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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva UCinky plazmatem aktivované vody na mikroorganismy
nachazejici se ve vzorku hnédozemé. Teoreticka Cast je rozdélena do dvou casti. Prvni Cast se
zaméfuje na rozbor pudy a mikroorganismu v ni zijicich. Druha cast se zabyva obecnymi
vlastnostmi plazmatu a vznikem plazmatem aktivované vody. V experimentalni casti této
prace byla plazmatem aktivovana voda aplikovana na vyluh pidnich mikroorganismi a
souCasn€ piimo na vybrany vzorek pudy v riznych koncentracich. Nasledné byl pozorovan
vliv na zivotaschopnost pudnich mikroorganismua. Na zaklade vysledki z praktické Casti bylo
zjisténo, ze plazmatem aktivovana voda nema na padni mikroorganismy vyrazné pozitivni ani
negativni vliv. Z tohoto divodu bude nutné se pfi dal§im vyzkumu zaméfit na konkrétni typy
mikroorganismiu.

KLIiCOVA SLOVA

plazma, plazmatem aktivovana voda, pudni mikroorganismy, reaktivni formy kysliku a
dusiku, radikaly, oxidacné-redukéni potencial, dielektricky bariérovy vyboj



ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the effects of plasma activated water on microorganisms found
in the brown earth sample. The theoretical part is divided into two parts. The first part focuses
on the analysis of soil and microorganisms living in it. The second part deals with the general
properties of plasma and the formation of plasma-activated water. In the experimental part of
this work, plasma-activated water was applied to the leachate of soil microorganisms and also
directly to a selected soil sample in various concentrations. Subsequently the effect on the
viability of soil microorganisms and the composition of soil microorganisms was observed.
Based on the results from the practical part, it was found that plasma-activated water has no
significant positive or negative effect on soil microorganisms. For this reason, it will be
necessary to focus on specific types of microorganisms in further research.

KEYWORDS

plasma, plasma activated water, soil microorganisms, reactive forms of oxygen and nitrogen,
radicals, oxidation-reduction potential, dielectric barrier discharge
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1 UVOD

Predmétem této prace je studium vlivu plazmatem aktivované vody na pudni
mikroorganismy. SpoleCenstva mikroorganismu, zejména bakterii a hub, jsou zodpovédna
za fadu biochemickych procesd, které probihaji v pud€. Podileji se naptiklad na rozkladu
mrtvé organické hmoty a ovliviiuyji pfeménu organickych latek a tim dostupnost zivin
v prostiedi. Hlavnim cilem teoretické Casti této bakalarské prace je seznamit se s vlastnostmi
pud s dirazem na pudni mikroorganismy a dale pfiblizit pojem plazma a s nim souvisejici
pojem plazmatem aktivovana voda, pro kterou se v literatufe vyuziva také zkratka PAW
z anglického Plasma Activated Water.

V posledni dobé se do popfedi dostavaji nové environmentalné Setrné postupy
v zemédélstvi. Jednou z cest je i aplikace plazmatem aktivované vody at’ uz na listy rostlin
nebo ptimo na pidu. Synergicky ucinek PAW napriklad jako ekologicky Setrného hnojiva
nebo také sterilizacniho média se jevi jako velmi slibny pro jeho pouziti v zemédé€lstvi. AvSak
obecnym problémem vyuzivani v zemédélstvi jsou zcela chybéjici informace o vlivu
plazmatem aktivované vody pravé na pudni mikroorganismy, bez nichz by byla ptida pouze
mrtvym substratem. Jelikoz vzdy alespon Cast aplikované PAW skonci v pudé, je tieba tento
vliv ovéfit, aby pfi pfipadném masovém vyuziti PAW nedoslo k devastaci pudy. Na toto téma
byl doposud proveden pouze vyzkum vlivu PAW na fyzikalné-chemické vlastnosti pudy [1] a
ten byl pouzit jako teoreticky zaklad pro tuto bakalafskou praci, ktera se tedy jako prvni
zabyva problematikou chybgjicich informaci o vlivu PAW na pidu a mikroorganismy
Vv ni Zijici.

V experimentalni Casti této prace je plazmatem aktivovana voda generovana pomoci
dielektrického  bariérového vyboje (DBD) za atmosférického tlaku s pomoci
vysokofrekvencniho generatoru LIFETECH. Dielektricky bariérovy vyboj je elektricky vyboj
mezi dvéma elektrodami oddélenymi izolacni dielektrickou bariérou. Aktivace probiha
v tomto piipadé s destilovanou vodou za soucasné tvorby reaktivnich castic. Takto
generovana PAW je poté nasledné aplikovana na vyluh pidnich mikroorganismil i pifimo
na vybrany vzorek pudy a je sledovan vliv na zivotaschopnost piidnich mikroorganismi a
slozeni pudnich mikroorganismu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Puda

Pidu lze definovat mnoha zplisoby. Obecné se jedna o slozity systém, ktery je nezbytny
pro existenci zivota na nasi planeté a ktery je vyznamné ovlivnén lidskou ¢innosti. Vyznacuje
se schopnosti autoregulace. Piida vznika slozitym, dlouhotrvajicim procesem, a proto ji lze
vnimat jako neobnovitelny zdroj. Sklada se z nezivych a zivych soubort. V pudé lze nalézt
piiblizné 90 % druht mikroorganismd, které jsou nepostradatelné, jelikoz maji mnoho tloh,
naptiklad mineralizaci organické hmoty, biosyntézy, zvétravani minerald, podporu tvorby
stabilni pudni struktury apod [2].

Puda, jako svrchni ¢ast zemské kiry, predstavuje prunik mezi nékolika geosférami (litosfé-
rou, atmosférou, biosférou a hydrosférou) a vytvari vlastni geosféru, oznacovanou jako
pedosféra, coz je pudni obal Zemé na povrchu litosféry [2].

2.1.1 Rozdéleni pudniho systému

Pida je tvofena Ctyfmi pudnimi slozkami. Jedna se o pevnou mineralni slozku, pevnou
organickou slozku, kapalnou slozku a plynnou slozku. Kazda z pudnich sloZzek ma zcela
specificky vyznam pro produkcni a mimoprodukéni funkce pudy. Zastoupeni jednotlivych
pudnich slozek v hmotnostnich procentech je uvedeno na obrazku (viz Obrdzek 1) [2].

POROVITY PROSTOR ; PEVNA SLOZKA ~ 50 %
~ 40-60 %

Plynna slozka ~ 20-30 %
2 Minerdlni podil ~ 45 %

Kapalna slozka ~ 20-30 %

Organicky podil ~ 5 %

Obrazek 1: Zndzornéni zastoupeni jednotlivych piidnich slozek [3]



Mineralni podil pevné slozky pidy je tvofen predevSim mineralnimi Casticemi, tedy
riznymi anorganickymi slou¢eninami a Casticemi rizné velikosti, od velkych tlomkt hornin
a balvanu az po koloidni ¢astice. Podle velikosti jsou pudni Castice tiidény na pisek, prach a
jil.

Pisek ma castice o velikosti 0,05 - 2 mm, které jsou Casto tvofeny kiemenem a ulomky
kfemicitanovych hornin a zivcd. Benefitem pisCité pudni slozky je dobra propustnost vody,
nicméné voda se v pudé dlouho neudrzi. Pfi vysokém obsahu pisku jsou pudy dobie
propustné a provzdusnéné, avsak za sucha dochazi k rychlému vysychani. Prachové Castice
maji rozsah velikosti 0,002 - 0,05 mm a nachazeji se predevSim v pudach vytvorenych
na sprasich, coz jsou tlomkovité usazené horniny navaté vétrem. Prachové pudy zajistuji
dobré fyzikalni vlastnosti a optimalni pomér mezi obsahem vody a vzduchu pro organismy a
procesy v pudé. Jilovité Castice nebyvaji vétsi nez 0,002 mm. Jilovité pudy jsou méné
propustné pro vodu a malo vzdusné na rozdil od ptd piscitych [4].

Organickd hmota je tvofena rostlinnymi a zivociSnymi zbytky a odumfelymi buikami
mikroorganismu, které jsou v rizném stadiu rozkladu a premény na nové latky. Pojmem
humus je oznaCovana Cast organické hmoty v pudé, ktera prosla procesy premén zahrnujici
rozkladné i syntetické procesy. Humusové latky jsou potiebné k tvorbé agregatti mineralnich
¢astic, slouzi jako zédsobarna zivin pro rostliny a mikroorganismy, jsou zdrojem energie a
vyznamn¢ ovliviuji vodni rezim pudy [4].

Kapalnou fazi pudy predstavuje pudni voda, coz je ve skuteCnosti ptidni vodni roztok
riznych mineralnich a organickych latek, jenz slouzi k zabezpeceni zasobovani rostlin vodou
a zivinami a ovliviiyje i celou pidu. Celkova koncentrace latek v plidnim roztoku vétSinou
nepiesahuje 1 %. Dal§imi charakteristikami ptudniho roztoku jsou jeho pH a celkovy obsah
vody v padeé [4].

Plynnou fazi pidy predstavuje pidni vzduch, jenz se nachazi v pudnich poérech, které
nejsou zaplnény pudni vodou. Kromé celkového obsahu vzduchu v pidé je dulezité jeho
slozeni, jez se lisi od slozeni nadzemniho atmosférického vzduchu. Pidni vzduch mize Casto
dosahnout az 100% relativni vlhkosti. Obsahuje vice CO2 a méné O> nez nadzemni vzduch a
také zna¢na mnozstvi dalSich plyna jako je methan, oxidy dusiku a siry, sirovodik aj. [4].

2.1.2 Funkce pudy

Pida vykonava mnoho funkci a jejich rozdéleni je pouze informativni, jelikoz v realném
prostfedi se vSechny funkce vzajemné prolinaji. Obecné lze jmenovat 5 zékladnich funkci
pudy, a to je vytvareni zivotniho prostoru pro organismy, retence a infiltrace vody spolu
s pufrovaci a transformacni funkci, plocha pro hospodarské a stavebni vyuziti, rozklad,
syntéza latek a pudni urodnost a Zivotni prostfedi pro rust rostlin [2].



2.2 Mikroorganismy

Jako mikroorganismy jsou oznacovany jednobunééné nebo vicebunééné organismy, jez
nejsou schopny tvofit funkéné diferenciované tkané nebo pletiva. Mikroorganismy

se vyznacuji velmi malymi rozméry tél, v fadech néckolika desetin um az mm.

Jsou nepostradatelnou soucasti kolobéhu zivin a energie na této planeté, coz je nutnym
predpokladem pro vyvoj vSech Zivych organismi. Autotrofni organismy syntetizuji
z jednoduchych anorganickych slozek ekosystému latky organické, které jsou nezbytnym
zdrojem zivin a energie pro heterotrofni organismy vcetné Clovéka. Po odumieni podléhaji

téla vSech organismu rozkladnym procesim uskute¢iiovanym mikroorganismy, kdy dochazi

k opétovnym preménam organickych latek v latky mineralni. Pfi tomto procesu nazyvaném

mineralizace, jsou z té€l vSech organismu uvolfiovany jednoduché mineralni latky, jez jsou

dale opét vyuzivany autotrofnimi organismy [5,6].

Po cytologické strance se organismy déli na prokaryota, jez nemaji diferenciované bunécéné

jadro a eukaryota, coz jsou organismy s pravym jadrem oddélenym od cytoplazmy jadernym

obalem. Rozdily mezi nimi lze pozorovat na obrazcich ¢islo 2 a 3.

pouzdro
bunééna sténa
cytoplagmaticka
membrana
cytoplagma

ribozormy
plazmid

pili

bitik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 2: Stavba prokaryotické buniky [7]

2.2.1 Prokaryoticka bunka

jadro

jaderny por
jaderna membrana
chromatin

Golgiho aparat  lyzozom

centrioly

cytoplazmaticka ~
membrana cytoplazma
mitochondrie
peroxizom __
cytoskelet —
voiné ribozomy -

wyluCovaci vacek

hladké endoplazmatické retikulum \\
drsné endoplazmatické retikulum

Obrazek 3: Stavba Zivocisné eukaryotické

buitky [8]

U prokaryot jsou rozeznavany zakladni bunécné struktury, které jsou az na vyjimky spolecné

vSem prokaryotickym buiikam. PredevSim se jednd o bunéCnou sténu, cytoplazmatickou

membranu, cytoplazmu, ribozomy a jadernou hmotu, tzv. nukleoid. Vyskytuji se zde také
dopliujici struktury, jako jsou plazmidy, fimbrie, biCik, pouzdro, mesozomy ¢i endospory.

Prokaryota maji genom obsazen v makromolekule dvoufetézcové DNA. Maji nepravé jadro,

tzv. nukleoid. Prokaryota zahrnuji domény Archaea a Bacteria [6].
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2.2.2 FEukaryoticka buika

Burika eukaryotickych organismti ma oproti prokaryotické burice vyssi stupen vnitini diferen-
ciace a organizace. Kromé cytoplazmatické membrany ma i1 dalsi membrany tvotici zaklad
vétsiny organel. Strukturnim zakladem organel je tedy biomembrana. Na rozdil od prokaryot
nemaji eukaryota vbunééné sténé peptidoglykan. Slozitou strukturni organizaci
eukaryotickych mikroorganismu vytvari soubor specializovanych organel v cytoplazme.

Mezi nejdualezitéjsi organely patii cytoplazmatickd membrana, jadro, endoplazmatické
retikulum s ribozomy, mitochondrie, Golgiho aparat, lysozomy, chloroplasty a vakuoly.
Do domény Eukarya je zahrnovano 5 fisi organismi a to Protozoa, Chromista, Fungi, Plantae
a Animalia [6].

2.3 Pudni edafon

Pudni organismy predstavuji velmi malou Cast pudy, respektive ptudni organické hmoty, ale
jejich vyznam pro kvalitu a zdravi pudy je velky a diky jejich ptitomnosti dochazi k preméne
edafon predstavuje rozsahly soubor organismu, ktery Ize obecné rozdé€lit podle mnoha kritérii,
predevsim vsak podle trofickych vztaht, podle mista vyskytu a podle velikosti [9].

Organismy se na zakladé trofickych vztaht dé€li na autotrofy, saprofyty, fytofagy a zoofagy.
Autotrofni organismy jsou organismy, které jsou schopné premeénovat anorganicky uhlik
na organicky. Patfi sem chemoautotrofni organismy a organismy schopné fotosyntézy.
Saprofytni organismy se zivi odumfelou organickou hmotou a jsou to piedevsim
mikroorganismy jako bakterie, aktinomycety a mikromycety. Mezi fytofagy se fadi hlavné
zastupci hmyzu a hlistic a tyto organismy konzumuji rostlinou biomasu. Organismy, které
konzumuji jiné ZivocCichy se nazyvaji zoofagové a témito typickymi padnimi predatory jsou
zastupci dravého hmyzu [10].

Na zakladé mista vyskytu se organismy rozdéluji do tfech kategorii. Prvni kategorii
kdy se jedna o organismy, které obyvaji svrchni vrstvy pudy a euedafon, coz jsou organismy
obyvajici hlubsi vrstvy pudy [10].

Podle velikosti se pidni organismy déli na mikroedafon, mezoedafon, makroedafon a
megaedafon. Organismy, které jsou mensi nez 0,2 mm jsou fazeny do mikroedafonu. Patfi
sem fasy, sinice, liSejniky, bakterie apod. Organismy v rozsahu velikosti 0,2 - 2 mm jsou
fazeny do mezoedafonu a jsou to zejména roupice a rybenky. Do makroedafonu jsou razeny
organismy v rozsahu velikosti 0,2 - 20 mm. Jednd se napiiklad o zizaly, plze, stonozky a
mravence. Organismy vétsi nez 2 cm patii do megaedafonu a jsou to hlavné obratlovci a vétsi
druhy zizal. Nejvyznamné&jsi druhy padnich mikroorganismu, které ovliviiuji padni prostiedi,
jsou zastupci mikroflory [9, 10].
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2.3.1 Pudni mikroorganismy

Mikroorganismy se primarné€ v pudé vyskytuji vtzv. kofenové pudé, coz je vrstvicka pudy
o tloustce nékolika mm okolo jednotlivych kofenil, a nazyva se rhizosféra. Probihaji zde
nejdulezitéjsi biochemické reakce, jako je napf. zpfistupiiovani zivin pro rostliny a jejich
zadrzovani v télech mikroorganismu. S rostouci hloubkou pudniho profilu klesa pocetnost
jednotlivych skupin pudnich mikroorganismu, jelikoz jejich zastoupeni v padé neni
rovnomeérné [10].

Mikroorganismy vykonavaji v pudé celou fadu funkci. Rozkladaji organickou hmotu a
syntetizuji nové organické latky, slouzi k promichavani organické a mineralni hmoty v pade,
podporuji tvorbu strukturnich agregati a zvétravani minerald, zadrzuji Ziviny v pudé,
apod [10].

Pidni mikroorganismy jsou obecné rozdélovany na autochtonni, zymogenni a patogenni.

Autochtonni, neboli ptivodni, mikroorganismy jsou v pudé pfirozen€ a trvale vyskytujici se
organismy, které maji schopnost rozkladat humus. Jsou charakterizovany vysokou odolnosti
vuéi nepiiznivym podminkam, energetickou nenaro¢nosti a pomalou, ale konstantni aktivitou.
Do této skupiny se ftadi predevsim rody bakterii a aktinomycet Pseudomomas,
Agrobacterium, Arthrobacter, Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces, Nocardia,
Cellulomonas a zastupci hub Mucor, Penicilium, Fusarium, Verticillium, Trichoderma,
Aspergillus [11].

Aktinomycety patii mezi nejb€zn€jsi bakterie vyskytujici se v pudé. Pudni aktinomycety
jsou dilezitymi dekompozitory a jsou citlivé na teplotu a vlhkost. Rada druhdi aktinomycet
produkuje antibiotika. Bakterie rodu Pseudomonas (viz Obrdzek 4) maji schopnost vyuzivat
aromatické uhlovodiky (napf. toulen) v aerobnich podminkach, coz ma velky vyznam nejen
z hlediska pudni urodnosti, ale i z hlediska ochrany zivotniho prostfedi. Dal§im zastupcem
jsou napiiklad bakterie rodu Streptomyces (viz Obrdzek 5), jez patfi k nejCastéji se
vyskytujicim autochtonnim aktinomycetam v pid€. Tento rod je typicky tim, Ze produkuje
latku zvanou geosmin, ktera zpisobuje typickou pudni vini zeminy [11, 12].

Obrazek 4: Rod Pseudomonas [13]
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Obrazek 5: Rod Streptomyces [14]

Zymogenni, neboli oportunni, mikroorganismy se objevuji ve velkych poctech
pfii pfitomnosti vhodného lehce rozlozitelného substratu. Jsou vysoce aktivni, maji vyznamny
podil na procesech mineralizace a potiebuji staly pfisun potravy. Dalsi charakteristikou je, ze
poskytuji rostlinam potiebné organické latky, které potom postupné zpracovavaji. Patii sem
napiiklad bakterie rodu Bacillus, coz jsou aerobni bakterie (viz Obrdzek 6) se schopnosti
produkovat amylazy, které pomérné rychle v tirodnych ptdach rozkladaji skrob az na CO; a
H>O. Dale do této skupiny patii také bakterie rodu Mycobacterium, nékteré druhy rodu
Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter, Aeromonas a sinic Nostoc, Anabaena nebo hub
Rhizopus, Fusarium, Cephalosporium [11].

(0
Obrazek 6: Bacillus subtilis [15]

Patogenni, neboli choroboplodné, mikroorganismy jsou déleny na primarni a sekundarni.
Pro primarni patogeny je piirozenym stanovis§tém pida. Jsou patogenni predevsim
pro rostliny (napf. Pseudomonas, Xantomonas, Erwinia, Clavibacter, Agrobacterium,
Fusarium, Verticillium, Phytophthora), ale 1 pro Clovéka (napt. Clostridium). Tyto bakterie
mohou clovéku zpusobit zavazné zdravotni potize. Sekundarni patogeny se dostavaji do pudy
nepiimo a mohou v ni prezivat dlouhou dobu. Do této skupiny patii naptiklad Neisseria nebo
Bacillus anthracis [11, 16].
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2.4 Plazma

Plazma je kvazineutralni plyn nabitych a neutralnich castic, ktery vykazuje kolektivni
chovani. Pojmem kvazineutralita je ozna¢ovan stav, kdy se koncentrace kladné nabitych ionta
a zaporné nabitych Castic (elektront i iont) v oblasti plazmatu pfiblizné rovnaji. Plazma se
tedy chova navenek elektricky neutraln€, prestoze obsahuje elektricky nabité Castice.
Kolektivnim chovanim jsou pak mysleny pohyby, které nezavisi pouze na lokalnich
podminkach, ale také na stavu plazmatu ve vzdalenych oblastech [17, 18].

Plazma musi spliiovat tfi podminky. Prvni podminkou je, Ze ionizovany plyn muaze byt
nazyvan plazmatem pouze tehdy, pokud je hustota naboji tak vysoka, ze Debyeova délka
(viz dale) je mnohem mensi nez velikost systému (4ip << L). Dale musi platit, ze pocet Castic
v Debyeové sféfe musi byt mnohem vétsi nez jedna (Np >> 1) a posledni podminkou je, ze
soucin frekvence plazmovych oscilaci a stfedni doby mezi srazkami s neutralnimi atomy musi
byt vétsi nez jedna (wz > 1) [17, 18].

V pritomnosti pevné latky v plazmatu lze pozorovat d¢j zvany Debyeovo stinéni, kdy pevna
latka nese naboj, ale ten je diky kvazineutralité¢ odstinén. Ve vzdalenosti zvané Debyeova
stinici délka je plazma opét kvazineutralni. Jestlize do predpokladaného homogenniho
plazmatu vlozime nepohyblivy naboj ¢, Castice se souhlasnym nabojem jsou jim odpuzovang,
s nesouhlasnym ptitahované. Plazma se proto polarizuje a elektrické pole vlozeného naboje
tim padem odstini. Odstinénim klesne potencial elektrického pole v plazmatu
oproti potencialu elektrického pole ve vakuu na 1/e ve vzdalenosti rovné Debyeové stinici
délce. Vypocet se provadi z teplot (charakterizujicich stfedni kinetickou energii) 7+ a T-
kladnych ionta a elektronti a koncentrace nabitych ¢astic n, = n+ = n. pomoci vztahu (1),

o'k Ty T
Ap = /;’—* (1)
e 'no'T++T_

kde &9 je permitivita vakua, k je Boltzmannova konstanta, no je koncentrace nabitych ¢astic
a e je naboj elektronu [17, 19].

Obrazek 7: Stinici vrstva kolem ndbojii viozenych do plazmatu [17]
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2.4.1 Vlastnosti plazmatu

Plazma se od plynu lisi tim, ze obsahuje volné elektrické naboje, a proto je elektricky vodivé.
Elektrickd vodivost plazmatu je jednou z nejvyznamnéjSich fyzikalnich vlastnosti, ktera jej
predurCuje pro ruzné technické aplikace. Elektricka vodivost plazmatu zavisi na stupni
ionizace. Pokud se jedna o slabé ionizované plazma, tak elektricka vodivost nartsta
s koncentraci nabitych castic. V pfipad€ siln€ ionizovaného plazmatu elektricka vodivost
viubec na koncentraci nabitych castic nezavisi. Diky elektrické vodivosti pisobi na plazma
i silné magnetické pole. Dalsi vyznamnou vlastnosti plazmatu je, Ze produkuje velké mnozstvi
reaktivnich cCastic, jako jsou elektrony, ionty, radikaly a fotony a je povazovano
za vynikajiciho prenaSeCe téchto Castic ve vodé. Na zakladeé mista styku vyboje s kapalinou
délime systémy do tfi kategorii: elektricky vyboj v kapalinach, nad kapalinou a v bublinach
plynu zavadéného do kapaliny [20].

2.4.2 Zakladni parametry plazmatu

Zékladni parametry plazmatu jsou veli¢iny, které plazma charakterizuji a umozuji jeho popis
a rozdeleni. Patii mezi né Debyeova délka, stupei ionizace plazmatu, teplota, hustota ¢astic a
plynu, distribucni funkce energie elektront, plazmova frekvence atd. [18].

Stuperi ionizace
Tento parametr nejvice uruje chovani plazmatu. Jedna se o pomér poctu ionizovanych ¢astic
vuci celkovému pocCtu Castic v daném systému a zavisi predev§im na teploté. Ionizacni stupen
1ze popsat pomoci Sahovy rovnice pro jedenkrat ionizované plazma v termodynamické rovno-
vaze (2),

n 2 i U .

—‘=CT2-exp(——l) : @)

Ny kT

kde C = 2,4-10*! m?, n; je koncentrace jednonasobnych iond, 7, je koncentrace neutralnich

Castic, U; je ionizacni potencial, T je teplota plazmatu a k je Boltzmanova konstanta [18, 21].

Podle stupné ionizace rozdélujeme plazma na slabé a silné€ ionizované.

Slab€ ionizované plazma muze existovat za pokojové teploty a koncentrace nabitych Castic
v ném je zanedbatelné mald v porovnani s koncentraci neutralnich molekul. Dochazi tedy
prevazné ke srazkdm nabitych ¢astic s molekulami plynu. Na rozdil od slabé ionizovaného
plazmatu, u silné ionizovaného plazmatu prevlada koncentrace nabitych cCastic
nad koncentraci neutralnich molekul plynu, a tedy dominuji vzajemné srazky nabitych Castic.
Charakter silového ptisobeni mezi ¢asticemi je dan Coulombovymi silami [20, 22].

Teplota

Podle stfedni energie ¢astic v plazmatu je rozliSovano vysokoteplotni a nizkoteplotni plazma.
Toto déleni je zalozeno na termodynamické teploté rovnovahy slozek a ma charakter
konvence, jelikoz neexistuji fyzikalni divody, které by stanovovaly objektivni hranici [20].
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Za vysokoteplotni plazma je povazovano z praktického hlediska plazma, ve kterém je
stfedni energie nabitych Castic vétsi nez 100 eV, cemuz piislusi teplota vétsi nez 1 MK.
S vysokoteplotnim plazmatem se lze setkat pii experimentech s fizenou termonuklearni
syntézou a v astrofyzice. Za nizkoteplotni plazma se povazuje plazma v elektrickych vybojich
a plazma pouzivané v plazmovych technologiich. Typicka zatfizeni obsahujici nizkoteplotni
plazma jsou osvétlovaci vybojky, pouzivané v osvétlovaci technice a na reklamni ucely,
s rozsahem teploty elektronti 10*-5-10* K, pficemz molekuly neutralniho plynu a kladnych

iontll maji pokojovou teplotu [19, 20].

Nizkoteplotni plazma muze byt generovano za atmosférického tlaku a teploty blizké teploté
okoli, coz tuto technologii predurCuje k oSetfeni teplotné citlivych materialt nebo predméta,
které jsou navic citlivé na vakuum, napf. organické materidly, pény, kapaliny nebo zivé
biologické tkané. V soucasné dobé je plazma aplikovano v medicing k sterilizaci ¢i hojeni ran,
dale v zemédeélstvi ke zvySeni kliivosti semen nebo pro povrchovou upravu materiald.
Plazma muze byt aplikovano bud pfimou, nebo nepfimou metodou. K nepiimé aplikaci je
pouzivana tzv. plazmatem aktivovana voda [23].
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2.5 Plazmatem aktivovana voda (PAW)

Plazma iniciuje v plynné fazi chemické procesy, které vedou k syntéze celé rady chemicky
aktivnich Castic, jejichz vlastnosti a identitu lze dobfe kontrolovat proménlivymi parametry
plazmatu [1, 25].

Plazmatem aktivovana voda je produktem nizkoteplotniho plazmatu reagujiciho s vodou.
Pti tvorbé plazmatu nad vodnim sloupcem dochazi k transportu nékterych chemicky aktivnich
latek vytvorenych v plynné fazi pres rozhrani plazma-kapalina do vodniho sloupce. Reaktivni
formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), spolecné znamé jako RONS, indukuji chemické zmény
ve vodnych roztocich. Timto se voda aktivuje a nazyva se plazmatem aktivovana.
Mezi RONS lze zaradit napfiiklad razné radikaly (OHe, NOe, NO2e), ionty (H*, ONOO"),
oxidy dusiku (N2Os, N2O) a dalsi Castice, jejichz vzajemnymi interakcemi nakonec vznikaji
vice ¢i méné stabilni konecné produkty, jako jsou napfiklad H»O., NO3;~, NO>™ a O3
[1, 24, 25].

Plazmatem generované RONS ve spojeni s pH PAW jsou zodpovédné za jedinecné
vlastnosti PAW (zejména vys$si oxidani potencial), které jsou ucinné pii rozkladu
organickych znecistujicich latek, biologické nebo chemické dekontaminaci vzduchu, vody a
pudy. Také Ize dosahnout vysoké ucinnosti odstrafiovani nejriznéjSich kontaminanti z vody,
aniz by bylo nutné pridavat dalsi chemikalie. Jiz zminény vysoky oxidacni potencial RONS je
také zodpovédny za silné antibakterialni a fungicidni vlastnostt PAW. V zemédé€lstvi se
posledni dobou, diky svému vysokému obsahu dusiku, stala stfedem z4ymu aplikace PAW
jako alternativa ke komerénim dusikatym hnojivam [1, 25].

Oblast vyboje

Primarni
Castice .

Sekundarni
reaktivni -+ - Plynna faze
Castice NO NO, NO, OH H,0, O; O '0, HO, HNO, N Q1| Rozhrant
= r=—T<apaIina-pIyn
Reaktivni | [ NO,- H,0, ONOO- ONOOH
Castice e 9) I
uvnité:~ | NOz HNOZ HN03 NO 4 i
kapaliny

Obrazek 8: Schematicky diagram tvorby aktivnich sloZek v médiu aktivovaném konvencnim
plazmovym paprskem [26]
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2.5.1 Fyzikilné-chemické vlastnosti PAW

Plazmatem aktivovana voda ma jiné chemické slozeni nez bézna destilovana nebo
kohoutkova voda, tudiz se 1isi 1 ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech, jako je naptiklad
pH, vodivost, redoxni potencial a koncentrace ROS a RNS.

pH

pH je obecné hodnota urcujici koncentrace vodikovych ionti v roztoku. Reakce probihajici
mezi chemickymi latkami vytvofenymi v plazmatu maji za nasledek okyseleni vody.
Se zvysujici se dobou oSetieni kvuli tvorbé silnych kyselin dochazi k drastickému snizovani
pH plazmatem aktivované vody. Okyseleni vodnych roztokd plazmatickou reakci vede
k tvorbé peroxidu vodiku, kyseliny dusicné a kyseliny peroxynitrilové. Syntéza noveé
vytvorenych chemickych sloucenin vede ke snizovani pH PAW, coz je jeden z hlavnich
divodi antimikrobialni aktivity PAW. Pfi skladovani plazmatem aktivované vody pfipravené
vybojem ve vzduchu hodnota pH mirn€ klesa, naopak pH PAW generované vybojem
v kysliku vykazuje linearni pfirastek [27].

Redoxni potencial

Oxidacné-redukéni potencial (ORP) vyjadiuje schopnost roztoku oxidovat nebo redukovat
jinou latku a zavisi na koncentraci oxidacnich cinidel a jejich sile. Vyhodou méfeni ORP
vody je, Ze poskytuje rychlé hodnoceni dezinfekéniho potencidlu. ORP je povazovan
za dulezity faktor ovliviiujici mikrobialni inaktivaci, ktery poskozuje bunéénou membranu
mikrobu a jejich obranny mechanismus. Peroxid vodiku, patfici mezi ROS vytvorené v PAW,
se podili na redoxnich reakcich, kde se mize chovat jako oxidant nebo jako redukéni €inidlo.
Pro PAW generovanou uvniti vody jsou pozorovany vys§i hodnoty ORP nez pro PAW
generovanou nad vodni hladinou. Stejn€ jako u pH, nezpusobuji rizné skladovaci teploty
PAW Zzadnou vyznamnou zménu v hodnotach ORP, ale riizné doby skladovani vedou
k poklesu hodnot ORP. To ukazuje, ze hodnoty ORP nejsou zavislé na teploté skladovani
[27].

Vodivost

Vodivost je fyzikalni veliCina, ktera je Casto pouzivana jako dulezity indikator koncentrace
reaktivnich iontd existujicich ve vod€. Reaktivni ionty produkované béhem oSetieni
plazmatem se snadno rozpoustéji ve vode, a tim dochézi k vyrazné zmeéné vodivosti. Tvorba
ROS a RNS béhem aktivace vody plazmatem pfispiva ke zvySeni vodivosti PAW. Vodivost
PAW generované piimo ve vod¢ je vyssi ve srovnani s vodivosti PAW pfipravenou pomoci
vyboje nad vodni hladinou [24, 27].

Tvorba peroxidu vodiku

H>O»> patii mezi ROS vytvorené v PAW a hraje vyznamnou roli v antimikrobialnich vlastnos-
tech PAW. V kyselém prosttedi prispiva koncentrace H.O> spolu se superoxidovym aniontem
k nejdulezitejsi casti oxidacnich vlastnosti PAW. Koncentrace H>O> zavisi na vodivosti vody
po vyboji. H2O2 je ve vodé povazovan za stabilni kone¢ny produkt s zivotnosti v rozmezi
8 hodin — 20 dni [27].
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Koncentrace dusitanit (NOz") a dusi¢nanii (NOs™)

Detekce dusitanovych a dusi¢nanovych ionti v PAW je hlavnim dikazem pro tvorbu RNS.
Dusi¢nanové ionty s dlouhou zivotnosti v PAW se tvoii jako sekundarni produkty a rozsituji
antimikrobialni aktivitu pfi skladovani. Povybojové reakce mezi NO>~ a H2O; vyskytujicimi
se v PAW vedou k tvorbé peroxynitrilu, ktery ma vyznamné antibakterialni vlastnosti. Stejné
jako ROS, s prodluzujici se dobou skladovani koncentrace NO3™ a NO;™ klesa. Koncentrace
dusi¢nant a dusitana vytvarenych v PAW pfipravené vybojem generovanym piimo ve vode¢ je
o néco vyssi nez koncentrace téchto iontt v PAW pfipravené vybojem nad vodni hladinou
[27].

2.5.2 Dielektricky bariérovy vyboj

Dielektricky bariérovy vyboj neboli DBD, je typ vyboje zalozeny na pouziti alespon jedné
dielektrické bariéry (napt. skla, kfemene, keramiky, slidy a oxidu hlinitého) ve vybojové
mezefe s vysokym stfidavym napétim aplikovanym na elektrody, coz zabraiuje tvorbé jisker,
eliminuje leptani a korozi elektrod a distribuuje vyboj témér rovnomérné po celé plose
elektrody. Tento proces probihd za atmosférického tlaku a diky pouziti vysokého napéti se
tvori intenzivni elektrické pole, které ionizuje plyn. V disledku toho dochazi ke generaci
elektront, metastabilnich latek a ROS. DBD je proto systémem slouzicim ke generaci ozonu.
Napéti mezi dvojici elektrod byva v intervalu 1-100 kV a frekvence v rozsahu desitek kHz.
Bariérové vyboje 1ze rozdélit podle konfigurace elektrod a dielektrika na objemové (volume
discharge — VD), povrchové (surface discharge — SD) a koplanarni (coplanar discharge — CD)
[28, 29].

1= Elektroda
. !I}ielelctrickj,if
| izolator
AC napéjeci zdroj \
wsokehlc napéti Elektroda

Obrazek 9:Schéma DBD [30]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Hlavnim pfedmétem daného vyzkumu byla aplikace plazmatem aktivované vody na pudni
vzorek hnédozemi odebraného z lokality Ostrovacice v okrese Brno-venkov (viz Obrdzek 10).
Cely experiment probihal ve dvou variantach. Prvni variantou byla aplikace PAW ve 100% a
50% koncentraci pfimo na vzorek pudy, z niz byl po 24 hodinach vyextrahovan pidni vyluh.
Ve druhé varianté byl nejprve vyextrahovan pudni vyluh, ten byl ponechan k odstati a poté
smichan s PAW ve 100% a 50% koncentraci. Pro srovnani byl pokus u obou variant proveden
také s destilovanou vodou. VSechny vzniklé roztoky byly nasledné systémem desitkového
fedéni nafedény a naockovany na zivné médium v Petriho miskach. Celkem doSlo k vytvoreni
45 Petriho misek se ziedénim 1-102, 1-10* a 1-10°, které byly nasledné ponechany 6 dni
ke kultivaci ve tmé pii laboratorni teploté 27 °C a béhem této doby dochazelo k prubéznému
pocitani vznikajicich kolonii pomoci elektronického pocitadla kolonii s fixem.

8

Obrazek 10: Ostrovacice — lokalita odbéru vzorku piidy

3.1 Priprava PAW

Pro ob¢ varianty experimentu bylo potfeba vytvofit plazmatem aktivovanou vodu. K tomuto
ucelu bylo vyuzito dielektrického bariérového vyboje buzeného v reaktoru pro pripravu PAW,
jez se sestava z Petriho misky o praméru 90 mm, na jejiz dno je z vnéjsi strany souose
nanesena uhlikova elektroda o pruméru 50 mm. Viko reaktoru je zhotoveno z korundoveé
keramiky (102x102 mm?), z vn&jsi strany je ve stfedu napatena hlinikova elektroda, ktera mé
taktéz praimér 50 mm. Ke generaci vyboje byl vyuZzit na zakazku vyrobeny audiofrekvencni
generator od firmy LIFETECH (viz Obrdzek 11).
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Obrazek 11: Reaktor pro pripravu plazmatem aktivované vody

Do Petriho misky, ktera je soucasti reaktoru, bylo nalito 75 ml destilované vody pomoci
odmeérného valce a nasledné byla miska prikryta horni ¢asti pfistroje s keramickou elektrodou.
Poté byl zapnut generator a samotny vyboj hotfel mezi korundovou keramikou a povrchem
vody v Petriho misce za atmosférického tlaku. Vyboj musel byt pravidelné po patnacti
sekundach prerusovan a viko bylo otfeno rukou, aby bylo zabranéno nadbytecné tvorbé ozonu
a NOx. Cely postup byl opakovan osmkrat, aby celkovy Cas pusobeni elektrického vyboje
na vzorek destilované vody trval 2 minuty. Pro ucely prace bylo tfeba pfipravit celkem
8 davek PAW, které byly smichany a ihned pouzity. Tim bylo docileno identického slozeni
PAW aplikované na vSechny vzorky.

3.2 Priprava zivného média

12,5 g kultivacniho média (Nutrien Broth w/1% Peptone) bylo smichano s 10 g agaru
(HiMedia GRMO026 Agar powder, Bacteriological) a nésledné do$lo k rozpusténi v 500 ml
vody pii laboratorni teploté. Déle bylo zivné médium sterilizovano pii 120 °C po dobu
50 minut. Sterilizované médium bylo nalito po 10 ml do Petriho misek a ponechano
ke ztuhnuti.

3.3 Priprava roztoku varianty ¢. 1

Do kazdé ze tii reagenCnich lahvi, které byly dopfedu vysterilizovany ozonem, bylo
na analytickych vahach odvéazeno (100 + 1) g hnédozemi. Nasledné bylo do prvni lahve
pfidano 100 ml PAW, do druhé lahve bylo piidano 50 ml PAW a 50 ml destilované H>O a
do tfeti lahve bylo pfidano 100 ml destilované H2O. VSechny 3 roztoky byly poté promichany
a ponechany po 24 hodin pii pokojové teploté v tmavé mistnosti.

Po 24 hodinach bylo ze vSech vzorki odpipetovano 10 g cirého vyluhu do novych
reagencnich lahvi a do kazdé bylo nasledné piidano 100 ml destilované vody.
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Obrazek 12: Reagencni lahve s roztoky varianty ¢. 1 (vzorek 1 — destilovand H>O; vzorek 2 — PAW;
vzorek 3 — PAW + destilovana H>0)

3.4 Priprava roztoku varianty ¢. 2

Nejprve bylo smichano 100 ml destilované vody se 100 g vzorku pidy. Tento roztok byl
ponechan 10 minut k dekantaci a mezitim doslo k ozonové sterilizaci tii kadinek, do kterych
bylo nasledné po dekantaci odpipetovano 10 g cirého vyluhu. Poté bylo do prvni kadinky
pfidano 100 ml PAW, do druhé 50 ml PAW s 50 ml destilované H,O a do tfeti 100 ml
destilované H>O, podobné jako u varianty cislo 1. Kadinky sroztoky se poté nechaly
pred odebranim vzorku k desitkovému fedéni 40 minut odstat pii laboratorni teploté.

Obrazek 13: Kadinky s roztoky varianty ¢. 2 (vzorek A — destilovana H>O; vzorek B— PAW; vzorek
C — PAW + destilovana H>0)

3.5 Desitkové redéni a o¢kovani na zivné médium

Z kazdého ze Sesti pfipravenych roztokti obou variant byl odpipetovan 1 ml Cirého vyluhu,
ktery byl dale fedén systémem desitkového fedéni az na ziedéni 1-10°. Z diivodu velkého
podtu vzorkid byly pro experiment pouzity pouze sudé hodnoty ziedéni, tedy 1:102, 1-10* a
1-10°%. Na zivné médium bylo poté otkovano vzdy 100 pl daného ziedéni. Bylo vytvoieno
celkem 45 naockovanych Petriho misek podle tabulky (viz Tab. I). Po naockovani byly
vSechny vzorky opét ponechany ke kultivaci pii 27 °C a béhem nasledujicich 6 hodin byly
pravidelné odecitany pocty narustajicich kolonii.
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Tab. 1: Pocet naockovanych Petriho misek pro jednotliva zredéni

Ztedéni
1-10~ 1-10* 1-10°
vzorek 1 2 2 2
vzorek 2 3 3 3
vzorek 3 3 3 3
vzorek A 2 2 2
vzorek B 3 3 3
vzorek C 2 2 2

K pocitani kolonii bylo pouzivano elektronické pocitadlo kolonii s fixem (Heathrow
Scientific, eCount Colony Counter). Pokud byla kolonie vétsi, hustsi a neSla spocitat pouhym
teCkovanim, tak byla cela oblast rozdé€lena na nékolik stejnych casti. Poté byly spocitany
kolonie vjedné casti a toto Cislo pak bylo vyndsobeno pocCtem vzniklych ¢asti
(viz Obrazek 14).

Obrazek 14: Ukdzka metody pocitani kolonii rozdélenim na nékolik stejnych oblasti na vzorku 2
pii ziredéni 1-107
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Prakticka Cast této prace byla zaméfena na pozorovani rastu kolonii mikroorganismu
po aplikaci PAW. Vysledky pozorovani mohl vyrazné ovlivnit odebrany vzorek hnédozemé,
jelikoz neslo zajistit, aby v kazdém vzorku pouzitém ke ziedéni byl stejny obsah a druh
mikroorganisma. Puda byla skladovana v chladnicce pii teploté 0 °C po dobu asi 6 mésicu
od odbéru z odbérného mista. Tento fakt mohl taktéz ovlivnit vysledek, jelikoz mohlo dojit
k uhynu mikroorganismii. Dalsim rozhodujicim faktorem mohl byt také odbér Cirého extraktu
pred fedénim. Vzorky varianty cislo 1 byly ponechany po dobu 24 hodin v klidu a poté byl
odebran extrakt ke zfedéni bez predeslého protifepani lahvi. Tim mohlo dojit k usazeni MO
spiSe do spodni Casti reagenCnich lahvi, a ne do vrchni ¢iré casti, ze které byl vzorek
pro fedéni odebiran. Naproti tomu vzorky varianty ¢islo 2 byly k dekantaci ponechany pouze
po dobu 10 minut, tudiz MO byly pravdépodobné rozptyleny do celého objemu roztoku
rovnomeérné. Pii dal§im vyzkumu by bylo vhodné experiment zopakovat s tim rozdilem, ze
reagen¢ni lahve s roztoky vzorkl varianty 1 by byly po uplynuti 24 hodin protfepany a odbér
10 g ¢irého vyluhu by byl proveden az po desetiminutové dekantaci.

Prubézné odecitané pocty kolonii byly zapisovany do tabulek a hodnoty pak byly pro vétsi
prehlednost zprimérovany pies vSechna opakovani stejné varianty.

Tab. 2: Kolonie MO varianty ¢. 1 vyrostlé za 24, 48 a 144 hodin

24 hodin 48 hodin 144 hodin

1-10%  1-10* 110 | 1-10* 1-10% 1-10° | 1-102 1-10* 1-10°

{ 42 0 0 138 5 2 - 172 120
36 1 0 200 2 1 - 207 148

pramér | 39 0,5 0 169 3,5 1,5 - 189,5 134
60 0 0 608 2 2 - 138 162

2 35 0 217 1 2 _ 153 134
40 0 0 83 4 0 i 165 110

pramér | 45 0,3 0 302,723 1,3 i 152 1353
125 1 283 1 0 _ 120 119

3 59 0 0 175 2 1 i 179 136
48 0 323 4 0 - 87 160

pramér | 77,3 0,3 0,3 260,3 2.3 0,3 i 128,7 1383
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Tab. 3: Kolonie MO varianty cislo 2 vyrostlé za 24, 48 a 144 hodin

24 hodin 48 hodin 144 hodin

1-102  1-10*  1-10° | 1-10% 1-10* 1-10 | 1-102 1-10* 1-10°

24 1 0 48 3 2 _ 130 120

A 40 0 0 466 3 2 - 119 111
primér | 32 0,5 0 257 3 2 i 124,5 115,5
25 1 189 2 2 _ 137 122

B 23 0 80 13 3 ] 150 39
31 2 92 2 2 - 143 197

pramér | 26,3 0,3 1 1203 5,7 2,3 _ 1433 1193
36 0 0 707 4 0 ] 152 136

C 24 0 0 161 2 1 - 154 164
30 0 0 434 3 0,5 - 153 150

primér | 30 0 0 434 3 0,5 ] 153 150

Pro lepsi prehlednost ve srovnani variant experimentu ¢islo 1 a 2 byly zavislosti poctu
kolonii na zfedéni vzorkd vyneseny do grafu (viz Obrdzek 15, 16, 17).
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Obrazek 15: Graf zavislosti poctu kolonii na zredeéni pri odectu po 24 hodinach
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Obrazek 17: Graf zavislosti poctu kolonii na ziedéni pri odectu po 144 hodindch

Z grafu (viz Obrazek 15) 1ze vycist, ze po 24 hodinach nestacily kolonie mikroorganismu
pfi ziedéni 1-10*a 1-10° dostatecné vyrist. Pokud se tedy zaméfime pouze na ziedéni 1102,
kde jiz doSlo k mirnému nardstu poctu kolonii, tak z primérnych hodnot lze vyvodit, ze
nejvice se rozrostly kolonie MO ve vzorku 3 (destilovand H>O + PAW) =z varianty
experimentu Cislo 1 a dale vzorek A (destilovana H,O) z druhé varianty experimentu.
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Na Obrazku 16 muzeme z grafu pozorovat po 48 hodinach mirny narast po¢tu kolonii
u zfedéni 1-10%*a 1-10°. U ziedéni 1-102 doslo k nejvétsimu narustu kolonii MO u vzorku
2 (PAW) a u vzorku C (destilovana H>O + PAW).

Pii poslednim odectu kolonii MO po 144 hodinach jiz nebylo mozné spocitat vzorky
pfi zfedéni 1:102 kvili jejich vysokému poétu. Do grafu (viz Obrdzek 17) byly tedy zafazeny
pouze primémé hodnoty poétu kolonii odedtenych pii ziedénich 1:10%a 1:10%, u kterych
doslo k velkému nartstu. Nejvétsi narast lze pozorovat u vzorki 1 (destilovana H>O) a
C (destilovana H.O a PAW).

Pokud budeme porovnavat mezi sebou vzorky 1, 2 a 3 z varianty Cislo 1, tak je z vysledka
patrné, ze mezi pocty kolonii jsou opravdu minimalni rozdily. Ve vSech ptipadech dochazelo
k nartistu poctu kolonii MO s ¢asem. U vzorkl 2, 3 obsahujicich PAW je pozorovatelné, ze
v prvnich 48 hodinach doslo k velkému nartstu kolonii, ale béhem dalSich hodin se nartst
prakticky srovnal s naristem kolonii vzorku cislo 1, ktery obsahoval pouze destilovanou H>O.
Vzorek Cislo 1 mél nartst priblizné potrad stejny a nedoslo zde ke zpomaleni, coz lze
pozorovat z hodnot v Tab. 2.

U vzorki A, B, C varianty 2 taktéz nejsou velké rozdily mezi pocty kolonii. Opét
nedochazelo k odumirani MO, nybrz k narastu jejich poctu. Podobné jako v predeslém
pfipadé, u vzorku B, ktery obsahoval pridavek PAW, doslo s Casem ke zpomaleni nartstu
MO, zatimco u vzorka obsahujicich destilovanou H>O byl nartst postupny.

Po poslednim odectu kolonii byly vybrany nejvétsi kolonie MO, a ty byly pozorovany
pod mikroskopem se zvétSenim 40x. Vzorky k mikroskopickému pozorovani byly odebirany
z Petriho misek se zfedénim 1-10° (viz Obrazky 18. 19, 20, 21, 22, 23).

Obrazek 18: Vzorek 1 obsahujici pridavek destilované H,O
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Obrazek 20: Vzorek 3 obsahujici pridavek 50% PAW
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Obrazek 23: Vzorek C obsahujici pridavek 50% PAW
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Na obrazcich (zejména Obrazek 19 a Obrdzek 22) lze pozorovat bilé rozrostlé struktury
vytvorené bakteriemi. Tyto struktury jsou nazyvany biofilm. Tloustka biofilmu tvoreného
na zivném médiu zavisi na dostupnosti zivin a na tom, zda je slozen z jednoho ¢i vice
bakterialnich druhti. Mnohem casté€jsi je pfitomnost vice druhti najednou. Velké rozrostlé
oblasti biofilmu tvoii pravdépodobné mikroorganismy aerobni, které potiebuji k aktivaci
dostatek kysliku. Naopak mensi nerozrostlé oblasti budou tvofit mikroorganismy anaerobni,
které ke svému zivotu a mnozeni nepotiebuji kyslik.

Jak uz bylo zminéno v kapitole 2.3.1 zaméfujici se na pidni MO, mezi béznou pudni
mikrofloru patii bakterie rodt Pseudomonas, Bacillus ¢i naptiklad Rhizopus. Na Obrazku 24
muizeme pozorovat koky né&jakého bakterialniho rodu, ktery byl odebran z Petriho misky
vzorku 3. Identifikujeme je predevsim tak, ze jejich kolonie jsou zbarveny do oranzova
¢i zluta.

Na Petriho miskdch se dale vyskytuje tada hladkych gelovitych kolonii. Jedna
se pravdépodobné o pudni kvasinky riznych druhti, muze jit napiiklad o zastupce roda
Cryptococcus, Trychosporon ¢i Zygosaccharomyces.

Dale Ize na zivném médiu pozorovat vrasCité a ochlupené kolonie MO, kdy se podle vSeho
jedna o plisné. Napovida tomu rozvétvené mycelium, které je viditelné na Obrazku 25, kdy
byl vzorek kolonie pozorovan pod mikroskopem pii zvétSeni 40x. Pravdépodobné by se
mohlo jednat o plisn€ z oddéleni Zygomycota, ptesnéji o ttidu Trichomycetes. Tmavé zelené
az Cerné kolonie budou patrn€ houby roda Penicillium nebo Aspergillus.

Obrazek 24:Bakterie pod mikroskopem pri zvétSeni 40x
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Obrazek 25:Plisen pod mikroskopem pri zvétseni 40x

Z celkového pozorovani narustajicich kolonii plyne, Zze pudni mikroflora je velmi bohata,
coz dokazuji Obrazky 24 a 25. Z vysledkl je také patrné, ze PAW ziejmé nema celkovy
negativni vliv na pudni mikroorganismy, tedy rozhodné¢ nedoslo kuthynu vSech
mikroorganisma. Pro dal§i zkoumani bude tfeba provést selektivni pozorovani na riznych
skupinach bakterii, plisni a kvasinek, abychom mohli fict, co presné se s pudnimi
mikroorganismy po aplikaci PAW dé&je. Rozdily mezi variantou 1 a 2 nejsou pfili§ vyznamné,
tudiz bude tieba provést experiment s vétSim poctem vzorka a s vétsi selektivitou skupin
druht mikroorganisma.
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5 ZAVER

V této bakalarské praci byla feSena problematika aplikace plazmatem aktivované vody a
nedostateCnych informaci o jejim vlivu na piadni mikroorganismy. Teoreticka Cast se
zaméfuje na rozbor pudniho systému a mikroorganismi v ném zijicich a dale popisuje
zakladni poznatky o plazmatu a plazmatem aktivované vodé. Experimentalni Cast je vénovana
aplikaci plazmatem aktivované vody v ruznych koncentracich na pudni vzorek hnédozeme,
pti¢emz aplikace probihala ve dvou od sebe se liSicich variantach. V prvni varianté byla PAW
aplikovana pfimo na vzorek pudy, a poté doslo k extrakci vyluhu. Druha varianta probéhla
presné naopak, tedy PAW byla aplikovana na vzorky az po probéhlé extrakci z pudniho
roztoku. Nasledné bylo u vSech vzorkd provedeno desitkové fedéni a ockovani na zivné
médium. Po kultivaci vzork v Petriho miskach byly béhem 6 dni 3x odecitany narastajici

kolonie mikroorganismu.

Podle primérnych poctd kolonii mikroorganismi uvedenych v tabulkach (viz Tab. 2,
v pudé pozitivni ¢ negativni vliv. Jelikoz ani vjedné variant€é experimentd naruast
mikroorganisma, na které byla aplikovana PAW, nebyl vyrazné€ rychlejsi ¢i vétsi nez
u vzorkd, na které aplikovana PAW nebyla, tak nelze s Gplnou jistotou hovofit o pozitivnim
ucinku na rast. Na druhou stranu nedochazelo ani k vyraznému thynu ¢i tbytku kolonii
mikroorganismi vzhledem ke srovnavacim vzorkiim s destilovanou vodou, tudiz nelze
potvrdit ani zcela negativni vliv na riist mikroorganismu nachazejicich se v piadnim vzorku.
Opét musime brat v potaz, ze selektivita druhti mikroorganisma v tomto experimentu neni
dostacujici na celkové posouzeni vlivu PAW na ptudni mikroorganismy.

Z vysledki vySe uvedenych experimenti je tedy patrné, Ze vliv PAW na pudni
mikroorganismy je spiSe neutralni, prakticky shodny jako vliv destilované vody, coz nemusi
byt povazovano za Spatny vysledek. Znamenalo by to, ze voda aktivovana plazmatem muze
byt bez negativniho dopadu na padni mikroorganismy pouzivana v zemédélstvi ve formé
postriku.

Pokud budeme srovnavat kolonie vyrostlé na Petriho miskach po 24 hodinach, neuvidime
zde zadné vyrazné typy kolonii. Kdyz se ale podivame na kolonie vyrostlé na Petriho miskach
po 48 a vice hodinach, tak si mizeme v§imnout, Ze na vzorcich, které obsahovaly pridavek
PAW vyrostly zajimavéji zbarvené a vice rozrostlé kolonie nez na vzorcich bez pfidavku
PAW. Taktéz se zde vyskytovalo obecné vice plisni. Tato skuteCnost muze nasvédcovat tomu,
ze nekteré typy mikroorganismi mohou po urcitém case odumirat, ale PAW muze podporovat
jejich rust, a z toho divodu se vyskytuji pouze na vzorcich s pfidavkem PAW. Podpora ristu
plisni by ale mohla byt v zemédé€lstvi spiSe negativni, jelikoz by byl podporovan vznik plisni
na rostlinach.
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JelikoZ nebyly pfesné znamé vsSechny typy mikroorganismi nachazejicich se ve vzorku
pudy, nemuzZeme vysledky tohoto experimentu vztahovat obecné na vSechny typy
mikroorganismi. Musime také brat v potaz, ze mikrobialni kolonizace pud zalezi nejen
na typu pudy, ale i na lokalité odbéru vzorku, tudiz mikrobialni slozeni stejného ptidniho typu
z ruznych lokalit nebude zcela totozné. Z téchto divoda bude predmétem dal§iho vyzkumu
také sledovani vlivu PAW na konkrétni, dopfedu znamé skupiny mikroorganismu, které
muzeme identifikovat pomoci vhodnych molekularnich metod.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MO
PAW
ROS
RNS
RONS
DBD
ORP
VD
SD
CD

mikroorganismy

plazmatem aktivovana voda (plasma activated water)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
dielektricky bariérovy vyboj (dielectric barrier discharge)
oxida¢né-redukéni potencial

objemovy bariérovy vyboj (volume discharge)

povrchovy bariérovy vyboj (surface discharge)

koplanarni bariérovy vyboj (coplanar discharge)
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