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Mobilni zaFizeni pro nedestruktivni fluorescen¢ni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismu na povrchu materiala

Oblast techniky

Vynalez se tyka zafizeni pro nedestruktivni detekci a kvantifikaci organismi, které rozkladaji
povrchy materidlti a jsou schopny prortstat do hloubky téchto materialdi, napi. betonu, fasad,
dieva, plastd, ale i pfirodniho kamene v pfipadé soch apod., ¢imz zptsobuji jejich destrukci.

Dosavadni stav techniky

Mikrobialni kontaminace rlznych povrchii je redlny problém hygienicky, esteticky i
technologicky, a proto jsou vyvijeny stdle nové, pfesn€jSi a co mozna nejjednodussi metody
detekce pfitomnosti, rozliSeni a kvantifikace organismi nartistajicich na povrsich. Fotoautotrofni
anebo mixotrofni spoleCenstva sinic, fas, bakterii a hub se pfirozené¢ vyskytuji na rtiznych
povrsich v piirodé, od povrchu ptudy pies naptiklad povrch kliry stromt az po povrch kamenti a
zdroj zivin, které tyto organismy dokazi velmi u¢inné€ vyuzivat. Svou metabolickou aktivitou
vSak dokazi zaroven nicit, korodovat plvodni substraty a materidly, na kterych nartstaji
(Zanardini et al., 2019). Casto jsou za biokorozi zodpovédné sinice (Gaylarde et al., 2018), nebo
houby (Boniek et al., 2017; Mejia et al., 2019) a lisejniky (Sohrabi et al., 2017). V antroposfére
jsou vhodnym povrchem pro tato spolecenstva povrchy a konstrukce staveb, at’ uz ze dieva,
pfirodnich hornin, nebo z umélych stavebnich materiald, napf. betonu. SpoleCenstva
mikroorganismi tak mohou vedle klimatickych podminek vyrazné pfispivat ke zhorSovani -
deterioraci kvality povrchu a integrity struktury stavebni hmoty, zpisobovat jeji (bio)korozi
(Warscheid and Braams, 2000) a zvySovat riziko jejiho rozpadu a znehodnoceni celé stavby,
nebo zvySovat naklady nutné na jeji opravy a udrzbu. Mikrobidlni spolec¢enstva vytvari problémy,
ke kterym patii napiiklad zména barvy povrchi, zadrzovani vody, ptipadné nasledna mechanicka
destrukce mrazem, povrchova i hloubkova koroze materiald, zvysSeni jejich kiehkosti, leptani,
zpuchytovani omitek, fyzikalni poskozeni povrchii a zvyseni propustnosti pro vodu a tim i pro
dalsi organismy apod.

Pro spravny odhad poskozeni a zpiisobu osetfeni materialli je nutné poznat co nejpiesnéji rozsah
a slozeni mikrobialniho spolecenstva kontaminujiciho povrchové vrstvy. Existuje fada metod, jak
detekovat, rozlisit a kvantifikovat mikroorganismy tvofici biofilmy. Ptehled zakladnich skupin
metod je popsan napi. v praci Sanmartin et al. (2018), ze které je ziejmé, Ze podstatou
souCasnych metod je potieba odebrat vzorky seSkrabem a ptenést je k urCeni slozeni do
laboratote.

Mezi nejptesnéjsi z hlediska urceni taxonomické ptislusnosti mikroorganismil patii molekularni
metody zaméfené na detekci specifickych biomolekul — nukleovych kyselin, napt. usekiit DNA a
RNA nesoucich specifické geny (Mejia et al., 2019; Zanardini et al., 2019), enzymi nebo
sekundarnich metabolitd (Boniek et al., 2017; Sohrabi et al., 2017). Tyto metody jsou vSak v
soucasnosti stale velmi nakladné a narocné na vybaveni laboratofi. Navic vyzaduji nejen fyzicky
odbér materidlu, ale neziidka i naslednou, ¢asové, odborné i materidlové naro¢nou kultivaci
odebranych mikroorganismil v laboratornich podminkach.

Druhou skupinu detekénich metod tvofi jiz dfive bézné pouzivand mikroskopicka pozorovani
pomoci optické nebo elektronové mikroskopie (Gaylarde et al., 2017; Gaylarde et al., 2018),
nebo novéjsi metody vyuzivajici optickych vlastnosti zkoumanych mikroorganismi —
absorbance, reflektance a spektroskopické vlastnosti jako luminiscence nebo fluorescence.
Zatimco pro mikroskopii je obvykle téz nutné destruktivné odebrat vzorky, ostatni optické
metody je dnes jiz mozné aplikovat in situ, nemusi byt nutné destruktivni a jejich naroc¢nost a
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piesnost zalezi na konkrétni pouzité metodice a hodnoceném parametru. Z dalSich technik
vyuzitelnych pro pfimé pozorovani a studium vlivu mikroorganismti na stavebni materialy ¢i
materialy pamatek kulturniho dédictvi mizeme jmenovat piimé pozorovani, optickou a
fluorescencni mikroskopii, skenovaci mikroskopii (Nuhoglu et al 2017), konfokalni laserovou
skenovaci mikroskopii, atomovou absorp¢ni spektroskopii, diferencialni termalni analyzu,
elektronovou paramagnetickou resonanci (EPR) a fadu dalsich, které uvadi napt. Gaylarde et al.
(2017, 2018). Pro vyse uvedené metody je vSak nutny odbér vzorkl naptiklad seskrabem, coz
muze vést k destrukci povrchu objektu. V fadé pripadd, zejména u pamatkove chranénych
objektd, je ale mechanické poSkozeni odbérem materidlu nezadouci a cilem je proto vyuziti
nedestruktivnich a bezkontaktnich metod pro detekci biotické kontaminace.

V piipadé¢ fluorescenénich metod je mozné vyuzit autofluorescenci vlastni danému
mikroorganismu, nebo pozorovat fluorescenci umélych barviv a chemickych sond, vyvolanou
kontaktem takové latky s bunkami mikroorganismi nebo, podobn¢ jako v pripadé molekularnich
metod, se specifickymi biomolekulami (Gonzalez-Perez et al., 2017). Vlastnosti fluorescenéniho
signalu, jako intenzita nebo emisni spektrum a posuny v ném, mohou byt vyuzity nejen k detekci
pritomnosti mikroorganismi, ale také k jejich rozliSeni do taxonomickych skupin (minimaln¢
bakterie, sinice, fasy a plisn€), urCeni zivotaschopnosti nebo kvantifikaci. Fluorescencné lze
detekovat jak piitomnost organismii (autofluorescence fas, sinic), tak indukovanou fluorescenci
metabolitt (ATP, polysacharidy DNA apod.) nebo metabolickou aktivitu mikroorganismii
(fotosyntéza, hydrolazy, oxidazy atd.). Tato méfeni vSak vyzaduji také nakladné laboratorni
ptistroje a stabilni analytické podminky.

Proto jsme se zaméfili na metody in-situ, které mohou byt vyuzity pro kontrolu biokoroze a
mohou slouzit pro ochranu a prevenci poskozeni staveb, tedy metody vcasného varovani na
pocatku rozvoje mikroorganismi. Cilem je dosahnout komplexniho pohledu na skupiny
mikroorganismi (od plisni, hub a bakterii po fasy a sinice) a na jejich roli v procesu biokorozi,
protoze biodeteriorace neni zpusobena nikdy pouze jednim druhem mikroorganismu, ale je
vysledkem aktivity smiSeného mikrobidlniho spolecenstva v urcité fazi vyvoje na daném objektu.

Je jen velmi malo metod in situ, které by nebyly nakladné, a pfitom detekovaly celou skalu
mikroorganismt. Byla testovana metoda Fluorescence In-Situ Hybridization (FISH) (Gonzéles et
al. 2014), ktera se jevi jako levna, relativné rychla a jednoducha analyticka metoda pro detekci
hub na mramoru. Pro dal$i organizmy nebyla zatim testovana.

Vzhledem k potiebnosti detekce mikroorganismii na povrsich byly patentovany piistroje, které se
touto problematikou zabyvaji, napiiklad patentovy spis ¢islo DE 10244819 popisuje zafizeni pro
detekci fluorescencniho materidlu na technickém povrchu, které ma schopnost detekce
fluorescencniho materialu na povrchu, vyuziva nedestruktivni metodu detekce a rozliSeni plochy
elektrickych kontaktli a necistot na nich, napt. zbytki plastové izolace. Ptistroj neni ale schopen
detekovat ani kvantifikovat jednotlivé skupiny mikroorganismi a vlastni méfeni neni mozné za
plného osvétleni nebo slunecniho svitu v pfirodnich podminkach, které snizuje citlivost na
snimanou fluorescenci.

Dals$im zajimavym pfistrojem, ktery byl patentovan, je zatizeni pro detekci biotické kontaminace
na povrchu popsané v patentovém spisu ¢. DE19906047. Umoziuje fluorescenéni in situ detekci
zbytkli bun€k mikrobd, zbytkll bunék kize, zbytkt jidla, vlas®, potu, kozniho mazu a
organickych ¢astic obecné bez bliz§iho rozliSeni, na principu excitace NAD(P)H nebo
riboflavinu. Tento pfistroj vSak neni schopen rozlisit jednotlivé skupiny organismtl, ani stanovit
jejich pomér nebo je kvantifikovat. Dalsi technické feSeni detekce a kvantifikace narostovych
spoleenstev je popsano v pfihlasce vynalezu US 2006/0275847 Al, ktera popisuje
automatizovany zpusob detekce biofilmu s fluorescenénimi Casticemi na pevném povrchu s
vyuzitim konfokalniho zobrazovaciho systému. Zpisob zahrnuje skenovéani biofilmu pomoci
zateni, detekci fluorescenci emitujicich ¢astic v biofilmu, ziskani obrazovych dat a zpracovani
téchto dat pomoci PC. Konfokalni zobrazovaci systém zahrnuje zdroj zatreni, fokusovaci optiku,
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detektor a skenovaci zafizeni pro skenovani biofilmu ve vice rovinach. Fluorescenéni ¢astici
muze byt fluorescenéni protein (napf. GFP) nebo produkt enzymatické reakce (napf. B-
galaktozidazy, nitroreduktazy, alkalické fosfatazy, B-laktamazy) nebo fluorescencni sloucenina. S
vyhodou je pevnym povrchem mikrotitra¢ni desticka. Nevyhodou tohoto feseni je, Ze nerozliSuje
jednotlivé skupiny organismi, z principu ani nemtize oddélené kvantifikovat jednotlivé skupiny
organismtul, ale sleduje biofilm a jeho rust jako celek.

Zajimavym technickym fesenim se zabyva patentovy spis US 2013/0266977 Al, ktery popisuje
zpusob detekce mikroorganismi na pevném povrchu na zikladé reakce substratu vybraného
mikrobialniho enzymu, na ktery je konjugovana detekovatelna, napt. fluorescencni, znacka, a
samotného mikrobialniho enzymu, ktery je pfitomen pouze v pfitomnosti mikroorganismi. Po
enzymatické reakci je detekovatelna znacka uvolnéna a poskytuje luminiscenéni signal v IR, VIS
nebo UV spektru vici kontrole o znamé koncentraci znacky. Detekce mikrobii miize probihat in
situ, bez predchoziho rozpusténi vzorkd v médiu. Tento spis dale popisuje nefluidni systém pro
detekci mikroorganismi na pevném povrchu zahrnujici vzorkovaci modul s alespon jednou
testovaci plochou a jednou kontrolni plochou, zatizeni detekujici zafeni (zdroj a detektor), PC
modul a displejovy modul. Na testovaci plose je imobilizovany substrat mikrobialniho enzymu
(napt. N-acetyl-B-D-glukozaminid, N-acetyl-B-D-glukozamin, N,N-diacetyl-B-D-chitobiozid, B-
D-N,N,N-triacetylchitotrioza), na ktery je konjugovana detekovatelna, napt. fluorescencni znacka
(napt. 4-methylumbelliferon). Tento pfistroj je schopen detekovat plisné a bakterie, na které je
dominantné zaméren, ale v signalu, ktery detektor méfi, jsou také dal$i mikroorganismy, které
ptistroj nerozeznava. Kvalitativné a kvantitativné je schopen rozeznat bakterie a plisn€, neni vSak
schopen rozeznat v jednom snimku/pozici soucasné vSechny skupiny organismd, které jsou
dialezité pro biokoroze materiali (sinice, fasy, bakterie, plisné, mechy, liSejniky, mineralni a
mechanické necistoty).

Mechanické a mineralni necistoty na povr$ich umi od mikroorganismti rozeznat feSeni popsané v
patentu US 7190457 B2, ktery vyuziva fluorescenci pro in situ bezdotykovou kvantifikaci
mikroorganismi na povrsich. Tento patent popisuje monitorovaci systém biofilmu v realném
Case, zahrnujici alespon jednu sondu z optickych vlaken a optoelektronické rozhrani se systémem
sbéru dat. Sonda je opatiena alespon jednim excitanim a alespont jednim emisnim filtrem,
pricemz sonda detekuje fluorescenci inherentniho biomarkeru daného mikroorganismu (napft.
aminokyselina, ATP, NADH, chlorofyl, bioluminiscence), a déle je volitelné opatifena excitatnim
referenénim kanalem pro korekci spektralni interference s nebiologickymi materialy (napf.
CaCOs, M@gS0s). Americky patent dale popisuje zptisob detekce mikroorganismii pomoci
fluorescence, pficemz optické vlakno je rozdéleno na dvé vétve, kde prvni vétev excituje analyt a
druha vétev detekuje emisi. Zptsob Ize voliteln¢ vyuzit na vzorky skla, polykarbonatu, kovu
nebo natérové barvy, a to z prosttedi procesni kapaliny, vymeéniku tepla, tovarny (napt. vyrabéjici
mikroelektronické soucastky nebo potraviny, papirny ¢i difevozpracovatelska zatfizeni) a dalsi
zafizeni pro zachazeni s tekutinami. Nevyhodou tohoto zafizeni je, Ze neni konstruovano jako
mobilni zafizeni pro méfeni v terénu bez elektrického zdroje, a také to, ze kvantifikuje chlorofyl
jako sumu a nerozlisi prokaryotické sinice od eukaryotickych fas, coz je velmi dilezité z hlediska
biokorozi, protoze sinice jsou podstatn¢ agresivngjsi a aktivnéjsi v rozkladu materialti a pronikani
do hloubky materiali nez fasy. Zakladni nevyhodou tohoto systému je také pftili§ mala plocha
detektoru, ktery vyuziva opticka vlakna, coz je pro praktické pouziti naprosto zdsadni parametr,
protoze piirodni biofilmy jsou velmi heterogenni a je-li detektor tak malého praméru jako zde, je
vhodny naptiklad pro biofilmy potrubi, nebo vnitini povrchy chladicich vézi. AvSak ptirodni
spoleCenstva, ktera se podileji na rozkladu materiald, jsou pfirozené velmi riiznoroda a s touto
sondou by bylo pro spolehlivé zhodnoceni riznorodosti povrchu nutno namétit desitky mist, coz
je podstatna prakticka nevyhoda.
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Podstata vynalezu

Vyse uvedené limitace a nevyhody, zejména neschopnost selektivni detekce rdznych skupin
organismi autofluorescenci nebo fluorescenci po reakci s fluorescenénim barvivem mezi
kamerou a detekovanym povrchem piimo v terénu a eliminaci vné&jSich rusivych vlivi, fesi
mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescenéni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismi, zejména plisni, bakterii, fas, sinic, mechti a liSejnikdi, na povrchu material
zahrnujici

- zdroj excita¢niho zateni pro excitaci detekovaného povrchu materialu a

- kameru pro fluorescencni snimani excitovaného povrchu materidlu opatfenou pamétovym
modulem pro ukladani snimki z kamery,

jehoz podstata spociva v tom, ze dale zahrnuje excita¢ni optickou komoru s otvorem pro umisténi
na detekovany povrch materidlu, ve které jsou uzavieny soustava zdroji excita¢niho zafeni,
kamera, soustava optickych emisnich filtri posuvnych jednotlivé do zorného pole kamery a
propoustejicich vinové délky odpovidajici fluorescenénim signalim vyvolanym excitaénim
zafenim zdroju excita¢niho zafeni a charakteristickym pro jednotlivé skupiny organismi a fadi¢
emisnich filtrt pro posun optickych emisnich filtri do zorného pole kamery.

Zatizeni dle vynalezu umoziuje plo$né zobrazeni, skupinovou detekci a kvantifikaci organismd,
které svym vyskytem, ristem a metabolismem poSkozuji mechanické, funkéni a estetické kvality
materiald. Zatizeni detekuje a kvantifikuje organismy na zakladé fluorescencnich signald
charakteristickych pro jednotlivé skupiny organismi, jako jsou fasy, sinice, rozsivky, plisné,
bakterie, mechy a lisejniky.

Podstatnd vyhoda oproti dosud znamym zafizenim spocivd v tom, Ze zafizeni umoziluje
nedestruktivni analyzu, neni nutno odebirat vzorek a zatizeni kvantifikuje vSechny organismy z
jednoho mista, v ramci jedné série méfeni, ¢imz se podstatné zlepsi interpretacni potencial
ziskanych dat.

Fluorescenéné lze zafizenim v zavislosti na pouzitych filtrech a dle potfeby po provedeném
nastiiku detekovat ptitomnost organismu — autofluorescenci, naptiklad chlorofyla, fykocyaninu
apod., nebo indukovanou fluorescenci, napiiklad extracelularnich polysacharidt bakterii, chitin
plisni a hub apod., nebo metabolickou aktivitu téchto mikroorganismu, napiiklad fotosyntézu,
hydrolazy, oxidazy atd. Detekce ATP a DNA ptitomné v kazdé buiice znama ze starSich feseni
neumoznuje selektivni detekci pfitomnych organismi, ale sleduje biofilm a jeho rtst jako celek.

Diky soustavé posuvnych optickych emisnich filtri ma zafizeni dle vynalezu univerzalni pouziti
pro rozpoznani a kvantifikaci fas, sinic, bakterii, plisni, mechii a liSejnikli na povrsich riznych
material a mtize byt vyuzito konkrétn€ napriklad k:

- Detekci t€innosti biocidniho oSetfeni v chladicich vézich, vodarenskych provozech, vefejnych
prostorech sklept, omitek a povrchii chodeb a budov, ¢i ptirodnich povrchu jeskyni s cilem
rozpoznat, kvantifikovat a prokazat, zda bylo biocidni oSetieni u¢inné. Soucasné je v takovych
ptipadech pfistroj pouzit pro priubézny monitoring a nacasovani dalsi aplikace biocidu.

- Dokumentaci a kvantifikaci zamérné péstovanych mikrobidlnich biofilmd, urcenych k
docisténi vody a rozkladu farmak a pesticidl, kde je nutné pro jejich Gcinnost kontrolovat
dostatecnou biomasu a diverzitu organismu.

- Detekci dominantnich skupin mikroorganismt a jejich kvantifikaci na fasadach, sochach,
uméleckych artefaktech, kde mikroorganismy svym rlistem zpiisobuji nezadouci cerné, zluté,
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zelené, Cervené ¢i jiné zabarveni a tim snizuji jejich estetickou hodnotu. V takovém piipadé
lze pristroj pouzivat i preventivné v rezimu véasného varovani, protoZze pfistroj je diky
fluorescencni excitaci mnohem citlivéjsi nez lidské oko a rozlisi konsorcia mikroorganismt
jiz v pocatku jejich rlstu.

- Nejcastéjsi vyuziti pristroje je v oblasti biokorozi materialli, kde mikroorganismy svou
metabolickou ¢innosti naru$uji mechanickou strukturu a méni chemické sloZeni betonu,
palenych cihel a taSek, piskovce, vapence, dieva ¢i napiiklad omitek a fasad. V takovém
piipadé je dilezité védet nejen kolik, ale pfedevsSim jaké skupiny mikroorganismi se na
povrsich vyskytuji, protoZze napiiklad sinice, plisné a liSejniky produkuji enzymy, které
rozleptaji strukturu materialii a aktivné prorustaji do puklin, které samy aktivné vytvareji.
Zelené tasy, rozsivky, nebo mechy pisobi estetické problémy, ale nejsou tak agresivni v
hloubkové korozi materialli. Proto je nutné, aby pfistroj umél rozpoznat a kvantifikovat tyto
organismy a umoznil tak rozliit jejich Skodlivost. Pfistroj dle predlozené invence je navic
schopen prostorové zobrazit rozlozeni a heterogenitu jednotlivych skupin organismd, coz je
velmi dalezité z praktického hlediska, kdy je nutno mit podklady pro rozhodovani o vhodné
metod¢ prevence, ¢i technologii odstranéni, véetné kontroly u€innosti téchto technologii.

Optické emisni filtry se béhem méfeni posouvaji jednotlivé jeden po druhém do zorného pole
kamery, ¢imz dochazi béhem jednoho méfeni postupné ke snimani fluorescence o rtznych
vinovych délkach odpovidajicich propustnosti filtrii. Optické emisni filtry mohou byt usporadany
V soustav¢ napf. za sebou Vv jedné ptimce, ale s vyhodou budou rozmistény v kruhu, kdy fadicem
emisnich filtri bude oto¢ny cylindr. V takovém ptipadé optické emisni filtry pomoci oto¢ného
cylindru do zorného pole kamery rotuji. Posloupnost méfeni jednotlivych vinovych délek se
automaticky opakuje, diky ¢emuz mohou probihat méfeni opakované€, napf. po presunu ha
sousedni plochy zkoumaného materidlu, aniz by bylo tfeba pfestavovat optické emisni filtry pred
kazdym méfenim. Radi¢ emisnich filtrGi je pohanén servomotorem a vyména emisnich filtrii je
automatizovana a koordinovana ptipojenou fidici jednotkou.

Pro detekci konkrétni skupiny organismil je tfeba generovat piislusné excitani zafeni o
pozadovanych vinovych délkach a pro snimani pouzit odpovidajici opticky emisni filtr.
V zavislosti na pozadované miie selektivity méteni jsou tedy kamerou pro fluorescenéni snimani
excitovaného povrchu materialu provadéna opakované snimani méfeného povrchu za vyuziti
riznych kombinaci excitaéniho zafeni a optickych emisnich filtrd. Napf. pro detekci fas je
obvykle vyuzita autofluorescence fotosyntetickych pigmentu piti kombinaci zafeni excitaéni
vinové délky 465 nm a emisniho filtru propustného pro vinové délky 680 nm, pro sinice je
vhodné excitacni zafeni o vlnové délce 595 nm a emisni filtr propoustéjici vinové délky 650 nm,
pro rozsivky excita¢ni zafeni 520 nm, emisni filtr propoustéjici 680 nm, mechy jsou odlisitelné
z makroskopické fotografie analyzou obrazu a spektry identickymi se spektrem pro fasy. Plisné
jsou obarveny fluorogennim ¢inidlem kalkofluor sexcitaéni vlnovou délkou 365 nm a
charakteristickou emisi 420 nm a bakterie jsou obarveny pomoci fluorogenniho <¢inidla
danzylhydrazinu s excitaci pii 365 nm a emisi 520 nm. LiSejniky jsou detekovany kombinaci
makroskopické fotografie a fluorescencnich spekter pro fasy, sinice a plisné. V praxi nemusi byt
kazda pozice Vv soustavé emisnich filtri zaplnéna filtrem a je mozné ponechat volné pozice pro
montdZ nebo vymeénu, tedy pro pifipadné budouci vyplnéni pozadovanym typem filtru pro
jakakoliv dalsi specifickd fluorescenéni méfeni V zavislosti na pozadovaném ucelu méfeni,
napiiklad metabolické aktivity, hodnoceni ucinnosti biocidi, nebo kvantifikaci biologické
aktivity biofilmi pro degradace polutantd. Optické emisni filtry v zafizeni dle vynalezu jsou
s vyhodou vyménitelné a nahraditelné jinym typem optického excitacniho a/nebo emisniho filtru
pro detekci fluorescence, napf. pro méfeni metabolické aktivity, hodnoceni ucinnosti biocidd,
kvantifikaci biologické aktivity biofilmd pro degradace polutantd.

Aby bylo mozné provadét dostatecné citlivd méfeni i za pIného osvétleni nebo slunecniho svitu v
ptirodnich podminkach, jsou zdroj excitacniho zafeni a kamera uzavieny v excitaéni optické
komote s otvorem pro umisténi na detekovany povrch materialu. Kamera v excitacni optické
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komote snima povrch materidlu otvorem excitaéni komory. Toto uspotfadani excita¢niho zdroje a
kamery zajiSt'uje izolaci excitaéni komory od okolnich zdroju svétla, minimalizuje jejich rusivé
vlivy a minimalizuje ruSivou reflektanci lesklych zkoumanych povrchii. Zafizeni tak detekuje
fluorescenci vzniklou excitaci jiz malého mnozstvi organismd.

Excitacni komora je vymezena tuhym krytem bez optickych rusivych vlastnosti pro zabranéni
pruniku okolniho svétla do excita¢ni optické komory, pficemz tento kryt je pro piitlaceni k
povrchu materidlu opatien limcem tvarové pfizplsobitelnym nerovnému povrchu. Vhodnym
materidlem pro limec je pruzny tmavy materidl bez tvarové paméti, naptiklad mekéeny pénovy
polyuretan. Takovym limcem je mozné piekryt nerovnosti i v rozsahu 1 az 2 cm. Pro silngjsi
ptitlaceni krytu excitani optické komory k métenému povrchu jsou na protilehlych stranach
zafizeni dle vyndlezu vytvofena alespoii dvé opérna mista propojend s ramem zafizeni, naptiklad
rukojet’ a pritlacna ploska umisténa na protilehlé strang, vedle displeje.

V excitacni optické komofe jsou umistény nad otvorem excitaéni komory zdroje excitaéniho
zafeni, pfi¢emz kazdému optickému emisnimu filtru odpovidé alespoii jeden zdroj excitacniho
zateni, jak bylo uvedeno vyse. Ve vyhodném provedeni je v excitaéni optické komote pro kazdy
opticky emisni filtr uspotadano vice zdroju excitaéniho zateni. Vyhodné jsou zdroje excitacniho
zafeni uspotadany rovnomérn€ na kruznici souosé s otvorem excitacni komory, napt. v ptipadé
tfi zdroji excitaéniho zateni v tthlu 120°, a vuc¢i povrchu jsou naklonény v thlu 45° az 60°,
vpraxi se ukdzal jako vyhodny uhel naklonu k povrchu o velikosti 53°. Timto jsou
minimalizovany nezadouci reflektance, rusivé odrazy od vlhkych povrchii a jiné zdroje optickych
artefakti, a zaroven je i idedlné osvétlen nerovny povrch, ¢imz je minimalizovano stinéni
nerovnostmi méfeného povrchu, ke kterému dochazi v pripad¢ pouziti jednoho zdroje excitaéniho
zatfeni nebo pfi nevhodném umisténi vice takovych zdroji.

Zdroje excita¢niho zafeni pro excitaci detekovaného povrchu materialu mohou byt v zakladnim
provedeni LED vydavajici zafeni pozadovanych vlnovych délek, které nepotiebuji dodatecnou
optickou korekci. V piipadé pozadavku na selektivni detekci mikroorganizmt je totiz tieba v
excitaéni komote umistit pfesné zdroje excitacniho zareni, které nepotiebuji jiz optické korekce
filtrem, a to v poctu odpovidajicimu ndsobkim poctu pouzitych optickych emisnich filtra.
Naptiklad pro 6 optickych emisnich filtri je, vV ptipad€ pouziti vzdy tii zdroji excitacniho zafeni
rozmisténych po kruznici v odstupu po uhlu 120° pro kazdy filtr, celkem potieba 18 LED.

Ve vyhodném alternativnim provedeni je v excitacni optické komoie uspoiadana soustava
univerzalnich Sirokospektralnich zdroji excitacniho zafeni, napf. Sirokospektralnich LED,
pti¢emz kazdému univerzalnimu Sirokospektralnimu zdroji excita¢niho zareni odpovida soustava
optickych excita¢nich filtrti prediaditelnych jednotlivé pted dany zdroj excita¢niho zafeni, aby na
meteny povrch dopadlo vzdy zateni s pozadovanym spektrem vinovych délek, a dale tadic
excitacnich filtri pro posun optickych excitacnich filtrii pred prislusné zdroje excitaéniho zatfeni.
V ptipadé tfi Sirokospektralnich zdroji excitaéniho zafeni budou tyto zdroje usporadany
rovnomeérneé na kruznici souosé s otvorem excitaéni komory v tthlu 120° a vi¢i povrchu jsou
naklonény v uhlu 45° az 60°, v praxi se ukazal jako vyhodny thel 53°. Timto jsou, jak bylo jiz
uvedeno vyse, minimalizovany nezadouci reflektance, rusivé odrazy od vlhkych povrchi a jiné
zdroje optickych artefakt, a zaroven idealn€ osvétlen i nerovny povrch, ¢imz je minimalizovano
stinéni nerovnostmi meétfeného povrchu. U téchto alternativnich provedeni odpovida pocet a
spektralni propustnost optickych excitaénich filtri poctu a spektralni propustnosti
korespondujicich emisnich filtri. Optické excita¢ni filtry mohou byt uspofadany v soustave, napf.
Vv jedné pfimce, ale s vyhodou budou rozmistény v kruhu, kdy fadicem excitacnich filtri bude
oto¢ny cylindr.

Jednotlivé soustavy optickych excitacnich filtri mohou byt polohovatelné ru¢né a nezavisle na
sob¢ a také nezdvisle na soustavé optickych emisnich filtrt. OvSem vzhledem k tomu, Ze pfii
kazdém jednotlivém méfeni je tieba zajistit spravnou volbu vSech optickych excita¢nich filtrti a
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jim odpovidajiciho emisniho filtru, je vhodné&jsi, kdyZ je aktivace pfisluSnych zdroju excitaéniho
zafeni a polohovani vSech filtri v soustavach fizeno pripojenou fidici jednotkou.

V jesté vyhodnéjsim provedeni jsou vSechny optické excitacni a emisni filtry uspofadany na
jednom spoleéném rota¢nim tadi¢i filtr, ktery je tvofen vné&jSim prstencem s pozicemi pro
optické excitacni filtry rotujicim pod zdroji excitaéniho zafeni a vnitinim prstencem s pozicemi
pro optické emisni filtry souosym s vnéjSim prstencem a rotujicim v zorném poli kamery, kterd je
umisténa mimo osu prstencii. Timto je zajisténo, ze pii kazdém méfeni a po kazdé rotaci fadice
filtrd budou vzdy vyuzivany stejné kombinace pozic optickych excitacnich i emisnich filtrt. Toto
feSeni tedy jednak minimalizuje pocet nutnych zdroji excita¢niho zafeni pfi zachovani selektivity
detekce a minimalizaci nezddoucich optickych artefaktii a stinéni a jednak brani moznosti
zameény optickych excitacnich a emisnich filtrl pfi jednotlivych méfenich.

V piipadé pozadavku na nasledné zpracovani dat do plosného zobrazeni ve formé map
znazoriiujicich rozmisténi a kvantitu téchto jednotlivych skupin mikroorganismti na displeji
V misté méfeni bude zatizeni dle vynalezu dale zahrnovat na kameru a jeji pamét'ovy modul dale
napojenou jednotku pro zpracovani obrazovych dat a k ni ptipojeny displej (zobrazovaci zatizeni)
pro zobrazeni mapy. Zatizeni takto umozni vizualizaci pfimo v terénu na vestavéné obrazovce.

Algoritmus zpracovani obrazu je v takovém provedeni dvoukrokovy. V prvnim kroku kombinuje
pomoci HDR - High Dynamic Range techniky sekvenci obrazii pofizenych s riznou expozi¢ni
dobou do jediného obrazu ptedstavujiciho plosSnou mapu intenzity emisni odezvy zkoumaného
vzorku. Pfevodni kiivky jsou pfi kalibraci stanoveny pomoci Debevecova algoritmu. V druhém
kroku je na kazdy pixel emisni mapy aplikovana pfevodni GAM - Genealize Additive Model
funkce, ktera byla v kalibracnim kroku optimalizovana pomoci technik robustni regrese.

S vyhodou je displej proveden jako dotykovy, diky cemuz muiZe nejen informace prezentovat, ale
také piijimat uzivatelské pokyny. Displej bude v praxi s vyhodou usazen v ramu displeje, ktery
bude pevné nebo pohyblivé spojen s hlavnim rdmem zafizeni. Zafizeni v tomto provedeni je
mobilni a je pouzitelné pro méfeni, zpracovani a prezentovani dat pfimo v terénu bez nutnosti
odbéru vzorkd, poskozeni povrchii a nutnosti laboratorniho zpracovani vzorkd.

Z hlediska konstrukéniho jsou kamera a servomotor zatizeni dle vynalezu zasazeny do hlavniho
ramu, k jehoz spodni strané je oto¢né ptipojen cylindr s filtry a zdroje excitaéniho zafreni a pod
timto cylindrem je ve spodni Casti zafizeni pevné k hlavnimu ramu pfipojen kryt excitacni
komory, ktery dale navazuje na plast’ zafizeni. V horni Casti plasté je zasazen displej spojeny s
fidici jednotkou pro pribézné zobrazeni vysledkd meéteni, vedle displeje je usporadano opérné
misto s pritlacnou ploskou. Displej miize byt zasazen v pomocném ramu displeje. Zatizeni dle
vynalezu dale s vyhodou zahrnuje ptitla¢né lozisko, které pritlacuje otocny cylindr s filtry tak,
aby se to¢il v pozadované poloze.

Pro zajisténi mobility je zafizeni dle vynalezu provedeno jako kompaktni, kdy k rdmu zafizeni je
ptipojena rukojet. V takovém provedeni miize byt zafizeni snadno manipulovdno, pfenaseno i
ptikladano k povrchu zkoumaného materialu.

Zatizeni miize byt napajeno z vefejné sité, pripadné z akumulatord. V ptipadé kompaktniho
mobilniho provedeni miize byt akumulator elektrické energie umistén v rukojeti zatizeni.

Zakladni vlastnosti narostovych spolecenstev je jejich riznorodost, coz zna¢né komplikuje jejich
hodnoceni. Je bézné, ze kolonie plisné Aspergillus je teréik o priméru nékolika milimetrt, takze
s pristroji s men§im prumérem sondy je lze snadno minout, ale jde o organismus, ktery nici
beton, plasty, kiizi, tkaniny i papir. Podstatnou vyhodou zafizeni dle vynalezu je schopnost
dokumentovat plosné rozlozeni organismu na povrsich a tim vyrazné zlepsit interpretaci méfeni a
dokumentovat ptirozenou heterogenitu. Dalsi podstatnou vyhodou feSeni dle vynalezu je velka
plocha zabéru oproti stdvajicim zafizenim, ¢imz postihuje pfirozenou heterogenitu piirodnich
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narostovych spolefenstev a tim dale zvySuje informa¢ni hodnotu naméfenych dat, které je
dosazeno navrhem optické excitaéni komory obklopené krytem, ktery definuje otvor pro snimani
povrchu, s vyhodou kruhovy. Pfi snimani povrchu v kruhu o priméru napt. 13 cm je riziko, ze
neni v této plose detekovatelna kolonie mikroorganismu, minimalni. Zatizeni dle vynalezu tedy
snizuje pocet nutnych opakovanych méfeni oproti pfistrojim, které plochu a jeji heterogenitu
nepostihuji.

Zatizeni dle ptedlozeného vynalezu je tedy schopno odlisit a kvantifikovat dilezité skupiny
organismu z hlediska biokorozi materidli, ne pouze detekovat jejich ptitomnost. Velké zorné
pole kamery navic umoziuje postihnout a zobrazit plosnou distribuci a zastoupeni kolonii nebo
shlukt detekovanych organismt na zkoumaném povrchu. Zafizeni je navrzeno jako kompaktni,
ptenosny a citlivy pfistroj ur€eny pro snadné pouziti in situ bez nutnosti mechanického zésahu do
povrchu zkoumaného materialu.

Objasnéni vykrest

Podstata vyndlezu je dale objasnéna na piikladech jeho uskute¢néni, které jsou popsany s
vyuzitim piipojenych vykrest, kde je na:

obr.1 Celkovy schématicky pohled na zafizeni
obr. 2 Bokofez zatizenim ukazujici vnitini uspofadani piistroje

obr. 3 Detail posuvu emisnich filtri nad excita¢ni komorou umoziujici simultanni detekci a
kvantifikaci vice skupin mikroorganismu v jednom snimku

obr. 4 Schéma sekvence krokl zpracovani obrazu pfti tvorbé multispektralni mapy koncentraci
obr.5 Schématické znazornéni uspotradani excitacnich filtri a Sirokospektralnich zdroju zatreni

obr.6 Schématické znazornéni cylindru se soustavou optickych excitac¢nich filtrii ptedtazenych
jednomu Sirokospektralnimu zdroji zafeni

obr. 7 Rez excita¢ni komorou

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez bude dale objasnén na piikladech uskutecnéni s odkazem na pfislusné vykresy.
Praktické pouziti, schéma pfistroje a zplisobu vyhodnoceni dat, vysokou citlivost a schopnost
rozliSeni jednotlivych skupin mikroorganismii odpovédnych za biokoroze materialti Ize
demonstrovat na piikladu provedeni, ktery je uveden na obr. 1 az 4. MozZna provedeni zdroje
excita¢niho zafeni a soustavy optickych excitaénich filtri jsou schematicky znazornéna na obr. 5
az 7.

Obr. 1 ukazuje celkovy schematicky pohled na zafizeni dle vynalezu, ze kterého je zfejmé, ze jde
0 kompaktni mobilni pfistroj do terénu. Zatizeni se sklada z téla 3, které je tvofeno plastovym
krytem, pod nimzZ jsou umistény elektronické a mechanické soucasti. T¢lo 3 zafizeni vybihd v
rukojet’ 5, v niz je uloZena napajeci baterie/akumulator. Na horni strané téla 3 pfistroje je umistén
dotykovy displej 2 pro ovladani zafizeni a ptipadné zobrazeni pribéznych vysledkt méfeni.
Vedle displeje 2 proti rukojeti 5 je provedena pfitlacna ploska 1 pro spravné uchopeni a pritlaceni
zafizeni a zajisténi spravného kontaktu krytu excitacni komory 4 na spodni stran¢ téla 3 zafizeni s
métfenym povrchem.
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Obr. 2 ukazuje podrobnosti vnitiniho uspofadani zatizeni, pfedev§im optickou excitaéni komoru
4 krytou od rusivych vlivii okolniho svétla, rukojet’ 5 s akumulatorem a dotykovy displej 2 pro
nastaveni parametrd a sledovani postupu méfeni dat. Dotykovy displej 2 na horni stran¢ zatizeni
je pomoci ramu 9 displeje uchycen na hlavnim ramu 10. Pod displejem 2 jsou ulozeny moduly
fidici jednotky 7. V ose excita¢ni komory 4 prochazejici jejim vrcholem a kolmé na detekovany
povrch je na vrcholu excita¢ni komory 4 v hlavnim ramu 10 upevnéna kamera 6 a cylindr 8
s emisnimi filtry.

Vlastni detail principu zatizeni pfiblizuje obr. 3. Excita¢ni komora 4 je pevné spojena s hlavnim
ramem 10. V ose excitacni komory 4 prochazejici jejim vrcholem a kolmé na detekovany povrch
je na vrcholu excita¢ni komory 4 umisténa kamera 6, ktera snima celou plochu povrchu materialu
ptistupného otvorem excitacni komory 4 v dolni ¢asti excitacni komory 4, kde probiha detekce a
kvantifikace mikroorganismti. V prostoru mezi objektivem kamery 6 a vrcholem excitacni
komory 4 se otaci kruhovy cylindr 8 s optickymi emisnimi filtry. Poloha cylindru s emisnimi
filtry 8 je stabilizovana pomoci pfitlaéného loziska 12 vsazeného do hlavniho ramu 10.

Kryt excita¢ni komory je po svém obvodu rozdélen na 16 poli. 15 poli je osazeno zdroji
excitatniho zafeni, posledni pole je opatieno béznym svételnym zdrojem pro potizeni
standardnich fotografii povrchu zkoumaného materidlu. Zdroje excitacniho zafeni jsou tedy
uspoiadany rovnomérn€ na kruznici souosé s otvorem excitaéni komory 4 a vuci detekovanému
povrchu jsou naklonény pod thlem 53°.

V optické excitaéni komote 4 je usporadano pét riznych zdroji excitaéniho zareni vhodnych pro
excitaci detekovanych mikroorganismt, pficemz stejné tfi zdroje excitaéniho zafeni pro jeden typ
mikroorganismu jsou vici sobé na kruznici umistény pfiblizné v ahlu 120°. Zdroji excitaéniho
zateni pro excitaci detekovaného povrchu materidlu jsou v tomto zdkladnim provedeni LED
vydavajici zafeni pozadovanych vlnovych délek. Kazdému typu zdroje excita¢niho zafeni
odpovidd v kruhovém cylindru 8 pravé jeden opticky emisni filtr. Alespon jedna pozice
V kruhovém cylindru 8 neni emisnim filtrem obsazena a propousti tak nefiltrované svétlo pro
potizeni standardnich fotografii v piipad¢ aktivace bézného zdroje svétla.

V konkrétnim provedeni tak zafizeni pro detekci fas vyuziva autofluorescenci fotosyntetickych
pigmentii pii kombinaci excitaéni vlnové délky 465 nm a emisniho filtru propustného pro
vinovou délku 680 nm, pro sinice je vhodna excita¢ni vinové délka 595 nm a emisni filtr pro
vinovou délku 650 nm, pro rozsivky je vhodna excita¢ni vinova délka 520 nm, emisni filtr pro
vinovou délku 680 nm. Pro detekci plisné je zkoumany povrch obarven fluorogennim ¢inidlem
kalkofluor a je pouzita excitaéni vinova délka 365 nm a emisni filtr pro vinovou délku 420 nm.
Pro detekci bakterii je zkoumany povrch obarven pomoci fluorogenniho ¢inidla danzylhydrazinu
a excitovan zafenim o vinové délce 365 nm a pouzit emisni filtr propustny pro vinovou délku 520
nm. Navic mechy jsou odliSitelné z makroskopické fotografie analyzou obrazu a spektry
identickymi se spektrem pro fasy.

Nastaveni potfebného optického emisniho filtru do spravné pozice ptred objektiv kamery 6
zajistuje servomotor 11. O koordinaci nastaveni potfebného optického emisniho filtru, aktivace
jemu odpovidajiciho zdroje excitatniho zafeni a snimani snimki kamerou 6 se stard fidici
jednotka 7.

Obr. 4 pak znazorfiuje proces zpracovani a integrace sekvenci ziskanych snimkd pii tvorbé
multispektralni mapy koncentraci na celé métené plose. Po spusténi méfeni je pomoci kamery 6
pro kazdou méfenou kombinaci excitaéniho svétla a fluorescenéni emise automaticky
zaznamenana sekvence snimkl pfi rizném nastaveni jasu a kontrastu. Technologii HDR (High
Dynamic Range) je pak ze snimki vytvofena emisni mapa. Z dil¢ich emisnich map je nasledné
slozena multispektralni emisni mapa, kterd je v dal§im kroku optimalizovana a podle vlozené
kalibrace  pfevedena na mapu rozloZzeni koncentraci  bunék/pletiv  zajmového
organismu/organismi na zkoumané plose povrchu.
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Na obr. 5 je schematicky znazornéna opticka excita¢ni komora 4 zafizeni v provedeni, kdy v
excitaéni komoie 4 je po jejim obvodu rovnomérné usporadana soustava tii univerzalnich
Sirokospektralnich  zdroji. 13 excitaniho zafeni, pfiCemz kazdému univerzalnimu
Sirokospektralnimu zdroji 13 excita¢niho zafeni odpovida soustava optickych excitacnich filtrl
predraditelnych jednotlivé pied dany zdroj excitacniho zafeni, aby na méfeny povrch dopadlo
vzdy zareni s pozadovanym spektrem vinovych délek. V excitacni komote je dale proveden tadic
excitacnich filtri pro posun optickych excitacnich filtri pted pfislusné zdroje excita¢niho zafeni.

Dalsi z moznych provedeni zafizeni dle vynalezu je pak jen pro ilustraci schematicky znazornéno
na obr. 6. Excita¢ni komora je vybavena cylindrem 14 se soustavou optickych excita¢nich filtra
piedfazenych jednomu S$irokospektralnimu zdroji 13 excitaéniho zateni. Na obr. 7 je pak
znazornén fez touto excitacni komorou 4. Pro snimani nerovnych povrchi muze byt téchto
Sirokospektralnich zdroji 13 excitacniho zafeni s predfazenymi cylindry 14 se soustavami
optickych excitacnich filtri uspofddano v excitacni komote 4 vice.

Nezobrazenou alternativou pak miize byt provedeni, kdy jsou vSechny optické excitacni a emisni
filtry usporadany na jednom spolecném rota¢nim fadici filtrti, ktery je tvofen vnéjSim prstencem
S pozicemi pro optické excitacni filtry rotujicim pod zdroji excitatniho zafeni a wvnitinim
prstencem s pozicemi pro optické emisni filtry souosym s vnéjSim prstencem a rotujicim
v zorném poli kamery, ktera je umisténa mimo osu prstenc.

Ptistroj lze pouzit na libovolny typ povrchu — maltova omitka, beton, kdmen, nerovna dlazba,
lesklé obklady, dfevo, Zelezné konstrukce, volny povrch pudy, polykarbonaty atd. Minimalni
plocha vhodna pro spravné pfilozeni krytu (excita¢ni komory) pfistroje je kruh o priméru 13 cm,
resp. Ctverec o délce strany 13 cm, pficemz zorné pole kamery je kruh o priméru pftiblizné 10
cm. Kamera 6 pristroje je idealné zaostiena na rovinu prikladaci plochy krytu. Hloubka ostrosti
kamery 6 vSak umoziiuje s dostate¢nou mirou piesnosti pouZit ptistroj také na povrchy vystouplé
nebo propadlé v rozmezi piiblizné 2,5 cm proti roviné ptikladaci plochy krytu, v ose detekéni
kamery 6, ktera snima celou plochu, kde probiha detekce a kvantifikace mikroorganismi na
povrchu materialu, servomotor nastavuje sekvenci emisnich filtrii umoziujicich optické rozliseni
jednotlivych skupin organismil, proces zpracovani a integrace sekvenci ziskanych snimka pfi
tvorbé multispektralni mapy koncentraci na celé métené plose. Proto kamera 6 je v takovém
nastaveni a vzdalenosti od detekovaného povrchu materialu, aby snimala alespofi 70 cm? plochy
detekovaného povrchu materialu.

Okraj krytu je vybaven limcem z pénového materialu, ktery je schopny se tvarové prizpusobit
mirné zrnitému nebo mirné¢ nerovnému povrchu. Béhem méfeni na takovém povrchu je tieba
zafizeni pomoci rukojeti 5 a oznaceného opérného mista, napiiklad pfitlacné plosky 1 na
protilehlé stran¢ téla 3 zarizeni ptitla¢it k méfenému povrchu tak, aby do krytu nepronikalo svétlo
zvenci.

Meéteny povrch by mél byt vlhky, aby vSechny organismy tvotici biofilm byly fyziologicky
aktivni. Pfi méfeni se peclivé vybere misto, které reprezentuje danou lokalitu, danou situaci a
provede se mé&feni povrchu — nejprve ptimo, ptipadné po dodateéném zvlhceni povrchu, a po
nastiiku roztokl fluorescencnich barviv, kdy je vyuzit kalkofluor a danzylhydrazin.

Prumyslova vyuzitelnost

Zatizeni dle vynalezu je uréeno k vcasnému varovani, kontrolni a preventivni detekci a
kvantifikaci organismui zpusobujicich biokoroze materialti. Konkrétné je zatizeni pouzitelné pro
preventivni prohlidky betonovych konstrukci mostt, hrazi, chladicich vézi a dalsich staveb, dale
na hodnoceni mikrobialniho osidleni povrchi fasad, soch, kamene, dieva, plastovych izolaci
rozvodnych skiini a vSude tam, kde potfebujeme vcas zjistit pfitomnost mikroorganismu, které
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mohou dezintegrovat, rozkladat a znehodnocovat material a tim zasadnim zptsobem omezit jeho
zivotnost. Alternativné je zafizeni vyuzitelné napiiklad ve vodnim hospodaistvi, kde napiiklad ve
vodarenstvi je potieba detekovat, zda pfi vyrobé pitné vody nejsou pfitomny plisng, ¢i sinice,
napft. na zdech vodojemd, sténach filtri a prvcich rozvodné sité, nebo také ve vyzkumu, kde napft.
jsou pomoci mikrobialnich biofilmi rozkladany toxické latky a je potieba hodnotit
nedestruktivné slozeni spolecenstev mikroorganismtl.

Literatura;

Boniek, D., Mendes, 1.D., Paiva, C.A.O., Lana, U.G.D., dos Santos, A.F.B., Stoianoff, M.A.D.,
2017. Ecology and identification of environmental fungi and metabolic processes involved in the
biodeterioration of Brazilian soapstone historical monuments. Letters in Applied Microbiology
65, 431-438.

Gaylarde, C., Baptista-Neto, J.A., Tabasco-Novelo, C., Ortega-Morales, O., 2018. Weathering of
granitic gneiss: A geochemical and microbiological study in the polluted sub-tropical city of Rio
de Janeiro. Science of the Total Environment 644, 1641-1647.

Gaylarde, C., Ogawa, A., Beech, I., Kowalski, M., Baptista-Neto, J.A., 2017. Analysis of of dark
crusts on the church of Nossa Senhora do Carmo in Rio de Janeiro, Brazil, using chemical,
microscope and metabarcoding microbial identification techniques. International Biodeterioration
& Biodegradation 117, 60-67.

C. Gaylarde, M. Ribas Silva, Th. Warscheid: Microbial impact on building materials: an
overview, Materials and Structures, 2003, Volume 36, Number 5, Page 342

Gonzalez-Perez, M., Brinco, C., Vieira, R., Rosado, T., Mauran, G., Pereira, A., Candeias, A.,
Caldeira, A.T., 2017. Dual phylogenetic staining protocol for simultaneous analysis of yeast and
bacteria in artworks. Applied Physics a-Materials Science & Processing 123, 11.

M. Gonzalez, R. Vieira, P. Nunes, T. Rosado, S. Martins, A. Candeias, A. Pereira and A. T.
Caldeira, Fluorescence In Situ Hybridization: a potentially useful technique for detection of
microorganisms on mortars, e-conservation Journal 2, 2014, pp. 44-52

Mejia, E., Tobon, J.I., Osorio, W., 2019. Urban structure degradation caused by growth of plants
and microbial activity. Materiales De Construccion 69.

Nuhoglu Y, Var M, Kogak E, Uslu H, Demir H (2017) In Situ Investigation of the
Biodeteriorative Microorganisms Lived on Stone Surfaces of the Sumela Monastery (Trabzon,
Turkey). J Environ Anal Toxicol 7: 506.

Sanmartin, P., DeAraujo, A., Vasanthakumar, A., 2018. Melding the Old with the New: Trends in
Methods Used to Identify, Monitor, and Control Microorganisms on Cultural Heritage Materials.
Microbial Ecology 76, 64-80.

Sohrabi, M., Favero-Longo, S.E., Perez-Ortega, S., Ascaso, C., Haghighat, Z., Talebian, M.H.,
Fadaei, H., de los Rios, A., 2017. Lichen colonization and associated deterioration processes in
Pasargadae, UNESCO world heritage site, Iran. International Biodeterioration & Biodegradation
117, 171-182.

Warscheid, T., Braams, J., 2000. Biodeterioration of stone: a review. International
Biodeterioration & Biodegradation 46, 343-368.

-11 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

Cz 2019 - 459 A3

Zanardini, E., May, E., Purdy, K.J., Murrell, J.C., 2019. Nutrient cycling potential within
microbial communities on culturally important stoneworks. Environmental Microbiology Reports
11, 147-154.

PATENTOVE NAROKY

1. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismtl na povrchu material zahrujici

- zdroj excita¢niho zafeni pro excitaci detekovaného povrchu materialu a

- kameru (6) pro fluorescen¢ni snimani excitovaného povrchu materidlu opatienou pamétovym
modulem pro ukladani snimkt z kamery (6),

vyznacujici se tim, Ze dale zahrnuje excitacni komoru (4) s otvorem pro umisténi na detekovany
povrch materialu, ve které jsou uzavieny soustava zdroju excitacniho zafeni, kamera (6),
soustava optickych emisnich filtri posuvnych jednotlivé do zorného pole kamery (6) a
propoustejicich vinové délky odpovidajici fluorescenénim signalim vyvolanym excitacnim
zafenim zdrojl excitacniho zafeni a charakteristickym pro jednotlivé skupiny organismi a fadic¢
emisnich filtri pro posun optickych emisnich filtrG do zorného pole kamery (6).

2. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismd na povrchu materialt podle naroku 1 vyznacujici se tim, ze optické emisni
filtry jsou uspofadany v soustavé v kruhu, pti¢emz fadi¢em emisnich filtri je oto¢ny cylindr (8).

3. Mobilni zatfizeni pro nedestruktivni fluorescen¢ni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismd na povrchu materiald podle naroku 1 nebo 2 vyznacdujici se tim, Ze excitacni
komora (4) je obklopena krytem z pruzného tmavého materialu bez tvarové paméti.

4. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismti na povrchu materialii podle kteréhokoli z pfedchozich narokti vyznacujici se
tim, Ze zdroje excita¢niho zafeni jsou uspotradany nad otvorem excitaéni komory (4) rovnomeérné
na kruZznici souosé s otvorem excitatni komory (4) a vic¢i povrchu jsou naklonény v thlu 45°
az 60°.

5. Mobilni zatfizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismd na povrchu materialti podle kteréhokoli z ptedchozich naroki vyznacujici se
tim, Ze soustavou zdroji excita¢niho zafeni je soustava univerzalnich Sirokospektralnich zdroju
(13) excitaéniho zafeni, pficemz kazdému univerzalnimu Sirokospektralnimu zdroji (13)
excitaéniho zatfeni odpovida soustava optickych excitacnich filtri prediaditelnych jednotlivé pred
dany zdroj excita¢niho zafeni, pfi¢emz mobilni zafizeni dale zahrnuje tadi¢ excita¢nich filtrd pro
posun optickych excita¢nich filtrt pted pfislusné zdroje excita¢niho zafeni a fidici jednotku (7)
pro aktivaci ptislusnych zdrojii excitacniho zafeni a vyménu emisnich filtri.

6. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismti na povrchu materidlti podle naroku 5 vyznacujici se tim, Ze optické excitacni a
emisni filtry jsou uspofadany na jednom spole¢ném rota¢nim fadici filtrii, ktery je tvofen vnéjSim
prstencem s pozicemi pro optické excitacni filtry rotujicim pod zdroji excitaéniho zafeni a
vnitinim prstencem s pozicemi pro optické emisni filtry souosym s vnéj§im prstencem a rotujicim
v zorném poli kamery (6), ktera je umisténa mimo osu prstenct.
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7. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismd na povrchu materialti podle kteréhokoli z pfedchozich narokti vyznacujici se
tim, Ze je opatfeno displejem (2) spojenym s fidici jednotkou (7) pro priubé&zné zobrazeni
vysledkd méfeni.

8. Mobilni zafizeni pro nedestruktivni fluorescencni rozliSeni, zobrazeni a kvantifikaci
mikroorganismti na povrchu materidlil podle kteréhokoli z pfedchozich narokti vyznacujici se
tim, Ze je opatfeno rukojeti (5).

4 vykresy

Seznam vztahovych znacek

Pritlacna ploska

Displej

T¢lo

Excita¢ni komora

Rukojet’ s akumulatorem
Kamera

Ridici jednotka

Cylindr s emisnimi filtry
Ram displeje

10. Hlavni ram

11. Servomotor

12. Piitlacné lozisko

13. Sirokospektralni zdroj excitaéniho zafeni
14. Cylindr s excita¢nimi filtry
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Obr. 1

Obr. 2
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Obr. 7
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