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ABSTRAKT

V tejto praci bola overovana elektrofotokatalyticka dezinfekcia vody vlozenim napéitia na
elektrodovy systém. Pracovna elektroda bola pokrytd vrstvou oxidu titani¢itého, ktory
vykazuje vhodné fotokatalytické vlastnosti. Na gramnegativnej baktérii E. coli bol sledovany
dezinfekény uc¢inok za réznych podmienok. Inaktivacia bakteridlnych buniek v skimanom
vodnom roztoku bola pozorovana najskor len za pritomnosti kyslika, potom bolo pridané
UV Ziarenia s intenzitou 4 mW- m?alebo aplikované napitie 1 V. Pridanim oboch st¢asne sa
sktimala elektrofotokatalyticka dezinfekcia vody na vybranom mikroorganizme.

ABSTRACT

This work focuses on the photoelectrocatalytic water disinfection by applying electrical
voltage onto an electrode system. Working electrode consist of electrical conductor covered
by thin film TiO,, because of its very important photoactivity. Disinfection effect was
monitored on Gram-negative bacteria E. coli under different conditions. Inactivation of
bacterial cells in contamined aqueous solution, first experiment was observed only with
presence of oxygen, later reactor was irradiated with UV-A compact blacklight with intensity
of 4 mW- m™ or electrical voltage of 1V was applied to electrode. By adding both effects at
the same time Iwas verifying photoelectrocatalysic water disinfection on chosen
microorganism.
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1. UVOD

V sucasnom svete sa objavuje ako Coraz vacsi globalny problém znecistenie povrchovych
a podzemnych vod. Najma v krajinach Tretieho sveta problém nabral jednoznacne existenény
raz. Denne zomieraju pre nedostatok pitnej vody tisicky I'udi. Aj z toho doévodu sa vedci
snazia objavovat’ a neustale prichddzat’ s novymi metddami Cistenia a dezinfekcie vody.
Jednou z rychlo rozvijajucich sa metdd je aj proces elektrofotokatalytickej dezinfekcie
za pomoci oxidu titani¢itého. Metdda sa dostava do popredia a je systematicky skiimana
predovsetkym pre jej ekologicky priaznivy vplyv. Proces je Setrny k Zivotnému prostrediu
vzhl'adom na to, Ze sa pri takomto sposobe dezinfekcie nepouzivaju chemické latky, ¢im
nedochadza k znizeniu kvality vody a nevplyva na jej zakladné vlastnosti ako je chut’ alebo
pach.

Napriek tomu, Ze vyspelejSie kultiry v sucasnosti netrpia akutnym nedostatkom pitnej
vody, ich zneCistenie sa postupne stava jednou z kl'ucovych diskusii na poli mnohych
medzindrodnych asvetovych organizacii. Znecistenie pitnych vdéd modze nastat
pol'nohospodarskou ¢innost'ou, kedy sa hnojiva a pesticidy 'ahko dostavajii do podzemnych
vod, no tieZ sa vyplavuji do potokov alebo riek. Znecistenie je tiez Casto spdsobené
mikroorganizmami alebo rozlicnymi organickymi latkami. Vo vodach sa mnohokrat
vyskytuju aj patogénne druhy mikroorganizmov, ktoré moézu vézne ohrozit’ zivot ¢loveka a
zapri¢init’ vazne ochorenia.

Praktickd cast mojej bakalarskej prace sa zameriava na overenie ucinkov
elektrofotokatalyzy za pouzitia TiO;, na vybranom bakterialnom druhu Escherichia coli. Prave
oxid titani¢ity v rozliénych experimentoch vykazoval doposial’ najlepSie fotokatalytické
ucinky pri oziareni ultrafialovym svetlom. TiO; je vdanym prostriedkom pri dezinfekcii
vody, nie len kvoli jeho antimikriobalnym u¢inkom, no tiez I'ahkej dostupnosti. Experiment
bol zamerany prave na inaktivaciu a odstranenie buniek gramnegativnej baktérie E. coli
z kontaminovanej vody.



2. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Fotokatalyza

Na povrchu polovodica prebiehaji fotochemické procesy nazyvané fotokatalytické reakcie.
Fotokatalyza je proces chemického rozkladu latok za pritomnosti svetelného Zziarenia
a fotokatalyzatora. Katalyzator umoziuje priebeh reakcie alebo zvysuje jej rychlost pomocou
znizovania aktivacnej energie. Katalyzator moze urychlit interakciu latok so substratom,
excitovanym stavom alebo s primarnym fotoproduktom, pricom pocas reakcie ostava
nezmeneny. Vdaka polovodivym vlastnostiam fotokatalyzatora, pri vystaveni svetelnému
ziareniu a 0 vhodnej vinovej dizke dochadza k aktivovaniu jeho povrchu [1,2].

2.1.1 Mechanizmus fotokatalyzy na povrchu polovodica

Energetické hladiny elektronov v polovodici (pevna latka) st zoskupené do energetickych
pasov. Sirka zakdzaného pasu je energeticky rozdiel medzi najvy$§im zaplnenym
energetickym pasom (valenény pds) anajniz§im prazdnym energetickym pasom
(vodivostny pasch). Pri absorbovani ziarenia s energiou vyssou alebo rovnakou ako je Sirka
zakazaného pasu polovodica, dochadza k excitacii elektronu z energeticky niz$ej valencnej
hladiny do energeticky vyssej vodivostnej hladiny, za sucasnej generacie diery vo valencnej
vrstve. Nasledne vznika par elektron-diera s vysokym oxida¢no-redukénym potencialom
a pohyblivostou. Tym dochadza k separacii naboja, kde elektrony st (€°) nositel'mi zaporného
naboja a elektronova diera (h*) je kladne nabitym centrom.

Vzniknuté vol'né nosice elektrického naboja migruju k povrchu, kde dokézu byt’ zachytené
vhodnymi donormi alebo akceptormi, pricom mézu zacat prebichat’ redoxné reakcie,
pri ktorych (¢7) posobia ako reduktanty a (h*) oxidanty. V nepritomnosti akceptora alebo
donora dochadza v priebehu niekol’kych nanosekind k rekombinacii fotogenerovanych Castic
a degradacii svetelnej energie na teplo [1,3,4].
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Obr. 1: Mechanizmus fotokatalyzy [2].



2.2 Svetlo

Svetlo sa nachadza vSade okolo nas a je potrebné na fotoiniciaciu katalyzatora pri procese
fotokatalyzy. Svetelné spektrum sa sklada z roznych typov ziarenia, v zavislosti na vinovej
dizke. VInové dizky viditePného svetla sa nachadzaju v rozmedzi 400-700 nm, infradervené
Ziarenia je nad 700 nm a ultrafialové Ziarenie (UV) mé vinova dizku kratsiu ako viditelné
svetlo vrozmedzi od 100 do 400 nm. Pri fotokatalyze sa vyuziva predovsetkym oblast
UV ziarenia vzhladom na to, Ze polovodice podporujiuce fotokatalytické reakcie nedokazu
vyuzit’ viditeI'né svetlo.

Prirodzené svetlo zahiha aj UV oblast’, ale predstavuje len 1 % celkového vykonu, preto
sa Casto vyuzivaju zdroje umelého ziarenia. NajpouzivanejSie su oblukové vybojky, hlavne
ortutové axenonové. Pri fotokatalytickych reakciach sa taktiez stretdvame s pouzitim
fluorescencnych lamp, ktoré v porovnani s elektrickou ziarovkou produkuju priblizne Sest’krat
viac fotonov za sekundu [5].

2.3 Katalyzatory

Pri vybere vhodného polovodi¢ového fotokatalyzatora sa zohladnuji jeho vlastnosti,
akoje povrch, elektrickd vodivost, velkost oxida¢ného aredukéného potencialu.
Najdolezitejsi parameter polovodica urcuje Sirka zakdzaného pasu. Energia zakazaného péasu
urCuje minimalnu svetelni energiu potrebni na presun elektronu  z valenéného
do vodivostného pasu, teda na vznik elektrickej vodivosti materialu. Takato energia
polovodi¢ov sa pohybuje v rozmedzi od 0,5 do 3,2 eV. V pripade, ze energia presahuje
hodnotu 3,2 eV, hovorime o izolatore.

Ako potencidlne fotokatalytické materialy boli preskimané viaceré zliCeniny, vratane
oxidov kovov TiO,, ZrO,, ZnO, Fe,03, CdO, SnO, WO; a sulfidov kovov CdS, ZnS. TiO,
sa povazuje za najvhodnejsi z dostupnych polovodi¢ov, predovsetkym vdaka jeho
fotochemickej stabilite a vhodnej polohe energetickych pasov. Nevhodné st polovodice
Snizkymi zakdzanymi pasmi, ktoré sa pri oZiareni vo vodnom prostredi rozkladaju
arozpustaju alebo tie, ktoré podliehaju fotoandodickej kor6zii.. V sucasnosti sa aj nad’alej
hladaju stale nové materidly, ktoré by dokézali efektivnejSie vyuzit bezné svetlo
pri fotokatalyze [1,3,4,5,6].

2.4 Oxid titanicity

Titan zarad’'ujeme medzi najrozsirenejSie kovy zemskej kory, jeho najCastejSie zliCeniny
saV prirode vyskytuju vo forme oxidov. Oxid titanicity je biely anorganicky prasok
pouzivany na vyrobu farieb Svysokou krycou schopnostou. V potravinarskom
a kozmetickom priemysle je pouzivany vdaka jeho chemickej stabilite a zdravotnej
neskodnosti. Avsak, Coraz viac sa dostdva do pozornosti ako ucinny fotokatalyzator.
Oxid titanicity patri k najviac preskimanym fotokatalyzatorom nie len kvoli komercnej
dostupnosti, no taktiez vd’aka dobrej fotochemickej stabilite, vysokej fotoaktivite, optickymi
vlastnostiam, nizkej toxicite aj cene. Prave tymito pozoruhodnymi vlastnostami sa odliSuje
od ostatnych polovodicov [7,8].



V prirode sa oxid titani¢ity vyskytuje v troch krystalickych modifikaciach, ktorymi st rutil,
anatas a brookit. Rutil a anatas maju tetragonalnu Struktiru a daju sa jednoducho pripravit’
aj za laboratornych podmienok. Rozdielne Sstruktiry energetickych pasov maju vplyv
na ich fotokatalytické vlastnosti. Pre anatas je energia zakazaného pasu 3,2 eV, ¢o odpoveda
excitaénému Ziareniu o vlnovej dizke 388 nm, zatial’ ¢o rutilova energia zakazaného pasu
je nizsia, len 3,02 eV. Ztoho vyplyva, Ze elektrony anatasu maju lepSie redukéné ucinky
[2,5,8].

Morfologické parametre, ako tvar a velkost Castic, rozptyl a merny povrch,
tiez ovplyviuju jeho fotokatalytické vlastnosti. VacSinou je pripravovany vo forme prasku,
pretoze sa pri vyrobe uplatituje snaha minimalizovat’ velkost' castic, atym vytvorit
¢o najvacsi povrch. Pre lepsie praktické vyuzitie sa vyrabaju imobilizované formy, vrstvy st
nanesené¢ na inertny nosi¢ ako je sklo, vlakna, dlazdice. Tenké fotoaktivne vrstvy sa
pripravuju fyzikalnym spésobom alebo chemickou sol-gel metédou a s nanasané najcastejsie
tlaciarenskymi metédami pre dobra reprodukovatelnost’ [2,5].

2.4.1 Redoxné reakcie na povrchu oxidu titani¢itého

Pri oziareni povrchu oxidu titanicitého s dostato¢nou energiou (3,2 eV), dochadza
Ku generacii paru elektron - diera. Preskokom elektronu do vodivostného pasu sa vytvara
diera (hy},) vo valenénom pase a volny elektron (e.,) vo vodivostnom pése. Vzniknuta dvojica

sa mdze spitne rekombinovat’ alebo reagovat’ s molekulou kyslika alebo vody. Nasledujuce
reakcie popisuju heterogénny fotokatalyticky proces na povrchu oxidu titanicitého:

h
TiO, 5 TiO, + e, + hy, — rekombinécia 1)

Diera valenéného pasu (hy,) odnima elektrony z adsorbovanych oxidovatelnych skupin,
reaguje s hydroxylovymi ionmi OH™ alebo s H,O za vzniku vol'nych radikalov OH":

TiO,(h,) + OH — TiO, + OH’ (2)
TiO,(h;, ) + HyO,4, — TiO, + OH + H' (3)
Volny elektron vodivostného péasu redukuje kyslik na superoxidovy iénovy radikal O3 .

Tato reakcia zabranuje rekombindcii elektron - diera pri absencii inych elektronovych
akceptorov:

0,+e”— 05~ 4)
Dalsia redukcia O35~ produkuje H, 0 :
0; +eg+ 2H — H0, ®)

Superoxidové radikdly ajeho proténované formy mozu nasledne dismutovat’ za vzniku
molekuly peroxidu vodika a peroxidového anionu :

0} +H" — HO} (6)
0 +4HO5 — 20H"* + 30, + H,0, (7)
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Tvorba d’alsich OH® méze prebiehat’ redukciou peroxidu vodika elektronom (e3,) alebo tiez
moze reagovat’ superoxid s peroxidom vodika cez Haber — Weissovu reakciu:

0, +H,0,— OH* + OH™ + 0, 9)
H,0, +e;,— OH® + OH™ (10)

Rekombinaciou OH" sa opét’ méze produkovat’ peroxid vodika:
OH +OH — H,0, (11)

Spomedzi vSetkych vysSie uvedenych reaktivnych foriem kyslika sa za najdolezitejsi
povazuje hydroxylovy radikal pri degradacii organickych zluc¢enin. Touto oxida¢nou cestou
sa moOzu organické Struktury rozkladat’ na jednoduché anorganické latky, vodu a oxid uhlicity
[3,8,9].

2.4.2 Antimikrobialny efekt

Sucastou kazdodenného zivota su vSadepritomné mikroorganizmy. Mnohé z nich
su povodcami zavaznych ochoreni, ktoré mozu ohrozit’ nie len zdravie ¢loveka, no taktiez
napadaju organizmus zvierat. Mimo iné, mikroorganizmy st pri¢inou kontaminacie pod,
vody, vzduchu alebo potravin. Sterilizacia a dezinfekcia su najbeZnejSie vyuZzivané metody
Vv boji proti mikrobidlnemu znecisteniu. V sucasnosti sa vSak Coraz viac dostava do popredia
pouzitie fotokatalyzy oxidom titani¢itym, vdaka jeho schopnosti odburavat organické
materidly, ¢im umoznuje rozklad toxickych a zapachajucich chemikalii, necistot
aj mikroorganizmov [5,7].

Vrstvy TiO; pri fotokalytickych procesoch vykazuju antibakteridlnu aktivitu na réznych
druhoch materidlov. Antibakteridlny efekt sa spusta aj za pritomnosti bezného svetla, vd’aka
¢omu je mozné znizit' alebo odstranit mikroorganizmy z prostredia. V pripade pouzitia
UV ziarenia je u¢inok na mikroorganizmy likvidaény. Ziarenie aktivuje redoxné procesy,
atym vznik vysoko reaktivnych radikalov na povrchu fotokatalyzatoru, ktoré maju
zanasledok degradaciu cudzich materidlov a pri priamom kontakte s mikroorganizmami
bunku nie len usmrtia, ale dokonca ju aj rozlozia. Predovsetkym dochadza k poSkodeniu
RNA, DNA a enzymov, no taktiez moéZzu znemoZznit' replikdciu genetickej informacie
dosledkom poSkodenia nukleovych kyselin.

Utinnost antibakterialnej aktivity bola sledovana na samogistiacich dlazdiciach, ktoré boli
pouzité v nemocniciach a operaénych miestnostiach, kde je potrebné udrziavat dokonale
sterilné prostredie. Na povrch fotokatalytickych dlazdic bola nastriekana suspenzia TiO;
a zahriata na teplotu 800 °C pre vytvorenie pevnej neoddelitelnej vrstvy. V experimente sa
zistilo, ze po oziareni antibakteridlnych dlazdic doslo k usmrteniu baktérii, na povrchu ich
pocet klesol na nulu avo vzduchu sa pocet vyrazne znizil. Dlazdice pOsobia okamzite
a maju dlhotrvajici efekt na trvaly pokles mikroorganizmov. Samozrejme nemdzeme
ocakavat’ rychly rozklad vel'kého objemu substancii za kratky ¢as. Urceny je predovsetkym k
zamedzeniu rozmnoZovania mikroorganizmov a k udrZaniu &istoty. Stadie tieZ preukazali, Ze
kombinacia oxidu titani¢itého s kladne nabitymi i6nmi striebra alebo medi zvySuju
antibakterialnu ¢innost’, dokonca pdsobia aj vV nepritomnosti svetla.
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Mnohé vyskumy sa uz =zaoberali pdsobenim fotokatalyzy na rézne druhy
mikroorganizmov, Vv ktorych sa potvrdili antimikrobialne vlastnosti oxidu titani¢itého.
Preukazalo sa, ze okrem baktérii dokaze odstranit’ kvasinky, plesne aj pritomné riasy
z prostredia [5,7,10,11].

2.4.3 Inaktivacia buniek E. coli

Pri rade fotokatalityckych experimentov je najCastejSim modelovym organizmom prave
baktéria E .coli. Rozli¢né vyskumy popisali podrobny mechanizmus inaktivacie jej buniek.
Taktiez nebol zaznamenany ziadny rozdiel medzi inaktivaciou buniek grampozitivnych
a gramnegativnych baktérii, aj napriek ich rozdielnej hriibke a zlozeniu bunkovej steny.
Bakterialny obal E. coli zahfiia cytoplazmaticki membranu a bunkova stenu zlozent
z vonkajsej lipopolysacharidovej membrany a peptidoglykanu. Pri fotokatalytickej dezinfekcii
oxidom titani¢itym musia byt dodrzané zakladné podmienky, ktorymi st pritomnost
UV ziarenia a priamy kontakt povrchu fotokatalyzatoru s mikroorganizmom aby nastali
nasledné redoxné reakcie [12,13,14].

Je vSeobecne zname, Ze oxidy kovov ako aj pouzivany oxid titani¢ity nest kladny naboj,
¢o vedie kinterakcii s negativne nabitymi bunkami E. coli. Hlavnym cielom oZziareného
oxidu titani¢itého je napadat’ mikrobidlny povrch k pociatocnému oxidaénému pdsobeniu.
Na aktivovanom povrchu fotokatalyzatoru su tvorené OH radikaly, ktoré su oznaCované
za primarny druh radikalov zodpovednych za baktericidny Gc¢inok. Tieto radikaly su silné
oxidovadla s vysokou reaktivitou, ale kratkou dobou trvania. Pri procese nie su generované
len OH radikaly, no tiez uz vysSie spominané (kapitola 2.4.1) reaktivne formy kyslika (ROS),
ktoré sa taktiez podielaju na inaktivacii buniek. Fotogenerované OH® pri kontakte
s mikroorganizmom zahdji atak na bunkovu stenu, ktora predstavuje bariéru pre reaktivne
latky. Pri pociato¢nom kroku napadnutia vznika oxida¢né poSkodenie dovtedy neporusenych
buniek. Zvyseny narast lipopolysacharidov uvolnenych z vonkaj$ej membrany dokazuje, ze
dochadza k jej destrukcii. Fotokatalytickou reakciou st uplne rozlozené volné aj pevné
polysacharidy, ale peptidoglykanova vrstva ostava bez zmien. Pri prvotnych naruseniach
nedochadza k deaktivacii bunky, Cize nestraca zivotaschopnost, ale nastavaju zmeny
priepustnosti membrany, cez ktortt mézu ROS prenikat’ do bunky [4,10,12,15].

Po elimindcii vonkajSej membrany a peptidoglykdnu dochddza k napadnutiu
cytoplazmatickej membrany. Priebeh poskodenia je rychlejsi, vd’aka strate selektivnej
priepustnosti  bunky. V cytoplazmatickej membrane nastava oxidacia lipidovej vrstvy
za tvorby malondialdehydu (MDA), ¢o sa povazuje za zdkladny mechanizmus usmrtenia
buniek E. coli. K zacatiu peroxidacii je tiez potrebny radikalovy utok. Prvotnym krokom
v peroxidaénom radikalovom retazci je reakcia lipidov s dierou H*, skor ako nastane
rekombindacia paru elektron-diera. Reakcia sa $iri generovanim peroxidovych radikalov, ktoré
samé podstupia peroxidaciu s d’alSou lipidovou molekulou. Interakcia superoxidového i6nu
s hydroperoxidom tiez moze viest' k zacatiu novej radikalovej retazovej reakcie, ak nastane
prienik cez poruSeni bunkovii membranu. Pokial’ bunkova stena nie je priepustna nastavaju
autooxidac¢né reakcie, ¢im sa zvysi narast produkcie MDA, ktora narasa molekuly proteinov,
nukleovych kyselin a baz [4,10,16,17].
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Obr. 2: Inaktivacia buniek E. coli pomocou TiO; fotokatalyzy [5].

Peroxidaciou polynasytenych lipidovych zloziek nastavaju poruchy v bunkovej membrane
E.coli. Nasledne bunka prichadza o zakladné Zivotné funkcie, ktoré sa viazu k bunkovej
membran, ako semipermeabilita, respiracna aktivita a oxidac¢na fosforylacia. Strata Struktary
lipidovej membrany vedie k usmrteniu bunky [10,15,17].

Nasledne so zni¢enim integrity bunkovej steny a cytoplazmatickej membrany dochadza
K uvolneniu bunkového obsahu. Fotokatalytické reakcie zvySuji priepustnost bunky,
¢o umoziuje priliv vol'nych ¢astic TiO, do buniek s poskodenou membranou a nasleduje titok
na intracelulairne komponenty, ¢im sa urychluje bunkova smrt. Vysledkom je uplna
destrukcia nie len buniek ale aj rozklad pritomného endotoxinu produkovaného baktériou
E. coli. [14].

2.5 Vyuzitie fotokatalyzy

Fotokatalytické technoldgie su Coraz viac vyuzivané v réznych oblastiach Zivota, ktoré
vyuZivaji energiu slnecného Ziarenia novym odliSnym spdsobom, a pomahaji pri zlepSeni
zivotného prostredia. AKo uz bolo vyssie spomenuté, fotokatalytické vrstvy mozno aplikovat
na rézne typy materialov, ¢im nam poskytuju Siroké, univerzalne vyuzitie.

Vrstvy oxidu titani¢itého, okrem spominaného antimikrobidlneho efektu, vykazuji aj
samocistiace, dezodora¢né a dezinfekéné Ucinky. Samocistiace povrchy nachadzaju vyuzitie
Vv stavebnictve, kde mdzu zabranit vonkajSiemu zaSpineniu budov neéistotami z ovzduSia
alebo sluzia ako samocistiace kryty osvetlenia proti emisiam Vv dial'ni¢nych tuneloch.

Oxid titani¢ity si naSiel svoje miesto aj v automobilovom priemysle. Do automobilov
sa aplikuje samocistiace sklo s protizahmlievajuicim uc¢inkom, ktory nadobudaju vd’aka
superhydrofilite, zabrafujiicej vytvaraniu kvapiek vody na povrchu. Dalsim vyuZitim tejto
technologie je pri Cisteni vdd, vzduchu a kontaminovanych pdd. Moznosti jeho vyuzitia
ani zd’aleka nie su vycerpané a stale sa pracuje na vytvarani novych produktov pre zlepSenie
kazdodenného Zivota [5,18].
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Obr. 3: Hlavné oblasti aplikacie fotokatalyzy oxidom titani¢itym [5].

2.6 Elektrofotokatalyza

Fotokatalytické techniky urcené k priemyselnej aplikacii vyuzivaji imobilizaciu oxidu
titani¢itétho na rbézne nosiCe, ale tym nastava vyrazne zmenSenie merného povrch
fotokatalyzatoru a vykazuje niz$iu aktivitu. Vysoky stupein rekombindcie fotogenerovanych
elektronov a dier je tiez pricinou nizkej i€innosti fotoaktivity.

Elektrofotokatalyticky systém dovol'uje aplikaciu elektrického potencialu, ktory podporuje
separaciu generovanych elektronov a dier. Touto cestou dochadza k odstraneniu elektronov
z TiO; valenénej vrstvy na protielektrodu, ¢im sa znaéne potlaca rekombinacia nosi¢ov naboja
a narasta fotokatalyticka aktivita. Mozné je to len vtedy, ked’ vrstvy TiO; st nanesené
na elektricky vodivom substrate. Ak sa pouzije elektrolyt, ktory ma nizku vodivost
a je nevyhnutné pracovat’ s nizkou iénovou silou, je potrebny iny pristup k minimalizacii iR
poklesu ako pouzitim podporného elektrolytu. Pouzitim dvoch paralelnych elektrod vel'mi
malo vzdialenych od seba méze byt’ vzniknuty iR pokles redukovany. V takomto systéme je
pracovnd elektrdda zostavena z elektrického vodic¢a pokrytého oxidom titani¢itym a material
protielektrody musi vykazovat pozadovanu elektrickii vodivost’ a odolnost’ voci korozii.
Takyto elektrodovy systém mdze ndjst’ vyuzitie pre elektrofotokatalyticku dezinfekciu vody
[32,33].

14



2.7 Voda

Zéakladnym zdrojom pre Zivot na zemi je voda. Pozndme r6zne druhy vod, ktoré sa delia
podl'a povodu na prirodné a odpadové a podla pouzitia na pitnll, uzitkovu, priemyslovu
a odpadkovu. Surova voda zpovrchového alebo podzemného zdroja obsahuje rozlicné
znecistenia, preto je nutnd jej uprava na pitni vodu. Pre I'udi je vhodna len hygienicky
nezavadné pitnd voda bez akychkol'vek neziaducich latok, ktoré mozu spdsobovat zadvazné
ochorenia. Najcastej$imi Skodlivinami pitnej vody su:

e produkty rozkladu bielkovin, tukov, sacharidov
e organické latky (aniontové tenzidy, ropné latky)
e biocidne latky

e karcinogénne a mutagénne zluceniny chléru

e dusi¢nany, kyanidy, soli zeleza a manganu

o tazké kovy (As, Cd, Pb, Hg, Cu, Al)

e patogénne organizmy a parazity

2.7.1 Dezinfekcia vody

Pozadovanu cistotu vody mézeme dosiahnut’ pomocou dezinfekcie, ktorej hlavnou ulohou
je zneSkodnit’ vSetky latky ohrozujice zdravie ¢loveka. Chemické a fyzikalne postupy st
najbeznej$imi metodami pri dezinfekcii vody. Z chemickych prostriedkov sa pouZzivaju
zltceniny chloru, peroxid vodika a 0zén a z fyzikalneho hl'adiska ucinne pdsobi UV Ziarenie
alebo oligodynamické striebro. Primarnym cielom dezinfekcie je inaktivacia patogénnych
a koliformnych baktérii ¢i enterokokov, pretoze v pitnej vode sa nepovoluje vyskyt tychto
mikroorganizmov. RozliSujeme narazova dezinfekciu urCenu v pripade, Ze kvalita vody je
dlhodobo vyhovujiica z mikrobialneho hladiska, priCom aj kontinualna sa vykonava
u vsetkych zdrojov pitnej vody [21,22].

2.7.1.1 Ozonizdacia

Na upravu vody je povazovany za najsilnej$i dezinfek¢ni a oxidacny prostriedok ozon.
Pri dezinfekcii vod sa povazuje za ekologicky prijatel'ny, pretoZe svojim rozkladom uvolnuje
kyslik a nezanechava ziadne vedlajSie neziaduce produkty. Vykazuje baktericidny ucinok
takmer voci vSetkym baktériam a mikroorganizmom, ale v porovnani s chlorom ma nizsiu
efektivnu dobu trvania. Prebyto¢ny ozén vyprchd behom 10 az 20 minut, cizZe
z takto upravenej voda je rychlo odstranené dezinfekéné ¢inidlo [21,22].

2.7.1.2 Chlordacia

Chlorécia je najrozSirenejSim sposobom dezinfekcie a pouziva sa takmer vo vSetkych
priemyselnych odvetviach vd’aka jej cenovej dostupnosti a vysokej Géinnosti. Pri chloracii sa
plynny chlér, chlérnan sodny alebo vapenaty davkuje priamo do vody za vzniku kyseliny
chlornej, ktora spdsobuje dedtrukciu bakteridlnych buniek. Uginnost nastiva az po 20
minutach pdsobenia a je mimoriadne zavisla od hodnoty pH vody. Pri chloracii vody
S obsahom organickych latok moézu nastat zmeny senzorickych vlastnosti a hrozi
nebezpecenstvo vzniku vedlajSich produktov trihalogénmetanov (THM), ktoré su
karcinogénne a mutagénne. [21,22].
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2.7.1.3 Dezinfekcia UV Ziarenim

V stucasnej dobe patri metéda dezinfekcii UV Zziarenim medzi najucinnejSie sposoby
dezinfekcie vody. Vel'kou vyhodou tohto postupu je, ze voda neobsahuje pridavok Zziadnych
dezinfekénych prostriedkov, ¢im sa nevytvaraji vedlajSie produkty. Ultrafialové Ziarenie je
Zast’ spektra o vlnovej dizke 100 nm az 400 nm a pri Gprave vody sa vyuZiva baktericidne
ziarenie v rozmedzi cca 240 nm—290 nm. Pri dostato¢ne dlhom ozarovani UV svetlom
dochadza k inaktivacii a cielenému usmrteniu mikroorganizmov [21,22].

2.7.2 Fotokatalyticka dezinfekcia vody

Velkym problémom zaostalych krajin je vysoké znecistenie a nedostato¢na tiprava vody.
World Health Organization odhaduje, Ze viac ako miliarda I'udi trpi nedostatkom dodavok
pitnej vody a st vystaveni riziku pouzivania vodnych zdrojov s chemickym zne€istenim
a mikrobidlnou kontaminaciou. Kazdy rok umieraju l'udia na typické infekéné choroby ako
cholera, hepatitida, tyfus, ktoré su ¢asto spdsobené prave nedostatoénym zasobovanim pitnej
vody a upravou vody.

Tradi¢né metddy dezinfekcie vody akymi su chloracia, dezinfekcia ozonom a UV ziarenim
su efektivne voci patogénnym organizmom, ale drahym sposobom dezinfekcie pre rozvojové
krajiny. Chemicka dezinfekcia moéze spOsobit’ neziaduce chutové a pachové prejavy.
Vyskumy sa zaoberaju vyvijanim alternativnych metéd dezinfekcie vody, a najviac sI'ubnou
sa javi prave fotokatalyza za pomoci oxidu titani¢itého. Tato metoda je ekologicky Setrna
a dezinfekcia prebieha bez pridania chemickych prostriedkov [4,10,23].

Efektivita fotokatalytickej dezinfekcie je pripisovana oxidaénému poskodeniu latok,

vyvolanému najmi pomocou ROS ako st OH®, O . HO3. Tieto reaktivne formy kyslika st
vysledkom redoxnych reakcii medzi absorbovanym druhom (voda, Kyslik) a generovanym
parom elektron-diera po oziareni TiO;. VoI'né radikaly prostrednictvom vysokej oxidacnej
aktivity dokazu organicki hmotu, ateda aj mikroorganizmy, ktoré pozostavaju z tychto
zltéenin, z vody mineralizovat’ na jednoduché anorganické zlozky. Taktiez mozu degradovat
Siroky rozsah chemickych kontaminantov vo vode. Pri u¢innosti fotokatalytickej dezinfekcie
sa zohladiiujii rézne parametre. Zavisi na intenzite dopadajuceho svetla a dizke oZiarenia
avplyv ma aj pH hodnota. Pri fotokatalytickej dezinfekcii komunalnych odpadovych vod
bolo pozorované, ze pri pH 5 sa zvySuje relativna rychlost’ inaktivacie mikroorganizmov
a najpomalSie sa tvorilo opatovné bakterialne znecistenie [4,23,24].

V pripade Cistenia vod praskovym oxidom titaniCitym nastava problém pri jeho odstraneni
z upravovanej vody, pretoze filtracia je vel'mi zlozZita. PouZivaju sa preto imobilizované formy
napriklad sklenené guli¢ky s vrstvou TiO; [2].
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2.7.3 Elektrofotokatalyticka dezinfekcia vody

Oxidacné techniky zalozené na principe TiO,, ktoré boli uz vyssie rozoberané, na praktické
vyuzitie bolo treba zlepsit’, pretoze dezinfekcia vody hoci bola Gi¢inna ale ¢asovo naro¢na.
Tento nedostatocne rychly mikrobialny efekt je zapri¢ineny kratkou Zivotnostou aktivnych
foriem kyslika, pretoze vo vodnom roztoku nastava vVysoka rekombinacia paru elektron-diera.

Zavedenie elektrofotokatlytického systému potla¢a rekombinéciu, ¢im sa predlzuje dizka
zivota fotogenerovanej diery, ktord ma vysSiu oxidac¢nu silu ako reaktivne formy kyslika.
Ked’ze nedochédza k rychlej rekombinacii méze diera priamo reagovat’ s cielovymi latkami
spolu s ROS, ¢im sa zvysuje G¢innost’ pri dezinfekcii vody [19,25,26].

Pri dezinfekcii vody pouzitim elektrofotokatalytického systému sa zistilo, Ze huminové
latky, ¢o st organické zliceniny vo vodach znecistenych humusom, maji silny inhibi¢ny
efekt voci baktériam E. coli. Tiez aniény H,PO, , HPOi', HCO3~, ktoré sa bezne vyskytuju
Vo vode, spomal’uji degradaciu organickych zlucenin a inaktivaciu baktérii. Naopak pozitivny
vplyv maju aniény CI” a SO4% zlepSenim oxidaciu organickych latok na fotoanédach. Ich
pridavkom sa znizuje tvorba Skodlivych vedlajSich produktov trihalogémetanov,
bez spomalenia degradacie huminovych zlafenin aj mikroorganizmov, pravdepodobne
v dosledku tvorby sirnych radikalov. I6ny SO4% sa mézu vyuZivat ako bezpena metoda
ku kontrole $kodlivych produktov chléru tvorenych elektrofotokatalytickym systémom.

Redlna aplikéacia fotokatalytickej dezinfekcie je limitovand réznymi faktormi napriklad
dlhotrvajuce oziarenie na bezpe¢nu inaktivaciu buniek mikroorganizmov, preto je vhodna
k dezinfekcii malych objemov s nizkou mikrobialnou kontaminaciou [27].
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Obr. 4: Mechanizmy rozkladu bakterialnej bunky E. coli pomocou fofotokatalyzy (a,b)
a elektrofotokatalyzy (c,d) [25].
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2.8 Baktérie

Baktérie su zaradené medzi jednobunkové prokaryotické organizmy bez diferencovaného
jadra. Z fyziologického hl'adiska s najrozmanitejSou skupinou mikroorganizmov. Zahriiuju
zastupcov lisiacich sa vztahom ku kysliku, k r6znym zdrojom energie aj rozli¢énymi narokmi
na vyzivu.

Z morfologického hl'adiska tvar bakteridlnej bunky je vacsinou jednoduchy. Vyskytuju sa
Vv troch zdkladnych tvaroch: najcastejSie maju rovny alebo zakriveny tyCinkovity tvar, menej
Casto gulovity a vladknity tvar moZzeme pozorovat u pomerne rozsiahlej skupiny pdodnych
baktérii. Rozmnozuju sa nepohlavne delenim alebo pucanim a typické bakterialna bunka ma
rozmery o priemere 1 um a diZke 2 pm. Vnuatorny priestor buniek je vyplneny cytoplazmou,
ktora obsahuje dolezité Strukturne utvary: nukleoid (jadro), ribozémy, zrnieCka nerozpustnych
rezervnych latok a vlakna bakterialneho cytoskeletu. [28,29,30,31].

2.8.1 Povrch bunkovej steny

Na povrchu bunkovej steny sa vyskytuji rozne Gtvary u rozli€nych typov baktérii. Aktivny
pohyb bunky umoznuju dlhé, tenké vlakna na povrchu niektorych baktérii, ktoré sa nazyvaji
bic¢iky. N povrchu gramnegativnych baktérii mézeme pozorovat’ krehké duté vlakna - fimbrie
(Pili). Pretoze st adhezivne vedt k spojovaniu buniek. Niekedy baktérie syntetizuju
nad bunkovou stenou polysacharidovu vrstvu v zavislosti od zlozenia vonkajSieho prostredia.
Ak je tato vrstva ostro ohrani¢ena, oznacuje sa ako puzdro - kapsula a ma antigénne
vlastnosti. Niektoré ju produkuji vo forme volného slizu alebo riedkych sietovych
polysacharidovych vlakien tzv. glykokalyx, ktorymi sa prichytdvaju na inertné povrchy
[29,31].

2.8.2 Bunkova stena

Nachadza sa nad cytoplazmatickou membranou je zodpovedna za tvar bunky, a ako skelet
bunky chrani vnutorny obsah pred u¢inkami vonkajSiecho prostredia. Tiez kompenzuje
osmoticky pretlak vytvoreny vo vnutri bunky a pre i6ny a nizkomolekuldrne zlu¢eniny je
rozpustnd. U baktérii ma bunkova stena rozlicné zlozenia ale u vSetkych je pritomny
peptidoglykan, vd’aka ktorému nadobuida bunkova stena pevnost a neohybnost’. Obsahuje
polysacharidové vlakna, ktoré su paralelne poloZzené a vzajomne prepojené prostrednictvom
tetra- alebo pentapetidov pomocou peptidovej vazby cez kyselinu muramovu [28,29,31].

2.8.2.1 Grampozitivne baktérie

Hlavnou zlozkou pevnej bunkovej steny U grampozitivnych baktériach je
peptidoglykanova vrstva vyplnena teichoovou kyselinou a neobsahuje lipidy.
Na peptidoglykan su viazané polysacharidy a ich zloZenie je zodpovedné za imunochemické
reakcie (tj. Specifické antigénne vlastnosti baktérii). U grampozitivnych baktérii usmrtené
bunky po odfarbeni Gramovym farbiacim roztokom a morenim jodovym roztokom
saneodfarbia preto, Ze neobsahuju lipidy a Siroka vrstva peptidoglykanu sa naopak
posobenim organického rozpustadla stane eSte menej priepustnou pre molekuly farbiva
[29,31].
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2.8.2.2 Gramnegativne baktérie

Bunkova stena je zlozena z tenkej vrstvy peptidoglykanu a vonkaj$ej membrany, ktora
obsahuje fosfolipidy, lipoproteiny, lipopolysacharidy. Vd’aka lipidom v bunkovej stene maju
zvySenu odolnost’ k anidonovo povrchovo aktivnym latkam (napr. mydld, zlénikové kyseliny),
¢o umoznuje ich vyskyt v ¢revnom trakte cicavcov. U G baktérii sa Gramov farbiaci roztok
pdsobenim rozpustadla (tj. aceton alebo etanol) odfarbi, kvoli rozpusteniu lipidov a nastava
porusenie integrity steny [28,29,31].
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Obr. 5: Bunkova stena gramnegativnych baktérii [31].

2.8.3 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrdna je jemnd a tenkd vrstva, ktora oddeluje cytoplazmu
od vonkajsieho prostredia a vytvara vnutri bunky jediny nedelitelny priestor. U niektorych
baktérii pozorujeme rozne velké invaginace (vybezky), oznacované ako mezozomy, ktoré
hrajii rolu aj pri deleni bakteridlnej bunky — vznik prepazky. Zakladnt Struktiru tvori
fosfolipidova dvojvrstva a bielkoviny. Na cytoplazmaticki membranu st viazané deje, ktoré
nemozu prebichat’ v roztoku, napriklad ako transformacia energie, syntéza a hydrolyza
lipidov, atiez sa na nej odohravaji koneéné fazy syntézy bunkovej steny a puzdrovych
obalov. Pritomnost’ bielkovinovych prenasacov, zabezpecuje transport latok aj z aj do bunky
[28,29,31].

2.9 Escherichia coli

Patri do ¢el'ade Enterobacteriaceae a je najvyznamnej$im druhom z rodu Escherichia. Ide
o gramnegativne ¢revné nesporovité tyCinky peritrichalne obrnené alebo bez bicikov. Obsah
mikrokapsuli je tvoreny komplexom bielkoviny, lipidu a polysacharidu, ktory ma antigénne
vlastnosti — kapsularny K-antigén. Radi sa medzi prototrofne, fakultativne anaerobne kmene
ama schopnost fermentovat laktézu. Priemernda bunka E.coli ma rozmery
(1,1az1,5) x (2,0 az 6,0) um [28,29,31].
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2.9.1 Vyskyt a vyznam

Nachadza sa v spodnej Casti ¢revného traktu ¢loveka a teplokrvnych zivocichov, a teda sa
vyskytuju aj vo vykaloch. Pritomnost’ v potravinarskych surovinidch alebo vodach je
ukazovatel' fekdlnej kontamindcie. Patri k normalnej ¢revnej mikroflére a pre hostitela je
uzito¢na pri syntetizovani niektorych dolezitych vitaminov a zabrafuje rastu Skodlivych
baktérii, pretoze im berie kyslik a ziviny. Tymto sa podiel'a na udrzani celkovej rovnovahy
mikroorganizmov pritomnych v ¢revach. Niektoré kmene st patogénne a mdézu vyvolat
mocové infekcie a ¢revné ochorenia.

Baktéria E. coli je jednym z najlepSie preskimanych mikroorganizmov asluzi ako
modelovy organizmus pre fyziologické, biochemické a genetick¢ vyskumy. Vdaka jej
rychlemu mnozeniu, lahkému rastu na réznych agaroch adobre sa prejavovanymi
fenotypovymi zmenami pri zasahoch vjej DNA sa vyuziva v génovom inZinierstve
a biotechnoldgiach. Boli pripravené kmene, ktoré st schopné syntetizovat’ inzulin, rastovy
hormon, aminokyseliny alebo interleukin [28,29,31].

2.10 Oc¢kovanie a kultivacia mikroorganizmov

Proces prenesenia mikroorganizmu z prirodzeného prostredia (pripadne z inej Zivnej pody)
do predpripraven¢ho sterilného zivného média sa nazyva ockovanie. Vykonava sa r6znymi
metédami z ktorych je potrebné si vybrat najvhodnejSiu pre dany mikroorganizmus.
Pri o¢kovani je nutné pracovat’ asepticky aby nedoslo ku kontaminacii sterilnych predmetov
alebo kultar. Pred zacatim ockovania je potrebné oznacit’ Petriho misky datumom ockovania,
nazvom kultary, pripadnym riedenim a podpisom. Vybrané o¢kovania:

e (Ockovanie do tekutého média

Sterilnou kl'u¢kou sa odbere pozadovana kultira aje ponorena so skimavky alebo
Erlenmeyerovej banky s bujonom a mierne sa s nou zatrepe aby doslo k uvol'neniu kultary.

e (Ockovanie z tekutého média

Na zaockovanie kultary z tekutého do pevného agarového média pomocou pipety sa
vyuzivaji dve metddy, rozter a preliv. Pri o¢kovani rozterom sa nariedena vzorka napipetuje
priamo na povrch pripravenej agarovej platni a kruzivym pohybom sa rozotrie po celom
povrchu agaru pomocou sterilnej hokejky. Oc¢kovanie prelivom sa vykonava tak,
ze nariedena vzorka sa pipetuje na dno prazdnej Petriho misky a zaleje sa vytemperovanym
sterilnym agarom. Po naliati sa agar dokladne premieSava kriZivymi pohybmi a necha
zatuhnut. Tieto dve metdody sa vyuzivaji pri nepriamom stanoveni poctu buniek
mikroorganizmov.

Po naockovani na zivné médium sa Petriho misky alebo banky vkladaji do termostatu na
kultivaciu, ¢o je proces pestovania mikroorganizmov za laboratornych podmienok.
RozmnoZovanie mikroorganizmov ovplyviiuji rézne faktory. Jednym z hlavnych faktorov je
teplota vonkajSieho prostredia a mikroorganizmy treba kultivovat’ pri optimalne;j teplote, ktora
sa 1isi podla pouzitej kultary [32].
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2.11 Desiatkové riedenie mikrobialnej kultary

Riedeniec mikrobialnej kultary sa vyuziva na znizenie po¢tu mikroorganizmov v roztoku.
Fyziologicky roztok alebo destilovana voda sluzia ako riedidlo. Pri riedeni sa pouziva
koeficient 10. Najskor sa pripravi rada sterilnych skumaviek s 0,9 ml (9 ml) fyziologického
roztoku a zo vzorky sa odoberie 0,1 ml (1 ml), ktory sa prenesie do prvej skimavky. Tym sa
ziska riedenie 1:10 (10™). Prvéa skimavka sa premiesa a novou sterilnou pipetou sa odoberie
0,1ml (1ml) do skimavky &islo dva, &m sa ziskava riedenie 1:100 (10?). Takymto
postupom sa vzorka riedi az do pozadovaného zriedenia. Kazdé riedenie sa robi s hovou
Cistou pipetou, a je nutné pracovat’ asepticky a presne [32].

2.12 Nepriame stanovenie po¢tu buniek mikroorganizmov

Principom kultivacnej metddy stanovenia poctu buniek mikroorganizmov je pocitanie
kolénii vyrastenych na agarovych platniach. Tato metdda vychadza z overeného predpokladu,
ze z jednej zivotaschopnej bunky narastie jedna koldnia.

Pred ockovanim je nutné pouzivani suspenziu s mikroorganizmami vhodne nariedit, aby
vyrastené jednotlivé kolonie na agare sa neprekryvali svojimi okrajmi. K pocitaniu
mikroorganizmov sa volia platne s 20 az 200 narastenymi koloniami, pretoze pouzitic misiek
smenej ako 20 koloniami je nepresné a viacej ako 200 sa tazko pocita. Pre spravne
vyhodnotenie poctu mikroorganizmov je potrebné ockovat riedenie minimalne na dve
agarové platne a z priemernej hodnoty sa spocita pocet mikroorganizmov. Narastené kolonie
si pri po¢itani zna¢ime fixkou na spodnej strane Petrino misky.

Vypocet buniek mikroorganizmov v 1 ml kultiry:
x=MO-z-X,

kde MO je priemerny pocet kolonii z dvoch Petriho misiek, z je pouzité zriedenie a X je
prepocet na 1 ml podl'a pipetovaného objemu.

Pocet buniek sa udava ako CFU = colony forming unit v 1 ml, pretoze nie vzdy 1 Kolonia
reprezentuje 1 bunku [32].
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3. Experimentalna cast’

3.1 Pouzité chemikalie a materialy

Fyziologicky roztok

Etanol

Sterilizovana voda

Nutrient agar No 2, Hi Media, India
Nutrient Broth w/1% peptone

3.2 Pouzité pristroje a pomocky

Vahy, Kern, EMB, spol s.t.0., Kyjov

Biologicky inkubator, P 100-U, Biotech, Praha

Mikropipeta, BIOHIT Proline

Laboratorne sklo

UV-A Kompaktnd ziarivka Sylvania, LYNX-S BL350 11 W
Fotokatalytikcy reaktor, VUT, Brno

Trepacka, VORTEX IKA MS 3 Basic, Ceska republika

3.3 Pouzity druh baktérie
3.3.1 Escherichia coli CCM 3988

Na overenie elektrofotokatalytickej dezinfekcii vody bola pouzita
Escherichia coli CCM 3988, ziskana z cCeskej zbierky mikroorganizmov, Masarykovej
univerzity, Brno.

Zéakladna charakteristika vybranej baktérie je v kapitole 2.9.
3.4 Metodika prace
3.4.1 Ockovanie a Kkultivacia baktérie

Pouzita baktéria bola naoCkovana vloZenim Zelatinového disku pomocou bakteridlnej kl'ucky
do sterilného tekutého média, a to do bujonu Nutrient Broth w/1% peptone o objeme 50 ml.
Takto pripravend suspenzia bola kultivovana 24 hodin v termostate pri teplote 37 °C.

3.4.2 Priprava Zivného média

Ako kultivaéné médium pre pomnoZenie testovaného mikroorganizmu bolo pouZité Zivné
médium firmy Hi Media: Nutrient agar No. 2. ZloZenie zivného média: hovédzi extrakt 10 g/,
chlorid sodny 5g/l, zivocisny pepton 10 g/l aagar 15g/l. 40 g tohto zivného média
sarozpustilo v 1000 ml destilovanej vody. Potom bolo sterilizované v autoklave
pri teplote 121 °C po dobu 15 minnt.

3.4.3 Priprava pracovného roztoku

Po kultivacii v termostate bol zo suspenzie odobrany 1 ml, pouzity na desiatkové riedenie
mikrobialnej kultary. Pri priprave pracovného roztoku bolo do kadic¢ky pipetovanych 39 ml
fyziologického roztoku a 1 ml z pripraveného zriedenia 10”°. Aby sa dosiahlo pozadovaného
objemu pre experiment 35 ml bolo z roztoku odobranych 5 ml.
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3.4.4 Aparatira

Na experiment bola pouzita aparatira (Obr. 6) zlozena z fotokatalytického reaktoru,
kyvety, lampa s UV-A kompaktnou ziarivkou, magnetického miesadla, z pracovnej elektrody
a protielektrody, pristroju na prebublavanie roztoku a zdroj externého elektrického potencialu.

Hlavnou zlozkou reaktoru bol systém zlozeni zdvoch elektréd. Pracovna elektroda
pozostavala z elektrického vodica pokrytého vrstvou katalyzatoru, ¢ize oxidu titani¢itého
a material protielektrody bolo zlato (Obr. 7). Fotokatalyticky reaktor bol navrhnuty
a zostrojeny na Ustave spotrebnej a fyzikalnej chémie FCH VUT v Brne.

Pracovny roztok o objeme 35 ml bol preliaty do kyvety s magnetickym miesadlom.
Nasledne boli do kyvety zavedené dve elektrody a prebublavanie. Pri niektorych
experimentoch bol reaktor ozarovany UV-A lampou, ktora bola zapnuta 5 mintt
pred spustenim reakcie. Vzdialenost’ lampy od reaktoru bola nastavovana podl'a pozadovanej
intenzity oziarenia 4 mW-m, ktora bola merana pomocou UV metra. Pri odoberani vzoriek
bola lampa prekryta. Pri dvoch experimentoch bol pouzity zdroj externého elektrického
potencialu nastaveny na 1 V. Pozadovana hodnota bola merana digitdlnym voltmetrom.

Pred aj po kazdom merani bola kyveta, elektrody, magnetické miesadlo a prebublavanie
oplachované etanolom anésledne sterilizovanou vodou, aby sa zabranilo pripadnej
kontamindcii.

Obr. 6: Aparatara pre experiment
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Obr. 7: Pouzité elektrédy na I'avo protielektroda-Au na pravo pracovna elektroda-TiO,

3.4.5 Stanovenie buniek nepriamou metédou

V danych c¢asovych intervaloch experimentu (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 minuat) bolo
z kyvety sterilne odobranych dvakrat 500 pl kontaminovanej vody, ktory bol pomocou
mikropipety preneseny na dno prazdnej sterilnej Petriho misky. Odber bol v ¢ase 0 minut
prevedeny trikrat paralelne vedl'a seba a v ostatnych ¢asovych intervaloch bol prevedeny vzdy
dvakrat paralelne vedla seba. Zo skumavky s riedenim 107, bol tiez odobrany 1ml a
preneseny pomocou mikropipety na dno prazdnej Petriho misky, trikrat paralelne vedl'a seba.
Nasledne boli vzorky dvakrat preliate sterilnym vytemperovanym agarom a krazivym
pohybom boli premieSané.

Kultivacia prebiehala v biologickom termostate pri teplote 37 °C po dobu 72 hodin.
Naslednym pocitanim vyrastenych kolonii na agarovych platniach bol z priemernej hodnoty
zisteny pocet buniek v 1 ml roztoku.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Overenie elektrofotokatalytickej dezinfekcie

Na vsSetky experimenty bol pouzity bakterialny kmen Escherichia coli CCM 3988.
Pri meraniach bolo pouzité desiatkové zriedenie bakteridlnej kultiry na ziskanie vhodnej
koncentracie 10°CFU/ml. Stanovenie podtu Zivotaschopnych buniek bolo prevadzané
nepriamou metddou a vzorky boli odobrané v ¢asovom intervale kazdych 20 minat po dobu
dvoch hodin. Pocet narastenych kolénii sa sledoval v jednotlivych ¢asoch za réznych
podmienok merania. Kazdy experiment prebichal za zvySeného prisunu kyslika a ostatné
podmienky boli obmieniané bud’ bolo pridavané iba UV ziarenie alebo iba napétie, alebo
kombinacia UV ziarenia s napitim. Nasledne bol zisteny pocet Zivych buniek z priemernej
hodnoty paralelnych stanoveni. Do grafov boli vynesené namerané hodnoty, ktoré znazoriujt
pocet prezitych bakterialnych buniek v zavislosti na dobe trvania experimentu.

4.1.1 Slepy pokus

Najprv bola zistovana inaktivacia baktérie E. coli CCM 3988 na slepom pokuse iba
za intenzivneho prisunu kysliku do kyvety bez ultrafialového ziarenia (UV). Namerané
vysledky (Obr. 8) ukazuju, Ze za staleho prebublavania reak¢nej zmesi dochadza k napadaniu
arozkladu bakteridlnych buniek. S dlhSou reakénou dobou sa pomaly znizoval pocet
prezitych buniek ale 2 hodiny neboli postacujice k uplnému odstrdneniu mikroorganizmov.
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Obr. 8: Pocet zivych buniek E. coli CCM 3988 slepy pokus bez UV, za pritomnosti kyslika.
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4.1.2 UV Zziarenie

Intenzita Ziarenia bola zvolend na 4 mW-m? za pritomnosti kysliku. Za tychto podmienok
boli uskutoénené dva experimenty s roznou ¢asovou diZkou merania. Meranie na overenie
vysledkov prebiehalo 1 hodinu a vzorky boli odoberané v ¢asovych intervaloch (0, 15, 30,
60 minut). Pocas merania, ktorého trvanie bolo 2 hodiny (Obr. 9) nastala kompletna
inaktivacii vSetkych Zzivotaschopnych buniek uz po 60 minatach od zacatia reakcie. Pri
druhom merani (Obr. 10) doslo k vyrazne rychlemu zniZeniu po¢tu buniek z 215 CFU/mI
na 8 CFU/ml v priebehu hodiny. K Gplnému usmrteniu buniek E. coli CCM 3988 pri oziareni
UV svetlom je potrebna doba dlhsia ako hodinu ale poc¢as prvych 60 minat dochadza takmer
k 100% uhynu zivych buniek. Tymto sa potvrdzuje antibakteridlny ucinok fotokatalyzy
oxidom titani¢itym.

b e

0,00 0,33 0,66 0,99 1,32 1,65 1,98 2,31
doba expozicie [hod]

Obr. 9: Pocet zivych buniek E. coli CCM 3988 pri oziareni UV svetlom 2 hodiny.
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Obr. 10: Pocet zivych buniek E. coli CCM 3988 pri oziareni UV svetlom 1 hodinu.

4.1.3 Napitie

Pre tato reakciu bolo aplikované napétie zvolené na 1 V. Aj v tomto pripade za pritomnosti
pradu nastava pokles bakterialnych buniek z 205 CFU/ml na 71 CFU/ml. Pridanie pradu
vyrazne neovplyvnilo reakciu, pretoze nedoSlo anik urychleniu ani k spomaleniu,
pri destrukcii zivotaschopnych buniek oproti experimentu, ktory bol prevadzany iba za
pritomnosti kysliku bez UV Ziarenia.

4.1.4 UV ziarenia a napitie

Hodnoty UV Ziarenia a napétia boli nastavené rovnako ako v predchadzajicich pripadoch
aza staleho pristupu kysliku. Pri reakcii, ktora trvala dve hodiny (Obr. 11) doslo tiez
K aplnému odstraneniu mikroorganizmov z roztoku, a tymto sa preukazal pozitivny u¢inok na
likvidaciu baktérii pomocou elektrofotokatalyzy. Po 80 minutach nastal 100% uhyn baktérii
ale v porovnani s experimentom, kde bolo pouzité UV svetlo bez napitia je tento Cas
pre usmrteniu vSetkych buniek gramnegativnej baktérii E. coli dlhsi.
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Obr. 11: Pocet zivych buniek E. coli CCM 3988 na case pri UV Ziareni a napdti.

4.1.5 Kinetika prevadzanych reakcii

Fotokatalytické a elektrofotokatalytické reakcie prebiehaji mechanizmom reakcii 1.radu.
Formalne rychlostné konstanty boli vypocitane zlinearizovanej rovnice 1. poriadku :

—In< =k-t (12)
€o

Rychlostna kons$tanta je smernicou priamky aspolu sich chybou su zobrazene na
obrazku 12 (Obr. 12). Najvyssiu rychlostni konstantu vykazuje reakcia za pritomnosti

v
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Obr. 12: Formalne rychlostné konstanty 1. radu pre vsetky typy reakcii.
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5. ZAVER

Cielom bakalarskej prace bolo overit' elektrofotokatalyticki dezinfekciu vo vodnom

prostredi. Antibakterialne a dezinfek¢né ucinky oxidu titani¢it¢ho pri oziareni UV svetlom

boli testované na vybranej gramnegativnej baktérii Escherichia coli.

Vysledky potvrdzuju, ze generované ROS radikdly prostrednictvom fotokatalyzy alebo
elektrofotokatalyzy hraju velkt rolu pri baktericidnom procese, pretoze za pouzitia tychto

metod bolo usmrtenie mikroorganizmov najrychlejsie.

Pri reakcii, ktord prebiehala za intenzivneho prisunu kysliku bez UV Ziarenia nastal
pokles zivych buniek ale v priebehu dvoch hodin nedoslo k znic¢eniu vsetkych zivych
buniek. Tento spésob dezinfekcie sa javi ako ¢asovo naro¢ny.

U dalSieho experimentu bolo sledované pouzité napitie 1V na TiO; elektrodu.
Uginok pridu bez pritomnosti UV Ziarenia za prepublavania nepreukézal Ziadne
vyznamné zmeny v koncentracii E. coli. Tym sa zistilo, ze anédovy potencial sam
0 sebe nema ziadny vplyv na inaktivaciu baktérii.

Ked bola baktéria vystavena UV ziareniu a prisunu kyslika degradéacia vsetkych
buniek prebehla po¢as 60 minat. Radikaly vytvorené v priebehu reakcie vykazovali
silny antibakterialny efekt. Z vysledkov vyplyva, ze najvacsi a najefektivnejsi uc¢inok
nastdva za oziarenia vrstvy oxidu titani¢it¢tho UV svetlom, pretoze tento proces je
schopny zni¢it' 100% zivotaschopnych buniek E. coli z pociato¢nej koncentracie za
najrychlejsi cas.

Elektrofotokatalyticky systém, ktory vyuziva aplikaciu externého elektrického
potencialu sa nepotvrdil ako najuéinnejsi pre baktériu E. coli. Hoci systém vykazoval
baktericidny efekt, ktory bol preukazany schopnost'ou deaktivovat’ a rychlo rozkladat
bunky baktérii v reak¢énej zmesi ale nie az v takej dostato¢nej miere, pretoze K Gplnému
zniCeniu Zivotaschopnych buniek doSlo az po 80 minutach ¢o pri fotokatalyze uz pri
60 minutach.

Tymto suborom experimentov sa nepodarilo dokazat’ jednozna¢ny vplyv vloZeného napdtia

na elektrody a teda pdsobenie elektrofotokatalytického procesu na dany mikroorganizmus.

Jednym z dovodov je vysoka citlivost’ pouzitého druhu E. coli na generované kyslikové

radikaly.
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7. ZOZNAM SKRATIEK

G~ — gramnegativna baktéria
RNA — ribonukleové kyselina
DNA — deoxyribonukleova kyselina
ROS — reaktivne formy kyslika
TiO, — oxid titanicity

UV svetlo — ultrafialové svetlo
E.coli — Escherichia coli

MDA — malondialdehydu

vCc — valen¢ny pas

cb — vodivostny pas

h* — elektrénova diera

e — elektrony

THM— trihalogénmetany
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