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ABSTRAKT

Tato diplomova prace pojednava o vztahu biofilmu s polymernimi povrchy. Zkoumala
se tvorba biofilmu plisni a bakterii na 17 rGznych polymernich natérech, které slouzi
jako ochrana proti korozi. Kromé¢ polymernich natérti byla testovana tvorba biofilmu
také na polyanilinové soli, bazi a bazi upravené fosfowolframovou kyselinou.
V experimentu byly vyuzity gramnegativni bakteric Pseudomonas aeruginosa a grampozi-
tivni Bacillus cereus a plisn¢ Aspergillus niger, Trichoderma viride, Paecilomyces variotii
a Gliocladium virens. V piipadé¢ biofilmu plisni, se zjiStovala schopnost biofilmu preristat
vzorek a schopnost tvofit biofilm piimo na povrchu vzorku. Za pomoci dvou riznych aga-
i, kompletniho a nekompletniho, bylo mozné vyhodnotit, zda testované vzorky poskytuji
Ziviny pro rust biofilmu. Vyhodnoceni bakterialniho biofilmu spocivalo v jeho kvantifikaci
pomoci luminometru a v ptipadé plisni ve vypoctu procentualni miry pferdstani a tvorby
biofilmu na povrchu vzorku. Na vSech povrSich byla méfena povrchova energie pomoci
metody sedici kapky. Vysledky z tvorby biofilmu bakterii nevykazovaly vyrazné rozdily
kromé vzorku SiO, obsahujici PANI. U biofilmu plisni mél vliv na pieristani a tvorbu
biofilmu zvoleny typ agaru. Protoze plisné na nekompletnim agaru musely vyhledavat zi-
viny, vytvafely na povrchu vzorkd porost fidkého mycélia. V pifipad€é polyanilinovych

filmt, nékteré plisné potfebovaly pro piertistani a tvorbu biofilmu ziviny z agaru.

Klicova slova: Biofilm, plisné, bakterie, polymerni natéry, polyanilin



ABSTRACT

This thesis focused on the formation of bacterial and fungal biofilm on polymer surfaces,
mainly on polymeric coating. The biofilm formation on surfaces of 17 various polymeric
coatings, and polyaniline salt, base and base modified by phosphotungstic acid was stu-
died. Gram negative bacteria Pseudomonas aeruginosa, gram positive bacteria Bacillus
cereus and four fungi (Aspergillus niger, Trichoderma viride, Paecilomyces vario-
tii and Gliocladium virens) were used as model microorganism. In the case of fungi,
two different agars, were used to evaluate whether the tested samples provide nutrients
for the biofilm growth. The results clearly show that there is no significant impact of coa-
ting composition on bacterial biofilm formation, except the polymeric coating containing
polyaniline and SiO,. In case of fungi, the type of agar had significant effect on biofilm
formation and overgrowth. In the case of polyaniline films, some fungi needed nutrients
from agar for overgrowth and formation of biofilm. The surface was also characterized by

surface energy and XPS.

Keywords: Biofilms, molds, bacteria, polymer coatings, polyaniline
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UvVOD

Polyanilin, polypyrrol a poly(p-phenylenediamine) jsou polymery obsahujici konjugovany
systém dvojnych vazeb, patii tedy do skupiny vodivych polymert. Vodivé polymery
je mozné pfipravit riznymi metodami a vytvofit je tak v riznych formach. Polyanilin
je mozné pripravit v péti riznych formach, které se lisi svymi vlastnostmi a jsou rozezna-
telné pouhym okem, diky jejich odliSnému zbarveni. Vodivé polymery se vyuzivaji
v mnoha aplikacich, napt. jako biosenzory, scaffoldy pro tkdnové inzenyrstvi, nervové
sondy, zafizeni pro elektromagnetické stinéni, prostfedek pro uvoliiovani 1é¢iv ¢i jako sou-
¢ast polymernich natéri, kde tvoii antikorozni slozku. Posledné jmenované jsou hlavnim

predmétem této prace.

Polymerni natéry slouZi jako ochrana materialu proti korozi. Jsou sloZeny z epoxyesterové
pryskyfice, antikorozni slozky a pigmentid, kterymi lze upravovat rtizné vlastnosti.
Aby mohly mit Siroké uplatnéni, musi byt vSechny tyto komponenty ekologicky nezavad-

né. Vodivé polymery zde mohou sloZit jako ndhrada antikoroznich latek.

Mikroorganismy tvoii biofilm na povrSich materiadl, ¢imz zpusobuji zadvazné problémy
V riznych odvétvich primyslu i v medicin€. Mohou zptsobovat zavazna onemocnéni nebo
urychlovat korozi materiald. Jelikoz ve formé biofilmu jsou odolné vici chemickému,
biologickému i mechanickému namahani, je nutné hledat feSeni v piipravé antimikrobial-

nich povrcht.

Cilem této prace je zjistit vliv sloZeni natérovych hmot a jejich povrchové energie

na schopnost mikroorganismi tvofit na nich biofilm.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOFILM

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismti (mikrobidlni komunita), které se timto zptisobem
ptizptsobuji riznému prostiedi [1]. Dle jiné definice je biofilm spolecenstvi mikroorga-
nismil pfipojené na povrch substratu a produkujici extracelularni polymerni latky (EPS).
Bakterie v biofilmu vykazuji zménény fenotyp ve srovnani s odpovidajicimi planktonic-
kymi bunikami, 1iS§i se zejména Vv rustu, genové transkripci, produkci proteint
a mezibunééné interakci [2]. Biofilm vytvaii vhodné prostiedi, diky kterému mohou piezit
takové podminky, které by pro daného jedince byly neslucitelné se zivotem. Miize byt slo-
zen z jednoho i vice druhti, napf. zubni biofilm (zubni plak) se mize skladat z vice nez 700
riznych druht, a to jak bakterii, tak kvasinek [1]. Biofilmy mohou kolonizovat povrchy
syntetickych materiald, polymernich, keramickych i kovovych [3]. Lisi se v mnoha
ohledech, ve slozeni, jak a kde rostou, a zda naptiklad mohou zpiisobovat onemocnéni.
Biofilmy ale nezptsobuji jen zdvazné problémy, napt. v téle vytvaii mikrofloru, ktera nas
brani proti patogennim mikroorganismiim, podili se tak na prevenci onemocnéni. Jsou také
dulezitou slozkou Zivotniho prostfedi (symbiodza s rostlinami) [1]. Kvuli problémum, které
biofilmy zplisobuji, viz kapitola Problémy spojené s tvorbou biofilmu, probihaji studie

o povrsich, které by branily vzniku biofilmu tzv. antimikrobidlni povrchy.

V poslednich 15 letech doSlo k nartstu studii o antimikrobidlnich povrSich, vétSina téchto
publikaci je zamé&fena na vyzkum antibakteridlnich povrchl. Velmi malo studii je vyhradné
zaméteno na antimykotické povrchy. Antibakterialni mechanismy jsou Casto vysvétlovany
1 jako protiplisnove, ale pfitom se jedna o dvé odlisné biologické domény (rozdilné taxo-
nomické oblasti - prokaryota a eukaryota) majici odlisnou buné¢nou fyziologii, strukturu
a chemické sloZeni. Je tedy sporné, zda tato zobecnéni jsou platna. Jak jiz bylo feceno,
existuje jen velmi malo studii zaméfenych Cisté na antimykotické povrchy, ale zajem
0 n¢ stale roste. Grafické zndzornéni poctu studii o antibakteridlnich a antimykotickych
povrsich je uvedeno nize v grafu. Z grafu Ize vycist, jak velky je rozdil v poctu publikaci
mezi nimi. Napf. v roce 2012 pocet publikaci o antibakteridlnich povrSich je vice nez 160

a publikaci o antimykotickych povrsich je pod 20 [3].
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Graf 1. Pocet publikaci (o antibakteridlnich a antimykotickych povrsich) uvedenych
ro¢né v ISI Web of Science databazi ro¢né v kategorii ,,ISI materialova véda: multi-

disciplinarni [3].
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1.1 Vznik a tvorba biofilmu

Mikroorganismy se Cast&ji vyskytuji ve formé biofilmu nez v planktonni formé, jelikoz
se tak zvysSuje jejich odolnost proti chemickému, biologickému a fyzikalnimu namahani.
Rbznymi méficimi metodami 1ze zachytit strukturu biofilmu a pii pouZiti ¢asoveého zazna-
mu lze zachytit 1 déje probihajici v Case. Za pomoci mikroelektrod lze 1 méfit
Vv bakteridlnim biofilmu mnozstvi kysliku ¢i dostupnost zivin, jeZ ovliviiuje tloustku bio-
filmu [4]. Pochopeni mechanismu adheze bunék k povrchu pevnych latek ma velky
vyznam, ale charakterizace a kvantitativni hodnoceni interakci mezi povrchem a buiikou je

veliky problém. Jeho feseni by umoznilo analytické ptedvidani chovani na rozhrani [5].
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1.1.1 Plisné

U biofilmu plisni, také nazyvanych jako mikroskopické vlaknité houby, se da ocekavat,

ze maji odlisSné morfologické znaky od bakterialnich a kvasinkovych biofilmt [6].

Bunécna struktura a slozeni bunécné stény se velmi 1isi v zavislosti na zivotnim cyklu,
prostiedi, jakoz i druhu houby. Chitin v bunétné sténé je jedine¢ny pro houby mezi mikro-
organismy. Hraje kliCovou roli pfi stabilizaci sit¢ glukanu, okolo bunééné membrany,
je zapojen do produkce hyf a spor. Chitin je v bunétné stén¢ plisni zastoupen ve vétsim
mnozstvi nez u kvasinek, v pfipad¢ kvasinek je to 1-3 %, ale u vlaknitych hub se jedna

0 10-15 %. Ale nejhojné&jsi zastoupeni maji glukany. Glukan a chitin vytvareji strukturalni

integritu, ktera chrani bunéénou membranu [3].

Plisné rostou na nejriiznéjSich organickych a anorganickych materialech. Na pocatku tvor-
by biofilmu je uchyceni na povrch a poté tvorba zralého biofilmu [1]. Mnohé vlaknité
houby se $ifi prostfednictvim vznasejicich se spor. Ulpivani spor na povrch a jejich dalsi
rozvoj jsou slozité procesy, silné zavislé na riznych fyzikalné-chemickych faktorech [7].
Ulpivani zacina interakci strukturdlnich makromolekul na povrchu bunék a rozhrani. Dtle-
zitymi parametry, které urcuji tyto interakce, jSou povrchovy naboj a hydrofobita
podkladu. Faktory molekul, které urcuji povrch spor, obsahuji glykoproteiny, sacharidy
a lipidy. Interakce bunka-buiikka mezi sporami anebo hyfami jsou ptedpokladem pro vyvoj

trojrozmérné mycelarni struktury [8].

Makroskopické forma mycelia expanduje, jako radialni symetricka kolonie expanduje kon-
stantni rychlosti z mista kli¢eni spor. Hyfy nebo mycelium rostou na povrchu, a pokud je
to mozné, pod povrchem substratu [9]. Béhem tvorby zralého biofilmu dochazi ke zmé&nam
Vv genové expresi (sekrece polysacharidi, rezistence k antibiotikiim) [1]. Pro rust je zapo-
ttebi alespon 13 prvka - kyslik, uhlik, vodik, dusik, fosfor, draslik, sira, hoi¢ik, mangan,
zelezo, zinek, méd’ a molybden. Prvnich osm je zapotiebi relativné ve velkém mnoZstvi

(makroziviny), dal$ich pét je zapotiebi v malém mnozstvi (stopové prvky) [10].

Vldknité houby se dorozumivaji prostfednictvim tzv. quorum sensing, neni to jen zaleZitos-
ti bakteridlniho ¢i kvasinkového biofilmu. Prostfednictvim difiznich molekul si mohou
ptredat informaci o morfologii, mohou tak zamezit sporulaci (tvorbé spor) nebo filamentaci
(tvorb¢ vlaken) v ptipad¢€ husté populace. Komunikaci tak fidi zménu v genové expresi,

morfologii a vyvoji [6].
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1.1.2 Bakterie

Bakterie maji tendenci pfilnout k rGznym povrchiim a vytvafet na nich biofilm. Biofilm
poskytuje ochranu, chrani burnky od okoli, pusobi proti riznym latkam, zafeni i mechanic-
kému poskozeni. Vznik biofilmu za¢iné pfichycenim bun¢k na vhodném povrchu, kde za-

¢ina déleni, shlukovani [11].

Jednotlivé bakterie se mohou pfichytit k povrchu tzv. adheziny. Jedna se o latky rizného
typu, jako jsou bilkoviny, polysacharidy, glykopeptidy [4]. Po pfilnuti k povrchu za¢nou
produkovat polysacharidy a jiné polymery, dochazi k rustu, diferenciaci a zrani biofilmu.
Takto vznikly biofilm se nazyva primarni. Produkuje extracelularni matrix, ktery ma vliv
na vlastnosti, sklada se pievazné z vody a také z polysacharidd, které vytvari nosnou kost-
ru. Na tento biofilm se mohou navéazat dal$i bunky, a tim vznikd sekundarni biofilm.
Ale protoze dochazi v primarnim biofilmu k adaptaci na zménu prostiedi, nastava prodle-
va. Postupem cCasu se rlstova rychlost zpomaluje, jelikoz se omezuje transport substratu
do nizsich vrstev a tloustka biofilmu se ustali. Bakterie jsou v biofilmu rozlozeny nerov-
nomérné, vytvaii houbovité tvary, mezi kterymi jsou kanalky, zobrazeni houbovitych tvarii

je na obrazku 1. Pro tvorbu biofilmu je dilezita bunééna signalizace [11].

Tvorba organického Prisednuti
filmu bakterii

. il

Rust biofilmu Uvolnovani bunék
z biofilmu ”

Obrazek 1. Vyvojové faze biofilmu, upraveno dle [11].
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Komunikace mezi buiitkami bakterii probihd za pomoci signalnich molekul, cely systém
komunikace je ozna¢ovan jako quorum sensing. Je tak ovlivnéna regulace tvorby biofilmu,
kdy bunky jsou upozornény na vysokou konkurenci a proto se dale hustota nezvysuje. Ta-
ké lze ptfedat informaci o nevhodnych podminkach a bakterie se mohou uvolnit

do planktonni formy a opét vytvofit biofilm na pro né vhodné&jsim miste [11].

1.2 Problémy spojené s tvorbou biofilmu a jeho praktické vyuziti

Vznik biofilma zptisobuje nepiiznivé disledky v riznych oblastech, od biomedicinskych
zafizeni, zafizeni pro skladovani vody a odpadnich systémtl, v potravinaiském primyslu
a mnoho dalSich, vSude tam kde jsou pfiznivé podminky pro jeho rist [3]. Biofilmy jsou
vSudyptitomné, a nachdzi se i po celém lidském téle (v ustni duting, dychacich cestach,
zazivacim a mocCovém traktu, ranach a biomedicinskych materialech) [12]. Ve spojitosti
S biomaterialem, nastava problém s infekci organismu, protoze se bunky mohou oddélit
od biofilmu a §ifit se dale do okolnich tkani nebo krevniho obéhu. Odhaduje se, Ze az 80 %

z mikrobialnich infekci v lidském téle zahrnuji tvorbu biofilmu [13].

1.2.1 Plisné

Plisné produkuji nejen extracelularni enzymy, ale také velké mnoZzstvi dalSich typi mole-
kul. Mnoho z téch molekul jsou mykotoxiny, jedna se o latky, které jsou toxické pro jiné
organismy a mohou byt velmi nebezpeéné [9]. Skupina druhti rodu Aspergillus tvoii medi-
cinsky vyznamné biofilmy. Zptsobuje infekce katétrli, kloubnich endoprotéz, srde¢nich
chlopni, kardiostimulatord a prsnich implantatd. Aspergillus fumigatus zpusobuje infekci
v Celistnich protézach nebo onemocnéni dychacich cest [12]. Plisn¢ rostou v rliznych
vodnich prostiedich, véetné rozvoda pitné vody, zde se piedevs§im jedna o plisné rodu

Aspergillus a Alternaria, které mizou vyvolat u citlivych jedinct alergické reakce [14].
Nicméné schopnost vlédknitych hub pfilnout na inertni substraty mize byt vyuzita
napf. v biotechnologickych aplikacich, kde imobilizované mycelium mé ¢asto vyhodné&jsi

vlastnosti oproti myceliu suspenzi [8].

1.2.2 Bakterie

Nekteré bakterie maji velkou odolnost vii¢i dezinfekcim a antibiotikiim. Zptsobuji fadu
komplikaci v medicing€, potravinaistvi a mnoha odvétvich primyslu. V oblasti 1€karstvi

rostou na cévkach, umélych kloubech a chlopnich, jsou pficinnou rtiznych infekei, jako je
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cysticka fibroza, infekce mocovych cest, zanét stiedniho ucha, o¢ni infekce a zubni kaz

[15].

V potravinaiském primyslu jsou pfi¢innou technickych problémt, brani proudéni tepla
po povrchu, zvySuji odpor tekutin a miru koroze povrchi, ve zpracovatelském prostiedi

mohou kontaminovat potraviny [16].

Bakterie se vyskytuji po celém lidském tele, a mohou zptisobovat problémy, které jsou
uvedené vySe, ale také tvofi nedilnou soucést traviciho traktu, kde piimo ovliviiuji
jeho spravnou funkci. Okyseluji stievni obsah, vytvafi napf. vitamin By a vitamin K
a podporuji sttevni imunitu [17]. Jako dal$i pozitivni vliv 1ze uvést napt. ¢isténi vody nebo

pudy. Rovnéz se vyuzivaji jako organismy tvofici napln biofiltrd k ¢isténi vzduchu [18].

1.3 Vztah biofilmu k materialu

Rast biofilmu se fidi fadou fyzikalnich, chemickych a biologickych procest. Pfipevnéni
bunky k substratu se nazyva prilnavost, a upevnéni bunky k buiice se nazyva soudrznost
[16]. VSeobecné hlavni faktory ovliviiujici ulpivani na polymernim povrchu jsou Zivotni
prostiedi, typ mikroorganismu a vlastnosti materialu. A kazdy z téchto faktord je ovlivnén
dal$imi parametry, jak je zobrazeno na obrazku 2. Faktory zavislé na polymernim materia-
lu ovlivitujici vznik biofilmu jsou predevSim tvar, velikost, povrchova chemie a drsnost,
morfologie a porosita, sloZeni, sterilita, degradabilni vlastnosti, smécivost, mechanicka
tuhost, pruznost [19]. Jak lze vidét faktort ovliviiujici vznik a tvorbu biofilmu, vcetné
migrace, diferenciace a strukturalni reorganizace je tedy velmi mnoho [20]. Jedna se tedy

o komplexni a multifaktorialni jev [7].
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Bakterialni
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Prostredi
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Obrazek 2. Ptiklady faktort ovliviiujici adhezi, upraveno dle [19].

Vyznamnym faktorem adheze je hydrofobicita a to jak burky, tak povrchu [5]. Mikroorga-
nismy s hydrofobni vnéjsi strukturou uptednostiuji hydrofobni material a naopak [19].
Takze pro hydrofobni buriky jsou lepsi nepolarni povrchy, jako je napt. teflon a jiné plasty,

a naopak neptiznivé pro né jsou kovy a sklo [21].

Z hlediska topografie povrchu materidlu, ¢im hladsi je povrch, tim mensi je pfilnavost.
Drsny povrch ma vétsi povrchovou plochu a poskytuje tak pfiznivé mista pro adheze [19].
Bylo otestovano, ze pti nizké povrchové energii (< 13 mJ/mz) a hladkém povrchu, kdy
rozdily v drsnosti jsou < 6 nm je pfilnavost nizka [22]. Je to zplsobeno tim, Ze smykoveé
sily jsou vétsi a povrchova plocha je mensi. Lze tak ovlivnit rychlost a rozsah pfipevnéni.
Mezi dalsi faktory, které mohou pftispivat k vétsi prilnavosti, pokud ovSem nepiekracuji

kritickou uroven, patii teplota, rychlost proudéni kapaliny a koncentrace zivin [21].
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2 VODIVE POLYMERY

Polymery jsou pievazné nevodivé latky, ovSem existuje skupina polymerd, které jsou vo-
divé. Dnes uz existuje vice nez 25 vodivych polymera (VP) [23]. Mezi nejznamé;jsi patii
polypyrrol, polythiofen, polyphenylen ¢i poly(p-phenylenvinylen) a polyanilin. U téchto
polymert je vodivost srovnatelnd s anorganickymi polovodivymi materialy, protoze jejich
vodivost je 0,01 - 30 S/cm. Uroveii vodivosti lze upravit riiznymi zptsoby [24],
napf. u polyacetylenu je mozné za pouziti par jodu zvysit vodivost [23]. Celkové existuji
Ctyfi zakladni typy elektricky aktivnich vodivych polymert, které maji rizny stupenn vodi-

Vosti.

1.) Nejrozsitenéjsi vodivé polymerni systémy jsou kompozity, které se skladaji z ne-
vodivé polymerni matrice a vodivého plniva napft. uhlik ¢i kov.

2.) Iontové vodivé polymery, kde je elektrickd vodivost zplsobena pohybem
pritomnych iontd v systému, napt. polyethylenoxid, jenz obsahuje ionty lithia.

3.) Tzv. redoxni polymery, jedna se o polymery s obsahem elektroaktivnich center
neboli redoxnich center, pohyb je uskutecnén tzv. preskakovanim.

4.) Polymery s konjugovanym systémem. Zde patii dale uvedené polymery: polyanilin,
polypyrrol a poly(p-phenylenediamin) [26].

Tabulka 1. Ptehled hodnot vodivosti vybranych vodivych polymert [23].

Vodivy polymer Vodivost [S/cm]
Polypyrrol 10°-7,5-10°
Polyanilin 30 - 200
Polythiophen 10 - 10°
Polyacetylen 10°-1,7-10°
Polyphenylen 10% - 10°

Poly(p-phenylenevinylen) 3-510°
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2.1 Polyanilin

Polyanilin (PANI) je vyznamny material, ktery ma mnohostranné vyuziti. Je vhodny
napf. pro aplikaci v tkdniovém inzZenyrstvi, jelikoz nékteré typy bunék mohou reagovat
na elektrické signdly, lze tak ovlivnit buné¢né chovani a funkci, prostfednictvim pravé
tohoto materidlu. Bylo provedeno jiz n€kolik studii, ze kterych lze fici, ze elektrické
podnéty mohou vyvolat u elektricky drazdivych tkani (napt. kosterni svalstvo, nervové
a srde¢ni tkan€) Zadouci bunécné reakce [20]. PANI se vyskytuje ve vice formach, zaklad-
ni forma je emeraldinovéd baze (PANI-B), oxidaci vznikne forma pernigranilin a redukci
leukoemeraldin [24]. PANI-B, ktera neni vodiva, lze tzv. dopovanim pfeménit na vodivou
formu - emeraldinovou sl (PANI-S). Uprava vodivosti dopovanim je vysvétlena nize [20].
Tyto formy se li§i nejen svymi elektrickymi vlastnostmi, ale i chovanim pii kontaktu
s zivymi bunkami, k pfechodu mezi nimi dochazi pii pH 5-6 [27]. Na obrazku 3. jsou zob-
razeny formy PANI.

Leucoemeraldine base

Pernigraniline base

Emeraldine base

H H h‘ o
+ -
H H

Emeraldine salt

T

X

Obrazek 3. Formy PANI - 1isi se vodivosti a barevnosti [20].
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2.1.1 Poly(p-phenylenediamin)

Fenylenediaminy Gizce souvisi s anilinem, lze je také pfipravit elektrochemicky ¢i chemic-
ky [28]. Poly(p-phenylenediamin) (PPDA) je derivat PANI, nahrazuje se vodik aminosku-
pinou v anilinu [29]. Vodivost PPDA je o nékolik ¥add niz§i, mezi 10° a 10° S/cm [28].
PPDA je zajimavy vodivy polymer vzhledem k jeho vodivosti, elektrochromnim a fotoe-
lektronickym vlastnostem a zejména permeacni selektivit¢. Vhodny pro vyuziti
v elektrochromnim displeji, biosenzorech a pfi ochrané proti korozi [29]. Oxidaci
p-phenylenediaminu rznymi latkami lze ziskat riznou morfologii (nanovldkna, ty¢inky,
mikrokuli¢ky atd.) Poly (p - phenylenediamine) stl Ize deprotonovat na bazi, jedna se
o reverzibilni proces. PPDA mitize tvofit tenky polymerni film na povrsich ponofenych
v reakéni smési (potahovani grafend). Vyuziti mize byt také jako antikorozni soucést naté-

ré [28].

=]
A A
H H
a |@; l|\l

| |
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@ O

~4H A

b H i
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j : \N:: : :Nm: j :N/
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Obrazek 4. Zobrazeni struktury (nalevo) Phenylenediamin para isomer a (napra-

NH;

vo0) poly(p-phenylenediamin) sl (a) ireverzibilnim procesem deprotonuje na ba-

Zi (b) [28].

2.2 Polypyrrol

Polypyrrol (PPY) je jednim z nejvice studovanych vodivych polymert. Jedna se o material,
ktery méa dobrou stabilitu v oblasti zivotniho prostiedi a dobrou tepelnou stabilitu,

jeho syntéza je snadna a jeho vodivost patfi mezi nejvyssi, ma také mnohostranné vyuziti
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tak jako PANI. Synteticky PPY je nerozpustny a netavitelny, coz znacné¢ omezuje
jeho zpracovani a vyuziti v dal§ich oborech [30]. Polypyrrol a jeho derivaty mohou byt
snadno syntetizovany chemicky nebo elektrochemicky. PPY v dotovaném stavu méni
svou barvu pii kazdém piechodu z formy vodivé do nevodivé formy [31]. Jeho elektricka
vodivost se zvySuje s teplotou, ale také s koncentraci ptimési aniontu az do urcité Grovné
nasyceni. Typ pfimé€si aniontu ma vliv na strukturu a konecné vlastnosti PPY. Jednou
Z nejvétsich nevyhod PPY je starnuti za pfitomnosti kysliku. Dochazi k reakci, pfi niz

se meéni délka konjugace a v diisledku toho dochézi ke snizeni vodivosti [32].

[\

T + ~—

N
=R,

Obrazek 5. Struktura PPY [33]

2.3 Vodivost

Vodivé polymery skladajici se z konjugovaného systému, obsahuji stfidavé jednoduché
a dvojné vazby, vytvaii tak rozsahlou = sit, kterou vidime na obrazku nize [20]. Elektrony
se mohou voln¢€ pohybovat mezi atomy, jelikoz se jejich orbitaly navzajem piekryvaji [23].
Jak jiz bylo zminéno, tzv. dopovanim je mozné polymer oxidovat ¢i redukovat pomoci
protiionu (dopant), ktery zavadi nosi¢ naboje a ten se mize pohybovat po a mezi polymer-
nimi fetézci [20]. Dopovani je reverzibilni. Napt. emeraldinova baze ma nizkou vodivost
10™° S/cm, ale emeraldinové sil jenz je ziskana dopovanim ma vodivost 30 S/cm [23].
Elektrickou vodivost a stupent oxidace polymeru lze ovlivnit riznymi faktory prostiedi
napt. typem kyseliny (chlorovodikova, sulfonova, sirova), obsahem vlhkosti, stupném pro-
tonace [20], molekulovou hmotnosti, molekularnim uspoifadanim a procentem krystalinity
(se zvySujici se krystalinitou se zvySuje organizovanost a tim 1 vodivost), irovni oxidace,

procentem dopovani a typem smési [26].
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Obrazek 6. Zjednodusené schéma konjugovaného fetézce [23].

2.4 Syntéza a zpracovani

V soucéasné dob¢ existuji dvé hlavni metody syntézy vodivych polymert, chemicka ¢i elek-
trochemicka. Pfi chemické syntéze se vytvaii prasek nebo film. Timto zptisobem lze vytvo-
fit vSechny typy vodivych polymeri. Elektrochemicky lze vytvofit pouze nékteré,
avsak pfi tomto zplsobu je vodivost vyssi nez pifi chemické syntéze. Elektrochemicka
polymerizace probiha za puisobeni elektrického proudu prostiednictvim elektrod vlozenych
do roztoku s monomerem, rozpoustédlem a piimési. Touto metodou je mozné ovlivnit
tloust’ku a morfologii vzniklého filmu [23]. Celkové vyhody a nevyhody téchto metod jsou
uvedeny v tabulce 2. [25]. Vodivé polymery se vyuzivaji i v kombinaci s jinym materia-
lem, vytvaii tzv. kompozity, kombinuji tak rizné vlastnosti pouzitych materialli. Je také

mozné elektrostatické zvlaknovani nebo ptiprava v podob¢ hydrogelu [23].

Tabulka 2. Vyhody a nevyhody dvou zptusobt polymerace VP [25].

Zpiisob
Vyhody Nevyhody
polymerace
- objemna produkce - nelze vytvofit tenky film
Chemické moznost po-kovalentni modifikace - slozit&jsi syntéza
- dal$i moznosti kovalentni upravy
hlavniho fetézce polymeru
- lze vytvoftit tenky film - obtizné odstrafiovani
' - snadnd syntéza folie z povrchu elektrody
Elektrochemicka .
- zachyceni molekul do VP - po-kovalentni modifikace

- soucasné dopovani je obtizna
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2.5 Biodegradabilita

V aplikaci pro tkanové inzenyrstvi se s vyhodou vyuzivaji biodegradabilni materialy. Vo-
divé polymery samotné jsou vSak nebiodegradabilni. Navic pokud jsou VP delsi dobu
In vivo, mohou zpisobit zanétlivou reakci [34]. Moznym feSenim je tedy syntetizovat VP
jako kompozit spolu s biodegradabilnim polymerem, coz ale nefesi problém odstranéni VP
z organismu. VP se kviili rozlozitelnosti také upravuji riznymi kyselinami, které se nava-
zou na hlavni fetézec [23]. Napft. je-li vytvofena smés PPY s odbouratelnym polymerem,
jako je polylaktid (PLA), jedna se o kompozit, ktery je vodivy a rozlozitelny, zménou je-
jich poméru Ize ovlivnit dané vlastnosti [25]. Moznosti jsou také erodovatelné VP,
tyto polymery by se rozkladaly postupnym rozpusténim nebo rozloZzitelné vodivé polymery

obsahujici vodivé oligomery [34]:

a.) Linearni rozlozitelné VP - oligomery pyrrolu, thiophenu a anilinu mohou byt likvi-
dovany makrofagy a nasledné vylouceny ptes ledviny. Jako prvni byly syntetizova-
ny oligomery z pyrrolu a thiophenu se dvéma hydroxylovymi skupinami na obou
koncich a poté by doslo ke spojeni s adipoyl chloridem. Takto Ize vytvofit rozlozi-
telny vodivy kopolymer.

b.) Roubovani rozlozitelnych VP - zde se jednd o modifikaci postranniho fetézce.
Vyhodou je, Ze 1ze kontrolovat obsah oligomeru anilinu v kopolymeru. Vyuziva se
toho i v pfipad¢ tipravy hydrofobnosti a funkénich mist na povrchu.

c.) Hvézdicovity tvar a vysoce rozvétvené rozlozitelné VP - morfologické a fyzikalné-
chemické vlastnosti zavisi na makromolekularnim uspotadani. Hvézdicovity tvar
obsahujici PLA a trimer anilinu mél elektroaktivitu podobnou PANI, a v ptipadé
vysoce rozvétvenych polymert byla vodivost vy$si neZ u linearnich polymer.

d.) Rozlozitelné a vodivé hydrogely - testuji se kombinaci latek s PLA a tetramerem
anilinu. Problém je, Ze by produkt z rozkladu PLA mohl zptsobit mistni kyselé
prostiedi in vivo. Pfi pouziti vysokého obsahu anilinového oligomeru by také moh-
lo dojit az k toxicité materidlu. Pti pouziti pfirodniho polymeru chitosanu a anilino-
vého tetrameru lze vytvofit hydrogel, ktery lze aplikovat jako tenky film.

e.) Vlastni montaz rozlozitelnych VP - pokud jsou v hlavnim fetézci esterové vazby,

je mozné ziskat degradabilni a elektroaktivni nanomaterialy [34].

Jako vyzva do budoucnosti je zde brana optimalizace zpracovatelnosti, rozpustnosti

ve vodé, rozlozitelnosti a vodivosti, jelikoz je v téchto ptipadech nizka [34].
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2.6 Biokompatibilita

Biokompatibilita vyjadiuje schopnost materialu koexistovat s zivymi organismy a tkanémi,
aniz by doslo k jejich poskozeni [35]. Pro biomedicinské aplikace je tak v prvé fad¢ ne-
zbytnd dobra bunééna odezva na biomaterial. Je zndmo, Ze vodivé polymery podporuji rist
mnoha riznych typt bun¢k [23]. Byly tak naptiklad provedeny testy schopnosti piichyceni
a rustu lidskych jaternich bun¢k, na PANI-S a PANI-B. Buiiky se na nich mohly pfichytit,
ale dale se uz liSily svou schopnosti na nich proliferovat. Vyssi proliferace byla u PANI-B,
proto se PANI-S, u niz je proliferace nizs§i, musi upravit pro ptipadné zvyseni biokompati-
bility [27]. V pfipadé PANI byla méfena cytotoxicita zpisobena piitomnosti vedlejSich
produktl a zbytkl z reakce, nez samotnym PANI, jelikoZ monomer a zminéné reakéni me-
ziprodukty jsou aromatické aminy, které mohou byt fyziologicky aktivni, dokonce az skod-
livé [35]. Biokompatibilitu ovliviiuji vlastnosti materiali (slozeni, pérovitost, smacivost,

drsnost a morfologie povrchu atd.), proto se provadi jejich tprava [23].

2.7 Modifikace povrchu

Modifikace povrchu biomateriali se provadi za ucelem zachovat klicové fyzikalni vlast-
nosti s modifikaci nejzevnéjsiho povrchu ovliviiujiciho interakci. S vhodnou modifikaci
povrchu, budou mechanické vlastnosti a funkénost nezménény. Jak Ize vidét na obrazku 7.
je mnoho zptsobu jak upravit povrchové vlastnosti materialu. Témito Gpravami lze dosah-
nout: snizeni/zvySeni pfilnavosti urcitych typt bunck, chemické inertnosti, zlepSeni
odolnosti proti degradaci, zvyseni tvrdosti, zvySeni piitazlivosti pro upevnéni riznych latek

pro cilené uvoliovani 1éku, vodivost, polaritu, index lomu, smacivost atd. [19].

VP vykazuji mnoho vyhod oproti béZnym polymeriim, viz kapitola o vodivych polyme-
rech. Ale vzdy je zapotiebi dal§i optimalizace pro konkrétni aplikaci. VétSina Uprav
se vztahuje na biologické a fyzikalni vlastnosti. VyuZziva se v€lenéni biologicky aktivnich
molekul, prostfednictvim riznych technik. Je ale dulezité si uvédomit sterické ucinky,
jelikoz zaclenénim funkéni skupiny je mozné narusit konjugovany systém a snizit tak vo-
divost. Také se musi brat v tivahu fyzikalni a elektrické vlastnosti, napt. chemické sloZeni,
jelikoz mnoho VP je krystalickych s malou poréznosti. VP lze modifikovat stejné jako jiné
polymery, je vSak obtizné porovnat jejich vysledky z rtiznych skupin, jelikoZ je mnoho

zpusobu jak je modifikovat [25].
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Techniky Gpravy povrchu
|
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Fyzikdlné-chemické metody Biologické metody
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l e Predkoagulace
A 4 _ y s Vysetibunék
Fyzikalni nanaseni povlakd Roubaovani Chemicka uprava e Adsorpce bunék
— 11 | ¢ [mobilizace biomolekul
{enzymy, leky)
h L A
Roubovani kopolymeraci Spojovanim Nekovalentni Kovalentni
¥ ]
s Implantace
iontovym svazkem L) r A
e  Dzifeni 1. Povlaky 1. MNespecifické reakce 1. Povlak rozpouitédia
«  Fotochemicky 2. Laminace 2. Redukénireakce 2. Povrchové aktivnipfisady
«  Glowa korénanaboj 3. Nizkoteplotniplazma 3. Adicnireakce
+  Plazmové leptani 4, UV aionizacni radiace

Obrazek 7. Moznosti modifikaci povrchu, upraveno dle [19].

Zde je uvedeno jen nékolik zplsobu tpravy povrchi:

Pro ¢isténi nebo chemickou modifikaci povrchu se pouziva plynny vyboj nebo UV zéfeni.
Roubovani - vysokoenergetické elektrony, gama zafeni, UV a viditelné svétlo se vyuziva
pro zménu chemické struktury, napt. pro zlepSeni hemokompatibility. Vytvofeni povlaku
na materidlu je mozné provést nékolika zplsoby a to napf. roubovanim, zesitovanim,

odpafovanim, pomoci plasmy, riznym typem zaieni atd. [19].

Vakuovy obloukovy iontovy zdroj je unikatni zafizeni pro generovani paprsku kovovych
a plynnych iontl nebo jejich kombinace. Timto zplsobem je mozné upevnit rizné ¢astice
na povrch a tim tfeba zvysit antimikrobidlni vlastnosti. Ale za urcitych okolnosti miZze

nastat problém s toxicitou vzhledem k nanocasticim [36].

Existuje nékolik zplisobl jak plazmou upravit povrch, je moZzné povrch Cistit, aktivovat
funkénimi skupinami, leptat, nanaSet na néj vrstvu materidlu. Nebo vyuzit pro Upravu
pred dalsi modifikaci (jako je lepeni, povlakovani, svafovani, potisk, spojovani a dalsi)
[37]. Ale typ povrchovych uprav spo¢iva na vybéru typu plazmatu, plynu, dobé ptisobeni,
materidlu a dalSich parametrech. Patii zde doutnavy vyboj, nizkoteplotni plasma, plasmové

leptani, které jsou uvedené na obrazku vyse.
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Zateni zajistuje dobrou kontrolu roubovaciho stupné¢, pokud jsou vhodné zvoleny podmin-
ky ozafovani, jako je koncentrace monomeru, davka zafeni a jeji rychlost [38]. Princip
spoc¢iva v aplikaci nizko viskézni smési slozené z reaktivnich monomerti a oligomerq,
jako zafeni se vyuziva UV zafeni nebo elektronovy paprsek. Témer okamzité po vystaveni

zdroji zafeni je smés zesitovana a je vytvoren natér [39].

V¢lenéni biologicky aktivnich molekul 1ze dosdhnout riznymi zptsoby: fyzikalni adsorp-
ce, dopovani, zachyceni a kovalentni pfipojeni. Fyzikalni adsorpce je jednoducha metoda,
ale problém je v tom, Ze se molekula miZze uvolnit a tim se stane material neaktivnim.
Kontrola vélenéni je omezend a orientace je nahodna. Pfi zachyceni jsou dané molekuly
zaclenény do materialu ptimo v pribéhu syntézy, ale je zapotiebi vysoké koncentrace mo-
lekul. Dopovani se vyuzivd nejen k tpraveé vodivosti, ale 1 k tprave vlastnosti. Pti kova-

lentnim pfipojeni Ize polymerovat monomer s danymi funkénimi skupinami [25].

Oxidaci a redukci vytvofime rizné formy VP, napi. u PANI jak jiz bylo feceno zakladni
forma je emeraldinova baze, oxidaci vznikne forma pernigranilin a redukci leukoemeraldin

[24]. Formy PANI viz kapitola PANI.

Laminace je tvofena tenkou vrstvou iniciatoru a monomeru, které jsou naroubovany mezi
dvéma tenkymi filmy pomoci UV zafeni. Poté se kratké roubované tetézce pii ptisobeni
UV spojuji navzajem a vyplni prostor mezi filmy. Vznikly lamindt ma vysokou pevnost,

a mohou mit i dobré bariérové vlastnosti [40].

Vlastnosti a cilena aplikace povrchové aktivnich ptisad, jako jsou napt. polymery s vice
funkénimi postrannimi fetézci, vyplyvaji ze sloZeni postranniho fetézce, protoZze chrani
hlavni fetézec, je pruzny a schopny interakce s prostiedim. Jsou aplikovany na rozhranni
filmu, a vz malé mnozstvi zplsobuje velké zmény ve smacivosti povrchu. Velikost
je od desitek az po stovky nanometrii, jejich tvar mize byt kulovity nebo podlouhly, a mo-

hou byt navrzeny pro danou aplikaci [41].
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2.8 Priklady vztahu biofilmii k vodivym polymertm

Zde je uvedeno né¢kolik ptiklad vztahu VP a daného mikroorganismu.

2.8.1 Bakterie

V mnoha studiich bylo vypozorovano, ze ménici se povrchové parametry maji rizné u¢in-
Ky v zavislosti na druhu bakterii. Jedna z povrchovych vlastnosti, ktera ma velky vliv
na ulpivani bakterii je hydrofobicita jak na povrchu bunék, tak na povrchu materialu. Bak-
teridlni bunky maji vétsi tendenci k upevnéni na hydrofobnich povrsich nez hydrofilnich
povrsich. OvSem v nékterych piipadech je tomu naopak. Takze se zda, ze vztah mezi
poctem ulpivajicich mikroorganismi a povrchové hydrofobicité je stale kontroverzni.
Topografie povrchu riizn€ ovliviiuje ulpivani bakterii. Souvisi s tim také redoxni stav, pro-

toze ovliviiuje tloustku, drsnost a hydrofobnost, ovliviiuje tak ulpivani bakterii [7].

2.8.2 Plisné

Je pomérné malo znamo o rastu plisni na vodivych polymerech. Nejcastéji studovanou
plisni je Aspergillus niger, jelikoz je jednou z nejvice stabilnich plisni ve v§ech klimatic-
kych pasmech. Byl studovan vliv A. niger na PANI povrch [42]. Protiplisiiové upravy
povrchti mohou inhibovat kolonizaci povrchu nebo aktivné zabijet plisné pfi kontaktu.
Velkym problémem jsou plisné na biomedicinskych zatizenich, kde mohou ohroZovat Zi-

vot pacienta [3].

2.8.3 Kvasinky

Kvasinky maji velky potencial jako mikrobidlni biopalivové bunky, jsou vhodné pro vyro-
bu elektrické energie. JelikoZ maji nizkou vodivost bunécné stény, je snaha vytvofit biopa-
livo na zékladé¢ redoxniho potencidlu, ktery je generovan uvniti buiky, pfeménou
na elektrochemicky potencial. Uginnost takového elektrochemického systému je nizka,
ale efektivni zptlisob ke zvySeni €innosti je propojeni cytoplazmy a extracelularniho mat-
rixu s vodivym polymerem. Tim by doslo ke zvySeni rychlosti pfenosu naboje pies bunéé-
nou membranu a bunécnou sténu. A pro tento Ucel je nejvhodnéjsi PPY, jelikoZ je mozné
ho pfipravit v riznych formach. Nebo se PPY vyuziva jak senzor, ktery by slouzil
pro detekci nékterych sloucenin, které ovliviiuji nékteré metabolické procesy kvasinkovych

bunék [43]. Vice o biosenzorech v kapitole Vyuziti a aplikace.
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Kvasinky byly také testovany na polystyrenu, PANI-S a PANI-B a to v mé bakalaiské pra-
ci [44]. Vysledek ale nebyl jednozna¢ny, nebylo mozné piesné fici, ktery povrch kvasinky
preferovaly, jejich rust byl minimalni. Ale ve studii Estivill [45] byly kvasinky testovany

na polyvinylchloridu, teflonu a polyuretanu a na vSech tiech materialech byl vyrazny rist.

2.9 Vyuziti a aplikace

Jak jiz bylo zminéno vodivé polymery se mnou vyuzivat jako samostatné materialy
anebo jako soucasti kompozitu. Vyznamnou vlastnosti VP je jejich zavislost na okolnim

prostiedi, v némz mohou ménit svou strukturu, a tim i své fyzikalni vlastnosti [46].

2.9.1 Uvoliovani lé¢iv

Vodivé polymery by mohly byt vyuZity pro fizené uvolnovani 1é¢iv pii pouziti elektrické-
ho potencialu, n€kolik pokust jiz bylo uspésné provedeno [23]. Elektrickd stimulace byla
pouzita k uvolnéni fady terapeutickych proteinii a 1ékti napi. dexamethasonu a heparinu
[25]. Ovsem existuje nékolik faktort, které omezuji pouziti vodivych polymert pro uvol-
fovani 1é¢iv, jako je problém s malym mnoZstvim navazujici latky, jejim nébojem
a tendenci molekuly difundovat ven z polymeru. Dalsi problém je, Ze dopovani je reverzi-
bilni, tedy opakovanym cyklickym namahdnim se sniZuje vodivost, a tim se sniZuje

zivotnost [23].

2.9.2 Elektricka stimulace pres vodivy scaffold a elektromechanicky efekt

VP se pouzivaji jako scaffold pro elektrickou stimulaci, kterd ma blahodarné ucinky
jako napf. zlepSeni nervové regenerace in vivo. Nejcastéjsim vysledkem je vEtsi rast neuri-
ti v nervovych buikéach. Elektricka stimulace pusobi také na Schwannovy buiiky,

kde zvySovaly jejich Zivotaschopnost.

U VP lze tidit mechanickou silu na zaklad¢ elektrochemické reakce. Diky tomu, ze miize
pracovat ve fyziologickych tekutinach, je mozné tohoto vyuzit pii vyrobé umélého svalu.

Ale problém spociva v jejich pomalé rychlosti reakce [23].

2.9.3 Biosenzory

Biosenzory slouzi k monitorovani a diagnostice metaboliti. Sklada se ze snimaciho prvku
a snimace. S analytem produkujici chemicky signal reaguje snimaci prvek. Vznikly che-
micky signal je pfenasen na snimac, ktery tento chemicky signal ptevadi na elektricky. VP

se zde uplatiiuji jako snimace. Podle snimani chemického signalu a pienaSeni je mozné
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biosenzory rozdélit do neékolika kategorii: ampérometrické, potenciometrické, kondukto-
metrické, optické, kalorimetrické a piezoelektrické. Nejcastéjsi jsou prvni dva. VP zpro-
sttedkovavaji prenos elektronli mezi enzymem a elektrodou, ale pfesny mechanismus neni
znam. Napft. detekce mocoviny se provadi ptes vyrobu NHjs, ktery reaguje s PPY a vytvofi

tak elektricky signal, ktery muze byt vysledkem zmény pH a iontové pohyblivosti [25].

2.9.4 Nervové sondy

Nervova sonda je zafizeni, které usnadiiuje funk¢éni stimulaci a zaznamenava aktivitu neu-
ronil v periferni a centralni nervové soustavé. Problém je, Ze pti aplikaci in vivo zafizeni
ztraci schopnost zaznamenavat nervovou aktivitu uz nékolik dni az tydnti po implantaci.
Pfi¢ina muze spocivat ve snizeni hustoty neurond v blizkosti sondy, zvysSeni impedance
elektrod nebo tvorbou jizvy v naruSené tkani [47]. Pro vyrobu nervovych sond
se Vv soucasné dobé misto zlata, platiny a kiemikd dava ptednost VP. Pro dlouhodobou
funkci je dilezitd biokompatibilita, aby nedochazelo ke snizeni funkénosti
a tim ani ke zvyseni spotfeby energie. Dalsim problémem je koroze. Reseni je v aplikaci
VP na povrch elektrod, jelikoz VP zvysi biokompatibilitu a tim Zivotnost sondy [48]. Vyu-
Ziva se 1 elektrochemicky zpiisob nanaseni, pfi kterém se nanési VP s bioaktivnimi mole-

kulami, které by podporovaly buné¢nou adhezi a ptitahovani neuroni [47].

2.9.5 Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inZenyrstvi je slibnou metodou, jak nahradit poSkozenou tkan funkéni ndhradou.
Tkanové inzenyrstvi ma tiéi dilezité prvky a to jsou jadra bunék, biologicka rozlozitelnost
a bioaktivni faktory. Struktura napodobujici extracelularni matrix ma mit dobrou
biokompatibilitu a biodegradabilitu, poskytuje prostiedi pro adhezi, proliferaci a diferenci-
aci bunék. Mnohé vyzkumy ukazaly, Ze elektricka stimulace a elektroaktivita podporuje
proliferaci a diferenciaci bunck citlivych na elektricky signdl napf. fibroblasty, neurony,
kardiomyocyty, myoblasty atd. Vyuzivaji se proto VP, a to PANI, ale problém je,

jak jiz bylo fe¢eno, s jeho nerozlozitelnosti. Reseni spo¢iva v kombinaci s Zelatinou [49].

2.9.6 Stinéni proti elektromagnetickému ruseni

V dnes$ni moderni dobé se rozrostl pocet elektrickych a elektronickych zatizeni, kvlli tomu
se zvysila 1 emise elektromagnetické energie, tedy vzrostlo elektromagnetické ruseni (ER).
ER zhorSuje vykonnost systémt a zafizeni. Tato skute¢nost by mohla zpisobit problémy

v prumyslovych, védeckych a vojenskych zatizenich. Bylo zaznamendno mnoho selhani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

Mrwe

zafizeni s vysokou citlivosti napf. infuzni pumpy, kardiostimulatoru atd. ER ovliviiuje
nejen zafizeni, ale také lidi, jelikoz vyvoldva nespavost, nervozitu a bolesti hlavy.
Proto byly vyvinuté rtizné prostfedky stinéni proti ER, nejen z divodu zabranit témto pro-

blémim, ale také pro delsi zivotnost elektronickych zafizeni a lepsi uc¢innosti [50].

Diive byly pro tyto ucely vyuzivany kovové materidly, jelikoz mohou U€inné odrazet
nebo vést elektrony. Problém spociva v jejich pouzitelnosti, jako je obtizna zpracovatel-
nost, vaha a koroze. Proto je snaha kovové materidly nahradit VP, jelikoZ jsou lehké, niz-
konakladové, odolavaji korozi a snadno se ovlada jejich vodivost. Nejvhodnéjsi VP je
PANI a PPY [50]. Kontrola vodivosti zavisi na G¢innosti absorbovani, které je ovlivnéno
velikosti polymerniho fetézce, Grovni dopovani, typu piimési a metodou syntézy VP.
Jelikoz tyto parametry ovliviiuji molekularni strukturu, je tak ovlivnéna i elektromagnetic-
ka vlastnost materialu absorbovat zafeni [51]. Elektromagneticka vina se pii dopadu
na stinici material bud’ odrazi, absorbuje nebo se vevnité vicenasobné odrazi [52]. VP
je mozné také aplikovat na textilii, zvySi se tak flexibilita a stinéni je homogenni
oproti polymernim kompozitim s vodivymi casticemi. Textilii je moZné vyuzit
pro ochranné odévy [53], bytovy textil, textilni vyrobky, v primyslu a biomediciné [52].
Stinéni slouzi i proti elektronické Spionazi [53]. Pro nejlepsi vlastnosti stiniciho materialu

se testuji vodivé tkaniny obsahujici kov [52].

2.9.7 Fotovoltaika

Ceny energii neustale nartiistaji po celém svété a konvencnimi zpisoby vyroby energie do-
chazi ke znegisténi Zivotniho prostfedi. ReSeni spo¢iva v generovéani energie z pfirodnich
zdrojl, tedy ze slune¢niho zafeni. Soldrni clanky maji dobrou Uc¢innost ve fotovoltaické
pfeméné. A praveé zde jsou VP vyuzivany, zejména PPY, PANI a polythiofen, protoze vy-
kazuji dobré fotovoltaické vlastnosti. V kombinaci s TiO; se vykon s rostouci koncentraci
oxidu zvySuje [55]. Zvlastni pozornost je vénovana kompozitu PANI s TiO,, jelikoz ma
dobrou stabilitu a je Setrny k Zivotnimu prostiedi, vyuziva se v pfipadé usmérnovace, ply-

nového senzoru a predevsim ve fotoelektrochemickém zatizeni [54].

2.9.8 Dalsi aplikace

Na vyrobu maskovacich siti napf. pro ochranu vojenskych objektl a pro ,,neviditelnd* le-
tadla. ProtoZze PANI absorbuje nejen ve viditelné oblasti, ale absorbuje i infracervené mik-

rovinné zéteni [46]. VP lze pouzit jako vodiva plniva, vyhodou je jejich cena, vyuzivaji
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se pro odporové topné elementy, antistatické podlahy nebo obaly. Dokonce je mozné pou-
Zit na tapety a okna, kde se prizptisobi na ptani [56]. Nebo jako plniva pii vyrobé kanystra
na palivo, nevznikne diky nim elektrostaticky naboj [46]. Je vhodny pro detekci plynnych
chemikalii ,,elektronické nosy* nebo pro detekci kapalnych chemikalii ,,elektronické jazy-

ky* [56].
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3 POLYMERNI NATERY

V Ceské republice v dasledku koroze materiald dochazi k finanénim  ztratam
a to v desitkach miliard korun. Jako ochrana se vyuZzivaji natérové hmoty, obsahujici anti-
korozni pigmenty. Dilezité je ziskat vysoce u¢inné antikorozni natéry s nizkou cenou [57].
Vyzkum néhrady zinku vhodnymi materidly se pfedev§im zaméfuje na kombinaci anorga-
nickych pigmentt, plniv, vodivych polymert a piipadné zinku, ale s rozdilnymi tvary
&astic [31]. U¢innost protikoroznich ochrannych povlakii zavisi na predbézném osetieni
kovového povrchu, typu a koncentraci antikoroznich pigmenti, zptsobu vytvareni filmu,
pfilnavosti povlaku na kovovou zakladnu a na mechanickych vlastnostech celého natéro-
vého systému. U antikoroznich pigmentd se vyuziva jejich vlastnosti, kdy ovlivni u¢innost
natérového filmu a to nejen antikorozni vlastnosti, ale i fyzikalné-chemické vlastnosti
a zaroven chrani kovovy podklad. Pigmenty mohou zvysit bariérové vlastnosti, diky jejich
tvaru a optimalni distribuci [58]. Vodivé polymery jsou nyni zkoumany jako nova t¥ida
materiali pro ochranu kovil proti korozi. Jsou netoxické a ocekava se, Zze by nahradily
Skodlivé antikorozni pfidavané latky na bazi oxidl prechodnych kovi. Na rozdil od jinych
pouzivanych makromolekularnich latek maji bariérové vlastnosti, porézni strukturu a jsou
tak vysoce propustné pro kapaliny a plyny. Proto jsou pouzivany v kombinaci
s bariérovymi povlaky, jako primer nebo soucast bariérové vrstvy [59]. Anorganické ¢asti-
ce vV kompozitech jsou potaZzeny polymerni vrstvou, kterd zlepSuje fyzikalni vlastnosti ma-
terialu [60]. Vyhodou vyuziti vodivych polymerd, jsou vlastnosti vyplyvajici z jejich struk-
tury. Na rozdil od anorganickych polovodict, polymerni materialy jsou schopny zménit
svou molekularni strukturu a tim 1 jejich vlastnosti po reakci s okolnim prostfedim. Dalsi
vyhodou je nizka hmotnost. Elektrickd vodivost je nutna napf. v antistatickych povlacich
[61]. Nejvétsi pocet praci o pouziti protikoroznich vodivych polymert jsou s PANI. Muze
byt v riznych formach, raznych stupnich oxidace ¢i protonace. Celkové ma PANI dobrou
tepelnou stabilitu (oproti b&€Zn€ pouZivanym polymertim) a vynikajici stabilitu
v koncentrovanych roztocich kyselin a zasad [59], tedy chemickou stabilitu, relativné vy-
sokou elektrickou vodivost, nizké vyrobni naklady, stabilitu v Zivotnim prostfedi, a Siroké
uplatnéni. Vyhodou také je, Ze spontanné tvoii vrstvu polymeru na riznych materialech
[62]. V normalnich provoznich podminkdch PANI v emeraldinové forme¢ se sklada
z mistnich oblasti, které¢ maji riizny stupen oxidace (v€etné€ pernigranilin, emeraldin a leu-
koemeraldin) a po vystaveni vnéj$im podnétim se miize stupen oxidace mistnich oblasti

zménit [59]. Nevyhodou je, Ze povlak PANI nema tak dobré mechanické vlastnosti, proto
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byva zaclenén do termoplastu a termosetu, interakce mezi témito polymery je dobra. Na-
noc¢astice PANI se vyuzivaji pro zlepSeni ochrany kovového podkladu proti korozi,

pfi zachovani jeho vodivosti [63].

3.1 Epoxyesterové pryskyrice

Epoxyesterové pryskyftice jsou reakéni produkty epoxidovych pryskyfic a mastnych kyse-
lin. Jsou diky svym vyjime¢nym vlastnostem Siroce pouzivany jako povrchové vrstvy ma-
terialu, kde nahrazuji jiné materidly v mnoha aplikacich. Vyhody epoxidovych estera jsou:
vynikajici flexibilita, lepsi chemicka odolnost nez u alkydt, dlouhd Zivotnost, velmi dobra
ptilnavost, snadna manipulace, rychlé schnuti na vzduchu nebo vytvrzovani v kombinaci
s formaldehydovymi pryskyficemi a velmi dobrd houzevnatost u filma [64]. VyuzZiti v le-
pidlech, laminovanych deskéch, tiskaiskych barvich a ptedevSim natérovych hmotach
[65]. Chemicka odolnost je pfiblizné mezi termoplastickymi a epoxidovymi pryskyficemi,
vytvrzovani probiha na vzduchu [63]. Ma vybornou ochranu proti korozi hlinikovych
a zinkovych pigmenti. V nékterych ptipadech neni uvedeno dodavatelem presné chemické
sloZzeni epoxyesterti, proto nejsou rozdily mezi jejich ucinky proti korozi vysvétleny

podrobné [66].

Volba vhodné mastné kyseliny je velice dulezita. Existuje Siroka Skéala mastnych kyselin,
které jsou k dispozici pro reakci s epoxidovymi pryskyficemi. Poskytuji fadu vlastnosti,
v zavislosti na pozadavcich konecného uZivatele a uréenych podminek vytvrzovani. Typ
a mnozstvi nenasycenych molekul v mastné kyselin¢ urcuje jeji vlastnosti (vysychavé, ne-
vysychavé nebo polovysychavé). Nejcastéji se pouzivaji vysychavé a polovysychavé kyse-
liny (kyseliny ze soje, Inéného semeno, svétlice barvifské, a dehydratovaného ricinu).

Nevysychavé mastné kyseliny (kokosové a ricinové€) se pouzivaji mén¢ ¢asto.

Druh a podil mastné kyseliny v epoxyesteru urcuje do zna¢né miry vlastnost epoxidového
esteru. Rovnéz to urcuje ¢lenéni epoxidovych esterti podle délky oleje. Kratké oleje (30 -
50 procentni ekvivalent) obvykle zachovavaji vlastnosti epoxidovych pryskyfic a pouZzivaji
se pro vzduchem susici se stiikaci systémy. Dlouh¢ oleje epoxyestert (70 - 90 procentni
ekvivalent) jsou rozpustné v alifatickych rozpoustédlech, maji lepsi pruznost a odolnost

proti vod¢ a pouzivaji se pro §tétcem nanasené povlaky, které jsou vysouseny na vzduchu.

Ptiprava epoxyesteru probiha v uzavieném reaktoru, ve kterém je epoxyester, mastné kyse-
liny, modifikatory a katalyzatory. V reaktoru je také michaci a teplotni regulacni systém,

chladi¢ atd., chemikalie se nechaji zreagovat. Pti vzniku Cirého roztoku se teplota zvysi
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na 240 - 260 °C po dobu 4 - 6 hodin, dokud neni dosazeno pozadovaného ¢isla kyselosti.

Jejich vytvrzovani probiha ve dvou krocich [64].

3.2 Prisady

V soucasnosti uz se nevyviji nové polymery, ale upravuji se vlastnosti jiz pouzivanych
polymerd. Vlastnosti se mohou upravovat i pomoci piisad. Piisady lze rozdélit podle tcelu

jako napf. plniva, pigmenty, stabilizatory (tepelné, UV), retardéry a dalsi [67].

Diatomit - SiO,

Silika tvoii 22 fazi a 12 polymernich forem (kfemenné sklo, diatomit, silikagel atd.). Zlep-
Suje mechanické vlastnosti, nejen modul, ale také pevnost a je odolny proti odéru [67].

Wollastonit - CaSiO;

Jinak feCeno silikat vapniku nebo kiemicitan vapenaty. Jedna se o nejmekci material bilé
barvy, zlepSuje tepelné a mechanické vlastnosti (odolnost proti poskrabani a zvySeni mo-

dulu pruznosti). ZvySuje Zivotnost natéru [67].

Zinkferit - ZnFe,0O4

Zinkferit je intenzivné studovan kvili tomu, Ze je vysoce elektromagneticky. Ma vynikajici
chemickou stabilitu, mechanickou tvrdost. Tyto vlastnosti jsou zavislé na chemickém slo-

Zeni a mikrostruktufe, u niz lze velikost ¢astic a tvar upravit ve vyrobnim procesu [68].

Wolframan Zelezity - Fe;WOg

Wolfram tvofi slitinu s Zelezem, a zachovava si funk¢ni vlastnosti (mechanické, magnetic-
ké atd.) 1 pfi vysSich teplotich. Proto ma velké uplatnéni v primyslovém odvétvi.

Ma vynikajici tepelnou odolnost a velkou taznost [69].

Molybdenan Zelezity - Fe;(M0O,);

Jedna se pravdépodobné o nejvice studovany molybden obsahujici oxid. Molybdenan zele-
zity ma vyznamné prumyslové aplikace, jako katalyzator v syntéze formaldehydu

a pti oxidaci propylenu na propylenoxid. Vyuziva se také jako katoda [70].
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Perovskit - CaTiO3

Jedna se o oxid vapenato-titanicity, vykazuje vysokou iontovou vodivost, coz vede k Siroké
Skale aplikaci [71]. Je c&asto pouzivan v elektronickych keramickych materialech,
a k imobilizaci vysoce radioaktivniho odpadu [72]. Aplikace elektronika, keramika, supra-
vodice a dal$i. Lze ho pfipravit mnoha zpusoby, u nékterych je mozné kontrolovat rist

krystald a optimalizovat fyzikalné-chemické vlastnosti [73].
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4 CHARAKTERIZACE POVRCHU

Za pomoci ruznych méficich metod lze analyzovat povrch materidlu a charakterizovat ho.
Hydrofobnost/hydrofilnost, opotiebeni, abraze a dalsi faktory jsou ovliviiovany fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi materialu [74]. Nize uvedené metody slouzi k analyze moleku-
lové - Ramanova spektroskopie, morfologicko-strukturni analyze - Mikroskopie atomar-

nich sil a k analyze prvkové - rentgenova fotoelektronovéa spektroskopie.

4.1 Povrchova energie

Povrchova energie hraje vyznamnou roli ve vztahu k biofilmu, urcuje miru adheze,
jak je jiz zminéno vySe. Obvykle byvaji pouzity nepiimé métici metody, jelikoz ptimé mé-
fici metody jsou slozitéjsi. Za pomoci sméceni n¢kolika kapalinami Ize vyuzit metody mé-
feni kontaktniho uhlu. Celkovou povrchovou energii 1ze rozdé€lit do nékolika slozek podle
pouzité teorie. Pfi pouziti jen dvou meéficich kapalin se jednd o teorii ,,OWRK*
(Owens - Wendt - Rabel - Kaelble), u této metody se celkova povrchova energie rozdéli na
polarni a disperzni slozku. Pfi vyuziti alespon tii kapalin se jedna o teorii ,,Acid- Base*
a jedna ze tfi kapalin ma nulovou polarni slozku. Takto Ize m¢éfit rozhrani
plyn/kapalina/pevna latka, kde se méfi tvar menisku, tedy thel, jenZ odpovida tecné
k povrchu kapky, zac¢inajici v misté styku kapky s rozhranim. Diky tomuto postupu méteni
lze fici, zda celkovéa povrchova energie je hydrofilni nebo hydrofobni. A ¢im je métfeny
kontaktni tthel mensi tim je povrch danou kapalinou 1épe smacen [75]. Jak je uvedeno
na obréazku 8., smaceni délime podle thlu: dokonal¢ sméceni 6 = 0°, dobré smaceni 0° < 0

<90°, dokonalé nesmaceni 6 = 180° a Spatné smaceni 90° <0 < 180° [76].
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L =

-

-
—

Obrazek 8. Priklady tihlu smaceni a.) dokonalé smaceni, b.) dobré smaceni, c.) dokonalé

nesmécent, d.) Spatné sméceni [76].

4.2 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS) je metoda pro analyzu a mapovani po-
vrchu materialu. Jedna se o nedestruktivni metodu, kterou zjistime kvalitu a kvantitu
sloZeni vzorku. Velkou vyhodou je to, Ze se jednd o metodu s vysokou citlivosti, stanovi
se tak vSechny prvky. Pokud je jejich koncentrace vétsi nez 0,1 atomovych %, s vyjimkou
H a He. Nevyhodou je, Ze 1 ve vysokém vakuu musi byt vzorek a jeho nosi¢ staly a prace

musi probihat v ¢istém prostiedi [74].

Fotoelektricky jev je zakladem této metody, jednd se o nepruznou srdzku fotonu
s elektronem atomu v dané latce, kdy je elektron emitovan do vakua. Takto ziskané elek-
trony jsou rozdéleny podle cetnosti a kinetické energie. Pokud se jedna o prvek
s atomovym Cislem Z > 2, zjistime vazebnou energii elektront, jelikoZ zname hodnotu
energie fotonil budiciho zafeni a jeSté zmeétfenou kinetickou energii. Dochéazi zde
K tzv. chemickému posunu, jelikoz vnitini elektronovy orbital blizky orbitalu valen¢nimu
je ovlivnén vznikem chemické vazby, proto lze odliSit od sebe Zelezo vazané na oxid
od metalického Zeleza nebo uhlik v esterové skupiné od vazané¢ho v aminu [74]. Na polohu
1 tvar piku ma vliv oxidacni stav a vazebné uspofadani. Interpretace je relativné snadna,
a K prekryti ¢ar by dochdzet nemélo [77]. Vysledny graf je zavislost intenzity na vazebné
energii nebo kinetické energii, vétSinou se pouziva vazebna. Podle toho, ze které hladiny
je fotoelektron, jelikoz kazdy prvek ma své predepsané spektrum, zobrazi se ve spektru

dana spektralni ¢ara - pik. Kvantové Cisla energetickych hladin oznacuji piky ve spektru.
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Pismeno n znaci hlavni kvantové ¢islo, nabird hodnot 1-3, vedlejsi kvantové ¢islo znacené
pismenem |, které nabira hodnot 0,1 ... (n-1), ale pouZzivaji se pismena (0 =s, 1 =p,2=d
a 3 =f). Toto zobrazeni slouzi pro kvalitativni analyzu, a pro kvantitativni analyzu je zapo-

ttebi urcit plochu piku [78].

4.3 Ramanova spektroskopie

Jedna se o metodu vibracni molekulové spektroskopie. Slouzi pro urcovani latek, pro jejich
sloZeni a strukturu [79]. Princip je zaloZen na tzv. Ramanové jevu ¢i jinak fe¢eno Ramano-
vé rozptylu, kdy tento jev popisuje neelasticky opticky rozptyl. Jelikoz pfi prichodu
svételného paprsku prostiedim je Cast absorbovana, Cast rozptylena a Cast zlstava beze
zmény [80]. Coz tedy znamena, Ze pfi interakci laseru s elektrony méfeného materialu mi-
ze dojit k: 1.) Pfechodu elektronu ze zakladniho do vyssiho energetického stavu, ale pouze
na kratkou dobu, poté se vraci zpét a dochazi k vyzareni fotonu, ktery méa vinovou délku
jako laser. VInova délka je nezménéna. Jednd se o Rayleightiv rozptyl. 2.) Pokud
se po vybuzeni vrati do vys§i hladiny, nez z hladiny zniz byl vybuzen, dojde
op¢t k vyzateni fotonu, ale s vyssi vinovou délkou neZ je vinova délka laseru. Tzv. Stoke-
sovy fotony. 3.) Anti-Stokesovy fotony - muze totiz dojit také k opa¢nému jevu a to,
ze se elektron vrati do niz§i hladiny nez z hladiny, z niz byl vybuzen. Souhrnné je to

zaznamenano na obrazku 9. [81].

A

A

Rayleighlv StokesUv  Anti-StokesOwv
rozphty foton foton

LR R S I FT

IR absorbce

Obrazek 9. Zobrazeni moznosti interakce elektrond s laserem [81].

Posun vinové délky je pro kazdou latku charakteristicky, vyuzivéa se toho pro urceni che-

mického slozeni vzorku, jednéd se o nedestruktivni metodu. Nevyhodou je, ze mize dojit
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k zahfivani vzorku kvili velké intenzité laseru, k specifické absorpci svétla tzv. fluores-
cenci nebo chybé¢ v interpretaci spekter v piipadé kontaminace vzorku [81]. Ramanovou
spektroskopii 1ze méfit pevné, kapalné i plynné latky. Je mozné tuto metodu kombinovat

s mikroskopii atomarnich sil nebo konfokalni, elektronovou mikroskopii [80].

4.4 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) slouzi k uréeni drsnosti v mikrometrech az nanomet-
rech. Zobrazeni je trojrozmérné [82]. Obraz vzorku je sniman pomoci sondy po jednotli-
vych tadcich. Snimaci sondu tvofi mikropruzina s hrotem, ktery je ovladan vzdalenosti od
povrchu vzorku, vzniklym piezoelektrickym jevem. Mezi atomy hrotu a vzorku ptisobi
ptitazlive sily pii urcité vzdalenosti, u vétsiho ptibliZzeni plsobi sily odpudivé [83]. Povrch

muze byt sniman ve dvou reZimech:

1.) Kontaktni rezim je hrot pfimo v kontaktu se vzorkem, ptisobi zde odpudivé sily
a tim se pruzina ohyba. Existuji dvé snimaci metody mikroskopu, které jsou i uve-
deny na obrazku 10.

a.) Diky konstantnimu ohybu je 1 pfitlak hrotu konstantni, a povrch je snimam
podle velikosti vzniklého napéti.

b.) Druha metoda funguje opacné. Zde je proménny pohyb pruziny a napéti je kon-
stantni. Vyhodou je vysoka snimaci rychlost, ale vzorek musi byt velmi plochy
[83].

2.) U bezkontaktniho rezimu pruzina osciluje s uréitou frekvenci, a je sledovana zména
amplitudy nebo fazovy posun. Plsobi zde piitazlivé sily a lze urcit 1 sily vétSiho
dosahu, napf. magnetické a elektrostatické. Vyuziva se toho pii méfeni materiald,

které by mohly byt poskozeny hrotem v piipadé¢ kontaktniho rezimu [83].
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Obrazek 10. Kontaktniho rezimu horni obrazek zobra-
zuje konstantni polohu hrotu (rezim a), spodni obra-

zek zobrazuje konstantni proud (rezim b) [84].

Vyhodou je Ze neni zapotiebi vzorek né&jak oSetfovat jako u jinych metod napt. vakuum
¢i pokoveni [82]. Nerovnosti na méfeném vzorku ale musi byt jen nékolik atomarnich vrs-
tev. Teplota vzorku by méla byt konstantni, jelikoZ teplota muize ovlivnit posouvaci
rychlost hrotu. DtleZité je také umisténi dané¢ho zatizeni, jelikoZ AFM je citliva na okolni

vibrace [83].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Stanoveni tvorby biofilmu

Pro tento pokus byly vyuzity plisné a bakterie z Ceské sbirky mikroorganismil v Brné.

5.1.1 Plisné

Nize uvedené plisn¢, které tvofi biofilm, byly pouzity pro testovani tvorby biofilmu
na povrchu vzorkti a prertstani povrchu vzorkt biofilmem, za pouziti dvou rozdilnych
agart: kompletniho a nekompletniho agaru. Tyto plisné byly testovany:

e Aspergillus niger CCM 8155

e Trichoderma viride F 486

e Paecilomyces variotii CCM F-398

e Gliocladium virens CCM 8042

5.1.2 Bakterie

Byly testovany niZze uvedené bakterie, které vytvari biofilm. Byly vybrany jako zastupci

grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii.

e Bacillus cereus CCM 2010 - grampozitivni bakterie

e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 - gramnegativni bakterie

5.2 Zivné pidy a médium

Pro kultivaci uvedenych plisni byl vyuZit kompletni agar, na némz rostou vysSe uvedené
plisn¢ a nekompletni agar neboli ochuzeny. Tyto ptidy byly vybrany pro zjisténi, zda plisné
potiebuji Ziviny pro tvorbu a pierustani vzorku biofilmem z agaru nebo budou Cerpat Zivi-

ny ze vzorku.

Jako kultivaéni médium pro bakterie byl pouZzit masopeptonovy agar s glukézou (Himedia,

India). A jako tekuté Zivné médium, trypton-sdjovy bujon s glukozou.
5.2.1 Zivné puady pro biofilm plisni

Kompletni agar

Kompletnim agarem je nazyvan Malt Extract Broth Base, Himedia ref M255-500 G
(MEBB). Pro pftipravu tohoto agaru bylo zapotiebi navazit 4 g MEBB do 200 ml destilo-
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vané vody, a poté bylo pfidano 4 g purifikovaného agaru L.28 OXOID, ktery zde slouzi
jako ztuzovaci prosttedek. Vysledné pH pii teplote¢ 25 °C je 5,4 + 0,2. Tento agar byl

také pouzit jak kultivaéni médium. Slozeni je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3. Slozeni kompletniho agaru

Slozeni MnozZstvi
Sladovy extrakt 3449
Mykologicky pepton 0649
Agar 409
Destilovana voda 200 ml

Nekompletni agar

Jedna se o tzv. ochuzeny agar, sloZeni je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 4. Slozeni nekompletniho agaru

Latka Mnozstvi Latka Mnozstvi
NaNO3 19 FeSO, 0,01g
(NH,)2SO, 19 Sojovy pepton 0,19
K;HPO, 19 Agar 18¢

KCI 05¢g Roztok stopovych prvka 1 ml
MgSQO, . 7 H,O 059 Destilovana voda 1000 ml

Kompletni a nekompletni agar byl sterilizovan v autoklavu pfi teploté 115 °C, poté promi-

chén a po ochlazeni pfiblizné na 45 °C, nalit do Petriho misek.

5.2.2 Zivna piida a médium pro bakterialni biofilm

Masopeptonovy agar s glukézou

Bakterie byly kultivovany na masopeptonovém agaru po dobu 48 hod. Teplota kultivace
byla 37°C pro Bacillus cereus CCM 2010 a pro Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byla

teplota 30°C. Slozeni je uvedeno v nasledujici tabulce.
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Tabulka 5. Slozeni masopeptonového agaru

Slozeni Gramu/litr
Beef extrakt 3

Pepton 5

Agar 15

NaCl 5

Glukéza 5

Trypton-séjovy bujon s glukézou
Jedna se o tekuté zivné médium pro bakterie. V tabulce 6. je uvedeno slozeni.

Tabulka 6. SloZeni trypton-so6jového bujonu

Slozeni Grami/100ml
Trypton 1,7

Pepton 0,3

NaCl 0,5

K2HPO, 0,25

Glukoza 0,5

5.3 Polymerni natéry

Vzorky pro testovani tvorby a prertstani biofilmem poskytla prof. Ing. Andrea Kalendova,
Dr. zUstav chemie a technologie makromolekuldrnich latek Fakulty chemicko-
technologické, Univerzity Pardubice, ktera poskytla také nésledujici popis vzorki.
Jak jiz bylo zminéno vyse, jednd se o snahu nahradit nevyhovujici pigmenty (Pb, Cr+6)
v natérovych hmotach za ekologicky (chemicky a toxikologicky) vyhovujici pigmenty.
Vyuziva se zde epoxyesterova pryskytice (rozpoustédlového typu), kterd byla fedéna xyle-
nem a obsahovala rizné druhy a mnoZstvi pigmentt, které byly vytvoteny aplikaci kapalné
natérové hmoty na sklenéné substraty. Pfipravované polymerni filmy se liSily typem pig-

mentu (nosi¢em vodivého polymeru) a typem povrchové upravy VP (PANI, PPY a PPDA,
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nebo ZnFe,0,), objemova koncentrace testovanych pigmentid (OKP) byla rovna 1 %, pou-
ze u Fe;,WOg/PANI byla koncentrace pigmentt 15 %.

Tabulka 7. Souhrnné ozna¢eni vzorkt polymernich natért

Nazev Zkratka

Diatomit SiO;

Diatomit + polyanilin SiO,/PANI
Diatomit + poly(p-phenylenediamin) SiO,/PPDA
Diatomit + zinkferit SiOy/ZnFe,04
Wollastonit CaSiOs;
Wollastonit + polyanilin CaSiOs/PANI
Wollastonit + poly(p-phenylenediamin) CaSiO3s/PPDA
Wollastonit + zinkferit CaSiOs/ZnFe,04
WorléeDur D 46 - samotna pryskyfice WorléeDur D 46
Wolframan Zelezity Fe,WOg
Wolframan Zelezity + polyanilin (OKP = 1 %) Fe,WOs/PANI 1 %
Wolframan Zelezity + polyanilin (OKP = 15 %) Fe;WOg/PANI 15 %
Wolframan Zelezity + poly(p-phenylenediamin) Fe,WOgs/PPDA
Molybdenan Zelezity + polypyrrol Fex(MoQy)s/PPY
Molybdenan zelezity + polyanilin Fe2(Mo0O,)s/PANI
Molybdenan Zelezity + poly(p-phenylenediamin) Fe2(Mo00,)s/PPDA
Oxid vapenato-titanicity (perovskit) CaTiO3

Poznamka: OKP - objemova koncentrace pigmentu

V tabulce 7. jsou uvedeny nazvy polymernich natért a jejich zkratky, které jsou dale pou-
Zivany pro oznaceni natérd. Prvni skupina vzorkd obsahovala pigment pfirodni oxid kie-
micity SiO; tzv. diatomit, ktery plisobi v natérovych filmech fyzikalnim mechanismem
ochrany kovového podkladu. Ve 2. skupiné byl vyuzit jako pigment ptirodni wollastonit

CaSiO0s. 3. skupina obsahovala pouze samotnou pryskyfici - WorléeDur D 46, neobsahova-
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la pigmenty ani vodivé polymery. V dal§ich skupindch byly vyuzity syntetizované
pigmenty - molybdenan Zzelezity, perovskit oxid vapenato titani¢ity a wolframan Zzelezity.
Pro zvyseni antikorozni Uc¢innosti v natérovych filmech byly chemicky aktivni pigmenty
molybdenan Zelezity a wolframan Zelezity v natérovych filmech povrchové upraveny
PANI, PPY a PPDA. Zlepsi se tim nejen antikorozni uc¢innost pivodnich pigment,
ale 1 dispergace vodivych polymerG v natérovych filmech na pigmentovych nosicich.
U wolframanu Zelezitého s PANI byl pouzit pigment pfi dvou riznych objemovych kon-

centracich - 1 % a 15 %.

5.3.1 Laboratorni pfiprava pigmenti

Informace o pfipravé a povrchové upravé polymernich natéri byly poskytnuty
prof. Ing. Andreou Kalendovou, Dr. Laboratorné byly pfipraveny pigmenty na bazi perov-
skitu, wolframanu a molybdenu. Metodika pfipravy byla uskutecnéna podle obecnych za-
sad pripravy vysokoteplotnich anorganickych pigmentd, kdy syntéza probihala v pevné
fazi kalcinaci zhomogenizované smési vychozich latek za vyssich teplot, celkové syntéza
probihala v né€kolika krocich. Byla provedena homogenizace smési, kalcinace ptfi dané

teploté, promyvani vodou, mleti a suseni.

5.3.2 Povrchova uprava pigmenti pomoci VP a zinkferitu

Vzorky diatomit SiO, a wollastonit CaSiO3 byly upraveny vrstvou zinkferitu. Z zeleznaté
a zinecnaté soli v zasaditém prostiedi pii hydrolyze mocoviny byla vylou€ena tato vrstva
ve vodném prostiedi na pigmentovych ¢asticich a poté nasledovala kalcinace. Pigmenty

byly nasledovné povrchové upraveny vrstvou VP.

PANI: pigmenty byly povrchové upraveny za laboratornich podminek polymerni oxidaci
anilinu; bylo rozpusténo 9,06 ml anilinu v 250 ml destilované vody okyselené 0,8 M (85%)
H3PO.. Po rozpusténi bylo do tohoto roztoku ptidano 20 g pigmentu. Déle byl pfipraven
roztok peroxodisiranu draselného a byla zahajena polymerace, po 1 hodin¢ michani ukon-

¢eno, ponechano dopolymerovat do druhého dne.
PPDA: piiprava obdobna jako u PANI — vychozi latkou je 0,2 M p-phenylenediamin.
PPY: vychozi latkou je samotny pyrrol

a) Povrchova uprava pigmenti polyanilinem fosfatem - postup

V 250 ml 0,8 M H3PO4 (13,2 ml 85 % kyseliny) bylo za stalého michani rozpusténo
9,06 ml anilinu. Po hodiné¢ michani bylo pfidano 28,5 g (NH,;)2S,0g rozpusténého
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v 250 ml destilované vody a piisypano 20 g pigmentu. Po dal$i hodiné bylo michani
dokonceno a smés byla nechdna jest€ 24 hodin depolymerovat. Na druhy den byl povr-
chové upraveny pigment promyt roztokem 13,56 ml H3PO,4 v 500 ml destilované vody
a zfiltrovan pfes Biichnerovu nalevku s filtraénim papirem. Pro lepsi prosuseni byly
pigmenty na zavér promyty 50 ml acetonu. Po ukonceni filtrace byly pigmenty z fil-
tracniho kolace prevedeny na hodinové sklicko a ponechdny 24 hodin voln€¢ schnout
na vzduchu. Na druhy den byly pigmenty dosuSeny v susarn¢ predehiaté na 110 °C.

Dokonale prosuseny pigment byl pfeveden do uzaviratelné sklenéné oznacené nadoby.
b) Povrchova uprava pigmentd polypyrrolem fosfatem - postup

17ml 85% H3PO, bylo doplnéno destilovanou vodou na obsah 250 ml roztoku
a za stalého michani v ném rozpusténo 7 ml pyrrolu. Po hodiné michani bylo ptidano
28,5 g (NH,4),2S20g rozpusténého v 250 ml destilované vody a ptisypano 20 g pigmentu.
Po dal$i hodin¢ bylo michani dokonceno a smés byla nechana jesté 24 hodin depoly-
merovat. Na druhy den byl povrchové upraveny pigment promyt roztokem 13,56 ml
H3PO4 v 500 ml destilované vody a zfiltrovan pies Biichnerovu nalevku s filtratnim
papirem. Prolepsi prosuSeni byly pigmenty na zavér promyty 50 ml acetonu.
Po ukonceni filtrace byly pigmenty z filtra¢niho kolace pfevedeny na hodinovée sklicko
a ponechany 24 hodin na prosuseni na vzduchu. Na druhy den byly pigmenty dany
do predehiaté susarny na 110 °C. Dokonale prosuseny pigment byl pfeveden do uzavi-

ratelné sklenéné oznacené nadoby.

Obrazek 11. Ukézka povrchové neupraveného (vlevo) pigmentu a povrchové upra-
veného pigmentu ZnFe,04 polyanilinem fosfatem (vpravo). Obrazky od prof. Ing.
Andrey Kalendové, Dr.
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5.3.3 Priprava vzorku natérovych hmot

Natérové hmoty byly pfipraveny dispergaci kapalného pojiva a praskového podilu pigmen-
tu. Dispergace byla provedena v perlovém mlynu (Dispermat CV pearl mill WMA Ge-
tzmann GmbH, Verfahrenstechnik, Germany) pii otackach 3000 ot./min. po dobu 45 mi-
nut. Vysokouc¢inna dispergace je dilezita pro v¢lenéni praskového pigmentu do pojiva.
Pro ucinnou dispergaci a homogenni rozdéleni pigmentu do pojiva je diilezitad volba typu
dispergacniho zafizeni, velikost michadla, pocet otd¢ek a mnoho dalSich. Objemova kon-
centrace testovanych pigmentu (OKP) byla rovna 1 %, pouze Fe;WOg /PANI byl testovan
ipii 15 %.

5.3.4 Epoxyesterova pryskyrice

Pryskytice WorléeDur D46

vyrobce: Worlée - Chemie, Némecko

— slozeni: epoxyesterova pryskytice (60 % epoxid, 40 % konjugované mastné kyseli-
ny tungového oleje)

— hustota: 1,07 glem®

— susina: 60 %

— ¢islo kyselosti: 4,1 mg KOH

— rozpoustédlo: xylen

5.4 Polyanilin

Jako podklad pro ptipravu polyanilinovych filmi (PANI) byla pouzita 100% polypropyle-

nova folie, z niZ byly vystfizeny ¢tverecky o rozmérech 4x4 cm.

5.4.1 PANI-S

Mnozstvi 2,59 g anilin hydrochloridu (AH) bylo navazeno do odmérné baiiky a pro ziskani
koncentrace 0,2 M doplnéno ultracistou vodou. Do dals$i odmérné banky v mnoZzstvi 5,71 g
byl navdZen amonium persulfat (APS) a pro ziskani kone¢né koncentrace 0,25 M doplnén
ultracistou vodou. Takto pfipravené roztoky byly pfi laboratorni teploté ponechany 1 hodi-
nu, po uplynuté dobé probéhla kontrola, zda jsou navazené latky dokonale rozpustény.
Folie byly umistény do nadoby a zality obéma pfipravenymi roztoky, reakce trvala 10 mi-

nut pfi laboratorni teploté. Potom byly félie oplachnuty 0,2 M kyselinou chlorovodikovou
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a methanolem. Po oplachnuti vznikly film schnul na vzduchu. Takto byla vytvofena tmavé

zelena tzv. emeraldinova stl na povrchu folie.

5.4.2 PANI-B

PANI-B ziskame z PANI-S, tim Ze je nechame pfed deprotonaci 1 hodinu v destilované
vode. Po uplynuté dobé byly folie ponofeny do 1 M vodného roztoku hydroxidu amonné-
ho, ktery ptisobil 12 hodin. Poté byly folie vytaZzeny a vytvofeny film se susil na vzduchu.
Timto zptisobem z PANI-S vznikla deprotonovana PANI-B. Tato zména se projevuje zmé-

nou barvy, z tmavé zelené na modrou.

5.4.3 PANI-B reprotonovana kyselinou fosfowolframovou

Pro vznik PANI filmu reprotonované kyseliny (PANI-PHO) byly vyuzity foélie PANI-B.
Tyto folie byly zality roztokem kyseliny fosfowolframové o 50% koncentraci, reakce pro-
bihala po dobu 24 hodin. Po uplynulé¢ dobé& byly folie oplachnuty methanolem a folie

se susily na vzduchu pfi pokojové teplot¢.

5.5 Ockovani

Z dtivodu rozdilného poctu vzorki, byla v pfipadé polymernich natérdi pouzita smésna kul-

tura plisni a u PANI filmt byla moznost naockovani jednotlivé kazdou plisni.
5.5.1 Oc¢kovani plisni

5.5.1.1 Polymerni natéry

Pied pokladanim vzorkid na Zivné pidy (kompletni i nekompletni agar) v Petriho miskach,
byly vzorky sterilizovany za pomoci UV zafeni po dobu 30 minut. Do zkumavky s 25 ml
sterilniho fyziologického roztoku byly vyzihanou klickou setfeny vSechny Ctyti druhy plis-
ni do zakaleni roztoku. Pfi kazdém setfeni byla pouzita vyzihana kli¢ka, aby nedoslo
ke kontaminaci nakultivovanych ptd. Takto pfipravena smésna kultura plisni byla apliko-
vana na povrch zivné pudy v mnozstvi 100 pl a rozetiena vyzihanou zahnutou klickou.
Po zaschnuti suspenze na povrchu ptid, byly vzorky opatré plochou pinzetou preneseny
na zivné pudy tak, aby nedoslo k poskozeni filmu. Poté byly vzorky zaockovény i na po-
vrchu, jemnym poklepem za pomoci sterilni vatové ty€inky, ktera byla namocena do sus-
penze smésné kultury. Takto naockované vzorky byly kultivovany v inkuba¢nim boxu

pii teploté 25 °C.
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5.5.1.2 PANI filmy

Zde byly vyuzity také oba druhy zivnych pud. Vzorky byly sterilizovany UV zafeni
po dobu 30 minut. Do zkumavek se 3 ml sterilniho fyziologického roztoku byla setiena
jednotliva plisen vyzihanou klickou. Na povrch zivnych ptd byly Setrné polozeny vytvore-
né PANI filmy tak, aby nedoslo k jejich poskozeni. Pfipravené suspenze spor plisni byly
aplikovany za pomoci sterilnich vatovych tycinek kolem okraje folie a jemnym poklepem
byla suspenze aplikovana i na povrch. Takto naockované vzorky byly také kultivovany

Vv inkuba¢nim bosu pii teploté 25°C.

5.5.2 Oc¢kovani bakterii

Do fyziologického roztoku byly zaockovéany bakterie, tim byla pfipravena bakteridlni sus-

penze, o hustot¢ 2. stupné McFarlandova standardu. Hustota se méfila na denzitometru.

Polymerni natéry byly sterilizovany UV zafenim po dobu 30 minut. Do Petriho misek
(TPP, Svycarsko) se vzorky o velikosti 28,3 mm?® se napipetovalo 5 ml trypton-s6jového
bujonu a vse se nasledovné zaockovalo 50 pl bakteridlni suspenze. Inkubace probihala
po dobu 48 hodin pfi teplotach 30 °C a 37 °C podle pouzité bakterie. Po uplynuté inkubac-
ni dob¢ byl obsah odstranén a vzorky opatrné oplachnuty fyziologickym roztokem, posléze
usuSeny na vzduchu. Pro uvolnéni bunék z povrchu vzorkl bylo pouzito 100 pl ultracisté
vody smichané se 100 pl Extraktantu B/S (BioThema, Sweden). Tato vznikla bakterialni

suspenze byla nasledovné métena pro obsah bunck.

5.6 Odecet tvorby a prerustani biofilmu

Plisné: Tvorba a prertstani biofilmu ptes povrch vzorkl byla sledovana po 7 dennich in-
tervalech, pfi kterych byl pofizen fotograficky zdznam. Posledni odecet byl 42. den,
kdy byla také vyhodnocena procentudlni mira tvorby a pteriistdni biofilmu ptes povrch

vzorku.

Bakterie: Ze vzniklé suspenze bylo odpipetovano 40 pl do mikrozkumavky se 160 ul ATP
Reagentu HS + diluent B solution (BioThema, Sweden) a byla zméfena svételna emise
(1smp172) pomoci luminometru (Turner BioSystems). Po skonceni méfeni bylo do mikroz-
kumavky piidano 10 pl 100 nmol/L ATP Standardu (BioThema, Sweden) a opét byla zmé&-

fena svételna emise (Ismp+sta). Obsah ATP ve vzorku (pmol) byl vypocitan pomoci rovnice:

ATPsmp = Ismpl/(lsmp+std - smpz)
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5.7 Charakterizace povrchu

Pro charakterizace povrchu byly pouzity dvé metody. Pro stanoveni povrchové energie
byla pouzita metoda méfeni kontaktniho thlu sedici kapkou a rentgenova fotoelektronova

spektroskopie.

5.7.1 Méreni kontaktniho ihlu metodou sedici kapky

Mg¢feni bylo provadéno s vyuzitim See systém 6.2 (Surface energy evalution system). Kon-
taktni tthel byl méfen za pomoci deionizované vody, ethyleneglykolu a diiodomethanu.
Jak je uvedeno v kapitole Povrchova energie, pii pouziti alespon tii méficich kapalin
se jedna o teorii ,,Acid - Base®, ktera je v této kapitole rozvedena. Tato metoda byla pouzita

pro vSechny povrchy, které byly méfeny pro biofilm.

5.7.2 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Tato méteni byla provedena ve spolupraci s Jozef Stefan Institute ve Slovinsku, kde jsem
byla v ramci studentské staze v obdobi leden az biezen. Metodou XPS byla méfena pouze

PANI-S a PANI-B a to z diivodu nutnosti pfipravy vzorkil pfimo na misté&.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou uvedeny vysledky z méfeni povrchové energie polymernich natért
a PANI-S, PANI-B a PANI-PHO. Vysledky z méteni XPS PANI-S a PANI-B. Tvorba
a preristdni biofilmu plisni na povrchu polymernich natéri a PANI-S, PANI-B
a PANI-PHO, na dvou riznych agarech (kompletnim a nekompletnim). A tvorba bakteri-

alniho biofilmu na polymernich natérech.

6.1 Vysledky z méreni kontaktniho uhlu

V nasledujicim grafu jsou uvedeny vysledné hodnoty povrchové energie polymernich naté-

ra, PANI-S, PANI-B a PANI-PHO.

Nejnizsi hodnotu povrchové energie u polymernich natérti mel vzorek samotné pryskytice
WorléeDur pii 36,34 mJ.m? a naopak nejvyssi hodnotu mél vzorek Fe;WOg 47,91 mJ.m?.
Povrchova energie 13 vzorkli ze 17 vzorki polymernich natéri dosahovala hodnot
chové energie a poté dva vzorky s povrchovou energii vys§i nez 44 mJ.m? a to Fe;WOs
s PPDA 45,88 mJ.m? a Fex(M00Q,)3 s PPDA 47,00 mJ.m?. Ze vzorkii Fe,(M0oO4); byla hod-
nota povrchové energie nejvyssi v ptipadé piitomnosti PPDA a u vzorki Fe,WOsg, byla
nejvyssi povrchové energie u samotného Fe;WOg. Fe,WOg obsahujici PPDA mél vyssi
povrchovou energii oproti PANI, ale pii zvysujici se koncentraci PANI hodnota povrchové
energie vzrasta. U SiO; je hodnota povrchové energie pii pouziti PPDA také nejvyssi,
ale rozdily nejsou tak vyrazné. U CaSiO3z tomu tak ale neni. Povrch PANI-S ma nizsi hod-
notu povrchové energie 42,89 mJ.m? nez PAN B 52,39 mJ.m”a PANI-PHO 51,89 mJ.m?.
Ve studii [85] byly PANI povrchy také méfeny na povrchovou energii PANI-S
52,54 mN/m a PANI-B 50,88 mN/m, také za pouziti destilované vody, ethyleneglykolu
a diidomethanu. Vysledky spolu témét koresponduji. Studie zabyvajici se polymernimi
natéry testuji jinymi fyzikalné-chemickymi metodami, ale netestuji povrchovou energii.
Ptisady maji hydrofobni charakter, jelikoz jejich povlak je z VP. Polypyrrol ma povrcho-
vou energii 46 mJ.m’ [86], coZ je niz§i hodnota nez u PANI V grafu 2. smés
Feo(M004)s/PANI ma 40,72 mJ.m? a Fe,(M0O4)s/PPY mé 41,07, coz je rozdil pouze
0,35 mJ.m”.
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Graf 2. Znazornéni hodnot povrchové energie [mJ.m?] pro polymerni natéry a PANI-S,
PANI-B a PANI-PHO
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6.2 Vysledky z méreni XPS PANI filmu

Graf 3. Znazornéni vazebné energie pro PANI-S
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Graf 3. zobrazuje zavislost koncentrace prvku na vazebné energii pro PANI-S. Procentual-
ni slozeni je Cls 75,9 %, Ols 16,0 %, N1s 3,9 %, Si2p 3,0 % a CI2p 1,2 %. Zastoupeni
odpovida vzorci PANI (CgHsN)n. Nejvetsi procentudlni zastoupeni zde ma C. Cl je
zde nejspiSe zastoupen jako zbytkové mnozstvi po oplachovani po polymeraci. Méfeni
probihalo pii 250 W, 45,0° a 187,85 eV a 6,67 min. Pomér C/N je 19, takto vysoky pomér

je zptuisoben naméfenou nizkou koncentraci dusiku.
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Graf 4. Znazornéni vazebné energie pro PANI-B
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Graf 4. zobrazuje zavislost koncentrace prvku na vazebné energii pro PANI-B. Procentual-
ni slozeni je Cls 75,6 %, Ols 10,3 %, N1s 9,7 %, Si2p 4,4 %. M¢éteni pii 250,0 W, 45,0°,
187,85 eV a 6,67 min. Pomér C/N je 7,8.

Ve studii Golczak [87] bylo zkoumano za pomoci XPS, sloZeni povrchu PANI filmu, které
byly vytvotfeny elektrochemicky pii dvou riznych potencidlech. Zjistili slozeni a chemic-
kou vazbu atomil povrchu v tloustce 5 — 10 nm. Podle velikosti piku zjistili atomovou
koncentraci kysliku, dusiku, uhliku a chloru. Chlor zde byl kvuli stopovému mnozstvi soli
(KCI), ktera byla pouzita béhem procesu polymerace. Pomér C/N urcuje pomér jednotek
v PANI a to je 6 (teoreticky vzorec (CgHsN),). V tomto pokusu byl naméfen také vétsi
pomér nez je teoreticky pomér. Zméfili také velké mnozstvi kysliku, ktery zde byl
v disledku oxidace nebo kvili pfitomnosti povrchové vody. VEtsi mnozstvi uhlohydratt
bylo zplsobeno kontaminaci vzorku atmosférou. Pfi srovnani namétenych v této diplomo-
vé praci a ve studii Golczak [87] lze fici, ze vysledky spolu koresponduji, kromé prvku Si,

ktery zde byl naméten ziejmé v diisledku kontaminace.
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6.3 Preriustani a tvorba biofilmu plisni

Prertistani a tvorba biofilmu pies polymerni povrchy byly zaznamenavany po dobu 42 dni.
Jako zivné pudy zde byl v obou piipadech pouzit kompletni a nekompletni agar. Zptsob
vyhodnoceni spocival v tom, Ze se dané vzorky vyfotily, fotky vzorkil byly upraveny
na stejnou velikost, a na né byla vyobrazena mtizka. Mfizka byla nutnd pro vypocet pro-

centualniho prertstani a tvorby biofilmu.

Na nasledujicim obrazku 12. je zobrazena fotka vzorku s miizkou, ¢ervenym a zelenym
¢tvercem. Tyto Ctverce rozdéluji fotku vzorku na tii dalezité oblasti. Mtizka slouzi
pro méfeni procentudlniho zastoupeni, vypoctem pomért zaplnénych c¢tverecku miizky
K nezaplnénym. Oblast uvniti cerveného ¢tverce je pro vypocet tvorby biofilmu, mezi ze-
lenym a ¢ervenym ¢tvercem se jedné o prerlstani, a okolo zeleného ctverce se jednd o bio-

film plisnéna zivné pude.

Obrazek 12. Zobrazeni miizky a ohranicujicich ¢tvercu (zeleny a Cerveny Ctverec) pro

urceni prerdstani a tvorby biofilmu
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6.3.1 Polymerni natéry

Graf 5. Zobrazuje piertstani a tvorbu biofilmu smésné kultury plisni na vzorcich na

nekompletnim agaru po 42 dnech
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Poznamka: Cerven¢ je znacend tvorba biofilmu a modfe preriistani biofilmem.
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Na grafu 5. jsou znazornény hodnoty tvorby a piertstani biofilmu na povrchu polymernich
natérii, které byly kultivovany na nekompletnim agaru. V 11 ptipadech ze 17 je procentu-
alni mira pferiistani biofilmem vyssi nez tvorba biofilmu. Coz jsou tfi vzorky obsahujicich
CaSiO3 (kromé& CaSiO3; s PPDA) a Fe;WOg /PANI pii OKP = 15 %, Fea(MoO,)s/PANI
a Fe,(MoQy)s/ PPDA. Nejvétsi mira procentualniho preristani je u vzorku CaSiOs/PPDA
(85 %) a nejmensi u CaSiO3 (65 %). Nejvetsi procentudlni mira tvorby biofilmu je u vzor-
ku Fe;WOg /PANI pii OKP = 15 % (87 %) a nejmensi SiOo/PANI (22 %). Nejvétsi pro-
centualni rozdil mezi tvorbou a piertstanim biofilmu byl u vzorku SiO,/PANI (rozdil hod-
not je 55 %), a nejmensi rozdil byl u vzorku CaSiOz a Fe;WOg /PANI pii OKP = 15 %

Cvwr

d¢ prertstani tomu tak neni. Nizkou miru tvorby biofilmu maji vzorek WorléeDur (41 %),
SiO; (36 %), CaTiO3 (40 %), SiO,/ZnFe,04 (28 %), Fe,WOg (41 %) a Fe,WOg / PPDA
(41 %). Ostatni vzorky maji tvorbu biofilmu vice nez 50 %. Miru pfertistani maji vSechny
vzorky nad 65 %. V piipadé preristani biofilmu je v ramci pigmentu nejnizsi procentualni
zastoupeni u vzorkli s pigmentem Fep(M00Oy)s, a nejvyssi procentualni zastoupeni je

u vzorkd s pigmentem CaTiOs, Fe;WOg a samotné pryskyfice.
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Graf 6. Zobrazuje piertstani a tvorbu biofilmu smésné kultury plisni na vzorcich na

kompletnim agaru po 42 dnech
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Poznamka: Cerven¢ je znacend tvorba biofilmu a modfe preriistani biofilmem.
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Na grafu 6. jsou zndzornény hodnoty tvorby a ptertistani biofilmu na povrchu polymernich
natért, které jsou umistény na kompletnim agaru. Ve vSech piipadech je procentudlni mira
preristani biofilmu vys$i nez procentualni mira tvorby biofilmu. Nejvétsi procentualni
mira prerastani je u vzorku SiO; (96 %) a nejmensi u Fe;WOg/PANI 1 % a Fe,WOg/PPDA
(oba vzorky 53 9%). Nejvétsi procentualni mira tvorby biofilmu je u vzorku
Fe2(M00,)3/PANI (44 %) a nejmensi u vzorku CaTiO3 a SiO,/ZnFe,O4 (3 %). Je zde cel-
kovée viditelny vyrazny rozdil mezi hodnotami pfertstani a tvorbou biofilmu. Nejvétsi pro-
centualni rozdil mezi tvorbou a prertstanim biofilmu byl u vzorku SiO; (rozdil hodnot je
77 %), a nejmensi rozdil byl u vzorku Fe,(M0O,4)3/PANI (rozdil hodnot je 15 %). Lze fici,
ze tvorba biofilmu je nejnizsi v ptipadé vzorkd s pigmenty CaTiO3z a SiOy, nejvyssi pro-
filmem je v piipadé pigmentu Fey(M0O,)s, ale nejvyssi v ptipadé vzorka s pigmenty
CaSiO3 a SiOs.

Pti srovnani hodnot mezi kompletnim a nekompletnim agarem, lze fici, ze u kompletniho
agaru prevazuje hodnota preristani, pficemz nékteré hodnoty u tvorby biofilmu by
pfi srovnani byly zanedbatelné. Coz dokazuje procentualni rozdil 77 % u SiO,. Hodnoty
pii prerdstani jsou si podobné, primér u piertstani na nekompletnim agaru je 76 %
a u kompletniho agaru 68%. OvSem tvorba biofilmu se vyrazné lisi, u nekompletniho agaru
je primér 58 % a u kompletniho pouze 17 %. Z ¢ehoZ vyplyva, ze velmi zaleZi na typu
pouzité¢ pudy, jako zdroje zivin. U nekompletniho agaru mély zapotiebi Cerpat Ziviny
ze vzorkl, u kompletniho agaru mély dostatek Zivin pifimo znéj. Nejvétsi rozdil
v prerlistdni na nekompletnim agaru a kompletnim agaru byl v pfipadé¢ vzorku
FeoWOg/PANIT OKP = 1 %, kde je rozdil 30 % a naopak kdy se jednalo o vétsi prerstani
Vv ptipad€ kompletniho agaru, je rozdil 17 % u vzorku SiO,. V piipad€ tvorby biofilmu je
nejvetsi rozdil u vzorku CaSiOs/ZnFe;04 a to 72 %. Vzdy byla zaznamenana vétsi tvorba
na nekompletnim agaru nez na kompletnim agaru. V souvislosti s obsahem pigmentu
1ze fici, Ze nejmensi tvorba biofilmu je u vzorku obsahujici SiO,, vV ramci pferdstani je nej-
niz§i procentualni zastoupeni u vzork obsahujici Fe;(M00O,)s. Naopak nejvyssi tvorbu
biofilmu je u vzorkli obsahujici CaSiO3 a Fey(M0Q,), a nejveétsi procentualni preristani
je u vzorku s CaTiO3 a samotna pryskytice WorléeDur D 46. Fotografie polymernich naté-
i potizenych po 42 dnech tvorby a pfertistani biofilmem na kompletnim a nekompletnim

agaru jsou uvedeny nize.
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Polymerni natéry nebyly testovany na tvorbu biofilmu plisni, ale spise byly testovany spise
fyzikalné-chemické vlastnosti (tvrdost, koroze v rizném prostiedi, ohybové zkousky, nara-
zové zkousky atd.) [31]. Ve studii Binkauskiené [42] byl zkouman vliv plisné A. niger
na korozi materialu. Bylo zjisténo, ze v pfipad¢ potahovanych materialti zinkem byla koro-
ze zrychlena, a naopak v ptipadé hlinikového natéru byla koroze zpomalena, kvili latkam
(rizny organickym kyselinam), které plisné tvofi. Fateixa [88] studoval vliv nanokompozi-
tu SiO, v kombinaci s Ag,S na A. niger. Tento nanokompozit vykazoval protiplisiovou
aktivitu. Ale SiO, zde slouzil jako nosi¢ aktivni protiplisnové latky. Lugauskas [89]
testoval polymerni materidly obsahujici rizné prisady a homogenni materialy. Materialy,
Které obsahovaly rizné slozky, byly snadnéji kolonizovany, nez tieba homogenni folie,
jelikoz plisné mély k dispozici vice latek, jez mohly vyuzivat jako zdroj zivin. Coz lze pfi-
rovnat K polymernim natérim, které byly na nekompletnim agaru. Nedostatek zivin

z nekompletniho agaru si kompenzovaly pfisunem zivin z polymernich néatéra.
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Obrazek 13 Fotografie polymernich natéri po 42 dnech na dvou typech agaru

Vzorek Kompletni agar Nekompletni agar

.

.

i
Poznamka: 1. vzorek SiO,, 2. CaSiOs/PPDA, 3. PANI/ Fe;WOg OKP =15 %
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6.3.2 PANI filmy

Graf 7. Zobrazuje miru pierustani a tvorby biofilmu v procentech povrchu na nekomplet-

nim agaru po 42 dnech
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Poznamka: Cervené je znacena tvorba biofilmu a modie preriistani biofilmem.
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Graf 7. zobrazuje tfi rizné typy pouzitych materiala (PANI-S, PANI-B a PANI-PHO)
se ¢tyfmi ruznymi plisnémi (A. niger, G. virens, P. variotii a T. viride) na nekompletnim
agaru. V piipadé PANI-B s A. niger a P. variotii, PANI-S s A. niger a P. variotii nedocha-
zi k prerGstani ani k tvorbé biofilmu. Nejvétsi procentualni mira pferiistani je u vzorku
PANI-S s G. virens kde se jedna o 100 % prertstani biofilmem, a tvorba biofilmu v tomto
PANI-PHO G. virens s 9 %. Nejnizsi tvorba biofilmu na povrchu je u PANI-PHO s P. va-
riotii (3 %) a také PANI-S T.viride (4 %). V ptipadé PANI-B T.viride dochazi k ptertustani
biofilmu az za vyznacenou vnéjsi oblast, ale jednd se pouze o prertstani, nikoliv tvorbu
biofilmu, proto byl narostly biofilm zahrnut pro vypocet pouze pro pieristani.
U PANI-PHO se vyskytuje pferdstani u vSech ¢tyt druhi plisni, i kdyz v ptipadé G. virens
se jednd pouze o 9 %. Pritom v piipadé PANI-S a PANI-B mé tento druh plisné nejvéetsi
miru prertstani. Nejveétsi vliv na povrch PANI-S mély okolni podminky, doslo zde totiz
ke zméné oxidaéniho stavu, pifi kterém nastava i barevna zména, kdy ze zelené barvy
PANI-S se stala tmavé modra PANI-B. U jednoho ze dvou vzorkdi PANI-PHO s A. niger
nastal problém jiz pfi nandSeni suspenze, kdy i1 pii jemném dotyku vatovou tyCinkou
se suspenzi plisné, dochazelo k naruSeni souvislé vrstvy filmu a uvolnovani kyseliny
do okoli vzorku - agaru. Na tomto typu agaru davaly plisné¢ pfednost prertistani nez tvorbé

biofilmu na povrchu vzorku.
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Graf 8. Zobrazuje miru pierustani a tvorby biofilmu v procentech povrchu na kompletnim

agaru po 42 dnech
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Poznamka: Cerven¢ je znacend tvorba biofilmu a modfe preriistani biofilmem.
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Graf 8. zobrazuje tii rizné typy pouzitych materiala (PANI-S, PANI-B a PANI-PHO)
se ¢tyfmi riznymi plisnémi (A. niger, G. virens, P. variotii a T. viride) na kompletnim aga-
ru. Dochézi zde, skoro ve vSech ptipadech k 100 % ptertistani povrchu biofilmem. U vzor-
ku PANI-PHO dochazi ve vsech piipadech k 100 % pfertstani biofilmu, u PANI-B
a PANI-S je prerustani ve skoro ve vSech pfipadech 100 % kromé plisné A. niger,
kde se ale jedna o 98 % a 94 % prertstani. Nejvétsi tvorba biofilmu byla u vzorku
na vSech tiech typech povrcht (PANI-B 0 %, PANI-PHO 4 % a PANI-S 6 %) a u PANI-B
T. viride 5 %. U vzorku PANI-B dochazi k velkému pfertistani biofilmem, ovSem tvorba
biofilmu je minimalni, zde je také pozorovan nejvétsi rozdil mezi prertistanim a tvorbou
biofilmu. U PANI-PHO je tvorba biofilmu nejvétsi v ptipadé G. virens (88 %) a poté
P. variotii (45 %), je tomu tak i v piipadé PANI-S nejvétsi tvorba biofilmu je G. virens
(72%) a poté P. variotii (67 %). Celkov¢ tedy lze fici, Ze G. virens nejvice tvoii biofilm,
nasledné P. variotii, poté T. viride a nejméné tvoii biofilm A. niger. Jako v pfipadé nekom-
pletniho agaru i zde doslo ke zmén¢ oxidac¢niho stavu, kdy ze zeleného PANI-S se za pt-

sobeni okolnich podminek stala tmavé modry PANI-B.

Pti srovnani hodnot PANI-B, PANI-S a PANI-PHO na nekompletnim a kompletnim agaru,
které jsou zobrazené v grafu 7. a 8., lze fici, ze celkoveé vySsiho preristani bylo dosazeno
Vv piipad¢ kompletniho agaru, a to celkové 1 v pfipad¢ tvorby biofilmu na povrchu vzorki
(kromé vzorkt PANI-B G. virens a PANI-S G. virens). Z vysledki méfeni na nekomplet-
nim agaru vyplyva, ze ziviny z nekompletniho agaru nebyly dostacujici pro preristani
vSech plisni, a povrch vzorkli nevyuzivaly jako zdroj zivin, krom¢ tvorby biofilmu
na PANI-B G. virens (25 %), PANI-PHO T. viride (20 %) a PANI-S G. virens (82 %).
Lze tedy fici, Ze zkoumané plisné potiebovaly pro pferlstani a tvorbu biofilmu Ziviny
z kompletniho agaru. Nejmensi pferiistdni a tvorba biofilmu bylo v pfipadé¢ povrchu
PANI-B a to na nekompletnim 1 kompletnim agaru. A nejvétsi tvorba a prertistani bylo
u vzorku PANI-PHO. Jak jiz bylo zminéno vyse, PANI-S se na nekompletnim i komplet-
nim podkladu zménila po plsobeni vnéjsiho okolni na PANI-B. Fotografie PANI filmt
jsou uvedeny nize. PANI ve vztahu k plisniovému biofilmu byl jiz studovan v mé bakalaf-
ské praci [44]. Byla studovdna PANI-S a jeji upravena forma v plazmé¢, za pouziti 7 raz-
nych plisni. A bylo potvrzeno, Ze nejvice tvotily biofilm plisné¢ G. virens a P. variotii.

Podle studie [42], ktera testovala A. niger na PANI, byla expozice PANI jiz po 7 dnech



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

hodnocena 4,5 bodii z 5. Ve studii Lugauskas [89] byly méfeny rizné polymerni materialy,

a nejvetsi expozice materialtl biofilmem byla v piipadé plisné A. niger a T. viride.
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Obrazek 14 Fotografie PANI film@ po 42 dnech na dvou typech agaru

Vzorek a.) Kompletni agar b.) Nekompletni agar

Poznamka:1 a.) PANI-PHO G. virens b.) PANI-PHO A. niger; 2 a.) PANI-B A. niger
b.) PANI-B P. variotii; 3 a.)PANI-S T. Viride b.) PANI-S G. virens
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6.4 Tvorba bakterialniho biofilmu

Tabulka 8. Vysledny pocet bun¢k bakterii

Pocet bunék

Vzorek
Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa
SiO, 5,76 x10° 1,37 x10°
SiO,/PANI 4,07 x10’ 5,11 x10’
SiO./PPDA 1,96 x10° 3,84 x10°
Si0,/ZnFe;0, 9,23 x10° 2,32 x10°
CaSiO; 6,36 x10° 1,12 x10°
CaSiOs/PANI 5,35 x10° 1,02 x10°
CaSiOs/PPDA 5,31 x10° 1,06 x10°
CaSiOs/ZnFe,0, 1,44 x10° 4,91 x10°
WorléeDur D 46 5,54 x10° 2,35 x10°
Fe,WOs 8,77 x10° 1,96 x10°
Fe,WOs/PANI (OKP =1 %) 4,42 x10° 1,62 x10°
Fe,WOg/PANI (OKP =15 %) 6,01 x10° 5,17 x10°
Fe,WOg/PPDA 4,30 x10° 3,69 x10°
Fe,(M0Oy)s/PPY 7,72 x10° 1,50 x10°
Fe,(M0O4)s/PANI 3,51 x10° 4,98 x10°
Fe,(M0O,)s/PPDA 3,47 x10° 4,23 x10°
CaTiO3 3,53 x10° 6,77 x10°

Poznamka: PANI - polyanilin, PPY - polypyrrol, PPDA - poly(p-phenylenediamin),

OKP - objemova koncentrace pigmentu.
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Tvorba bakterialniho biofilmu byla zkouména na 17 povrsich (o velikosti 28,3 mm?) po-
lymernich natéri ve dvou opakovanich. Testovany byly grampozitivni bakterii Bacillus
cereus CCM 2010 (B. cereus) a gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955 (P. aeruginosa) . Vysledny pocet bunék bakterii je zaznamenan v tabulce 8.

Nejvétsi podet bungk bakterie B. cereus je na povrchu SiOz/PANI 4,07x10” a nejmensi
na povrchu Fe,(MoO,)s/PPDA 3,47x10°. V piipadé bakterie P. aeruginosa nejvétsi podet
bundk je na SiO»/PANI 5,11x10" a nejmensi podet je u vzorku Fex(MoO,)s/PPY 1,50x10°.
Nejvetsi pocet bunék je v obou piipadech na vzorku SiO2/PANI a to fadove 10" a ostatni
buiiky jsou 10° - 10%. Celkové vzorky obsahujici SiO, maji nejvétsi pocet bunék. Nejmensi
pocet bunék bakterie B. cereus byl na vzorcich obsahujicich CaTiO3 a Fe;(Mo0O,)3 a u bak-
terie P. aeruginosa na povrchu WorléeDur D 46 a Fey(M00O,)3. Celkové byl pocet bunék
vétsi u P. aeruginosa nez u B. cereus. Jak bylo uvedeno vyse, polymerni natéry byly testo-
vany jinymi metodami, nez je tvorba biofilmu ¢i pfertstani biofilmem. Ale byly studovany
Sainitya [90] ve vztahu k biofilmu nékteré latky z polymernich natéri, bud’ samostatné,
nebo v kombinaci s jinou latkou. Napi. wollastonit byl testovan v kombinaci s chitosanem
a karboxymethylceluldozou, sice se jednalo o osteoblasty, ale z vysledku vyplyva, Ze je bio-
kompatibilni. Z ¢ehoz lze usoudit, Ze by nem¢l byt nijak toxicky a tak by nemél mit vyraz-
ny vliv na tvorbu biofilmu. OvSem v piipadé vyuziti wollastonite jako nosice pro oxid
titani¢ity, ma tato kombinace antibakterialni uc¢inky podle Lara [91]. Také diatomit je vyu-
zivan jako nosi¢ latek, ve studii Shen [92] byl vyuzivan jako nosi¢ pro AgO a dosahlo
se vysokého antibakterialniho ucinku. Nebo ve studii Zhang [93] kdy se Vv piipadé pouziti
diatomitu s Ag zvysila inhibi¢ni zona proti bakteriim 2x az 3x. Ma [94] testoval kompozit
grafenu/(ZnFe,O4)/PANI, ktery vykazoval vysoké antibakterialni ucinky proti S. aureus
a E. coli. Samostatné byl testovan PPY ve studii Zare [95], kde mél stfedni az dobry anti-
bakterialni ucinek proti P. aeruginosa. Kombinace PPY, chitosanu a graftu ve studii Cabuk
[96] mé&la vétsi antibakterialni Gi¢inek nez samotné latky, ale tato kombinace nevykazovala
proti P. aeruginosa protiplisfiové vlastnosti. Podle Dhivya [97] ma PANI jistou antibakte-
ridlni aktivitu proti Z vysledku studii Ize usoudit, ze kromé& testovanych VP, které vykazo-
valy urcitou bakterialni aktivitu, pouzité ptisady byly vyuzity spiSe jako nosic¢e pro anti-

bakterialni latku, nez ze by byly vyuzity pfimo jako antibakterialni latka.
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ZAVER

Mikroorganismy ulpivajici na povrchu a posléze vytvarejici biofilm, zplsobuji zdvazné
problémy, jelikoz mikroorganismy v biofilmu jsou odolné€jsi oproti jejich planktonni for-
mé. Proto se hled4 feSeni ve vyuziti antimikrobidlnich povrcht, které by zabréanily pfilnuti
mikroorganismui nebo by je pfi kontaktu s nimi zahubily. Cilem této prace bylo zjistit, jaky

vztah maji mikroorganismy k polymernim povrchtim a rozsitit znalosti 0 adhezi.

Na polymernich natérech byla studovana gramnegativni bakterie Pseudomonas aerugino-
sa, ktera vykazovala vyssi tvorbu biofilmu nez grampozitivni bakterie Bacillus cereus.
U obou bakterii byla nejvyssi tvorba biofilmu v ptipadé SiO, obsahujici PANI, naméfené
hodnoty se od ostatnich liSily v n¢kterych piipadech az o dva fady. Celkové vzorky obsa-
hujici Si0, dosahovaly nejvySsich hodnot. Mezi dalSimi polymernimi natéry nebyl pozo-
rovan vyrazny rozdil, ani referenéni vzorek nevykazoval vyrazné jiné vysledky. Radové
byly poéty bun&k v rozsahu 10°-10° na plose 28,3 mm?, u SiO obsahujici PANI byla hod-

nota 10’.

U biofilmu plisni na polymernich natérech byl pozorovan rozdil v mife pieriistani a tvorby
biofilmu na povrchu. VyS§i mira pferistani byla dosaZzena u kompletniho agaru,
1 kdyZ nebyl zaznamenan vyrazny rozdil. Ale byl zaznamenan vyrazny rozdil v mife tvorby
biofilmu, vyssi tvorba biofilmu byla ptrekvapivé zjiSténa v piipad€ nekompletniho agaru.
Coz by mohlo byt zplisobeno tim, ze vytvarely spiSe dlouhé hyfy, kterymi se snazily najit
ziviny. Mycélium tak vytvarelo fidky porost. V piipadé kompletniho agaru mély plisné
dostatek Zzivin, nemusely je vyhledavat, takze davaly piednost sporulaci. V souvislosti
s obsahem pigmentu lze fici, Ze nejmensi tvorba biofilmu je u vzorkidl obsahujici SiOg,
V ramci prerdstani je nejniz$i procentudlni zastoupeni u vzorkil obsahujici Fe;(M0QOy)s.
Naopak nejvyssi tvorbu biofilmu je u vzorki obsahujici CaSiO3 a Fe,(Mo0Q,), a nejvétsi

procentualni pterdstani je u vzorkd s CaTiO3 a samotna pryskyfice WorléeDur D 46.

Celkové vyssi miry prertstani biofilmem i tvorby biofilmu na povrchu PANI vzorka bylo
dosazeno na kompletnim agaru. Z méfeni na nekompletnim agaru vyplyva, Ze Ziviny neby-
ly dostacujici a neziskaly je ani z testovanych vzorkl. Nejmensi pferdstani a tvorba biofil-
mu bylo v ptipadé povrchu PANI-B a to na nekompletnim i kompletnim agaru.
Zatimco nejveétsi tvorba a preristani bylo zjisténo u vzorku PANI-PHO. Jak jiz bylo zmi-
néno vyse, PANI-S se na nekompletnim i kompletnim podkladu zménila, po pisobeni

vné&jsiho okolni na PANI-B. Nejvice tvotily biofilm plisn¢ G. virens a P. variotii.
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Elektromagnetické ruSeni
Molybdenan Zelezity

Oxid zelezity

Wolframan zelezity

Siran Zeleznaty

Gliocladium virens CCM 8042
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TiO,
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Siran hotecnaty heptahydrat
Dusik

Hlavni kvantové ¢islo

Dusi¢nan sodny

Amoniak

Peroxodisiran amonny

Siran amonny

Kyslik

Objemova koncentrace pigmentu
Owens - Wendt - Rabel - Kaelble
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Paecilomyces variotii CCM F-398
Polyanilin

Polyanilinova baze

PANI-Baze reprotonovana kyselinou fosfowolframovou
Polyanilinova sl

Olovo
Poly(3,4-ethylenedioxythiophene)
Poly(p-fenylendiamin)
Polypropylen

Kiemik

Oxid kiemicity, diatomit
Trichoderma viride F 486

Oxid titani€ity

Ultrafialové

Oxid vanadi¢ny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

86

VP
XPS
YA

ZnFe, 0y
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Zinkferit
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