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ABSTRAKT

Tato diplomov4 price je zaméfena na piipravu a charakterizaci antibakteridlnich obalovych
materidli pro vyuZiti v potravindiském primyslu. Jako substrdt byl pouZit polyetylén
v dasledku Sirokého spektra aplikaci v obalovém primyslu. Antibakteridlni ¢inidla byla na
povrch nanesena po povrchové tupravé, kterd spocivala v nékolika krocich. Nejprve byl
vzorek definovanym zptsobem ocistén a nasledné byl pfedmétem plazmové depozice, po
niZ byl na povrch roubovan makromolekuldrni fetézec charakteru polymerniho hiebene
s aminovymi koncovymi skupinami. Béhem postupnych krokt byly vzorky charakterizo-
vany pomoci n€kolika analytickych metod: infracervené spektroskopie, skenovaci elektro-
nové mikroskopie, antibakteridlnich test, méfeni povrchové energie a taktéZ rentgenové

fotoelektronové spektroskopie.

Kli¢ova slova: povrchova modifikace, obalové materidly, plazma, antibakteridlni ¢inidlo

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on preparation and Characterization of antibacterial packag-
ing materials for application in the food industry. Polyethylene was used as a substrate due
to the wide range of the application spectra in packaging industry. Antibacterial agents
were spread on the surface after surface modification which was based on the multi-step
process. Firstly, the sample was cleaned by defined way and consequently subjected to the
plasma deposition. After that, macromolecular chain was grafted on it creating so called
amine group polymer brush. During processing steps were samples characterized by several
analytical methods: infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, antibacterial

tests, surface energy evaluation and also roentgen photoelectron spectroscopy.

Keywords: surface modification, packaging materials, plasma, antibacterial agent
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UvVOD

Urgentni potieba sniZeni mnoZstvi bakterii spojenych s uchovdvanim potravin ziskala
v posledni dob¢ zvlaStni pozornost a vyzkum vedeny na rozhrani fyziky, chemie a biologie.
Dosud bylo postupovano mnoha sméry pro piipravu antibakteridlnich polymerd, z nichz

modifikace povrchové vrstvy ziskala zna€nou pozornost.

Antibakteridlni materidly jsou pfipravovany nckolika moznymi cestami. Jako nejlepsi
znich se jevi nandSeni antibakteridlnich ¢inidel na povrch modifikovanych syntetickych
polymernich materidlti. Modifikace polymernich syntetickych materidla spoc¢iva ve zméné
chemického sloZeni povrchové vrstvy, pfiCemz celkové vlastnosti substratu, zejména me-
chanické, zustavaji nedotceny a celkovy vyrobek dosahuje odpovidajici pevnosti a pruznos-
ti.

Povrchova modifikace je mozna nékolika zpiisoby. Mezi né patii: Gprava v plameni, Upra-
va pomoci korénového vyboje, oxidace silnymi kyselinami, radioaktivnhim ozafovdnim
nebo Uprava plazmatu. Posledné¢ jmenovany postup se jevi jako strategicky nejvyhodnéjsi
hned z nékolika diivodi. Pfredev§im pii tomto procesu nedochdzi k chemické a fyzikélni
degradaci syntetického polymerniho materidlu. Dal$i velkou vyhodou je nizkd energetickd
naro€nost, coZ se v praxi projevuje financni tsporou procesu. Za zminku stoji taktéz eko-

logickd Setrnost tohoto procesu.

Na takto upravenych vzorcich jsou zpravidla vygenerovany volné radikaly, pfipadné jiné
metastabilni excitanty, které jsou schopné diky své vysoké reaktivité interagovat s moleku-
lami v jejich okoli. Tohoto jevu se vyuZiva pfi roubovani definovanych molekul na povrch
oplazmovanych polymeri. Tyto polymery maji na povrchu rozdilné chemické sloZzeni nez

v jejich objemu.

Polymerni materidly obecné vykazuji hydrofobni vlastnosti, tim piddem na sob&é nemohou
nést antibakteridlni Cinidla. Po roubovani chemickych fetézcl na polymerni povrch vSak
toto jiz mozné je. Hlavnim pozadavkem pfi vazani téchto antibakteridlnich cinidel je fakt,
Ze museji byt navazany pomoci mezimolekulovych sil. Pokud by byly navazany ptes che-
mickou vazbu, nebyly by schopné uvoliiovat se do okoli. Jinymi slovy nespliiovaly by po-
zadavky kladené na antibakteridlni systémy. V piipadé navdzini pomoci mezimolekulo-
vych sil vSak difize do okoli za pfthodnych vnéjSich podminek moZznd je. Tyto pithodné

podminky jsou zejména okolni pH a iontova sila.
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Hlavnim cilem posledniho vyzkumu v této oblasti je snaha o pfipravu antibakteridlnich
materidlti, které budou mit schopnost fizeného uvoliiovéani antibakteridlni slozky do okoli
v zévislosti na vné¢jSich podnétech. Napiiklad pifitomnosti patogennich mikroorganismi,

nebo piitomnosti neZadoucich plynt.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

12

I. TEORETICKA CAST
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1 FUNKCE OBALU V POTRAVINARSTVI

Baleni potravin ptfedstavuje nezbytnou technickou operaci pro ochranu a zachovani kvality

potravin, minimalizaci jejich poSkozeni a sniZzeni mnozstvi aditivnich latek [1].
Od obalii o¢ekavame splnéni tif funkeci:

- chranit vyrobek pted znehodnocenim ve sféfe obéhu pred Skodlivymi mechanicky-

mi, klimatickymi, biologickymi a spolecenskymi vlivy prostiedi;

- vytvofit raciondlni manipulaéni jednotku pfizplisobenou hmotnosti, tvarem i kon-

strukci pozadavkim ptepravy, obchodu a spotiebitele;

- byt prostfedkem vizudlni komunikace mezi jednotlivymi partnery ve stéfe ob&hu

zboZi a informovat zakaznika [2, 3].

Obal je v plném slova smyslu obalem tehdy, plni-li vSechny tyto funkce. VSechny funkce

nemusi byt ov§em v obalu zastoupeny stejnou mérou [3].

Klicovym ukolem v této oblasti je ochrana potravin pfed znehodnocenim. Dokumentuje to
i skutecnost, Ze zatimco v rozvojovych oblastech dochdzi az k 50 % ztritdm na potravi-
nich, jsou srovnatelné ztrity v primyslové vyspélych zemich s rozvinutou obalovou tech-

nikou fddové mensi, zpravidla pod 5 % [2].

Z hlediska funkce obalu jako ochrany zboZzi je rozhodujici zejména pevnost obalu, diferen-
covand nepropustnost pro vodu a vodni pary, plyny, tuky a prach, odolnost proti chemikéli-
im a mikroorganismiim. Déle odolnost pied svételnymi paprsky a UV zafenim, mit piime-

fené tlumici G¢inky, dobrou uzaviratelnost, snadné CiSténi a byt zdravotné nezdvadné [4, 5].

Obalova technika v soucasné dobé disponuje Sirokou Skdlou obalovych materidla, které
pokryvaji pozadavky na riizny stupent propustnosti vyse uvedenych faktorti az k tplné ne-
propustnosti. Do jaké miry muiZe zvysit obal udrZnost pfislusné potraviny, tedy dcinnost
ochranné funkce obalu, je moZno vyjadfit pomérem udrznosti balené potraviny k potraviné
nebalené. Nejvyraznéji se tento fakt projevuje u sterilovanych potravin, u nichz je udrznost
az tisickrat vySsi neZ u nesterilovanych. Relativné vysokou udrznost maji suSené hygrosko-
pické vyrobky. U cerstvych vodnatych vyrobkl nelze ocekdvat podstatné prodlouzZeni
udrznosti balenim. U potravin, u nichZ probiha vyména plynt s okolim a vylucovani vodni
pary (ovoce, zelenina), se pfi pouZziti nevhodného obalu jejich udrznost zkrati v porovnani

s potravinou nebalenou [2, 5].
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1.1 Aktivni obalové materialy

Aktivni obaly méni podminky balené potraviny, za kterych je potravina uchovavéina. Mo-
hou tim prodluZovat jejich ddrZnost, bezpecnost, ale také senzorické (chut’, viini, vzhled,
strukturu) nebo nutriéni vlastnosti. Obaly lze rozd¢lit do né€kolika skupin podle zpiisobu,

kterym ovliviuji vlastnosti uchovdvané potraviny [6].

1.1.1 Absorpce kysliku

Dnes je odstranéni kysliku nejrozsifenéjSim a nejpouzivanéjSim typem aktivniho baleni. Od
roku 1989 bylo patentovano vice nez 50 typu absorbért. Jejich aplikaci 1ze sniZit v obalu
koncentraci zbytkového kysliku na méné nez 0,01 % (vztaZeno na prosté baleni bez upravy
atmosféry). Zdrojem kysliku v obalu je propustnost obalového materidlu pro kyslik, vzduch
uzavieny v potraviné, malé pronikdni v disledku netésnosti nebo nedostate¢na evakuace
a/nebo vyrovnavani plynt. Pfitomny kyslik zptsobuje zménu barvy, nutriéni ztraty, urych-

luje mikrobidlni rist a také se podili na tvorbé neZaddoucich pachuti.

Absorbéry kysliku se tak pouzivaji pro zvySeni tc¢innosti vakuového baleni nebo baleni
v inertni atmosféfe, maximélné omezuji mozné oxidacni zmény a v obalu navozuji striktné

anaerobni podminky u¢inn€ branici ristu aerobnich mikroorganismt, zejména plisni.

K vychytdvani kysliku se pouzivd jeden nebo nékolik mechanismi. MlzZe to byt oxidace
kovl a jejich oxidd, kyslikové absorbenty na bazi polymeru nebo enzymatickd oxidace.
Aplikuji se ve formé sacku, které se vkladaji do oball nebo jsou pfilepeny na vnitini sténu

obalu, do uzavéru nebo do obalového materidlu rozpusténim do plastu [7, 8].

1.1.2 Regulace vlhkosti

Vyrobky s vysokou relativni vlhkosti, jako jsou maso nebo ryby, jsou citlivé na zmény tep-
loty béhem transportu, coZ vede ke vzniku kondenzatu. Stabilita potraviny je spojena s ak-
tivitou vody vyrobku, kterd je ovliviiovadna relativni vlhkosti v prostoru nad balenou potra-

vinou [8].

Systémy ovliviiujici vlhkost 1ze rozdé€lit na systémy absorbujici balenym produktem uvol-
flovanou vodu a pouZivané napi. ve formé podlozZek v balenich porcovaného masa, driibeze
nebo zmrazovanych ryb a motskych produkti nebo na systémy regulujici vlhkost na po-

vrchu baleného vyrobku. Mezi aktivni obaly ovliviiujici vlhkost v obalu patii 1 obalové
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materidly s antikondenzacéni upravou. Jejich funkce spoc¢ivé v tom, Ze vlhkost kondenzujici
na vnitinim povrchu félie nevytvaii jednotlivé, odd¢lené kapky, ale souvisly film, ktery
neni z vnéjsi strany vidét. Principem je uprava polarity, povrchového napéti, vnitini strany
obalové folie. Obaly s touto funkci se v soucasné dobé pouZivaji pro velkou ¢ést chlaze-

nych potravin s krat$i dobou skladovatelnosti [7, 9].

1.1.3 Absorpce nezadoucich chuti a viini

Zatim se pouZiva jen malo obalovych materidll k odstrafiovani sloZek potravin, které maji
nezadouci vliv na viini a chut’ vyrobku. Napiiklad jako metoda zlepSeni aroma pomeranco-
vé $tavy byla navrZena absorpce limonenu (hotké slozky citrusového oleje) polyetylénem.
Je moZno pouZzit i enzymovou hydrolyzu limonenu enzymem kovalentné¢ vdzanym na
vnitini povrch oballl pro pomerancovou $tdvu béhem skladovani. PouZiti enzymii vytvére-
jicich nebo odstranujicich smyslové aktivni latky imobilizovanych na obalovy materidl je

vSak mnohem S$irsi. Praktické aplikaci takovychto obalti doposud brani vysokd cena [8, 9].

1.1.4 Uvoliiovani antimikrobialnich latek

U vSech potravin, které mohou podléhat mikrobidlni zkdze, musi obal predstavovat doko-
nalou bariéru vi¢i mikroorganismim pronikajicim do potraviny z vnéjsiho okoli. Obal
musi byt hermeticky a miZe byt aktivnim nositelem dalSich antimikrobidlnich funkeci [9].
Bakteridlni rtst lze ovliviiovat odstranovanim kysliku a fadou latek, které budou soucasti
obalového materidlu. Mohou to byt napf. bakteriociny (nisin, pediocin), sorban draselny,
anhydrid kyseliny benzoové. Mezi hlavni aplikace antimikrobidlniho obalu patii systémy

uvoliujici etanol a oxid uhlicity [8].

1.1.5 Ostatni systémy aktivniho baleni

Patii zde naptiklad félie uvoliiujici antioxidanty, obalové systémy ochlazujici vyrobek nebo
vytvatejici teplo, félie vyrovndvajici teplotu nebo félie zamezujici ptrilepovéani a zamlzova-
ni. Déle také obaly zaloZené na absorpci zdfeni nebo odraZeni jeho urcitych vinovych délek

[8].
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1.2 Inteligentni obalové materialy

Jejich uplatnéni souvisi pfedev§im s funkci obalu jako prostiedku vizudlni komunikace
mezi vyrobcem a zdkaznikem. Jde o obaly, jejichz funkéni prvky slouZzi jako indikatory
teploty, celkového tepelného ucinku, sloZeni atmosféry v obalu nebo Cerstvosti. Nekdy je
mozné se setkat s oznaCenim indikdtory neporusSenosti obalu, indikdtory mikrobidlniho
rustu, indikdtory autenticity vyrobku atd., vétSina z nich jsou svou podstatou indikatory

sloZeni atmosféry.

Nové kategorie inteligentnich systémi baleni vyuZzivaji moderni informac¢ni technologie,
jako napft. radiofrekvenéni identifikace (RFID). Aplikace indikdtorti obecné ptedstavuje
jednu z moZnosti zajisténi systému kritickych bodt (HCCP) pfi realizaci systémi vyroby
bezpecnych potravin. Jejich aplikace v praxi je vSak doposud malo vyznamna, i1 pfestoze
jsou tyto indikatory na trhu dostupné jiZ zhruba dvé desetileti. Jednim z diivodd mtiZze byt

i mald informovanost vyrobctl potravin o vlastnostech indikdtort [2, 9].

1.2.1 Indikatory teploty

Jsou to Stitky nebo znacky na povrchu obalu, které reaguji chemickou, mechanickou nebo
enzymaticky katalyzovanou barevnou zménou. Tato zména je obvykle nevratnd, indikédtor
poskytuje informaci o teplotich vyrobku v minulosti, ale jsou také pouzivéany indikatory
teploty s vratnou zménou barvy, které charakterizuji soucasnou teplotu vyrobku. Vyznam-
néj$i pro kontrolu kvality potravinafskych vyrobkl jsou indikdtory s nevratnou zménou.
Zjisténa vyse teploty se obvykle pfevede do viditelné formy mechanickou deformaci, zmé-
nou barvy nebo pohybem barevného pole. Rozsah zmén je dan typem indikétoru a fyzikal-
né-chemickym principem v zavislosti na délce ptsobeni teploty. DéEli se na ty, které indiku-
Ji dosaZeni kritické teploty a na indikatory celkového tepelného ucinku. Mezi obéma sku-

pinami je moZny plynuly piechod [5, 8, 9].

Indikatory teploty (TI)

Teplotni ukazatele ukdZou, zda byly vyrobky zahtaté nad nebo pod referencni (kritickou)
teplotu, upozoriiuji konzumenty o potencidlnim pozustatku patogennich mikroorganismil
a denaturaci proteinti napiiklad béhem zmrazovacich a odmrazovacich procest [10]. Funk-
ce téchto indikdtorti obsahuje také Casovy prvek, tj. dobu, po které dojde pti piekroceni

teploty k viditelné zméné. MuZe se pohybovat od n¢kolika minut do nékolika hodin. Tento
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typ indikétoru si vSak neklade za cil zaznamenat historii pisobeni teploty nad nebo pod
referenéni Urovni. Pouze upozorni, Ze byl vyrobek vystaven ptsobeni neZadouci teploty po
dobu dostate¢nou k tomu, aby v ném mohlo dojit ke zméndm kritickym z hlediska kvality
nebo bezpecnosti potravindiského vyrobku v dusledku biologickych nebo fyzikalné-

chemickych reakei [9].

Indikatory celkového tepelného ucinku (TTI)

Tyto ukazatele poskytuji kontinudlni odezvu z potravinaiského vyrobku v zdvislosti na
teploté [10]. Odezva je zaloZzena na mechanickych, chemickych, elektrochemickych, enzy-
matickych nebo mikrobidlnich zméndch, které by mély byt viditelné a nevratné [10, 11].
TTI poskytuji celkovy teplotni prubéh produktu béhem distribuce [11]. Umoziuji odhad-
nout efektivni priimérnou teplotu béhem skladovani nebo distribuce vyrobku. Na zdkladé
této informace pak muizZe byt prubézné posouzen okamzity rozsah reakci ovliviijicich kva-
litu baleného produktu neptiznivé. S okamZzitou kvalitou vyrobku je pak casto ddavana do
souvislosti odezva indikatord TTI, coZ neni jednoduché s ohledem na mnoZstvi déju, které
kvalitu potraviny béhem skladovéni ovliviiuji a rozdily v zdvislosti jejich prubéhu na zmé-
nich teploty (tj. rozdily v aktivacnich energiich neptiznivych reakci v potravinich, ale

1 vlastni zmény indikétoru).

V praxi musi byt indikatory TTI vZdy navrZeny na miru pro dany vyrobek. V soucasné do-
bé jsou nabizeny jednoduché indikatory vhodné pro spotiebitelské baleni a signalizujici
pfijatelnost nebo nepfiijatelnost vyrobku, ale také indikatory pro prepravni baleni indikujici

ruzné stupné starnuti [9].

1.2.2 Indikatory sloZeni atmosféry

Upozoriiuji na porusSeni tésnosti obalu nebo na mikrobidlni zmény zaloZené na principu
reakce na obsah kysliku, oxidu uhli¢itého a zménu vlhkosti nebo pH. Princip jejich ¢innosti
je zaloZen na oxida¢né redukcnich zménéch citlivych barviv v disledku chemické ¢i enzy-

mové reakce nebo zméndch barvy pigmentt v disledku posunu hodnoty pH [5, 12].

1.2.3 Indikatory ¢erstvosti

Vétsina je zaloZzena na detekci t€¢kavych metaboliti (CO,, diacetyl aminy, amoniak, sulfan

atd.) uvoliiovanych béhem ulozeni a starnuti balenych potravin [12].
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1.2.4 RFID (Radio Frequency Identification) systémy

Vétsina doposud dostupnych systémi slouzi spiSe k oznaCovéani a identifikaci baleného,
resp. prepravovaného zbozi. Zjednodusené se skladaji z aktivniho nebo pasivniho trans-
ponderu (napt. Cipu) a ¢tecitho zafizeni s anténou, kterd vysild elektromagnetické zéareni
a soucasné piijimd a vyhodnocuje indukovanou odpovéd’ transponderu. Vyhodou je spoleh-
livost, bezkontaktni Cteni a také rychlost odezvy. Tyto systémy umoznuji vysledovatelnost
vyrobkll a ochranu zboZi pied krddeZzi nebo falSovdnim. Systémy mohou zaznamendvat
i podminky v okoli baleného produktu béhem jeho manipulace a tak slouzit jako TTI indi-

katory [9].
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2 PATOGENNI MIKROORGANISMY

2.1 Staphylococcus aureus (¢eled’ Micrococcaceae)

2.1.1 Vlastnosti

Staphylococcus aureus tvoii grampozitivni (G*) fakultativng anaerobni nepohyblivé koky
o velikosti 0,5 — 1 um [13, 14]. Vytvareji typické polokulovité, citronové Zluté kolonie
[13]. Koky jsou Casto uspotddané do mensich ¢i vétSich shlukd, jez se podobaji hrozniim.
V organismu vSak zejména pod vlivem antibiotik svou charakteristickou morfologii ztrace-
ji [15]. Z enzymového vybaveni se pro jeho identifikaci také vyuZiva pfitomnost katalasy,

fosfatasy, koagulasy krevni plazmy a nukleasy [13].

Obr. 1. Staphylococcus aureus [16].

2.1.2 Rust
Jednd se o ristové mdlo niro¢ny kok. Roste v Sirokém rozmezi teplot od 10 — 42 °C
a dobte sndsi i pridavek 10 % NaCl v kultivaéni pud¢, ¢ehoz se také vyuziva pii jeho zjis-

tovani [13, 15]. Pfi niZs{ teploté nez 10 °C netvofii toxin. Nesnéseji kyselé prostiedi [17].

2.1.3 Vyskyt a vyznam

Zpisobuje anginu, hnisavé onemocnéni kiiZe, hnisdni ran a hnisavé onemocnéni porané-
nych kosti. V potravinach produkuje enterotoxiny bilkovinné povahy zptisobujici vazné az

smrtelné otravy. Nékteré z enterotoxinu se inaktivuji delSim varem, a proto je nebezpeci
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otrav hlavné u potravin, které se uz tepelné neopracovavaji (majonézy, saldty, krémy v cuk-

rafskych vyrobcich, zmrzliny apod.).

MuzZe se zde dostat z hnisajicich loZisek na rukou lidi pfipravujicich piisluSné potraviny
nebo kychdnim a kaslanim [18]. N&kteii lidé jsou bacilonosici této bakterie. Neobjevuji se
vSak u nich typickd zanétlivdi onemocnéni, které tato bakterie vyvoldva. Kromé toho se
Staphylococcus aureus vyskytuje Casto také ve vzduchu provozoven, na zafizeni, syrovém

mase apod. [13].

Ptiznaky otravy se projevuji 1 - 6 hodin po poZiti potraviny a doprovazi je zZaludecni ne-
volnosti az kfece, zvraceni, prijmy, bolesti hlavy a n¢kdy i poceni a pokles teploty. Tyto
pfiznaky trvaji 1 - 2 dny. K otravdm dochdzi tehdy, je-li v potraviné¢ koncentrace bunck
Staphylococcus aureus v ¥adu 10° - 10" na gram. Plivodcem otravy nejsou Zivé buiiky, ale
jimi vytvorené enterotoxiny [18]. ZjisStovani Staphylococcus aureus je vhodnym ukazate-
lem hygienickych podminek pii vyrobé ptisluSné potraviny i podminek jejiho skladovani

a distribuce [13].
2.2 Escherchia coli (¢eled’ Enterobacteriaceae)

2.2.1 Vlastnosti

Escherchia coli jsou fakultativné anaerobni, nesporotvorné gramnegativni (G) tyC€inky
o velikosti 1,1 - 1,5 x 2,0 - 6,0 um [14, 19]. Typické kmeny maji peritrichni bi¢iky, nepo-
hyblivé kmeny nejsou vyjimecné. Neékteré kmeny jsou opouzdiené, zvlasté kmeny pocha-

zejici z patologického materidlu [15].

Obr. 2. Escherchia coli [20].
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2.2.2 Ruist

Teplotni rozmezi pro rast je mezi 10 - 46 °C, dobry rist mezi 20 - 40 °C a teplotni opti-
mum je 37 °C. Na pevnych ptidich roste v podob¢ kulatych, neprithlednych kolonii. V bu-
jonu tvoii zdkal. Z kvasnych vlastnosti je typické zkvaSovani laktosy, glukosy, maltosy

a manitolu. Escherchia coli tvoii indol, netvoii H,S a nehydrolyzuje mocovinu [15].

2.2.3 Vyskyt a vyznam

Nachazi se ve spodni ¢asti stfevniho traktu clovéka a teplokrevnych zvitat. Vyskytuje se
tedy i ve vykalech. Ptitomnost Escherchia coli ve vodach nebo v potravinich je ukazate-
lem, Ze zde doslo k zneciSténi fekdliemi. Stejnym zplisobem se do tohoto prostfedi mohou
dostat i patogenni stfevni bakterie (tj. pfislu$nici rodu Salmonella nebo Shigella). Vyskytu-
je se v potravindfskych surovindch, které byly v kontaktu s hnojenou pidou. Escherchia
coli je nejprozkoumanéj$im mikrobidlnim druhem, protoZe slouZi jako modelovy organis-

mus pro biochemické, genetické a fyziologické studie [18].
Kmeny Escherchia coli se dle projevi virulence oznacuji:

ETEC (enterotoxickd Escherchia coli) — je pivodcem prijmovych onemocnéni cestovate-
14, vyplyvajicich ze spotfeby kontaminované vody nebo jidla. Produkuje dva toxiny, termo-
labilni LT a termostabilni ST. Infekce probihd po adhezi fimbriemi s vodovymi prijmy,

bez horecky.

EPEC (enteropatogenni Escherchia coli) — byla rozpoznand skupina Escherchia coli jako
puvodce prijmovych onemocnéni u lidi. Symptomy se obecné objevuji za 12 - 36 hod po
piijmu potravy. Zpisobuje prijem a zvraceni, bez horecky. Neprodukuje toxiny, ale je
mirné invazivni.

EIEC (enteroinvazivni Escherchia coli) — na sliznici pfilne pravdépodobné bilkovinou
vnéjsi membrany, pronikd do sliznice a zde se pomnoZuje. Vyvoldvd onemocnéni typu

uplavice. Biologicky i antigenné jsou pfibuzné shigelam.

EAEC (enteroadherentni Escherchia coli) — adheruje k sliznici, infekce je celkem mirna,

bakterie neinvaduji.

Vv s

EHEC (enterohemoragickd Escherchia coli) — nejCastéj$i a nejnebezpecnéjsi je sérotyp

O157 : H7. Vyvolava hemoragickou kolitidu, z niZ se miZe vyvinout smrtelny hemoragic-
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ko-uremicky syndrom. Hlavnim faktorem je shigatoxin neboli verotoxin. Zdrojem infekce
je nepropecené maso (hamburgery), saldty, moSty a voda. PostiZzeny byvaji déti. Vice se
vyskytuje na severoamerickém kontinentu. Jako plvodci alimentdrnich infekci se zacaly

objevovat v poslednich cca 25 letech [19, 21, 22].

2.3 Pseudomonas aeruginosa (Celed’ Pseudomonadaceae)

2.3.1 Vlastnosti

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni pohyblivd ty¢inka o velikosti 0,5 - 0,8 x 1,5 -8

pm. Po morfologické strance to jsou monotrichni nebo lofotrichni ty€inky [18, 23].

Obr. 3. Pseudomonas aeruginosa [24].

2.3.2 Rist

Je riistové nendrocnd, roste i v kultivacéni pid¢ obsahujici acetdt a amonné ionty jako zdroj
uhliku a dusiku. Roste v Sirokém rozmezi teplot od 5 - 40 °C, s optimem kolem 37 °C za
aerobnich podminek. Zretelné fermentuje glukosu, oxidasa a katalasa jsou pozitivni. Nejty-
pictejsi rastovou zndmkou pseudomondd je tvorba nejméné dvou typickych pigmenta.

Modrozeleny pyocyanin a druhé barvivo fluorescein, které fluoreskuje do Zluta [15].

2.3.3 Vyskyt a vyznam
Pseudomonas aeruginosa je patogenem zpusobujicim hnisavd onemocnéni, obadvand zv1as-
té pti 1éCeni rozsahlych popdlenin a u pacientli se sniZzenou odolnosti vii¢i infekénim cho-

robdm. Je nejCastéjSi pseudomonddou u Clovéka a v jeho okoli. V prostiedi se vyskytuje
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v pfirodnich i odpadovych vodéich, v pud€, na rostlindch i1 ZivociSich. V potravinich
zejména v mase, zeleniné a zmrazenych potravinich. Také lidské mléko byva zdrojem této
infekce u novorozenci. Casto je proto pfitomna v tlustém stfevé jako normélni fléra. Pseu-
domonas aeruginosa produkuje fadu toxickych latek a mezi nimi také termolabilni entero-
toxicky protein. Je nebezpecny také v kosmetickych piipravcich (krémy, pletova mléka,
pudry, o¢ni li¢idla). Pouzivanim zdvadnych vyrobkll miiZe dojit k hnisavym onemocnénim

ktze a v ptipad€ o¢nich li¢idel i k oslepnuti [13, 21, 23].
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3 POLYETYLEN

Polyetylén (PE) je dnes nejpouZivanéjs$i komoditni synteticky polymerni materil ve svéto-
vém meéfitku. Zdkladni strukturou je uhlovodikovy fetézec, ktery nenese Zadné substituen-

ty. Jeho chemicka struktura je (-CH,-CH;-), [25, 26].

PE je tuhd latka, v tenkych vrstviach nebo filmech ohebnd a elastickd, témet priihlednd,
popt. s mléénym zdkalem. Na omak mda voskovity charakter. Teplota tdni se pohybuje
v rozmezi 105 - 136 °C [26]. M4 relativné dobrou odolnost k nizkym teplotdm a kiehne az
pii -120 °C [4]. PE ma vysokou houZevnatost a taznost, pfi normélnich teplotich odolava
vodé, neoxidujicim kyselindm, zdsaddm a solim i jejich roztokiim. Omezen4 je jejich sta-
lost proti oxidacnim ¢inidlim. K poldrnim rozpoustédlim, zvIasté pii normalni teploté je
PE velmi odolny. Nepropousti vodni paru a je mrazuvzdorny. Absorbuje tuky, uhlovodiky,
aminy, ethery, ketony i jiné kapalné organické slouceniny, které jim zvolna difunduji

[4, 26].

Dnes je polyetylén klasicky obalovy materidl. Fyzikalné mechanické vlastnosti téchto latek
jsou do znacné miry zavislé na jejich relativni molekulové hmotnosti, na prostorovém
uspotddani monomernich jednotek v fetézci makromolekuly a také na stupni krystalinity.
Tyto vlastnosti zdviseji pfedev§im na zplisobu jeho vyroby [4]. Produkty s riznym stupném
krystalinity se liSi hustotou a pravé hustota polymeru, kterd se stala spolu s charakterizaci
tvaru fetézce zdkladem pro tfidéni polyetylénli. Zdkladnimi typy jsou LDPE, HDPE
a LLDPE [26]. Z hlediska struktury makromolekul miiZe byt rozvétveny nebo linedrn,
z hlediska chemického sloZzeni se muZe jednat o homopolymery nebo kopolymery.
V piipad¢ kopolymeri miZe byt druhym kopolymerem alken (olefin), jako propen, buten,
hexen ¢i okten, nebo sloucenina majici ve svych molekuldch funk¢ni skupinu, napft. kyseli-

na akrylova, vinylacetat, etylakrylat a fada dalSich [27].

3.1 Rozvétveny nizkohustotni PE (LDPE)

Podle mezindrodni dohody by se pro né¢j méla pouZivat zkratka PE - LD, ale setrvacnosti se
stile pouziva starS§i LDPE [27]. Pfipravuje se radikdlovou polymeraci pii vysokych teplo-
tich a extrémné vysokych tlacich. M4 kratké i delSi vedlejsi vétve. Postup byl objeven
chemiky firmy ICI v roce 1933. Priblizné kazdy Ctyficaty uhlik nese vétveni, které je dano

pfenosovymi reakcemi pii polymeraci [26, 28].
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Vynikd fadou Zadanych vlastnosti, jako je prizrac¢nost (lepsi neZ HDPE), ohebnost, odol-
nost vuci razu, olejim a chemikéliim. Pro vodni paru je to zna¢nd nepropustnost (horsi nez
u HDPE), svaftitelnost teplem a také nizkd cena [27]. Polymer se dobie zpracovdva, ma
dobré tokové vlastnosti, je vhodny zejména na obalové i zemédélské folie, potrubi, lahve
asudy. Ma vSak znaCnou korozi za napéti pii styku s latkami podobné polarity, napf.

s olejem [26, 28].

Obr. 4. LDPE [27].

3.2 Linearni vysokohustotni PE (HDPE)

Vyrabi se homopolymeraci etylénu v pfitomnosti tzv. stereospecifickych katalyzatora, zva-
nych podle svych objeviteli také Zieglerovy-Nattovy. Je vysoce krystalicky a vykazuje
vetsi bily zdkal. Vyssi krystalinita se projevuje i jako ztuzujici faktor, zvySuje modul pruz-
nosti a tvrdost, sniZuje propustnost pro plyny a pary. Vynika odolnosti k vodnému prostie-
di, alifatickym uhlovodikiim, alkoholim, ketonlim, zfedénym roztokiim kyselin i zasad.
Jeho nevyhodou je sniZzend odolnost proti korozi za napéti. Ve vyrobcich z HDPE vznikaji
pfi mechanickém napéti v pfitomnosti fady litek trhliny. K takovymto 14tkdm patii zejmé-
na praci prostfedky, z potravinafskych produkti napt. mastné kyseliny. K baleni takového
zboZzi se proto pouZzivaji kopolymery, které omezuji krystalinitu a tim i korozi za napéti.
Typickymi aplikacemi HDPE jsou kontejnery na vodu, mléko, ovocné §tdvy. Déle kosme-

tické a farmaceutické zboZi nebo félie a sacky k baleni ceredlii, zakuskd, lahtidek [26, 27].

% AY,

Obr. 5. HDPE [27].
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3.3 Linearni nizkohustotni PE (LLDPE)

Od rozvétveného se 1isi zpiisobem vétveni — nema dlouhé vétve. Prednosti pred LDPE jsou
vSeobecné lep$i mechanické vlastnosti, vySsi tuhost a lepsi povrch vyrobku [28]. K typic-
kym aplikacim patii pritazné a pfilnavé félie, sicky pouZivané k zabaleni volné prodadva-

ného zbozi v maloobchodech i1 piepravni pytle pro t€z8i zbozi [27].

Tab. 1. Srovndni nekterych typickych vlastnosti zdakladnich druhii polyetylénii [26].

Vlastnost LDPE LLDPE HDPE
Hustota [g/cm’] 0,915-0,935 | 0,910-0,925 | 0,941-0,967
Teplota tani [°C] 106-112 125 130-133
Pevnost v tahu [MPa] 7-17 14-21 18-30
Prodlouzeni pii pretizeni [%] 100-700 200-1200 100-1000
Modul pruznosti [MPa] 415-795 248-365 689-1654
Tvrdost [Shore D] 45-60 41-53 60-70
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4 ANTIBAKTERIALNI CINIDLA

4.1 Triclosan (Irgasan)

Triclosan (2,4,4"-trichlor-2"-hydroxydifenylether) je sloucCenina s antibakteridlnimi vlast-

nostmi [29].

Je to chlorovand aromaticka sloucenina ve formé bilého praSku, obsahujici jak etherové,
tak fenolové funkéni skupiny. Fenoly maji Casto antibakteridlni vlastnosti. Triclosan je

mirné€ rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v etanolu, diethyletheru, a silnych zasadach [30].

Cl OH

Cl Cl

Obr. 6. Triclosan.

4.1.1 Pouziti

Diky jeho vybornym vlastnostem byl zaclenén do vice nez 200 primyslovych produkti,
véetné ustnich hygienickych vyrobkd, kosmetiky (mydel, sprchovych geld, t€lovych mlék),
tekutych detergentii, dezinfek¢nich prostfedkll, antibakteridlnich polymernich latek a ku-
chyiiskych néstroja [29, 31, 32]. Je také napoustén do ¢im dal vétstho poctu spotiebitel-
skych vyrobkt, naptiiklad hracek, lozniho pradla, ponozZek a odpadkovych pytli [30]. Jako
pfisada v antibakteridlnich vyrobcich se dostdva do kanalizace a Cistirny odpadnich vod.
Byl proto nalezen v fekéch, jezerech a motich [29]. MlZe zde potencidlné tvofit dioxiny,

které vznikaji rozkladem triclosanu slune¢nim zarenim [30].

4.1.2 Mechanismus u¢inku

Pfi pouzivanych koncentracich funguje jako biocid. V niZSich koncentracich je vSak jen
bakteriostaticky a na bakterie piisobi hlavné inhibici syntézy mastnych kyselin. Triclosan se
vaze na bakteridlni reduktdzu nosice enoyl-acyl bilkoviny (ENR), kterd je kddovana v genu

Fabl. Vazba zvySuje afinitu enzymu k nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD"), coZz vede



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

k tvorbé stabilniho ternarniho komplexu ENR-NAD*-triclosan, ktery se miize dlastnit
v syntéze mastnych kyselin. Nékteré druhy bakterii si mohou vyvinout nizkodroviiovou
rezistenci na triclosan mutaci genu Fabl, jak se ukazalo u bakterii Escherchia coli a Sta-

phylococcus aureus [30].

4.1.3 Vliv na zdravi

Ve vodé miZe triclosan reagovat s chlorem za vzniku chloroformu, ktery je klasifikovan
EPA (agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi) jako pravdépodobny karcinogen. Také
muzZe reagovat za vzniku mensich mnozstvi dalsich sloucenin, napiiklad 2,4-dichlorfenolu.
Pii expozici UV zéfeni vétSina z téchto latek pfechdzi v dioxiny. Takto vzniklé dioxiny

vSak nejsou zdravi nebezpecné [30].

4.2 Benzalkonium chlorid

Také je zndmy jako alkyldimethylbenzylamoniumchlorid (ADBAC). Je to dusikatd katio-
nové povrchové aktivni latka patfici do kvarterni amoniové skupiny. Je dobte rozpustny
v etanolu a acetonu. Snadnéji se vSak zachédzi s vodnymi roztoky, i kdyZ je rozpousténi ve
vod¢é pomalé. Roztoky se pohybuji od neutrdlni do mirné zasadité oblasti [33]. Jedna se
o bily nebo Zlutavé-bily praSek, aromatického zdpachu s velmi hotkou chuti. Pfi protfepani

siln€ péni [33, 34].

CHj
| + N N N T
N CHj

|
CHs

Obr. 7. Benzalkonium chlorid.

4.2.1 Pouziti

Jako kationaktivni ¢inidlo, baktericidni prostfedek a fungicid. PouZivéan pfi zpracovdani
ktze a textilu v barvicim primyslu. A jako hlavni antibakteridlni prostfedek [35]. Je Siroce
pouzivén v o¢nich laznich, nosnich sprejich, Cisti¢ich rukou a obliceje, ustnich vodéch,

spermicidnich krémech a dalSich desinfek¢nich ptipravcich [33].
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4.2.2 Mechanismus u¢inku

Jeho baktericidni aktivita je pfisuzovdna povrchové aktivnim vlastnostem z jeho hydrofob-
nich a kationaktivnich skupin, které jsou baktericidni proti Siroké Skdle grampozitivnich

a gramnegativnich bakterii v malych koncentracich [36].

4.2.3 Vliv na zdravi

ADBAC je ve vysokych koncentracich alergenni. Také jeho roztoky o koncentraci vétsi
nez 10 % jsou pro c¢loveéka toxické [33]. Brzdi pohyblivost spermii coZ je dikaz, Ze
ADBAC narusuje elektrolytickou rovnovdhu ve vodné fazi poSevni sliznice. U pracujicich
Zen vystavenych desinfekénimu prostfedku obsahujicim tuto slouceninu se vyvinuly astma-

tické symptomy [35].

4.3 Bronopol

Bronopol (2-bromo-2-nitropropan-1,3-diol) je antibakteridlni v Sirokém spektru s vysokou
ucinnosti [37]. Byl vynalezen v roce 1960 a pfi prvni aplikaci byl pouZit jako konzervacni
prostiedek pro 1éky. Je v porovnani s podobnymi prostfedky jen malo toxicky pro savce,
ale mimofddné plisobi proti bakteriim (zvIasté¢ pro gramnegativni druhy). To zajistilo, Ze
se stal populdrni jako konzervant v mnoha spotfebnich produktech jako jsou Sampony
a kosmetika. Nésledn¢ byl bran jako ucinné bakteriostatikum v mnoha priimyslovych od-

vétvich a vyrobnich procesech. Jeho t¢innd koncentrace je nizk4, a to jiz od 0,0025 %.

C\)\
B T
 N=o

HO OH

Obr. 8. Bronopol.

Bronopol je doddvén jako krystalicky prasek, ktery se miize ménit od bilé po svétle Zlutou.
Za 7Iuté zbarveni vdeci chelatizaci Zeleza béhem vyrobnich procest. Jako Cisty materidl ma

bod tani 130 °C, avSak v literatufe je taktéZ zminka o jeho polymorfnim chovéni. Bronopol
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je relativné snadno rozpustny ve vod&. Spatné rozpustny je v nepolarnich rozpoustédlech,

ale vykazuje pomérné€ vysokou afinitu k polarnim organickym rozpoustédlim [38].

4.4 Chlorhexidin

Chlorhexidin je lokdlni antibakteridlni a desinfek¢ni prostiedek [35]. Ni¢i s pomérné vyso-

kou ucinnosti grampozitivni 1 gramnegativni bakterie [39].

HN NH

HN
>\—NH NH—( NH
>\¥

NH NH4</
HN NH

Cl Cl
Obr. 9. Chlorhexidin.

Skladovatelnost tohoto ¢inidla dle dostupné literatury dosahuje pfiblizn€ 20 - 24 mésicu. Je

pomérné stély, a to za pokojové teploty pii uskladnéni v tmavé nddobé.

Chlorhexidin je Siroce pouzivany v nemocni¢nim prostiedi jako lokalni kozni desinfekce.
Obecné je bezpecny k pouZiti. Pres velké pouZiti v 1ékatském prostredi od roku 1950 bylo
ohldseno jen mélo nepfiznivych piipadii, jako je kontaktni citlivost, dermatitida, kopfivka
a citlivost na svétlo. Existuji i ojedin€lé zpravy o anafylaktickych reakcich [40]. Chlorhe-

mérné silnym bakteriostatickym tc¢inkem tohoto ¢inidla jiZ pti nizkych koncentracich [41].

Chlorhexidin se nachdzi ve form¢ spotiebitelskych prostiedki na ¢isténi zubt (0,4%), roz-

tokt (0,12% a 0,2%), gelt (1%) a lakt (1%, 10%, 20% a 35%) [41].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové préce je pfiprava a charakterizace antibakteridlnich obalovych mate-
ridll na bdzi polyetylénu a zevrubné studium meziproduktl a jejich charakterizace. Pro
analytickou charakterizaci vzork jsou pouZzity predev$im moderni analytické metody jako
kuptikladu rentgenova fotoelektronova spektroskopie, infracervend spektroskopie, skeno-
vaci elektronovd mikroskopie, stanoveni povrchové energie a antibakteridlni testy. Zvolené
antibakteridlni Cinidla jsou Chlorhexidin, Benzalkonium chlorid, Irgasan a Bronopol, které

jsou obecné povazovany za ucinné a zaroven Setrné k lidskému organizmu.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Zarizeni pro méreni, chemikalie

Co se tyce popisu a charakteristikdm zafizeni pro méfeni a pouzitych chemikalii je tieba
podotknout, Ze zevrubny popis spojeny i s metodami interpretace vysledki je pro pouZzité

metody uveden niZe v souvislosti s jednotlivymi podkapitolami v sekci 6.2 a 6.3.

6.2 Pouzité metody

e Meéfeni povrchové energie a kontaktniho thlu

e FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
e XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy)

e SEM (Scanning Electron Microscope)

e Antimikrobidlni testy

6.2.1 Meéreni povrchové energie a kontaktniho thlu

Urceni volné povrchové energie pevné latky mé velky vyznam v Sirokém okruhu uzitych
véd. V disledku sloZitosti méteni povrchové energie pomoci pfimych metod, byvaji ¢asto
pouzity metody nepiimé. Jednou z nich je méfeni kontaktnich Ghli smaceni n¢kolika kapa-
linami a nasledny vypodet povrchové energie, kdy je tato metoda nejjednodussi. Uhel sma-
Ceni je jednou z mdla pfimo méfitelnych vlastnosti fazového rozhrani pevna lat-
ka/kapalina/plyn. V roce 1805 byl Youngem navrzen vztah pro stanoveni volné povrchové

energie, ktery je zndm jako Youngova rovnice.

Existuje nékolik metod stanoveni volné povrchové energie, a to teorie Zismanova, Fowke-
sova, Lifshitz/van der Waals-Lewis Acid/Base, Owens-Wendt-Raeble-Kaeble (OWRK)

a dalsi. Jednou z nejCastéji pouzivanych metod je metoda OWRK [42].

a
A — Uhel vétsi net 90° B - Uhel mezi 0 a 90° C-Uhel =0°
Nedostateéne smadceni Smadceni Roztékani

Obr. 10. Urcovdni kontaktnich iihln [43].
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Kontaktni dhel — Uhel, ktery svird te¢na k povrchu kapky, vedena v bod& styku kapky

s rozhranim.

Povrchova energie tuhé ldtky — Prace potiebna k vytvofeni jednotkové plochy nového po-

vrchu pevné latky. Proces vzniku nového povrchu probihd ve 2 krocich. Vznikne novy po-
vrch rozdélenim materidlu (napf. rozStipnutim), pfi¢emz atomy nového povrchu zachova-
vaji stejné polohy, jaké mély v objemové fazi. Poté dojde k preskupeni atomtl v povrchové
oblasti do jejich kone¢nych rovnovaznych poloh. Hodnota povrchové energie je v rtiznych

mistech povrchu odli$nd, protoze povrch pevnych latek neni homogenni [44].
Uhel sméaceni miZe byt stanoven pfimym goniometrickym méfenim, nepfimymi tenziomet-
rickymi metodami nebo metodami, které jsou zaloZeny na geometrické analyze tvaru me-

nisku.

Youngova rovnice vyjadiuje vztah mezi thlem smdaceni 6 a jednotlivymi mezifdzovymi

energiemi [42].

yircosO=y, ~y (1)
kde
Vis Vs enveennns povrchové energie kapaliny, poptfipadé tuhé latky
Vsl weeennnenenn mezifazova energie tuhd latka — kapalina

Dle OWRK teorie je mozné celkovou povrchovou energii ' rozdélit na disperzni y*"

a polarni y** slozku, kde plati:
]/tot — ]/LW +}/AB (2)

Dle Acid base teorie je mozno disperzni slozku rozdélit na donorovou y~ a akceptorovou y*

¢ast dle rovnice [42]

r =2y A3)
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6.2.2 FTIR

Infragervens (IC) spektroskopie je analytickd nedestruktivni metoda slouZici pro identifika-
ci a strukturni charakterizaci organickych sloucenin, ale 1 pro stanoveni organickych latek.
Zkoumany vzorek neni analyzou poskozen, a presto poskytuje informaci o svém sloZeni.
Ziskané hodnoty vibracnich energii souvisi s pevnosti chemickych vazeb, molekulovou
geometrif a hmotnostmi jader, tedy s molekulovou strukturou [45, 46]. Mé&ii pohlceni IC
zateni o rizné vinové délce analyzovanym materidlem. Energeticky je IC oblast velmi §i-
roké [45]. Nejpouzivangjii jednotkou v IC spektroskopii je vlnocet, ktery je s vinovou dél-
kou svdzan vztahem v= 1/ A [46]. Rozmezi vInoctl je 12500 - 5 cm™. Horni hranice je
urCena spektrdlni citlivosti naseho zrakového tstroji, dolni hranice moznostmi produkce

a detekce nejdlouhovingjsiho IC zdfeni.
Cel4 IC oblast je rozdélena na tii &asti:

- blizkou IC oblast (NIR) 12500 - 4000 cm
- stiedni IC oblast (MIR) 4000 - 200 cm’!

- vzdalenou IC oblast (FIR) 250 - 5 cm™ [45].

radiofrekvencéni oblast
centimetrova oblast
milimetrova oblast
submilimetrova oblast
daleka infracervena oblast
stfedni infracervena oblast
blizka infratervena oblast
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ultrafialova oblast
rentgenova oblast
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Obr. 11. Elektromagnetické spektrum [46].

V 80. letech 20. stoleti dochdzi s rozvojem vypocetni techniky k roz$ifeni infracervenych

spektrometrt s Fourierovou transformaci. Pfistroje pracuji na principu interference spektra,
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které méfi interferogram modulovaného svazku zateni po prichodu vzorkem. Abychom
ziskali klasicky spektrdlni zaznam tak piistroje vyZaduji matematickou metodu Fourierovy
transformace. Spektrometry maji fadu vyhod. Pii méfeni dopada na detektor vzdy cely sva-
zek zafeni. Takové uspofddani umozZnuje i experimenty, pii kterych dochézi k velkym
energetickym ztratdm, tj. méfeni silné absorbujicich vzorkli nebo méteni s néstavci pro
analyzu pevnych ¢i kapalnych vzorki v odrazeném svétle (reflektanéni IC spektroskopie)

[47].

IC spektrometrie se pouzivd v kvalitativni i kvantitativni analyze. V paméti poéitace je
knihovna spekter, s niZ program pocitace porovndva spektrum vzorku. Jednotlivé pasy se
pfifazuji vibracim funkénich skupin podle svych vIinoctl, zkoumaji se rizné vlivy struktury
molekuly a charakteru vzorku na polohu a tvar pési. U techniky FTIR s vyuZitim pocitaco-
vého zpracovani dat 1ze kvantitativn¢ analyzovat i viceslozkovou smés zmétenim jednoho

spektra [48].

Prakticky lze pracovat se vzorky vSech skupenstvi. Pro tuhé latky je vyhodna pastilkova
metoda kdy se latka rozetfe se stondsobnym mnozstvim KBr a vylisuje se tableta o tloust'ce
1 - 2 mm. Odpada tak pouziti kyvety, protoZe tabletu mizeme umistit ptimo do drahy pa-
prsku. Lze pouZit 1 suspenze tuhé latky v parafinovém oleji zvané nujol. Nevyhodou jsou
absorp¢ni pasy C—H tohoto oleje ptitomného ve spektru. Pro piipravu roztoku je tfeba pou-
Zivat nepolarnich nebo mélo polarnich rozpoustédel jako je CS,, CCls, hexachlorbutadien
apod. Z tuhych latek je také mozné udé€lat f6lii nebo vybrousit tenkou desticku. Plynné

vzorky se mé&fi v kyvetach opatfenych dvéma bo¢nimi kohouty pro napojeni na plyn [48].
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S 6

Obr. 12. Schéma infracerveného spektrometru s Fourierovou

transformaci AVATAR 320 [46].

IC paprsek je naznacen plnou ¢arou.

1 - zdroj IC zéfent; 2 - pevné zrcadlo fokusujici zafeni do interferometru; 3 - interferometr
s pevnym KBr déli¢em paprskii; 4 - zrcadlo fokusujici zafeni do kyvetového prostoru; 5 -
kyvetovy prostor; 6 - drzak vzorku; 7 - zrcadlo fokusujici zafeni na detektor; 8 - detektor;
9 - susidlo; 10 - indikétor vlhkosti; 11 - laser; 12 - napéjeni laseru; 13 - elektronické modu-

ly.
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6.2.3 XPS

XPS je také zndma pod zkratkou ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis).
Patii k nejrozsifencjSim nedestruktivnim metoddm analyzy povrchill, mezifdzi a tenkych
vrstev. Potfebné komercni spektrometry se staly dostupnymi vr. 1970 a do dneSni doby
proSly velmi intenzivnim vyvojem. Principem metody je fotoelektricky jev, pozorovany jiz
vr. 1887 Hertzem. Teoretické zdklady metody byly poloZeny v r. 1905 Einsteinem, ktery
vysvétlil fotoelektricky jev kvantovou teorii zafeni, navrZzenou Planckem. V r. 1922 byl za

tuto teorii Einstein odménén Nobelovou cenou [49, 50, 51].

Princip metody spociva ve fotoemisi elektronu iniciované rentgenovym zaifenim. Kvantum
energie zafeni se celé predd elektronu a pfedand energie se rozd¢€li na energii spotiebova-
nou na oddéleni elektronu z elektronového obalu atomu. Lze to pfifadit vazebné energii
elektronu, na vystupni préci elektronu spotiebovanou pii opusténi povrchu materidlu a ki-
netickou energii elektronu, se kterou se elektron pohybuje uZ mimo studovany material.
Pokud zndme iniciac¢ni energii RTG zafeni a kinetickou energii elektronu, pak mizeme
dopocitat vazebnou energii fotoelektronu, coz je zdkladni informace, kterou méteni posky-
tuje. Pfi pohybu v materidlu maji vytvofené fotoelektrony velkou pravdépodobnost interak-
ce a tedy predani Casti své energie (maji velky utlum). Proto nejvétsi pravdépodobnost, Ze
povrch materidlu elektron opusti bez dal$i interakce, ma elektron, ktery je emitovan v né-

kolika poslednich atomovych vrstvach [52].

Studovany vzorek je ozafovan m&€kkym rentgenovym zéafenim. Obvykle je pouZivéna linie
Al K, s energii fotonli 1486,6 eV, piipadné Mg K, s energii 1253,6 eV, jejichZ prinikova
hloubka do pevnych latek ¢ini nékolik pum [50].

Princip metody a vysoky ttlum v materidlu generovanych elektroni vedou k tomu, Ze je
analyzovano pouze n¢kolik poslednich vrstev atomi na povrchu. Metoda poskytuje nékolik
informaci. Jednou z moznosti je elementarni analyza povrchu. Kazdy prvek je charakteri-
zovan spektrdlnimi liniemi o urcitych vazebnych energiich. Dalsi informaci je zjiSténi
chemickych vazeb pifitomného prvku. RGzny chemicky stav nebo vazba zplsobuje urcity
posun spektralni linie daného prvku. Jako posledni mozZnost se zjistuji koncentra¢ni hloub-
kové profily. Tj. zmé&feni zdvislosti koncentrace jednotlivych prvkl nebo jejich vazeb na
hloubce pod povrchem. Tato moZnost je vSak destruktivni metodou, protoZe k odpraSeni

povrchu se pouzivé iontové CiSténi argonovymi ionty [52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

XPS nachdzi stdle vétsi uplatnéni pfi studiu povrchu polymerii oproti svému hlavnimu vy-
uziti v metalurgii, pfi studiu katalyzy a prevdzné¢ pevnych latek anorganického pivodu.
Kvantitativné 1 kvalitativné (mimo H a He) umoZziuje stanovit slozeni povrchové vrstvy
polymert. Z energetickych divodl pfi tvorbé povrchu byva slozeni velmi Casto znacné
odli$né od sloZeni v objemu. V polymerech je pocet prvki vétSinou maly, takZe jejich XPS
spektra jsou pomérné jednoduchd — prevazné Ci,, Oy, Fis a Clyg, 2p. Rliznd aditiva nebo
latky kontaminujici povrch vSak obsahuji dalsi prvky, jako napft. Si, S, P, Na, Ti, Zn, K, Br,
Sn, Ge, Cr a jiné, u nichz lze pfitomnost detekovat velmi snadno i ve stopovych koncentra-
cich. Toho se vyuziva pfi vysvétleni mnoha problému, které jsou spojené s povrchovymi
vlastnostmi nebo pro identifikaci ¢istoty povrchu polymert pted jejich aplikaci. XPS je
vhodn4 pro studium probihajicich zmén na povrchu polymeri vlivem chemickych modifi-
kacnich reakci, termickych a fotochemickych procest (starnuti polymerit), plazmatického
vyboje, adsorpce latek, pienosu hmoty aj., které se projevuji nové zavedenym specifickym

prvkem [53].

6.24 SEM

Pocéatek vyzkumu a vyvoje SEM je kladen do 50. let 20. stoleti, kdy byl zahdjen vyzkum
v laboratofich univerzity v Cambridgi v Anglii. Prvni SEM vznikl v roce 1965. V ceské

republice za¢ina vyroba téchto piistroji v roce 1976 [54].

SEM je pfiistroj k pozorovani povrchl nejriznéjsich objektti. Do jisté miry ho 1ze povazo-
vat za analogii svételného mikroskopu v dopadajicim svétle. Zobrazeni v SEM je povazo-
vano za nepiimou metodu, nebot’ vysledny obraz je tvofen pomoci sekunddrniho signdlu —
odrazenych nebo sekundarnich elektronti. Piednosti je jeho velkd hloubka ostrosti.
V komote preparatli vznikd pfi interakci urychlenych elektronti s hmotou vzorku jesté fada
dalsich signdlii, napt. RTG zareni, Augerovy elektrony, katodoluminiscence. Pfi jejich de-
tekci miZzeme urcit napi. prvkové sloZeni prepardtu v dané oblasti a urcit kvantitativni za-

stoupeni jednotlivych prvka pfi porovnani se standardy [55].

Cinnost SEM je zaloZena na pouZiti tizkého svazku elektronti emitovanych ze Zhavené
katody a urychlovanych v elektronové trysce tvorené systémem katoda - Wehneltiv vilec -
anoda. Elektromagnetickymi CoCkami je paprsek déle zpracovavéin a je rozmitin po po-
vrchu pozorovaného objektu. S timto svazkem elektront je synchronné rozmitin elektro-

novy svazek paprsku v pozorovaci obrazovce. Interakci elektronového svazku s povrchem
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pozorovaného objektu vznikaji sekundarni elektrony. Ty po detekci a zesileni moduluji jas
elektronového paprsku v pozorovaci obrazovce. Na obrazovce vznikne obraz odpovidajici

povrchu pozorovaného vzorku [54].
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6.3 Vysledky a diskuze

6.3.1 Priprava vzorku

Vzorky LDPE (5 x 5 cm) byly omyty v roztoku kationaktivniho tenzoru a nésledné opléach-
nuty v dostatecném mnoZstvi vody a nakonec neionizované vody. Po této operaci byly
vzorky vystaveny okolnim laboratornim podminkdm a byly osuseny po dobu 2 hodin. Tak-
to pfipravené vzorky byly oboustranné opracovany v nizkoteplotnim plazmatu po dobu 5
minut pii vykonu reaktoru 50 W. Jako plazmovy plyn byl pouzit vzduch. Ihned po vyjmuti
vzorku z reaktoru byl substrat vystaven t¢inkiim par alylaminu po dobu 15 s, ktery byl po-
uzit pro fukcionalizaci povrchu. Na povrchu se po této polymeraci vytvoril tzv. ,,polymerni
hieben* s aminy jako funk¢nimi skupinami. Takto ptfipravené povrchy byly ponofeny do
piislusnych roztokl antibakteridlnich cinidel, kde doslo k jejich navdzani mezimolekulo-
vymi silami béhem 24 hodin. Po uplynuti tohoto ¢asu byly vzorky z roztoku antibakterial-
niho ¢inidla vyjmuty, oplachnuty v dostatecném mnoZstvi neionizované vody pro odstrané-
ni nenavdzanych molekul antibakteridlnich ¢inidel a ndsledné suSeny za laboratornich
podminek. Pro kontrolu procesu piipravy a srovnani postupi byly provedeny taktéZz expe-
rimenty s vazanim antibakteridlnich slozek za stejnych podminek na identicky pfiprave-
nych vzorcich, ovSem bez polymerniho hiebene. Schéma celého procesu je uvedeno na

obrazku 13.
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Obr. 13. Schéma postupu pripravy vzorkii nanesenim antibakteridlniho cinidla na povrch

LDPE.
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6.3.2 Uprava pomoci plazmatu

Plazma je soubor nabitych a neutrdlnich ¢astic v riiznych kvantovych stavech (elektrony,
ionty, excitované stavy, neutrdlni atomy, molekuly), o kterém plati, Ze jeho prostorovy na-
boj je pfiblizné roven nule (tzv. kvazineutralita). Plazma byvéa n€kdy nazyvéno ctvrtym
skupenstvim hmoty. Jeho chovani se navenek nejvic podoba plynu, od néhoz se ale 1isi
hlavné pfitomnosti volnych nosi¢ti naboje. Je schopné jako celek svymi projevy generovat
globdlni elektrickd a elektromagnetickd nebo magnetickd pole a na takovato globélni pole

reagovat.

Plazma neni v pfirod€ Zadny ojedinély jev, odhaduje se, Ze az 99 % celkové vesmirné hmo-
ty se nachdzi pravé v tomto skupenstvi. Jedna se hlavné o hvézdy, ale i rizné mlhoviny
a galaxie. Na zemi se pak s plazmatem setkime méné Casto, jelikoZ ma jeho Zivotnost vel-
ké energetické naroky (vysoka teplota, tlak, zafeni apod.), nevydrzi v pfirozeném prostiedi

dlouhou dobu, jsou to napf. blesky a jiné vyboje.

Plazma je velmi chemicky reaktivni prostiedi, ve kterém dochdzi k neobvyklym reakcim.
Velk4 hustota ionizovanych a excitovanych ¢dstic miize zménit vlastnosti i jinak inertniho
materidlu jako je napt. keramika. Pfedev§im plazma modifikuje hodnotu povrchové energie
materidlu, coZ md ndsledny dopad na adhezni silu, vlastnosti povrchovych nétéri a bio-

kompatibilitu.

V plazmatu vzduchu pfi dpravé syntetickych polymernich materidli dochdzi zejména
k jejich hydrofilizaci. To je zptisobeno tim, Ze na povrch obecné hydrofobnich polymert
jsou roubovany postranni fetézce zavislé na slozeni a povaze plazmovych pracovnich ply-
nd. V piipadé vzduchu pomérné vyrazné vzristd mnozstvi funkénich skupin s obsahem
kysliku, nej€astéji hydroxyld, karbonylii a karboxyl. Mimo né€ se v povrchové struktute
nachdazi taktéz funkéni skupiny obsahujici dusik. Konkrétné pfedevS§im aminy. Nelze vSak
vyloucit ani pfitomnost nitro a nitroso funk¢nich skupin. Tyto se vSak vyskytuji pomérné
zfidka a jejich pfitomnost je do velké miry zdvisld na kinetice a podminkach plazmové
upravy.

Reaktor s radiofrekvencnim vybojem je buzen elektromagnetickym vInénim o frekvenci

13.56 MHz. Aparatura se vyznaCuje predevSim tim, Ze pracuje za sniZeného tlaku oproti

okoli. Tento tlak dosahuje fddov¢ zpravidla hodnot v rozmezi jednotek az desitek Pa.
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V této praci byl pouzit komer¢ni radiofrekvenéni reaktor FEMTO firmy Diener Electronic
(Némecko). Plazma bylo buzeno kapacitnim zpiisobem, tedy postupem, kdy jedna deskova
elektroda je radiofrekvenéni a druhd paralelné uloZeni deskova elektroda je zemnici. Cas
plazmové tpravy byl zvolen 5 minut pii pritoku vzduchu 50 cm’/min jakoZto plazmového
plynu. Vykon plazmového reaktoru byl nastaven na hodnotu 50 W. Schéma pouZzitého pii-

stroje je na obrazku €. 14.

0 -

Obr. 14. Schéma reaktoru s radiofrekvencnim (kapacitné buzenym) vybojem.

1 - budici zdroj; 2 - plast reaktoru; 3 - radiofrekvencni elektroda; 4 - uzemnéna elektroda;

5 - ptivod plazmového plynu; 6 - piivod k vyvéve; 7 - vyboj.

6.3.3 Meéreni povrchové energie

Meéteni povrchové energie probihalo na pfistroji SEE system. Jako kapaliny byly pouZzity
neionizovand voda, etylén glykol a diiodometan. Neionizovand voda byla vlastni produkce,

ostatni chemikdlie byly dodany spole¢nosti Sigma-Aldrich. Chemikdlie byly pouzity vzhle-
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dem k vysoké plvodni Cistot€ jiz bez dalSiho pteciSténi. Objem nanesenych kapek na po-
vrch byl stanoven na 5 pl. U menSich kapek dochdzi k pomérné vysoké chybé pii odectu
v dtsledku jejich malé velikosti. U kapek nad 10 pl dochézi k jeji deformaci vlivem gravi-
tace, kterd se taktéZ projevuje ve vysledku zkreslenim. Pro experimenty v této diplomové
praci bylo na kazdy substrat naneseno postupné 10 kapek kazdé kapaliny a vyslednd hod-
nota kontaktniho thlu byla pak jejich primérem. Z téchto hodnot kontaktnich thlt sméaceni
byla ndsledné vypocitdna povrchova energie substrtii a jeji slozky, jejichZ hodnoty jsou
pfehledné uvedeny v tabulce €. 2.

Vv

Z vyslednych hodnot je zfejmé, Ze neopracovany PE vzorek vykazuje nejnizs$i hodnotu
celkové povrchové energie, coZ je zpusobeno jeho piirozenou hydrofobitou. Disperzni
slozka povrchové energie dosahuje pfiblizné stejné hodnoty jako slozka celkova. Z téchto
davodu poléarni slozka dosahuje velmi nizkych hodnot, coz odpovida teorii i diive prove-
denym méfenim, jehoz vysledky jsou uvedeny v dostupné literatufe. Vzorek opracovany
v nizkoteplotnim plazmatu vykazuje znacny narist celkové slozky povrchové energie. Pre-
devsim zde doslo ke zvySeni polarni slozZky povrchové energie, coZ je zpiisobeno inkorpo-
raci polarnich funkénich skupin na povrch PE v pribéhu plazmatické dpravy. V piipadé
oplazmovaného vzorku po roubovani alylaminem dochdzi k mirnému poklesu celkové
sloZky povrchové energie. Je to zplsobeno ¢astecné i tim, Ze molekula alylaminu kromé¢
aminové skupiny obsahuje i uhlovodikovy fetézec o délce tii uhlikli. Toto m4 taktéz za
nasledek sniZeni velikosti polarni sloZky, pficemzZ disperzni sloZka povrchové energie zu-
stdva v podstaté bez vyraznych zmén. Dalsi méfené substraty byly vzorky PE po plazma-
tické dpravé s nanesenym benzalkonium chloridem s a bez ptedchoziho roubovéni alyla-
minu. Z namétenych vysledki je ziejmé, Ze vyssi celkovou povrchovou energii, potaZzmo
jeji poléarni slozku, ma vzorek, u néhoz prob&hlo roubovani alylaminu. Tento vysledek tak-
téZ potvrzuje, Ze mnozstvi benzalkonium chloridu pfimo zévisi na roubovéni alylaminem.
V piipad¢ dalSich antibakteridlnich ¢inidel jiz k tak znacnym rozdilim nedochazi. Zavér,
Ze to ¢i ono bakteridlni ¢inidlo je navdzano lze ucinit pro kazdé ¢inidlo zvlast v zdvislosti
na jeho chemické struktufe a tyto vysledky musi byt nutné¢ ndsledn¢ konfrontovany

s vysledky ostatnich méteni, zejména XPS.
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Tab. 2. Povrchové napéti a jeho sloZky mérenych vzorkii.
povrchové napéti a jeho slozky (mN/m)
vzorek v total YLW YAB Y+ 'Y-
PE neopracovany 33,94 33,73 0,21 0,12 0.09
PE plazmovany 44,95 39,70 5,25 0,35 19,78
PE plazmovany (AA) 42,40 39,84 2,56 0,05 34,67
PE plazmovany + benzalkonium chlo-
rid 39,65 37,44 2,21 0,17 7,07
PE plazmovany + benzalkonium chlo-
rid (AA) 44,40 38,17 6,23 0,38 25,40
PE plazmovany + chlorhexidin 41,52 41,20 0,32 0,00 10,80
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 41,22 40,48 0,74 0,01 12,38
PE plazmovany + triclosan 44,25 41,06 3,18 0,21 12,29
PE plazmovany + triclosan (AA) 42.96 41,50 1,46 0,03 16,23
PE plazmovany + bronopol 42,03 40,03 2,01 0,08 13,09
PE plazmovany + bronopol (AA) 41,17 38,93 2,25 0,12 10,94
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6.3.4 Infratervena spektroskopie (IC)

Pro méfeni infracervenych spekter byla zvolena metoda jednoodrazové ATR. Jako pfistroj
pro méfeni byl pozit AVATAR 320 FT-IR od firmy Nicolet (USA). Tato metoda se vyzna-
Cuje predevsim tim, Ze dochézi k analyze povrchové vrstvy méfeného substratu. Tato povr-
chova métena vrstva v ptipadé FTIR méfeni dosahuje okolo 5 um. Pokud je tedy modifi-
kovana povrchova vrstva mensi, dochdzi ke znacnému zkresleni vysledkt. Tak je tomu
i zde. Po dikladné interpretaci danych dseki spektra po patficném zvétSeni zobrazované
oblasti vSak lze rozdily rozpoznat a dle tabulkovych hodnot vinoctd piislusnych vibraci
skupin 1 usoudit, kterd funkéni skupina mé za nasledek ten €i onen signal ve spektru. Na
tomto misté je tieba ovSem zdiraznit, Ze FTIR je pomérné vyznamna kvalitativni metoda,
ovSem kvantitativni vysledky nelze ocekavat s nélezitou presnosti a proto konfrontace téch-
to spekter s metodami jinymi je nutnd. Kvalita spekter taktéZ vyznamné zavisi na zvolené
metodé pro infracervenou spektroskopii a pfedev§im na obsluze, kterd musi dbat urcitych
standardii pfi piipravé vzorku a manipulaci s nim. Vyslednd spektra jsou uvedena na ndsle-
dujicich nize v textu umisténych obrdzcich. Po ndlezitém zvétSeni a srovnani spekter z nich

plyne nasledujici.

V ptipad€ ptivodniho vzorku PE nalézdme vibraci o vlno¢tu okolo 1400 - 1500 cm™, kterd
byva piipisovdna CH, vibraci a CHj3 deformaci. TaktéZ 1ze nalézt piky v oblasti 2800 -
3000 cm’, které odpovidaji C-H vibraci. V ptipadé plazmou upravenych polymernich
vzorki lze nalézt velmi slaby $iroky signal v oblasti 3200 - 3500 cm™, ktery odpovidd —OH
vibraci. Dal3i drobnou zmé&nu lze nalézt v okoli vlno&tu 1720 cm™, kde se vyskytuje signal
C=0 skupiny. Po dtkladné analyze a nasledném zvétSeni 1ze rozpoznat taktéz velmi slaby
pik v oblasti od 1580 - 1600 cm™, ktery odpovida karboxylu. Tyto piky obsahujici kyslik se
ve spektru vytraceji po navazani alylaminu. Je to zplisobeno tim, Ze alylaminu se na povrch
to skupiny se vSak déle objevuji ve spektru velmi slabé a to diky jejich pfitomnosti v pfi-
sluSnych antibakteridlnich substratech, zeyjména OH v bronopolu a irgasanu. Taktéz se ve
spektrech objevuje slaby signédl aromatického benzenového jadra a to naptiklad v picich
s vlnoCty okolo 1630 cm’™, které odpovidaji C=C aromatickym vibracim. Pfitomnost chl6ru
neni jednozna¢né patrnd. Mohly by ji v§ak odpovidat signédly v rozmezi vinocti 600 - 700
cm™ ve vzorcich kde je chlor obsaZen. Tedy zejména v irgasanu a chlorhexidinu. Pfitom-

nost dusiku, ktery je do substrdtu vnesen jednak pifitomnosti naroubovaného alylaminu
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a taktéZ ve struktufe antibakteridlnich slou€enin, zejména chlorhexidinu byva nalezen jako
velmi §iroky pik pii vlnoétech 3330 cm™. Ze spektra viak Ize odeéist i C=N vibrace pii
vlno¢tu 1640 cm™. Ve spektru vzorku po naneseni bronopolu byl nalezen velmi slaby pik
v okoli 1520 cm™, ktery je spojovan s NO, vibracemi. Co se ty&e vibrace C-Br, kterd je
v literatute takt€éZ popsédna, se pritomnost v naSem piipad€ u vzorku bronopolu nepodatila

touto metodou ovéfit v disledku velmi nizké intenzity signdlu v predmétné oblasti.
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Obr. 15. FTIR (ATR) spektrum neoplazmovaného LDPE.
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Obr. 16. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE.
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Obr. 17. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE po ndsledné funkcionalizaci

pomoci alylaminu.
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Obr. 18. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE bez funkcionalizace pomoci

alylaminu po naneseni benzalkonium chloridu.
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Obr. 19. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE po ndsledné funkcionalizaci

pomoci alylaminu po naneseni benzalkonium chloridu.
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Obr. 20. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE bez funkcionalizace pomoci

alylaminu po naneseni chlorhexidinu.
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Obr. 21. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE po ndsledné funkcionalizaci

pomoci alylaminu po naneseni chlorhexidinu.
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Obr. 22. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE bez funkcionalizace pomoci

alylaminu po nanesent triclosanu.
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Obr. 23. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE po ndsledné funkcionalizaci

pomoci alylaminu po naneseni triclosanu.
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Obr. 24. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE bez funkcionalizace pomoci

alylaminu po naneseni bronopolu.
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Obr. 25. FTIR (ATR) spektrum oplazmovaného LDPE po ndsledné funkcionalizaci

pomoci alylaminu po naneseni bronopolu.
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6.3.5 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS)

Meéfeni rentgenové fotoelektronové spektroskopie probihalo v laboratotich spolupracujici-
ho pracovisté (Jozef Stefan Institut) ve Slovinsku, pfi¢emz nasledna analyza a vyhodnoceni
spektra jiz bylo provedeno na UTB. Pfistroj pro méfeni spekter byl pouzit TFA XPS od
firmy Physical Electronic. Toto méfeni probihd v ultravakuu o velikosti ptiblizné okolo
10 ® Pa. Vzorky byly excitovény pomoci monochromatického rentgenového zateni Al K5

o energii 1486,6 eV. Detektor byl umistén pod uhlem 45°.

V ptipadé téchto méfeni lze s urcitosti tvrdit, Ze ziskané vysledky jsou nejen kvalitativni,
ale vzhledem k pfedmétné metod¢€ i plné kvantitativni a proto davaji redlny a nezkresleny
vysledek v oblasti povrchové analyzy. Oproti FTIR je taktéZ analyzovand vrstva podstatné
mensi. V piipadé XPS se pohybuje v fddu jednotek az desitek nanometrt a proto je popis
povrchovych charakteristik nezkreslen vlivem signdlu nemodifikované pod-povrchové
vrstvy. Vysledky jsou po analyze spektra a z ni vypocitané plochy signdlti ptehledné zane-
seny do tabulky, kterd je niZe. V tabulkdch neni uvedeno mnozstvi vodiku, ktery sice ve
vzorcich ptfitomen je, ale neni detekovatelny. Proto se jeho mnozstvi neudava. D4 se vSak
pomérné jednoduSe dopocitat ze stechiometrickych vzorki zkoumanych substrati.
V pfedmétné véci to vSak neni podstatné a navic by to zplisobovalo pomérné vysoké zati-
Zeni chybou méfeni. V tabulkédch je uvedeno mnozstvi pfitomnych elementl v procentech
a nisledné taktéZ v pomérech vztazenych na uhlik, coz je obvyklé v literatufe a takto zpra-

cované hodnoty maji vyssi vypovidajici hodnotu.

Z vyslednych hodnot vyplyva, Ze neopracovany vzorek ma podle pifedpokladil velmi vyraz-
ny podil uhliku v povrchové struktufe. Ve spektru vSak byl nalezen i signdl odpovidajici
kysliku, coZ zpravidla u syntetickych polymerti znamen4, Ze jsou do urcitého stupné degra-
dovany a taktéz jsou za jeho ptitomnost odpovédné necistoty. V ptipadé plazmovaného PE
dochézi k vyraznému ndrtistu koncentrace kysliku v povrchové struktufe, a to aZ na hodno-
tu témet 12 %. To je zpusobeno tim, Ze dpravou v nizkoteplotnim radiofrekvencnim
plazmatu dochdzi k inkorporaci skupin obsahujicich kyslik. Mezi né patii zejména karbo-
nyly, karboxyly, hydroxyly, ethery apod. Ve spektru se taktéz objevil signdl odpovidajici
pfitomnosti funkénich skupin obsahujicich dusik. Po dekonvoluci tohoto piku doslo ke
zjisténi, Ze dusik je v povrchové struktufe piitomen ve formé aminu. Umé&mé tomu klesla
povrchova koncentrace uhliku. Po roubovéni alylaminu na povrch dochdzi k vyraznému

zvySeni hodnoty dusiku v povrchové struktuie. Zaroven pfti stejném obsahu uhliku vyrazné
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pokleslo mnozZstvi kysliku. Toto je pfimy dusledek toho, Ze se alylamin vize ptes kyslikové
skupiny na povrchu, které v kone¢né fazi ve spektru zastini. V piipad¢ vzorku s benzalko-
nium chloridem vidime u vzorku, ktery byl pfed depozici antibakteridlni slouceniny roubo-
van alylaminem, mnohondsobn¢ vétsi obsah dusiku a predev§im chléru. Tento vysledek
jednoznacéné potvrzuje dileZitost piipravy alylaminového hiebene, ktery je zodpovédny za
vytvofeni mezimolekulovych sil s molekulami antibakteridlniho ¢inidla. V podstaté totoz-
ného vysledku

lze v ptipadé piitomnosti chléru vydedukovat podobny princip

i u chlorhexidinu a triclosanu. V piipad¢ bronopolu Ize tvrdit v podstaté totéz, kdy ve vzor-

ku s naroubovanym alylaminem je koncentrace bromu piiblizné 3 x vyssi.

Tab. 3. Procentudlni zastoupeni chemickych prvkii na testovanych povrsich.

vzorek Cls% | Ols % | N1s % | C12p % ngd
PE neopracovany 98,6 1,4 - - -
PE plazmovany 87,0 11,8 1,2 - -
PE plazmovany (AA) 87,9 8,1 3,8 - -
PE plazmovany + benzalkonium chlorid 86,6 11,8 1,3 0,3 -
PE plazmovany + benzalkonium chl. (AA) | 84,6 9.4 3,6 2.4 -
PE plazmovany + chlorhexidin 86,8 11,9 1,1 0,2 -
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 84,4 7,2 6,3 2,1 -
PE plazmovany + triclosan 86,8 11,3 1,4 0,5 -
PE plazmovany + triclosan (AA) 84,5 12,1 0,8 2,6 -
PE plazmovany + bronopol 87,1 11,6 1,1 - 0,2
PE plazmovany + bronopol (AA) 86,9 9,7 2,8 - 0,6

Tab. 4. Charakteristické poméry chemickych prvkii na povrchu mérenych substrdtii vzta-

Zené k mnoZstvi uhliku.

vzorek O/C N/C Cl/C Br/C
PE neopracovany 0,0142 - - -
PE plazmovany 0,1356 | 0,0138 - -
PE plazmovany (AA) 0,0922 | 0,0432 - -
PE plazmovany + benzalkonium chlorid 0,1363 | 0,0150 | 0,0035 -
PE plazmovany + benzalkonium chl. (AA) 0,1111 | 0,0426 | 0,0284 -
PE plazmovany + chlorhexidin 0,1371 | 0,0127 | 0,0023 -
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 0,0853 | 0,0746 | 0,0249 -
PE plazmovany + triclosan 0,1302 | 0,0161 | 0,0058 -
PE plazmovany + triclosan (AA) 0,1432 | 0,0095 | 0,0308 -
PE plazmovany + bronopol 0,1332 | 0,0126 - 0,0023
PE plazmovany + bronopol (AA) 0,1116 | 0,0322 - 0,0069
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6.3.6 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovd mikroskopie je jednou z nejzakladnéjSich metod pro popis povr-
chové morfologie pevnych vzorki. Pro hodnoceni povrchového reliéfu ndmi zkoumanych
vzorkil byl pouzit piistroj VEGA II LMU Tescan (Cesk4 Republika). V piipadé nasich mé-
feni bylo pouzito 30000 nasobné zvétSeni a vzorky byly naklonény pro lepsi pozorovani
pod thlem 45°. Byly pofizeny snimky pro vSechny vzorky, pficemz v této ¢asti prace jsou

uvedeny vysledky pro chlorhexidin. Pofizené snimky jsou uvedeny niZe.

Ze snimku neopracovaného LDPE je ziejmé, Ze jeho povrch vykazuje nizky stupen povr-
chové morfologie. Jinymi slovy jde o pomérné hladky povrch i1 pfi vysokém zvétSeni.
V ptipadé vzorku, ktery byl modifikovan nizkoteplotnim plazmatem je mozZné zménu mor-
fologie na potizeném snimku nalézt. Tento vzorek vykazuje podstatné vétsi drsnost, kterd
je dana predevsim jakozto duasledek interakce s plazmatem. Tato interakce spo¢iva v tom,
Ze povrch je bombardovan nejriznéjS$imi ¢asticemi, coZ ma za nésledek i teplotni efekt na
povrchové vrstvé, kterd prechdzi do kapalného skupenstvi a dochédzi k ndsledné rekrystali-
zaci. Z dalSiho snimku, jenZ odpovidd vzorku, ktery byl opracovéan v plazmatu a nasledné
reakci s alylaminem nelze jednozna¢né tvrdit, Ze toto roubovani ma velky vliv na povrcho-
vou morfologii. Z posledniho snimku, ktery odpovid4 vzorku, na ktery byla nanesena vrst-
va chlorhexidinu je patrné, Ze tato vrstva piekryva povrchovy reliéf a drsnost povrchu se
tim padem vytrici. Tyto provedené experimenty a z nich vyvozené zavéry odpovidaji popi-

su podobnych substrati, které byly diive publikovany v dostupnych zdrojich.
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SEM MAG: 30.01 kx  Det: SE Detector VEGAWTESCAN
SEM HV: 20.00 kv SM: RESOLUTION 2um 7
Vac: Hivac Digital Microscopy Imaging n

Obr. 26. SEM snimek neopracovaného LDPE.

SEM MAG: 30.00 kx  Det: SE Detector VEGAWTESCAN
SEM HV: 20.00 kv SM: RESOLUTION 7
Vac: Hivac Digital Microscopy Imaging n

Obr. 27. SEM snimek opracovaného LDPE

v nizkoteplotnim plazmatu.
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SEM MAG: 30.00 kx  Det: SE Detector VEGAWTESCAN
SEM HV: 20.00 kv SM: RESOLUTION 2um 7
Vac: Hivac Digital Microscopy Imaging n

Obr. 28. SEM snimek opracovaného LDPE

v nizkoteplotnim plazmatu po reakci s AA.

SEM MAG: 30.00 kx  Det: SE Detector VEGAW TESCAN
SEM HV: 20.00 kV SM: RESOLUTION 2um i
Vac: Hivac Digital Microscopy Imaging n

Obr. 29. SEM snimek opracovaného LDPE po re-

akci s AA a naneseni chlorhexidinu.
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6.3.7 Antibakterialni testy

Antibakteridlni G¢innost vzorkd viéi bakteriim Staphylococcus aureus, Escherchia coli
a Pseudomonas aeruginosa byla urCena testem méfeni inhibi¢nich (difuznich) z6n na aga-
ru. Vzorky, které mély pramér 8 mm byly dany do Zivného agaru (Nutrient agar No.2

M1269 — 500 g od HiMedia Laoratories PIIL. Ltc.) a naoCkovany danymi bakteriemi.

Fyziologicky roztok (8,5 g NaCl/1l) se ptipravil do banék s vickem a nechal se sterilovat
3 h v autokldvu. Kolonie bakterii, které jiz byly ptipraveny (kmeny Escherchia coli CCM
4517, Staphylococcus aureus CCM 4516 a Pseudomonas aeruginosa CCM 1961) se za
pouziti ockovaci klicky naockovaly do zkumavky s 10 ml fyziologického roztoku. Dvé
kligky ~ 1 - 10" bakterii. A nésledné se roztok rozmichal na tfepadce. Nutrient agar byl pfi-
praven dle ndvodu na obalu, tj. 6 g agaru/150ml bylo rozpusténo v destilované vod¢ a dal
se na 3 h do autokldvu sterilovat. Po této dob¢ se nalil na dno Petriho misek. Po zaschnuti
agaru se zacaly ockovat bakterie. Mikropipetou bylo na pidu naneseno mnozstvi 100 pl
bakteridlniho roztoku, které se rozetfelo pomoci tyCinky. Po zaschnuti byly pokladdny
vzorky s antibakteridlnimi ¢inidly. Po 24 hod inkubaci pti 37 °C byl méfen priamér inhibic-
ni zony v 5 smérech a ndsledné ud€ldna prumérnd hodnota. Pro jednotlivé vzorky a pro

kazdou bakterii byly zvoleny 3 opakovani.

Vysledky méteni inhibi¢nich z6én jsou pfehledné uvedeny v nésledujicich tabulkdch. V ta-
bulce €. 5 je uveden u piisluSnych vzorkil primér inhibi¢ni z6ny. Vzorek mél primér 8§ mm
a proto u vzorkl, které nevykazovaly inhibi¢ni z6nu, byla ponechdna tato hodnota, poné-
vadz nelze s urCitosti tvrdit jak velkd zona ve skuteCnosti je. V tabulce €. 6 je jiz uvedena
plocha inhibi¢ni z6ny, kterd je vypoctena jako plocha celkové inhibi¢ni z6ny, od niZ je
odectena plocha vzorku. Toto vyjidieni odpovidd zdpisu v odborné literature, které v této

oblasti mnohdy neni pfili§ jednotné.

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze neopracovany PE vzorek, stejné tak jako plazmovany
ato i po roubovédni alylaminem, nevykazuje podle predpokladu Zz4adné antibakteridlni
schopnosti. V ptipadé bakterie Escherchia coli taktéz nelze pozorovat antibakteridlni efekt
pro vzorky s vrstvou benzalkonium chloridu a bronopolu. V pfipad¢ vzorku chlorhexidinu
dochazi k antibakteridlnimu efektu pouze u vzorku, ktery obsahoval hieben alylaminu. To-
to je ptimym ditkazem toho, Ze roubovani alylaminu ma pro pfipravu antibakteridlnich vrs-

tev vysokou dilleZitost, a Ze v substritu kde alylamin nebyl pouZit nemé chlorhexidin anti-
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bakteridlni ucinnost. Na povrch totiZ v podstaté neni nanesen, a pokud nanesen je, pak neni
vazan mezimolekulovymi silami. Proto neni schopen voln¢ difundovat do okoli, ¢imZ mu-
Ze spliovat antibakteridlni pozadavky na n¢j kladené. V piipad€ triclosanu dochézi
k dcinnosti i ve vzorku bez roubovaného alylaminu. Ve srovnédni se vzorkem obsahujicim
alylaminovy hieben je vSak jeho ucinnost podstatné nizsi. V piipad¢€ kmene Staphylococcus
aureus je situace obdobnd. Pro benzalkonium chlorid, chlorhexidin, a taktéz triclosan. Po-
vrchy s nanesenym bronopolem nebyly ani zde ucinné. V piipadé kmene Pseudomonas
aeruginosa nebyla shleddna antibakteridlni G¢innost ani na jednom substratu. Nazorné fo-

tografie vzorkl po provedeném testovani s a bez inhibi¢ni zony jsou uvedeny niZe.

Tab. 5. Prumeéry inhibicnich zon u sledovanych mikroorganismii.

priumér inhibi¢ni zé6ny (mm)

. | 2. | 3
ESCHERCHIA COLI
PE neopracovany 8 8 8
PE plazmovany 8 8 8
PE plazmovany (AA) 8 8 8
PE plazmovany + benzalkonium chlorid 8 8 8
PE plazmovany + benzalkonium chlorid (AA) 8 8 8
PE plazmovany + chlorhexidin 8 8 8
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 11 12 11
PE plazmovany + triclosan 11 12 12
PE plazmovany + triclosan (AA) 14 16 15
PE plazmovany + bronopol 8 8 8
PE plazmovany + bronopol (AA) 8 8 8
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
PE neopracovany 8
PE plazmovany 8 8 8
PE plazmovany (AA) 8 8 8
PE plazmovany + benzalkonium chlorid 13 11 11
PE plazmovany + benzalkonium chlorid (AA) 16 15 16
PE plazmovany + chlorhexidin 17 14 16
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 22 23 24
PE plazmovany + triclosan 12 13 13
PE plazmovany + triclosan (AA) 27 26 26
PE plazmovany + bronopol 8 8 8
PE plazmovany + bronopol (AA) 8 8 8
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Tab. 6. Vypoctené hodnoty z inhibicnich zon u sledovanych mikroorganismii.

plocha inhibi¢ni | aritm.
zény (mmz) primér
(mmz) sm. odchylka
1. | 2. | 3
ESCHERCHIA COLI
PE neopracovany 0 0 0 0 0
PE plazmovany 0 0 0 0 0
PE plazmovany (AA) 0 0 0 0 0
PE plazmovany + benzalkonium chlorid | 0 0 0 0 0
PE plazmovany + benzalkonium chlorid
(AA) 0 0 0 0 0
PE plazmovany + chlorhexidin 0 0 0 0 0
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 447 | 62,8 | 44,7 50,8 10,4
PE plazmovany + triclosan 447 | 62,8 | 62,8 56,8 10,4
PE plazmovany + triclosan (AA) 103,61 150,7(126,4| 126,9 | 23,6
PE plazmovany + bronopol 0 0 0 0 0
PE plazmovany + bronopol (AA) 0 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
PE neopracovany 0 0 0 0 0
PE plazmovany 0 0 0 0 0
PE plazmovany (AA) 0 0 0 0 0
PE plazmovany + benzalkonium chlorid | 82,4 | 44,7 | 44,7 57,3 21,8
EE Ap)lazmovany + benzalkonium chlorid 1507 | 126.4 | 150.7| 142.6 | 14.0
PE plazmovany + chlorhexidin 176,6 | 103,6 | 150,7 | 143,7 |37,0
PE plazmovany + chlorhexidin (AA) 329,71365,01401,9| 365,5 | 36,1
PE plazmovany + triclosan 62,8 | 824 | 824 75,9 11,3
PE plazmovany + triclosan (AA) 522,01480,4 |480,4| 494,3 |24,0
PE plazmovany + bronopol 0 0 0 0 0
PE plazmovany + bronopol (AA) 0 0 0 0 0
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Obr. 30. Vzorek Escherchia coli bez inhibicni zony.

Obr. 31. Vzorek Staphylococcus aureus s inhibicni zonou.
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ZAVER

V této diplomové préci byl ptipraven materidl s antibakteridlnimi schopnostmi pro aplikaci
v potravindiském priimyslu na bazi LDPE. LDPE byl definovanym zplsobem zbaven ne-
Cistot a podroben povrchové dpravé pomoci nizkoteplotniho plazmatu, kde doslo k tvorbé
reaktivnich center pro ndslednou reakci s molekulami alylaminu za tc¢elem roubovani fe-
tézce na povrch s koncovymi aminovymi skupinami. Takto pfipraveny povrch vykazoval
schopnosti vdzat antibakteridlni ¢inidla pomoci mezimolekulovych sil, coz je zakladni po-
Zadavek pro postupné uvolnovdani antbakteridlniho ¢inidla do okoli a tim i jeho aktivity.
V prubéhu celého procesu byly charakteristiky vzorkl priibéZné monitorovdny pomoci po-

krokovych analytickych metod pro zevrubny popis kinetiky tohoto procesu.

Z vyslednych hodnot povrchové energie vyplyva, Ze vzorek opracovany v nizkoteplotnim
plazmatu vykazuje zna¢ny ndrtist celkové sloZky povrchové energie. V ptipadé oplazmo-
vaného vzorku po roubovani alylaminem dochdzi k mirnému poklesu celkové slozky povr-
chové energie. DalSi métené substraty byly vzorky PE po plazmatické Gpravé s nanesenym
benzalkonium chloridem s a bez pfedchoziho roubovani alylaminu. Z naméfenych vysled-
kil je ztejmé, Ze vyssi celkovou povrchovou energii, potazmo jeji polarni sloZku, ma vzo-
rek, u néhoz probchlo roubovani alylaminu. V ptipadé€ dalSich antibakteridlnich €inidel jiz

k tak zna¢nym rozdilim nedochazi.

Infracervenou spektroskopii byly popsdny predmétné vzorky a interpretovdny piislusSné
signdly. Tyto signdly vykazovaly pomérné nizké intenzity, a proto vysledné hodnoty byly

pfedmétem srovnani s rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii.

Z vyslednych hodnot rentgenové fotoelektronové spektroskopie vyplyvd, Ze neopracovany
vzorek md podle pfedpokladii velmi vyrazny podil uhliku v povrchové struktute. V piipadé
plazmovaného PE dochdzi k vyraznému nartstu koncentrace kysliku v povrchové struktu-
fe, a to az na hodnotu téméf 12 %. Po roubovéni alylaminu na povrch dochédzi k vyraznému
zvySeni hodnoty dusiku v povrchové struktuie. Zaroven pfi stejném obsahu uhliku vyrazné
pokleslo mnozstvi kysliku. V ptipadé vzorku s benzalkonium chloridem vidime u vzorku,
ktery byl ptfed depozici antibakteridlni slouceniny roubovéan alylaminem, mnohondsobn¢
vetsi obsah dusiku a pfedevSim chléru. V podstaté totozného vysledku lze v piipadé pfi-

tomnosti chléru vydedukovat podobny princip i u chlorhexidinu a triclosanu. V piipadé
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bronopolu lze tvrdit v podstaté totéz, kdy ve vzorku s naroubovanym alylaminem je kon-

centrace bromu pfiblizné 3 x vySsi.

Ze SEM snimku neopracovaného LDPE je ziejmé, Ze jeho povrch vykazuje nizky stupen
povrchové morfologie. V pfipad¢é vzorku, ktery byl modifikovan nizkoteplotnim plazma-
tem je mozné zménu morfologie na pofizeném snimku nalézt. Ze snimku, jenZ odpovida
vzorku, ktery byl opracovan v plazmatu a nasledné reakci s alylaminem, nelze jednoznacné
tvrdit, Ze toto roubovani ma velky vliv na povrchovou morfologii. Ze snimku, ktery odpo-
vid4 vzorku, na ktery byla nanesena vrstva chlorhexidinu je patrné, Ze tato vrstva prekryva

povrchovy reliéf a drsnost povrchu se tim padem vytraci.

Z uvedenych vysledkd vyplyvd, Ze neopracovany PE vzorek, stejné tak jako plazmovany,
ato 1 po roubovédni alylaminem, nevykazuje podle predpokladu z4dné antibakteridlni
schopnosti. V piipad¢€ bakterie Escherchia coli taktéZ nelze pozorovat antibakteridlni efekt
pro vzorky s vrstvou benzalkonium chloridu a bronopolu. V ptipadé vzorku chlorhexidinu
dochdzi k antibakteridlnimu efektu pouze u vzorku, ktery obsahoval hieben alylaminu.
V piipad¢ triclosanu dochazi k ti¢innosti i ve vzorku bez roubovaného alylaminu. Ve srov-
nani se vzorkem obsahujicim alylaminovy hieben je vSak jeho ucinnost podstatné niZsi.
V piipad€ kmene Staphylococcus aureus je situace obdobna. Pro benzalkonium chlorid,
chlorhexidin, a taktéZ triclosan. Povrchy s nanesenym bronopolem nebyly ani zde tG¢inné.
V piipad¢ kmene Pseudomonas aeruginosa nebyla shleddna antibakteridlni ucinnost ani na

jednom substratu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

UV zéteni
RFID
HCCP

TI

TTI

LT

ST

G+

ETEC
EPEC
EIEC
EAEC
EHEC
PE
LDPE
HDPE
LLDPE
ENR
NAD"
EPA
ADBAC
FTIR

XPS

Ultrafialové zéreni.

Radiofrekvencni identifikace.

Analyza rizik a tvorba kritickych kontrolnich bodd.
Indikatory teploty.

Indikétory celkového tepelného tucinku.
Termolabilni.

Termostabilni.

Grampozitivni.

Gramnegativni.

Enterotoxicka Escherchia coli.
Enteropatogenni Escherchia coli.
Enteroinvazivni Escherchia coli.
Enteroadherentni Escherchia coli.
Enterohemoragickd Escherchia coli.
Polyetylén.

Rozvétveny nizkohustotni polyetylén.
Linearni vysokohustotni polyetylén.
Linedarni nizkohustotni polyetylén.
Bakteridlni reduktdzu nosice enoyl-acyl bilkoviny.
Nikotin amid adenin dinukleotid.
Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi.

Alkyldimethylbenzylamoniumchlorid.

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci.

Rentgenova fotoelektronovd spektroskopie.
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SEM Skenovaci elektronovd mikroskopie.
OWRK Owens-Wendt-Raeble-Kaeble teorie stanoveni volné povrchové energie.
0 Uhel smaceni.

M Povrchova energie kapaliny.

Vs Povrchova energie tuhé latky.

Vsl Povrchova energie tuh4 latka - kapalina.
s Celkova povrchové energie.

o Disperzni slozka povrchové energie.

yAB Polérni sloZka povrchové energie.

o Akceptorova ¢ast disperzni slozky.

Y Donorové ¢ast disperzni slozky.

IC Infracervena (spektroskopie).

v Vlnocet.

A Vlnova délka.

NIR Blizk4 infracervena oblast.

MIR Stredni infracervena oblast.

FIR Vzdalena infracervena oblast.

ESCA Rentgenova fotoelektronova spektroskopie.
RTG Rentgenové (zafeni).

SEE system Surface energy evaluation systém.

Al K, Linie monochromatického rentgenového zafeni.
Mg K, Linie monochromatického rentgenového zafeni.
AA Alylamin.

ATR Metoda zeslabeni dplného odrazu.

CCM Kontrolni kmeny mikroorganismd.
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