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ABSTRAKT

Abstrakt ¢esky

Préace je zaméfena na polyanilin, ktery je velice vSestranny material a pro své vlastnosti by
mohl byt pouzivan v riznych odvétvich pramyslu. Mozné pouziti je také v oblasti biome-
diciny, proto je vhodné prozkoumat jeho chovani v zévislosti k tvorbé biofilmu eukaryo-
tickych bunék. V této praci bylo konkrétné zkouméano sedm druha plisni a sedm druht
kvasinek. Byl testovan polyanilin (PANI), piesnéji emeraldinova sul, ktera byla nasledné
upravena plasmou (PANI-P). Na povrch danych vzorkti byla nanesena suspenze testova-
nych plisni a po urcitych ¢asovych intervalech, celkové 46 dnech, bylo odecteno jejich
pterustani pies povrch. Nasledné byly porovnany vysledky mezi riznymi povrchy a raz-
nymi druhy plisni. Pro kvasinky byly pouzity 96-ti jamkové mikrotitracni desticky, které
byly potazeny PANI a PANI-P. Nasledné byly naockovany suspenzi kvasinek a nechaly se
kultivovat po dobu 48 hodin. Po uplynuté dob¢ se métila schopnost kvasinek tvofit biofilm
na danych povrsich. Méteni probihalo ve spektrofotometru pii 595 nm, kde se métila uvol-
néna krystalova violet’ v 33% Kkyselin¢ octové, navazana na buiiky kvasinek v biofilmu.
Vysledky ptertstani plisni ukazaly, Ze polypropylen, ktery byl pouzit jako referen¢ni vzo-
rek, vykazuje mensi mnozstvi pierustani povrchu mycéliem plisni oproti PANI a PANI-P
a to u vSech sedmi druhi. PANI a PANI-P neprokazaly viici sobé vyznamné rozdily
Vv mnozstvi prertistani. U kvasinek byl pouzit jako referen¢ni vzorek plivodni mikrotitra¢ni
desticka, tedy polystyren. Vysledky schopnosti kvasinek tvofit biofilm byly zpracovany do
grafu a vyhodnoceny T-testem, ktery u 4 druhd rodu Candida ukazal, Ze tvorba biofilmu

byla podporovana u PANI-P, u dalSich 3 druhti nebyl vysledek jednoznacny.

Klicova slova: Adheze, eukaryotické bunky, plisné, kvasinky, polyanilin, plasma



ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The thesis is focused on polyaniline, as very versatile material applicable in many different
industries including biomedicine. The information about its impact on biofilm formation is
therefore very important. In this work the biofilm formation of seven species of mold and
seven species of yeast were examined. Polyaniline in form of pristine emeraldine (PANI),
and air plasma modified polyaniline (PANI-P), were studied. The surfaces of samples were
inoculated by the suspension of the tested mold and after certain time period, the biofilm
formation was detected. The yeasts were tested using 96-well microtiter plates that were
coated with PANI and PANI-P. Subsequently the yeast suspensions were inoculated and
allowed to cultivate for 48 hours. After the 48 hours the ability of yeast to form biofilms on

the surfaces was measured using crystal violet dyeing.

The results showed that the polypropylene which was used as reference sample has a smal-
ler surface overgrowth compared to the amount of overgrowth on PANI and PANI-P in all
seven mold species. PANI and PANI-P did not show significant differences in the amount
of overgrowth. In yeast, the original polystyrene microplate, was used as the refer-ence.
The results of the ability of yeast to form biofilm were processed in the graph and evalua-
ted by T-test.

Keywords: Adhesion, eucaryotic cells, mold, yeast, polyaniline, plasma
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UvVOoD

Mnohé eukaryotické buniky napf. jako niZze uvedené kvasinky a plisné, vytvareji mikro-
bidlni biofilm. Tyto biofilmy zptlisobuji problémy ve zdravotnictvi i primyslu. Nékteré
mikroorganismy zpusobuji zavaznd onemocnéni, jimz se snazime zabranit napf. zameze-
nim adheze na dany povrch. Tento fakt Ize dolozit tim, ze fada mikroorganismil zptsobuje
Vv téle infekci. Intenzivni zkoumani biofilmd, je také nutné z diivodu zvySeného vyuzivani

umélych nahrad a moznych infekci spojenych s jejich povrchy.

Diky tomu, ze mikroorganismy tvofi biofilm, tak oproti své planktonni formé ziskavaji
urc¢ité vyhody. Jsou vice odolné proti nepfiznivym podminkam (napt. UV zéfeni, toxickym
latkdm 1 antibiotikim) a zvySuji tak schopnost pfeziti, coz vede k problémiim pii jejich
odstranéni. Nejlepsi feSeni téchto problémi je zamezeni tvorby biofilmu ptimo u prvotniho

kroku, tedy adhezi mikrobialnich bunék na povrch.

Polyanilin, pfesnéji emeraldin a jeho modifikovana forma, byly pouzity jako testovaci po-
vrch. Polyanilin je nizkonakladovy a snadno vyrobitelny material, jenz by mohl mit Siroké
uplatnéni 1 v mediciné. Pravé informace o schopnosti adheze mikroorganismli a nasledna
tvorba biofilmu je dilezitym piedpokladem aplikace polyanilinu v mediciné a je pfedmé-
tem této prace. Konkrétné bylo stanoveno, zda podporuje ¢i zamezuje rast biofilmu a zda
jeho tpravou v plasmé, kde zménime jeho povrchové vlastnosti, ziskame odlisné vysledky.
Pokud by se dokazala snizit adheze jiz na zacatku, snizila by se tak schopnost tvorby bio-

filmu a nésledné negativni vlivy.

Cilem této prace je zjistit zda adheruji kvasinky a plisné na polyanilin. A zda lze pomoci

plasmové upravy povrchu polyanilinu ovlivnit adhezi téchto mikroorganismu.
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.  TEORETICKA CAST
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1 BIOFILM

1.1 VSeobecna charakteristika

Definici biofilmu je mnoho, 1i§i se dle védniho oboru. Napt. biologové jej definuji
jako ,,...aktivni biologicka vrstva sloZzena z mikroorganizmu (bakterii, fas, hub, prvokd,
mnohobunéénych) a jejich extracelularnich polymernich produktd, ktera je ptichycena
na povrchu nejriznéjsich podkladd, které jsou v kontaktu s vodou...*“ [[1], s. 13], jelikoz
se definice stale vyviji, existuji novéjsi definice, které uz pojednavaji i o fyziologickych
vlastnostech a schopnosti transkripce genti. Napt. ,,...pfisedlé spolecenstvo mikroorgani-
zmd, charakterizované tim, ze bunky, které jsou ireverzibilné prichycené k podkladu nebo
jedna k druhé, jsou zapusténé v matrici extracelularnich polymernich latek témito butikami
produkovanych, které dale vykazuji odliSny fenotyp s ohledem na rychlost rstu a tran-
skripci gend...* [[1], s. 13] Pfisedat na povrch a vytvaret biofilm je pro mnohé bunky,
jak bakterie, plisn€, kvasinky a jiné, vyhodné z mnoha dtvodua. Biofilm se muze vyskyt-
nout na mnoha typech povrchti [1], v dalsim textu se vSak budeme zabyvat pfedevsim
adhezi na polymerni povrchy. V soucasnosti je biofilm intenzivné zkouman také
v oblasti mediciny, kde mtze biofilm vyvolat zavazné infekce [2].Tento fakt je mozno
dolozit tim, Ze 65 — 80 % mikroorganismut vyskytujicich se v lidském téle ve formé biofil-

mi jsou zdrojem infekei [3].

1.2 Pri€iny vzniku biofilmu

Rust v biofilmu je pro mikroorganismy vyhodné. Poskytuje buikdm ochranu, udrzuje ho-
meostazy, vrstva biofilmu kryje buniky od okoli [1], pfedstavuje bariéru [2]. Pfi tvorbé
biofilmu se struktura jednotlivych bunék vyznamné neméni, jednotlivci se uspotadaji
do spole¢né struktury a projevi nové vlastnosti a fenotyp. Vyrazna zména fenotypu vuci
planktonni formé je zvySena odolnost k biologickému, chemickému a fyzikalnimu nama-
hani [4]. Ve formé biofilmu jsou mikroorganismy odolngjsi napf. vici mechanickému
poskozeni, toxickym latkam, bakteriofagm a UV zafeni. Lépe odolavaji také plsobeni
imunitniho systému ¢i antibiotikiim a obecné jsou odolné&jsi vii¢i antimikrobidlnim latkdm.

Ve formé biofilmu maji mikroorganismy vyssi metabolickou aktivitu, nez planktonné

A4
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1.3 Vznik biofilmu

Vznik, vyvoj a stabilizace biofilmu probiha v nékolika krocich:

1) Nejprve dochazi k transportu a adsorpci organickych molekul na pevny povrch [2].

2) Poté k transportu a adhesi mikrobialnich bunék k pevnému povrchu, tento biofilmu je
tzv. primarni [2]. Adhese probiha riznymi typy interakci vedoucich ke vzniku primar-
niho a sekundarniho biofilm. Upoutani (organickych molekul ¢i bunék) zptsobuje
snizeni mezifazové energie, vznika primarni adheze, ktera je dana vratnymi nespeci-
fickymi silami fyzikalnimi a chemickymi. Mezi tyto sily patii van der Waalsovy sily,
hydrofobni ¢i elektrostatické interakce a vodikové vazby [5].

3) Dalsi buniky se na tento povrch primarniho biofilmu mohou pfichytnout a tak vznika
biofilm zvany sekundarni [2]. Sekundarni adheze, je stav kdy dojde k nevratné adhezi,
pomoci specifickych vazebnych interakci napt. adhesint [5]. Po podafené adhezi
K povrchu biomaterialu se aktivuji geny, které produkuji polysacharidy a polymery
podstatné pro tvorbu biofilmu [2].

4) Nastava faze rastu a vyvoje biofilmu, mikroorganismy se mnozi. Za¢inaji tvofit
biopolymery a polysacharidy, které jsou dulezité pro tvorbu biofilmu. Vytvaii se také
molekuly umoznujici intercelularni vazby. Dilezitd je také skuteCnost, ze nékteré

buriky se mohou odtrhavat a vytvaret tak biofilm na jiném vhodném povrchu [1].

Tvorba biofilmu mulZe nastat na rozhrani dvou fazi pevné a plynné (napft. plicni infekce),
pevné a kapalné (napf. kloubni implantaty), dokonce na rozhrani kapalné a plynné (napf.
hladina stojatych vod) [2]. Z termodynamického hlediska je adheze vznik nového rozhrani
mezi povrchem substratu a uchycujici se buitkkou o jednotkové plose. Lze tedy riiznymi
metodami predpoveédét, zda bude buika interagovat s povrchem ¢i ne. Soucasné metody

ale neumoznuji zcela vystihnout Gspéch ¢i netispéch adheze [5].

1.4 Rist

Béhem rlstu primarniho biofilmu nastava prodleva, nejspise zptisobena adaptaci na prised-
ly povrch ¢i fenotypovymi zménami piisedlych bunék. Rustova rychlost je pomérné
vysoka, ovSem postupem ¢asu se snizuje, az do doby ustaleni tloustky biofilmu. SniZeni
rychlosti ristu je zptusobeno tim, Ze se do spodnich vrstev nedostane substrat, a také
se ve starnoucim biofilmu zvySuje pocet odumirajicich bunek. Pro rust je dilezitad mezibu-
nécnd signalizace. Pti zrani (maturace) biofilmu se tvoii extraceluldrni polymerni matrice

(EPM), jez je zakladni stavebni slozkou biofilmu a zpeviiuje tak povrch. EPM se lisi dle
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slozeni a druhu pfisedlych bunék, dale jeho sloZeni ovliviiuje dané prostiedi, ve kterém
se biofilm nachazi. Biofilm je tedy tvofen EPM a bunky. Slozeni EPM je z 97 % voda,
organické a anorganické latky, nejvyznamnéjsi jsou (exo)polysacharidy, které tvoii kostru
celého biofilmu. Biofilm také slouzi k zachytavani Zivin z okoli a jejich ukladani, s nasled-

nym vyuzivanim Zivin pro rust i v nevhodnych podminkach [2].

1.5 Regulace tvorby biofilmu

V biofilmu dochazi ke konkurenci mezi bunikami, a tak se nékteré mohou odloucit a pie-
chazet tak do suspendovaného stavu. Buiky produkuji signalni molekuly, které¢ informuyji
okolni buniky o jejich pfitomnosti, a tim se stoupajici hustotou populace, stoupa i koncent-
race signalnich molekul. Tento zpusob komunikace mezi mikroorganismy se nazyva

Quorum sensing (QS) a ma vyznamny vliv na tvorbu a rast biofilmu [2].

Tvorba a rast biofilmu je také ovlivnéna povrchem materialu, na ktery ma pfilnout
a okolnimi podminkami [6]. Povrch ovliviiuje adhezi napt. svou morfologii - makro/mikro
porozita, nano/mikro drsnost, fyzikalné chemickymi vlastnostmi - povrchova energie, hyd-
rofilnost / hydrofobnost, polarnost a naboje funkénich skupin. Podminky prostiedi, které
ovliviiuji adhezi a néasledny rast jsou napt. elektrolyty, teplota, pH, hostitelské proteiny
¢i adhesiny, rychlost proudici kapaliny, zdroj zivin a kysliku, a také zaleZi na druhu mikro-
organismu a jeho vlastnostech [7].

1.6 Vyznam biofilmu v mediciné

Mikroorganismy ve formé biofilmu mohou byt pficinou fady chronickych infekci [1]
napt. mykozy, endokarditidy, endoftalmitidy, mykotické hepatitidy a rtiznych koznich
infekci [8]. Kvili odolnosti viéi nékterym antibiotikiim a samotnému imunitnimu systému
je navic problém s 1é¢bou téchto infekci. V soucasné dobé jsou biofilmy intenzivné zkou-
many také z diivodu zvySeného vyuzivani umélych ndhrad a moznych infekci spojenych

s jejich povrchy [1].

Biofilm je vsak také dulezity pro lidsky organismus, zejména stfevni mikroflora [1], kozni,

posevni a jiné [8].
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1.6.1 Reakce hostitele na implantat

Pfi vloZeni implantatu do téla jako prvni probiha ,,zadvod o povrch®. Zavod probihd mezi
bunkami hostitele a mikroorganismu, které se do téla dostaly pfi operaci. K infekci dochazi
VvV piipad¢, ze zavod o povrch vyhraje mikroorganismus. Pokud nastava hydromechanicky
,klid“ 1épe se uchyti mikrob, pokud ovSem dochazi k ,neklidu®, nastava vétsi Sance
pro bunky hostitele, nebot’ diky pratoku kapaliny jsou dodavany potiebné Ziviny a odpla-
vovany mikroby a jejich endotoxiny. Podminky, jez ovliviiuji tento zavod, vétSinou nastes-
ti prispivaji k vitézstvi bunék hostitele. Vyhodou také je, ze si jedinec umi vytvorit

protilatky proti antigennim strukturam biofilmu [1].
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2 MIKROORGANISMY TVORICI BIOFILMY

2.1 Plisné

Jedna se mikroskopické vlaknité eukaryotni mikroorganismy patiici do fise hub (Fungi).
Vlékna neboli hyfy tvorfici stélku plisni, mohou byt jednobunécna ¢i vicebunécna. Splet’
hyf se nazyva mycelium. Rozmnozovani plisni zajistuje rozrastani hyf ¢i spory. Viditelné

napadité zabarveni zpusobuji barviva (zelend, modrozelena, hnéda, ¢ernd) [9].

2.1.1 Biofilm vlaknitych hub (plisni)

Plisné jsou velmi dobfe pfizpuisobeny pro rast na povrsich, diky absorpénimu rezimu vyzi-
vy, jejich sekreci extracelularnich enzymi na traveni slozitych molekul a apikalnimu rastu
hyf. V1aknité houby pifimo nezapadaji do definic biofilmu, které spiSe vychazeji z biofilm
kvasinek a bakterii. Plisné¢ se od nich li§i svymi morfologickymi vlastnostmi
(produkce invazivnich hyf a/nebo struktur, které ptesahuji rozhrani vzduchu; sporulace;
Casto také pronikaji do podkladi, na kterych rostou), kviili pronikéni do podkladt se vylu-
¢uje termin biofilm, nebot’ ,,film* nepfedstavuje invazivni rist, ale je zfejmé, ze pro mnoho
vyzkumnikti neznamena pojem ,,film“ pouhy biologicky povlak. N¢které definice biofilmu
jsou také omezené na riist ve vodném prostiedi, ale pravé u plisni se predpoklada za bézné
prostiedi, v némz se vyskytuji, prostfedi s vysokou vlhkosti s hlavnim vzduchovym roz-
hranim (tj. nenasycené prostiedi). Vétsina vlaknitych hub navic neexistuje jako jednotlivé

bunky [4].

Jelikoz plisn€ nezapadaji ptfimo do definic biofilmt, existuji nasledujici kritéria pro biofilm
plisni:
a.) Strukturni znaky:
e Riust v komplexni organizaci, na rozdil od izolované ¢i pouze slabé asociovanych
bun¢k v rdmci jednovrstevné populace;
e Rust zavisly na kontaktu s povrchem;
e Zakotveni bun€k v ramci extracelularni polymerni matrix, ktera je jimi samotnymi

tvofena a sekretovana [4].
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b.) Pozménéna exprese genid vedouci ke zménam ve fenotypu. Tyto zmény zahrnuji mj.:
* ZvySenou toleranci k biocidnim latkam;
* Zménu v produkci a sekreci enzymu a metabolitd;
» Zmény ve fyziologickych funkcich bunky [4].

Piiklady vlaknitych hub tvotici biofilmy, které spliiuji alespon ¢aste¢né vyse uvedena kri-

téria: Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger a Trichoderma [4].

2.1.2 Quorum sensing

Jak uz bylo vySe zminéno, u nékterych mikroorganismt se vyskytuje regula¢ni pro-
ces na urovni populace tzv. quorum sensing. Dokazou tak detekovat hustotu
populace, diky extracelularnim, diftznim, autoiduktivnim slou¢eninam, a je zfejmeé
nezbytny pro preziti. Dokonce i Candida albicans ma tuto funkci. OvSem
i u n€kterych dalsich hub se vyskytuje urcité mnozstvi difuzniho extracelularniho
signalu, ktery upravuje morfologii, zabraniuyje kli€eni spor v hustych populacich,
inhibuje rist mycelia, fidi pfechod z planktonni formy do pfisedlé. Tyto ptiklady
dokazuji, ze vlaknité houby jsou schopné komunikace na Grovni populace diky di-
fuznim extracelularnim signaltim, aby tak upravovaly zmény v genové expresi, mof-

fologii a vyvoji [4].
2.1.3 Plisniové biofilmy ve zdravotnictvi

Rod Aspergillus

V dnes$ni dobé€ je objeveno nékolik set druhti téchto plisni, pro ¢lovéka je nebezpecnych
okolo dvaceti z nich. Zptisobuji rizné infekce napt. endokarditidu (zanét vnitini vystelky
srdce), plicni aspergilozu a jiné. Jejich produkty tzv. mykotoxiny poSkozuji hlavné jatra

a ledviny. Druhy - Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus [8].
Rod Paecilomyces

Nejcastéji je tento rod zastupovan Paecilomyces varioti, jenz zpisobuje endokarditidu,

kozni infekce a jiné. Paecilomyces lilacinus zapfi¢inuje infekci oka [8].
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Rod Penicillium

Vytvaii také mykotoxiny, ale jest¢ do nedavna byl tento rod povazovan za nepatogenni
pro ¢loveéka. Dnes uz vime, ze zplsobuje infekci plic, jater a ktize. Druhy - Penicillium

marneffei, Penicillium islandicum, Penicillium expansum [8].
Rod Gliocladium a Trichoderma

Pro ¢lovéka je patogenita doposud diskutabilni [8] .

2.2 Kvasinky

Jednad se o heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, nachéazejici se v fi§i hub (Fungi).
Svou silnou a pevnou sténou, se odlisuji od ostatnich eukaryot. Rozmnozuji se pucenim
nebo délenim [10]. Tvar a velikost bunék zavisi na stati a Ize ji ovlivnit i kultivaénimi
podminkami. Mohou vytvafet elipsoidni jednobunééné organismy (napi. rod Schizosac-
charomyces) ¢i protahlé burky, které jsou spojené v dlouha vlakna tzv. pseudomycelium
(napt. rod Candida), mohou vzniknout i tzv. blastospory, kdy v mistech pseudomycelia
vytvoii kratké elipsoidni bufiky [9]. Sviij tvar mohou ménit i béhem vyvoje. Uplatiuji se
v pramyslu (farmaceutickém, potravinaiském), véd¢, medicing a technice. Rody kvasinek,
které jsou patogenni - Candida, Malassezia, Hansenula, Rhodotla, Trichosporon, Crypto-

coccus. Zpusobuji napf. infekce, v nejhor$im ptipadée i smrt [10].

2.2.1 Biofilm kvasinek

Nejcastéji se vyskytujici kvasinkou, ktera tvofi biofilm na 1ékafskych implantatech je Can-
dida albicans [3]. Candida tvofi biofilmy na pfirodnich povrsich napt. zubech, ale i umé-
lych povrsich napt. implantatech [11] (na protetickych srde¢nich chlopnich, permanentnich
katétrech ¢i kloubnich nahradach-kycle, kolena) [12]. Jelikoz ve formé biofilmu jsou
odolné vici antimikrobialnim latkam, 1é¢ba nékdy spociva v odstranéni infikované ¢asti
[11]. Napada také intravaskularni ¢i mocové katétry, endotrachealni trubice, kardiostimula-
tory, zubni protézy-akrylové a silikonové hlasové protézy. Do téla se kvasinka dostava bud’

pfimo na povrchu materialu, z ktize pacienta ¢i z rukou oSetiujiciho 1ékate [12].

2.2.2 Quorum sensing

Diky mechanismu QS se zabrani zbyte¢nému piremnozeni, a tak nenastane souboj

o ziviny [13]. Viz QS u plisni.
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2.2.3 Kvasinkové biofilmy ve zdravotnictvi

Tabulka 1. Tvorba biofilmu Candida, =ziskané z krevniho
feciste [14].
No. of isolates (%) with

Candida species
(number of isolates) High biofilm Low biofilm MNegative
C. albicans (243) 11 (4.5) 87 (35.8) 145 (59.7)
Non-albicans Candida (150} 90 (60) 43 (28.7) 17 (11.3)
C. glabrata (81) 56 (69) 21 (26) 4 (5)
C. parapsilosis (33) 15 (45.5) 7(21.2) 11 (33.3)
C. dubliniensis (14} - 12 (85.7) 2(14.3)
C. tropicalis (8) 7 (87) 1(13) -
C. lusitaniae (8) 6 (75) 2 (25) -
C. krusei (5) 5 (100) - -
C. pelliculosa (1) 1 (100) - -
Total (393) 101 (25.7) 130 (33.1) 162 (41.2)

Ve studii publikované v roce 2012 [14] je popsan vyskyt mikroorganismi rodu Candida
v krevnim fecisti, kde zpisobovaly infekci. Konkrétné byly zkoumdany izolaty z mist in-
fekce a to zda tvoii biofilm. Nalezeno bylo celkem 393 rodi Candida, rozdé€lenych na 243
Candida albicans, 81 C. glabrata, 33 C. parapsilosis, 14 C. dubliniensis, 8 C. tropicalis,
8 C. lusitaniae, 5 C. krusei a 1 C. pelliculosa izolati. Tvorba biofilmu byla nejcastéji pozo-
rovana u C. tropicalis a C. lusitaniae (100 %), nasledné C. glabrata (95%), C. dubliniensis
(85,7%) a C. parapsilosis (66,7 %). Riazné kmeny se 1isi schopnosti tvofit biofilm.
V tabulce 1. je uvedeno rozdé€leni izolati podle toho, zda tvoii velké, malé ¢i zadné mnoz-
stvi biofilmu. 231 izolatd z 393 (58,8%) Candida species bylo schopno tvofit biofilm,
non-albicans druhy Candida tvofily biofilm z 88,7% (133/150) a z toho velké mnozstvi
biofilmu tvoiilo 89% (90/101). C. albicans tvofily biofilm ze 40,3 % (98/243). Z tohoto
vyplyva, ze vétsi vyznam pro infekci ma C. non-albicans oproti C. albicans, ktera zptso-

buje infekce jinym mechanismem neZ je tvorba biofilmu [14].
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2.3 Model biofilmu bakterii, kvasinek a vlaknitych hub
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TRENDS in Microbiology

Obrazek 1. Modely vyvoje biofilmu (a) bakterie, (b) kvasinky, (c) plisné [4].
Uvedeny obrazek popisuje modely vyvoje biofilmu u (a) bakterii (b) Candida albi-
cans a jejich 5 fazi: (i), adsorpce (ii) adheze, (iii) tvorba mikrokolonii, (iv) zrani
biofilmu, a (v) rozptyleni. Pro vyvoj biofilmu vldknitych hub (c) zahrnuje tyto faze:
(i) adsorpce, (ii) ptipevnéni (iii) mikrokolonie I, (iv) mikrokolonii II (vyvoj myce-
lia, vrstveni a vazani hyf), (v) vyvoj zralého biofilmu, a (vi), rozptyleni nebo plank-

tonni faze [4].

Podrobnéjsi popsani vyvoje biofilmu u plisni (¢), porovnani biofilmu plisni viéi biofilmu
bakterii [4]:

a) Propagule adsorpce.
Tato faze je srovnatelnd s reverzibilni pripeviiovaci fazi u bakteridlnich modeld. Pro
vlaknité houby tento krok zahrnuje depozici spor nebo jinych forem, jako jsou fragmenty

¢i sporangia. Tento krok v podstaté zahrnuje fyzicky kontakt organismu s povrchem [4].

b) Aktivni ptipevnéni k povrchu.
Tato faze je srovnatelna s pevnym uchycenim bakterii. U vlaknitych hub to ¢asto zahrnuje

sekreci adhezivnich latek pro kli¢eni spor [4].

¢) Tvorba mikrokolonie I.
Tato faze je srovnatelna s prvotni fazi u tvorby mikrokolonii bakterii. Pocatecni faze ristu
a povrchové kolonizace v houbach zahrnuji apikalni prodlouzeni a vétveni hyf. Tato etapa

zahrnuje vyrobu polymerni extracelularni matrix, kterd umoZiiuje rist kolonie

na podkladu [4].
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d) Tvorba mikrokolonie Il. neboli po¢ate¢ni zrani
Tato faze je také srovnatelnd s pozd¢jsi fazi u tvorby mikrokolonii bakterii. Jedna se o vy-
tvareni hyfovych siti nebo mycelia a hyfa-hyfa adheze. To zahrnuje vrstveni, tvorba svazkt

hyf "ptilepené" dohromady EPM a tvorbu vodnich kanalku [4].

e) Zrani nebo reprodukéni vyvoj.
Tato faze je srovnatelnd se zranim bakteridlniho biofilmu. Je charakterizovana tvorbou

plodnic, sporogenni bunky a dalsich struktur [4].

f) Rozptyleni nebo planktonni faze.
Také srovnatelna s fazi u bakterialniho biofilmu, zahrnuje rozptyleni nebo uvolnéni spor,
nebo rozptyleni fragmentt biofilmu. Oddélené buiiky mohou slouzit jako nové propagule

k zahajeni nového cyklu [4].

A Adhesion to substrate l Adhesion

<« Cohesion
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B Adhesion to substrate and adhesion to other yeast cells

Basal layer

V//7//7//7//7//7/7//7/;7//7//;/7/7//7/77//7//////

C Adhesion between hyphae in biofilm development

Current Biology

Obrazek 2. Uloha adheze ve vyvoji biofilmu C. albicans [15]
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Candida albicans tvofici biofilm byla dosud studovana ve vét$i mite, nez biofilmy jinych
druht Candida [16]. C. albicans tvoii mnohobunééné biofilmy, které se mohou vyskytovat
na riznych povrsich, véetn¢ hostitelskych tkéani, protézach (napt. zubni protézy) a ka-
tétrech. Tento proces byl studovan na povrSich in vitro a na zilnim katetru in vivo.
Na obrazku 2. v bodu A a bodu B se jedna o pocateéni vyvoj biofilmu, kde kvasinkové
bunky piilnou k povrchu, vytvoti vazbu mezi sebou a vytvaii tak bazalni vrstvu. V bodu C
Jsou z bazalni vrstvy tvoieny hyfy. Hyfy jsou trubicové vystupky, rozdélené do bunécnych
jednotek, jejich prilnavost zpisobuje stabilizaci biofilmu. Z hyf se tak mohou tvofit dalsi
kvasinkové buniky [15]. Zraly biofilm vytvati smés morfologickych forem, které se sklada-
ji z husté sité kvasinek, pseudohyf a hyf v EPM [16]. Biofilm umoziiuje bufikam podmanit
si okoli. Pochopeni mechanismu tvorby a vyvoje biofilmu slouzi k vyvoji 1écebnych pro-
stfedkt [15]. Tvorba a struktura biofilmt u kvasinek rodu Candida je ovlivnéna povahou

kontaktni plochy, faktory zivotniho prostiedi a morfogenezi [16].

2.4 Lékova rezistence

Jak uz bylo zminéno vyse, mikroorganismy ve formé biofilmu jsou vice odolné vici anti-
mikrobidlnim latkdm. Rozdilnost odolnosti ve form¢ biofilmu a planktonni formé 1ze uka-
zat na nasledujicim pfikladu. Pro snizeni metabolické aktivity C. albicans ve formé
biofilmu o 50 % je tfeba pétkrat az osmkrat vétsi koncentrace 1éCiva nez v planktonni
form¢ [12]. Odolnost mikroorganismti se zvySuje v zavislosti na rtiznych fazich tvorby
biofilmu [17]. Dusledkem resistence mikroorganismi ve formé biofilmu mize byt napii-
klad az nutnost vyjmuti implantatu. Kvili tomu jsou nejen vysoké ndklady na lécbu,

ale i zatéz pro pacienta a dalsi komplikace [1].

Rezistence biofilmu se uskute¢niuje mnoha mechanismy, které se od sebe 1iSi v zavislosti
na druhu mikroorganismu v biofilmu, na pouzité antimikrobialni latce a na prubéhu ruz-
nych fazi vyvoje. Zde jsou uvedeny mozné hypotézy mechanismu rezistence, které mohou

pusobit jednotlivé ¢i spole¢né [1].

2.4.1 Omezeni pronikani 1é¢iv pies matrici biofilmu

Pro zjisténi, zda odolnost proti antimykotikiim souvisi s EPM, byl naptiklad zkouman uci-
nek antimykotik na biofilmy, které rostly ve stalém prostiedi oproti biofilmu, ktery rostl
za mirného tiepani. V dusledku tfepani doslo ke zvySeni produkce EPM. Ale vysledné

rozdily nebyly velké, takze se usoudilo, ze EPM miZe jen malo ovlivnit lékovou
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rezistenci [12]. Pozdg&ji pak byla tato hypotéza zcela vyvracena, na testu s C. albicans, kdy

byla odolna jesté diive, nez se zacala vytvaiet EPM [11].

2.4.2 Pomala rychlost ristu ¢i omezeni Zivin

Pokud snizime rychlost rtistu biofilmu tim, ze omezime dostupnost zivin, zméni se slozeni
povrchu bunék, které by mohly mit riznou citlivost k antimykotikim. Pokus se provad¢l
s C. albicans ve formé planktonni a v biofilmu. Vysledky ukazaly, Ze biofilm je odolny
stejné ve vSech rychlostech ristu, ale planktonni forma byla vice odolna pfi pomalém

rastu. Rezistence tedy zavisi na jiné funkci v rezimu rustu [12].

Citlivost biofilmu 1 planktonni formy se zvySuje se zvySujici se rychlosti ristu. V nékte-
rych pfipadech byla forma planktonni a biofilm v malych rychlostech ristu stejné
rezistentni, ale pfi zvySovani rychlosti byla planktonni forma vyrazné citlivéjsi. Z toho

vyplyva, Ze zpomaleni ristu je jednim z mechanismt, které pisobi na rezistenci [1].

2.4.3 Povrchové indukovana exprese genu rezistence

Po pfipojeni bunék k povrchu a vytvofeni biofilmu se zméni fenotyp. Zacalo se tak
s vyzkumem gent, které se aktivuji ¢i potlacuji oproti buitkdm v planktonni formé. Vy-

sledky nebyly jednoznacné [12].

2.4.4 Fyziologicky stav

Jak uz bylo zminéno, metabolicka aktivita se zvysSuje s fazi vyvoje, tim i tedy odolnost
[17]. Toto tvrzeni potvrdil i fakt, Ze odstranéni infikovaného loziska z implantatu je uspé&s-

néjsi pokud mikroorganismus nemél ¢as se vyvijet [1].

2.4.5 Efluxni pumpa

Neboli aktivni vylucovani toxickych latek [1]. Doposud malo prozkoumano, ale je do-

mnénka, ze piispiva k 1ékové rezistenci [17].

Vsechny vysledky tedy naznacuji, ze 1€kova rezistence je velmi slozity proces, ktery nelze
vysvétlit jedinym molekularnim mechanismem [12]. Neékteré vicedruhové biofilmy
tzv. smiSené mohou navic jinak reagovat na 1é¢iva nez jednodruhové biofilmy, napt. zpo-

malovat pronikani 1é¢iv jako je to u C. albicans spolu se Staphylococcus epidermis [11].
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3 PLASMA

3.1 Plasma vSeobecné

Plasma je nejvice zastoupené skupenstvi ve vesmiru, tvoii ¢tvrté skupenstvi hmoty. Je
napf. soucasti blesku. V dnesni dob¢ vzrusta zajem o plasmovou technologii a to diky
moznosti zménit vybrané vlastnosti bez ovlivnéni jinych, at’ uz se jedna o fyzikalni nebo
chemické vlastnosti. V 1ékafstvi je mozné plasmu vyuzit pro desinfekci ¢i pii apravé po-
vrchil polymernich implantatii pro omezeni tvorby biofilmu. Vyuziti plasmy muize byt vy-
hodné také z dtiivod ekonomickych, nebo kratké doby procesu Upravy. Plasma tak muze
ptispét K vyvoji novych biomaterialti [18]. Plasmatickou upravou lze na povrch materialu
navazat rizné chemické funkéni skupiny, zménit drsnost nebo smacivost a tim i povrcho-

vou energii [19].

Vyhody pfi oSetieni plasmou jsou, Ze ovliviluje pouze povrch materialu, ale ne jeho
celkové vlastnosti [20], napt. pii Cisténi nezanechava zadné zbytky, jak tomu muze byt
u mokrého ¢isténi, dokéaze zcela vycistit povrch tzv. atomically clean a nezalezi na geomet-
rii povrchu. Reaguje s celou fadou riznych materiald, mize oSetfit i komponenty z nich
sestavené. Jednoduché pouziti a udrzovani, neni tak potieba riznych chemickych latek

napt. rozpoustédel. Je relativné levna a Setrna k Zivotnimu prostredi. [21]

Hlavni nevyhodou upravy plasmou je jeji trvanlivost. Funkéni skupiny vytvofené plasmo-
vym oSetfenim nejsou stabilni v Case, jelikoZ povrch ma tendenci se vracet do svého
puvodniho stavu. Muze tak dochézet ke ztraté¢ pozadovaného hydrofilniho/hydrofobniho
charakteru povrchu. Rychlost zmény zavisi na riznych parametrech, napf. starnuti média,
vlhkosti, teploté atd. Hydrofilni prostiedi udrzuje hydrofilii upraveného povrchu, a pokud

je prostiedi hydrofobni, dochazi k uvoliiovani polarnich skupin z povrchu [22].

3.2 Vznik

Nejdiive pii dostatecném dodavani tepla prechazi pevny materidl z pevného stavu do roz-
toku tzv. tani a se zvySujicim teplem do stavu plynu tzv. var-vypafovani, viz obrazek 3.

[18].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Sublimation
@ >
Melting Vaporization lonization
— — — s
— — —
Freezing Condensation Deionization
R )
Deposition
Energy of the system

Obrazek 3. Ruzné stavy hmoty [18]

Dalsim dodavanim se energie zvySuje a tak elektrony =ziskaji dostateGnou energii
k oddé€leni z obalu atomu ¢i molekul. Plyn se tak stava ¢aste¢né nebo zcela ionizovany
tzv. plasma. Plasma obsahuje kladné a zaporn¢ nabité ionty ale také atomy a molekuly
[18], obrazek 4.
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Obrazek 4. Faze vzniku plasmy [23]

3.3 Typy plasmy

V zavislosti na typu a mnozstvi dodané energie do plasmy se vlastnosti plasmy méni podle
elektronové hustoty a teploty. Existuji dvé hlavni skupiny. Prvni je horké plasma,
nazyvané také témeéfr rovnovazné plasma [18]. Ma teplotu okolo 9700°C [23]. Sklada
se z vysokoteplotnich ¢astic, nachazejici se v maximalnim stupni ionizace, vSechny ¢éstice
maji srovnatelnou teplotu. Toto plasma nelze pouzit pro povrchovou Upravu polymerd,

mohlo by totiz zpusobit tepelné poskozeni [18].

Druhé je studené plasma, nazyvané také nerovnovazné plasma [18], jeho teplota se pohy-
buje okolo 27-230°C [23]. Sklada se z nizkoteplotnich ¢astic a vysokoteplotnich elektro-
nd, nachazejicich se v nizkém stupni ionizace. Toto plasma nezplsobuje zadné tepelné
poskozeni na teplocitlivych materialech, ale mize zplsobit chemické a fyzikalni zmény

na povrchu [19]. Studené plasma je dale déleno na nizky tlak a atmosféricky tlak
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studeného plasma. Ob¢ tyto plasma jsou zakladem jedné z nejvice slibnych metod vedouci
k dosazeni pruzné&jsiho, levnéjsiho, spolehlivéjsiho a kontinualniho zpisobu povrchové
upravy. Plasma se nejCastéji vyrabi pruichodem elektrického proudu pies plyn. Elektricka
energie se obvykle dodava do systému kontinualnim zpisobem, aby se zabranilo pferuSeni
plasmového vyboje. Plasmové zdroje pii atmosférickych tlacich jsou - radiofrekvencni
vyboj, koronovy vyboj, doutnavy vyboj, dielektricky bariérovy vyboj, obloukovy vyboj,

mikrovinna plasma a jiné [18].

Pti plasmovych upravach povrchu, lze pouzit riizné techniky, jelikoz obsahuje rtizné ucin-
né slozky, a proto bude dochézet k riznym interakcim mezi plasmou a povrchem. Proto
musi byt plasmatické parametry navrzeny specialné pro danou aplikaci [18]. Na obrazku
nize jsou rizné plasmové techniky, kterymi lze napt. ovlivnit interakci bunék s materiadlem.
Mnohé aplikace vyzaduji prevenci proti adhezi jakéhokoliv druhu a jindy mtze byt adheze

pozadavana [19]. 0=0H 0—0 functional

< plasma
_— | | |  groups
substrate - substrate
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plasma )
— " monomer in : ;
/4 2 Ae /W 2 ). vapour phase oL FiSen
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Ar, He
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substrate ——=  substrate
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UV, thermic, ...

{::‘;J 7 ﬁ?ﬁfﬁ
substrate
Plasma posi-irradiation grafting

Obrazek 5. Schéma znazornujici rizné

plasmové modifikace [19]
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3.3.1 Vyuzivané plyny

Pfi vyuzivani inertnich plynt jako jsou napt. He, Ar, Ne je plasma kvalitni a homogenni,
Vyuziva se napf. na rozprasovani. Stépi nebo navazuje vodik, vylepsuje adhezi bungk [23].
Zminény argon Cisti, aktivuje a sterilizuje, ale vyuziva se i pro sitovani povrchu [21]. Kys-
likaté plyny se vyuzivaji nejvice, Ize vyuzit CO, CO,, SO, ¢i H,0O plasmu. Fyzikalné naru-
Suji povrch a vytvaii karbonylové, karboxylové, hydroxylové ¢i jiné skupiny [23].
Napt. vzduch aktivuje povrch (upravi tak pfilnavost a smacivost), odstraiuje také
chemické zneciSténi. Kyslikové plasma také odstrafiuje chemické znecisténi, aktivuje
a sterilizuje povrch. Kyslikové a vzduchové plasma podporuje povrchovou oxidaci a hyd-
roxylaci, zvysuje tak smacivost [21].U dusikatych a flouridovych plyna se nejéastéji vyu-
ziva Np, NHs, F, nebo HF plasma, které zvySuje hydrofobitu, upravuje tim smacivost,
tiskuschopnost a biokompatibilitu. Diky uhlovodikovym plynim napf. metanu, etanu,
etylénu, acetylénu a benzenu ziskaji povrchy antireflexnost, mikrotvrdost a nepropustnost
pro pary. Vytvaii hydrogenované uhlikaté filmy. Organosilikatové plyny napf. silany, disi-
lany, disiloxany, disilanazaty a disilthiany se vyuzivaji v prvni fadé pro plasmovou

polymeraci [23].

3.4 Typy povrchovych procesii plasmové modifikace

Pii ipravé povrchovych vlastnosti se nejvice vyuziva korénovy ¢i doutnavy vyboj. Uprava
sah4 jen do né€kolika vrchnich monomolekuldrnich vrstev materidlu, fddové od nékolika
stovek nm do 10 pm [24]. Upravou Ize zménit povrchovou energii, navlhavost, potiskova-
telnost, barvitelnost, omyvatelnost, pfilnavost, kohezni vlastnosti, sterilnost resp. Cistotu
[23], drsnost/hladkost, uhel smacivosti, hydrofobitu/hydrofilitu, funkéni skupiny [19]. Pod-
statou této upravy je zména chemické struktury, zména fyzikalnich vlastnosti na povrchu
[24], pifidani ¢i odebrani povrchové vrstvy nebo povrchového naboje. Vyhodou je,
Ze neposkozuje ¢i neméni vlastnosti v objemu materialu, neodstraniuje vétsi mnoZstvi mate-
rialu z povrchu, neimplementuje do povrchu ionty ¢i atomy a nepienasi na povrch vice jak

nékolik monovrstev [23].

Rada plasmovych procesti byla vyvinuta s cilem dosahnout specifickych povrchovych
vlastnosti biomateriali. Povrchy pfichazi do styku s plasmou a d¢j, ktery tam probiha je

zobrazen na obrazku nize [24].
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Obrazek 6. Schéma znazornujici riizné upravy plasmou [24]

3.4.1 Cisténi povrchu

Energetickym odstielovanim povrchu elektrony a ionty se rozbiji slabé vazby. Povrch se

Cisti fyzicky a chemicky, v zavislosti na vyuzitém plynu [25].

contamination St clean and easy to
e L1 LY - treat surface
b T .
S I I
- ..ﬁ-._t_._ﬁ-_._-.__l S e
A A |
metal surface iy D EN carban
FPovrch kovu = nedistotami Cd=stranéni nedistot Po cigténi plazmou bez
pfed Cigténim plazmou. necistot

Obrazek 7. Nahled prabehu ¢isténi povrchu [25]

3.4.2 Aktivace

Na povrchu se vytvori funkéni skupiny pomoci plynt, které disociuji a reaguji s povrchem,
u polymert se jedna o nahrazeni pivodnich skupin za chemické skupiny z vyuzité plasmy,
ktera narusi slabé vazby a nahradi je. Tim se méni chemicka aktivita a vlastnosti povrchu,

zejména smacivost a prilnavost [21].
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Obrazek 8. Nahled prubéhu aktivace povrchu [25]

3.4.3 Plasmové sitovani/polymerace

Jednd se o vytvoreni chemickych vazeb kapaln¢ho ¢i plynného monomeru, ktery je
do plasmového vyboje vlozen [19]. Pomoci plasmy lze také pokryt povrch tenkym poly-
mernim filmem o Sifce pouze nekolika desitek nanometr [26]. Tyto povlaky maji vyssi
stupen zesitovani a tim i lep$i vlastnosti napf. jsou vice chemicky a tepelné stabilni [19].

Vznika tedy jina struktura oproti konvekéni polymeraci [26], viz obrazek 10.
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Obrazek 9. Nahled pribéhu plasmové polymerace povrchu [25]

Waonamer e i
WANAS
Kanvanéni polymer l—‘j—!—.—l— A
Easnsinsine,

Flazmovy palymer

Obrazek 10. Srovnani stupné zesit'ovani [26]
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3.4.4 Leptani

Material je za pomoci plasmy narusen a nasledné odstranén, diky tomu se zvétsi plocha

povrchu [25].
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Obrazek 11. Nahled prib&hu procesu leptani povrchu [25]

3.4.5 Sterilizace - viz niZze plasmova sterilizace
3.5 Vyuziti plasmy vV mediciné

3.5.1 Povrchova uprava biomaterial

V mediciné bylo dlouho vyuzivano vysoké teploty a tepla napt. pro dezinfekci, hojeni
ran atd. Zaroven, ale piisobily i na okolni mista a zpiisobovaly poSkozeni okolnich tkani.
Vyuzitim nizkoteplotni plasmy se témto problémim dafi vyhnout, nebot’ studend plasma
obsahuje ionty a neutralni druhy, které¢ jsou pomérné chladné, a tak nijak neovlivni okolni
misto se kterym je v kontaktu. Lze tak ptisobit na teplo citlivé materialy, dokonce i biolo-
vou Upravu materiald. Na materidl, ktery ma byt zaveden do téla, jsou kladeny vysoké
naroky, musi byt biokompatibilni a zaroven stabilni s dlouhou Zivotnosti [19]. Mnohé syn-
tetické biomaterialy, jako kovy, slitiny, polymery, keramiky a kompozity tvoii odlisné
prostiedi nez je ptirozené prostiedi tvofené sousednimi buiikami nebo komponenty extra-
celularni matrix. Proto je dilezité vytvaret biomateridly s vhodnymi povrchovymi vlast-
nostmi [18]. V dalSim textu se zamétfime jen na polymerni materialy. Diky plasmové
uprave lze upravit povrch tak, aby byl biokompatibilni. Dle vybéru plasmového zdroje 1ze
zavést ruzné funk¢ni skupiny na povrch nebo imobilizovat rizné bioaktivni molekuly,
viz vySe procesy plasmy. V lékafstvi se polymery vyuzivaji béZzné pro jejich vynikajici
vlastnosti, jako jsou snadné zpracovani, taznost, razové tlumeni apod. [18]. Biomaterialy,

které¢ by byly biokompatibilni a mély dobré mechanické vlastnosti, by byly idealni,
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ale v dnesni dob¢ tyto kritéria splfiuje jen malo polymert. Proto se dnes vyuziva plasmy,

ktera upravi povrch materialu [20].

Tabulka 2. Ptiklady plasmou upravenych materialt a jejich aplikace [18]

Plasmou upravené materialy Aplikace

Polyethylen

Polypropylen
Katétry, antimikrobidlni natéry, implantaty
Polyvinylchlorid

Polyuretany

Polytetraflourethylen Implantaty, cévni §tépy
Polymethylmetakrylat Kontaktni ¢ocky, umélé rohovky
Polystyren

Implantaty, tkdiiové kultury
Polyethylentereftalat

1.0

Polyglykol Stehy, podavani 1ékd matrix

Tvorba biofilmu na materidlu je dtlezita pro naslednou pfijatelnost organismu a pro jeho
biomechanickou odpovéd. Tvorba biofilmu neni zapotiebi, pokud je material umistén
do téla jen pfechodné (zubni protézy), pokud musi propustit svétlo (nitroocni ¢ocky), bio-
film by nemél vzniknout v misté mechanického namahani (tfeni u kloubtl), jelikoz by snizil
mechanické vlastnosti a dobu funkénosti. V zdvislosti na u¢elu materidlu, je bioadheze

bunék podporovana ¢i naopak [27], piiklady v tabulce 2.
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Tabulka 3. Ptehled vyuzivanych materiald a pozadovani tvorby biofilmu [27]

Application field Material Biofilm on
substrate
Cardiology Poly{ester terephtalate )(FET) Mo
Ti allovs
Paly(tetrafiuoroethylens) (PFTFE)
Ophthalmology Paolycarbonate (PC) Mo
Poly(methyl methacrylate) (PMMA)
Poly( 2-hvdroxyethylmetharylate (polyviHEMA))
Orthodontics Metal Mo
Acrylic polymer
Ceramics
Tubings (tubes, catheters) High density polyethylene (HDPE) Mo
Poly(hexamethylenedisilozane) (silicon)
Polyamide (PA)
Polyurethanes (polyethers and polyesters) (FLU)
PTFE
Bone reconstitution Agrylic cement Yes
HDPE No
Orthopedics Acrylic cement No
Silicon
PU
Urea
Dialysis Cellulose (several grades) Mo
Poly(acrylonitrile)
Plastic reconstitution Silicones Mo
Analysis substrates Polystyrene (PS) Wariable
Poly(ester terephtalate) (PET)
Pancreas Polycarbonate (PC) Mo
PTFE
Medical devices Polyvinylchloride {PVC) Mo
PU
Tools Metal Mo
Poly(acrylonitrile co butadiene co styrens) (ABS)
PTFE
Sterilisation Any type No

3.5.2 Plasmova sterilizace

Sterilizace ohném byla vyuzivana uz od pradévna, dnes se vyuziva plasma ve formé plynu,

ktery dokaze sterilizovat nezivé a i dokonce zivé objekty. Protoze ptisobi na molekuldrni,

az atomové¢ urovni dosahne na vSechen povrch, dokonce i vnitinich ¢asti pord. Je tedy

vhodné naptiklad i pro jehly a stiikacky. Plasmova sterilizace ma nékolik vyhod oproti

jinym steriliza¢nim metodam (teplo, chemické latky, radioaktivni zafeni, plyn), které zpu-

sobuji tepelné, chemické ¢i jiné poskozeni nezivych a zivych objekti. Vyhody plasmové

sterilizace jsou, Ze se jednd o bezpecnou a efektivni metodu, proces sterilizace trva kratsi

dobu. Pfi zpracovani se pouziva jen nizka teplota, a to vSe lze uplatnit jak na Zzive,

tak na nezivé objekty [18] a neobsahuje toxické latky. Plyny ¢i smési plynt pii plasmové
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sterilizaci, které jsou za béznych podminek nebiocidni, jsou diky piisobeni elektrického

vyboje aktivovany. Po vypnuti budiciho zdroje ihned deaktivovany [28].

Zajimavym vyuzitim plasmy, jez demonstruje jeji Siroké moznosti, je vyuziti ve stomato-
logii. Vétsina metod pouzivanych ve stomatologii méd nevyhody napf. mlize ohfivat a znicit
zdravou tkan, ma tak nezadouci vedlejsi G¢inky. Proto uz se né€které metody nahrazuji
plasmou, ktera je netoxicka a neposkozuje matrix zubu. Toto plasma dokaze zabit
I Streptococcus mutans, jenz zpasobuje zubni kaz nebo Enterococcus faecalis, jez je pfi-
¢innou selhani kofenového kanalku. Doba 1é¢by, oblast piisobeni a zahtivani tkané se mi-

nimalizovala [18].

Sterilizace Zivych materialu

Pro sterilizaci zivych tkani existuje vice druhti plasmovych zatizeni, napi. dielektricky
bariérovy vyboj s pohyblivou elektrodou. Touto metodou lze sterilizovat celou tkan béhem
nékolika sekund. Radiofrekvenéni vyboj plasma za atmosférického tlaku pii prutoku helia
se pouziva pro neskodlivou sterilizaci zivych tkani. Tato plasma mé schopnost zabit rizné
druhy bakterii: E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus, pii zachovani

zivych bungk substratu, které by byly zahtaty do pfijatelného stupné [18].

Sterilizace neZivych materiala

Pro zdravotnické prostiedky v nemocnicich je v dnesni dobé hojné vyuZzivana i plasmoveé
sterilizacni metoda. Odstranéni nékterych latek z chirurgickych nastroji byva velky pro-
blém, nebot’ nekteré metody by mohly zplsobit velké Skody na zpracovavanych predmé-
tech. Pro kazdy material se pouziva nejvhodngjsi plasmova sterilizace, ktera nijak neponici
povrch a nebude tam napt. dochazet k degradaci polymernich fetézci a tak produkci niz-
komolekularnich t€kavych latek. Pouziva se prednostné smés Ar/O; nez jiné plyny, nebot’
rychle odstraiiuje bilkoviny a zabiji bakterialni spory. Tato metoda je ekologicka a lepsi
nez jiné sméesi, které obsahuji fluor, jedna se i o bezpecnou metodu. Existuje i dvojité in-
dukéné vazana nizkotlaka plasma pro biomedicinské materialy. Zpracovani touto metodou
trva kratkou dobu a diky nizké teploté ji lze vyuzit na teplo citlivé materialy, jako jsou

napt. vysokomolekularni polyetylen (PE) a polyvinylchlorid (PVC) [18].
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4 POLYANILIN

4.1 Polymery

Jedna se o chemické latky, které maji velmi riznorodé vlastnosti a vyuziti, obsahuji pie-
vazné atomy uhliku, kysliku a vodiku, nékdy také dusiku, chloru, fluoru, siry a i kfemiku
[29]. Vyhoda polymert je jejich nizka cena a dostupnost, maji nizkou mérnou hmotnost,
jsou snadno zpracovatelné a maji dobré vlastnosti v odolnosti proti korozi a dobré tepelné
¢i elektricky izola¢ni vlastnosti a dal$i. Nevyhody jsou napf. malé rozmezi tepelné pouzi-
telnosti, nizka tuhost, tvofi se elektrostaticky naboj, neekonomicka a Casto nerealizovatelné

pouzitelnost [30].

Polymerni latky jsou slozené z velkych molekul tzv. makromolekul. Makromolekula je
tvofena z mnohondsobné opakujicich se konstitu¢nich jednotek, coz vyjadifuje atomy
¢i skupinu atomi. U polymeru nezméni vlastnosti odebrani ¢i pfidani nékolika konstituc-
nich jednotek. Naproti tomu u oligomeru, ktery se sklada jen z n€kolika konstitu¢nich jed-
notek, zménime fyzikalni vlastnosti. Monomer je tvofen molekulami, jez obsahuji jedna
¢i vice konstituénich jednotek. Pti procesu polymerace je pfeménovan monomer ¢i jeho
smés na polymer [31]. Syntetické polymery délime na elastomery a plasty. Elastomer je
velmi elasticky polymer, ktery lze deformovat mensi silou bez poruSeni, ptipadna defor-
mace je z velké ¢asti vratna. Do této skupiny patii kaucuky. Plast je tvrdy a mnohdy kieh-
ky polymer, ktery se pii vyssi teploté stava plastickym a tvarovatelnym. JestliZze je vratna
zména z plastického stavu do tuhého jedna se o termoplasty. Pokud jde o nevratnou zménu,
probéhla chemicka reakce, jedna se reaktoplasty. Zakladni typy reakce délime na polyme-
raci - radikalova, iontova, koordina¢ni; polykondenzaci a polyadici. Zpusoby vyroby

polymeraci jsou blokova, suspenzni, emulzni a roztokova [29].

4.2 Vodivé polymery

Existuji polymery, které vedou elektricky proud napt. polypyrrol, polyfenyl, polyacetylen
a polyanilin. Jsou totiz tvofeny systémem konjugovanych dvojnych vazeb, tedy stiidani
jednoduchych a dvojnych vazeb. Nejen vazby, ale 1 nositelé naboje se podileji na elektric-
ké vodivosti. Vodivost téchto polymerti je mnohem nizsi nez u kov1, avsak je srovnatelna
s vodivosti polovodi¢ii z anorganického materidlu. Vodivost téchto polymert 1ze ménit

vnéjsim prostiedim, proto se jedna o tzv. inteligentni polymery [32].
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4.3 Polyanilin

Jedna se nejspise o nejstarsi synteticky polymer, ktery vznika oxidaci anilinu, jenz je
produktem destilace indiga. Reakce probihd v kyselém vodném prostiedi, za normalnich
podminek bez zahiivani a michani. Radové trva nékolik minut, poté se produkt ziska zfil-
trovanim. Velkou vyhodou je ¢asova stabilita produktu [32].

4.3.1 Formy polyanilinu

Polyanilin (PANI) se vyskytuje ve vice formach, nejbézné&jsi forma je emeraldin, ktery ma
vyrazné zelené zbarveni. Jednotlivé formy jsou uvedeny na niZze uvedeném obrazku, 1isi se
stupném protonace ¢i oxidace, tim se méni jeho chemickd struktura, zbarveni, stabilita

a elektrické vlastnosti [32].

Protonovany pernigranilin {modrv) Pernigranilinovi biee | fmloval

OO0 == D-OC
°| &l

Protoneyvany emeraldin (zcleny, vodiey) Emeraldinova bédze (modrd, nevodivd

OO0 | <= OO
N\ 7

Leukoemeraldin | bherharvy)

OO0

Obrazek 12. Ruzné formy polyanilinu, kde emeraldin je zakladni stabilni forma [32]

|

4.3.2 Morfologie

PANI mize byt zastoupena v riznych podobéch, Vv zavislosti na organizaci nukleacnich
jader napt. zrna, nanovlakna, nanotrubicky. Ostatni vyzaduji vhodné rozhrani a zde patfi
koloidni nanocastice, nanokartace, tenké vrstvy a povlaky [33]. Vodivym polyanilinovym
filmem lze pokryt jakykoliv povrch [32]. Pevna latka ponofena do reakéni smési ma vy-

slednou strukturu podobnou kartaci, tloustka téchto vrstev je v rozmezi od 50 do 250 nm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Morfologii lze upravit riznymi faktory, napi. kyselosti - pH, teplotou, michanim, osvétle-

nim UV ¢&i viskozitou [33].

4.3.3 Vlastnosti a aplikace

Diky své elektrické vodivosti miize byt vyuzit jako vodivé pojivo, barva, jako indikator
kvuli barevné zméné pii rizném pH, jako elektrody, kondenzatory pro uchovani energie,
katalyzatory, pamétové zafizeni, membrany pro separaci plyna ¢i rozpusSténych latek,
I jako povlaky proti korozi. Lze také sledovat fyziologicky stav pacienta diky inteligentni
kosili, ktera obsahuje mikroelektronické aplikace [34]. Nékteré aplikace nezavisi na elek-
trickych vlastnostech PANI, ale na jeho elektrochemickém chovani, tedy schopnosti byt
redukovan €1 oxidovan, vyuziva se toho napft. pii ochrané kovi proti korozi €1 v elektroka-
talyze. U snimacl se vyuziva zmény vodivosti pfi zméné vnéjSiho prostiedi. PANI je po-

lymer paramagneticky [33].
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Tabulka 4. Shrnuti vlastnosti a vyuziti PANI [34]

Specialni vlastnosti Souvisejici aplikace Zdroj
Vodivé pojiva, inkoust, barva,
Pfirozena vodivost antistaticky textil, elektrosta- [35]
ticky vybojové materialy
Viskozita roztoku zvysujici se v elektrickém poli  Elektro-reologické materialy [36]
Elektricka vodivost ¢i barevné zmény po vysta- ‘
‘ . Toxicky plynovy senzor, sen-
veni kyselym, zédsaditym ¢i nékterym neutralnim H [37]
zor p
pardm ¢i kapalinam
Barevné zmény pfi zméné€ pH prostredi zplsobe- ‘ _ o
‘ Indikator kyselosti-zasaditosti  [3g]
né jeho protonaci-deprotonaci
Barevné zmény v  dasledku  protonace- Membrany pro déleni plynt a
deprotonace a oxida¢né-redukénich procesech separace neutralnich roztoka [39]
‘ Kondenzator, zafizeni pro
Vysoké kapacitni hodnoty . [40]
skladovéni energie
' _ Medium pro vymazatelné op-
Reakce na elektromagnetické pole v optickém _ )
. tické ukladani informaci, neli- [41]
rezimu .
nearni optika
Pfevadi z vysoce propustného do téméf
Digitalni pamét'ové zatizeni [42]
izola¢niho
Zmény deformace pod pulznim proudem Umély sval [43]
Elektroda pro akumulatory,
Schopnost akumulovat a transformovat energii anoda pro mikrobidlni palivo- [44]
vé Clanky
V zavislosti na oxida¢nim stavu méni vlastnost P-N ptechody, solarni ¢lanky,
elektron-akceptor ¢i elektron-donor dioda [4]
_ ] o Organické ¢i polymerni svétlo
Zména barvy v zavislosti na excitaci [46]

emitujici diody
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1. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Priprava polyanilinu

Vzorky polyanilinovych filma (PANI) byly pfipraveny dle metodiky publikované v praci
[47]. Do odmérné banky bylo navazeno 2,59 g anilin hydrochloridu (AH) a doplnéno ul-
tracistou vodou do findlni koncentrace 0,2 M. Do druhé odmérné baiky bylo navazeno
5,71 g amonium persulfatu (APS) a doplnéno ultracistou vodou do findlni koncentrace 0,25
M. Roztoky byly ponechany po dobu 1 hodiny pfti laboratorni teploté. Poté bylo zkontrolo-
vano, zda AH a APS byly dokonale rozpustény.

U plisni byla pouzita polypropylenova folie (PP - reference), bézné¢ zakoupitelna
V papirnictvi. Z folie byly vysttizeny Ctverecky o velikosti 4x4 cm, ¢ast z nich byla vyuzitd
na pokryti PANI filmem. A to jejich umisténim do reakéni smési, kde se smichaly roztoky
AH a APS. Reakce probihala po dobu 10min. pfi laboratorni teploté. U kvasinek byly vy-

uzity mikrotitracni desticky.

5.2 Uprava polyanilinu plasmou

Cast PANI étvereckt byla umisténa do vysokofrekvenéniho plasma reaktoru, kde probiha-
la reakce, pii niz doslo k aktivaci povrchu. Pfistroj byl nastaven na 50 W, jako vyuzity
plyn byl pouzit vzduch s pratokem 10 SCCM (standardni kubicky centimetr za minutu)
a opracovani probihalo 1 min. jen na stran¢ PANI filmu. Vysledkem byly vzorky polyani-

linu upravené pomoci plasmy (PANI-P).

5.3 Méreni kontaktniho ihlu metodou sedici kapky

Metodou méfeni kontaktniho uhlu pomoci sedici kapky byla méfena charakteristika pev-
ného povrchu, na jejimz zaklade byla vypocitana povrchova energie. Byl méfen thel mezi
kapkou a pevnym povrchem. V zavislosti na pouzité kapalin€ vypovidd naméteny uthel
o smacivosti povrchu. Pomoci kamery a pocitace byl sniman thel kapky s povrchem, poci-
ta¢ provede vypocet povrchové energie a porovna ji 1 se standardnimi hodnotami, pro vy-
louc¢eni chyb. Diky této metod¢ lze lépe porozumét povrchovym vlastnostem pevného

materialu a napf. predpovédét jeho interakcei s jinou latkou [48].

Pii méfeni byla pouzita deionizovana voda, ethylenglykol a diiodomethan, objem kapaliny

byl 2 ml. Deset namétenych hodnot bylo zprimérovano a uvedeno do tabulky.
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5.4 Stanoveni tvorby biofilmu

5.4.1 Plisné

Pro testovani tvorby biofilmu, byly pouzity nasledujici plisné ziskané z Ceské sbirky mik-

roorganismu v Brn¢:

e Aspergillus niger CCM 8155

o Aspergillus oryzae F41

e Gliocladium virens CCM 8042

e Chaetomium globosum CCM 8156
e Penicillium funiculosum CCM 8080
e Paecilomyces variotii CCM F-398

e Trichoderma viridae F 486

Jako kultivaéni médium byl pouzit Malt Extract Broth Base (MEBB) - znacka Himedia,
ref M255-500G, na kterém rostou vSechny uvedené plisn¢. Ptiprava tohoto média spociva-
la v navazeni 20,0 g pfipravku do 1000 ml destilované vody. Po dobu 15 minut probihalo
bobtndni. Do tohoto média byl pfidan Purified agar code L28 OXOID 20 gramd,

pro ztuzeni média.

Nasledné byla provedena sterilizace v autoklavu pii 115 °C po dobu 10 min. Ihned probi-
halo chlazeni na 45-50 °C a pted ptelivanim do Petriho misek se kultivaéni médium dobie

promichalo. V uvedené tabulce je pfesné sloZeni agaru.

Tabulka 5. Slozeni MEBB

SloZeni Grami/litr
Sladovy extract 17
Mykologicky pepton 3

Agar 20

Kone¢né pH (pii 25 °C) 54+0,2
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5.4.1.1 Ockovani

VSechny c¢tverecky (reference - PP, PANI, plasmou upraveny polyaniline - PANI-P) byly
pted pokladanim na MEBB v Petriho miskach sterilizovany, aby pfipadné necistoty neo-
vliviiovaly vysledek méfeni. Sterilizace probihala 2 x 30 min. v 80 °C, teplota byla volena
tak, aby dany polymer nebyl degradovan ucinkem vysoké teploty. Poté pro kazdou pliseni
byly ¢tverecky reference, PANI a PANI-P umistény opatrné na MEBB v Petriho misce,
tak aby nebyl PANI film poskozen. Vyzihanou klickou byly vzdy odebrany spory predem
nakultivovaného druhu plisn¢ a suspendovany ve zkumavce ve 3 ml sterilniho fyziologic-
kého roztoku (do zakaleni). Z takto piipravenych zkumavek se suspenzemi spor plisni bylo
sterilni vatovou tyc¢inkou potteno okoli ¢tverecku a na povrch ¢tverecku bylo napipetovano
po kapkach 150 pl suspenze. Takto pfipravené Petriho misky byly umistény

do inkubaéniho boxu pro kultivaci, pii teploté 25°C.

Odecet preriistani a odebrani suspenze

Po 6 dnech kultivace bylo odeéteno a zapsano prerdstani plisni pfes pokusné étverecky
a vyjadreno jako procenta povrchu prerostlého plisni. Uvedeného napipetovaného mnoz-
stvi suspenze na povrchu ¢tvereckli bylo pfili§ mnoho pro rist plisni, které vyzaduji jen
vlhké prostiedi. Proto bylo piebyte¢né mnozstvi suspenze opatrné odsato sterilni vatovou

ty¢inkou. Poté odecet prerdstani probihal po 13., 20., 35., 41. a 46. dnu.

Srovnani s nekompletnim agarem

Plisng, které po odecteni vysledkii vykazovaly nejvétsi narust (G. virens CCM 8042,
P. variotii CCM F398, A. oryzae F41), byly testovany na stejném materialu (reference,
PANI, PANI-P pro kaZdou pliseil), ale na tzv. ochuzeném agaru. SloZeni tohoto nekom-

pletniho agaru ve 1000 ml je shrnuto Vv nasledujici tabulce.
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Tabulka 6. Slozeni nekompletniho agaru

Latka Mnozstvi Latka Mnozstvi
NaNO3 19 FeSO,4 0,01g
NH4(SOy) 1lg Sojovy pepton 0,1¢g
KzHPO, 1g Agar 189

KCI 05¢g Roztok stopovych prvki 1ml
MgSO, . 7 H,0O 059 Destilovana voda 1000 ml

5.4.2 Kvasinky

Pro stanoveni tvorby biofilmu byly vyuzity nasledujici kvasinky: Candida albicans
CCM 8215; Candida albicans CCM 8275; Candida parapsilosis CCM 8260; Candida
parapsilosis CCM 8276 (vse z Ceské sbirky mikroorganismii v Brn&); Saccharomyces ce-
revisiae a dvé neuréené kvasinky (oznaéené B/B a B/C) ziskané z kvétniho nektaru bezu
gerného, ze sbirky UIOZP FT. Kvasinky byly kultivovany v Sabouraudové bujonu (SB).
SB se sklada ze 4 g glukosy, 1 g tryptonu, 10 mg chloramfenikolu a 100 ml destilované
vody.

Pro méfeni schopnosti riistu biofilmu kvasinek, byly pouzity 96 jamkové mikrotitracni
desticky. Pro referenci byly pouZzity neupravené destiCky, jez jsou z tkanového
polystyrenu - PS. Cast desti¢ek byla pokryta tenkou vrstvou PANI, obdobnym zptisobem
jako pokryvani referencnich ¢tvereckli u plisni. Z takto potaZenych desticek byla cést

nasledovné upravena plasmou, opet obdobnym zpiisobem jako u plisni.
Ockovani

Do referen¢nich, PANI a PANI-P desticek bylo davkovano do kazdé jamky po 180 ul ste-
rilniho SB. Do zkumavek se sterilnim fyziologickym roztokem, byly setfeny vyzihanou
klickou kultivované kvasinky, timto byly pfipraveny suspenze biofilmovych kultur, které
mély hustotu odpovidajici 2. stupni McFarlandovy stupnice. Tato suspenze byla davkovana
k jiz nadavkovanému SB po 20 ul do kazdé jamky. Podle obrazku uvedeného nize lze vi-

dét, ze kazda kvasinka byla naockovana do 12 jamek desticky reference, PANI a PANI-P.
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Inkubace probihala 48 hodin pti 30 - 37 °C v klidu.
Polystyrene

9 10 11 12

000000000000
BOOOOOOOOOOOO

C.a. C.a. Cp. Cp
8215 B2756 8260 8276

Obrazek 13. Piiklad ockovani mikrotitrani desticky

Vyhodnoceni schopnosti tvorby biofilmu

Kvasinky byly na jednotlivych filmech kultivovany po dobu 48 hodin. Vsechen obsah
jamek byl po kultivaci vylit, a jamky byly 3 x promyty fyziologickym roztokem po 250 pl,
pii promyvani se desti¢ky dikladné protiepavaly. Po dikladném oplachnuti se jamky bar-
vily krystalickou violeti (roztokem pro Gramovo barveni) objemem 200 ul a nechaly
se stat 1 min. Promyti desticek od krystalové violeti spoc¢ivalo v oplachnuti destilovanou
vodou, 3 x po 250 pl, aby se odstranila krystalova violet, ktera nebyla navazana na buiky
biofilmu kvasinek. Nasledovalo suseni vysoko nad plamenem. Pro rozpusténi zachyceného
barviva na bunkach biofilmu byla vyuzita 33% kyselina octova. Desti¢ky byly ponechany
pusobeni kyseliny octové po dobu wl0 minut. Absorbance roztoku byla poté méfena
ve spektrofotometru TECAN pti 595 nm.

Paraleln¢ ke vSem pokusiim byla celd procedura provedena v sadé porovnavacich jamek
Vv ptivodnich destickach, v destiCkach s PANI a desti€¢kach s PANI-P, a to bez zaoCkovani.
Ziskané hodnoty byly odecitany od namétenych hodnot tvorby biofilmu jednotlivymi dru-
hy kvasinek. Divodem bylo odecteni abiotického procesu (pfipadné uvolnéni barevnych

slozek pii pouziti riznych povrchu - PS, PANI a PANI-P).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky z méreni kontaktniho hlu

Tabulka 7. Vysledky z méfeni kontaktniho tthlu

Komponenty povrchové energie (mMN/m)

Vzorek ! y-W yAP
Polypropylene 29,20 28,63 0,56
PANI 45,73 40,54 5,19
PANI-P 38,02 32,99 5,03

Poznamka: v vyjadfuje celkovou povrchovou energii, y- &ast disperzni a Y™ je &ast
polarni. Polypropylene - reference, PANI - polyanilin, PANI-P - polyanilin upraveny
plasmou.

V tabulce 7. jsou uvedené naméfené hodnoty povrchové energie. U polypropylenu namé-

tot

fend hodnota celkové povrchové energie (y ) je 29,2 mN/m, jenZz odpovidé tabulkové

hodnot&. Polyanilinovy film na polypropylenu mé celkovou povrchovou energii (y*)
45,73 mN/m, vypovida to o vrstv€ PANI. Upraveny polyanilin plasmou ma hodnotu nizsi,
v 38,02 mN/m. Tento vysledek odpovidd poklesu disperzni ¢asti celkové povrchové
energie (y=") z 40,54 mN/m na 32,99 mN/m. Ovsem polarni &st ziistala tém&F nezméndna

5,19 mN/m u PANI a 5,03 mN/m u PANI-P.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

6.2 Poriustani materiali mycéliem plisni

6.2.1 Porustani materiali mycéliem plisni na kompletnim agaru

Tabulka 8. Mira ptertistani povrchi riznymi plisnémi v procentech povrchu, pii pouziti

kompletniho zivného agaru MEBB

Cas [dny] 0 6 13 20 35 41 46
Reference 0 1 3 3 5 5 5
A. niger PANI 0 4 4 4 5 5 5
PANI-P 0 5 5 6 6 6 6
Reference 0 5 10 10 10 10 10
A. oryzae PANI 0 25 30 35 35 35 35
PANI-P 0 20 30 30 30 35 35
Reference 0 10 10 10 65 65 65
G. virens PANI 0O 40 45 45 60 90 90
PANI-P 0 25 25 25 80 90 90
Reference 0 5 8 10 10 12 12
ch. globosum PANI 0 20 20 20 20 20 20
PANI-P 0 25 25 25 25 25 25
Reference 0 5 6 6 8 8 8
P funiculosum PANI 0 8 10 15 15 15 15
PANI-P 0O 18 18 18 20 23 23
Reference o 03 04 05 05 05 05
P variofii PANI 0O 60 65 65 75 80 80
PANI-P 0O 55 55 60 60 60 60
Reference o 03 03 03 05 05 05
T viridae PANI 0 05 05 05 2 3 4
PANI-P 0 02 02 02 3 3 3

Poznamka: Reference - polypropylen, PANI - polyanilin, PANI-P - polyanilin upraveny
plasmou
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V tabulce 8. jsou srovnany hodnoty piertstani plisni na tiech typech povrchi (referen¢ni
PP, PANI, PANI-P), pii kultivaci na bohaté zivné pudé. Hodnoty prertstani jsou odecitany
po urcitych ¢asovych intervalech do 46. dne. Mizeme zde vidét, Ze nejmensi mira pieras-
tani je u T. viriade a naopak nejvétsi mira preristani u G. virens. Rozdily mezi mirou pie-
ristani na raznych povrSich jsou znatelné, avSak u P. variotti jsou vyznamné. Hodnoty
se od sebe velice lisi, srovnanim hodnoty 0,5 % na referenci ku 80 % na PANI. Nejvétsi
narust po Sesti dnech je viditelny u P. variotti, kde byl pozorovan narust az 60 %. G. virens
jednoznaéné nejlépe preristal referenci a to az z 65 %, druha nejvyssi hodnota pro referen-
ci byla u Ch. globosum jenz piertstala z 12 %. Pro nazornost jsou vysledky prezentovany
také v podob¢ grafii €. 1 az ¢. 7. Fotografie srovnani pferustani raznych povrchi plisnémi

jsou uvedeny v piiloze PI a PII.

6.2.1.1 Aspergillus niger

Graf 1. Prerastani Aspergillus niger CCM 8155 vyjadieno v procentech povrchu
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Na grafu 1. 1ze velmi dobie vidét, ze biofilm plisné A. niger nepiesahl hodnotu 6%. Poca-
te¢ni hodnoty pfrertstdni jsou malo rozdilné, nejvétsi skok piertstani nastal u PANI
a PANI-P 6. den a u reference az 13. den. Hodnoty u PANI-P se ustalily 20. den, ale u refe-
rence a PANI az 35. den. Kone¢na mira prertistani se vici sobé vyznamné nelisi a nelze

tedy jednozna¢né urcit jaky povrch plisent A. niger preferuje.
6.2.1.2 Aspergillus oryzae

Graf 2. Prerastani Aspergillus oryzae F 41 vyjadieno v procentech povrchu
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Poznamka: REF - reference polypropylen; PANI - polyaniline; PANI-P - polyaniline

upraveny plasmou)

Na grafu 2. je zobrazeno pfertstani plisné¢ A. oryzae. Mira pferstani je o néco vyssi
oproti A. niger. Pferustani zde dosahuje az 35% povrchu. Jiz pii pocatecnim odeétu jsou
znatelné rozdily v prerustani. Na referenci bylo prerustani jen 5 % napt. oproti 20 %
u PANI-P. Ustaleni hodnot u reference bylo jiz 13. den, PANI 20. den, ale PANI-P
az 41. den. PANI a PANI-P maji stejné kone¢né hodnoty 35 %, ale pribéhem se lisi, tyto
hodnoty jsou riizné od referen¢ni hodnoty, kterd ma jen 10 % oproti 35 %. A. oryzae pre-

rusta vSechny tii typy povrchii, ovSem spise preferuje povrch PANI a PANI-P.

Lze fici, Ze tato plisen o néco 1épe roste na hydrofilnéjSich povrsich, 1 kdyz rozdil v preras-

tani neni razantni.
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6.2.1.3 Gliocladium virens

Graf 3. Prerastani Gliocladium virens CCM 8042 vyjadieno v procentech povrchu
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Z grafu je patrné, ze mira prerustani G. virens dosahuje nejvyssich hodnot, ze vsech ostat-

nich plisni (graf 3.) Tvorba biofilmu u G. Virens dosahuje az 90 % povrchu. Plisent by dany

povrch pierostla uplné cely, pokud by na mistech, které nejsou pierostlé, nebyla velka vlh-

kost, kterd branila uplnému pokryti. Jiz pfi prvnim odectu se hodnoty liSi, nejvice

ze zaatku prerustala plisen na PANI. U reference je viditelny zna¢ny skokovy narist

z hodnoty 10 % na 65 % v 35. dnu, tato hodnota se zde ustalila. PANI-P méla také skoko-

vy nardst, ale jiz 20. den, z hodnoty 25 % na 80 %, poté se hodnota zménila jen o 10 %

na 90 %. V priabehu tvorby biofilmu na PANI nenastala takova razantni zména ristu, hod-

nota pfertistdni jiz na pocatku byla 40 %, na konci méfeni méla az 90 %, nartst byl po-

stupny. PANI a PANI-P m¢ly rtizny prib¢eh pieristani, ale na konci mély obé 90 %.

G. virens prertstala vSechny tfi typy povrchu, ale nejvice prertstala PANI a PANI-P.
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6.2.1.4 Chaetomium globosum

Graf 4. Prerastani Chaetomium globosum CCM 8156 vyjadieno v procentech povrchu
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Na grafu 4. je patrné, Ze mira pierustani Ch. globosum dosahuje nejvyse 25 %. Prertstani

u typu povrchu reference je pozvolné, a kon¢i na hranici 12 %, coz je skoro poloviéni

hodnota oproti PANI-P.

Je zajimavé, ze se narlst hodnot u PANI a PANI-P se jiz

po 6. dni nezménil, a byl stejny az do konce méfeni. Kone¢né hodnoty u PANI jsou 20 %

a u PANI-P 25 %, lisi se tedy pouze o 5 %. Plisent Ch. globosum mirné pfertstala vSechny

tii typy povrcht, nelze tedy jednoznacné fici, ktery povrch je vhodné;jsi.
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6.2.1.5 Penicillium funiculosum

Graf 5. Prerastani Penicillium funiculosum CCM 8080 vyjadieno v procentech povrchu
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Také u grafu 5. jsou hodnoty pomérné nizké, nepiesahly hodnotu 23 %. Hodnoty jsou jiz
od pocatku odlisné az do konce méfeni. Nejvice preristala povrch PANI-P, nejméné refe-
renci (jen 8 %). Nejvétsi narGst u PANI-P byl hned po 6 dnech, poté se hodnota zvétsila
z 18 % jen na 23%. Kone¢né hodnoty jsou vic¢i sob¢ rozdilné. Hodnoty u PANI se ustalily

jiz 20. den, u reference 35. den a u PANI-P az 41. den.
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6.2.1.6 Paecilomyces variotii
Graf 6. Prerastani Paecilomyces variotii CCM F-398 vyjadieno v procentech povrchu
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Poznamka: REF - reference polypropylen; PANI - polyaniline; PANI-P - polyaniline

upraveny plasmou)

Graf 6. je ukazkovy priklad, jak se hodnoty od sebe mohou liSit v zavislosti na rtiznych

typech povrchl. Zde je vidét znatelny rozdil mezi referenci a PANI a PANI-P. Referencni

hodnoty dosahuji pouze max. 0,5 %, zatimco u PANI 80 % a PANI-P 60 %. Na pocatku

preristani u reference je narist na 0,3 % a kone¢na hodnota, ktera se ustalila 35. den

na 0,5 %. U PANI a PANI-P je jiz na pocatku vidét skokovy narist hodnot na 60 %

a 55 %. U PANI se hodnoty prubézné menily, az se ustalily 41. den na 80 %. U PANI-P se

hodnoty ustalily jiz 20. den na 60 %. Na tomto grafu lze jednozna¢né demonstrovat,

ze plisen P. variotii preferuje spiSe povrch typu PANI a PANI-P, které jsou hydrofilni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

6.2.1.7 Trichoderma viridae

Graf 7. Pterastani Trichoderma viridae F 486 vyjadieno v procentech povrchu
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Poznamka: REF - reference polypropylen; PANI - polyaniline; PANI-P - polyaniline
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U T. viridae jsou hodnoty miry pferistani nejen nizké, ale také mezi nimi neni skoro zZadny
rozdil. Hodnoty dosahuji u reference jen 0,5%, u PANI 4 % a u PANI-P 3%. Hodnoty

u reference a PANI-P se ustalily 35. den, ale u PANI se hodnoty ménily az do konce méfeni.
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6.2.2 Poristani materiali mycéliem plisni na nekompletnim agaru

Tabulka 9. Mira pterastani povrchl riznymi plisnémi v procentech povrchu, pfi pouziti

nekompletnim agaru

Cas [dny] 0 6 13 20 27
Reference 0 0 0 0 0
A. oryzae PANI 0 0 1 1 1
PANI-P 0 0 1 1 1
Reference 0 0 0 0 0
G. virens PANI 0 0 0 0 1
PANI-P 0 0 2 2 2,5
Reference 0 0 0 0 0
P. variotii PANI 0 0 0 0 0
PANI-P 0 0 0 0 0

Poznamka: Reference - polypropylen, PANI - polyanilin, PANI-P - polyanilin upraveny
plasmou

Pro méfeni miry prerlstani na nekompletnim agaru byly vybrany tfi plisné - G. virens,
A. oryzae a P. variotti, které ze vSech sedmi plisni testovanych na bohatém zivném agaru
rostly nejvice. Jak lze vidét v v tabulce 9. mira piertistani po uplynulych 27 dnech kultiva-
ce dosahla nejvyse hodnoty 2,5 % u G. virens na PANI-P a P. variotii nerostla na zadném
povrchu. Vysledky z tohoto méteni na nekompletnim agaru dokazuji, ze si plisné nebraly
potiebné ziviny z povrchu materialu, ale pouze z Zivného agaru. Lze tedy fici, ze v piipadé
pterastani povrchu reference, PANI a PANI-P zde pouzitymi plisnémi, vyrazné zalezi
na okolnim zdroji Zivin.

Celkové prerustani mycélii plisni pfes povrch tii pouzitych materialt se 1i§i svymi vysled-
rofobni. Hydrofobita byla zfejma nejen jiz pfi nanaseni Suspenze, kde kapka drzela tvar
na referenci a na PANI a PANI-P se kapka rozplyvala. Ale pfedev§im pomoci méteni kon-
taktniho tihlu viz tabulka 7, vysledky uvedené v tabulce ndm napomahaji charakterizovat
povrch. U reference celkova povrchova energie nabyva hodnoty 29,20 mN/m, a z toho
vyplyva, ze se jednd o hydrofobni povrch. U PANI byla celkova povrchova energie
45,73 mN/m a u PANI-P 38,02 mN/m, jejich povrch je tedy hydrofilni. Rozsah pferastani
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reference bylo fadové jen do 12 %, krom jediné plisné¢ G. virens, kde hodnota dosahla
az 65 %.

U nékterych plisni, lze vidét prodlevu v ristu. Zplsobuje to nejspiSe potifebnd doba
k adaptaci ¢i fenotypové zmény prisedlych bunék. Postupem ¢asu se i snizuje rastova rych-
lost az do doby ustéleni tloustky biofilmu [2]. Ve studii Binkauskiene (2013) [49] bylo
testovano nékolik druhd plisni na povrchu polyanilinu. Testovana byla i Trichoderma,
kde vysledky tvorby biofilmu do 32. dne byly nulové, maly nardst se vyskytl az 56. den,
zfejmé tato pliseni potiebuje delsi dobu na adaptaci. Ostatni plisné tento povrch zdarné pre-

rustaly.

U PANI byly hodnoty celkové vysoké a neliSily se vyznaéné od hodnot PANI-P. Tento
povrch plisné preferovaly. Z toho vyplyva, ze interakce mezi plisni a povrchem, zna¢né
ovliviiuji povrchové vlastnosti materialu, tedy zde prevazné hydrofobni interakce, které
zamezuji prerustani. Podle Binkauskiene (2009) [50] jenz testoval A. niger na PANI, zjis-
til, ze tato plisenn preferuje spiSe hydrofilni povrch. K hydrofilnimu povrchu pfispiva
1 plisen samotna, jelikoz mezi metabolickymi produkty jsou organické kyseliny, predev§im
kyselina $tavelova, ktera zvySuje hydrofilnost povrchu, a tak i miru pfertstani. Jeho pro-
dukce zavisi nejen na konkrétni plisni, ale také na okolnim prostfedi, jako je podklad
a pristupnost zivin. Tento fakt byl potvrzen i tim, Ze rizné podklady byly testovany na ne-
kompletnim agaru, a vysledky prokazaly, Ze si plisné berou ziviny jen z Zivného agaru
a ne podkladu. Proto pii nedostatku zivin z okoli, plisné¢ povrch nemohly pfertstat.
U Binkauskiene (2009) [50] bylo zjisténo, Ze plisné a jejich produkty ovliviuji povrch ma-
terialu (morfologicky, chemicky i elektrochemicky), u PANI zpisobuji oxidaci povrchu.
Struktura biofilmu ma velky vyznam pro pochopeni elektrochemického chovani povrchu.
Konecné vysledky, lze porovnat s vysledky piertstani povrchu bakteriemi, jelikoZz jsou
vice prozkoumany. Napf. ve studii Prabhakar [51] byla zjistovana biokompatibilita bakte-
rii s PANI filmem na polyuretanu (PANI+PU) a kombinaci s nanoc¢asticemi stiibra
(PANI+PU+NP), jeZ maji antibakteridlni charakter. Jak se ptfedpokladalo, nejvétsi vliv
na tvorbu biofilmu mély nanocastice stiibra. Nejvetsi narast byl na Cistém PU. Testovani
potvrdilo, Ze velky vliv na tvorbu biofilmu mé hydrofobita povrchu. Jelikoz zkoumané
bakterie preferovaly hydrofobni povrch, nejvice rostly na cistém PU, méné rostly
na PANI+PU, jelikoz tento povrch je hydrofilni. Nejméné rostly, jak bylo zminéno,
na PANI+PU+PN, tento povrch byl nejen hydrofilni, ale taky obsahoval antibakterialni

nanocastice. Ztohoto wvyplyva, ze pokud bychom chtéli ovlivnit adhezi biofilmu
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na daném povrchu, musime brat zietel, Sjakym mikroorganismem bude v kontaktu,
a podle toho pfidat napi. nanoc¢astice stiibra do smési ¢i potdhnout povrch filmem jako

napt. u PU s filmem PANI.

6.3 Tvorba biofilmu kvasinek

Jak jiz bylo zminéno v metodice, kazda kvasinka byla celkové naockovana do 12 jamek.

Hodnoty méfeni tvorby biofilmu byly zprimérovany a jsou uvedeny Vv tabulce 10.

Tabulka 10. Stanoveni prukaznych rozdili mezi tvorbou biofilmu na riznych povr-

Sich pii absorbanci 595 nm.

Povrchova uprava
Mikroorganismu

REFERENCE PANI PANI-P
C.a. 8215 -0,0116 £0,0048  -0,0636+0,0143  0,1320 + 0,0380
C.a. 8275 0,0341 £ 0,0138 -0,0685+0,0124  0,1268 +0,0256
C. p. 8260 - 0,0048 + 0,0072 -0,758 £0,0072  0,0812+0,0110
C.p. 8276 -0,0103£0,0038  -0,0808+£0,0057  0,0746 + 0,0091

Yeast' 0,1579 + 0,0305 0,0989 + 0,0163 0,1197 + 0,0144
Yeast? 0,0889 + 0,0343" 0,1042 + 0,0428%  0,0790 + 0,0278°

S.c. 0,1184 +0,0194" 0,1448 £ 0,0356"  0,1323 + 0,0205°
Poznamka: Rozdilné indexy v ramci fadki (*; ®; ©) odpovidaji neprikaznym rozdilim

mezi povrchem. Reference - polystyren, PANI - polyanilin, PANI-P - polyanilin
upraveny plasmou. C.a. - Candida albicans, C.p. - Candida parapsolosis,

Yeast! - B/B, Yeast?- B/C, S.c. - Saccharomyces cerevisia.

V tabulce 10. jsou srovnany pramérné hodnoty zmétené absorbance tvorby biofilmu kvasi-
nek a jejich smeérodatné odchylky. Srovnani prikaznosti rozdili mezi priméry pomoci
T-testu prokazalo velké mnozstvi prikaznych rozdild. Z tohoto divodu jsou v tabulce,
oproti zvyklostem, pomoci rozdilnych indexti v ramci fadkti oznaceny primérné hodnoty,
mezi kterymi nebyl potvrzen statisticky prikazny rozdil. Pomoci tabulky Ize odvodit roz-
dilnost vysledkd, kde se srovnavaly povrchy kvasinek (referenci x PANI, PANI x PANI-P,

referenci x PANI-P). Vysledky u Yeast? ukazuji neprtikazné rozdily mezi vSemi tfemi
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moznymi srovnanimi. U S. c. jsou neprikazné rozdily mezi referenci a PANI-P , a PANI

s PANI-P. Mezi ostatnimi kvasinkami je rozdilna tvorba biofilmu dle daného povrchu.

Zaporné hodnoty pii méfeni nastaly z diivodu $patného uvolnéni krystalové violeti do ky-

seliny octové pti méfeni absorbance.
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Poznamka ke grafu 8. : PS - polystyren - reference, PANI - polyanilin, PANI-P - polyanilin
upraveny plasmou, C. a. 8215 - Candida albicans CCM 8215, C. a. 8275 - Candida albi-
cans CCM 8275, C. p. 8260 - Candida parapsolosis CCM 8260, C. p. 8276 - Candida pa-
rapsolosis CCM 8276, Yeast® - B/B, Yeast?- B/C, S. c. - Saccharomyces cerevisia.

V grafu 8. je u C. albicans i C. parapsilosis viditelna, i kdyZ relativné slaba tvorba
biofilmu na povrchu typu PANI-P. Na puvodnich destickach z PS tvofila biofilm jen
C. a. 8275, i kdyz jen zanedbatelné. PANI neportstala ani jedna kultura rodu Candida,
avSak PANI-P porustaly v§echny ¢tyfi, ackoliv jen minimaln€. V porovnani s jinymi mik-
roorganismy, je takova tvorba biofilmu minimalni, jelikoZ nékteré bakterie mohou tvofit
biofilmy az do absorbance 0,5 - 1,0, ojedinéle i vice. Zde by se tedy dalo fici, ze pouzité
kultury rodu Candida tvofii biofilm jen na PANI upraveném plasmou. Dale jsou uvedeny
kvasinky (Yeast a S. c.), které se schopnosti rustu na studovanych povrsich oproti vyse
uvedenym kulturam rodu Candida velmi lisi. Jsou schopny porustat v§echny tii typy po-
vrchi, 1 kdyZ jsou tyto hodnoty, v porovnani s jinymi mikroorganismy, také minimalni. U

téchto kvasinek, nelze ptesné fici, ktery povrch jim vyhovuje.

Shrnuti vysledkt tvorby biofilmu kvasinek, ndm znaci, ze nelze ptesné€ urcit, jaky povrch
kvasinky preferuji. Je dulezité upozornit na jiz zminénou véc, ze nékteré kvasinky sice
rostly na vSech povrsich, ale jejich rust byl minimalni. Kvasinky Candida rostly jen
na PANI-P, oviem kvasinky S.c. a kvasinky B/B a B/C rostly na viech tfech typech, a ne-
1ze piesné fici na kterém povrchu Iépe rostou, vysledky nebyly vyrazné rozdilné. Ve studii
Estivill [52] bylo zkoumano 84 kmend Candida spp. (23 C. albicans, 23 C. parapsilosis,
16 C. tropicalis, 17 C. glabrata a 5 C. kruse) na tfech typech materiald, jez jsou pouzivany
ve zdravotnickych zafizenich. Testoval se polyvinylchlorid (PVC), polyuretan (PU)

a teflon. Napt. C. parapsilosis rostla zna¢né na vSech tiech typech povrchd.

Ve studii Jia [53] byly zkoumany antimikrobialni ucinky PANI v kombinaci
S nanocasticemi stiibra. Byl o¢ekavan synergicky Gcinek, ktery se potvrdil, a mohl byt zpu-
soben zménou struktury a morfologii PANI ¢i Ag. Tento antimikrobialni t¢inek pusobil

prave na kvasinky.
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ZAVER

Vseobecné se eukaryotické bunky rznych druhti mikroorganismi li§i svymi povrchovymi
vlastnostmi. Zdali budou tyto burky tvofit biofilm, zavisi na mnoha faktorech nejen na
jejich povrchové struktutfe a naslednych interakci (fyzikalnich, chemickych), ale také na

povrchu materidlu a celkovych podminkach prostfedi, v némz vyskytuji. Nékteré tyto

podminky lze upravit tak, abychom zamezili/podpotili tvorbu biofilmu.

Biofilm je odolné¢jsi oproti planktonni formé€, proto je dilezité zabranit jeho tvorbé
na zdravotnickych prostfedcich. Rada mikroorganismii zptisobuje v téle rizné infekcee,
a jsou ve forme biofilmu odolné vici antibiotikiim, antimykotikiim i vii¢i imunitnimu sys-
tému, coz vede k problému s jejich 1éCbou. Biofilmy jsou zkoumany i z ditvodu rozsifené-

ho vyuzivani umélych néhrad, kde biofilm miize zptisobovat zna¢né problémy.

Polyanilin je nizkonakladovy material, ktery je snadno vyrobitelny, i kdyz tézko rozpustny.
Tento material ma zajimavé vlastnosti, a to nejen diky své vodivosti, @ mohl by byt vice

vyuzit v medicin€. Dilezité ov§em je zjistit jeho pfipadnou biokompatibilitu.

Z uvedenych vysledka poristani povrchu testovanych materiali mycéliem plisni lze fici,
ze vSech sedm pouzitych druht plisni preferuje PANI povrch i jeho plasmou modifikova-
nou formu, oproti referenénimu povrchu z polypropylenu. Je to zptsobeno tim, ze mycélia
téchto plisni rostou lépe na hydrofilnim povrchu, jenzZ PANI a PANI-P podle vysledkl
z méteni kontaktniho uhlu maji. Na hydrofobnim povrchu PP rostly jen minimalné. Celko-
vé nejvetsi narist prokazala kultura G. virens a nejmensi T. viridae. Z tohoto shrnuti vy-
plyva, ze rust plisni je velmi ovliviiovan povrchovymi vlastnostmi podkladu a druhem mi-
kroorganismu. Rozdily v pteristani PANI a PANI-P plishiovymi kulturami nebyly zazna-
menany, nejspise to bylo zplisobeno tim, Ze se po Upraveé plasmou témet nezmenila polarni
cast PANI, 1 kdyZ se sniZila disperzni ¢ast. Portistani povrchii s PANI a PANI-P mycéliem
plisni bylo také podminéno ptitomnosti bohatého (kompletniho) zivného agaru v okoli
pokusnych materialti, nebot’ pii pouziti nekompletniho (chudého) zivného agaru bylo po-
rastani plochy vSech povrchi minimalni. PANI a PANI-P tak lze charakterizovat jako

inertni, nikoliv Zivny podkladovy material pro pouzité¢ druhy vlaknitych plisni.

Bylo také testovano sedm kultur kvasinek. Candida albicans a Candida parapsilosis
tvotily slaby biofilm pouze na PANI-P. Lze tak fici, ze pouzité kultury rodu Candida pre-
ferovaly upraveny povrch PANI, u néjz se Upravou zmeénila disperzni ¢ast. Kvasinky

z kvétniho nektaru ¢erného bezu a Saccharomyces cerevisiae rostly na vsech tiech typech
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povrchd, 1 kdyz tvorba biofilmu byla také slaba. Kvasinka B/B rostla nejvice na polystyre-

nu, au B/C a S. cerevisiae nelze jednoznaéné uréit, ktery povrch preferuji.

Tato studie pomohla rozsitit znalosti o adhezi plisni a kvasinek na polyanilinovych fil-

mech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A. niger

A. oryzae

AH

APS

B/B

B/C

C.a. 8215
C.a. 8275
C.p. 8260
C.p. 8276
EPM

FeSO,

FT

G. virens

Ch. globosum
K2HPO,

KCI

MEBB
MgSO; . 7 H,0
NaNO3
NH4(SO4)

P. funiculosum
P. variotii
PANI

PANI+PU

Aspergillus niger CCM 8155
Aspergillus oryzae F 41

Anilin hydrochlorid

Amonium persulfat

Neurcena kvasinka z nektaru cerného bezu
Neurcena kvasinka z nektaru ¢erného bezu
Candida albicans CCM 8215
Candida albicans CCM 8275
Candidaparapsilosis CCM 8260
Candidaparapsilosis CCM 8276
Extracelularni polymerni matrice
Siran Zeleznaty

Fakulta technologicka

Gliocladium virens CCM 8042
Chaetomium globosum CCM 8156
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid draselny

Malt Extract Broth Base

Siran hote¢naty heptahydrat
Dusi¢nan sodny

Siran amonny

Penicillium funiculosum CCM 8080
Paecilomyces variotii CCM F-398
Polyanilin

Polyanilin na polyuretanu
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PANI+PU+NP  Polyanilin na polyuretanu v kombinaci s nanocasticemi stiibra

PANI-P
PE

PP

PS

PU

PVC

QS

REF

S.c.

SB
SCCM

T. viridae
UI0ZP
Yeast'

Yeast?

'YAB

'YLW

tot

Polyanilin upraveny plasmou

Polyethylen

Polypropylen

Polystyren

Polyuretan

Polyvinylchlorid

Quorum sensing

Reference

Saccharomyces cerevisiae

Sabouraudtv bujonu

Standardni kubicky centimetr za minutu
Trichoderma viridae F 486

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Neurcena kvasinka z nektaru ¢erného bezu B/B
Neuréena kvasinka z nektaru &erného bezu B/C
Polarni cast

Disperzni ¢ast

Celkova povrchova energie
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SEZNAM PRILOH
Pl Fotografie srovnani prertstani riznych povrcht plisnémi

Pl Fotografie srovnani ptertistani riznych povrchia plisnémi



PRILOHA Pl: FOTOGRAFIE SROVNANI PRERUSTANI
RUZNYCH POVRCHU PLISNEMI




Ptiloha PI zobrazuje rozdily pteristani plisni na riznych povrsich. Fotografie A) a B) zob-
razuje rozdily prerGstani Aspergillus niger na referenci 6. a 46. den., narGst byl z 1 % pou-
ze na 5%. Na fotografii C) je Aspergillus oryzae na PANI a D) na referenci 46. den,
u nichz je rozdil pferustani viditelny. Fotografie E) a F) zobrazuje Gliocladium virens
na PANI-P 6. a 46. den. Zde bylo piertstani zna¢né, az 90 %. Na fotografiich G) a H) lze

vidét Gliocladium virens na referenci 6. a 46. den.



PRILOHA PIlI: FOTOGRAFIE SROVNANI PRERUSTANI
RUZNYCH POVRCHU PLISNEMI




Ptiloha Il znazoriuje rozdily v mife prertistani plisni na riznych povrsich. Chaetomium
globosum je zobrazena na fotografii I) na PANI-P a J) na referenci 46. den, kde se hodno-
ty pierustani 1isi téméf o polovinu. Penicillium funiculosum je na fotografii K) na PANI-P
a L) na referenci 46. den, hodnoty se vyznaéné nelisi. Paecilomyces variotii je na fotografii
M.) na PANI a N.) na referenci 46. den, na PANI piertstani dosahuje hodnoty 60%,
ale na referenci pouhych 0,5 %. Trichoderma viridae je zobrazena na PANI na O.) 6. den
anaP.) 46. den.



