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UPORABLJENE OKRAJSAVE:

- LB - gojis¢e (LB - Luria broth, Lennox broth, Lysogeny broth...

(Sigma-Aldrich, 2019))

- YEPD - gojisce (Yeast Extract Peptone Dextrone, tudi YTD (Bd, 2019))

Tabela 1: Razlaga pojmov uporabljenih v nalogi (ScienceStruck Staff, 2018)

Pojem

Razlaga

Adsorpcija vs. absorpcija

Adsorpcija: vezava atomov, ionov ali
molekul na povrSino trdnine, tekoCmne ali
plina.

Absorpcija: vsrkavanje atomov, ionov ali
molekul v teko¢ino, trdnino ali plin.
(ScienceStruck Staff, 2018)

Aktivno oglje ali aktivirano oglje

V Sloveniji je ustaljen izraz “aktivno oglje”
in ne “aktivirano oglie”. Izraz “aktivirano
oglie” je dobeseden prevod iz angleS¢ine
(activated carbon) in se je zaCel uporabljati
po prihodu novih izdelkov z aktivnim ogljem
na slovensko trzisce.




Povzetek

Ze v preteklosti so aktivno oglie uporabljali pri raznih okuzbah, saj adsorbira toksine iz Zelodca.
S to raziskavo smo Zeleli preuciti vpliv njegove vsebnosti v medicinskih in kozmeti¢nih
izdelkih na razlicne vrste mikroorganizmov, zato smo opravili eksperiment z metodo plate-
counting, kjer smo v gojis¢a z bakterijama E. coli in B. cereus dodali tri koncentracije dveh vrst
oglia v fizioloski raztopini. Naredili smo eksperiment z difuzijskim antibiogramom, kjer smo
mikroorganizmom v gojis¢ih dodali diske z raztopino destilirane vode z razlicnimi izdelki z
ogliem. Rezultati so potrdili antimikrobne sposobnosti aktivnega oglja, saj so okoli diskov
nastale inhibicijske cone in da imajo razliéni izdelki razlicen antimikrobni uéinek, ter da ima
oglie za Cis¢enje zob vecji antimikrobni ucinek kot medicinsko oglje.

Glavna hipoteza o antimikrobnem ucinku aktivnega oglja je potrjena. Mislimo, da raziskava
pripomore k boljSemu razumevanju te lastnosti in spodbudi nadaljnje raziskave na to temo.

Klju¢ne besede: aktivno oglje, adsorpcija, antimikrobni u¢inki, zdravstvo, kozmetika




Zahvala

Radi bi se zahvalili naS$i mentorici za napotke in nasvete pri delu, pomo¢ in Se posebej za
spodbude. Prav tako bi se radi zahvalili aktivu biologov, kemikov in fizikov za omogoceno delo
v laboratoriju in za vse pripomocke, materiale in izdelke, ki smo jih potrebovali pri izvedbi
naSih eksperimentov.




1. UvOD

Aktivno oglie najdemo na seznamu pomembnih zdravil objavljenih na strani Svetovne
zdravstvene organizacije (WHO). Eden izmed razlogov je ta, da lahko u¢inkovito adsorbira
veliko snovi zaradi velike ploS¢ine notranje povrSine in sistema razlicno velikih por. To SO s
pridom izkori§¢ali Zze v ¢asu Egipcanov. (Sheila P., Danyetta Davis, 2017) Njegova sposobnost
adsorpcije je odvisna predvsem od razporeditve velikosti por (mikro-, mezo- in makropore).
(Chaemsanit etal, 2017, Dubnin, 1989)

Zadnje Case vse pogosteje vidimo aktivno oglie na policah trgovin med sestavinami razli¢nih
kozmetinih izdelkov: v sredstvih za beljenje zob, zobni pasti, razli€nih maskah za obraz,
losjonih za prhanje, itd. Najdemo pa ga tudi v obliki tablet, ki jih uporabljajo v zdravstvene
namene. Veliko ljudi ga pozna ravno po tem, da je zmoZen odstraniti organske snovi iz teko¢in
in plinov z adsorpcijo, s Cemer zdravijo marsikatero zastrupitev. (Sheila P., Danyetta Davis,
2017)

Poznamo ve¢ wvrst aktivnega oglja, ki jih najdemo v razlicnih oblikah, ki imajo tudi razlicno
uporabo. Nekatere so poleg vsrkavanja zmozne tudi locitve tekodin in plinov in shranjevanja
snovi. (Chaemsanit et al, 2017)

Raziskave potrjujejo, da ima aktivno oglje antimikrobni u€inek, zaradi narave svoje povrSine
in moznosti adsorpcije organskih snovi. (Karnib et al, 2013, Sheila P., Danyetta Davis, 2017)

Z aktivnim ogliem smo se velikokrat sreali v vsakdanjem zivljenju, Kkar nas je spodbudilo k
raziskovanju te snovi Zanimalo nas je namre¢ njegovo delovanje (predvsem njegova
sposobnost adsorpcije in njegovi antimikrobni u¢inki). V nasi raziskovalni nalogi bomo opisali
lastnosti aktivnega oglja, njegovo pridobitev, izgled, strukturo, delovanje in Se posebej njegove
sposobnosti adsorpcije. Opisali bomo tudi njegovo uporabo v preteklosti in danes, predvsem v
medicini in kozmetiki. V okviru raziskovalne naloge bomo opravili razlicne eksperimente, s
katerimi bomo preverjali u¢inke aktivnega oglja.
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1. 1. Cilji raziskave

Namen in cilj raziskave je primerjava vplivov razlinih koncentracij aktivnega oglia in
izdelkov, ki ga vsebujejo, na bakterije Escherichia coli, Bacillus cereus in glive Saccharomyces
cerevisiae v gojis¢ih, da bi tako ugotovili antimkrobno uéinkovitost aktivnega oglja.

1. 2. Raziskovalno vprasanje

Zastavljeno je bilo naslednje raziskovalno vprasanje: Ali aktivno oglje in izdelki, ki ga
vsebujejo, ima/imajo kakrsnekoli antimikrobne ucinke na bakterije E. coli, B. cereus in glive S.
cerevisiae?

1. 3. Hipoteze in njihove razlage

H1: Antimikrobno uéinkovitost aktivnega oglia na bakterije B. cereus, E. coli in glive kvasovke
(S. cerevisiae) bomo potrdili z izvedbo izbranih metod. (Karnib et al., 2013, Sheila P., Danyetta
Davis, 2017)

Ne glede na elektrostatski odboj med negativno nabitimi mikroorganizmi in povr§ino aktivnega
oglia se mikroorganizmi pritrdijo na aktivno oglie preko mo¢nih Van der Waalsovih sil.
Elektrostatska privlacnost med negativno nabitimi povrSmami celic mikroorganizmov in
pozitivno nabitimi delci aktivnega ogljia je mocna. (Karnib et al, 2013) Mislimo tudi, da lahko
adsorbira hranila, ki so potrebna za prezivetie mikroorganizmov, kar je razlog, da
mikroorganizmi ne prezivijo. Do adsorpcije pride, ker je aktivno oglje zaradi svoje hidrofobne
strukture zmozno odstraniti organske snovi iz raznih tekoCin in plinov na nacin adsorpcije
njinovih organskih kompleksov. (Sheila P., Danyetta Davis, 2017)

H2: Najve¢jo antimikrobno ucinkovitost pri metodi Stetja kultur bo pokazala najvecja
koncentracija uporabljenega aktivnega oglia redCena z najmanj$im faktorjem redc¢itve. (Zhang
et al., 2004)

Z dokazovanjem druge hipoteze hoCemo izvedeti, ali je antimikrobni u¢inek aktivnega oglja
premo sorazmeren s koli¢no dodanega oglja. Prirazliénih raziskavah, ki so proucevale ucinek
aktivnega oglja z dodatki, se je to potrdilo. To je bilo dokazano v raziskavi antimikrobnih
ucinkov aerogelov iz aktivnega oglja in srebra (Zhang et al, 2004), kjer je vecja koli¢ina
aerogela dosegla ve¢ji antimkrobni ucinek. Na podlagi te raziskave smo sklepali, da se bodo
podobni rezultati pojavili tudi pri naSem poskusu.

H3: Medicinsko oglie je v primerjavi s kozmeticnim ogliem bolj adsorptivno, zato je njegov
antimikrobni ucinek na vse tri mikrobe vecji. (Chaemsanit et al, 2017)

Mislimo, da ima medicinsko aktivno oglie ve¢ji antimikrobni ucinek kot aktivno oglie za
¢iSCenje zob zaradi vecje adsorptivnosti. Do tega lahko pride zaradi veje notranje powvrSine
medicinskega oglia in vecjega sistema razlicno velikih por, ki povzrocijo fiziéno in kemijsko
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adsorpcijo (pri fiziéni nastajajo Van der Waalsove sile med adsorbentom in adsorbatom, pri
kemicni pa pride do prehajanja elektronov med adsorbirano snovjo in aktivnim ogljem).
Razporeditev velikosti por aktivnega oglia je neposredno povezana z adsorpcijsko povr§ino
aktivnega oglia. Cim vedja je poroznost, tem vedja bo povrsina aktivnega oglja in s tem tudi
vecja adsorpcijska kapaciteta. (Chaemsanit etal, 2017)

H4: Kozmeticni in zdravstveni izdelki, ki vsebujejo aktivno oglie imajo razlicne antimikrobne
ucinke. (Lekarnar, 2014)

Mislimo, da imajo razliéni kozmeticni in zdravstveni izdelki razlicne sestavine, ki lahko
zavirajo ali spodbujajo rast mkroorganizmov v razlicni meri. Medicinsko aktivno oglie vsebuje
natrijev karmelozat, laktoza monohidrat, magnezijev stearat in saharozo, Kkar lahko predstavlja
ugodno okolje za mikroorganizme in zato lahko pripelje do slabSega antimikrobnega uéinka v
primerjavi s kozmetiénimi izdelki, ki teh Stirih dodatkov nimajo. (Lekarnar, 2014)

1. 4. Metode dela

Raziskavo bomo izvedli s pomo¢jo dveh metod, in sicer: “plate-counting” metodo n metodo
difuzijskih antibiogramov.

Pri prvi metodi bomo pripravili LB gojis¢a za prekonocne kulture E. coli, nanje pa s spatulo
drigalski razmazali fizioloSko raztopino z bakterjami in doloceno koncentracijo dolocenega
izdelka aktivnega oglja. Nato bomo po enodnevnem inkubiranju presteli nastale kolonije
bakterij izpostavljene razlicnim koncentracijam prisotnega aktivnega oglia z razlicnimi faktorji
redcenja.

Kot drugo metodo bomo uporabili difuzijski antibiogram, ki ga bomo opravili v skladu z
zmoznostmi Solskega laboratorija.

Pri tem bomo pripravili LB in YEPD gojis¢e, na katera bomo dodali mikroorganizme E. coli,
B. cereus in S. cerevisiae ter v narejene luknje/diske v gojis¢u dodali, v destilirani vodi
razredCene izdelke in po inkubaciji (enodnevni pri E. coli in B. cereus, dvodnevni pri S.
cerevisiae) izmerili inhibicijske cone z digitalnim kaliperjem.
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2. PREGLED LITERATURE

2. 1. Aktivno oglje

Aktivno oglie je porozna snov, obdana z ogljikovimi atomi, pridobljena iz razli¢nih ogljikovih
snovi za razlicne namene. Je ¢rn, nestrupen, trd, amorfen mikrokristalni adsorbent, opredeljen
z visoko stopnjo poroznosti, moznostjo adsorpcije i velko povrSino. Sestavljeno je iz
heksagonalnih  ogljikovih atomov (Slika 1a), ki so kovalentno vezani med seboj v
mikrokristalinine ogljiikkove plasti (Slika 1b), ki omogocajo povr§ini nepolarno oz. hidrofobno
lastnost. Molekularne vezi med mikrokristaliniénimi plasti aktivnega oglja tvorijo v strukturi
posamezne prostore med sloji, Ki se razvijejo v poroznost (Slika 1c). Vezi med funkcionalnimi
skupnami na robu ogljiikkove plasti, kot so kisik in vodik, vplivajo na povrSinske lastnosti,
velikost por ter ustvarijo manj urejene plasti. (Chaemsanit et al, 2017) Koli¢ina in velikost por
vpliva na povrsino, kar tudi vpliva na adsorpcijo aktivnega oglja. Aktivno oglje lahko najdemo
na seznamu pomembnih zdravil, ki ga je objavila Svetovna zdravstvena organizacija (WHO).
(Sheila P., Danyetta Davis, 2017)

l Covalent bond I

Intermolecular

Carbon atom l bonc!mg
S a4 ‘,—'-_
/ '
J N — o
- i 1L
o—y
RES> :

(a) (b) (c)

Slika 1. Heksagonalni atom ogljika, b) Mikrokristalinicni ogljikov sloj, ¢) Struktura aktivnega
oglja (Chaemsanit et al, 2017)

Aktivno oglie je najstarejSi adsorbent v Cloveski zgodovini, ki je dozivel napredek vse od
zoglenelega lesa v Casu starih EgipCanov pred ve¢ kot 5700 leti, do vlaken aktivnega oglja
danes. Zaradi svoje hidrofobne strukture je zmozno odstraniti organske snovi iz raznih teko¢in
in plinov na nac¢in adsorpcije njihovih organskih kompleksov. Uporabljali so ga tudi zaradi
njegovih zdravilnih znacilnostih, ki so zapisane v spodnji tabeli (Sheila P., Danyetta Dauvis,
2017)
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Tabela 2: Uporaba aktivnega oglja v zgodovini (Sheila P., Danyetta Davis, 2017; Erickson,

2004)

Leto

Uporaba aktivnega oglja

3700 pred naSim Stetjem

Egipc¢ani in Sumerci so uporabljali zoglenel
les v proizvodnji brona iz cinka, kositrove
rude in bakra.

1500 pred nasSim Stetjem

Egipcanski papirus je priceval o zmoznosti
oglja, da adsorbira pare z vonjem iz gnojnih
ran v vnetem Zelodcu in Crevesju.

400 pred nasim Stetjem

Hipokrat je uporabljal oglie za zdravijenje
bolezni kot so epilepsija, kloroza! in
antraksa.

157 naSega Stetja

Klaudij Galen, je napisal 500 zdravstvenih
razprav, ki so opisovale uporabo zivalskega
in rastlinskega oglja za Sirok spekter bolezni.

okoli 1700

Po obdobju zatiranja znanosti, se je uporaba
aktivnega oglja znova pojavila okoli 17.
stoletja.

1785

Lowitz testira znacilnosti adsorpcije oglja za
uporabo v zdravstvu in  uCinkovitost
aktivnega oglla v razbarvanju izbranih
vodnih raztopin. Aktivno oglie kasneje
uporabljagjo za razbarvanje  surovega
sladkorjevega sirupa.

1854

Stenhouse  poro¢a o uspesni uporabi
oglenega filtra pri odstranjevanju par in
plnov odto¢nih kanalov v Londonu.

1914- 1918

Aktivno oglje narejeno iz kokosovih lupin je
bilo  uporablieno v plinskih  maskah
ameriskih vojakov za adsorpcijo strupenih
plinov.

1 Bolezen rastlin, ki posega v tvorbo klorofila. (Glasset, B. etal. 2018)
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zaCetek 20. stoletja Ostrejko dokaze, da super gretje aktivnega
oglia s paro poveca njegovo adsorpcijsko
kapaciteto.

1960 Aktivno oglie znova uporabljajo klini¢no.

zadnja 2 desetletja Razvoj multidozne terapije, hemoperfuzije?
aktivnega  oglia, novih  superaktivnih
izdelkov.

2.1.1. Lastnosti

Aktivno oglie vsebuje razliéne anorganske snovi, ki izvirajo iz snovi, ki se uporablja kot osnova
za aktivno oglie, ali drugih sestavin dodanih pri proizvodnji (ogljik, vodik, zveplo, dusik).

Ostanek prahu nastane po tem, ko vzorec oglja nameSCen na porcelanasti talilni lonec segret v
peci pri 600 ° C izgori v celoti. 1-5% teZe prvotnega oglia je obifajno prahu. Oglie v prahu
lahko vsebuje anorganske snovi, kot so Zelezo, kalcij, natrij, baker, sulfati, kloridi in fosfati.
USP? aktivno oglie spere s kislino (obiajno s HCI) pri visjih temperaturah, da odstrani vecino
anorganskih primesi.

(O. Cooney, 1995)

Adsorpcija snovi je povezana s strukturo por aktivnega oglja, koncentracije funkcionalne
skupine oglja, adsorpcijske strukture in adsorpcijskega mehanizma. Objavljeno je wveliko
raziskav, v katerih so znanstveniki razvili razlicne oblike aktivnega oglja s pomocjo razli¢nih
snovi in metod za specificne namene uporabe, kot je predstavljeno v spodnji tabeli. Aktivna
oglia so locili po njihovih fizikalnih lastnostih. (Chaemsanit et al, 2017)

Tabela 3: Klasifikacija in uporaba aktivnega oglja (Chaemsanit et al, 2017)

Vrste aktivnega oglja Oblika/velikost delcev Uporaba

Aktivno oglje v prahu | Zdrobljeno oglie/manj kot | Vsrkavanje teko¢in in plinov
(drobni prah) 0.18 mm

Granulirano aktivno oglje | Nepravilna oblika/0.6 - 4.0 | Vsrkavanje, locitev tekoc¢in
(grobi delci) mm in plinov

2 Eden izmed izven telesnih na¢inov odstranjevanja strupov. (Szim, 2015)
3 US Pharmacopoeia — Farmakopeja (Zaloga zdravil v lekarni) Zdruzenih drzav Amerike.
(USP, 2019)
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Stisnjeno  aktivno  oglje | Valjasta oblika/ve¢je kot 4.0 | Shramba plinov, kontrola

(valjasti delci) mm izpustov odpadne vode
Vlakninsko aktivno oglje Fleksibilnost v | Odstranitev nestabilne
izdelavi/tesnejSa organske komponente

razporeditev velikosti por

Blago iz aktivnega oglja Fleksibilnost v | Odstranitev nestabilne
izdelavi/stalna poroznost organske komponente

2.1. 2. Gostota

Obstajajo razlicne gostote, na katere se lahko nanasamo, ko govorimo o doloc¢enih snoveh.
Masna gostota je masa na enoto prostornine. Prostornina, na Kateri je ta gostota zasnovana,
vkljuCuje Spranje med delci in prostornino samih delcev. Ponavadi je od 0.3 - 0.5 g/mL.
Gostota delcev je gostota enega delca. Prostornina, na kateri je ta gostota zasnovana, je
sestavljena iz prostornine por in trde ogljikove snovi. Ponavadi znasa 0.7 - 1.0 g¢/mL. Realna
gostota je gostota samo trde ogljikove snovi. Znasa priblizno 2.2 g/mL. (O. Cooney, 1995)

2. 1. 3. Prostorninapor

Prostornina por predstavlja prostornino por v delcu oglja na enoto teze oglja. Ponavadi je okrog
1.0-1.8 mL/g. (O. Cooney, 1995)

2. 1. 4. Razporeditev velikosti por aktivnega oglja

Aktivno oglie vsebuje kompleksen splet por razliénih oblik in velikosti. Pore imajo nepravilno
geometrijo, so razvejane in povezane med seboj s potmi ali prehodi, ki so lahko omejeni ali
neomejeni. S pomocjo dobro razvitih metod je mozmo dolociti relativno S$tevilo por. Ta
mformacija je ponavadi izraZzena kot skupna prostornina por na premer pore. Slka predstavlja
tipiéno razporeditev. Najbolj strm del krivulje predstavlja razpon premerov por, s katerim je
povezana ve€ina prostornine por. (O. Cooney, 1995)
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Slika 2: Skupna razporeditev prostornin por v tipicnem aktivnem oglju (O. Cooney, 1995)

Razporeditev velikosti por aktivnega oglja je najpomembnejSi faktor, ki mora biti dolocen pred
uporabo aktivnega oglja in procesom adsorpcije. Razporeditev velikosti por aktivnega oglja je
neposredno povezana z adsorpcijsko povr$ino aktivnega oglia. Cim vedja je poroznost, tem
veja bo povrSina aktivnega oglia. Glede na klasifikacijo IUPAC* so lahko strukture por
aktivnega oglja razvrS€ene v 3 tipe: makropore, z velikostjo por ve¢ kot 50 nm; mezopore, 2 -
50 nm in mikropore, manjSe od 2 nm.

4 International Union of Pure and Applied Chemistry- Mednarodna zveza za Cisto in uporabno
kemijo (IUPAC, 2019)
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Slika 3: Struktura por granuliranega aktivnega oglja na osnovi ¢rnega premoga aktiviranega
s paro. (Chaemsanit et al, 2017)

Vsaka vrsta aktivnega oglia vsebuje razlicno razporeditev velikosti por glede na naravno
strukturo izhodne snovi in proces aktivacije. Vrsta biomase uporabliene za proizvodnjo
aktivnega oglia ima pomembno vlogo pri razporeditvi velikosti por i plos¢ini povrSine
aktivnega oglja. Aktivno oglje iz biomase bogate s celuloze ima veliko povrsino v primerjavi z
ogliem iz ksilana® in lignita.

Aktivno oglie v prahu (premer delcev manj$i od 0,2 mm) vsebuje ve¢ mikropor in nima
makropor, medtem ko granulirano aktivno oglje vsebuje meSanico vseh velikosti por v razli¢nih
razmerjih. 1zbirna adsorpcija adsorbirane molekule na notranji porozni strukturi aktivnega oglja
je nadzorovana z velikostjo por. Adsorbirane molekule ne morejo priti skozi doloCene velikost
por preden potece proces adsorpcije. Najbolj u¢inkovita adsorpcija poteka pri molekulah, ki so
velike okoli 2 - 6 angstremoV® (lahko se adsorbirajo v mezopore), in tisth, ki so zmozne priti
skozi mikropore. Bakterijske celice, ki so ve¢je od 104 angstroma, ne morejo priti skozi
mezopore in se zataknejo na steni vhoda v poro.

5 Glavna hemicelulozna sestavina trdega lesa in se nahaja v 30% celi¢nih sten lesa. (Awano in
Fujita, 2001)

¢ Enota za merjenje dolzine. Enaka je 0.0000000001 meter (10-1° m). (Anne Marie
Helmestine, 2018)
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Makropore so bolj ustrezne pri adsorpciji teko¢in, mikropore pa pri adsorpciji plinov.

Adsorpcija v mikropore je ponavadi proces polnjenja mikropor, pri katerem je zmoZnost
adsorpcije nadzorovana s prostornino por. Ta proces lahko poteCe zaradi disperzijskih sil med
atomi aktivnega oglja in adsorbiranih snovi ter disperzijskih sil med atomi adsorbirane snovi.
Posledica primerljive velikosti por in velikosti adsorbiranin  molekul je proces polnjenja
dostopnega prostora por (podrocja adsopcijskih sil).

Pri mezoporah je proces adsorpcije osnovan na privlaénih silah med molekulo in povr§ino pore
in polnjenju por. Pri makroporah poteka adsorpcija poteka samo na povrSini stene pore (zaradi
velike prostornine por), kar je zanemarljivo, saj je adsorpcijska povrSina zelo majhna v
primerjavi z mezoporo.

Makropora deluje kot kanal za molekule pri transportu v mezopore in mikropore. Torej je lahko
uporaba napaCne velikosti por rezultat slabe adsorpcijske kapacitete aktivnega oglja.
(Chaemsanit et al, 2017, Dubnin, 1989)

Large dissolved
organic molecules Small dissolved
- organic molecules

Micro Pore Meso Pore

Figure 2 Schematization of the activated carbon structure
(SLASLI, 2002).

.-/’l

Slika 4: Struktura por aktivnega oglja: adsorpcija v makro-, mikro- in mezopore. (Fares et al,
2018)
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2. 1. 5. Struktura aktivnega oglja

Adsorpcija molekul v aktivno oglie poteka na aktivnih mestih povrSine por aktivnega oglja.
Kemi¢ni u¢inek povrSine aktivnega oglja na adsorpcijsko kapaciteto je zelo prepoznaven.
Funkcionalne skupine aktivnega oglja lahko izvirajo iz izhodne snovi. Z veliko poskusi so
poskusali modificirati orignalno strukturo povrSine aktivnega oglja, ki je vsebovala npr. samo
oglikove atome in je imela nepolarne oz hidrofobne znacCilnosti. Poskusali so tudi z uporabo
razli¢nih vrst kemijskih spojin, kot so cinkov klorid (ZnCkL), fosforjeva kislina (H3PO.),
natrijev hidroksid (NaOH), kalijev hidroksid (KOH) in amoniak (NHs) ter fizikalnih procesov,
da bi izboljSali moznost adsorpcije organskih ali anorganskih spojin.

Aktivno oglie povzroca dve wvrsti adsorpcije: fizicno adsorpcijo in kemicno adsorpcijo.
Adsorpcija aktivnega oglia je v glavnem fizicna adsorpcija, ki jo povzrocajo Sibke med
molekulske sile, kot so vodikove vezi, van der Waalsove sile, hidrofobne vezi oz. dipolno-
dipolne interakcije, pri katerih je adsorpcijska energija manjSa od 40 kJ/mol. Ta interakcija se
lahko zgodi hitro pri nizkih temperaturah in ravnovesje je lahko poruseno pri visokih

temperaturah (> 200° C). Pri kemijski adsorpciji je potrebna neka kemijska reakcija (ionska -

sprejemanje/oddajanje elektronov ali atomska - tvorjenje skupnih elektronskih parov). (Biteks,
2019)

Prisotnost funkcionalnih skupin na povrSini aktivnega oglja vpliva na kemijsko adsorpcijo.
Kemi¢na adsorpcija se zgodi s prenosom elektrona ali atoma iz adsorbirane molekule na
povrSino funkcionalne skupine aktivnega oglia. To po navadi poteka pri visokih temperaturah
in je v glavnem ireverzibilna adsorpcija. Proces kemijske aktivacije z 10% zveplovo kislino
lahko izboljSa zmoZnost adsorpcije organskih komponent, kot so benzen in toluen, za 18 oz
47%. Zmozost adsorpcije perklorata v pitni vodi se lahko izboljSa s pomocjo kemijske
aktivacije aktivnega oglja z raztopino organskih kislin, kot so fosforjeva Kislina in
klorovodikova kislina, ki povecujeta adsorpcijsko kapaciteto aktivnega oglia od 3.5 mg g-1 do
9.7 - 9.8 mg g-1. Uporaba kemi¢ne aktivacije ne poveca samo poroznost povrSine aktivnega
oglia, ampak tudi povzro¢i prisotnost hetero atomov na povrSinskih funkcionalnih skupinah na
robu mikrokristalini€nih ogljikkovih plasti kar lahko poveca interakcijo z adsorbiranimi
molekulami.

Prevladujejo funkcionalne skupine, ki vsebujejo kisik in vodik, kar lahko vpliva na kislinske,
baziCne ali nevtralne znacilnosti povrSine.

Kislinsko aktivno oglje, ki je oblikovano z veéanjem ogljiko-kisikovih skupin, je polarno in
hidrofilno. Bazi¢no aktivno oglie, ki vsebuje ogljiko-kisikove in dusikove skupine, je bolj
hidrofobno kot kislo aktivno oglje.

Aktivno oglje s skupinami, ki vsebujejo kisik, je hidrofilno i ima vecjo kapaciteto menjavanja
ionov zaradi svoje ogljikovo-kisikove strukture, kar pomeni, daima aktivno oglje pomembno
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vlogo pri adsorpciji kovin, kot je npr. adsorpcija kadmijevih(ll) ionov. Navadno aktivno oglje
bolje adsorbira hidrofobne organske snovi. Ce dodamo NHs aktivnemu oglju iz kokosovih
lupin, bo oglie boljse adsorbiralo benzen in toluen. Ce modificiramo povriino aktivnega oglja
z dusikovimi funkcionalnimi skupinmi, kot so aminske, imidske in pridilne skupine, bo oglje
bolje adsorbiralo CO.. (Chaemsanit et al, 2017, Hughmanick Berger in S. Bhown, 2011)

Slika 5: Molekularna struktura aktivnega oglja s povrsinskimi funkcionalnimi skupinami
(Yahya et al, 2015)

2.1. 6. Povrsina aktivnega oglja
Spodnja slika prikazuje odnos med velikostmi porin skupno plos¢ino povrSine aktivnega oglja.
Skupna plos¢ina je ploS¢na povrSine razporejena na vse pore danega premera. Vecina plos¢ine
notranje povrSine je povezana z manjSimi porami. (O. Cooney, 1995)
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Slika 6: Razporeditev skupne ploscine povrsine za tipicno aktivno oglje (O. Cooney, 1995)

Pomembno je poudariti da tudi, e je aktivno oglie dobro zdroblieno, je plos¢ina zunanje
povrSine vecja kot plos¢ina notranje. (O. Cooney, 1995)

Starejsi pripravki oglja imajo vezavno povrSino priblizno 1000 m2/g, novejsi pa Se vecjo (2500
do 3500 m2 /g). (Mozina in Grenc, 2009) PovrSino lahko pove¢amo zvklju¢evanjem primernh
funkcionalnh skupin (npr. ligandov’, ki vsebujejo kisik). (Swiderska-Dabrowska et al, 2018)

2.1. 7. Narava povrSine

Aktivno oglie lahko razdelimo v dve vrsti glede na naravo reakcij delne oksidacije, ki potece
med aktivacijo oglja. H-vrsta je pridobljena pri normalnih aktivacijskih pogojih, pri katerih se
uporablja visoka temperatura (>750 °C) in je vklju¢eno izpostavljanje paru CO:in nato sobni
temperaturi. H-vrsta je najpogostejSa v proizvodnji. TakSno aktivno oglje je hidrofobno in dobi
pozitivni naboj, ko je names¢eno v vodo, z adsorpcijo H* ionov naredi vodo bazicno. Frumkin
je odstranil vse povrSinske okside iz aktivnega oglia H-vrste z izpostavljanjem visokemu
vakuumu pri 1000 °C in je odkril, da je adsorpcija kislin s pomocjo tega oglia odvisna od
kolicine kisika, kateremu je bilo oglie izpostavljeno.

7.Snovi, Ki prispevajo ne vezne elektronske pare s katero tvorijo koordinativne vezi
(Eucbeniki, 2016)
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L-vrsta aktivnega oglja je lahko pridobljena pri aktivaciji pri nizki temperaturi (200 - 400 °C)
v zraku. TakSno aktivno oglie je hidrofilno in v vodi dobi negativen naboj, z adsorpcijo* OH-
ionov naredi vodo Kislo.

Spodnja slika predstavlja zmoznost adsorpcije HCl in NaOH s pomocjo aktivnega oglja
pridoblienega 1z sladkorja. Slka jasno ponazarja, da oglie, ki je bilo aktivirano pri nizji
temperaturi (L-vrsta), adsorbira hidroksilne ione, in da oglie, ki je bilo aktivirano pri vi§ji
temperaturi (H-vrsta), adsorbira hidrogene ione. (O. Cooney, 1995)
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Slika 7: Adsorpcija* kislin in baz z aktivnim ogliem, pridobljenim iz sladkorja pri razlicnih
aktivacijskih temperaturah (O. Cooney, 1995)

Razlike med L-wrsto in H-vrsto lahko utemeljimo z oksidacijskimi procesi, ki se pojavljajo pri
aktivaciji kot rezultat razli¢nih powvrSinskih funkcionalnih skupin (ogljikkovih ali kisikovih). V
H-vrsti oglja prevladujejo baziéni povrSinski oksidi, medtem ko pri L-vrsti kislinski povrSinski
oksidi. Pri L-wrsti se oblikujejo karboksilne, fenolske, hidroksilne,  karbonilne,
karboksilnokislinske, anhidridne, laktonske in ciklicno peroksidne skupine. Pri H-wrsti pa
prevladujejo laktoni, kinoni, hidroksili in karboksilati. (O. Cooney, 1995)

Ce zanemarimo kovinske nedistoée lahko re¢emo, da se pojavljata dve vrsti povr§in pri ogljiku:
ploskovne povrSine ogljikovih mikrokristalov in robovi ogljikovih ploskev, ki sestavljajo
stranske ploskve mikrokristalov. Ploskovne povrSine so dokaj enotne in vsebujejo malo
funkcionalnih skupin, saj so elektroni ogljikovih atomov kovalentno vezani na sosednji atomi.
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Vendar stranske ploskve mikrokristalov niso enotne in vsebujejo razline funkcionalne skupine.
Adsorpcija organskih komponent je mo¢no odvisna od narave in koli¢ine povrsinskih oksidnih
skupn. Na primer fenol oblikuyje mocan kompleksen mehanizem “donor-akceptor”, ki
vkljucuje karboniine okside na povrSini ogla, ki delyjejo kot donor elektronov in aromati¢ni
prstan fenola, ki deluje kot akceptor. (O. Cooney, 1995)

2. 2. Uporaba aktivnega oglja

Prvo oglie (tehnicno znano kot porozno oglie) je bilo pridobljeno iz lesa in uporablieno kot
gorivo. Cez nekaj stoletij so Egip&ani ugotovili antimikrobne in adsorpcijske udinke aktivnega
oglia. V zadnjem casu je bilo aktivno oglje izboljSano i je postalo zelo znan adsorbent. Vec
kot miljon ton aktivnega oglija se proizvede in porabi vsako leto. Zaradi sposobnosti
ucinkovitega odstranjevanja Sirokega spektra snovi (organskih kot tudi anorganskih) od plinov
do tekoCin n madezev s pomocjo adsorpcije, se uporablja na razlicnih podrocjih, kot so
kemijski inzeniring, farmacija, okolje, ¢iS¢enje ter industrja Zivil in pijac. Velko raziskovalcev
trdi, da je lahko uporabljeno za adsorpcijo barv, organskih sestavin in razlicnih onesnazevalcev
iz okolja. (Chaemsanit et al, 2017)

Dandanes aktivno oglie dodajajo v razlicne vrste zivilskih izdelkov, kot so pekovski izdelki,
sladoledi, pijace. Uporabljajo ga tudi kot zvilski dodatek za izboljSanje teksture, barve in
zdravih lastnostih Zivil. Poleg tega ga uporabljajo za odstranjevanje kofeina pri proizvodnji
brezkofemske kave. Zmozno je izocCiti rjavo sestavino iz sojine omake. (Chaemsanit et al,
2017)

Aktivno oglie se uporablja za CiS¢enje onesnazene vode. Za odstranjevanje necisto¢ iz vode se
uporabljata dva razlicna procesa adsorpcije. Prvi se izvaja v filracijski koloni, napolnjeni z
aktivnim ogljem v granularni obliki GAC (ang. Granular Activated Carbon). Uporablja se za
zelo onesnazene odpadne vode ter za razbarvanje odpadnih voda. Ko je aktivno oglie nasi¢eno,
ga je treba zamenjati. Nasi¢eno aktivno oglie se lahko zaradi visoke cene regenerira. Ta proces
se uporablja v primerih, ko je poraba oglja majhna. Oglje v obliki prahu se navadno dozira v
odpadno vodo z drugimi kemikalijami, kot so npr. koagulanti, flokulanti. Na ta na¢in iz vode
odstranimo tudi necistoce, ki jih s flokulacijo in koagulacijo ne moremo. Cena aktivnega oglja
v prasni obliki predstavlja le 30 - 50 % cene oglja v granularni obliki. Aktivnega oglja zato ne
regeneriramo, ampak ga iz vode izlo¢imo ter nato predeluyjemo skupaj s preostalimi goséami in
blatom. (Frim, 2006)

Med drugim tudi odstrani hiSne vonjave in blazi ugrize ter pike zuzelk. (Sheila P., Danyetta
Davis, 2017)
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2. 3. Zdravstvo in kozmetika

2.3. 1. Zdravstvo

Uporaba aktivnega oglia kot zdravila za razstrupitev se je pojavilo leta 1831, ko je Tovery zauzil
smrtno dozo strihnina meSanega z ogliem i ni utrpel niti lazjih posledic. Zdravniki so to
mednarodno sprejeli in sprejeli aktivno oglje kot univerzalno antidozo proti strupom. Obicajno
to zdravilo ni u¢inkovito pri zastrupitvi s korozijskimi sestavinami, kot so alkali in mocne
kisline, Zzelezo, borova kislina, litij, nafini izdelki (npr. Cistilna tekocina, kerozmn, bencin,
razredCilo za barve) in alkoholom. (MAYO Clinic, 2019)

Aktivno oglie je prvo priporoceno sredstvo, da ga zauzijemo vsedmih urah po zauztju toksmna.
(J Alkhatib in Al Zailaey, 2015)

Zmozno je pospesiti izloCanje strupa, ki ga je telo Ze absorbiralo skupaj z Zol¢em, zaradi Cesa
lahko pride do prekinitve enterohepatiénega obtoka. Tako imenujemo KkroZenje snovi, ki se
izlocajo z zolcem (najprej se absorbirajo v Crevesju, prispejo s portalnim obtokom v jetra ter se
nazadnje izlo¢ijo). Aktivno oglie ob tem nase veze strup, ki se po adsorpciji izlo¢a skozi
prebavila. Aktivno oglie zauzijemo nekaj ur po tem, ko zauzijemo potencialno prevelik
odmerek strupa. Pri tem uporabljamo aktivno oglie v obliki vodne suspenzije, Ce pa je
zastrupljenec nezavesten, mu dovajamo oglie po nazogastricni sondi. Razmerje med ogliem in
vodo bi naj bilo vsaj 1:4, torej mora aktivnega oglja v telesu biti 10-krat ve¢ od zauzitega strupa.
Za odraslega je priporocen zacetni odmerek oglia 1 gna 1 kg telesne teze, ki ne sme vsebovati
veC kot 100 ml suspenzije, saj bi obratno povzroCilo bruhanje in aspiracijo Zelod¢ne vsebine.
Pri resnejSih zastrupitvah je v prvih urah po zastrupitvi priporocliivo neprekinjeno dajanje
aktivnega oglja. 10 - 40 g oglja lahko dajemo vsakih 4 - 6 ur dokler se klinicno stanje ne izboljsa
oz. dokler se koncentracija strupa v plazmi ne zniza pod toksi¢no raven. Z nenehnim dodajanem
aktivnega oglia povzro€imo izloCanje strupa iz organizma v krajSem casu, ucinkovito
odstranimo ostanke zdravil s podaljSanim spros¢anjem, znizamo koncentracijo strupa v krvi.
Povzro¢imo tudi prekmnitev ali vsaj zmanjSanje enterohepaticnega obtoka strupa oz. toksinov,
prepre¢imo nasicenost aktivnega oglja po zauztju vecjih koli¢in strupa in povzro¢imo zadostno
adsorpcijo strupov (npr. salicilati, paracetamol, diklordifeniltrikloretan (DDT), malation,
karbamazetin, digitoksin, glutetimid, fenobarbital, feniloutazon, teofilin, itd.).(J Alkhatib in Al
Zailaey, 2015).

Aktivno oglie se uporablja pri zdravljenju kroni¢nih bolezni ledvic, ker je zmozmo adsorbirati
potratne produkte (se¢nino, induksilni sulfat m druge urinarne produkte) in izboljSati proces
dialize. (J Alkhatib in Al Zailaey, 2015)

Aktivno oglje je kontraindicirano pri zauzitju mocnih kislin in baz oz ob zauzitju moc¢nih kislin
in baz ne dovoljuje dolo¢enih medicinskih ukrepov, kar lahko povzro¢i nevarnost aspiracije pri
bruhanju in posledi€no slabo adsorpcijo. Aktivno oglie ne uporabljamo pri zastrupitvah s
toksini, ki jih slabo veze (npr. etanol, litij, pripravki zeleza). Peroralne antidote veze le deloma
(npr. N-acetilcistein pri zastrupitvi s paracetamolom), zato jih ne dajemo socasno, ampak damo
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specificni antidot parenteralno. IzloCanje strupa s pomocjo ogljia je Se uCinkovitejSe, Ce hkrati
damo zastrupljencu saliniéno odvajalo ali sorbitol, ki pa se ne vezeta na oglje.

IzZloceno blato je ¢rne barve in ga ne smemo zamenjati z meleno, Ceprav je mozna tudi so¢asna
melena. Ce izpraznitev Zelodca ni mozna takoj, lahko damo boliku najprej aktivno oglie,
izpiranje pa opravimo naknadno. (Mozna, Grenc, 2009)

2.3. 2. Kozmetika

Aktivno oglie se v kozmetiki uporablja kot odstranjevalec necisto¢, kot so olje in razni toksini.
Pojavijo se na koz, zobeh, laseh. Od navadnih povrSinsko aktivnih snovi se aktivno oglje
razlikuje po tem, da adsorbira necistoce znotraj por, medtem ko navadne povrSinsko aktivne
snovi adsorbirajo le povrSinske necistoce. Do adsorpcije pride hitreje, e zmeSamo aktivno oglje
v prahu, kot pa ¢e uporabimo izdelke, ki vsebujejo aktivno oglie in dodatne primesi.

Tezava aktivnega oglja je v tem, dane lo¢i med patogenimi in nepatogenimi bakterijami, vendar
se nepatogene bakterije na koz dovolj hitro razmnoZujejo, torej je uporaba aktivnega oglja na
kozi neSkodljiva. (LabMuffin, 2018)
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Slika 8: Adsorbiranje necistoc pri aktivnem oglju in pri navadnih povrsinsko aktivnih snoveh
(LabMuffin, 2018)

Aktivno oglje privlaci bakterije, toksine, kemikalije, umazanije in druge mikrodelce, Ki se
nahajajo na koZ. V maski za obraz adsorbira umazanije iz por na koZi. Pore na videz izgledajo
ve€je zaradi olja n umazanij, kar lahko aktivno oglie preprec¢i Sposobno je odstraniti mrtve
celice s povrSine koze. Ima lastnosti, ki olajSajo wvnetje, s katerimi zmanjSa prekomerno
pigmentacijo in zdravi vneto kozo. Pomaga tudi pri posvetlitvi koze. Uporablja se tudi za nego
las, saj povrne njihov volumen. Pod lasmi se zadrzuje olje, ki ga aktivno oglie povrSinsko in
globinsko odstrani. (Kalpaka Chemicals, 2015)

Uporablja se tudi za beljenje zob, saj adsorbira organske substance, ki se pojavijo kot madezi
na zobeh. Organske substance na zobeh predstavljajo kava, rdece vino, nikotm, itd. Z zob
odstrani tudi zobni kamen. Aktivno oglie je prisotno tudi v li¢ilih kot sta maskara i Crtalo za
0¢i. (Beautymunsta, 2018)

Zobna pasta za aktivnim ogljem lahko odstrani tudi slab zadah. (Sheila P., Danyetta Davis,
2017)
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2. 4. Delovanje

2.4. 1. Adsorpcija

Adsorpcija je proces, ko se neka snov (trdnina, plin, teko¢ina) veze na povrSno neke druge
snovi. Vezi med to snovjo so lahko fizikalne ali kemijske. Pri kemijskih vezeh je potrebna neka
kemijska reakcija (ionska- sprejemanje/oddajanje elektronov ali atomska - tvorjenje skupnih
elektronskih parov), medtem ko so pri fizikalnih vezeh pomembni le priviaki med dipoli.
(Biteks, 2019)

Ko je aktivno oglje aktivirano, njegova notranja povrSina priviac¢i dolo¢ene molekule v tekoCem
stanju, ki polnijo njegove pore. Med molekulske sile so Sibke, zato lahko potece desorpcija
adsorbiranega toplienca. Ce oglie adsorbira zdravilo s pomo&jo izpostavljanja oglia tekocemu
topliencu, ki ima dolo¢eno koncentracijo zdravila, je zdravilo lahko desorbirano do neke mere.
Do tega pride, ko se oglie izpostavi Cisti vodi. (O. Cooney, 1995)

Obstajajo razlicni faktorji, ki vplivajo na koli¢ino snovi, ki jo lahko oglie adsorbira.

2.4.1. 1. U¢inek temperature

ViSanje temperature zmanjSuje adsorpcijsko kapaciteto, saj imajo adsorbirane molekule vecjo
vibracijsko energijo in je ve¢ja moznost, da se desorbirajo s povrsja. (O. Cooney, 1995)

2.4.1. 2. Narava topila

Topilo ima pomemben u€inek, saj tekmuje s povrSino oglja pri privlaevanju toplienca. Zato je
adsorpcija organskega toplienca iz organskega topila manjSa kot iz vodne raztopine. (O.
Cooney, 1995)

2.4. 1. 3. Adsorpcijska kapaciteta

Kapaciteto adsorpcije aktivnega oglia lahko izrazamo na razliéne nacine, saj imajo razlicne
vrste aktivnega oglja razlicno ucinkovitost pri razlicnih znacilnosti odpadnih voda.

Adsorpcijsko kapaciteto izrazamo z:

- fenolovim Stevilom, ki je uporabljeno kot indeks zmoZnosti odstranjevanja vonja in okusa
substanc;

- jodnim Stevilom, ki je merilo za zmoznost adsorbiranja snovi z nizko molsko maso
(mikropore, manjSe od 2 um), pri tem aktivno oglie z visokim jodnim Stevilom dobro adsobira
organske spojine z majhno molsko maso iz odpadnih voda;

- molskim Stevilom, ki je merilo za zmoznost adsorbiranja snovi z visoko molsko maso (pore 1
- 50 um). Aktivno oglie z visokim molskim Steviom najbolje adsorbira odplake, ki vsebujejo
organske snovi z visoko molsko maso. (Yang et al, 2017)
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2. 4. 2. Regeneracija aktivnega oglja

Vec¢ je adsorbiranih molekul na povrSini aktivnega oglja, manj povrSine je na voljo za
adsorpcijo. Tako se sposobnost adsorpcije oglja postopno zmanjSuje. Ko je aktivno oglie v
koloniji nasiceno, ga je potrebno zamenjati. Izrabljeno aktivno oglie se zaradi visoke cene
regenerira. Tako iz por delcev aktivnega oglja odstranimo adsorbirane snovi. Poznamo veé
nacinov regeneracije. TermiCna regeneracija je proces suSenja, termicne disorpcije (obraten
proces adsorpcije) in obdelave pri vi§jih temperaturah (650 - 980 °C), kjer so prisotne omejene
koli¢ine pare gorinega plina in kisika. Uporablja se veckratno zgorevanje ali zgorevanje v
fluidiziranem sloju. Ko se termi¢na regeneracija konca, je potrebna odstranitev aktivnega oglja
iz peCi, pri Cemer ga direktno ali nedirektno ohladimo do sobne temperature. Termicna
regeneracija je med vsemi metodami najbolj razSirjena za aktivacijo aktivnega oglia (oblika
granul). Poznamo pa tudi druge metode kot so obdelava s kislinami in bazami ter kemijska
oksidacija.

Ob regeneraciji vecjih koli¢in aktivnega oglja regeneracija potece na lokaciji oglja, pri manjsih
kolicnah pa oglie odvazajo v centralne regeneracijske naprave. Te so navadno last
proizvajalcev aktivnega oglja in regeneracijo ponujajo kot servis.

Posledica regeneracije je izguba teze. Do tega pride zaradi oksidacije ogljika, izgube teZe se
lahko razlkujejo zaradi razlicnih wvrst oglia in konstrukcije peci Ena izmed posledic je
sprememba adsorpcijske kapacitete med samo regeneracijo, Ki se zgodi kot posledica sprememb
velikosti por. Do tega pride zaradi znizanja jodnega Stevila i posledi€no izgube por zaradi
deponiranja preostankov Vv snovi.

Sprememba kapacitete je pomembna predvsem pri ¢iS¢enju odpadnih vod z aktivnim ogljem,
kjer pride do zaporednih ciklov regeneriranja. Za maksimalno izgubo kapacitete vecinoma
zadostujejo trije regeneracijski cikli. (Frim, 2006)

2. 4. 3. Aktivno oglje z dodatki

Za izboljSanje antimikrobnega ucinka aktivnega oglja se pogosto uporabjajo dodatke v obliki
razlicnih kovin. Narejeno je bilo nekaj raziskav, ki so proucevali delovanje oglia z dodatki.

V raziskavi (Yoon et al, 2007) so bili pripravijeni filtri iz viaken aktivnega oglja, kiso vsebovali
delce srebra, testirali so njihovo u¢inkovitost pri odstranjevanju bioaerosolov.

Filtri iz vlaken aktivnega oglja se Siroko uporabljajo za ¢iS€enje zraka z odstranitvijo nevarnih
plinastih onesnazevalcev, kot so plinaste organske komponente, zaradi povecane plos€ine,
povrSine in velike adsorpcijske kapacitete. Vendar se bakterije prednostno lepijo na trdno
podporo ogljikovih snovi, filtri iz viaken aktivnega oglja pa imajo visoko biokompatibilnost.
Bakterije se mmnozijo na fitrih iz vlaken aktivnega oglja, zato ti lahko postanejo vir
bioaerosolov. Da bi se temu problemu izognili, potrebujemo antimikrobne filtre.
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Ucinkovit antimikrobni agens - srebro vzajemno vpliva na bakterijske membrane in s tem
povzroca strukturno spremembo bakterije, zaradi Cesar se izmenjava protonov zaustavi in celica
umre. Zaradi antimikrobne aktivnosti srebra se je razvilo wveliko srebrnih materialov za
antimikrobiolo§ko uporabo.

Pri raziskavi (Yoon et al, 2007) na filtrih izpostavljenih srebru, se bakterije niso razvile, razvile
pa so se na navadnih filtrih. Testni filtri s srebrom vsebujejo srebrne ione, kiimajo antimikrobne
uéinke v vlaznem okolju. Cim vegje je Stevilo srebrnih delcev na filtrih, tem ve¢ srebrnih ionov
se $iri dalje zaradi vecjega koncentracijskega gradienta srebra. Ugotovili so tudi, da ima srebro
boljsi antimikrobni uc¢inek na B. subtilis kot na E. coli. ManjSo obcutljivost bakterij E. coli
lahko utemeljimo zbiokemi¢nimi i fizioloSkimi lastnostmi te bakterije. Zunanja membrana E.
coli je veCinoma sestavljena iz tesno pakiranih molekul lipopolisaharidov, ki ponujajo
ucinkovito pregrado. (Yoon et al, 2007)

Dandanes se velko raziskovalcev fokusira na antimkrobne mn multifunkcionalne ucinke
srebrnih nanodelcev in aktivnega oglja iz kmetijskih odpadkov. Pri tem je srebro varnejsi
antimikrobni agens v primerjavi z drugimi organskimi agensi, ki lahko imajo Skodljive vplive
na Clovesko telo. Pri raziskavi avtorja Arabaci in Altintig, 2012 so potrdili antimikrobni vpliv
praha aktivnega oglja s srebrnimi nanodelci na E. coli.

Srebrno-dispergirani aerogeli iz aktivnega oglja kazejo mocan antimikrobni uéinek proti E. coli
in S. aureus. Pri raziskavi avtorja Zhang et al., 2004 je bil ta uCinek potrjen na bakteriji E. coli
in S. aureus.

Raziskava avtorjev Kim in Park, 2008 je bila namenjena primerjanju navadnih viaken aktivnega
oglja in viaken aktivnega oglja z dodanimi kovinami. Pri tem je bilo ugotovljeno, da navadna
vlakna niso imela antimikrobnega vpliva naglive S.aureus in bakterije K. pneumoniae. Viakna
z dodanimi kovinami (srebro in baker) so ubila 99% bakterij, pri tem se je z veCanjem deleza
kovin vecal antimikrobni ucinek. Baker je pokazal ve¢jo antimikrobno aktivnost kot srebro.

2. 5. Pridobivanje aktivnega oglja

Pridobivanje aktivnega oglja je za razliko od drugh adsorbentov drazja, zato ga pridobivajo
vedino iz cenej§ih materialov (npr. naravnih surovih materialov). (Swiderska-Dabrowska et al,
2018) Aktivno oglie se pridobiva iz karbonatnih materialov in naravnih obnovljivih surovih
snovi, na primer iz rastlinske osnove, kot so les, luS¢ina, bambus, sladkorni trs, rizeva lupina,
koscice CeSenj in oliv, smola, papir, orescki, pSenica, ter iz neobnovljivih snovi, kot so bizmut,
premog, lignit, naftni koks, odpadle gume in lignit. Kmetijski bio odpadki kot so rizev pecelj,
koruza, rizeva slama, mandlieva lupina, nepreCis€ene odplake, sonCnina lupina mn odplake
sladkornega trsa, se prav tako uporabljajo kot izhodni material. Proizvodnja aktivnega oglja
zajema dve stopnji: proces karbonizacije in proces aktivacije, ki ima pomembno viogo pri
razvoju povrSine in prostornine por aktivnega oglja. Poznamo dve metodi aktivacije: fiziCna
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aktivacija in kemi¢na aktivacija, pri kateri se uporabljajo kemikalije, kot so ZnCl,, HNOs,
NaOH, AICk, KOH, K.COs, Na:COs, H:PO. in H.SO4. (Oguz Erdogan, 2015)

2.5. 1. Karbonizacija
Proces pirolize oz. karbonizacije je prvi korak aktivacije oglja in ponavadi poteka s segrevanjem
izhodnega materiala pri temperaturi 600 - 900 °C ob odsotnosti zraka. Razvoj porozne snovi pri
prvem koraku se lahko izboljSa z dodajanjem kovinskih kloridov v zacetno zmes. Tipicen
primer tega je Evropski proces, pri katerem je uporabljena zdrobljena Sota ali zagovina zmeSana
s koncentrirano raztopino cinka in klora, posuSena in karbonizirana v suSilni peci pri
temperaturi 600 - 700 °C. Med pranjem produkta z razredéeno kislino in vodo se odstrani
cinkova sol. Ce so zaZelene le velike pore v ogliu (npr. za dekolorizacijo sladkorja, kjer so
adsorbirane vecje molekule) je potreben samo prvi korak. Vendar vecina oglia gre Se skozi

drugi korak: oksidacijo. (O. Cooney, 1995)

2.5. 2. Aktivacija z oksidarajo¢imi plini
Pri aktivacyji aktivnega oglia oksidirajo¢ plin izbirno razjeda notranje povrSine oglja, kar razvije
boljse omrezje por v oglju in preuredi atome na povrSju v specificne kemine oblike (npr.
okside), ki imajo sile izbirne adsorpcije. (O. Cooney, 1995)

Reakcije, ki potecejo pri oksidaciji so sledecih tipov:
C+H,0->H,+CO
C+C0,- 2C0

C+1/202—>COZ

M molasses cotor
O methylene blue
@ phenol

100 -

Adsorptive capacity

o] 20 30 40 50 =8]
Time of activation, minutes

Slika 9: Moznost aktivnega oglja, da adsorbira molekule razlicnih velikosti (melasa, metilensko
modrilo in fenol) v odvisnosti od skupnega casa aktivacije s paro oksidirajocih plinov (O.

Cooney, 1995)
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Vidimo, da te reakcije povzrocijo, da ogljik preide v plinasto agregatno stanje in stem ustvari
pore v oglju.

Razlicne spremembe, ki se ob tem pojavijo, ne nastanejo enako hitro. Nekatere se razvijejo
zgodaj, druge pa kasneje v procesu. Zaradi razlicnih Zelenih lastnosti je skupen Cas aktivacije
zelo pomemben dejavnik. Kot je prikazano na sliki, je adsorpcijska kapaciteta aktivnega oglja
zelo odvisna od Casa aktivacije. Glavni uCinek Casa se kaze v velikosti por, ki se razvijejo. S
casom se razvije ve¢ por in notranja povrSina nara$ca. Graf kaze, da se prvo razvije zmoznost
adsorpcije najmanjSih molekul (npr. fenola), nato se pa razvije zmoznost adsorpcije srednjih
molekul (npr. metilenskega modrila) in na koncu se razvije moznost adsorpcije vecjih molekul
(npr. melase). (O. Cooney, 1995)
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3. RAZISKAVA

IZBIRA IZDELKOV, KI
VSEBUJEJOAKTIVNO OGLJE

(medicinsko oglie, kozmeti¢no
oglie — oglie za &is€enje)

\. J
( )
REZULTATI
\. J

PRIPRAVA REDCITVENE
VRSTE

(tehtanje koncentracij,
mikrolitsko pipetiranje
bakterijskih kolonij, redCitev s
fizioloSko raztopino (redcitveni
faktor do 107®)

\. J

@

( )

ANTIMIKROBNO TESTIRANJE

(priprava gojis¢, plate-counting
metoda)

\. J

Organigram 1: Izpis po stopnjah za prvi del prakticnega dela
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IZBIRA IZDELKOV, KI VSEBUJEJO|

AKTIVNO OGLIE REDCITEV SNOVI V

(medicinsko oglje, Cistilna voda, DESTILIRANI VODI
zobna pasta, gel za umivanje

obraza, losjon za prhanje)

o ) . J

4 ) " )

ANTIMIKROBNO TESTIRANIJE
(priprava gojisc, diskov in
antimikrobno preverjanje
izdelkov na bakterije s pomocjo
difuzijskega antibiograma)

o J o J

Organigram 2: Izpis po stopnjah za drugi del prakticnega dela

REZULTATI

Za dokazovanje nasih hipotez smo izvedli dva eksperimenta. Pri obeh poskusih smo uporabili
antisepticno  metodo. Tako smo prepreCii kontaminacijo oz zmanjSali Stevilo nezaZelenih
mikroorganizmov. To smo zagotovili tako, da smo poskus opravijali v laminariju v prisotnosti
ognja. (Cokan et al., 2005)
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3. 1. Seznam materialov
Opisi testiranih izdelkov:

Medicinsko oglje 1: Carbo medicinalis. To so disperzibilne tablete, vsaka vsebuje po 150 mg
aktivnega oglja. Kot pomozne snovi so dodane tudi natrijev karmelozat, laktoza monohidrat,
magnezijev stearat in saharoza. (Lekarnar, 2014)

Kozmetino izdelki z aktivnim ogliem:

aktivno oglie za CiS€enje zob;

Donotodent zobna pasta, Black shine z aktivnim ogljem v prahu;

Balea Cistilna voda z aktivnim ogljem in miceli;

Balea gel za umivanje obraza z aktivnim ogljem;

Balea losjon (gel) za prhanje z aktivnim ogljem, z vonjem kokosa z dodanim glicero lom.

Kontrolni izdelki:

tekoce mio za roke - ORCHID & CASHMERE z izvleckom divje orhideje in
beljakovinami kasmirja;

zobna pasta Vademecum 2v1: White Fresh - Dvojna mo¢ beljenja;

Avon ¢istilni tonkk za obraz z vrtniéno vodo;

Garnier Cistilni gel 3 v 1+ piling+ maska.

3. 1. 1. Delovni mikroorganizmi

Uporabili smo nepatogeni sev E. coli, nepatogeni sev B. cereus in meSano kulturo gliv kvasovk
S. cerevisiae.

3.1. 2. Zasc¢itna oprema

zasCitni plasc
za8Citne rokavice
70 % etanol kot sterilizacijsko sredstvo za razkuZzevanje rok

3.1. 3. Kemikalije

destilirana voda (prevodnost <5 puS/cm)

tripton (bioMérieux)

kvasni ekstrakt (Fluka Analytical)

kuhinjska sol (NaCl)

agar (Biolife)

kulture bakterij E. coli, B. cereus zamrznjene Vv glicerolu
S. cerevisiae
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- pepton
- D-glukoza (Sigma-Aldrich)
- 70 % etanol

3. 1. 4. Laboratorijski pribor

- epruvete in stojalo za epruvete

- avtomatska pipeta (10 - 100 wl in 100 - 1000 pl)

- tipsi

- spatula

- spatula Drigalski

- vzigalnik

- plasticne petrijevke (90 x 15 mm)

- kovinska pinceta

- Case (900 mL)

- diski iz filtrirnega papirja (premera 5 mm)

- terilnica s pestilom

- mikrobioloska zanka

- antibiotika  Streptomycin 300 mcg in Chloramphenicol 10 mcg (Bioanalyse
susceptibilni diski za in vitro diagnosticne namene)

- steklena palcka

- mikrocentrifugirke

- merilni valj (1000 mL)

3. 1. 5. Laboratorijske aparature

- laminarij (mikrobiolo§ka zas¢itna komora - MC 12-1, Iskra PIO)
- inkubator (Binder)

- analitska tehtnica (Kern, natannost: 0.01 g)

- vibracijski stresalnik za epruvete (Starlab)

- gorilnik (Campingaz)

- avtoklav (CertoClav)

- grelna plosca (Clatronic)

- digitalni kaliper (Mister Took in Powerfix)
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3. 2. Opisi mikroorganizmov

3.2. 1. Escherichiacoli

Escherichia coli pripada druzini Enterobacteriaceae, ki vkljuuje Gram-negativne, fakultativno
anaerobne paliCaste bakterije. Pri teh je prisotno vrenje in celicno dihanje, ne proizvajajo
encima oksidaze. Celice E. coli so ponavadi 1,1-1,5 um $iroke, 2-6 um dolge in se pojavljajo
kot posamezne paliCaste bakterije. Lahko so gibljive ali negbljive. Gibljive bakterje imajo
bocne in nepolarne bicke. Zraven bickov imajo nekateri sevi pile in fimbrije, ki predstavljajo
proteinske strukture in izstopajo iz poviSine bakterjje. Igrajo pomembno vlogo pri vezavi na
povrSine, kot so druge celice ali tkiva gostiteljev. E. coli ima specifiéne O lipopolisaharidne
antigene na celiéni steni (prepoznano je najmanj 188 O antigenov) in H antigene (prepoznano
je 53 H tipov). Obstajajo Stevilni kapsularni polisaharidni (K) antigeni. Serotipizacija E. coli je
osnovana na kombinaciji O, H in K antigenov, vendar se ponavadi navajajo le O in H tipe, na
primer, E. coli O157:H7. Serotipizacija E. coli skupaj z genomom, virulenco in tipizacijo s fagi
je pomembno epidemiolosko orodje. Zaporedje genoma nepatogene E. coli sestoji iz 4,6
milijonov baz, medtem ko imajo patogene okoli 5,4 miljonov baz. Ta genetska informacija
zagotavlja osnovo razumevanja odnosov med razli¢nimi patogenimi skupinami E. coli in
zmoznosti izoliranih bakterij za povzrocanje bolezni ter omogoca prenos genskega materiala,
kar lahko lahko pripelie do nastanka novih bolj virulentnih tipov E. coli. (Desmarchelier in
Fegan, 2016)

Primarni habitat Escherichia coli je ¢revo vretenCarjev, kjer je prevladujo¢ anaerobni
organizem, ki zivi v simbiozi z gostiteljem. Ne glede na pojav rekombinacije so v strukturi
populacij, ki se razvijejo, ve¢inoma kloni, kar omogoca zamejitev vecine filogenetskih skupin.
Genetsko strukturo priskledniskih E. coli oblikujejo razlicni gostitelji in okoljski faktorji in
determinante, ki so vklju¢eni v virulenco bakterije, ter se dejansko odrazajo v adaptaciji k
priskledniStvu. Poznamo virulentne in nevirulentne seve E. coli. Nevirulentni ne povzro¢ajo
bolezni n so normalni del Crevesne flore. Virulentni sevi pa lahko povzrocijo prebavne in
zunajcrevesne okuzbe pri fjudeh in zvalih. Nekateri sevi pa lahko izlocajo toksine (toplotno
stabilne ali nestabilne). (Tenaillon et al, 2010)

Bakterije lahko rastejo pri temperaturi 2,5 - 45,5 °C, optimalno rastejo in se razmnozujejo pri

37 °C. Nekatere vrste lahko prezivijo v kislem okolju s pH vrednostjo 4,4 ali celo manj. (NIJZ,
2013)

Bakterija po navadi kolonizira znotraj nekega organizma, ko je E. coli zauzita skupaj z okuzeno
vodo, mlekom ali hrano. Lahko se zgodi tudi prenos preko pika muhe oz. druge zuzelke. Tako
lahko povzroci gastrointestinalne bolezni. Mutacije lahko privedejo k sevu, ki povzroc¢a diarejo
zaradi oddajanja toksinov, vdiranja v Crevesno sluznico ali prilepljena na steno Crevesja.
Terapija za te bolezni veCinoma sestoji iz nadomeScanja tekocCine, vendar so v nekaterih
primerih  u€inkovita tudi doloCena =zdravila. Bolezen je ponavadi samoomejena, brez
dolgoro¢nih u¢inkov. Vendar nevarni sevi, kot so E. coli O157:H7 in E. coli O104:H4 lahko
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povzro¢ijo krvavo diarejo, okvaro ledvic in smrt v ekstremnih primerih. Ustrezno kuhanje mesa

in spiranje izdelkov lahko prepreéita infekcijo preko okuzene hrane. E. coli lahko povzroci
okuzbe secil. (Britannica Library, 2018)

Slika 10: E. coli (Mundasad, 2014)

3.2. 2. Bacillus cereus

Bacillus cereus je Gram-pozitivna, aerobna (ali fakultativno anaerobna) gibljiva bakterija, Ki
oblikuyje spore in ima palicasto obliko. V prsti se prilagodi saprofitnemu zvljenjskemu ciklu,
kalitvi, rasti in sporulaciji vtem okolju. Spore so bolj odporne na okoljski stres kot vegetativne
oblike celic zaradi presnovnega mirovanja in odporne fizicne narave. (Food Standards Australia
& New Zeland, 2013, Noonan in Freeman, 2018)

Celice B. cereus sodolge 3 - 5 um, 1- 1,22 um Siroke in imajo peritrihne bicke. Spore so oblike
elipse in so centralno name$¢ene. Vecina sevov B. cereus je mezofilna, optimalna temperatura
za rast je 15 - 55 °C. Spore so zelo odporne na visoko temperaturo. Optimalna pH vrednost je
6-7. Dedni material je oblikovan v en velik kromosom ali v en manj§i kromosom z velikimi
plazmidi. Zaradi izmenjave plazmidov prihaja do raznolikosti med sevi. (Palman, 2006)

B. cereus se nahaja v prsti, hrani, licinkah zuzelk in na Cloveski koz. Prezivi tudi v ekstremnih
pogojin: v morskem mulju, gejzirjih, iztrebkih Zzvali in ¢loveka. Najdemo jo v nizkih
koncentracijah v surovi, suSeni in kuhani hrani ter v zitaricah, stro¢nicah, mleku, vodi.. (NIJZ,
2013)

Patogenost B. cereus je povezana z njenimi eksoencimi, Ki razgrajujejo tkiva. Med temi toksini
so 4 hemolizini, 3 fosfolipaze, 1 toksin, ki povzro¢a bruhanje in 3 enterotoksini, ki oblikujejo
pore: hemolizin BL (HBL), nehemoliticni enterotoksin (NHE) in citotoksin K. (J. Bottone,
2010)
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B. cereus lahko povzroca lokalne in sistemske infekcije. Glavni opisani pogoji so sepsa,
endoftalmitis,  pljuénica, endokarditis, meningitis,  encefalitis, ki predvsem  pri
imunosupresivnih ljudeh, kot so novorojencki, povzro€ajo smrt v 10 % primerov. Porocali so
tudi o fulminantnih infekcijah® ki so prizadele zdrave Ludi. Predispozcijski faktorji za okuzbe
vkljucujejo intravenozno uvajanje drog, kirurSke ali travmaticne rane, intravaskularne katetre,
nedonoSenost (zaradi nezrelega imunskega odgovora) in prisotnost notranjih pripomockov v
okolju mtenzivnega zdravljenja novorojenckov. (Glasset et al., 2018)

>

(Wikipedia, 2019)

Slika 11: Bacillus Cereus'

3. 2. 3. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je vsestranski mikroorganizem, ki je lahko uporablien za celi¢no
tovarno biotehnoloskih in farmacevtskih uporab. Uporablja se v preucevanju evkariontskih
celic in kot kvas v industriji pri nastanku kruha in piva. Obdan je z celi¢no steno iz beljakovin,
polisaharidov in majhne koli¢ine hitina. (Cohen in Krause, 2015)

S. cerevisiae ima okroglo celi¢éno strukturo in premer od 5 do 10 um. Znacilnost rasti, fizioloSke
lastnosti in moznost vrenja posameznih sladkorjev lo¢ijo celice S. cerevisiae od drugih kvasovk.
Kot evkarionti imajo kompleksno celiéno strukturo. Tipicna celica S. cerevisiae je sestavljena
iz celicne stene, membrane, citosola, jedra, endoplazemskega retikla, vakuole, golgijevega
aparata, mitihondrija in peroksisoma.

Brst je specializiran obroc iz hitinskega tkiva, ki se nahaja na povrSini materine celice. Oblikuje
se po tem, ko se na novo nastala héerinska celica lo¢i od materinske celice. S pomocjo Stevila
brsti na dolo¢eni celici lahko dolo¢imo reprodukcijsko starost.

8 Infekcije, ki se pojavijo nenadno in v zelo ostri obliki. (Marriam-Webster, 2019)
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Kot heterotrof, S. cerevisiae dobi energijo iz glukoze. Celice tega organizma opravljajo celi¢no
dihanje in vrenje.

Citoplazma S. cerevisiae je zas¢itena s celicno steno in membrano podobno kot pri rastlinsk ih
organizmih. Celicna stena je sestavljena iz hitina in polisaharidov, nastalih iz glikoze, manoze
in N-acetilglukozamina. Stena da celici obliko in igra vlogo kemijske in fiziéne ovire. Celi¢na
membrana je sestavljena iz lipidov, s hidrofilnimi glavami in hidrofobnimi repi. Organele so
obdane z membrano, ki ima podobno funkcijo - zas¢ita in kontrola toka snovi v celico i iz
celice.

Yeast Cell Wall

Ve N
) —Mannoprotein
% | . B-Glucan
88 | — B-Glucan + Chitin
! |~ Mannoprotein

— Membrane

Slika 12: Struktura celicne stene kvasovk (Seo, 2013)

CO: je stranski produkt aerobnega ali anaerobnega celicnega dihanja. Ko celice S. cerevisiae
presnavljajo sladkor, nastaja CO: in se izlo¢i kot stranski produkt (pri anaerobnem celicnem
dihanju nastaja Se etanol). Ta plinasti stranski produkt se difuzira skoz celicno membrano.
Prepustna membrana omogoca prehajanje O: v celico, ki je kasneje uporablien za wvrenje.
Stranski produkti so zapakirani v vakoule, ki predstavijajo izlo¢evalni in shranjevalni
mehanizem. Ti zapakirani stranski produkti se izlo¢ajo skoz celi¢cno membrano. Vakuole so
potrebne za vzdrzevanje homeostaze, regulacijo osmoze in shranjevanje aminokislin.

S. cerevisiae je enoceliéni organizem, zato nima notranjih obto¢nih sistemov. Majhna velikost
celic omogoca snovem prehajanje znotraj celice brez posebnega sistema. Te celice imajo
izbirno prepustne membrane, ki omogoc€ajo absorbcijo Skrobnih hranil direktno skoz celi¢no
povrsino.

S. cerevisiae so razSirjeni v naravi. Celice kvasovk te vrste lahko najdemo v sadju, kot je
grozdije, Kjer je prisotno vrenje. Najdemo pa jih tudi v lubju listopadnih dreves in drugih okoljih
z visoko vsebnostjo sladkorja, kot so nektar in rastlinski sokovi. S. cerevisiae je lahko izoliran
iz sadja, zrn in drugih materialov z visoko koncentracijo ogljikovodikov. Te kvasovke imajo
visoko odpornost na alkohol in fermentirano glukozo. S. cerevisiae lahko zivi v vlaznih
habitatih, ki imajo veliko organskih snovi. S. cerevisiae zivi zraven Stevilnih organizmov, kot
so razlicne wrste gliv, gliv kvasovk in bakteri. Moznost razgrajevanja velikega Stevila
sladkorjev in aminokislin povecuje moznost dolgorocnega prezivetja. S. cerevisiae deluje kot
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katalizator v procesu razgrajevanja in povecuje hitrost kemijskih reakciy razgrajevanja. (Seo,
2013)

Slika 13: S. cerevisiae pod DIC mikroskopom (Wikipedia, 2018)

3. 3. Priprava gojis¢

Za oba prakti¢na dela smo pripravili LB tekoco gojisce, ki smo ga uporabili pri bakterijah E.
coli in B. cereus. Ima ve¢ imen, npr. Luria broth, Lennox broth, Lysogeny broth... (Sigma-
Aldrich, 2019). To je globalno najbolj uporabljeno hranljivo sredstvo ali gojis¢e za kulture in
rast bakteri]. Za pripravo gojis€a smo uporabili sestavine navedene v spodnji tabeli

Tabela 4: Snovi potrebne za pripravo LB-gojisca in njihove kolicine (Lastni vir)

Tripton 10¢g 49
Kvasni ekstrakt 59 29
NaCl 59 59
Agar 159 69
Destilirana voda 1000 mL 400 mL

Pri drugem eksperimentu smo poleg LB-gojis¢a uporabili YEPD-gojis¢e (Bd, 2019), ki smo ga
potrebovali za rast gliv kvasovk. Njegovo polno ime je Yeast Extract Peptone Dextrone, znan
je tudi po kratici YTD. Poznamo YEPD Broth in YEPD Agar, Ki se uporabljata za ohranitev in
razmnozevanje kvasovk v mikrobiologiji. Oba vsebujeta pepton, ki v gojiscu predstavlja vir
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oglika, dusika, vitaminov in mineralov. Za pripravo YEPD Broth smo uporabili recept naveden
v spodnji tabeli.

Tabela 5: Snovi potrebne za priprave YEPD-gojisca in njihove kolicine (Lastni vir)

Pepton 209 59
Kvasni ekstrakt 10¢g 2549
D-glukoza 209 50
Agar 15¢ 3,759
Destilirana voda 1000 mL 250 mL

3. 4. Priprava prekonocnih kultur

Uporabljene so bile kolonije, kismo jih pripravili dan pred uporabo pri obeh metodah dela.
Cisto kulturo E. coli, ki je bila zamrznjena v glicerolu smo aseptiéno prenesli v tekoce LB-
gojis¢e in premeSali na vibracijskem mesalu. To smo ¢ez no¢ inkubirali pri temperaturi 37 °C.
Cisto kulturo B. cereus smo prenesli iz trdega v teko¢e LB- gojis¢e z mikrobiologko zanko in
premesali. To smo ¢ez no¢ nkubirali pri temperaturi 37°C.

Za pripravo prekonocne kulture gliv kvasovk S. cerevisiae smo v teko¢e YEPD-gojis¢e dodali

zapoljeno konico spatule suhih kvasovk in pretresh. To smo ¢ez no¢ mkubirali pri temperaturi
30°C.

3. 5. "Plate-counting’ metoda ali $tetje bakterijskih kultur

To je metoda, s katero dolo¢amo Stevilo zivih kolonij v posamezni petrijevki. Potekati mora

vzporedno z aseptitno metodo, da dobimo zanesljive, pravine rezultate. (Microbial Growth
Website, 2019)

Pri naSem prvem prakticnem delu smo jo uporabili po enodnevnem inkubiranju petrijevk, kjer
so zrasle kolonije bakterije E. coli. To smo storili tako, da smo polozli vsako petrijevko na
temno podlago, da so bile kolonje lazje vidne, nato smo jih presteli m zapisali rezultate.
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3. 6. Difuzijski antibiogram z diski

Difuzijski antibiogram je metoda, s katero ugotavljamo odpornost oz. obcutljivost bakterij na
izbrane antiseptike. Bakterije na tem antibiogramu rastejo enakomerno oz. konfluentno, kar
pomeni da kolonij ni mogoCe presteti Sev bakterije je lahko na antiseptik odporen,
intermediaren ali obCutljiv. Obcutljivost seva ugotovimo po inhibicijski coni. To je cona okoli
diska, kjer bakterije zaradi prisotnosti antiseptika ne zrastejo. (Turk in Zalar, 2019)

To metodo smo uporabili pri razmazu mikroorganizmov na petrijevkah pri drugem
eksperimentu. Najprej smo v petrijevko dodali 5 diskov, na katere smo dodali doloceno koli¢ino
raztopine. Opravili pa smo tudi poskus, kjer smo diske nadomestili z luknjicami v agarju.

3. 7. Postopkidela

1. DEL PRAKTICNEGA DELA:

a. Pri prvem eksperimentu smo najprej odtehtali 3 razli€ne koncentracije (6,5 mg,
12,5 mg in 20 mg) dveh vrst aktivnega oglja (medicinsko oglje v obliki tabletk,
ki smo ga zdrobili v sterilni terilnici, oglje za beljenje zob). Vsako koncentracijo
izbrane wrste oglja smo dodali v naprej pripravljeno epruveto z bakterijami in
vsako epruveto premesali na vibracijskem meSalu. Pripravili smo tudi dodatno
paralelo teh epruvet. Epruvete smo pustili 24 ur v inkubatorju pri 37 °C. Zaradi
precejSnje namnozitve mikroorganizmov v prekono¢nih kulturah je bilo
potrebno opraviti red¢itveno vrsto. To smo storili tako, da smo si v najprej
pripravili 8 epruvet s fizioloSko raztopino za vsako epruveto. Nato smo vzeli 1
ml iz epruvete z aktivnim ogliem in bakterijami in to dodali v prvo epruveto s
fiziolosko raztopmo. Epruveto smo premeSali na vibracjskem meSalu
(»vorteksu«) in iz prve epruvete spet odpipetirali 1 ml. Postopek smo ponavljali
vse do 8 epruvete. Za premaz v petrijevke smo uporabili le zadnje tri epruvete
torej faktorje razred¢itve 107°, 107, 107% Opravii smo tudi poztivno in
negativno kontrolo. Pri premazu v petrijevke smo uporabili 70 % etanol, kamor
smo pomocili spatulo drigalski in jo obzgali (zagotovljena sterilnost), s katero
smo nato razporedili bakterije na gojiSce v petrijevki. Nato smo petrijevke 24 ur
inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo presteli kolonije v petrijevkah, pri tem
smo uporabili Plate-counting metodo. Vso delo je potekalo v laminariju ob
ognju.

2. DEL PRAKTICNEGA DELA:
a. Za drugi eksperiment smo uporabili metodo difuzijskega antibiograma z diski.
Najprej smo pripravili trdno LB-gojis¢e in prekonoc¢no kulturo bakterij E. coli
ter B. cereus. Pripravili smo tudi izdelke, ki smo jih testirali. Vzeli smo 5
sterinih ¢as in v vsako dodali doloCen izdelek: Cistilno vodo (ki je nismo red¢ili,
saj ni bila tako viskozna), medicinsko oglie (1 tableto, ki smo jo zdrobili in
premesali z sterilno destilirano vodo), losjon za prhanje (priblizno 2 g, dodali
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smo destilirano vodo in premesali), gel za umivanje obraza (priblizno 2 g, dodali
smo destilirano vodo in premesali), zobno pasto (v razmerju z vodo 11,
premesali). S pomocjo pipete smo dodali 200 pul prekono¢ne kulture E. coli na
11 petrjevk z LB gojis¢em m 200 pl prekonocne kulture B. cereus na 11
petrijevk z LB gojis¢em. V dve petrijevki z LB-gojis¢em nismo dodali bakterij,
saj sta to bili nasi negativni kontroli za obe vrste bakterij. Nato smo bakterije
razmazali s spatulo drigalski. Vzeli smo diske iz filtrirnega papirja, ki smo jih
namocili v vsakega od pripravljenih izdelkov in jih nanesli spinceto na vse nase
petrijevke razen dveh (kontrola). Ponovitve smo zagotovili s 5 diski v vsaki
petrijevki za posamezen izdelek. Vsako wrsto izdelkov smo ponovili v dveh
petrijevkah. Petrijevke smo pustili v inkubatorju 24 ur pri 37 °C. Naslednji dan
smo izmerili inhibicijske cone s pomoc¢jo digitalnega kaliperja, jih fotografirali
in zabelezili rezultate.

. Pri ponovitvi smo zamenjali diske z Iuknjami v agarju in zmanjSali
mikromilitrazo apliciranega mikroorganizma za konfluentno rast.

3. 8. Rezultati
1. Praktiéni del: Metoda Stetja kultur

Tabela 6: Stevilo kolonij E. coli pri 1. delu prakticnega dela (Lastni vir)

Vrsta oglja Aktivno oglje za CiS¢enje zob

Masa dodanega + -
aktivnega oglja 6mg 12,5 mg 20mg kontrola kontrola
Redcitev 10¢ 107 10® 10° 107 10® 10°* 107 10

Stevilo manj§ih

kolonij z

premerom do 1

mm 0 39 17 0 123 45 N N 255 0 0
Stevilo kolonij z

premerom 2 mm 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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Stevilo kolonij z
premerom 3 mm 0 0

Stevilo kolonij z
premerom 4 mm 0 0

Stevilo kolonij z
premerom 5mm 0 5

Prisotna
konfluentna rast Da Ne

Vrsta oglja

Masa dodanega
aktivnega oglja  6mg

Redcitev

Stevilo manj$ih
kolonij (premer
do 1) 165 N

Stevilo kolonij z
premerom 2 mm 0 0

Stevilo kolonij z
premerom 3 mm 0 0

Stevilo kolonij z
premerom 4 mm 0 0

Stevilo kolonij z
premerom 5mm 0 0

Ne

10¢ 107 10

N

Da

Ne

Medicinsko aktivno oglje

12,5 mg
107
10—6 **
N O
0 0
0 0
0 0
0 0

Ne

1078

212

Ne

20mg

10-¢

14

14

Ne

1077

Ne

1078

Da

+
kontrola

45

Ne

kontrola



Prisotna
konfluentna rast Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Da

N= nestevno

350
Meitevno Mestevno MNeitevno  MNeStevno  NesStevno
300
250
200
150 123
100
- 35 45
- 17
I 5 112 2 I 53 94, W34
0 = I - L
o 10 107 o 10 10 107 10 10
Bmg 12,5mg 20mg

Aktivno ogljeza LEfenje zob
B Stevilo manjzh kolonj (premer do 1) ® 5tevilo koloni z premerom 2 mm Stevilo kolonj z premerom 3 mm

Stevilo kolond z premerom 4 mm m Stevilo kolon z premerom 5 mm m Konfluentno

Graf 1: Stevilo kolonij E. coli pri dodajanju aktivnega oglja za ciscenje zob (Lastni vir)

350

MNegtevno MNeitevno NeZtevno MNegtevno MNeitevno Nestevno
300
250

212

200 165
150
100
50

1 1773 1 1 11 1

10~ 1007 10= 10 10 107= 107=* 1077 107=
Gmg 12,5mg 20mg

m Stevilo manj&h kolond (premer do 1) = Etevilo ko oni z premerom 2 mm
Stevilo koloni z premerom 3 mm Stevilo koloni z premerom 4 mm

W Stevile koloni z premerom 5 mm B Konfluentna rast

Graf 2: Stevilo kolonij E. coli pri dodajanju medicinskega aktivnega oglia (Lastni vir)
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Slika 14: Rezultati pri bakteriji E. coli pri dodajanju 20 mg aktivnega oglja za c¢iscenje zob pri
redcitvi s faktorjem 1077 (Lastni vir)

Slika 15: Rezultati pri bakteriji E. coli pri dodajanju 6 mg medicinskega aktivnega oglja pri
redcitvi s faktorjem 10-% (Lastnivir)
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2. Prakti¢ni del: Difuzijski antibiogram z diski

E. coli
Tabela 7: Rezultati drugega eksperimenta pri bakteriji E. coli (Lastni vir)

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem Povpredje  premera | Povpredje premera
inhibicijskih con inhibicijskih con
1. poskus (z diski) v |2. poskus (z luknjami)
mm v mm

Medicinsko oglje 0* 20,63

Cistilna voda 12,53 29,40

Losjon za prhanje popolna  konfluentna | popolna konfluentna rast
rast

Gel za umivanje obraza 16,66 15,72

Zobna pasta 10,24 23,87

*premajhna koncentracija oglja ali morebitna kontaminacija diskov

REZULTATI DRUGEGA EKSPERIMENTA PRI
BAKTERIJI E. COLI

Povprecje premera
inhibicijskih con[mm] E Navedjo dobleno povpretje premerov inhibiciskih con

=] [l (=5 (K]

[

[H

[ooee T 6 o Y e R ' T e R ¥ 1 I e R ¥ |

Medicinsko
oglie

L]
i}

na Losjon za Gelza Zobnapasta
voda prhanje umivanje
obraza

Q

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem

Graf 3: Najvecje pridobljeno povprecje premerov inhibicijskih con pri bakteriji E. Coli (Lastni
vir)
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Slika 16: : Difuzijski antibiogram pri bakteriji E. coli pri dodajanju cistilne vode (Lastni vir)

B. Cereus

Tabela 8: Rezultati drugega eksperimenta pri bakteriji B. Cereus (Lastni vir)

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem

Povpre¢je  premera
inhibicijskih con

1. poskus (z diski) v
mm

Povpredje premera
inhibicijskih con

2. poskus (z luknjami)
v mm

Medicinsko oglje 0* 12,8

Cistilna voda 8,85 0

Losjon za prhanje 8,16 Popolna konfluentna
rast

Gel za umivanje obraza 17,74 0

Zobna pasta 14,84 25,19

*premajhna koncentracija oglja
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REZULTATI DRUGEGA EKSPERIMENTA PRI BAKTERIII B.
CEREUS

Povprecje premera inhibicijskih
con[mm] E Navedjo dobfeno povpredje premerov inhibiciskih con
an

25

Medicinsko  Cistinavoda Losjon za
oglie prhanje

Zobna pasta

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem

Graf 4: Najvecje pridobljeno povprecje premerov inhibicijskih con pri bakteriji B. Cereus
(Lastni vir)

S. cerevisiae

Tabela 9:Rezultati drugega eksperimenta pri glivi S. cerevisiae (Lastni vir)

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem Povprecje premera inhibicijskih con (v
mm)

Medicinsko oglje popolna konfluentna rast

Cistilna voda 17,69

Losjon za prhanje popolna konfluentna rast

Gel za umivanje obraza 14,19

Zobna pasta 30,56
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REZULTATI DRUGEGA EKSPERIMENTA PRI GLIVI 5.
CEREVISIAE

Povprecje premera inhibicijskih
con[mm] = Najvedjo dobfeno povpredje premerov inhibiciskih con
35
30
25
20
15
10
5 | =— | | =— |
0 - = =
Medicinsko  Cistinavoda Losjon za Gelza Zobna pasta
oglie prhanje umivanje

obraza

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem

Graf 5: Najvecje pridobljeno povprecje premerov inhibicijskih con pri glivi S. Cerevisiae
(Lastni vir)

Slika 17: Difuzijski antibiogram ob dodani zobni pasti z aktivnim ogljem pri glivi S. cerevisiae
(Lastni vir)
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PRIMERJAVA NAJVECIHIH PRIDOBLIENIH POVPRECHS

PREMEROQV INHIBICIISKIH CON PRI 1ZDELKIH PRI
Najvetjo povpretje VSEH TREH MIKROORGANIZMIH
premera inhibicijskih
con[mm)

E E. Coli

ES Cerevicee EB.Cereus

35 29,4
30

25
20
15 !
10

et
(=]
£n
(5]

™
[
|

[y
P
[w.u]

s
[
n

=]
=

Cistinavoda

Medicinsko oglie Losjon za prhanje Gelzaumivanje

obraza

Vrsta izdelka z aktivnim ogljem

Graf 6: Primerjava povprecij premerov inhibicijskih con pri izdelkih pri vseh treh
mikroorganizmih (Lastni vir)

Kontrola z izdelki brez aktivnega oglja:
Tabela 10: Premeri inhibicijskih con pri dodajanju izdelkov brez dodanega aktivnega oglja (v
mm) (Lastni vir)

Cistilna voda Losjon za | Gel za | Zobna pasta
prhanje umivanje
obraza
B. cereus 20,48 27,53 18,68 0
E. coli 17,09 24,83 19,01 0
S. cerevisiae 27,75 26,04 * 25,53

*gel se je razlil iz luknjice v gojis€u, zato meritev inhibicijske cone ni bila mogoca
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BE coli EmB.ceraus WS cerevisae
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14,19

I 17,54

CISTILNA VODA LOSIONZA GELZA UMIVANIE ZOBMA PASTA
PRHANIE OBRAZA

Graf 7: Primerjava povprecij premerov inhibicijskih con (v mm) pri izdelkih z dodanim
aktivnim ogljem in brez (Lastni vir)

*Aktivno oglje

Povpreéje premera inhibicijskih con (v mm)

E. coli B. cereus |S. cerevisiae
Antibiotik Streptomicin 8 22 07 9,56
Antibiotik Chloramphenicol 16,26 15,93 8,16

Slika 18: Difuzijski antibiogram pri pozitivni kontroli pri vseh treh mikroorganizmih (Lastni
Vir)
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4. RAZPRAVA

H1: Z rezultati drugega eksperimenta, ki so bili pridoblieni z metodo antibiograma, lahko
potrdimo prvo hipotezo. Za primerjavo smo uporabili rezultate drugega ponovitve (meritve
inhibicijskih con pri dodajanju medicinskega aktivnega oglja), saj smo pri tem v ¢aSe dodali
ve¢ gramov izdelka z aktivnim ogliem in dodali manjSo koli¢mo bakterj v petrijevke, zaradi
Cesar so rezultati bili bolj$i n na sploh bolj primerljivi. Kljub temu, nismo pri vseh meritvah
dobili povsem potrjujocih rezultatov. Pri bakteriji E. coli so nastale najve¢je mhibicijske cone
s povpre¢nim premerom 20,63 mm. Pri bakteriji B. cereus so bile nekoliko manjSe (povprecni
premer 12,8 mm). Priglivi S. cerevisiae je prislo do popolne konfluentne rasti. Morebiten razlog
za to je lahko to, da se po nekem Casovnem obdobju pore aktivnega oglja nehajo politi, ker se
povrsina aktivnega oglja, ki je dostopna za adsorpcijo zmanjSa. Gojis¢e YEPD za S. cerevisiae
ma drugatne spojine kot LB-gojis¢e, ki jth lahko oglie drugace adsorbira, zato je do
konfluentne rasti prislo le pri glivah S. cerevisiae.

Ne glede na elektrostatski odboj med negativno nabitimi mikroorganizmi in povrSino aktivnega
ogljia se mikroorganizmi pritrdijo na aktivno oglje z Van der Waalsovimi silami. Elektrostatska
privlaénost med negativno nabitimi povrSinami celic mikroorganizmov in pozitivno nabitimi
delci aktivnega ogljia je moc¢na. Zato pride do spremembe strukture mikroorganizma i zaradi
zaustavitve izmenjave protonov celica umre. (Karnib et al., 2013) Mislimo tudi, da je oglje
adsorbiralo hranila, ki so potrebna za prezivetje mikroorganizmov, saj zaradi svoje hidrofobne
strukture je zmozno odstraniti organske snovi iz raznih teko¢in i plinov, na na¢in adsorpcije
njihovih organskih kompleksov. (Sheila P., Danyetta Davis, 2017)

Ta dva dejavnika sta bila kljuénega pomembna pri ustvarjanju neugodnega okolja za prezivetje
mikroorganizmov, zato smo lahko zasledili nastanek inhibicijskih con okoli lukenj z izdelki.

Antimikrobni u€inki aktivnega oglja so bili dokazani tudi v drugih raziskavah. Pritem so bile
v razlicne oblike aktivnega oglia vkljucene dodatne snovi: srebro pri raziskavah Yoon et al,
2007; Arabaci, Altintig, 2012 in Zhang et al, 2004 ter baker pri raziskavi Kim, Park, 2008. Da
biizboljSali antimikrobni u€inek aktivnega oglia v naSi raziskavi, bi lahko dodali srebro ali
baker. U¢inkoviti antimikrobni agens - srebro vzajemno vpliva na bakterijske membrane, stem

pa povzroca strukturno spremembo, zaradi ¢esa se izmenjava protonov zaustavi in celica umre.
(Yoon et al, 2007)

H2: Najve¢jo antimikrobno ucinkovitost pri metodi Stetja kultur, bo pokazala najvecja
koncentracija uporabljenega aktivnega oglja red¢ena z najmanjSim faktorjem redcitve.

Druge hipoteze ne moremo potrditi. Pri dodajanju 6 mg aktivnega oglja za ¢iSCenje zob je
nastalo najmanj kolonij pri red¢itvi s faktorjem 1078, pri dodajanju 6 mg medicinske ga
aktivnega oglja pa je najmanj kolonjj nastalo pri red¢itvi s faktorjem 107¢. Pri dodajanju 12,5
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mg aktivnega oglja za ¢iSCenje zob je najmanj kolonjj nastalo priredcCitvi s faktorjem 1078 (enak
rezultat je bil pri medicinskem oglju). Pri dodajanju 20 mg aktivnega oglia za ¢iScenje zob je
nastalo najmanj kolonj pri redCitvi s faktorjem 1078, pri dodajanju 6 mg medicinskega
aktivnega oglja je bilo Stevilo kolonij v vseh treh red¢itvah neStevno. Del hipoteze tako ostaja
nepotrjen. Ce med seboj primerjamo maso dodanega oglia pri dolo¢enih red¢itvah dobimo
naslednje ugotovitve. PriredCitvi s faktorjem 107 pri dodajanju aktivnega oglja za ¢iS€enje zob
je pri dveh petrijevkah prislo da konfluentne rasti, pri tretji je bilo Stevilo kolonij neStevno;
medtem ko je pri medicinskem aktivnem oglju najmanj kolonij nastalo ravno pri 6 mg dodanega
oglia. Pri red¢itvi s faktorjem 1077 pri dodajanju aktivnega oglia za CiSenje zob je najmanj
bakterij nastalo pri dodajanju 6 mg oglja; pri medicinskem oglju je bilo Stevilo nastalih kolonij
prav tako neStevno. Pri redCitvi s faktorjem 10 pri dodajanju aktivnega oglja za CiS€enje zob
je najmanj kolonij nastalo pri 6 mg dodanega oglja; pri medicinskem oglju pa je bilo Stevilo
nastalih kolonij v dveh primerih neStevno. Torej v vseh primerljivih meritvah se kaze dejstvo,
da pri dodajanju najve¢je kolicine aktivnega oglia doseZzemo najslabs$i antimikrobni ucinek.
Najverjetneje je to posledica pomanjkljivosti metode, ki bi jo lahko izboljsali s primernejSo
koli¢ino bakterij (dobro bi bilo, da bi uporabili metodo izraCuna dodanih celic kulture) in
aktivnega oglja (torej manjSa koli¢ina bakterij in ve¢ja koli¢ina oglja).

H3: Medicinsko oglie je v primerjavi s kozmeticnim ogliem bolj adsorptivno, zato je njegov
antimikrobni u¢inek na vse tri mikrobe vecji.

Z raziskavo smo lahko ovrgli naSo tretjo hipotezo. Vidimo, da je bil vecji antimikrobni u¢inek
dosezen pri aktivnem oglju za ¢is¢enje zob kot pa pri medicinskem aktivnem oglju. Vidimo, da
je pri 6 mg dodanega oglja pri redCitvi s faktorjem 107 in 10°%, pri 12,5 mg dodanega oglja pri
redCitvi s faktorjem 1078 ter pri 20 mg dodanega oglja pri redCitvi s faktorjem 1078, nastalo manj
kolonj pri dodajanju aktivnega oglia za ¢iS€enje zob, kot pa pri dodajanju medicinske ga
aktivnega oglja, kar pomeni, da ima vecji antimikrobni u¢inek prav aktivno oglie za CiSCenje
zob in ne medicinsko aktivno oglie kot smo pri¢akovali. Razlaga za to je lahko razli¢na velikost
por in posledino ve¢ja plos¢ina notranje povrSine, torej je verjetno pri aktivnem oglju za
¢isCenje zob povrSina vedja. Najverjetneje je razlog za slabSe rezultate aktivnega medicinskega
oglia v primerjavi z aktivnim ogliem za ¢iS€enje zob ravno v primeseh, ki so prisotne v
tabletirani obliki medicinskega oglja (natrijev karmelozat, laktoza monohidrat, magnezijev
stearat in saharoza). (Lekarnar, 2014)

H4: Kozmeti¢ni in zdravstveni izdelki, ki vsebujejo aktivno oglie imajo razliéne antimikrobne
ucinke.

Cetrto hipotezo smo lahko potrdili. Za primerjavo udinkov testiranih izdelkov z aktivnim
ogliem lahko primerjamo premere inhibicijskih con difuzijskega antibiograma (in sicer z
luknjami v agar, saj ima ta primerljivejSe rezultate). Opazimo, da ima najvecji antimikrobni
ucinek za E. coli Cistilna voda (povprecen premer inhibicijske cone 29,40 mm), za B. cereus in
S. cerevisiae pa zobna pasta. Pri tem, ¢e primerjamo zobno pasto z dodanim aktivnim ogljem
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in brez, lahko ugotovimo, da se v pri zobni pasti brez oglja inhibicijske cone niso razvile pri E.
coli n B. cereus, pri S. cerevisiac pa je bil premer manjsi (25,53 mm), kot pri zobni pasti z
ogliem (30,56 mm v povpre¢ju). Zato lahko sklepamo, da je prav zobna pasta z dodanim
aktivnim ogljem imela najvecji antimikrobni ucinek. Najslabsi antimikrobni u¢inek je imel
losjon za prhanje, saj je pri vseh mikroorganizmih priSlo do popolne konfluentne rasti, kar je
lahko posledica prenchanja polnjenja por po nekem ¢asovnem obdobju zaradi omejene povr§ine
notranjih por. Domnevamo, da je do popolne rasti prav tako priSlo zaradi dodanega glicerola,
ki nudi mikroorganizmom ugodno okolie za rast. V primerjavi S pozitivno kontrolo
eksperimenta o0z u¢inkom antibiotikov Streptomicina in Chloramenfenicola na E. coli so
mhibicijske cone pri vseh izdelkih z dodanim ogljem razen losjona za prhanje bile vecje, kot
pri antibiotikih. Pri B. cereus, pa so antibiotiki dosegli ve¢ji antimikrobni ucinek, zaradi ve¢jih
inhibicijskih con kot izdelki z oglijem. Pri S. cerevisiae so se oblikovale vecje inhibicijske cone
pri izdelkih z ogliem, kot pri antibiotikih (z iziemo pri medicinskem oglju in losjonu za prhanje,
kjer je priSlo do konfluentne rasti). S to primerjavo lahko ugotovimo, da imajo izdelki z
dodanim aktivnim ogljem ve¢ji antimikrobni u¢inek kot antibiotiki pri E. coli in S. cerevisiae,
ter de je B. cereus je bolj odporna na testirane izdelke kot na antibiotike. Do razlicnega ucinka
lahko pride zaradi razliénih lastnosti uporablienega aktivnega oglja. Aktivno oglie v razli¢nih
izdelkih lahko ima razliéno izvorno biomaso in posledicno razliéno porazdelitev velikosti por
(s tem tudi razlicno plos¢ino notranje powvrSine) razlicno naravo povrSine in razlicne
funkcionalne skupine na povrSini. (O. Cooney, 1995)

Naso raziskavo bi lahko Se izboljSali s tem, da bi preverjali vpliv kozmeticnih izdelkov z
aktivnim ogljem na bakterjje, ki zivijo na nasi koZz. S tem bi dali raziskavi vec¢jo prakticno tezo.
Primer takih bakterij so korinebakterije, propinobakterije, itd. (Regina Bailey, 2018). Poleg tega
bi lahko v okviru ustreznih zdravstvenih institucij, opravili in vivo teste, s katerimi bi nacrtno
opazovali, kako vpliva medicinsko oglje na ljudi ob raznih okuzbah.

Prav tako bi lahko izmerili adsorpcijsko kapaciteto aktivnega oglja, ki ga vsebujejo razli¢ni
izdelki.

Antimikrobna ucinkovitost aktivnega oglja je bila prikazana, a vsekakor bi bilo dobro ugotoviti
v kaks$ni meri in koli¢ini je oglje dobro uporabljati, glede na to, da je prosto dostopno v prodaji
in podano v uporabo na razlicne nacine. Nadaljnje raziskave bi lahko potekle o zdravilih z
ve¢jim in hitrej§im uc¢inkom glede na Stevilo in velikost por aktivnega oglja.

Dosegli smo cilj nase raziskave, tako, da smo primerjali vplive razlicnih koncentracij aktivnega
oglia in izdelkov, ki ga vsebujejo, na bakterije Escherichia coli, Bacillus cereus in glive
Saccharomyces cerevisiae v gojis¢ih in tako ugotovili antimikrobno ucinkovitost aktivnega
oglja. Uspesno smo odgovorili smo tudi na raziskovalno vprasanje (Ali aktivno oglje in izdelki,
ki ga vsebujejo, ima/imajo kakrsnekoli antimikrobne ucinke na bakterije E. coli, B. cereus in
glive S. cerevisiae?), tako, da smo potrdili dolo¢ene antimikrobne ucinke aktivnega oglja.
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5. ZAKLJUCEK

Namen raziskovalne naloge je bil primerjava vpliva razliénih izdelkov, ki vsebujejo aktivno
oglie na bakteriji E. coli in B. cereus in glivo S. cerevisiae v gojis¢ih. S tem smo ugotovili
antimikrobno u¢inkovitost aktivnega oglja.

V okviru raziskovalne naloge smo opravili prakticno delo z dvema ustaljenima metodama.

V prvem prakticnem delu, kjer smo uporabili plate-counting metodo smo potrdili, da ima
aktivno oglie antimkrobni vpliv na testirane mikroorganizme, saj je pri vecji koncentraciji
aktivnega oglja nastalo manj kolonyj bakterij, kot pa pri manj$i koncentraciji aktivnega oglja.
Pri tem smo ugotovili, da ima oglje za CisCenje zob vecji antimikrobni ucinek kot medicinsko
oglie, kar je bilo nepriCakovano. To se je pokazalo tako, da je pri dodanem oglju za ¢iS¢enje
obraza nasploh (v vseh redCitvah in koncentracijah) nastalo manj kolonj bakterij, kot pri
medicinskem oglju, kjer je bilo Stevilo bakterij nekajkrat tudi nestevno (nad 300). Metodo Stetja
kolonij smo ponovili dvakrat.

Pri metodi difuzijskih antbiogramov smo potrdili da ima aktivno oglie antimikrobne ucinke
na izbrani bakteriji E. coli in B. cereus ter na glive kvasovke S. cerevisiae. Ugotovili smo, da
ima najveéji antimkrobni uéinek na E. coli, kjer so nastale tudi najve¢je inhibicijske cone
(povprecen premer: 20,63 mm). U¢mkoval je tudi na B. cereus (povpreCen premer: 12,8 mm)
in na glive kvasovke, vendar ne tako izrazito, saj je v nekaterih primerih prislo do popolne
konfluentne rasti.

Ugotovili smo, da imajo razlicni izdelki, ki vsebujejo aktivno oglie, razlicne antimikrobne
uCinke na razliéne mikroorganizme. Pri E. coli je najvecji uéinek imela Cistilna voda. Pri B.
cereus in S. cerevisiae je najveji ucinek imela zobna pasta. S tem lahko sklepamo, da je
najve¢ji antimikrobni ufinek med izdelki imela zobna pasta, dobro je u€inkovala tudi Cistilna
voda, medtem ko je najslab$i ucinek imel losjon za prhanje zaradi dodanega glicerola. Naredili
smo tudi difuzijski antibiogram, kjer smo preverjali antimikrobne ucinke izdelkov, ki so bili
podobni tistim z aktivnim ogljem, le da niso vsebovali aktivnega oglia. To nam je sluzilo za
primerjavo navadnih izdelkov in izdelkov z aktivnim ogljem. Ugotovili smo, da ima med
navadnimi izdelki najvecji antimikrobni u¢inek v povprecju losjon za prhanje. Pri bakterji E.
coli in B. cereus je najvecji antimikrobni ucinek imel losjon za prhanje, pri glivah kvasovkah
S. cerevisiae pa Cistilna voda. Na glive S. cerevisiae je imela zobna pasta najve¢ji antimikrobni
ucinek. Na bakterije B. cereus je najvecji antimikrobni u¢inek imel losjon za prhanje.

Z rezultati naSe raziskave lahko kljub poztivnim u¢inkom aktivnega ogljia sklepamo, da je
njegova pretirana uporaba skodljiva, saj lahko ob odstranitvi patogeni¢nih bakterij odstrani tudi
nepatogenine bakterije in bakterije, ki pozitivno delujejo na na§ organizem.
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Z naso raziskavo smo potrdili antimikrobni u¢inek aktivnega oglja. Upamo, da smo prispevali
k boljSemu razumevanju lastnosti in delovanja te snovi in vzpodbudili zanimanje za to snov.
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6. DRUZBENA ODGOVORNOST

Aktivno oglie lahko dandanes najdemo v skoraj vseh trgovinah. Do njega ima lahek dostop
vsak, lahko ga najdemo tudi v spletnith trgovinah. Vecino aktivnega oglia v Sloveniji je
uvozenega, kar lahko ugotovimo tudi po dvojnem poimenovanju oglia (aktivno oglie in
aktivirano oglje). V raziskavi smo uporabili veliko izdelkov, ki vsebujejo aktivno oglje, pri
¢emer so se nekateri izkazali za bolj uCinkovite in nekateri manj. Iz tega razloga priporo¢amo
podroben ogled izdelka pred nakupom, saj lahko videz embalaze/napisa zavede kupce.

Z naso raziskovalno nalogo Zelimo spodbuditi nadaljnje raziskovanje na temo aktivnega oglja.
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8. PRILOGE

PRILOGA 1: FOTOGRAFIJE 1. DELA 1. EKSPERIMENTA (METODA PLATE-
COUNTING)

Slika 19: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem aktivnem oglju za ¢iscenje zob (20 mg) pri
faktorju razredcitve 107° (Lastni vir)

Slika 20: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem oglju za ciscenje zob (20 mg) pri faktorju
razredcitve 1077 (Lastni vir)
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Slika 21: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem aktivnem oglju za cisc¢enje zob (20 mg) pri
faktorju razredcitve 1078 (Lastni Vir)

Slika 22: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem aktivnem oglju za ciscenje zob (12,5 mg)
pri faktorju razredcitve 107° (Lastni vir)
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Slika 23: Kolonije E. coli v LB- gojiscu ob dodanem aktivnem oglju za cisc¢enje zob (12,5 mg)
pri faktorju razredcitve 1077 (Lastni vir)

Slika 24: Kolonije E. coli v LB-gojis¢u ob dodanem aktivnem oglju za c¢iscenje zob (12,5 mg)
pri faktorju razredcitve 107 (Lastni vir)
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Slika 25: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem aktivnem oglju za ciscenje zob (6 mg) pri
faktorju razredcitve 1077 (Lastni vir)

Slika 26: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (20 mg) pri
faktorju razredcitve 1076 (Lastni vir)
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Slika 27: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (20 mg) pri
faktorju razredcitve 1077 (Lastni vir)

Slika 28: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (20 mg) pri
faktorju razredcitve 1078 (Lastni vir)

69



Slika 29: Kolonije E. coli v LB-gojisc¢u ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (12,5 mg) pri
faktorju razredcitve 107° (Lastni vir)
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Slika 30: Kolonije E. coli v LB-gojis¢u ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (12,5 mg) pri
faktorju razredcitve 1077 (Lastni vir)

Slika 31: Kolonije E. coli v LB- gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (12,5 mg) pri
faktorju razredcitve 1074 (Lastni vir)
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Slika 32: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (6 mg) pri
faktorju razredcitve 107° (Lastni vir)
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Slika 33: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (6 mg) pri
faktorju razredcitve 1077 (Lastni vir)

Slika 34: Kolonije E. coli v LB-gojiscu ob dodanem medicinskem aktivnem oglju (6 mg) pri
faktorju razredcitve 1074 (Lastni vir)
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PRILOGA 2: FOTOGRAFIJE 2. DELA 2. EKSPERIMENTA (METODA
DIFUZIJSKIH ANTIBIOGRAMOV)

Slika 35: Priprava na drugi eksperiment z difuzijskimi antibiorami (Lastni vir)
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Slika 36: Priprava na drugi eksperiment z difuzijskimi antibiogrami - redcitev izdelkov (Lastni
Vir)
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Slika 37: Priprava na drUgi- eksperiment z difuzijskimi antibiogrami - petrijevke (Lastni vir)
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E.coli:

Slika 38: Difuzijski antibiogram - pozitivha kontrola z antibiotikom pri bakteriji E. coli v LB-
gojiscu (Lastni vir)
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Slika 39: Difuzijski antibiogram z izdelki, ki ne vsebujejo aktivnega oglja pri bakteriji E. coli v
LB-gojiscu (CV - ¢istilna voda, ZP - zobna pasta, GP - losjon za prhanje, GO - gel za umivanje
obraza) (Lastni vir)

slika 40: Difuzijski antibiogram z dodanim medicinskim aktivnim ogljem z bakterijo E. coli v
LB-gojiscu (Lastni vir)
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Slika 41: Difuzijski antibiogram z dodano zobno pasto z aktivnim ogljem z bakterijo E. coli v
LB-gojiscu (Lastni vir)

Slika 42: Difuzijski antibiogram z dodanim gelom za umivanje obraza z aktivnim ogljem z
bakterijo E. coli v LB-gojiscu (Lastni vir)

78



Slika 43: Difuzijski antibiogram z dodanim losjonom za prhanje z aktivnim ogljem z bakterijo
E. coli v LB-gojiscu (Lastni vir)

B. cereus :

Slika 44: Difuzijski antibiogram- pozitivna kontrola z antibiotikom pri bakteriji B. cereus v LB-
gojiscu (Lastni vir)
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Slika 45: Difuzijski antibiogram z izdelki, ki ne vsebujejo aktivnegaoglja pri bakteriji B. cereus
v LB-gojiscu (CV - ¢istilna voda, ZP - zobna pasta, GP - losjon za prhanje, GO - gel za umivanje
obraza) (Lastni vir)
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Slika 46: Difuzijski antibiogram z dodanim gelom za umivanje obraza z aktivnim ogljem z
bakterijo B. cereus v LB-gojiscu (Lastni vir)

Slika 47: Difuzijski antibiogram z dodanim losjonom za prhanje z aktivnim ogljem z bakterijo
B. cereus v LB-gojiscu (Lastni vir)
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Slika 48: Difuzijski antibiogram z dodano cistilno vodo z aktivnim ogljem z bakterijo B. cereus
v LB-gojiscu (Lastni vir)

Slika 49: Difuzijski antibiogram z dodanim medicinskim ogljem z bakterijo B. cereus v LB-
gojiscu (Lastni vir)
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Slika 50: Difuzijski antibiogram z dodano zobno pasto z aktivnim ogljem z bakterijo B. cereus
v LB-gojiscu (Lastni vir)

S. cerevisiae :
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Slika 51: Difuzijski antibiogram z dodano zobno pasto z aktivnim ogljem z bakterijo B. cereus
v LB-gojiscu (Lastni vir)
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Slika 52: Difuzijski antibiogram z izdelki, kine vsebujejo aktivnega oglja pri glivi S. cerevisiae
Vv YEPD-gojiscu (CV - ¢istilna voda, ZP - zobna pasta, GP - losjon za prhanje, GO - gel za
umivanje obraza) (Lastni vir)

Slika 53: Difuzijski antibiogram z dodanim gelom za umivanje obraza z aktivnim ogljem z glivo
S. cerevisiae v YEPD-gojiscu (Lastni vir)
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Slika 54: Difuzijski antibiogram z dodanim gelom za umivanje obraza y aktivnimogljemz glivo
S. cerevisiae v YEPD-gojiscu (Lastni vir)

Slika 55: Difuzijski antibiogram z dodano cistilno vodo z aktivnim ogljem z glivo S. cerevisiae
v YEPD-gojiscu (Lastni vir)
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Slika 56: Difuzijski antibiogram z dodano cistilno vodo z aktivnim ogljem z glivo S. cerevisiae
v YEPD-gojiscu (Lastni vir)
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