graf 1 Riustova kiivka — zavislost OD na case — Bacillus subtilis
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7.1.2  Utinnost fotokatalyzy p¥i odstranéni Bacillus subtilis

Pfi experimentech zalozenych na odstranovani Bacillus subtilis z vodného prostfedi jsem se
zam¢tila na fotokatalytickou aktivitu fotokatalyzatoru TiO2 dvou typi AVOl a P25 pfi
koncentracich 0,5 g/l, 1 g/l a 3 g/l. Sledovala jsem vliv téchto parametri na odstranéni Bacillus
subtilis v zavislosti na ¢ase. Jednotlivé vysledky experimenti jsou vyjadieny ve formeé tabulek

a grafii.

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ AV01

V tabulce 6 a grafu 2 jsou uvedeny vysledky experimenti na zakladé kterych byla
stanovena koncentrace AVO01, ktera byla z hlediska vlivu na bakterii Bacillus subtilis
v zavislosti na ¢ase nejucinngjsi. V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty poméru konec¢ného
mnozstvi bakterie k po¢ate¢nimu mnozstvi bakterii Bacillus subtilis v zavislosti na ¢ase. Z
hodnot je patrné, ze fotokatalyza byla nejucinnéjsi u navazky 0,5 g AV0L. Po 120 minutach
bylo v tomto ptipadé odstranéno témét 70 % z pivodniho poctu bakterii. Je vSak potieba
poznamenat, ze prakticky totozného vysledku bylo dosazeno s navazkou fotokatalyzatoru 1 g/1.
Nicméné pfi téméf totozné Gcinnosti se jako finanéné vyhodnéjsi ukazuje pouziti mensiho
mnozstvi TiO2. Jako nejhor$i v této sérii experimentli se ukazalo pouZiti fotokatalyzatoru o
koncentraci 3 g/l. To muze byt zplsobeno jiz tak vysokou koncentraci fotokatalyzatoru, Ze
béhem fotokatalyzy dochéazi ke shlukovani jednotlivych primérnich ¢astic, ptipadné diky takto
vysoké koncentraci jiZ nedochdzi k tak dokonalému kontaktu vSech castic s pouzitym UV-A
zafenim. BohuZel tyto pfedpoklady u dalSich experimentti nebyly zcela jednoznac¢né potvrzeny
a vychazeji pfevazné z praci jinych autord. Jedna se naptiklad o praci, ve které se autor pfimo
zabyva analyzou fotokatalyzatoru na bazi TiO2. Nebo se jedna o praci, ve které je pfimo popsan

vliv TiO2 na jednotlivé membrany mikroorganismu, které se mezi sebou lisi. [78, 79]

Tabulka 6 Zdvislost mnozstvi bakterii Bacillus subtilis v case (AV01)

Bacillus subtilis + Fotokatalyzator TiO2 (AV01)
Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Navazka TiO» CFEU/CEUpot
0,59/ 1 (081] 0,58 0,58 0,53 0,47 0,33 0,31
1g/ 1 (057 ] 0,52 0,48 0,45 0,40 0,36 0,33
39/ 1 1082| 0,71 0,65 0,59 0,59 0,55 0,51

Hodnoty vychazeji z priméri tii méienych experimenti
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CFU/CFUpo: — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ateénim mnozstvim

Zavislost mnozstvi bakterii Bacillus
subtilis v ¢ase (AVO01)
1.
09
0,8 4
$ 0,7 A
50,6 *——o 4 4
= 05 - A 059/ AVO0L
5 04 1 g/l AVO1
50,3 L 2
0’2 A3 g/l AV01l
0.1
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Cas (min.)

Graf 2 Zavislost mnoZstvi Bacilla subtilis na case fotokatalyzy (AVO1)

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO:2 typ P25

V tabulce 7 a grafu 3 jsou opét znazornény hodnoty, které vychazeji z poméru naméfeného
mnozstvi Bacillus subtilis po fotokatalyze k poc¢ate¢nimu mnozstvi. Celkovy pomér mezi

mnozstvi Bacillus subtilis se méni v zavislosti na Case expozice. Experimenty byly opét

provedeny pro tii koncentrace fotokatalyzatoru P25.

Z naméfenych hodnot vyplyva, ze nejvyssi G¢innosti inhibice bakterie Bacillus subtilis bylo
dosaZeno pii pouziti fotokatalyzatoru P25 o koncentraci 0,5 g/l, kdy doSlo k odstranéni témé&t
80 % z pivodniho poctu bakterii. Obdobny vysledek (1€innost jen asi 0 5 % horsi) byl dosazen
za pouziti koncentrace 3 g/l. Porovndnim vysledk s pfedeslym fotokatalyzatorem, tj. s AVO1
je patrné, ze pouziti P25 vedlo k lepSim vysledkim, byt’ rozdil neni nikterak zasadni. Otazkou,

kterou se nepodafilo zodpoveédét zlstava, pro¢ pii pouziti koncentrace 1 g/l bylo dosazeno

horsich vysledkii nez ve zbylych dvou ptipadech.
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Tabulka 7 Zavislost mnozstvi bakterii Bacillus subtilis v ¢ase (P25)

Bacillus subtilis + Fotokatalyzator TiO2 (P25)
Cas (min) 0 | 15 30 45 60 75 90 120
Navazka TiO2 CFEU/CFEUpo¢
0,59/l 1 1089 | 0,32 0,30 0,27 0,25 0,25 0,21
14g/l 1 (093] 0,83 0,73 0,55 0,52 0,52 0,34
39/l 1 0,7 0,41 0,36 0,36 0,3 0,27 0,26
Hodnoty vychazeji z priméri tfi méFenych experimenti
CFU/CFUpo: — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ateénim mnozstvim
Zavislost mnoZstvi bakterie Bacillus
v ¢ase (P25)
1 &
L 4
0,8
J A
2 0,6
é ©0,5g/l P25
S 04 . 3 A 19/l P25
& ¢ 4
Co2 4 A3gnP2s
0 T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Cas (min.)

Graf 3 Zavislost mnoZstvi Bacilla subtilis na ¢ase fotokatalyzy (P25)

7.1.3 Odstranéni Bacillus subtilis kombinaci TiO, a H2O>

Tyto experimenty jsou zaméfeny na odstranovani Bacilla subtilis z vodného prostiedi
pomoci kombinace fotokatalyzy fotokatalyzatorem TiO2 (AVO1l a P25) s koncentraci 1 g/l
spole¢né s jednotlivymi piidavky 0,25 ml, 0,5 ml a 1 ml H202. Opét jsou jednotlivé hodnoty

vyjadieny ve formé tabulek, kde je znazornén pomér mezi mnozstvim bakterie k v ptivodnimu
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mnozstvi v zavislosti na Case. Zavislost mnozstvi Bacilla subtilis na case fotokatalyzy je

vyjadiena graficky.

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ AV01 a H202

V porovnani s daty, které vychédzeji z piedchozich experimentll zamétenych pouze na
fotokatalyzator TiO2 (AVO01 a P25), je viditelna mnohem vétsi ucinnost fotokatalyzy pii pouziti
kombinace TiO, AV0l a H,O,. Tabulka 8 a graf 4 znazornuje pomér mezi naméfenym
mnozstvim Bacillus subtilis v daném c¢ase k pocate¢nimu mnozstvi pro kombinaci AVO01 o
koncentraci 1 g/l s pfidanim daného objemu H202 (0,25; 0,5 a 1 ml). Z vysledki je patrny
prakticky okamzity pozitivni efekt na odstranéni bakterie Bacilla subtilis a to i pfi nejnizsim
objemu ptidavané¢ho H2O». Z dat 1ze usuzovat, ze ptidavek H20O2 plisobil na bakterie okamzité,
zatimco fotokatalyticky Uc€inek pisobi s jistym casovym odstupem, ktery je zapotiebi

k nastartovani reakce a vytvoreni dostatecné koncentrace hydroxylovych radikali.

Tabulka 8 Zdvislost mnozstvi bakterii Bacillus subtilis v case (AV01 + H202)

Bacillus subitilis + Fotokatalyzator TiO2 (1 g/l AV01 + H20x2)

Cas (min) 0 | 15 30 45 60 75 90 120
Objem H20- CFEU/CFEUpot
0,25 ml 1 [006| 0,05 0,003 | 0,002 | 0,001 0 0
0,5 ml 1 [005] 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
1ml 1 0 0 0 0 0 0 0

Hodnoty vychazeji z priméru ti'i méfenych experimenti
CFU/CFUpoc — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ate¢nim mnozstvim
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Zavislost mnozZstvi bakterie Bacillus v ¢ase
(AV01 + H,0,)
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Graf 4 Zavislost mnoZstvi Bacilla subtilis na ¢ase fotokatalyzy (AV01 + H202)

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ P25 s H202

V porovnani s pfedchozim experimentem je mozné konstatovat, ze vysledek ptridavku
H20- byl pro oba fotokatalyzatory stejny, tj. stejné jako u AVOI doslo i u P25 k prakticky

okamzitému zahubeni bakterii. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 9 a grafu 5.

Tabulka 9 Zavislost mnoZstvi bakterii Bacillus subtilis v ¢ase (P25 + H202)

Bacillus subtilis + Fotokatalyzator TiO2 (1 g/l P25 + H202)

Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Objem H0; CFU/CFUpot
0,25 ml 1 ]065] 0,05 0,03 0 0 0 0
0,5ml 1 0 0 0 0,01 0,01 0,01 0
1ml 1 0 0 0 0 0 0 0

Hodnoty vychazeji z priméri tfi méienych experimenti
CFU/CFUpoc — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a pocate¢nim mnozstvim

63




Zavislost mnozZstvi bakterie Bacillus
v ¢ase (P25 + H202)

0,5 *1 g/l P25 + 0,25 ml H202
S 04 1 g/l P25 + 0,5 ml H202
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Graf 5 Zavislost mnozstvi Bacilla subtilis na case fotokatalyzy (P25 + H202)

7.1.4 MnoiZstvi odstranéni bacila ¢istym H>O>

V tomto experimentu byl testovan vliv pouze samotného ptidavku H2O2 bez pouziti
fotokatalyzatoru na bakterie Bacillus subtilis. H2O2 byl pouzit ve tfech riznych objemech,
konkrétné se jednalo o 0,25ml, 0,5 mla 1 ml.

Namétené hodnoty jsou vyjadieny ve formé tabulky a grafu, kde je znazornén pomér mezi
mnozstvim naméteného Bacillus subtilis v ¢ase k pocateénimu mnozstvi Bacillus subtilis.
Zavislost mnozstvi Bacilla subtilis na ¢ase po ptidani daného objemu H20 je graficky

znazornéna v grafu 6 a v tabelarni podob¢ v tabulce 10.

Z hodnot je patrné, Ze se jedna o velmi uc¢innou formu dezinfekce. Data ukazuji, ze ke 100%
snizeni mnozstvi bakterie doslo po uplynuti 60 minut u ptidavkt 0,5 a 1ml H202. Vzhledem
Kk poctu bakterii a u€¢inku na n¢, miizeme fici, Ze tento experiment vyhovél u vsech ti pridavka.
Po prvnich 15 minutach doslo ke sniZeni poctu bakterii u 0,25 ml H202 0 95 %, u 0,5 ml H20>
au ptridavku 1 ml H202 se jednalo o témét 100 %. Tyto hodnoty vypovidaji o tom, ze se opravdu

jedna o ucinnou metodu pii odstranovani Bacilla subtilis z vodného prostiedi. Velkou
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nevyhodou vsak je mnozstvi spotfebované H2O2, kdy jeho pouziti v masovém méfitku v takto

velkych objemech by bylo finanéné netinosné.

Tabulka 10 Zavislost mnozstvi bakterii Bacillus subtilis v case (H20z2)

Bacillus subtilis + ¢isty H202
Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Objem H20; CFU/CFEUpet
0,25 ml 1 [005] 0,05 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03
0,5ml 1 (002| 0,01 0,01 0 0 0 0
1ml 1 ]002| 0,01 0,01 0 0 0 0

Hodnoty vychazeji z priaméra tfi méifenych experimenti
CFU/CFUpo: — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ateénim mnozstvim

Zavislost mnozstvi bakterie Bacillus v ¢ase
(H,0,)
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Graf 6 Zavislost mnoZstvi Bacilla subtilis na case fotokatalyzy (H202)

7.2 Pseudomonas fluorescens

Nize jsou popsany experimenty s bakterii Pseudomonas fluorescens. Ty byly opét
provedeny Vv n¢kolika kombinacich, které odpovidaji experimentim provedenym s bakterii
Bacillus subtilis. Naméfena data byla zpracovana a vyjadiena ve formé tabulek a grafii.
Sledovanym parametrem byl opét pomér mezi naméfenym mnozstvi Pseudomonas v daném

case k pocate¢nimu mnozstvi Pseudomonas v case pocate¢nim. Jednotlivé podkapitoly popisuji
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dané experimenty ptedstavujici vliv pouzité¢ho typu fotokatalyzatoru TiOz, typu AVO1 nebo
P25 o riizné koncentraci, dale pak experimenty s fotokatalyzatorem o koncentraci 1 g/l spole¢né
s ptidavkem 0,25 ml, 0,5ml a 1 ml H2O>. a nakonec kombinaci bakterie s ¢istym H20,. Soucasti
této kapitoly je i podkapitola, ktera popisuje méfeni OD, pii kterém byl sledovan pokles nebo

narust Pseudomonas fluorescens v zavislosti na ¢ase, jedna se tedy o méteni tzv. ristové kiivky.

7.2.1 Rustové kiivky bakterie Pseudomonas fluorescens

Béhem tohoto experimentu byla u Pseudomonas fluorescens provedena série méfeni, pii
kterych byl sledovan pokles, ptipadné nardst, bakterie na zakladé méfeni OD na zaznamniku
ristu. Naméfené zavislosti jsou znazornény v grafu 7 a vyjadiuji zavislosti OD na Case
(celkova doba 48 hod.), tj. ristové kiivky. Uvedené zavislosti vychazeji z hodnot, které byly
ziskany prumérovanim z opakovaného méfeni Pseudomonas. V prubéhu experimentu byl
zmé&fen Cisty Pseudomonas fluorescens, dale pak Pseudomonas fluorescens v kombinaci
s fotokatalyzatorem TiO> typu P25 pti navazce 0,015 g do 30 ml roztoku, a v neposledni
fad¢ kombinace Pseudomonas pti rizném zakalu s riznym mnozstvim H2Os.

Pokud vezmeme k porovnani ristovou kiivku pro ¢isty Pseudomonas a rustovou kiivku,
kde byl sledovan rast Pseudomonas s TiO2, 1ze opét konstatovat, ze ptidavek TiO2 se na
ristu nikterak negativné neprojevil. Je tedy zfejmé, ze vSechny poklesy v rlstu pii
naslednych fotokatalytickych experimentech jsou v disledku fotokatalytického ucinku, a
nikoliv pouze v dasledku ptidavku samotného TiO2. Rozdilna hodnota OD pfi téchto dvou
rustovych experimentech (jak pocatecni, tak i ndsledné béhem celého ristu) je zptisobena
pravé pridavkem TiO2. Porovnanim pribéha ale mizeme vidét, Ze az na tento posun jSou
ob¢ ristové kiivky velmi podobné.

Dalsi rustové kiivky popisuji vliv pridavku H202 na rust, resp. inhibici, bakterie
Pseudomonas fluorescens. Oproti experimentiim s bakterii Bacillus subtilis je z grafu patrné,
7e na uplné zahubeni vSech bakterii Pseudomonas fluorescens bylo zapotiebi vys$si davky
H20. nez v ptipadé Bacillus subtilis. Toto experimentalni zjisténi koresponduje
S teoretickymi znalostmi, které uvadéji vyssi citlivost bakterii Bacillus subtilis na H202, nez

je tomu u bakterii Pseudomonas fluorescens.
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Graf 7 Riustova kifivka — zavislost OD na ¢ase — Pseudomonas fluorescens

7.2.2  Utinnost fotokatalyzy p¥i odstranéni Pseudomonas fluorescens

Pii experimentech zaloZzenych na odstranovani Pseudomonas fluorescens z vodného
prostiedi jsem se v tomto pfipadé zaméfila na fotokatalytickou aktivitu fotokatalyzatoru TiO2
dvou typi AVOI a P25 pti danych koncentracich 0,5 g/l, 1 g/l a 3 g/l v zavislosti na Case.
Jednotlivé hodnoty jsou vyjadieny ve formé tabulek a grafii, kde jsou data vyjadiena jako
Casova zavislost poméru mnozstvi naméfené Pseudomonas Vv ¢ase k pocate¢nimu mnozstvi

Pseudomonas.

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ AV01
Z hodnot vychazejicich z poctu bakterii Pseudomonas fluorescens, které vidime v tabulce
11, mizeme konstatovat, ze doSlo k téméf linearnimu poklesu poctu bakterii v zavislosti na

Case pii pusobeni fotokatalyzatoru TiO2 typ AVO1 pii jeho raznych koncentracich.
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Porovnanim hodnot poc¢tu bakterii na konci experimenti, tj. po 120 minutach je patrné, Ze
s rostouci koncentraci fotokatalyzatoru vzrostla také uc¢innost odstranéni bakterii Pseudomonas
fluorescens. Bohuzel tento rozdil je velmi maly a také z prub&hu vSech tii zavislosti, které jsou
zobrazeny v grafu 8 je patrné, Ze vliv koncentrace fotokatalyzatoru je minimalni a neni v tomto
ptipad¢ tedy limitujicim faktorem pfi odstranovani bakterie Pseudomonas fluorescens.
Nejvyssi ucinnosti odstranéni bylo dosazeno pro TiO2 typu AVO01 pfi pouzité koncentraci 3 g/l

ato 75 % z pivodniho poctu bakterii.

Tabulka 11 Zavislost mnoZstvi bakterii Ps. fl. v ¢ase (AV01)

Pseudomonas fluorescens + AV01
Cas (min) 0 | 15 30 45 60 75 90 120
Navazka TiO» CFU/CFEUpot
0,509/l 1 1092| 0,68 0,63 0,38 0,37 0,36 0,35
19/ 1 (088]| 0,76 0,72 0,45 0,41 0,36 0,33
3g/ 1 (09| 0,71 0,67 0,36 0,33 0,31 0,25

Hodnoty vychazeji z priméra ti‘i méfenych experimenti
CFU/CFUpoc — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ate¢nim mnozstvim

Zavislost mnozstvi bakterie Ps. fl. v ¢ase
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Graf 8 Zavislost mnozstvi Pseudomonas fl. na case fotokatalyzy (AV01)
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Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ P25

Testy fotokatalytického u¢inku na poctu bakterii Pseudomonas fluorescens byly provedeny
také pro druhy typ fotokatalyzatoru P25. Testovany byly opét 3 koncentrace TiO2, konkrétné
0,59/l, 1 g/l a3 g/l. I vtomto piipadé doslo vlivem fotokatalyzy k inhibici bakterii, u¢innost
byla pro v§echny 3 pouzité koncentrace TiO2 typu P25 lepsi nez nejlepsi ucinnost u typu AVOL.
Nejlepsiho dezinfek¢éniho G¢inku bylo dosazeno pii pouziti 1 g/l, tato koncentrace odpovida
sniZeni bakterie po 120 minutach 87 % oproti pivodnimu mnozstvi bakterii v Case 0. Pfi pouziti
0,5 g/l dochazi k poklesu 0 82 % a pii pouziti 3 g/l k poklesu 0 80 % vzhledem k ptivodnimu
mnozstvi bakterii v ¢ase 0.

Prestoze vysledné hodnoty po 120 minutéch jsou si blizké, je zde patrny vyznamny rozdil
Vv pribéhu fotokatalyzy. Zatimco u koncentraci 1 a 3 g/l TiO2 doSlo po 30 minutach ke
skokovému poklesu bakterii Pseudomonas fluorescens o cca 60 % z jejich ptivodniho mnozstvi
a dal v case byl jiz jejich tbytek velmi pozvolny, pii pouziti koncentrace 0,5 g/l byl pokles

bakterii v ¢ase témét konstantni bez vyrazného skoku, jak je patrné z grafu 9.

Tabulka 12 Zavislost mnozstvi bakterii Ps. fl. v ¢ase (P25)

Pseudomonas fluorescens + P25

Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Navazka TiO; CFU/CEUpot
0,59/l 1 ]085] 0,73 0,55 0,38 0,28 0,21 0,18
19/l 1 ]1075] 0,19 0,18 0,18 0,17 0,16 0,13
39/l 1 ]092] 0,28 0,26 0,25 0,23 0,21 0,20

Hodnoty vychazeji z priméra tfi méfenych experimenti
CFU/CFUpo: — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a poc¢ate¢nim mnozstvim
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Graf 9 Zavislost mnoZstvi Pseudomonas fl. na case fotokatalyzy (P25)

7.2.3 Odstranéni Pseudomonas fluorescens kombinaci TiO2 a H20>

Tyto experimenty jsou zaméfeny na odstranovani PS. fl. z vodného prostfedi pomoci
kombinace fotokatalyzy fotokatalyzatorem TiO2> (AVO1 a P25) s koncentraci 1 g/l spole¢né
s jednotlivymi ptidavky 0,25 ml, 0,5 ml a 1 ml H202. Opét jsou jednotlivé hodnoty vyjadieny
ve formé tabulek, kde je zndzornén pomér naméteného mnozstvi Pseudomonas v Case
Kk pocateénimu mnozstvi Pseudomonas. Zavislost mnozstvi Pseudomonas fluorescens na case

fotokatalyzy je graficky znazornéna.

Fotokatalyza s fotokatalyzatorem TiO2 typ AV0L1 s H202
V porovnani s experimenty, pii kterych byl odstranovan Bacillus, mizeme konstatovat
rozdilny vliv u€innosti H202 na inhibici bakterii. Zatimco u bakterie Bacilla subtilis doslo
H20., u bakterie Pseudomonas fluorescens byl tento skokovy ubytek pozorovan pouze
v piipadé, kdy byl pouzit nejvyssi ptidavek H2O2 a doslo k odstranéni 99,97 % bakterii oproti
puvodnimu mnozstvi v ¢ase 0. Ve zbylych ptipadech, tj. pfi pouZziti mens$iho mnoZzstvi peroxidu
byl pokles poctu bakterii pozvolny a zdaleka ne tak velky. Pii pouziti 0,5 ml H202 doslo k

poklesu 0 42 % a pti pouziti 0,25 ml H202 k poklesu 0 35 % vzhledem k ptivodnimu mnozstvi
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bakterii v ¢ase 0. Vysledky experimentt jsou uvedeny v tabulce 13 a dale pak znazornény

v grafu 10.
Tabulka 13 Zavislost mnoZstvi bakterii Ps. fl. v ¢ase (AV0I + H202)
Pseudomonas fluorescens + 1 g/l AV01 + H202
Cas (min) 0 | 15 30 45 60 75 90 120
Objem H20; CFU/CFEUpat
0,25 ml 1 1091| 0,83 0,78 0,78 0,78 0,70 0,65
0,5ml 1 1092| 092 0,85 0,77 0,75 0,64 0,58
1ml 1 (019] 0,15 0,04 0,09 0,08 0,04 0,03
Hodnoty vychazeji z priméru tii méienych experimenti
CFU/CFUpo: — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a po¢ateénim mnozstvim
Zavislost mnozstvi bakterie Ps. fl. v ¢ase
(AV01 + H202)
1.
0,9 o
0,8 * o - A
0,7 . 4
S 0,6 ®
505 # 1g/I AVO1 + 0,25 ml H202
~ 8’: 1/ AVO1 + 0,5 ml H202
S 0:2 A A1g/IAVO1 +1 mlH202
0,1 o A A
O T T \A T T 4 T \A
0 15 30 45 60 75 90 105 120
€as (min.)

Graf 10 Zavislost mnozstvi Pseudomonas fl. na case fotokatalyzy (AVO1 + H20z2)

Fotokatalyza fotokatalyzatorem TiO2 typ P25 s H20>

V této sérii experimentt byla testovana ucinnost pouzitého fotokatalyzatoru TiO2 typu P25
0 koncentraci 1 g/l s ptidavkem 0,25ml, 0,5 ml a 1 ml H2O2 na snizovani mnozstvi bakterii
Pseudomonas fluorescens. Z tabulky 14 je patrné, Ze k nejvétSimu snizeni poctu bakterii
Pseudomonas fluorescens doSlo u experimentu s fotokatalyzatorem TiO2 typ P25 pfi

koncentraci 1 g/l a ptidavku 1 ml H202. V tomto piipadé je pomér CFU/CFUpoe. po uplynuti
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120 minut pro Pseudomonas nejnizsi a to 0,05. To znamena, ze bylo odstranéno 95 % bakterii
Z jejich ptivodniho poctu. U zbylych dvou pouzitych mnozstvi H2O2 vSak opét, stejné jako
v piipadé, kdy byl pouzit typ AVO1, pozorujeme pouze pozvolny efekt fotokatalyzy a H2O2 na
bakterie Pseudomonas fluorescens. Konkrétné u pouzitého mnozstvi 0,25 ml H202 byl pokles
poctu bakterii 0 27 % a u 0,5 ml H202 0 54 % na konci experimentt. Tj. po 120 minutach.
Pokud porovname dosazené vysledky pro oba fotokatalyzatory s piidavkem H>O> pro oba
testované druhy bakterii, je patrné, Ze stejné jako v ptipadée rustovych kiivek i zde se projevil
vyraznéjsi vliv fotokatalyzy s H2O2 na bakterii Bacillus subtilis, neZ tomu bylo Vv pfipadé

Pseudomonas fluorescens.

Tabulka 14 Zavislost mnozstvi bakterii Ps. fl. v ¢ase (P25 + H202)

Pseudomonas fluorescens + 1 g/l P25 + H202
Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Objem H20- CEU/CFEUpo
0,25 ml 1 (099| 0,9 0,87 0,82 0,73 0,75 0,73
0,5 ml 1 (080| 0,68 0,64 0,62 0,56 0,49 0,46
1ml 1 |/080| 0,71 0,66 0,34 0,12 0,08 0,05

Hodnoty vychazeji z priméru ti'i méfenych experimenti
CFU/CFUpoc — pomér mezi naméfenym mnozstvi bakterii v ¢ase a pocate¢nim mnozstvim

Zavislost mnoZstvi bakterie Ps. fl. v ¢ase
(P25 + H,0,)
P
! .
0,8 A * .
3 0,7 Ay * *
806
G 05 #1g/IP25 +0,25 ml H202
% 8; " 19/l P25 + 0,5 ml H202
0’2 A1g/I P25+ 1mlH202
’ A
o,é X "
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Cas (min.)

Graf 11 Zavislost mnozstvi Pseudomonas fl. na case fotokatalyzy (PV25 + H203)
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7.2.4  MnoiZstvi odstranéni Psudomonas fluorescens ¢istym H»>O-

V tomto experimentu byl na odstranéni Pseudomonas fluorescens z vodného prostiedi
testovan pouze HO> v ptidavku o objemu 0,25 ml, 0,5 ml a 1 ml. Ziskané hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 15 a zavislost mnozstvi Pseudomonas fluorescens v ¢ase je graficky znazornéna

v grafu 12.

V porovnani s vysledky ziskanymi pii experimentech odstranovani Bacilla pomoci ¢istého
peroxidu, lze konstatovat, Ze k tak znatelnému sniZzeni mnozstvi bakterii Pseudomonas, jak u
Bacilla nedoslo. Toto zjisténi je v souladu s vysledky experimenti z ristovych kiivek a
z vysledki fotokatalyzy za ptidavku H2Oo.

Pokud porovnadme hodnoty v ramci tomto experimentu, nejvétsiho u€inku mizeme vidét u
ptidavku 1 ml H202, kde po 120 minutach doslo k odstranéni bakterii z 39 %.

Ve zbylych ptipadech byla u¢innost odstranéni bakterii pro piidavek 0,25 ml H2O. pouze 26
%, u 0,5 ml H20- pak 35 %.

Tabulka 15 Zavislost mnozstvi bakterii Ps. fl. v ¢ase (H202)

Pseudomonas fluorescens + ¢isty H202
Cas (min) 0 15 30 45 60 75 90 120
Objem H20- CFEU/CFEUpot
0,25 ml 1 (09| 091 0,91 0,87 0,83 0,78 0,74
0,5 ml 1 (085| 0,80 0,75 0,70 0,70 0,65 0,65
1ml 1 (089| 0,83 0,83 0,78 0,72 0,72 0,61

Hodnoty vychazeji z priaméri tfi méfenych experimenti
CFU/CFUpo: — pomér mezi namé&fenym mnozstvi bakterii v ¢ase a pocate¢nim mnozstvim
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Graf 12 Zavislost mnozstvi Pseudomonas fl. na case fotokatalyzy (H202)
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo zpracovat literarni reSersi zamétenou na fotokatalyzu a jeji vyuziti
ke snizovani mikrobidlniho znecisténi ve vodach a experimentalné otestovat podminky
heterogenni fotokatalyzy pii odstrafiovani vytipovanych bakterii z vodného prostiedi.

Na zaklad¢ této reSerSe pak byly provedeny praktické experimenty na dvou
mikroorganismech, kterymi byly Bacillus subtilis a Pseudomonas fluorescens. Testovany byly
2 typy fotokatalyzatoru TiO2, konkrétné AVO1 a P25 a jejich rizné koncentrace (0,5 g/1, 1 g/l,
3 g/1). Dale byl zkouman vliv tii odlisnych pfidavku H20> (0,25 ml, 0,5ml a 1 ml) na G¢innost
fotokatalyzy a samotny ucinek peroxidu vodiku.

Pti testovani vlivu typu fotokatalatoru TiO2 (AVO1l a P25) doslo u Bacilla subtilis
k nejlepsimu dezinfekénimu ucinku pii pouziti fotokatalyzatoru P25, kdy pro vSechny pouzité
koncentra¢ni hladiny bylo dosazeno lepsich vysledki nez s AVOL. Vyjimkou je koncentrace 1
g/l, kde bylo pro oba typy TiO2 dosazeno prakticky shodného vysledku odstranéni bakterii.
Dale pak experimenty prokazaly, ze nejvhodné&jsi z testovanych koncentraci je pro oba typy
TiO> pii odstranovani bakterie Bacillus subtilis 0,5 g/l. Nejlepsi vysledek z hlediska u¢innosti
byl dosazen za pouziti TiO2 typu P25, koncentrace 0,5 g/, kdy bylo odstranéno 79 % bakterii
Bacillus subtilis.

U Pseudomonas fluorescens byl vliv pouzitého typu TiO2 na vysledky fotokatalyzy jeste
vyznamné&j$i neZ u bakterie Bacillus subtilis. Na vSech testovanych koncentra¢nich hladinach
doslo u typu P25 k vy$§imu procentu odstranéni bakterii nez u typu AVO1. Pti posouzeni vlivu
koncentrace fotokatalyzatoru pak pii pouziti AVO1 bylo dosazeno nejlepsiho vysledku pro 3
g/l, kdy bylo odstranéno 75 % z ptivodniho poctu bakterii Pseudomonas fluorescens (oproti 65
resp. 67 % pfti zbylych koncentracich). U typu P25 pak byl u€inek odstranéni bakterii nejvyssi
pro koncentraci fotokatalyzatoru 1 g/l a to 87 %.

Dale byla testovana ucinnost fotokatalyzy v kombinaci s ptidavkem H20>. Jednalo se o
velmi u¢innou kombinaci, pii které doSlo k vysokému sniZzeni mnoZstvi bakterii vzhledem
K ptivodnimu mnozstvi a vyznamné se zde projevil vliv druhu bakterie, ktera byla odstranovana.
Zatimco u Bacilla do$lo k téméf okamzitému skokovému sniZzeni mnozstvi bakterii, u bakterie
Pseudomonas fluorescens nebyla odezva tak vyznamna a k vyznamnému snizeni doslo jen za
pouziti kombinace fotokatalyzatoru a nejvétsiho mnozstvi H202. JelikoZ tento jev byl
pozorovnan u obou testovanych typi fotokatalyzatoru, je ziejmé, Ze hlavni vliv na odstranéni
bakterii pfi pouziti kombinovaného postupu, tj. fotokatalyzator a HoO, mél alesponi ze zacatku

procesu prave piidavek peroxidu.
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Pro posouzeni vlivu samotného H202 byla provedena dalsi série experimentt. Do roztoku
s danou bakterii byl pfidan pouze peroxid bez fotokatalyzatoru a byl sledovan vliv tohoto
pfidavku na ucinnost jejich odstranéni. Tyto experimenty potvrdily ptedpoklad, ze piidavek
H202 ma vyznamny vliv na inhibici bakterii, a to pfedev$im u Bacilla subtilis, kdy jiz pii
nejmensim testovaném mnozstvi H202 doslo prakticky k okamzité a téméf 100 % inhibici vSech
bakterii. U bakterie Pseudomonas fluorescens je G¢inek peroxidu vyznamné horsi, a i v piipadé
pouziti nejvétsiho testovaného mnozstvi H2O2 doslo k odstranéni pouze 39 % bakterii.

Pro oba testované bakterie byly hodnoceny jejich ristové kiivky. Byl sledovan nejen riist
samotnych bakterii, ale také piipadny vliv ptidavku fotokatalyzatoru a H>O». Tyto experimenty
prokazaly, ze pridavek fotokatalyzatoru nikterak rtst ani jednoho z testovanych druhti bakterii
neovlivnil a vySe popsany vysledky jsou zcela jednoznaéné dany az plisobenim fotokatalyzy.
Vysledky testovani piidavku H2O2 pak koresponduji s jiz vySe uvedenymi poznatky.

Zaveérem lze konstatovat, ze jak samotna fotokatalyza, tak jeji kombinace napt. s H.O»
pfedstavuje nad&jnou metodu pro odstraniovani mikroorganismu z vod. Jak ale vysledky
ukazuji, je zde velky vliv jak pouzitého typu fotokatalyzatoru, tak druhu odstranovanych

bakterii.
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Obrazek 11 Bacillus subtilis na agaru MPA
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Obrazek 13 Pseudomonas fluorescens na agaru MPA
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Obrazek 14 Pseudomonas fluorescens - 2. redeéni, vzorek po 120. minuté
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