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Uvod

Ak hovorime o nanosvete, mame na mysli oblast’ Castic a Struktar, ktoré sa rozmerovo
pohybuju priblizne v intervale medzi 1 az 100 nm. Nanocastice a nanoStruktury povazujeme za
zakladné stavebné jednotky nanomateridlov. Skiimanim ich vlastnosti sa zaobera nanoveda.
Praktickym aplikdciam a vyuziteI'nosti novych ¢i neobvyklych vlastnosti hmoty s obsahom
nanocastic sa venuje nanotechnologia. Hranice nanotechnolégie a nanovedy sa nedaju
vymedzit’ Uplne presne, je vSak mozné povedat’, Ze sa jedna o interdisciplindrne odbory.

V stcasnosti st nanotechnoldgie a nanomateridly pritomné takmer vo vSetkych odvetviach
priemyslu, od kozmetiky cez textilny, elektro az po vesmirny priemysel. Predmety tykajice sa
nanotechnoldgii a nanomateridlov by dnes nemali chybat’ v portfoliu predmetov vyucovanych
na technicky zameranych skolach.

Navody na cviCenia Nanomaterialy Il st pokracovanim navodov na cviCenia
Nanomaterialy I. Tato publikacia rozsiruje a doplia predchadzajiice cvitenia o pripravu
nanocastic biologickou, tzv. zelenou metdédou a zaroveinn vysvetluje mechanizmy vplyvu
nanoCastic na zivé bunky. Vrdmci absolvovania predmetu sa Studenti oboznimia,
s legislativou, ktora je platnd v oblasti stanovovania toxicity nanocastic a naucia sa pouzivat’
niektoré testy na stanovovanie toxickych a antibakterialnych vlastnosti nanomaterialov. Naucia
sa r0zne postupy inkorporacie nanocastic do polymérnej matrice (in situ a ex situ metody).
Prakticky pripravia polymérne nanokompozity, ktoré je mozné pouzit’ na pripravu netkanych
textilii a ochrannych povlakov. Obozndmia sa s moznostami pripravy nanovlakien metdédou
elektrostatického zvlaknovania. Precvicia si viacero technik pripravy tenkych polymérnych
nanopovlakov a nanofilmov.

Navody na cvicenia Nanomaterialy II su urcené pre Studentov a doktorandov Studujucich
v odbore strojarstvo, v Studijnych programoch materidly, materidlové inZinierstvo a nauka
o materidloch. Taktiez m6Zzu byt inSpirativne a prinosné aj pre Studentov inych technickych
odborov a interdisciplindrnych smerov.
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Zoznam pouzitych znaciek a symbolov

ABS

ABSmax
AgNPs
CVD
DNA

absorbancia - bezrozmerna fyzikalna veliCina vyjadrujica mnozstvo
elektromagnetického Ziarenia pohlteného latkou

maximalna hodnota absorbancie
ang. silver nanoparticles - nanocastice striebra
ang. Chemical Vapor Deposition, chemicka depozicia z plynnej fazy

ang. deoxyribonucleic acid - deoxyribonukleova kyselina

EUCAST ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

IC

PP

PPG
PVA
PVD
PVP
ROS
SPR
SEM
TEM
UV-VIS

infracervené spektrum

oznacenie pre sol’ kovu

oznacenie pre 16n kovu v roztoku

metoxypolyetylénglykol

polyanilin

polychlorované bifenyly

polyetylénglykol

polyétersulfon

ang. Polymer Matrix Composite - kompozitny materidl s polymérnou matricou
ang. "potential of hydrogen", stupnica pH je logaritmickd a nepriamo uddva
koncentraciu vodikovych i6nov v roztoku.

polypropylén

polypropylénglykol

polyvinyl alkohol

ang. Physical Vapor Deposition, fyzikalna depozicia z plynnej fazy
polyvinylpyrolidon

ang. Reactive Oxygen Species

ang. Surface Plasmon Resonance - povrchova plazmonova rezonancia

ang. Scannig Electron Microscopy- skenovaci elektronovy mikroskop

ang. Transmission Electron Microscopy- transmisny elektronovy mikroskop

ang. UV—Visible spectrophotometry - UV-VIS spektrofotometria
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[ 4 [ A4
Cvicenie €. 1
Ciel’ cviCenia
Cielom cvicenia je naucit’ Studentov pripravovat’ extrakty z prirodnych materialov (listov,
kvetov, plodov rastlin, zelenych rias a pod.), ktoré je mozné vyuzit’ pri biologickej syntéze
nanodastic kovov. Studenti na cvideni ziskaju sktisenosti s pracou v chemickom aj biologickom
laboratoriu. Naucia sa pripravovat’ zivné pody potrebné na kultivaciu mikroorganizmov

a zvolit’ vhodny sposob pripravy extraktu tak, aby bola dosiahnutd najvyssia vytaznost’ pri
syntéze nanocastic.

1 Priprava prirodnych extraktov na redukciu ionov kovov

Kovové nanocastice, vd’aka svojim jedineCnym vlastnostiam, nachadzaji uplatnenie
v r6znych oblastiach priemyslu a aj preto patria medzi jeden zo zakladnych stavebnych blokov
vedného odboru nanotechnoldgia. Syntéza kovovych nanocastic sa méze uskutocnit’ pomocou
tradiénych technolégii, akymi su fyzikalne [1] a chemické metody [2]. V poslednej dobe sa
zédujem vedcov sustred’uje na ekonomicky prijatelny a hlavne ekologicky sposob syntézy
kovovych nanocastic, ktorym je biologicka syntéza, Casto nazyvana aj zelend syntéza (green
synthesis).

Fakt, ze rastliny st schopné redukovat’ idny kovov, je znamy pomerne dlho. V tomto smere
boli rastliny historicky vyuzivané pre tzv. fytotazbu resp. fytoremediaciu, Obr. 1, Co je
extrakcia v pode sa vyskytujucich kovov, ktora by za pouzitia tradi¢nych metod t'azby (sanacie)
nebola ekonomicky vyhodna. Medzi typické rastliny vyuzivané na fytoremedidciu patria:
hor¢ica indickd, lucerna siata, slneCnica ro¢na (arzén, urdn), peniaztek alpinsky (kadmium
a zinok), ambrozia palinolista (olovo) a transgénne rastliny obsahujuce gény bakteridlnych
enzymov (polychlérované bifenyly (PCB), ortut’).

absorpcia kovov prostrednictvom
fytoremediacie

Obr. 1 Schematické znazornenie fytoremediacie [3]

Akumulované kovy st potom z rastlin extrahované za pomoci spekania a tavenia. Stadium
tohto typu bioakumulacie kovov viedlo k prelomovému zisteniu: kovy su rastlinami obyc¢ajne

11
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ukladané prave vo forme nanocastic. V pripade vyuzitia tohto typu biosyntézy kovovych
nanocastic je mozné pozorovat’ aj urcité nevyhody:

- rastliny nemaji dostato&ne vel'ky korefiovy systém na hibkové &istenie pody,

- fytoremedidcia je limitovana vel'kostou plochy znecisten¢ho tizemia,

- pomaly rast rastlin,

- velkost” a tvar nanocastic su zavislé na lokalizécii ich syntézy v rdmci rastliny, pretoze
ich tvorba silne zavisi od konkrétnej koncentracie kovovych idnov aj zucastnenych
biomolekul,

- vysoka heterogenita morfologie produkovanych Castic stazuje potencialne aplikacie,

- izolacia a purifikacia takto vyrobenych nanodastic z rastlinného materialu je zdihavy
a naro¢ny proces s nizkou vytaznostou,

- prezitie rastlin je ovplyvnené toxicitou kontaminovanej pody,

- je tu redlna moznost’ preniknutia kontaminovanych rastlin do potravinového retazca.

Velkym posunom v tomto smere bolo zistenie poslednych rokov, ze biosyntetizovat
nanogastice kovov za pomoci rastlin mozno aj in vitro'. Co znamend, Ze na cielent syntézu
nanocastic je mozné vyuzivat iba urcité Casti rastlin, napriklad listy, kvety, korene, plody a pod.
Toto zistenie viedlo viacerych vedcov k skimaniu moZznosti vyuzitia rastlin nielen na
akumuléciu ale aj na samotn@ syntézu nanocastic kovov v laboratornych podmienkach. Dalsim
vyskumom bolo zistené, Ze nielen rastliny ale aj riasy, huby, kvasinky a baktérie st schopné
syntetizovat’ Siroku skalu kovovych nanocastic, napr. Au, Ag, Pt, Fe, Cu [4-6].

1.1 Rastlinné extrakty

RieSenim odstranenia nevyhod syntézy nanocastic v bunkach rastlin je pouzitie extraktov,
vytazkov zrastlin, pripadne iného biologického materidlu. Metédy vyuZzivajice rastlinné
extrakty sa v sucasnosti teSia vel'kému zaujmu vedeckej obce. Tento pristup totiz dovol'uje
vacsiu kontrolu nad velkost'ou a tvarom produkovanych nanocastic prostrednictvom zmeny
reakénych podmienok (pH, teplota, koncentracia roztokov a pod.) Syntéza nanocastic za
pomoci rastlinnych extraktov tiez umoziiuje lahSiu kone¢nu purifikaciu. Tato metoda
produkcie nanocastic kovov je v porovnani so syntézou priamo v bunkach rastlin znacne
rychlejSia, pretoZze redukéné reakcie zacinaji v homogenizovanom kvapalnom prostredi
prakticky okamzite po zmieSani reakénych ¢inidiel.

Existuje viacero sposobov, ktorymi je mozné pripravit’ rastlinny vytazok alebo extrakt. Je
mozné pripravit’ supernatant, vyluh, destilat, macerat ¢i tinktiru pozadovanej Casti rastliny
alebo aj mikroorganizmov. Takisto je mozné volit' rozlicné nosné média, napr. olej, voda,
alkohol alebo rézne prchavé latky. ZloZenie extraktov je mozné ovplyvnit’ aj podmienkami
a spdsobom pripravy, teda zmenou:

» teploty,
+ tlaku,
* Casu lihovania,

!in vitro alebo v skiimavke oznacuje v bioldgii procesy alebo pozorovanie systému mimo prostredia, v ktorom sa
prirodzene nachadza, najmi v roztokoch a na zivnych pddach

12
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» koncentracie,
* odstred’ovania a podobne.

Priprava vodného vyluhu ¢i extraktu z rastlin resp. ich Casti je pomerne jednoduchy proces.
Vo viacerych vedeckych pracach je mozné sa stretnit’ s postupom spracovania biomasy, ktory
zahfna:

» zber,
 premytie biomasy?,
» rozdrvenie a nasledné luhovanie pri zvySenej teplote alebo pri teplote okolia.

Vysledky vyskumov ukazuji, Ze extrakty obsahuju takmer vSetky latky, ktoré boli
obsiahnuté v pdvodom biologickom materiali. Zlozenie povodnej vzorky a extraktu je mozné
stanovit’ napr. pomocou merania IC? spektra [7]. Na Obr. 2 je uvedené porovnanie IC spektier
listu bazalky a extraktu pripraveného z listov bazalky. Jednotlivé pasy, v oboch spektrach,
zodpovedaju prislusSnym funkénym skupindm a je zrejmé, ze po priprave extraktu nedochadza
k vyraznym zmenam v zloZeni. Vhodnou volbou podmienok pripravy extraktu je mozné
pripravit’ aj koncentrovany extrakt z rastliny. Pouzitim destildcie je navySe mozné separovat’
niektoré latky pritomné v rastline, a tym upravovat’ nielen koncentraciu ale aj zloZenie vyluhu.

o71bazalka 1284 25| bazalka | Ss=r
o 4list {extrakt
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Obr. 2 IC spektra listu bazalky a extraktu pripraveného z listov bazalky

Na pripravu extraktu je mozné pouzit’ ktorukol'vek ast’ rastliny: koren, listy, kvety, semena,
plody, stonky. Pripravené rastlinné extrakty sa pouzivajui vacsinou Cerstvé, ale je ich mozné aj
kratkodobo skladovat’ v chladni¢ke. Vyhodou pouzitia extraktov, namiesto napr. listov, je
okrem moznosti l'ahSieho skladovania al'ahSej spitnej extrakcie nanocastic aj moznost
ovplyvnenia koncentréacie extraktov, a tym zvySenia ich ucinnosti.

2 biomasa je biologicky material pochadzajuci zo Zivych alebo neddvno Zijucich organizmov

3 podstatou infradervenej (IC) spektroskopie je interakcia infraterveného Ziarenia s materidlom. Jej hlavnym
cielom je urCenie chemickych funkénych skupin organickej, alebo anorganickej vzorky. Rozli¢cné funkéné
skupiny absorbuju IC Ziarenie s charakteristickou frekvenciou pre danu vizbu. Pre identifikiciu a uréovanie

.....
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1.1.1 Kaultivacia biomasy

(4

Okrem vysSich rastlin je mozné pripravovat extrakty aj zo Sirokého spektra
mikroorganizmov a niz$ich rastlin. Medzi niz$ie rastliny zarad’'ujeme napriklad riasy, Obr. 3 .
Medzi najcastejSie pouzivané patria napr.: Desmodesmus sp., Chlorella kessleri, Raphidocelis
subcapitata. Vyhodou pouzitia rias je moznost’ ich kultivacie vo velkych mnozstvich na
zivnych pddach (médiach) v laboratdornych podmienkach, bez obmedzeni sezonnost’ou rastlin.
Laboratorne podmienky su zarukou ziskania vysokocCistého kultivatu (bez znecistenia
vonkaj$im prostredim, ako tomu moze byt pri zbere rastlin vo vol'nej prirode).

Obr. 3 Zelené riasy: a) Desmodesmus sp.; b) Chlorella kessleri; ¢) Raphidocelis subcapitata 8]

Kultivacia je proces, pri ktorom dosiahneme rast mikroorganizmov v laboratornom
prostredi, so zabezpecenim potrebnych zivin a podmienok rastu Specifickych pre dany druh
mikroorganizmov. Dolezitou nevyhnutnostou ziskania Cdistej kultary, je dodrziavanie
striktnych aseptickych kultivaénych podmienok. Ockovanie média, teda prenesenie Casti
mikroorganizmov alebo rias na sterilni zivnl podu za ucelom kultivécie sa oznacuje aj pojmom
inokulécia.

1.1.1.1 Spoésoby kultivacie
Spdsob kultivacie mikroorganizmov sa voli podla ucelu, pre ktory st mikroorganizmy
kultivované. Pozname niekol’ko typov kultivacie [9]:

1. Jednorazova kultivacia - je najjednoduchsia a najCastejSie pouzivana kultivacia, kde sa
po zaoCkovani nepridavaju ziadne ziviny do média. Mikroorganizmy sa rozmnozuji v
urcitom ohrani¢enom objeme kultivacnej pody s presne definovanym zlozenim. Ich rast
je obmedzeny vycCerpanim zivin a nahromadenim produktov metabolizmu. Rastova
krivka (vysvetlend nizSie) znazornuje rast mikroorganizmov a pozostava zo Siestich faz,
Obr. 4. Pozname dva sposoby jednorazovej kultivacie:

a) statickd jednorazova kultivécia - zivné média st po zaockovani inokulom ponechané
v pokoji. Vycerpanie zivin a nahromadenie odpadovych produktov metabolizmu su
limitujuce faktory rastu mikroorganizmov,

b) submerznd — je dokonalejSia metdda uzatvoreného systému, ktord pri stalej teplote
vyuziva neustale prevdusinovanie alebo premieSavanie, co zabezpecuje dokonalejSie
vyuzitie zivin, intenzivnejSie rozmnozovanie a rovnomerny rast mikroorganizmov
v celom objeme. Vycerpanie zZivin a nahromadenie splodin metabolizmu spdsobi
zastavenie rastu mikroorganizmov.
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Kontinualna (prietokova) kultivécia - do kultivacného prostredia sa neustale privadza
Cerstvé zivné médium asucCasne sa vrovnakom objeme odvadzaju produkty
metabolizmu mikroorganizmov. Systém tak zabezpecuje, aby boli bunky trvalo
metabolicky aktivne.

1.1.1.2 Rastova krivka
Rastova krivka je zévislostou mnoZstva mikroorganizmov (buniek) v zivnom médiu od
casu, Obr. 4. Na zaklade rastovej krivky je mozné stanovit’ optimalnu dobu rastu.
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Obr. 4 Rastova krivka

Stadia rastu mikroorganizmov moézeme v statickom prostredi kultivacie rozdelit do
viacerych faz:

1. lag faza - adaptacia — obdobie po naockovani, takmer Ziaden prirastok novych buniek,
star§ie a menej zivotaschopné bunky odumieraju, zdravé bunky sa prisposobuju novym
podmienkam,

2. faza zrychleného rastu — zvysuje sa rast, delenie a intenzita metabolizmu buniek,

3. faza logaritmicka (exponencialna) — fiza intenzivneho rastu, delenia a rozmnozovania
sa buniek, ale aj zvySena metabolické aktivita buniek a tvorba produktov metabolizmu,
pocet odumretych buniek je v pomere ku prirastku novych buniek minimalny,

4. faza spomaleného rastu — vplyvom postupného vycerpavania zivin v médiu
a hromadenim toxickych splodin metabolizmu sa znizuje intenzita rastu, delenia buniek,
a narasta pocet odumierajtcich buniek,

5. staciondrna faza — vyCerpanim zivin a pokracujiicou tvorbou nepriaznivych podmienok
v médiu sa koncentracia novej biomasy vyrovnava s koncentraciou odumretych buniek,
6. faza odumierania (poklesu) — v dosledku vycerpania zivin a vysokého obsahu
toxickych latok v Zivnej pode, bunky odumieraji a prirastok novych buniek je
zanedbatel'ny.

1.1.1.3 Kultivacné média
Mikroorganizmy je mozné kultivovat v r6znych podach (kultivacnych médiach, zivnych
prostrediach), ktoré podl'a konzistencie delime na: tekuté pody, tuhé a polotuhé pody.
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Tuhé pddy, Obr. 5a) sa bezne pouzivaju v laboratornych podmienkach a zabezpecuju rast
mikroorganizmov v izolovanych koléniach. Zakladom tuhych médii je agar®. Pripravuju sa
2-5% koncentracie agaru aako zdroj zivin sa kagaru pridavaji dalSie latky. Zlozenie
pridavanych latok zéavisi od kultivovanej kultiry a mad zabezpecit' prirodzené prostredie,
z ktorého boli mikroorganizmy odobraté.

Obr. 5 a) Petriho miska s agarom; b) Petriho miska s naockovanou riasou (7 diiova kultira)

Pouzitie takychto tuhych agarovych médii zabezpecuje staticki povrchovu kultivaciu, kde
dizka kultivaéného procesu je zavisla od typu mikroorganizmu. Méze trvat’ nickol’ko hodin az
dni, Obr. 5b). Zvycajne sa ockuje viac agarovych platni naraz, aby sa ziskalo, ¢o najvicsie
mnoZstvo biomasy. Cas zberu je individualny pre kazdu kultiru a je zavisly od rastovej krivky.
Je zrejmé, ze po staciondrnej faze dochadza k znacnym rozdielom medzi celkovym poctom
buniek a poctom zivych buniek. Najvhodnejsim obdobim pre zber je prechod medzi fazou
spomalenia a stacionarnou fazou.

Dal§imi, asto pouzivanymi médiami st kvapalné (tekuté) Zivné média (peptonova voda,
bujony). Tekut¢ média vytvaraju najvhodnejSie podmienky pre rozmnozovanie
mikroorganizmov. Nevyhodou je, ze sa jednotlivé druhy mikroorganizmov nedaji izolovat'.
Na uspesnost’ kultivacie v tychto médiach moézu vplyvat rozne faktory, ako napriklad: teplota,
pH, prisun kyslika, dusika, minerdlov, vody, svetelné podmienky a podobne [10].

Polotuhé média su spevnené agarom, alebo Zelatinou, st to agarové, alebo zelatinové gély.
Pouzivaju sa pri zistovani pohyblivosti a Cistoty kultury, tvorby kolonii a pod.

Pri experimentoch, kde su bunky kultivované za ucelom syntézy nanocastic, teda posobia
ako reduk¢né CcCinidlo, je potrebné kvoli porovnatelnosti vysledkov a opakovatelnosti
experimentov zabezpecit’ priblizne rovnaky pocet buniek v médiu. V opa¢nom pripade by
vysledky experimentov neboli porovnate'né (ak samozrejme sa nesleduje vplyv mnozstva
biomasy na syntézu nanocastic).

agar je prirodny polysacharid s vysokou gelujucou schopnost'ou, ktory sa vyraba z ¢ervenych morskych rias.
Pouziva sa ako zivné médium na kultivaciu mikroorganizmov a rastlin. Rozpust'a sa pri 96°C a tuhne pri 40°C.
V potravinarstve sa agar pouziva na ochucovanie, ako stabilizator aj zahustovaci prostriedok a v mnohych
vyrobkoch azijskych kuchyn od cukrarskych a pekarenskych vyrobkov az po mrazené dezerty, rézne zelé,
pudingy a pod. V botanike sa vyuziva pri laboratornom mnozeni orchidei. Rovnako sa vyuziva pri vyrobe
papiera.
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1.1.2 Moznosti stanovenia po¢tu buniek

Velakrat sa pri experimentoch, ale aj v praxi stretdvame s potrebou stanovenia koncentracie
buniek, ktord udava pocet buniek na urcitu objemovu jednotku. Na stanovenie koncentracie
buniek v suspenzii je mozné pouzit' dva zékladné pristupy. Jeden vyuZziva automatizované
pocitanie pomocou Specidlnych pristrojov urcenych pre tento ucel. Napriklad, v naSom
laboratériu, je mozné pouzit po¢itacku bunieck EVE™, ktord okrem koncentracie buniek
stanovuje aj ich viabilitu. Druhy pristup vyuziva Specidlne pocitacie komorky, ako napr.
Biirkerova pocitacia komdrka, Obr. 6a) v spojeni so svetelnym mikroskopom.

Kym prvy pristup je rychly a vyzaduje iba pripravu spravne nariedenej suspenzie buniek
a jej zafarbenie trypanovou modrou, druhy je ¢asovo naroc¢nejsi a pracnejsi.

Obr. 6 a) Biirkerova pocitacia komorka; b) pocitacia siet’ a ¢) schéma pocitania buniek vo Stvorci

Biirkerova pocitacia komodrka je tvorend silnym podloznym sklom s dvoma vyrytymi
poditacimi sietami s presne danou plochou a hibkou (0,1 mm?). Pogitacia siet’ Biirkerovej
komorky je tvorena 9 velkymi §tvorcami (kazdy s plochou 1x1 mm = 1 mm?, objem 0,1 mm?),
ktoré su dalej rozdelené do 16 mensich §tvorcov (plocha jedného je 0,2x0,2 mm = 0,04 mm?,
objem 0,004 mm?), 24 obdiznikov s plochou 0,05x0,2 mm = 0,01 mm?, objemom 0,001 mm?
a8 malych S$tvoréekov, kazdy splochou 0,05x0,05 mm =0,0025 mm?> a objemom
0,00025 mm?,0br. 6b).

Pri poc¢itani buniek pomocou pocitacej komorky je najskor naneseny maly objem testovane;
suspenzie medzi krycie a podlozné sklicko. Pomocou svoriek sa krycie sklicko pritlaci tak, aby
v priestore medzi nim a podloznym sklom bola po hribke prave jedna bunka (aby nedoslo
k vrstveniu buniek). Takto pripravend pocitacia komorka sa vlozi do zorného pol'a svetelného
mikroskopu a po zaostreni sa moze pristipit k samotnému pocitaniu Castic. Pri pocitani
mikroskopickych castic pomocou pocitacich komorok sa zapocitavaji iba tie, ktoré sa
nachadzaju vo vnutri Stvorca a Castice, ktoré sa z vnutornej alebo vonkajsej strany dotykaja
dvoch zvolenych stran (napr. hornd a l'ava), Obr. 6¢). Tym sa zabrani dvojitému pocitaniu
Castic. Pogita sa bud’ vo velkom alebo v malom $tvorci, alebo v obdiZniku. Na stanovenie
koncentracie ¢astic v 1 ul (1 mm?®) suspenzie sa pouziva vzorec:

o az
X = n-s-h M
kde X je koncentracia buniek v suspenzii,
a je stanoveny pocet buniek,
z je pouzité riedenie suspenzie (uvadza sa iba v pripade riedenia, napr. ak bola suspenzia

riedend 3x potom z = 3),
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n je pocet opakovani (pocet spocitanych Stvorcov),
s je konstanta, plocha pouzitého $tvorca alebo obdiZnika,
h je konstanta, hibka komorky.

Aby meranie bolo statisticky spravne, pocet pocitanych vel'kych §tvorcov nesmie byt mensi
ako 50, obdiZznikov 20 (jeden obdiznik obsahuje 4 malé §tvorce) a malych $tvorcov 80. Ak sa
vo Stvorci nachadza viac ako 20-30 buniek, je potrebné roztok zriedit’ a pocitanie buniek
zopakovat'.

1.2 Praktické cvi¢enie

1.2.1 Ulohy a experiment

Hlavnou tulohou cvicenia je priprava extraktov z biomasy. Ako experimentalny material
pouzijeme rastlinny materidl a zelené sladkovodné jednobunkové riasy. Rastlinny material
nazbierame v parku alebo zahrade tam, kde je predpokladand minimalna kontaminacia inymi
latkami. Pouzijeme napr. ihlicie, listy resp. kvety rastlin. V pripade pouzitia rias je najprv nutna
ich kultivacia. Pred kultivaciou je potrebné pripravit’ agarové zivné pody.

Druhou tlohou je stanovenie poctu rias v danom objeme pomocou pocitacky buniek
a Biirkerovej komorky.

Navod na pripravu stuZeného Zivného média (agar)
1. Vysterilizujte vSetko laboratdrne sklo, ktoré budete pouzivat’ pri kultivacii (2 hod pri
200°C).
2. Podrla zvolené¢ho poctu Petriho misiek a podla udajov v Tab. 1 si pripravte potrebné
mnozstva roztokov: A, B, C a Fe-edta a navazte agarovy prasok.

Tab. 1 Zivna pdda — Bristol medium [11]

pocet Petriho misiek | 1 2 4 6 8 10 12 [14 16 [18 [20
O A [ml] 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O B [ml] 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O C [ml] 005 |01 Jo02 [03 Jo4 [o05 Joe6 07 Jo08 [09 [1

O Fe-edta [ml] 0,025 005 [01 [o015 [02 [025 |03 [035 [04 [045 [05
agar [g] 1 2 4 6 8 10 12 |14 16 [18 |20
Celkovy objem [mI] | 50 100 [200 [300 [400 [500 [600 [700 ]800 |900 [ 1000

3. Do odmernej banky nalejte malé mnozstvo destilovanej vody a pridajte pozadované
mnozstva jednotlivych roztokov.

4. Odmern banku dopliite do pozadovaného objemu (po rysku) destilovanou vodou.

5. Pripraveny roztok prelejte do kadicky a pridajte k nemu navazeny agar.

6. Roztok aj s agarom prived’te na varnej platni k varu za stdleho mieSania a za mierneho
varu varte 15-25 min, kym roztok nezhustne.

7. Vysterilizujte miestnost’, v ktorej sa budu riasy oCkovat’.

8. 'V sterilnom boxe rozlozte Petriho misky (s priemerom 10 cm). ESte hortici agar nalejte
do Petriho misiek (50 ml do kazdej). Pri nalievani dodrzujte aseptické podmienky.

9. Agar nechajte v sterilnom boxe stuhntt’ (20-25 min).
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Postup pre kultivaciu rias a pripravu extraktu z rias

1.

Na stuhnuté agarové platne (stale v sterilnom boxe), pomocou biologického ocka,
naockujte zelent riasu Chlorella kessleri (Ch. kessleri), pripadne inu riasu. Petriho
misky prikryte, oznacte a preneste pod svetelni rampu.

Riasu kultivujte 3 tyZdne pri teplote okolia a pri svetelnych podmienkach 12 hod svetlo
a 12 hod tma.

Po troch tyzdnoch riasu jemne zoskrabte a zmyte pomocou Spachtlicky a destilovane;j
vody z agarovych platni do kadicky.

K riase dopliite destilovant vodu do objemu 120 ml.

Stanovte koncentraciu buniek na 1ml roztoku. Pouzite po¢itatku buniek EVE™
a Biirkerova komorku, vysledky porovnajte.

120 ml rias vo vodnom kupeli zohrejte na teplotu 75-80°C s vydrZou na tejto teplote
10 min.

Pripraveny extrakt prefiltrujte pomocou papierového filtra, aby ste v maximalne mozne;j
miere odstranili zextraktu tuhu fazu. Nasledne odstred’te extrakt v centrifuge.
Podmienky odstred’ovania: 9000 ot/min, 20 min.

Po odstredeni pomocou pipety odoberte Ciry roztok bez toho, aby sa zvirila usadenina.

Pripraveny extrakt nalejte do Erlenmeyerovej banky a oznacte (datum pripravy, nazov
kultiry a meno Studenta, ktory extrakt pripravoval).

10. Odmerajte pH extraktu.
11. Extrakt uskladiujte v chladnicke.

Priprava extraktov z rastlin

l.
2.

*

Nazbierajte po 10 g z kazdého biologického materialu (listy, kvety, ihlicie).
Biologicky material trikrat premyte destilovanou vodou, aby sa odstranili vSetky
necistoty.

Rozdrvte ocistené listy pripadne iny material v maziari.

Rozdrveni masu premiestnite do kadicky a doplnte destilovanou vodou do objemu
120 ml.

Rozdrveny materidl vo vodnom kuipeli zohrejte na teplotu 75-80°C s vydrzou na tejto
teplote 10 min.

Pripraveny extrakt prefiltrujte pomocou papierového filtra, aby ste v maximalne mozne;j
miere odstranili z extraktu tuht fazu. Filtrat nasledne odstred’te v centrifuge.
Podmienky odstred’ovania: 9000 ot/min, 20 min.

Po odstredeni pomocou pipety odoberte Ciry roztok bez toho, aby sa zvirila usadenina.
Pripraveny extrakt nalejte do Erlenmeyerovej banky a oznacte. Odmerajte pH extraktu.
Extrakt uskladinujte v chladnicke.

Pripravené extrakty budu pouzité pri zelenej syntéze nanocastic vzacnych kovov (Ag, Au,
Pt). Extrakty je mozné uchovavat’ v chladnicke maximalne tri tyzdne.
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Pocitanie buniek pomocou Biirkerovej komorky a pocitacky buniek

1.
2.

W b

Dobre zhomogenizujte bunkovu suspenziu.
Napipetujte bunkovi suspenziu na hranu krycieho skla Biirkerovej komorky tak, aby
suspenzia rovnomerne pokryvala celu pocitaciu plochu komorky.

. Biirkerovu komorku vlozte do zorného pol'a mikroskopu a pri malom zvécseni (4x)

najprv ndjdite pocitaciu siet. Pri vi¢Som zvacSeni (napr. 100x) potom spocitajte bunky
v 50 Stvorcoch (Stvorec A, Obr. 6b)).

. Vypocitajte priemerny pocet buniek v 50 Stvorcoch.

Stanovte koncentraciu buniek v 1 mm? (1 pl) suspenzie.
Koncentraciu buniek stanovte aj pomocou pocitacky buniek EVE™ a porovnajte
ziskané vysledky.

Pouzité pomocky a experimentalne zariadenia

Petriho misky, trecia miska, mikropipety, Spicky, kadicky, Erlenmeyerove banky, hordk,

sterilny box, mikrobiologické ocko (inokulacna kl'ucka), sklenend tycinka, filtraény papier,
lievik, analytické vahy, centrifiga, pH meter, pocitacka buniek EVE™, Biirkerova komorka,
chemikalie a experimentalny material.

1.3 Kontrolné otazky

AN e

Definujte pojem fytoremediacia.

Akymi spdsobmi a podmienkami je mozné ovplyvnit’ zlozenie extraktov?

Popiste postup pripravy extraktu.

Vymenujte Stadia adaptécie a rastu mikroorganizmov v jednotlivych fazach.

Naco sluzi Biirkerova komorka? Nakreslite ju a popiSte princip pocitania pomocou
Biirkerovej komorky.
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Cvicenie C. 2
Ciel’ cvienia

Cielom cvidenia je priprava nano¢astic striebra biologickou metodou. Studenti si precviia
pripravu a riedenie roztokov v pozadovanom mnozstve a s pozadovanou koncentraciou. Naucia
sa syntetizovat’ nanocastice striebra pomocou pripravenych extraktov a overit' pritomnost’
nanogastic v roztoku pomocou Tyndallovho javu a UV-VIS spektrofotometrie. Studenti si

zaroven precvicia zrucnosti pri priprave vzoriek koloidnych roztokov nanocastic na
pozorovanie pomocou transmisného a skenovacieho elektronového mikroskopu.

2 Biologicka syntéza nanocastic Ag

2.1 Teoreticky uvod

Kovy su, uz dlht dobu, neodmyslitelnou stcast'ou nasho Zivota a ich objavenie zasadne
zmenilo vyvoj l'udstva. So stale stupajlicimi narokmi spolo¢nosti na vyvoj novych materidlov
so Specifickymi vlastnostami (polovodice, nanomaterialy, vysokopevné a korozivzdorné
materidly, antibakteridlne povlaky, supravodice, ultralahké, katalytické materidly a pod.)
narastd aj tlak na ekologickost’ vyrobnych procesov. Nanomateridly, hlavne kvoli ich
vynikajucim vlastnostiam, vyplyvajicim z ich malej velkosti, patria medzi najatraktivnejSie
materialy. V si€asnosti je trendom pripravovat’ nanocastice kovov takzvanou zelenou syntézou
(green synthesis). V zasade existuju dva pristupy:

1. mechanochemickd syntéza — tato metoda je alternativou voci tradi¢nej chémii, kde
namiesto rozpustadiel a externého zvySovania teploty sa vyuzivaju prostriedky vysoko-
energetického mletia, ktoré dodavaji reagujicim latkam mechanicku energiu,

2. roztokova chémia — je to redukcia i6nov kovov pomocou biologickych redukénych
¢inidiel — pri tejto metdde sa prekurzor’ kovu rozpusti vo vode alebo inom rozpustadle
azmieSa sa s vhodnym biologickym reaktantom, ktory slazi ako redukcéné aj
stabilizacné Cinidlo.

2.1.1 Mechanochemicka syntéza

Mechanochémia je druh chemickej syntézy, ktora je pri urcitych rastlinach prijatel'nejSou
alternativou ku klasickej roztokovej chémii. Jej princip spociva v mleti praskovych reaktantov
v Specidlnych vysoko energetickych mlynoch, bez vyuzitia rozpustadiel alebo zvySovania
teploty a tlaku.

Niektoré¢ rastliny, napr. liSajniky, obsahuji redukéné cinidla nerozpustné vo vode, teda
produkuju sekundarne metabolity vhodné na redukciu i6nov kovov. Mechanochemickéd metoda
umoziuje tieto metabolity vyuzit pri syntéze nanocastic. Postup syntézy je pomerne
jednoduchy. Napriklad, pri vyrobe nanocastic striebra sa dusi¢nan strieborny spolu s lisajnikom

3 slovo prekurzor oznacuje v chémii vychodiskovi zIugeninu, ktora sa zadastiiuje chemickej reakcie, pricom z nej
vzniké ina zIuCenina alebo latka, teda vysledny produkt (napr. nanocastice).
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melu v planetdrnom mlyne bez potreby pridavania d’alSich chemikalii. Vel'mi ddlezita tlohu
v tomto procese zohravaju podmienky mletia, ako je rychlost mletia, pomer biologického
materidlu a prekurzora kovu a hlavne ¢as mletia. Samozrejme, dblezita je aj konstrukcia mlynu
a pouzité mlecie guliCky (velkost’, material guli¢iek a ich mnoZstvo). Pri zvoleni vhodnych
podmienok dojde k redukcii nanocastic striebra vdaka reaktantom aktivovanym procesom
mletia.

2.1.2 Roztokova chémia

Pri syntéze nanocastic kovov v roztoku sa ako prekurzory pouzivaju soli kovov, oxidy,
chloridy, halogenidy, ale aj iné zliCeniny kovov. Pri priprave striebornych nanocastic sa
najcCastejSie ako prekurzor striebra pouziva dusicnan strieborny (AgNOs - sol’ kyseliny dusi¢nej)
[1, 2], ale rovnako tspesne je mozné pouzit aj chloridy, napr. AgCl [3]. Pri vyrobe nanocastic
zlata sa mdze pouzit’ kyselina chlorozlatitd (HAuCls) alebo rézne halogenidy, ako su: AuCl
alebo AuBr [4].

Vyskumy potvrdili, ze pri syntéze kovovych nanocastic je mozné, ako redukéné Cinidla
uspesne vyuzivat’ rézne biologické materidly (mikro aj makro organizmy) [5, 6]. Biologické
systémy moézu produkovat’ nanocastice ako extraceluldarne (mimo buniek), tak intracelularne
(vo vnutri buniek), pricom je mozné vyuzit’ takmer vSetky typy biologického materidlu:

* intracelularne:
- baktérie, plesne, celé rastliny, riasy, ...,
* extracelularne:

- extrakty z celych rastlin, rias alebo ich Casti,
- extrakty plodov alebo Supiek z ovocia,
- biologické produkty ako napr. med a pod.

Biologické metddy majl, rovnako ako aj ostatné metddy vyroby kovovych nanocastic urcité
vyhody a nevyhody:
* vyhody:
- nie je potrebné vyuzivat’ vel'ké mnoZzstvo energie, ¢o vyrobu podstatne zlaciiuje,
- moznost’ pripravy extraktov - je lacnejSie pripravit’ extrakt a uskladnit’ ho, nez pre kazdy
experiment kultivovat’ mikroorganizmy,
- nie su tu vyuzivané toxické reagenty, ktoré sa tazko degraduju,
- je to l'ahko prevediteI'na metdda,
- na vyrobu nanocastic mdéze byt v tomto kontexte vyuzity aj suchy pol'nohospodarsky
odpad, ktory je 'ahko dostupny, lacny a dobre skladovatelny,
- vyroba je ekologicka,
* nevyhody:
- syntéza nanocastic pomocou mikrobidlnych buniek so sebou prindsa potencialne riziko
patogenity pripravenych nanocastic,
- kultivacia baktérii prinasa potencidlne riziko,
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- pri intracelularnej syntéze pomocou mikroorganizmov vznikd nutnost’ naslednej
extrakcie nanocastic z mikrobidlnych buniek, o zvySuje narocnost’ celého procesu
vyroby,

- kultivacia baktérii je drahs$ia ako pestovanie rastlin.

V poslednych rokoch sa vyvoj zelenych syntéz v oblasti vyroby kovovych nanocastic stal
hlavnym zameranim vyskumnikov. Hlavnym dévodom bolo to, Ze zelend syntéza je metdda
Setrna k Zivotnému prostrediu, predstavujuca iny sposob myslenia v chémii s cielom
eliminovat’ toxicky odpad, znizit' spotrebu energie a vyuzivat’ ekologické rozpustadla (voda,
etanol, etylacetat atd’.). Spomedzi vSetkych biomas sa rastliny, resp. ich Casti, medzi ktoré patria
listy, kvety, plody alebo aj Supky plodov [7], javia najlep§imi kandidatmi na rozsiahlu
biosyntézu nanocastic [8-11].

2.2 Syntéza nanocastic

Vysledkom biologickej syntézy kovovych nanocastic je koloidny roztok nanocastic. Na Obr.
7 je zndzornena jednoducha schéma pripravy nanocastic striebra. Prvym krokom je volba
rastliny, resp. jej Casti a priprava extraktu zo zvolenej biomasy.

\ Z ' nanocastlce
l koloid
-
/ prefiltrovany prekurzor
extrakt

Obr. 7 Schéma zelenej syntézy striebornych nanocastic

Druhym krokom je priprava prekurzora (idnového roztoku kovu). Volba vhodnej
koncentracie i6nového roztoku je kl'icova pre efektivnu tvorbu nanocastic. Tretim krokom je
zmieSanie extraktu a prekurzora, kde je ddlezity vzajomny pomer latok a podmienky syntézy
(teplota, sposob a intenzita mieSania, svetelné podmienky a pod.).

Obr. 8 Tyndallov efekt pri prechode svetla koloidnym roztokom nanocastic striebra
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Tvorba nanocastic a rychlost’ syntézy v znacnej miere zavisi od zladenia tychto troch krokov.
Pritomnost’ nanocastic v roztoku mdzeme potvrdit pomocou Tyndallovho javu, Obr. 8,
a pomocou UV-VIS spektrofotometra. Principom Tyndallovho javu je odraz a ohyb svetla
sposobeny pritomnost’ou pevnych Castic. Intenzita Tyndallovho javu zévisi od frekvencie svetla
a od hustoty Castic.

Na zaklade UV-VIS zaznamu, teda nameranej absorpcnej krivky (jej tvaru, symetrie, poctu
pasov a ich umiestnenia, intenzity absorpéného maxima ABSmax a jeho vinovej dizky) je mozné
priblizne stanovit’ typ syntetizovanych nanocastic, ich tvar aj velkost. Pomerovo je mozné
vyjadrit aj koncentraciu nanocastic v meranych roztokoch. Vplyv velkosti nanocastic na
zmenu maximalnej hodnoty vinovej dizky ABSmax je na Obr. 9a). So zvysujicou sa velkost'ou
nanodastic sa krivka postva k vy$§im vinovym dizkam. Vplyv koncentracie nanodastic
v roztoku na priebeh absorpénych kriviek je na Obr. 9b). So zvySujucou sa koncentraciou
nanocastic sa zvysuje aj hodnota ABSmax.
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Obr. 9 a) zmena absorpénych Kkriviek nanocastic Au sposobena zmenou vel’kosti nanocastic [12]; b)
vplyv koncentracie nanocastic Ag v roztoku na priebeh ABS [13]

Rastlinné extrakty okrem redukénych obsahuju aj stabiliza¢né Cinidla. Tieto zabranuju
aglomeracii, zoskupovaniu nanocastic, ktoré vedie k vytvaraniu vicSich Ccastic aich
naslednému usadzaniu. Stabilitu koloidnych roztokov nanocastic striebra je mozné zvysit
spravnym sposobom uskladnenia. Pri spravnom uskladneni vydrzia koloidné roztoky bez
zmeny aj niekol’ko mesiacov az rokov. Pre koloidné roztoky nanocastic striebra je
najvhodnejsie uskladnenie v tme a pri teplote ~5°C.

2.3 Praktické cvicenie

2.3.1 Ulohy a experiment

Cielom experimentu je pripravit nanocastice striebra biologickou metodou (zelenou
syntézou). Ako prekurzor striebra sa pouZzije dusi¢nan strieborny a ako redukcné/stabilizaéné
¢inidlo sa pouziju extrakty z rastlin.

Priprava zasobnych roztokov a syntéza nanocastic Ag

1. Vypocitajte hmotnost” dusi¢nanu strieborného, potrebného na pripravu zasobného
roztoku podl'a udajov uvedenych v Tab. 2.
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Tab. 2 Mnozstvo a koncentracia zasobného roztoku

. s « roztok | koncentracia .
Nazov chemicka znacka (ml) m/l popis
dusi¢nan strieborny AgNO; 1000 1000 prekurzor Agnanocastic

2.

Riedenim pripraveného zdsobného roztoku AgNO; s koncentraciou cag) = 1000 mg/I,
pripravte © AgNOs, ktory budete pouzivat’ pri syntéze nanocastic, Tab. 3. Zaroven,
pripravte extrakt (podl'a ndvodu v Cviceni €. 1) alebo pouZite uz pripraveny extrakt.
Pripravte aj kontrolni (referenénil) vzorku, potrebnia pri merani UV-VIS
spektrofotometrom, Tab. 3.

Postup pripravy roztoku AgNO3:

Do pripravenej odmernej banky s objemom 50 ml nalejte ~20 ml destilovanej vody
a nasledne vypocitané mnozstvo AgNO;3 s ciag) = 1000 mg/l, premiesajte a dolejte po
rysku destilovanu vodu.

Tab. 3 MnozZstva a koncentracie potrebné na experiment

nazov roztok koncentracia popis
(ml)
dusicnan strieborny 50 50 mg/1 (0,46 mM) | prekurzor Agnanocastic
bio extrakt 10 1o redukéné/stabilizagné Sinidlo
suSina:H,O
kontrola 5 ml H,O + 1 ml extrakt referen¢na kontrola pre UV-VIS

26
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Odmerajte pH roztokov a zapiSte do Tab. 4.

Tab. 4 pH roztokov

oznacenie pH
Extrakt pH(exlr)
[0) AgNO3 S cag) = 1000 mg /1 pH1000)
O AgNOss ciag =50 mg /1 pHeso)
koloid Ag nanocastic pHaenps)

Pripraveny roztok za stdleho mieSania zohrejte vo vodnom kupeli na teplotu 80°C
(kadi¢ku s roztokom prikryte alobalom, aby nedoslo k priliSnému odpareniu).

Po dosiahnuti teploty, pomaly pridajte 10 ml bio extraktu. Hned po pridani extraktu sa
zacne menit farba roztoku, ¢o indikuje tvorbu nanocastic.

Pocas mieSania, v 5 min intervaloch, odoberajte pipetou 3 ml vzniknutého roztoku do
kyvety a merajte absorbanciu pomocou UV-VIS spektrofotometra. Meranie opakujte
dovtedy, pokial’ sa pik (ABSmax) na UV-VIS zazname nebude pohybovat’ okolo hodnoty
1 az 1,5. Ako referen¢nu vzorku pouzite kontrolny roztok.

Pripraveny koloidny roztok nanocastic ochlad’te, urobte fotodokumentéaciu vsetkych
roztokov (prekurzor, extrakt a koloid).

Overte pritomnost’ nanocastic pomocou Tyndallovho javu, urobte fotodokumentaciu.
Odmerajte pHagnps) a zapiSte do Tab. 4.

Pripravte vzorky na SEM a TEM mikroskopiu, urobte fotodokumentéciu.

. Pripravené roztoky rozdel'te do dvoch Erlenmeyerovych baniek, oznacte ich. Jednu

dajte do chladnicky a druht nechajte na svetle. Po 7 a po 14 ditoch znovu odmerajte
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absorbanciu. Ak do6jde k zmene priebehu krivky oproti poslednému meraniu, pripravte
znovu vzorky na TEM a SEM pozorovanie.

12. Urobte fotodokumentéciu roztokov na 7. a 14. deil.

13. Postup experimentu a vysledky spracujte do protokolu. V protokole vysvetlite proces
tvorby nanocastic, dovody zmeny farby roztokov, popiste absorpcné spektra. Diskutujte
o vplyve podmienok uskladnenia na stabilitu koloidnych roztokov. Zo zdznamov TEM
a SEM urcte tvar, velkost' a graficky stanovte velkostni distribuciu nanocastic.
Porovnajte TEM a SEM z4znamy z jednotlivych dni a diskutujte o vysledkoch.

14. V protokole uved'te vSetky merania, vypocty a zdznamy tykajuce sa experimentu.

Pouzité pomocky a experimentalne zariadenia

Laboratérne sklo (kadicky, Erlenmeyerove banky, skimavky, lievik a pod.), analytické vahy
a prislusenstvo k nim, UV-VIS spektrofotometer, mikrokyvety, mikropipety, mieSadlo,
centrifuga, ependorfky, chemikalie a bio zlozky.

2.4 Kontrolné otazky

1. Definujte pojem Green synthesis.
2. Napiste vyhody a nevyhody zelenej syntézy.
3. Popiste postup na pripravu nanocastic striebra pomocou zelenej syntézy.
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[ 4 [ A4
Cvicenie €. 3
Ciel’ cviCenia
Cielom cvicenia je pripravit polymérne kompozitné materidly (vlakna) dopované
nanoCasticami kovov (PVA-AgNPs). Na cviceni Studenti vyuziji ex situ metédu na
inkorporaciu nanocastic do polymérnej matrice. Pripravia roztoky PVA-AgNPs a néasledne ich
zvlaknia pomocou metody elektrostatického zvlakniovania (nanospider), kone¢nym produktom

bude netkana textilia. Struktiru pripravenych kompozitov (distribucia nanodastic) budu
analyzovat pomocou SEM mikroskopie.

3 Kompozitné materialy a ich vyroba

V priemyselnej vyrobe sa pre rozne aplikacie pouzivaju Cisté kovy a zliatiny kovov. Vel'a
sucasnych priemyselnych odvetvi vSak pozaduje materidly s neobvyklymi kombinaciami
vlastnosti, ktor¢ €isté kovy a ani ich zliatiny nevedia zabezpecit'. Preto su, vdaka vlastnostiam,
ktorym nemo6zu konkurovat iné materidly, kompozitné materidly vel'mi ziadané
a nepostradatelné.

3.1 Kompozitné materialy

Kompozit je umelo vytvoreny material, skladajici sa z dvoch alebo viacerych substancii
s rozdielnymi vlastnostami, ktoré st chemicky vyrazne odlisné. Z makroskopického hl'adiska
maju jednotlivé zlozky rovnomernu distribuciu a spolu davaji vyslednému vyrobku nové
vlastnosti, ktoré predtym sama o sebe nemala Ziadna z jeho substancii.

Historia kompozitov zacina na zaciatku 20. storocia. Prvymi cielavedome pripravenymi
kompozitmi, so znalostou pojmu ,,.kompozit“, boli sklolaminaty - vlaknové kompozity (v roku
1940). Kompozitné¢ materidly sa vo vSeobecnosti pouzivaju na budovy, mosty a konStrukcie
ako su trupy lodi, panely bazénov, karosérie pretekarskych aut, sprchovacie kuty, vane,
skladovacie nadrze, umyvadla, pouZivaju sa v zdravotnictve (protézy, umelé kiby) a v textilnom
priemysle. Coraz astejiie sa pouZivaju aj vo vieobecnych aplikaciach, napr. v automobiloch.
NajpokrocilejSie kompozitné materidly sa pouzivaju na kozmickych lodiach a lietadlach,
a v naro¢nych prostrediach. Kompozitné materialy je mozné rozdelit’ podla viacerych kritérii:

» podla pouzitej vystuze ich delime na zaklade:

- geometrického tvaru: sférické, vlaknité, tyCinky, wiskre, nepravidelné tvary a pod.,
- chemického zloZenia: ¢isté kovy, oxidy, karbidy, nitridy, polyméry, sklo, uhlik, atd’.,

* podla pouzitej matrice: kovova, polymérna a keramicka,
» podla vlastnosti:

- mechanické vlastnosti — su zasadné pre materialy, ktoré sa pouzivaju ako konstrukéné
materialy,

- Specidlne fyzikalno—chemické vlastnosti — tieto kompozity sa pouzivaji predovsetkym
ako funk¢éné materialy, napr. v meracich pristrojoch,

* podla usporiadania Struktary:
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- kompozity s usporiadanou Struktarou,
- kompozity s neusporiadanou Strukturou,

* podla rozmerov disperznej fazy:
- nano-kompozity,
- mikro-kompozity,
- makro-kompozity,
» podla Gcelu pouzitia:
- vysoko-pevné (pri beznych teplotach),
- Zlarupevné,
- pre Specidlne ucely: elektromagnetické, elektrody pre zvaranie, vysoko-zatazové
elektrické kontakty, kompozity s antibakteridlnymi vlastnostami.

3.1.1 Matrica a sekundarna faza

Kazdy kompozitny materiél je tvoreny matricou a sekundarnou fazou. Matrica je spojita,
v celom objeme a zabezpeCuje ochranu vystuze (proti kor6zii, oxidacii, mechanickému
poskodeniu...). Matrica je obvykle poddajnejsia, plni funkciu spojenia jednotlivych castic
vystuze, prenasa vonkajSie zatazenie na spevitujucu zlozku, ma nizku hmotnost’ a urcuje d’alsie
vlastnosti kompozitu (teplotna a chemickd odolnost, odolnost’ proti starnutiu, elektrické
vlastnosti, zmrs$tenie pri vytvrdzovani, ...).

Speviiujuca (sekundéarna) faza zlepSuje vlastnosti vysledného kompozitu:

- fyzikdlno-mechanické vlastnosti: modul pruznosti, pevnost, taznost, razovu
hazevnatost’, tvrdost’, koeficient trenia, opotrebenie,

- reologické vlastnosti,

- chemicku odolnost,

- tepelno-fyzikalne vlastnosti: koeficient tepelnej roztaznosti, tepelni vodivost’, tepelni
kapacitu, tepelnt odolnost,

- optické vlastnosti: farba, index lomu,

- elektrické vlastnosti: elektrickd vodivost’, elektricka pevnost’.

Podra tvaru rozdel'ujeme sekundarnu fazu na:

- vlakna: kratke, dlhé, spojité po celej dizke vyrobku alebo spracované do textilnych
vyrobkov,

- Castice: disperzné Ccastice (prasky, vlocky, mikrogul’6¢ky), jednorozmerné Castice
(ihlicky, ty€inky), vrstevnaté Castice (pasky a dosticky).

Specialnym typom su §truktarované (vrstvené) kompozity. Tieto kompozity maju $pecialny
tvar, kde sa straca rozdiel medzi matricou a speviiujucou fazou. Patri sem napriklad Tetrapak,
pneumatiky, preglejky a pod.

3.1.2 Vyroba kompozitnych materialov

V procese vyroby sa matrica spoji (teplom, tlakom alebo chemickou reakciou) so
sekundéarnou fazou do tuhej Struktury. Spdsoby vyroby je mozné rozdelit’ podl'a stavu matrice
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na: tavné metddy (pretavovanie-rheocasting, vysokoteplotné reakcie v roztavenej matrici,
infiltracia preformy roztavenou matricou, tlakové liatie, difizne spéjanie) a metody
prebiehajuce pri teplote okolia (praskova metalurgia: mechanické legovanie, reakéné mletie).
Tiez je mozné metddy vyroby kompozitnych materialov rozdelit’ aj podla toho, ¢i sa do matrice
pridava sekundarna faza, ktora bola vopred pripravena (definovana velkost, tvar, mnozstvo
a zlozenie sekundarnej fazy). Takéto metddy sa nazyvaju ex situ metody. Ak sa sekundarna
faza tvori priamo v procese vyroby kompozitného materialu, metédam sa hovori in situ metody.
In situ metdody moézu byt uskutocnené pomocou chemickej reakcie (reakéné mletie,
vysokoteplotné reakcie v roztavenej matrici) indukovanej teplom alebo mechanicky
(mechanochemicka syntéza nanocastic, mechanické legovanie).

Hlavnym cielom vSetkych metdd pripravy je vystuzit matricu na pozadovani hodnotu
a zachovat’ dostatocné plastické vlastnosti.

Cvicenie bude zamerané na pripravu nanovlaknitych polymérnych kompozitnych materialov
dopovanych kovovymi nanocasticami - netkanej textilie. Na ich vyrobu vyuZijeme metodu
elektrostatického zvlaknovania, technologiu Nanospider. Preto sa v dalsich kapitolach budeme
blizsie venovat iba priprave polymérnych kompozitov dopovanych kovovymi nanocasticami.

3.2 Polymérne kompozity dopované kovovymi nanocasticami

Kompozity na baze polymérov (PMC) st materidly vytvorené spojenim sekundarnej fazy
(plniva) a makromolekularnej latky (polyméru). Cielom plniv je zvySenie tuhosti, pevnosti,
rozmerovej stalosti, elektrickych parametrov, tepelnej odolnosti a mikrobidlnej toxicity.
Inkorporacia nanocastic do polymérnych matric méze dodat’ polyméru aj nové vlastnosti napr.
elektromagnetické, optické vlastnosti, vysokt chemicku stabilitu, tepelnt stabilitu alebo vysSiu
odolnost’ voc¢i horeniu [1, 2].

Pre polymérne matrice st vhodné prakticky vSetky polyméry. VolIba matrice zavisi od
podmienok, pri ktorych bude kompozit pouzivany, od poziadaviek na jeho vlastnosti a od ceny.
Kompozity, podl'a druhu pouzitej matrice, sa rozdel'uju na:

* bio-kompozity - ako matrice vyuZzivaju prirodné bio-polyméry, napr. alginat, celuloza,
pektin, lignin, Skrob, acetat, kaucuk a pod.,

* kompozity vyuzivajuce tradicné (syntetické) polyméry na baze ropy - medzi
najpouzivanejSie syntetické polyméry, vyuzivané ako matrica, patria: PVA —
polyvinylalkohol, PES — polyétersulfon, PEG — polyetylénglykol, PANI — polyanilin,
MPEG — metoxypolyetylénglykol, PP — polypropylén, PPG — polypropylénglykol, PVP
— polyvinylpyrolidon a iné.

Pre zlepSenie vlastnosti matrice sa niekedy pouzivaji kombinacie dvoch alebo aj viacerych
polymérov. Nanokompozity s polymérnou matricou, rovnako ako aj kovové ¢i keramické
kompozitné materialy, mézu byt’ pripravené dvomi postupmi a to: in situ a ex situ metoédou [3].

Nanokompozity s polymérnou matricou su uzitoéné pre mnozstvo technologickych
aplikacii, m6zu byt’ pouzité napriklad: na tienenie Ziarenia s vysokou energiou, ako mikrovinné
absorbéry, optické obmedzovace, polarizatory, senzory, systémy na skladovanie vodika,
Sportové nacinie, ochranné povlaky a podobne [1].
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3.2.1 In situ metéda pripravy polymérnych nanokompozitov

Syntéza nanocastic in situ v polymérnej matrici je jednoduchou a u¢innou metdédou na
pripravu nanokompozitov. Umoziluje jednostupiiovil vyrobu nanokompozitov, kde
sa nanocastice syntetizujui priamo v procese vyroby. In situ proces pozostava z dvoch krokov:

* zmieSanie prekurzora (v pripade striebra nim moéze byt AgNOs3), reakéného cinidla
(v pripade striebra to moZze byt napr. extrakt z rastlin alebo NaBHys) a roztoku polyméru,

* polymerizacia - chemicka reakcia, pri ktorej vznikaju z malych molekul (monomérov)
vysokomolekularne latky (polyméry). Insitu vznikajlice nanoCastice su rozptylené
spociatku v kvapalnom monomére s relativne nizkou molekulovou hmotnostou. Po
pridani vhodného iniciatora sa vytvori homogénna zmes a po vystaveni zdroju tepla alebo
ziarenia sa zahaji polymerizacnd reakcia. Po dokonceni polymerizécie sa vytvori
nanokompozit.

Vyhodou tejto metody je, Ze zabranuje aglomeracii Castic a zaroven zachovéava dobru
priestorovu disperziu nanocastic v polymérnej matrici. Taktiez je zachovana termodynamicka
kompatibilita na rozhrani matrica-sekundérna faza. Nevyhodou metddy je, ze pri nedodrzani
presného postupu nezreagované produkty chemickych reakcii mézu negativne ovplyvnit
vlastnosti vyslednych kompozitov a okrem toho, nevznikne pozadované mnozstvo nanocastic,
¢o moze takisto vyrazne ovplyvnit’ vysledné vlastnosti. Pri nedodrzani presného postupu moze
dojst’ aj k vzniku nanocastic r6znych neziaducich tvarov a velkosti.

3.2.2 Ex situ metéda pripravy polymérnych nanokompozitov

Metdda ex situ je vhodnejsia vSade tam, kde st poZzadované rozsiahle priemyselné aplikacie.
KItcovou vyzvou suvisiacou s touto metddou je priprava nanocastic. Pri ex situ spdsobe
pripravy sa najskor syntetizuju nanocastice kovu a néasledne sa hotové nanocastice primiesaju
do polyméru. Po premieSani oboch zloziek nasleduje polymerizacia, ktorej vysledkom je
nanokompozit s inkorporovanymi nanocasticami.

Vyhodou tejto metody je, Ze pozname velkost, tvar aj presné mnozstvo nanocastic, ktoré su
pridivané do polyméru. Nevyhodou je moZznd nerovnomernd distribucia nanocastic
v polymérnej matrici. Potrebnu distribliciu je mozné zabezpecit' napr. vyuzitim ultrazvuku
alebo intenzivnym mieSanim, ¢o predlzuje a predrazuje proces pripravy nanokompozitov.

3.3 Elektrostatické zvlaknovanie

Elektrostatické zvldknovanie je unikatna technoldgia, ktora umozituje vyrobu netkanych
textilii tvorenych nanovldknami, t.j. vlaknami s priemerom 20 az 500 nm. Elektrostatické
zvlaknovanie je proces, pri ktorom sa polymérne vldkna vytvaraji aplikaciou vysokého napitia.
Princip je zaloZeny na akumulacii ndboja na povrchu roztoku polyméru v dosledku vysokého
napdtia, ktoré sposobi, ze sa z roztoku vyvrhne tenky prud polyméru vytvorenim Taylorovho
kuzela. Metoda vyuziva vodivost polymérnych roztokov a tavenin na ich formovanie
posobenim elektrostatického pola [4]. Vytrhnuté nanovldkna sa neusporiadane, nahodne
ukladaju na zbernej podloZke a tak vytvarajua netkanu textiliu. Tento proces nevyzaduje pouZitie
koagula¢nej chémie alebo vysokych teplot na vyrobu pevnych vlakien z roztoku. Rozlisuju sa
dve zékladné technologie elektrostatického zvlakiovania:
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* pomocou ihly - formovanie nanovldkien z kvapalného polyméru s pomocou zvldknovacej
ihly v elektrostatickom poli, Obr. 10a). Podmienkou je vysoké napdtie v kV a prisun
polyméru zo zasobnika. Hlavnou nevyhodou tohto typu elektrostatického zvldknovania
je jeho nizka produktivita suvisiaca s obmedzenou velkostou ihly. Systémy
elektrostatického zvlakiiovania na baze ihly pontukaju kontrolu nad rychlostou podavania
roztoku, z ktorého sa vytvaraji vldkna. Vo vécSine pripadov je roztok obsiahnuty
v injekénej striekacke, ktora je pripojena k pumpe, ktord doddva cerstvé mnozZstvo
roztoku/suspenzie do ihly. Prietokova rychlost’ je jednym z kI'i¢ovych parametrov, ktoré
urc¢uji morfologiu vldkna. Pri tejto metdde je mozné pouzit’ aj viacero ihiel naraz, Obr.
10b), ¢o vyrazne zintenzivni cely proces [4, 5].

roztok
» ihla roztok
vysokonapatovy
zdroj ~ Lolel\tm nanovlakno
Wy AT
\) .......... v
uauo,'iékno _

kolektor
b)

Obr. 10 a) Schematicky diagram usporiadania elektrostatického zvlakinovania s jednou ihlou
a b) viacerymi ihlami

+ bezihlové elektrostatické zvlakinovanie, ktoré umoziuje zvysit’ efektivitu vyroby az 100
nasobne, pricom je proces jednoduchy a Tlahko ovladatelny, Obr. 11a). Proces
elektrostatického zvlaknovania zaCina na povrchu otvorenej nadoby naplnenej
pripravenym roztokom, kde sa vlakna vyrabaju prostrednictvom rotujucich
zvlaknovacich elektrod.

rotu JllCl

) \ disk
J—{ } ) valcova
toda
R elektroda { elektod
BER PEFaF,
kolektor (L |
(7 7 I
N\ "4 ! 3“1‘0"7‘ spiralova
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Obr. 11 a) Schematicky diagram bezihlového elektrostatického zvlakiiovania a b) typy elektréd pre bez
ihlové zvlakiovanie [6]

Na obrazku Obr. 11b) st znazornené rozne typy elektréd pouzivanych pri bezihlovom
elektrostatickom zvlaknovani [6, 7]. Pri elektrostatickom zvlakniovani bez ihly zvycajne nie
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je mozné regulovat prietok roztoku, pretoZze roztok sa uchovava v otvorenej nadobe

s povrchom vystavenym vzduchu. Tato konfiguracia otvorené¢ho zasobnika podporuje

odparovanie rozpustadla, ¢o ma za nasledok vysSiu viskozitu roztoku v priebehu casu

a potencialne kolisanie medzi mensimi a vic¢§imi priemermi vldkien vytvorenymi

v konec¢nej vzorke. To ma vplyv na poziadavky, tykajice sa homogénnosti hrubky vlakien

alebo hmotnosti vlakien na jednotku plochy (g/m?), ktoré su vyzadované urditymi

aplikaciami, napriklad v pripade filtracnych aplikacii [4].

Vyuzitie kompozitnych materidlov pripravenych elektrostatickym zvldknovanim je vel'mi
Siroké. Pouzivaju sa na filtraciu kvapalin aj plynov, v zdravotnictve (tkanivové inZinierstvo,
podavanie lie€iv, hojenie ran, imobilizaciu enzymov), v automobilovom priemysle, energetike
a d’alSich odvetviach ako je stavebnictvo, kozmetika, textilny priemysel, ochrana zivotného
prostredia, ochranné pomdcky atd’.

3.4 Praktické cvi¢enie

3.4.1 Ulohy a experiment

Ciel'om experimentu je pripravit’ polymérny kompozit dopovany kovovymi nanocasticami
pomocou ex situ metddy a nasledne, z pripraveného kompozitu, pomocou elektrostatického
zvladknovania pripravit’ netkant textiliu. Pomocou SEM analyzovat’ distribuciu nanocastic
v matrici.

Postup prace

1. Pre experiment budete potrebovat’ dva zakladné roztoky. Priprava roztokov:
a. roztok PVA - pripravte 4x po 45 ml 7,2% roztoku PVA. Po navaZeni potrebné
mnozstvo PVA nasypte do kadicky s pozadovanym mnoZzstvom destilovanej vody
a nechajte napucat’. Pre urychlenie rozpustania PV A umiestnite kadicku na miesadlo
s ohrevom, pri teplote 70-80°C a pri stalom mieSani pri 500 ot./min. nechajte zmes
premieSavat’ a zohrievat, kym sa PVA nerozpusti. Pripravte Styri takéto roztoky
a oznacte ich,

b. koloidny roztok nanocastic striebra (AgNPs) — koloid AgNPs pripravte biologickou
alebo chemickou metéodou (Roztok 1). Z pripraveného roztoku, popmocou
odstred’enia, pripravte tri vzorky (Roztok 1 - povodny, Roztok 2 a Roztok 5) tak, aby
obsah nanocastic v Roztokoch 1, 2 a 5 bol v pomere 1:2:5 (Roztok 2 bude obsahovat’
raz tol’ko nanocastic ako Roztok 1 a Roztok 5, péatkrat tol’ko ako Roztok 1). Objem
vsetkych roztokov bude 5 ml, bez ohl'adu na koncentraciu nanocastic.

2. Ex situ priprava kompozitného roztoku PVA-AgNPs:
- roztoky PVA zohrejte vo vodnom kupeli na teplotu 50°C pri neustadlom mieSani,
- po dosiahnuti teploty do troch roztokov PVA primieSajte pripravené koloidné
roztoky (Roztok 1, Roztok 2 a Roztok 5) a do posledného roztoku PVA primiesajte
5 ml destilovanej vody,
- homogenizacia - roztoky premieSavajte 20 min a potom ich premiestnite do
ultrazvukového kupel’a na d’alSich 10 min. Po ultrazvuku roztoky preneste znovu na
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mieSadla a nechajte premiesavat’ 20 min. Proces homogenizacie prebieha pri teplote
50°C.

3. Zvléknovanie — eSte teplé roztoky zvlaknite na zariadeni Nanospider.
4. Zo ziskanych vlakien (netkanych textilii) odoberte vzorky na pozorovanie pomocou

SEM. Na snimkach zo SEM vyhodnotte priemer vldkien a distribuciu nanocastic
striebra. Vyhodnot'te vplyv podielu nanocastic na ich distribuciu v matrici.
Protokol z cviCenia vypracujte podla pokynov uvedenych v kapitole 9.
Fotodokumentaciu celého procesu vyroby nanovlédkien prilozte k protokolu. Podrobne
popiste podmienky zvlakiiovania. V zavere vyhodnot’te ziskané vysledky.

Pouzité pomocky a experimentalne zariadenia

Laboratorne sklo (kadicky, Erlenmeyerove banky a pod.), analytické vahy a prisluSenstvo
k nim, mikropipety, miesadld, Nanospider, chemikalie.

3.5 Kontrolné otazky

1. Definujte pojmy: kompozit, sekundarna faza a matrica.
2. Definujte polymér.
3. Vymenujte a popiste zakladné procesy inkorporacie nanocastic do matrice.
4. Co je elektrostatické zvldkiovanie?
5. Porovnajte vyhody a nevyhody metdd in situ a ex situ.
6. Vysvetlite tedriu tykajicu sa vzniku Taylorovho kuzela.
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[ 4 [ A4
CvicCenie ¢. 4
Ciel’ cvicenia
Cielom cvicenia je pripravit tenké polymérne vrstvy povlakov na sklenenom nosici.
Studenti sa obozndmia s moznostami pripravy povlakov a prakticky si vysk@$aji pripravu
tenkych vrstiev pomocou troch metdéd povlakovania: dip coating, spin coating a spinless

coating. Naucia sa vyhodnocovat kvalitu vrstiev a upravovat podmienky procesov, pre
dosiahnutie kvalitnej vrstvy.

4 Povrchova uprava povlakovanim

Povlak je tenké vrstva materialu, ktora je nanesend na povrch nejakého predmetu (substratu).
NanaSanie povlakov (naterov) je overeny sposob, ako zvysit’ odolnost’ a funkénost’, poskytnat
dodato¢nii bezpecnost’, tlmenie vibracii, ochranu proti ndrazom a dalSie vylepSenia
potiahnutych dielov a produktov. Ugel vytvarania povlaku méze byt dekorativny, funkény
alebo oboje. Povlaky mézu byt aplikované ako kvapaliny, plyny alebo tuhé latky, napr.
praskové natery. Povlak sa ma nanésat’ v kontrolovanej hriubke a na dosiahnutie tohto sa
pouziva cely rad roznych procesov, od jednoduchej kefy alebo valCeka az po vel'mi nakladné
strojové¢ zariadenia a technologie.

Z technologického hl'adiska vytvorenia povrchovych vrstiev, moZzeme procesy tvorby
vrstiev rozdelit’ na procesy:

1. tepelné - pri ktorych sa roztaveny alebo zohriaty material nasprejuje na povrch, hribka
vrstvy je od 20 um az po niekol’ko nm,

2. depozicia z par — patria sem CVD a PVD procesy,

3. chemické, chemicko-tepelné a elektrochemické techniky, napr. pokovovanie,
cementovanie, nitrocementovanie, nitridovanie, karbonitridovanie, alitovanie, morenie,
eloxovanie,

4. mechanické - pieskovanie, praskovanie, valcekovanie, brasenie, finiSovanie,
otryskdvanie,

5. nandSania pridavnych vrstiev - termicky, mechanicky, chemicky, elektrochemicky,
strickanim naterov, pokovovanim, centrifugaciou a pod.

Tepelné a chemické metody st vhodné na vytvaranie kovovych vrstiev alebo na nanaSanie
prvkov ako uhlik, kremik, resp. zli€enin ako st karbidy, nitridy alebo intermetalické zliatiny.
Mechanické techniky sa pouzivaju hlavne na upravu povrchov kovovych materidlov. Pri
potrebe vytvorenia vrstiev z polymérnych materidlov je vhodnejSie pouzivat nizkoteplotné
metody, ako su: dip coating (ponaranie resp. namacanie) [1], spin coating (rotacné nanaSanie),
spinless coating (statické nanasanie), sprejovanie alebo centrifugéciu.

4.1 Dip coating

Namacanie (pondranie) je priemyselny proces potahovania, ktory sa pouziva na vyrobu
potiahnutych tkanin a Specializovanych povlakov, napriklad v biomedicinskej oblasti.
Ponéranie sa bezne pouziva aj v akademickom vyskume, kde mnohé vyskumné projekty
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v oblasti chemického a nanomateridlového inZinierstva vyuzivaju techniku pondrania na
vytvaranie tenkych vrstiev.

Podl’a sposobu prevedenia sa rozliSuju dva zékladné procesy nanaSania:

e kontinualny,
e diskontinudlny.

Proces nanaSania povlaku ponaranim, pri diskontinudlnej metéde, mozno rozdelit’ do piatich
etap, Obr. 12a):

1. Ponorenie - substrat sa ponori do roztoku naterovej hmoty konstantnou rychlost'ou.

2. Zadrzna doba - substrat ostane Uplne ponoreny a bez pohybu, aby sa povlakovaciemu
materidlu umoznilo prilnut’ na povrch.

3. Vytahovanie - vykonava sa pri konStantnej rychlosti a teplote. Rychlost’ vytahovania
urcuje hrabku povlaku.
Drenaz - prebyto¢né kvapalina odteké z povrchu.

5. Odparovanie - rozpustadlo sa odpari z kvapaliny a vytvori sa tenka vrstva.

rlw m
pec —>[
stierky — -~
ponorenie a vytahovanie drenaz a \.
a) zadrzna doba odparovanie b)

Obr. 12 a )Schéma etap procesu namacania pri jednorazovom procese [1] a b) zjednodusena schéma
kontinuilneho procesu povlakovania metédou dip coatingu

Kontinualny spdsob je znazorneny na Obr. 12b). Nepretrzity (kontinudlny) proces sa tyka
pruznych textilii. VysSie uvedené kroky sa vykonavaju bezprostredne jeden po druhom. Pri
tomto postupe su nad hladinou umiestnené stierky, ktoré upravuji hrabku vrstvy.
Bezprostredne po naneseni povlaku sa substrat zvyc€ajne vysusi a nasledne vypali v peci, ¢im
vznikne pozadovana povrchova vrstva.

Na konec¢ny stav povlaku (tenkého filmu) vplyva mnoho faktorov: funkénost” pdvodného
povrchu substratu, ¢as ponorenia, rychlost’” vytahovania, pocet cyklov macania, zlozenie
roztoku, koncentracia, teplota atlak, poradie roztokov (v pripade pondrania do rdéznych
roztokov), viskozita roztoku, povrchové napdtie, vlhkost’ prostredia a uhol, pri ktorom sa
substrat pondra. Technika pondrania méze poskytnut rovnomerné, vysokokvalitné filmy aj na
objemnych, zlozitych tvaroch.

Vd'aka svojej jednoduchosti je tato metdéda vhodna na automatizaciu. Medzi hlavné vyhody
procesu patria: nizke investi¢né naklady, nizke vyrobné naklady, moznost’ nanesenia r6znych
hrabok povlakov (od 20 nm do 50 um).
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Namacanie ma aj urcité nevyhody:

* hrubka filmu - moéZe sa menit’ zhora nadol ("klinovy efekt"),

* proces je relativne pomaly,

* naro¢nd kontrola hrabky dielu,

» hrubsie okraje - pri odtekani prebytoéného povlaku sa na spodnej Casti dielov mdzu
vytvarat’ hrubsie okraje.

4.2 Spin coating

Dal$ou bezne pouzivanou technikou nanasania je rotaéné nanasanie. Proces sa vyuZziva na
rovnomerné nandsanie organickych materidlov alebo rozlozenie Castic na rovny povrch, kde
hrabka vytvorenej vrstvy je niekol’ko nm az niekol’ko pum. Pri tomto procese je povrch substratu
uplne pokryty povlakom (s6lom), Obr. 13. Prvym krokom je nanesenie povlaku (s6lu) na
povrch. Po naddvkovani sa substrat aj s povlakom otaca (s osou otacania vertikalnou
k povrchu). Roztok sa otd¢anim vytlaci smerom von (odstrediva sila vedie kvapalinu radialne
smerom von), ¢o vyvolava vypudzovanie solu z povrchu a vytvori sa tenky a rovnomerny film
[4, 5]. Poslednym krokom je odparovanie resp. susenie.

£l
Obr. 13 Schematické znazornenie krokov pri rotacnom nanasani povlaku [4]

Kone¢na hrubka filmu zavisi od vlastnosti roztoku: viskozity so6lu, rychlosti
suSenia/odparovania, povrchového napitia a kI'iC¢ova ulohu zohrava koncentracia solu. Vel'ky
vyznam maju aj nastavené parametre, ako je uhlova rychlost, zrychlenie a doba nabehu na
dosiahnutie koneénej rychlosti odstred’ovania, ¢as otadania. Cim vyssia je uhlova rychlost’ a
¢im dlhSia je doba otdcCania, tym je vysledny film tensi [6].

Proces rota¢ného nanaSania je jednoduchy, je nim mozné pripravit’ tenké a rovnomerné
vrstvy a je tu jednoduchd kontrola hrabky vrstvy. Pri vysokych rychlostiach odstred’ovania sa
skracuje aj doba suSenia (v dosledku vysokého prietoku vzduchu), o odstrafiuje potrebu
tepelného spracovania po nanéasani. Spin coating je aj vel'mi lacny sposob, ktory nevyzaduje
drah¢ zariadenia a procesy s vysokou spotrebou energie.

Proces ma aj urcité nevyhody:

* je to davkovaci proces, teda proces sjednym substratom (sdlom) — slabd vyrobna
kapacita,

* vyuzije sa len 10% materidlu — vel'mi vysoké straty materialu,

» rychle casy schnutia mo6zu byt aj nevyhodou, ked’ze mozu viest’ k nizSej vykonnosti
niektorych konkrétnych nanotechnologii, ktoré si vyzaduju cas na samozostavenie alebo
krystalizaciu,

* mozu sa vyskytnut’ chyby vrstvy.
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Napriek tymto nevyhoddm je vSak rotacné nanaSanie zvycajne vychodiskovym bodom pre
vacsinu akademickych a priemyselnych procesov, ktoré vyzaduju tenky a jednotny povlak.
Spin coating nanaSanie je Siroko pouzivané vo vyskume a vyvoji polovodicov
a nanotechnologii. V priemyselnych sektoroch je mozné tato techniku nanaSania pouzit’ na
potiahnutie malych vyrobkov, s rozmermi iba niekol’kych Stvorcovych milimetrov, az po
vyrobky, ktoré moézu mat’ priemer meter alebo aj viac metrov. Ako povlakovaci material je
mozné pouzit’ takmer akykol'vek polymér, nanomateridly a mnoh¢é d’alSie materialy.

Urcitou obmenou spin coatingu je statické povlakovanie (spinless coating). Je to proces pri
ktorom povlak (s6l) naneseny na materidl volne vysychd, Obr. 14a). Pri vysychani vznika
interny tok. Kvapky sa zmen$uju a vnutorny tok usporadiiva Castice k ustupujiicemu okraju
kvapky. Ak sa spomali odparovanie je mozné ziskat’ vysoko usporiadany film, avSak povlak

nie je rovnomerny po celej Sirke substratu — vznikne typicky tvar ,,coffee staining effect, Obr.
14b).

2 % e gl “\; "

3 O = o e e SR

1 e R
a) b)

Obr. 14 a) Schéma procesu spinless coating; b) ,,coffee staining effect*

Povlaky a tenké filmy obsahujliice nanocastice sa pouzivaju v réznych aplikaciach vratane
displejov, senzorov, lekarskych zariadeni, zdsobnikov energie a ziskavania energie. Priklady
zahfnaju pouzitie oxidu grafénu na aplikdcie v elektronike, nanocastice kovov, uhlikovych
nanorarok a kvantovych bodiek vo fotovoltaike, displejoch a senzoroch, polymérov
a nanokompozitov pri nanolitografickom modelovani alebo pouzitie nanocastic kovov na
rozptyl svetla a vytvaranie novych optickych efektov.

4.3 Striekanie

Striekanie je jednym z najbeznejSich spdsobov nandsania naterov, tak v priemyselnom
meradle, ako aj vo vyskume a vyvoji. Princip techniky spoc¢iva v atomizacii a transporte roztoku
smerom k substratu, kde sa narazom kvapiek na povrch vytvori film, Obr. 15a). Atomizécia
modze byt realizovand tlakom (bezvzduchovo), stlaCenym nosnym plynom (zvycajne
vzduchom), elektrostatickym procesom alebo rotaciou [7].

Na rozdiel od nandsania ponorenim a odstredovanim ma nandSanie rozprasovanim vel'ké
mnozstvo parametrov, ktoré ovplyviuju proces, vratane tlaku nosného plynu, otvoru
rozprasovacej trysky, vzdialenosti medzi tryskou a vzorkou, uhla dopadu, tvaru
rozprasovacieho prudu a rychlosti relativneho pohybu medzi tryskou a vzorkou. Na jednej
strane tento vysoky pocet parametrov komplikuje proces. Na druhej strane zvySuje
univerzalnost’ metddy, pretoZze parametre je mozné upravit tak, aby umoznili nandSanie
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naterovych roztokov so Sirokym rozsahom vlastnosti (viskozita, velkost' Castic plniva,
prchavost’ rozpustadla) a tiez na riadenie charakteristik nateru, ako je hrubka a Struktara
povrchu. Na Obr. 15b) je zndzornenych niekol’ko trysiek s roznymi vzormi rozpraSovania, ktoré
mozu byt Ciarové, kuzelové, duté kuzele alebo ciarové ¢i bodové. KonStrukcia dyzy sa
zameriava na rovnomernost’ a silu narazu striekaného pradu, ¢i uz sa dyzy pouzivaju jednotlivo
alebo sa prekryvaju.

o —— STer trysky
1 ~tryska

substrat
a) b)
Obr. 15 a) Schéma povlakovania striekanim [8]; b) typy trysiek [9]

Typické striekacie zariadenie pozostadva zo: zdsobnika na stlaceny plyn, nadoby na roztok
arozpraSovacej dyzy [8]. Striekanie je mozné vykondvat volnymi pohybmi pomocou
striekacej pistole. AvSak v tomto pripade bude reprodukovatel'nost’ a homogenita silne zavisiet’
od schopnosti operatora. ZlozitejSie systémy s mechanickym alebo elektronickym riadenim
pocas prevadzky st schopné zlepsit’ reprodukovatelnost’ procesu. Napriek vel'kému mnozstvu
odpadu vyzaduje nanésanie strickanim relativne malé mnoZstvo naterového roztoku na plochu
substratu.

4.4 Praktické cviCenie

4.4.1 Ulohy a experiment

Cielom experimentu je pripravit tenké vrstvy polymérneho kompozitu dopovaného
kovovymi nanocasticami metddou dip coating, spin coating a spinless coating na sklenenom
nosici, porovnat’ a analyzovat’ kvalitu vrstiev, vplyv viskozity na tvorbu vrstvy a distribuciu
nanocastic (SEM).

Postup prace

1. Odistite sklenené podlozky, najprv pomocou saponatu a potom etylalkoholom.

2. Pripravte kompozitné roztoky polyméru dopovaného kovovyminanocasticami
s r6znou viskozitou. Pripravte 5, 10 a 15% roztoky. Pouzite nanocastice roznych tvarov,
¢o zaru¢i roznu farebnost’ povlakov (koloid trojuholnikovych nanocastic striebra ma
modru farbu, sférické nanocastice vytvaraju zltu farbu).

3. Namacanim naneste kompozitnu vrstvu na sklenené vzorky a vysuste ich v susicke pri
50°C pocas 20 min.

4. Na rota¢né nandsanie pouzite Spincoater (podmienky: 300 ot/min, 20 s). Po naneseni
dosuste vzorku v susicke pri 50°C pocas 20 min.

5. Pri metdde spinless coating nakvapkajte rovnaké mnoZzstvo polymérneho roztoku ako
v predchadzajtcich experimentoch a vysuste vzorky v susicke pri 50°C pocas 20 min.

40



NANOMATERIALY 11

Navody na cvi€enia II

6. Vyhodnot'te kvalitu vrstiev v zavislosti od viskozity roztokov a pouzitej techniky
pripravy vrstiev. Odmerajte hrabky vrstiev pomocou mikrometra a navzajom ich
porovnajte.

7. Zkazdej vrstvy pripravte vzorky na pozorovanie pomocou SEM. Vyhodnotte
distribiiciu nanocastic v jednotlivych vrstvach.

8. Do protokolu zapiSte presny postup experimentov aj s obrazovou dokumentéciou,
vysledkami a diskusiou vysledkov.

Pouzité pomocky a experimentilne zariadenia

Laboratorne sklo (kadi¢ky, Erlenmeyerove banky, podlozné sklicka a pod.), analytické vahy
a prisluSenstvo k nim, mikropipety, miesadlo, chemikalie, mikrometer, Spincoater.

4.5 Kontrolné otazky

Definujte povlak.

Napiste vyhody a nevyhody metddy dip coating.

Pre aké konkrétne aplikécie sa pouziva metoda dip coating?
Aky je rozdiel medzi metddou spin coating a spinless coating?
Uvedte priklady vyuzitia tenkych vrstiev v medicine.

MRS
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Cvicenie €. 5
Ciel’ cvicenia
Ciel'om cvicenia je vysvetlit' Studentom princip vstupu nanorozmernych tuhych latok do
bunky. Studenti po absolvovani cviéenia porozumeju principu vstupu latok do Zivych
organizmov a budu sa vediet’ orientovat’ aj v problematike mechanizmov toxicity. Budu vediet’

vysvetlit, ako nanodastice, napr. striebra, ovplyviiuji Zivotné funkcie buniek. Studenti si
prakticky overia vplyv prostredia na Zivotaschopnost’ buniek vybranej zelenej riasy.

5 Vstup latok do buniek a mechanizmy toxicity

S rastucim technickym pokrokom sa zvySuje pocet odvetvi, ktoré vyuzivaji nanomaterialy.
S tym sa stCasne neustdle zvySuje potreba vyroby novych nanomateridlov (nanocastic,
nanokompozitov, nanovrstiev apod.). Vdaka malej velkosti nadobuidaji nanomaterialy
unikatne vlastnosti, ktoré zaroven pri urcitych podmienkach mozu byt nebezpecné pre vsetky
zivé organizmy. Ludia moézu byt vystaveni nanomateridlom vdychnutim, kontaktom
s pokoZzkou, pozitim alebo injekciou, kedy sa tieto latky dostavaju priamo do krvného obehu.
Okolité¢ prostredie, zvieratd arastliny moézu byt zasiahnuté nanocCasticami rozptylenymi
v ovzdusi alebo vo vode.

Mala velkost’ umoziiuje nanocasticiam lahSie prechadzat’ cez bunkové membrany a iné
biologické bariéry, ¢im sa nanomateridly mézu I'ahko dostat’ do Zivych organizmov a sposobit’
bunkovll dysfunkciu. Okrem toho, niektoré nanomateridly su reaktivne alebo katalytické,
a preto mozu byt potencialne toxické. Z toho dovodu, pre bezpecny vyvoj nanotechnologii
abezpeCné pouzivanie komerénych nanomateridlov, by mala byt vyroba novych
nanomateridlov zarovenn sprevddzana vyskumami zameranymi na vyhodnocovanie rizika
a bezpecnosti vznikajucich materialov. Je nutné poznat’ a pochopit’ mechanizmy, ktorymi su
nanocastice schopné transportovat’ sa do buniek zivého organizmu, a zaroven poznat aj
mechanizmy samotnej toxicity nanocastic na bunku po ich preniknuti.

NajznamejSou a najcastejSie spominanou latkou, ktorej toxické ucinky vyuzivali uz stari
Rimania, je striebro. Striebro sa ako dezinfekény prostriedok vyuzivalo aj v staroveku. Vtedy
sa eSte nejednalo o nanostriebro, pouzivali sa striecborné nadoby, v ktorych sa skladovali
potraviny a strieborné pribory pri stolovani, kde striebro zabezpecovalo antibakteridlne ucinky.
V sucasnosti, kedy je vyroba nanocastic striebra vel'mi dobre prepracovana a existuje mnozstvo
metod na syntézu nanocastic, sa ¢asto ako dezinfekéné prostriedky pouzivaji koloidné roztoky
striebra. Striebro ma okrem antibakterialnych u¢inkov aj mnoho d’alSich vlastnosti, ktoré ho
uprednostiuju pred ostatnymi nanoc¢asticami. Napriklad nanocastice Ag su chemicky neutralne
ku vSetkym tekutindm a lieCivdm vratane antibiotik. Vyskumy s koloidnym striebrom ukazali,
ze vécSina baktérii a virusov nedokaze proti nemu vyvinit' sebaobranny mechanizmus. Na
ucinky koloidného striebra st najcitlivejSie hlavne jednobunkové organizmy. Koloidny roztok
striebra vznika disperziou nanocastic Ag’ v roztoku, kde velkost’ ¢astic musi byt do 100 nm
(bezne okolo10 nm), inak by mohlo ddjst’ k usadeniu Castic. Virusy maju velkost od 15 do
150 nm, priemerna velkost’ buniek baktérii sa pohybuje okolo 0,3 - 2,0 um, preto nanocastice
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striebra mézu l'ahko prenikat priamo do Struktar patogénov a ni€it’ ich. Jednobunkovych
mikrobidlnych patogénov je viac nez 97% zo vSetkych druhov mikroorganizmov. Podla
zoznamu Svetovej zdravotnickej organizacie, k povodcom 670 klasifikovanych chorob patria
napr.:

* baktérie koky, enterokoky, mikrokoky, streptokoky, stafylokoky, pneumokoky,
meningokoky, salmonely, bacily, virusy HIV, chripkové virusy, huby a plesne, kandidy
a iné.

Ako vsetky latky, aj striebro ma limity, ktoré stanovuju jeho toxicitu pre jednotlivé
podmienky pouzitia. Pri vel'mi nizkych koncentraciach 1 pg.ml! az 10 pg.ml! (1-10 ppm)
nebola dokazand akutna cytotoxicita voci bunkam cicavcov, ale bola stanovend pri
koncentracidch vyssich ako 30 ug.ml™, ¢ize 30 ppm.

Treba pamétat’ aj na to, Ze striebro a jeho i6ny zabijaju nielen choroboplodné baktérie, ale aj
baktérie telu prospesné az nevyhnutné, ako napr. baktérie rodu Lactobacillus a pod. Avsak
nadmerné pouzivanie koloidného striebra ma negativne u¢inky aj pre samotného ¢loveka, kedy
nadbytok striebra v tele spdsobuje chorobu nazyvant argyria®.

5.1 Vstup latok do buniek

Prijem a vydaj latok patri medzi zakladné Zivotné procesy nevyhnutné pre existenciu
vietkych Zivych organizmov’ [1]. Tato komunikicia sa uskutoéiiuje cez bunkové povrchy,
ktoré oddeluji bunku od vonkajSieho prostredia. Velky vyznam v tejto komunikdcii ma
cytoplazmatickd membrana, ktora sa sklad4 z dvoch vrstiev lipidov, medzi ktorymi su molekuly
bielkovin. Membrana je vdaka takejto Strukture polopriepustnd (semipermeabilnd), co
znamena, ze selektivne preptsta potrebné latky z a do bunky. Ma polotekuty charakter, kde
molekuly lipidov a bielkovin sa medzi sebou volne pohybuju. Latky, ktoré membranou
prechadzaju mézeme rozdelit’ do 3 zakladnych skupin:

1. latky lahko prestupujuce, bez nejakych Specifickych mechanizmov (pasivny transport),
patria sem malé nabojovo neutralne molekuly:
- kyslik, dusik, voda, alkohol, mocovina, pripadne niektoré hormény alebo lieciva,

2. latky prechadzajice priamo cez membranu (aktivny transport) s vyuzitim Specifickych
proteinov (prenasacov),
nachadza sa tu vel’ké mnozstvo latok metabolizujicich v bunke, ktoré, aj ked’ su vel'mi
malé, neprechadzaju cez membrany vol'nou difiziou alebo osmoézou:
- cukry, aminokyseliny, karboxylové kyseliny,
- jednoduché anorganické iony: H', Na*, K*, Mg?', Ca*, CI, PO+,

6 argyria alebo argyréza je stav spdsobeny nadmernym vystavenim chemickym zlG&enindm striebro alebo
striebornému prachu. Najdramatickej$im priznakom argyrie je, Ze koZa sa zmeni na modri alebo modrosiva

7 bunka je najmensia stavebn4 a funkéna jednotka vSetkych Zivych organizmov. Existuji dva zdkladné typy bunky,
takzvané prokaryotické (neobsahuju jadro) a eukaryotické (obsahuju jadro). Prokaryoty st jednobunkové
organizmy, eukaryoty mézu byt jednobunkové alebo mnohobunkové
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3. aktivny transport pomocou vytvorenia membranovej vezikuly® na plazmatickej
membrane, ktorad uzavretim obali transportujicu latku, ¢im dochadza k jej presunu do
vnutra bunky,
tymto sposobom sa transportuju:

- proteiny, virusy alebo tuhé zlozky potravy.

Velké molekuly a Castice, teda nano a mikrocastice vytvorené umelym spdsobom, budu pri
interakcii s bunkami vyuzivat’ treti spdsob transportu. Tieto mechanizmy sa nazyvaju cytozy.
St to vel'mi dynamické procesy, ktoré zahfiiaju splyvanie (fiziu) membran, kedy sa vytvoria
mechuriky obalujice transportované cCastice a naslednu vezikulaciu, teda odStepovanie
mechurikov. Cytézy mozu prebiehat na povrchu buniek, medzi bunkami, ale aj vo vnutri
buniek. Podl'a smeru transtportu Castic delime cytdzy na:

» endocytdzu — presun Castic do vnutra bunky,
* exocytozu — presun Castic z vnuatra bunky do vonkajSieho prostredia.

Ked’ze endocytdza prebieha rychlejsSie ako exocytoza, pri vyssich koncentraciach sa nestacia
transportované nanocastice Uplne vyluCovat' a zostavaju v bunke, ¢im mozu spoOsobit
poskodenie vnutrobunkovych Struktir.

RozliSujeme tri druhy endocytézy,Obr. 16:

1. fagocytoza - grécky fag = jest,

2. pinocytoza - grécke pino = napoj,

3. receptormi sprostredkovand endocytoza:
- klatrinom sprostredkovand endocytoza,
- kaveolou sprostredkovana endocytéza.

receptormi
fagocytoza pinocytéza sprostredkovana
endocytoza
4 ‘ : s -
o ¥ 1 & ™ 8
& velka Castica -1 i

ES - = #r ] ligand . ¥ : >
lipidova \\,\
dvojvrstva /
© O
receptor

fagocytova L .
vakuola pinocytova
vakuola obalena
vezikula

Obr. 16 Schematické znazornenie troch typov endocytozy [2]

Fagocytoza je prijimanie tuhych latok (= 0,5 um) do bunky z okolit¢ho prostredia.
Fagocytujuce bunky maju schopnost’ menavkovitého (amébovitého) pohybu. Bunka mdze

o

vezikula, ¢ize transportny vacok alebo membranovy vacok je relativne mala vniitrobunkova Struktura obklopena
fosfolipidovou membranou (fosfolipidy patria medzi zlozené lipidy obsahujuce fosfor a si hlavnou castou
vietkych bunkovych membran). Ulohou vezikul je skladovat a transportovat’ niektoré zloZitejsie organické latky
a taktiez ich niekedy travit’

44



NANOMATERIALY 11

Navody na cvi€enia II

menit’ svoj tvar a pomocou plazmatickej membrany vytvara pandzky (pseudopodie), ktorymi
obali Castice, ¢im ich tak vznikom fagocytovej vakuoly uzavrie vo svojom vnutri. Fagocytoza
u prvokov predstavuje zakladny spOsob prijimania potravy (tymto spdsobom sa niektoré
jednobunkové organizmy zivia). Mnohobunkovym Zzivofichom sluzi fagocytéza ako
neSpecificka vrodena imunita. Fagocytdza sa u tychto zivoCichov zucastiiuje na pohlcovani
baktérii, virusov, odumretych a opotrebovanych buniek. Tymto sposobom sa do bunky
dostavaju aj nanocatice.

Pinocytoza predstavuje prijimanie latok vo forme roztoku (mimobunkové tekutiny). Bunky
takto prijimaju latky rozpustené v extracelularnej tekutine, napriklad Ziviny. Zvacsa ide o malé
Castice, ale aj rozne plyny. K prijmu latok dochadza preliaCenim plazmatickej membrany
dovnutra bunky, ¢im vznika priehlbina, ktord sa zvdcSuje a naslednym spojenim okrajov
vydutiny vznikne vezikula. Vezikula obsahuje ¢ast’ okolitej tekutiny spolu s latkami, ktoré su
v nej rozpustené. Nakoniec ddjde k jej odtrhnutiu odSkrtenim vo forme malého mechurika.
Vezikula sa méze v bunke bud’ rozpadnit’, pricom jej obsah difunduje do cytoplazmy, alebo
moze prist k jej zligeniu s lyzozomom’ a k naslednému Stiepeniu latok, ktoré sa v nej
nachadzaju.

Receptormi sprostredkovana endocytéza predstavuje selektivny transport latok
(hormonov, proteinov, metabolitov). Pri tomto procese sa makromolekula, ktord ma byt
prenesena cez cytoplazmatickli membréanu, najprv naviaze na konkrétny receptor. Receptory su
bud’ difizne rozptylené po povrchovej membréane, alebo sa hromadia v Specializovanych
usekoch, nazvanych ,,coated pits“. V pripade, Ze receptory su rozptylené po membrane, sa po
naviazani ligandu'® zhluknd. Z druhej strany cytoplazmatickej membrany je povlak tvoreny
polypeptidmi!!, z ktorych najviicsi je klathrin. Molekuly klathrinu tvoria mriezku pit-
a Sestuholnikov, akysi koS, ktory vtiahne celd obaleni jamku s receptormi
a naviazanym ligandom dovnutra bunky. Odsktenim vzniké oplasSteny, klathrinovy vacok, tzv.
dopravny vezikul, v ktorom je naviazana ¢ast’ predand endozémom. V endozémoch sa receptor
uvolni z komplexu s ligandom a vracia sa v transportnom vacku spit’ do cytoplazmaticke]
membrany k opakovanému pouzitiu. Prenesend makromolekula zostava v bunke. V porovnani
s podobnou, ale neSpecifickou pinocytézou je endocytdza sprostredkovana receptorom viac nez
1000x ucinnejsia [3].

Kaveolou sprostredkovana endocytoza - kaveoly st stabilné morfologické jednotky na
plazmatickej membrane definované predovSetkym svojim obalom. Kaveoldm sa pripisuje
mnoho roéznych funkcii, ako napriklad signalizdcia a predovSetkym dobre regulovana

% lyzozomy su sférické organely s jednoduchou membranou. SliZia na odburavanie endogénneho a exogénneho
materialu v bunkach a bunkovych §truktirach, ktoré stratili funkénost’. V mrtvych, alebo nevratne poskodenych
bunkach membrany lyzozémov praskajii a enzymy rozlozia cely obsah bunky

10 ligand v biochémii oznacuje latku, molekulu, ktord vytvara komplex s biomolekulou. Ligand je signdlna
molekula, ktord sa viaze na vdzobné miesto cielového proteinu. Vézba ligandov prebicha pomocou slabych
molekulovych interakcii, ako st i6nové vizby, vodikové vézby alebo Van der Waalsove sily. Vd’aka tomu je
vizba ligandov vdcésinou reverzibilna a len zriedkavo dochadza k tvorbe ireverzibilnych kovalentnych vizieb

" polypeptid je polymér aminokyselin spojenych peptidovymi viizbami. Peptid je organicka chemick4 zIi&enina,
ktoréa vznika zlucenim viac aminokyselin (max 100). Aminokyseliny v peptide st navzajom pospéjané amidovou
vézbou, tato forma viazana je nazyvana tiez peptidova vizba
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endocytdza. Rozdiel medzi klatrinom a kaveolou sprostredkovanou endocytézou je v tom, Ze
proces je podmieneny hlavne zlozenim membrany [3]:

- klatrin - bielkovinylz,
- kaveoly — lipidy'.

5.2 Mechanizmy toxicity nanocastic striebra

Ked’Ze nanocastice s mensie ako bunka, mézeme konstatovat’, ze su schopné neriadene sa
kamkol'vek premiestiiovat’ a prenikat’, a tym priamo poSkodzovat bunky mikroorganizmov.
Niektoré nanolatky, ako napr. striebro, dokazu vyvijat’ toxicitu v kazdej forme, ¢i priamo vo
forme nanocastic alebo aj uvol'novanim i6nov, ktoré su pre bunku rovnako toxické. Niektoré
Stadie uvadzajt, ze i6nové striebro vykazuje prudSiu toxicitu nez nanocastice striebra. Vo
vodnom prostredi sa vSak potvrdila vysSia toxicita nanocastic v porovnani s idnovym striecbrom

[4].

Mnohé vyskumy boli zamerané na preukdzanie biocidnych ucinkov striebra na réznych
druhoch virusov, baktérii, hub a rias, avSak len malo Studii bolo zameranych na objasnenie
mechanizmov, ktorymi striebro toxicitu vyvija. Z dostupnych zdrojov vyplyva, ze medzi
najpravdepodobnejs$ie mechanizmy toxicity nanocastic striebra alebo uvolnenych Ag" i6nov
patria, Obr. 17:

» narusenie funk¢nosti bunkovej steny, bunkovych membran,
* tvorba ROS,
» poruchy replikacie DNA.

\ W ® 5% "
ROS ~~ 7 . e a3 Nano-scaled silver
e LR 22
St @ Silverion

Membrane protein

Obr. 17 Mechanizmy toxicity striebra a striebornych ionov [4]

12 bielkovina alebo protein je vysokomolekularna prirodna latka, ktorej zéklad tvori jeden alebo viac retazcov
zlozenych z jednotlivych aminokyselin. Z chemického hl'adiska ide o kopolyméry (kombinované polyméry)
vytvarané z monomérnych jednotiek L-a-aminokyselin spojenych peptidovymi vézbami

13 lipidy alebo tuky st prirodné latky Zivocisneho aj rastlinného pdvodu, malo rozpustné alebo nerozpustné
vo vode. Chemicky ide o latky skladajuce sa z uhlika, vodika a kyslika. Lipidy su estery vyssich karboxylovych
kyselin a alkoholov, respektive ich derivatov. Patria do skupiny nepolarnych molekul biogénneho pévodu
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Vsetky negativne ucinky vyvolané toxicitou striebra maji vplyv na spravnu funkciu
metabolizmu mikroorganizmov, ¢o v konecnom dosledku inhibuje ich rast, pripadne vyvola
chorobu buniek alebo ich usmrtenie.

5.2.1 NaruSenie funkénosti bunkovych membran

Pri priamej interakcii s bunkovou membranou su nanocastice striebra schopné prilnut
k povrchu bunky a ovplyviiovat’ jej funkénost’. Na vysvetlenie dovodov interakcie nanocastic
s bunkou existuju dve hypotézy:

1. na zadklade prvej je pravdepodobnost interakcie spdsobend elektrostatickou
pritazlivostou medzi navzdjom opacne nabitymi bunkovymi ~membranami
a nanocasticami (povrchovy naboj nanocastice je ovplyvneny krycimi ¢inidlami),

2. druh4 hypotéza predpokladd, Ze nanocastice Ag® prilna hlavne v miestach, v ktorych
enzymy bunkovych membran obsahuju siru alebo fosfor:

- sira je potrebnd pri syntetickych procesoch, je sucastou proteinov, v ktorych sa
vyskytuje v redukovanej forme (thyolové skupiny) atie su stcastou enzymov
dychacieho retazca,

- fosfor je takisto dolezity pri syntetickych pochodoch. Vizbovym miestom interakcie
ionov Ag" sbunkovou membranou su napr. fosfolipidy. V dosledku interakcie
s fosforom dochadza k vychytavaniu fosforeCnanov i6nmi striebra akich tuniku,
vysledkom je:

a. vyrazny nedostatok fosforu, ktory spdsobi spomalenie rastu bunky,

b. vzdjomna interakcia posobi na spravnu funk¢nost’ bunky, zvySuje sa priepustnost’
membran a zaroven sa narisa dychanie bunky.

Pri nepriamej interakcii st nanocastice schopné generovat’ idony Ag’, ktoré takisto vplyvaju
na funkénost’ bunkovych membran. Uvolnovanie i6nov je vysledkom reakcie nanocastic
s H20s, k tejto reakcii dochadza v bunkovych membranach, kde je vysoka koncentracia H'
i6nov:

2Ag° + HO, + 2H' = 2Ag" + 2H,0

Druhym moZnym spdsobom pre oxida¢né rozpustenie nanocastic Ag® a uvoliovanie iénov
je reakcia:

4Ag" + 02+ 2H,0 = 4Ag" + 40

Iony Ag' sa podobne ako nanodastice viazu na transportné proteiny bunkovych membran
a na fosfolipidy, ktoré:

» spdsobuju ich destabilizaciu,
* ovplyviiuju priepustnost’,
* naru$aju dychanie.

5.2.2 Tvorba ROS

Nevyhnutnou stcastou zivota aerébnych mikroorganizmov je tvorba reaktivnych foriem
kyslika (ROS), ktoré sa v bunkach tvoria prirodzene ako vedlajSie produkty pri metabolizme
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kyslika. Ku ROS patria napriklad: hydroxylovy radikal, peroxid vodika, superoxidovy anién
a singletovy kyslik. ROS sa vyznamne podiel'’aju na udrzani homeostazy bunky a zohravaju aj
dolezita ulohu signalnych molekul. Tvoria sa prevazne v organelach, ako je endoplazmatické
retikulum, v peroxizémoch, ale najméd v mitochondridch. Zvysena koncentracia ROS moze
spdsobit’ vyznamné poskodenie bunky, preto su procesy generovania ROS v bunke zarovei aj
neustale potla¢ané. Deje sa to Specifickymi alebo neSpecifickymi systémami, ¢im je udrzana
ich velmi nizka koncentracia (menej ako 10®° M) v bunke. ROS st v bunke neustile
produkované a eliminované, z coho vyplyva, Ze je to dynamicky parameter, ktorého mnozstvo
je pri spravnej funkcii bunky udrziavané v rovnovahe. NaruSenie tejto rovnovahy vedie
k oxidacnému stresu pri naraste koncentracie, alebo k reduktivnemu stresu pri poklese
koncentracie ROS. [5, 6].

Oxidacny stres je teda nerovnovaha medzi antioxida¢nou kapacitou bunky a mnozstvom
volnych radikélov. Tvorba oxida¢ného stresu je preto vysledkom poruchy rovnovahy na
r6znych urovniach v bunke. Z tohto dovodu sa v bunke vyrabaji enzymy, ktoré su zodpovedné
za detoxikaciu bunky a bojuju s oxidacnym stresom. Antioxida¢né enzymy teda plnia obrannti
funkciu.

Toxicky potencial nanocastic striebra na bunky zavisi od velkosti a tvaru nanocastic. Tieto
charakteristiky ur€uju mieru vyvolania tvorby reaktivnych foriem kyslika. Striebro ako kov
pOsobi na mikroorganizmy v pritomnosti rozpustené¢ho kyslika ako katalyzator a podporuje
tvorbu volnych radikdlov. Prave takto vyvoland nadprodukcia ROS je mnohymi Studiami
potvrdena ako hlavna pricina biotoxicity nanocastic striebra [6].

Ich nadmerna tvorba vyvolava v bunke oxidacny stres:

* 16ny striebra vyvoldvaju tvorbu volnych radikdlov tym, zZe narusaju enzymy dychacieho
retazca prostrednictvom vzajomnej interakcie s thyolovymi skupinami tychto enzymov,
ktoré su obsiahnuté v mitochondriach a v cytoplazme,

« Ag' zaroven potlacaju oxida¢né reakcie ako je dehydrogenaza'®, ktora je potrebnd pre
redukéné pochody. Tato interakcia ma za nasledok vznik ROS. Pri interakcii vznika
hlavne nebezpecny hydroxylovy anion, ktory znemoziiuje dychanie bunky,

* vysokd uroven volnych radikdlov priamo poskodzuje proteiny a lipidy bunkovych
membran, mitochondrie, cytoplazmu a DNA.

Tvorba ROS vyvolava morfologické zmeny v bunke:

+ zmrs$tovanie cytoplazmy,

» odtrhnutie cytoplazmatickej membrany od bunkovej steny, ¢im bunkova stena straca
funkc¢nost’ selektivnej bariéry medzi vonkajSim prostredim a vnaitrom bunky,

» poskodenim cytoplazmatickej membrany dochadza k naslednému uniku intraceluldrneho
obsahu,

» ROS zaroven spdsobuje kondenzaciu bunkového jadra - mutacie DNA.

14 dehydrogenaza je velky enzymaticky komplex, ktory je prvym ¢&lankom v tzv. dychacom ret’azci bunkového
dychania. Hra zésadnu tilohu pri procesoch bunkového dychania a okyslicenia
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5.2.3 Poruchy replikacie DNA

DNA je nositel’kou genetickej informacie, ktora urCuje Specifické vlastnosti bunky,
pri baktéridch DNA vytvara jadrova hmotu — nukleoid. Jadrova hmota baktérii na rozdiel od
eukaryotov (rias, hub) nie je oddelené od cytoplazmy jadrovou membréanou, ¢im sa stava ovela
zraniteInejSou. Iony Ag" ako aj nanoCastice po preniknuti do cytoplazmy za¢inaji negativne
ovplyviiovat’ funkénost’ DNA:

* dochadza k interakcii medzi ionmi Ag" a fosfore¢nanovou skupinou vytvarajucou vizby
v ret’azci,

+ podobne vplyvaji iény Ag" aj na plazmidy'>,

» vzajomné interakcie sposobuju kondenzaciu DNA a stratu schopnosti reprodukcie.

5.3 Praktické cviCenie

Uloha: Zostrojte rastové krivky pre zelent jednobunkova riasu Ch. kessleri. Riasu
kultivujte v troch prostrediach: Zivny roztok Milieu Bristol, destilovana voda a iénovy roztok
striebra s koncentraciou 0,98 mM.

Rastova krivka - postup

1. Do sterilného boxu umiestnite tri Erlenmeyerove banky, v kazdej bude po 50 ml
roztoku. V prvej bude ako kontrola destilovana voda, v druhej Zivny roztok Milieu
Bristol a v tretej i0novy roztok striebra.

2. Do vsetkych pripravenych roztokov naockujte 1 ocko rias.

3. Banky s riasou uskladnite pri izbovej teplote, kontinudlnom osvetleni a pocas celej doby
experimentu roztok minimdlne 3x denne premieSavajte. Pocas ~14 dni sledujte
a vyhodnocujte mnozstvo rias v roztoku,

4. Vyhodnot'te:

- hodnoty pH minimalne na zaciatku a na konci skusky,
- kazdych 24 hod stanovte mnozstvo rias v 1 cm?,
- zostrojte rastové krivky.

5. Do protokolu zapiSte presny postup experimentov aj s obrazovou dokumentéciou,
vysledkami a diskusiou vysledkov. Na zéklade rastovych kriviek porovnajte jednotlivé
prostredia a vysvetlite ich vplyv na vitalitu buniek.

Pomocky a zariadenia

Erlenmeyerove banky, biologické ocko, zZivny roztok Milieu Bristol, idnovy roztok striebra
(AgNO3), pH meter, svetelna rampa, sterilny box, pocitacka buniek alebo Biirkerova komdrka.

15 plazmid je relativne kratka, dvojvlaknova, do kruhu uzavretd molekula DNA nachadzajica sa v cytoplazme
bunky. Plazmidy st typické pre prokaryotické organizmy, ale vyskytuji sa aj u jednoduchych eukaryotov.
Plazmidy nesi gény, ktoré nie si nevyhnutné pre zakladné zivotné procesy v bunke, ale mozu sa stat
nevyhnutnymi za uréitych $pecifickych podmienok. Castym prikladom génov umiestnenych na plazmidoch
baktérii je gén odolnosti voci antibiotiku
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5.4 Kontrolné otazky

1.

S A R

PopiSte princip toxicity nanocCastic striebra. Aké ucfinky maju nanocastice striebra
z lekérskeho hladiska?

Aké su mechanizmy toxicity nanocastic striebra?

Kol’ko druhov endocytdz pozname?

Schematicky zndzornite tri druhy endocytozy.

Definujte lipidy. Ak4 je ich funkcia?

Co je to ROS?

Aka koncentracia nanocastic striebra sposobuje akutnu cytotoxicitu?

Definujte bielkoviny.
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[ 4 [ A4
Cvicenie €. 6
Ciel’ cviCenia
Ciel'om cviéenia je osvojit’ si zaklady z oblasti toxikologie a zvlast' ekotoxikologie. Studenti
sa oboznamia so zakladnym rozdelenim testov toxicity, legislativou a zdkladnymi pojmami

v tejto oblasti. Naucia sa postupy pri vykonavani testov toxicity a princip vyhodnocovania
testov.

6 Toxikologia, toxicita, ekotoxikologia a ekotoxicita

Pojmy ako toxikologia, toxicita, ekotoxikologia a ekotoxicita, pripadne jedovatost’ st
dolezit¢ aj v oblasti materidlovych vied, hlavne ak sa jedna o materidly so Strukturou
nanometrickych rozmerov. Preto je nevyhnutné zadefinovat’ tieto pojmy a vediet’ sa orientovat’
v moznostiach stanovovania toxickych vlastnosti.

Vznik slova toxikoldgia je mozné vysvetlit’ spojenim gréckych slov toxon ($ip) alebo toxikon
(jedovata latka) a logos (veda, rozprava). Toxikologia je medicinsky vedny odbor, ktory
vyuziva poznatky biologickych vied, ako st napr.: molekularna bioldgia, genetika, botanika,
zoologia, mikrobioldgia, alebo lekarskych a chemickych vied ako: analytickd, anorganicka,
organicka chémia a biochémia. Okrem zosumarizovania poznatkov o jedoch a ich ucinkoch sa
zaoberd vzajomnym pdsobenim chemickych latok a zivého organizmu. Toxikologia je pribuzna
farmakologii, ktora Studuje priaznivé aj nepriaznivé ucinky lieciv [1, 2].

Toxicita je schopnost’ latky poSkodzovat’ zivy organizmus. Zavisi od jej fyzikalno-
chemickych vlastnosti, sposobu vstupu latky do organizmu, metabolizmu latky, frekvencie
podania, velkosti davky a pod. Toxicita je vel'mi Siroky pojem a existuje mnozstvo metdd jej
klasifikacie a hodnotenia.

Ekotoxikoloégia je vednd disciplina, ktora sa zaoberd Stidiom a hodnotenim vplyvu
toxickych latok na organizmy v ich prostredi [1]. Ekotoxikoldgia je v suCasnosti chapana ako
interdisciplinarny vedny odbor kombinujuci predovSetkym poznatky vedy Studujucej
ekosystémy (ekologia) a vedy Studujucej interakcie chemickych latok so Zivymi organizmami
(toxikologia).

Ekotoxicita je vlastnost’ latky, ktord ma bud’ okamzity alebo oneskoreny nepriaznivy u¢inok
na zivotné prostredie tym, Ze je bioakumulovana'® alebo pdsobi toxicky na biotické systémy.

Hlavny rozdiel medzi toxikoldgiou a ekotoxikologiou je v tom, Ze toxikoldgia, ako vedny
odbor sleduje pomocou réznych metdd ucinky Skodlivin, resp. jedov na laboratérne zvierata s
cielom interpretidcie vysledkov na cloveka, kym ekotoxikoldgia pracuje s biologickymi
modelmi nachédzajicimi sa priamo v danej lokalite, inymi slovami sa zaoberd negativnym
posobenim toxickych latok na organizmy, populécie, spolocenstva a ekosystémy.

16 bioakumuldcia predstavuje narast koncentricie cudzorodych latok v tkanivach organizmov v dosledku expozicie
z prostredia alebo prijmu z potravy
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Vysledky toxikologickych a ekotoxikologickych sledovani poskytuji exaktné informacie,
ktoré mozu indikovat’ rizikd suvisiace so vstupom xenobiotik!” do ekosystémov, vratane
Pudskej populécie [2].

6.1 Ekotoxikologia

Vedna disciplina ekotoxikologia je pomerne mlady vedny odbor, ktory stoji na hranici medzi
odbormi environmentalnej chémie, toxikologie, ekologie a biologie. Je dolezitou
medziodborovou vednou disciplinou zaoberajicou sa posudzovanim stavu zivotného prostredia
a vplyvu l'udskej ¢innosti na zivotné prostredie. Zatial’ najpodrobnejSie rozpracovana Cast’ sa
tyka expozicie a naslednej intoxikécie zivych organizmov vo vodnom (akvatickom) prostredi.
Ekotoxikoldgia sa zaobera predovSetkym Stidiom a hodnotenim vplyvu skodlivych latok na
vol'ne zijuce organizmy Vv ich prostredi, pripadne pdsobenim Skodlivych latok zo zivotného
prostredia na ¢loveka, ¢i uz priamo zo zloziek prostredia (voda, poda, vzduch), alebo aj
prostrednictvom prirodzenych, alebo ¢lovekom riadenych procesov. Ako o samostatnej vednej
discipline sa o ekotoxikoldgii zacalo hovorit’ az od konca 60. rokov 20. storoc¢ia [2].

Toxicita je v kontexte ekotoxicity definovana ako ti¢inok cudzorodych latok na spolocenstva
organizmov (rastlin a zivoc¢ichov). Jednd sa o mieru vplyvu toxickych latok sposobujucich
chorobné¢ zmeny na zivych organizmoch. Toxicita latok voci zivotnému prostrediu sa neda
hodnotit’ jednoduchou kvantifikovatel'nou veli¢inou, preto nie je mozné stanovit’ ,,hodnoty*
ekotoxicity dvoch latok a vzajomne ich porovnat’. Testované latky st na zaklade vykonanych
testov bud’ negativne alebo pozitivne. Ekotoxikologické testy sa delia podla viacerych hladisk,
nizsie v texte st uvedené len niektoré z nich:

» podrla doby expozicie: akutne, semiakutne, semichronické a chronické,
» podla priebehu testu: statické, semistatické a prietokové,
» podla pokrocilosti testovacieho systému:

- 1. generacia (klasické testy) - vyhodou je vysokd jednotnost, opakovatelnost
a porovnatelnost’ vysledkov, vysledky su validované. Nevyhodou je obmedzena
a vysoko Specifickd vypovednd hodnota a taktieZ obmedzeny pocet Standardizovanych
postupov. Navyse st tieto testy vhodné skor na stanovenie akutnych uc¢inkov,

- 2. generacia (mikrobiotesty) - alternativne testy a mikrobiotesty, ktoré zatial neboli
regulujucimi organizdciami validované. Ich vyhodou je predovsetkym miniaturizacia
a skratenie inkubacnej doby, rychlost’ a jednoduchost’. Mikrobiotesty mozno rozdelit’
do troch skupin, a to na mikrobiotesty vyuzivajuce pokojové §tadia zooplanktonu,
riasové mikrobiotesty a bakterialne testy toxicity,

- 3. generacia (biosenzory, biosondy, biomarkery) - biosenzory patria do skupiny
chemickych senzorov a vyuzivaja vysoku citlivost’ a selektivitu aktivnych biologickych
latok alebo zivych organizmov (pstruh potony Salmo trutta). Biomarkery su
biochemickymi, fyziologickymi alebo histologickymi indikatormi expozicie alebo

17 xenobiotikum - cudzorodd latka, ktord je organizmu alebo prostrediu cudzia, nie je produktom ani
medziproduktom fyziologického metabolizmu
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vplyvov xenobiotik. Medzi biosondy je mozné zaradit’ ¢ipy implantované, napr. pod
kozu ryb, ktoré¢ zaznamenavaji biochemické a hematologické zmeny nositel’a.
- 4. generacia (on-line systémy s dial’kovym prenosom dat),
+ podra trofickej'® Girovne testovanych organizmov sa biotesty 1. generacie delia na:

- biotesty s producentmi - riasové testy toxicity (so sinicami, s morskymi ¢i so
sladkovodnymi riasami; moézu vyuzivat jednodruhové alebo multidruhové kultary)
a biologicka sktska na Lemna minor a Lemna gibba, pri ktorych sa sleduje inhibicia

rastu,

- biotesty s konzumentami - bezstavovce (hmyz, kdrovce, obrickavcee), stavovee (ryby,
obojzivelniky),

- biotesty s deStruentmi - baktérie (testy jednodruhové alebo s komplexnymi

spoloCenstvami baktérii, najcastejSie sa hodnoti inhibicia rastu alebo definovana
metabolicka aktivita), mikrobialne testy na kvasinkach a vldknitych hubach,

* podrla testovanej matrice: voda, pdda, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka.
Toxické uc¢inky danej latky zavisia od jej koncentracie a davky, spdsobu kontaktu
s organizmom, od metabolitov latky a od miesta t€¢inku.

Utinok je odpoved’ou organizmu na expoziciu latkou, kde je mozné hodnotit’ bud’:

* ucinok akutny — bezprostredny po jednorazovej davke toxickej latky,

* ucinok chronicky — po dlhodobom styku s latkou.

Vel'mi dblezitym pojmom je davka, ¢o predstavuje mnoZzstvo toxickej latky, ktoré sa dostane
do organizmu a je nim absorbované. Uvadza sa v hmotnostnych jednotkdch na jednotku
hmotnosti organizmu za jednotku ¢asu (napr. mg/d, kg/d).

Davka, rovnako ako ucinok, sa deli na davku:

» akutnu - koncentracia, ktord zvyc€ajne sposobi smrt’ organizmu,
» chronicku - koncentracia, hlboko pod prahovou hodnotou s dlhodobym posobenim.

6.1.1 Legislativa

V Slovenskej republike su pre ekotoxikologické testy odporti¢ané metody identické
s europskymi ISO a OECD normami, niz§ie je uvedenych niekol’ko noriem na stanovenie
toxicity:

* STN EN ISO 6341: 2013-08: Kvalita vody. Stanovenie inhibicie pohyblivosti Daphnia
magna Straus (Cladocera, Crustacea). Skuska akutnej toxicity (ISO 6341: 2012). 24-
48 hod test pri Standardnych podmienkach. (C.2/OECD 203)

* STN 83 8303: 1999: Skusanie nebezpecnych vlastnosti odpadov. Ekotoxicita. Skusky
akutnej toxicity na vodnych organizmoch a skusky inhibicie rastu rias a vysSich
kultrnych rastlin.

18 troficky - vyzivny, vyZivovy, potravny
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STN EN ISO 7346-1: 1999. Kvalita vody. Stanovenie akutnej letalnej toxicity latok na
sladkovodnych rybach [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)].
Cast’ 1: Statickd metoda (ISO 7346-1: 1996 alebo C.1/OECD 203).

STN EN ISO 7346-2: 1997: Kvalita vody. Stanovenie akutnej letalnej toxicity latok na
sladkovodnych rybach [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)].
Cast’ 2: Semistaticka metoda.

STN EN ISO 8692: 2005-02: Kvalita vody. Skuska inhibicie rastu sladkovodnych rias
Scenedesmus subspicatus a Selenastrum capricornutum. (C.3/OECD 201).

STN EN ISO 10260 (1999): Kvalita vody. Meranie biochemickych parametrov.
Spektrofotometrické stanovenie koncentracie chlorofylu a.

STN EN ISO 20079: Kvalita vody. Stanovenie toxického ucinku zloziek vody
a odpadovej vody na Lemna minor (zaburinku). Sktiska inhibicie rastu (ISO 20079: 2005)
— 7 dni pri Standardnom osvetleni v Zivnom médiu sa sleduje pocet stielok.

STN EN ISO 11348-2: 2009: Kvalita vody. Stanovenie inhibi¢ného vplyvu vzoriek vody
na svetelnti emisiu Vibrio fischeri (Skiska luminiscenénych baktérii). Cast’ 2: Metoda
pouzivajuca dehydrované baktérie.

Zakladnym podstatnym tidajom hodnotiaci toxicitu, ktory uvadza aké percento testovacich
jedincov reaguje po expozicii s testovanou latkou, je ED (effective dose) - efektivna davka
(4¢inna déavka, ucinna koncentracia) a EC (effective concentration) efektivna koncentracia:

ED - efektivna davka = ucinnd davka - uvadza, aké percento testovacich jedincov
reaguje po expozicii testovanou latkou.

EDs - efektivna déavka, pri ktorej reaguje 50% testovacich jedincov.

EDy - efektivna davka, pri ktorej nereaguje ziadny testovany jedinec.

EDx - efektivna davka, pri ktorej reaguje x% testovacich jedincov.

ECso je polovica maximalnej efektivnej koncentracie (half maximal effective
concentration), je to miera koncentracie latky, ktora vyvolava 50% reakciu, teda 50%
uhyn, pripadne 50% zniZenie rastu alebo rastovej rychlosti vo vztahu ku kontrolnej
vzorke. ECso je miera koncentracie vyjadrend v molarnych jednotkach M, kde 1 M je
ekvivalentné 1 mol/l.

Miera toxicity sa v pripade vysoko toxickych latok vyjadruje ,,smrtel'nou davkou* LD (lethal

dose) alebo pre plyny a pary ,,smrte'nou koncentraciou™ LC (lethal concentration).
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LCso je Specialny pripad ECso. LCso je letalna koncentracia latky, ktora je smrtelna pre
50% organizmov v teste toxicity. LCso mozno ur€it’ pre akukol'vek dobu expozicie, ale
najbeznejsia doba expozicie je 96 hodin. Dalgie bezné doby trvania st 24, 48 a 72 hodin.
umrtie ¢loveka alebo thyn zvierata.

LDso - letdlna davka, je to mnoZstvo latky podanej naraz, ktord spdsobi smrt” 50%
skupiny pokusnych jedincov, inou ako inhala¢nou cestou. Zvycajne sa vyjadruje ako
mnozstvo podanej latky, napr. mg na 100 g (pre menSie zvierata) alebo na kg telesne;j
hmotnosti testovaného zvierata (pre vicsie testované subjekty: potkan, mys). Latka je
tym toxickejSia, ¢im je niZSia jej Ciselna hodnota LDso. Pri hodnotach LD sa uvadza
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druh testovacieho organizmu (mys, potkan, pes atd’.) a spdsob podania testovanej latky
(traviacou ststavou, kozou a pod.).

- LDx - letdlna davka chemickej latky, pri ktorej uhynie x% testovacich jedincov.

- ICso (half maximal inhibitory concentration) je mierou ucinnosti latky pri inhibicii
Specifickej biologickej alebo biochemickej funkcie. ICso je kvantitativna miera, ktora
udava, kol'’ko konkrétnej inhibi¢nej latky (napr. lie€iva) je potrebné na in vitro inhibiciu
daného biologického procesu alebo biologickej zlozky o 50%. Hodnoty ICso su typicky
vyjadrené ako molarna koncentracia.

Dalsimi zikladnymi idajmi o akitnej toxicite si hodnoty:

- NOAEL - najvysSia davka alebo expozi¢na koncentrdcia testovanej vzorky, ktorad
nevyvola ziadne pozorovatelné ucinky v porovnani s kontrolnou skupinou (No
Observable Effect Level).
pozorované ucinky na organizmus v porovnani s kontrolnou skupinou (Lowest
Observable Adverse Effect Level).

- NOAEC - koncentracia, pri ktorej nebol pozorovany skodlivy ti¢inok (No Observable
Effect Concentration).

- LOAEC - najnizsia koncentracia, pri ktorej bol pozorovany skodlivy uc¢inok (Lowest
Observable Adverse Effect Concentration).

6.1.2 Testy toxicity

Toxicita latky alebo aj jedovatost’ je schopnost’ latky spdsobit’ poSkodenie organizmu, okrem
jedovatého ucinku sem patria aj karcinogénny, teratogénny, mutagénny ucinok a genotoxicita,
Tab. 5. Pri posudzovani toxicity je kI'acova koncentrécia toxickej latky a doba jej posobenia.

Tab. 5 Utinky toxicity

Akftna toxicita (do 24 hod., 48 hod.) Rychla smrt’ (letalny ucinok)

Chronicka toxicita (tyzdne, viac ako 3 mesiace) Porucha rastu, rozmnozovania
Karcinogénne ucinky latok Porucha organov (vznik nadorov), smrt
Mutagénne Ucinky latok Porucha organov (mutdcia buniek), smrt’
Teratogénne ucinky latok Priamy vplyv na budiice generacie
Genotoxicita latok Mozny vplyv na budice generéacie

Pri hodnoteni vzorky sa pouziva odporucand sekvencia testov, ktord zahfna limitny test,
overovaci test, orientacny test a zakladny test. Limitnym testom sa zist'uje, ¢i latka vykazuje
toxické uc¢inky (100% eluent alebo koncentracia 100 mg.I'"). Ak je limitny test negativny (nie
je pozorovana odpoved’ testovaného systému), nasleduje overovaci test. Ak je overovaci test
negativny, testovanie sa konci. Ak je overovaci test pozitivny, rovnako ako pri pozitivnhom
vysledku limitného testu s odpoved’ou >50% (miera sledovanej odpovedi >50%), nasleduje
orientacny test (stanovuje rozmedzie, v ktorom mozno oc¢akéavat’ hodnotu ECso, vysledkom je
najvyssia orientacnd koncentracia vzorky OC 0, ktora nema ucinok na testovany organizmus
systému). Pomocou vysledkov orientacného testu sa pripravi koncentracny rad, ktory sa pouzije
pre zakladny test. Vysledkom zakladného testu je urc¢enie hodnoty ECso (LCso, ICs0) [3].
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Toxicita sa podl'a rychlosti pdsobenia latky na organizmy deli na akutnu a chronicka
toxicitu. Pri akttnej toxicite sa jedovaty u¢inok prejavuje vel'mi rychlo, vzdy po niekol’kych
minutach ¢i hodinach. Pri chronickej toxicite sa ti€inok prejavi po tyzdioch, mesiacoch. Kym
pri akutnej toxicite je ovplyvneny priamo jej vystaveny organizmus, pri chronickej toxicite sa
jej prejavy zistuju az na d’alSich vyvojovych generaciach (problémy s plodnost’ou, degeneracia
na potomkoch, ...). Prechodnou kategoriou medzi testami akutnej a chronickej toxicity st testy
semichronickej toxicity, zalozené na hodnoteni fyziologickych prejavov s obdrzanim
vysledkov v kratkej dobe (pocas 5 az 7 dni). Vodohospodarska toxikoldgia sa zaobera hlavne
akutnou toxicitou, zaloZzenou na testoch aktitnej toxicity [4].

6.1.2.1 Testy akutnej toxicity

Testy akutnej ekotoxicity slizia na hodnotenie toxickych latok, ktorych Gc¢inky sa prejavuja
v kratkom c¢ase po jednorazovom podani latky. V praxi sa test akdtnej toxicity stanovuje na
perloockéach, semenach, riasach a baktériach. Doélezitymi parametrami pri pouziti akitnych
testov toxicity je hodnota LCso, pri testoch inhibi¢nych potom hodnoty ICso a ECso. Pri akttne;j
toxicite na zivocichoch sa zistuje umrtnost’, teda mortalita. Pre sprdvne stanovenie tychto
hodnét je potrebné zadefinovat’ nasledovné podmienky:

» doba pdsobenia toxickej latky,
» zadefinovany organizmus,
* teplota a svetelny rezim.

6.1.2.2 Semichronické testy

Pri testoch semichronickej toxicity su testované organizmy vystavené opakovanej dennej
expozicii chemickej latky, alebo moze ist’ o expoziciu po vyznamnu Cast’ Zivota testovaného
organizmu. Davka testovanej latky je o nieco niz$ia ako v pripade akutnych testov toxicity.

Semichronické testy sa od testov akutnej toxicity liSia druhom testovanych organizmov.
V pripade akutnej toxicity testy prebiehaju na zZivych organizmoch, kym v semichronickych
testoch vyuzivame semena rastlin [5]. Rozdiel predstavuje interpretacia ziskanych vysledkov.
Postup préce je viacmenej zhodny, vysledky musia byt’ prezentované podl'a prislusného testu a
vzorca pre vypocet. Inhibicia pre rast koreiia rastliny pri semichronickej toxicite sa stanovuje
podla vztahu:

— Hy—Hy
I = o 100 (%) (2)

kde I - inhibicia rastu korena,
Hj - priemernd dlzka koretia merana v kontrole (mm),
H, - priemerna dlzka koreila merana v pre dant koncentraciu (mm),

Priklady organizmov vyuzivanych pri akitnych a semichronickych testoch, Obr. 18:

* test inhibicie rastu korena kultirnej rastliny - semena: Sinapis alba L. (horcica biela,
vys$ia rastlina), expozi¢na doba 72 hod,

* test inhibicie rastu zaburinky mensej (vyssia vodna rastlina) - Lemna minor,

* stanovenie akutnej toxicity latok na sladkovodnej rybe - Brachydanio rerio alebo Poecilia
reticulata,
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v oblasti odpadov - perloocka — Daphnia magna (kérovce) expozi¢na doba 48 hod,
respiracny test s aktivovanym kalom - mikroorganizmy Vibrio fischeri,
kvalitativna metdda - diskovy difuzny test (DDT) - Escherichia coli’’, Desmosesmus.

2% e

Obr. 18 Semena Sinapis alba L.; Lemna minor; Brachydanio rerio; Poecilia reticulata; Escherichia coli;

Desmosesmus; Daphnia magna; Vibrio fischeri (z'ava doprava)

6.1.2.3 Chronické testy

Testy chronickej toxicity sa vyuzivaju na zhodnotenie nepriaznivych vplyvov toxickych
latok pri ich dlhodobom pdsobeni na organizmy. Prejavy dlhodobého posobenia toxickej latky
na organizmus sa prejavia vacSinou az na dalSich vyvojovych Stadiach testovanych
organizmov. Vysledky testov semichronickej aj chronickej toxicity sluzia na stanovenie hodnot
NOAEL a LOAEL.

6.2 Kontrolné otazky

AT T S B

Definujte pojem toxicita a ekotoxicita.

Aké je rozdelenie testov toxicity podl'a doby expozicie?

Definujte hodnoty ED, ECso, LDso a ICso. Aky je medzi nimi rozdiel?

Zostrojte vyvojovy algoritmus testovania a slovne ho popiste.

Najdite v dostupnej literatire informacie o testoch delenych podl'a priebehu testu:
statické, semistatické a prietokové. Popiste jednotlivé testy aj s prikladmi pouzitych
organizmov a postupmi skusok.
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[ 4 [ A4
Cvicenie €. 7
Ciel’ cviCenia
Ciel'om cvicenia je stanovit’ toxicitu nanocastic striebra, zlata a ibnového roztoku striebra na
jednobunkovej riase Ch. kessleri a semenach hor¢ice bielej. Studenti si pri experimentoch

vyskasaji postupy pri stanovovani toxicity kovovych nanocastic, precvi¢ia si laboratorne
zruénosti, naucia sa vyhodnocovat’ testy toxicity a stanovovat’ stupei toxicity zvolenych latok.

Poznamka: teoria aj postupy experimentov su prisposobené k mozZnostiam laboratoria
nanomateridlov na Ustave materialov a inZinierstva kvality, FMMR, TUKE.

7 Test na zelenych riasach a na vysSich rastlinach

7.1 Test toxicity na vysSich rastlinach

7.1.1 Charakteristika organizmov

Horcica biela, Obr. 19a), je rastlina z rodu horcica (Sinapis), patri do cel'ade kapustovitych
(Brassicaceae). Pestuje sa v celej Europe. Mé vysoku stonku (do 1 m). Je to jednoro¢na, skoro
jarnéd rastlina, jej drobné olejnaté semend obsahuji 20-25% oleja, cca. 25% proteinov
a glukozinolat sinalbin.

Pestuje sa predovsetkym pre semeno, z ktorého sa vyrabaju doplnky jedal. Olej je vyuzivany
v potravinarskom priemysle, na technické ucely, na vyrobu mydiel, vo farmaceutickom
a kozmetickom priemysle. Rastlina zarovein patri medzi kimne plodiny. Semeno rastliny je na
kapustovité rastliny pomerne vel'ké, je zIt¢ alebo belavo ZzIté, gulovitého tvaru. Dosahuje
priemer 1,5 - 4 mm, hmotnost’ tisicich semien sa pohybuje od 3 do 6,8 g [1].

W 7
g

Obr. 19 a) Stonka s kvetmi a semena horcice bielej [2]; b) pSenica letna [3]

PSenica letnd je najrozSirenejSia obilnina, Obr. 19b). Dorastd do vysky 50-130 cm a je to
jedno alebo dvojro¢na trsnaté trava. Celé zrno obsahuje v 100 g priblizne: 1450 kJ (350 kCal),
12 g bielkovin, 2 g tukov, 70 g glycidov, 2 g nestraviteI'nych stcasti (buni¢iny), 40 mg véapnika,
330 mg fosforu, 3,71 mg zeleza, 120 mg horc¢ika a d’alej mensie mnozstva vitaminov B1, B2,
B6 a PP, stopové mnozstva vitaminov C a A. PSeni¢né zrno sa sklada z jadra (endospermu),
aleurénovej vrstvy (nachadza sa pod obalovymi vrstvami zrna, pod otrubami), z obalovych ¢asti
a klicka.
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7.1.2 Kratkodobé testy kliCivosti na semenach Sinapis alba

Kratkodobé¢ testy (Short-term Test of Germination) boli vyvinuté na overenie neSkodnosti
uzitkovych vod ziskanych z precistenych odpadovych véd, ktoré by mohli byt pouzité
napriklad pre zavlazovanie pol'nohospodarskych plodin. Testuje sa vplyv vody na kli¢enie
semien a rast koreniov horCice bielej Sinapis alba alebo pSenice letnej Triticum aestivum
(odroda: Akira,,E3) v pociato¢nych §tadiach vyvoja [1]. V testoch toxicity predstavuju hor¢ica
a pSenica zastupcov kultarnych plodin a vysSich rastlin. Tento test je zaroven mozné pouzit’ aj
na overovanie vplyvu toxicity inych ako odpadovych roztokov, napr. koloidnych roztokov
nanocastic kovov.

Zakladny test spociva v kultivacii semien na podlozkach (filtraCny papier) nasytenych
roztokmi skumanej latky a porovnava sa so semenami, ktoré rasti na podlozke nasytenej
kontrolnou kvapalinou, najcastejSie destilovanou vodou.

Vzhl'adom k moZnym zmenam stavu semien a kli¢ivosti, je potrebné pred testom overit’
kvalitu semien a podmienky testovania pomocou testu toxicity na Standardne (roztok K>Cr207).
Testy akutnej toxicity so Standardmi sa vykondvaju a vyhodnocuju za rovnakych podmienok,
a rovnakym spdsobom ako zikladné testy. Rozpétie ECso, ktoré ma kultara pri dobe kultivacie
72 hodin spinat’ je 10-50 mg/l. V takom pripade je ju mozné pouzit’ na test toxicity.

7.1.2.1 Test inhibicie rastu koreiia horcice bielej

Pri tomto teste sa vyuziva citlivost’ kliciacich semien, v pocCiatocnych Stadiach vyvoja
rastliny, na pritomnost’ toxickych latok v roztoku. Skuska prebieha pocas 72 hodin pri teplote
okolia (20-22°C). Vzorky su pocas testovacej doby uchovavane v tme. Princip testu spociva
v kultivacii semien pri uvedenych podmienkach a pri réznych koncentraciach toxickej latky
pritomnej v testovanom médiu.

Najprv sa robi predbezna skuska, pri ktorej sa testuje nezriedena latka (tri paralelné skusky
na 30 semenach a davka testovaného roztoku je 10 ml). Stcasne sa robi aj skuska s kontrolou.
Z vysledkov troch paralelnych skuSok sa vypocita aritmeticky priemer. Vysledok je bud’
pozitivny alebo negativny [4].

Skuska je negativna, ak v porovnani s kontrolou je inhibicia rastu korena <30% alebo
stimuldcia <75%. Skuska je pozitivna, ak v porovnani s kontrolou je inhibicia rastu korena
>30% alebo stimulacia >75%. Dalsie skiisky sa nerobia ak, v porovnani s kontrolou, je inhibicia
rastu korena >30% a <50% alebo stimuldcia >75%. V teste sa pokracuje zakladnou skuskou ak,
v porovnani s kontrolou, je inhibicia rastu korefia >50% a stanovuje sa hodnota ICso [4].

Postup zikladnej skiasky

1. Do Petriho misky (s priemerom 120-140 mm) sa polozi filtraény papier (v dvoch
pripadne troch vrstvach alebo sa polozi tenka vrstva vaty, ktord sa prikryje filtratnym
papierom, pouziva sa filtrany papier s velkostou porov >10 um), ktory sa nasyti
testovanym roztokom. Standardne sa testuje 10 ml roztoku. Roztok sa riedi v roznych
koncentraciach (zvycajne sa pripravi 5 az 10 riedeni) a pripravuju sa tri paralelné skusky
z kazdej koncentracie.
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2. Do kazdej Petriho misky (uz s testovanym roztokom) sa poukladaji semena tak, aby
medzi nimi bola dostato¢na vzdialenost' a aby pri kli¢eni nedoslo k vzajomnému
ovplyvneniu sa korienkov, Obr. 20a). Rovnakym postupom sa pripravi aj kontrola, Obr.
20b), ako kontrolny roztok sa pouziva destilovana voda alebo zriad’ovacia voda® [4, 5].

Obr. 20 Petriho misky s poukladanymi semenami hor¢ice bielej: a) koloidny roztok nanocastic striebra; b)
kontrola; ¢) koloidny roztok nanocastic striebra po 72 hod; d) kontrola po 72 hod

3. Po 72 hodinach sa presne odmeria dizka korefiov kadej rastliny apri kazdej
koncentracii riedeného roztoku Obr. 20c, d).

4. Hodnoty ICso sa vyhodnocuju pre kazdu paralelnu skasku zv1ast’ a vypocita sa z nich
aritmeticky priemer. Jednotlivé hodnoty sa nesmu liSit’ o viac ako 30% [4].

Graficky postup vyhodnotenia testu

Pre kazdé riedenie sa vypoéita aritmeticky priemer dizky korefia L, v mm z oboch vzoriek
jednej koncentracie (nulové hodnoty sa tiez zapocitavaju do priemeru). Nasledne sa vypocita
inhibicia rastu /, koretia po 72 hod v porovnani s kontrolou [4, 5]:

Le—Ly
I# = L_c 100 (%) (3)

kde I, - inhibicia rastu korena v (%), ak je 1,<0 ide o stimuldciu rastu,
L. - aritmeticky priemer dizky korefia merany v kontrole (mm),
Lv - aritmeticky priemer dizky korefia merany v testovanom roztoku (mm).

Z vypocitanych hodndt sa zostroja dva grafy. V prvom je na osi x koncentrécia testovaného
roztoku a na osi y inhibicia rastu korena. V druhom grafe je na osi x logaritmus koncentracie

roztoku a na osi y inhibicia rastu korena. Priklady grafov pre teoretické hodnoty st uvedené na
Obr. 21.
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Obr. 21 Idealne krivky zavislosti inhibicie rastu od koncentracie

20 kontrola: zried'ovacia voda, resp. Zivny roztok , vzdy bez skiganého vodného vyluhu
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Podl'a ziskanych hodnét sa ur¢ia hodnoty NOEC, LOEC a LC. Vysledné hodnoty ECio,
ECso, ECo sa ziskavaju linearnou regresiou (prelozenim priamky a pomocou rovnice priamky),
kedy sa inhibicia rastu d4 do zavislosti na dekadickom logaritme koncentracie alebo sa priamo
odcitaju z grafu, Obr. 22. Pri vyslednom hodnoteni je treba brat’ do tvahy aj fakt, ze latky
obsiahnuté vo vzorke mozu mat’ aj stimulacny efekt.
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Obr. 22 Vyhodnotenie vysledkov

7.1.2.2  Test klicivosti semien Sinapis alba

Pri teste klicivosti sa stanovuje pocet vyklicenych semien v pomere ku celkovému poctu
testovanych semien. Test sa robi pri rovnakych podmienkach ako test inhibicie rastu korena
vyssej rastliny, s tym rozdielom, ze sa vyhodnocuje tak, ze vykli¢ené semend sa spocitaji po
24, 48 a 72 hodinach. Z vysledkov sa vypocita aritmeticky priemer a zostroji sa histogram
zévislosti dent ku percentu vykli¢enych semien, pre kazdu koncentraciu. Podl'a vztahu (3) sa
vypocita inhibicia rastu. Rovnako ako v predchadzajucom pripade sa vyhodnocuju: LC,
NOEC, LOEC, ECj9, ECso a ECoo.

7.2 Test toxicity na zelenych riasach

Skuska inhibicie rastu sladkovodnych rias je Standardizovana metodikou STN EN ISO 8692:
2005-02: Kvalita vody. Skuaska inhibicie rastu sladkovodnych rias Scenedesmus subspicatus
a Selenastrum capricornutum [6] a STN 83 8303: 1999: Skusanie nebezpecnych vlastnosti
odpadov. Ekotoxicita. Skasky akutnej toxicity na vodnych organizmoch a skusky inhibicie
rastu rias a vysSich kultarnych rastlin [4]. Pri testoch je v ramci dostupnosti mozné pouzit’ aj
in¢ sladkovodné zelené riasy ako napr. Scenedesmus quadricauda alebo Chlorella kessleri.

7.2.1 Charakteristika organizmov

Nizsie rastliny su fylogeneticky najstarSou vetvou eukaryotickych rastlin. VSeobecne sa
nazyvaju riasy (lat. algae). Bunky rias obsahuju tylakoidy, ktoré st v porovnani so sinicami,
organizované do osobitnych organel - chloroplastov. Hlavnym fotosyntetickym pigmentom je,
podobne ako u vSetkych vysSich rastlin, chlorofyl a. Ked'ze domovom rias je voda, ich zivotné
prostredie je, na rozdiel od suchozemskych podmienok, pomerne stabilné. Ich morfolédgia je
preto pomerne jednoducha a Casto ich telo pozostava len z jednej bunky. Ani mnohobunkové
riasy nemaju telo diferencované na typické rastlinné pletiva. Z asimila¢nych farbiv maju zelené
riasy (Chlorophyta) pritomné chlorofyl a+b, PB-karotén a xantofyly. Zasobnou latkou
je Skrob [7].
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Chlorela (Ch. kessleri) patri medzi najmensie zelené riasy (~5 um), Obr. 3b), so stielkou
bunkového typu. Casto vytvara kolonie. Jej vyznam pravdepodobne vzrastie aZ v budicnosti,
pretoze sa ukazuje ako vyborny zdroj potravy pre kozmonautov v pripade dlhsich letov. Je
nenaro¢nd na ziviny a pomerne rychlo vytvara velké mnozstvo biomasy [7]. V priaznivych
podmienkach sa mnoZzi az neuveritelnou rychlostou, 4x za 20-24 hodin. Obsahuje vSetkych
8 aminokyselin potrebnych pre zivot, vitaminy (viac ako 20), mineraly, chlorofyl, mastné
kyseliny, Specificky Chlorella rastovy faktor a vldkninu. Zo suSiny tvoria proteiny 50—60%,
preto méa dokonala vyzivova hodnotu.

Na testovanie sa pouzivaji aj iné typy rias: Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus
subspicatus alebo Kirchneriella subcapitata.

7.2.2 Diskovy difuzny test

Diskovy difuzny test (Kirby-Bauer test) je Standardizovana metéda definovand Eurdpskou
komisiou pre testovanie citlivosti EUCAST a patri k najstar§Sim metédam testovania na
antimikrobilalnu citlivost’ [8]. Diskovy difuzny test je kvalitativna metéda na stanovenie
citlivosti bakteridlneho kmena na antibiotika. Kmen je citlivy alebo rezistentny podl'a vel’kosti
inhibi¢nej zony okolo disku na tuhej pdde. Ak je priemer inhibi¢nej zony mensi ako stanovena
hranica, znamena to, Ze bakterialny kmen je na antibiotika rezistentny a podanie testované¢ho
antibiotika by nebolo u¢inné [8, 9].

Tato metdda nemeria stupenn citlivosti — kmen je vzdy bud citlivy alebo rezistentny.
Teoreticky by bolo mozné merat’ aj presny stupei citlivosti ale len za prisne Standardnych
podmienok, ktoré v praxi obvykle nemozno dodrzat’. Teoéria difuzneho testu [9]:

+ antibiotikum difunduje z disku polozeného na povrch naockovanej agarovej pody,

* naocCkované baktérie sa ¢asom mnozia, no v dosledku prilivu antibiotika blizko disku
a podl'a stupnia svojej citlivosti sa prestavaji mnozit. V ur€itom okamihu a v urcitej
vzdialenosti od disku antibiotikum uz nedokdZe mnoZenie baktérii zastavit a ani
pokracujuci prilev antibiotika medzitym narastent bakteridlnu populaciu uz neohrozi.
Zaklada sa okraj inhibi¢nej zony, ktory sa neskor ozrejmi d’alSim rastom baktérii.
Koncentracia antibiotika na okraji prave vznikajlcej inhibi¢nej zény sa vola kriticka
koncentrécia, tento pojem nema klinicky vyznam,

» navelkost’ zony mé vplyv citlivost kmena, fyzikalne vlastnosti antibiotika a pddy, hriibka
pddy, rychlost’ mnozenia kmetia. Cim sa kmeii mnozi pomalSie, tym je zona pri rovnakej
citlivosti kmeia vécsia, Obr. 23. Je zrejmé, Ze nie je mozné stanovit’ univerzalne hrani¢né
priemery inhibi¢nych zon pre jednotlivé latky.

Chyby pri vyhodnocovani testu:

 zistena citlivost’ je arteficidlne vysSia (umelo vyvoland), ak je agarova pdda prili§ tenkad,
ak mé kmen zniZent rastovu rychlost’, ak doSlo k tzv. predifuzii antibiotika pri neskorom
vloZeni misiek do termostatu alebo pri ich pomalom prehrievani (preplneny termostat),
alebo ak bolo riedke bakterialne inokulum,
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kmen sa naopak zda byt rezistentnejsi, ak je pouzity disk exspirovany, ak je pdda prilis
hrubd, alebo ak je pouzité¢ inokulum prili§ husté. Rovnako méze ovplyvnit’ vysledok aj
nestandardné zlozenie pddy ovplyvitujuce diftiziu antibiotika.

Podmienky testu (disky, pody) je preto nutné pravidelne testovat’ pomocou referencnych
kmenov o znamej citlivosti.

Obr. 23 a) Vzorky bez inhibi¢nej zony; b) s vytvorenou inhibi¢nou zénou

Diskovy difiizny test — postup:

1.

kolénie mikroorganizmov sa resuspenduju do sterilného fyziologického roztoku (1 az
2.10® mikroorganizmov/ml),

25 ul vzniknutej suspenzie, najneskdr 15 min od pripravy, rovhomerne nanesieme na
agarové platne nakladnanim na vSetky strany,

pomocou Pasteurovej pipety odoberieme prebytocnu suspenziu z naockovanej pody
a pddu nechame chvil'u zaschnuat’,

najneskor 15 min od naockovania, v pripade testovania citlivosti bakterialnych kmenov
na nanocastice, na naockovanu podu nandsame prazdne disky (6 mm priemer), na ktoré
mikropipetou nanesieme koloidny roztok testovanych nanocastic. Ako kontrola slazi
roztok AgNOs3,

inkubujeme v termostate pri cca 35°C alebo pod svetelnou rampou a dizka inkubécie
zavisi od typu zvolenych mikroorganizmov,

po inkubdcii sa citlivost’ prejavi inhibi¢nou zénou — priemer inhibi¢nej zony sa meria
v mm,

vysledok porovname s tabul’kovymi hodnotami a stanovime, ¢i je kmen na antibiotika
alebo nanocastice citlivy alebo rezistentny:

- citlivy (C),

- intermediarne citlivy (I) — izolovany kmen je slabo citlivy - u¢inna hladina
antibiotika/nanocastic v sére sa dosiahne len pri zvySenom davkovani alebo v mieste,
kde sa antibiotikum prirodzene koncentruje (napr. moc u cicavcov),

- izolovany kmen je rezistentny (R).

Ak tabul’ky nie st k dispozicii, priemery inhibi¢nych zén jednotlivych koncentracii sa

porovnaju s kontrolou, navzajom medzi sebou a vyvodia sa zavery.
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7.2.3 Test inhibicie rastu rias vo vyluhu

Princip testu spociva v stanoveni toxického ucinku vodou vyluhovatelnej latky alebo latok
pritomnych vo vode na inhibiciu rastu a rozmnozovania chlorokokalnej riasy.

Test sa zacina predbeznou skuSkou, kde sa testuje neriedeny vyluh (robia sa tri paralelné
testy) a zivny roztok ako kontrola. Vysledky predbeznej skusky sa hodnotia rovnako ako
v pripade predbeznej skusky inhibicie rastu korena vyssej rastliny. Ak je skuska pozitivna
potom sa pristupi k zakladnej skuske.

Pri zékladnej skuske sa toxicky ucinok sleduje v jednotlivych koncentracidch sledovanej
latky (5 az 10 koncentracii) a porovnava sa s kontrolou v ¢istom Zivnom médiu. Mnozstvo
skuSobného roztoku je 50 az 70 ml. Testované roztoky sa nalejii do Erlenmeyerovych baniek,
ku ktorym sa prida potrebné, rovnaké mnozstvo riasového inokula.

Riasové inokulum?! pre test sa odobera z exponencialne rasticej inokulaénej kultary. Najprv
sa zisti hustota inokula¢nej kultary v pocitacej komorke alebo pomocou pocitacky buniek.
Objem riasovej suspenzie sa zisti vypoctom podl'a rovnice (4). PoCiatocna hustota riasove;j
suspenzie po nao¢kovani by mala zodpovedat’ po¢tu 10 000 buniek/cendbii?? v 1 ml [4].

V-c
x=22 @
kde x — potrebny objem inokula,
¢ — pozadovana hustota riasovej kultary na zaciatku testu v 1 ml (v tomto pripade 10 000
cenodbii),
V — mnozstvo testovaného roztoku v ml,
a — hustota inokula¢nej kultiry, pocet v ml.

Kultivaéné banky sa so vzorkami a s inokulom uzavrti buni¢inovymi zatkami a umiestnia sa
do termostatu s osvetlenim 6 000 az 10 000 luxov a teplotou 25+2°C, pripadne pod svetelnu
rampu pri teplote 25-27°C. Test prebieha po dobu minimalne 72 hodin, pocas tejto doby sa
vzorka aspoi trikrat denne premiesava (bez aeracie). Od zaciatku az po koniec testu sa hodnoti
rast buniek v nasadenych koncentraciach s frekvenciou raz denne. Pri zvolenej dlhsej dobe
expozicie sa hodnotenie vykonava rddovo v dvoch az Stvordnovych intervaloch [6]. Hustota
buniek sa zist'uje pomocou pocitacej komorky alebo pocitacky buniek. Zo ziskanych udajov sa
zostroja rastové krivky. Hodnoty ICso sa vyhodnocuju pre kazdu paralelnti skasku zvlast
a vypocita sa z nich aritmeticky priemer. Jednotlivé hodnoty sa nesm lisit’ o viac ako 30% [4].

Zakladom vypoctu ICso je rastova krivka zostrojena pre jednotlivé koncentracie, ktoré sa
porovnavaju ku kontrole (hustota riasovych kultar sa vyjadruje v /n(cy)). Najprv sa zostroji
graficka zavislost: ¢as v diloch (0s x) a In(cy) (os y). UrCenie inhibicie pripadne stimulécie rastu
je zalozené na porovnani ploch pod rastovymi krivkami testovanych roztokov a v kontrole.

2l inokulum — o¢kovacia latka, v §irSom slova zmysle material obsahujici mikroorganizmy alebo virusové Castice,
ktoré mozu byt prenesené na hostitel’a, pripadne kultivaéné médium

22 cendbium — funkéné zoskupenie, kolénia buniek jednobunkovych rias vytvorend delenim jednej materskej
bunky. V cendbiu je vzdy rovnaky pocet buniek (4, 16, 32 a pod. - charakteristické pre kazdy druh)
pochadzajucich z tej istej materskej bunky
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Plocha A4 pod rastovou krivkou sa vypocita pre kazdi koncentraciu podla:

A= (Nn—;Vo)-tl n (N1+Nz—2;Vo)'(tz—t1) R (Nn_1+Nn—212V0)-(tn—tn_1) )
kde N, — pocet buniek/cenobii v 1 ml v Case #,,
N1 — pocet buniek/cendbii v 1 ml v Case ¢/,
Ny — pociato¢nd hustota buniek/cenobii v 1 ml,
t» — doba n-t€ho merania testu od zaciatku, v dnoch,
t; — doba prvého merania testu od zaciatku testu, v diloch.

Z hodndt 4 sa pre kazdy roztok aj koncentraciu vypocita inhibicia (stimulacia) Ly
_ Ac—A;

Iy = " =100 (6)

c

kde /4; — inhibicia rastu (ak je /4<0 ide o stimuléciu rastu), %,
A¢ — priemerna plocha pre kontrolu,
A; — priemernd plocha v sledovanej koncentrécii.

Na konci testu sa z nameranych hodnot zist'uje rastova rychlost” kultary u, rovnica (7):
In Np—In Ny
- L (7)
kde N, — pocet buniek/cenobii v 1 ml na konci testu,
No — pocet buniek/cendbii v 1 ml na zaciatku testu,
t, — doba trvania testu v ditoch.

Z rastovych rychlosti sa pre kazdu skusant koncentraciu aj kontrolnu koncentraciu stanovi
inhibicia /,, resp. stimulacia rastu:

_ Hc—Hi
I, = £ 100 ®)

kde 1, — percento inhibicie rastu (ak je /,<0 ide o stimuléciu rastu),
e — rastova rychlost’ v kontrole, d”!,
i — rastova rychlost’ v sledovanej koncentracii, d.

Hodnoty inhibicie 14;, resp. I a skiiSanej koncentracie vyluhu ¢; sa vynesu do stiradnicového
systétmu. Zobrazenymi bodmi sa prelozi priamka a zprieseCnika prelozenej priamky
a stradnice inhibicie 50% sa z osi x od¢ita prisluSna hodnota 72nICso [6], Obr. 22. V pripade
pouzitia hodnoty /, sa pouZziva oznafenie I;Cso (index . zna¢i pouzitie hodnoty rastovej
rychlosti), pre obdobne pri pouziti hodnoty 74 sa pouZziva oznacenie [,Cso (index , znaci pouZitie
hodnoty velkosti vytvorenej biomasy).

7.3 Praktické cviCenie
Ulohy:
1. Stanovte toxicitu danych roztokov na semenach horcice bielej. Pouzite test inhibicie
rastu korena kulturnej rastliny a kli¢ivosti semien (STN 83 8303).

2. Stanovte toxicitu danych roztokov na jednobunkovej riase Ch. kessleri. Na sledovanie
ekotoxicity na Ch. kessleri pouzite test inhibicie rastu rias a diskovy diftzny test.
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Upozornenie: so vzorkami pracujte podla predpisov pre pracu so Skodlivymi latkami
a latkami nebezpecnymi pre zivotné prostredie!

7.3.1 Testy toxicity na vysSej rastline

7.3.1.1 Rast koreria horcice bielej
Postup préce pri stanovovani toxického uc¢inku latok obsiahnutych vo vodnom vyluhu na
kli¢ivost’ semien a rast korena horcice biele;j:

1. Testovany organizmus: semend horc¢ice bielej (Sinapis alba) s kli¢ivostou minimalne

90%, stredna vel’kost’ semien 1,5 az 2,5 mm, okrovo-zIté.
Podmienky testu: teplota: 21£2°C. Mnozstvo vodného vyluhu (testované¢ho roztoku)
10 ml na kazdi Petriho misku. Pocet testovacich jedincov: 30 semien na kazdej Petriho
miske (rovnomerne — pravouhla siet’ 6x5 semien). DiZka expozicie max 72 hodin, bez
osvetlenia.

2. Pripravte kontrolny roztok (voda) atestované roztoky sroéznymi koncentraciami
(minimdlne 5, maximalne 10 koncentracii). Objem roztokov je 10 ml. Na pripravu
zasobnych roztokov a vodného vyluhu sa pouziva deionizovana voda.

3. Semena pred pouzitim sterilizujete: na 20 min ponorte semenda do 10% roztoku
chlérnanu sodného (NaClO), potom ich premyte destilovanou H>O (pouzite min 300 ml
vody). Premyvajte dovtedy, kym neprestanete citit’ chlor.

4. Z filtra¢ného papiera vystrihnite kruhy podl'a vel'kosti dna pouzitych Petriho misiek. Na
dno kazdej Petriho misky vlozte po dva filtracné papiere a navlhéite ich 10 ml
testovaného roztoku, resp. vodou (kontrola). Na navlhCené filtracné papiere
rovnomerne pinzetou rozmiestnite po 30 semien. Petriho misky zakryte druhym dielom.

5. Takto pripravené Petriho misky umiestnite do termostatu.

6. Po 72 hodinach odmerajte a zaznamenaijte dizky vietkych korefiov semien testovanych
vo vyluhu aj nasadenych v kontrole.

7. Podrobne popiSte postup testu (podl'a kapitoly 9) a urobte fotodokumentaciu.

7.3.1.2 Klicivost’ semien horcice bielej

Testovany organizmus a podmienky testu st rovnaké ako pri teste rastu korena (kapitola
7.3.1.1 body 1 az 5), rozdiel je len vo vyhodnoteni, vzorky sa vyhodnocuju po 24, 48 a 72
hodinach. Pri kazdom pocitani klickov, urobte fotodokumentaciu a podrobne popiste postup
experimentu.

Vyhodnotenie testov

Zikladnym sledovanym parametrom pre hodnotenie testov je priemerna dizka korena,
resp. klicivost’ — kol’ko semien vykli¢ilo. Do vysledkov sa zapocitava aj pocet nevyklicenych
semien. Do aritmetického priemeru sa tieto semena zapo¢itavaji ako semena s nulovou dizkou
korenia. Ak semeno vyklici, ale nevytvori korienok, zapocitava sa tato hodnota do aritmetického
priemeru rovnako ako nulova. Testy vyhodnot'te podl'a ndvodu uvedeného v teorii.

Platnost’ testu

Vysledky testov sa povazuju za platné, ak st splnené nasledujiuce poziadavky:
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 Kkli¢ivost’ semien v kontrole je najmenej 90%,

7.3.2

stanovend hodnota ICso Standardu dichrémanu draselného (K>Cr2O7) alebo inej kontroly
pre testované semena je v rozmedzi 10-50 mg/1.

Test toxicity na niZSich rastlinach

7.3.2.1 Test inhibicie rastu sladkovodnej riasy

Na test ekotoxicity na sladkovodnej riase pouzite zelenu riasu Ch. kessleri. Sledujte inhibiciu
rastu rias sposobenu toxickym ti¢inkom testovanej latky. Hodnoti sa narast/pokles koncentracie
biomasy v jednotlivych sériach s koncentraCnymi hladinami experimentalnej latky po 24, 48
a 72 hodinach. Maximalna doba expozicie je 72 hodin.

Postup experimentu

1.

8.

Pripravte si Erlenmeyerove banky, podl'a po¢tu experimentalnych roztokov, plus jednu
pre kontrolny roztok (vicsinou zivné médium alebo voda).

Vypocitajte potrebné riedenia testovanych roztokov. Napr. prva banka obsahuje 50 ml
testovaného neriedeného roztoku, druhé obsahuje 90% testovaného roztoku + 10% H>O,
tretia 80% + 20% H2O , atd’.

Banku s vodou potrebnou na riedenie roztokov a so zivnym médiom, ostatné sklo, ktoré
budeme pouzivat’ pri experimente dame sterilizovat’ na 20 min pri teplote 121°C.

Do vysterilizovanych baniek, okrem banky s kontrolou a 100% testovacim roztokom,
pridame potrebny objem toxickej latky. Cely pokus musi prebichat’ v sterilnych
podmienkach.

. Nasledne, do pripravenych baniek, pomocou pipety priddme vypocitané mnoZzstvo

inokula, podl’a rovnice (4). Zasobna kultira je vhodna na test vtedy, ked’ je rast rias
priblizne v polovici exponencialnej fazy. Ked’ze rastova krivku pre riasu Ch. kessleri,
sme zostrojili na predchadzajicom cviceni, vieme presne, na ktory deil kultivacie mame
v roztoku pozadované mnozstvo buniek. Pre overenie odoberte vzorku buniek
a stanovte ich pocet pomocou pocitacky buniek EVE™,

Po pridani rias Erlenmeyerove banky umiestnite do bioshakera a kultivujte pri
svetelnych podmienkach 18 hod svetla a 6 hod tmy (1700 lux) pri konStantnej teplote
25°C.

V intervaloch 24, 48 a 72 hod stanovte mnozstvo rias v roztokoch pomocou pocitacky
bunick EVE™, Biirkerovou komodrku amerajte absorbanciu pomocou UV-VIS
spektrofotometra (vlnova dizka 750 nm).

Podrobne popiste postup testu (podl'a kapitoly 9) aj s fotodokumentaciou.

Vyhodnotenie testu

Inhibiciu rastu rias je mozné stanovit’ viacerymi metodami.

1.

68

Jedna znich je pomocou spektrofotometra, kedy meriame absorbanciu (4BS) rias
kazdych 24, 48 a 72 hod, pri vinovej dizke 750 nm. Z hodnoty ABS vypoéitame pocet
buniek pomocou vzt'ahu:
109
PB = (ABS750+2439328:1077) ©)
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kde: PB — pocet buniek v 1 ml testovanej riasovej suspenzie,
ABS750 — hodnota ABS pri vlnovej dizke 750 nm.

Inhibiciu rastu rias vypocitajte podl'a vztahu:

r=(1-22)100 (%) (10)

kde: k — pocet buniek v kontrolnej suspenzii,
PB- pocet buniek v suspenzii s testovanou latkou v 1 ml.

Pomocou nameranych hodnot zostrojte zavislost’ log koncentracie na percente mnozstva
rias. Stanovte hodnoty: LC, NOEC, LOEC, EC10, ECso a ECop.

Vypocitajte rastova rychlost’ u, rovnica (7), a integral biomasy A, rovnica (5), alebo
plochy pod rastovymi krivkami v jednotlivych vzorkach a z tychto hodndt v porovnani
s kontrolnou koncentraciou stanovte inhibicie 1, a 4, rovnice (8) a (6).

7.3.2.2 Diskovy difuzny test
Na stanovenie toxicity latok pomocou diskového difuzneho testu pouzite zelenu
jednobunkovu riasu Ch. kessleri. Sledujte tvorbu inhibi¢nej zony. Postup experimentu:

l.
2.

8.

Vysterilizujte Petriho misky (2 hod pri 200°C).

Pripravte zivné 2% agarové médium (Zivny roztok Milliev Bristol). V sterilnom boxe
nalejte ziviné médium do Petriho misiek. Po jeho stuhnuti naockujte riasu.
Vysterilizované disky (priemer 6 mm) vystrihnuté z filtraéného papiera poukladajte na
riasou naockovanu agarovu platiiu (5 diskov na kazdu Petriho misku). Na kazdy disk
kvapnite pozadované mnozstvo testovaného roztoku tak, aby sa roztok neroztiekol a aby
bol disk cely presiaknuty testovanym roztokom. Snazte sa nepohnut’ diskom, ina¢ by
doslo ku skresleniu vysledkov.

Po nakvapkani testovaného roztoku uzavrite Petriho misky, oznacte vzorky a preneste
ich pod svetelni rampu s osvetlovacim cyklom 12 hod:12 hod tma:svetlo. Teplota
kultivacie by mala byt 24+2°C.

Po 7 a 14 diioch odmerajte velkost’ inhibi¢nej zény v milimetroch, v dvoch na seba
kolmych smeroch. Z tychto dvoch hodndt vypocitajte priemernt hodnotu. Za okraj sa
povazuje okraj viditelny volnym okom. Takto odmerajte a vypocitajte velkost
inhibi¢nej zony pre kazdy disk.

Vysledky spracujte do tabul’ky aj graficky.

Testovanu riasu vyhodnot'te: citliva, stredne citliva alebo rezistentna na testovanu latku
(C, L R).

Podrobne popiste postup testu (podl'a kapitoly 9) aj s fotodokumentaciou.

Pomocky a zaradenie

Petriho misky s priemerom 120 az 140 mm, filtracny papier vacSej pdrovitosti, pinzeta,
odmerné banky, milimetrové meradlo, noZnice, termostat pre teplotu 20°C. Pocitacka buniek
EVE™, UV-VIS spektrofotometer, sterilny box, bioshaker, mikropipety 50 a 10 ml, sklenena
tyCinka, lievik, pH meter.
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7.4

1.

Kontrolné otazky

Co sa vyhodnocuje pri diskovom difiiznom teste?

2. Napiste vzt'ah pre stanovenie inhibicie rastu korena vyssej rastliny.
3. Preco nemozno diskovi metddu pouzit’ na meranie stupna citlivosti kmena?
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[ 4 [ A4
Cvicenie €. 8
Ciel’ cviCenia
Cielom cvicenia je stanovit toxicitu (antibakteridlne uc¢inky, schopnost’ zabranit’ tvorbe
biofilmov) polymérnych vrstiev a netkanych textilii pripravenych z kompozitu PVA-AgNPs
(polymérna matrica dopovana nanolasticami striebra). Studenti sa na cvieni nauéia ako

odoberat’ vzorky z materidlu na test toxicity, osvoja si postup testu a naucia sa testy
vyhodnocovat’.

8 Zistovanie toxického ucinku antibakterialnych textilii
a povlakov

Polyméry su v sucasnosti Siroko pouzivanym materidlom. PouZzivaji sa €isté polyméry ale
aj polyméry dopované roznymi latkami. Pridavok sekundarnej fazy k polymérnej matici meni
a vylepSuje povodné vlastnosti polyméru, napr. zvysi sa pevnost, zmenia sa vodivostné
vlastnosti, optické alebo aj antimikrobialne.

Polyméry mozno rozdelit’ do dvoch kategorii [1]:

» prirodné polyméry (biopolyméry), ktoré zahtiiaju: hodvab, gumu, celuldzu, vinu, jantar,
keratin, kolagén, Skrob a DNA. Biopolyméry plnia kI'i¢ové funkcie v organizmoch,
posobia ako Strukturdlne proteiny, funkéné proteiny, nukleové kyseliny, Strukturalne
polysacharidy a molekuly skladujuce energiu,

» syntetické polyméry - pripravuju sa chemickou reakciou, ¢asto v laboratériu. Priklady
syntetickych polymérov zahnajia PVC (polyvinylchlorid), polystyrén, synteticky kaucuk,
silikon, polyetylén, neoprén a nylon. Syntetické polyméry sa pouzivaju na vyrobu
plastov, lepidiel, farieb, mechanickych casti a mnohych beznych predmetov.
Rozdel'ujeme ich do dvoch kategorii:

- termosety — vytvaraju pri vytvrdzovani nezvratné chemické vézby, je ich mozné
nevratne zmenit’ na nerozpustny polymeér, je ich mozné vytvrdit pomocou tepla alebo
ziarenia (epoxidy, polyestery, akrylové Zivice, polyuretany a vinylestery, bakelit, kevlar
a vulkanizovana guma),

- termoplasty st po vychladnuti tuhé ale ohybné a daju sa tvarovat’ pri urcitej teplote, pri
zahrievani sa roztavia na kvapalinu (akryl, nylon, teflon, polypropylén, polykarbonat
a polyetylén).

Polyméry a polymérne kompozity sa vyuzivaju hlavne v textilnom priemysle, medicine, na
upravy réznych povrchov, automobilovom priemysle aj v elektrotechnike. Textilny priemysel
ich vyuziva na pripravu tkanych ajnetkanych textilii, v poslednej dobe hlavne
s antibakteridlnymi vlastnostami.
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Textilie a povrchy s antimikrobialnou?® upravou sa v zdravotnictve vyuzivaji uz vel'mi dlho,
typickym prikladom st obvézy so striebrom, ktoré sa vyuzivaja hlavne pri oSetrovani popalenin
alebo chronickych ran [2]. V poslednych desatrociach sa v§ak vyroba antibakteridlnych textilii
vyrazne rozsirila. V medicine okrem obvdzov sa vyuzivaju aj antibakteridlne chirurgické nite,
masky, rukavice, obleCenie aj poste'né priadlo. Textilie s antibakteridlnou Upravou nasli
vyuzitie aj v inych odvetviach, ako napriklad Sport: funkéné oblecenie, spodné pradlo, ponozky.
Pre automobilovy priemysel sa vyrabaju antibakteridlne latky na potahy sedadiel. Netkané
textilie s antibakteridlnou upravou sa vyuzivaju na filtraciu vody alebo vzduchu, napr. filtre do
vysavacov.

Striebro, ¢i vo forme nanocastic alebo i6nového striebra, je dlhodobo zndme
antibakteridlnymi uc¢inkami. Taktiez iné kovy, ako med’ a jej zliatiny (mosadz, bronz, med*-
nikel-zinok a iné¢) maji antimikrobidlne vlastnosti. Niektoré kovy, ako zlato, ziskaju tieto
vlastnosti so zmen3enim ich rozmeru na nano velkost. Dal§im typom materidlov
s antimikrobialnymi vlastnostami su fotokatalytické materialy (TiO2, ZnO). Struény zoznam
niektorych anorganickych nanoStruktirovanych materidlov, pouzivanych na textilnych
substratoch kvoli ich antimikrobidlnym vlastnostiam, je zhrnuty v Tab. 6.

Tab. 6 Charakteristika anorganickych nanostruktirovanych materidlov na textiliach [3]

nanoStruktirované opis a pouZitie
materialy popisap
. antibakterialny, fotokatalyzator, samocistiaci, hydrofilny, super hydrofobny, UV
TiO, v . , . . , s
ochrana, Cistenie vody a vzduchu, degradacia farbiva, senzor plynu, solarne ¢lanky
. toxické, elektricky vodivé, antimikrobialne, dezinfekéné, elektricky vodivé, UV
AgNPs, Ag . v
ochrana, protiplesiiové
Zn0O fotokatalyticky, antibakteridlny, UV ochrana, elektricky vodivy
Cu elektricky vodiva, antibakterialna, UV ochrana, elektricky vodiva
Fe304 - magnetit superparamageticky
MgO vysoka Specifickd povrchova plocha
Au elektricky vodivé, antibakteridlne, protiplesiové, elektricky vodivé
Ga antibakterialne
, antistatické, elektricka vodivost’, absorpcia, antimikrobialne, elektricky vodivé,
C nanorurky ., . L, . .,
spomal’ujuce horenie, antistatické, absorbér chemikalii

Kovové a anorganické nanostruktiry sa mézu na povrchy nanaSat’ priamo, alebo sa mézu
inkorporovat do roznych organickych nosi¢ov, napr. lipozémy, cyklodextriny, nano
a mikrokapsuly, dendriméry alebo neorganickych nosic¢ov, ako su polyméry.

8.1 Legislativa

Uvedenie takychto Specidlnych textilii s antibakteridlnou upravou aj do bezného Zzivota
a roz$irenie ich pouzivania vyzaduje zavedenie noriem, ktoré stanovuju nielen bezpe¢nt davku

2 pojem "antimikrobidlny" oznauje nie€o, ¢o je Skodlivé pre mikroby. Pretoze definicia mikrobov (alebo
mikroorganizmov) je vel'mi vSeobecna, nieco, ¢o je ,,antimikrobialne®, by mohlo mat’ skodlivy u¢inok na cely
rad organizmov, od prospesnych az po Skodlivé a mohlo by zahiiiat’ bunky cicavcov, a typy buniek spojené
s chorobami, ako napr. baktérie, virusy, prvoky a huby. Uzitocnost latok s antibakterialnymi vlastnostami je
mozné hodnotit’ aj ich schopnost'ou selektivneho zneskodnovania buniek. Selektivita sa tyka schopnosti bojovat’
proti ur¢itému typu alebo triede organizmu (virusy, baktérie, huby)
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antibakteridlnych zloziek v materidli, ale stanovuju aj presné podmienky testovania takychto
latok [4-6]. Doteraz bolo publikovanych niekolko Standardnych metdod na hodnotenie
antimikrobialnej aktivity na textilnych produktoch.

Medzi najdolezitejSie Standardy patria [7]:
» kvalitativne - zahffiaju objavenie sa inhibi¢nej zony, napr.:

- AATCC 147: 2004 Antibakteridlna aktivita textilnych materidlov: paralelné pruhy -
metoda hodnoti schopnost’ textilie branit’ rastu mikroorganizmov (bakteriostaticka
aktivita),

- ISO 20645: 2004 Textilie - Stanovenie antibakteridlnej aktivity - Agarovy difzny
tanierovy test,

- JISL 1902: 2008 Testovanie antibakteridlnej aktivity a uCinnosti na textilnych
vyrobkoch,

* kvantitativne metody - absorpcné metddy, napr.:

- AATCC 100: 2004 Testovacia metoda pre antibakteridlne upravy textilnych materialov.
Metdda poskytuje vyhodnotenie baktericidnej (zabijanie baktérii) a bakteriostatickej
(inhibicia rastu baktérii) aktivity latkového materialu pocas 24-hodinového kontaktu s
testovanymi baktériami. Pri tejto metdde sa Standardizuju mikrobidlne koncentracie
a baktérie su zasobované zivinami pocas celej inkubac¢nej doby.

- ISO 20743: 2014 Stanovenie antibakterialnej aktivity textilnych vyrobkov. Norma sa
vztahuje na vSetky textilné vyrobky vratane latok, vaty, niti a materidlov na odevy,
bytové zariadenie a rozny tovar bez ohl'adu na typ pouzitého antibakteridlneho ¢inidla
(organické, anorganické, prirodné alebo umelé) alebo sposob aplikécie (vstavana,
dodato¢na uprava).

Agarové difuzne metody alebo kvalitativne metody st velmi jednoduché, rychle a vel'mi
uzito¢né, ked’ sa hodnoti len niekol'ko vzoriek. Kvantitativne alebo sorpéné metddy poskytujua
hodnoty antimikrobidlnej aktivity zaloZené na redukcii rastu, st v§ak ¢asovo a materidlovo
nakladnejsie.

Co sa tyka hodnotenia protiplesiiovej aktivity, najdolezitej§imi normami pre textilny sektor
su UNE-EN 14119: 2004, ktora popisuje metddy hodnotenia pdsobenia mikroskopickych hub
na textilie, Co je kvalitativna technika, a ISO 13629-2 :2014, ktora tiez hodnoti antimykoticka
aktivitu na textiliach, avSak s pouzitim techniky plate-count, pricom kone¢ny vysledok je
kvantitativneho typu. Na vyhodnotenie aktivity mikroorganizmov v inych typoch materialov,
ako su plasty alebo polyméry, sa pouzivaji normy UNE-EN ISO 846:199814 alebo ASTM
G2115 [7]. St rozpracované Specializované normy pre jednotlivé testované materialy resp.
vyrobky. Napriklad, norma UNE-EN ISO 16187: 201416 Specifikuje kvantitativne metody
hodnotenia antibakteridlnej aktivity v obuvi a jej komponentoch. Nedavno bola zverejnena
nova Specifickd norma pre sektor obuvi a komponentov na hodnotenie kvantitativnej aktivity
hub: UNE-EN ISO 20150:2020. Obidve sa pouzivaju v obuvnickom sektore na hodnotenie
vSetkych druhov materidlov v obuvi a komponentoch, v ktorych st alebo boli pouzité
antibakterialne Gpravy [8].
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Dal$ou normou, ktora sa vztahuje na plastové materialy a iné neporézne povrchy, je ISO
22196: 2011, ktora Specifikuje metédu hodnotenia antibakterialnej aktivity antibakteridlne
upravenych plastov a inych neporéznych povrchov vyrobkov (polyméry a keramika), vratane
medziproduktov. Norma ISO 846 opisuje testy na vyhodnotenie ti€¢inkov a Sirenia baktérii na
neporéznych povrchoch, ktoré sa liSia od povrchov pokrytych normou ISO 22196 [6, §].

Pre kazdy normovany test je presne stanovena vel'kost’ resp. hmotnost’ testovanej vzorky.
Okrem toho, ak bolo zistené znecistenie textilnej vzorky, su presne stanovené aj moznosti jej
upravy, napr. sterilizdcia (v autoklave pri 121°C £ 2°C, 103 kPa + 5 kPa, 15-20 min; je mozné
pouzit’ aj plynny etylénoxid; y Ziarenie resp. iné metddy, ktoré povoluje konkrétna norma),
alebo v pripade tkanych, ¢i netkanych textilii je tu moznost’ vzorky vyprat’ podla ISO 6330.
Takisto su v norme presne stanovené aj podmienky kultivacie a ockovania mikroorganizmov,
ich koncentracia pre konkrétny test a zloZenie a mnozstva zZivnych roztokov. Norma presne
udava aj postup a metdody vyhodnocovania testu, posudzovania ucinnosti skiSky a obsah
protokolu o skuske.

Pri vSetkych testoch st presne zadefinované kmene, ktoré je treba pouzivat’, napriklad pri
testovani antibakteridlnych tc¢inkov textilnych vyrobkov sa pouzivaju Staphylococcus aureus
a Klebsiella pneumoniae, pri merani antibakterialnej aktivity plastov ainych neporéznych
povrchov sa odportca Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

8.1.1 Charakteristika mikroorganizmov

Staphylococcus aureus (l'udovo zlaty stafylokok) je grampozitivna, anaerdébna baktéria
gulatého tvaru, Obr. 24a). Je to bezny Clen mikrobioty tela, ¢asto sa nachadza v hornych
dychacich cestach a na kozi. Zvycajne sa sprava ako komenzalny (spolu Zijuci) organizmus,
no v niektorych pripadoch sa moze stat’ patogénom a sposobovat’ infekcie koze, dychacieho
systému a otravu jedlom [9].

Obr. 24 Staphylococcus aureus a); Klebsiella pneumoniae b); Escherichia coli c) [9]

Klebsiella pneumoniae je gramnegativna, nepohybliva, zapuzdrend, laktozu fermentujuca,
anaerobna tyc¢inkovita baktéria tvoriaca sti€ast’ beznej flory v ustach, traviacom trakte a na kozi,
Obr. 24b). M6ze spdsobit’ pneumodniu [9].

Escherichia coli (skratene E. coli) je to anaerdbna, gramnegativna, bi¢ikatd, tyCinkovita
baktéria zijuca v hrubom creve teplokrvnych zivocichov. Je jednym z najddlezitejSich
zastupcov Crevne] mikroflory a jej pritomnost’ je potrebnd pre spravny priebeh traviacich
procesov v ¢reve Obr. 24c¢) [9].
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8.2 Praktické cviCenie
Ulohy

Stanovte toxicitu netkanych textilii pripravenych na Cviceni 6 atenkych povlakov
pripravenych na Cviceni 7.

Poznamka: postupy experimentov su prisposobené moznostiam laboratoria nanomaterialov na
Ustave materidlov a inZinierstva kvality, FMMR, TUKE.

8.2.1 Testy toxicity polymérnych vlakien a tenkych vrstiev

8.2.1.1 Postup experimentu

Na stanovenie toxicity polymérnych kompozitnych vlékien a tenkych vrstiev (PVA-AgNPs
kompozit s réznym obsahom nanocastic striebra) pouzite diskovy difuzny test, ktory bude
mierne upraveny pre dané podmienky. Ako testovaci organizmus pouZite zelenu jednobunkovua
riasu Ch. kessleri, pripadne Desmodesmus sp. Sledujte tvorbu a vel'’kost’ inhibi¢nej zony. Postup
experimentu:

1. Vysterilizujte Petriho misky (2 hod pri 200°C). Pripravte Zivné médium (2% agar, Zivny
roztok Milliev Bristol). Pri sterilnych podmienkach naockujte riasu.

2. Ztestovaného materidlu (vldkien a vrstiev) vystrihnite disky s priemerom 6 mm,
pripadne Stvorce so stranou 4,5 mm.

3. Vzorky vysterilizujte pod germicidnym ziaricom. Vysterilizované vzorky poukladajte
na naockovanu riasu (5 vzoriek na kazda misku). Snazte sa nehybat’ Petriho miskami
pri ukladani vzoriek na agar, doslo by ku skresleniu vysledkov.

4. Petriho misky oznaCte a preneste ich pod svetelni rampu s osvetl'ovacim cyklom
12 hod:12 hod tma:svetlo. Teplota kultivacie by mala byt 24+2°C.

5. Po 7 a 14 dinoch urobte zdznam o tvorbe inhibi¢nej zony.

6. Vyhodnot'te priemer inhibi¢nej zoény, zapiSte presné hodnoty v [mm], priemer
inhibi¢nej z6ny sa meria v dvoch na seba kolmych smeroch a za okraj sa povazuje okraj
viditeIny vol'nym okom. Vysledky spracujte aj graficky.

7. Pomocou nameranych hodndt zostrojte zavislost’ log koncentracie nanocastic stricbra
v jednotlivych vzorkdch na velkosti inhibi¢nej zony. Stanovte hodnoty: LC,
NOEC, LOEC, ECj0, ECsp a ECoo.

8. Do protokolu zapiSte presny postup experimentu aj s obrazovou dokumentéciou,
vysledkami a diskusiou vysledkov.

Pomocky a zaradenie

Petriho misky s priemerom 120 az 140 mm, pinzeta, pipety, odmerné banky, milimetrové
meradlo, noZnice, termostat, po¢itatka buniek EVE™, sterilny box, pipety 50 a 10 ml, sklenen4
tyCinka, lievik.

8.3 Kontrolné otazky

1. Uved'te niekol’ko prikladov pouzitia antibakteridlnych vrstiev.
2. Definujte mikroorganizmy, plesne, kvasinky, riasy.
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3. Definujte biofilm, popiste ako sa tvori a aké ma signalne mechanizmy.
4. Pouzitim externych zdrojov si nastudujte a definujte grampozitadvne a gramnegativne

baktérie.
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Protokol

9 Pokyny na pripravu protokolu z laboratorneho cvicenia

Pisomny zaznam, tzv. protokol, podrobne popisuje experimentalnu cast’ laboratdorneho
cvicenia. Pocas laboratorneho cvi€enia je Student povinny si robit’ podrobné poznamky, aby
mohol vypracovat kvalitny protokol. Pre vyhodnocovanie udajov je potrebné si do zosita
zapisovat’ vSetky ¢iselné udaje, namerané hodnoty, pripravné vypocty, vysledky merania
a vSetky ostatné pozorovania. Protokol z laboratorneho cvicenia musi byt’ spracovany tak, aby
aj po dlh§om case poskytoval kompletny obraz o vykonanom experimente a umoznil jeho

zopakovanie a overenie. Zakladné ¢lenenie protokolu:

1. Uvodna strana:

pracovisko, ndzov prace, meno a priezvisko autora, datum vypracovania protokolu.

2. Prva strana:

zadanie — ciel’ cviCenia, laboratorneho zadania,
teoreticky tivod — vysvetli princip tlohy auvedie kratku teériu k problematike,
definuje pojmy, vysvetli vzorce pre pripadné vypocty.

3. Dalsie strany:

ulohy — v tejto Casti sa konkrétne popiSu aj dielCie ciele a ulohy, ktoré Student pocas
cviCenia bude vykonavat,

podrobny postup prace — popisu sa vsetky vstupné chemikalie, pomdcky, podmienky
pripravy a postup prace. V pripade pouzitia laboratérnych zariadeni a postupoch pri
merani sa uvadzaju iba skutocne pouzité pristroje a chemikalie. Pri popisovani
postupu sa opisuju kroky experimentu vlastnymi slovami a neodpisuje sa zadanie
a navod,

vysledky a diskusia — v tejto Casti sa uvedi namerané hodnoty, vypocty, vsetky
vysledky, fotodokumentacia, grafy (napr. velkostnd distribicia imagelJ, SEM
a TEM, vyvoj apriebeh nanocastic pocas Casového obdobia, vyvoj nanocastic,
koncentracia, stabilita a pod.). Zaroven Student diskutuje o dosiahnutych vysledkoch,
pripadne uvedie porovnanie so znamymi faktami, resp. vysledkami inych autorov.
Vysledky a namerané hodnoty sa spracuju prehladne do tabuliek. Pri vzorovych
vypoctoch treba uviest kazdy vypocet pouzity pri vyhodnocovani. Sucastou
protokolu je spravne grafické spracovanie nameranych a vypocitanych zavislosti,
zaver - v zavere by mali byt vyhodnotené odpovede na otazky:

a. Co bolo ciel'om laboratoérneho cvicenia,
b. o bolo zistené a s akou presnost'ou, za akych podmienok,
c. svoj pohl'ad, prinos.

Protokol samostatne vypracuje a odovzda kazdy Student z kazdého laboratérneho cvicenia,
ktorého sa ztcastnil ato v tlacenej aj .pdf forme, v danom termine a rozsahu po dohode
s vyucujucim. Hodnotenie protokolov spolu s hodnotenim pripravy na vyucovaciu hodinu budt
zohl'adnené pri hodnoteni laboratérnych cviceni.
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Tabul’ky

Nazov tabul’ky je vzdy nad uvedenou tabul'kou. Kazdé tabul’ka musi byt’ ¢islovana a v texte
musi byt’ odvolanie sa na prislusnt tabul’ku pri interpretéacii vysledkov. Délezité je uvadzat’ pri
vsetkych hodnotach aj jednotky.

Grafy a obrazky

Nézvy pre grafy a obrazky sa udavajii pod nimi, musia byt presné, bez potreby citania
d’alSieho textu. Obrazok alebo graf musi jasne znazoriiovat’ o ¢o sa jednd, pismo musi byt
CitateI'né. Stradnicové osi musia byt riadne popisané vratane prislusnej jednotky. Kazdy graf
a obrazok musi byt popisany a vysvetleny v texte.

9.1 Kontrolné otazky

1. Charakterizujte vyznam laboratdérneho protokolu.
2. Co musi obsahovat’ laboratérny protokol?
3. Z akych Casti sa sklada laboratorny protokol?
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