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Abstrakt

Predlozena diplomova prace se zabyva hledanim optimalnich parametri distribuce aktivnich
castic, které jsou generovany nizkoteplotnim plazmatem, na povrchu biopolymert. Teoreticka
Cast se zameétuje na charakteristiku plazmatu a jeho aktivnich slozek. Jsou zde uvedeny mozné
aplikace plazmatu v medicin¢ a potravinaiském primyslu a také ptehled modeltt umélé kize.
Posledni kapitoly teoretické Casti se veénuji popisu anatomie kGze a stru¢nému pichledu
mikroorganismu C. glabrata, E. coli a S. epidermidis.

V ramci experimentalni ¢asti byly nejdfive pfipraveny biopolymery s obsahem barviv pro
detekci reaktivnich ¢astic pfitomnych v plazmatu. Nasledné byly biopolymery podrobeny
bodovému oSetfeni plazmatem pii riznych podminkich. U vSech biopolymerti doslo pfi
spravnych podminkach po osetfeni k barevné zméné, coz je dikazem pfitomnosti aktivnich
castic. Byl proveden také experiment, pii kterém doslo k prichodu UV zafeni, ale byl zamezen
styk aktivnich ¢astic s obarvenym biopolymerem. Experiment potvrdil, ze za zménu barvy
biopolymeri jsou skute¢né zodpoveédné aktivni Castice, ane UV zafeni. Nasledné byly nalezeny
optimalni parametry distribuce aktivnich ¢astic po celé ploSe biopolymeru. Ziskané parametry
byly dale vyuzity pii oSetfeni agarovych ploten s jednotlivymi kulturami C. glabrata, E. Coli,
S epidermidis a se smésnou kulturou C. glabrata + E. Coli. Pfi oSetfeni byly pouzity dva rizné
vyboje, ato pochodiiovy s ptimym ptivodem plynu a mikrovinny s povrchovou vinou. Osetfené
vzorky byly po inkubaci nafoceny. Pocitacovy program Aurora vyhodnotil plochu agarovych
ploten, ktera je pokryta danou kulturou. Na zakladé téchto dat byl vyhodnocen inhibi¢ni G¢inek
oSetfenych kultur ve srovnani s neoSetfenymi. Pfi pouziti pochodiového vyboje s pfimym
pfivodem plynu doSlo k mnohem vysSimu inhibi¢nimu G¢€inku neZ pii pouziti mikrovinného
vyboje s povrchovou vinou u vSech 4 zkoumanych vzork.

Klicova slova
Plazmovy vyboj, plazma za atmosférického tlaku, nizkoteplotni plazma, biopolymery,
distribuce aktivnich ¢astic, Gi¢inek inhibice



Abstract

This thesis is focused on the optimization of the distribution of active particles (RONS),
generated by the low temperature plasma, on the biopolymer surfaces. The theoretical part
characterizes plasma and its active particles. Furthermore, this chapter summarizes its
applications in medicine and food industry, also a review of different skin models is listed here.
The last section is focused on the skin anatomy and the characterization of selected
microorganisms C. glabrata, E. coli and S. epidermidis.

In the experimental part, selected biopolymers with specific dyes for detection of active
particles were prepared. Furthermore biopolymers were spot treated under different conditions
leading to color changes in all biopolymers. This test confirmed a presence of active particles
in the plasma. After that, the optimal parameters for active particles distribution over the entire
surface were found. Also an experiment, which allowed the UV light to pass through but
prohibited the passage of active particles, was made. In this experiment, no color change was
noticed, which means, that the reaction of active particles with the colored biopolymer is
responsible for the color change. The optimized parameters were used for treatment of agar
plates with monoculture of C. glabrata, E. coli, S.epidermidis and with mixed culture
C. glabrata + E. coli. Two different plasma torches were used — unipolar microwave discharge
torch and surface wave microwave discharge jet. Treated samples were photographed after
incubation. Software Aurora then calculated the surface area which was covered by the
microbial culture. Based on the data, the microbial reducion was evaluated in comparison with
untreated samples. The unipolar microwave discharge torch achieved higher efficiency than the
surface wave microwave discharge jet, for all tested microorganisms.

Key words
Plasma discharge, atmospheric pressure plasma torch, low-temperature plasma, biopolymers,
active particles distribution, inhibitory effects



KRUPICKOVA, Lucie. Optimalizace distribuce aktivnich cdstic generovanych nizkoteplotnim
plazmatem na  povrchu biopolymerii. Brno, 2023. Dostupné také zZ:
https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148351. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii. Vedouci prace
FrantiSek Kréma.

ProhlasSeni

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a Gpln¢ citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani

Rada bych podékovala vedoucimu mé diplomové prace prof. RNDr. Frantisku Krémovi, Ph.D.
za odborné vedeni, cenné rady a pifipominky. Stejné tak i konzultantkam Ing. Katefiné
Smejkalové a Ing. Kristiné Trebulové za trpélivost, vstiicnost a piijemnou atmosféru
Vv laboratofi. Podékovani patii také Janu Hrudkovi za pomoc pfi zpracovavani dat inhibi¢niho
ucinku.

Dale bych rada podekovala své roding, ktera mé podporovala po celou dobu mého studia.

V neposledni fadé patii dik mému partneru Petrovi, ktery mi byl velkou oporou od samého
zacatku az do uplného konce.


https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148351

OBSAH

R U T« PP PO PR RVSTOPRURTRPRTS 9
2 TEOTEHICKA CASE ...oviiiiiiiiiie i 10
2.1 PlaZMa....iiiiicce 10
2.2 AKtivni SI0ZKY PIaZMEALU......ooiieieiic e 10
2.2.1 Reaktivni formy KysHKU ......ccoooviiiiiiiiii 11

2.2.2 Reaktivni formy dusiku........cccccoiiiiiiiiiiiiiii e 12

2.3 Vyuziti nizkoteplotniho plazmatu............ccccovieiiiiiiiiiii 13
2.3.1 Vyuziti nizkoteplotniho plazmatu pro hojeni ran ............ccceeevriiiiiiiiennnn. 14

2.3.2 Antibakterialni ptisobeni plazmatul ..........ccccoviviiiiiiniiinien e 14

2.3.3 VyuZiti plazmatu ve stomatologil .......cccvvvriviiiieiiiieiie e 15

2.3.4 Aplikace plazmatu pro transdermalni podavani 1€Civ........cccccevviiiiiiiinninen. 15

2.4  Plazmatem 0Setiend VO ......ccceeiiiiiiiiiieiie e 16
2.4.1 Vyuziti PAW v potravinafském primyslu..........cccvoevieiiniiiicnincnee 17

2.4.2 Vyuziti PAW v zemédélském primyslu.........cccocevviiiiiiiiiiiiiiceee 17

2.5 ANAOMIC KUZE ...viieiiiiiieiie ettt 17
2.5.1 EPIdermis — POKOZKA. .......couriririeiiiinieisie sttt 18
2.5.2 Dermis, COMMUM — SKATA ......coicuriieeiiriiee et e et e e e st ee e e s e st n e e s sbeaee e 19

2.5.3 Tela subcutanea — podKoZni Vazivo.........cccceoeiririeininienieeseseese e 19

254  Barva KUZE ..ooceooieiiiiieiie ittt 19

2.6 Fyzikdlni modely umelé KUZe.........ccoovviiiiiiiiiiiiicc 20
2.6.1 Kapalng SUSPENZE........ooveiviiiiiiieiiieie ettt 20

2.6.2  ZelatinOVe SUDSLANCE ......cv.vevecesecieee et estese s st esessnesneeseneeseneans 20

2.6.3  EIGSIOMEIY ..ot 21

2.6.4 EpoXidOVE PrySKYTICE ....cccviiiiiiiiiiiiiiiciiie e 21

2.6.5  KOVY .t 21

2.6.6  TEXUE ..ocviiiiiici e 22

2.7 RAIY ettt bbb 22
2.7.1  ChIoniCKe TANY .....ccveviiiiiiiiiii i 22

2.7.2  HOJONI...eiiieiiiie it 23

2.8 Barviva vyuzitad pro detekci aktivnich ¢astic plazmatu ..........cceovviviiiiiiiiiiicien, 24
28 50 R T [ o o TSRS 24

2.8.2  Jodid draselny ........ccccoiiiiiiiiiiiiii s 25



2.8.3 Test pro stanoveni dusicnanli @ dusitanil ..........ccccevvveeiiiieiiieesiiee e 25

2.9 IMIKIOOIGANISIMY ..ottt bbbt 25
2.9.1 Candida glabrata..........cccccveveiieiiiie e 25
2.9.2  ESCherichia Coli ........ccooiiiiiiiiiciie s 25
2.9.3 Staphylococcus epidermidiS.........ccvviieieereiiie e 25
EXPerimentalng CASt........cciiiiiiiiiiiiie e 26
3.1 Pouzité pristroje @ POMUCKY ......cviiiuiiiiiiiiiiiiieiiie st 26
3.2 PoOUZit€ ChemMIKALIC . ....cueeiiiiiiie i 26
3.3 Priprava BiOPOLYMETIT ....ccueiiiiiiiiiiieiieeiee e 27
3.3.1 Priprava biopolymeru na bazi agaru s barvivem indigo ..........ccccceevvervennenn. 27
3.3.2 Piiprava biopolymeru na bazi agaru s KI .......ccccccooviiiiiiiiiiiiiiieeene 27
3.3.3 Piiprava biopolymeru na bazi agaru s testem pro stanoveni dusi¢nant ...... 27
3.3.4 Piiprava biopolymeru na bazi agaru s testem pro stanoveni dusitand......... 27

3.4 Vyuziti 3D stolu k optimalni distribuci aktivnich castic plazmatu na povrchu

DIOPOLYIMEITL ... nne s 27
3.4.1 Bodova aplikace plazmatu na biopolymery .........ccccocvviviiiiiiininiiieen, 28
3.4.2 Celoplosna aplikace plazmatu na biopolymery pomoci 3D stolu................ 29

3.4.3 Optimalizace vzdalenosti plazmového vyboje od povrchu biopolymeru.... 29

3.5 Pusobeni plazmatu na biopolymery pies kiemenng€ sklo..........ccccovvviriiiiiiiiiennnnn, 30
3.6 Piiprava vzorkd s MIKIrOOIQaniSMY .........cccererueieresiienieieeesie et 30
3.6.1 Priprava ockovaciho inokula...........ccocveiiiiiiiiiiii 30
3.6.2 Priprava kultivaéniho média ...........cccociiiiiiiiiiiii 31
3.6.3 Kultivace mikroorganiSmull...........coecvereeriiiiirieiiee e 32
3.6.4 Pulsobeni plazmatu na mikroorganiSmy ...........coccecervenieiiniienieenesine e, 32
3.6.5 Vyhodnoceni mikrobidlniho poKIESU.........cccocvviiiiiiriiiieiicc e, 32
VysledKy @ diSKUZE .......occviiiiiiiiiiic 33
4.1 Optimalizace piipravy biopolymeru na bazi agaru............cccooveviiiiiiiciiicsieee 33
4.2 Reakce plazmového vyboje s biopolymery s pfidanymi barvivy...........cccceevenennen. 34
4.2.1 Bodové osetfeni biopolymerti s iNdigem .........ccceevveiiirieiiiiieiieneee e, 34
4.2.2 Bodové oSetfeni biopolymeri s jodidem draselnym.........cccccoeevvrviiiiinennnnn, 36
4.2.3 Bodové oSetieni biopolymerti s detekci dusiCnant..........ccoccveevivieiinieninnnnns 38
4.2.4 Bodové oSetfeni biopolymerti s detekci dusitantl ...........ccoecviiiiiiiiiiennnn, 39
4.3 Dikaz interakce aktivnich ¢astic plazmatu s biopolymery.........cccoccvivevviicinenenn, 40



o N o O

4.4  Celoplosné plazmatické oSetfeni biopolymerti........cccvvvvviiiiiiiiieiiiie e 41

4.5 Optimalizace vzdalenosti plazmového vyboje od povrchu biopolymeru................ 44
4.6 Celoplosné plazmatické oSetfeni mikrobialnich kultur ............cccovvviiiiiiiiiniinnn 45
ZLAVET .ttt b R bR R e bbb bRt 51
70 ] (0] -SSR 53
Seznam pouzZitych ZKIatek.........coooviiiiiiiiiiici e 58
PIIIORY vttt 59
8.1 Soutadnice pohybu mikrovinného pochodiiového vyboje s pfimym piivodem plynu
................................................................................................................................. 59
8.1.1 Bodového oSetieni Petriho misky @ 55 MM ..., 59
8.1.2 Bodové osetieni Petriho misky @ 90 MM ..o 59
8.1.3 Celoplodné oSetteni Petriho misky @ 55 MM ..., 59
8.1.4 Celoplosné oSetieni Petriho misky @ 90 MM .......ccoovviiiiiiiiiciicce, 60
8.2 Soufadnice pohybu mikrovinného vyboje s povrchovou VINouU ............ccccceereennne, 61
8.2.1 Bodového osetieni Petriho misky @ 55 MM ..., 61
8.2.2 Bodového osetieni Petriho misky @ 90 MM ..., 61
8.2.3 Celoplosné osetieni Petriho misky @ 90 MM .......ccocovvvieiiiiiiiccce, 61
8.2.4 Celoplodné oSetteni Petriho misky @ 90 MM .........cccoviiiiiiiiiiiiiice, 62



1 UvVOD

V dnesni dobé vykazuje stalé vice patogennich mikroorganismu resistenci, na jiz znamé
1écebné procesy. Proto jsou neustile vyvijeny snahy o to najit nové metody 1é¢by. Jednou
z takovychto moznosti je vyuziti nizkoteplotniho plazmatu.

Plazma je znamé jako ctvrté skupenstvi hmoty, které se bézné vyskytuje v ptirod¢ napiiklad
ve form¢ blesku nebo polarni zafe. V mediciné se, ale vyuziva nizkoteplotni plazma
za atmosférického tlaku. To je tvofeno celou fadou aktivnich slozek, mezi které patii UV
(ultrafialové) zateni, elektrony a elektrické pole, reaktivni formy kysliku (mezi které patii 0zon,
hydroxylovy radikal, peroxid vodiku, singletovy kyslik, superoxidovy anion a dalsi) a reaktivni
formy dusiku (dusi¢nany, dusitany a dalsi). Tyto aktivni slozky jsou zodpovédné za Sirokou
skalu biochemickych reakci v organismech. Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS)
reaguji s patogennimi mikroorganismy na které maji inhibi¢ni efekt. Vzhledem k rozdilné
struktufe bakteridlnich a lidskych bun€k, nedochazi pii plazmatickém oSetfeni k naruseni
zdravé tkané. Mezitim, co jsou patogenni buiiky inaktivovany, tak lidské buiky si stale
zachovavaji svou aktivitu. Tato skute¢nost otevira dvete pro pouziti v fadé medicinskych obort
jako je dermatologie, stomatologie, podavani 1é¢iv a dalsi.

Nizkoteplotni atmosférické plazma nezptsobuje termické reakce v osetfovanych materidlech.
Z toho divodil je mozné jej vyuzit také v potravinaiském prumyslu, kdy po oSetieni potravin
nedochazi ke zméné struktury potravin nebo K negativnim vedlej$im ucinkim chemicky
agresivnich latek.

I kdyz se plazma zda byt vhodnym feSeni 1écby pro pacienty s komplikovangj$im
onemocnénim je potieba jesté udélat vice studii, aby byla detailn¢ prozkoumana jeho vysoka
ucinnost a také, aby byly vyvraceny veskeré negativni uc¢inky, nez bude jeho pouziti zavedeno
do bézné praxe.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plazma

Pojem plazma piedstavuje ¢tvrté skupenstvi hmoty. Dodanim energie plynu je zptisobena jeho
ionizace, coz vede ke vzniku plazmatu. Charakteristickou vlastnosti plazmatu je jeho
kvazineutralita. Jedna se o jev, ktery popisuje zdanlivou neutralitu naboje, kdy se mnozstvi
zaporn¢ nabitych Castic téméf rovna poctu kladné nabitych ionti. Dilezitym aspektem je také
pritomnost volnych nosi¢u elektrického naboje, diky ¢emuz je plazma elektricky vodivé.
Vykazuje také kolektivni chovani, coz znamend, ze reakce celku je zavislad na kazdé ¢astici
v plazmatu [1].

Plazma se na zaklad¢ ionizace dé€li na slabé a silné ionizované, nebo na zakladé teploty
na nizkoteplotni a vysokoteplotni plazma. Pokud Vv plazmatu pievlada koncentrace nabitych
castic, tak se jedna o silné ionizované plazma. V takovém piipad¢ dochazi hlavné k srazkdm
nabitych ¢astic. Stupen ionizace plazmatu ovlivituje také fyzikalni vlastnosti. Rozd¢leni
plazmatu se vaze Ke stiedni energii ¢astic. Tato definice je ovSsem pouze formalni a neni nijak
spjata s fyzikalnimi vlastnostmi, které by jasné oznacovaly hranici. Je-li stiedni energie ¢astic
vys$$i nez 100 eV, mluvime 0 vysokoteplotnim plazmatu. Tomu odpovida teplota vyssi nez
1 MK a jedna se vzdy 0 siln¢ ionizované plazma. Teplota elektronii u nizkoteplotniho plazmatu
se pohybuje v rozmezi 10*-5-10*K, ale teplota molekul neutralniho plynu a kladnych ionté
se pohybuje v rozmezi 20-200 °C [2].

2.2 Aktivni slozky plazmatu

Chemicky aktivni plazma pfedstavuje vice slozkovy systém, ktery je vysoce reaktivni kvili
velké koncentraci nabitych ¢astic, excitovanych atomti a molekul, aktivnich atoma a radikald
a UV fotont. Kazda slozka hraje vyznamnou roli v plazmochemické kinetice [3].

Vyznamnou soucasti nékterych biochemickych reakci je ptenos elektronli mezi reaktanty.
Ptikladem jsou reakce mezi kyslikem a jinymi latkami, acidobazické reakce, iontové reakce
a reakce volnych radikalt. Pti biochemické reakci znamé jako oxidativni fosforylace dochézi
k syntéze makroergni molekuly ATP. Tento proces probiha v mitochondriich a je fizen
termodynamicky upfednostiiovanym pifenosem elektron na kyslik. Kyslik s elektrony
nasledné reaguji s atomy vodiku za vzniku vody. Nékdy mtlize byt tato reakce oznacovana jako
fetézec prenosu elektront [1].

Retézec mize propustit elektrony, které reaguji s rozpusténym O, za vzniku superoxidového
aniontu (03). Ten je dulezitym zdrojem specialniho druhu reaktivnich forem kysliku.
Superoxidovy anion je soucasti chemickych latek nazyvanych radikaly nebo volné radikaly,
které maji jeden nebo vice nesparovanych valencnich elektronti.

Jsou to nestabilni castice lehce reagujici Sjinymi latkami. Mohou vznikat porusenim
kovalentni vazby (sdileni elektronl). To je zpusobeno vysokymi teplotami, absorpci
elektromagnetické radiace a fadou ruznych chemickych reakci [4]. V plazmatu je energie
elektroni velmi vysoka a vlivem srazkovych procesti satomy a molekulami dochazi
I ke zvySeni disociace, excitace a ionizace a vzniku volnych radikali [5].
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2.2.1 Reaktivni formy kysliku

Obecné¢ se da fict, ze za poskozeni biomolekul in vivo mohou reaktivni formy kysliku (ROS)
V procesu zndmém jako oxidacni stres. Na biochemickou pfeménu kysliku na vodu je mozno
nahliZet jako na sérii reakci pfenosu elektronil. Pfiddnim jednoho elektronu k molekularnimu
kysliku vznika superoxidovy anion 0;. Kyslik (O2) muze byt pfeménén také na ozon (O3).
K tomu je potieba dostatek energie k disociaci Oz na atomy. Oz6n muZe vznikat i pfi riznych
ptirodnich procesech jako je fotolyza v atmosféie nebo pii vybojich v blesku [4].

Reakce O; s elektronem a dvéma protony (H" ionty) poskytne peroxid vodiku (H203), ktery
mize byt pii spravnych podminkach roz$tépen na vodu a hydroxylovy radikal [4]. Tvorba
jakychkoliv ROS je nezbytné nutna pro zivot a mechanismy ochrany pied jejich toxickymi
ucinky jsou dynamicky vyvazeny [6].

1AgO:> HO:
Singletovy Hydroperoxylovy
Kvslik : radikal

T H+ T(DK:I 4.5)
e HZOZ I{+ + e H.0

2/30 w JH +e" ) . —
Ozon3 _)(,__ 0: . — Sllp?l'.oxid_’ Pem,md = 2HO Voda
Kyslik vodiku Hydroxylovy
radikal

Superoxid
dismutaza

(S0D) Katalaza

h 4

Obrazek 1: Prenosy elektrond mezi riznymi formami kysliku [4]

2.2.1.1 Superoxidovy anion

Redukce kysliku poskytuje superoxidovy anion (037), ktery je vysoce reaktivni. Je vniman jako
silné oxidacni €inidlo a inicidtor radikdlovych reakci. Je vysoce nestabilni, podle experimentl
je stabilni pouze do teploty 348 K. V aprotickych rozpoustédlech pisobi jako vynikajici
nukleofil, ale ve vodé zadnou takovou reaktivitu nevykazuje, coz je pravdépodobné zptisobeno
silnou solvataci a spontanni disproporcionaci [6].

Biologicky muze byt produkovan budto skrz mitochondridlni dychaci fetézec nebo
fagocytarni nikotinamid adenindinukleotid fosfat oxidazy. Jedna se o vedlejsi produkt
bunécného dychani a je zdsadni slozkou obranného systému. Je vyuzit v fad¢é biochemickych
reakci, jako je proteinovd denaturace nebo lipidovéa peroxidace. Za normdlnich okolnosti
biologicky systém produkuje enzym superoxid dismutazu (SOD), ktery udrzuje koncentraci
05~ na optimalni Grovni. ZvySena koncentrace 03~ souvisi s nemocemi jako Parkinsonova
choroba nebo rakovina [6].

Superoxidovy anion mize byt definovan jako ¢astice odvozena od kysliku, ktera je potencialné
cytotoxicka a zptusobuje poskozeni DNA. Kromé toho je superoxidovému anionu pfipisovano
mnoho patologickych uc¢inkt, proto nékolik védct doporucilo pouziti SOD k jeho potlaceni pti
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1é¢beé urcitych degenerativnich nemoci. Navzdory tomu je O35~ zasadni biologickou signalni
molekulou s vyznamnymi antibakterialnimi t¢inky [6].

2.2.1.2 Hydroxylovy radikal

OH* radikaly se skladaji z vodiku vazaného na kyslik, diky ¢emuZ jsou vysoce reaktivni
a vyhledavaji atomy vodiku z jinych molekul, které by na sebe mohly navazat [7]. V zivych
organismech patii hydroxylovy radikal a superoxidovy radikal mezi dvé hlavni reaktivni formy
kysliku, které se tvoii nepietrzité v procesu redukce kysliku na vodu [8].

Jedna se o silné oxidac¢ni ¢inidlo poSkozujici organické slouceniny. Pfi nadmérné produkci
muze byt Skodlivy pro bunky. Reakce oxidacniho stresu mohou mit fadu nepfiznivych
ucinkti [9]. V blizkosti DNA s ni reaguje, vznikaji purinové a pyrimidinové produkty a ty
zpusobuji poskozeni DNA [10]. Oxidac¢ni sila OH® muze byt pfiznivé vyuzivana napiiklad pti
¢isténi odpadnich vod, kdy hydroxylové radikaly reaguji se znecistujicimi latkami jako jsou
organické a anorganické slou¢eniny a pomahaji inhibovat mikroorganismy [7], [9].

2.2.1.3 Peroxid vodiku
Oxidacni reakce mohou byt zplsobeny také neradikalovou cestou prostfednictvim peroxidu
vodiku [8]. Peroxid vodiku je dilezity pro chemické aplikace, biologické funkce, domaci
a terapeutické vyuziti, v€etné pouziti jako antimikrobialni a oxidac¢ni ¢inidlo. Diky své vysoké
reaktivit¢ ma schopnost poskozovat bunééné makromolekuly, vcetné proteint, lipida
a nukleovych kyselin. Naptiklad peroxidace lipidil je proces, pii kterém kyslikové radikély
reaguji s nenasycenymi mastnymi kyselinami ve fosfolipidech bunéénych membran za vzniku
peroxyradikalu, ktery nasledné mutize reagovat s jinymi mastnymi kyselinami nebo proteiny.
Antimikrobialni G¢inek peroxidu vodiku je kratkodoby, a je omezen pouze na povrchovou
aplikaci, protoze nedochazi k penetraci tkané [10].

V pfitomnosti tranzitnich kov (Cu*, Fe*") se peroxid vodiku fentonovou reakci §tépi
na vysoce reaktivni 2 OH® [11].

2.2.1.4 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik piedstavuje elektronicky excitovanou formu kysliku. Jde 0 vysoce reaktivni
latku, ktera interaguje s biologickou tkani za ucelem jeji oxidace. Rychle a bez rozdilu mize
reagovat s ruznymi biologickymi materidly, jako jsou proteiny, nenasycené lipidy nebo
nukleové kyseliny. Bylo prokazano, ze pii obrané bunék pied bakteriemi dochazi pomoci
protilatek nebo aminokyselin k pfeméné singletového kysliku na ozon [12], [13].

2.2.2 Reaktivni formy dusiku

Dalsi dulezitou tfidou reaktivnich ¢astic jsou reaktivni formy dusiku. Na obrazku 2 jsou vybrané
reakce RNS, kdy v ¢asti (a) je popsana enzymaticka syntéza klicového oxidu dusnatého. V ¢asti
(b) jsou znazornény dalsi klicové reakce zahrnujici NOyx, kdy oxid dusnaty muze vzniknout z
prvotniho dusi¢nanu, ktery je redukovan na dusitan. Dusi¢nany vstupuji do krevniho fecisté
Cloveéka prosttednictvim rlznych potravin. Mohou byt redukovdny na dusitany pomoci
symbiotickych bakterii zijicich na jazyku. Dusitany jsou také ptitomny napiiklad v lidském
potu a mirn¢ kyselé prostredi kiize uvolnuje urcité mnozstvi NO, ¢imz chrani pfed mikrobialni
infekci [4].
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Obrazek 2: Ptenosy elektronti mezi riznymi formami dusiku [4]

2.2.2.1 Oxid dusnaty

Volny radikal oxid dusnaty (NO*®) je zodpovédny za velkou skalu biologickych funkci. Vaze se
napiiklad na hemové Zelezo rozpustného enzymu guanylatcyklazy (sGC), ¢imz podporuje jeho
aktivaci a funguje tak jako signalni molekula. Podobné jako H202 je i NO® nezbytny
pro homeostazu bun¢k a organismil, protoZe vyuZzitim druhych poslti mohou reaktivni ¢astice
regulovat hlavni fyziologické a patofyziologické funkce [14].

2.2.2.2 Peroxynitrit

Jedna se o oxidacni ¢inidlo s velmi kratkou dobou Zivota. Je vyznamnym stimulatorem bunécné
smrti a je produkovan reakci oxidu dusnatého a superoxidového radikalu. Predpoklada se,
Ze mista tvorby peroxydusitanu jsou prostorové propojeny se zdroji superoxidu (plazmatické
membrany nebo mitochondridlni respiraéni komplexy). Vystaveni Zivého systému
prexidusitanu mtize mit nepfiznivé ucinky na Zivotaschopnost a funkci jeho bunék. Muze
zpusobit naptiklad oxidaci deoxyribozy a pretrzeni vlaken DNA [15].

2.3 Vyuiiti nizkoteplotniho plazmatu
Plazma je v technologiich vyuzivano uz delsi dobu, naptiklad pfi vyrob¢ televiznich obrazovek
nebo zafivek. Na zdklad€ antibakteridlnich vlastnosti se vyuzZivad také pii sterilizaci
zdravotnickych prostiedkt nebo baleni potravin. Vyvoj nizkoteplotniho plazmatu umoziuje
jeho pouziti i v medicing [16].

Zatimco se v minulosti vyuzivaly tepelné vlastnosti plazmatu (>80 °C) — Kkauterizace,
sterilizace Zaruvzdornych nastroji, kosmetické a rekonstrukéni zakroky, dne$ni vyzkum
je zamé&fen predevsim na netepelné ucinky plazmatu. Aplikace nizkoteplotniho plazmatu vede
Kk riznym reakcim ve tkani, a to bez poskozeni zdravé tkané. Na téchto efektech se podili
reaktivni formy kysliku a dusiku, nabité castice, elektrickd pole nebo i1 zafeni v oblasti
UV(C) [16].
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2.3.1 Vyuziti nizkoteplotniho plazmatu pro hojeni ran

Experimenty prokazuji, Zze je mozné vyuzit nizkoteplotni atmosférick¢ plazma (CAP)
k Ga¢innému, bezkontaktnimu a bezbolestnému oSetieni ran, aniz by doslo k poskozeni zdravé
tkan¢. Je prokdzano ze nizkoteplotni plazma pusobi riizné¢ na bakteridlni buiiky a bunky
pokozky. Po aplikaci plazmatu mohou byt bakteridlni buiiky inaktivovany, ale kozni buiiky
si stale zachovavaji svou vysokou aktivitu [16], [17]. Tato liSici se aktivita je zaloZena
na rozdilech v bunééném metabolismu v piitomnosti reaktivnich ¢astic (RONS). Eukaryotické
buiky vykazuji ochranu pfed RONS, zatimco prokaryotické buiiky takovy ochranny
mechanismus nevykazuji [18]. Plazma ovliviiuje velkou fadu biochemickych procesu, a proto
umoziuje aplikaci individualné navrzenych lékatrskych latek. V dermatologii se tak otviraji
nové moznosti pro hojeni ran a popalenin, regeneraci tkani, terapii koznich infekci a mnoho
dalsich nemoci [16].

Velkou vyhodou je, ze pti pouziti CAP neni nutné brat v tivahu alergické nebo toxické reakce.
Jedna se o neinvazivni aplikaci, kterd umoziiuje oSetieni tepelné citlivych nehomogennich
povrchii nebo zivych tkani. Studie na bunéénych kulturach dokazuji, ze plazma ovliviiuje hojeni
ran snizenim pravdépodobnosti bakterialni infekce, ale taky pfimym uc¢inkem na epidermalni
a dermalni bunky [16].

CAP podporuje hojeni ran svymi antimikrobialnimi ucinky a aktivaci koznich bunék, jako
jsou fibroblasty, keratinocyty a melanocyty, aktivaci biologickych receptori a stimulaci nebo
regulaci imunitnich bun¢k. Studie ukazuji, ze pocty kolonii bakterii, které jsou zodpoveédné
za chronické rany, byly pfi piisobeni CAP sniZzeny za méné nez 60 S a zcela dezinfikovany za
vice nez 120s. Dalsi vyuziti CAP v dermatologii je pii 1é¢bé popalenin a dekubitnich
ran [19], [20]. Pro spravné vyuziti CAP pro 1é¢bu ran je dulezité nastaveni optimalniho vykonu,
teploty plazmatu, fizeni vstupniho napéti a vzdalenosti od povrchu plazmového zatizeni [19].

Nizkoteplotni plazma se v posledni dobé& pouziva také nepiimo pii oSetieni kryciho materialu.
Alginatové kryti na rany oSetfené plazmatem prokézalo silné antiseptické a antibakterialni
vlastnosti proti rezistentnim mikrobum [21].

2.3.2 Antibakterialni ptasobeni plazmatu

Kazdy den dochdzi vnemocnicich a jinych zdravotnickych pracovistich k riznym
chirurgickym zékroktim. Chirurgické néstroje, které jsou béhem téchto ikonu pouzity, ptichazi
do kontaktu s tkani nebo sliznici pacienta, a jsou tak spojeny se zvySenym rizikem zavleceni
patogent do téla pacienta. Sterilizace je definovana jako proces Uplné eliminace nebo zniceni
vSech forem mikrobialniho Zivota (tj. vegetativnich 1 sporovych forem), ktery se provadi
riznymi fyzikadlnimi a chemickymi metodami, kdezto dekontaminace je snizeni poctu
mikroorganismii v daném objemu nebo na daném povrchu [22]. Pokud by byly zdravotnické
nastroje Spatné sterilizovany, hrozi také moznost pienosu infekce z pacienta na pacienta (napf.
virus hepatitidy B). Velké mnozstvi infekci byva zplsobeno pouzitim kontaminovanych
endoskopt. Z téchto divodid je potieba zabezpeCit adekvatni dekontaminac¢ni techniky
pro 1ékaiské nastroje [23].

V soucasné dob¢ se stale Castéji objevuji multirezistentni patogeny, pro které je k dispozici
pouze malo lécebnych postupti [22]. Proti takovymto patogenim je mozné pouzit napiiklad
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dekontaminaci plazmatem, coz je metoda vhodna pro inaktivaci patogeni na povrchu
1ékaiskych a dentalnich zafizenich [23].

Za antibakteridlni plisobeni plazmatu jsou zodpovédné jeji aktivni slozky, mezi které patii
radikaly, nabité ¢astice, ROS, RNS, UV zafeni a elektrické pole. ROS a RNS vykazuji silné
oxida¢ni ucinky na vné&jsi bunéénou strukturu. Pisobeni ROS na buné¢né Grovni muize vést
k peroxidaci lipidi, poskozeni DNA, modulaci proteini a bunééné smrti organismi. Zasadni
roli pfi protrzeni vné&jsi bunééné stény hraji také nabité ¢astice. Elektrostaticka sila vytvoiena
nahromadénim naboje na vné&jsi bunééné membrané piekona jeji pevnost a dojde Kk vytvoreni
port, ¢imz se zméni permeabilita membrany. Doposud nebylo prokazano,
ze by multirezistentni bakterie byly vic¢i tomuto uc¢inku odolné [24].

2.3.3 Vyuziti plazmatu ve stomatologii

Paradent6za je onemocnéni, které postihuje podptrné zubni tkané a je hlavni pfi¢inou ztraty
zubti v dospélém véku. Je znamo, ze jsou do tohoto onemocnéni zapojeny bakterie
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema denticola. Pii zkoumani
pusobeni plazmatu proti tomuto onemocnéni doslo ke snizeni poctu bakterii a k opétovnému
propojeni tkan¢ [25], [26].

Endodonticka infekce (zanét zubnich kofenovych kanalki) se vyskytuje v systému zubniho
kotenového kanalku. Primdrni endodontické infekce jsou zplsobeny polymikrobialnimi
biofilmy, kde pfevladaji acrobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy. Lécba endodontické
infekce zahrnuje odstranéni zbytk vitalnich nebo nekrotickych tkani a odstranéni
mikroorganismt v systému kofenového kandlku. Dezinfekce kotenovych kanalka
je povazovana za stézejni bod této terapie. I proti tomuto onemocnéni je mozné vyuzit
plazmatického oSetfeni, jehoz cilem je eliminovat patogenni mikroorganismy a zabranit
reinfekci. Je mozné také pouzit plazmatem oSetfenou vodu (PAW) s vyznaénymi
antibakterialnimi vlastnostmi, jako vhodny endodonticky vyplach [25].

Kari6zni zubni tkan je obvykle odstranéna pomoci rota¢nich néstroji, které mohou pacientovi
zpisobit bolest, a proto je snaha najit jiné feSeni, jak ji odstranit. Pro svou antimikrobidlni
ucinnost se zda byt plazma vhodné pro pouziti v kariologii (obor zabyvajici se zubnim kazem).
Védci dospéli k zavéru, Ze nizkoteplotni plazma predstavuje ucinnou techniku, ktera podporuje
dezinfekci nepravidelnych struktur a kanalkti uvnitf zubu. Generované RONS pronikaji
do dentalnich kanalkti a inhibuji kariogenni mikroorganismy. Kromé& toho ma plazma
tu vyhodu, Ze inhibuje mikrobialni biofilmy bez toho, aby poskodila normalni tkan [27]. Tato
metoda 1écby umoziuje také fidit vlhkost demineralizovanych povrch dentinu, zlepsit
penetraci adheziva a mechanické vlastnosti na rozhrani adhezivo/dentin [25], [28].

2.3.4 Aplikace plazmatu pro transdermalni podavani lé¢iv

Transdermalni podani 1é¢iv spociva v aplikaci na ktzi a jeho nasledné difuzi jejimi strukturami
do cévniho teCisté. Absorpce je tedy zalozena na penetraci 1éCiva vrstvou kuze, ktera
je zodpovédna za bariérovou funkci. Tato skutecnost je zndzornéna na obrazku 3. Mezi vyhody
transdermalniho podani patii: cilené podavani 1éCiv, nizsi systémova expozice a nizsi toxicita
ve srovnani se systémovym podavanim. Jedna se o nejpouzivanéjsi aplikaci 1é¢ivych latek
v dermatologii [18].
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Bylo vyvinuto nékolik chemickych a fyzikalnich technik pro zlepSeni penetrace. Patii mezi né
I pusobeni nizkoteplotniho plazmatu. PO oSetfeni ¢asti pokozky plazmatem, dochazi
k transepidermalni ztraté vody, coz vede k pfechodnému naruseni kozni bariéry. Pisobenim
CAP dochazi také ke zvySeni smacivosti, coz je bézné vyuzivano v povrchovych tpravach
materialu [29]. To zptsobuje lepsi absorpci 1é¢iv i s vys§i molekulovou hmotnosti, které
normalné prochazi kozni bariérou jen velmi obtizn€. Mezi divody, pro¢ k tomu dochazi, patii
napfiklad interakce aktivnich castic nizkoteplotniho plazmatu s lipidovou matrici pokozky,
vytvoieni oxidovanych derivati mastnych kyselin, coZ zptisobuje permeabilitu kiize, peroxidaci
lipidt a nasledné vytvoreni pori nebo poskozeni tésného spojeni keratinocytt [18].

Vsechny pozorované efekty jsou prechodné povahy, kdy dochdzi k vytvoieni docasnych
kanalkti nebo pora, které se béhem nékolika minut uzaviou. Je znamo, ze UV zafeni
je zodpovédné za nastup celé fady koznich onemocnéni. To, které je produkovano plazmatem,
je absorbovano odumfielymi buiikami keratinocytli na povrchu pokozky, ptes které se nedostane
do hlubsich vrstev k zivym bunikdm. Proto neni pro zdravi kiize nijak nebezpecné. Kromé toho
muze zpusobit také reverzibilni modifikace lipidl, coz napomahd ke zméné¢ permeability
kuze [18], [30].

Desmozomy
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Obrazek 3: Bariérova funkce pokozky

2.4 Plazmatem oSetfena voda
Piisobenim nizkoteplotniho plazmatu na vodu za atmosférického tlaku dochazi ke vzniku
plazmatem osetfené vody (PAW). Ta si v poslednim desetileti ziskala pozornost diky svému
netepelnému a netoxickému pisobeni [31].

Plazmova tprava vody vytvaii kyselé prostfedi, které ma za nasledek zmény redoxnich
potencialu, vodivosti a tvorbu RONS. Se zvysujici se dobou oSetfeni PAW se jeji pH snizuje
Vv zavislosti na pouziti zdroje CAP. V disledku toho se PAW svym sloZenim lisi od béZzné vody.
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Z toho duvodu muze slouZit jako alternativni metoda mikrobialni dezinfekce, anebo ucinna
kontrola ristu bakterii. Jeji vyhodou je snadna aplikace roztoku [32].

Existuji 2 hlavni ptistupy pro generovani PAW. Jeden vyuziva interakci plynného plazmatu
sroztoky (nad hladinou), zatimco druhy zajiStuje piimé generovani plazmatu v kapaling.
Chemické a reakéni procesy PAW se vyrazné 1isi v zavislosti na metodé ptipravy [33].

Uplatnéni plazmatem aktivované vody v l€kafstvi je teprve na pocatku. V dnesnich dob¢ ale
piibyva stale vice seridznich studii, kde je PAW uplatnéna v piibuznych
oborech [31], [34], [35].

24.1 Vyuziti PAW v potravinarském pramyslu

Zkazeni potravin je problémem potravinaiského pramyslu, kdy kvili ztraté trvanlivosti dochazi
k ekonomickym ztratam. Zkazené potraviny kon¢i na kompostech a ve spalovnach, coz vede
k nadmérnému plytvani potravinami. To je problém, ktery negativné ovliviiuje zivotni
prostfedi. Dal§im uskalim potravinafského primyslu je otrava jidlem v dusledku ristu bakterii
V potravinach. Stale rostouci populace poukazuje na potiebu inovativnich piistupi k vyrobé
a zpracovani potravin [31].

Vétsina studii antimikrobialnich vlastnosti plazmatu byla provedena pii aplikaci plynového
plazmatu pifimo na potraviny, aby se dosahlo maximalni u¢innosti mikrobidlni inaktivace.
Nékteti vyzkumnici uvadéji pfitomnost negativnich ucinkd, jako je ztrata barvy nebo zména
topografie povrchu. K piekonani téchto problému by mohla byt aplikovana PAW, ktera slouzi
jako antimikrobialni roztok. Omyti syrovych produkti hned po sklizni patii mezi zasadni
soucast programu pro prodlouzeni trvanlivosti potravin [32].

2.4.2 Vyuziti PAW v zemédélském primyslu

Dalsi potencialni aplikaci PAW je jeji pouZiti pro zlepSeni kli¢eni semen a vyvoje rostlin. Mezi
hlavni diivody ztraty vynosu plodin patii imrti semene v diisledku kontaminace a delsi doba
kliceni. Po aplikaci PAW bylo prokazano, ze doslo ke zvyseni rychlosti kli¢eni, a také zvySeni
poctu vykli¢enych semen. Spolu s hormony se RONS podileji na nékolika signalnich drahach
zapojenych do kliceni [32].

Amoniak a dusi¢nany jsou pievladajicimi zdroji dusiku absorbovaného rostlinami pro sviij
rust z pady. Generované dusi¢nany v PAW mohou slouzit jako alternativni zdroj dusiku
pro rostliny. Bylo prokazano, ze fedkev péstovana v PAW byla 0 100 mm delsi nez fedkve
Vv kontrolnich skupinach [32].

Prestoze ma PAW negativni vliv na mikrobidlni kontaminanty, neni tomu tak u rostlinnych
bunék. Dulezitou roli hraje slozeni a tloustka bunééné stény. Bakterialni bunécna sténa
je vytvorena z peptidoglykanu, ktery prochazi membranovou lipidovou peoroxidaci, zatimco
stény rostlinnych bunck jsou vyrobeny z celulézy a hemicelulozy, které jsou odolné vuci
reaktivnim ¢asticim pfitomnym v plazmatu. To vSe vede krozdilné elektrické vodivosti
bunéénych membran a smrti mikroorganismu [32].

2.5 Anatomie kuze

Kuze, cutis, je nejrozsahlejsi plosny organ, ktery ptredstavuje zevni povrch organismu. Tvoii
bariéru mezi organismem a jeho okolim. Jeji stavbu miizeme vidét na obrazku 4. U¢inné chrani
pfed fyzikalnimi, chemickymi a mikrobiologickymi Skodlivinami z prostiedi. V dasledku
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uspofadani cévniho teCisté, Zlaz a tim, Ze se jednd o Spatny vodi¢ tepla, zajistuje kize
termoregulaci. K ovladani tepelnych ztrat vyuziva potnich zlaz (skrz odpafovani) a zmény
prutoku krve v cévnim fecisti [36].
Kize se podili na latkové vyméné skrz dychani (i kdyZ se jedné u savcl o maly efekt, ptesto
ho nemiZzeme zanedbat) a sekre¢ni organy, které predstavuji potni a mazové Zlazy. Obsahuje
také imunokompetentni bunky, které spolupracuji s imunitnim systémem. Je dilezitym zdrojem
vitaminu D, ktery vznika po ozafeni sluncem z prekursoru tokoferolu nachazejiciho se v kuzi.
Pomoci mimickych svalli se z ni stava prostfednik pro vyjadfeni psychiky jedince. Melanin
zabranuje pruniku ultrafialového zafeni. Pomoci nervovych receptorti pfenasi styk s okolnim
prostiedim [36], [37].
Celkova plocha, kterou kiize pokryva, se vV priméru pohybuje okolo 2 m? Tloustka kize
se muze lisit v zavislosti na tom, kde se nachazi, ale pohybuje se v rozmezi od 0,5 mm do 4 mm.
Nejtenci kiize se vyskytuje na o€nich vickach a nejtlustSi na zddech. Hmotnost se obvykle
pohybuje okolo 3 kg, vyskytuji se vSak extrémni ptipady, kdy je kize zesilena tukovym
polstafem a dosahuje hmotnosti az 20 kg [36].

V pokoZce se nachazi volna nervova zakonceni vnimajici bolest, a ve Skare jsou pfitomny
opouzdiena nervova zakonceni, ktera vytvaii terminalni nervova téliska (Krauseova — vnimani
chladu, Ruffiniho — vnimani tepla, Vater-Paciniho — vnimani tlaku a tahu) [36].

1 pokozka - epidermis

2 3kara — dermis (corium)

3 podkoZni vazivo - tela subcutanca
4 povrchova fascie

5 stratum germinativum epidermidis
6 stratum corneum epidermidis

7 pilus

8 scapus pili

9 bulbus pili

10 papilla pili s cévami

11 substantia medullaris (pili)
12 substantia corticalis (pili)
13 folliculus pili

14 glandula sebacea

15 m. arrector pili

16 glandula sudorifera

Obrazek 4: Stavba ktize [36]

2.5.1 Epidermis — pokozka

Struktura pokozky je tvofena mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem a je ektodermalniho
puvodu. Déli se na povrchovou vrstvu a zarode¢nou vrstvu [36].
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Povrchova vrstva (Stratum corneum) je slozena z postupné se zplost'ujicich, zrohovatélych,
odumirajicich bungk, které obsahuji kreatin. Buiiky se postupné odlupuji a jsou nahrazovany
novymi, které vznikaji v zdrodecné vrstveé. Vrstevnaty epitel tvoii do urcité vysky stratum
germinativum [36], [37].

Zarode¢nou vrstvu (stratum germinativum) tvoii cylindrické buiiky a polymorfni bunky
s cipovymi vybézky zplostujici se smérem k povrchu. Mimo vlastnich bun¢k keratinocyti jSou
zde obsazeny také melanocyty (obsahuji hnédy pigment melanin, mize z nich vznikat zhoubny
nador melanom), Langerhansovy bunky (jsou schopné fagocytéozy) a Merkelovy bunky
(mechanoreceptory). Soucasti pokozky jsou také utvary, které z ni vznikaji, a to chlupy, nehty
a kozni zlazy [36], [37].

2.5.2 Dermis, corium — skara

Jednad se o vazivové elastickou vrstvu kize mezenchymového plvodu, kterd je bohaté
prokrvena. Povrchova vrstva (stratum reticulare) vybiha ve vyvysené papily. Téch si mizeme
vS§imnout na prstech, dlanich a chodidlech, kde vytvareji individudlni znaky, diky kterym
muzeme jednotlivé osoby identifikovat. Hlubsi vrstva (stratum reticulare) je tvofena svazecky
kolagennich a elastickych vlaken, ktera maji urity smér a udavaji tim Stépitelnost kuze.
Tento jev je vyuzivan v chirurgii pfi vedeni fezu, protoze se linedrni jizva hoji podstatné
1épe [36], [37].

2.5.3 Tela subcutanea — podkoZni vazivo

Spojuje kiizi s povrchovou fascii. Jeho slozeni je zavislé hlavné na vyzivé, ale z velké ¢asti je
tvoteno prevazné tukem. U muzi se tuk uklada hlavné na bfise, kdezto u Zen, které maji tukové
tkané relativné vice, se uklada na hornich ¢astech stehen, hyzdich a prsech. Jedna se o skladisté
zasobnich latek s ochrannou a izolaéni funkeci pfi termoregulaci. Na nékterych mistech se
vyznacuje také mechanickou funkci (tukové vyplné na dlanich) [36], [37].

2.5.4 Barva kuze

Je zavisla na mnoha faktorech, jako je tloustka kuze, hustota prokrveni nebo mnozstvi
pigmentu. Melanin byva ptitomen ve formé& drobnych zrnek v bunkach hlubSich vrstev
epidermu. Dodava kiizi nazloutlou az temné hnédou barvu. MnoZstvi pigmentu neni stalé
a méni se s vékem, kdy kiize novorozence je mnohem mén¢ pigmentovana nez kiize dospélého
¢lovéka. Dalsi vliv na barvu kiize ma také prokrveni, které pridava cervenou slozku [36].
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2.6 Fyzikalni modely umélé kiize

Pro sledovani interakci mezi riznymi materialy a kuzi se fadu let vyuzivali zivi i zemfeli lidé,
zvitata nebo rostliny. Takovéto studie byly velice napomocné pro zlepseni charakterizace kize.
Pouzivani téchto metod ovSem vyvolava znacné etické otazky, a navic dochazi k vysoké
variabilité vysledkl z divodu riznych povah vzorku. V dnesni dobé jsou vyuzivany komeréné
dostupné bunécné kultury simulujici kiizi. Navzdory pokroku studia bunécné kultivace in vitro,
mayji tyto modely kiize svd omezeni. Jednim z nich jsou napftiklad fyzikalni vlastnosti, které se
nepodobaji vlastnostem pravé kuze. DalSim omezenim je ndroc¢nost téchto modeli
na skladovani a manipulaci. Z téchto divodi se castéji pouzivaji modely zalozené
na biologicky neaktivnich materidlech, které jsou nazyvany jako fyzikalni modely kiize. Jedna
se 0 nezivé materialy nebo fyzikalni systémy, které jsou schopny zreprodukovat vlastnosti,
funkce nebo chovani pokozky. Fyzikalni modely klize byly vyvinuty pro potieby testovani,
kalibrace a kontroly kvality zafizeni [38].

Pii vyvoji umélé kiize je tieba si stanovit hlavni pozadavky na model, mezi které patii
charakteristika pokozky (v€k, pohlavi, zdravi, hydratace, ...), simulované vlastnosti (optické,
mechanické, termalni, chemické, ...) a funkce (vnimani, ochlazovani, zahtivani, ...), podminky
prostiedi (teplota, vlihkost prostiedi, ...) a experimentalni podminky (rychlost, ¢as, tlak, ...).
Na zakladé stanovenych pozadavku se vybira material a zptisob zpracovani [38].

Z materidlové stranky lze pokozku chépat jako velmi komplexni aktivni otevieny systém,
ktery se skldda zvysoce nehomogennich anizotropnich materidl, pficemz kize navic
vyménuje teplo a hmotu se svym okolim. Fyzikalni modely kiize mohou byt pfipravovany
pomoci mnoha kombinaci materiald, struktur a morfologii. Existuji napifiklad modely pokozky
zalozené na kapalnych suspenzich, Zelatinovych latkach, pryskyficich, elastomerech, kovech
nebo textiliich [38].

2.6.1 Kapalné suspenze

Tekuté suspenze jsou pouzivany pro simulaci optickych vlastnosti tkani. Do ur¢ité miry jsou
tak simulovany absorpéni a rozptylové vlastnosti kiize. Mezi nejvice pouzivané rozptylovace
patii lipidové roztoky, monodispergované Castice polystyrénu a oxidu titanicitého. Absorpce
svétla je zavisla predevSim na povaze kapaliny, ale lze ji ovlivnit také pouzitim absorbéri
a fluorofort biologického i syntetického ptivodu [38].

2.6.2 Zelatinové substance

Zelatinové modely maji schopnost reagovat s vodou za reversibilni tvorby gelii. Tato schopnost
umoziuje ménit a kontrolovat fadu fyzikalnich, chemickych a mechanickych vlastnosti, jako
je naptiklad modul pruznosti, tvrdost, optické nebo mechanické vlastnosti. Tlak, teplota nebo
pH ovliviiuje chovani Zelatiny a pfibuznych polymert. Do této skupiny patii naptiklad Zelatiny,
agardza a agar, kolagen a polyvinylalkohogely [38].

2.6.2.1 Zelatina

Jedna se o latku, ktera vznika ¢astecnou hydrolyzaci kolagenu a je zna¢né zastoupena v kiizi,
pojivovych tkanich a kostech. Roztoky vody a Zelatiny vhodn¢ napodobuji pruznost a viskozitu
lidské tkané [38]. Jednim z modelt je tzv. balisticka Zelatina, ktera se pouziva pro balistické
rekonstrukce trznych ran [39].
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Dalsi oblast vyuziti Zelatinovych roztokt jako modelt kiize je pii testovani opalovacich
krémt, samoopalovacich piipravkil nebo zvlhdovadt. Zelatina poskytuje zaklad s podobnou
hustotu, tuhosti, absorpci a rozptylem svétla jako ma lidska pokozka. Kazdou z téchto vlastnosti
je navic mozné ovlivnit podle potieby vyuzitim chemickych nebo fyzikalnich modifikaci [38].

2.6.2.2 Agar

Jde o polysacharid ziskavany z moiskych tas. I pfesto, ze maji roztoky agaru omezenou
zivotnost a nejsou piilis stabilni, tak jsou univerzalni, snadno se vyrab¢ji a maji hustotu
a akustickou impedanci podobnou lidské pokozce. K vyrobé modelu dojde smichdnim agaru
s destilovanou vodou. Mohou byt ptidany latky ovlivilujici fadu riznych vlastnosti. K Gpraveé
optickych vlastnosti jsou Casto vyuzivany chromofory a rozptylova média. Pro kontrolu
vodivosti se pfidava chlorid sodny. Vhodnym zalenénym magnetickych castic je mozné
studovat tepelny pienos. Magnetické cCastice se zahfivaji pomoci proménnych
elektromagnetickych poli [38].

2.6.3 Elastomery

Elastomery jsou polymery vykazujici viskoelastické vlastnosti. Tato skupina je zastoupena
velkou fadou syntetickych a piirodnich materialt, jako jsou silikony, polyuretany, polyeterové
amidové bloky, polyisopreny a polybutadieny [38].

Silikonové modely umélé kize se Casto vyuZzivaji pfi nutnosti docilit povrchu s podobnou
drsnosti jako lidska pokoZzka. Silikon sam osob¢ ma také podobny index lomu jako klize, ten se
da ale jesté upravit ptidanim dalSich latek, coz umozituje vhodné€ napodobit optické vlastnosti
pokozky. Silikonové modely je mozné tvarovat do riznych anatomicky pfesnych struktur

Polyuretanové modely jsou pouzivany k simulaci tteni lidské pokozky [38]. Byly vyuzity pfi
konstrukci hmatové snimaci robotické ktize [40]. Tento typ modelt je vhodné pouzit naptiklad
pfi trénovani riznych medicinskych tkont, jako je intradermalni injekce, kozni chirurgie nebo
k predikci mékkosti kozni tkan¢€, kdy polyuretany simuluji epidermis [38].

2.6.4 Epoxidové pryskyrice

Vlastnosti epoxidovych pryskyfic jsou silné zavislé na typu pryskyfice. Jejich tepelna difuzivita
se pohybuije v rozmezi 0,070 — 0,084 mm?/s, coz je velmi blizké lidské kuizi, ktera ma tepelnou
difuzivitu 0,11 mm?/s. Z tohoto diivodu jsou epoxidové modely ¢asto pouzivany jako termalni
modely pokozky nebo modely teplotniho senzoru pro piedpovéd popalenin [38]. Tepelna
difuzivita vyjadiuje zménu teploty v jednotkovém objemu materidlu v disledku toku tepla
za jednotku casu skrz jednotkovou plochu vrstvy s jednotkovou tloustkou a s jednotkovym
teplotnim rozdilem mezi jejimi st€énami. Jedna se tedy o rychlost Sifeni tepla béhem zmény
teploty v priibéhu ¢asu a jednotky jsou udavany v mm?/s [41].

265 Kovy

Jedna se 0 modely, které jsou Casto vyuzivany pii studiu tepelnych vlastnosti odévii. Vyznacuji
se vysokou teplotni odezvou, stabilnimi vlastnostmi, robustnosti a dostupnosti technologii,
které jsou schopny z nich vytvaret tvary. Nevyhoda téchto modell spoc¢iva v nerealistickém
simulovani nékterych mechanickych vlastnosti a tepelné setrvac¢nosti [38].
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2.6.6 Textilie

Textilni modely mohou byt ptirodni (bavina) nebo syntetické (polyamid, polyester) a jsou ¢asto
vyuzivany pfi studiu distribuce potu u lidi. Pro takovéto studium existuji 3 zdkladni modely:
navlhCend textilni kiize, textilni kiize s vodou doddvanou poticimi tryskami a vodéodolna
textilni kGize propustnad pro pary. Pomoci tohoto typu modelll je zkouman transport kapalin
a vodnich par, tepelna izolace a jejich kombinovany vliv na pohodli a ochranné vlastnosti
odeéva [38].

Pro experimenty realizované v dalsi ¢asti této prace byl vybran agarovy typ fyzikalniho modelu
umeélé kize. Tento typ byl zvolen pro svou univerzalnost, nizkou cenu a fyzikalni vlastnosti,
které jsou podobné lidské kuzi.

2.7 Rany
Rény jsou definovany jako narusSeni celistvosti kozniho krytu. Muzeme je délit podle
mechanismu vzniku (mechanické, chemické, termické, aktinické), hloubky (povrchové,
hluboké) nebo délky 1é€by (akutni, chronické). Nejcastéji vznikaji plisobenim tlaku, zafeni nebo
nedostate¢ného prokrveni. Jednoduché kozni rany sahaji do pokozky, skary a podkozniho tuku,
ale ty komplikovan¢jsi zasahuji mnohem hloub¢ji a mohou poskozovat dilezité nervové-cévni
svazky a organy. V pifipad¢ priniku rany do télni dutiny je oznaCovédna jako penetrujici.
Vsechny rany jsou popisovany z hlediska lokalizace, velikosti, hloubky, sméru a tvaru. Jedna
se o zasadni informace pifi sledovani procesu hojeni a pii volb& optimalniho zpusobu
lécby [42], [43].

Akutni rany poruSuji integritu tkani v diisledku mechanického, chemického nebo termického
poskozeni. Vznikaji ve zdravé kozni tkéni a hoji se obvykle v kratkém Case bez komplikaci.
Nejcastéji jsou zpusobeny Grazem nebo chirurgickym zakrokem [42].

2.7.1 Chronické rany

Chronické rany jsou sekundarni rany, které vznikaji v prostfedi troficky zménénych tkani,
kterym ptedchazi onemocnéni. Doba hojeni se zna¢né prodluzuje a je naruSeny samotny proces
hojeni. Casové se daji specifikovat jako rany, které ani pii spravné zvolené 16¢b&, nevykazuji
po dobu 6-9 tydnt tendenci k hojeni [42].

Byvaji Casto zaménovany s komplikovanymi nebo obtizné zhojitelnymi akutnimi ranami.
Zakladni rozdil mezi témito dvéma typy je ve schopnosti fibroblastii, endotelii a keratinocytl
dostatecné replikovat a produkovat mezibunécnou hmotu [42].

Proces hojeni chronickych ran spoc¢iva ve vystavbé nové tkané s odpovidajici anatomickou
strukturou. Z toho divodu byva hojeni ¢asové narocné a individualné podminéné pfticinou
a rozsahem poSkozené tkané. Mezi chronické rany patii naptiklad bércové viedy, diabeticka
noha, nadory s viedovitym rozpadem, komplikované hojici se pooperacni rany nebo
prolezeniny [42], [44].
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2.7.2 Hojeni

Jedna se o proces obnovy tkani a patii mezi zakladni déje pro preziti organismu. Je uzce spojeny
s dal$imi metabolickymi dé&ji a ovliviiuje ho tak cela fada faktort. Jde 0 kontinualni proces,
vnémz se jednotlivé fidze vzdjemné prolinaji. Bunéné pochody jsou spustény ve chvili,
kdy dojde Kk poruseni integrity tkané. Dilezitym ptedpokladem k uréeni adekvatni 1écby
je rozpoznani faze hojeni [42], [43].

Pii hojeni ran je potfeba se vyhnout také sekundarni infekcim. Jednd se o infekce,
které vznikaji jako komplikace pfi jiném onemocnéni. Mohou byt zptsobeny celou fadou
mikroorganismil jako jsou bakterie, viry, houby nebo paraziti. Vznikaji prevazné u pacienta
s oslabenym imunitnim systémem, jako jsou pacienti po operaci, pacienti s chronickymi ranami
nebo pacienti s imunodeficienci [45].

Prvni zminky o hojeni ran pochazeji ze starého Egypta, kde se k oSetfeni pouzivaly ptirodni
latky — med, cukr, mléko, rozmackand semena, ovoce, pryskyfice nebo zvifeci trus. Jsou
zaznamenany také vyhody pouziti vlhkého kryti jako zvlh¢enych platénych obvazl
nebo prilozeného Cerstvého masa [42].

V letech 1962 provedl profesor Winter sérii pokust vlhké terapie hojeni ran [42]. Vysledkem
bylo, ze ve vlhkém prostiedi se nova epidermis tvoii az o0 40 % rychleji nez v suchém prostiedi.
Tekutina vylucovana ranou je slozena z riistovych faktor a vyzivnych latek, které ptispivaji
k Gspé€snému hojeni. Proto jsou moderni materialy pro hojeni ran ur¢ené k tomu, aby udrzovaly
vlhké prostifedi. Mezi hlavni vyhody vlhkého hojeni patii uspora ¢asu, mensi pocet pievazil,
snadnéjsi manipulace, u¢inné;jsi 1écba, kratsi doba hojeni, omezeni rizika recidivy nebo mensi
bolest [42].

Existuji dvé skupiny faktori, které mohou negativné ovlivnit hojeni. Jsou to lokalni faktory
(porucha krevniho zasobeni, plisobeni tlaku, teplota, pH, pfitomnost infekce, otok, ...)
a celkové faktory (ve€k, zdravotni stav, anémie, vliv 1ékl, ...). Hojeni mizeme rozdélit
do 3 fazi — Cistici, granulacni a epitelizacni. Kazda zfazi je specifikovana odlisnymi
biochemickymi a biologickymi pochody. V prubc¢hu fazi dochéazi ke sraZeni krve, vyciSténi
rany a vystavbé nové tkan€, ktera vyplni defekt a zméni se v jizevnatou tkan. Jedna-li
se 0 chronickou ranu, dochazi knaruseni fyziologického procesu hojeni, formuje
se v ménécennou tkan nebo vznika nehojici se chronicky defekt [42].

2.7.2.1 Cistici fize

Miize byt nazyvana také jako faze exsudativni, erudacni nebo zanétliva. Jedna se o zasadni fazi,
pii které jde o to, co nejrychleji zastavit krvaceni a odstranit necistoty, S cilem zamezit lokalnim
komplikacim. PoSkozené Casti tkani jsou odbouravany a jsou navozeny vhodné podminky pro
rust novych. Dochézi proto ke vzniku zanétu, pro ktery je charakteristicky otok, zarudnuti,
bolest a zvySena teplota postizeného mista. Mlze dojit také k rozvoji nekrozy, ktera brani
V uzavfeni rany, proto musi byt odstranéna. Doba trvani je okolo 3 dnt [42], [43].
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2.7.2.2 Granulacni faze

Tato faze je znama také pod nazvem proliferativni, protoze zde dochazi k proliferaci
bun¢k — vytvoreni novych cév za ucelem vyplnéni defektu granulacni tkéni, diky ¢emuz mohou
byt tkané vyzivovany kyslikem a zivinami. Faze zacina zhruba 4. den od vzniku rany. Nov¢
vznikl¢é kapiladry jsou malo odolné a musi tak byt chranény pied moznou traumatizaci.
Pti rozkladu krevni srazeniny vznikaji aminokyseliny, které slouzi jako vyzivny substrat pro
narusené tkané [42], [43].

Do rany ptichazeji také fibroblasty, které produkuji kolagen, a ten nasledn¢ vyzrava v pevna
kolagenni vlakna. Réna kontrahuje a dochazi k epitelizaci. V okamziku, kdy ranu vyplni
granulacni tkan, zaCne se rana uzavirat. Pravé v tuto chvili je nezbytné udrzet ranu ve vlhkém
prostiedi. Je nutné se také vyhnout nadmémému ristu granulacéni tkané, infekci
nebo traumatizaci rany [42], [43].

2.71.2.3 Epitelizacni faze

Jedna se o kone¢nou fazi procesu hojeni. Epitelizace probiha nerovnomérné od kraji rany nebo
ostravkli. Doprovazi granulacni fazi, kterd vytvaii nosnou plochu pro tvorbu nového
pojivového tkaniva a pokozky bez koznich piivésku. Faze mize byt zpomalena nebo dokonce
az potlacena, pokud dojde k nadmérnému ristu granulacni tkan€. Finalnim stddiem hojeni
je jizva. Jde o avaskularni a acelularni masu kolagenu, jejiz ucel spociva v obnové tkanové
integrity a funkce [42], [43].

2.8 Barviva vyuzita pro detekci aktivnich ¢astic plazmatu

V experimentalni ¢asti této prace byla vyuzita 4 rtizna barviva pro dikaz aktivnich ¢astic
Vv plazmatu, které jsou popsany v kapitole 2.2. Mezi pouzita barviva patii indigo, jodid draselny
a Griessovy testy pro stanoveni dusitani a dusi¢nanli test pro stanoveni dusitanll a test
pro stanoveni dusi¢nant.

2.8.1 Indigo

Indigovd modi reaguje s ROS, které jsou produkovany plazmatem a dochazi k jejimu
odbarveni. Molekula indiga ve své struktufe obsahuje 1 uhlikovou dvojnou vazbu, ktera reaguje
S ozonem. Za spravnych reakénich podminek reaguje 1 molekula indiga s 1 molekulou ozénu.
Pribéh reakce je znazornén na obrazku 5 [46], [47].

50 :K

Obrazek 5: Reakce 0zonu s indigovou modfi
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2.8.2 Jodid draselny

Jodovy test na Skrob patii mezi Siroce pouzivanou metodu dokazovani skrobu v potravinarstvi.
Tato jednoducha metoda byla objevena v roce 1814. V této reakci dochazi k oxidaci jodidu
na jod, ktery je nasledn¢ vazan do komplexu se skrobem. Takto vznikly komplex je typicky
pro své tmaveé modré zbarveni [48]. Tuto metodu je vhodné pouzit pro detekci ROS v plazmatu.

2.8.3 Test pro stanoveni dusi¢nant a dusitani

Pro stanoveni dusi¢nanti je mozné vyuzit Griessovo cinidlo, které obsahuje
N-(1-naftyl)etylendiamin a sulfanilamid. Jednotlivé slozky reaguji s NO3 za vzniku rtizového
zbarveni. Nasledné muze byt stanovena jejich koncentrace pomoci spektrofotometru pfi
UV-VIS A = 540 nm. Pfi stanoveni NO3 je nejdiive potieba zoxidovat NO; napiiklad pomoci
VClz. Griessovo ¢inidlo tak po zoxidovani reaguje s NO; a vznikd Zlutohnédé zbarveni.
To je mozné spektrofotometricky pozorovat pii A = 526 nm [49].

2.9 Mikroorganismy

2.9.1 Candida glabrata

Candida glabrata patii mezi kvasinky rodu Candia a jde o lidsky oportunni patogen, ktery
je zodpovédny az za 29 % celkovych infekci krevniho feCisté. Je také puvodcem infekci
mocovych cest a pochvy. Pivodné byla tato kvasinka znama pod jménem Torulopsis glabrata,
ale to bylo pozdé€ji zménéno. Klinicky je diagnostikovdna pomoci kultivacnich testl
a mikroskopickych vysetieni [50].

2.9.2 Escherichia coli

Escherichia coli se fadi mezi gramnegativni bakterie do ¢eledi Enterobacteriaceae. Bézné
se vyskytuje ve stievech obratlovet, kde neni patogenni a napomaha traveni potravy. Existuji
také skupiny E. coli, které jsou patogenni a mohou zpuisobovat fadu nebezpecnych onemocnéni
nebo kazeni mlécnych vyrobku [51], [52].

2.9.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je grampozitivni bakterie rodu Staphylococcus. Diive byl
povazovan za neSkodny mikroorganismus pfitomny na lidské kzi. Dnes uz patii mezi
oportunni patogeny, které¢ doprovazeji jiné patogenni infekce. Velmi Casto byva piivodcem
infekci, ke kterym doslo pfi pobytu ve zdravotnickych zafizenich. Ve vyjime¢nych ptipadech
se mohou infekce zpisobené touto bakterii rozvinout v zivot ohrozujici onemocnéni [53].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a pomicky
Automatické pipety rizného objemu
Kiemenné sklo
Mikrovinny generator — Sairem (GMS 200 W)
Petriho misky @ 90 mm
Petriho misky @ 55 mm
Pocitac
Pomuicky pro béZznou mikrobiologickou praxi
Regulator hmotnostniho pritoku — Bronkhorst (NL)
Termostat s inkubatorem Heidolph Unimax 1010
Tesltv transformator
Tlakovy hrnec
Zrcadlovy fotoaparat

3.2 Pouzité chemikalie
Agar, HiMedia (SRN)
Argon 4.6 — Linde Gas (SRN)

Bakterialni kultura Escherichia Coli CCM 3954 z Ceské sbirky mikroorganisma
Masarykovy univerzity v Brné 5
Bakterialni kultura Staphylococcus epidermidis CCM 4418 z Ceské sbirky mikroorganismu

Masarykovy univerzity v Brné )
D—gluk6za monohdrat p.a., Lach:Ner (CR)

Jodid draselny — Penta (CR)
Kukufiény $krob — Amylon (CR)
Kvasinkova kultura Candida Glabrata CCM 8270 z Ceské sbirky mikroorganismi

Masarykovy univerzity v Brn¢
Peptone aus Casein, Carl Roth (SRN)

Tekuté kultiva¢ni médium BHI (Brian Heart Infusion), Himedia (IND)

Tekuté kultivaéni médium LB (Lennox Broth), Sigma Aldrich (DE)

Tekuté kultivaéni médium NB (Nutrient Broth), Himedia (IND)

Tekuté kultivaéni médium YPD (Yeast Extract — Peptone — Dextrose/Glucose)

Test pro stanoveni dusi¢nani ve sladké vodé — kyselina borita, kyselina sulfanilova,
kadmiovy prasek, Merck (SRN)
Test pro stanoveni dusitanll ve sladké a slané vodé — kyselina sulfanilova, Merck (SRN)

Yeast Extract Powder, Himedi (IND)
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3.3 Priprava biopolymeri

3.3.1 Priprava biopolymeru na bazi agaru s barvivem indigo

Bylo smichano 3,5 g agaru se 100 ml destilované vody a 0,002 g barviva indigo. Smés byla
zahtivana na teplotu 85 °C a neustale michdna. Po dosazeni teploty byla pfipravend smés nalita
do pfichystanych Petriho misek s primérem 55 mm. Po 15 min doslo ke ztuhnuti, kdy mohlo
byt se smési dale pracovano.

3.3.2 Priprava biopolymeru na bazi agaru s Kl

Bylo smichano 2,2 g agaru, 100 ml destilované vody, 0,59 jodidu draselného a 0,4 g
kukufi¢ného skrobu. Smés byla zahfivana na teplotu 85 °C a neustale michana. Po dosazeni
teploty byla pfipravend smés nalita do pfichystanych Petriho misek s primérem 55 mm.
Po 15 min doslo ke ztuhnuti, kdy mohlo byt se smési dale pracovano.

3.3.3 Priprava biopolymeru na bazi agaru s testem pro stanoveni dusi¢nant

Bylo smichéno 3,5 g agaru se 100 ml destilované vody. Smés byla zahiivana na teplotu 85 °C
a neustale michana. Po dosazeni teploty byla smés ochlazena na teplotu 50 °C. Nasledné byly
do smési piidany 4 odmérné 1zi¢ky ¢inidla. V§e bylo promichano a pfipravena smés byla nalita
do ptichystanych Petriho misek s primérem 55 mm. Po 15 min doslo ke ztuhnuti, kdy mohlo
byt se smési dale pracovano.

3.3.4 Priprava biopolymeru na bazi agaru s testem pro stanoveni dusitant

Bylo smichéano 3,5 g agaru se 100 ml destilované vody. Smés byla zahtivana na teplotu 85 °C
a neustale michdna. Po dosaZeni teploty byla smés ochlazena na teplotu 50 °C. Nasledn¢ bylo
do smési pfidano 8 odmérnych 1zi¢ek Cinidla. VSe bylo promichano a pfipravena smés byla
nalita do pfichystanych Petriho misek s primérem 55 mm. Po 15 min doslo ke ztuhnuti, kdy
mohlo byt se smési déle pracovano.

3.4 Vyuziti 3D stolu k optimalni distribuci aktivnich ¢astic plazmatu na
povrchu biopolymert

Aparatura urena pro pohyb plazmového vyboje nad vzorky biopolymeru je slozena
ze 2 pohyblivych ¢asti, a to ramene, ve kterém je uchycena plazmova tryska, a drzaku,
na kterém jsou uchyceny Petriho misky. Rameno se pohybuje doleva a doprava ve sméru osy Yy
pro mikrovinny pochodnovy vyboj s pfimym piivodem plynu nebo osy u pro mikrovinny vyboj
s povrchovou vinou a drzak se pohybuje do stran ve sméru osy X a nahoru a dold ve sméru
0Sy z. Aparaturu je mozné ovladat pomoci pocitacového programu Repetier host. Program
rozpohybuje aparaturu podle zadanych soutadnic. Je mozné ovlivnit pozici ramene a drzéku,
rychlost pohybu a dobu setrvani v dané pozici. V tabulce 1 jsou uvedeny kody pro komunikaci
s programem. Fotografii 3D stolu je mozné vidét na obrazku 6.
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Tabulka 1: Prehled kodu pro komunikaci s programem

Gl Pohyb
G4 Setrvani na misté souradnic
G28 Navraceni do vychozi polohy
F Rychlost pohybu
S Doba setrvani na misté soufadnic

Obrazek 6: 3D stil

3.4.1 Bodova aplikace plazmatu na biopolymery

Podle postupt uvedenych v kapitole 3.3 byly pfipraveny biopolymery s ptislusnymi barvivy.
Nasledné bylo bodové plsobeno plazmatem pomoci 2 plazmatickych vyboji (mikrovinny
pochodnovy vyboj S piimym piivodem plynu a mikrovinny vyboj s povrchovou vinou)
pti vykonech 9 W a 12 W, pratoku argonu 5 slm, pfi 3 rtiznych ¢asech v zavislosti na vykonu.
Detailni popis parametrt je uveden v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: Ptehled parametrii pouzivanych pro bodové oSetieni biopolymeri

Mikrovlnny pochodfiovy |\ o u1nng viboj s povrchovou
vyboj S pfimym piivodem vinou
plynu
Vykon [W] 9 12 9 12
30 30 30 30
Cas [S] 60 60 60 60
300 120 300 120
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3.4.2 Celoplosna aplikace plazmatu na biopolymery pomoci 3D stolu

Podle postupt uvedenych v kapitole 3.3 byly piipraveny biopolymery s pfislusSnymi barvivy.
Nasledné byla pomoci pocitaového programu Repetier Host nastavena rychlost pohybu
spolecné se soufadnicemi pro pohyb pohyblivého ramene a drzaku s Petriho miskou.
Znéazornéni pohybu je mozné vidét na obrazku 7. Biopolymer v Petrino misce byl uchycen
v drzaku a byl spustén program. Po dokonceni pohybu, byl biopolymer vyjmut ze stojanu
a vysledek meéteni byl pomoci zrcadlového fotoaparatu zaznamenan. Pro jednotlivé
biopolymery byly ménény parametry rychlosti pohybu, typu pohybu a pocétu opakovani
oSetfeni.

Obrazek 7: Schéma pohybu plazmového vyboje nad povrchem biopolymeru

3.4.3 Optimalizace vzdalenosti plazmového vyboje od povrchu biopolymeru

Podle postupti uvedenych v kapitole 3.3.1 byl pfipraven biopolymer s barvivem indigo.
Nasledné byly provedeny 3 testy pro urceni nejidealnéjsi vzdalenosti vyboje od povrchu
biopolymeru. Nejdiive bylo provedeno piimé dotykani plazmového vyboje s povrchem, poté
byl proveden tésny dotyk, a nakonec byl proveden test, kdy se vyboj viibec povrchu nedotyka.
Pro lepsi piedstavu je uveden obrazek 8.

Obrazek 8: Test vzdalenosti vyboje od povrchu a) 0 mm, b) 1,5 mm c) 10 mm
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3.5 Pisobeni plazmatu na biopolymery pres kifemenné sklo

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1 byl pfipraven biopolymer. Nasledné¢ doslo
k bodovému plisobeni plazmatu na biopolymer, ktery byl zakryty kiemennym sklem. Pfi tomto
méfeni byl pouzit mikrovinny pochodnovy vyboj s ptimym ptivodem plynu, pritok argonu
5slm a vykon 12 W. Vyboj ptsobil na biopolymer po dobu 300 s. Experiment je znazornén
na obrazku 9.

Obrazek 9: Bodové plisobeni plazmatu na biopolymer zakryty kiemennym sklem

3.6 Priprava vzorka s mikroorganismy

Schopnost plosné dekontaminace a jeji korelace s rozloZzenim aktivnich ¢astic byla zkoumana
na nasledujicich mikroorganismech: Candida glabrata, Escherichia coli a Staphylococcus
epidermidis, byl pozorovan celoplo$ny ucinek plazmatu, které pomoci pohyblivého ramene
oSetfilo celou plochu Petriho misky s primérem 90 mm.

3.6.1 Priprava ofkovaciho inokula

Pro jednotlivé mikroorganismy byla zvolena specificka zivna média, ktera odpovidaji jejich
narokum. Piehled médii a mikroorganismi mizeme vidét v tabulce 3. Postup piipravy
jednotlivych médii je piehledné znazornén v nésledujicich tabulkach 4, 5 a 6.

Tabulka 3: Piehled mikroorganismt a jejich specifickych zivnych médii

Mikroorganismus Zivné médium

Candida glabrata Yeast Extract — Peptone — Dextrose/Glucose
Staphylococcus epidermidis Brain Heart Infusion

Escherichia coli Lennox Broth
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Tabulka 4: Slozeni kultivacniho média pro C. glabrata

Slozeni Obsah [g/1]
Kvasni¢ny extrakt 10
Pepton z kaseinu 20
D-gluk6za monohydrat 20

Tabulka 5: Slozeni kultiva¢niho média pro bakterii S. epidermidis

Slozeni Obsah [g/l]
BHI 37

Tabulka 6: Slozeni kultiva¢niho média pro bakterii E. coli

Slozeni Obsah [g/l]
LB 20

Inokulum bylo vzdy pfipraveno do 50 ml zivného média. Sterilni kli¢kou byla do média pfidana
kultura jednotlivych mikroorganismti C. glabrata, E. coli nebo S. epidermis. Takto ptipravena
inokula byla inkubovana v termostatu s tfepanim pfi teploté 37 °C po dobu 24 h.

3.6.2 Priprava kultiva¢niho média
Pro vySe uvedené mikroorganismy bylo pfipraveno Zivné médium, které obsahovalo glukdézu
a komplexni zivné médium NB (Nutrient Broth). Pro ptipravu tuhého média bylo do smési
pridano 20 g/l agaru. Pfesné uvedené poméry, podle kterych bylo médium ptipraveno, mizeme
vidét v tabulce 7. Navazena smés byla doplnéna destilovanou vodou a vse bylo sterilizovano
v autoklavu nebo tlakovém hrnci.

Postup ptipravy kultivaénich 1 Zivnych médii byl optimalizovan v diplomové praci
Bc. Veroniky Petrové [54].

Tabulka 7: Slozeni zivného média pro mikroorganismy C. glabrata, E. coli a S. epidermis

Slozeni Obsah [g/l]
NB 25
D-gluk6za monohydrat 20
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3.6.3 Kaultivace mikroorganismi

Pfedem piipravend inokula byla nafedéna na koncentraci 10* CFU/ml. Pii p¥ipravé spole¢nych
kultur byly nejdtive zvolené natedéné kultury smichany v poméru 1:1 pro ziskani pozadované
smeésné kultury. Pevné médium, které bylo piipraveno podle postupu uvedeného
v kapitole 3.6.2, bylo nalito po 10 ml na Petriho misky s primérem 90 mm. Po zatuhnuti doslo
k zaockovani 100 ul jednotlivych kultur C. glabrata, E. coli a S. epidermidis nebo kombinace
C. glabrata + E. coli. Z kazdého vzorku bylo pfipraveno 12 misek, 3 misky byly ponechany
na kontrolu a zbytek byl ihned oSetfen plazmovym vybojem. Po oSetfeni byly misky
inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 h, poté byly jednotlivé vzorky vyfoceny
fotoaparadtem a nahrany k dal§Simu zpracovani. Vysledky byly zpracovany ve spolupraci
s VSCHT Praha.

3.6.4 Pusobeni plazmatu na mikroorganismy

Na jednotlivé vzorky byl aplikovan mikrovinny pochodiiovy vyboj s ptimym ptivodem plynu
s vykonem 9 W nebo 12 W anebo mikrovinny vyboj s povrchovou vinou s vykonem 9 W,
Pratok nosného plynu byl 5 slm. Na oSetfeni naockovanych Petriho misek s primérem 90 mm,
bylo vyuzito pouze 1 opakovani cyklu, ktery v praméru trval 9 min. Méfeni bylo provadéno
vzdy po triplikatech. U kazdé kultury byly sledovany také neoSetiené kontrolni vzorky,
aby bylo mozné porovnat inhibi¢ni rozdily

3.6.5 Vyhodnoceni mikrobialniho poklesu

Vsechny vzorky byly po 24 hodinach kultivace nafoceny a vyhodnoceny ve spolupraci
s HexTech Research s.r.o. Pro analyzu plochy Petriho misky zarostlé mikroorganismy byl
vyuzit software Aurora, vytvoieny Janem Hrudkou. Vicekrokovy algoritmus Aurora vyuziva
principy umé¢lé inteligence a strojového uceni. Ve vstupnim obrazu jsou pomoci spektralni
intenzity detekovany ty pixely, které zachycuji vyznamné Castice (napf. agar). Tyto pixely jsou
rozdéleny do shlukli na zaklad¢ své relativni pozice. Z téchto dat je pak mozné urcit, jakou
plochu Petriho misky zaujimaji mikroorganismy.

Na obrazku 10 je uvedeno a) jak vypadala mikrobialni kultura po kultivaci a b) jak tutéz
fotografii zobrazil software Aurora.

Obrazek 10: Vyhodnocena data pomoci softwaru Aurora
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace pFipravy biopolymeru na bazi agaru

Bylo smichéno 1,59 agaru se 100 ml destilované vody. Smés byla nepietrzit€¢ michana
a zahtivana na teplotu 85 °C. Po dosazeni této teploty, bylo 10 ml odlito na Petriho misku
s pramérem 5,5 cm. Vzhledem k malému obsahu agaru ve smési nedoSlo ani po 24 h
ke ztuhnuti. Biopolymer byl proto pfipraven stejnym postupem jesté jednou, ovSem tentokrat
S navySenim agaru na 4,0 g. V tomto piipad¢ bylo pozorovano zatuhnuti uz po 1 h. Porovnani
takto pfipravenych biopolymeri mizeme vidét na obrazku 11 a 12, kdy byly agary umistény
na naklonénou rovinu. U biopolymeru s niz§im obsahem agaru je jasné viditelné, ze nedoslo
k zatuhnuti.

Obrazek 11: Biopolymer s 1,5 g agaru Obrazek 12: Biopolymer s 4,0 g agaru

U biopolymert bylo pozorovédno také, po jak dlouhé dobé je jesté mozné vzorky oSettit
plazmatem po celé plose. Pokud byly vzorky star$i 7 dnd, doslo k odpateni vody a popraskani
povrchu. U vzorkt, které byly oSetfeny uz po 3 dnech od ptipravy, byl povrch i po oSetfeni
celistvy. Porovnani biopolymeru ptipraveného pred 7 dny a biopolymeru piipraveného pied
3 dny, které byly osetfeny plazmatem, miizeme vidét na obrazku 13 a 14. Z tohoto diivodu bylo
Vv nasledujicich experimentech pracovano s biopolymery, které byly staré maximalné 3 dny.
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Obrazek 13: Biopolymer pfipraveny pted 7 dny ~ Obrazek 14: Biopolymer piipraveny pted 3 dny

4.2 Reakce plazmového vyboje s biopolymery s pridanymi barvivy

Jak uz bylo popséno v teoretické ¢asti, plazma obsahuje velké mnozstvi aktivnich ¢astic dusiku
a kysliku. Vramci této prace byla vyuZita barviva, kterd dokazovala pfitomnost RONS
v plazmatu. Tato barviva byla pfimichana do biopolymeri podle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.

4.2.1 Bodové osetieni biopolymeri s indigem

Jednim z barviv byla indigova modf. Pfi reakci tohoto barviva s ozénem dochazi k jeho
odbarveni. Vysledky experimentu jsou uvedeny v tabulce 8. Muzeme pozorovat,
Ze na obrazcich jsou jasné patrné odbarvené zoény. Pii pouziti mikrovinného vyboje
s povrchovou vlnou bylo patrné odbarveni biopolymeru po 60 s pti vykonu 9 W auz po 30 s pfi
vykonu 12 W.
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Tabulka 8: Vysledky bodového osetieni biopolymeri s indigem

Mikrovinny vyboj s povrchovou vinou
Doba Vykon Doba Vykon
expozice 9w expozice 12 W
30s 30s
60 s 60 s
300s 120s

Stejné parametry byly pouzity i pro osetfeni plazmatem s mikrovinnym pochodiiovym vybojem
S piimym piivodem plynu, ale v takovémto piipadé bylo pozorovano odbarveni az po 300 s pii
vykonu 12 W. Vysledek tohoto testu je znazornén na obrazku 15.

FRT

Obrazek 15: Porovnani neosetfené¢ho biopolymeru s ptimési indiga s osetfenym biopolymerem
s vyuZzitim mikrovlnného pochodinového vyboje s pfimym piivodem plynu (doba expozice 300 s,
vykon 12 W)
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Na zéklad¢ tohoto experimentu mizeme potvrdit, Ze v plazmovém vyboji je pfitomny ozon,
ktery je zodpovédny za zménu barvy indigové modii. Jak bylo zminéno v kapitole 2.8.1,
1 molekula indiga je oxidovana piiblizné 1 molekulou ozénu, coz muze svédc¢it o vysoké
piitomnosti ozénu v plazmatu tvofeném pomoci mikrovinného vyboje s povrchovou vinou.
Naopak v plazmatu tvofeném pochodnovym vybojem bylo mnoZzstvi ozonu velmi malé, jelikoz
k odbarvovani indiga dochazelo az po velmi dlouhych expozi¢nich ¢asech.

4.2.2 Bodové osetieni biopolymeri s jodidem draselnym

Dalsi testy byly provedeny na zdklad¢ biopolymeru, ke kterému byl pfidan jodid draselny
a Skrob. Vtomto piipadé dochazelo krozkladu jodidu na jod, ktery nasledné reagoval
se skrobem za vzniku komplexu s tmavé modrym zbarvenim. Na rozdil od biopolymeru
s indigem, tato oxidace uz neni specifickd jenom pro 0zén nebo jinou castici, ale dochazi
k ni pomoci vSech ROS. Z tohoto divodu doslo k barevné zméné biopolymeru mnohem rychleji
nez u experimentu uvedeného v kapitole 4.2.1. Biopolymery byly pfipraveny podle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.2. Na obrazcich mizeme vidét porovnani oSetfenych biopolymerd,
kdy byly pouzity 2 ruzné vyboje, a to mikrovinny s povrchovou vinou a mikrovinny
pochodnovy s pfimym piivodem plynu.

Z vysledku je jasné patrné, ze pii pouziti mikrovinného vyboje s povrchovou vinou doslo
k odbarveni vétsi plochy nez pii pouziti mikrovinného pochodnového vyboje s piimym
ptivodem plynu. Na vzorku pfi pouziti mikrovinného pochodnového vyboje s vykonem 12 W
a dobou expozice 120 s je také patrna neobarvena zona, ktera se nachazi ptimo uprostied
obarvené plochy. Jedna se o misto, na které¢ nedopadly aktivni ¢astice. Tento fakt vypovida
0 tom, ze aktivni ¢astice proudi ve tvaru tornada a uprostied tak vznika tzv. oko, ve kterém bylo
piitomno pouze minimum aktivnich ¢astic. V porovnani s mikrovinnym vybojem s povrchovou
vinou, kde je plazmovy paprsek fokusovan do tzkého svazku, na jehoZz $pici je nejvyssi
koncentrace aktivnich ¢astic. Tento fakt je mozné vidét na vzorku, kdy byl pro oSeteni pouzit
mikrovinny vyboj s povrchovou dobou s vykonem 12 W a dobou expozice 120 s, kde nejtmavsi
vybarvena zona je praveé ve stiedu a po okrajich bledne. V tabulkach 9 a 10 nize je mozné vidét
vysledky experimentu.

36



Tabulka 9: Bodové oSetieni biopolymeru s KI pomoci mikrovinného vyboje s povrchovou vinou

Mikrovinny vyboj s

ovrchovou vinou

Doba Vykon Doba Vykon

expozice QW expozice 12W
30 30s
60 s 60 s
300s 120s
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Tabulka 10: Bodové osetteni biopolymeru s KI pomoci mikrovinného pochodiiového vyboje s

pfimym pfivodem plynu
Mikrovinny pochodiiovy vyboj s pfimym privodem plynu
Doba Vykon Doba Vykon
expozice 9w expozice 12W
30
30
60 60
300 120

4.2.3 Bodové osetieni biopolymeri s detekci dusi¢nani

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.3 byly piipraveny biopolymery, které jsou schopny
zaznamenat ptitomnost dusi¢nani v plazmovém vyboji.

Pfitomnost dusi¢nanti byla prokdzand v plazmatu tvofenym mikrovinnym vybojem
s povrchovou vinou, avsak nikoli v plazmatu tvofeném pomoci mikrovinného pochodiiového
vyboje S piimym piivodem plynu. Na obrazcich uvedenych v tabulce 11 jsou patrné Zluté
zbarvené zony, které jednoznacné vypovidaji o pfitomnosti dusi¢nanti v plazmatu tvoifeném
mikrovinnym vybojem s povrchovou vinou. Je mozné pozorovat opakujici se trend pro vSechny
studované aktivni Castice, a to ze se zvySujici se dobou oSetieni a vyS$im vykonem, dochazi
ke vzniku vétsich barevnych zmén. Pii oSetfeni biopolymeru plazmatem s vykonem 12 W
po dobu 120 s jsou patrné znamky naruseni biopolymeru z duvodu lokalniho piehiati povrchu,
pii pouziti ptili§ vysokého ¢asu u velkého vykonu. Tento experiment byl provadén také pomoci
pochodiového vyboje, ale v takovémto piipadé nedoslo k prokazani p¥itomnosti dusi¢nanti pro
zadné vykony nebo doby oSetieni. Ztoho vyplyva, ze plazmovy mikrovinny vyboj
s povrchovou vinou poskytuje mnohem vys$Si koncentraci dusi¢énani nez mikrovinny
pochodiovy vyboj.
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Tabulka 11: Bodové osetieni biopolymeru s barvivem pro detekci dusi¢nant pomoci mikrovinného
vyboje s povrchovou vinou

Mikrovinny vyboj s povrchovou vinou
Doba Vykon Doba Vykon
expozice QW expozice
30s 30s
60 s 60 s
300s 120s

4.2.4 Bodové oSetfeni biopolymeri s detekci dusitant

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.4 byly pfipraveny biopolymery, které jsou schopny
zaznamenat piitomnost dusitand V plazmovém vyboji. Z vysledki, které je mozné vidét
v tabulce 12, je patrné razové zbarveni oSetfenych vzorku, které vypovida o pFitomnosti
dusitanti v plazmatu. Toto zbarveni se zacalo objevovat az po delsi dob¢ oSetfeni, lehké naznaky
jsou viditelné po 60s. Tyto barevné zmény byly pozorovany jenom u mikrovinného
pochodinového vyboje Spiimym piivodem plynu. V piipadé¢ mikrovinného vyboje
s povrchovou vinou ke zméné barvy nedoslo u zadného z oSetfovanych biopolymerd, co mtize
svédc¢it o velice nizké koncentraci dusitanti v tomto typu plazmatu. Kdyz vezmeme do tvahy,
7e pii testu na dusi¢nany byly dosazeny tGplné opacné vysledky (viz. kapitola 4.2.3), dalo by
se tvrdit, ze v plazmatu tvofeném pomoci mikrovinného vyboje s povrchovou vinou se vétSina
dusitanti oxiduje az na dusi¢nany, které 1ze nasledné stanovit (zIuté zbarveni). Na druhé strané
u pochodnového vyboje S pfimym piivodem plynu zlistdva vétSina dusitand v této formeé
(detekované rtizové zbarveni), a proto testy na dusi¢nany nebyly uspésné (nedochazelo k tvorbé
zlutého zbarventi).

39



Tabulka 12: Bodové osetieni biopolymeru s barvivem pro detekci dusitani pomoci mikrovinného
pochodnového vyboje s ptimym piivodem plynu

Mikrovinny pochodiiovy vyboj s pfimym privodem plynu
Doba Vykon Doba Vykon
expozice QW expozice 12W
30s 30s
60 s 60 s
300s 120s

4.3 Diukaz interakce aktivnich ¢astic plazmatu s biopolymery

Pfi oSetfeni indigového biopolymeru bylo vyuzito kiemenné sklo na ptekryti biopolymeru, jak
je popsano v kapitole 3.5. Diky tomu nedoSlo ke styku aktivnich ¢astic plazmatu
s biopolymerem, ale UV zafeni plazmatického vyboje bylo propusténo. Vysledkem bylo
neodbarveni indigového biopolymeru, z ¢ehoz je mozné usoudit, ze aktivni Castice jsou
zodpovédné za probihajici reakce v biopolymerech, které vedou ke zmeéné jejich barev.
Neodbarveny biopolymer, na ktery bylo plsobeno mikrovinnym pochodiiovym vybojem
s pifimym pifivodem plynu Svykonem 12 W a expozi¢nim c¢asem 300 S, je mozné vidét
na obrazku 16.
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Obrazek 16: Vysledek bodového oSetieni biopolymeru prekrytého kiemennym sklem

4.4 Celoplosné plazmatické oSetieni biopolymert

Pomoci 3D stolu bylo mozné aplikovat plazma po celé ploSe Petriho misek. Na zakladé
barevnych zmén vzorki tak byly vyhodnoceny optimalni podminky pro rovnomérnou distribuci
aktivnich c¢astic. Behem tohoto experimentu byly ménény nasledujici parametry: pfesné
soufadnice pohybu plazmového vyboje nad povrchem biopolymeru, rychlost pohybu
plazmového vyboje, pritok nosného plynu, vykon, typ plazmatického vyboje a pocet opakovani
celoplosného osetieni. Nejprve bylo provedeno celoplosné osetieni biopolymeru s ptidavkem
indiga.

U pochodiiového vyboje doslo po 1 opakovani k velmi slabému odbarveni, kter¢ je na fotkach
Spatné viditelné. Po 5 opakovanich je uz vysledek vyrazngjsi, ale stale se neda hovofit o tom,
ze by byla odbarvena cela plocha. Aby bylo docileno optimalni distribuce ozonu po celé plose
biopolymeru, muselo byt oSetfeni zopakované celkem 8x. Malé neodbarvené zony zistaly
U kraja Petriho misky, coZ mohlo byt zptisobeno proudénim plazmatu.

Vysledky mizeme vidét na obrazku 17. Nejvhodnéjsi nastaveni podminek pro mikrovinny
pochodnovy vyboj s pfimym piivodem plynu je uvedeno v tabulce 13.

Obrazek 17: Celoplo$né osetieni biopolymeru s pfimési indiga pii pouziti mikrovinného
pochodiového vyboje s pfimym piivodem plynu s vykonem 12 W a poctem opakovani
a) 1 opakovani, b) 5 opakovani, ¢) 8 opakovani
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Tabulka 13: Nastaveni nejvhodné&jsich podminek pro osetieni biopolymert s pfimési indiga

Rychlost pohybu (um/s) 250
Pritok plynu (sIm) 5
Pocet opakovani (-) 8

Vykon (W) 12

Pfi nasledném pouziti mikrovinného vyboje s povrchovou vinou byly pouzity stejné podminky,
jako jsou uvedeny v tabulce 13. | vtomto piipadé byl biopolymer dostate¢né odbarven
az po 8. opakovani, a i zde jsou viditelné Spatné odbarvené zony na krajich misky. Pti pouziti
mikrovinného vyboje S povrchovou vinou doslo k naruSeni struktury biopolymeru kvuli
agresivnéjSimu  proudéni v porovnani S oSetfenymi vzorky pomoci mikrovinného
pochodnového vyboje s piimym ptivodem plynu. Vysledek experimentu je znazornén
na obrazku 18.

Obrazek 18: Porovnani oSetfené¢ho biopolymeru po 8 opakovéni a neosetiené¢ho biopolymeru

Celoplosné osetfeni biopolymeru pomoci plazmatického vyboje bylo provedeno také
na vzorcich obsahujicich jodid draselny a $krob. Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 byl
piipraven biopolymer. V tabulce 14 jsou uvedeny parametry oSetfeni. Tento experiment byl
proveden s obéma vyuzivanymi vyboji a jeho vysledky mizeme vidét na obrazku 19.

Tabulka 14: Nastaveni nejvhodnéjsich podminek pro oSetéeni biopolymert s ptimési Kl

Rychlost pohybu (um/s) | 500
Pritok plynu (slm) 5
Pocet opakovani (-) 1

Vykon (W) 12

Ze srovnani téchto dvou vzorki je patrné, Ze doslo k rychlejsi barevné zméné (1 opakovani)
u biopolymert obsahujici KI nez u biopolymerti s obsahem indiga. To je zptisobeno piispénim
vice Castic nez jen ozonu k rozkladu KI.
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Obrazek 19: Celoplosné osetiené biopolymery s ptimési KI a) pomoci mikrovinného pochodiiového
vyboje s pfimym ptivodem plynu, b) pomoci mikrovinného vyboje s povrchovou vinou

V ramci této Casti experimentu byly celoploS$né oSetfeny také biopolymery s piimési barviv,
ktera detekovala ptitomnost RNS. Biopolymery byly pfipraveny podle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.3 a 3.3.4. Optimalni podminky oSetfeni jsou uvedeny Vv tabulce 15.

Tabulka 15: Nastaveni nejvhodné&jsich podminek pro oSetfeni biopolymert s ptimé&si barviv pro detekci
RNS

Rychlost pohybu (um/s) | 250
Pritok plynu (slm) 5
Vykon (W) 12

Jak jiz bylo zminéno vySe, dusitany byly prokazany pouze u mikrovinného pochodnového
vyboje s pfimym piivodem plynu a dusi¢nany jenom u mikrovinného vyboje s povrchovou
vinou, coz bylo potvrzeno i u celoplo$ného osetfeni. Pro biopolymery s obsahem barviva pro
detekci dusitanti byla zvolena 3 opakovani osetfeni a mikrovinny pochodiiovy vyboj S ptimym
pfivodem plynu, kdeZto pro biopolymery s obsahem barviva pro detekci dusi¢nanti bylo
zvoleno pouze 1 oSetfeni a mikrovinny vyboj s povrchovou vinou. Uz po 1. osetfeni je patrné
zluté zbarveni biopolymeru s piimési barviva pro detekci dusi¢nand po celé plose Petriho
misky, coZ dokazuje pfitomnost dusi¢nanli v plazmovém vyboji. Po 3. oSetfeni biopolymeru
S pfimési barviva pro detekci dusitanii je mozné vidét rizové zbarveni po celé plose
biopolymeru, ¢imz muzeme potvrdit pfitomnost dusitand v plazmovém vyboji. Vysledky
muizeme vidét na obrazcich 20 a 21.
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Obrazek 20: Celoplosné osetieny biopolymer s Obrazek 21: Celoplo3né oSetfeny

piimé&si barviva pro detekci dusi¢nanti pomoci biopolymer s ptimési barviva pro detekci
mikrovinného vyboje s povrchovou vinou po dusitanti pomoci mikrovinného
1 opakovani vV porovnani s neoSetienym biopolymerem pochodiiového vyboje s pfimym

ptivodem plynu po 3 opakovanich

4.5 Optimalizace vzdalenosti plazmového vyboje od povrchu biopolymeru

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.3 byl proveden experiment pro uréeni nejvhodngjsi
vzdalenosti plazmového vyboje od povrchu. Zatimco u vzorku a) byl ptfimy kontakt vyboje
s polymerem, u vzorku b) byl vyboj vzdalen od povrchu 1,5 mm a u vzorku c) byl vyboj vzdalen
od povrchu vzdalen 10 mm. Vysledky méfeni miizeme vidét na obrazku 22, kde je patrné,
ze K nejvétsimu rozptylu aktivnich c¢astic, a tak i Kk nejvétsimi odbarveni plochy, doslo
pti 1,5 mm vzdalenosti plazmového vyboje a povrchu biopolymeru.

Obrazek 22: Bodové osetieni biopolymeru s ptidavkem indiga pomoci mikrovinného pochodiiového
vyboje s pfimym ptivodem plynu s vykonem 12 W a expozi¢nim ¢asem 500 s a S rozdilnymi
vzdalenostmi vyboje od povrchu biopolymeru a) 0 mm, b) 1,5 mm, ¢) 10 mm
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4.6 Celoplo$né plazmatické oSeti‘eni mikrobialnich kultur

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.6 byly na agarovych plotnach pfipraveny mikrobialni
kultury. Takto pfipravené kultury byly nasledné po celé plose oSetieny nizkoteplotnim
plazmatem vyuzitim 3D stolu. Nejdiive byly osetieny samostatné kultury C. glabrata, E. coli
a S. epidermidis, poté byla osetfena smésna kultura C. glabrata + E. coli. Na obrazcich nize
(23-26) je uvedena vzdy 1 reprezentativni fotografie z kazdého tripletu. Porovnanim pokryté
plochy u kontroly a oSetfenych vzorkli miizeme jednoznacné vyhodnotit, Ze plazmovy vyboj
ma na kvasinky a bakterie znacny inhibi¢ni ucinek. Vzorky oSetfené mikrovinnym
pochodinovym vybojem s pfimym piivodem plynu dosdhly vyssiho inhibi¢niho G¢inku nez
vzorky o$etiené mikrovinnym vybojem s povrchovou vinou. Vzhledem k tomu, Ze dusitany
byly prokdzany pouze v mikrovinném pochodinovém vyboji s pfimym piivodem plynu, je
mozné usoudit, Ze na inhibi¢ni u¢inek maji mnohem Vétsi vliv nez dusi¢nany, které byly naopak
prokazany pouze v mikrovlnném vyboji s povrchovou vinou. Pfi pouziti mikrovinného
pochodnového vyboje s ptimym piivodem plynu doslo se zvySenim vykonu také ke zvySeni
inhibi¢niho G¢inku, coz bylo prokazano i bodovym oSetfenim v pfedchozich pracich [55].
V ptipadé¢ mikrovinného pochodiového vyboje s piimym piivodem plynu byly nejvice
na osetfeni nachylné kultury C. glabrata s inhibi¢nim G¢inkem 77,22 % a smésna kultura, ktera
vykazovala inhibi¢ni ucinek 83,56 %. V piipadé mikrovinného vyboje s povrchovou vinou
vykazovala nejvétsi inhibicéni uéinek 61,17 % opét kvasinka C. glabrata.

Obrazek 23: Vyobrazeni inhibi¢niho u¢inku plazmatu na kvasinku C. glabrata a) kontrolni vzorek,
b) mikrovinny vyboj s povrchovou vinou — 9 W, ¢) mikrovinny pochodiovy vyboj s pfimym ptivodem
plynu — 9 W, d) mikrovinny pochodiovy vyboj s pifimym piivodem plynu — 12 W
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Obrazek 24: Vyobrazeni inhibi¢niho G¢inku plazmatu na kvasinku S. epidermidis a) kontrolni vzorek,
b) mikrovinny vyboj s povrchovou vinou — 9 W, ¢) mikrovinny pochodfiovy vyboj s pfimym ptivodem
plynu — 9 W, d) mikrovinny pochodnovy vyboj s pfimym piivodem plynu — 12 W
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Obrazek 25: Vyobrazeni inhibi¢niho G¢inku plazmatu na kvasinku E. coli a) kontrolni vzorek,
b) mikrovinny vyboj s povrchovou vinou — 9 W, ¢) mikrovinny pochodfiovy vyboj s pfimym ptivodem
plynu — 9 W, d) mikrovinny pochodiovy vyboj s pfimym piivodem plynu — 12 W
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Obrazek 26: Vyobrazeni inhibi¢niho G¢inku plazmatu na smésnou kulturu C. glabrata + E. coli
a) kontrolni vzorek, b) mikrovinny vyboj s povrchovou vinou — 9 W, ¢) mikrovinny pochodinovy

vyboj s pfimym ptivodem plynu — 9 W, d) mikrovinny pochodiiovy vyboj s piimym piivodem
yboj s primym p ply yp y vyboj s primym p

plynu—12 W

S vyuzitim algoritmu Aurora byl vyhodnocen primérny ucinek inhibice, ktery je uveden
v tabulkach 16-19. Pro lepsi ptehlednost byly vysledky znazornény také do grafu, ktery
je mozné vidét na obrazku 27.

Tabulka 16: Inhibi¢ni u¢inek Candida glabrata

Mikrovinny . Mikrovinny | MW voboi cch In
Vzorek CG pochodiiovy vyboj | pochodiovy vyboj vyboys pgo\\/,\/c ovou vinou
12W 9w
Uginek inhibice [%] 75,78 77,22 61,27
Odchylka [%] 0,07 0,08 0,15
Tabulka 17: Inhibi¢ni G¢inek Escherichia coli
Mikrovinny Mikrovinny o
Vzorek EC pochodnovy V}}'Ifboj pochodnovy V?’boj MW vyboj s pgo\\/l\rlchovou vinou
12W 9w
Uginek inhibice [%] 79,26 71,62 56,96
Odchylka [%] 0,11 0,06 0,30
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Tabulka 18: Inhibi¢ni u¢inek Staphylococcus epidermidis

Mikrovinny Mikrovinny .
Vzorek SE pochodnovy Vif/boj pochodiniovy V})f/boj MW vyboj s %o\j\r/chovou vinou
12W 9w
Uginek inhibice [%] 62,62 62,49 56,96
Odchylka [%] 0,03 0,05 0,02

Tabulka 19: Inhibiéni u¢inek Escherichia coli + Candida glabrata

Mikrovinny Mikrovinny MW v9boi s novrchovou vino
Vzorek CG+EC | pochodiiovy vyboj | pochodiiovy vyboj VYool %\VN vou vinou
12W 9W
Utinek inhibice [%] 83,56 72,32 21,78
Odchylka [%] 0,03 0,03 0,01
100 +

mC. glabrata
®mE. coli

m S. epidermidis

Uginek inhibice [%)]

m C. glabrata + E. coli

Pochodiiovy vyboj 12 W Pochoditovy vyboj 9 W MW vyboj s povrchovou
vinou 9 W

Obrazek 27: Grafické znazornéni inhibi¢niho G¢inku plazmatu na mikrobialni kultury

Na obrazcich 23-26 je vidét, jak moc narostly neosetiené kultury po 24h kultivaci v teploté
37 °C oproti oSetrenym kulturdm. Porovndnim ucinku inhibice miZeme jednoznacné
vyhodnotit, Ze plazmovy vyboj ma na kvasinky a bakterie inhibi¢ni u¢inek, protoze mikrobialni
pokryti na Petriho miskach neosetené kultury je mnohem vyssi nez u kultur osetfenych. Vzorky
oSetfené mikrovinnym pochodiiovym vybojem s pfimym ptivodem plynu dosdhly vys$siho
ucinku inhibice nez vzorky oSetiené mikrovinnym vybojem s povrchovou vinou. U vsech
zkoumanych mikroorganismi doslo pii zvyseni vykonu také ke zvySeni ucinku inhibice.
Dle namétenych dat mozno také konstatovat, ze gramnegativni bakterie (E. coli) jsou
na osetfeni nachylnéjsi nez grampozitivni (S. epidermidis). Tento trend je obecné platny i pii
lécbe antibiotiky a je zplsoben odlisnou strukturou bunééné membrany grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii. Zatimco grampozitivni bakterie maji v membran¢ silnou vrstvu
peptidoglykanu (mureinu) protkanou kyselinou teichovou, grampozitivni maji tuto vrstvu velmi
tenkou a aktivni ¢astice (RONS nebo jiné ucinné latky) sndze penetruji dovnitt bunky

49



a zpusobuji tak jeji poskozeni [56]. Mtzeme si také povSimnout vysoké u¢innosti na kvasinku
C. glabrata a také na kombinaci kvasinky C. glabrata a bakterie E. coli. Tato vysoka u¢innost
dokazuje uCinnost plazmatu na Siroké spektrum mikroorganismii i jejich kombinace.
V porovnani s bodovym oSettenim (30-300 s), které bylo detailné pométeno v pracich kolegyn
Petrové, Sramkové, Kocianové a Trebulové, je plosné osetfeni mnohem Uc¢inngjsi, ale i mnohem
delsi (1 opakovani = 8 minut) [54], [55], [57], [58]. Vybér bodového nebo plosného osetieni
tedy zavisi na celkové plose, kterou je nutné dekontaminovat.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na oSetieni povrchu biopolymerti pomoci plazmatu. Cilem
prace bylo najit optimalni podminky pro distribuci aktivnich ¢astic plazmatu na povrchu
biopolymerd. S vybranymi parametry bylo uskuteénéno také celoplosné oSeteni mikrobidlnich
kultur, na kterém byl sledovan i¢inek inhibice.

Na zaklad¢ ptfedchozich praci byl vybran biopolymer na bazi agaru, ktery adekvatné imituje
fyzikalni vlastnosti pokozky. Nejdiive bylo potfeba optimalizovat postup piipravy tohoto
biopolymeru. Nasledné byly k biopolymeru pfidana 4 rizna barviva, ktera potvrdila pfitomnost
RNS i ROS v plazmatu. Pii spravné zvolenych podminkach doslo v pribéhu bodového osetieni
ke zméné barvy u vSech 4 druhti biopolymeru. Pii odbarveni barviva indiga se potvrdila
pfitomnost 0zoénu, ktery zptisobuje rozpad tohoto barviva, a tak i ztratu charakteristické¢ho
modrého zbarveni. Pokud byl k agaru a destilované vod¢ piidan také Skrob a KI vznikl bezbarvy
biopolymer, ktery se po plazmatickém oSetieni zacal tmavomodie zbarvovat. Tmavomodré
zbarveni indikuje pfitomnost ROS v plazmatu, které jsou zodpoveédné za rozpad KI a naslednou
reakci jodu se Skrobem. Ke vzniku zbarveni doslo mnohem rychleji nez k odbarveni indiga.
Pti pouziti mikrovinného pochodnového vyboje s ptimym piivodem plynu se prvni znamky
tmavé modré barvy u KI biopolymertu za¢aly objevovat uz po 30 s pii vykonu 9 W, naproti
tomu indigo se zacalo odbarvovat az po 300 s pti vykonu 12 W. Tato skutecnost je zplisobena
tim, ze indigo reaguje pouze na ozon, kdezto KI reaguje na vice druhtt ROS. Pfi bodovém
osetfeni biopolymeru s ptfidavkem barviva pro detekci dusitanti bylo dosazeno riizového
zbarveni, které potvrzuje pfitomnost dusitanti v plazmatu. Dusitany byly pomoci testu
potvrzeny pouze V pochodiiovém vyboji S pfimym piivodem plynu a nikoli v plazmatu
tvofeném mikrovinnym vybojem s povrchovou vinou. Bylo také prokazano rozlozeni ¢astic
v bodovém puisobeni na zaklade proudéni. Vzhledem k povaze vyboje pii pouziti mikrovinného
vyboje s povrchovou vinou jsou aktivni Castice vice soustiedény do jednoho bodu. V piipadé
pochodiového vyboje jde o princip tornada a uvnitt vyfukovaného plazmatu se tvofi ,,0ko*,
kde je koncentrace aktivnich ¢astic minimalni.

V rdmci experimentéalni Casti byla zkoumana také idealni vzdéalenost vyboje od povrchu
biopolymeru. Pii tomto testu byly porovnavany 3 rizné vzdélenosti — ptimy dotyk vyboje
s biopolymerem, 1,5 mm a 10 mm. Pokud byl vyboj vzdalen od povrchu biopolymeru 1,5 mm,
tak doslo k nejvétSimu rozptylu Castic po povrchu.

Aby byl vyvracen vliv UV zéafeni na barevnou zménu biopolymerd, tak byl biopolymer
s obsahem indiga prekryt kiemennym sklem, které propousti UV zafeni, ale nepropousti RONS.
Pokud byl biopolymer piekryt timto sklem, tak nedoSlo k odbarveni modelu. Diky tomu
muzeme potvrdit, Ze RONS jsou zodpovédné za reakce, které vedou ke zmén¢ barev.

Dalsi ¢asti experimentalni prace bylo zjisténi optimalnich parametrti pro distribuci aktivnich
¢astic plazmatu po celé plose biopolymeru. Pohybu plazmového vyboje nad povrchem bylo
dosahnuto vyuzitim 3D stolu. Toto zafizeni umoziovalo ménit rychlost pohybu, soutadnice
pohybu, pritok nosného plynu a vykon. Pro kazdy biopolymer byly nalezeny vhodné podminky
a jejich piehled je uveden v kapitole 4.4. U nékterych biopolymert muselo byt oSetieni vicekrat
opakovano, aby doslo k adekvatni distribuci ¢astic po celé ploSe. Pii oSetfeni biopolymeru
S pfimési indiga muselo byt oSetfeni provedeno celkem 8x jak v pfipadé mikrovinného
pochodiového vyboje s pfimym piivodem plynu, tak i1 v piipadé mikrovinného vyboje
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s povrchovou vinou. Pii oSetfeni biopolymeru s ptidavkem KI a biopolymeru s pfimési barviva
pro detekci dusi¢nant stacilo pouze 1 oSetfeni pro mozné sledovani zmény barvy. V piipadé
biopolymeru s ptidavkem barviva pro detekci dusitanti, bylo nutné provést 3 oSetteni.

Nasledné¢ byly celoplo$né oSetiené agarové plotny s jednotlivymi kulturami E. coli,
C. glabrata a S. epidermidis a smésna kultura E. coli + C. glabrata. Pti tomto experimentu byly
vzdy pouzity 2 rizné vykony a 2 rtizné vyboje. Pomoci programu Aurora byla z fotografii
vyhodnocena plocha, kterou porostly dané mikroorganismy. Byl potvrzen trend, Ze pii
zvySeném vykonu dochéazi k navySeni mikrobialniho poklesu [55]. Osetfené vzorky byly
po 24h inkubaci vyfoceny. Ve vsech ptipadech bylo dosdhnuto vyssiho mikrobialniho poklesu
pii pouziti mikrovinného pochodiiového vyboje s pfimym piivodem plynu nez mikrovinného
vyboje s povrchovou vinou, jejiz vyboj je vice cileny na 1 bod. Z tohoto diivodu by bylo lepsi
v budoucnu zvolit nizsi rychlost posuvu vyboje nad povrchem. Zaroven by bylo vyhodné&;si
pouzivat mikrovinny vyboj s povrchovou vinou pfi osetfeni malych ploch. Veskeré vysledky
tohoto méfeni byly piehledné zaznamenéany do grafti.

Na zavér je mozné shrnout, ze cile prace byly naplnény a doslo k nalezeni optimalnich
podminek distribuce aktivnich ¢astic plazmatu bodové i plosné. Po aplikaci t€chto podminek
na oSetfeni agarovych ploten s naockovanymi kulturami byly prokézdny inhibi¢ni U¢inky
plazmatu na celé oSetiované plose jiz po 1 opakovani nastaveného cyklu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
CAP
DNA
LB
NB
PAW
RNS
RONS
ROS
sCG
SOD
YDP

Adenosintrifosfat

Studené atmosférické plazma
Deoxyribonukleova kyselina
Lennox Broth

Nutrient Broth

Plazmatem oSetfena voda
Reaktivni formy kysliku
Reaktivni Castice

Reaktivni formy kysliku
Guanylatcyklazy

Superoxid dismutdza

Yeast Extract
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8 PRILOHY

8.1 Souradnice pohybu mikrovinného pochodiiového vyboje s primym
privodem plynu

8.1.1 Bodového osetieni Petriho misky @ 55 mm

G28XYZ
G120

G1 F3000

G1 X217 Y47
G4 S30

G28 XY Z

8.1.2 Bodové oSetieni Petriho misky @ 90 mm

G28 XY Z
G120

G1 F3000

G1 X190 Y47
G4 S30
G28XYZ

8.1.3 Celoplos$né osetieni Petriho misky @ 55 mm

G28 XY Z
G1Z0

G1 X186 Y80 G1 F3000
G1 X248 F250
GlY75
G1 X186
G1lY70
G1 X248
G1Y65
G1 X186
G1Y60
G1 X248
G1Y55
G1 X186
G1Y50
G1 X248
G1lY45
G1 X186
G1Y40
G1 X248
G1Y35
G1 X186
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G1Y30

G1 X248

G1Y25

G1 X248

G28 XY Z F3000

8.1.4 Celoplos$né osetieni Petriho misky @ 90 mm

G28XYZ
G120
G1 X137 Y100 G1 F3000
G1 X243 F250
G1Y9%5
G1 X137
G1Y90
G1 X243
G1Y85
G1 X137
G1Y80
G1 X243
G1Y75
G1 X137
G1lY70
G1 X243
G1Y65
G1 X137
G1Y60
G1 X243
G1Y55
G1 X137
G1Y50
G1 X243
G1Y45
G1 X137
G1Y40
G1 X243
G1Y35
G1 X137
G1Y30
G1 X243
G1Y25
G1 X137
G1lY20
G1 X243
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GlY15

G1 X137

G1Y10

G1 X243

G1lY5

G1 X137

G1YO

G1 X243

G28 X'Y Z F3000

8.2 Souradnice pohybu mikrovinného vyboje s povrchovou vinou

8.2.1 Bodového oSetieni Petriho misky @ 55 mm

G28U XY Z
G120

G1 F3000

G1 U205 Y137
G4 S30

G28U XY Z

8.2.2 Bodového oSetieni Petriho misky @ 90 mm

G28U XY Z
G1Z0

G1 F3000
G1U175Y138
G4 S30

G28U XY Z

8.2.3 Celoplosné osetieni Petriho misky @ 90 mm

G28U XY Z
G120

G1 U171 Y165 G1 F3000
G1 U239 F250
G1 Y160

G1 U239
G1Y155
GlUul7l
G1Y150

G1 U239
G1Y145
GlUulrl

G1 Y140

G1 U239
G1Y135
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GlUulrl
G1Y130
G1 U239
G1Y125
GlUulrl
G1Y120
G1 U239
G1Y115
Gluilrl
G1Y110
G1 U239
G1Y105
G28 U XY Z F3000

8.2.4 Celoplosné osetieni Petriho misky @ 90 mm

G28UY Z
G120

G1 U133 Y190 G1 F3000
G1 U237 F250
G1Y185
G1 U130
G1Y180
G1 U237
G1Y175
G1 U130
G1Y170
G1 U237
Gl Y165
G1 U130
G1Y160
Gl U237
G1Y155
G1 U130
G1 Y150
G1 U237
G1Y145
G1 U130
G1Y140
G1 U237
G1Y135
G1 U130
G1Y130
G1 U237
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G1Y125
G1 U130
G1Y120
Gl U237
G1Y115
G1 U130
G1Y110
Gl U237
G1Y105
G1 U130
G1 Y100
G1 U237
G1Y95
G1 U130
G1Y90
Gl U237
G1Y85
G1 U130
G28 U 'Y Z F3000
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