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Abstrakt

Byly ptipraveny fotoaktivni sulfonované i nesulfonované polystyrenové nanocastice
(NPs) s enkapsulovanym THF extraktem ze Spenatu setého (Spinacia oleracea). Ptiprava
NPs je zaloZzena na jednoduché nanoprecipitatni metodé, kterd pouziva totéz
rozpoustédlo (THF) pro rozpusténi vychozi sulfonované ¢i nesulfonované polystyrenové
nanovlakenné membrany i pro vlastni extrakei.

Na zéaklad¢ spektralni a HPLC analyzy bylo zjisténo ze THF extrakt, resp. NPs
obsahuji chlorofyl a, chlorofyl b, B-karoten a lutein.

Pomoci ¢asove rozlisené spektroskopie bylo prokazano, ze extrakt je silnym zdrojem
singletového kysliku Ox('Ay) diky piitomnému chlorofylovému fotosensitizeru.
Fotogeneraci Oa('Ay) ¢asteénd tlumi v extraktu piitomné karotenoidy, které zhaseji
02('Ag). K snizeni zhaSeciho efektu karotenoidll je mozné pouzit ztedény extrakt nebo
pred-ozatené vzorky viditelnym svétlem, ve kterych rychle se fotodegradujici
karotenoidy nemaji vyrazny zhaseci efekt.

Silny fotooxidaéni a antibakteridlni efekt NPs pfipravenych z extraktu
fotogenerujiciho O2('Ag), byl prokazan viici chemickym substratim a Escherichia coli.

Fotoaktivita NPs je iniciovana viditelnym svétlem.

Kli¢ova slova
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Abstract

Photoactive sulfonated and non-sulfonated polystyrene nanoparticles (NPs) with
encapsulated THF extract from spinach (Spinacia oleracea) were prepared. The
preparation of NPs is based on a simple nanoprecipitation method that uses the same
solvent (THF) to dissolve the sulfonated or non-sulfonated polystyrene nanofiber
membrane and for the extraction itself.

Based on spectral and HPLC analysis, it was found that the THF extract and NPs
contain chlorophyll a, chlorophyll b, B-carotene and lutein.

Time-resolved spectroscopy shows that the extract is a potent source of singlet
oxygen O2('A) thank to the photosensitizer chlorophyll. The photogeneration of O2('A,)
is partially suppressed by the carotenoids in the extract, which quench O2('A,). To reduce
the quenching effect of carotenoids, it is possible to use dilute extract or pre-irradiated
samples with visible light because of carotenoids rapid breakup.

A strong photooxidative and antibacterial effect of NPs prepared from an extract
generating O2('Ag) was demonstrated on chemical substrates and Escherichia coli. The

photoactivity of NPs is initiated by visible light.

Key words
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Seznam zkratek a symboli

@PS
@PS-sulfo

1 O )

A
Car
CFU
CT
DLS
ET
Chl
ChlE
ChlR
IC
ISC
Lut
NPs
02('Ay)
02(12g+)
02(Zy)
PBS
PDI
PDT
ROS
SEM
S

t
TEM
THF
Tm
TPP
A

T

7

Dy

polystyrenové nanocastice

sulfonované polystyrenové nanocastice

singletovy kyslik

absorbance

B-karoten

jednotka tvoftici kolonie bakterii (,,colony forming unit”)
pienos naboje (,,charge transfer)

dynamicky rozptyl svétla (,,dynamic light scattering”)
pienos energie (,,energy transfer)

chlorofyl

chlorofylovy extrakt (Spenat v THF)

chlorofylovy extrakt (§tovik tupolisty v THF)

vnitini konverze (,,internal conversion®)
mezisystémovy prechod (,,intersystem crossing*)
lutein

nanocastice (,,nanoparticles)

molekularni kyslik v prvnim singletovém stavu
molekularni kyslik ve vy$§im singletovém stavu
molekularni kyslik v zakladnim stavu

pufrovany fyziologicky roztok (,,phosphate buffer saline*)
fotodynamickd inaktivace (,,photodynamic inactivation‘)
fotodynamicka terapie (,,photodynamic therapy*)
reaktivni kyslikové Castice (,,reactive oxygen species®)
skenovaci elektronova mikroskopie

m-ty singletovy stav (m =0, 1, 2, 3)

cas

transmisni elektronova mikroskopie

tetrahydrofuran

m-ty tripletovy stav (m =0, 1, 2, 3)
5,10,15,20-meso-tetrafenylporfyrin

vlnova délka (nm)

doba Zivota tripletovych stavll fotosensitizeru (s)

doba zivota O2('A,)

kvantovy vytézek O2('A,)
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Uvod do chemie singletového kysliku

Kyslik jako jeden z nejvice zastoupenych prvkl na Zemi se za béznych podminek
vyskytuje ve form¢ dvouatomové molekuly O,. Kyslik v zakladnim stavu ma
v nejvyssich  obsazenych molekulovych orbitalech dva neparové elektrony
(multiplicita 3), tedy elektronovy triplet oznaéeny jako O2(°Z,). Podle zdkona zachovani
spinu pii chemickych reakcich je spinové zakazano, aby O2(3Zy") reagoval s molekulami,
které maji elektronovy singlet! . Spinovy zakaz zvysi aktiva¢ni energii chemické reakce,
a tim je snizena pravdépodobnost jejiho uskutecnéni. VétSina molekul ma vSechny
valenéni elektrony sparované (jsou v singletovém stavu), a proto ma O2(°Zy) relativné
nizkou reaktivitu.

Molekularni kyslik ma zakladni stav O>(’Zy) a dvé excitované (singletové)

energetické hladiny' (Obr. 1). Prvni singletovd hladina Ox('Ag) ma dva sparované

S, )
¥ T O
CT, reakce typu |
S1
VIS
hy 0,
V4] oAz
E = 157 kJ/mol
IC Asg20
ET,
reakce I 0y(ay)
typu ll E = 94 kJ/mol
ISC Piars | Q
SO
Pt oEy)
Fotosensitizer Kyslik

Obr. 1: Schéma fotosensitizované reakce. Zndzornény jsou energetické hladiny fotosensitizeru
a molekularniho kysliku. Singletové stavy jsou oznaceny S, tripletové T. VIS hv oznacuje viditelné
zafeni, A absorpci (At absorpci tripletovych stavi)), IC vnitini konverzi, F fluorescenci, ISC
mezisystémovy prechod, P fosforescenci, ET ptenos energie, CT ptenos elektronu, Q zhaseni. Zatfivé
piechody jsou znadzornény vinitou §ipkou. Cit.!339
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elektrony s opacnym spinem a je prvnim singletovym excitovanym stavem kysliku. Diky
jeho relativné nizké excitaéni energii (94 kJ/mol) vzniké snadno. Doba Zivota (z.) O2('Ag)
se pohybuje v fadu ps az ms v zavislosti na jeho okoli. Pii doddni excita¢ni energie
157 kJ/mol miize byt kyslik excitovan do energeticky bohatSiho druhého singletového
stavu O2('Z¢"), ktery ma dva nepéarové elektrony s opaénym spinem. Reakce této formy
excitovaného kysliku nejsou piili§ znamy, protoze O2('Z,") se zahy po svém vzniku — ve
vodé za ~ 8,2 ps, (cit.®) — deexcituje za vzniku O2('A) ¢i do zékladniho stavu. Z divodu
kratké doby Zivota O2('X.") je proto pod pojmem singletovy kyslik (!O2) myslena
piedevsim forma Ox('Ag). Reakce O2('A,) jsou s vétdinou molekul spinové dovolené,
a proto maji nizkou aktivaéni energii. Tyto vlastnosti O2('Ag) jsou pfi¢inou jeho velké

reaktivity s vétSinou molekul.

1.2 Vznik singletového kysliku fotosensitizovanou reakei

Singletovy kyslik vznika mnoha fyzikalnimi i chemickymi procesy. Naptiklad pfi
mikrovinném vyboji v kyslikové atmosféie, reakci chlornanu s peroxidem vodiku, déle
tepelnym rozkladem endoperoxidii, peroxochromanu nebo peroxomolybdenanu,
reakcemi nebo fotolyzou ozonu a piisobenim peroxidas®*. Chloraminy jsou zdrojem
02('Ap) in vivo®. Singletovy kyslik obtizné vznikd pfimou svételnou excitaci, protoze
nemad ve viditelné (VIS) ani ultrafialové (UV) oblasti spektra vyrazné absorpéni pasy?.

Singletovy kyslik 1ze generovat nepifimo prostfednictvim fotosensitizované reakce
(Obr. 1, str. 7). K této reakci je zapotiebi jen kyslik, viditelné zafeni a tzv. fotosensitizer.
Fotosensitizer je obvykle organické barvivo se specifickymi vlastnostmi, které absorbuje
svételné zafeni ve viditelné oblasti spektra, atim se excituje do excitovaného
singletového stavu, a poté poskytuje relativné dlouho trvajici excitovany tripletovy stav.

Reakéni mechanismus!? fotosensitizované reakce je ilustrovan na Obr. 1 (str. 7).
Fotosensitizer se nachazi v zakladnim stavu. Po absorpci svételného kvanta viditelného
zafeni se excituje do vysSich singletovych stavli (Sm). Nasledné¢ dochdzi k vnitini
konverzi (IC, ,internal conversion®), pomoci které se fotosensitizer nezarive deexcituje
ze stavu Sy, do stavu S1. Ze stavu S; se fotosensitizer deexcituje nezatfivé pomoci IC nebo
zativé pomoci fluorescence do zdkladniho stavu So. Ze stavu S; v§ak mliZe fotosensitizer
Castecné stabilizovat tim, Ze parové elektrony pfeméni na neparové a piejde do
tripletového stavu Ti. Tento nezéafivy pfechod ze singletového stavu do tripletového se

nazyva mezisystémovy piechod (ISC, ,.intersystem crossing®). Proces ISC do vzniku
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tripletového stavu trva 0,1 az 10 ns. Tripletovy stav fotosensitizeru ma dlouhou dobu
zivota (us), coz umoziuje prubéh bimolekularnich chemickych reakci, zejména pfenos
energie (ET, ,energy transfer) nebo ptenos elektronu (CT, ,,charge transfer) na
molekulu kysliku?>.

Pokud tripletovy stav fotosensitizeru nezanikne pomoci IC nebo fosforescence,
nastavaji dva procesy, které se rozlisuji podle svych konecnych produktii jako reakce
typu I a typu II (cit."">7). Pfi reakci typu I se z tripletové hladiny fotosensitizeru uvolni
elektron (CT), ktery je pfenesen na jinou molekulu v okoli fotosensitizeru, ktera se tim
preméni na radikal. Radikdl muze pienést elektron na molekulu kysliku za vzniku
superoxidového anion-radikalu a dalSich reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS, ,,reactive
oxygen species®). Superoxidovy anion-radikal vznika také pfenosem elektronu z anion-
radikalu fotosensitizeru pifimo na molekularni kyslik’. Ve fotosensitizerech, které
upiednostiiuji reakci typu I, probiha excitace elektronu znevazebného do m*-
antivazebného molekulového orbitalu?.

Reakce typu II spociva v ptenosu energie (ET) z tripletové hladiny fotosensitizeru na
singletové hladiny kysliku O2('Z,") a O2('Ag). Reakce typull se Udastni pouze
fotosensitizer a kyslik (jiné substraty excitace se nepocitaji do reakce typu II)’. Diky
dlouhym dobam Zivota tripletovych stavii fotosensitizeru je hlavni cestou vzniku Ox('Ag)
tripletova fotosensitizace. Vedlejsi cestou je pak singletova fotosensitizace, pii niz kyslik
zhasi singletové stavy fotosensitizeru®. Singletova fotosensitizace obvykle nestaci
prob&hnout kvili kratké dobé zivota singletovych stavii fotosensitizeru. Pti reakci typu II
se uplatiuje ptrechod elektronu z m-vazebného do m*-antivazebného orbitalu
fotosensitizeru®.

Obvykle probihaji soucasné reakce typu I i typu Il a jednu z nich Ize posilit volbou
koncentrace a druhu fotosensitizeru. U¢innost fotosensitizované reakce je popsana
veli¢inou kvantového vytézku, ktery je roven poméru poctu pfeménénych molekul ku

poétu absorbovanych svételnych kvant?.

1.3  Fotosensitizery excitujici kyslik
Vznik O>('A,) je usnadnén tzv. fotosensitizerem, ktery pienasi energii viditelného

zafeni na kyslik. Fotosensitizer je molekula, ktera je schopna absorbovat jedno nebo i dvé

1,8-10

svételna kvanta a tim se excitovat. Fotosensitizer se ¢astené stabilizuje za vzniku

cey

dlouho 7zijicitho excitovaného tripletového stavu Ti, ze kterého miiZze byt prenesena
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energie na kyslik v zakladnim stavu, ktery je excitovan na singletovy kyslik®. Tato
vlastnost fotosensitizeru se oznacuje jako fotokatalyticka aktivita!!. Fotosensitizer musi
mit T stav vyss§i nez 94 kJ/mol, coz odpovida excitacni energii S stavu kysliku (Obr. 1,
str. 7). Pokud je Ti vy38i nez 157 kJ/mol, vznikaji ob& singletové formy O»('Zs")
a O2('Ay).

Vhodny fotosensitizer po excitaci téméi kvantitativné prechazi do déle Zzijiciho T
stavu, méa vysoky kvantovy vytézek T stavu i O2('Ag), vysokou fotostabilitu a piipadné
nizkou temnou toxicitu (pro medicinské aplikace, viz kap. 1.7). Fotosensitizer je obvykle
barevna latka, kterd muze byt odvozena od mnoha chemickych struktur. Struktura
fotosensitizeru rozhoduje o tom, zda bude vznikat superoxidovy anion-radikal (reakce
typu I) nebo singletovy kyslik (reakce typu II)*. Napiiklad antrachinon, akridinova
a xanthenova barviva uptednostnuji reakci typu I (vznik O2~ a ROS). Naproti tomu eosin,
bengalska Cerven, methylenova modf, antracen, triarylmethanova barviva, ftalocyaniny,
porfyriny a jejich derivaty® preferuji reakci typull (vznik Ox('Ag)). Jednim
z porfyrinoidnich fotosensitizerl je i chlorofyl.

Chlorofyl (Chl) spolu s porfyriny byl jednim z prvnich zkoumanych fotosensitizeri*.
Chlorofyl je v ptirod¢ jedno z nejvice rozsifenych barviv, protoze se vyskytuje v zelenych
rostlinach. Struktura chlorofylu je tvofena predevSim zakladnim skeletem odvozenym od
chlorinu. Podle substituentii na chlorinovém skeletu se rozliSuje vice druhii chlorofyld,
ze kterych jsou nejvyznamn&jsi Chl a a Chl b (cit.'>!?). Chlorofyl a se vyznaduje
methylovou skupinou v poloze 7. Tim se li§i od druhého vyznamného pigmentu
chlorofylu b, ktery mé v poloze 7 aldehydovou skupinu. Obé struktury obsahuji fytylovy
fetézec.

Chlorofyl a absorbuje ve dvou oblastech spektra, v modré (Soretliv pas ~ 436 nm)
av ervené (Qy-pas ~ 664 nm)"'*15. Absorpéni Q-pas v &ervené oblasti spektra je
vyhodny i pro vyuziti ve fotodynamické terapii’> (PDT, ,,photodynamic therapy*, viz
kap. 1.7). Chlorofyl v pfitomnosti svétla tvoii na zdklad¢ fotosensitizované reakce
02('Ap) a piisobi proto oxidaénimi u¢inky. Naopak ve tmé se chové jako antioxidant diky
konjugovanému systému dvojnych vazeb v porfyrinovém kruhu'®!”.

Chlorofyly jsou v zelenych rostlindch doprovdzeny dalSimi listovymi pigmenty jako
B-karoten, lutein a jiné karotenoidy. PfedevS§im karotenoidy zhaseji excitované stavy

chlorofylu i singletovy kyslik (Obr. 2)!8. Kromé zhaseni se karotenoidy podileji i na
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Obr. 2: Schéma zhaseni excitovanych energetickych stavi chlorofylu a, B-karotenu a kysliku. Singletové
stavy jsou oznaceny S, tripletové T, absorpce zafeni A, vnitini konverze IC, mezisystémovy ptechod ISC,
pienos energie ET. Cit.!»1321-26

excitaci chlorofylu s G¢innosti 15 — 90 % (cit.!?), protoZze samy absorbuji viditelné zafeni

a ziskanou energii pfenéseji na chlorofyl.

1.4  ZhasSeni singletového kysliku

Singletovy kyslik nese velkou energii a mize oxidovat mnoho okolnich molekul.
Singletovy kyslik se ale pfednostné deexcituje sraZkami molekul v okoli. K zesilenému
zhaseni maze dojit i za asistence jinych molekul (zhaseci) v okoli.

Zhase¢ (napft. B-karoten) je molekula, jejiZ tripletovy stav se nachazi pod 94 kJ/mol,
tj. energii hladiny O2('A) (cit.®). Pak dochézi k pienosu energie z O2('A,) na zhasec.
Excitovany zhasec nésledné uvolni ziskanou energii do okoli ve formé¢ tepla (Obr. 2).

Molekuly obsahujici hydroxy-skupiny (napt. H2O) se vyznamné podileji na nezaiive
deexcitaci O2('A,), protoze energie prechodu O>('A,) do zékladniho stavu rezonuje
s vibraénimi mody hydroxy-skupin. Doba Zivota (z4) je ¢as, za ktery mnozstvi O2('Ag)

klesne na hodnotu 1/e (~ 0,37). Po uplynuti péti dob Zivota je mnozstvi Ox('Ag)
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zanedbateln& malé (< 1 %). Napi. v plynné fazi'® je doba Zivota 54 ms, ve vod&'= 3.5 us.
Delsi doba Zivota zvysuje uéinky O2('Ay).
Singletovy kyslik difunduje do prostiedi a béhem doby zivota urazi difuzni drahu (d),

kterd v roztoku zavisi na dobé Zivota 74 a difuznim koeficientu D podle vztahu d =
\J6D1, (cit.!)). Ve vodg lze difuzni dosah Ox('A,) odhadnout jako 205 nm od mista

vzniku®, v plynné fizi az 2,7 mm (cit.'®).

1.5 Zanik excitovanych stavii fotosensitizeru vlivem agregace

Ke vzniku O('Ag) fotosensitizovanou reakci je potfeba, aby fotosensitizer
poskytoval excitované tripletové stavy po tak dlouhou dobu, aby jeho energie mohla byt
predana na tripletovy kyslik. V okoli fotosensitizeru se nevyskytuje pouze kyslik, ale
i zhasece. Tyto zhasece deexcituji tripletové stavy fotosensitizeru, a tim zabrani vzniku
02('Ap). Jako zhage¢ miiZe plisobit ale i sousedni molekula fotosensitizeru.

Molekuly fotosensitizeru se v prostiedi nevyskytuji oddélené, ale v roztoku dochazi
k jejich srazkdm, interakcim. Srazky jsou castéj$i pii vySSich koncentracich
fotosensitizeru?’. Pokud excitovana molekula fotosensitizeru narazi do neexcitované,
dojde k pfenosu energie z excitované molekuly na neexcitovanou. Tento proces se nazyva
samozhaseni (,,self-quenching*)*® fotosensitizeru. SamozhéaSeni zkracuje doby Zivota
excitovanych tripletovych stavii fotosensitizeru, a tim je zkracena i doba Zivota Ox('Ag).

Extrémni samozh4Seni nastiva b&hem agregace®. Agregace se tyka piedevsiim
plandrnich fotosensitizerd. Pfi agregaci se uz nejednd o srazeni molekul, ale o stilou
interakci konjugovanych systéml. Tim dojde k vytvofeni agregovanych struktur
fotosensitizeru predevsim na zdkladé¢ m-m interakce. m-m interakce zplsobuji zvySené
ztraty energie a snizuji doby zivota excitovanych stavlii fotosensitizeru. Je snizena
pravdépodobnost priib&hu bimolekularnich reakci, a tedy i vznik singletového kysliku®°.
Vlivem =n-n interakce také dojde ke snizeni energie Qy-pasu a tim 1 hladiny T
fotosensitizeru®! (Obr. 1, str. 7). Hladina T se agregaci miiZe sniZit pod energii O2('Ay),

atak miZe byt zcela zablokovdn vznik Ox('Ag). Agregace se tyka fotosensitizerti

rozpustnych 1 nerozpustnych ve vode.

1.6 Detekce singletového kysliku
Singletovy kyslik 1ze detekovat chemickymi nebo fyzikalnimi metodami'=. Fyzikdlni

metody jsou Casto zaloZeny na Gasové rozliSeném méfeni fosforescence Ox('Ag) pfi

12 /37



1270 nm (cit.'). Chemické metody umoziiuji dokazat O2('A,) v roztoku a jsou obvykle
jednoduché na provedeni. Nejcastéji jsou zalozeny na UV/VIS nebo fluorescenénim
sledovani ibytku specifického substratu s O2('Ag). Nevyhodou je v nékterych piipadech
mald specifi¢nost pro Oz2('Ay).

K chemické detekci O2('Ag) se vyuziva napiiklad degradace kyseliny mocové®!2.
Jeji reakce s O2(1A,) se projevi jako pokles absorbance pii 292 nm. Tato metoda detekce
02('Ag) je hojné vyuzivana diky rozpustnosti sodné soli kyseliny modové ve vodg.
Kyselina mo¢ova navic je biokompatibilni a dobfe reaguje s O2('Ag) za vzniku kyseliny
parabanové. Jeji nevyhodou je omezena stabilita v ¢ase. Navic muze byt oxidovana
kromé& O2('A) i jinymi oxida¢nimi ¢&inidly nebo ROS, napi. superoxidovym anion-
radikalem® a miiZze zhaet i excitované stavy fotosensitizeru.

Jinou chemickou metodou zalozenou na sledovani zmén absorbance patii tzv.

t34

jodidovy test**. Spociva v reakci O2('Ag) s jodidovym iontem za vzniku trijodidového

iontu s absorpénimi pasy pii 287 a 351 nm. Mechanismus reakce 1ze popsat takto:

H.O
0,('A) +TI" —=100" —> I00H (1)
.
IOOH +I'—> HOOI, — [, + HO, H_20> I, +H,0, + OH (2)
H,0, + 2T + 2H* -melybdenan_ 1 . oy ¢ (3)
L+ — 13' 4)

Reakce O2('A) s jodidem vede ke vzniku trijodidu, ale i peroxidu vodiku, ktery dale
reaguje opét za vzniku trijodidu. Cinidlo tedy detekuje O2('A,) i peroxid vodiku, coz
snizuje selektivitu, ale zvySuje miru odezvy.

Pro lepsi diagnostiku piitomnosti O2('Ag) pomoci jodidového testu se pouziva
prostiedi D0, kde ma O2('A) diky izotopovému efektu vyssi dobu Zivota a plisobi vyssi
miru fotooxidace oproti témuZz experimentu v H>O. Podobny c¢inek na fotooxidaci ma
zvySeni koncentrace kysliku v roztoku. Ttetim zplisobem detekce pritomnosti O2('Ay) je
pridani specifického zhasece O2('Ag). Oxidace jodidu bez piitomnosti zhasete probiha,
ale v pfitomnosti zhaSece nikoliv, protoze zhaSe¢ (azidovy ion, B-karoten, histidin,
kyselina moc¢ova®) zkrati dobu Zivota O2('Ag) natolik, Ze se nestihne z¢astnit oxida¢ni

reakce.
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1.7 Praktické aplikace fotosensitizovanych reakci

Fotogenerace O2('A) je vyhodna pro jeho vznik piesné v misté potieby. Pro cileny
efekt je potfeba dopravit fotosensitizer do blizkosti chemického nebo biologického terce,
zajistit dostate¢nou koncentraci kysliku v jeho okoli a ozafenim aktivovat vznik Ox('Ag).

Singletovy kyslik Ize diky jeho vysoké reaktivit¢ vyuzit napf. v organickych
syntézach**. Jeho reakcemi ve smyslu [2 + 4] cykloadice vznikaji endoperoxidy, ve
smyslu [2 + 2] cykloadice vznikaji dioxethany, jeho ,,en* reakce poskytuji hydroperoxidy,
dal§i moznou reakci O2('A,) je oxidace sulfidd’.

Reakce Oa('Ag) s organickymi molekulami a makromolekulami v butice mohou
zplsobit bunéénou smrt. Singletovy kyslik reaguje napf. s proteiny a nukleovymi
kyselinami®, s guaninem v DNA, nenasycenymi mastnymi kyselinami, aminokyselinami
(hlavné tryptofanem, histidinem, methioninem a cysteinem)’. Proto lze v medicinskych
aplikacich vyuzit fotogeneraci O2('Ay) k fotodynamické inaktivaci bakterii (PDI,

“)1 1,20,36,37

»photodynamic inactivation véetné kment rezistentnich na antibiotika. Pokud

je pouzit fotosensitizer vazany na pevny nosi¢, nehrozi navic vyvinuti rezistence
(vypuzeni fotosensitizeru z bakterialni buiiky)?’.

Mechanismus ucinku fotodynamické inaktivace bakterii zévisi na povaze
fotosensitizeru (aniontové nebo kationtové nebo nerozpustné ve vod¢€). Naboj nebo
lipofilita fotosensitizeru urcuje misto, kam se fotosensitizer v buiice navaze a zpisobi
degradaci singletovym kyslikem. Aniontové fotosensitizery se iontovou vazbou navazuji
na kladné& nabité skupiny protein®. Tak je v blizkosti proteinti fotogenerovan Oa('Ag)
adojde k jejich oxidaci. Kationtové fotosensitizery interkaluji do DNA a na svétle
zpisobuji jeji poSkozeni. Lipofilni fotosensitizer lze navézat do micel, liposomd,
cyklodextrinii, nebo pevného polymerniho nosice. Lipofilni fotosensitizery tvoii O2('A,)
v blizkosti bunéénych membran, a tim dochdzi k naruSeni integrity bakterialni bunky.
Utinek fotodynamické inaktivace zavisi na druhu bakterie?®. Obecné Gram-negativni
bakterie jsou odolnéjsi vii¢i oxidaci membran oproti Gram-pozitivnim. Fotodynamicka
inaktivace O2('Ay) umoziiuje fotodezinfekci povrchii a mikrobidlng zne¢isténych vod*®.

V medicing lze vyuzit fotogeneraci cytotoxického O»('A,) k tzv. fotodynamické
terapii (PDT, ,photodynamic therapy*)!® (lé¢ba rakoviny a aterosklerozy).
Fotodynamicka terapie spoc¢iva v dopraveni vhodného fotosensitizeru s afinitou

k patologické (napf. rakovinné) tkéni, ktera je nasledné ozatena davkou viditelného svétla
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selektivniho pro pouzity fotosensitizer. Tim dojde k fotogeneraci O2('A,) a k poruseni
peroxidovanych patologickych bunék tkan¢. Pro PDT je vyhodné pouzivat zaieni
o delSich vlnovych délkach (napt. Cervené svétlo), které pronikd do tkané hloubéji.
Pouzivané fotosensitizery jako porfyriny, chloriny a bakteriochloriny absorbuji
i v Gervené oblasti spektra®.

Singletovy kyslik se vyuziva také v herbicidech a insekticidech!. V porovnani
s biocidy staci fotosensitizeriim velmi mala koncentrace k podobnému biologickému
ucinku. Jedna molekula fotosensitizeru totiz excituje tisice molekul kysliku, nez je sama

odbourana'!?’,

1.8 Aplikace fotosensitizeri na pevnych nosicich

Navazani fotosensitizeru na pevny nosi¢ ma (oproti fotosensitizerim rozpusténym
v roztoku) nékolik vyhod.

Prvni vyhodou je skute¢nost, Ze v/na pevném nosici obvykle nedochazi k vyraznéjsi
agregaci fotosensitizeru*®**#!. Pevny nosi¢ fixuje molekuly fotosensitizeru na jednom
misté a nedochazi k pfenostim energie srazkami. Dals§i vyhodou je nezavislost produkce
02('Ag) na rozpoustédle. Pevny nosi¢ vytvaii fotosensitizeru stabilni prosttedi a chrani
fotosensitizer pied piipadnymi zhaseci v roztoku*! a prodluzuje doby Zivota tripletovych
stavli 1 O2('Ag), coz posiluje fotosensitizovanou reakci. Daldi vyhodou je moznost
oddgleni (napt. filtraci*®) fotosensitizeru v pevném nosi¢i od produktu fotooxidacni
reakce, a tim Ize napt. ziskat produkt o vyssi Cistoté.

Aby pevny nosi¢ u¢inné napomahal fotosensitizované reakci, musi spliiovat urcité
pozadavky. Témi je na prvnim misté velky mérny povrch kvili kratkému dosahu a dobé
zivota Ox('A), dale vysoky difizni koeficient v nosi¢i pro kyslik a stabilita nosice v &ase.
Dale by nosi¢ nemél byt toxicky a nemél by zhaset Ox('Ag) ani excitované stavy
fotosensitizeru*?.

V nasi laboratofi se pfipravuji fotoaktivni materidly zaloZené na fotosensitizeru
navdzaném v pevném nosi¢i (napt. nanovlakenné membrany*? a nanocstice’®*%4!). Do
pevnych nosici se navazuji porfyrinové fotosensitizery z divodu silné absorpce zareni ve
viditelné¢ oblasti spektra (pifi 420 nm). Pokud je potieba fotosensitizer s absorpci
v ¢ervené oblasti (660 nm), vyuzivaji se ftalocyaniny. Byly pfipraveny nanomateridly

obsahujici oba tyto fotosensitizery*’.
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Vyse uvedené pozadavky na pevny nosi¢ spliuji sulfonované polystyrenové
nano¢astice*®*!. Jsou stabilni vii¢i ozafovani i v ¢ase, jsou hydrofilni, netoxické a maji
vysoky difizni koeficient pro kyslik. Velikost mémého povrchu a primér
polystyrenovych nanocastic lze ovlivnit stupném (dobou) sulfonace polystyrenové
nanovldkenné membrany, ze které jsou nanoCastice piipravovany pomoci
nanoprecipitace. Vice sulfonované nanocastice maji mensi velikost***°. Do polystyrenu
byly navazany napt. porfyrinové fotosensitizery (5,10,15,20-meso-tetrafenylporfyrin,
TPP), které mély v polystyrenu vysoké doby Zivota tripletovych stavii'!, coz zvysuje
produkci O2('Ag). Kromé polystyrenovych nanogastic byly pfipraveny i nanocastice
z kopolymeru polyethylenglykol-polykaprolakton, ktery ma vyhodu biodegradability*’.

Podle literatury** je na Zemi ro¢né& vyprodukovano 1,2 miliard tun chlorofylu. Proto
se tato prace zabyva otdzkou, zda lze Siroce a snadno dostupny chlorofyl ziskany
z levného pfirodniho zdroje navdzat do nanoCastic atyto nanocastice pouzit pro

fotodezinfekci mikrobidlné znecisténych vod.
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo jednoduchou metodou piipravit fotoaktivni nanocastice
s obsahem chlorofylu, ktery byl ziskan z THF extraktu Spenatu setého (Spinacia
oleracea). Tyto nanocastice charakterizovat pomoci UV/VIS spektroskopie
a dynamického rozptylu svétla (DLS) a zhodnotit jejich fotoaktivitu (produkci
reaktivniho a cytotoxického singletového kysliku) a antibakteridlni ucinnost vici

Escherichia coli.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a roztoky

Chemikalie chlorofyl a, chlorofyl b, B-karoten, lutein, kyselina mocova, Na;MoOs,
KH>PO4 (Sigma-Aldrich), ampicilin, CELL-PBS (CELLPURE), LB Agar (Lennox), LB
Medium (Lennox) (Carl Roth), H>SOs, HCI, tetrahydrofuran, NaOH (Penta), KI, (Fluka),
DO (VWR Chemicals), NaN3; (Lachema) byly pouzity bez dalsi purifikace.
Polystyrenova nanovlakennd membrana byla ziskéna od firmy Elmarco s.r.o.

Listy Spenatu setého (Spinacia oleracea) byly ziskany z obchodniho fetézce Lidl
(zemé ptivodu Itélie). Listy §toviku tupolistého (Rumex obtusifolius) byly nasbirany v CR
v jarnim obdobi.

Escherichia coli DH5a s plazmidem pGEM11Z byla zakoupena od firmy Invitrogen.

3.2 Pristroje a metody
3.2.1 Priprava extraktu

Listy Spenatu setého a stoviku tupolistého byly omyty a 5 dni suseny mezi filtracnimi
papiry na stinném mist¢ pii laboratorni teploté. Suché listy byly poté nadrceny a stiihany
v THF, dokud nevznikl tmavé zeleny az Cerny extrakt (extrakce trvala 5 min). Extrakt byl
ptefiltrovan ptes papirovy filtr. Spektrometricky byla odhadnuta koncentrace chlorofylu
pomoci extinkéniho koeficientu Chl a pti 664 nm (o = 0,10396 1/mg/cm). Extrakt Spenatu
je oznacen ChlE, extrakt stoviku ChIR.

3.2.2  Analyza extraktu pomoci HPLC

Extrakty ChlE a ChIR byly analyzovany pomoci HPLC Agilent Technologies, LC
1290 Infinity, 6460 Triple Quad LC/MS (Waldbroon) na kolon& SunFire™ C18, 150 x
4,6 mm, se zrnénim 5 pm, (Waters) pomoci mobilni faze o slozeni 100 % CH3OH s 0,5 %
HCOOH. Priatok byl zvolen 0,8 ml/min, davkovani vzorku bylo 20 pl. Byla zvolena
UV/VIS detekce pii 436 nm (chlorofyl a), 463 nm (chlorofyl b), 459 nm (B-karoten)
a 453 nm (lutein).

3.2.3  Nanoprecipitacni metoda pripravy nanocdastic

Do 50ml kédinky bylo odvdzeno 16 mg suché polystyrenové (PS) nanovldkenné
(sulfonované nebo nesulfonované) membrany. Poté bylo pfidano mnozstvi THF extraktu

obsahujici 0,2 mg Chl a. Smés chlorofylu a PS byla poté nafedéna dal§im THF na celkovy
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objem 4 ml. Za 1 min intenzivniho michani bylo rychle pfidano 20 ml destilované vody,
tim doslo k nanoprecipitaci. Vzniklé nanocastice (NPs, ,,nanoparticles) byly odpaieny
ve vakuové rotacni odparce (< 60 °C) na objem disperze 15 ml. Poté byly NPs odstiedény
(3040 g, 10 min) a dialyzovany pomoci dialyzacnich stfivek (Float-A-Lyzer G2
s molekularni hranou 50 kDa) ve 2 | destilované vody, po dobu 15 h. Dialyza se provadi

za ucelem odstranéni moznych pitimési necistot véetné THF a jeho peroxidické formy.
3.2.4 Absorpcni a emisni spektra

UV/VIS absorpéni spektra byla potfizena spektrofotometrem UV 300 Unicam
(Spectronic Unicam) v kfemennych kyvetach.
Emisni spektra byla potfizena fluorimetrem FLS 980 (Edinburgh Instruments) za

pouziti pasmového filtru A >590 nm a kiemenné kyvety.
3.2.5 Dynamicky rozptyl svétla a zeta potencial

Velikost a zeta potencial NPs byly méteny pfistrojem Zetasizer Ultra (Malvern). Pro

meéfeni koncentrace byl vzorek NPs 11x ziedén ze zasobni disperze.
3.2.6 Ozarovaci aparatura

Kyveta sdisperzi NPs a detekénim cinidlem byla ozafovana pomoci optické
aparatury Newport, s temperovanym kyvetovym prostorem GREGORY Instruments,
500 W xenonovou vybojkou, casovanou clonou a pAsmovym filtrem A > 400 nm.

Porovnani fotooxidace rliznych nanocastic bylo provedeno pomoci 36 W LED zdroje

(KINGBO) s emisnim spektrem 640 — 680 nm umisténé 12 cm od kyvety.
3.2.7 Fotofyzikalni experimenty

Vzorky byly excitovany laserem Lambda Physik FL3002 (Aexec = 664 nm, délka pulzu
~ 28 ns, XeCl excimerovy laser), ktery svou vinovou délkou odpovidal Q pasu chlorofylu
v extraktu, standardu chlorofylu a (Chl a). Casové rozliSena luminiscence Ox('Ay)
v blizké infraCervené oblasti (1270 nm) byla méfena v pravém uhlu k excitatnimu
paprsku pomoci detektorové jednotky (interferencni filtr, Ge dioda).

Casové profily luminiscence Ox('Ag) byly zprimérovany a vypoéteny jako rozdil
mezi signaly v H>O nasycené kyslikem a argonem. Signdly byly proloZeny jednoduchou
exponencialni funkci: 7= Iy exp(-t/z4), 74 je doba Zivota O2(' Ag). Prokladéni exponencialy

nezahrnuje pocatecni Cast grafu, kterd je ovlivnéna rozptylem svétla, fluorescenci
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atvorbou Ox('A) z tripletovych stavii fotosensitizeril). Na laserovém kinetickém
spektrometru LKS 20 v rozpoustédlech nebo disperzich nasycenych kyslikem, vzduchem
a argonem byla méfena triplet-tripletovd absorpéni spektra fotosensitizeri a kinetika

rozpadu tripletovych stavl fotosensitizeru.
3.2.8 Chemicka detekce singletového kysliku

Generace O2('Ag) z NPs s chlorofylovym fotosensitizerem byla detekovana pomoci
jodidové metody>*.

Jodidové ¢inidlo bylo piipraveno jako roztok 0,12 mol/l KI, 0,020 mol/l KH>PO4,
10 umol/l Na;MoOs, pH 6,2 nastaveno pomoci koncentrovaného NaOH. Cerstvé
ptipravené nezoxidované ¢inidlo mé obvykle absorbanci pifi 351 nm nizsi nez 0,01.

Disperze NPs (~200 pl sulfonovanych NPs nebo ~ 100 ul nesulfonovanych NPs)
s 1,5 ml jodidového ¢inidla byla doplnéna do 3 ml destilovanou vodou v 4x1x1 cm
kifemenné kyveté. Disperze fotoaktivnich NPs v pfitomnosti jodidového cinidla byla
ozatovdna 500W xenonovou lampou (plné¢ VIS spektrum) nebo 36 W LED zdrojem
(pouze pro cervenou oblast) v pravidelnych casovych intervalech. Sledovana byla
absorbance I3” pfi 351 nm. Zmény Assi byly vyndSeny v zavislosti na Case ozatovani.

Alternativng byla fotogenerace O2('Ay) detekovana pomoci fotodegradace kyseliny
mocové (2:10% mol/l, vpufru pH 7,4) v piitomnosti disperze fotoaktivnich NPs.

Sledovana byla degradace absorp&niho pasu pii 292 nm v pribehu ozarovani.
3.2.9 Antibakterialni test

Agarova puda byla ptfipravena tak, ze LB Agar (23 g) byl rozpustén v 650 ml
destilované vody, kadinka lehce uzaviena alobalem a vloZena do autoklavu (30 min,
121 °C). Po vychladnuti agaru na 60 °C (méfeno IR teplomérem) bylo pfidano 100 mg
sodné soli ampicilinu a sterilné zamichano. Agar byl rozlit na asi 60 sterilnich Petriho
misek.

Byla zalozena bakteridlni kultura ,,over-night smisenim 1 ml uskladnéné (8 °C)
zasobni kultury s ~ 10 ml LB média (20 g/l se 100 mg ampicilinu). Kultura byla aerobné
inkubovéna pii 37 °C a 120 RPM po dobu 15 h (ptes noc).

Poté byla ptipravena 1épe definovana kultura ,,morning* smisenim 1,00 ml kultury
»over-night s 10 ml LB média (20 g/l se 100 mg ampicilinu). Kultura ,,morning* byla
aerobn¢ inkubovana pii 37 °C a 120 RPM. Priibézné byly odebirany vzorky kultury

20/37



ameétfena jejich absorbance pii 560 nm. Pii dosazeni Aseo ~ 1,2 (asi za 2 h,
67-10° CFU/ml) byla kultura ,,morning* 5000x ziedéna v PBS. Do plastové kyvety bylo
pipetovano 1,00 ml zfedéné kultury a 1,00 ml disperze NPs. Kyveta byla ozafovana 36W
LED zdrojem s emisi v ¢ervené oblasti spektra a v pravidelnych casovych intervalech
bylo odebirano 150 ul vzorku, ktery byl rozetien na agar v Petriho misce (kazdy vzorek
jako triplikat). Petriho misky byly inkubovany ve 37 °C po dobu ~ 15 h (pfes noc).

Poté byly potizeny fotografie agarovych misek. Pocet kolonii (CFU) byl urcen
pomoci softwaru Open CFU. Software vyuzivd obrazovou analyzu. Pocitani bylo
provedeno s parametry: recognize similar colors, minradius = 1, draw mask. Obvykle se

pocet CFU na agarové misce temné kontroly pohyboval kolem 1000.
3.2.10 Filtrace NPs

Plastova Spicka (1000ul) pro automatické pipety byla setfiznuta pro rozsifeni uzsiho
otvoru. Na $picku byla ptipevnéna polyurethanova (Tecophilic) nanovlakennd membrana
(cca 5 cm?). Takto piipraveny filtr byl viozen do mikrozkumavky. Na filtr byla nanesena
disperze fluoreskujicich NPs. Filtrace byla urychlena centrifugaci (50 g, 10 min).

Schopnost filtrovat NPs pies nanovlakennou membranu byla sledovéana fluorimetricky.
3.2.11 Elektronova mikroskopie

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) byla provedena pomoci mikroskopu
JEOL NEOARM pracujiciho pfi napéti 200 kV a vybavenym TemCam-XF416R 4k x 4k
CMOS detektorem (TVIPS). Disperze NPs (10 pl) byla pipetovana na TEM mftizku
s uhlikovym filmem propustnym pro elektrony, ktery byl zbaven naboje po 30 s pied

pipetovanim disperze. Po 1 min byl roztok odstranén z TEM mfiZKy filtracnim papirem.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 SloZeni THF extraktu

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 2, cilem této prace bylo zjistit, zda Ize fotogenerovat
singletovy kyslik O2('Ag) vyuzitim chlorofylového (Chl) extraktu zelenych rostlin
vazaného v polymerni nanocasticové (NPs) matrici. Za timto ucelem byly piipraveny
chlorofylové extrakty z pfirodniho materidlu Spenat sety (Spinacia oleracea) oznaeny
ChlE, stovik tupolisty (Rumex obtusifolius) oznaceny ChIR (kap. 3.2.1).

Je zndmo, ze Chl a a Chl b je v pfirodnim materidlu doprovdzen mnoha ochrannymi
barvivy, predeviim karotenoidy***®. Extrakt ChIE byl podroben HPLC analyze. Byly
porovnany reten¢ni Casy slozek extraktu s retenénimi Casy standard Chla, Chl b,
karotenu (Car), luteinu (Lut) (Tab. 1, Obr. 3). Byla provedena kvantifikace téchto

Tab. 1: Retenéni ¢asy standardii a koncentrace latek v extraktu ChlE.

Pigment Chlorofyl a Chlorofyl b B-Karoten Lutein
tr (min) 17,6 9,8 56,7 4,3
¢ (mg/l) 160 54 50 55

Obr. 3: Struktury chlorofylu a (A), B-karotenu (B) chlorofylu 4 (C) a luteinu (D). Fytylovy fetézec je
vyznacen modte, skupina odliSujici Chl a od Chl b zelené¢.
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Obr. 4: Normalizovana absorp¢ni spektra standardti Chl a (a) a Car (d), Spenatového extraktu ChlE (b),
Stovikového extraktu ChIR (c) v THF.

klicovych slozek extraktu ChlE. Pomoci smésnych vzorkt standardi o koncentracich 1;
2,5; 5 a 10 mg/1 byly sestrojeny kalibracni ptimky pro pfislusné analyty. Poté byl zméten
1 10 x zfedény extrakt ChIE a koncentrace pfisluSnych analyti byly odecteny
z kalibra¢nich pfimek a shrnuty do Tab. 1. Chlorofyl a je dominantnim barvivem v ChlE.

Dale byly chlorofylové extrakty (ChlE a ChIR) analyzovany pomoci UV/VIS
spektroskopie srovndnim absorp¢nich past extraktu se standardy latek nejbéznéji se
v listech vyskytujicich, jmenovit¢ Chl a, Chl b, Car (Obr. 4). Koncentrace Chl a
odhadnuté z absorbance pii 664 nm byla podobné koncentraci ur¢ené pomoci HPLC.

Je zndmo, ze mnozstvi chlorofylu a karotenoidtl zavisi obecné na slozeni pidy, druhu
rostliny, svételnych podminkéch, teploté, stresu a dalsich biologickych faktorech!'.
Z toho vyplyva, Ze opakovatelnost experimenti je v tomto ohledu snizena.

Z charakteru spekter na Obr. 4 vyplyva, Ze hlavni absorbujici slozkou THF extraktt

je Chl a, ktery je znamym fotosensitizerem s vysokym kvantovym vytézkem (cit.*”*).

4.2 Charakterizace Chl extraktu pomoci casové rozliSené
spektroskopie

Jak jiz bylo uvedeno, v roztocich fotosensitizerii za pfitomnosti kysliku a svétla
probiha fotosensitizovana reakce. V ramci fotosensitizované reakce vystupuje nékolik
zativych prechodll zejména absorpce tripletovych stavi fotosensitizeru a fosforescence
02('Ag) pti 1270 nm, kterou lze mé&fit pomoci ¢asové rozlisené spektroskopie a je pfimym
ditkazem vzniku singletového kysliku'* (Obr. 1, str. 7).

Z HPLC analyzy vyplyva, ze v THF extraktu se kromé fotosensitizeru Chl a

nachdzeji 1 karotenoidy (zhéasece), které chrani Chl pied degradaci pomoci ptenosil
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Obr. 5: Panel A: Normalizovana UV/VIS absorpéni spektra THF extraktu ChlE (a), v porovnani se

standardy Chl a (b), Chl b (c), Car (d). ChlE byl excitovan vinovou délkou Q-pasu Chl a. Panel B: Zavislost
doby Zivota Ox('A,) na absorbanci Q-pasu ChlE. Doby Zivota Ox('A) v riizné nafedéném ChIE (e). Doby
zivota Ox('Ay) pii ozafovani ChlE xenonovou lampou (>400 nm) (f). Cervena piimka oznacuje dobu Zivota
01('A,) ze standardu Chl @ v THF.

energie®*. To miiZe snizovat dobu Zivota tripletovych stavii chlorofylu i O2('A,). Bylo
kli¢ové zjistit, zda bude O2('Ag) fotogenerovan i v tomto extraktu.

Jak ukazuje Obr. 5A, v extraktu ChIE byl Ox('Ag) pomoci ¢asové rozlisené
spektroskopie piimo detekovan. Dale byly uréeny doby Zivota (z4) O2('Ag) pro rtizné
koncentrace extraktu. Pfi vy$§ich koncentracich byla doba Zivota Ox('A,) niz$i kvili
samozhaseni a efektu stinéni fotosensitizeru. V koncentrovanéjs§im extraktu mohou mit
ale také karotenoidy silng&ji zhaSeci efekt. Pro dosaZeni vyssi doby Zivota O2(' A) je proto
vyhodné&jsi pouZzivat zfedény extrakt s Chl a.

Zajimavé vysledky byly ziskdny z méfeni dob Zivota Ox('Ag) s riznymi
koncentracemi karotenoidii v extraktu. MnoZzstvi karotenoidi lze zmenSit ozafenim
extraktu, protoze karotenoidy podléhaji rychlé degradaci svétlem (viz kap. 4.3). Cim
delsi je doba ozareni vzorku viditelnym svétlem, tim mensi je koncentrace karotenoidi.
Extrakt ChIE byl proto ozafovan xenonovou lampou av pribéhu ozatfovani byly
uréovany doby Zivota Ox('Ag). Bylo zjisténo, Ze s rostouci dobou ozateni ChIE, klesalo
mnozstvi Chl a (Aess) a zvySovala se doba Zivota Ox('Ag) (Obr. 5B). To potvrzuje
fotodegradaci zhéasect v ChlE.

Druhym zptsobem zvySeni doby zivota je fedéni ChlE. Pfi nizSich koncentracich
(A¢s4) ChIE byla doba Zivota vys§i diky menSimu vlivu stinéni molekul Chl a
samozhaseni (Obr. 5B).

Karotenoidy v extraktu kromé& doby Zzivota Ox('Ag) ovliviiuji i dobu Zivota

excitovanych (tripletovych) stavii chlorofylu. Lze porovnat doby zivota tripletovych
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Tab. 2: Fotofyzikalni parametry: doba Zivota singletového kysliku v THF (z4), doba zZivota tripletovych
stavl chlorofylu ve vzorku nasyceném argonem (z7), kvantovy vytézek singletového kysliku (@,).

74 (1s) tr (Us) P4
ChlE 10,2 110 0,64
ChIE* ) 19.9 141 -
Chl a 20,7 294 0,66
Chl b 20,7 229 -

%) ChlE ozafeny xenonovou lampou 10 min

stavl (z7) Chl ve vzorku s vétSim a mensim obsahem karotenoidt (Tab. 2). Jako vzorek
s vysS§im obsahem karotenoidl byl pouzit neozafeny ChlE, mensiho obsahu karotenoidi
bylo dosazeno ozafenim vzorku (ChIE*). Ve vzorku ChIE s vysokym obsahem
karotenoidd byly pozorovany kratké 77 Chl ve srovnani s ozatenym vzorkem ChlE*, ktery
mél diky fotodegradaci niz$i obsah karotenoidi. Vyssi 77 Chl byly pozorovany v roztoku
standardu Chl a, ktery Z4dné karotenoidy neobsahoval. Experiment potvrdil, Ze
karotenoidy zh4seji tripletové stavy i O2('Ag).

Ve vzorcich (ChIE, ChIE*) byla méfena doba Zivota (z4) O2('Ag) (Tab. 2).
V ptivodnim vzorku ChIE s vysokym obsahem karotenoidi byla naméfena krats$i 74
02('Ap) nez v ozafeném extraktu ChlE*. Je zajimavé, Ze 74 O2('Ag) je po ozafeni velmi
blizka 74 O2('Ag) ve vzorku standardu Chl a. I pies obsah karotenoidil v extraktu ChlE je
tedy dosazeno stejné 74 O2('Ag), a tim i Ucinku oxidace singletovym kyslikem, jako
v roztoku standardu Chl a. Diky tomu by mohly byt pfirodni extrakty chlorofylu velmi
dobte vyuzitelné pro fotogeneraci Ox('Ag).

Byly méfeny 1 kvantové vytéZky (D) singletového kysliku pro THF roztok standardu
Chl a a extraktu ChlE. Jejich hodnoty jsou pro chlorofyl ptekvapivé vysoké a vzajemné
podobné navzdory obsahu karotenoidti v ChlE (Tab. 2).

4.3 Fotostabilita chlorofylovych extrakti

Chemicka stabilita vi¢i ozafovani (fotostabilita) je dilezitou vlastnosti
fotosensitizeru. Ke zjisténi této fotostability a tedy i praktické pouzitelnosti byl proveden
nasledujici test.

Extrakt ChlE (~ 4,7 mg/l Chl a) byl ozafovan 5S00W Xe lampou s padsmovym filtrem
omezujicim UV zifeni (> 400 nm). Degradace latek v ChIE byla sledovéana

spektrometricky v prubéhu ozatovani (Obr. 6A).
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Obr. 6: Fotostabilita Spenatového extraktu ChlE ~ 4,7 mg/l Chl a (panel A) a standardt chlorofylu a o
koncentraci 5,3 mg/l a f-karotenu o koncentraci 51 mg/l (Chl a + Car, panel B). V obou piipadech dochazi
k degradaci chlorofylu (664 nm) i karotenu (490 nm).

Pokles pasu na 664 nm a 436 nm znaci fotodegradaci Chl a. Je znamo, ze Chl je
degradovén svétlem za vzniku glycerolu, alaninu, kyseliny mlécné, citronové, jantarové
a malonové®. Antioxidanty véetné B-karotenu podléhaji rychlejsi fotodegradaci na
rozmezi vinovych délek 460 — 490 nm. To je ve shodé s literaturou’’. Jak vyplyva z Obr.
6, kinetika degradace je podobnd jako u smési standardu Chl a v pfitomnosti Car a

umoznuje vyuziti Chl a (kap. 4.6) pro fotooxidac¢ni studie v fadu desitek minut.

4.4 Priprava a charakterizace fotoaktivnich nanocastic
4.4.1 Priprava NPs

V ptedchozim oddilu bylo dokédzdno, Ze v samotném THF extraktu chlorofylu
probih4 Gi¢inn4 fotogenerace O2('A,). Byl uéinén pokus zapouzdtit (enkapsulovat) ChlE
do sulfonovanych a nesulfonovanych nanocastic (NPs, ,,nanoparticles®).

Nanocastice byly pfipraveny z extraktu (ChlE, ChlR) nebo standardu (Chl a, Chl a
+ Car) chlorofylu v THF. Koncentrace Chl a v extraktu byla vypocitdna pomoci
extinkéniho koeficientu Chl a v THF pii 664 nm (0,10396 1/mg/cm). Do 50ml kadinky
bylo odvazeno 16 mg sulfonované nebo nesulfonované polystyrenové (PS) nanovldkenné
membrany (Obr. 7A). Pro ptipravu NPs byl pouzit takovy objem extraktu o vypoctené
koncentraci, aby kadinka obsahovala 0,2 mg Chl a (spektra extrakt viz Obr. 4, str. 23).
Roztok byl poté natedén THF na celkovy objem 4 ml. Za 1 min intenzivniho michéani
bylo rychle pfidano 20 ml destilované vody. Nanoprecipitaci vzniklé NPs byly odpaieny

v rotacni vakuové odparce (<60 °C) na objem disperze 15 ml. Poté byly centrifugaci
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Obr. 7: Panel A: SEM snimek vychozi polystyrenové nanovladkenné membrany pro piipravu NPs.
Panel B: TEM snimek ChlIE@PS-sulfo. Panel C: TEM snimek ChIE@PS. Panel D: Fluorescencni stopa
ChIE@PS-sulfo pii excitaci 402 nm laserem. Panel E: Absorpéni (a) a emisni (b) spektrum ChlIE@PS-
sulfo. Panel F: Distribuce velikosti (c) v disperzi ChIE@PS-sulfo podle DLS.

2

(3040 g, 10 min) odstranény vétsi ¢astice a nasledné byla disperze NPs dialyzovana
k odstranéni stop THF.

Timto postupem byl chlorofylovy extrakt navazdn do polystyrenového nosice za
vzniku sulfonovanych nebo nesulfonovanych NPs. Vzorky NPs byly oznaleny
nasledovné:

NPs vytvorené ze sulfonovaného polystyrenu: @PS-sulfo

Sulfonované NPs s navazanym Spenatovym extraktem: ChIE@PS-sulfo

Sulfonované NPs s navazanym standardem chlorofylu a: Chla@PS-sulfo

Sulfonované NPs s navazanymi standardy chlorofylu a a B-karotenu: ChlaCar@PS-sulfo
NPs vytvorené z nesulfonovaného polystyrenu: @PS

Nesulfonované NPs s navazanym extraktem Stoviku tupolistého: ChIR@PS

4.4.2 Charakterizace pripravenych NPs

Zakladni vlastnosti pfipravenych NPs shrnuje Tab. 3. Sulfonované NPs maji lepsi
spektralni vlastnosti diky mensi velikosti, a tedy nizs§imu rozptylu svétla. Cervena stopa

fluorescence a rozptyl svétla v disperzi ChlIE@PS-sulfo je vidét na Obr. 7D pii excitaci
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Tab. 3: Porovnani vlastnosti sulfonovanych a nesulfonovanych NPs.

Vlastnost @PS  ChIE@PS ChIR@PS @PS-sulfo C1E@PS-  Chla@PS- ChlaCar@

sulfo sulfo PS-sulfo
Primér (nm) 278 227 231 64 61 60 60
Zeta-potencial (mV) -34,38 -31,19 -38,55 -33,08 -26,14 -31,26 -34,53
Polet NPsvIml ) 65 1010 4481010  416:10° 141-10°  2,02-108  1,08-10% ;
disperze
Povrch (nm?) 243 000 162 000 168 000 13 000 12 000 11 000 11 000
Povrch/objem 0,02 0,03 0,03 0,09 0,10 0,10 0,10
Vzhled Mléena Mlecn’e Sv?tl? Prihledna Pruhled}la Pruhled’na Mlevcner
zelena hnéda zelena zelena oranzova

402 nm laserem. Piiklad absorpce a emise ChIE@PS-sulfo je ukazdn na Obr. 7E.
Nesulfonované NPs maji vétsi velikost, a tedy velky rozptyl svétla zejména u kratSich
vlnovych délek, coz se projevi zvySenou hodnotou pozadi absorpce.

Vzniklé NPs maji rtiznou velikost a koncentraci. Tyto parametry byly uréeny
metodou DLS (viz. kap. 3.2.5). Sulfonované NPs m¢ly velikost ve vyssich desitkach nm
a koncentraci v ¥adu 10'* NPs/ml (ChIE@PS-sulfo d = 61 nm, ¢ = 2,02-10'3 NPs/ml).
Nesulfonované NPs meély velikost v nizSich stovkach nm a koncentraci v tadu
10'° NPs/ml (ChIE@PS d = 402 nm, ¢ = 4,48-10'° NPs/ml). Pfi nanoprecipitaci vznikaji
nejcastéji dve nebo tii populace NPs.

Podle transmisni elektronové mikroskopie (TEM) maji NPs homogenni velikost,
sféricky charakter’® a mohou se fetézit (Obr. 7C). Velikost nesulfonovanych NPs podle
TEM je blizka velikosti namétené podle DLS. Naopak velikost sulfonovanych NPs je
podle TEM mensi nez podle DLS.

Tab. 4: Casova stabilita velikosti (d) a zeta-potencialu ChIE@PS-sulfo.

Cas (dny) d(nm) zeta (mV)

0 60,99 -26,14
9 62,42 -21,58
13 59,37 -27,19
63 60,53 -28,79
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Metodou DLS byla ur¢ena ¢asova stabilita velikosti a zeta-potencialu (povrchového
naboje) NPs. Sulfonované NPs poskytuji v prubéhu Casu podobné hodnoty velikosti
1 zeta-potencialu (Tab. 4). Naopak nesulfonované NPs podléhaji rychlejsi agregaci, ktera

se projevi tvorbou sedimentujicich srazenin, které 1ze pozorovat pouhym okem.
4.4.3 Filtrace nanocastic a odhad jejich sloZeni

Pro praktické vyuziti bylo vhodné vyvinout metodu odstranéni NPs z roztoku.
K tomu byla vyuzita nanovladkennd membrana z polymeru Tecophillic. Pfesny postup
filtrace je popsan v kap. 3.2.10. Fluorimetricky bylo ur¢eno mnozstvi NPs v piivodnim
vzorku a ve filtratu (Obr. 8). U¢innost jedné filtrace se pohybovala v rozmezi 80 — 90 %.
Opakovanou filtraci 1ze odstranit prakticky vSechny fluoreskujici NPs.

Byl u¢inén pokus pomoci filtrace odhadnout chemické slozeni vzniklych ChlIE@PS-
sulfo. Za timto ti€elem byl analyzovan filtrat ze ChlE@PS-sulfo po trojnasobné filtraci
pres nanovlakennou membranu. Vysuseny filtrat byl rozpustén v THF a podroben HPLC
analyze. HPLC analyza ukédzala zanedbatelné mnoZstvi Chl a ve filtratu, coz potvrzuje

domnénku, Ze slozeni extraktu ChlE (Tab. 1, str. 22) odpovida i slozeni ChIE@PS-sulfo.

Fluorescence

650 675 5 (hm) 700

Obr. 8: Panel A: Filtra¢ni aparatura. Panel B: Fluorescencni porovnani ptivodni disperze ChIE@PS-
sulfo (a) s filtratem (b). Aexc = 420 nm.

4.5 Kinetika fotogenerace O2(*Ag) v NPs
4.5.1 Sulfonované NPs

Sulfonované NPs maji oproti nesulfonovanym NPs mensi velikost, a tedy v&tsi mérny
povrch, resp. pomér povrch/objem (Tab. 3). Pokud je v nich vazan fotosensitizer, dochazi

za ptitomnosti viditelného svétla k fotogeneraci O2('A,). Bylo o&ekavano, ze pokud do
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Obr. 9: Jodidovy test nanoc&astic ChIE@PS-sulfo (1,3-10'2 NPs/ml). Panel A: Riist absorbance pii 287 nm
a 351 nm odpovidd mnozstvi fotogenerovaného O('A,). Panel B: Jodidovy test ChIE@PS-sulfo, za
rtiznych podminek, které dokazuji fotogeneraci O2('Ay). Zvysena koncentrace O, (a) a D20 (50 %) (b),
fotooxidace na vzduchu v H,O (c), pfitomnost zhasece N3 iontu (0,9 M) (d), nebo bublani disperze
dusikem (). Ozafované ¢inidlo bez NPs (f). Ozatovaci zdroj: S00W Xe lampa.

NPs bude navéazan fotoaktivni chlorofylovy extrakt, bude dochézet k fotogeneraci O2('A)
podobnym zpiisobem. K diikazu fotogenerace Ox('A) ve vodnych disperzich NPs byla
pouzita jodidova metoda a metoda odbarvovani kyseliny mocové (viz. kap. 3.2.8).

U jodidové metody je sledovana absorbance pti 351 nm (absorpcni pés 137), ktera je
imérna mnozstvi O2('Ag) (cit.**). Jodidova metoda neni specificka jen pro O2('Ag).
Oxidaci I mohou zpiisobit i jiné fotogenerované ROS. Proto byly provedeny fotooxidacni
testy v jodidovém ¢inidle s ChIE@PS-sulfo (1,3-10'2 NPs/ml) bez a s piitomnosti
diagnostickych ¢inidel (O2, N2, D20, NaN3).

U vzorku saturovaného (bublaného) Oz nebo s obsahem D20 (50 %) byla zjisténa
rychlejsi kinetika fotooxidace I" v disledku vyssi koncentrace, resp. vyssi doby Zivota
02('Ag). Naopak u vzorku saturovaného N> nebo s obsahem 0,9M Ns-, specifického
zhagece O2('A,), fotooxidace prakticky neprobiha (Obr. 9). Samotné jodidové ¢inidlo bez
ChlIE@PS-sulfo se plisobenim svétla neoxiduje.

Obdobna odezva jodidového ¢inidla byla pozorovana i u nanoc¢astic Chla@PS-sulfo.
Nanocastice bez fotosensitizeru @PS-sulfo pti ozafeni nevykazovaly Zadnou fotooxidaci
podobné jako vzorky ChlE@PS-sulfo a Chla@PS-sulfo uchovavané ve tme.

Fotogenerace O('Ag) byla sledovdna i jako pokles hodnoty absorbance 10*M
kyseliny mocové (292 nm) ve vodné disperzi NPs (Obr. 10). Odbarvovani kyseliny

4
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Obr. 10: Detekce fotogenerace Ox('A,) metodou degradace kyseliny mocové. Panel A: Spektra smési
kyseliny mocové (10 M) s disperzi ChIE@PS-sulfo v ¢ase ozafovani. Panel B: Kinetika fotodegradace
kyseliny mocové. Ozatovaci zdroj: 36W LED s emisi v ¢ervené oblasti.

Té&mito dvéma metodami byla dok4zana fotogenerace Ox('Ag) ve vodnych disperzich

NPs s chlorofylovym extraktem (ChlE@PS-sulfo).

4.5.2 Nesulfonované NPs

Nesulfonované NPs se lisi od sulfonovanych vétsi velikosti a mensi polaritou

(absenci -SO3” skupin na povrchu). Kvili vétsi velikosti maji mensi mérny povrch, resp.

mensi pomér povrch/objem, a tedy nizsi schopnost fotooxidace (Obr. 12). U nékterych

nesulfonovanych NPs bylo pozorovéano, Ze fotooxidace neprobih4a bezprostiedné od

zacatku ozatfovani, ale az n¢kolik minut po zacatku (Obr. 11). Toto zpozdéni fotooxidace

bylo pozorovéno jen u ChIR@PS, které vznikly navazadnim extraktu §toviku tupolistého

' ﬁ . B 10,00
13 yan
d c/ é
0.4} // 17001
N
3min  11min C|oop N oo
10 20  (min) 30 0 10 t(min) 20

Obr. 11: Panel A: Demonstrace zpozdéni fotooxidace pii jodidovém testu u ChIR@PS (a). Jodidovy
test ChIR@PS po jejich pfedchozim ozatreni (45 min, 500 W plné spektrum) (b). Panel B: Kinetika ristu
koncentrace I5™ (c) se soucasnym poklesem mnozstvi antioxidantt (d).
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(ChIR) do NPs. Zpozdéni nebylo pozorovano u ChIE@PS, ChIE@PS-sufo, ani u NPs se
standardy Chl @ + Car navazanych v jedné nanocastici.

Zpozdéni fotooxidace lze vysvétlit pritomnosti nezndmého zhasede O2('A,), ktery je
piitomen v nesulfonované nano&astici a nedovoli O2('A,) difundovat do vodného roztoku.
Zhasec je singletovym kyslikem degradovan (pokles Ases2). Lze se domnivat, ze v Case,
kdy se celkové mnozstvi vzniklého O2('Ag) vyrovna zhruba celkovému mnozstvi zhasede,
je degradovana vétsina zhaSece a O2('Ay) se zaéne uvoliiovat z NPs do roztoku ¢inidla,
kde zptisobi fotooxidaci I (nartst absorbance I3°).

Pfedchozim ozaifenim NPs lze tuto dobu prodlevy zkratit, napi. ChIR@PS byla
fotooxidace zpozdéna o 11 min, ale po ozaieni NPs (45 min, 500 W plnym spektrem) se
zpozdéni zmenSilo na 3 min (Obr. 11A). To je vsouladu sdiive diskutovanou
fotodegradaci zhasect (viz kap. 4.2). Podrobnéjsi sledovani tohoto fenoménu bude

predmétem dalsi studie.
4.5.3 Porovnani fotooxidacnich schopnosti NPs

Dilezitou otazkou bylo, do jaké miry karotenoidy v NPs zhasi O2('A,) a omezuji
fotooxidacni schopnost.

Porovnany byly relativni fotooxida¢ni schopnosti sulfonovanych NPs obsahujicich
1) standard Chl a, ii) smés standardd Chl a + Car a iii) Spendtovy extrakt (Chla@PS-sulfo,
ChlaCar@PS-sulfo, ChIE@PS-sulfo).

Disperze NPs v jodidovém c¢inidle byly natedény tak, aby mély shodnou absorbanci
Q-pasu pii 670 nm. Disperze byly nasledn¢ ozatovany Cervenym 36W LED zdrojem,
s emisi v oblasti Q-pasu chlorofylu (Obr. 12A). Hodnoty A3zsi v pritbéhu ¢asu ozatfovani
byly podéleny plochou Q-pésu nad vodorovnou linii spektra, a normalizovany.

Vsechny sledované NPs maji dle DLS zhruba stejnou velikost (viz Tab. 3, str. 28).

U nanocastic ChlaCar@PS-sulfo s vysokym obsahem karotenoidii byla pozorovéana
pomalé kinetika fotooxidace, na rozdil od ChIE@PS-sulfo s niZ§im obsahem karotenoidii
a rychlejsi kinetikou fotooxidace (Obr. 12). Zadné karotenoidy nebyly obsaZené
v Chla@PS-sulfo, ale jejich kinetika fotooxidace byla stejné rychla jako u ChlIE@PS-
sulfo (Obr. 12B, d, e). Tento fakt 1ze vysvétlit tim, ze v ChlIE@PS-sulfo je natolik nizky
vliv zhéasecl (Obr. 12A) (molekuly Chl a zhéaseci jsou daleko od sebe), ze nedochazi k
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Obr. 12: Panel A: Absorp¢ni spektra ChlaCar@PS-sulfo (a), Chla@PS-sulfo (b) a ChIE@PS-sulfo (c).
Panel B: Jodidovy test porovnavajici kinetiky fotooxidace Chla@PS-sulfo (d), ChIE@PS-sulfo (e),
ChlaCar@PS-sulfo (f) a ChIE@PS (g). Panel C: Ozafovaci aparatura.
vyznamné&j§imu zhaseni O2('Ag). A piedeviim toho Oa(!Ag), ktery je fotogenerovan
z bezprostiedniho okoli povrchu NPs a je tedy vzhledem ke své kratké diftzni draze (cca
200 nm, cit.?°) nejvice zodpovédny za fotooxidaéni plisobeni.

To potvrzuje vyhodu navazani fotosensitizeru do pevného nosi¢e. Nanocastice
vzniklé z ptirodniho extraktu s kontaminaci karotenoidnich zhaseci jsou ve fotooxidaci

prostiednictvim O2('Ag) stejné ¢inné jako NPs vzniklé z analytického standardu Chl a.

4.6  Antibakterialni vlastnosti nanocastic

U fotoaktivnich NPs, které fotogeneruji O('A,), lze piedpoklddat antibakterialni
vlastnosti. Ty byly zkoumany u Escherichia Coli metodou sledovani poklesu poctu
bakterii (CFU, ,,colony forming units*) v pfitomnosti NPs a viditelného svétla.

Pro antibakterialni test (viz. kap. 3.2.9) byly porovnavany tii vzorky: samotna kultura
bakterii (oznacena E.coli, o koncentraci 6700 CFU/ml), kultura bakterii vystavend vodné
disperzi NPs bez fotoaktivni latky o koncentraci 7,1-10'2 NPs/ml (E.coli + @PS-sulfo)
a kultura bakterii vystavena vodné disperzi NPs s ChlE o koncentraci 1,0-10'3 NPs/ml
(E.coli + ChlE@PS-sulfo). Vzorky byly ozatovany 36 W LED zdrojem s emisi v Cervené
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Tab. 5: Vyvoj poctu CFU v case (stani ve tmé nebo ozafovani). Primér ze tii nezavislych experimenta.

x . E.coli + . E.coli + .
Cas E.coli E.coli E.coli +
(min) -hv ChlE@?}ll)f—sulfo +hv @Pil—li/ulfo ChlIE@PS-sulfo +hv
0 2422 2472 1684 2195 2171
10 1984 2009 1940 2497 1388
20 2318 2347 2182 2141 203

oblasti VIS spektra nebo ponechany ve tmé. Po inokulaci agarové plotny odpovidajicim
alikvotem daného vzorku a nasledné inkubaci byl spocitan pocet CFU na agaru.

Bylo zji$téno, Ze po 20 min ozafovani vzorku E.coli + ChlIE@PS-sulfo ¢ervenym
zdrojem zéfeni bylo inaktivovano 95 % bakterii Escherichia coli (Obr. 13, Tab. 5).
U ostatnich vzorkti po¢et CFU naopak mirné vzrostl, patrné vlivem mirného zahtati (cca
0 2 °C) béhem ozafovani. Vzorky ponechané ve tmé nejevily pokles poc¢tu CFU.

Diftizni dosah O('A) Ize uvazovat ~ 200 nm (cit.?%), primér NPs 60 nm a jejich
koncentraci 1,0-10'* NPs/ml. Pomoci vypoétu objemu NPs (koule) o polomé&ru 60 nm lze
vypoéitat, ze NPs zaujimaji cca 0,1 % objemu disperze a dosah Ox('Ag) (koule o poloméru
230 nm) pokryva cca 51 % objemu disperze.

Tento test ukazal, ze ChIE@PS-sulfo produkujici O2('A,) (viz kap. 4.5.1) maji silné
antibakterialni udinky aktivované Eervenou oblasti VIS svétla. Uspésny test byl navic
proveden u Gram-negativnich Escherichia Coli, které jsou obecné odolngjsi viici O2('Ag)

nez Gram-pozitivni kmeny bakterii*°.

I E coli
[ E.coli + @PS-sulfo
-l E.coli + Chl EQPS-sUifo

_/CFU, (%)
S o
o o

xmin

CFU
%)
S

0 || [ e |

0 10 t(min) 20
Obr. 13: Antibakterialni testy nanocastic ChIE@PS-sulfo. Byl porovnan ozafeny vzorek bakteridlni
suspenze bez NPs (E.coli), s NPs bez fotosensitizeru (E.coli + @PS-sulfo) a s NPs s chlorofylem (E.coli
+ ChIE@PS-sulfo). Po 20 min ozafovani ¢ervenym svétlem (36 W LED zdroj) doslo k inaktivaci cca
95 % bakterii v ptitomnosti ChIE@PS-sulfo. Vysledek je pruimérem 3 nezavislych experimentd.
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5 Zavér

Fotosensitizer chlorofyl (Chl) byl ziskan jednoduchou extrakci z pfirodniho zdroje,
Spenatu setého. Ptfi ozafovani extraktu viditelnym svétlem dochézelo k fotogeneraci
singletového kysliku, jehoz pfitomnost byla detekovana pomoci Casové rozliSené
spektroskopie.

Z extraktu byly piipraveny fotoaktivni polystyrenové nanocastice (NPs). Nanocastice
fotogenerovaly do svého okoli singletovy kyslik, ktery byl detekovan pomoci
chemickych spektrofotometrickych metod.

Chlorofyl je v extraktu i v NPs doprovazen karotenoidy, které zhaseji singletovy
kyslik a snizuji fotoaktivitu NPs. Vliv karotenoidi mize byt redukovan pomoci ziedéni
extraktu, pred-ozafenim vzorku nebo pouZzitim polarnéjsi polymerni matrice
(sulfonovanych polystyrenovych NPs). Tim lze zvysit fotoaktivitu NPs.

Byl proveden test fotodynamické inaktivace NPs viici Gram-negativnim Escherichia
coli. B€hem 20 min ozafovani bakteridlni kultury s fotoaktivnimi NPs ervenym svétlem
bylo inaktivovano pies 95 % bakterii oproti kontrolam.

Vzhledem k tomu, a vzhledem k faktu, ze NPs je mozné odstranit filtraci (napt. ptes
nanovlakennou membranu), je mozné konstatovat, ze tyto z levnych zdrojui pfipravené
NPs je mozné prakticky pouzit pro riizné antimikrobialni aplikace, napt. v oblasti ¢isténi

mikrobialné znecisténych vod.
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