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ABSTRAKT

Prace se zabyva problematikou dekontaminace plisné Aspergillus niger pomoci plazmatu,
plazmatem aktivované vody a jejich kombinace. Teoretickd Cast se zaméfuje na obecné
vlastnosti plazmatu, jeho generaci, dosud znamé ucinky na mikroorganismy a jeho vyuziti
V pramyslu se specialnim zaméfenim na medicinu. Dale se zamé&tuje na generaci, charakterizaci
plazmatem aktivované vody, jeji G¢inky na bakterie, kvasinky a plisné a jeji vyuziti. Dale se
zabyva popisem plisni, jejich vyskytem a jejich sterilizaci. Cast teorie byla zaméfena p¥imo na
plisen Aspergillus niger. Byla zde popsana jeji kultivace a jeji vyuziti v pramyslu, jako je jeji
pouziti na kultivaci kyseliny citronové.

Experimentalni ¢ast se zamétuje charakterizaci plazmatem aktivované vody generované
pomoci pochodiového jetu. Sleduje se vliv dodavaného vykonu na tvorbu iont v plazmatem
aktivované vod¢. Sleduje se dekontaminacni ucinek plazmatu, generovanym pochodnovym
jetem, samostatné a v kombinaci s plazmatem aktivovanou vodou generovanou pomoci
stiidavého a stejnosmérného proudu. Charakterizace plazmatem aktivované vody byla
provedena s20 ml destilované vody pi#i rychlosti nosného plynu 21/ min a vykonu
mikrovinného zdroje 9 a 12 W. Dekontaminac¢ni vliv plazmatu a jeho kombinace s plazmatem
aktivovanou vodou byl pozorovan ockovanim 100 pl desetkrat a stokrat ziedéné oSetiené
kultury plisn€¢ na Petriho misky se sladinovym agarem. Vyhodnoceni u¢inku bylo provedeno
pocitanim narostlych kolonii plisné a naslednym porovnanim s kontrolnimi vzorky.

Vsechna naméiena a ziskana data byla zpracovana ve vysledcich. Bylo zjisténo, zZe
plazmatem aktivovana voda generovana pochodnovym jetem obsahuje vy$si koncentrace
dusikatych latek a niz8§i koncentrace peroxidu vodiku, pficemz u niz§iho vykonu jsou
generované koncentrace dusi¢nand vyssi nez u vys$iho vykonu. Plazmatem aktivovana voda
generovand pomoci stejnosmérného napéti obsahuje nizké koncentrace dusikatych latek
a vysoké koncentrace peroxidu vodiku oproti PAW generované pochodinovym jetem. Dale
plazmatem aktivovana voda generovana pomoci vysokofrekven¢niho zdroje obsahuje
minimalni koncentrace dusikatych latek a lehce zvySenou koncentraci peroxidu vodiku oproti
PAW vytvofené pochodiiovym jetem. Nejvyssi dekontaminac¢ni vliv ze vSech pouzitych metod
méla kombinace plazmatu a plazmatem aktivované vody, pfipravené plazmovou tryskou
pomoci stejnosmérného napéti, a to pii aplikaci plazmatu jako prvniho. Naopak nejméné u¢inna
metoda byla aplikace plazmatu a plazmatem aktivované vody, generované stiidavym napétim.
Omezovani ptistupu kysliku nemélo témét zadny vliv pii pfimém oSetfeni plazmatem, ale dalsi
metody jim byly vyrazné ovlivnény. Nejvétsi rozdil dekontaminaéniho vlivu byl pozorovan u
kombinace plazmatu a plazmatem aktivované vody, generované stiidavym proudem, kde rozdil
byl az 30 %, ale v§echny metody mély vyznamny dekontaminaéni vliv oproti kontrole.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The thesis deals with the issue of decontamination of Aspergillus niger mold using plasma,
plasma-activated water and their combination. The theoretical part concerns the effects on the
general properties of plasma, its generation, effects on microorganisms known so far and its use
in industry with a special focus on medicine. It also focuses on the generation and
characterization of plasma-activated water, its effects on bacteria, yeasts and fungi and its use.
It also deals with the description of fungi, their occurrence and their sterilization. Part of the
theory was aimed directly at the fungus Aspergillus niger. Its cultivation and its industrial uses,
such as its use for the cultivation of citric acid, were described here.

The experimental part deals with the characterization of plasma-activated water
generated using a torch jet. The influence of the supplied power on the formation of particles
in plasma-activated water was monitored. The decontamination effect of the plasma, generated
by the torch jet, alone and in combination with plasma-activated water generated by alternating
and direct current is monitored. The characterization of plasma activated water was performed
with 20 ml of distilled water at a carrier gas rate of 2 I/min and a power of a microwave source
of 9 and 12 W. The decontamination effect of plasma and its combination with plasma-activated
water was observed by inoculating 100 ul of a ten-fold and a hundred-fold diluted treated mold
culture on Petri dishes with malt agar. The evaluation of the effect was carried out by counting
the grown fungal colonies and subsequent comparison with control samples.

All measured and obtained data were processed in the results. Plasma activated water
generated by the torch jet has been found to contain higher concentrations of nitrogenous
substances and lower concentrations of hydrogen peroxide, with the generated nitrate
concentrations being higher at lower output than at higher output. DC-generated plasma
activated water containing low concentrations of nitrogenous species and a very high
concentration of hydrogen peroxide compared to PAW generated by a torch jet. Furthermore,
plasma-activated water generated using a high frequency source contains minimal
concentrations of nitrogenous substances and slightly elevated concentration of hydrogen
peroxide in regard to torch jet PAW. The highest decontamination effect of all the methods
used was the combination of plasma and plasma activated water, prepared by a plasma nozzle
using direct voltage, when the plasma was applied first. On the contrary, the least effective
method was the application of plasma and plasma activated water, generated by high frequency
voltage. Limiting oxygen access had almost no effect on direct plasma treatment, but other
methods were significantly affected by it. The greatest difference in decontamination effect was
observed for the combination of plasma and plasma activated water, generated by high
frequency current, where the difference was up to 30 %, but all methods had a significant
decontamination effect compared to the control.

KEYWORDS
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1 UVOD

V posledni dekadé se cast pozornosti védecké obce obratila na nizkoteplotni plazma a jeho
vyuziti se zaméfenim na snizeni energie potfebné k vyvolani plazmatu. Lze pozorovat zejména
extenzivni rozvoj v oblasti pfipravy plazmatu za atmosférického tlaku [1]. Za téchto podminek
se plazma v nosném plynu tvoii nerovnovazné a zachovava si teplotu pouzitého plynu, jez je
velmi Casto totozna s laboratorni. Plazma je i pfesto siln€ reagujici substance diky zna¢né tvorbé
vysoce reaktivnich molekul (radikall, excitovanych atomid a iontl), jez umoznuji aplikaci
plazmatu na povrch [2]. Diky nizké teploté plazmatu je lze aplikovat na termolabilni
a termosenzitivni latky jako jsou polymery a zivé systémy.

Plazma jako ¢tvrté skupenstvi hmoty je ionizovany plyn, ob¢as také znamy jako zaina
hmota [3], ktery se v dne$ni dobé vyuziva v mediciné jako sterilizani prostfedek ¢i jako
podpora hojeni ran, v zem&délstvi je pouzivano jako podpora kli¢eni semen nebo uprava zivin
v povrchu pro uréité rostliny [4, 5]. Plazmatem lze oSetfit povrchy pfimo nebo nepiimo za
pouziti plazmatem aktivované vody.

Interakci mezi vygenerovanym plynnym plazmatem avodou vznika plazmatem
aktivovana voda (PAW). PAW lze piipravit pomoci interakce plazmatu s povrchem hladiny za
piitomnosti vzduchu nebo vhanénim nosného plynu ptimo do kapaliny. Pro tvorbu PAW je
nejcastéji vyuzivana destilovand voda, ale lIze také pouzit riiznorodé vodné roztoky
(fyziologicky roztok, fosfatovy pufr (PBS) a dalsi pufry) [6]. PAW ma zménéné fyzikalné-
chemické vlastnosti. Pfi oSetfeni se méni chemické slozeni, pfibyva iontl. S vysSim obsahem
ionth se zvySuje elektricka vodivost a zaroven se méni pH diky pFitomnosti H a OH~ iontd.
V riznych vyzkumnych oblastech je mozné se setkat s riznym oznac¢enim pro takto upravenou
vodu ¢i obecné kapalinu, mezi které patii pojmy aktivovana voda, resp. kapalina (PAW, PAL;
Castéji pouzivana v zemédélstvi atd.) nebo oSetfena voda, resp. kapalina (PTW, PTL; pojem
pouzivany v medicing).

Na zéklad¢ vyse uvedené¢ho a vzhledem k jiz provéfenym sterilizatnim ucinkim
nizkoteplotniho plazmatu na nékterych bakteriich a kvasinkach [7] se tato prace zaméfuje na
aplikaci plazmatu a PAW na vys8i organismus, kterym je plisenn Aspergillus niger. V praci je
zkoumano jak pfimé oSetfeni pomoci mikrovinného vyboje, tak neptimé plsobeni plazmatem
aktivované vody pfipravené interakci vybranymi plazmovymi systémy (mikrovinny zdroj,
vysokofrekvencni zdroj, stejnosmérny zdroj), ktera poskytuje rtuzné slozeni chemicky
reaktivnich ¢astic jako jsou dusi¢nany, dusitany ¢i peroxid vodiku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Plazma

Plazma byva ¢asto oznacovano jako ¢tvrté skupenstvi hmoty [8], jde ale o ¢aste¢né ionizovany
plyn, jenz musi splilovat urcité podminky. Vuci okoli musi vykazovat kvazineutralitu a jeho
Casti vykazuji kolektivni chovani [9]. V plazmatu lze nalézt neutralni castice (atomy,
molekuly), ionty, elektrony, volné radikaly a fotony. Celkové tyto ¢astice musi mit neutralni
naboj neboli pocet kladn€ nabitych a zaporn€ nabitych ¢astic musi byt stejny [10]. Plazma je
vodivé a svym projevem je schopné generovat elektrické a magnetické pole a zaroven byt jimi
ovliviiovano. V plazmatu jsou tyto ¢astice rozprostteny nerovnomeérné, a tudiz maji za disledek
kvazineutralitu, ne neutralitu. To znamen4, Ze nabité ¢astice v bezprostedni blizko plazmatu
jsou na n¢j schopné reagovat diky svému naboji. Vzdalenost, ve které Castice reaguji se nazyva
Debyetv polomér (Debyeova stinici délka) [10]. Pro popsani plazmatu se velice ¢asto pouziva
jednotka elektronvolt, jelikoz je schopna vyjadfit energii (1 eV = 1,6-1071° J), teplotu (E = ks T,
1 eV = 11 600 K) nebo hmotnost ¢astic (pfes vztah E = mc?) [7, 9, 10]. Plazma Ize délit dle
riznych kritérii. Mezi hlavni déleni uvazujeme déleni dle rovnovaznosti, teploty, stupné
ionizace, tvorby elektron-pozitronovych part a tlaku (koncentrace ¢astic) (Obrazek 1) [8].

relativistické plazma, vytrysky

sluneéni
korona

mezigalakticke
prostiedi

kvantové
plazma,

teplota elektront (K)

|
10° 108 10'? 108 102 10%
koncentrace elektronii (m—=)
Obrazek 1: Diagram teploty elektroni na koncentraci elektroni v plazmatu vodiku [8].

Castice v plazmatu se pohybuji riiznymi rychlostmi, coZ je zpiisobeno srazkami téchto
¢astic a naslednym pienosem energie z jedné Castice na druhou. V rovnovazném stavu plati
Maxwell-Boltzmannovo rozdéleni rychlosti, jenz nam ukazuje pravdépodobnou rychlost
Castice v plazmatu [8]. Maxwell-Boltzmannovo rozdéleni plati pro kazdy druh Ccastic
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(elektrony, ionty, neutralni atomy) zvlast. V dusledku srazek a predavani energie se tyto rozdily
Vv rychlosti (energii, teploté) zmensuji v jevu termalizace plazmatu [7, 9]. V riznych typech
plazmatu dochéazi k termalizaci jinou rychlosti, napf. v nizkotlakém plazmatu (mala
koncentrace ¢astic) je vyrazné pomalejsi nez v plazmatu generovaném pii atmosférickém tlaku,
a to v dusledku malého poctu srazek ¢astic.

Nejvice obecné déleni plazmatu je podle stupné ionizace a teploty, jelikoz ¢asteéné
zahrnuji 1 ostatni zpusoby déleni [9]. RozliSujeme vysokoteplotni a nizkoteplotni plazma, které
se navic déli na izotermické a neizotermické [8]. U vysokoteplotniho plazmatu dosahuje stupen
ionizace az 100 % a teplota &astic (iontll) pfesahuje 10° K. Plazma tohoto typu lze vidét pfi
faznich reakcich, nuklearnich vybusich nebo v jadru slunce (Obrazek 1) [8]. Oproti tomu
nizkoteplotni plazma (n€kdy také studené) se pohybuje mezi 1-10 % stupné ionizace. Teplota
nizkoteplotniho plazmatu nepiekracuje 10° K [8]. V piipadé izotermniho plazmatu si teploty
riznych druht castic, tj. elektronii a tézkych c¢astic (ionty, neutradlni molekuly) ptiblizné
odpovidaji. Mizeme si ho ptedstavit jako naptiklad obloukovy vyboj za atmosférického tlaku.
Neizotermické plazma vznikd v ptipadé€, kdy teplota elektronti je mnohonéasobné vyssi nez
teplota iontti a neutralnich ¢astic [11]. Je to typ plazmatu generovany jak pfi nizkotlakém
doutnavém vyboji (zativky, vybojky), tak pi1 vybojich za atmosférického tlaku (povrchovy,
slune¢ni kordna, vyboje v tekutinach ¢i jetech).

2.1.1 Generace plazmatu

Vseobecné¢ plati, Ze energie je pfidana k vnitini energii atomu, molekuly plynu, aby se se tyto
Castice urychlily. Pravdépodobnost srazek se diky tomu zvysi a mize dojit k excitaci, ionizaci
Castic[1, 6, 11]. Srazky mohou byt pruzné, pfi kterych se pfenasi pouze kineticka energie, nebo
nepruzné, které prenaSi i Cast vnitini energie Castice. Pro tvorbu plazmatu jsou dilezité
piedevs§im nepruzné srazky, které zpusobuji excitaci ¢i ionizaci ¢astic [9, 10]. Ptficemz po
ionizaci, excitaci ¢astic puisobi rtizné procesy, ale ne viechny vedou k tvorbé plazmatu. Cast
castic se rekombinuje, deexcituje zpét do neutralniho stavu. Je proto diilezit¢ dodavat energii
do chvile, kdy se vytvoii samo udrzujici se plazma. Z excitovanych castic se musi nejdiive
vytvofit nestabilni nebo metastabilni ¢astice, aby mohly piejit do formy plazmatu [6]. V obou
piipadech k tomu dochazi pti dalSich srazkach s jinymi ¢asticemi. Toto opét muze piinést také
deexcitaci a vraceni do neutralniho stavu.

Pfi generaci nizkoteplotniho plazmatu za atmosférického tlaku ve vzduchu dochazi
k excitaci a ionizaci molekul dusiku, kysliku, vodni pary a dalSich atomt a molekul, které
nasledné vytvareji tzv. reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS). Mezi né patii napf. radikaly
kysliku, vodiku, dusiku, hydroxylové radikaly, oxidy dusiku, peroxid vodiku a dalsi — viz.
rovnice (1-10) [7].

Pro ionizaci Ize pouZit jakykoli zdroj energie jako jsou elektrické pole, zvySeni teploty,
gama zafeni, chemické reakce a dalsi [1]. Pro nizkoteplotni plazma je nejvice pouzivano
elektrické a elektromagnetické pole. Vlastnosti plazmatu jsou poté ovlivnény typem elektrické
energie a konfigurace elektrod, jako jsou stfidavy proud (AC), stejnosmérny proud (DC),
dielektricky bariérovy vyboj (DBD) ¢i plynem, ve kterém je plazma generovano atd. [1].

V plazmochemické praxi se plazma generuje v aparatuie sestavajici z plazmového
reaktoru a zdroje vysokého napéti. Ten mize vyuzivat stiidavy proud s pouzitim vysokého
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napéti o ruznych frekvenci (audiofrekvencni AF, radiové viny RF, mikroviny MW) nebo
stejnosmérny proud (pulzni nebo nepulzni) [1]. Typ vyboje je uréen konstrukci plazmového
reaktoru.

hv + H.O — H + OH 1)
HO+M—->H+OH+M (2)
e+0,—>0+0+e" (3)

NO; +NO2+H20 — NO2 +NO3; +2 H* 4)
O+N2—>NO+N (5)
e+HO—>H+OH+e" (6)

OH + OH — H;0, (7)
0+0;+M—>03+M (8)

NO + NO2+ H,0 — 2 NO; + 2 HY 9)

O +NO+M —NOz + M (10)

2.1.2 Vyuziti plazmatu

Z industrialniho hlediska 1ze studené plazma vyuzit jako vynikajici pfenaSe¢ iontd vzniklych
v plazmatu na povrch. V tomto ptipadé primarni aplikace zahrnuji piedipravu povrchu, ¢isténi
a aktivaci nebo pasivaci [1]. Dale také sprejovani filmi; a dodate¢na uprava potazenych
povrchi za Ucelem zmény chemického slozeni nebo krystalické struktury natéru [1].
V mediciné se plazma vyuziva jako sterilizacni prostfedek, podpora hojeni ran a koagulace krve
[12]. V piipadé srazeni krve se teplé plazma aplikuje nepfimo na oteviené rany pouzitim tzv.
Argon Plasma Coagulation (APC) zatizeni nebo studené plazma pomoci tzv. Cold Atmospheric
Plasma (CAP) zatizeni [12]. V piipadé APC se spoléha vice na teplotu, a tedy vypaleni ran
a funguje diky vytvofenym iontiim a reaktivnim formam plynt [12]. Tyto molekuly stimuluji
piirozené procesy vedouci k srdzeni krve. Po oSetfeni plazmatem je pozorovana rozsahla
aktivace a agregace krevnich desti¢ek a také tvorba fibrinu [12].

Jednou z oblasti, ve které se tepelné plazma muiZe vyuzit, je zpracovani odpadnich latek.
To se aplikuje za riznymi ucely. Plazma muize v urcitych piipadech nicit kontaminanty
vV materialu a regeneruje uzitené produkty z materialu (kovy, chemikalie, ...) [13].
V ptipadech toxickych materialt je plazma schopné je inaktivovat, pokud uz je neni schopné
vyuZzit pro jiné ucely. Pficemz toto se vyuziva téméf vyhradné u pevnych odpadnich latek, a ne
u kapalnych nebo plynnych [13]. Dalsi moznosti vyuziti teplého plazmatu je v oblasti
metalurgie, kde plazmové pece maji vysokou efektivita a produkuji slitiny s malym obsahem
uhliku, kysliku a vodiku [13]. Tohoto se vyuziva pro vyrobu ¢istého kiemiku, ultra jemnych
vysoce ¢istych keramickych praskt a vyrobu vysoce ¢isté titanové strusky z ilmenitu [13, 14].
DalS§im moZznym vyuZitim je pfiprava nanocastic atomizaci materiali a naslednym rychlym
zchlazenim [13].
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2.2 Antimikrobialni G¢inky plazmatu
2.2.1 Utinky ultrafialového zareni

Ultrafialové zateni (UV) ptisobi na buniky bakterii aktivaci tvorby thyminovych dimert v DNA.
To potlacuje schopnost bakterii replikovat se [15]. Bylo ale prokdzano u nékterych druha
plazmatu, ze UV neni hlavnim inaktivaénim faktorem plazmatu [16, 17]. V experimentu
H. W. Herrmanna bylo mezi plazma a bakterie polozeno kiemenné sklo, které zablokovalo
ptistup reaktivnich ¢astic plazmatu k buiikdm bakterie. Pfi zablokovani pfistupu se koncentrace
zivych bunék podstatné neménila [17]. Toto se vysvétluje s pomoci bakteriocidniho rozsahu
UV svétla. Plazma negeneruje UV pii potiebnych vinovych délkach, a proto je u€inek UV
mizivy [15]. Rizné druhy plazmatickych generatorti tvoii plazma o jiné charakteristice (emise
¢astic pti jinych vlnovych délkach), tudiz generator se spravnym nastavenim by mohl generovat
UV o spravnych vinovych délkach s baktericidnim G¢inkem [18].

2.2.2 Uk&inky reaktivnich forem kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku generované plazmatem jako je ozon, singletovy kyslik a atomarni
kyslik maji germicidni G¢inky [15]. Reakce vzniku reaktivnich forem jsou zobrazeny vyse,
viz. rovnice (1-10). Toto bylo experimentalné¢ prokazano pii porovnani ucinkli plazmatu
s kyslikem a pfi zamezeni piistupu kysliku [17]. Vytvofeny ozon zamezuje bunce pfistup ke
kysliku a potlacuje bunééné dychani, coz vede k bunééné smrti [15]. Slouceniny jako oxid
dusny a vyssi stupné oxidace ptidavaji na sterilizaénim G¢inku plazmatu [15].

2.2.3 Utinky na mikroorganismy

Streptococcus mutans biofilm

Osetfeni plazmatem vykazuje inhibi¢ni G¢inky na rtst proti S. mutans biofilmu. Bunécné
membrany byly narugeny reaktivnimi formami kysliku a dusiku. Uinnost o$etfeni se méni se
zvetSujici se vrstvou biofilmu. Vnéjsi vrstva biofilmu je plné sterilizovana, ale tvoii ochranou
barieru pro dalsi vrstvy biofilmu [19]. Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou zadrzovany
mrtvymi butikami Streptococcus mutans a nejsou schopny se dostat do kontaktu s buné¢nymi
membranami zdravych bunék [19].

Escherichia coli a Salmonela

U obou Gram negativnich bakterii jsou pozorovany znamky inhibice po oSetfeni plazmatem.
Stupen inhibice se méni s ¢asem oSetieni, pfi¢emz oproti neoSetfenym vzorkim je vzdy pocet
zivych bakterii porovnan [20]. Salmonela vykazuje vétsi zavislost na dobé oSetfeni. Vzorky
oSetfovany déle byly inhibovdny vice nez by pocatecni trend naznacoval. Z vysledku
experimentu provedenych Niemrem a Sitesem bylo vidét, ze u Salmonela byl stupen redukce
bakterie celkoveé vyssi nez u E. coli. Toto je pravdépodobné zpuisobeno rozdilnou strukturou
bunécéné stény [20].
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Candida albicans a jeji biofilm

Bunky Candida albicans jsou oSetfenim plazmatem ptivedeny k apoptéoze. Po 2 min
V piitomnosti plazmatu polovina bun¢k Candida albicans prosla apoptdzou. Po nasledujicich
2 min je koncentrace bunék sniZzena sedmkrat od pivodni koncentrace [7]. Inaktivace biofilmu
je vidét na obrazku spole¢né s ¢asovou zavislosti samotné inaktivace (Obrazek 2). V ¢ase 4 min
je vidét, ze ptiblizna polovina je mrtva a po 8 min je vidét, ze téméf vSechny bunky byly

inaktivovany.

0 min : 2 min 4 min

6 min 8 min

Obrazek 2: Inaktivace biofilmu Candida albicans. Zelena fluorescence ukazuje zivé bakterialni bunky
a Cervena mrtvé [7].

Aspergillus flavus

Plisn¢ jsou komplikovanéjsi organismy nez jednoduché bakterie. Toto jim dodava rezistivitu
vuci sterilizaci. Studené plazma je tudiz neschopné pIné usmrtit plisn€, pokud je
generovano pomoci niz§i energie. Plazma je tudiz za téchto podminek pro plisné pouhym
inhibitorem a neni vétSinou letalni [21]. Pti dostate¢ném Case oSetfeni reaktivni formy O a N
jsou schopny narus$it membranu buriky a zpusobit jeji apoptozu. V experimentu s cerealiemi z
hnédé ryze, které slouzily jako substrat pro A. flavus, bylo vidét, Ze oSetiené vzorky vykazuji
rust plisné az po zna¢né dobé (15 dni) pozdé&ji nez kontrolni vzorky [21].
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2.3 Plazmatem aktivovana voda

Plazmatem oSetfend voda je voda oSetiend plazmatem ve smyslu premény molekul vody na jiné
molekulové celky. Mnoho studii o PAW ukazalo, Ze hlavnimi G¢innymi latkami PAW jsou
reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS). Tyto dvé aktivni formy
molekul spolu tvofi celek [22]. Mezi hlavni slozky ROS patii hydroxylové radikaly, peroxid
vodiku, singletovy kyslik, superoxidové anionty a ozon, zatimco RNS zahrnuje hlavné
dusi¢nany, dusitany, peroxodusitany, radikaly oxidu dusnatého, amoniak a dusik (Obrazek 3).
Mezi nimi reaktivni druhy s dlouhou dobou zivota jsou peroxid vodiku, dusi¢nany
a dusitany [22]. Procentualni obsah téchto molekul je z velké Casti zavisly na podminkach
piipravy. Fyzikalni a chemické vlastnosti vody, jako je vodivost, pH a redoxni potencial, jsou
ovlivnény aktivaci plazmatu [22]. Drastické snizeni pH v disledku tvorby H3O" iontli miize mit
na svédomi antimikrobialni G¢inky PAW spolu s pfitomnosti peroxidu vodiku [23]. Avsak
peroxid vodiku z valné vétSiny zpusobuje oxidacni vlastnosti PAW. Experimenty ukazuji, Ze
hodnota pH klesne k hodnoté cca. 3,5 a zde jiz stagnuje, at’ uz probiha osetfeni jakkoli dlouho

[22].
Vzduch \
o9 RN
¥ ¥ N

Obrazek 3: Mozné mechanismy dodavani reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS) generovanych v
plynné fazi do vodného prostiedi (upravené) [24].

Pti dlouhodobém skladovani se ztraci efektivnost PAW. Po tydnu skladovani nestabilni
ionty vytvorené ve vodé rekombinuji a stabilizuji se. PAW ztraci tedy svoji ucinost a nabyva
vlastnosti vody pouzité na ptipravu PAW obohacené o dusitany a dusi¢nany [22].
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2.3.1 Generace plazmatem aktivované vody

Bylo mnohokrat potvrzeno, ze G¢innost biologické aktivity plazmatem oSetfené vody (PAW)
je v piimé korelaci chemie a relativni koncentrace slozek RONS, které se obvykle vytvareji ve
vodném prostiedi nebo na rozhrani mezi plynnou a kapalnou fazi [6]. Produkce téchto
plazmatem indukovanych RONS zavisi na rtiznych parametrech, jako jsou typy plazmového
napajeni, typ nosného plynu, konfigurace elektrod, pouzité¢ napéti, polarita elektrod, doba
interakce plazmatu, prutok plynu, objem roztoku, vzdalenost mezi elektrodami a povrchem
kapaliny, slozeni roztoku, trvani pulzu a tak dale [22, 23]. Je dobfe znamo, Ze rizné metody
generovani PAW povedou k riznému mnozstvi reaktivnich ¢astic, coz nakonec ovlivni aktivitu
vysledného PAW pro rizné aplikace. Naptiklad vyssi koncentrace dusitanti/dusicnanti v PAW
mohou byt preferovany pro urychleni ristu rostlin nebo kli¢eni semen v zemédélstvi. Naproti
tomu vys$i podil peroxid vodiku a dusitanti vykazuji vyssi steriliza¢ni a proliferacni efekt
vyuzitelny v medicin€ pii hojeni ran. Existuji dva hlavni zplsoby generovani plazmatem
aktivované vody, a to jsou ptima generace v roztoku (PAW-B) anebo nepiima generace nad
povrchem roztoku a pfenos pomoci nosného plynu do roztoku (PAW-A), viz. Obrazek 4 [6].

(@)

PAW-B

| Kov

Izolace

Obrazek 4: a) Generovani plazmatu nad povrchem roztoku a b) generovani plazmatu pod povrchem
roztoku (upravené) [25].

Jelikoz ionizace plynu a jeho nasledny pfechod na plazma je vice energicky usporny
proces, pouzivaji se Castéji metody generace plazmatu v plynné fazi a poté pienosu ¢astic do
kapaliny. Vlastnosti PAW generované riznymi aktivaénimi metodami jsou také odlisné.
Plazmové zéfeni iniciuje zmény ve sloZeni vody pfi upravé PAW—A na rozhrani plynného
plazmatu a vody. Kdyz je plazma vypusténo pod hladinu vody, stava se soucasti vybojové
odezvy, takze reakce je prudsi a produkuje vice aktivnich latek [26].

PAW-B je proces, kdy se plazma generuje ptimo v zasobnim roztoku. V této konfiguraci
je vysokonapét'ova elektroda ve tvaru jehly nebo desticky ponotena do kapaliny [6]. Elektrické
pulzy musi byt siln&jsi, neZ jsou u generace plazmatu v plynu, kvuli kolizim hustéji uskupenych
molekul vody. Diky vysokému proudu prochazejicimu systémem se systém rychle zahtiva
a neni mozné pouzivat teplotné nestalé latky jako roztok bez dlouhych dob chlazeni [26].

Nedavno byly Siroce prozkoumany mechanismy tvorby a transportu reaktivnich forem
z plynné faze do kapaliny, solvatace reaktivnich druhii a také interakce plazma-kapalina.
K ptenosu reaktivity z plazmatu do kapaliny dochazi hlavné na rozhrani plyn-kapalina,
doprovazeny cetnymi fyzikalnimi a chemickymi procesy, napft. srazky plynnych ¢astic, prenos
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hmoty, rozpraSovani a fotolyza vyvolana UV fotony a dal$i [6, 26, 27]. Obecné plati,
ze reaktivni Castice jsou nejprve produkovany, kdyz je na plyn aplikovano vysoké napéti nebo
jiny energeticky vstup, a existuji v plynné fazi. Né&které z vytvofenych castic jsou pak
transportovany na rozhrani plyn-kapalina, nasledné prostupuji fdzové rozhrani a vstupuji do
vody [6]. Radikaly produkované plynnym plazmatem maji zna¢ny vliv na produkci fady
sekundarnich reaktivnich latek ve vodnych roztocich [6, 26].

2.3.2 Aplikace plazmatem aktivované vody

Bylo dobte prokazano, Ze aplikace studeného plazmatu ptimo na potravinaiské produkty hraje
vyznamnou roli v mikrobialni inaktivaci. Mezi n¢kolika experimenty provadénymi za ucelem
dekontaminace jsou dulezité faktory pro antimikrobialni aktivitu pouziti riznych pracovnich
plynt a aplikovaného napéti [27]. V posledni dobé nabyva mezi vyzkumniky na vyznamu
aplikace PAW jako zdroje antimikrobidlniho nebo dezinfekéniho prostfedku. Jako dezinfekéni
prostiedek doposud neposkytuje Zadna negativa [27]. Dalsi potencialni aplikaci PAW je
urychleni kliceni semen a rustu rostlin [23].

2.3.3 Antimikrobialni ucinky plazmatem aktivované vody

cey

ProtoZe se bakterie prirozené setkavaji s RONS, kdyz ziji aerobné, vyvinuly si fadu ochrannych
systémt, jako jsou enzymy, malé proteiny, jako je thioredoxin a glutaredoxin, a molekuly, jako
je glutation, které neutralizuji RONS a pomahaji jim piezit [32]. Nékolik studii pozoruje nizsi
miru smrtelnosti, kdyz se plazmatem aktivovana voda pouziva k dezinfekci biofilml ve
srovnani s planktonickymi buiikami [32]. Biofilm je tvofen s vysokou hustotou bunék vedle
sebe a ty se mohou podporovat navzajem.

Psoudomonas deceptionensis

Pii styku bunék P. deceptionensis s PAW byly buiky deaktivovany postupné. S delSim
aktivacnim Casem PAW se efektivita deaktivace zvysSuje. Ktomu s prodlouzenim casu
probijeni elektfinou PAW se efektivita deaktivace zvySuje [29, 30]. Pfi vystaveni
P. deceptionensis plazmatem aktivované vodé dochazi ke zménam v morfologii bunék
bakterie. V membrané bunky se tvoii diry, jimiz poté ven proudi organely a ostatni vnitinosti,
coz vede ke kompletni apoptoze bakterie [29, 30].

Escherichia coli a Listeria innocua

Pii styku bunék Escherichia coli a Listeria innocua s PAW byly buiky deaktivovany postupné.
Pti ponechani generace plazmatu del$i dobu se efektivita zvysila. Po néjaké dobé se vSak narazi
na bariéru [31]. Pii delSim oSetfeni se generuje vEtSi mnozstvi nestabilnich, rychle ptsobicich
castic, ale po urcité dobé budou vSechny molekuly tvofici tyto ¢astice spotiebovany. Po tomto
Case budou pusobit pouze stabilnéjsi ionty, jejichz antimikrobialni ucinky jsou pomaleji
pusobici. Pfi styku s PAW reaguji podobné jako P. deceptionensis srozdilem, ze jejich
deaktivace je neprobiha stejnou rychlosti. Deaktivace Escherichia coli probiha rychleji nez
deaktivace Listeria innocua [31]. Listeria innocua je jedna z grampozitivnich bakterii
(se silngjs$i bunécnou membranou), coz prokazuje ,ze tloustka membrany je dilezity faktor
Vv rychlosti deaktivace bakterii [31].
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Staphylococcus aureus biofilm

Bylo zjisténo, ze PAW indukovand podvodnim plazmovym paprskem je schopna snizit
koncentraci E. coli a S. aureus vice nez PAW pripravena jako PAW-A, tedy pusobenim
plazmatu nad vodni hladinou [33]. Stoji za zminku, Ze ve vyzkumu spole¢nosti Royintarat
mohla PAW indukovana po dobu 6,5 min podvodnim proudem Ar plazmatu optimalné snizit
asi 3,10 log planktonickych S. aureus po 1 hoding oSetieni, zatimco 11,5 min indukovana PAW
dielektrickym bariérovym vybojem (DBD) pod vodou prostiednictvim Ar/O2 (1 %) mohl
optimaln¢ snizit pfiblizn¢ 2,45 log planktonického S. aureus po namaceni po stejnou dobu [33].
Pii kratkém pobytu (10 min) v PAW se membrana S. aureus moc nedeformuje, ale pfi
prodlouzeni ¢asu na 30 min vice nez 50 % bakterii proslo bunéénou smrti [33]

Enterobacter aerogenes biofilm

V studii byly buniky Enterobacter aerogenes pouzity jako nepatogenni simulace pro Salmonela.
PAW byla testovana jako alternativa chlorované vody [34]. Pii aplikaci vrstvy PAW
(ekvivalent na 100 ppm chlorované vody) na biofilm odumiela vn&jsi vrstva biofilmu,
ale zbytek stale zustal [34]. Pti castém doplinovani PAW bylo vidét, ze PAW je mozna nahrada
za chlorovanou vodu, ktera se pouziva pro tcéely dekontaminace bakterii [34].

Fusarium graminearum

PAW byla aplikovana na pSeni¢né klasky napadené plisni F. graminearum. Klasky oSetfené
PAW maji symptomy vyrazné redukované oproti klaskiim neosSettenym, coz zahrnuje mensi
zménu barvy a usychani rostliny, jak Ize vidét na Obrazku 4. Patogen nebyl schopen proniknut
do ‘naockovanych’ klaskt [35]. V porovnani s komeréné pozivanymi fungicidy ma PAW
piiblizné stejnou ucinnost. K jejimu vypaieni ale dochazi mnohem rychleji [35]. Oblast
rozsifeni je silné omezena za pouziti PAW po urcitou dobu. Nejdelsi inhibice byla pozorovana
u roztoku, na které bylo nejdéle ptsobeno plazmatem. Inhibice rustu mycelia je v piimé
korelaci k dobé osetteni vody plazmatem [35].

Control PAW15 PAW30 PAWA45 PAWG0D

Obréazek 5: Uginky PAW na Fusarium graminearum parazitujici na klascich obili [35].
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Penicillium italicum

Studie ukazuje, ze pti styku s PAW, jez byla aktivovana jen kratky cas (15 min), nejsou
inhibi¢ni schopnosti PAW rozpoznatelné [36]. Naopak pti dlouhé aktivacni dobé jsou spory
Penicillium italicum na ovoci, vyrazn¢ inhibovany [36]. Pouziti PAW k inaktivaci Penicillium
italicum na ovoci nezptusobilo Zzadnou vyznamnou zménu barvy povrchu, kyseliny askorbové,
celkovych flavonoidi a celkovych karotenoidit ovoce [36]. PAW by mohla udrzet nebo
dokonce zvysit pevnost kumquatid béhem skladovani po sklizni [36]. Po oSetfeni PAW byly
pozorovany minimalni zbytky dusi¢nanti a dusitand [36].

Candida albicans a Citrus limon

Soucasny vyzkum ukazuje fungicidni uc¢inky PAW na C. albicans a C. limon
(kazici houby) [37]. Plazmatem oSetfena voda napada buiiky a perforuje v jejich membranach
diry [37]. Toto je potvrzeno piitomnosti organel v PAW po osetieni [37]. ZvySenim reaktivity
PAW podporuje deaktivaci hub, jelikoz vznikaji malo stabilni ionty a radikély, které poté nici
membranu, diky ¢emuz dochazi k bunééné smrti [37].

Aspergillus brasiliensis

Pii vystaveni bun€k Aspergillus brasiliensis PAW dochazi k perforaci bunék. Membrana byla
silné deformovana scvrknutim [38]. Bylo zjisténo Ze pii deformaci membrany se membrana
stava porézni misto celistvé [38]. Dekontaminace spor méla tendenci se zvySovat s oSetfenimi
PAW, které mély delsi dobu aktivace plazmatem [38].

Agaricus bisporus

Populace bakterii a faktory, které ovliviiuji jejich rast, hraji dilezitou roli v poskliziiové kvalité
zampiond [39]. Po sedmi dnech skladovani se populace mikrobui postupné zvySovala ve vSech
skupinach, ale mikroorganismy na houbach ve skupinach osettenych PAW byly snizeny ve
srovnani s kontrolni skupinou, coz bylo zvlasté¢ patrné u bakterii [39]. Mokré houby za
normalnich podminek se rozkladaji rychleji diky mikrobtim ve vode¢.

2.4 Plisné

Plisn¢ jsou poddruh hub, jez rostou ve form¢ mnohobunéénych vldken zvanych hyfy [40].
Plisné tvoti velké a rozmanité mnozstvi druht hub, u nichZ tvorba hyt zplisobuje zmény barvy
a chlupaty vzhled, zejména na potravinach [40]. Soubor vétvenych vldken hyf tvoii jediny
organismus zvany mycelium (podhoubi) [40]. Plisné se jevi jako velmi jemna chlupata vlakna
(vétsinou bild) na povrchu. Z podhoubi vyristaji rozmnozovaci orgény a z nich se uvoliuji
lehké a vodoodpudivé vytrusy (spory) kontaminujici povrchy, pfedméty a potraviny. Optimalni
teplota pro rist plisni zahrnuje Siroké rozmezi v zavislosti na druhu plisné (18 az 28 °C), n¢které
rostou 1 pfi —10 °C nebo 60 °C. Zname tisice druht plisni, pfi¢emz vétSina se vyskytuje za
jinych podminek. Mezi plisné patfi saprotrofy, mesofily, psychrofily a termofily, které jsou
déleny pomoci mista vyskytu nebo zptisobem potravy [41]. Dalsim druhem plisni jsou plisné,
které jsou patogenni vici ¢lovéku [41]. Obecné se plisné rozmnozuji vytrousenim z vytrusnic
pfi pfistupu alespoii 1 % kysliku ve vzduchu.
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2.4.1 Vyskyt a ekologicky vyznam

Plisn¢ jako vSechny houby se nachézeji v mistech s dostate¢nou vlhkosti a v jejich teplotni
toleranci od —10 do 60 °C, coz je pro eukaryotické bunky limitni hodnota [42]. ZvySeni vlhkosti
podporuje tvorbu plisni. Tvofi Se na organickém povrchu, ktery slouzi jako potrava. Plisné
vylucuji enzymy, které degraduji komplexni biopolymery jako celuldza, $krob ¢i lignin. Timto
se zapojuji do recyklace zivin skrze ekosystémy. Termofilni plisné jsou jedny z nejvice
aktivnich v procesu rozkladu [42]. Je mozné je nalézt kdekoli, kde dochazi k rozkladu,
ale nejcastéji jsou v kompostech, hnoji, plazovém pisku a prumyslovych uhelnych dolech.
| kdyZ jsou zvané termofilni, jejich diseminace v tropickych zemich se nijak zvlast’ nelisi od
chladngjsich krajin [42]. Jako jeden zmala viditelnych organismt se plisné vyskytuji
I v domacnostech. Nejcastéji se vyskytuji pii zvySené vlhkosti vzduchu jako u domacich
spotiebict vyuzivajici vodu nebo Cisticich zatizeni [43]. Jsou také Casto vidét jako dusledek
Spatného zatepleni. Plisen se uchytava na poréznich materialech jako je dievo nebo sadrokarton,
kde ma dostatecny ptistup ke vzduchu a dostate¢nou vlhkost. V zimnich studenéjSich mésicich
plisent zpravidla buji, jelikoz se ji dostava vyssi vlhkosti. Casto jsou vidét v rozich mistnosti
nebo pod okny, kde se misi studeny a teply vzduch [43].

2.4.2 Skodlivost

Jako velké mnozstvi véci v malé mife jsou plisné prospeésné, ale prebytek je Skodlivy. Pro
Clovéka je velké mnozstvi plisni inertnich [43]. Vytrusy plisni jsou béZnou soucasti prachu
Vv domécnosti. Je dilezité udrzovat vysku obsahu vytrust relativné nizkou, jelikoz i kdyz jsou
pro ¢lovéka povétsinou neSkodné, mohou zpisobit alergické reakce a respiracni potize [43].
Mohou byt také pozorovany slzeni o¢i, nedostatek dechu a vznik pfed vystavenim nevidénych
nemoci [43].

Cast plisni produkuje mykotoxiny, jeZ jsou $kodlivé i v mensich davkach. Tyto miizeme
ziskat skrze konzumaci infikovanych vajec, piti mléka atd. [44]. Po vétSinou jsou mykotoxiny
oralné uzity a vyvolavaji mykotoxicitu. Dosavadni vyzkum se smeétfuje na karcinogenni
a mutagenni mykotoxiny. Tyto latky jsou nebezpecné jak cloveéku, tak 1 domacim
zvifatim [45]. Pfijmutim mykotoxind v potravé mize dojit k akutni intoxikaci [46]. Diky
dnesnimu dbani na bezpecnost chovnych zvifat se do potravy nedostava mnozstvi potiebné
k vyvolani akutni reakce. Mnohem ¢astéji dochazi k chronickému uzivani mykotoxint, které
v kratké dobé probéhne bez povSimnuti. Pii dlouhodobém uzivanim miize zplUsobovat
neplodnost, snizeni produktivity, nenadalé nabrani vahy a sniZzeni imunity [45].

2.4.3 Vyuziti

Plisné se vyuzivaji ve farmaceutickém, chemickém a potravinaiském primyslu. NejzndméjSim
vyuzitim plisni je pfiprava penicilinu, jenz se pouZziva jako antibiotikum a obecné plisobi proti
bakteriim, zpiisobem usmrceni. Za objev penicilinu dostal roku 1945 Nobelovu cenu Alexander
Fleming a spolu s nim i jeho spolupracovnici Chain a Florey [47]. V potravinaiském pramyslu
se pouzivaji plisné¢ u dlouho zrajicich syrf, jako je napt. Hermelin ¢i niva. Doba zrani
takovychto syri se pohybuje od 2 tydnt az po 6 mésici. Dale se také pouzivaji k opracovani
vybranych masnych produktii napt. uhersky salam.
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2.4.4  Sterilizace

Na plisné jako zastupce hub ptsobi fungicidy, které na né plisobi inhibi¢né az smrtelné.
Nejcastéjsi je vSak pouziti chlorovych bélidel, které jsou nebezpecné i pro ¢lovéka. Rozsah
plisné urcuje druh naneseni fungicidu, napt. postiik, otieni atd. [48]. Dalsi z mozZnosti je pouZiti
ozonu, ktery je oproti belidlim mnohem Setrnéjsi. Po pouziti se rozpadne rychle
na dvouatomarni kyslik a nezatézuje zivotni prostiedi. Pokud je potieba ucinngjsi technika
na pevné materialy, lze pouzit UV lampy, které deaktivuji plisen [48]. Oproti tomu
nizkoteplotni plazma nebo plazmatem aktivovanou vodu lze aplikovat pfi oSetieni teplotné
citlivych materialt, a to véetné zivych tkani.

2.5 Aspergillus niger

Aspergillus niger (Obrazek 6) se fadi mezi vlaknité houby tfidy Ascomycetes. Sviij nazev dostal
podle tmavé az ¢erné zbarvenych kolonii. Aspergillus niger patii do sekce rodu Nigri, jenZ se
vyznacuje praveé ¢ernou barvou kolonii [49]. Do této sekce patii 15 dalSich druhtt Aspergillus,
které si jsou vzhledové velmi blizké. Tento rod je mozné nalézt po celém svété a rostou
na velkém mnozstvi rozliSnych substratd. Jsou povazovany za bézné houby kazici
potraviny [49]. Také se jim piezdiva metaboliéti olympionici [50]. Clenové tohoto rodu jsou
pfevazné povazovany za netoxické, ale A. niger, ktery je nejb&znéjsi, je prileZitostnym
patogenem diky schopnosti produkovat ochratoxin A [49].

Obrazek 6: Aspergillus niger rostouci na médiu v Petriho misce (vlevo) a jeho mikroskopické zobrazeni
(vpravo) [51].
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2.5.1 Kultivace

Aspergillus niger je schopen rust v Sirokém teplotnim rozmezi 6-47 °C, pti¢emz jeho teplotni
optimum se pohybuje okolo 35-37 °C. A. niger je striktné aerobni, tudiz by pii nepfistupu
kysliku zemfiela [52]. Zaroven je schopen rust v Sirokém rozmezi pH 1,9-9,8, coz je pro plisné
neobvyklé [53]. A. niger se rozsituje velmi rychle diky schopnosti produkovat velké mnozstvi

vvvvv

2.5.2 Vyuziti

Aspergillus niger byl v primyslu pouzit poprvé v roce 1919 k syntéze kyseliny citronové skrze
fermentaci. Kyselina citronova je vyuZivana v obrovském mnozstvi produktd. V potravinaistvi
se zacletiuje do nealkoholickych napojli, ovocnych dzust, dezertt a rtiznych dalSich cukrovinek
[53]. Ve farmacii se s ni setkdme ve formé citratu zelezitého. Déle se pouziva jako konzervant
v krevnich bankach. V kosmetice je ji mozné pouzit jako pufr a antioxidant [53]. Kyseliny
citronova a glukonova, kterou A. niger produkuje z gluko6zy, jsou tvoieny ve velkych kvantitach
a téméf bez nezadoucich vedlejsich produkti [53][50]. Utad pro potraviny a 1é¢iva (FDA) uvedl
A. niger jako zdroj kyseliny citronové a zarudil se za jeji bezpecnost [53].

Dale se vyuziva Aspergillus niger jako syntetizér enzymu. Produkuje extracelularni
enzymy - amylolytické, proteolytické, lipolytické, pektolytické a celulolytické [55].
Pektolytické enzymy produkované pomoci A. niger se vyuzivaji pfi vyrob¢ vina a ovocnych
dzust ke sniZeni jejich viskozity a pro zlepSeni ¢ifeni. Hemicelulozy ziskané z A. niger zlepsuji
reologické vlastnosti tésta a zvEtsuji objem bochniku [53]. Glukosaoxidasa a katalasa z A. niger
slouzi ke stanoveni glukozy hlavné v diagnostickych enzymovych kitech. Také se pouzivaji pro
odstranéni glukozy nebo kysliku z potravin a napoju [53].

Aspergillus niger se nemusi pouzivat pouze jako kultiva¢ni objekt pro zadané produkty,
ale je schopna byt vyuzitelna sama o sobé. Biomasu A. niger, jenz vznika po fermentaci, lze
vyuzit jako adsorbéni medium [56]. Biomasa imobilizovana v solidni struktuie je schopna
adsorbovat néktera barviva z vodnych roztoki s minimaln¢ 70 % uspé&Snosti [56]. Pficemz
struktura barvy je klicovym faktorem pro adsorpci [56].

I pres pozitivni vyuziti se jedna o prilezitostné patogenni bakterii, jejiz premnozeni
muze mit negativni ¢inky na zdravi, a tudiz je Zadouci prostudovat jeji dekontaminaci pomoci
Setrné steriliza¢ni techniky, jakou je pfima i nepiiméa (PAW) aplikace plazmatu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
V této bakalafské praci se zabyvam dekontaminaénim U¢inkem pifimého pulsobeni

nizkoteplotniho plazmatu pochodnového vyboje a jeho kombinace s plazmatem oSetfenou

vodou na plisen Aspergillus niger CCM-F 8189. Sleduji tbytek kolonii v zavislosti na Case
osetfeni a pouzité metod¢ osetteni.

3.1 Chemikalie

Tabulka 1: Tabulka pouzitych chemikalii pro ptipravu fyziologického roztoku, fosfatového pufru

a kalibra¢ni roztoki produsitany a dusi¢nany.

Sumarni

Registracni ¢islo

Nazev vzorec M (g/mol) CAS Vyrobce
Destilovana voda H>O 18,03 - zdroj FCH
Dusi¢nan sodny NaNO3 84,995 7631-99-4 Lach-Ner, s.r.o
Dusitan sodny NaNO; 68,995 7632-00-0 Lach-Ner, s.r.o
Dihydrogenfosforecnan | \ .1 o6, | 110,08 7558-80-7 Lach-Ner, s.r.o
sodny
Dihydrogenfosforenan |\ \\ b | 136 086 7778-77-0 Lach-Ner, s.r.o
draselny
Hydrogenfosforenan |\ o | 17418 7758-11-4 Lach-Ner, s.r.o
didraselny
Chlorid draselny KCI 74,55 7647-14-5 Lach-Ner, s.r.o
Chlorid sodny NaCl 58,44 7647-14-5 Lach-Ner, s.r.o
Identifikaéni Cislo
., , Himedia labs.
Sladinovy agar baze - - M137-500G 1.0

3.1.1 Cinidla pro charakterizaci plazmatem oseti‘'ené vody

Tabulka 2: Tabulka ¢inidel pro kolorimetrickou charakterizaci plazmatem oSetfené vody

i Detek¢ni . ‘o x: .
Nazev Identifikac¢ni Cislo Vyrobce
rozsah
Nitrite Test, 0,007—3,28 mg/I 1.14776 Merck KGaA
Spectroquant
Nitrate Test, 0,3-30,0 mg/l 1.01842 Merck KGaA
Spectroquant
Roztok oxysulfatu
titanic¢itého v kyseliné - 123334-00-9 Sigma-Aldrich
siroveé
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3.1.2 Priprava riistového media

Do 1000 ml sterilni destilované vody bylo pfidano 50 g baze sladinového agaru a nechano
ustalit 15 min. S pomoci autoklavu byla teplota zvysena, dokud se baze kompletné nerozpustila.
Dale byl agar sterilizovan po dobu 15 min. Nasledné byl agar ochlazen a nalit do sterilnich
Petriho misek.

3.2 Aparatury
3.2.1 Spektrofotometr

Pro spektrofotometrickou charakterizaci PAW byl pouzit spektrofotometr Helios Omega
Unicam; viz. (Obrazek 7). Spektrofotometr operuje na zakladé absorpce prochazejiciho svétla
analyzovanym vzorkem, pficemz se detekuje mnozstvi absorbovaného svétla. Pristrojem se
zjistuje koncentrace roztoku na zakladé kalibra¢ni kiivky nebo Lambert-Beerova zakona
0 absorbanci. Vlastni charakterizace PAW je zalozena na kolorimetrické detekci aktivnich
castic (peroxidu vodiku, dusitant a dusi¢nant), které selektivné reaguji s ptisluSnymi Cinidly
za vzniku barevnych produkti, jejichz absorbance pii pfislusné vinové délce je timérna
koncentraci dané ¢astice.

Obrazek 7: Spektrofotometr Helios Omega (Unicam)
3.2.2 Aparatura pochodnového jetu

Aparatura na ptimé oSetieni vzorku plisné¢ byla sestavena z reaktoru, mikrovinného zdroje
Sairem GMS 200W (frekvence 2,45 GHz), zdroje nosného plynu (plynova lahev argonu),
prutokoméru a trysky jetu (vytvorena 3D tiskem), viz. (Obrazek 8). Reaktor byl slozen z Petriho
misky obsahujici destilovanou vodu o objemu 20 ml pro charakterizaci PAW. Pro samotné
méfeni byla pouzita mikrotitraéni desticka (12 jamek) s objemem 1 ml nebo 0,5 ml
fyziologického roztoku s plisni Aspergillus niger. Ze zdroje pro generaci plazmatu bylo
odebirano 9 a 12 W. Rychlost proudéni plynu byla nastavena na 5 I/min.
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Obrazek 8: Schéma aparatury pochodiiového jetu (proudu plazmatu)

3.2.3 Aparatura plazmové trysky v kapaliné pro pripravu plazmatem oSetiené vody

Aparatura na piipravu plazmatem oSetfené vody pomoci plazmové trysky v kapaliné byla
slozena z reaktoru, zdroje vysokého napéti (stejnosmérného DC nebo vysokofrekvencniho AC)
a osciloskopu (Tektronix TDS 1012B). Vlastni reaktor byl sloZeny z kadinky s fyziologickym
roztokem o objemu 50 ml a dvou elektrod. Hlavni elektrodu pracujici na principu
kombinovaného korénového a Stérbinového vyboje tvofil wolframovy drat zasazeny
do keramické hlavice a sklenéného drzaku nebo do celosklenéné kapilary (Obrazek 9) [58, 59].
Druhd elektroda byla plocha hlinikova elektroda slouzici jako protielektroda. Vykon
stejnosmérného zdroje (DC) pro piipravu PAW se pohyboval v rozmezi 40-50 W
(Obrazek 10). Doba ptipravy PAW byla 1 min. Pro pfipravu PAW pomoci stfidavého napéti
(AC) byl pouzit zdroj vysokofrekvenéni (15 kHz), vykon 40 W, doba piipravy PAW 1 min,
objem oSetfovaného fyziologického roztoku 50 ml (Obrazek 11).

O O l

\\

o

Obrazek 9: Schéma reaktoru pro piipravu PAW za pouziti AC nebo DC aparatury. 1 — hlavni
vysokonapét'ova elektroda (AC — sklenéna Spicka, DC — keramicka Spicka), 2 — hlinikova elektroda,
3 — osetfovana voda, 4 — generace plazmatu
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Obrazek 10: Priprava PAW plazmovou tryskou v kapaliné se stejnosmérnym zdrojem napéti (DC).

Obrazek 11: Ptiprava PAW plazmovou tryskou v kapaliné se stfidavym vysokofrekvencnim zdrojem
napéti (AC).
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3.3 Metodika experimentii
3.3.1 Charakterizace plazmatem oSetfené vody

Vytvoreni kalibra¢nich kiivek

Pro tvorbu kalibra¢ni kiivky dusi¢nanti byly pfipraveny vzorky rozpusténim NaNOs3
Vv destilované vodé se vzrustajici koncentraci NO3™ vV rozmezi 0 az 100 mg/l. Tyto koncentrace
byly vybrany kvuli omezené citlivosti stanovovaciho kitu, jenz se normalné pouziva
ke stanoveni obsahu dusi¢nanti v kohoutkové vodé. Ze stejného divodu bylo pro dusitany
pouzito rozmezi 0 az 1,5 mg/l, pficemz vzorky byly pfipraveny rozpuSténim NaNO:2
v destilované vode¢. Rovnice kalibraé¢ni kiivky pro peroxid vodiku byla ziskana z pfedchazejici
diplomové prace [60, 61]. Pro spektrofotometrické stanoveni dusi¢nand a dusitana se pouzily
komer¢né dostupné praskové kity. U dusi¢nanti byl pouzit Nitrate Test: Spectroquant. Dusitany
byly stanovovany pomoci Nitrite Test: Spectroquant. Peroxid vodiku se stanovoval pomoci
titanového ¢inidla (TiOSO4 - (H2S04)x).

Stanoveni reaktivnich ¢astic

Samotné stanoveni dusitanti, dusi¢nani a peroxidu vodiku prob&hlo pomoci UV-VIS
spektrofotometrie pii urcitych vinovych délkach. Vzorek plazmatem osettené vody byl smichan
S pfislusSnym cinidlem a nasledné byla proméfena jeho absorbance pfi ptislusné vinové délce.
Dusitany byly stanovovany pii 540 nm. Dusi¢nany byly stanovovany pii 380 a 526 nm,
jelikoz absorbuji pti dvou vinovych délkach. A peroxid vodiku byl stanoven pii 407 nm.

3.3.2 Charakterizace plazmatem oSetfené vody vytvoiené pochodiiovym jetem

Tento pokus simuloval produk¢ni aktivitu jetu pro piimé oSetieni plisni plazmatem.
Pro studium inhibi¢niho ucinku byla nésledné¢ byla pouzita PAW piipravena pomoci DC a AC
plazmové trysky. Do Petriho misky bylo pro oSetieni nalito 20 ml destilované vody. OSetieni
probihalo po zvySujicich intervalech ¢asu (1, 2, 3, 4, 5 min) pifi vykonu zdroje 9 a 12 W.
Pro kazdy ¢as a vykon se pouzilo novych 20 ml. V tomto experimentu se stanovovali peroxid
vodiku, dusitany a dusi¢nany. Pro stanoveni kazdé latky byly odebrany vzorky a do nich
pridano piislusné ¢inidlo. V ptipad¢ dusitant byla do 5 ml vzorku ptidana jedna odmérna 1zicka
(soucast baleni kitu) a vzorek byl diikladné protiepan. V piipad¢ dusi¢nant to byly dvé odmérné
1zicky piislusného ¢inidla do 5 ml vzorku. Pro stanoveni peroxidu vodiku byl smichan 1 ml
¢inidla se 2 ml vzorku, ktery byl nasledné protiepan.

3.3.3 Primé oSeti‘eni plisné plazmatem

Dveé kli€ky spor plisné byly ptidany do 25 ml fyziologického roztoku pro vytvoteni zasobniho
roztoku. Do mikrotitracni desticky bylo nepipetovan 1 ml zasobniho roztoku plisné do kazdé
jamicky. Osetfeni plazmatem probihalo pomoci pochodiového jetu dle casové osy
(Obrazek 12). Pocatecni experimenty se oSetfovalo 1; 5; 10; 30 min. Dal8i méteni byla zménéna
na 1; 5; 10; 15 min. A déle zkrdcena na 1; 2,5; 5 min. OSetieni probihalo dvojim zpisobem:
za omezeného piistupu vzduchu (s vickem) a za neomezeného piistupu vzduchu (bez vicka).
Z oSetfeného vzorku bylo odebrano 100 pl a pfiddno k 900 pl fosfatového pufru (PBS)
k zastaveni ucinkd vytvorenych molekul. Na Petriho misky plnéné sladinovym agarem byly

vzorky o€kovany jako desetkrat a stokrat zfedéné. Na Petriho misky s agarem bylo o¢kovéano
100 pl vzorku.
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Obrazek 12: Pfimé oSetfeni plisné v roztoku plazmatem pochiiového jetu na mikrotitracni desticce.

3.3.4 Kombinované oSetieni plazmatem spolu s PAW

Plazmatem oSetfena voda byla vytvofena s pomoci plazmové trysky v kapaliné s AC nebo DC
zdrojem napéti. OSetieni plisné s pouzitim PAW bylo provedeno dvéma metodami. Pi pouZiti
prvni metody byla nejprve pliseit zaockovana ptimo do 25 ml PAW. Nésledné byla PAW
ponechana pisobit po dobu 10 min, coz vychazelo z vysledkti soubéZné bakalaiské
prace [62].Nasledné byl napipetovan 1 ml do jamicek mikrotitraéni desti¢ky a oSetien po dobu
1; 2,5; 5min plazmatem pochodiiového vyboje. Pro druhou metodu byl proces obracen,
kdy doslo prvné k oSeteni 0,5 ml roztoku plisné plazmatem a poté bylo pfidano 0,5 ml PAW
a nechano ptsobit 10 min. V pfipad¢ obou metod bylo z osetfeného vzorku odebrano 100 pl
a pridano k 900 ul PBS. Na Petriho misky byly vzorky ockovany desetkrat a stokrat zfedéné.
Na Petriho misky vyplnéné sladinovym agarem bylo o¢kovano 100 pl vzorku.

3.3.5 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni probéhlo po 72 h od odebrani a naoCkovani vzorkil poc¢itanim kolonii vzorka
oproti kontrolam. Nasledn¢ byly Petriho misky vyfoceny a poslany na vyhodnoceni metodou
obrazové analyzy s prvky umélé inteligence programem Aurora, ktery vytvoril Jan Hrudka
(VSCHT). Vysledkem je procentualni pokryti Petriho misky koloniemi mikroorganismd.
Nameéiend data a vysledky byly zpracovdvané v programu Microsoft Excel Office 365.
Vysledky méfeni jsou zpracovany a predloZeny ve formé grafii a tabulek s naslednou diskuzi.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace PAW pomoci spektrofotometrie

Kalibraéni kiivky

Kalibra¢ni kfivka je grafickym zndzornénim zavislosti absorbance na koncentraci absorbujici
latky v roztoku. Hodnoty absorpce dusi¢nand byly méteny pii 380 a 526 nm, jelikoz dosahuji
pti danych vinovych délkach absorpcniho maxima, viz. Obrazek 13. Pro vytvoteni kalibra¢nich
ktivek byly vyuzity koncentrace 10—50 mg/1, jelikoz pii vysSich hodnotach dochazi k saturaci
méteny pii 380 nm, jelikoz jsou v hodnoty absorpce v téchto vysledcich mnohonasobné vyssi.
Grafy kalibra¢nich kfivek jsou zobrazeny Vv Ptiloze, vysledné rovnice kalibracnich kiivek pro
piislusné vinové délky jsou shrnuty nasledujici Tabulce 3.

14
12 10 mg/I
1,0 20 mg/I
0,8 30 mg/l

:I{O,G 40 mg/l
0,4 —50 mg/I
0,2 60 mg/I
0,0 : ' '

372 422 472 522 572 622

vinovéa délka (nm)

Obrazek 13: UV-VIS absorpéni spektrum dusi¢nant v zavislosti na vlnové délce.

Tabulka 3: Tabulka kalibra¢nich kiivek pro ionty a peroxid vodiku hodnocené v PAW.

Dusitany (540 nm) y = 0,6334x
Dusi¢nany (380 nm) y = 0,0260x
Dusi¢nany (526 nm) y = 0,0018x
Peroxid vodiku (407 nm) | y = 0,4600x
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Stanoveni reaktivnich ¢astic v PAW po primém oSetfeni plazmatem pochodiniového jetu

Koncentrace dusi¢nanti, dusitanii a peroxidu vodiku byla sledovana v zavislosti na dobé¢
osetfeni plazmatem mikrovinného pochodiového jetu, ktery byl pouzit pro pfimé oSetfeni
plisn€, viz. Obrazek 14-16. Hodnoty koncentrace dusi¢nani pii 526 nm, jsou zobrazeny
v Priloze. V priibéhu oSetfeni se koncentrace vSech reaktivnich ¢astic zvySuje, coz je
predpokladané diky vysSimu mnozstvi ionti dopravenému pies rozmezi voda-plyn.
Prekvapivé je, ze pti niz§im vykonu zdroje (9 W), kdy by tedy mélo byt vytvoreno méng iontt,
se VPAW vytvorilo vice dusi¢nani nez pfi vyss§im vykonu zdroje (12 W). Prekvapujici
je i vidét korelaci mezi koncentraci dusi¢nant a peroxidem vodiku, jehoZ koncentrace také byla
pti vyssim vykonu nizsi. MiZe to souviset s posunem rovnovahy smeérem k dusitaniim, kterych
se pi1 vy$$im vykonu tvotilo vice. Peroxid vodiku tak bude hrat roli reduk¢éniho ¢inidla.
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Obrazek 14: Zavislost koncentrace dusi¢nant na dob¢ osetfeni plazmatem métené pii 380 nm.
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Obrazek 15: Zavislost koncentrace dusitanti na dobé¢ oSetfeni plazmatem métené pii 540 nm.
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Obrazek 16: Zavislost koncentrace peroxidu vodiku na dobé osetieni plazmatem méfené pii 407 nm.
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Stanoveni reaktivnich ¢astic v PAW pripravené plazmovou tryskou v kapaliné

PAW pfipravend pomoci plazmové trysky ve fyziologickém roztoku, kterd byla pouzitd pro
kombinované oSetfeni plisné (PAW a pifimé oSetfeni pochodiiovym jetem),
byla charakterizovana v soub&zné probihajici diplomové praci, viz. (Tabulka 4) [63].

Tabulka 4: Tabulka koncetraci ¢astic obsazenych v PAW vytvofené pomoci stejnosmérného zdroje
(DC = PAW generovana pomoci stejnosmérného zdroje) a vysokofrekvencéniho zdroje (AC = PAW
generovana pomoci vysokofrekvenéniho zdroje).

koncentrace [mg/l]
H20O» NOy NOs
AC 2.86 0.031 -
DC 13.57 0.024 0.911

4.2 Prima interakce plazmatu s plisni Aspergillus niger

Dekontaminace bun¢k plisné probéhla velmi rychle, ale nikdy nedoslo k uplné dekontaminaci.
Priimérné bylo vzdy dekontaminovano 90 % bunék plisné, ale zbylych 10 % bylo stale plné
funkc¢nich se schopnosti sporulace. Dekontaminacni uc¢inek se mirné zvySoval s dobou oSetieni
az do 10 min oS$etfeni (Obrazek 17). Omezovani piistupu vzduchu pomoci vicka nemélo nijaké
méfitelné dusledky (Obrazek 18) az do oSetfovani po dobu 10 min, zde doslo k piekvapivému
zlomu a omezenim pfistupu vzduchu doslo ke zvySeni dekontamina¢niho G¢inku plazmatu.
Toto miize byt vysvétleno zvySenou produkei vytvorenych reaktivnich ¢astic v atmosféie pod
vickem, tudiz na bunky putsobilo vice stresujicich faktorti. Zaroven se pii takto dlouhém
oSetieni zacCala aparatura znacn¢ zahtivat a fyziologicky roztok se vyparoval, takze byly bunky
plisné soustfedény Vv menSim objemu. Tim byly bunky piistupnéjs$i pro Castice vytvoiené
plazmatem. Proto se pii dalSich méfenich pouzivaly oSetieni pouze po doby 1; 2,5; 5 min.
Snizeni G¢inku je mozné vysvétlit s pomoci soubézné diplomové prace, Ktera ukazala, ze i kdyz
cast bun¢k kvasinek ztratila schopnost rozmnozovat se, jsou stale zivé. Jelikoz jsou kvasinky
nejpodobné&jsi mikroorganismy plisnim, lze pfedpokladat, Ze to plati i pro plisné [64]. Toto bylo
stanoveno pomoci prutokové cytometrie. Bunky tedy jsou stale zivé a je mozné, ze delsi
aplikace plazmatu je schopnd umoznit malé ¢asti bunék regenerovat schopnost tvofit kolonie.
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Obrazek 17: Graf procentualniho tbytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na Case
oSetfeni. Prvni sloupec ukazuje data ziskana pii oSetfeni plazmatem za volného piistupu vzduchu
(B = bez vi¢ka) a druhy za omezeného piistupu vzduchu (V = s vickem).
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Obrazek 18: Graf poctu kolonii po 5 min ptimého oSetfeni plazmatem oproti kontrole bez jakéhokoli
oSetfeni (pouze fyziologicky roztok). 5 min bylo vybrano po porovnani vysledkli a vyhodnoceni,
ze pres vSechny metody byl dekontaminacni Gc¢inek zde nejvyssi.
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4.3 Kombinovana interakce plazmatu a PAW (DC) s plisni Aspergillus niger

Kombinované plisobeni, jak ptfimé aplikace plazmatu pochodiového jetu, tak plazmatem
osetfené vody (generované DC i AC plazmovou tryskou v kapalin€), bylo zkouméano dvéma
metodami. V prvni byl testovan postup, kdy PAW byla aplikovéana jako prvni a nasledné bylo
pusobeno pfimym plazmatem. Z grafii (Obrazek 19-20) je vidét, ze dekontaminaéni G¢inek
oSetfeni byl snizen ptidanim nového ¢inidla PAW. Jak jiz bylo zminéno vyse, snizeni u¢inku
je pravdépodobné zptisobeno tim, ze ¢ast bun¢k schopnych tvotit kolonie je stale ziva. Dale je
také mozné, ze diky aplikaci PAW v prvnim kroku jsou buiiky plisn€ stresovany mirnéji s
pomoci PAW nez plazmatem a pii nasledné aplikaci pfimého plazmatu uz na novy stres
nereaguji tak markantné, jako kdyby byly oSetfeny plazmatem prvné. Z jednoho z téchto
divoda jsou uc¢inky plazmatu utlumeny a dekontaminace je nizsi. Dale je vidét, Ze oSetfeni
za omezeného pristupu vzduchu (s vickem) ma nizsi u€innost (Obrazek 20), jelikoZ neni mozné
tvofit tolik reaktivnich molekul jako u neomezeného pfistupu vzduchu. A toto v kombinaci
s predchézejicim stresem sniZuje u¢innost dekontaminace.

Bez vicka
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Obrazek 19: Graf procentualniho tbytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na Case
osetfeni za volného piistupu vzduchu (bez vicka) pti kombinované aplikaci PAW (DC) pted pfimym
plazmatem. Prvni sloupec ukazuje data ziskand oproti kontrole kultivované na mediu bez jakéhokoli
osetfeni a druhy oproti kontrole po osetfeni PAW po dobu 10 min.
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Obrazek 20: Graf procentualniho tbytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na case
oSetfeni za omezeného pfistupu vzduchu (s vickem) pii kombinované aplikaci PAW (DC) pied pfimym
plazmatem. Prvni sloupec ukazuje data ziskana oproti kontrole kultivované na mediu bez jakéhokoli
oSetfeni a druhy oproti kontrole po oSetfeni PAW po dobu 10 min.

Druha metoda kombinovaného oSetfeni méla postup opaény, kdy byla nejprve
provedena piima aplikace plazmatu, aby se odstranil efekt mirnéjsiho stresu. Nasledné byla
na vzorky aplikovana PAW. Vysledky jsou zobrazeny v grafech na Obrazku 21 a Obrazku 22.
efekt mirnéjsiho stresu odstranil. Z vysledkt 1ze vidét, Ze mira dekontaminacnich ucinki je opét
vyssi, nez byla v ptipad¢ prednostni aplikace PAW. Navic kolonie, které se 1 ptes neptiznivé
podminky vytvorily, ztratily schopnost vytvaret spory i v dlouhodobém méfitku (az tii tydny),
viz. Obrazek 23. OsSetfeni za omezeného priistupu vzduchu vykazuje stejnou miru
dekontaminace jako oSetfeni bez omezeni, aZ na dobu piimého oSetfeni 1 min s vickem, kde byl
dekontaminacni G¢inek signifikantné mirnéjsi.
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Obrazek 21: Graf procentualniho Gbytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na Case
oSetfeni za neomezeného pristupu vzduchu (bez vic¢ka) pii kombinované aplikaci ptimého plazmatu pred
PAW. Prvni sloupec ukazuje data ziskana oproti kontrole kultivované na mediu bez jakéhokoli oSetieni
a druhy oproti kontrole po osetieni PAW po dobu 10 min.
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Obrazek 22: Graf procentudlniho Ubytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na Case
oSetfeni za omezeného pfistupu vzduchu (s vickem) pii kombinované aplikaci pfimého plazmatu pied
PAW. Prvni sloupec ukazuje data ziskana oproti kontrole kultivované na mediu bez jakéhokoli oSeteni
a druhy oproti kontrole po osetieni PAW po dobu 10 min.
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Obrazek 23: Kontrolni vzorky plisn¢ Aspergillus niger bez osetteni (vlevo) a vzorky po kombinovaném
oSetfeni pfimym plazmatem a PAW (vpravo). Kultivace plisni trvala 3 tydny.

36



4.4 Kombinovana interakce plazmatu a PAW (AC) s plisni Aspergillus niger

Na zaklad¢ predchozich experimentii byla pro kombinovanou interakci pifimého plisobeni
nizkoteplotniho plazmatu pochodnového jetu s plazmatem oSetfenou vodou generovanou
vysokofrekvencnim zdrojem (AC) zvolena druhd metoda, tj. prvni pifimé aplikace plazmatu
apoté¢ pusobeni PAW (AC). Mezi vybranymi zpisoby oSetfeni bylo oSetieni
vysokofrekven¢nim zdrojem nejméné G¢inné, viz. Obrazek 24. U oSetieni bez omezeni vzduchu
se dekontaminace plisné pohybuje kolem 82 % a stagnuje. S omezenym piistupem vzduchu
(s vickem) a s prodluzujici dobou oSetfeni vykazuje dekontaminace vzristajici charakter,
ktery by pravdépodobné pokraoval az na podobné hodnoty, jako jsou pozorovany
u neomezeného ptistupu vzduchu. Omezenim piistupu vzduchu a vzrustajici teplotou pod
vickem se dekontaminace zna¢né zpomalila. Bunky oSetfené kratsi dobu (1 a 2,5 min) jsou
znaén€¢ mén¢ dekontaminovany, nez jsou bunky osetfené s neomezenym ptistupem vzduchu.
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Obrazek 24: Graf procentualniho tbytku viabilnich kolonie tvoficich jednotek v zavislosti na Case

osetfeni. Prvni sloupec ukazuje data ziskand pfi osSetfeni plazmatem za volného piistupu vzduchu
(B = bez vic¢ka) a druhy za omezeného ptistupu vzduchu (V = s vickem) v kombinaci s PAW (AC).
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4.5 Porovnani dekontaminaé¢niho ticinku jednotlivych metod

Data oseteni po dobu 5 min ze vSech pouzitych metod (samotné piimé oSetieni plazmatem
a jednotliva kombinovana oSetieni plazmatem a PAW byla porovnana a vynesena do grafu
(Obrazek 25). Nejlepsi metoda s nejvyssim dekontaminaénim vlivem je kombinované piimé
oSetfeni plazmatem prvné a poté osetieni PAW (DC) (3 a 10 % piezivsich kolonii), ktera jako
jedina vykazuje pozitivni vliv PAW na dekontaminaci. V ostatnich kombinovanych metodach
se dekontaminacni ucinky snizily oproti pfimému oSetfeni plazmatem (7 a 10 % piezivsich
kolonii). Nejniz$i dekontaminacni G¢inek v dob¢ oSetieni 5 min vykazuji metody kombinované
piimé oSetieni plazmatem s PAW (DC), kdy je ale nejprve vzorek vystaven ptisobeni PAW
a teprve poté piimému oSetieni (18 a 24 % piezivsich kolonii), a kombinované ptimé oSetieni
plazmatem s naslednou aplikaci PAW (AC) (18 a 21 % prtezivsich kolonii). Kombinované
pfimé oSetfeni plazmatem s PAW (AC) sice vykazuje lehce vyssi miru dekontaminace nez
kombinované pfimé oSetieni plazmatem s PAW (DC) v dobé oSetieni 5 min, ale pii kratSich
interak¢nich ¢asech vychazi zna¢né hif, viz. 4.3 a 4.4. Oproti kontrole ale maji vSechny metody
inhibiéni G¢inek vyssi nez 75 %.
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Obrazek 25: Graf porovnani poctu kolonii po 5 min oSetfeni samotnym plazmatem pochodniového jetu
(P = pfimé osetfeni plazmatem) nebo ve spojeni s oSetienim PAW pfipravené plazmovou tryskou
ve fyziologickém roztoku pomoci stejnosmérného (DC) (DC = oSetfeni PAW (DC)) nebo
vysokofrekvencniho (AC) zdroje (AC = oSetieni PAW (AC)).
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5 ZAVER

Tato bakalafskd prace se zameéfuje na feSeni problematiky dekontaminace plisné
Aspergillus niger za pomoci nizkoteplotniho plazmatu mikrovinného pochodnového jetu
pusobiciho samostatné a v kombinaci s plazmatem oSetfenou vodou generovanou plazmovou
tryskou v kapalin¢ (fyziologickém roztoku) pomoci stfidavého a stejnosmérného napéti.
Zaroven byla charakterizovana generace plazmatem aktivované vody s pomoci plazmového
jetu.

V prvnim typu experimentu bylo zkoumano slozeni plazmatem osetfené vody
generované pochodnovym jetem, jelikoZz tento experiment simuluje pfimé oSetfeni plisné
ve fyziologickém roztoku. Z vysledkti je patrné, ze tento druh PAW obsahuje malou
koncentraci peroxidu vodiku a vyssi koncentrace dusikatych latek.

V druhém typu experimentu byly zkoumany interakce mezi plazmatem a plisni
Aspergillus niger. Po osetieni plazmatem byla pozorovana dekontaminace A. niger. Uginek
plazmatu byl nejmirnéjsi u nejkratsiho méfeni 1 min, kde bylo dekontaminovano 85 % CFU.
Pii delSim oSetfeni zaCaly hodnoty dekontaminace stagnovat az do doby oSetieni 10 min,
kde byl efekt mirn¢ vyssi (95 %). V ramci méfeni ptfedchazejici 10 min bylo pfiblizné
dekontaminovano 90 % CFU. Pii delsi dobé oSetfeni byly pozorovany i jiné vlivy
dekontaminace nez samotného plazmatu. Tyto efekty byly primarné pozorovany pii uzavieni
plazmatického reaktoru vickem, coz umoznovalo vy$§i miru kumulace iontt a tepla, které samo
0 sobé& ptisobi dekontaminacné.

V tietim typu experimentu byl pozorovan vliv plazmatu v kombinaci s plazmatem
oSetfenou vodou generovanou pomoci Stejnosmérného napéti. Tento experiment byl proveden
jednou s aplikaci PAW jako prvni a po druhé s aplikaci plazmatu jako prvniho. Pfi aplikaci
PAW byl dekontaminac¢ni ucinek lehce zmirnén oproti aplikaci samotného plazmatu. Naopak
pii aplikaci plazmatu jako prvniho byl G¢inek mirné zvySen oproti aplikaci samotného
plazmatu. U obou metod aplikace dekontamina¢nich ¢inidel byly pozorovany vyrazné rozdily
mezi aplikaci plazmatu s piitomnosti vicka a bez néj. Osetfeni s omezenym piistupem vzduchu
mélo primérné 0 5-10 % mensi Gcinek nez osetfeni s neomezenym piistupem vzduchu.

Ve ¢tvrtém typu experimentu se aplikovalo na bunky plisné A. niger plazma a PAW
generovana pomoci stfidavého vysokofrekven¢niho napéti. Tato metoda byla vyhodnocena
jako nejméné G¢inna. Dekontaminacni G¢inek na bunky byl primérné 83 % u neomezeného
ptistupu vzduchu. Pfi tomto méfeni byl pozorovan nejvétsi rozdil mezi omezenim piistupu
vzduchu a bez ngj. Byl také poprvé pozorovan stoupajici trend dle doby oSetfeni. Po 5 min dobé
oSetieni se ucinek blizil 80 %, kde se pohybovaly také hodnoty dekontaminace pfi oSetieni bez
omezeni pristupu vzduchu.

Tato prace byla zaméfena na dekontaminaci modelové plisné Aspergillus niger pomoci
plazmatu samostatné a v kombinaci s plazmatem oSetienou vodou z divodu dekontaminace
nezddoucich a nebezpecnych plisni na zZivych tkanich (medicin€), kde je potieba aplikovat
Setrnéj$i dekontaminacni ¢inidla, neZ je vétSina dnes dostupnych moZnosti.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A

AC

ACP

AF

CAP

CFU

DC

MW

PAL

PAW

PTL

PTW

absorbance

Stiidavy proud

Srazeni za pomoci argonového plazmatu (Argon Plasma Coagulation)
audiofrekvecni

koncentrace

nizkoteplotni atmosférické plazma (Cold Atmosferic Plasma)

kolonie tvotici jednotka (Colony Forming Unit)

Stejnosmérny proud

mikrovinné

plazmatem aktivovana kapalina (Plasma Activated Liquid)

plazmatem aktivovana voda (Plasma Activated Water)
plazmatem osetiena kapalina (Plasma Treated Liquid)

plazmatem oSetfena voda (Plasma Treated Water)
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