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Wykaz wazniejszych symboli i akroniméw

Symbole

ay - aktywnos¢ wody

e - fadunek elementarny

Eq - przerwa energetyczna (ang. Energy Band Gap), eV

eV - elektronowolt, J

h - stata Plancka, J - s

m.m. - mokra biomasa, ¢

n - liczba moli

N - liczba moli substancji

N - liczba moli wody

p - cisnienie, Pa; poziom istotnosci

R - uniwersalna stafa gazowa, J - kmol-' - K1

s.m. - sucha masa, ¢

v - objetosc, dm?

Vi - objetos¢ molowa wody, m? - mol-!

Litery greckie

] - kat Bragga, rad

A - dtugosc fali, nm

m - ci$nienie osmotyczne, osmol

Akronimy

AFM - mikroskop sit atomowych (ang. atomic force microscope)

AMSH - szczep Penicillium chrysogenum wyizolowany z powietrza piwnicy budynku miesz-
kalnego

AOP - zaawansowane procesy utleniania (ang. advanced oxidation processes)

AOTs - zaawansowane technologie utleniania (ang. advanced oxidation technologies)

API ZYM - test do okreslania aktywnosci hydrolaz firmy BIOMERIEUX (Francja)

BET - metoda Brunauera, Emmetta i Tellera pozwalajaca na okreslanie powierzchni wia-
sciwej ciat statych za pomocq analizy izoterm adsorpcji

BSL - stopnie biobezpieczenstwa (ang. biosafety levels)

BTL — Zaktad Enzymow i Peptonéw Sp. z 0.0.

CFU ~ jednostki tworzace kolonie, JKT (ang. colony forming units)

CoA - koenzym A

CREA - agar keratynowo-sacharozowy (ang. creatine sucrose agar)

CYA - agar Czapka wzbogacony ekstraktem drozdzowym (ang. Czapek yeast agar)

DDT - dichlorodifenylotrichloroetan, znany pod nazwami handlowymi: Azotox, Ditox, Tritox

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethy! sulfoxide)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EC - katalog enzyméw (ang. enzyme catalogue)

EDX ~ spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (ang. energy di-
spersive X-ray spectroscopy)

EPA - Organizacja Ochrony Srodowiska (Environmental Protection Agency)

FDA - octan fluoresceiny (ang. fluorescein diacetate)

HelLa ~ linia komdrkowa wywodzaca sie z komdrek raka szyjki macicy



6 Wykaz wazniejszych stosowanych symboli i akroniméw

IEA - Migdzynarodowe Stowarzyszenie Epidemiologéw (International Epidemiological
Association)

IL13 aR2R — linia komdrkowa ludzkiego nowotworu mézgu

IUPAC - Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (International Union of Pure and
Applied Chemistry)

JCPDS - Wspdlny Komitet ds. Standardéw Dyfrakcji (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards)

JTK — jednostki tworzace kolonie

LoVo, Ls-174-t — linie komérkowe ludzkiego nowotworu jelita grubego

MCF-7 | MDA-MB-468 - linia komérkowa nowotworu piersi

MEA — agar z ekstraktem maltozy (ang. malt extract agar)

MIC - minimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhibitory concentration)

MRSA - gronkowiec ztocisty odporny na metycyling (ang. methicyllin-resistant Staphylococcus
ureus)

N/TiO, —ditlenek tytanu domieszkowany azotem i kalcynowany w temperaturze 100°C (pro-

dukowany w Instytucie Technologii Chemicznej Nieorganicznej i Inzynierii Srodowi-
ska Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie)

P-25 — ditlenek tytanu produkowany przez niemiecka firme Evonik

PC-3M - linia komdrkowa nowotworu prostaty

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PDA - agar ziemniaczany (ang. Patato Dextrose Agar)

POCH - Polskie Odczynniki Chemiczne

PrPsc - biatko prionowe chorobotwdrcze (ang. pathological prion protein)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SEM - elektronowy mikroskop skaningowy (ang. scanning electron microscope)

SERS - powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska (ang. surface enhanced
raman spectroscopy)

SGA - agar Sabourauda (ang. Sabouraud agar)

SODIS — procesy solarnej dezynfekcji wody (ang. solar water disinfection process)

SP - stopien polimeryzacji

TEM ~ elektronowy mikroskop transmisyjny (ang. transmission electron microscope)

TiO, —tlenek tytanu(IV), ditlenek tytanu

uv - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultrafiolet)

UVA - promieniowanie o dtugos¢ fali 315-400 nm

VIS - promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie widzialnym (ang. visible light)

VRSA - gronkowiec ztocisty odporny na wankomycyne (ang. vancomycin-resistant Staphylo-
ccoceus aureus)

WHO -Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WWP - wilgotno$¢ wzgledna powietrza

XRD ~ dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray diffraction)

ZCh ~ ditlenek tytanu produkowany przez Grupe Azoty Zaktady Chemiczne Police S.A.

ZUT11 - szczep Penicillium chrysogenum wyizolowany z powietrza fitness klubu

ZUT24a - szczep Penicillium chrysogenum wyizolowany z powietrza fitness klubu
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Mikroklimat pomieszczeri zamknietych, takich jak: biura, przedszkola, szkoty i mieszkania pry-
watne, jest waznym czynnikiem dobrego samopoczucia, zdrowia i produktywnosci uzytkownikéw [1].
W zaleznosci od aktywnosci zyciowej i rodzaju wykonywanej pracy w pomieszczeniach tych spedzamy
przynajmniej 18 godzin dziennie. Postep cywilizacyjny i zwigzane z tym przemiany kulturowe, prowa-
dzace m.in. do wezesniejszego rozpoczynania edukacji przez dzieci oraz wigkszego zaangazowania
ludzi w prace zawodows, sprawiaja, ze $redni czas przebywania w pomieszczeniach zamknietych
z roku na rok ulega wydtuzeniu [2].

Zagadnienia dotyczace wlasciwej jakosci powietrza wewnetrznego (ang. indoor environment)
w wielu krajach znajdujg coraz wigksze zrozumienie i stanowig przedmiot wielokierunkowych dziatan
takich organizacji, jak: WHO, EPA czy IEA, zaréwno w aspekcie ochrony zdrowia, jak i poprawy warun-
kéw pracy [3-5]. Poniewaz odczucie komfortu ma charakter subiektywny i zalezy od kilkudziesieciu
réznych czynnikéw Srodowiskowych (czesto nieuchwytnych dla urzadzer pomiarowych), polepszenie
jakosci pracy i zycia wewnatrz pomieszczen jest zadaniem bardzo trudnym.

Zapewnienie ludziom wiasciwej jakosci powietrza w miejscach ich pracy i odpoczynku jest
jednym z najwiekszych wyzwar, stojacych przed technologami chemikami, odpowiedzialnymi m.in. za
przygotowanie nowych receptur materiatéw budowlanych, oraz specjalistami do spraw wentylaci i kli-
matyzacji. Opracowanie nowych technologii i zaprojektowanie bezpiecznych dla cziowieka produktéw
jest niemozliwe bez badar podstawowych, obejmujacych réwniez sposoby testowania skuteczno$ci
wprowadzanych rozwiazan. Z przegladu prac opublikowanych w ostatniej dekadzie wiadomo, Ze czastki
niektérych metali lub ich tlenkéw, o rozmiarach rzedu nanometréw (10-9), majq silne wasciwosci
biobdjcze, dlatego moga byé stosowane jako dodatki do réznego rodzaju materiatow (np. budowlanych,
kosmetycznych, plastikowych itp.) oraz jako element filtréw biologicznych uzywanych do oczyszczania
powietrza lub wody [6-10]. WiekszoS¢ prezentowanych rozwigzan wykazuje mozliwosci aplikacyjne, ale
nie przedstawiono danych niezbednych do zrozumienia sposobu ich biologicznego dziafania.
Szczegdlnie dotkliwy jest brak informacji na temat antygrzybowych wiasciwosci tych materiatow. Grzyby
mikroskopowe rosnace na powierzchni réznych materiatéw technicznych i produktéw zywno$ciowych
oraz ich zarodniki obecne w bioaerozolu stanowig gtdwny czynnik (70% ogélnej liczby mikro-
organizméw) wplywajacy na jakoS¢ powietrza w budynkach uzytecznosci publicznej [11-13]. Grzyby
plesniowe moga by¢ przyczyna wielu groznych chordb, np. dermatoz skérnych i gtebokich, schorzen
uktadu oddechowego (np. astmy), mikotoksykoz i alergii [4, 14]. Innymi przejawami negatywnego wply-
wu grzybéw jest plesnienie zywnosci lub utrata wiasciwosci mechanicznych, fizycznych i chemicznych
materiatow, okreslane mianem biokorozji lub biodeterioriacji. Korozji spowodowanej przez grzyby
ulegajq takie materialy, jak: drewno, wyroby papierowe, tworzywa sztuczne, materialy nieorganiczne
(np. cegly, zaprawa, kamien, szklo), farby i lakiery (2, 13].

Niniejsza praca prezentuje wyniki badar nad antygrzybowymi wtasciwosciami ditlenku, stoso-
wanego m.in. jako dodatek pigmentowy do materiatéw budowlanych. W pierwszych rozdziatach mono-
grafii dokonano przegladu obecnego stanu wiedzy na temat grzybéw wystepujacych w $rodowisku
czlowieka oraz zastosowan ditlenku tytanu jako czynnika antymikrobiologicznego. Druga czes¢ pracy
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przedstawia wyniki przeprowadzonych badan. Czes¢ tych wynikéw zostata réwniez opublikowana
we wczesniejszych pracach zespotowych, ktérych peten spis zawiera rozdziat pt.: Wykaz wazniejszych
publikacji wlasnych zwigzanych tematycznie z praca.



CZESC LITERATUROWA

1. Grzyby w srodowisku cztowieka
1.1.  Pozycja systematyczna grzybow

Wsrod mikroorganizméw zajmujacych to samo siedlisko co cztowiek wyréznia sie kilka kategorii
organizméw, odmiennych pod wzgledem morfologicznym i fizjologicznym. Zaliczamy do nich bakterie
wiasciwe (domena Procaryota), sinice, czyli Cyanobacteria (domena Procaryota); archeony, czyli Archaea
(domena Procaryota); grzyby z wyjatkiem kapeluszowych (domena Eucaryota); glony (jednokomdrkowe
lub kolonijne z wytaczeniem glonéw plechowych), czyli Algae (domena Eucaryota) oraz pierwotniaki
(domena Eucaryota) i wirusy [15]. Sposrdd wymienionych kategorii organizméw najliczniejszg skatalo-
gowanaq grupe stanowig grzyby. Wedtug najnowszego, dziesiatego wydania Dictionary of the Fungi [16)
liczba opisanych gatunkéw grzybéw wynosi 97 330. Liczba ta szybko sie zmienia, gdyz co roku charak-
teryzuje sie $rednio 1700 nowych form grzybéw. Na podstawie danych uzyskanych z obszaréw, na
ktérych rozpoznano wigkszo$é organizméw zywych, mozna przypuszczaé, ze liczba gatunkéw grzybéw
wynosi okofo 1,5 min. Jest ich 5 razy wigcej niz roslin nasiennych i az 17 razy wiecej niz ssakow [17].
Grzyby stanowig ponad 25% biomasy [18]. Dla mikrobiologii pomieszczen zamknietych wazne sg grzy-
by z gromad: workowce (Ascomycota), sprzezniaki (Zygomycota) oraz grzyby anamorficzne, rozmnaza-
jace sie bezptciowo, u ktérych dotad nie stwierdzono rozmnazania ptciowego (Fungi imperfecta, Deute-
romycotina, Deuteromycetes). Przedstawicieli wymienionych grup zwykte okre$la sie mianem plesni lub
grzybow plesniowych (ang. mold lub mould fungi). Nazwa ta pochodzi od zaobserwowanego zjawiska
plesnienia, czyli rozwoju puszystego nalotu na powierzchniach zaatakowanych przez grzyby [16]. Ze
wzgledu na rozmiary zarodnikow, rzedu mikrometrow, s one nazywane grzybami mikroskopowymi,
a ze wzgledu na wyglad grzybni przybierajgcej posta¢ luznych strzepek — grzybami strzepkowymi (ang.
filamentous fungi) [19].

1.2.  Grzyby izolowane z pomieszczen zamknietych

Wiedza na temat ilosciowej i jakoSciowej charakterystyki mikroflory grzybowej wystepujacej
w budynkach uzytecznosci publicznej i w mieszkaniach jest wcigz niekompletna [18, 20]. Gtéwnym po-
wodem takiego stanu rzeczy jest brak uniwersalnych metod oceny zaréwno unoszacych sie w powietrzu
zarodnikow i strzepek, jak i komdrek zdolnych do wytworzenia kolonii na powierzchni materiatow tech-
nicznych [21, 22].

W celu okreslenia sktadu bioaerozolu grzybowego stosuje sie metody, ktére mozna podzieli¢ na
dwa typy: hodowlane i niehodowlane [23]. W metodach pierwszego typu uzywa sie podtozy (pozywek)
mikrobiologicznych przeznaczonych do hodowli grzybéw (np. metoda sedymentacyjna Kocha, metoda
pobornika Andersona, metoda ,wymazowa”), w metodach niehodowlanych dokonuje sie pomiaréw me-
toda objetosciowa. Oba typy metod charakteryzujg sig wybiorczoscig (nie wszystkie grzyby mogq zo-
sta¢ zidentyfikowane) i s obarczone duzymi bigdami pomiarowymi. Poziom wzrostu plesni w powietrzu
okresla sie najczesciej przez podanie wartosci tzw. jednostek tworzacych kolonie (JTK lub CFU) w m®
powietrza lub na 100 cm? materiatu. Grzyby plesniowe moga stanowi¢ 5-20% bioaerozolu wystepujace-
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go w pomieszczeniach mieszkalnych i biurowych [24, 25]. W licznych doniesieniach literaturowych udo-
kumentowano, ze powietrze budynkéw bywa czesto skazone zarodnikami grzybéw w stezeniu przekra-
czajacym 1000 JTK- m-3[12, 20, 23, 26-28).

Sktad gatunkowy grzybéw wystepujacych w budynkach i w bioaerozolu zewnetrznym jest po-
dobny [12, 23]. Dzieje sie tak dlatego, ze zarodniki grzybéw rozwijajacych sie w srodowisku zewnetrz-
nym dostajg sie do pomieszczen wraz z przemieszczajacym sie powietrzem lub sg przenoszone przez
ludzi i zwierzeta. Najwigkszym zewnetrznym siedliskiem grzybow jest gleba, w ktérej saprofitujg na
resztkach roslinnych i zwierzecych [26]. W okresie zimy, gdy ziemia pokryta jest $niegiem, z powietrza
wewnatrz budynkow izoluje sie gatunki grzybéw rdzennie ,wewnatrzdomowe”. Obecnos¢ w domach
roslin doniczkowych, klatek z ptakami, terrariéw oraz rozbudowanych systeméw klimatyzacyjnych
znacznie zwieksza liczbe opisywanych gatunkdéw grzybéw mikroskopowych [18, 27].

Zmiany klimatyczne na réznych szerokosciach geograficznych powoduja, ze poziom zarodni-
kéw grzybowych w powietrzu wewnatrz i na zewnatrz budynkéw zmienia sie. Z badar Miklaszewskiej
i Grajewskiego [23] wynika, ze w strefie klimatu umiarkowanego sg dwa szczyty wystepowania grzybow
W powietrzu: pierwszy wiosng (maj), a drugi jesienia (pazdziernik). W powietrzu budynkéw mieszkalnych
na réznych szerokosciach geograficznych spotka sie grzyby nalezace do kilku taksondw. Dominujg
gatunki: Aspergillus glaucus, A. versicolor, A. fumigatus, A. sydowii, A. nidulans, Penicillium aurantio-
grioseum, P. chrysogenum, Stachybotrys chartarum, Chaetomium globusom, Cladosporium cladospro-
ides, Alternaria alternata, Uloladium sp. Rzadziej spotyka si¢ grzyby z rodzajéw: Mortierella sp., Tricho-
derma sp., Fusarium sp. i Memnoniella sp. oraz gatunki z rodzaju Penicillium: P. sublateritium,
P. arenicola, P. verrucosum, P. citrinum, P. bilaiae, P. cyaneum, P. granulatum oraz Cladosporium
sphaerospermum i C. herbariorum. Niektore gatunki grzybow wystepuja w okreslonych porach roku
(np. Penicillia — jesienia), inne (np. Cladosporia) sg obecne w powietrzu przez caty rok [20, 27].

1.3.  Czynniki wptywajace na aktywnos¢ zyciowa grzybow plesniowych
1.3.1. Skfad podtoza

Grzyby plesniowe nie zawierajg chlorofilu, dlatego odzywiajg sie catkowicie heterotroficznie.
Rosng wszgdzie tam, gdzie w podiozu znajdg dostateczna ilos¢ substancji odzywczych i odpowiednig
wilgotno$¢ [19]. Duza réznorodnos¢ fizjologiczna (w tym bogaty aparat enzymatyczny) oraz znaczna
plastyczno$¢ genetyczna tej grupy powodujg jej dobre przystosowanie do rozwoju w réznych siedli-
skach w obrebie domdw i budynkow uzytecznosci publicznej [18]. Intensywny rozwdj plesni jest obser-
wowany na materiatach budowlanych [13]. Wedfug Andersen i in. [12] kolonizacje wspomnianych mate-
riatow przez grzyby utatwiajg ich dobre wartoSci odzywcze i wysoka nasiakliwosc. W szczegdlnosci
dotyczy to drewna, tapet i gipsu.

Stwierdzono, ze grzyby zasiedlajace powierzchnig materiatéw o wigkszej koncentraciji zwiazkow
organicznych charakteryzuja si¢ wigkszg biordznorodnoscig [29]. Natomiast na materiatach o przewadze
substancji nieorganicznych, takich jak: ceramiki, farby i kleje, stwierdza sie istotnie mniejsza réznorodnosé
grzybow plesniowych [30]. Wyniki prezentowane w pracy Zukiewicz-Sobczak i in. [31] wskazuja, ze rozwoj
plesni moze nastapic nawet na powierzchni czystego szkfa, na ktdrej pozostawiono odciski palca. W wigk-
szosci przypadkéw rozwoj grzybow prowadzi do niszczenia materiatéw i biodeterioracii [13].
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1.3.2. Dostepnos¢ wody

Decydujace znaczenie dla rozwoju grzybéw plesniowych ma wzgledna wilgotno$¢ powietrza
(WWP). Optymalne WWP w pomieszczeniach mieszkalnych powinno wynosi¢ 50-60 +5%. Z kolei
optymalne warunki do wzrostu grzybow wystepujg w pomieszczeniach o wzglednej wilgotnosci powie-
trza wiekszej niz 76% [26]. Badania $rodowiska domowego przeprowadzone w Ameryce Péinocnej
i Europie wskazuja, ze zauwazalne uszkodzenia spowodowane przez plesnie i wode wystepujg w 23-98%
wszystkich doméw [13]. Bardzo czesto grzyby zasiedlajg budynki i pomieszczenia zawilgocone na sku-
tek np. powodzi, nieszczelnosci przewoddéw kanalizacyjnych, przeciekania pokry¢ dachowych, braku lub
ztej izolacji poziomej fundamentéw (wilgo¢ podsiakajaca od gruntu), ztego zabezpieczenia pomieszczen
o wiekszym nagromadzeniu pary wodnej, jak kuchnie, pralnie czy fazienki [22, 27]. Przyczyng nadmier-
nego gromadzenia sie wilgoci w pomieszczeniach zamknietych sg réwniez plastikowe, szczelne okna
z szybq zespolong, ktére utrudniajg przeptyw $wiezego powietrza [4, 18].

Do czynnikéw stymulujacych rozwoj grzybéw nalezy réwniez wilgotno$¢ materiatow [12, 23].
Wilgotnoscia materiatu okresla si¢ wzgledng zawarto$¢ wody w materiale. Moze ona by¢ wynikiem sta-
nu naturalnego lub tez oddziatywania czynnikéw zewnetrznych [32]. Woda wystepuje w materiatach
budowlanych w kilku postaciach, jako: woda zwigzana chemicznie (hydratacyjna), fizykochemicznie
(woda sorpcyjna), swobodna para wodna i tzw. woda wolna [33]. Z catej wody zawartej w Srodowisku
tylko woda wolna jest dostepna biologicznie dla grzybéw plesniowych. Badania zawartosci wody w ma-
teriatach budowlanych wykonuje sie metodami posrednimi (np. metoda karbidowa) lub bezposrednimi
(np. laboratoryjna metoda wagowo-szuszarkowa), z uzyciem specjalistycznych urzadzen pomiarowych,
takich jak wilgotnosciomierze, higrometry itp. [32]. Materiaty budowlane, w zaleznosci od struktury we-
wnetrznej, rézniq sie wilgotnoscia oraz nasigkliwoscia, czyli zdolnoscig wchtaniania i oddawania wody.
Srednia wilgotnos¢ muru wynosi 16%, a maksymalna wilgotnosé, osiggana np. w czasie powodzi, az
25% (33]. Zawilgocenie materiatéw budowlanych jest cechg niekorzystna, poniewaz pogarsza ich wia-
sciwosci fizyczne i mechaniczne oraz jak juz wezesniej wspominano, powoduje rozwdj drobnoustrojow.

Dobrym wskaznikiem okreslajacym dostepno$¢ wody dla grzybow jest aktywno$¢ wody (aw).
Stan wody w materiale po raz pierwszy zostat wyrazony liczbowo w 1953 roku przez Scotta, ktéry
wprowadzit pojecie aktywnosci wody (aw). Zdefiniowat jg jako termodynamiczng miare potencjatu che-
micznego wody w materiale, co umozliwito powigzanie stanu wody z wiasciwosciami chemicznymi, fi-
zycznymi, biochemicznymi, mechanicznymi oraz sensorycznymi zywno$ci. Znajac warto$¢ aw, w tatwy
sposob mozna wyznaczy¢ trwato$¢ przechowalnicza produktu, a takze okresla¢ przebieg reakcji bio-
chemicznych i rozwéj drobnoustrojow. Aktywnos¢ wody jest definiowana jako stosunek cisnienia pary
wodnej nad roztworem (p) do ci$nienia pary wodnej nad czysta woda (po) w tej samej temperaturze lub
jako stosunek liczby moli wody (Nw) do liczby moli roztworu (Nw + Ns). Zaleznos¢ te wyraza wzor (1):

| i NW
Po Nw+Ns

(1)

Ay

Czysta chemicznie woda ma aktywnosc¢ wody réwna 1,0. Ze wzrostem stezenia zwiazkow roz-
puszczonych aktywno$¢ wody spada ponizej tej wartosci [34].
Réwnanie (2) przedstawia zalezno$¢ cisnienia osmotycznego (1) od aktywnosci wody (aw) [35]:
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Zgodnie z réwnaniem (2) woda chemicznie czysta, o ay = 1,0, ma cisnienie osmotyczne
m rowne zeru. Dodanie substancji rozpuszczonej obniza aktywno$¢ wody, gdyz udziat czasteczek wody
obniza sig wraz ze wzrostem ilosci substancii rozpuszczanej. W praktyce wzér ten pokazuje, jaka rézni-
ca cisnien wystepuje pomiedzy $rodowiskiem i cytoplazma komarki grzybdw [35].

Stwierdzono, ze chociaz wzgledna wilgotnos¢ powietrza (WWP) pozostaje w réwnowadze
z aktywno$cig wody (aw) materiatéw, w obrebie pomieszczenia powstajg miejsca o specyficznym mikro-
klimacie. Oznacza to, ze w pomieszczeniu o matej wartosci WWP moga sie znalez¢ miejsca charakte-
ryzujace sig wysokim aw. Na przyktad w pokoju o temperaturze powietrza wynoszacej 22°C i wilgotnosci
wzglednej powietrza WWP rownej 50% mozna znalezé $ciane o temperaturze 15°C i wilgotnosci
wzglednej 80% [36].

Grzyby wykorzystujq wode jako rozpuszczalnik utatwiajacy transport substratu do enzymu (re-
akcje enzymatyczne) lub jako substrat (reakcje hydrolizy) [37]. Wplyw aktywnosci wody na przebieg
reakcji chemicznych zalezy od tego, czy reagenty majg charakter hydrofobowy czy hydrofilowy. W przy-
padku substancji hydrofilowych szybko$c¢ reakeji jest tym wieksza, im wyzsza jest aktywnosé wody.
Rowniez reakcje hydrolizy przebiegaja znacznie wolniej, gdy aktywno$¢ wody maleje [38-39]. Minimalna
aktywno$¢ wody (tzw. krytyczna) okresla wartosc, przy ktdrej nastepuje zahamowanie wzrostu mikroorga-
nizmow, a maksymalna aktywno$¢ wody to wartos¢ odpowiadajaca najwiekszemu ich wzrostowi. Wedtug
Lewickiego [40] wigkszo$C plesni nie rosnie przy aw < 0,7, a drozdzy przy ay < 0,8. Grzyby rosnace
w Srodowisku pomieszczen zamknigtych mozna podzielic na trzy grupy, réznigce sie wymaganiami
w stosunku do aktywnosci wody w $rodowisku [41]. W pierwszej grupie (tzw. kolonizatoréw pierwot-
nych) znajdujq si¢ plesnie, tolerujace wartosci aw < 0,8. Nalezqg do nich gatunki: Penicillium chrysoge-
num, Aspergillus versicolor, A. fumigatus, A. niger, A. sydowii, A.ustus, P. brevicompactum,
P..commune, P. corylophilum, P. palitans, Paecilomyces variotii i Wallemia sebi. W drugiej grupie znaj-
duja sig grzyby plesniowe tolerujace wartosci aw z przedziatu 0,8-0,9. Nalezg do nich gatunki z rodza-
jow: Alternaria, Cladosporium, Phoma i Ulocladium. Do ostatniej grupy zaliczono plesnie o duzych wy-
maganiach wzgledem aktywnosci wody (aw = 0,9). Grzyby takie jak: Chaetomium globulosum, Mem-
moniella echinata, Stachybotrys chartarum oraz wiele gatunkow z rodzaju Trichoderma znajdowane sq
w budynkach zniszczonych przez wode.

Nawet znaczne zmniejszenie aktywno$ci wody nie musi oznaczaé $mierci komorek, poniewaz
niektdre grzyby, a zwtaszcza ich formy przetrwalnikowe moga pozostawaé w takich warunkach w stanie
anabiozy nawet kilka lat [19]. Dostepnos¢ wody wptywa jednak na uwalnianie i kietkowanie przetrwalni-
kow [35, 42]. Z badari Sorensona [28] wynika, ze do uwalniania zarodnikéw grzybéw plesniowych
z powierzchni materiafow przyczynia sie niska aktywno$¢ wody (im bardziej suchy materiat, tym szybciej
uwalniane sg zarodniki). Wedtug Elberta i in. [42] zarodniki grzybow plesniowych mozna podzieli¢ na
suche (ang. dry spores) oraz wilgotne (ang. wet spores). Uwalnianie do atmosfery zarodnikéw wilgot-
nych $cisle zalezy od obecnosci wody, dlatego ich stezenie w powietrzu zewnetrznym zwigksza sie
w czasie opadéw deszczu, a w pomieszczeniach wewnetrznych — w okresach zwigkszonej wilgotnosci
(np. w nocy). Zarodniki suche sg uwalniane do atmosfery pod wptywem podmuchu wiatru lub dziatania
klimatyzacii. Ich stezenie w powietrzu wzrasta wraz ze zwigkszonym ruchem powietrza i zmniejszong
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wilgotnoscia. W konsekwencji gatunki grzybéw wytwarzajace zarodniki suche reprezentowane sg
w powietrzu najobficiej w ciggu dnia, a wiec w okresach duzego nasfonecznienia [42, 43].

1.3.3. Wplyw temperatury, pH, ci$nienia i $wiatfa

Zakres temperatur, w ktérych mozliwy jest wzrost grzybow plesniowych, jest szeroki. Optymalne
warunki wzrostowe to temperatury z przedziatu 18-25°C, ale grzyby spotykane sg réwniez w temperatu-
rach ponizej 0°C i powyzej 50°C [26]. Wptyw temperatury na wzrost grzybéw jest funkcjg wilgotnosci
wzglednej. Wzajemng zalezno$¢ obu parametrow mozna przedstawi¢ za pomocg izoplet. Badania tego
typu prowadzili Hofbauer i in. [44]. Autorzy stwierdzili, ze dla wigkszosci grzybow plesniowych wartoéciami
krytycznymi, limitujacymi ich wzrost, sg temperatura 10°C i wilgotnos¢ wzgledna powietrza 75%.

Optymalne dla rozwoju grzybéw plesniowych pH miesci sie w zakresie 3,0-7,0 [26]. Nizsze war-
tosci (pH = 3,0) sa preferowane przez grzyby rozktadajace drewno [13). Z badan Gutarowskiej [45] wy-
nika, ze rozw6j grzybéw na powierzchni materiatéw budowlanych przyczynia sie do obnizenia pH. Grzy-
by wytwarzajg duzg ilos¢ kwaséw (np. kwasy: bursztynowy, jabtkowy, szczawiowy i fumarowy), fatwo
dyfundujacych do podfoza i zmieniajgcych jego pH w szerokim zakresie [45]. Na rysunku 1 schema-
tycznie przedstawiono warunki optymalne do wzrostu grzybéw plesniowych obecnych w $rodowisku
cztowieka.

Wilgotnos¢ wzgledna, %
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Rys. 1. Ryzyko wystapienia grzybéw plesniowych jako funkcja zawartosci sktadnikéw odzywczych, tem-
peratury, pH i wzglednej wilgotnosci (%); na podstawie [46]

Zdania na temat wptywu $wiatfa na grzyby sg podzielone. Swiatlo moze wptywac stymulujaco,
hamujaco lub by¢ bez znaczenia dla rozwoju grzybéw [47]. Wigkszo$¢ gatunkéw grzybow strzgpkowych
jest cieniolubna [41]. Swiatto ogranicza lub catkowicie hamuje germinacjg, czyli kietkowanie zarodnikéw.
Wedtug Willocquet i in. [48] jest to spowodowane wzrostem temperatury w czasie na$wietlania. Efekt
inhibicji jest tym silniejszy, im wigksza jest energia fali $wietinej uzytej do irradiacji. Najbardziej szkodli-
we jest dla grzybow promieniowanie UVB (280-320 nm) i UVA (320-400 nm). Obecne w $wietle wi-
dzialnym promieniowanie UV moze odpowiada¢ za inhibicj¢ produkcji niebezpiecznych mikotoksyn
grzybdw toksynotwérezych [49).
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Ciénienie to jeden z najmniej zbadanych parametréw $rodowiskowych mogacych wptywaé na
wzrost grzybéw plesniowych [41].

1.4. Zagrozenia powodowane przez grzyby plesniowe

Sposréd poznanych gatunkéw grzybéw mikroskopowych wystepujacych w otoczeniu cztowieka
ponad 200 jest uznawanych za chorobotworcze dla ludzi, zwierzat domowych oraz roslin [23, 26, 31,
50-56]. Zgodnie z przyjeta klasyfikacjq wiekszo$¢ gatunkéw grzybéw spotykanych w pomieszczeniach
zamknietych nalezy do klasy BSL-1. Oznacza to, ze sq saprotrofami lub patogenami roélin albo grzy-
bami utylizujgcymi produkty rozktadu niezywych zwierzat. Grzyby z tej grupy wywotujg nieinwazyjne lub
tagodne zakazenia powierzchowne [56]. Nie okreslono, jakie stezenie zarodnikéw grzybéw plesniowych
powoduje ujemne skutki zdrowotne. Polskie, europejskie i $wiatowe normy lub rozporzadzenia podajg
jedynie zakresy wartosci, jakie maja wptyw na zdrowie cztowieka. Polska Norma [57] okresla, ze stezenie
plesni w przedziale 5- 1031 - 104 JTK - m-3moze negatywnie oddzialywa¢ na zdrowie czlowieka. Stezenie
powyzej 104 JTK - m-jest uwazane za niebezpieczne [23, 56).

Grzyby plesniowe moga wywotywac infekcje, uczulenia (alergie), a nawet przyczynia¢ sie do
zwiekszenia czestosci wystepowania nowotworéw [31, 58]. Z tego powodu uwaza sie je za gtéwne zro-
dto probleméw zwigzanych z jakoscig powietrza wewnatrz pomieszczeni i tzw. syndromem chorego
budynku SBS (ang. sick building syndrome). W Polsce problem SCB dotyczy okoto 25% budynkdw,
podczas gdy w Wielkiej Brytanii zaledwie 10% [31].

W 1987 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) ustalita liste objawow zwiazanych z prze-
bywaniem w chorych budynkach [12, 26, 53, 59]. Znalazly si¢ na niej, oprécz dolegliwosci typowo aler-
gicznych, takich jak zapalenie $luzéwek, astma oskrzelowa, przewlekte zapalenia krtani i oskrzeli (35%
pacjentow), przewlekly katar i kaszel (80-100% pacjentow), réwniez objawy niezwiazane z wystepowa-
niem uczulen, takie jak: béle stawéw (71% pacjentéw), ostabienie odpomosci, chroniczne zmeczenie
(70% pacjentéw), migreny (65% pacjentéw), rozdraznienie, zadyszka (54% pacjentéw), problemy ze
wzrokiem (42% pacjentéw), bezsennos¢ (40% pacjentéw), mdtosci (33% pacjentéw), wysypki na skérze
(27% pacjentéw), dreszcze (25% pacjentow), palpitacie serca (21% pacjentéw), zaburzenia koncentracii
i percepcii (54% pacjentéw) oraz stany depresyjne [60]. Do tej pory wyodrebniono okoto 70 alergenéw
grzybowych [12, 52]. Za najsilniej alergizujacq (uczulajaca) czes¢ grzybéw uwaza sie ich zarodniki oraz
fragmenty grzybni o rozmiarach 1,6-5,0 ym [28, 53, 61]. Najwiecej wiadomo o alergenach grzybow
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum i Aspergillus fumigatus [54, 60, 62, 63]. Wiekszo¢ uczulo-
nych pacjentéw wykazuje nadwrazliwo$¢ na rozne alergeny, wytwarzane przez kilka gatunkéw grzybéw
plesniowych. Osobami szczegdlnie narazonymi na alergie grzybowe sg niemowleta i mate dzieci [52).
Poniewaz podstawowa diagnostyka chordb alergicznych uwzglednia tylko kilka najczestszych alerge-
néw, postuluje sie wprowadzenie do zestawow testow skomych wiekszej liczby substancji wytwarza-
nych przez grzyby ple$niowe oraz prowadzenie tzw. testéw krzyzowych [63].

Grzyby wytwarzaja prawie 300 rodzajéw zwigzkéw chemicznych, okreslanych wspéing nazwa -
mikotoksyny [50, 53, 55]. Najwiekszg ich liczbe wytwarzajg grzyby plesniowe porastajace produkty spo-
zywcze i pasze. Spozyte przez cztowieka lub zwierzeta ulegaja kumulacji w narzadach wewnetrznych,
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np. w watrobie [50, 51]. Mikotoksyny moga mie¢ potencjalne dziafanie kancerogenne!, immunotoksycz-
ne?, neurotoksyczne3, mutagenne?, hepatoksycznes i teratogenne® [64]. Gtownymi producentami toksyn
grzybowych sa gatunki grzybéw mikroskopowych z rodzajow: Cladosporium, Penicillium, Aspergillus
i Stachybotrys [23, 41, 53, 59]. Wyniki badan, prowadzonych z zastosowaniem najnowszych technik
chromatograficznych, ujawniaja, ze znaczne ilosci mikotoksyn (w tym ochratoksyny, aflatoksyny, tricho-
tecen) mozna réwniez stwierdzi¢ w kurzu domowym i powietrzu [63, 65, 66]. Probki materiatow budow-
lanych poro$nigtych grzybami z rodzaju Stachybotrys moga zawiera¢ podwyzszony poziom neurotok-
sycznego metabolitu — satratoksyny H [59].

Szereg danych literaturowych [27, 58, 67, 68] wskazuije, ze ekspozycja na dziatanie zarodnikow
grzybow plesniowych z rodzaju Aspergillus, unoszacych si¢ w atmosferze domowej, moze powodowac
powazne problemy zdrowotne. Wedtug Miklaszewskiej i Grajewskiego [23] w kurzu magazynéw rolni-
czych moze znajdowac sie nawet 200-400 ng aflatoksyn B+ i B2 na jeden gram sktadowanego ziarna.
Taka dawka przy diuzszej ekspozycji (np. w czasie prac magazynowych) moze prowadzi¢ do uszko-
dzen organéw wewnetrznych oraz krwotokéw w obrebie ptuc, uktadu pokarmowego, pecherza moczo-
wego i miesni itd. W skrajnych przypadkach obserwuje sie zwiekszong zapadalno$¢ na raka ptuc i wa-
troby [53]. Stwierdzono, ze poziom ochratoksyn we krwi byt znacznie wyzszy u pracownikéw np. prze-
mystu spozywczego narazonych na dziatanie zarodnikow grzybowych zawieszonych w powietrzu niz
u cztonkdw grupy kontrolnej [5]. We krwi pacjentéw majacych kontakt z grzybami z gatunku Stachybo-
trys chartarum (synonimy: S. atra, S. alternans) wykryto mierzalne poziomy wytwarzanych przez te
grzyby toksyn — satratoksyny Hi G [12, 61, 68].

Wysoki stopieri narazenia na mikotoksyny produkowane przez mikroskopowe grzyby plesniowe
w powietrzu i srodowisku pracy wystepuje w przypadku: rolnikéw, lekarzy weterynarii, oséb zatrudnio-
nych w tartakach, zaktadach segregacji odpadéw komunalnych, szpitalach i biurach ze zle dziatajacymi
systemami wentylacyjnymi, a takze u mieszkancow terendw popowodziowych oraz niedogrzanych bu-
dynkow.

1.5. Charakterystyka gatunku Penicillium chrysogenum

Grzyby z rodzaju Penicillium zostaly po raz pierwszy oznaczone w 1809 roku przez Johanna
Heinricha Friedricha Linka [13]. Teleomorfami rozmnazajacymi si¢ piciowo sa rodzaje Eupenicillium,
Talaromycetes i Humigera. Wedtug dziesiatej edycji Dictionary of the Fungi [16] jest to rodzaj obejmuja-
cy ponad 300 gatunkow. Nielsen [36] podaje, e liczba uznanych gatunkow wynosi tylko 225. Wedtug
wezesniejszych badan Pitta [69] duza ziemno$¢ w obrebie rodzaju Penicillium wskazuje, ze liczba pod-
typow fenotypowych moze przekracza¢ 1000. Faktem niezaprzeczalnym sg trudnosci, jakich przysparza

1 Czynniki kancerogenne — ogdt czynnikéw zwigkszajgcych ryzyko rozwoju nowotworu.

2 Czynniki immunotoksyczne — ogét czynnikow odpowiedzialnych za nadmieme pobudzenie lub obnizenie aktyw-
nosci uktadu odpornosciowego.

3 Czynniki neurotoksyczne — ogét czynnikow uszkadzajacych trwale lub przejsciowo uktad nerwowy.

4 Czynniki mutagenne — ogot czynnikow wywotujacych zmiany w DNA (mutacie).

5 Czynniki hepatoksyczne — ogét czynnikow wywotujacych zaburzenia funkcjonowania komérek watroby lub ich
uszkodzenia.

6 Czynniki teratogenne — ogot czynnikéw wplywajacych na rozwoj ptodu.
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doktadna identyfikacja gatunkéw. W opisach taksonomicznych, opartych na morfologii rozgatezieri koni-
dioforéw?, w obrebie rodzaju Penicillium wyréznia sig nastepujace podrodzaje: Monoverticillate, Biverti-
cillata, Divaricata oraz Terverticillata. Grzyby nalezace do ostatniego z wymienionych podgatunkéw sq
uwazane za Penicillium typowe [13]. W ciggu ostatnich 10-15 lat przedstawiono profile genetyczne,
enzymatyczne oraz metabolitdw wtornych wytwarzanych przez ten rodzaj [70-75]. Uproszczony klucz
do oznaczania 58 gatunkéw Penicillium z podgatunku Terverticillata opublikowali w 2004 roku Frisvad
i Samson [72].

Grzyby z rodzaju Penicillium s powszechnie izolowane z materiatéw technicznych i budowla-
nych, gleby, produktéw spozywczych, pasz, kurzu i powietrza wewnatrz i na zewnatrz budynkéw,
a takze samochoddw [12, 20, 23-25, 27, 74-77]. Sposrod znanych gatunkéw 85 jest uznawanych za
toksynotwdrcze [13, 53, 75].

Gatunek Penicillium chrysogenum, Thom zostat po raz pierwszy opisany przez amerykanskiego
mikologa Charlsa Toma w 1910 roku [16]. Nazwa pochodzi od greckiego xpuaog (chrysos), co oznacza
ztoto. Gatunek ten tworzy charakterystyczne ztote ,wysieki” na powierzchni grzybni [72, 75].

Z przegladu literatury wiadomo, ze az 16 podgatunkéw Penicilium chrysogenum mozna uznaé
za gatunki synonimiczne [36, 75]. Sq to: P. griseoreseum Dierckx., P. brunneorubrum Dierckx.,
P. citreoroseum Dierckx., P. chlorophaeum Biourge, P. camerunnse Heim, P. baculatum Westling,
P. notatum Westling, P. meleagrinum Biourge, P. flavidomarginatum Biourge, P. cyaneofulvum Biourge,
P. roseocitreum Biourge, P. rubens Biourge, P. chrysogenum var. brevisterigma Romankova,
P. hermonense Baghdadi, P. chrysogenum aromaticum f. Microsporum Romankova, P. verrucosum var.
cyclopium szczep ananas-olens Ramirez.

Gatunek Penicillium chrysogenum jest izolowany z $rodowisk suchych, charakteryzujacych sie
aktywnoscig wody w przedziale 0,78-0,81 [16, 41]. Najczesciej spotykany jest w kurzu, glebie, wodzie
i powietrzu, na powierzchni roslin (gtéwnie ziaren zb6z), owocow, seréw i chleba, tekstyliow, skor zwie-
rzgcych, drewna i jego pochodnych, malowidet ciennych, freskow, papieru i pergaminu, farb oraz gumy
[18, 73, 76]. Materiaty wykoriczeniowe stosowane przez cziowieka powodujg zwiekszenie czestosci
pojawéw tego grzyba. Dla przyktadu w pokojach, w ktorych na podtogach znajdowaty sie dywany, wy-
krywano 2-3-krotnie wyzsze stezenia grzybdéw z rodzaju Penicillium niz w pomieszczeniach pozbawio-
nych wyktadzin [31]. Zarodniki Penicillium chrysogenum sq najczesciej izolowane z powietrza atmosfe-
rycznego w okresie zimy i wiosny. W zagrzybionych pomieszczeniach grzyb ten moze stanowi¢ do 90%
wszystkich plesni [23].

P. chrysogenum nalezy do grzybow mezofilnych, co oznacza, ze temperatury optymalne do je-
go wzrostu mieszcza si¢ w przedziale 5-37°C (optimum w 23°C), a najlepsze temperatury kietkowania
zarodkow w przedziale 20-30°C [78].

Penicillium chrysogenum nie jest uwazane za patogen czlowieka i zwierzat [36]. Pomimo to
z opiséw zawartych w pracach pochodzacych z XIX wieku wynika, ze istnieje powigzanie pomiedzy
bezgtosem i napadami tzw. kataru oskrzelowego po ekspozycji chorego na grzyby z rodzaju Penicillium
[58]. Gatunek ten wytwarza szereg alergenow, sposrod ktérych za najwazniejsze uwaza sie alkaliczng
proteaze serynowa Aspf 13 i wakuolarna proteaze serynowa Aspf 18. Oba biatka majg mase okoto
34 KDa [79, 80]. Dodatnie proby z wyciagiem Penicillium sq statystycznie istotnie czestsze u dzieci

7 Konidiofor - strzepka zarodnikono$na, od ktérej odrywajq sie konidia.
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chorych na astme i u dorostych o obnizonej odpornosci. Poniewaz Penicillium chrysogenum obficie
wystepuje w saunach, moze wywotywaé (rzadko) zmiany nazywane ,ptucem uzytkownikow sauny".
Alergie wywotane przez P. chrysogenum, okreslane jako alergie typu |, wzmagaja odpowiedz immuno-
logiczna, zwigzang z podniesieniem poziomu IgE w krwi [52, 63].

Penicillium chrysogenum nalezy do gatunkéw toksynotwdrczych. Najsilniejsze toksyny, ktore
wytwarza, to: rokwefortyna C, meleagryna, kwas sekalonowy D (SAD), cytrynina, kwas cyklopiazonowy,
sorbicilina i PR-toksyna [36, 72, 75, 81]. Wedtug Miklaszewskiej i Grajewskiego [23] najgrozniejsza spo-
$réd nich jest neurotoksyna - rokwefortyna C. Jej wytwarzanie w ilosci 17-23 ng na 107 konidiéw
stwierdzono tylko na pozywkach syntetycznych (nie powstaje w stanie naturalnym).

Kilka metabolitow tego gatunku nalezy do antybiotykéw B-laktamowych. Najwazniejszym z nich
jest penicylina, odkryta w 1928 roku przez Aleksandra Fleminga, ktory zaobserwowat hamujacy wptyw
Penicillium notatum na bakterie z gatunku Staphylococcus aureus [51]. Oprécz penicyliny gatunki Peni-
cillium chrysogenum byly wykorzystywane przemystowo do produkcji enzyméw, takich jak: oksydaza
poliaminowa POA, oksydaza glukozowa GAG, dehydrogenaza fosfoglukonianowa PGD [82].
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2.  Metale i zwiazki metali o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych

2.1. Historia zastosowania metali i ich zwiazkéw w medycynie
i Zyciu codziennym

Mikroorganizmy towarzyszyly cztowiekowi od chwili jego pojawienia na Ziemi. Przejawami ich
obecnosci w srodowisku byly dwie kategorie zjawisk: psucie sie zywnosci i procesy fermentaciji oraz
choroby zakazne ludzi i zwierzat. Z powodu nieznajomosci technik mikrobiologicznych do pofowy XX
wieku uwazano, ze wszystkie choroby oraz rozktad substancji organicznych sq wywofane formami by-
towania jednego zmiennego gatunku mikroorganizmu [19]. Dopiero postep w dziedzinie mikroskopii
umozliwit badaczom rozréznienie poszczegdlnych grup drobnoustrojow.

Niezaleznie od stopnia rozwoju wiedzy na temat mikroorganizméw cztowiek podejmowat préby
ochrony przed chorobami. Wiele z nich opierato sie na wierzeniach (np. uwazano, ze spozywanie katu
jest sposobem na odpedzenie demondéw) lub obserwacjach i doswiadczeniach praktycznych [83]. Le-
czenie metalami okreslano mianem metaloterapii. Historia tej dziedziny medycyny rozpoczeta sie na
terenie Indii (medycyna ajurwedyjska) i Egiptu okoto 4-5 tysigclecia p.n.e. Szczegdlne wiasciwosci przy-
pisywano takim metalom jak: ztoto (symbol boga Storica), srebro (symbol boga Ksiezyca), rte¢ (symbol
boga Merkurego), zelazo (symbol boga Marsa), cyna (symbol boga Jowisza), oféw (symbol boga Satur-
na) i miedz (symbol bogini Wenus). Z dostepnych zrodet wiadomo, ze w Egipcie w okresie Starego
Panstwa uzywano miedzianych pafeczek w leczeniu jaglicy!. Starozytni Grecy i Rzymianie, aby zapo-
biec szerzeniu sie choréb, pokrywali srebrem naczynia, ktérych uzywali do jedzenia i picia [84].
W $redniowieczu, podczas epidemii dzumy w Europie, dzieciom podawano do ssania srebme tyzeczki,
wierzac, ze tym sposobem uchronig sie przed zaraza. W Il wieku n.e. w Indiach tatwo psujace sie po-
zywienie przechowywano owinigte w srebrne arkusze. Natomiast osadnicy przybywajacy do USA
w XVII wieku n.e. sterylizowali mleko, wrzucajac srebrng monete do naczyn, w ktérych je przechowy-
wano [85, 86]. Rowniez Paracelsus, nazywany ojcem medycyny nowozytnej, wierzyt w lecznicza moc
zlota. Stosowat je m.in. do leczenia grzybic, odry, tradu i usuwania przykrego zapachu z ust [85).

Réwnie powszechne wykorzystywano zwiazki metali. Siarczan miedzi byt uzywany do leczenia
chordb oczu juz w Il wieku p.n.e. na terenie obecnych Chin. Z kolei azotan srebra stosowano w czasie
I wojny $wiatowej do leczenia infekcji bakteryjnych oraz w oparzeniach i zakazeniach grzybiczych.
Zwiazki srebra wykorzystywano do pokrywania narzedzi chirurgicznych i przyrzadow stuzacych do diali-
zy (np. cewnikéw) [84, 86, 87]. Sole srebrowe kwasu alginowego lub kwasu sulfanilowego stosowano
jako $rodek zapobiegawczy przed infekcjami ran i oparzen. Srebra, stapianego z rtecig i otowiem lub
innymi metalami w temperaturze pokojowej (jako amalgamaty), uzywano do wypelnier zgbéw w denty-
styce. Podobne zastosowanie znalazly sole zlota. Maria Medycejska uzywata ich do tagodzenia bdlu
zebéw. Inna przedstawicielka rodu krolewskiego, Izabela Bawarska, odchudzafa sig¢, jedzac powidta
z solami zlota [85]. W 1890 roku niemiecki bakteriolog Robert Koch odkryt, ze cyjanek ziota (AuCN)
dziata jako $rodek bakteriobGjczy przeciwko pratkom gruzlicy [86].

! Jaglica (lac. trachoma, synonimy: egipskie zapalenie spojowek, przewlekle pecherzykowe zapalenie rogéwki) —
choroba oczu wywotana przez bakterie Chlamyadia trachomatis.
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Wiedza o leczniczej mocy zwigzkéw metali przetrwata do czaséw wspdtczesnych. Zwigzki sre-
bra i ztota sq stosowane jako $rodki przeciwzapalne w chorobach skdry oraz do odkazania ran, jako np.
element opatrunkow [88]. Miedzi, w postaci stopu Muntza (60% miedzi i 40% cynku), uzywa sie jako
biostatyka, ktorym mozna zabezpieczy¢ przed korozjg mikrobiologiczng m.in. pokrycia statkéw, rury,
dachy budynkéw oraz klamki [89-91].

Ogromnym postepem w zastosowaniu metali i ich zwigzkéw w medycynie byt rozwéj nanotech-
nologii [8, 87, 92, 93]. Cechq charakterystyczng nanometali jest nanometryczny rozmiar ziaren, ktory
przynajmniej w jednym kierunku nie przekracza 100 nm. Nanometryczne uziarnienie metali powoduije,
ze charakteryzujg sie one unikatowymi wiasciwosciami, ktérych nie majg ich odpowiedniki w skali mi-
krometrycznej. Zwigksza si¢ wytrzymatos¢ materiatéw, a takze ich aktywnos¢ biobojcza. Dla przyktadu
nanosrebro nie plami? i jest skutecznym specyfikiem bakteriobdjczym juz przy stezeniu 0,1-1,0 ppm, tj.
okoto 1000-10 000 razy mniejszym niz w przypadku srebra koloidalnego [87]. Z kolei nanoczastki tlen-
kéw miedzi majg szersze, w stosunku do miedzi koloidalnej, spektrum antybakteryjne [90, 91]. Znisz-
czeniu ulega 97% wszystkich patogendw, w tym odporny na metycyling gronkowiec ztocisty MRSA.

Zastosowanie nanoczastek obejmuje wiele dziedzin naszego zycia [87, 92, 93]. Nanoczastkami
srebra, zlota, miedzi, platyny, irydu, rodu, palladu oraz ich stopéw pokrywa sie powierzchnig réznych
materiatow, m.in. tekstyliow, metali, papieru, tworzyw sztucznych itp. Dodaje sie je réwniez do farb,
lakieréw, kosmetykow i preparatow leczniczych.

W urzadzeniach powszechnego uzytku (np. w sprzecie AGD), a takze badawczych i produkeyj-
nych zachodza procesy fizyczne w nanoskali [88]. Przykladem moze by¢ zastosowanie technologii Si-
IverNanoHealth w pralkach firmy Samsung. W procesie elektrolizy z dwéch plytek srebra (Ag = 99,9%),
umieszczonych wewnatrz pralki, s wytwarzane miliony nanoczastek srebra. Czastki te wraz z wodg
dostajg sie do pranych i ptukanych rzeczy, co pozwala na ich czesciowg dezynfekcje oraz utworzenie
antybakteryjnej i antywirusowej powfoki ochronnej. Oprécz mikroorganizméw system SilverNanoHealth
usuwa rowniez nieprzyjemne zapachy pranych rzeczy. Przez okoto 30 dni rzeczy uprane w pralce
W znacznie mniejszym stopniu absorbujg mikroorganizmy oraz nieprzyjemne zapachy. Pralki z syste-
mem SilverNanoHealth sg rozwigzaniem ekonomicznym, poniewaz zuzywaja mniej energii elektrycznej
dzigki wykluczeniu programow wysokotemperaturowych [87]. Szkodliwy wptyw nanoczastek tlenkéw
metali na mikroorganizmy zostat potwierdzony w wielu badaniach. Silne wiasciwosci antybakteryjne
w stosunku do réznych grup mikroorganizméw wykazuja tlenki metali, takie jak: ZnO [94-97), FesO4
[98], MgO [96], CaO [96], CeO2[99], WO3 [88] i TiO2 [100].

Ze wzgledu na r6znorodnos¢ budowy chemicznej i wiasciwosci nanoczastek metali i ich tlenkéw
oraz szerokie spektrum organizmow (bakterie, grzyby), na ktére moga one oddzialywac, podanie jedne-
go mechanizmu biobéjczego jest niemozliwe [93, 96, 101]. Do zdecydowanej wigkszosci nanomateria-
tow nie mozna zastosowa¢ metodyk badania skutecznosci oraz toksycznosci, opracowanych dla anty-
biotykéw czy dezynfektantow. Wydaje sig watpliwe, aby za pomoca metod referencyjnych stosowanych
obecnie (np. metody najmniejszego stezenia hamujacego, tzw. MIC) mozna byto ocenié skutecznosé
dziatania przeciwbakteryjnego lub przeciwgrzybiczego nanomateriatow.

Wiadomo, ze antybakteryjne wtasciwosci nanoczastek srebra wynikaja przede wszystkim z ich
wielkoci i tadunku. W pierwszej fazie dodatnio natadowane nanoczastki srebra Ag* oddziatujq elektro-

? Srebro koloidalne w $wietle jest silnie redukowane do czystego metalu, co powoduje efekt plamienia (czernienia)
powierzchni naskdrka, bielizny osobistej czy szpitalnej, mebli oraz aparatury.
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statycznie z ujemnie natadowanymi strukturami ostaniajacymi komérki bakterii. W wyniku tego tadunek
Sciany komdrkowej bakterii ulega zmianie na przeciwny. W drugiej fazie ,ataku” nastepuje zwigzanie
nanoczastek z biatkami strukturalnymi btony komérkowej. W zaleznosci od rodzaju nanoczastki naste-
puje przytaczenie do odpowiedniej grupy funkcyjnej aminokwasu. Nanosrebro faczy sie z grupg tiolowq
-SH aminokwasu cysteiny [102, 104-105]. Wsrdd grup funkcyjnych o najwiekszej aktywnosci w tworze-
niu wigzan wymienia si¢ réwniez grupy: aminowe (-NHg), karboksylowe (-COOH), imidazolowe
(~CsHaNy) oraz fosforanowe (-POs). W wyniku powstania komplekséw biatka strukturalne tracq swoja
aktywno$¢ lub ulegajq trwatej denaturacji [104]. Podczas trzeciego etapu reakcji nanoczastki, ktére
przedostang sie przez zewnetrzne ostony do wnetrza komorki bakterii, reagujg z enzymami cytozolu
oraz kwasami nukleinowymi [88, 99, 105, 106]. Podczas kazdego z wymienionych etapéw nanoczastki
metali o wiasciwosciach fotokatalitycznych inicjujg reakcje oksyredukcyjne. W ich wyniku nastepuje
degradacja do ditlenku wegla i wody wigkszosci bakteryjnych struktur komdrkowych [94-98].

Badania prowadzone w ostatnich latach potwierdzity, ze nanoczastki metali i ich tlenkéw dziata-
ja na szerokie spektrum mikroorganizméw chorobotworczych [8, 102, 106]. Nanosrebro wykazuje anty-
bakteryjne whasciwosci zaréwno wobec komérek bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, w tym
gatunkéw tlenowych oraz beztlenowych. tacznie udowodniono jego dziatanie w stosunku do
650 szczepow bakterii. Dla kontrastu, najskuteczniejsze antybiotyki dziatajg na dwa, trzy, maksymalnie
szesé organizméw chorobotwdrczych [107]. Nieselektywne dziatanie preparatéw jest szczegdlnie waz-
ne, gdy podejrzewamy zakazenie flora mieszana, np. w przypadku sepsy.

Stosowanie nanoczastek w terapii choréb bakteryjnych nie wymaga spetnienia dodatkowych
warunkow, inaczej niz w przypadku wielu antybiotykéw. Antybiotyki dziatajq wybidrczo, gtéwnie na bak-
terie Gram-dodatnie i nieliczne Gram-ujemne. Ponadto np. zastosowanie penicyliny i jej pochodnych
ogranicza sie do dziatania na komorki ,mtode” i dzielace sie intensywnie [107].

Zagrozenie nabyciem odporno$ci na nanoczastki (,nanoodpornoscia”) przez bakterie jest kilka-
dziesigt razy mniejsze od ryzyka wytworzenia odpornosci na antybiotyki. Wyttumaczeniem tego faktu sg
réznice w mechanizmie dziatania obu bakteriostatykow, czestosci ich stosowania, a co za tym idzie -
w mechanizmie powstania odpornosci. Wedtug Larsona [108] gtdwna przyczyna pojawienia sie odpor-
nosci bakterii na antybiotyk jest nabycie zdolnoéci do generowania specjalnych biatek, rozktadajacych
dany zwigzek. Nowa cecha moze powsta¢ na skutek mutacji de novo (odporno$¢ pierwotna) lub moze
zosta¢ nabyta od innych bakterii na drodze koniugacii, transformacii lub transdukcji [109]. Odporno$é
bakterii na antybiotyki wigZe sie réwniez z nieracjonalng antybiotykoterapiag oraz zbyt czestym uzyciem
antybiotykow w przemysle spozywczym i zywieniu zwierzat [107, 110]. Rowniez powszechne wykorzy-
stywanie nanoczastek, np. srebra, stwarza pewne obawy dotyczace pojawienia si¢ cechy odpornosci
u bakterii. Z teoretycznego punktu widzenia uzyskanie odpornosci w stosunku do nanoczastek wydaje
sie niemozliwe lub prawie niemozliwe [102, 110-112]. Zdolno$¢ do szybkiego utleniania wszystkich
organicznych zwiazkéw budujgcych ostony komérek bakteryjnych (biatek, cukrow i tuszczow), duza
dynamika przemieszczania sie w gfab komorek, fatwosc degradowania kwasow nukleinowych (DNA
i RNA) oraz enzymow niezbednych do prawidtowego dziatania mechanizméw samonaprawy i powsta-
wanie mutacji odwrotnych wykluczajg tworzenie mechanizméw obronnych. Z kolei uszkodzenia plazmi-
doéw, kodujacych wiekszosé genéw odpornosci na antybiotyki i bioracych udziat w transferze gendéw
pomiedzy bakteriami, uniemozliwia rozprzestrzenianie sig odpornosci nabytej [108, 110-115]. W pra-
cach kilku autorow [102, 112, 114] mozna znalez¢ doniesienia o pojedynczych przypadkach odpomosci
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(kliniczne szczepy bakterii) na kationy srebrowe, uwalniane z sulfadiazyny srebra, jako skutek jej dtugo-
terminowego stosowania. Szacuje sie, ze prawdopodobienstwo pojawienia si¢ odpornosci na nano-
czastki jest jak 1 do 1012 [113].

Czastki nanometali, podobnie jak i antybiotyki, nalezy uzna¢ za leki wzglednie mato toksyczne.
Oznacza to, ze ich wlasciwosci toksyczne sg znacznie wieksze w stosunku do drobnoustrojéw niz do
organizmu gospodarza [111, 115-120]. Z drugiej strony zdefiniowanie rodzaju zagrozen, jakie niesie ze
sobg stosowanie nanoczastek metali i tlenkéw metali, jest znacznie trudniejsze [101]. Wynika to przede
wszystkim z indywidualnych wtasciwosci nanoczastek (szlak toksycznosci metali), ilosci dostepnych
rozwigzan ich stosowania oraz réznych mechanizméw ich oddziatywania. Mozna przypuszczaé, ze im
mniej wybidrczo w stosunku do réznych organizméw zywych beda dziaty wprowadzone nanomateriaty,
tym mniejsze bedzie ich wykorzystanie przez cztowieka [88, 118, 120].

2.2, Utleniajace wtasciwosci tlenkow metali
2.2.1. Podstawy teoretyczne koncepcji zastosowania tlenkéw metali w procesach utleniania

Rosnace zanieczyszczenie powietrza, wody i gleby stanowi obecnie problem migdzynarodowy.
Zaostrzajace sie normy emisji zanieczyszczen i wprowadzane postepowanie dotyczace racjonalnego
ksztattowania Srodowiska skutkujq koniecznoscig poszukiwania wysoce efektywnych i wysokospraw-
nych technologii oczyszczania.

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie metodom tzw. zaawansowanego utleniania
AOP (ang. Advanced Oxidation Processes) lub AOTs (ang. Advanced Oxidation Technologies). Jest to
duza grupa technik pozwalajacych na zwiekszenie stopnia utleniania zwigzkow trudno degradowanych.
W procesach tych sgq generowane wysoce reaktywne rodniki hydroksylowe OHr, ktére wchodzg
w nieselektywne reakcje rodnikowe ze zwigzkami organicznymi, prowadzac do ich szybkiego utleniania
do nieszkodliwego ditlenku wegla i wody [121-124]. Rodniki hydroksylowe mozna otrzymaé metodami:
chemicznymi (np. H202/03, Os/OH-, Fe2+ lub Fe3*/H,05), fotochemicznymi (np. H202/UV, Ox/UV) i foto-
katalitycznymi z uzyciem katalizatoréw aktywowanych $wiattem ultrafioletowym (np. TiO2/UV, ZnO/UV)
lub widzialnym [123-128]. Zgodnie z definicjg przyjeta przez IUPAC substancje wywotujace reakcje
utleniania pod wptywem $wiatta nazywa si¢ fotokatalizatorami [124, 129]. Do najczesciej uzywanych
fotokatalizatoréw naleza pétprzewodniki: ZnO, FesOs, MgO, CaO oraz TiO; [125, 128). Procesy fotoka-
talitycznego utleniania moga przebiega¢ w uktadach homogenicznych (tzw. fotokataliza homogeniczna)
lub heterogenicznych (tzw. fotokataliza heterogeniczna). W procesach homogenicznych katalizator i re-
agenty znajduja sie w tej samej fazie [127]. Zgodnie z definicjg podanq przez Ohtaniego [129] mozna
przyjac, ze sq to reakcje chemiczne zainicjowane adsorpcja $wiatta przez katalizator (lub ciato state),
ktory pozostaje w niezmienionym stanie podczas i po zakoriczeniu reakcji. Natomiast w procesach hete-
rogenicznych katalizator znajduje sie w innej fazie niz reagenty [127].

Fotokatalityczne metody usuwania zanieczyszczen budza zainteresowanie od poczatku lat 70.,
kiedy ukazaly sie pierwsze prace na temat proceséw utleniania aktywowanych wiattem [9, 122, 125,
126, 130]. Najszybciej zastosowano te metody do usuwania zanieczyszczen z wody i powietrza [10,
122, 131-134]. Nastepna aplikacja byta zwiazana z produkcja materiatow samoczyszczacych nowej
generacji (ang. self-cleaning). Materialy samoczyszczace (np. tkaniny, polimery, metale, szkio) 89 po-
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krywane warstwa zawierajacq aktywne fotokatalitycznie tienki metali i niemetali. Nanoczastki fotokatali-
zatorow sg rowniez dodawane bezposrednio do farb i lakieréw pokrywajacych elementy, ktore chcemy
ochronic¢ przed niszczacym dziataniem zanieczyszczen lub mikroorganizméw [7, 135, 139].

2.3. Charakterystyka tlenku tytanu(IV)
2.3.1. Wiadomosci ogélne

Ditlenek tytanu (TiO) jest najpowszechniejszym i najtrwalszym naturalnie wystepujacym tlen-
kiem tytanu. W przyrodzie wystepuje w skatach magmowych i metamorficznych w postaci mineratow:
rutylu (95% TiOy), ilmenitu (FeTiOy), tytanitu (CaTiSiOs) oraz perowskitu (CaTiOs) [140, 139].

Ditlenek tytanu w warunkach normalnych jest drobnokrystalicznym, biatym proszkiem. Tworzy
trzy odmiany polimorficzne (w tym dwie krystalograficzne): tetragonalny rutyl i tetragonalny anataz oraz
rombowy brukit. Wszystkie wymienione odmiany majg wiasciwosci amfoteryczne i cechuje je wysoka
odporno$¢ chemiczna. Anataz i rutyl nie rozpuszczaja sig w wodzie, rozpuszczalnikach organicznych
oraz alkaliach [139]. Rutyl, w stosunku do anatazu, ma wiekszg gesto$¢ wiasciwa, jest twardszy, ma
wyzszy wspotczynnik zafamania Swiatta (efektywniej rozprasza $wiatto), lepsza stabilnos¢ chemiczng
i odporno$¢ na czynniki rodowiskowe. Rutyl jest najtrwalsza termodynamicznie odmiang ditlenku tyta-
nu. Przejcie fazowe anatazu w rutyl jest nieodwracalne i zachodzi w temperaturze 600-700°C [140].

W przemystowej produkeji TiO2 stosuje sie rudy naturalne (gtéwnie ilmenitowe), koncentraty,
syntetyczne rutyle, szlaki tytanowe oraz mieszaniny tych surowcéw [142]. Na $wiecie do wytwarzania
ditlenku tytanu wykorzystuje sie dwie technologie: siarczanowa, w ktdrej nastepuje stracenie ditlenku
tytanu z roztworu siarczanu tytanylu, oraz chlorkowa, polegajgca na wysokotemperaturowym utlenieniu
gazowego chlorku tytanu do ditlenku tytanu z uzyciem czystego tlenu [143]. Produkt finalny, nazywany
biela tytanowa, wykorzystuje sie jako pigment w przemystach: farb i lakierow (58% $wiatowej produkcii),
tworzyw sztucznych (20% $wiatowej produkcji), papierniczym (13% Swiatowej produkcji), gumowym,
ceramicznym, skorzanym, kosmetycznym, farmaceutycznym i spozywczym [142]. W Unii Europejskiej
ditlenek tytanu jako E171 jest wpisany na liste barwnikow artykutéw spozywczych, zamieszczong
w zatgczniku 1 do dyrektywy 94/36/EEC [139].

2.3.2. Mechanizm reakcji fotokatalitycznych zachodzacych na czasteczce tlenku tytanu(lV)

Ditlenek tytanu nalezy do grupy materiatéw potprzewodnikowych, w ktérych wystepujq dwa pa-
sma energetyczne oddzielone tzw. pasmem wzbronionym. Pasmo walencyjne, podstawowe, jest wy-
petnione elektronami i potozone nizej, wyzej za$ lezy pasmo niezawierajace elektrondw, zwane pa-
smem przewodnictwa. W celu wybicia elektronu z pasma walencyjnego do pasma przewodnictwa po-
trzebna jest energia réwna (badz wyzsza) energii pasma wzbronionego (Eg). Energia ta jest dostarcza-
na za pomoca $wiatta hv [125]. Elektron wybity (wzbudzony) z pasma walencyjnego przechodzi do pa-
sma przewodnictwa (rys. 2).

Najmniejsza ilos¢ energii, jaka potrzebna jest do wzbudzenia elektronéw pasma walencyjnego,
wynosi dla anatazu 3,29 eV, dla rutylu 3,05 eV. Odpowiada to promieniowaniu o diugosci fali 385 nm dla
anatazu i 415 nm dla rutylu [125, 128, 139, 144]. W procesach fotokatalitycznych wykorzystywane sg obie
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odmiany alotropowe TiO, ale powszechnie za forme bardziej aktywng fotokatalitycznie uwaza sie anataz
[127, 129, 136, 139]. Wedtug niektérych zrédet najwyzsza aktywnoscig odznacza si¢ mieszanina anata-
zowo-rutylowa. Jak dotad nie znaleziono jednoznacznego wyttumaczenia tych rozbieznosci [124].

o,

REAKCJA
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Pasmo przewodnictwa /-

—+ OH:

- e S - e e

/' REAKCJA
UTLENIANIA

Pasmo walencyjne \—

H,0 lub OH—

Rys. 2. Mechanizm reakcji fotokatalitycznej, na podstawie [128]

Wyniki badan fotokatalitycznej aktywnosci TiO,, uzyskiwane przez rézne zespoty badawcze,
czesto sg odnoszone do standardu, za jaki uwaza sig¢ ditlenek tytanu P-25, produkowany przez nie-
mieckq firme Evonik, dawniej Degussa [100, 138, 143-147]. Charakteryzuje si¢ on nastepujgcymi pa-
rametrami: okoto 70% anatazu i okoto 30% rutylu. Srednica krystalitow wynosi, odpowiednio, 25 i 85 nm.
Faza amorficzna (bezpostaciowa) stanowi okoto 1% i charakteryzuje sie krystalitami o wielkosci 50 nm.
Zaréwno anataz, jak i rutyl moga tworzy¢ aglomeraty o rednicy nieprzekraczajacej 300 nm [144]. Po-
wierzchnia wiasciwa P-25 wynosi okoto 50 m? - g-' [145].

Reaktywne formy tlenu ROS (#02- i H202) i rodniki hydroksylowe OHe (rys. 2), powstajace
w czasie reakcji fotokatalitycznej, sq bardzo aktywne chemicznie i utleniajg substraty zaadsorbowane
na fotokatalizatorze [125]. Proces ten mozna opisa¢ nastepujacym wyrazeniem:

OHe + Zags. — produkty (CO2, H20) (3)
gdzie: Zaas - substrat zaadsorbowany na powierzchni fotokatalizatora (degradowane zanieczyszczenie).

W $rodowisku wodnym utleniajgcemu dziataniu TiO, ulegaja: alkeny, alkany i ich chlorowcopo-
chodne (np. izobutan, pentan, heptan, cykloheksan, trichloroetan, tetrachloroetan), kwasy, alkohole
alifatyczne (np. metanol, etanol, propanol), aldehydy (np. formaldehyd, aldehyd salicylowy), ketony,
amidy, weglowodory aromatyczne (np. benzen, toluen, naftalen, fenol), leki (np. paracetamol, diklofe-
nak), herbicydy i pestycydy (np. prometron, propetryn, bentazon, DDT), barwniki (np. blekit metylenowy,
oranz metylowy, fluoresceina), barwniki azowe, surfaktanty (np. glikol polietylenowy) i hormony [126,
130, 133, 139, 148-156]. Fotokatalitycznej degradacji zanieczyszczen w fazie gazowej ulegajq takie
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zwiazki, jak: tienki azotu (NOx, NO%-), wegla (CO), siarki (SOx), NHs (gaz), alkany i alkeny oraz ich chlo-
rowcopochodne (np. propan, butan, oktan, izooktan, dichlorometan, chloroform, trichloroetan, eten,
1-buten, tetrachloroeten), ketony (aceton, metyloetyloketon, metyloizopropyloketon), zwigzki aroma-
tyczne (np. benzen, toluen, kumen), aminy (np. propyloamina, dietyloamina, pirydyna) oraz inne zwigzki
z grupy lotnych zwigzkéw organicznych, tzw. VOC (ang. Volatile Organic Compounds) [123, 136, 137,
157-160]. Udowodniono, ze ditlenek tytanu modyfikowany metalami szlachetnymi (Ag, Ni, Pt, Au, Ag,
Cu, Rh, Pd), metalami przejsciowymi (Co, Cr, Cu, Fe, Mo, V, W, Y), tienkami metali (ZnO, WO,, Si0,,
CrO;) lub niemetalami (C, N, S, P) ma wyzsza aktywnos¢ fotokatalityczna [138, 139, 153, 161-165].
Z powodu swoich doskonatych wiasciwosci utleniajacych tlenek tytanu(IV) w postaci czystej i modyfiko-
wanej stal sig¢ jednym z najpopularniejszych fotokatalizatoréw uzywanych zaréwno w procesach
oczyszczania wody, jak | tworzenia materiatéw samoczyszczacych [121, 123, 126, 132, 133, 135, 142,
148, 158, 165).

2.4.  Wplyw ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem na organizmy zywe
2.4.1. Bakterie

Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem UV opisano juz
w 1985 roku. Za pomoca fotokatalizatora immobilizowanego na katodzie usunigto z wody komérki bak-
terii Escherichia coli oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae [166]. Dalsze badania pozwolity stwier-
dzic, ze czynnikiem destruktywnym sg géwnie rodniki hydroksylowe OHe, tworzace sie w czasie reakcji
fotokatalitycznej. W celu okreslenia podatnosci poszczegolnych elementéw strukturalnych zywych ko-
morek na proces fotodegradacii konieczne byto badanie produktéw powstajacych w reakcjach utleniania
liposacharydéw, aminokwasow, biafek i in. [167-171]. U Gram-ujemych bakterii Escherichia coli najbar-
dziej wrazliwa okazata si¢ liposacharydowa btona zewnetrza (LPS), a najmniej jednowarstwowa $ciana
komdrkowa zbudowana z peptydoglikanu, zwanego mureing [172, 173]. W wyniku uszkodzenia bfon
biatkowo-lipidowych otaczajacych organelle komérkowe nastgpuje uwolnienie enzyméw proteolitycz-
nych oraz toksyn. Powoduje to lawinowe reakcje denaturacji, hydrolizy oraz utleniania. Smier¢ komérki
nastepuje na skutek autolizy.

Desai i Kowshik [174] wykazali, ze dezaktywacja komdrek bakteryjnych nastepuje podczas
dwoch etapow. W pierwszych 10 min na$wietlania $wiattem UV bakterie nie zostajg znacznie uszko-
dzone, co mozna wyttumaczy¢ tworzeniem zlepkéw komérek bakteryjnych i fotokatalizatora w $rodowi-
sku wodnym. Ich powstanie utrudnia aktywacje fotokatalizatora przez $wiatto UV i jest ochrong dla sa-
mych bakterii. W kolejnych minutach $mier¢ bakterii nastepuje z szybkoscia logarytmiczna. Krzywe
przetrwania réznych gatunkow bakterii hodowanych w obecnoéci katalizatora TiOs i $wiatta UV wskazu-
ja, ze catkowite zniszczenie komdrek bakterii zostaje osiagniete po okoto 50 min [175-176)].

Wedtug Chenga i in. [177], jesli czasteczki TiO2 sg wystarczajaco mate (< 20 nm), moga pene-
trowac wnetrze komdrki, inicjujac wewnatrz reakcje fotokatalityczne. Smieré komérki bakteryjnej naste-
puje na skutek albo zniszczenia wewnatrzkomdrkowego koenzymu A (CoA) i uposledzenia aktywnosci
oddechowej Escherichia coli, albo mechanicznego uszkodzenia bton tworzacych mikrokompartmenty
(mikroprzedziaty) wewnatrz komérki bakteryjnej. Potwierdzity to obserwacje powierzchni bton, prowadzone
z uzyciem mikroskopéw SEM i TEM [178]. Dostanie sie fotokatalizatora do wnetrza komorki powoduje
rowniez uszkodzenia w obrebie kwasu nukleinowego DNA i RNA oraz plazmidéw [168, 172, 179].



26 2. Metale i zwiqzki metali o wlasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych

W wyniku procesu fotokatalitycznego, prowadzonego w obecnosci ditlenku tytanu i $wiatta UV,
uzyskuje sie nie tylko usmiercenie komorek bakterii, ale réwniez ich catkowitq degradacje do ditlenku
wegla i wody [172, 180, 181]. Petna mineralizacja komoérek i toksycznych zwigzkow, powstajacych po
fotodegradacii, nastepuje po okoto 75 h [182]. Niszczacemu dziataniu ditlenku tytanu ulegajg zaréwno
bakterie ,mtode”, jak i ,stare”, dzielace sie i pozostajace w stanie spoczynku, utozone pojedynczo i war-
stwami. Wtasciwosci TiO, aktywowanego $wiattem nie pogarszaja sie w miare uptywu czasu i wykazuje
on diugotrwate dziatanie antybakteryjne [168, 171, 177, 182-185]. Dezynfekcja z wykorzystaniem di-
tlenku tytanu aktywowanego swiattem moze byc¢ trzy razy skuteczniejsza niz przeprowadzana chlorem
i 1,5 razy skuteczniejsza niz ozonem [139, 148].

Podobne efekty daje zastapienie $wiatta UV tarszym zrédtem promieniowania, np. promienio-
waniem stonecznym [9, 130, 184, 186]. Z badan Bossharda i in. [186] wiadomo, ze w procesach SODIS
Swiatto, nawet bez obecnosci ditlenku tytanu, indukuje procesy niszczenia btony biatkowo-lipidowe.
Utrudnia to bakteriom prawidiowe funkcjonowanie (np. powoduje spadek zjadliwosci), reprodukcije
i eliminuje zjawisko ,ponownego wzrostu” (ang. regrowth). Wprowadzenie do wody aktywnego ditlenku
tytanu znaczaco przyspiesza reakcje. Malato i in. [9] udowodnili, ze czasteczki TiO, wprowadzone do
komorek bakterii zawieszonych w wodzie i wystawionych na dziafanie $wiatta sfonecznego na 20 min
powodujg zmniejszenie 0 99% liczebnosci komdrek bakteryjnych Klebsiella pneumoniae i Pseudomo-
nas aeruginosa. Proces prowadzony tych samych warunkach naswietlenia, ale bez uzycia ditlenku tyta-
nu musiatby trwac kilka dni.

Pateczka okreznicy (Escherichia coli), razem z innymi bakteriami typu coli, jest uzywana jako
wskaznik skazenia mikrobiologicznego wod. Jest réwniez organizmem modelowym najczesciej stosowa-
nym do okreslania skutecznosci dezynfekcyjnych wiasciwosci ditlenku tytanu aktywowanego $wiattlem
(148, 185-191]. Z prac przegladowych powstatych w ostatnich latach [100, 133, 171] wiadomo, ze TiO»
aktywowany S$wiattem UV lub stonecznym jest wykorzystywany do inaktywowania bakterii Gram-
-ujemnych, takich jak: Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Pseudo-
monas putida, Klebsiella pneumoniae. Shigella flexnerii, S. dysenteriae, Acinetobacter baumannii,
A. calcoaceticus, Salmonella typhimurium, S. enterica, Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae, Serratia
marcescens, Bacteroides fragilis, Legionella pnemophila, i niektérych bakterii Gram-dodatnich, m.in.
Deinococcus radiophilus, Streptoccocus faecalis, S. mutans, Staphylococcus aureus, S. pyogenes,
Enterococcus faecalis, E. hirae, E. faecium, Listeria monocytogenes, Lactobacillus helveticus, Bacillus
anthracis, B. subtilis, B. cereus, B. pumilus, Micrococcus luteus, M. lylae i Clostridium perfringens.

Na uwage zastuguje fakt, ze antybakteryjne wiasciwosci ditlenku tytanu aktywowanego $wia-
ttem zostaly potwierdzone w stosunku do najbardziej odporych na antybiotyki szczepéw gronkowca
ztocistego: MRSA i VRSA [190-193].

Przyczyng objawéw chorobowych wystepujacych w przebiegu bakteryjnych zatrué pokarmo-
wych sg czesto toksyny produkowane przez bakterie. Niektore z nich sg wydzielane do $rodowiska
zewnetrznego jako egzotoksyny (np. enterotoksyna Shiga), inne wystepuja w blonie zewnetrznej bakte-
rii Gram-ujemnych (tzw. endotoksyny). W srodowisku wodnym zrodtem egzotoksyny moga by¢ réwniez
sinice i glony. Wszystkie toksyny sa grupa zwiazkow zréznicowang pod wzgledem chemicznym. W wo-
dzie toksyny wystepujg w bardzo matych stezeniach, w formie rozpuszczonej lub stabo rozpuszczone.
Charakteryzuje je duza trwato$c, stabilno$¢ chemiczna oraz wysoka toksycznosé dla ludzi i zwierzat
[196]. Z badan Makowskiego i Wardasa [197] wynika, Ze fotokatalityczne wiasciwosci ditlenku tytanu
mozna réwniez wykorzystac do rozktadu toksyn wytwarzanych przez glony i sinice.
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2.4.2. Wirusy i priony

Wirusy sa duzo mniejsze od bakterii (rozmiary 0,01-0,3 pm). Zdecydowana ich wiekszo$¢
przedostaje sie przez filtry mikrobiologiczne zatrzymujace bakterie. Wirusy nie sg zdolne do samodziel-
nego rozmnazania si¢. Aby powielic wiasne geny, namnazajg sie, wykorzystujac do tego celu aparat
kopiujacy, zawarty w zywych komérkach. Wirusy zakazaja wszystkie typy organizmow: zwierzeta, rosli-
ny, bakterie (bakteriofagi lub fagi) [19]. Trudno usuna¢ je za pomocq klasycznych metod uzdatniania
wody i znanych dezynfektantow [198, 199].

Wielu autoréw badato wptyw ditlenku tytanu, aktywowanego $wiattem UV i widzialnym, na nisz-
czenie wirusow. Badania prowadzono na bakteriofagach T4, MS2 i PL-1 [187, 198, 200], wirusach:
Norwalk [201, 202], opryszczki Herpes HSV-1 [200], polio [189], grypy, w tym A/H5N2 [203, 204], zapa-
lenia watroby Hepatitis B oraz rotawirusach [199, 205]. W wigkszosci badanych przypadkéw podatnosé
wiruséw na proces fotokatalityczny jest wieksza niz bakterii Escherichia coli [198]. Dowiedziono, ze na
poczatku uszkodzeniu ulega biatkowy kapsyd, a nastepnie kwas nukleinowy (DNA lub RNA), znajdujacy
sie w srodku [199]. Kato i in. [202] potwierdzili, ze dezynfekcja wody prowadzona z uzyciem ditlenku
aktywowanego $wiattem jest efektywniejsza niz chlorowanie lub odkazanie promieniami UVC. Wynika to
z faktu, ze po uzyciu klasycznych metod dezynfekcji w wodzie pozostajg elementy wiruséw (najczescie;
kwasy nukleinowe), ktdre moga by¢ akumulowane w ciele ryb, matzy i wielu innych organizméw wod-
nych. Srodowisko wodne, w ktérym wykrywa sie obecno$é wirusow, okreslane jest jako ,pozytywne”
(ang. positive), a pochodzace z niego organizmy nie moga by¢ przeznaczone do konsumpcji. Rozwia-
zaniem tego problemu jest zastosowanie procesu fotokatalitycznego, ktéry powoduje petng mineraliza-
cje kwaséw nukleinowych wiruséw. Zostata ona potwierdzona na podstawie analizy produktow reakcii
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym PCR (ang. real-time) [202].

Z badan Zana i in. [205] wynika, ze do zniszczenia wiruséw nie jest wymagane $rodowisko wod-
ne. Autorzy pokryli zawiesing TiOz (0,5 g - dm—2) ceramiczne piyty, na ktdre nastepnie naniesiono antygen
powierzchniowy HbsAg. Plyty naswietlano przez kilka godzin lampa rteciowa. W wyniku przeprowadzo-
nych eksperymentow uzyskano 100-procentowa redukcje antygenu wirusa zapalenia watroby typu B.

Ditlenek tytanu aktywowany promieniowaniem UVA wykazuje dziatanie utleniajace wobec biat-
kowych czastek zakaznych, czyli prionéw. Catkowity rozktad patologicznego biatka prionowego PrPsc
uzyskano po 12 h na$wietlania lampa rteciowq (emitujacq swiatto UVA) w obecnosci TiOz w stezeniu
4 - dm-[206]. Mimo duzej dawki zastosowanego fotokatalizatora wynik ten nalezy uzna¢ za satysfak-
cjonujacy. Chorobotwdreze priony charakteryzujg sie bowiem wyjatkowa odpomoscia na srodki dezynfek-
cyjne, promieniowanie UV oraz spalanie w wysokich temperaturach (powyzej 3600°C). Pozytywne wyniki
daje dopiero diugotrwate (24 h i diuzej) stosowanie sody zracej lub inaktywacja w warunkach podwyzszo-
nego cisnienia (30 atmosfer) i temperatury (1400°C) co najmniej przez 1 h [207].

2.4.3. Komorki eukariotyczne

Pierwsze prace nad wptywem fotokatalizy na komorki eukariotyczne przeprowadzili Matsunaga
iin. [166, 208]. Autorzy do swoich badan wybrali niechorobotwdrczy gatunek drozdzy piekarniczych
(Saccharomyces cerevisiae), szeroko wykorzystywany jako modelowy obiekt badan. Drozdze pod
wzgledem budowy komorki, jak i przebiegu szlakow metabolicznych w duzej mierze przypominajg orga-
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nizmy wielokomarkowe z cztowiekiem wigcznie [209]. Ditlenek tytanu (P-25), immobilizowany na mem-
branie lub zwieszony w roztworze, powodowat catkowite zniszczenie komorek drozdzy podczas 60-120
min naswietlania. Podobng wrazliwoscig na fotokatalityczne dziatanie ditlenku tytanu charakteryzujq sie
drozdzaki z rodzaju Candida, odpowiedzialne za zakazenia oportunistyczne u chorych z obnizong od-
pornoscig [210-214].

Wplyw ditlenku tytanu, aktywowanego $wiatem UV, na wzrost i rozwéj grzybow strzepkowych
(o bardziej ztozonej budowie) jest stabo poznany, o czym $wiadczy mafa liczba gatunkéw opisanych
w dostepnej literaturze. Zbadane grzyby nalezaty do gatunkéw: Penicillium expansum [215], Daporthe
actinidiae [216], Aspergillus niger [212, 213, 217], Fusarium. solani[211, 218], F. equiseti[218], F. oxyspo-
rum{[218], F. verticillioides [218], Penicillium chrysogenum [219] i Helminthosporium maydis [220).

W literaturze Swiatowej zdania na temat wptywu nanoczastek ditlenku tytanu na zdrowie ludzi
i zwierzat sq podzielone [6, 88, 104, 117, 120, 221-226]. Wynika to z faktu, Ze ocena toksycznosci nie
jest prosta i nalezy przy jej prowadzeniu okresla¢ wptyw TiO zaréwno na caty organizm, jak i na jego
poszczegdine elementy (np. uktady, tkanki czy komorki).

Do identyfikacji zagrozen, ktére moga powodowac nanoczastki ditlenku tytanu, wykorzystywano
badania in vitro lub in vivo (gtéwnie na gryzoniach i rybach) oraz badania kliniczne pacjentéw, ktérzy ze
wzgledu na wykonywang prace lub kontakt z produktami nanotechnologii, byli narazeni na ekspozycje
na TiO2 [118, 223, 224]. Przy ocenie toksycznosci wzieto pod uwage nie tylko ilos¢ (dawke) substancii
podanej lub wehtonigtej, lecz takze droge jej podawania (np. wdychanie, podanie doustne, wstrzyknie-
cie itp.), czestos¢ podawania (jednorazowo, kilkakrotnie itd.), czas potrzebny do wystapienia zmian
niekorzystnych oraz zakres i stopien uszkodzenia [225]. Na podstawie analizy wynikéw stwierdzono, ze
najwazniejsze czynniki, od ktérych zalezy toksycznos¢ nanoczastek ditlenku tytanu, to ich rozmiar,
ksztatt, zdolnos¢ do agregacii, rozpuszczalno$é, pole powierzchni i tadunek powierzchniowy oraz spo-
s6b aktywaciji ($wiattem czy nie) [226].

Nanoczasteczki ditlenku tytanu, o wielkosci okoto 20 nm, okazaly sie niebezpieczne dla pier-
wotniaka Giardia lamblia [225] oraz dla komérek ryb w warunkach in vitro [223]. Stwierdzono, Ze w przy-
padku organizméw wyzszych (w tym cztowieka) najwiecej nanoczastek ditlenku tytanu wnika do organi-
zmu drogq oddechowa. W zaleznosci od $rednicy sq one zatrzymywane w réznych odcinkach uktadu
oddechowego: nosowym, gardtowym, tchawicy, oskrzelach i ptucach. Nos cztowieka zatrzymuje nawet
50% catkowitej ilosci nanoczastek obecnych w atmosferze. llos¢ nanoczastek wnikajacych przez usta
zalezy natomiast od predkosci i kierunku ruchu powietrza w otoczeniu cztowieka oraz od szybkosci
oddychania [118]. Z analizy przeprowadzonej przez Davisa i in. [118] wynika, ze nanoczastki tlenku
tytanu(IV) moga wykazywa¢ wlasciwo$ci karcinogenne, gdy w postaci pytu dostana sie do pecherzykéw
ptucnych cztowieka. Z kolei Larsen i in. [227] stwierdzili, ze nanoczastki ditlenku tytanu (o $rednicy
<30 nm), ktére dostang sie do pecherzykdw ptucnych, moga potegowac objawy reakcji uczuleniowej
(alergicznej). Jest to zwigzane ze zwigkszong adsorpcjg antygenow® na nanoczastkach TiOs. Induko-
wane przez $wiatto reakcje utleniania, zachodzace na powierzchni czastek ditlenku tytanu, powoduja
powstanie licznych stanéw zapalnych w obrebie pecherzykow ptucnych. Podobny efekt obserwowali
Long i in. w komdrkach mikrogleju* BV2 u myszy [228]. .

3 Antygen - substancia, ktéra wzbudza przeciwko sobie odpowiedz odpornosciowa swoistq,
4+ Mikroglej — komérki nieneuronalne centrglnego ukfadu nerwowego, tkankowo specyficzne, kontrolujace home-
ostaze i biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej.



2.4. Wplyw ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem na organizmy zywe 29

Nanoczastki ditlenku tytanu o rednicy mniejszej niz 10 nm sg wystarczajaco mate, by przedo-
sta¢ sie przez odstepy naturalnie wystepujace pomiedzy komérkami skéry. Wedtug Dunforda i in. [229]
nanoczastki ditlenku tytanu pochodzace z kreméw do opalania z filtrem mogq przedostawac sie w gtab
ludzkiej skory. Rodniki ROS tworzace sie w reakcji fotokatalitycznej (pod wptywem storica) mogq induko-
wac¢ mutacje oraz uszkodzenia DNA (tzw. genotoksyczno$c). Nie potwierdzajg tego najnowsze badania
Fuijity i in. [230]. Autorzy uwazaja, ze toksycznos¢ ditlenku tytanu na poziomie komérkowym jest mata.

W literaturze $wiatowej mozna znalez¢ doniesienia dotyczace wykorzystania zjawiska fotokata-
lizy w leczeniu nowotworéw ludzi [100, 139, 231-234]. Kazda komdrka nowotworowa to komérka euka-
riotyczna, ktérej cykl komérkowy zostat zmieniony na skutek mutacji. Komérka nowotworowa dzieli sie
nieustannie i bez ograniczen (proliferuje), gdyz utracita zdolno$¢ usuwania zuzytych lub uszkodzonych
komérek, czyli apoptozy. Prowadzi to do powstania guzéw [233]. Fotokatalitycznie aktywny ditlenek
tytanu moze uniemozliwi¢ formowanie guza przez zniszczenie pierwotnej komorki nowotworowej. We-
dtug Zhanga i Suna [235] proces ma charakter dwuetapowy. W trakcie pierwszego etapu aktywowany
Swiattem UV ditlenek tytanu wywotuje zmiany w przepuszczalnosci plazmolemmy otaczajacej komorke
nowotworowa. Podczas drugiego etapu nastepuje dyfuzja nanoczastek ditlenku tytanu do $rodka ko-
morki nowotworowej. W obecnosci TiO2 aktywowanego $wiattem UV w komoérkach sg inicjowane reak-
cje fotochemiczne, prowadzace do wytworzenia rodnikéw i reaktywnych form tlenu. Dochodzi do uszko-
dzenia struktur wewnatrzkomérkowych i zaburzenia metabolizmu komérek nowotworowych. Wedtug Xu
i in. [236] istotnym momentem procesu jest przerwanie cyklu oddychania komérkowego przez utlenienie
substancji potrzebnych do syntezy gtéwnego nosnika energii — adenozynotrifosforanu (ATP). Linie ko-
modrek nowotorowych, u ktérych fotokatalitycznie powstrzymano proliferacje, to m.in.: Ls-174-t, LoVo
(235, 236], IL130R2R [234], Hela [237], MCF-7, MDA-MB-468 [231] i PC-3M [238, 239]. Wiekszos¢
opracowanych i opisanych terapii antynowotworowych nie zostata wdrozona do tzw. fazy klinicznej
u ludzi [232, 233].
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3.  Uzasadnienie i cel pracy

Ditlenek tytanu aktywowany $wiattem UV moze by¢ wykorzystany w procesach oczyszczania
wody i powietrza oraz szeroko pojetej dezynfekcji powierzchni [7, 128, 132, 135-141]. Wiasciwosci
antybakteryjne, antywirusowe i antyprionowe fotokatalitycznie aktywnego TiO2 zostaly juz stosunkowo
dobrze poznane [100, 136, 148, 166-185, 199-206]. Niewiele jednak wiadomo na temat wiasciwosci
przeciwgrzybowych [166, 212-220).

Na uwage zastuguje fakt, ze wiekszos¢ prezentowanych prac dotyczy inaktywaciji grzybéw na-
lezgeych do rzedu drozdzakowcdw (Saccharomycetales), gtéwnie Saccharomyces cerevisae i Candida
albicans [166, 208, 210, 214]. Drozdze piekaricze (Saccharomyces cerevisae) sa naturalnym elemen-
tem mikroflory woskéw, pokrywajacych skérke winogron i $liw. Nie stanowig zagrozenia zdrowotnego
dla czlowieka. Od starozytnosci wykorzystuje sie ich zdolnosci fermentacyjne w piekarnictwie, browar-
nictwie i gorzelnictwie. Sq jednym z najpowszechniejszych modeli w biologii molekularnej i cytologii,
stad pewnie wynika ich szerokie zastosowanie w badaniach okreslajacych skutecznos¢ fotokatalizy
[210]. Z kolei Candida albicans stanowi naturalny sktadnik flory przewodu pokarmowego cztowieka
i zwierzat. U ludzi z obnizong odporno$cig wywotuje zakazenie oportunistyczne [240]. Oba gatunki na-
leza do grzybéw bezotoczkowych, co oznacza, ze majg $ciang komérkowa zbudowana z hemicelulozy.
Zwigzek ten charakteryzuje sie mniejszym stopniem polimeryzacii niz celuloza (SP < 300), mniejszg
regulamoscia budowy i poziomem uporzadkowania struktury, co sprawia, Ze jest mniej odpomy na de-
gradacie i niszczace dziatanie czynnikow fizycznych, chemicznych i biologicznych [19]. Zaden z prezen-
towanych gatunkéw nie wystepuje na powierzchni materiatow budowlanych. Wydaje sie wiec, ze ich
przeznaczenie jako gatunkéw modelowych w okreslaniu skutecznosci np. farb fotokatalitycznych Iub
preparatéw do pokrywania powierzchni jest zupetnie niezasadne.

Niniejsze badania podjeto z powodu braku prac na temat dziatania ditlenku tytanu aktywowane-
go Swiattem na wzrost grzybéw plesniowych, wystepujacych w powietrzu budynkéw mieszkalnych.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu ditlenku tytanu, aktywowanego réznymi rodza-
jami $wiatla, na wzrost, tworzong biomase oraz aktywnoS¢ enzymatyczng grzybow plesniowych z ga-
tunku Penicillium chrysogenum. W badaniach wykorzystano grzyby wyizolowane z powietrza piwnicy
budynku mieszkalnego oraz fitness klubu. Odmiennie niz w metodykach prezentowanych w innych pra-
cach dotyczacych grzybdw, w niniejszych badaniach zastosowano metode ptytkowa. Zdecydowano, ze
interesujgce beda badania nad wptywem réznych rodzajow ditlenku tytanu oraz sposobami zwigkszenia
jego aktywnosci (np. przez zastosowanie réznych podiozy, rodzajow swiatta itp.). Za szczegélnie wazne
uznano zbadanie antygrzybowych wiasciwosci TiO», aktywowanego $wiatlem widzialnym. Dla osiggnie-
cia celéw zaplanowano do$wiadczenia, w ktérych wykorzystywano rozne:

- podtoza mikrobiologiczne, przeznaczone do hodowli grzybow,

- rodzaje ditlenku tytanu,

- sposoby aktywacji ditlenku tytanu.

Zbadano réwniez taczny wptyw aktywnosci wody i ditlenku tytanu na grzyby.

Do realizacji zamierzer wykorzystano wlasne modyfikacje technik badawczych stosowanych
w badaniach bakterii i drozdzy. Okreslono m.in. ilo¢ tworzonej biomasy i aktywno$¢ enzymow z grupy
hydrolaz i oksyreduktaz. Na podstawie uzyskanych wynikéw podjeto prébe sformutowania mechanizmu
dziatania ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem na grzyby plesniowe.
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CZES$G EKSPERYMENTALNA

4.  Materiat i metody badan
4.1. lzolacja i identyfikacja grzybow

W do$wiadczeniach wykorzystano trzy szczepy grzybéw plesniowych, wyodrebnione z bioaero-
zolu obecnego na wysokosci 1-1,5 m nad podtozem, czyli ze strefy oddechowej cziowieka. Byty to
szczepy ZUT24a i ZUT11 wyizolowane z powietrza fitness klubu w Katowicach oraz AMS1 wyizolowany
z powietrza piwnicy okoto 80-letniego budynku mieszkalnego w Szczecinie.

Grzyby z fitness klubu izolowano za pomocg szesciostopniowego impaktora kaskadowego An-
dersena (model 10-710, Andersen Instruments, Atlanta, GA, USA). Szczep AMS1 wyselekcjonowano
metoda sedymentacyjng Kocha. Do pobrania prébek bioaerozolu wykorzystano pozywke MEA (tabela 1)
wzbogacona w dodatek chloramfenikolu (POCH) w stezeniu 100 mg - dm—2 podfoza. Plytki pozostawia-
no otwarte na 5, 10 i 15 min. Szczep AMS1 pochodzit z ptytek eksponowanych w powietrzu piwnicy
przez 10 min.

Czyste hodowle grzybéw przypisano do gatunku, wykorzystujgc wybrane pismiennictwo takso-
nomiczne [72-73, 75, 240, 241] oraz wybrane cechy morfologiczne i fizjologiczne, w tym: zdolno¢ do
wzrostu, barwe (rewers i awers), teksture i zapach grzybni na podtozach MEA, CYA, YES i CREA, sto-
pien zarodnikowania na pozywce YES (tabela 1).

Tabela 1. Skfad podtozy stosowanych w badaniach [na podstawie 73]

Sktadniki i ich stezenie,
Pozywka g - dm-® wody destylowanej
Pozywka CYA ekstrakt drozdzowy (Difco) - 5,0
(ang. Czapek Yeast Agar), 2:58‘75: 28 :g 8? ‘
pH 6,2 £0,2 A
Ldiy agar Czapka - 50,0
KCl-0,5
AgarCaapia KHPOLHO- 1.0
(ang. Gzapek Agar), FeS04-7H,0 - 0,01
PH5.8+0.2 sacharoza - 30,0
agar - 15,0
Pozywka MEA ekstrakt s{_odowy -30,0
(ang. Melt Extrat Agar, MERCK), PABEn Aoy =3,)
glukoza - 20,0
kreatyna (kwas B-metyloguanidynooctowy) - 3
sacharoza - 30,0
KaPO47H.0 - 1,6
MgS047H,0 - 0,5
(ang. Creatine sucrose), FeS04 7H:0 - 0,01
PH80 20,2 CuSO45H;0 - 0,005
ZnS047H,0 - 0,01
czerwien bromokrezolowa - 0,05
agar bakteriologiczny (BTL) - 15
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Tabela 1. Skfad podtozy stosowanych w badaniach [na podstawie 73] (cd.)
: Sktadniki i ich stezenie,
Pozywka g - dm- wody destylowanej
ekstrakt drozdzowy (Difco) - 20,0
Pozywka YES sacharoza - 150,0

(ang. Yeast extract sucrose agar),
pH 8,0+0,2

MgS047H.0 - 0,5

CuS04:5H,0 - 0,005
ZnS047H,0 - 0,01

agar bakteriologiczny (BTL) - 20,0

Pozywka PDA pepton ziemniaczany - 4,0
(ang. Potato Dextrose Agar, Scharlau), glukoza - 20,0

pH5,9 £0,2 agar-15,0

. pepton - 0,5
0a0n 804 pepton K - 0,5
(ang. Sabouraud Agar), uk 400
H59+02 i o
e S agar - 15,0
Sél fizjologiczna NaCl - 8,5

Opis cech morfologicznych strzepek, zarodni i zarodnikéw wykonano na podstawie obserwacii
mikroskopowych, prowadzonych z uzyciem mikroskopu Nikon ECLIPSE 80i. Na fotografii 1 przedsta-
wiono wyglad strzepek zarodnionosnych (konidioforéw) oraz zarodnikéw Penicilllium chrysogenum.
Zarodniki Penicilllium chrysogenum miaty $rednice okoto 2,5 pm, a przecigtna Srednica strzepki wynosi-
fa1,5-5pm.

Dla badanych grzybéw wykonano réwniez test Ehrlicha. Wytwarzane przez grzyby plesniowe
metabolity, takie jak kwas cyklopiazonowy i alkaloidy indolowe, w reakcji z odczynnikiem Ehrlicha
(4-dwumetyloaminobenzaldehyd w 96-procentowym alkoholu etylowym) powodujg powstanie koloro-
wych (fioletowych, czerwonych lub Zéttych) pierScieni wokét grzybni. Wszystkie oznaczenia wykonano
w siédmym i w czternastym dniu hodowli.

Fot. 1. Obraz mikroskopowy konidioforéw Penicillium chrysogenum: a) szczep AMS1; b) szczep
ZUT24a
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Fot. 1. Obraz mikroskopowy konidioforéw Penicillium chrysogenur: ¢, d) szczep ZUT11

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 2 oraz na fot. 2 i 3. Na podstawie analizy danych potwierdzo-
no przynaleznos¢ szczepow ZUT24a, ZUT11 i AMS1 do gatunku Penicillium chrysogenum, Thom. (1910).

Tabela 2. Charakterystyka wybranych cech morfologicznych i fizjologicznych szczepéw AMS1, ZUT11
i ZUT24 na podfozach identyfikacyjnych

0 SR : ; Szczep
Cechy fizjologiczne i morfologiczne AMST ZUT11 7UT24
Wzrost na pozywce MEA, temp. 25°C (7 dzien) +++ 4 e
Wzrost na pozywce MEA, temp. 37°C (14 dzien) 0 0 0
" A Zielono-niebieski | zielono-niebieski | zielono-niebieski
Kolor awersu na pozywce MEA, temp. 25°C (7 dzien) (20tte wysiek) | (z6te wysiekr) (26tte ,wysiek?
Wzrost na pozywce CYA, temp. 25°C (7 dzien) 4t +++ et
Wzrost na pozywce CYA, temp. 37°C (14 dzien) 0 0 0
Kolor rewersu na pozywce CYA, temp. 25°C, cytrynowy cytrynowy cytrynowy
po 7 dniach
Wzrost na pozywce YES, temp. 25°C (7 dzien) 4 o+ ot
Wzrost na pozywce YES, temp.37°C (14 dzien) 0 0 0
Stopien zarodnikowania na pozywce YES, 2 2 2
temp. 25°C (7 dzien)
Kolor rewersu na pozywce YES, temp. 25°C (7 dzien) 26ty 26My 26ty
Wzrost na pozywce SGA, temp. 25°C (7 dzien) +H+ +++ +4
Wzrost na pozywce SGA, temp. 37°C (14 dzien) 0 0 0
Wzrost na pozywce CRE, temp. 25°C (7 dzien) ++ ++ ++
Wzrost na pozywce CREA, temp. 37°C (14 dzien) 0 0 0
Zdolnosci kwasotworcze ol i t+
(stopien odbarwienia pozywki CREA)
Test Ehrlicha 7 o e
Zapach OWOCOWY OWOCOWY OWOCOWY

Symbole: wzrost na pozywkach MEA, CYA, YES, CREA: (0) - brak wzrostu, (+) - staby wzrost, (++) - wzrost $redni,
(+++) — intensywny wzrost; stopief zarodnikowania: (0) - bardzo ubogie zarodnikowanie, (1) - zarodnikowanie ograniczone
do $rodka kolonii, (2) - silne zarodnikowanie > 90% kolonii; zdolnosci kwasotwércze: (0) - brak, (+) — mate, (++) - érednie,
(+++) — mocne; test Ehrlicha: (+++) — barwny pierécieri pojawit sie po uptywie 2-6 min, (+) - barwny pieréciert pojawit sig po
uplywie 7-10 min, (-) brak reakcji barwnej po uptywie 10 min.




MEA 25°C YES 250¢

e’ CYAITC AMSI CYA 25°C

Reakejn Ehrlicha

L ]

Fot. 2. Wyniki identyfikacji (awers) Penicillium chrysogenum (szczep AMS1) na réznych rodzajach pod-
tozy mikrobiologicznych (MEA, YES, CREA, CYA) po siedmiu dniach inkubacji w temperaturze
25°C; testu na cieptolubnos¢ (temperatura 37°C) na pozywce CYA oraz reakcji Ehrlicha

- YES 250,
MEA 25°C L

g 0+ B A 4B BB W Sy
" | CYAITC AMS1 YA
Reakeja Ehrlicha ’ 5°C

~

Fot. 3. Wyniki identyfikacji (rewers) Penicillium chrysogenum (szczep AMS1) na réznych rodzajach
podtozy mikrobiologicznych (MEA, YES, CREA, CYA) po siedmiu  dniach inkubacji
w temperaturze 25°C; testu na cieptolubnos¢ (temperatura 37°C) na pozywce CYA oraz reakcji
Ehrlicha
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4.2.  Charakterystyka parametrow fizykochemicznych ditlenkéw tytanu
wykorzystywanych w badaniach

W badaniach nad wptywem ditlenku tytanu na wzrost grzybdéw plesniowych Penicillium chryso-
genum wykorzystano ditlenek tytanu, pochodzacy z trzech réznych zrédet. Wieksza czesé doswiadczen
przeprowadzono z uzyciem ditlenku tytanu P-25, otrzymywanego w technologii chlorkowej w niemieckiej
firmie Evonik (dawna Degussa). Dziafanie P-25 poréwnano z ditlenkiem tytanu, otrzymanym metoda
siarczanowg w nalezacych do Grupy Azoty Zakladach Chemicznych Police S.A. (ZCh), oraz ditlenkiem
tytanu TiO2/N-100 (N/TiOz), uzyskanym przez zespét Instytutu Technologii Chemicznej Nieorganicznej
i Inzynierii Srodowiska Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Ditlenek
tytanu, oznaczony jako TiO2/N-100, powstat po modyfikacji pulpy kwasnej' z zaktadéw chemicznych
w Policach w wyniku kalcynacji w temperaturze 100°C z wykorzystaniem wody amoniakalnej [243].

Srednia wielko$¢ krystalitow oraz udziat formy rutylowej i anatazowej ditlenkdw tytanu zastoso-
wanych w do$wiadczeniach okreslono za pomoca dyfraktometru X'Pert PRO Philips, z uzyciem promie-
niowania CuK a (A = 0,154056 nm). Prébki proszkowe skanowano w zakresie katowym 20: 10-80°, z
krokiem skanu 0,05. Interpretacje uzyskanych dyfraktograméw przeprowadzono na podstawie bazy
danych zawierajacej karty wzorcow JCPDS, uwzgledniajac wyznaczona dowiadczalnie petng popraw-
ke aparaturowa. Na rysunkach 3 i 4 przedstawiono wyniki analizy rentgenograficznej (XRD) ditlenku

tytanu P-25. Piki przy kacie Bragga 20 réwnym okoto 25, 38, 48, 54 i 55 odpowiadajq fazie krysta-

licznej anatazu, a obserwowany wzrost intensywnosci sygnatu przy 28 i 37 przypisuje sie fazie krysta-
licznej rutylu.
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Rys. 3. Dyfraktogramy XRD ditlenku tytanu P-25: ¢ - rutyl, e — anataz

! Pulpa kwasna — uwodniony ditlenek tytanu zawierajacy kwas siarkowy(V1).
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Rys. 4. Dyfraktogramy XRD ditlenku tytanu: ZCh (Grupa Azoty Zaktady Chemiczne Police S.A.)
i TIO2/N-100 (N/TIO): & — rutyl,  — anataz

Powierzchnia wiasciwa fotokatalizatorow zostata wyznaczona aparatem Quadrasorb S| (Quanta-
chrome Instruments), z zastosowaniem metody BET. Analizy wykonano na podstawie izoterm adsorpcji-
desorpcji par azotu w temperaturze —196°C. Pomiary poprzedzono odgazowaniem prébek w prozni
w temperaturze 80°C przez 24 h. Uzyskane wyniki XRD i BET zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka ditlenkow tytanu uzytych w badaniach

Wielko$¢ powierzch- Udziat faz,% Wielkos¢ krystalitow
Ditlenek tytanu ni wiasciwej BET, faza anataz rutyl anatazu
e g amorficzna | krystaliczny | krystaliczny wg XRD, nm*
P-25 54 0,0 75,0 25,0 25
ZCh 483 75,2 21,8 3,0 71
N/TiO2 235 65,1 31,9 3,0 10,8

*Podano jedynie wielkos¢ krystalitéw anatazu, poniewaz tylko anataz wykazuje wlasciwosci fotokatalityczne.

Strukture krystaliczng obu fotokatalizatoréw okreslono réwniez za pomocg spektroskopu Ra-
mana (typ Renishaw InVia), z laserem generujacym promieniowanie o diugosci fali 785 nm. Uzyskane
widma ramanowskie przedstawiono na rys. 5. Mozna na nich wyréznic pasma aktywne anatazu (Eq(12
144 cm-"; Eqi2) 399 cm-'; Byg 515 cm™'; Aig 519 cm-') i rutylu (B1g 447 cm-1). Wiedzac, ze materiat za-
wiera dwie fazy krystaliczne: anataz i rutyl, nalezy mie¢ na uwadze, ze pasmo 144 cm-' moze byé efek-
tem nafozenia sygnatu od obu faz. Na fotografiach 4 i 5 przedstawiono wyglad krystalitéw ditlenku tyta-
nu P-25 i ditlenku tytanu z zaktadéw chemicznych w Policach (ZCh), uzyskane z wysokorodzielczego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego TEM FEI (model Tecnai G2 F20 S-Twin), ktéry zostat wypo-
sazony w detektor EDX. Na rysunkach 6 i 7 przedstawiono mape rozktadu pierwiastkéw dla obu fotoka-
talizatorow.

2 Eqn) — 0znaczenia modow w spektroskopii Ramana.



‘ Rutyl
e P25
( ------ ZCh ,Police”
{
3
«
g |
81 b
N {
/ \ Amorficzny
’ / A\
nafaz
/ % . #
xwmnww *"‘»“VMAJ"‘/M -t MM
A AN A i A L g A, MMMMMM, i
100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00
Przesunigcie Ramana, cm!

Rys. 5. Widmo Ramana dla P-25i ZCh

| % 4 '\] ‘ i J
‘f" wmm‘m ‘il ”JP‘M«L.JT& e
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Fot. 4. Obraz TEM krystalitéw ditlenku tytanu P-25 ;
déw chemicznych w Policach (ZCh)
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Rys. 6. Mapa rozktadu pierwiastkow w fotokatalizatorze P-25; piki Cu(ll) pochodzg od sitka uzywanego
jako podstawka probki
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Rys. 7. Mapa rozktadu pierwiaétkéw w fotokatalizatorze z zaktadow chemicznych w Policach; piki Cu(ll)
pochodzg od sitka uzywanego jako podstawka probki

4.3. Sposoby przygotowania podtozy

We wstepnej fazie prowadzonych do$wiadczen okreslono przydatno$¢ czterech pozywek
mikrobiologicznych do badan nad wptywem ditlenku tytanu na wzrost grzybéw plesniowych.
W eksperymencie wykorzystano nastepujace podtoza (pozywki): MEA, CYA, SGA i PDA (tabela 1).
Podtoza te przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta i po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw
wzbogacano w ditlenek tytanu P-25. Dla kazdej z badanych pozywek przygotowano trzy stezenia
ditlenku tytanu: 5, 10 i 20 g na kazdy dm3 podfoza. Pozywki poddawano trzykrotnej pasteryzacii
w odstepach 24-godzinnych, w temperaturze 100°C przez okoto 45 min (od momentu rozpuszczenia
wszystkich sktadnikow pozywki). Zawiesine ditlenku tytanu w podiozu mieszano ultradzwiekami
w temperaturze 90°C przez 15 min bezposrednio przed rozlaniem na sterylne plytki Petriego o rozmiarach
90 mm - 15 mm. Pozywke rozlewano na grubos$¢ okoto 5 mm i pozostawiano do zastygniecia agaru.

W identyczny sposéb przygotowywano podioza wzbogacone w 20 g-dm- ditlenku tytanu
z zaktadow chemicznych w Policach (ZCh) i fotokatalizator TiO2/N-100. Poniewaz ditlenek tytanu z Polic
charakteryzuje sie silnie kwasnym odczynem (pH = 2,8), przy ktérym sita zelowania agaru jest niska, pH
pozywek modyfikowano dodatkiem 0,01M NaOH. Koricowe pH pozywek miafo wartosci typowe dla
danego rodzaju podtoza (tabela 1).

Przed przystapieniem do do$wiadczer wykonano testy, ktdrych celem byto ustalenie stopnia
dyspersji ditlienku tytanu w badanych podtozach. W tym celu zastosowano metode skaningowej mikro-
skopii elektronowej (SEM) z uzyciem mikroskopu elektronowego Hitachi (typ SUB020) sprzezonego ze
spektrometrem EDX (typ Thermo Scientific). Technika ta pozwolita na uzyskanie mapy rozktadu po-
wierzchniowego ditlenku tytanu (oraz innych pierwiastkow obecnych w pozywce) z rozdzielczosciq
przestrzenng okoto 1 pm. Niewielkie fragmenty zestalonych pozywek MEA, CYA, SGA i PDA wysuszo-
no w prézni. Nastepnie napylono je chromem za pomocg kompaktowej napylarki prézniowej Quorum
Technologies (typ Q150RM). Na rysunkach 8a, 9a, 10a i 11a przedstawiono przekroje poprzeczne po-
zywek: MEA, CYA, SGA i PDA wzbogaconych w 20 g ditlenku tytanu na dm? podioza. Na podstawie
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map rozktadu wybranych pierwiastkow w przekroju pozywki (rys. 8b, 9b, 10b i 11b) stwierdzono, ze
roztozenie atomoéw tytanu(lV) wykazywato duze uporzadkowanie. Ditlenek tytanu tworzyt aglomeraty
o wielkosci < 25 ym w catym przekroju badanych pozywek. Na rysunkach 8c, 9¢, 10c i 11c przedsta-
wiono wyniki analizy punktowej wykonanej w losowo wybranym punkcie przekroju pozywki. Jak wynika
z analizy rys. 8b, 9b, 10b i 11b, ditlenek tytanu byt obecny we wszystkich rodzajach zastosowanych
podfozy.

Uzyskane wyniki potwierdzono, wykonujac zdjecia i mapowanie pierwiastkéw za pomocg wysoko-
rozdzielczego transmisyjnego mikroskopu elektronowego TEM FEI (model Tecnai G2 F20 S-Twin),
wyposazonego w detektor EDX. Na rysunku 12 przedstawiono wyniki uzyskane dla pozywki MEA su-
plementowanej ditlenkiem tytanu P-25 w stezeniu 20 g-dm-3. Z analizy obrazu wynika, ze krystality
ditlenku tytanu zachowujg w pozywkach oryginalne (wyjsciowe) ksztatty i rozmiary.
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Rys. 8. Obraz SEM EDX przekroju poprzecznego pozywki MEA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu
P-25 na dm? podtoza: a) zdjecie SEM przekroju pozywki MEA; b) mapa rozktadu powierzchnio-
wego wybranych pierwiastkow (Ti, S, Fe, K, Ca) wchodzacych w sktad pozywki MEA, obszar
wystepowania TiO pokrywa si¢ z rozktadem tytanu (Ti) oznaczonym kolorem bigkitnym; c) wy-
niki punktowej analizy sktadu iloéciowego pierwiastkow, piki glinu(l1) pochodzg od sitka uzywa-
nego jako podstawka probki
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Rys. 9. Obraz SEM EDX przekroju poprzecznego pozywki CYA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu
P-25 na dm? podtoza: a) zdjecie SEM przekroju pozywki CYA; b) mapa rozktadu powierzchnio-
wego wybranych pierwiastkow (K, Ti, Cu, C, Na, Cl, Fe, P), wchodzacych w skfad pozywki CYA,
obszar wystepowania TiO2 pokrywa sig z rozktadem tytanu (Ti) oznaczonym kolorem btekitnym;
c) wyniki punktowej analizy sktadu ilosciowego pierwiastkéw, piki glinu(lll) pochodzg od sitka

uzywanego jako podstawka probki
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Rys. 10. Obraz SEM EDX przekroju poprzecznego pozywki SGA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu
P-25 na dm? podioza: a) zdjecie SEM przekroju pozywki SGA; b) mapa rozktadu powierzch-
niowego wybranych pierwiastkow (C, O, Cu, Ti, K, Fe), wchodzacych w skiad pozywki SGA,
obszar wystepowania TiO, pokrywa sig z rozktadem tytanu (Ti) oznaczonym kolorem btekit-
nym; c) wyniki punktowej analizy sktadu iloSciowego pierwiastkow, piki glinu(lll) pochodzg od
sitka uzywanego jako podstawka probki
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Rys. 11. Obraz SEM EDX przekroju poprzecznego pozywki PDA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu
P-25 na dm? podtoza: a) zdjgcie SEM przekroju pozywki PDA; b) mapa rozktadu powierzch-
niowego wybranych pierwiastkow (C, O, Na, Fe, Cl, Ti, S), wehodzacych w skfad pozywki
PDA, obszar wystepowania TiO pokrywa si¢ z rozktadem tytanu (Ti) oznaczonym kolorem
blekitnym; c) wyniki punktowej analizy sktadu ilosciowego pierwiastkow, piki glinu(lll) pocho-
dza od sitka uzywanego jako podstawka probki
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Rys. 12. Obraz TEM EDX przekroju poprzecznego pozywki MEA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu
P-25 na dm? podioza: a) mapa rozktadu powierzchniowego wybranych pierwiastkow (P, CI, Si,
Ti, O, Na, K, Mg, S), wehodzacych w skiad pozywki MEA, obszar wystepowania TiO, pokrywa
sie z warstwa tytanu (Ti) - kolor ztty
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b)

Rys. 12. Obraz TEM przekroju poprzecznego pozywki MEA wzbogaconej w 20 g ditlenku tytanu P-25
na dmd podtoza: b) przekréj pozywki MEA (cd.)

Wptyw aktywnosci wody na wzrost grzybéw plesniowych Penicillium chrysogenum badano
w hodowlach na pozywkach kontrolnych CYA (tabela 1) i pozywkach suplementowanych ditlenkiem
tytanu w stezeniu 20 g - dm-3. Aktywnos¢ wody (aw) pozywek modyfikowano dodatkiem chlorku sodu.
W tabeli 4 zestawiono ilosci chlorku sodu dodane do pozywki CYA w celu uzyskania podiozy o ay:
0,999; 0,997; 0,975; 0,950; 0,900 oraz 0,850. llos¢ chlorku sodu dodanego do podiozy zostata
wyliczona na podstawie pracy Mazurkiewicza i in. [244]. Rzeczywista aktywno$¢ wody pozywek zostata
zmierzona za pomoca wskaznika DE 202 Aqua Lite. Stwierdzono, ze btad pomiedzy prognozowana
a odnotowang aktywnos$cia wody wynosit 0,5-0,75%.

Tabela 4. Masa chlorku sodu dodana do dm?® pozywki CYA w celu uzyskania podiozy o aktywnosciach
wody (ay): 0,999; 0,997; 0,975; 0,950; 0,900 0,850

8w NaCl, g
0,999 0,100
0,997 5,750
0,975 46,075
0,950 92,150
0,900 172,780
0,850 230,370
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4.4. Techniki wykonania posiewow

Posiewy grzybow Penicillium chrysogenum na ptytki wykonano, umieszczajac na $rodku plytek
Petriego z podiozem 5 pl zawiesiny zarodnikéw. Do przygotowania zawiesiny uzywano 10-dniowych
czystych kultur grzybéw Penicillium chrysogenum (szczepy AMS1, ZUT11 i ZUT?24a) zaszczepionych
w prébowkach mikrobiologicznych na skosach MEA (tabela 1). Hodowle grzybéw na skosach prowa-
dzono w temperaturze 25°C. Do probowek (ze skosem) dodawano 8 mi sterylnej soli fizjologicznej
0 sktadzie podanym w tabeli 1. Powstata mieszaning wytrzasano intensywnie (wytrzasarka Vortex)
przez 3 min. llos¢ zarodnikéw grzybéw w 1 cm3 zawiesiny zliczano z uzyciem komory Biirkera i mikro-
skopu optycznego Nikon ECLIPSE 80i. Uzyskany wynik skorelowano ze zmetnieniem zawiesiny we-
diug skali McFarlanda® (BIOMERIEUX). Do posiewu wykorzystywano zawiesiny o gestosci zarodni-
koéw 106-107 - cm-3, Odpowiadato to wartosci 5 w skali McFarlanda.

4.5. Charakterystyka $wiatta wykorzystywanego do aktywacj
tlenku tytanu(IV)

W badaniach nad wptywem ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem uzywano dwéch rodzajéw
Swiatta: Swiatta widzialnego* i $wiatta ultrafioletowego UVA.

Badania nad wplywem $wiatta widzialnego na aktywacie ditlenku tytanu prowadzono w cieplar-
ce wyposazonej w zrédio $wiatta sztucznego i szklang szybe, wbudowana w drzwi zewnetrzne. Zrédtem
Swiatta byly cztery zaréwki halogenowe o mocy 50 W kazda, ktére emitowaly $wiatto widzialne (VIS)
0 natezeniu okoto 120 W - m-2. Sztuczne zrédta promieniowania, takie jak: elektryczne $wietlowki, za-
réwki halogenowe czy lampy ksenonowe, emituja oprocz $wiatta widzialnego niskie ilosci promieniowa-
nia UV. Podobnie bylo w przypadku zastosowanego o$wietlenia. Natezenie $wiata UV (obecnego
w Swietle widzialnym emitowanym przez zastosowane zarowki holagenowe) wynosito okofo 0,2 W - m-2,
Zgodnie z normami 1SO [245] pasmo promieniowania elektrycznego o dtugoéci fali miedzy 315 a 400 nm
jest zaliczane do promieniowania UVA. W zwigzku z tym promieniowanie widzialne zastosowane w do-
$wiadczeniach okreslano jako promieniowanie UV-VIS.

Natezenie $wiatta dochodzacego do pozywki i rosnacych na niej grzybow zostato okreélone pod
wierzchnig pokrywka szalki Petriego za pomocg miernika Radiation Intensity Meter LB901/WCM3 & PD
204AB cos. Sensor. Widmo emisyjne $wiatta transmitowanego przez zastosowane zaréwki holagenowe
przedstawiono na rys. 13. Doswietlanie $wiattem sztucznym prowadzono przez 8 h dziennie. Najwieksze
natgZenia promieniowania obserwowano w zakresie dfugosci fali 350-750 nm (rys. 13). Dalsza inkubacja
odbywata si¢ w wietle dziennym, ktére dochodzito do inkubowanych ptytek przez szklang szybe wbu-
dowana w drzwi ($wiato naturalne).

3 Skala McFarlanda pozwala na okreslenie ilosci mikroorganizméw w 1 ¢cm? na podstawie zmetnienia prébki. Zmet-
nienie roztworéw w skali powstaje wskutek zmieszania chlorku baru i kwasu siarkowego (tworzy sig osad siarczanu baru).

4 Swiatlem widzialnym potocznie nazywa sie widzialng czes¢ promieniowania elektromagnetycznego, ktéra jest
odbierana przez siatkéwke oka ludzkiego. Za wartosci graniczne przyjmuje si¢ promieniowanie o diugosci fali pomiedzy
380-780 nm. W naukach cistych (fizyka, optyka) pojecie $wiatta widzialnego obejmuje zakres migdzy 400-700 nm [245].
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Rys. 13. Widmo zastosowanego zrddta promieniowania widzialnego UV-VIS

Laboratorium Biotechnologii, w ktérym prowadzono badania, jest wyposazone w okna potacio-
we. Natezenie $wiatta UV, mierzone w stoneczny dzien przy szybie okiennej laboratorium, wynosito okoto
0,2 W - m=2 Doswietlanie ptytek $wiattem sztucznym, a nastepnie ich inkubacja w $wietle dziennym
mialy na celu symulacje naturalnego cyklu dobowego w standardowym pomieszczeniu mieszkalnym.
Cykl dobowy $rednich zmian natezenia $wiatta w réznych porach roku przedstawiono na rys. 14. Tem-
perature w cieplarce utrzymywano na poziomie 25°C.
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Rys. 14. Usrednione (dla por roku) dobowe zmiany natgzenia Swiatta pod goma warstwa plytki Petriego

Uzyskane wyniki poréwnano z wartociami otrzymanymi w ciemnosci. Dlatego cze$¢ piytek Pe-
triego z zarodnikami grzybow zaszczepionymi na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych
ditlenkiem tytanu inkubowano w temperaturze 25°C, w termostacie pozbawionym zrédta $wiatfa.
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W celu okreslenia wptywu dziatania Swiatfa na aktywacije ditlenku tytanu przeprowadzono réw-
niez serie doswiadczen z wykorzystaniem promieniowania UVA. Jako zrddfo $wiatta UVA wykorzystano
lampe Phillips wyposazong w cztery zaréwki o mocy 20 W kazda. Plytki Petriego z rosngcymi na nich
grzybami znajdowaty si¢ w odlegtosci 0,3 m. Widmo emisyjne zastosowanego zrddta Swiatta promienio-
wania przedstawiono na rys. 15. Najwieksze natezenia promieniowania obserwowano w zakresie dtugosci
fali 300-400 nm (rys. 15).
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Rys. 15. Widmo zastosowanego zrédta promieniowania UVA

W pierwszej serii doswiadczen zastosowano jednorazowe naswietlanie przez 10 min, a w drugiej
serii - trzykrotne naéwietlanie (w odstepach dwudniowych), trwajace 30 min. Aktywacje ditlenku tytanu
$wiattem UVA przeprowadzono w dniach: wykonania posiewu (dzien 0), po drugim i po czwartym dniu
hodowli. Na czas iluminacji $wiattem UVA ptytki Petriego pozostawaty otwarte. Odlego$c plytek od zrodta
promieniowania wynosita 0,3 m. Jak wynika z literatury, 99% promieniowania UV jest zatrzymywane
przez szklo sodowo-potasowe, z ktdrego sa wykonane szalki Petriego [246]. Po zakoriczeniu naswietla-
nia ptytki zamykano i umieszczano w cieplarce (w ciemno$ci, w temperaturze 25°C).

4.6. Sposoby wykonywania pomiaréw
4.6.1. Pomiar $rednicy kolonii

Do$wiadczenia nad wptywem ditlenku tytanu i aktywnosci wody na wzrost grzybéw Peniciilium
chrysogenum prowadzono w okresie 8-10 dni w temperaturze 25°C. W drugim, czwartym, szostym,
6smym i dziesiatym dniu hodowli mierzono érednice kolonii. Do pomiaréw wykorzystywano licznik au-
tomatyczny wraz z oprogramowaniem umozliwiajacym pomiar $rednicy kolonii grzybni (aCOLyte 7500,
Symbios, USA) z doktadnoscig 0,5 mm.

Na podstawie uzyskanych wynikow obliczano wskaznik dziennego przyrostu promienia kolonii
(mm - dzien-1). W tym celu wykorzystywano réwnanie regresji liniowej:

r=a-t+b (4)
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gdzie: r - promien kolonii (mm);
t — czas inkubacii (dzien);
a — wskaznik dziennego przyrostu promienia kolonii;
b — wskaznik opdznienia wzrostu (lag faza; A).

Jak wykazali Dantigny i in. [247] na podstawie prowadzonych obserwacji mikroskopowych ro-
snacej grzybni, lag faza nie ma istotnego wptywu na wskaznik dziennego przyrostu grzybni. Z tego po-
wodu w analizie statystycznej danych pominigto wartosc b.

4.6.2. Pomiar biomasy grzybni

Oznaczenie biomasy grzybni wykonywano w széstym dniu prowadzonych hodowli grzybéw Pe-
nicillium chrysogenum. W celu oddzielenia grzybni od pozywki plytki Petriego (kazda indywidualnie)
umieszczano w tazni wodnej w temperaturze 100°C. Po rozpuszczeniu agaru grzybnie oddzielano od
pozywki za pomoca filtracji przez ,$rednie” saczki bibutowe typu Whatman 2. W celu oddzielenia jak
najwiekszej ilosci agaru grzybnie zatrzymang na saczku przemywano trzykrotnie gorgca woda destylo-
wana. Otrzymana w ten sposob czysta grzybnie przenoszono na szkietka zegarowe i suszono w tempe-
raturze 105°C przez 2-3 h. Suchg mase grzybni wazono z dokfadnoscig do 0,001 g.

4.7.  Okreslenie aktywnosci enzymatycznej
4.7.1. Okreslenie aktywnosci esteraz

Esterazy (EC 3.1) to ogdlne okreslenie enzyméw z grupy hydrolaz rozktadajacych wigzania es-
trowe w czasteczkach tluszczow z udziatem wody. Sa enzymami niespecyficznymi substratowo, wydzie-
lanymi zewnatrzkomdrkowo [248]. Dla oznaczenia catkowitej aktywnoSci enzymatycznej esteraz produ-
kowanych przez grzyby z gatunku Penicillium chrysogenum zmodyfikowano metode opisang przez Les-
tana i in. [249]. Jej zasada opiera si¢ na zatozeniu, ze aktywnos¢ enzymow wydzielanych przez mikro-
organizmy jest wprost proporcjonalna do iloéci wytworzonej fluoresceiny. W oznaczeniach wykorzysty-
wano bezbarwny octan fluoresceiny (FDA, Sigama Aldrich), ktéry ulegat hydrolizie do fluoresceiny -
zwigzku wykazujacego wiasciwosci fluoryzujace. llos¢ fluoresceiny po dwugodzinnej inkubacji w tempe-
raturze 25°C oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali 490 nm (spektrofotometr Jasco
V-650PC). Aktywnosé enzymatyczng grzybéw wyznaczano z krzywych kalibracyjnych wykonanych dla
pozywek kontrolnych i pozywek wzbogaconych ditienkiem tytanu (co miato na celu eliminacje bledéw
zwigzanych z mozliwoscig reakcji pomiedzy ditlenkiem tytanu i octanem fluoresceiny). Krzywe wzorco-
we wyznaczono dla standardéw zawierajacych 0, 20, 50, 70 i 150 g czystej fluoresceiny. Wartos¢ ak-
tywnosci enzymatycznej podawano w mikrogramach fluoresceiny uwolnionej w ciagu godziny, przeli-
czonej na gram mokrej biomasy grzybni Penicillium chrysogenum. Oznaczenia aktywnosci esteraz wy-
dzielanych przez grzyby Penicillium chrysogenum przeprowadzono w széstym dniu hodowli.
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4.7.2. Okreslenie aktywnosci katalazy

Katalaza (EC 1.11.1.6) to enzym z grupy oksyreduktaz, ktéry katalizuje proces rozktadu nad-
tlenku wodoru do wody i tlenu [248]. Dla oznaczenia aktywnosci enzymatycznej katalazy produkowanej
przez grzyby z gatunku Penicillium chrysogenum zmodyfikowano metode opisang przez Brzezinskg
i Whodarczyk [251].

W celu okreslenia aktywnosci katalazy wydzielanej przez grzyby wyznaczono ilo$¢ nadtlenku
wodoru H.0, (POCH, Polska) nieroztozonego przez enzym. Miareczkowanie przeprowadzano
0,02-molowym nadmanganianem potasu (KMnOs) w srodowisku kwasnym (1,5 M H2SOs). Aktywnosé
katalazy podawno jako pmol Hz202 - g-' mokrej masy grzybni (m.m.) - min-'. Oznaczenie aktywnosci
katalazy wydzielanej przez grzyby Penicillium chrysogenum wykonano w sz6stym dniu hodowi.

4.7.3. Okreslenie aktywnosci hydrolaz

Hydrolazy (EC 3) to duza klasa enzyméw katalizujacych rozerwanie wigzan chemicznych
w procesie hydrolizy [252]. Dla oznaczenia aktywno$ci enzymatycznej hydrolaz produkowanych przez
grzyby z gatunku Penicillium chrysogenum wykorzystano test APl ZYM (BIOMERIEUX, Francja). Po-
zwala on na oszacowanie aktywnosci 19 zewnatrzkomérkowych enzyméw hydrolitycznych (tabela 5).

Tabela 5. Zestawienie badanych enzymow i hydrolizowanych substratow

st,:clj? ee r:ki Nazwa enzymu Hydrolizowany substrat

1 kontrola =

2 fosfataza zasadowa 2-naftylofosforan

3 esteraza (C4) 2-naftylomaslan

4 lipaza esterazowa (C8) 2-naftylokapronian

5 lipaza (C14) 2-naftylomirystylan

6 arylamidaza leucynowa L-leucylo-2-naftyloamid

i arylamidaza walinowa L-walinylo-2-naftyloamid

8 arylamidaza cystynowa L-cystynylo-2-naftyloamid

9 trypsyna N-benzylo-DL-arginino-2-naftyloamid
10 chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-nanaftyloamid
11 fosfataza kwasna 2-naftylofosforan

12 fosfohydrolaza naftolu-AS-Bl fosforan naftolu-AS-BI

13 a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-a-D-galaktopiranoza
14 B-galaktozydaza 2-naftylo- B-D-galaktopiranoza

13 B-glukuronidaza naftolu-AS-BI-B-D-glukuronid

16 a-glukozydaza 2-naftylo-a-D-glukopiranoza

17 B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo- fD-glukopiranoza
18 N-acetylo-B-glukozaminidaza 1-naftylo-N-acetylo-B-D-glukozyloamid
19 a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-a-D-mannopiranoza
20 a-fukozydaza 2-naftylo-a-L-fukopiranoza

Testy APl ZYM wykonywano w széstym dniu hodowli, pobierajac zarodniki ze srodka grzybni.
Sporzadzano z nich zawiesing o gestosci 5 w skali McFarlanda (BIOMERIEUX, Francja). W kazdej
studzience na pasku testowym umieszczano 65 pl zawiesiny. Paski inkubowano przez 4 h w temperatu-
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rze 37°C. Po zakoriczeniu inkubacji do kazdej studzienki na pasku testowym dodawano po kropli od-
czynnika ZYM A, a nastepnie po kropli odczynnika ZYM B. Odczytu dokonywano wizualnie, poréwnujac
paski ze skalg barwng dostarczong przez producenta. Wyniki przedstawiano w 6-punktowej skali po-
réwnawczej (0-5). W zalezno$ci od intensywnosci reakcji przyjeto, ze: 0 - oznacza brak aktywnosci
enzymu, 1 - oznacza aktywnos$¢ 5 nmoli, 2 - 10 nmoli, 3 - 20 nmoli, 4 - 30 nmoli, 5 - 40 i wiecej nmoli
hydrolizowanego substratu.

4.8. Statystyczne opracowanie wynikow

Wszystkie doswiadczenia dotyczace wptywu ditlenku tytanu aktywowanego $wiattem na wzrost
i przyrost biomasy grzybdéw z gatunku Penicillium chrysogenum oraz analizy aktywno$ci produkowanych
przez nie esteraz i katalaz wykonano w trzech powtdrzeniach. Analiza statystyczna obejmowata analize
wariancji wykonang testem ANOVA na poziomie istotnosci p < 0,05. Réznice istotne statystycznie po-
miedzy wzrostem grzybéw w ciemnosci i $wietle UV-VIS na poziomie istotnosci p< 0,05 oznaczano na
rysunkach czamymi strzatkami. Do obliczen zastosowano program Excel i Statistica (wersja 8,0).

4.9. Schemat przeprowadzonych doswiadczen

W celu zwiekszenia przejrzystosci opracowania w tabeli 6 zestawiono w kolejnosci chronolo-
gicznej przeprowadzone do$wiadczenia oraz krétki opis analiz i oznaczer.

Tabela 6. Kolejnos¢ przeprowadzonych doswiadczen oraz zestawienie wykonanych w czasie ich trwa-
nia analiz i oznaczen

Cel doswiadczenia Wykonane analizy i oznaczenia
Okreslenie wptywu rodzaju podioza i swiatta UV-VIS na analiza é.re'dnich dziennych przyrostéw kolonii,
wzrost grzybdw z gatunku Penicillium chrysogenum mm - dzien!

Okreslenie wptywu stezenia ditlenku tytanu P-25 aktywowa- | analiza é'rednich dziennych przyrostow kolonii,
nego $wiattem UV-VIS oraz rodzaju podioza na wzrost grzy- | mm - dzien-!
béw z gatunku P. chrysogenum

Okreslenie wplywu 20 g - dm-3 ditlenku tytanu (P-25, ZCh analiza $rednich dziennych przyrostéw kolonii,
i TiO2/N-100) aktywowanego $wiattem UV-VIS na wzrost mm - dzien-!

grzybéw z gatunku P. chrysogenum na podiozach MEA,

CYA, SGA i PDA

Okreslenie wptywu 20 g - dm- ditlenku tytanu P-25, aktywo- | analiza Srednich dziennych przyrostéw kolonii,
wanego jednorazowo $wiattem UV w czasie 10 mini3- 30 | mm - dziei-'; okreslenie aktywnosci esteraz,
min, na wzrost grzybéw z gatunku P. chrysogenum na podio- | katalaz i hydrolaz

zu CYA

Okreslenie wplywu 20 g - dm-® ditlenku tytanu P-25 aktywo- | analiza $rednich dziennych przyrostéw kolonii,
wanego $wiattem UV-VIS i aktywnosci wody na wzrost grzy- | mm - dzief-'; przyrost biomasy, okre$lenie
béw z gatunku P. chrysogenum na podtozu CYA aktywnosci esteraz i hydrolaz
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5. Wplyw rodzaju podtoza i $wiatta na wzrost grzybéw
Penicillium chrysogenum

Podczas pierwszego etapu badari okreslono znaczenie rodzaju podioza mikrobiologicznego
oraz dawki ditlenku tytanu P-25, aktywowanego $wiatlem UV-VIS, na wzrost grzybow z rodzaju Penicil-
lium chrysogenum.

Stwierdzono, ze w trakcie o$miodniowej inkubaciji w ciemnosci na pozywkach kontrolnych (bez
ditlenku tytanu P-25) grzyby charakteryzowaty sie zréznicowanym tempem wzrostu. Do badan wybrano
pozywki roznigce sie pod wzgledem sktadu. Pozywka CYA zawierata sacharoze, MEA - ekstrakt stodo-
wy, SGA - glukoze, a PDA skrobig (tabela 1). Dla rosnacych grzybow zwiazki te stanowity zrodto wegla
lub energii albo wegla i energii jednoczesnie. Najstabszy wzrost grzybéw AMS1 i ZUT11 obserwowano
na podiozu MEA (tabela 7). Z kolei szczep ZUT24a najmniejsze dzienne przyrosty kolonii osiagnat na
pozywce SGA. Na pozywkach PDA, CYA i SGA najwigkszymi dziennymi przyrostami kolonii charakte-
ryzowat sig szczep ZUT11, wyizolowany z powietrza fitness klubu. Na wszystkich rodzajach zastosowa-
nych podiozy najmniejsze dzienne przyrosty kolonii odnotowano dla szczepu AMS1, wyizolowanego
Z piwnicy budynku mieszkalnego. Nie zaobserwowano podobieristw w tempie wzrostu pomiedzy szcze-
pami ZUT11 i ZUT24a pochodzacymi z tego samego $rodowiska (tabela 7).

Tabela 7. Wptyw rodzaju podioza na $rednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe)
grzybéw Penicillium chrysogenum, uzyskane w czasie o$miu dni hodowli prowadzone

W ciemnosci
Srednie dobowe przyrosty kolonii, mm - dzien-'
Szczep rodzaj pozywki
MEA CYA SGA PDA
AMS1 1,71 0,14 3,75 £0,17 4,03 £0,96 3,17 £0,94
ZUT11 2,72 +0,02 5,50 +1,30 6,64 +0,05 4,28 +0,64
ZUT24a 4,58 +0,43 3,83 +0,00 3,81 +0,46 4,25 +0,38

W trakcie trwania do$wiadczenia prowadzono rowniez obserwacje makroskopowe, m.in. zmiany
barwy kolonii i pozywki (rewers i awers), wytwarzanych ,wysiekéw” (ang. exudate') na podfozu MEA itp.
(fot. 6). Stwierdzono, ze pomimo wyraznego zréznicowania pod wzgledem tempa wzrostu, badane
szczepy charakteryzowaty sie matgq zmiennoscig morfologii kolonii.

Grzyby Penicillium chrysogenum rosnace na pozywkach kontrolnych charakteryzowaty sie
zmienng reakcjg na $wiatto UV-VIS. Swiatlo wplywato hamujaco lub stymulujgco na $rednie dzienne
przyrosty kolonii. Rodzaj efektu zalezat od zastosowanej pozywki i szczepu. Pordwnujac wyniki otrzy-
mane podczas inkubacji w $wietle z danymi uzyskanymi dla hodowli w ciemnoéci (tabela 7), stwierdzo-
no, ze szybko$¢ wzrostu wiekszosci badanych szczepow P. chrysogenum byta hamowana przez $wiatto
UV-VIS. W tabeli 8 strzatkami zaznaczono rodzaj obserwowanego efektu dziatania $wiatta. Przeprowa-

1 Za Frisvad [72).
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dzona analiza wariancji wykazata, ze w hodowlach na pozywce MEA wplyw $wiatta na tempo wzrostu
grzybéw byt istotny przy p<0,05.

Fot. 6. Cechy morfologiczne charakterystyczne dla grzybéw Penicillium chrysogenum, obserwowane
w czasie prowadzenia hodowli na podtozach MEA i CYA (awers): a) Z6tte ,wysigki" P. chryso-
genum (ZUT24a) na podiozu MEA; b) zétte zabarwienie podfoza CYA obserwowane wokét
grzybni (ZUT24a)

Tabela 8. Wptyw rodzaju podioza na $rednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe)
grzybéw Penicillium chrysogenum, uzyskane w czasie o$miu dni hodowli prowadzonej

w $wietle UV-VIS
Srednie dobowe przyrosty kolonii, mm - dzien-'
Szczep rodzaj pozywki
MEA CYA SGA PDA
AMS1 3,36 £0,25* 1 3,00 £0,00 | 3,00 £0,33 | 3,50 £0,72 1
ZUT11 4,86 +0,54" 1 3,11 £0,38%| 2,97 £0,34*| 1,75 £0,14* |
ZUT24a 2,47 £0,21* | 3,08 £0,30 | 3,25 £0,43 | 3,56 +0,73 |

1 - stymulacja wzrostu w warunkach inkubacji w SV{ietIe; | — inhibicja wzrostu w warunkach inkubacji w $wietle.
* Réznice istotne statystycznie na poziomie istotnosci p < 0,05.

Obserwacje zmiennosci cech morfologicznych prowadzone w czasie trwania doéwiadczenia
wskazuja, ze wplyw $wiatta na wzrost grzybéw byt silniejszy w pierwszych dniach prowadzenia hodowli
(rys. 16). Wydaje sie, ze od széstego dnia inkubacii nastgpowata adaptacja grzybow do warunkéw ho-
dowli, co skutkowato stopniowym zmniejszeniem réznic pomigdzy $rednimi dziennymi przyrostami kolonii.

Swiatto widzialne stosowane w do$wiadczeniu w matym stopniu wptywato na zmiany morfologii
i koloru kolonii badanych grzybéw. Grzybnia Penicillium chrysogenum jest jasno zabarwiona, a charak-
terystyczny dla tego gatunku zielononiebieski lub szary kolor (zaleznie od podtoza) pochodzi od zabar-
wienia komérek zarodnikonosnych i zarodnikow. Zabarwienie grzybni pojawia sie okoto trzeciego dnia
hodowii, a jego intensywno$¢ zwigksza sig w miare uptywu czasu. W ésmym dniu hodowli zarodnikuja-
ca grzybnia obejmowata cafq ptyte Petriego. Z tego powodu $redni poziom zarodnikowania, wyrazony
jako stosunek powierzchni grzybni zabarwionej do niezabarwionej, oznaczono w czwartym dniu hodow-
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li. Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 9. Jak wynika z analizy danych otrzymanych w hodowlach pro-
wadzonych na podtozach kontrolnych: MEA, CYA, SGA i PDA $wiatto w niewielkim stopniu (0,2-2,0%)
wptywato na poziom zarodnikowania grzybéw Penicillium chrysogenum. Natomiast poziom zarodniko-

wania na roznych pozywkach mozna uszeregowaé nastepujgco: MEA > CYA = SGA > PDA.

o o ~

F

[N

Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dobg™"

o

Warunki inkubacji: C - w ciemnosci, $ - w $wietle
Dni
Rodzaj szczepu

Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dobe™!

~

Warunki inkubacii: C - w ciemnosci, $ - w $wietle
Dni
Rodzaj szczepu

~

Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dobg™

Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dobg™!

ZuTH ZUT24A
AMSH ZUTH ZUT24A
Warunki inkubacji: C - w ciemnosci, S - w wietle Warunki inkubacii: C - w ciemnosci, S - w $wietle
Dni Dni
; Rodzaj szczepu
K Rogzaj sz0zepu

Rys. 16. Zmiany dziennych przyrostéw promienia kolonii szczepdw AMSj, ZUT11, ZUT241
(+ odchylenie standardowe) w drugim, czwartym i széstym dniu hodowli na pozywkach MEA,

CYA, SGA i PDA w warunkach inkubacji w ciemnosci i w $wietle UV-VIS

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze grzyby Penicillium chrysogenum charakte-
ryzowaly sie zréznicowanym poziomem aktywnosci zyciowej. Zalezat on Scisle od zastosowanego pod-
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toza. Na podiozach SGA i CYA, bogatych w cukry proste (glukoze i sacharoze), osiagnieto najwieksze
$rednie dzienne przyrosty i dobry poziom zarodnikowania. Z kolei na podtozach PDA i MEA, zawieraja-
cych ekstrakt stodowy i skrobie ziemniaczana, ich wzrost byt stabszy. W przypadku pozywki PDA ob-
serwowano réwniez najnizszy poziom zarodnikowania. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ stabsza
przyswajalno$c skrobi ziemniaczanej przez wiele rodzajéw grzybéw plesniowych, w tym z rodzaju Peni-
cillium[72, 73].

Tabela 9. Wptyw rodzaju podtoza i $wiatta na zarodnikowanie grzybow Penicillium chrysogenum, okre-
Slony w czwartym dniu hodowli

Stosunek powierzchni grzybni zabarwionej (zarodnikujacej) do niezabarwionej, %
Szczep rodzaj pozywki
MEA | CYA [ SGA [ PDA
Hodowle prowadzone w $wietle UV-VIS
AMSH1 84,2 : 158 782 : 21,8 71,0 23,0 64,0 : 36,0
ZUT11 85,0 : 15,0 79,3 : 20,7 T4 7026 64,3 : 357
ZUT24a 85,3 : 14,7 784 : 216 (0BT 65,5 : 34,5
Hodowle prowadzone w ciemnosci

AMSH 851 : 14,9 lnd s eay] 75,0+ 23,0 63,7 : 36,3
ZUT11 85,6 : 14,4 78:7: 218 76,4 : 23,6 62,6°1°87,5
ZUT24a 85,1 14,970 78,0 : 22,0 771 : 229 63,4 : 36,6




6.  Wplyw rodzaju podtoza i stezenia ditlenku tytanu P-25
na wzrost grzybéw Penicillium chrysogenum

Badania wptywu stezenia ditlenku tytanu P-25 na wzrost grzybow z gatunku Penicillium chryso-
genum przeprowadzono metoda plytkowa, Ditlenek tytanu w iloci 5, 10 i 20 g dodawano bezposrednio
do pozywek mikrobiologicznych, a nastgpnie przeprowadzono obserwacje wzrostu grzybéw hodowa-
nych w ciemnosci i w $wietle UV-VIS. W badaniach wykorzystano pozywki MEA, SGA, CYA i PDA (ta-
bela 1).

Wplyw stezenia ditlenku tytanu P-25 na $rednie dzienne przyrosty promienia kolonii grzybéw
P. chrysogenum inkubowanych w ciemnosci przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10.  Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chryso-
genum, uzyskane na podfozach roznigcych sie sktadem i stezeniem ditlenku tytanu P-25
w hodowlach prowadzonych w warunkach ciemnosci

Srednie dzienne przyrosty kolonii, mm - dzien-!
Pozywka Szczep stezenie ditlenku tytanu P-25, g - dm-?
5 10 20

AMS1 3,16 +0,24" 3,42 +0,79* 2,83 +0,22*

MEA ZUT11 3,34 £0,50 4,86 +0,54* 3,38 £0,55
ZUT24a 4,47 £0,20 3,47 +0,65* 2,39 £0,17*

AMS1 4,01 £0,20 4,31 £0,054 4,14 £0,17
CYA ZUT11 4,30 +0,40* 3,83 +0,00* 2,89 +0,05*
ZUT24a 3,83 £0,20 3,83 £0,00 2,31 +0,89"

AMS1 4,25 +0,24 4,69 +0,38" 3,50 £0,00
SGA ZUT11 3,41 +£0,40 3,47 +£0,24* 2,85 +0,02

ZUT24a 3,82 £0,40 4,11 +0,41 3,53 £0,05
AMSH 2,01 £0,50* 1,72 +£0,13* 1,11 £0,05*
PDA ZUT11 4,25 +0,50 2,92 £0,71* 0,97 +£0,24*
ZUT24a 3,14 +£0,20* 2,92 +0,73" 1,67 +£0,30"

* Réznice statystycznie istotne pomiedzy wzrostem na podtozu kontrolnym i podtozu wzbogaconym ditienkiem ty-
tanu P-25 na poziomie istotnosci p < 0,05.

Jak wynika z analizy danych zestawionych w tabeli 10, ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 5 i 10
g-dm-3 podioza wptywat hamujaco lub stymulujgco na $rednie dzienne przyrosty kolonii. Typ reakcji
zalezat od rodzaju podtoza i szczepu. Na pozywce PDA stwierdzono zahamowanie przyrostéw kolonii
wszystkich badanych szczepéw. Dla kontrastu w hodowlach na pozywce SGA, bogatej w skfadniki od-
zyweze, odnotowano najwiecej przypadkéw stymulujgcego wzrost dziatania ditlenku tytanu.

W dostepnej literaturze brak danych opisujacych efekt stymulacji wzrostu lub rozmnazania mikro-
organizméw pod wptywem TiO», Poszukujac wyttumaczenia, wysunigto jednak pewna hipoteze. Nie-
znacznie zwigkszona zawarto$¢ tytanu w pozywkach (5110 g - dm-%) mogta przyczynic sie do pobudze-
nia wzrostu grzybéw, podobnie jak dzieje sie to w przypadku roélin. Efekt stymulacji wzrostu roslin wyz-
szych wywotany przez czysty tytan jest dobrze opisany przez autorow polskich i zagranicznych [253-
-255]. Tytan, dostarczany w postaci preparatéw dolistnych, przyczynia sig m.in. do zwigkszenia efek-
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tywnosci fotosyntezy oraz pobierania sktadnikéw pokarmowych. Grzyby stanowig odrebne krélestwo,
a z ro$linami taczy je jedynie tryb Zycia i brak zdolnosci do poruszania sie. Jak jednak powszechnie
wiadomo, zaréwno grzyby, jak i rosliny naleza do domeny Eukarya, ktéra wywodzi sie od wspdlnego
przodka [15].

Dodatek ditlenku tytanu w ilosci 20 g na litr podtoza wywotywat znaczacg inhibicje wzrostu
grzybni wszystkich badanych szczepow Penicillium chrysogenum, nawet wtedy gdy hodowle prowadzo-
no w ciemnos$ci. Wiekszos¢ réznic byta istotna statystycznie na poziomie istotnosci p=<0,05. Nie doty-
czyto to szczepu AMS1, wyizolowanego z powietrza fitness klubu. Na pozywce CYA z dodatkiem ditlen-
ku tytanu wzrost wymienionego szczepu byt lepszy niz na podtozu kontrolnym.

Wptyw stezenia ditlenku tytanu P-25 na $rednie dzienne przyrosty promienia kolonii grzybéw
P. chrysogenum w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11.  Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chryso-
genum, uzyskane na podiozach réznigcych sie skladem i stezeniem ditlenku tytanu P-25
w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS

Srednie dzienne przyrosty kolonii, mm - dzien-!
Pozywka Szczep stezenie ditlenku tytanu P-25, g - dm-?
p 5 10 20
AMSH1 2,92 +0,29 2,31 £0,48" 2,23 +0,05
MEA ZUT11 3,01 £0,20* 2,72 £0,32* 1,83 +0,00*
ZUT24a 2,47 £0,00 2,47 £0,21 2,08 +0,14
AMSH 3,83 £0,72 3,33 £0,42 3,97 +0,41*
CYA ZUT11 3,11 £0,90 3,11 +0,38 2,36 +0,05*
ZUT24a 3,08 £0,30 3,08 +0,30 2,17 +0,08*
AMSH 3;38:¢0,17 3,61 £0,17 2,50 +0,41
SGA ZUT11 2,97 +0,30 2,97 +£0,34 2,72 0,24
ZUT24a 3,33 £0,80 3,25 +0,43 2,83 £0,52
AMSH 3,01 £0,24 1,94 +0,55" 1,00 +0,00*
PDA ZUT11 1,75 +0,30 1,75 0,14 0,78 +0,17*
ZUT24a 3,57 £0,10 3,56 +0,73 1,56 +0,19*

* Réznice statystycznie istotne pomiedzy pozywkami o réznej zawartosci ditlenku tytanu na poziomie istotnosci
p=0,05.

Ditlenek tytanu P-25, aktywowany $wiattem UV-VIS, w stezeniach 5, 10 i 20 g nie spowodowat
catkowitego zahamowania wzrostu grzybéw Penicillium chrysogenum na zadnym z zastosowanych
podtozy. Nie stwierdzono ponadto, by istniata zalezno$¢ pomigdzy wielkoscig dodatku TiO, a obserwo-
wanym efektem inhibicji wzrostu grzybow Penicillium chrysogenum. Wplyw ditlenku tytanu aktywowa-
nego $wiattem jest najlepiej widoczny przy zastosowaniu stezenia 20 g na dm3 podioza. W wiekszosci
przypadkéw dodatek ditlenku tytanu (w wymienionym stezeniu) powodowat zmniejszenie $rednich
dziennych przyrostéw kolonii, co jest widoczne przy poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w hodowlach
na podiozach kontrolnych. Stwierdzono ponadto, ze dobowe przyrosty kolonii wszystkich badanych
grzybow na pozywkach z TiO2 aktywowanym $wiatlem byly mniejsze od dobowych przyrostow kolonii
uzyskanych na podtozach z TiOz inkubowanych w ciemnosci.

Suplementacja pozywek ditlenkiem tytanu P-25, ktory aktywowano $wiattem UV-VIS, powodo-
wata znaczace zmiany w morfologii i barwie kolonii. TiOz w stgzeniach 5i 10 g- dm-3 zwigkszat ilos¢
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tworzonych ,wysiekéw” (na pozywce MEA), a takze zmniejszat iloS¢ zarodnikéw (jasniejsza grzybnia).
Grzyby z gatunku P. chrysogenum rosnace na pozywkach zawierajacych TiO2 w stezeniu 20 g na dm?
wyksztafcaty jedynie tzw. grzybnie pozywkowa. Efektem tego byfa zmiana koloru grzybni z zielonosza-
rego na biatoszary. Na pozywkach tych nie obserwowano ,wysiekow” charakterystycznych dla gatunku
Penicillium chrysogenum (fot. 7).

Fot. 7. Wyglad grzybni Penicillium chrysogenum (szczep ZUT11) na pozywkach MEA: a) kontrolnej;
b) z dodatkiem 10 g- dm-3 P-25; ¢) z dodatkiem 20 g- dm-3 P-25

W wigkszoéci prac dotyczacych wplywu fotokatalitycznie aktywnego ditlenku tytanu na mikro-
organizmy podkreéla sie jego dziafanie jako dezynfektanta lub biostatyka [154, 171, 177, 198, 211,
212). Stad wyniki $wiadczace o jego hamujacym dziafaniu na wzrost grzybéw Penicillium chrysogenum
nie budza zdziwienia. Analiza statystyczna wptywu TiO, aktywowanego $wiattem na wzrost grzybow
z gatunku Penicillium chrysogenum wykazata, e najwigcej istotnych statystycznie réznic mozna odno-
towa¢ w hodowlach na podiozu wzbogaconym 20 g ditlenku tytanu P-25, i to niezaleznie od tego, czy
hodowle prowadzi sie w ciemnosci, czy w $wietle UV-VIS (tabele 10 i 11). Z tego powodu kolejne do-
$wiadczenia przeprowadzono tylko dla wybranego stezenia.
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7.  Wplyw rodzaju ditlenku tytanu na wzrost grzybow Penicillium
chrysogenum

Badania nad wptywem rodzaju ditlenku tytanu na wzrost grzybéw z gatunku Penicillium chryso-
genum przeprowadzono z zastosowaniem pozywek: MEA, CYA, SGA i PDA (tabela 1). Pozywki wzbo-
gacono w 20 g - dm-® ditlenku tytanu: P-25 (Evonik), ZCh (Grupa Azoty Zaklady Chemiczne Police
S.A.) i N/TiO; (Instytut Technologii Chemicznej Nieorganicznej i Inzynierii Srodowiska Zachodniopomor-
skiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie). Inkubacje prowadzono przez osiem dni
w ciemnosci i $wietle UV-VIS. Przeprowadzono pomiary $rednich dziennych przyrostéw kolonii. Uzy-
skane wyniki przedstawiono na rys. 17-19. Stwierdzono, ze w stezeniu 20 g - dm-3 zaden z badanych
fotokatalizatoréw nie zahamowat w petni wzrostu grzybow Penicillium chrysogenum. Wszystkie badane
ditlenki tytanu spowalniaty jednak szybkos¢ przyrostow dobowych u badanych szczepéw AMS1, ZUT11
i ZUT24a. Stopier obnizenia tempa wzrostu grzybni zalezat od rodzaju podioza oraz zastosowanego
TiOg (rys. 17-19).
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Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dzien'

Rys. 17. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysoge-
num (szczep AMS1), uzyskane na podtozach rézniacych sig sktadem i rodzajem ditlenku tyta-
nu w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS

Najsilniejsze wiaéciwosci przeciwgrzybowe badane fotokatalizatory wykazywaty w hodowlach
na podiozu PDA, zawierajacym skrobie ziemniaczana. Z kolei najsfabsze ich wlasciwosci obserwowano
w doéwiadczeniach z pozywkami bogatymi w zwigzki odzywcze, tj. SGA i CYA. Wigkszos¢ opisanych
réznic byta istotna statystycznie przy p<0,05 (rys. 17-19).
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Rys. 18. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysoge-
num (szczep ZUT11), uzyskane na podiozach rézniacych sig skiadem i rodzajem ditlenku ty-
tanu w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS
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Rodzaj ditlenku tytanu: ZCh; N/TiO,-100; P-25
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Rys. 19. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysoge-
num (szczep ZUT24a), uzyskane na podtozach roznigeych sie skiadem i rodzajem ditlenku ty-
tanu w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze optymalne warunki wzrostu grzybéw zmie-
nity sie po dodaniu do pozywek ditlenku tytanu. Wszystkie badane grzyby charakteryzowaty sie sfab-
szym wzrostem na pozywce PDA. Na podstawie prowadzonych obserwacji morfologii kolonii, poziomu
zarodnikowania itp. uznano, ze najbardziej przydatna do dalszych badan bedzie pozywka CYA. Pozyw-
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ke PDA mozna jednak poleci¢c do modelowania wptywu ditlenku tytanu na wzrost grzybéw Penicillium
chrysogenum oraz do do$wiadczen prowadzonych dtuzej niz dziesie¢ dni.

W warunkach inkubacji w $wietle we wszystkich doswiadczeniach, bez wzgledu na rodzaj po-
2ywki, najlepszymi wiasciwosciami przeciwgrzybowymi odznaczat sig ditlenek tytanu ZCh, wyproduko-
wany przez zaktady chemiczne w Policach. Wykazywat on wiekszg efektywno$¢ inhibicji wzrostu grzy-
béw w stosunku do komercyjnego fotokatalizatora P-25 - $rednio 0 69,39% w hodowlach na pozywce
PDA, 0 49,1% na pozywce CYA, 0 45,51% na pozywce MEA i 0 41,87% na pozywce SGA. Obserwacja
ta jest dos¢ zaskakujaca. Ditlenek tytanu ZCh charakteryzuje si¢ bowiem najwyzszym udziatem nieak-
tywnej fotokatalitycznie fazy amorficznej i najnizszym udziatem fazy anatazowej (uwazanej za najbar-
dziej fotoaktywna). W skfad katalizatora wchodzg drobne krystality, ktdre tworzg dobrze rozwinietg po-
wierzchnie wiasciwg BET (tabela 3). | to wiasnie tym mozna wyttumaczy¢ jego dobre wiasciwosci prze-
ciwgrzybowe.

Roéwniez drugi badany fotokatalizator, N/TiO,, charakteryzowata dobra efektywno$¢ inhibicji
wzgledem grzybow Penicillium chrysogenum. Pod tym wzgledem przewyzszat on komercyjny kataliza-
tor P-25 o, odpowiednio, 47,32% w hodowlach na pozywce PDA (tylko szczep ZUT24a), 29,68% na
pozywce CYA (szczepy AMS1 i ZUT24a), 20,47% na pozywce MEA i 37,37% na pozywce SGA (rys.
17-19). Ditlenek tytanu N/TiO2 charakteryzuje sig¢ posrednia w stosunku do pozostatych badanych kata-
lizatoréw (tj. jego prekursora ZCh, a takze ditlenku P-25) wielkoscig krystalitow anatazu oraz po-
wierzchni wiasciwej BET (tabela 3). Domieszkowanie azotem (ang. doping) miato na celu zwiekszenie
aktywnoéci fotokatalizatora w $wietle VIS [243]. Analiza otrzymanych wynikéw wskazuje, ze zastosowa-
na modyfikacja przyniosta oczekiwane efekty.

Wiasciwosci fizykochemiczne fotokatalizatoréw tytanowych maja istotne znaczenie dla ich efek-
tywnosci przeciwbakteryjnej [188, 190, 193, 195, 212]. Na podstawie uzyskanych wynikow nalezy sfor-
mutowa¢ podobny wniosek w odniesieniu do efektywnosci przeciwgrzybowej. Komercyjny ditlenek tyta-
nu P-25, produkowany przez niemiecka firme Evonik, mozna polecic jako materiat odniesienia w bada-
niach nad antygrzybowymi wiasciwosciami katalizatoréw tytanowych. Charakteryzuje go bowiem nie
tylko staty skiad chemiczny, ale i scisle okreslone wlasciwosci fizykochemiczne. Potwierdzity to wyko-
nane analizy XRD, BET oraz widm ramanowskich. Uzyskane wyniki byt zgodne z prezentowanymi m.in.
przez Ohno i in. [144]. Biorac pod uwage powyzsze przestanki, uznano, ze P-25 jest najwtasciwszym
katalizatorem do badar modelowych nad wptywem ditlenku tytanu na grzyby Penicillium chrysogenum.



- taoes s unihg dponib;

o ey 345

Hor um"u sl iﬂz‘mmam

Hapw igaichyial .:ww(rmw
VOG- 86 g G-v it .OH - '"(Ehﬁu 0t

sl EWC‘U VSR
3 enor Al el
: GSTATS gy ﬂﬂl B
FRRLLY L R
TRERIIOEIRAL
ChRIE V%z‘
5 Ubo Y ol | Jrvw:ﬂg m

neitent 88 AUKBIaW w@“yy

AT ea:omm
i mwﬂaﬁn




8.  Wplyw ditlenku tytanu P-25 aktywowanego $wiattem UVA
na wzrost grzybow Penicillium chrysogenum

Stwierdzono, ze zastosowanie $wiatta UVA w czasie jednorazowej serii naswietlania nie wptywa
znaczaco na zmiany S$rednich dziennych przyrostow kolonii. Na pozywce CYA byty one tylko
0 4,5-9,6% nizsze od uzyskanych na pozywce CYA niepoddanej naswietlaniu UVA (rys. 20).

(1 SRR SPREIE DR —— M bez naswieflania T
Ouv (1 - 10 min)

Dzienny przyrost promienia kolonii, mm - dzien™

P-25 K P-25
AMS1 Zutit ZUT24a

Pozywka: K - kontrolna CYA; P-25 - wzbogacona w TiO, w stezeniu 20 g- cm?
Szczepy: AMS1; ZUT11; ZUT24a

Rys. 20. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysoge-
num, uzyskane na podtozach kontrolnych i podtozach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25
aktywowany jednokrotnie $wiattem UVA

Ponadto jednorazowa, trwajaca 10 min, aktywacja ditlenku tytanu P-25 nie wptywata istotnie na
jego whasciwosci przeciwgrzybowe. Srednie dzienne przyrosty kolonii grzybni uzyskane na pozywce
CYA wzbogaconej w 20 g - dm-3 P-25 i naswietlanej UVA byly o 0,6-13,27% nizsze od otrzymanych
w hodowlach nieaktywowanych promieniowaniem UVA. Podobny efekt stwierdzono dla wszystkich ba-
danych szczepdw (rys. 20).

Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, Ze czas naswietlania (10 min) zastosowany w do$wiadczeniu
byt zbyt krétki, by wzbudzié ditlenek tytanu obecny w pozywkach mikrobiologicznych.

W kolejnej serii doswiadczen zwigkszono dawke promieniowania UVA. Plytki nawietlano trzy-
krotnie (w odstepach dwudniowych) w czasie 30 min. Na rysunku 21 przedstawiono uzyskane rezultaty.
Zwiekszenie dawki promieniowania nie wptyneto na podwyzszenie efektywnosci dziatania ditlenku tyta-
nu P-25 wzgledem szczepéw AMS1 i ZUT11. Trzykrotnie przeprowadzona aktywacja P-25 $wiatiem
UVA nie spowodowata obnizenia tempa wzrostu szczepu ZUT24 (rys. 21).
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Rys. 21. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysoge-
num, uzyskane na podtozach kontrolnych i podiozach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25
aktywowany trzykrotnie $wiattem UVA; strzatkg zaznaczono réznice statystycznie istotne na
poziomie istotnosci p < 0,05 pomigdzy pozywka kontrolng i wzbogacong w 20 g - dm-TiO,

Jak wynika z analizy danych przedstawionych na rys. 22, ditlenek tytanu trzykrotnie aktywowa-
ny $wiattem UVA wplywat w sposob istotny na tworzenie zarodnikéw przez grzyby Penicillium chryso-
genum. W hodowlach na pozywkach kontrolnych (bez TiOz) powierzchnia grzybni objeta zarodnikowa-
niem byta $rednio 0 60% wieksza niz na pozywkach wzbogaconych w 20 g - dm=3 TiO,. Ponadto za-
rodnikowanie szczepu ZUT24 nastapito z dwudniowym opéznieniem (rys. 22).

25 -

BCYA DCYA+20g - dm-3 TiO2 —|

20

Promien grzybni zarodnikujacej, mm

2um

Dzien hodowli: 2 — drugi; 4 — czwarty; 6 — szdsty
Szczepy: AMS1; ZUT11; ZUT24a

ZUT24a

Rys. 22. Srednia wielkos¢ promienia kolonii zarodnikujacej ( odchylenie standardowe) Penicillium chry-
sogenum na podiozu kontrolnym i podiozach wzbogaconych w 20 g- dm- ditlenku tytanu P-25
po trzykrotnej aktywacji $wiattem UVA; strzatkq zaznaczono réznice statystycznie istotne na po-
ziomie istotnosci p < 0,05 pomiedzy pozywka kontrolng i wzbogacona w 20 g-dm-=Ti0,
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzic, ze ditlenek tytanu aktywowany $wiattem
UVA moze jedynie ograniczy¢ wzrost i zarodnikowanie grzybow Penicillium chrysogenum. Skutecznosé
przeciwgrzybowa fotokatalitycznie aktywnego ditlenku tytanu jest zalezna od: czasu ekspozycji grzybéw
na oba czynniki, natgzenia i diugosci fali stosowanego $wiatfa, a takze indywidualnych predyspozycji
genetycznych grzybow.

Najtrudniejszym zadaniem byta dekontaminacja zarodnikéw Penicillium chrysogenum. Okazaty
si¢ one odporniejsze zaréwno na $wiatto UVA, jak i na fotokatalitycznie aktywny ditlenek tytanu. Za-
trzymanie naswietlania powodowato gwattowne przyspieszenie ich kietkowania. Zjawisko to jest okre-
Slane jako regres wzrostu (ang. regrowth). Podobny wniosek w odniesieniu do innych gatunkéw grzy-
bow plesniowych sformutowali réwniez Fargues i in. [47] oraz Chen i in. [217].

Lampy Philips emitujgce $wiatto UVA sg jednym z czesciej stosowanych zrédet $wiatta
w badaniach dotyczacych fotokatalizy [153, 155, 156, 160, 161]. Lampy te sg stosunkowo niedrogie,
jednak ich budowa i rozmiary uniemozliwiaja prowadzenie do$wiadczenia z duza liczba plytek Petriego.
Ponadto, pomimo zastosowania aseptycznych warunkéw pracy w laboratorium mikrobiologicznym,
W czasie przebiegajacego przy otwartych szalkach Petriego aktywowania ditlenku tytanu $wiattem UVA,
dochodzito do licznych zakazen zarodnikami ,obcych” gatunkéw grzybéw. Utrudniato to prowadzanie
doswiadczen dugoterminowych (diuzszych niz 0,5 h).

Uzyskane wyniki badar na wptywem UVA na aktywacje przeciwgrzybowych wiasciwosci ditlen-
ku tytanu sg jednak wazne z co najmniej dwdch powodéw. Po pierwsze grzyby plesniowe, réwniez Pe-
nicillium chrysogenum, wystepuja powszechnie w srodowisku zewnatrzdomowym. W tym siedlisku zycia
podlegajg wptywowi $wiatta UV, ktdre jest obecne w widmie promieniowania emitowanego przez Stor-
ce. W warunkach naturalnych, przy bezchmurnym niebie promieniowanie UV (w tym UVA, UV-B i UVC)
stanowi okoto 7% zakresu promieniowania docierajacego do powierzchni Ziemi. Poniewaz jednak at-
mosfera ziemska (w warstwie ozonowej) pochtania catkowicie promieniowanie UVC oraz czes¢ UV-B,
97% ultrafioletu, ktry dociera do powierzchni Ziemi, to UVA [246].

Drugi powdd wynika z wiasciwosci samego ditlenku tytanu P-25. Ditlenek tytanu produkowany
przez niemiecka firme Evonik nalezy do fotokatalizatorow tzw. pierwszej generacji, co oznacza, ze jego
aktywnosc jest najwieksza w zakresie promieniowania o dtugosci fali A pomiedzy 250 a 400 nm [126].
Na podstawie przegladu literatury wiadomo, ze ilos¢ promieniowania UVA, ktéra dociera do powierzchni
Ziemi, jest wystarczajgca do jego fotoaktywacji [126, 129, 136, 138].

Biorgc pod uwage powyzsze przestanki i uzyskane wyniki badan, mozna stwierdzi¢, ze
w warunkach statej ekspozycji na $wiatlo stoneczne bedzie mozliwe wyeliminowanie grzybéw plesnio-
wych, porastajgcych materiaty budowlane. Wyniki te sq szczegdlnie wazne dla technologéw chemikéw,
pracujgcych nad stworzeniem powlok fotokatalitycznych do zastosowan zewnetrznych.
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9.  Wplyw ditlenku tytanu P-25 aktywowanego $wiattem
UV-VIS i UVA na aktywnosc¢ enzymatyczna grzybow
Penicillium chrysogenum

Na rysunku 23 przedstawiono dane dotyczace aktywnosci esteraz, oznaczonych metodg z dwu-
octanem fluoresceiny (FDA). Najnizszg 0gding aktywnoscia esteraz w széstym dniu hodowli charaktery-
zowat si¢ szczep AMS1, wyizolowany z powietrza piwnicy budynku mieszkalnego, a najwyzsza
ZUT24a, wyizolowany z powietrza fitness klubu. Podobny profil aktywnosci opisano dla pozywek kontro-
Inych CYA i pozywek wzbogacanych w 20 g - dm-3 TiOs, inkubowanych w ciemnosci, w $wietle UV-VIS
lub w UVA (rys. 23).

1) I —— Il Pozywka kontroina CYA e S —
! Pozywka CYA +20 g - dm™ TiO, P-25

Aktywnosc esteraz, g fluoresceiny- g m.b.-" - h-'

Warunki hodowli: C - ciemnosé, S — éwiatio UV-VIS, UVA — $wiatio UVA (3-30 min)
Szczepy: AMS1; ZUT11; ZUT24a

Rys. 23. Aktywnos¢ esteraz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (+ odchylenie stan-
dardowe), rosnace na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu
P-25 w stezeniu 20 g- dm-3, inkubowanych w warunkach ciemnosci, w $wietie UV-VIS lub
w UVA (aktywacja 3- 30 min); strzatkq zaznaczono réznice statystycznie istotne na poziomie
istotnoci p < 0,05 pomiedzy pozywka kontrolng i wzbogacong w 20 g - dm-3TiO,

Stwierdzono, Ze ditienek tytanu P-25 dodany do pozywki i aktywowany $wiatlem UVA (3 - 30 min),
spowodowat istotne zahamowanie aktywnosci esteraz u wszystkich badanych szczepéw Penicillium chry-
sogenum (rys. 23). Obnizenie aktywnosci enzymdw wynosito od 26,09% (ZUT24a) do 37,50% (AMS1).
Roznice w aktywnosci esteraz wydzielanych przez grzyby na podiozach kontrolnych i podfozach wzboga-
conych w ditlenek tytanu byty istotne statystycznie przy p<0,05 (rys. 24).

Ditlenek tytanu aktywowany $wiatlem UV-VIS w ciagu sze$ciu dni trwania do$wiadczenia
spowodowat istotng inhibicje esteraz u szczepéw ZUT11 i ZUT24a. Obnizenie aktywnosci wynosito,
odpowiednio, 35,29 i 29,80%. Produkcja esteraz przez szczep AMS1 byfa mniejsza na podtozach,
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wzbogaconych w ditlenek tytanu, a nastepnie aktywowanych $wiattem UV-VIS. Obserwowane zmiany
nie byly istotne statystycznie (rys. 23).

Analize zdje¢ dokumentujacych reakcje grzybni z roztworem fluoresceiny potwierdzity wyniki
przeprowadzonych oznaczen biochemicznych. Esterazy wydzielane zewnatrzkomérkowo przez grzyby
katalizujg hydrolize enzymatyczng dwuoctanu fluoresceiny (FDA). Powoduije to uwolnienie do $rodowi-
ska wokét grzybni reakciji silnie fluorescencyjnego barwnika. Reakcja jest stabsza, gdy w pozywce znaj-
duije sie ditlenek tytanu (fot. 8).

Fot. 8. Wyglad grzybni Penicillium chrysogenum (szczep.ZUT24a) na pozywkach: a) kontrolnej CYA,
inkubowanej w ciemnosci; b) CYA wzbogaqonej w 20 g- dm= TiO, aktywowany $wiatlem
UV-VIS; ¢) CYA wzbogaconej w 20 g - dm-3TiO aktywowany $wiattem UVA (3 - 30 min)

Na uwage zastuguje fakt, ze grzyby Penicillium chrysogenum rosnace na pozywkach wzboga-
conych w ditlenek tytanu P-25 w stgzeniu 20 g - dm-3 charakteryzowata mniejsza aktywnos¢ esteraz,
nawet wowczas, gdy nie wystepowata aktywacja Swiattem (rys. 23).

Ogdlna aktywno$¢ katalazy, oznaczana zmodyfikowana metodg Brzezifskiej i Wiodarczyk
[251], byta u wszystkich badanych szczepow Penicillium chrysogenum na podobnym poziomie czyn-
nosciowym. Stwierdzono, ze zaréwno ditlenek tytanu nieaktywowany $wiattem, jak i aktywowany $wia-
trem UVA lub UV-VIS spowodowat zahamowanie aktywnosci katalazy u wszystkich badanych szcze-
p6w. Wszystkie réznice byly istotne statystycznie na poziomie istotnosci p<0,05 (ys. 24).
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8,0 4 Il Pozywka kontrolna CYA

70 1 [] Poiywka CYA + 20 - dnr® TiO, P25

60
50 A
40
30

2,0 1

Aktywnosc¢ katalazy, mmole H,0,-g~" - min™'

o

Warunki hodowli: C — ciemnos¢, § — $wiatio UV-VIS, UVA — $wiatio UVA (330 min)
Szczepy: AMS1; ZUT11; ZUT24a

Rys. 24. Aktywnos¢ katalazy produkowanej przez grzyby Penicillium chrysogenum (+ odchylenie stan-

dardowe), rosnace na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu
P-25 w stezeniu 20 g-dm-, inkubowanych w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub

w UVA (aktywacja 3 - 30 min); strzatkq zaznaczono réznice statystycznie istotne na poziomie
istotnoéci p< 0,05 pomiedzy pozywka kontrolng i wzbogacong w 20 g- dm=TiO,

Nieznaczne obnizenie aktywnosci katalazy, wydzielanej przez grzyby rosnace na podtozach
kontrolnych, nastepowato réwniez pod wptywem samego $wiatla UV-VIS. Natomiast $wiatto UVA nie
wywieralo wplywu na poziom wydzielanej katalazy (rys. 24).

Produkcja katalazy byta najsilniej inhibowana na pozywce zawierajacej ditlenek tytanu w steze-
niu 20 g - dm-3, ktéra aktywowano $wiattem UV-VIS. Na wymienionym podtozu aktywno$¢ katalazy wy-
dzielanej przez grzyby byta od 40% (ZUT11) do 66,67% (AMS1 i ZUT24a) nizsza od aktywnosci ozna-
czonej na podtozach kontrolnych.

Katalaza (CAT) nalezy do enzymow tzw. $ciezki glutationowej i jest elementem ochrony komo-
rek grzybowych przed stresem oksydacyjnym [256]. Do enzymow glutationozaleznych zalicza sig
oprécz niej peroksydaze glutationowa (GPx), dysmutaze ponadtienkowa (SOD), reduktaze glutaniono-
wa (GR) i S-transferaze glutanionowa, Z literatury dotyczacej katalaz organizméw zywych wiadomo, ze
aktywnos¢ tego enzymu zalezy od wielu czynnikéw, m.in. stezenia substratu, temperatury, pH, $wiatta,
obecnosci aktywatoréw i inhibitoréw oraz pochodzenia enzymu [250, 251, 257, 258]. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze aktywnos¢ katalazy u grzybéw plesniowych jest silnie hamowana przez ditlenek tytanu,
ktory najprawdopodobniej mozna uznac za niekompetycyjny (niewspdtzawodniczacy) inhibitor aktywno-
Sci katalazy.

W tescie BIOMERIEUX okreslono aktywno$¢ 19 hydrolaz (tabela 5) u badanych szczepéw Pe-
nicillium chrysogenum. Spoérod badanych grzybéw rosnacych na podiozach kontrolnych CYA najwigk-
szq iloéciq | aktywnoscia wytwarzanych egzoenzymow charakteryzowalty sie grzyby nalezace do szcze-
pow AMST1 i ZUT11 (rys. 25-27).



Aktywnos¢ hydrolaz, nmol

Pozywka: K - pozywka kontrolna CYA; TiO, - pozywka wzbogacona w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20 g - dm™
Warunki hodowli: C — ciemnosé, S - $wiatfo UV-VIS, UVA - éwiatto UVA (3-30 min)

Rys. 25. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep AMS1),
rosngce na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25 w ste-
zeniu 20 g- dm-%, inkubowanych w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub w UVA (akty-
wacja 3 - 30 min)

DLipaza (C14)
OLipaza esterazowa (C8)

Aktywnos$¢ hydrolaz, nmol

Pozywka: K - pozywka kontrolna CYA; TiO, - pozywka wzbogacona w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20 g-dm
Warunki hodowli: C — ciemnosc, § ~ $wiatio UV-VIS, UVA - $wiatio UVA (3-30 min)

Rys. 26. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep ZUT11),
rosnace na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25 w ste-
zeniu 20 g-dm-®, inkubowanych w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub w UVA (akty-
wacja 3 - 30 min)
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Pozywka: K ~ pozywka kontrolna CYA; TiO, - pozywka wzbogacona w ditlenek tytanu P-25 w stgzeniu 20 g - dm™
Warunki hodowli: C - ciemnosé, § - éwiatto UV-VIS, UVA - éwiatto UVA (3:30 min)

Rys. 27. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep ZUT24a),
rosnace na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w ditlenek tytanu P-25 w ste-
Zeniu 20 g- dm-*, inkubowanych w warunkach ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub w UVA (akty-

wacja 3 - 30 min)

W hodowlach na podiozach kontrolnych naswietlanych $wiattem UV-VIS stwierdzono aktyw-
nos$¢ 11 hydrolaz. Wéréd oznaczanych enzyméw wysoka aktywnoscig charakteryzowaty sie: N-acetylo-
-B-glukozaminidaza, B-glukozydaza i fosfataza zasadowa. Niska aktywnos$é¢ cechowata: lipazy (C14,
C8), esteraze C4 oraz fosfohydrolaze naftolu-AS-BlI.

Naswietlanie podtozy kontrolnych promieniowaniem UVA (3 - 30 min) wywolywalo istotne ob-
nizenie ogéinej aktywnosci hydrolaz. Zakres obserwowanych zmian wynosit od 71,4% (ZUT24a) do
81,8% (AMS1). Obserwowano rowniez spadek réznorodnosci hydrolaz wydzielanych przez grzyby.
Podczas gdy w warunkach inkubacji w ciemnoéci grzyby wydzielaty od siedmiu (ZUT11 i AMS1) do
dziewigcu (ZUT24a) hydrolaz, to po aktywaci $wiattem UVA juz maksymalnie trzy (rys. 25-27).

W poréwnaniu z podtozami kontrolnymi w hodowlach na podtozach suplementowanych ditlen-
kiem tytanu w stezeniu 20 g- dm-2 obserwowano istotne obnizenie ogéinej aktywnosci hydrolaz. Ditle-
nek tytanu nieaktywowany $wiatlem spowodowat obnizenie aktywnosci enzyméw w zakresie od 15,8%
(ZUT11) do 54,5% (AMS1). Aktywacja TiO, $wiattem UV-VIS spowodowata, Ze aktywno$¢ hydrolaz byta
mniejsza 0 19,2% dla ZUT24a i 0 35,7% dla ZUT11, natomiast po na$wietlaniu UVA o0 50,0% dla AMS1
i0 83,3% dla ZUT24a. Enzymami najsilniej hamowanymi przez ditlenek tytanu aktywowany $wiatfem
widzialnym UV-VIS byly: lipaza C14 (szczep AMS1), B-galaktozydaza (AMS1, ZUT11), arylamidaza
walinowa (ZUT11) i lipaza esterazowa (ZUT24a). Z kolei enzymami inhibowanymi przez ditienek tytanu
aktywowany $wiatlem UVA byly: fosfataza zasadowa (szczepy AMS1, ZUT11, ZUT24a), B-glukozydaza
(ZUT11iZUT24a) i esteraza C4 (ZUT24a).

W kilku przypadkach stwierdzono wyrazna stymulacje aktywnosci enzymatycznej pod wptywem
dodatku ditlenku tytanu. Ditlenek tytanu nieaktywowany $wiattem wywotywat pobudzenie aktywnosci
arylamidazy leucynowej (u AMS1 i ZUT11) oraz N-acetylo-B-glukozaminidazy (u ZUT24a). Natomiast
ditlenek tytanu aktywowany $wiattem UV-VIS: esterazy C4 (u AMS1), fosfohydrolazy naftolu-AS-Bl
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(uAMST1 i ZUT11), fosfatazy kwasnej (u ZUT11) i arylamidazy leucynowej (u ZUT11 i ZUT24a).
W przypadku zastosowania $wiatta UVA nie zaobserwowano stymulacyjnego efektu TiOz (fot. 9-11).

Ti0,.C

KUv-vis

TIO,UV-VIS

KUVA

TIO,UvA

Fot. 9. Aktywnosc¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep AMS1), ro-
snace na podfozach kontrolnych (K) i podfozach wzbogaconych w 20 g-dm- ditlenku tytanu
P-25, inkubowanych w ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub UVA (3 - 30 min); strzatkami wskaza-
no enzymy, ktérych aktywnos¢ zostata pobudzona przez dodatek ditlenku tytanu

T0.C

KUv-vIS
TIO,UV-VIS

KUVA

TIO,UVA

Fot. 10. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep ZUT11),
rosnace na podtozach kontrolnych (K) i podiozach wzbogaconych w 20 g dm- ditlenku tytanu
P-25, inkubowanych w ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub UVA (3 . 30 min); strzatkami wska-
zano enzymy, ktérych aktywnos¢ zostata pobudzona przez dodatek ditjenku tytanu
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KC

T0,C

KUuv-vis

TIO,UV-VIS

KUVA

TIO,UVA

Fot. 11. Aktywnoé¢ hydrolaz produkowanych przez grzyby Penicillium chrysogenum (szczep AMS1),
rosnace na podtozach kontrolnych (K) i podtozach wzbogaconych w 20 g - dm-2 ditlenku tytanu
P-25, inkubowanych w ciemnosci, w $wietle UV-VIS lub UVA (3 - 30 min); strzatkami wska-
zano enzymy, ktérych aktywno$¢ zostata pobudzona przez dodatek ditlenku tytanu

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono doniesieri dotyczacych wptywu ditlenku tytanu ak-
tywowanego $wiattem na aktywno$¢ enzyméw hydrolitycznych wydzielanych przez grzyby pleéniowe.
Niniejsza publikacja jest pierwszg praca na ten temat. Hydrolazy katalizujgce m.in. reakcje hydrolizy
wigzaf C-O, C-N i C-N sg waznym ogniwem szlakéw biochemicznych zachodzacych w zywych ko-
mérkach. Uposledzenie funkcji niektérych z nich w wyniku procesu fotokatalitycznego mogto prowadzi¢
do zmniejszonej asymilacji zrédet wegla i energii (podobnie jak aktywacja mogta ja zwigkszac). Bezpo-
$rednim tego efektem mogly by¢ zmiany obserwowane w tempie wzrostu i przyrostach biomasy grzybéw
Penicillium chrysogenum. Uzyskane dane pozwalaja stwierdzi¢, ze badania ogdinej aktywnosci enzyma-
tycznej sg przydatnym parametrem w okreslaniu skutecznosci przeciwgrzybowej fotokatalizatoréw tytano-
wych. Liczba uwalnianych enzyméw oraz ich profil czynno$ciowy zmieniaty si¢ w zaleznosci od tego, czy
W pozywce byt obecny TiO. Istotny okazat sig réwniez wplyw nawietlania zastosowanego do aktywacji
ditlenku tytanu.
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10. Wptyw ditlenku tytanu P-25 aktywowanego $wiattem UV-VIS
i aktywnosci wody na wzrost, tworzong biomase

i aktywnos¢ hydrolaz Penicillium chrysogenum

Wyniki przedstawione w ninigjszej pracy wskazuja na istotny wptyw aktywnosci wody na wzrost
grzybéw z gatunku Penicillium chrysogenum. Na podfozach kontrolnych inkubowanych w ciemnosci
dzienne przyrosty kolonii grzybéw malaty wraz z obnizajacq sie aktywnoscia wody ay (tabela 12).

Tabela 12. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chryso-
genum, uzyskane na podtozach kontrolnych CYA w hodowlach prowadzonych w ciemnosci

Srednie dzienne przyrosty kolonii, mm - dzief-'
Szczep aktywno$¢ wody
0,999 0,997 0,975 0,950 0,900 0,850
AMS1 4,750+0,665 | 5670+1,114 | 3,917+0,204 | 2,722+0,188 | 0,972+0,136 | 0,278 +0,101*
ZUT11 3,986+0,260 | 4,097+0,214 | 4,067 +0,455 | 2,722+0,552 | 0,931+0,034 | 0,333+0,139*
ZUT24a | 4,972+0,306 | 4,736+0,271 | 3,931+0,957 | 2,722+0,552 | 0,778+0,228 | 0,083 +0,075*

*Réznice statystycznie istotne pomigdzy wariantami pozywek kontrolnych o réznej aktywnosci wody na poziomie
istotnosci p < 0,05.

Badane szczepy Penicillium chrysogenum charakteryzowata rézna reakcja na dodatek chlorku
sodu, ktéry zastosowano do modyfikacji aw podtozy. Optymalna do wzrostu grzybéw aktywnosé wody
wynosita 0,997 dla szczepéw AMS1 i ZUT11 oraz 0,999 dla szczepu ZUT24a. Przy najnizszej badanej
aktywnosci wody w podfozu, réwnej 0,850, kolonie grzybéw rozwijaly sie najwolniej (tabela 12).

Im wyzsze bylo aw pozywki, tym wieksze bylty dobowe przyrosty kolonii (tabela 12). Badane
grzyby charakteryzowata podobna reakcja na aktywnos¢ wody w zakresie 0,999-0,975. Zmiany tempa
wzrostu byty niewielkie i stopniowe. Wszystkie badane szczepy rosngce na pozywkach kontrolnych o aw
= 0,950 charakteryzowaly sie takim samym dziennym przyrostem kolonii (2,722 mm - dzief-'). Dalsze
obnizanie aw spowodowato gwattowne obnizenie tempa przyrostow dobowych (tabela 12).

Obserwacje i pomiary prowadzone w czasie trwania doswiadczenia wykazaty, Ze obnizenie ak-
tywnosci wody w pozywkach powodowato opdznienie zarodnikowania, zmniejszenie jego intensywnosci
oraz tworzenie grzybni powierzchniowych, o do$¢ zwartej konsystenciji i mocno pofatdowanych. Przy-
ktad takiej grzybni przedstawiono na fot. 12.

Z powodu réznic w wygladzie grzybni przeprowadzono réwniez analize wplywu aktywnosci wody
na wielko$¢ biomasy wytwarzanej przez grzyby Penicillium chrysogenum. Wyniki zestawiono w tabeli 13.
Biomasa grzybéw (niezaleznie od szczepu) rosngcych na pozywkach o aw<0,900 byta zbyt mafa
(20,0001 g) i nie zostata 0znaczona.

Nalezy zwrécié uwage, ze obnizenie aktywnosci wody w podtozach kontrolnych (hodowle pro-
wadzone w ciemnosci) wywolywato silniejszy wptyw na ilo$¢ wytwarzanej biomasy niz na $rednie dzien-
ne przyrosty kolonii. Przy wszystkich badanych aw najwigksza biomasg grzybni wytwarzat szczep
AMS1, a najmniejsza ZUT24a. Zauwazono, ze inaczej niz w przypadku przyrostéw dobowych, stopnio-
we obnizanie aktywnosci wody spowodowato znaczacy spadek suchej masy grzybni wszystkich bada-
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nych grzybéw. Zmiana aktywnosci wody w pozywce z 0,999 do 0,950 prowadzita do obnizenia wytwa-
rzanej biomasy z 1,3841 g do 0,122 g (tabela 13).

Fot. 12. Zmiana morfologii grzybni Penicillium chrysogenum (szczep ZUT11) rosnacej na pozywkach
0 réznej aktywnosci wody

Tabela 13. Wartoéci suchej biomasy grzybni (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chryso-
genum, uzyskane na podtozach kontrolnych CYA w hodowlach prowadzonych w ciemnosci

Sucha biomasa grzybni, g
Szczep aktywnos$¢ wody
0,999 0,997 0,975 0,950 0,900 0,850
AMS1 1,384+0,106 | 1,215+0,115 | 0,463+0,087* | 0,153+0,007* n.o. n.o.
ZUT11 | 1,207+0,007 | 1,011£0,018 | 0,385+0,145* | 0,15140,007* n.o. n.o.
ZUT24 | 1,325+0,283 | 1,221+0,023 | 0,167+0,013* | 0,122+0,018* n.o. n.o.

*Réznice statystycznie istotne pomiedzy wariantami pozywek kontrolnych o réznej aktywnosci wody na poziomie
istotnoéci p < 0,05; n.o - nie 0znaczono.

Naéwietlanie podiozy kontrolnych rozniacych sig aktywnoscia wody $wiattem UV-VIS oddziaty-
wato na tempo wzrostu grzybéw. Podobnie jak w poprzednich do$wiadczeniach, $wiato miato rézny
(pozytywny lub negatywny) wplyw na wzrost grzybéw. Stymulowato wzrost grzybni szczepu ZUT11
rosnacych na podiozach o aw 2 0,997 i 0,950. Z kolei wzrost grzybni szczepu AMS1 byt hamowany
przez naswietlanie UV-VIS w hodowlach na podtozach o wysokiej aktywnosci wody (a, = 0,999 i 0,997),
a stymulowany w hodowlach na podtozach o aw =0,950. Szczep ZUT24a reagowat negatywnie na
$wiatto w catym badanym zakresie aktywnosci wody. Stwierdzono, ze inhibitujacy efekt $wiatta widzial-
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nego byt wzmacniany przez mniejszg dostepnos¢ wody. Swiadczy o tym brak wzrostu grzybéw na po-
zywkach o ay = 0,850 (tabela 14).

Tabela 14. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chryso-
genum, uzyskane na podfozach kontrolnych CYA w hodowlach prowadzonych w $wietle
UV-VIS

Srednie dzienne przyrosty kolonii, mm - dzier-!
Szczep aktywnosc¢ wody
0,999 0,997 0,975 0,950 0,900 0,850

AMS1 4,444 +0,744| 4,544 +0,743|| 3,920+0,553 | 2,861+0,2091" | 0,667 +0,053|* | 0,000+0,000,*
ZUT11 |4,972+0,6341(4,750+0,6991| 3,920+0,553) | 3,653+0,509 | 0,528+0,172* | 0,000+0,000,*

ZUT24a 3,556 +0,375] |3,986+0,309] | 3,300+0,726| | 2,208 +£0,446* | 0,529+0,043|* | 0,000+0,000]*

1 - stymulacja wzrostu w warunkach inkubacji w $wietle; | — inhibicja wzrostu w warunkach inkubacji w $wietle.
* Roznice statystycznie istotne pomigdzy wariantami pozywek o réznej aktywnosci wody na poziomie istotnosci p < 0,05.

Potwierdzeniem tych obserwaciji sq wyniki pomiaréw biomasy. W catym zakresie aw $wiatto wy-
wierafo istotny wptyw na zmniejszenie suchej masy grzybni u badanych szczepdw Penicillium chryso-
genum. Wyjatkiem byt szczep ZUT11, ktérego biomasa w hodowli na pozywce 0 aw = 0,999 zwiekszyta
sie, gdy inkubacje prowadzono w $wietle widzialnym (tabela 15).

Tabela 15. Wartosci suchej biomasy grzybni (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chry-
sogenum, uzyskane na podtozach kontrolnych CYA w hodowlach prowadzonych w $wie-

tle UV-VIS
i Sucha biomasa grzybni, g
Szczep aktywnos¢ wody
0,999 0,997 0,975 0,950 0,900 0,850
AMS1 1,152+0,081| | 0,422+0,060/* | 0,324+0,095) | 0,123+0,056] n.o. n.o.
ZUT11 1,345+0,0541 | 0,373+0,106) | 0,358+0,250] | 0,121+0,109} n.o. n.o.
ZUT24a | 1,27740,092 | 0,403+£0,204] | 0,164+0,062] | 0,086+0,012] n.o. n.o.

1 - stymulacja wzrostu w warunkach inkubacji w $wietle; | - inhibicja wzrostu w warunkach inkubacji w $wietle,

N.0. —nie 0znaczono. g ol o Y9l .
* Réznice statystycznie istotne pomigdzy wariantami pozywek o réznej aktywnosci wody na poziomie istotnosci p < 0,05.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono jednak zadnych danych na temat wptywu aktywno-
$ci wody i $wiatta na rozwdj grzybéw plesniowych. Mozna jednak przyjac, e pomimo utrzymywania
stalych warunkéw hodowli (temperatura 25°C), $wiatto emitowane przez zaréwki halogenowe zwigksza-
to temperature nad plytkami Petriego. Sprzyjato to szybszemu parowaniu wody z pozywek, co z kolei
prowadzito do zwigkszenia cisnienia osmotycznego podtoza. Ponadto podwyzszenie temperatury bez-
posrednio nad rosnaca grzybnia mogto wplywaé modyfikujaco na jej wzrost. Dalsze obnizanie zawarto-
$ci wody w pozywkach wywotane parowaniem oraz wyzsza temperatura przyspieszaty wysuszenie
grzybni. Wniosek ten znalazt czesciowe potwierdzenie w rezultatach otrzymanych przez Sautoura i in.
[259). Autorzy stwierdzili, ze podwyzszenie temperatury juz o 1°C powoduje istotne zmiany w tolerancji
grzybow plesniowych na obnizong aktywno$¢ wody.
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Dodatek 20 g - dm-2 ditlenku tytanu do pozywek o aw w zakresie 0,850-0,999 spowodowat dal-
sze obnizenie szybkosci wzrostu grzybow Penicillium chrysogenum, rosnacych zaréwno w hodowlach
prowadzonych w ciemnosci, jak i w $wietle widzialnym (rys. 28-30).
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Rys. 28. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybow Penicillium chrysogenum
(szczep AMSH), uzyskane na podtozach kontrolnych i podtozach wzbogaconych w 20 g - dm- di-
tlenku tytanu P-25, rézniacych sig aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli
(w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS)
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Warunki hodowli: C - ciemnos¢, S - $wiatto UV-VIS
Aktywno$¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975; 0,950; 0,900; 0,850

Rys. 29. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysogenum
(szczep ZUT11), uzyskane na podiozach kontrolnych i podiozach wzbogaconych w 20 g- dm-

ditlenku tytanu P-25, rézniacych sig aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli
(w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS) -
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Rys. 30. Srednie dzienne przyrosty kolonii (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysogenum
(szczep ZUT24a), uzyskane na podiozach kontrolnych i podtozach wzbogaconych w 20 g- dm
ditlenku tytanu P-25, réznigcych sie aktywnoscig wody i sposobem prowadzenia hodowli
(w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS)

Wprowadzenie ditlenku tytanu do podioza CYA spowodowalo zmiang optymalnych warunkéw
wzrostu grzybéw nalezacych do szczepéw AMS1 i ZUT11. Maksymalnymi dobowymi przyrostami kolo-
nii wymienione grzyby charakteryzowaty sie na podtozach o aw, odpowiednio, 0,999 i 0,975 (na pozyw-
ce kontrolnej przy aw = 0,997). Zmianie ulegto réwniez tolerowane przez grzyby aw minimalne. Pozywki
0 aw réwnym 0,850 zahamowaly catkowicie wzrost grzybow Penicillium chrysogenum w hodowlach
prowadzonych w ciemnosci, podczas gdy w hodowlach naéwietlanych brak wzrostu stwierdzono juz
przy ay = 0,900 (rys. 28-30).

Mozna zauwazyé, ze przy wyzszych aktywnosciach wody (aw = 0,975) wptyw $wiatta na akty-
wacje wlasciwosci przeciwgrzybowych ditlenku tytanu byt stosunkowo niewielki. Natomiast grzybnie
ostabione brakiem wody, rosnace na podtozach o ay < 0,950, reagowaly silniej na fotokatalitycznie ak-
tywny TiO,. Hipoteze méwiaca o ostabieniu grzybni pod wptywem chlorku sodu i dodatku ditlenku tytanu
potwierdzity przeprowadzone oznaczenia suchej biomasy (rys. 31-33). Z przyczyn opisanych wczesniej
biomasa grzybow rosnacych na pozywkach o aw < 0,900 nie zostafa oznaczona.

Na podstawie analizy danych przedstawionych na rys. 31-33 stwierdzono, ze wptyw dodatku di-
tlenku tytanu na parametry zyciowe grzybow Penicillium chrysogenum jest dostrzegalny juz przy aktywno-
$ci wody aw = 0,975. Mozna rowniez zauwazyc, ze najsilniejszy efekt inhibicji dotyczy pozywek 0 aw =
0,999, suplementowanych 20 g TiO» na dm? podioza, a nastepnie aktywowanych $wiattem UV-VIS.
W stosunku do podtozy kontrolnych spadek wytworzonej biomasy wynosit: 76,82% dla szczepu AMS1,
68,55% dla szczepu ZUT11i67% dla szczepu ZUT24a.
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Rys. 31.

Sucha biomasa (+ odchylenie standardowe) grzybow Penicillium chrysogenum (szczep
AMS1), uzyskana na podtozach kontrolnych i podfozach wzbogaconych w 20 g - dm-3 ditlenku
tytanu P-25, rozniacych sie aktywnoscig wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci
lub $wietle widzialnym UV-VIS)
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Aktywno$¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975; 0,950
Rys. 32. Sucha biomasa (& odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysogenum (szczep

ZUT11), uzyskana na podiozach kontrolnych i podtozach wzbogaconych w 20 g- dm- ditlenku

tytanu P-25, rozniacych sie aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci
lub $wietle widzialnym UV-VIS)

W celu jednoznacznego potwierdzenia, czy sam ditlenek tytanu moze hamowaé procesy zycio-
we grzybow rosnacych na pozywkach o obnizonym aw, zbadano aktywnos¢ wybranych enzymow grzy-
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bowych. W hodowlach na pozywkach o ay = 0,900-0,999 oznaczono ogélng aktywnos¢ esteraz i 19
hydrolaz. Ze wzgledu na niewystarczajacy poziom zarodnikowania na pozywkach o aw = 0,900 i 0,950
okreslenie aktywnosci hydrolaz z wykorzystaniem testu BIOMERIEUX byto niemozliwe. Z kolei na pod-
tozach kontrolnych i podfozach wzbogaconych w ditlenek tytanu o aw = 0,900 nastapita catkowita inhibi-
cja wydzielania esteraz, wiec wyniki te pominieto.

- K= pozywki kontrolne CYA

D TiO, = pozywki wzbogacone w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20 g - dm™

N
2
:

1,00 4

Sucha biomasa grzybni, g
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Warunki hodowli: C — ciemnos¢, § - éwiatto UV-VIS
Aktywno$¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975; 0,950

Rys.33. Sucha biomasa (+ odchylenie standardowe) grzybéw Penicillium chrysogenum (szpzep
ZUT24a), uzyskana na podiozach kontrolnych i podiozach wzbogaconych w 20 g- qm—3 dnlen-_
ku tytanu P-25, rézniacych sie aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli
(w ciemnoéci lub $wietle widzialnym UV-VIS)

Na podstawie analizy danych przedstawionych na rys. 34-36 stwierdzono, ze najwyzszymi ak-
tywnosciami esteraz charakteryzowat sie szczep ZUT24a, a najnizszymi AMS1. Ponadto stwierdzono,
Ze wraz z obnizaniem dostepnosci wody aktywno$¢ tej grupy enzymow nieznacznie malata. Powyzsze
zmiany obserwowano zaréwno w hodowlach prowadzonych w ciemnosci, jak i w Swietle widzialnym.
Pozywki o aktywnosci wody 0,999 stanowity optymalne warunki do wydzielania esteraz przez grzyby
Penicillium chrysogenum.

Nieoczekiwanie okazalo sie, ze suplementacia pozywek 20 g - dm- ditlenku tytanu az
w siedmiu przypadkach spowodowata istotny wzrost ogéinej aktywnosci esteraz wytwarzanych przez
Penicillium chrysogenum (rys. 34-36). Dotyczyto to hodowli prowadzonych w ciemnosci i szczepdw
AMS1 (ay = 0,997 i 0,950), ZUT11 (aw = 0,997; 0,975 i 0,950) i ZUT24a (aw = 0,975 i 0,950).

Natomiast w hodowlach prowadzonych w $wietle UV-VIS dodatek do pozywek ditlenku tytanu
wplynat hamujaco na wydzielanie esteraz. W stosunku do pozywek kontrolnych obserwowane obnizenie
aktywnosci esteraz wynosito od 17,62% (ZUT24a przy aw = 0,999) do 30,95% (AMS1 przy aw = 0,975).
Na uwage zastuguje fakt, ze wszystkie opisane roznice byly istotne statystycznie przy p=<0,05.
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Rys. 34.

Aktywno$¢ esteraz produkowanych przez szczep AMS1 (£ odchylenie standardowe), rosnacy na
pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w 20 g- dm- ditlenku tytanu P-25, roznia-
cych sig aktywnoscig wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnoci lub $wietle widzial-
nym UV-VIS); strzatki oznaczaja roznice statystycznie istotne na poziomie istotnosci p < 0,05
pomiedzy pozywka kontrolna i wzbogacong w 20 g - dm- TiOz
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Rys. 35. Aktywnos¢ esteraz produkowanych przez szczep ZUT11 (+ odchylenie standardowe), rosnacy

na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w 20 g-dm- ditlenku tytanu P-25, roz-
niacych sie aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci lub $wietle wi-
dzialnym UV-VIS); strzatki oznaczajg roznice statystycznie istotne na poziomie istotnosci
p < 0,05 pomigdzy pozywka kontrolng i wzbogacona w 20 g - dm- TiO,
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Rys. 36. Aktywnosc esteraz produkowanych przez szczep ZUT 24a (+ odchylenie standardowe), rosnacy
na pozywkach kontrolnych i pozywkach wzbogaconych w 20 g-dm- ditlenku tytanu P-25, r6z-
niacych sig aktywnoscia wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci lub $wietle wi-
dzialnym UV-VIS); strzatki oznaczajg réznice statystycznie istotne na poziomie istotnosci
p < 0,05 pomiedzy pozywka kontrolng i wzbogacong w 20 g - dm- TiO,

Hydrolazy sg enzymami katalizujacymi rozszczepienie czasteczki substratu na mniejsze cza-
steczki przez przytaczenie wody. Zatozono wiec, ze ich aktywno$¢ bedzie zalezata od dostepnosci wody
W podtozu. Zgodnie z przyjeta hipoteza stwierdzono, ze niedostatek wody w pozywce hamowat aktyw-
nos¢ hydrolaz wydzielanych przez grzyby Penicillium chrysogenum, rosnace na podtozach kontrolnych
(rys. 37-39). Obnizenie aktywnosci tych enzyméw, spowodowane zmniejszeniem wskaznika dostepnej
wody, wynosito od 25% dla szczepu ZUT11 do 70% dla szczepéw ZUT24a i AMS1. Enzymami najsilniej
hamowanymi przez pogarszajace sie warunki uwodnienia pozywek byly: fosfohydrolaza naftolu-AS-BI
(uAMS1 i ZUT11), a-galaktozydaza (u AMS1 i ZUT24a) i B-galaktozydaza (u ZUT11 i ZUT24a).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze kazdy sposrod 19 badanych enzyméw cha-
rakteryzowat sie inng wrazliwoscia na obnizajacq sie aktywnos¢ wody pozywek kontrolnych. W wielu
przypadkach aw optymalne do zwigkszenia aktywnosci poszczegdlnych enzyméw nie pokrywato sie
Z aktywnoscia wody optymalng do wzrostu grzybdéw Penicillium chrysogenum. Ten ostatni wniosek po-
twierdza wcze$niejsze spostrzezenia, zawarte w pracach wiasnych dotyczacych aktywnosci celulaz,
ksylanaz i lipaz [260, 261, 262).

W hodowlach na podtozach rézniacych sie aktywnoscia wody $wiatto widzialne modyfikowato
ilo$¢ wydzielanych hydrolaz. U wszystkich badanych grzybéw rosnacych na pozywkach o ay = 0,975
10,999 nastepowat wzrost ilosci wytwarzanych enzyméw, a na pozywkach o aw = 0,997 — spadek.

Suplementacja pozywek ditlenkiem tytanu spowodowata obnizenie ilosci i aktywnosci hydrolaz
wydzielanych przez gatunek Penicillium chrysogenum. Natomiast aktywacja TiO. $wiatlem UV-VIS
skutkowata dalszg redukcja ich wydzielania (rys. 37-39). Zauwazono ponadto, ze w hodowlach na po-
Zywkach o ay = 0,975, inkubowanych w ciemnosci lub $wietle, ditlenek tytanu powodowat znaczace
Zubozenie réznorodnosci wydzielanych enzyméw. Grzyby rosnace na podtozach wzbogaconych w TiO,
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ktdry nie byt aktywowany $wiattem widzialnym, charakteryzowata aktywnos¢ tylko jednego Iub dwéch
enzyméw. Byly to: esteraza C4 (szczepy AMS1 i ZUT11) oraz esteraza C4 i arylamidaza leucynowa
(szczep ZUT?24a). Natomiast grzyby rosngce na pozywkach z ditlenkiem tytanu, ktéry aktywowano $wia-
ttem UV-VIS, wydzielaty juz tylko esteraze C4 (szczepy ZUT11 i ZUT24a). Dla kontrastu na podtozach
kontrolnych o takiej samej aktywno$ci wody stwierdzano aktywno$¢ az szesciu hydrolaz (rys. 37-39).

Aktywnoé¢ hydrolaz, nmol

Pozywki: K - kontrolne; TiO, - pozywki wzbogacone w ditienek tytanu P-25 w stezeniu 20 g - dm; warunki hodowli: C - ciemnoé¢, § - éwiatio
Aktywnos¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975

Rys. 37. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez szczep AMS1, rosnacy na pozywkach kontrolnych
i pozywkach wzbogaconych w 20 g-dm-3 ditlenku tytanu P-25, rézniacych sie aktywnoscia
wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS)

Aktywnos$¢ hydrolaz, nmol

Pozywki: K - kontrolne; TiO, - pozywki wzbogacone w ditlenek tytanu P-25 w stezeniu 20 g - dm=; warunki hodowli; G ~ ciemnose, § - swiatlo
Aktywnoé¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975

Rys. 38. Aktywnos$¢ hydrolaz produkowanych przez szczep ZUT11, rosnacy na pozywkach kontrolnych
i pozywkach wzbogaconych w 20 g-dm-* ditlenku tytanu P-25, rézniacych sie aktywnoécia
wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS)
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Aktywnos¢ hydrolaz, nmol

Pozywki: K - kontrolne; TiO, - pozywki wzbogacone w ditlenek tytanu P-25 w stgzeniu 20 g - dm-; warunki hodowii: C - ciemnos¢, § - éwiatio
Aktywnoé¢ wody: 0,999; 0,997; 0,975

Rys. 39. Aktywnos¢ hydrolaz produkowanych przez szczep ZUT11, rosngcy na pozywkach kontrolnych
i pozywkach wzbogaconych w 20 g-dm-3 ditlenku tytanu P-25, réznigcych sie aktywnoscia
wody i sposobem prowadzenia hodowli (w ciemnosci lub $wietle widzialnym UV-VIS)

Stawianych jest wiele hipotez na temat wptywu aktywnosci wody na aktywnos¢ enzymatyczna
organizméw w warunkach in vivo oraz in vitro [263-265]. Domodaran [263] uwaza, ze wigkszo$¢ reakcii
enzymatycznych zachodzacych w komérkach mikroorganizméw to reakcje bez udziatu wody, ktére jed-
nak sg prowadzone w $rodowisku wodnym. W $rodowisku pozbawionym wody spada szybko$é¢ tych
reakcji. Ponadto ich kontrola staje sie niemozliwa, bo woda wptywa na konfirmacje receptoréw btono-
wych, odpowiedzialnych za monitoring $rodowiska reakcji. Najprawdopodobniej z tego powodu to wia-
Snie aktywno$¢ wody pozywek miata najwiekszy wptyw na wzrost i biomase grzybéw Penicillium chry-

sogenum.
Rezultaty przedstawione w niniejszej pracy rzucajg nowe $wiatto na znaczenie aktywnoéci wody

W zwigkszeniu skuteczno$ci fotokatalizatorow tytanowych. W wigkszoséci przypadkow wykazano, ze
przy niskich aktywno$ciach wody skuteczno$¢ dziatania ditlenku tytanu nieaktywowanego lub aktywo-
Wwanego $wiattem rosnie. Przy obnizeniu aktywno$ci wody do wartoci bliskich poziomowi tolerowanemu
Przez gatunek Penicillium chrysogenum (tj. aw < 0,900) mozna uzyska¢ petng eliminacje grzybéw ple-
Sniowych. Nalezy dodac, ze w tych warunkach grzyby nie wykazywaty zywotnosci. Swiadcza o tym
Negatywne wyniki przeprowadzonych oznaczer aktywnosci esteraz.

Powyzsze wnioski moga mie¢ istotne znaczenie dla producentéw zapraw i farb fotokatalitycz-
nych. Jezeli pod warstwa farby bedzie sie znajdowata woda dostepna dla grzybéw, a dodatkowo bedg
tam substancje organiczne (np. drewno), moze sig okazaé, ze nawet najskuteczniejsza powioka malar-
ska nie bedzie zabezpieczona przed korozjg mikrobiologiczna. Grzyby strzgpkowe beda sig rozwijaé
zaréwno na styku podtoza pokrytego powlokg malarska, jak i w samym podtozu. Jak wiadomo, duza
Czg$¢ materiatow jest malowana farbami o dziataniu antygrzybowym, przy czym podioze pozostaje nie-
Zabezpieczone lub stabo zabezpieczone przed wnikaniem wody. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze ze
Wzgledu na rézne mechanizmy powigzania wody w materiatach budowlanych, wyroby o takiej samej
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zawartosci wody moga wykazywac rézng jej aktywnosc. Wzrost i bytowanie grzybéw w materiatach
o niskiej zawarto$ci wody jest mozliwe dzieki syntetyzowaniu i akumulacji w komérkach substancii roz-
puszczalnych (np. sacharydéw, aminokwaséw, chlorkéw sodu czy potasu) badz ich pobieraniu ze $ro-
dowiska. Substancie te dziatajq stabilizujgco na réwnowage osmotyczng ukladu komérka—$rodowisko.
Ztego wzglgdu im ubozsze w sktadniki odzywcze bedzie $rodowisko, w ktérym bedq sie rozwija¢ grzy-
by, tym wieksza skutecznoscig beda sie odznaczac fotokatalizatory tytanowe.



11.  Podsumowanie i proponowany model oddziatywania
ditlenku tytanu na grzyby

Badania nad wptywem aktywnosci wody i ditlenku tytanu aktywowanego Swiattem prowadzono
z wykorzystaniem trzech szczepéw Penicillium chrysogenum. Wszystkie badane grzyby wyizolowano
z powietrza, jednak z uzyciem odmiennych metod. Dwa sposréd badanych szczepow (ZUT11 i ZUT24a)
uzyskano z powietrza budynku uzytecznosci publicznej (fitness klub), jeden z piwnicy budynku miesz-
kalnego (AMS1). Badania identyfikacyjne potwierdzity przynalezno$¢ wszystkich szczepéw do gatunku
Penicillium chrysogenum. Pomimo podobienstwa morfologicznego i fizjologicznego grzybow stwierdzo-
no, ze badane szczepy réznity sie znacznie w reakcji na $wiatto, aktywno$¢ wody i ditlenek tytanu, ak-
tywowany $wiatlem UV-VIS lub UVA. Wskazuje to jasno, ze miejsce pochodzenia izolatow w sposob
zlozony wptywato na ich mozliwosci rozwojowe w hodowlach in vitro.

Badania nad wplywem ditlenku tytanu na wzrost grzybéw prowadzono metoda ptytkowa, wzbo-
gacajgc pozywki przeznaczone do hodowli grzybéw w TiOz. Po raz pierwszy sztuczne podioze do ba-
dan nad dziafaniem $rodkow antygrzybowych w ochronie drewna zastosowat w 1910 roku Se-
idenschnur. Trzydziesci lat pozniej metode agarowa zastapiono metodg klockowa [266]. W literaturze
przedmiotu mozna znalezé opisy co najmniej kilku sposobéw badania skutecznosci produktéw biobdj-
czych i substancji czynnych o dziataniu grzybobdjczym, stosowanych do ochrony materiatow technicz-
nych [267, 268]. Niektore sposréd tych metod zostaly objete normami: PN-EN 152-1: 1994 [269], PN-
-EN 1275:2000 [270], PN-EN 1650:2002 [271]. Inne s wykorzystywane w laboratoriach przemystowych
stosujacych wiasne procedury (np. metoda Instytutu Techniki Budowlanej: procedura LD-14 pt. Badanie
skutecznosci dziatania Srodkow przeznaczonych do zwalczania grzybow plesniowych na tynkach). Opi-
sane metody réznia sie miedzy sobg warunkami prowadzonych oznaczen, sposobem oceny parame-
trow, a takze wyborem organizméw modelowych. Zadna z prezentowanych metod nie jest przeznaczo-
na wyltacznie do testowania skutecznoéci preparatow o dziataniu fotokatalitycznym. Na podstawie wyni-
kéw uzyskanych przez autorke niniejszego opracowania mozna zaproponowa¢ metode plytkowa,
Z wykorzystaniem pozywek agarowych do badan nad antygrzybowymi whasciwosciami fotokatalizatorow
tytanowych. W trakcie doéwiadczen przebadano cztery podtoza standardowo uzywane do hodowli grzy-
béw. Byly to pozywki MEA, CYA, SGA i PDA. Analizy, przeprowadzone z wykorzystaniem najnowszych
technik mikroskopii elektronowej SEM i TEM, potwierdzity, Ze suplementacja pozywek ditlenkiem tytanu
daje réwnomieme roztozenie wprowadzonego czynnika w pozywce (rys. 8-11). Ponadto nie powoduje
zmian w jego charakterystyce krystalograficznej. Dotyczy to zarowno ksztattow, jak | wielkosci krystalitow.

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw okreslono szybkoé¢ wzrostu grzybéw na badanych
podiozach kontrolnych i podiozach wzbogaconych w ditlenek tytanu w hodowlach prowadzonych
w ciemnosci, w $wietle UV-VIS oraz UVA. Jak dowiedli Sharma i Pandey [272], szybkos¢ przyrostu
grzybni jest bardzo dobrym wskaznikiem identyfikacji i wyboru komponentéw podtoza, odpowiednich dla
danego gatunku grzybéw. Moze byé réwniez przydatnym narzedziem uzupetniajacym charakterystyke
gatunkéw i podgatunkow z rodzaju Penicillium i Aspergillus [273]. Potwierdzity to wyniki otrzymane
przez autorke niniejszego opracowania. Wykazano, ze Penicillium chrysogenum jest gatunkiem wrazli-
wym na $wiatto UV-VIS oraz UVA. Kazdy z badanych szczepow reagowat na $wiatto w odmienny spo-



88 11. Podsumowanie i proponowany model oddziatywania ditlenku tytanu na grzyby

sob (negatywnie lub pozytywnie). Reakcja na naswietlanie nie moze by¢ uznana za wyréznik szczepu,
gdyz w duzej mierze zalezata od typu zastosowanego podtoza, jego aw i zawartosci TiO,. Rozng wraz-
liwos¢ na $wiatto szczepow grzybowych, nalezacych do tego samego gatunku, potwierdzajg rowniez
wyniki, ktére otrzymali Karpenko i in. [274].

Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna stwierdzi¢, ze odpomos¢ grzybéw nalezacych do
rodzaju Penicillium na ditlenek tytanu aktywowany $wiattem UV-VIS jest znaczna. Spostrzezenie to
tylko czesciowo potwierdzaja wyniki Maneerata i Hayaty [215] oraz Hochmannovej i Vytrasovej [219].
Wymienieni autorzy badali pojedyncze szczepy Penicillium, a jak wskazujg wyniki otrzymane przez autor-
ke niniejszego opracowania, grzyby Penicillium chrysogenum charakteryzujg sie duza zmiennoscig reakcji
na fotokatalitycznie aktywny ditlenek tytanu. W zaleznosci od szczepu i miejsca jego izolacji wystepuje
rozna wrazliwosc na TiO., Z badan wiasnych [275, 276] wiadomo, ze podobny poziom zmiennosci cechuje
réwniez inne gatunki grzybdéw plesniowych. Z tego powodu do badan nad skutecznoscig fotokatalizatoréw
tytanowych powinno sie wybiera¢ przynajmniej trzy szczepy z kazdego gatunku grzybdw.

Gatunek Penicillium chrysogenum mozna poleci¢ jako organizm modelowy. Cechy, ktdre ten
wybor uzasadniajg, to: powszechnosé wystepowania tego gatunku w powietrzu pomieszczen, a takze
w $rodowisku zewnetrznym, typowa dla grzybéw budowa, brak specjalnych wymagar hodowlanych
(jego hodowle s tanie i tatwe) oraz krétki cykl zyciowy.

Wedtug wielu uznanych autorytetéw z dziedziny mikrobiologii ograniczenie funkcji zyciowych
mikroorganizméw (w tym réwniez grzybéw mikroskopowych) jest spowodowane tworzeniem rodnikéw
hydroksylowych (*OH) w czasie reakcji fotokatalitycznej, przebiegajacej z udziatem czastek ditlenku
tytanu, aktywowanych $wiattem UV [175, 182, 212, 218]. Z przegladowej pracy autorstwa Hammela
iin. [277], wiadomo, ze identyfikacja rodnikéw *OH i ROS w kulturach grzybowych jest zadaniem bardzo
trudnym. Istniejace techniki umozliwiajace ich wykrycie to spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego lub posrednia ocena produktow reakcji rodnikéw z réznymi substratami. Pierwsza z metod
nie pozwala jednak okresli¢, czy rodniki sa wynikiem reakcji enzymatycznych przebiegajacych wewnatrz
czy na zewnafrz komorek grzybéw (w wyniku indukcji procesu fotokatalitycznego). Z kolei druga z wy-
mienionych metod jest obarczona duzym biedem. Wynika to z faktu, ze wiele detektoréw *OH i ROS
jest niespecyficznych i moze ulec utlenieniu przez inne rodniki obecne w komdrkach grzybéw. Ponadto
rodniki ROS charakteryzujq sie krétkim czasem pofowicznego rozpadu i aby mozliwe byto ich oznacze-
nie w czasie diugotrwatych badan in vitro, konieczne jest stosowanie akceptoréw wolnych rodnikow
(ang. scavengers), np. DMSO [277]. Biorac pod uwage powyzsze fakty, w przeprowadzonych bada-
niach zrezygnowano z préb okreslenia ilosci tworzacych sig wolnych rodnikéw, skupiajac sie na innych
parametrach, ktére mogtyby wskazywac na zachodzenie procesu fotokatalitycznego.

Przydatnymi narzedziami badan nad antygrzybowymi wiasciwosciami fotokatalizatorw tytano-
wych okazaly si¢ oznaczenia suchej biomasy i aktywnosci enzymatycznej. Tworzenie grzybni po-
wierzchniowej obserwowane na pozywkach wzbogaconych ditlenkiem tytanu powoduie, ze przy pomia-
rze promienia kolonii popeinia si¢ znaczny biad wplywajacy na zanizenie ogéinego efektu dziafania
ditlenku tytanu. Z kolei biatkowy charakter enzyméw powoduije, ze reagujg one szybko i wyraznie na
rozne czynniki srodowiskowe, zaréwno naturalne, jak wprowadzone sztucznie. Z tego powodu okreélenie
aktywnoéci enzymatycznej np. esteraz, katalazy lub hydrolaz moze by¢ dobrym wskaznikiem ogolnej zy-
wotnosci grzybow pleSniowych oraz oddziatywania na nie takich zwiazkow jak tienki metali lub biocydy.
Potwierdzaja to réwniez wyniki badan uzyskane przez Gilhama i Lehnera [278] oraz Gadda [279].



11. Podsumowanie i proponowany model oddziatywania ditlenku tytanu na grzyby 89

Na podstawie wynikow badan wiasnych nad wptywem ditienku tytanu na grzyby plesniowe
i bakterie [275, 276, 280-283] postawiono hipoteze, Ze ditlenek tytanu powoduje zakiécenie wewnetrz-
nych systeméw metablicznych organizméw, oraz zaproponowano prawdopodobny model dziatania di-
tlenku tytanu na gatunek Penicillium chrysogenum. llustracje modelu przedstawiono na rys. 40 i 41.
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Rys. 41. Drugi etap oddziatywania ditlenku tytanu na strzgpki grzybéw P. chrysogenum
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Ciagta aktywacja TiO. przez $wiatto widzialne UV-VIS prowadzi do powstania pewnej ilosci
rodnikéw (*OH) o duzym potencjale utleniajacym w stosunku do zwigzkdéw organicznych, w tym polime-
réw naturalnych (np. ligniny, celulozy, chityny itp.), wehodzacych w sktad ciany komérkowej grzybow.
Sciana komérkowa grzybow Penicillium chrysogenum jest zbudowana z warstw skladajacych sie w 29%
z glukanu, w 31% z mannanu (i zwigzanych z nim biatek) oraz w 25-30% z chityny [284]. W dojrzatych
strzepkach grzybdéw $ciana komdrkowa moze stanowi¢ 40% objetosci ich komdrek. Strzepki miode,
rosnace, maja Sciane ciefsza i prostszg w strukturze. Wydaje sie zatem prawdopodobne, Ze pierwszym
miejscem oddziatywania reaktywnych rodnikéw, powstajacych na nanoczastkch TiOz, aktywowanych
Swiattem, jest Sciana komdrkowa kietkujacej grzybni. W nastepstwie zetkniecia sie strzepek z powstaja-
cymi rodnikami hydroksylowymi mogtoby dochodzi¢ do mineralizacji sktadnikéw $ciany komérkowe;.
Prowadzitoby to do zmiany jej grubosci i wytrzymato$ci na uszkodzenia mechaniczne. W wyniku utraty
ciagtosci sciany komorkowej komorki strzepki bytyby otoczone tylko jednowarstwowg btong komérkowa,
Jak powszechnie wiadomo, protoplasty (czyli komdrki bez $ciany komorkowej) sg bardziej czute na
czynniki rodowiska. Taki mechanizm potwierdza wigksza wrazliwosc grzybow Penicillium chrysogenum
na niedostatek wody (niskie aw) i $wiatto obserwowana w hodowlach na pozywkach wzbogaconych
w ditlenek tytanu.

Rozpad $ciany komdrkowej bakterii pod wptywem reakciji fotokatalitycznej zostat potwierdzony
przez liczne zespoly badawcze i prace wiasne [180, 181, 188, 195, 283]. Badania prowadzone z uzy-
ciem najnowszych technik mikroskopii elektronowej (AFM) wskazujg, ze $ciana komérkowa otaczajgca
strzepki i zarodniki grzybow moze by¢ nawet dwukrotnie grubsza niz bakterii Gram-dodatnich [285].
Wydaie sie, ze to wiasnie z tego powodu odpornos¢ grzybéw na proces fotokatalityczny jest znacznie
wieksza niz bakterii. Podobny poglad wyrazaja Matsunaga i in. [166].

Réwnie prawdopodobne (jak rozpad $ciany komérkowej) wydaje sie oddziatywanie rodnikéw
hydroksylowych na tzw. ciatko wzrostowe Spitzenkdrpera (rys. 40). Wigksza wrazliwos¢ grzybéw na
ditlenek tytanu aktywowany $wiattem, obserwowana w pierwszych dniach zatozenia hodowli, jest po-
$rednim dowodem na to, ze rosnace strzepki byly silniej blokowane przez fotokatalizatory zastosowane
w badaniach. Spadek wrazliwosci grzybow na proces fotokatalityczny w miare wzrostu grzybni oraz
czasu trwania hodowli mozna wyttumaczy¢ uruchomieniem tzw. pierwotnego mechanizmu obronnego
[286]. Polega on na tym, ze uszkodzona czes¢ strzepki jest zamykana przez ciatka Woronina. Zatykajg
one przegrode poprzeczna, oddzielajgcg zniszczone komérki od niezmienionych sektoréw strzepki.
W zaleznosci od wielkosci strzepki przegroda ta ma szeroko$¢ okoto 50~500 nn. Wptyw istnienia opisa-
nego mechanizmu na odpornos$¢ grzybow na fungicydy i leki antygrzybicze wykazaty badania prowa-
dzone przez Bartoszewska i in. [287].

Wydaje sig, ze czgs¢ nanoczastek ditlenku tytanu moze sig przedostaé do wnetrza strzepki
grzybéw wraz z substancjami odzywczymi pobieranymi z podioza. Grzyby sg zdolne do pobierania na
drodze endocytozy czastek o wielkosci do 150 nm. Jak wynika z przedstawionej charakterystyki fotoka-
talizatoréw, $rednica czastek TiO nie przekraczata 25 nm (tabela 3). Czasteczki ditlenku tytanu, ktére
przedostana sig do wnetrza komérek, s3 nadal aktywne fotokatalitycznie [180, 184, 186]. Oznacza to,
Ze na ich powierzchni rowniez powstaja wysokoreaktywne rodniki hydroksylowe sOH i ROS (*0%-
i H202). Rodniki te wywotujg stres oksydacyjny, ktdry moze byé bezposrednia przyczyng zaklcen
w funkcjonowaniu endogennych enzyméw grzybowych, produkowanych w cytoplazmie, mitochondriach
i peroksysomach (rys. 40). Toksyczno$¢ rodnikow zalezy bezposrednio od ich stezenia w zywych ko-
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markach. Umiarkowany stres oksydacyjny moze spowodowac uposledzenie wzrostu i rozwoju komorek.
Natomiast silniejszy moze wywota¢ u nich apoptoze (czyli programowane samobojstwo komérek) Iub
doprowadzi¢ do martwicy [288-290]. Potwierdzeniem wystapienia stresu oksydacyjnego w komadrkach
grzyboéw Penicillium chrysogenum byty obserwowane zaburzenia w wydzielaniu enzymow (esteraz,
katalazy i hydrolaz) oraz ich czesciowa lub catkowita inaktywacja.

Z badan Emriego i in. [288] wiadomo, ze wysoka odpornos¢ Penicillium chrysogenum na stres
oksydacyjny wywotany przez fotokatalitycznie aktywny ditlenek tytanu jest najprawdopodobniej zwigza-
na z wysokim poziomem katalazy i peroksydazy glutationowej (GPX) w komérkach tych grzybow. Uzy-
skane wyniki potwierdzaja te spostrzezenia tylko czesciowo. Aktywacja $wiattem UV-VIS lub UVA di-
tlenku tytanu dodanego do pozywek spowodowata istotne obnizenie aktywnosci katalazy oraz ilosci
tworzonej suchej biomasy u wszystkich badanych szczepéw Penicillium chrysogenum. Natomiast
zbadan Emriego i in. [288] wynika, ze obecno$¢ egzogennych czynnikéw utleniajacych, takich jak:
H202 i wodoronadtlenek tert-butylowy (t-BOOH), nie spowodowata zmian w poziomie wykorzystania
glukozy z pozywki oraz nie wplyneta na przyrosty biomasy grzybéw. Jedynym wyttumaczeniem tych
rozbieznosci wydaje sie by¢ wyzsza aktywnosé TiO, w procesach wywotania stresu oksydacyjnego.

Zgodnie z zasada méwiaca o wiekszej reaktywnosci i nanotoksycznosci czastek o mniejszych
rozmiarach i wiekszej powierzchni wasciwej nalezy przyjac, ze antygrzybowy efekt fotokatalizy bedzie
tym wiekszy, im mniejsze krystality zostang wchitonigte do wnetrza komorek. Potwierdzajg to wyniki
uzyskane przez Hochmannova i Vytrasova [219]. Chociaz autorki nie sformutowaly tego wniosku
w swojej pracy, to analizujac uzyskane przez nie wyniki, mozna stwierdzi¢, ze powtoki fotokatalityczne
wykonane z anatazu o mniejszej wielkosci krystalitéw (i wigkszych wartosciach BET) wykazywaly lep-
sze wlasciwoéci antygrzybowe. Potwierdzaja to wyniki przedstawione w niniejszej pracy. Ditlenek tytanu
ZCh, produkowany przez Grupe Azoty Zaktady Chemiczne Police S.A., charakteryzowata najwigksza
powierzchnia aktywna, co skutkowato najsilniejszymi wiasciwosciami przeciwgrzybowymi. Na wzrost
antygrzybowych wlasciwosci fotokatalizatoréw wzgledem referencyjnego P-25 wplywa rowniez do-
mieszkowanie azotem (ang. doping). Ten wniosek znalazt swoje potwierdzenie w pracy Lii in. [220].

Jak juz wezesniej opisano, najlepszymi whasciwosciami przeciwgrzybowymi odznaczat sig ditle-
nek tytanu ZCh (Grupa Azoty Zaktady Chemiczne Police S.A.). Ze wzgledu na matq zawartos¢ anatazu
(21,8%) w tym katalizatorze mechanizm fotokatalityczny wydaije sie w jego przypadku mniej prawdopo-
dobny. Z tego powodu przyjeto réwniez drugg hipoteze. Zaktada ona, ze inhibicja wzrostu, biomasy
i aktywnoéci enzymatycznej grzybéw moze by¢ spowodowana sorpcja. Gtéwna przyczyna adsorpcji
substancji na powierzchni sorbentow jest wytworzenie wigzar o charakterze kowalencyjnym, z pewnym
udziatem wigzan jonowych, w wyniku czego sorbenty zmieniaja swoje wiasciwosci i sktad chemiczny
[291]. Wedtug Topoglidisa i in. [292] oraz Ellingsena [293] nanokrystaliczny ditlenek tytanu jest dobrym
adsorbentem biatek strukturalnych i enzymow. Z najnowszej literatury wiadomo, Ze sorpcja moze za-
chodzié w réwnym stopniu na krystalitach anatazu, rutylu i brukitu, powodujac istotne zmiany w konfor-
macji biatek [294]. Analizujgc uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze sorpcja cukréw wchodzacych
w sktad pozywek mogta powodowac zmniejszenie dostepnosci sktadnikow odzywczych dla grzybow, co
przyczynito sie bezposrednio do ich stabego wzrostu. Z kolei sorpcja biatek, zwlaszcza enzymatycz-
nych, mogta spowodowaé uposledzenie kontroli przeptywu substancji odzywczych do wnetrza komorek.
Wydaje sie, ze badania nad sorpcjg na czastkach ditlenku tytanu moga wyjasnic, ktory z zaproponowa-

nych mechanizméw jest wazniejszy.
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W ostatnich latach szczegélnego znaczenia nabierajg badania fizjologicznych i biochemicznych
wiasciwosci grzyboéw wystepujacych w pomieszczeniach zamknietych. Mozna sadzi¢, ze wiedza ta
umozliwi opracowanie nowych, skutecznych i tanich metod pozwalajacych na wyeliminowanie ich ze
srodowiska cztowieka. Ze wzgledu na powszechne wykorzystanie fotokatalizatoréw tytanowych w two-
rzeniu materiatéw samoczyszczacych (ang. self cleaning lub stay clean) okreslenie wtasciwosci anty-
grzybowych nowej generaciji fotokatalizatoréw na bazie ditlenku tytanu wydaje sie dobrym poczatkiem
nowego kierunku badan.



12.  Whnioski

1. Metode ptytkowa z wykorzystaniem pozywek agarowych mozna poleci¢ do badan nad anty-
grzybowymi wlasciwosciami fotokatalizatorow tytanowych. Najbardziej odpowiednim podiozem do mo-
delowania wzrostu grzybow jest pozywka CYA (w do$wiadczeniach trwajacych krécej niz siedem dni)
i PDA (w do$wiadczeniach trwajacych diuzej niz siedem dni).

2. Komercyjny ditlenek tytanu P-25, produkowany przez niemieckg firme Evonik, mozna poleci¢
jako materiat odniesienia w badaniach nad antygrzybowymi wlasciwosciami katalizatorow tytanowych.

3. Badane szczepy Penicillium chrysogenum charakteryzuja sie znacznym zréznicowaniem
wrazliwosci na $wiatto, aktywno$é wody i ditlenek tytanu, aktywowany $wiattem UV-VIS lub UVA.

4. Ze wzgledu na znaczng odpornos$c¢ grzybow Penicillium chrysogenum na ditlenek tytanu ak-
tywowany Swiatlem wymieniony gatunek moze by¢ dobrym organizmem modelowym w badaniach nad
skutecznoscig dziatania produktow fotokatalitycznych (np. farb, powtok itp.).

5. Dodatek 20 g ditlenku tytanu na dm3 pozywki i aktywacja $wiattem UVA (330 min) lub
UV-VIS sq niewystarczajace do petnej eliminacji grzybéw Penicillium chrysogenum, wystepujacych
w powietrzu. Dawka taka wptywa jednak na ograniczenie tempa wzrostu grzybow, spadek tworzonej
biomasy i obnizenie aktywno$ci enzymow (w tym katalaz, esteraz i hydrolaz).

6. Oznaczenia aktywnosci enzymatycznej sq dobrym wskaznikiem witalnosci grzybow rosna-
cych na powtokach fotokatalitycznych.

7. Badania sity przeciwgrzybowych wiasciwosci ditlenkéw tytanu pozwala uszeregowa¢ anali-
zowane fotokatalizatory w nastepujacym porzadku (od najlepszego do najgorszego): ditlenek tytanu
ZCh (Grupa Azoty Zaktady Chemiczne Police S.A.) > fotokatalizator N/TiO2 (Instytut Technologii Che-
micznej Nieorganicznej i Inzynierii Srodowiska Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie) > P-25 (Evonik).

8. Nizsza aktywnoé¢ wody zwieksza skutecznosé fotokatalizatorw tytanowych, aktywowanych
Swiattem UV-VIS.

9. Zahamowanie wzrostu grzybéw plesniowych obserwowane na pozywkach z ditlenkiem tyta-
nu, ktéry nie byt aktywowany $wiatlem, mogto byé spowodowane sorpcja biatek i cukréw na powierzchni
nanoczastek TiO,. Aktywacja ditienku tytanu $wiattem prowadzita do dalszego zahamowania wzrostu
grzybow, a gtéwna jego przyczyng mogt by¢ proces fotokatalityczny.
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The influence of water activity and light activated titanium dioxide
on the growth, biomass production and enzymatic activity
of Penicillium chrysogenum

Summary

To assure the correct quality of the air at the places of work and resistance is one of the biggest
challenges facing technologists-chemists responsible, among others, for developing new building mate-
rials formula and experts in ventilation and air conditioning system. Particles of some metals and their
oxides as small as nanometers are strong antimicrobial properties and therefore can be applied as addi-
tives to various types (e.g. building materials, cosmetics, plastic etc.) of materials and as an element of
biological filters used to clean the air or water. Most of solutions presented can be applied although they
do not clarify the data necessary to understand their biological operation. Lacking information on the
antifungal properties of those materials is particularly inconvenient.

The purpose of this paper was to study the impact of titanium dioxide activated by various types
of light on the growth, biomass production and enzymatic activity of Penicillium chrysogenum which
were isolated from the air of a residential building and fitness club. The titanium dioxide impact on the
growth of fungi was tested by the Petri dish method, the medium designated to grow fungi supple-
mented with TiO2. A majority of experiments were carried out with the use of P-25 titanium dioxide, ob-
tained in the chloride technology in the German company Evonik (formerly Degussa). The operation of
P-25 was compared to titanium dioxide produced by Azoty Group (Chemical Company Police S.A.) by
the sulfate process and the TiOz/N-100 titanium dioxide produced in the Institute of Chemical and Envi-
ronment Engineering West Pomeranian University of Technology in Szczecin.

In the research, four standard media were uded. They were MEA, CYA, SGA and PDA media.
In the research on the impact of titanium dioxide activated by the light, two types of light were applied:
visible spectrum (VIS) and UVA ultraviolet spectrum of A = 315-400 nm wave length.

The impact of water activity on the growth of Penicillium chrysogenum was tested on CYA me-
dium. The control medium was without TiO,. The water activity of the basal media was adjusted to
0.999; 0.997; 0.975; 0.950, 0.900 and 0.850 a, with sodium chloride. Ten-days old fungal cultures on
MEA slants at 25°C were used for preparation of spore suspensions. 5 ml of sterile physiological saline
were added to each slant. The slants were then vigorously shaken with a vortex for 3 minutes. Each
plate was centrally inoculated with 5 pil of spore suspension. One part of the plates was incubated in the
dark, while another part was exposed to indoor light. The natural indoor windows light was strengthened
by everyday 8-hour exposition to halogen light. The daily growth rates (mm - day-") were calculated from
the linear regression equation r = a - t + b, in which: r - colony radius (mm); t ~ incubation time (day);
a - daily growth rate; and b — growth retardation time (lag phase; ). The experiment was verified three
times. The statistical significance of the differences in daily growth rates was evaluated with one-way
ANOVA test at p < 0.05.

Despite of the morphological and physiological similarity of fungi, it was ascertained that fungi
strains varied significantly in their response to the light, low water activity and titanium dioxide. This
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clearly indicates that the place of origin of isolates had a complex impact on the potential of their growth
in in vitro culture.

The titanium dioxide impact on mold fungi depended on the microbiological medium type, TiO>
concentration and type of light used as a titanium photocatalytic process activator. On the grounds of
the results obtained, the Petri dish method with the use of CYA or PDA media can be suggested for the
research on antifungal properties of titanium photocatalysts.

The resistance of Penicillium chrysogenum fungi to photocatalytically active titanium dioxide is
significant. Lower daily growths of colonies, a drop in the biomass, reduced number of released spores,
a different mycelium texture and colour noticed on media enriched in 20 g- dm-3 TiO,, testify, however,
to a strong impact of titanium dioxide on living parameters of the fungi tested. It was found out that the
titanium dioxide activated by UV-VIS and UVA visible spectra reduced the activity of catalase, esterase
and of most hydrolases secreted by Penicillium chrysogenum.

A comparative analysis carried out for all types of substrates and strains proved that the tita-
nium dioxide, originating from Azoty Group (Chemical Company Police S.A.) had the strongest antifun-
gal properties under UV-VIS irradiation. The fungicide efficiency of the catalyst modified by nitrogen
(nitrogen doped) - TiO2/N-100, was higher than the commercial P-25 from Evonik Company.

Lower water activity in media caused further changes in the growth rate, biomass formed and
enzymatic activity. The degree of inhibition depended upon the individual properties of the strain. The
media containing titanium dioxide with water activity 0.900 inhibited the growth of all P. chrysogenum
strains under UV-VIS irradiation. The most probable explanation of changes noticed seems to be the
photocatalytic process. Sorption may be another possible mechanism.

Further studies are required to find out more combined effect of TiO,, water activity of technical
materials and indoor light to effectively inhibit fungal growth. These studies should be focused on ob-
taining experimental data to develop indoor photocatalytic paints and coatings which under visibly irra-
diation effectively decrease the growth of potentially pathogenic fungi occurring in the human environ-
ment.



Einfluss der Wasseraktivitat und des durch Licht aktivierten
Titandioxids auf das Wachstum, die Produktion der Biomasse
und enzymatische Aktivitat von Pilzen Penicillium chrysogenum

Zusammenfassung

Die Gewahrleistung den Menschen, eine richtiger Luftqualitat an Arbeits- und Erholungspléatzen
zu garantieren, ist eine der gréBten Herausforderungen, die vor Chemikern, die fiir chemische Verfah-
renstechnik und u.a. fir die Entwicklung neuer Rezepturen von Baustoffen verantwortlich sind, als auch
vor Spezialisten im Bereich der Liftungs- und Klimatechnik, stehen. Nanomolekiile mancher Metalle
oder ihrer Oxide verfiigen Uber starke biozide Eigenschaften und kénnen daher als Zusétze fir ver-
schiedene Materiallarten (z.B. Baustoffe, Kosmetika, Kunststoffe usw.) als auch als ein Teil von biologi-
schen Filtern zur Reinigung von Luft oder Wasser eingesetzt werden. Die Mehrheit présentierter Losun-
gen ist zwar applikationsfahig, es werden jedoch keine Informationen bekannt gegeben, die fir das
Verstehen der Art und Weise deren biologischen Wirkung erforderlich wéren. Besonders sprbar ist das
Fehlen von Informationen Uber fungizide Eigenschaften von diesen Stoffen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war das Kennenlemen des Einflusses des durch verschiedene
Lichtarten aktivierten Titandioxids auf das Wachstum, die Produktion der Biomasse und enzymatische
Aktivitat von Schimmelpilzen der Art Penicillium chrysogenum. Fir die Forschungen wurden Pilze ver-
wendet, die aus der Luft im Keller eines Wohngebaudes und eines Fitness-Clubs isoliert wurden. Die
Untersuchungen des Einflusses von Titandioxid auf das Wachstum der Pilze wurden mit Schalenme-
thode durchgefihrt, wobei die Nahrmedien fiir Pilzkulturen mit TiO angereichert wurden. Fir die Mehr-
heit der Versuche wurde das Titandioxid P-25 verwendet, welches im Chloridverfahren bei der deut-
schen Firma Evonik (ehemals Degussa) hergestellt wird. Die Wirkung von P-25 wurde mit der Wirkung
von Titandioxid, welches im Sulfatverfahren in chemischen Werken Zaktady Chemiczne Police SA (Po-
len) produziert wird, und von Titandioxid TiO2/N-100, welches im Institut fir Chemische Anorganische
Verfahrenstechnik und Umweltingenieurwissenschaften der Westpommerschen Technischen Universi-
tét in Szczecin gewonnen wurde, verglichen. In den Untersuchungen wurden vier Nahrmedien verwen-
det, die fiir Pilzkulturen standardmaBig eingesetzt werden, und zwar MEA, CYA, SGA und PDA. In den
Untersuchungen des Einflusses des durch das Licht aktivierten Titandioxids wurden zwei Lichtarten
verwendet: sichtbares Licht und ultraviolettes Licht im Bereich von 315 bis 400 nm. Den Einfluss von
Wasserakivitat auf das Wachstum von Schimmelpilzen Penicillium chrysogenum untersuchte man auf
dem Nahrmedium CYA. Die Wasseraktivitit (aw) von Néhrmedien modifizierte man durch Zugabe von
Natirumchlorid. Es wurden Néhrmedien mit folgender Wasseraktivitét erzielt: 0,999; 0,997; 0,975; 0,950;
0,900 und 0,850. Die Nahrmedien wurden mit Pilzsporen geimpft, die in einer Losung des physiologi-
schen Salzes suspendiert wurden. Einen Teil der Petrischalen (mit Pilzsporen geimpft) inkubierte map
im Dunklen bei einer Temperatur von 25°C, den anderen Teil der Schalen platzierte man in einem mit
einer Lichtquelle ausgestatteten Brutschrank. In zyklischer Weise bestimmte man den Durchmesser von
Pilzkolonien und auf dieser Grundlage berechnete man die Kennzahl des taglichen Durchmesserzu-
wachses der Kolonie (mm-Tag""). Diese Kennzahlen wurden mit dem Wachstum der Pilze auf Kontroll-
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nahrmedien verglichen. Bestimmt wurde auch die Biomasse der Pilze und die Aktivitat von Esterasen,
der Katalase und von 19 Hydrolasen.

Alle Versuche wurden dreimal wiederholt. Fiir die statistische Auswertung wurden die Pro-
gramme Excel und Statistica (Version 8.0) eingesetzt. Die Signifikanzanalyse wurde mit Hilfe des
ANOVA-Tests auf dem Signifikanzniveau p < 0,05 durchgefiihrt.

Trotz der morphologischen und physiologischen Ahnlichkeit der Pilze stellte man fest, dass sich
die untersuchten Stamme hinsichtlich der Reaktion auf das Licht, auf niedrige Wasseraktivitat und die
Anwesenheit des Titandioxids unterschieden. Dies weist deutlich darauf hin, dass die Herkunftsstelle
der Isolate in einer komplexen Weise die Entwicklungsmaglichkeiten in In-Vitro-Zuchten beeinflusste.

Der Effekt der Einwirkung von Titandioxid auf Schimmelpilze hing von der Art des verwendeten
mikrobiologischen Nahrmediums, der TiO, Konzentration und der Art des Lichtes, das als Aktivator des
photokatalytischen Prozesses verwendet wurde, ab. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse kann die
Schalenmethode unter Verwendung von Néhrmedien CYA oder PDA als eine Testmethode fiir die Un-
tersuchungen an fungiziden Eigenschaften von Titanphotokatalisatoren vorgeschlagen werden.

Die Bestandigkeit der.Pilze Penicillium chrysogenum gegen photokatalytisch aktives Titandioxid
ist betrachtlich. Kleinere Tageszuwachse der Kolonien, die Reduzierung der Biomasse, niedrigere Men-
ge der erzeugten Sporen, andere Myzeltextur und -farbe wurden auf Nahrmedien mit Zugabe von 20
g-dm3 TiO2 beobachtet, welches als Nachweis eines starken Einflusses von Titandioxid auf Lebenspa-
rameter von untersuchten Pilzen gilt. Man stellte fest, dass durch das sichtbare Licht UV-VIS und im
Bereich UV-A aktiviertes Titandioxid, die Aktivitat der Katalase, der Esterasen und der Mehrheit von
Hydrolasen verringerte, die von Pilzen Penicillium chrysogenum sekretiert wurden.

Die fiir alle Nahrmedienarten und alle Stamme durchgefiihrte Vergleichsanalyse wies nach,
dass die stérksten fungiziden Eigenschaften im UV-VIS-Licht das Titandioxid aus chemischen Werken
Zaktady Chemiczne Police SA - Grupa Azoty aufweist. Die fungizide Effektivitat des mit Stickstoff modi-
fizierten Katalysators (TiO2/N-100) war héher als fiir das kommerzielle Bezugsmaterial - das Titandioxid
der Firma Evonik (P-25).

Die Verringerung der Wasseraktivitat in Nahrmedien fiihrte zu weiteren Anderungen der Wachs-
tumsgeschwindigkeit, der erzeugten Biomasse und der enzymatischen Aktivitat. Der Inhibitionsgrad
hing von individuellen Eigenschaften des Stammes ab. Nahrmedien, die Titandioxid mit Wasseraktivitat
von aw = 0,900 beinhalteten, hemmten das Wachstum von allen untersuchten Stammen von
P. chrysogenum, wenn die Zuchten im UV-VIS-Licht stattfanden. Die meist wahrscheinliche Erlauterung
der beobachteten Veranderungen scheint der photokatalytische Prozess zu sein. Der zweite magliche
Mechanismus der beobachteten Veranderungen ist wahrscheinlich die Sorption.

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse beziiglich des Einflusses von Titandioxid auf
das Wachstum von Schimmelpilzen der Art P. chrysogenum ermutigen zur Fortsetzung der Forschun-
gen auf diesem Terrain. Weitere Untersuchungen zum Einfluss des Titandioxides auf das Wachstum
von Schimmelpilzen konnen zur Entwicklung neuer, dkologischer und fiir menschliche Gesundheit neut-
raler Produkte beitragen, die in der Lage sein werden, Pilze effektiv in geschlossenen Raumen zu be-
kampfen.
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