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ABSTRAKT

Bakalarska praca je zamerana na vplyv plazmou aktivovanej vody na pddne mikroorganizmy.
V plazmou aktivovanej vode su pritomné reaktivne druhy kyslika a dusika, ktoré su zodpovedné
za jej biologické a chemické vlastnosti. Vd’aka svojim unikatnym vlastnostiam sa vyuziva
k terapeutickym ucelom ¢i v pol'nohospodarstve.

Teoreticka Cast je zamerana na vSeobecné informacie o pode, jej vlastnostiach
a mikroorganizmoch sa v nej nachadzajucich. Dalej sa zaobera zakladnymi informaciami
o plazme a zdrojoch pouzivanych na jej generovanie. Posledna Cast’ je zamerana na plazmou
aktivovanu vodu a jej Specifické vlastnosti.

Experimentalna Cast sa zaobera aplikaciou destilovanej vody, plazmou aktivovanej vody
a zmesou destilovanej a plazmou aktivovanej vody na podu. V jednom pripade islo o aplikéaciu
priamo na pddu, v druhom o aplikaciu na pddny vyluh. Baktérie boli zaoCkované na kultivacné
médium v koncentraciach 102, 10* a 10°. Pozorovany bol podet narastenych kolénii a nasledne
prebehla identifikécia niektorych mikroorganizmov.

Na zaklade vysledkov mo6zeme tvrdit, ze plazmou aktivovand voda mala pozitivny vplyv
na rast kolonii mikroorganizmov. Avsak predmetom d’alSej prace je urcenie ¢i ide o patogénne
mikroorganizmy alebo nie.

KLUCOVE SLOVA

Plazmou aktivovana voda, podne mikroorganizmy, dielektricky bariérovy vyboj



ABSTRACT

Bachelor thesis is focused on the impact of plasma activated water on soil microorganisms.
Reactive spieces of oxygen and nitrogen are present in plasma activated water, which are
responsible for its biological and chemical properties. Thanks to its unique features, plasma
activated water is used for therapeutic purpose or in agriculture.

The theoretical part is concentrated on general information about soil, its properties and
microorganisms found in it. Furthermore, it deals with basic information about plasma and
sources used for its production. The last part presents the plasma activated water and its specific
characteristics.

Experimental part deals with the application of distilled water, plasma activated water and a
mixture of distilled and plasma activated water on soil. In the first set of experiments, it was an
application directly on the soil, the application to the soil extract was in the second set. Bacteria
were inoculated on culture medium in concentrations 102, 10 and 10°. The number of formed
colonies was observed and then some microorganisms has been identified.

Based on the results, it can be stated that plasma activated water had a positive effect on the
microorganism colonies growth. However, the subject of further work will be to determine
whether it is positive for pathogenic microorganisms or not.

KEY WORDS

Plasma activated water, soil microorganisms, dielectric barrier discharge
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1 UVOD

Zivot na Zemi je podmieneny existenciou pddy. Nielenze nam poskytuje material a priestor
pre naSe stavby, ale najmé prostredie na pestovanie plodin. O spravne fungovanie procesov
prebiehajucich v pdde sa staraju mikroorganizmy. Tie podmienuju i chemické, fyzikalne
a biologické vlastnosti pody. Pdodne mikroorganizmy rozdelujeme do troch domén, a to
Bacteria, Archaea a Eukarya. NajvyznamnejSiu skupinu tvoria baktérie, ktorych hlavny
vyznam je v rozklade organického materidlu. Poda je suCasne obyvanéa obrovskym mnozstvom
zivoCichov, ktoré rozdelujeme do mikrofauny, mezofauny a makrofauny. Patria sem organizmy
ako prvoky, roztoce, dazd’ovky, ale i krtkovia ¢i mysi.

Plazma je ionizovany plyn, ktory sa sklada z ionov, elektronov a neutralnych Ccastic.
Na generovanie nizkoteplotnej plazmy moze byt ako zdroj plazmy pouzity koronovy vyboj,
dielektricky bariérovy vyboj alebo plazmova tryska. Tieto zdroje sme schopni pouzit
na plazmovu upravu vody, ¢im ziskavame plazmou aktivovanu vodu. Pocas plazmovej Upravy
vody vznikaju reaktivne druhy kyslika a dusika (RONS), vd’aka ktorym mé plazmou aktivovana
voda unikatne chemické a biologické vlastnosti. Plazmou aktivovana voda nachadza svoje
vyuzitie ako dezinfekcny prostriedok v biomedicinskych aplikaciach a vd’aka svojej biologickej
aktivite i v pol'nohospodarstve.

Aplikéacia plazmou aktivovanej vody moéze mat na podu a jednotlivé druhy podnych
mikroorganizmov pozitivny 1 negativny vplyv. AvSak v sicasnosti nie je jej vplyv znamy.
Cielom prace je teda pilotny pokus zamerany na sledovanie vplyvu plazmou aktivovanej vody
na podu a pddne mikroorganizmy, aby sme v pripade jej aplikdcie vo vac§om mnozstve
zabranili zniCeniu pody.

V pripade rastlin, ktoré su tiez vyznamnou sucastou pody, je preukazany pozitivny efekt
aplikacie plazmou aktivovanej vody. Jej aplikacia mala vplyv na rychlost’ klicenia rastlin.
U mikroorganizmov je viace] preskimany vplyv na kvasinku Sacharomyces cerevisiae, kedy
plazmou aktivované voda mala deaktivacné ucinky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pdda

Poda je pre cloveka jednou zo zédkladnych sucasti zivotného prostredia. Patri medzi zlozité
systémy, v ktorych prebieha mnozstvo biologickych, chemickych a fyzikalno-chemickych
procesov. Tvori najvrchnejsiu Cast’ zemského povrchu, ktora je biologicky aktivna. Predstavuje
hlavnua sucast’ prostredia pre mnohé organizmy. Predovsetkym vsak pre vysSie rastliny, ktoré
su zakladnym zdrojom obzivy zivocichov a I'udstva. Péda podmieriuje vyvoj zivota na Zemi
tym, Ze rastlinam poskytuje mineralne latky, vodu, vzduch, oxid uhli¢ity a teplo. V procese
fotosyntézy im umoziuje akumulovat zna¢né mnozstvo slnecnej energie vo forme organicke;j
hmoty. Odumreté tela zivoCichov a rastlin sa dostavaju do pddy a stavaju sa tak hlavnym
zdrojom humusu i energie v pode [1]. Medzi hlavné funkcie pdody patri [2]:

1) zasobnik humusu a zivin,
2) reguléator vodného rezimu,
3) regulator vymeny plynov,
4) regulator klimy.

Zasadnu ulohu hra v stabilite ekosystémov a v ovplyviiovani bilancie latok a energie. Posobi
ako environmentalne pufra¢né médium, ktoré okrem iného zadrzuje, degraduje a za urcitych
podmienok i uvolniuje potencialne rizikové latky. Z pody pochadza mnoho zékladnych zloziek
stavebnych materialov a surovin. Sicasne poskytuje priestor pre umiestiiovanie stavieb a d’alSie
aktivity Cloveka. Z hladiska historie a kultirneho dedicstva poskytuje prostredie, v ktorom
prebieha archeologicky a paleontologicky vyskum [3].

2.1.1 Chemické vlastnosti pody

2.1.1.1 Zlozenie

Pdda je otvoreny heterogénny biogeochemicky systém, ktory pozostavaju z pevnej, kvapalne;j
a plynnej fazy. Otvoreny systém znamend, Ze je prepojeny radou procesov s okolim, teda
s atmosférou, hydrosférou, litosférou a biosférou. Prostrednictvom tychto procesov sa realizuje
kolobeh latok a energie [4]. Z anorganickych latok obsahuje poda najviac kyslik a kremik.
Z ostatnych prvkov sa v pode nachadza predovSetkym hlinik, zelezo, vapnik, sodik, draslik,
hor¢ik, vodik a titan. V menSom mnozstve sa vyskytuje aj chlor, fosfor, sira a mangan.
Zo vzduchu sa do pddy dostava taktiez dusik. Zakladnou sucastou pdody je 1 organickd hmota
vo forme odumretych zvyskov rastlin, zvierat a humusu. Humus je dynamicky komplex
organickych zlu€enin tvoriacich sa pri rozklade a humifikacii organickych latok v pdde.
Z chemického hladiska mozeme povedat, ze humus je heterogénna zmes, v ktorej
sa nachadzaju dve skupiny latok, a to huminové a nehuminové [5].

2.1.1.2 Poédne reakcie

Pddne reakcie maju vplyv na procesy prebiehajtice v pdde, a to ako pri vzniku pdd tak aj po ich
vytvoreni [6]. Zasahuju do vSetkych procesov, ktoré v pode prebiehaju ako je napriklad
adsorpcia a desorpcia kationov alebo rozpustnost’ latok v pdde. Ddlezitou vlastnostou pody
je jej hodnota pH, ktorda mdze byt v rozmedzi vel'mi kyslé (< 3,5) az velmi silne alkalické
(>9,0) [7]. Okyslenie pdd sa Casto spaja s antropogénnym znecistenim atmosféry a nasledne
posobenim kyslych spadov, predovSetkym siranov. Taktiez rozklad pozberovych zvyskov
v pdde, odpadu rastlinného materialu, koreriov, ale aj aplikovanych hnojiv vedie k tvorbe
mnozstva medziproduktov, ktoré maju okysl'ujuci efekt. K poklesu pH pody dochadza
i rozkladom organickej hmoty, kedy vznika oxid uhlicity, ktory nasledne reaguje a vytvara
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kyselinu uhli¢itu. Disociaciou tejto kyseliny dochadza k uvol'iovaniu kationu vodika, ktory je
zodpovedny za pokles pH. Kyslé pH sposobuje i nitrifikacia, kedy v pode dochadza k premene
amonneho dusiku na nitratovy [6]. V silne kyslych pddach sa nedari niektorym uzitocnym
podnym baktériam, ktoré su zodpovedné za spravny priebeh biochemickych reakcii v pode ako
su Rhizobia alebo Azotobacter chroococum. V takychto podach vznikaju priaznivé podmienky
pre Cinnost plesni a hub. Alkalické pH pod moze byt sposobené vysokym obsahom uhlicitanu
vapenatého alebo sodikovych i6nov, ktoré s sucastou niektorych hnojiv. ZvySena alkalita
pody spdsobuje peptizaciu podnych koloidov a obmedzuje prijem niektorych zivin (zinok,
med’, zelezo a vacSiny tazkych kovov) [8].

2.1.1.3 Sorp¢na schopnost’ pody
Sorpcna schopnost’ je schopnost’ pody sorbovat’ i6ny alebo celé molekuly roznych zlucenin
z podneho roztoku do jej pevnej fazy. Podl'a druhu a intenzity sorpcie su putané ziviny chranené
proti vyplaveniu a vytvaraju rezervoar lahko prijatelnych zivin pre rastliny. Ten umoziiuje
postupny prijem zivin pocas vegetacie a podstatne obmedzuje neziaduce zvySenie koncentracie
soli v pddnom roztoku [9]. Ziviny nachadzajuce sa v pdde mozu byt v pddnom roztoku putané
mineralnymi a organickymi Casticami bud’ vymenne, fixovane alebo pevne. Pre vyzivu rastlin
maju vSak vyznam len tie ziviny, ktoré st obsiahnuté v podnom roztoku v i6novej forme
a ziviny viazané na tuhu fazu pddy, pretoze moézu postupne prechadzat do pddneho roztoku.
Dolezitym ukazovatelom turodnosti pddy, pokial ide o schopnost viazat dostatok zivin
pre rastliny, je nielen hodnota celkovej sorpCnej kapacity pody (7), ale naymd hodnota
charakterizujica stupenn nasytenia koloidov bazami (V) a momentalny obsah vymennych
baz (S) [9]. Celkova sorpcna kapacita pddy (7) vyjadruje mnozstvo kationov v milimoloch,
ktoré moze putat’ jeden kilogram zeminy. Mnozstvo vymennych baz (S) informuje o mnozstve
bazickych kationov v jednom kilograme zeminy. Nasytenost’ sorpéného komplexu (V) je dana
podielom vymennych bazickych katiénov v % z celkovej sorpénej kapacity [10]:
S-100

V= T (1)
Kazda pdda vykazuje niekol'ko druhov sorpcie zivin. Na zaklade sposobu zadrziavania latok
v pode rozliSujeme 5 typov sorpcie zivin, a to mechanicku, fyzikalnu, chemicku, fyzikalne-
chemicku a biologicku. Mechanicka sorpcia spoc¢iva v mechanickom zadrziavani disperznych
Castic, velkych agregatov koloidnych castic alebo zrazenim v povrchovych, zizenych alebo
v konciacich péroch. Ma obmedzeny vyznam pre vyzivu rastlin [9]. Fyzikalna sorpcia suvisi
s povrchovymi javmi na fazovom rozhrani koloidnej sustavy. Je podmienend volnou
povrchovou energiou, ktord vznikda na rozhrani pevnych cCasti pddy a pddneho roztoku.
Prejavuje sa zviacSovanim (pozitivna sorpcia) alebo zmenSovanim (negativha sorpcia)
koncentracie molekil na povrchu pevnej fazy [7]. Pri negativnej sorpcii dochadza
ku kontaminacii podzemnych vod [9]. Pri chemickej sorpcii dochadza k zadrziavaniu iénov
v pode, ktoré za urcitych podmienok vytvaraju malo rozpustné resp. nerozpustné zluCeniny. Tie
si nasledne mechanicky zadrziavané pevnou fazou pddy a tvoria jej sucast. Fyzikalne-
chemicka sorpcia sa povazuje za najddlezitejsiu. Ide o vymenu i6nov medzi pddnym koloidnym
komplexom a podnym roztokom, uskuto¢iiujucu sa v ekvivalentnych pomeroch. Biologicka
sorpcia spociva v prijimani biogénnych prvkov rastlinami a mikroorganizmami z pddneho
koloidného komplexu. Patri medzi selektivne sorpcie, pretoze organizmy prijimaju len tie
prvky, ktoré potrebuju k svojmu zivotu [7].
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2.1.2 Fyzikalne vlastnosti

Medzi fyzikalne vlastnosti sa radia tie, ktoré mozno ohodnotit’ vizualne alebo ohmatom a ur¢it
pomocou $kal a stupnic tvar, silu a intenzitu [5]. Kazda poda je charakteristickd viacerymi
fyzikalnymi vlastnostami. Tie su podmienené disperziou pddnych castic, ich priestorovym
usporiadanim a vzajomnymi vztahmi medzi pevnymi ¢asticami, kvapalnou fazou a vzduchom.
Z toho vyplyva, ze poda je porovité teleso [1].

2.1.2.1 Zrnitost

Zrnitost patri medzi dolezité fyzikalne charakteristiky pody, ktora ovplyviiuje pohyb vody
v pode [1]. Zrnitost' pddy suvisi 1 s jej narokmi na obrabanie. V tom pripade sa pdda deli
na l'ahku — pieso¢natd, stredne tazku — hlinita a tazka — ilovita [7]. Voda v pode nie je tak
I'ahko dostupna pre organizmy a korene rastlin. V pode je zadrziavana v poroch kapilarnymi
silami a adsorpciou, pricom sila védzby rastie so znizujicou sa velkost'ou poérov a podnych
Castic. Jemnozrnné pddy zadrzuju viac vody ako hrubozrnné. Schopnost pddy zadrzovat vodu
zévisi na obsahu organickej hmoty. Cim je obsah organickej hmoty vasi, tym lepsia je
schopnost pody vodu zadrzovat. V suchych podmienkach st schopné dodat viac vody
jemnozrné pody ako piesok, kvoli vacsiemu obsahu kapilarnych porov [11].

2.1.2.2 Struktira

Pdda je zlozena z pddnych Castic, ktoré sa nazyvaju agregaty. Agregaty vznikli zlepenim
viacerych drobnych zfn, na ktoré sa Casom prilepili rozne sacharidy, humusové latky
a uhlicitany. V pode dochéadza k neustalej tvorbe a rozkladu Struktury. Na kvalitu Struktury ma
vplyv vodoodolnost, velkost a tvar pddnych cCastic. Najvhodnejs§i tvar podnych castic je
zaobleny. Nizka vodoodolnost podnych Castic sposobuje tvorbu prisusku na povrchu pody. Ten
znemoziuje rastlinam prijem vody, zivin a podporuje vodnu erdziu. Ku zlepSeniu Struktury
pody moze dojst Castej§im okopavanim, hnojenim alebo vapnenim [7].

2.1.2.3 Poérovitost’

Poérovitost’ je sumarny objem vsetkych porov a medzier nachadzajucich sa medzi pevnymi
Casticami. Spolu so Struktirou pddy je hlavnym ukazovatelom priestorového usporiadania
pddneho telesa. Dochéadza k formovaniu vol'nych priestorov (porov) medzi pevnymi Casticami
a zhlukmi, ako i vo wvnuatri zhlukov. Tieto voIné priestory umoziuju zakorenovanie
a upeviiovanie rastlin, existenciu pddnych organizmov, prijem, uvolniovanie i cirkulaciu vody
a vzduchu. Taktiez vSetky fyzikalne, chemické, fyzikalno-chemické a biologické procesy
ddlezité pre zivot a vyvoj pody sa odohravaju v poroch. Porovitost’ suvisi so zmenou objemove]
hmotnosti pody ¢o znamena, ze to nie je konStantna hodnota [1]. Objemova hmotnost pody
vyjadruje hmotnost’ nielen pevnych Castic, ale 1 kvapalnej a plynnej fazy pody, ktora vypliuje
pddne pory [7].

2.1.3 Biologické vlastnosti pody

Medzi biologické vlastnosti pody patri mineralizacia uhlika, dusika a nitrifikacia. Mineralizacia
uhlika je aktivita mikroorganizmov merand mnozstvom uvolneného oxidu uhli¢itého z pddy.
Prirodzenym uvolniovanim oxidu uhli¢itého sa zabezpecuje nevyhnutny obeh uhlika v prirode.
Mineralizacia dusika je proces uvolfiovania mineralnych foriem dusika z pddnej organickej
hmoty a nitrifikaciou sa oznacuje biologicka oxidacia mineralneho dusika [7].
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2.2 Zivot v pdde

Zivot v pdde najviac ovplyviiuje vlhkost, dostatoéné prevzdusnenie, nedostatkom svetla,
teplota a dostupnost zivin. Organizmy v pode nie su rozmiestnené rovnhomerne. Rozmiestnenie
zavisi na obsahu podnej organickej hmoty a moznosti pohybu organizmov v pddnom prostredi.
Kazda zlozka pddy ovplyviiyje ¢i obmedzuje zivot v pdde. Anorganické latky a produkty ich
zvetravania su pre organizmy zdrojom mineralnych latok. Vel'kost mineralnych latok urcuje
priestorové usporiadanie pddy. Jemnozmné pody su menej prevzdusnené, pevnejSie viazu
vodu, ziviny a vytvaraju stabilnejsSie prostredie pre organizmy. PiesoCnaté pody naopak
rychlejSie vysychaji, obsahuju menej zivin a vytvaraji premenlivé prostredie na zivot
mikroorganizmov. Medzi zakladné faktory limitujuce zivot v pdde patri voda, ktora je
transportnym médiom a rozpustadlom zivin. Vd’aka jej vysokej tepelnej kapacite zmieriuje
vykyvy teplot. Mnozstvo vody v pdde urcuje vlastnosti podneho roztoku ako je jeho pH,
koncentracia zivin a difizia plynov. Pédne organizmy musia byt prisposobené na urcité vykyvy
vlhkosti pddy. Rastliny su prispdsobené na to, aby tieto vykyvy zvladali. St schopné regulovat
prijem vody architektirou a rastom ich korefiového systému, pripadne symbiozou
s mykorhiznymi hubami. Zivo&ichy sa pred vykyvmi vlhkosti pody chrania presunom
do vhodnejsieho prostredia & tvorbou pokojovych §tadii. Dal§im limitujucim faktorom Zivota
v pode je vzduch, pre podne organizmy je dolezity hlavne kyslik. Vzduch sa do pody dostava
poérmi vacs§imi nez 0,3 mm. Prostredie bez kyslika moze nastat’ prevlhCenim, vysokou
spotrebou kyslika zivymi organizmami a jeho nedostato¢nou diftiziou do podneho prostredia.
Teplota je tiez faktor, ktory ovplyviiuje zivot organizmov v pode. Vac¢Sina podnych organizmov
patri do skupiny s optimalnych fungovanim okolo 25 °C. So zivotom v pdde suvisi 1 oxidacne-
redukCny potencial. VSetky organizmy ziskavaju energiu oxidaciou, kedy dochadza
k transformacii cukrov na CO; za uvolnenia energie, vodiku a elektronov, ktoré sa musia d’alej
viazat' [12].

2.2.1 Charakteristika skupin podnych mikroorganizmov

Pddne mikroorganizmy moézeme rozdelit’ do troch fylogenetickych domén: Bacteria, Archaea
a Eukarya. Najvyznamnej§iu skupinu predstavuju baktérie a huby, ktoré plnia v podnom
prostredi nezastupitelné funkcie a spolo¢ne sa podielaju na spravnom fungovani pddneho
prostredia [13].

Baktérie su jednobunkové organizmy s prokaryotickou organizaciou buniek. Nukleotid je
tvoreny jednou makromolekulou kruznicovej DNA, ktora nie je ohraniend jadrovou
membranou. V bunke nie su pritomné mitochondrie ani plastidy. Rozmnozuja sa nepohlavne,
delenim alebo pucenim. NajcCastejSie maju tvar tyCiniek, ktoré mozu byt rovné, zakrivené alebo
vytvaraju Spiralovity tvar. Vel'kost' bunky baktérie suvisi s tym, €i je baktéria rastuca alebo
nerastuca. Rastuce baktérie maju vicSie bunky ako tie nerastice [2]. V pdde sa nachadza
obrovské mnozstvo baktérii, avSak najCastejSie sa vyskytuje nasledujucich 6 skupin:
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes
a Planctomycetes. Hlavny vyznam baktérii v pode je dekompozicia organického materialu
a fixacia vzdu$ného dusika. Podielaju sa i na tvorbe pddnej Struktary vd’aka tomu, ze
polysacharidové obaly ich bunecnych stien stmeluju pddne Castice. Taktiez si dolezitym
zdrojom potravy pre vacSie organizmy [12]. Vyznamnou schopnostou podnych baktérii je
produkcia bioaktivnych latok, predovsetkym latok vyuzivanych ako antibiotické lieCiva.
K najznamejsim producentom antibiotik patri rod Streptomyces [2]. Aktinobaktérie
st charakteristické schopnostou ich buniek sa vetvit, tvorit jednobunecné mycélia a podielat
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sa na rozklade komplexnych latok (chitin). Vyznamnua skupinu tvoria i nitrifikaéné baktérie,
ktoré ziskavajui energiu aerdbnou oxidaciou amoénnych soli na dusitany, ¢ dusitanov
na dusi¢nany. Medzi najznamejsie rody z tejto skupiny patria Nitrosomonas a Nitrobacter.
DalSou vyznamnou skupinou su baktérie oxidujuce zlu&eniny siry, napriklad Thiobacilus.
Najznamej§imi baktériami, ktoré putaju vzdusny dusik su Rhizobium alebo Azotobacter [12].
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Obrazok 1: Baktérie rodu Bacillus [13]

Archaea podobne ako baktérie patri medzi prokaryota [12]. Morfologicky i spdsobom
rozmnozovania pripominaju baktérie, li§ia sa vSak stavbou cytoplazmatickej membrany
a bunecnej steny. Ich jedinecnou vlastnostou je metanogenéza, ¢o je schopnost redukovat
mnohé organické zluSeniny a produkovat metan [2]. Uloha archaei v pode nie je este
jednoznacne urcend, ale napriklad Stidie Leiningera et al. (2006) odhalili ich vyznamny podiel
na nitrifikacii [13]. Archaea je tiez vyznamnou zlozkou mikrobiomu zazivacich traktov
pddnych zivocichov [2].

Obrazok 2: Metanogénna Archea — Methanosarcina barkeri [ 14]

Eukaryota predstavuje heterogénnu skupinu organizmov, pretoze sem patria jednobunkové
organizmy, Castokrat veI'mi malych rozmerov, ale 1 huby, rastliny a zivo¢ichy. Hlavny rozdiel
medzi prokaryotnymi a eukaryotnymi organizmami je ten, ze eukaryotnd bunka mé jadro
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i organely oddelené od cytoplazmy jadrovym obalom. Okrem toho obsahuje i d’alSie organely
ako peroxisomy alebo Golgiho aparat [2].

Pddne huby patria vedl'a baktérii k najhojnej§im pddnym organizmom [2]. Rastu vacsinou
vo forme mycélia, co im umoziuje kolonizovat' velké objemy pody [13]. V pode bolo
identifikovanych cez 690 druhov hub [12]. Vyskytuju sa predovSetkym v lesnych pddach
s niz§im pH, kde ich aktivita je ststredena vo vrchnych 10 cm pddy [12]. Hraju dominantni
rolu pri rozklade zlozitych vysokomolekularnych latok ako je celuldza, lignin alebo pektin.
Do prostredia vylucuju enzymy, ktoré extracelularne Stepia tieto, pre va¢sinu inych organizmov
nedostupné, polyméry [2]. VyluCovanim extracelularnych enzymov taktiez spristupiiuju
rastlinam fosfor a d’alSie ziviny. Obrovsky vyznam maju mykorhizne huby, teda huby zijuce
v symbidze s rastlinami. Tieto huby st napojené na korefiovy systém rastlin a vyuzivaja im
prudiacich asimilatov. Zaroven zvacsuju efektivny povrch korefiov a tym umoziuja rastline
lepsie vyuzit podny roztok pre vlastnu vyzivu. Taktiez chrania rastliny proti patogénnom [12].

2.2.2 Podna fauna
Pddaje obyvana obrovskym mnozstvom zivocichov, ktoré mozno klasifikovat podla efektivnej
Sirky ich tela do troch zakladnych skupin mikrofauna, mezofauna a makrofauna [2].

2.2.2.1 Mikrofauna

Z hladiska pocetnosti a roli v pdde su najvyznamnejSie prvoky a hlisty. MenS$iu skupinu tvoria
virniky, ktorych vyznam v pode je doposial malo prebadany. ESte menej je znamy vyznam
podnych pomaliek. Pomalky su zivocCichy, ktoré sa vyznacuju schopnostou prechadzat
do anabiozy, pokojovych stadii, v ktorych st schopné preCkat aj tie najextrémnejSie
podmienky [2].

Prvoky Ziju prevazne v povrchovej vrstve pddy s dostatoénou vlhkostou [12]. Zivia sa prevazne
baktériami, pripadne i mikroskopickym hubami, riasami, inymi prvokmi alebo ¢iastockami
organickej hmoty. Ich pocet v pdde je zavisly na dostupnosti potravy, teda pocetnosti vSetkych
mikroorganizmov. Ako predatori baktérii stimuluji dynamiku bakteridlneho rastu a aktivity.
Hraju vyznamnu rolu v cykloch zivin v pdde a vyzive rastlin, nakol'’ko pri predacii uvoltiuju
I'ahko pristupné druhy dusika. Sluzia ako potrava pre d’alSie organizmy [2].

K najpocetnejSej skupine podnej fauny patria spolu s prvokmi i hlisty. Hlisty su volne
i paraziticky zijuce zivoCichy nachadzajuce sa takmer vo vsetkych podach, kde obyvaju
prevazne vrchné vrstvy [2]. Zivia sa rozkladajicou sa organickou hmotou, riasami &
prvokmi [12]. Podl'a potravinovych navykov rozliSujeme Sest’ zakladnych skupin: fytofagne,
bakteriofagne, mykofagne, fyto-mykofagne, dravé a vSezravé. Hlisty su v niektorych
systémoch zapojené do kolobehu latok a energie, kde priamo i nepriamo ovplyviiuju
dekompoziciu opadu a mineralizaciu organickych latok [2].
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Obrazok 3: Celé telo pédnej hlisty Clarkus popillatus [2]

Virniky sa tiez bezne vyskytuji v povrchovych vrstvach pady, kde vytvaraji kolonie. Zivia sa
drobnymi zivo€ichmi, riasami a baktériami. Ich vyznam v pode je znamy len malo, spociva
v tvorbe biomasy a tym vplyvom na kolobeh uhlika. Tiez sluzia ako potrava pre d'alSie
zivoCichy [2].

2.2.2.2 Mezofauna
NajvyznamnejSie z mezofauny su rupice, roztoCe a chvostoskoky. Dalej sem patria
i zastupcovia Spiradlovcov, ¢lankonozcov, drobnych lariev much a chrobédkov.

Rupice su blizkymi pribuznymi dazd’oviek, lisia sa menSou velkostou a belavym az zltkavym
sfarbenim. N4jdeme ich v pdde takmer vSetkych ekosystémov. Najvac§i vyznam maju
v ihli¢natych lesoch a raselinovych pddach, kde nahradzaju aktivitu dazd’oviek. Podiel'aju sa
na rozklade odumretej biomasy a spasanim mikroflory utvaraja pddnu mikrostruktiru.
Predstavuju 1 vyznamny zdroj potravy pre d’alsie podne zivoCichy [2].

Obrdzok 4: Rupice Cernosvitoviella minor [2]

Roztoce su prisposobené na zivot vo vSetkych typoch pddy tym, ze maju vyvinuté vsetky
potravinové stratégie. Podiel'aju sa na dekompozicii odumretej organickej hmoty, na tvorbe
pddnej mikrostruktiary a na kolobehu zivin. Vyznamne prispievaju k Sireniu mikroskopickych
hab a baktérii v opadu a pddnom prostredi [2].
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Chvostoskoky su druh citlivy na zmeny prostredia, ¢o sa vyuziva pri testoch ekotoxicity [12].
Vyskytujii sa v travnatych ekosystémoch a smrekovych lesoch. Zivia sa predovietkym
mikroskopickymi hubami, baktériami a riasami [2].

2.2.2.3 Makrofauna
Najvyznamnejsimi zastupcami makrofauny su dazd’ovky, mravce, mnohondzky a stonozky.

Dazd'ovky predstavuju najvyznamnejsiu skupinu podnej makrofauny [2]. Ich hlavny vyznam
je nielen v prevzdusnovani a mieSani pddy, ale predovSetkym v rozdrobovani rastlinného
organického materialu za pritomnosti mineralnych zloziek a tvorba takzvanych koprolitov.
Koprolity su organomineralne vylucky dazd’oviek, ktoré sa svojim zlozenim lisia od okolitej
pddy. Ide o vysoko stabilné agregaty zlep$ujuce pddnu Struktaru. Zivot dazdoviek je
podmieneny dostato¢nou vlhkostou, teplotou pddy a dostatkom organickej hmoty [12].
Chodby, ktoré vytvaraja, maju vplyv na vodny a plynny rezim pody. P6dy bohaté na dazd’ ovky
sa vyznacuju lepSou schopnostou zadrziavat podnu vlahu a zvySuje sa ich odolnost proti
erozii [2].

Obrazok 5: Ddazdovka Eisenia lucens [2]

Mravce sa zdrziavaju v koloniach a su schopné vytvarat superkolonie. Pritomnost’ mravcov
vyrazne ovplyviiuje mnoho fyzikalnych i chemickych zmien v pdde, kolobeh zivin a tok
energie [2].

Mnohonozky sa zivia odumretym rastlinnym materidlom, ktory rozdrobuju a tym prispievaja
k prvej faze jeho rozkladu. Medzi mnohondzkami sa nachéadza i niekol'ko druhov, ktoré patria
medzi vyznamnych Skodcov pol'nohospodarskych plodin [2].

Do makrofauny patria i vacsie zivocichy ako su krtkovia, hady a mys3i. Tie ziju v pdde Ciastocne
alebo docasne, alebo v nej majui vytvorené svoje hniezda. Celkovo vSak nemaju pre funkcie
pody vel'mi vel'ky vyznam, aj napriek tomu, Ze v mieste svojho vyskytu zasadne ovplyviiuju
prostredie [2].
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2.3 Plazma

Plazmou sa oznaCuje Ciastocne alebo plne ionizovany plyn zlozeny z idnov, elektronov
a neutralnych castic, ktoré vykazuju kolektivne chovanie a kvazineutralitu. Kvazineutralita
znamena, ze v jednotke objemu plynu sa vyskytuje rovnaké mnozstvo kladne i zaporne nabitych
Castic a celkovy priestorovy naboj je rovny nule. Plazma sa oznacuje aj ako Stvrté skupenstvo
hmoty [15,16]. RozliSujeme dva druhy plazmy, a to vysokoteplotni a nizkoteplotnu.
S vysokoteplotnou plazmou sa stretdvame pri experimentoch v astrofyzike a s nizkoteplotnou
sa stretame v zariadeniach ako su osvetlovacie ziarivky a vybojky [17]. Na rozdiel
od vysokoteplotne] plazmy st v nizkoteplotnej plazme excitované na vysoku energiu iba
elektrony a i6ny zostavaju na teplote blizkej okoliu. V doésledku toho ma nizkoteplotna plazma
niekol'’ko vyhodnych vlastnosti, ktoré sa vyuzivaju najméa pri uprave pevnych alebo kvapalnych
materialov [15]:

1) vyrazne nezvysuje teplotu opracovavaného materialu,
2) prevadzkové naklady su vel'mi nizke,
3) pri aplikacii nevznikaju neziaduce vedl'ajsie produkty.

V laboratornych podmienkach vznikéa plazma vybudenim elektrénov plynu dodanim vel'kého
mnozstva energie. Energia byva vac§inou dodana formou elektrického pola alebo radiovych
vin. V praxi sa preferuje ionizacia elektrickym vybojom. Po dodani dostatoénej energie sa
elektrony odtrhnu z molekuly alebo atomu, dojde k zrazkam volnych elektronov s neutralnymi
Casticami za vzniku nabitych castic ¢i dalSich volnych elektronov [18]. NajcCastejSie
sa na generovanie plazmy pouziva korénovy vyboj, dielektricky bariérovy vyboj alebo
zariadenie nazyvané plazmova tryska. Nizkoteplotna plazma je generovana pdsobenim
striedavého elektrického pola v prude nosného plynu [15].

NajvyznamnejSou fyzikalnou vlastnost'ou plazmy je elektricka vodivost'. Elektricka vodivost
plazmy zavisi od toho, ¢i je plazma slabo alebo silne ionizovana. Pri silne ionizovanej plazme
elektricka vodivost nezavisi na koncentracii nabitych Castic a rastie so strednou kinetickou
energiou elektronov. Vd'aka tomu moze mat’ plazma pri vysSich teplotach lepsiu vodivost’ ako
kovové vodice. Pri slabo ionizovanej plazme vodivost’ rastie s koncentraciou nabitych Castic.
S rasticou teplotou elektronov pri konstantnej koncentracii nabitych Castic elektricka vodivost
klesa [17].

2.3.1 Vyboje pouzivané na generaciu nizkoteplotnej plazmy

Korénovy vyboj moze existovat len v nehomogénnom poli, ktoré vznika medzi dvomi
elektrodami. Aspon jedna musi mat’ maly polomer krivosti, to znamena, ze musi byt Spicata.
Takuto elektrodu nazyvame korénujuca elektroda [15]. V dosledku malého polomeru krivosti
elektrody sa v jej okoli vytvara silné elektrické pole, v ktorom vznikaju elektronové laviny.
Elektronové laviny sa nemdzu rozsirit’ do celého priestoru medzi elektrodami, a tak je oblast
ionizacie viazana len na okolie koronujucej elektrody. Tuto oblast’ nazyvame koronujica vrstva
alebo ioniza¢na vrstva. Vizualne je pozorovatelna ako slabo svietiaci obal kordénujuce]
elektrody. Oblast’, v ktorej nedochédza k ionizacii sa nazyva vonkajsia oblast’ [17]. Na zéklade
polarity korénujucej elektrody a druhu pripojenia napitia rozliSujeme niekolko typov
korénovych vybojov: korona jednosmernd pozitivna, jednosmerna negativna, striedava
a vysokofrekvencna [15].
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Obrdzok 6: Koronovy vyboj z hrotu Spendlika [19]

Dielektricky bariérovy vyboj (DBD) vznikd medzi dvomi elektrodami napajanymi striedavym
napatim. Medzi elektrédami sa nachadza dielektrikum, ktoré obmedzuje velkost elektrického
prudu prechadzajuceho medzi elektrodovym priestorom, a tym padom sa ionizovany plyn prili§
neohrieva [20]. Dielektricky bariérovy vyboj sa plazmochemickymi reakciami a hustotou
nabitych Castic podoba koronovému vyboju. AvSak na rozdiel od malej aktivnej oblasti
koronového vyboja sa dielektricky bariérovy vyboj da aplikovat na vacsich plochach, vd’aka
c¢omu je CastejSie vyuzivany [15].

Elektréda

~ Vyboj
Dielektrikum
1 Q)

Obrazok 7: Schematické znazornenie dielektrického bariérového vyboja (1) a dielektricky
bariérovy vyboj v praxi (2) [21]

Plazmova tryska sa sklada z dvoch proti sebe postavenych elektrod, medzi ktorymi vznika
elektricky vyboj podobny dielektrickému bariérovému vyboju. Prudiaci plyn tu vSak strhava
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Castice plazmy do priestoru, o vytvara dojem plamernia [15]. Svoje vyuzitie nachadza
predovsetkym v medicinskych aplikaciach, kde sa pouziva pri lieCeni koznych chorob [22].

Obrazok 3: Plazmova tryska [22]

2.4 Plazmou aktivovana voda

Plazmou aktivovana voda (PAW) sa generuje plazmovou tpravou vody s plazmovym zdrojom
nad alebo pod povrchom vody [23]. Ako plazmovy zdroj moze byt pouzity korénovy vyboj,
dielektricky bariérovy vyboj alebo plazmova tryska. Plazmova uprava vody mdze prebiehat
niekol'kymi spdsobmi [16]:

1) oSetrenim vody plazmou generovanou v plynnej faze priamo, oSetrena voda je zaroven
elektroda alebo je v priamom kontakte s generovanou plazmou,

2) oSetrenim vody plazmou generovanou priamo vo vode,

3) oSetrenim vody nepriamo produktami vyboja.

Pocas generovania PAW st energetické Castice v plazmatickej faze zachytené v kvapalinach
ana rozhrani plyn-kvapalina je zahijena séria reakcii, ktoré vedu k rozpusteniu rdznych
primarnych a sekundarnych reaktivnych latok v kvapaline [23]. Tieto reaktivne latky zahriiaju
okrem reaktivnych druhov kyslika a dusika (RONS) i druhy s dlhou zivotnostou a druhy
s kratkou zivotnost'ou, ktoré su zodpovedné za chemické a biologické ucinky PAW. Dlhu
zivotnost’ maju dusi¢nany, dusitany, peroxid vodika, 0zon a kratku zivotnost maji hydroxylové
radikaly, oxid dusnaty, superoxid, peroxynitrat a peroxynitrity [24,25].
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PLASMA GAS PHASE CHEMISTRY
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Obrazok 8: Série reakcii prebiehajucich na rozhrani plyn-kvapalina pocas generovania plazmou
aktivovanej vody [26]

Plazmou aktivovana voda sa vyuziva k dezinfekcii koze, lekarskych nastrojov, povrchov
a taktiez pitnej a uzitkovej vody. Je ekologickejSia v porovnani s niektorymi tradiCnymi
chemickymi dezinfekénymi prostriedkami, ktoré v poslednych rokoch vyvolavaji obavy
o zivotné prostredie i verejné zdravie [23]. Vyznacuje sa i vynikajicimi biologickymi
aktivitami v pol'nohospodarskych a biomedicinskych aplikaciach. Pokial ide
o pol'nohospodarske aplikacie, vd’aka svojej biochemickej aktivite sa PAW vyuziva k zvySeniu
rychlosti klicenia semien a nasledného rastu sadenic, na deaktivaciu patogénnych organizmov
suvisiacich s rastlinami a na lieCenie rastlin infikovanych plesiami [24]. V biomedicine sa PAW
uplatiiuje pri hojeni ran, deaktivacii baktérii, virusov a pri terapii rakoviny [24].

2.4.1 Vlastnosti plazmou aktivovanej vody

Plazmou aktivovana voda je charakteristicka kyslym pH, ktoré je nasledkom tvorby
reaktivnych castic a i6nov. Rézne RONS maja acidobazické vlastnosti vdaka tomu, ze su
schopné do vodného roztoku uvoltiovat vodikové i6ny. Plazmou upravena voda je okysl'ovana
absorpciou plazmaticky generovanych NO* a NO? a ich naslednou produkciou v kvapalnej
faze. Niektori autori pozorovali znizovanie pH so zvySujucim sa casom posobenia plazmového
zdroja na vodu. Po urcitej dobe vSak pH dosiahne konStantnej hodnoty. Pokles pH a tvorba
RONS zavisi od zdroja a napajacieho plynu pouzitého na generovanie plazmy [23]. Najnizsia
hodnota pH plazmou aktivovanej vody bola dosiahnutd pouzitim ozonizovaného vzduchu
(2,940,1) a vzduchu (3+£0,2). Ozonizovany vzduch je plyn, ktory vznika pri priechode vzduchu
generatorom ozonu, kedy sa Cast’ kyslika z vel'kého mnozstva kyslika pritomného vo vzduchu
premieria na ozon. Kyslé vlastnosti tychto plynov si dosledkom vysokoenergetickych reakcii
prebiehajucich vo vnutri plazmy. Najvys§iu hodnotu pH plazmou aktivovanej vody je mozné
dosiahnut’ pri pouziti plynného dusika [27].

Oxidacne-redukény potencial (ORP) patri medzi d’alSie vlastnosti plazmou aktivovanej vody.
ORP urcuje schopnost' roztokov oxidovat alebo redukovat latku. PAW sa vyznaluje
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pozitivnou hodnotou oxida¢ne-redukéného potencialu, vd’aka ¢omu funguje ako oxidacné
¢inidlo [27]. T schopnost’ inaktivacie suvisi s oxidacne-redukénym potencialom. Vysoka
hodnota ORP je zodpovedna za zni¢enie membranovej integrity mikrobov a ovplyvnenie
vnutornych a vonkajSich bunkovych membran [23]. Najvyssia hodnota ORP bola pozorovana
pri priprave PAW pomocou ozonizovaného vzduchu, vzduchu alebo dusika [27]. Za oxidacne-
redukény potencial PAW je zodpovedny peroxid vodika, pretoze sa mdze spravat’ ako oxidant
aj ako redukc¢né Cinidlo. Hodnota ORP zavisi na spdsobe a dobe generovania PAW [23].

Vodivost' je miera schopnosti vody viest' elektricky prad a je zavisla na pritomnosti cudzich
i6nov. VSeobecne sa meria v jednotkach mikrosiemens na centimeter, pricom vodivost
destilovanej vody sa pohybuje medzi 0,5 a 3 uS/cm. Pocas plazmatickej aktivacie vody
vznikaju RONS, ktoré sa 'ahko rozpustaju vo vode, a tym prispievaju k zvysenej vodivosti
PAW. Po 20 minutach aktivacie plazmy pomocou plynného plazmového pridu Ar/O2 bola
namerana vodivost 450 uS/cm [28]. Pri aktivacii plazmy pomocou plazmovej mikrotrysky
po rovnako dlhu dobu, bola namerana vodivost 18,8 uS/cm. Rozdiely medzi nameranymi
hodnotami vodivosti boli sposobené nizkym napétim (0,40-0,42 V) pri pouziti plazmove]
mikrotrysky. Vplyv na vodivost PAW ma 1 spdsob jej generovania, vysSia vodivost’ je
pri generovani priamo vo vode v porovnani s generovanim nad vodnou hladinou [28].

Peroxid vodika je jednou z reaktivnych foriem kyslika (ROS), ktory ma v redoxnych
signalovych drahach viac funkcii. Z hl'adiska mediciny hra dolezitd tlohu pri fungovani
imunitného systému, v polnohospodarstve ma vplyv na zniZenie virulencie patogénov
ana pozitivny rast a vyvoj rastlin [24]. V PAW je peroxid vodika zodpovedny za jej
antimikrobialne vlastnosti a spolu so superoxidovym anidénom i za oxidac¢né vlastnosti. Bolo
preukazané, ze pri tvorbe peroxidu vodika v PAW ide hlavne o kombinaciu OH radikalov
produkovanych z elektricky disociovanych molekul vody. Poc¢as studia produkcie peroxidu
vodika z vyboja vo vode sa zistilo, ze doba vyboja a aplikované napétie linearne zvysuju jeho
produkciu [28]. Dusitanové a dusi¢nanové i6ny patria medzi reaktivne druhy dusika (RNS).
Su tvorené ako sekundarne produkty a povazuju sa za latky so silnou baktericidnou
schopnostou v kyslom prostredi. Najma NO?* sa pri nizkom pH l'ahko protonuje a degraduje
na H2O, NO a NOo, ktoré su pre bunky intenzivne toxické. V modernom polnohospodarstve
hraju RNS dve hlavné ulohy [24]:

1) su absorbované rastlinnymi enzymami (nitratreduktaza) ako zivina,
2) mozu riadit’ aspekty metabolizmu a vyvoja rastlin ako signalna molekula.
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3 EXPERIMENALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie a vybavenie
3.1.1 Pouzité chemikalie
o Cernozem z oblasti Ledce, miestnej &asti Brat&ic — zdroj mikroorganizmov
o Tekuté kultivacné médium Nutrient Broth w/ 1 % Peptone (HiMedia)
e Zivné médium Agar powder Bacteriological (HiMedia)
e Plazmou aktivovana voda (PAW)

3.1.2 Pouzité vybavenie
e Analytické vahy (Boeco, Nemecko)
e Predvazky Kern EW 620-3NM (Nemecko)
e Zdroj dielektrického bariérového vyboju (DBD)
e Opticky mikroskop s fotoaparatom
e Petriho misky s priemerom 50 mm
e Pomocky pre mikrobialnu pracu
e Bezné laboratorne sklo

3.2 Priprava PAW

Na pripravu plazmou aktivovanej vody bol pouzity zdroj dielektrického bariérového vyboja
(DBD), kedy vyboj horel proti vodnej hladine (vid obrazok 10). V odmernom valci bolo
odmeranych 75 ml destilovanej vody, ktoré boli preliate do Petriho misky upevnenej k zdroju
DBD. Nasledne bol na destilovani vodu aplikovany vyboj v 15 sekundovych intervaloch
po dobu 2 minut. Postup sme niekol'kokrat opakovali, az do ziskania dostaCujuceho mnozstva
PAW. Ziskanu PAW z jednotlivych opakovani sme zmiesali a tym zhomogenizovali, aby
na vSetky vzorky bola pouzita identicka PAW.

7Za . y

Obrdzok 9: Zdroj dielektrického bariérového vyboja
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Obrazok 10: Schéma vyroby PAW: 1- Petriho miska, 2 — platna z oxidu hlinitého, 3 — grafitovd
elektroda, 4- strieborna elektréda, 5 — aktivovand voda, 6 — plazmova zéna [25]

3.3 Priprava 24 h vyluhu

Pred samotnou pripravou vyluhu bolo potrebné vysterilizovat' reagenné fl'ase. Sterilizacia
prebehla pomocou 0zonu, ktory sme aplikovali 1 minatu. Na analytickych vahach bola zvazena
pdda, ktort sme nasypali do troch velkych reagenénych flia§. Nasledne bola k pdde pridana
kvapalna zlozka podl'a tabulky 1. Vzniknuté suspenzie boli poriadne premieSané a po dobu
24 hnechané luhovat’ v tmavej miestnosti pri teplote 25 °C. Na druhy deri boli suspenzie znovu
premiesané a ponechané dekantovat’. Pre d’alSiu pracu bol pouzity Ciry roztok, ktory obsahoval
uvol'nené mikroorganizmy z pddy. Na predvazkach bolo do troch menSich reagen¢nych fT'asiek
odvazenych 10 g Cireho roztoku, ku ktorym bolo pridanych 100 ml destilovanej vody. Tieto

roztoky boli pouzité pre d’al§iu pracu.

Tabulka 1: ZloZenie suspenzii

Reagencna fI’asa cislo Hmotnost’ pody Objem a typ kvapalnej
zlozky
1 100,397 g 100 ml destilovanej vody
101,081 g 100 ml PAW
3 100,810 g 50 ml destilovanej vody
+ 50 ml PAW
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Obrazok 11: Pripravené roztoky pre dalSiu mikrobidlnu pracu

3.4 Priprava hodinového vyluhu

Bola pripravena suspenzia z 101,99 g pddy a 100 ml destilovanej vody, ktora sa luhovala 1 h
v tmavej miestnosti pri teplote 26 °C. Po hodine bola suspenzia premieSana a nechana 10 minutt
dekantovat’. Nasledne bol do troch kadi¢iek odvazeny Ciry roztok, ku ktorému bola pridana
kvapalna zlozka podl'a tabul'ky 2. Takto pripravené roztoky boli pouzité pre d’alSiu pracu.

Tabulka 2: Priprava roztokov z hodinového vyluhu

Kadicka Hmotnost’ ¢ireho Objem a typ kvapalnej
roztoku zlozky
A 10,17 g 100 ml destilovanej vody
B 10,17 g 100 ml PAW
C 10,02 g 50 ml destilovanej vody
+ 50 ml PAW

3.5 Priprava kultiva¢ného média

Do Ssiestich Erlenmeyerovych baniek bolo pripravené médium na kultivaciu podnych
mikroorganizmov. Podl'a navodu bolo na 500 ml destilovanej vody pridané 12,5 g Nutrient
Broth w/ 1 % Peptone a 10 g Agar powder Bacteriological. Erlenmeyerové banky sme
zazatkovali, zakryli alobalom a jemnym kruzenim rozpustili pridané zlozky. Pripravené média
boli nasledne umiestnené do tlakového hrnca, kde pri teplote 120 °C prebehla sterilizacia
po dobu 50 minut. Po uplynuti ¢asu bolo este horuce médium naliate do Petriho misiek a praca
d’alej pokracovala az po stuhnuti média.

3.6 Priprava vzoriek

Pri priprave vzoriek sme pracovali v sterilnej miestnosti, ktora bola vydezinfikovana pomocou
UV ziarenia. Roztoky z 24 h vyluhui 1 h vyluhu boli nariedené koncentra¢ne o riad do ependorf
skumaviek. Riedili sme na 1 ml, o znamenalo 0,1 ml kultury a 0,9 ml sterilizovanej vody.
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3.7 Oc¢kovanie a kultivicia mikroorganizmov

Do Petriho misiek bolo naliatych 10 ml kultivatného média a po zatuhnuti bolo mozné
uskutoCnit’ ockovanie. Na kazda misku bolo pouzitych 100 ul pripraveného vzorku.
Koncentracie pouzité na ockovanie boli 102, 10#a 10°. Zaotkované boli i nezriedené roztoky,
aby sme mali moznost’ si overit, ze mikroorganizmy sa v danych vzorkach naozaj nachadzaju
vo velkom pocte. Kazda vzorka bola zao¢kovana v troch opakovaniach, aby sme znizili vplyv
nadhodnej chyby. S tymito vzorkami sme d’alej nepracovali. Kultivacia prebiehala v tmavej
miestnosti pri teplote 27 °C po dobu 24, 48 a 144 hodin.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimentalnej Casti bol pozorovany vplyv plazmou aktivovanej vody na podne
mikroorganizmy. Kultivacia mikroorganizmov na Petriho miskéch bola sledovana po dobu 24,
48 a 144 hodin. Bol pozorovany rast roznych kolonii a ich nasledné pocitanie bolo uskuto¢nené
pomocou pocitacieho pera (eCount™ Colony Counter, Heathrow Scientific). Taktiez boli
vyhodnocované ucinky PAW na pddne mikroorganizmy. Na zaver boli pod mikroskopom
identifikované niektoré kolonie.

4.1 Pozorovanie po 24 hodinach

Tabulka3: Pocet kolonii v jednotlivych vzorkdch po 24 hodinovej kultivacii

koncentracia
Vzorky 102 104 1
1 67
52
2 58
73
85
3 102
73
85
A 101
57
B 74
89
93
C 65
34
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Po 24 hodinovej kultivacii v tmavej miestnosti pri teplote 27 °C bol pozorovany rast kolonii
mikroorganizmov len u koncentracie 102, Zvys$né dve koncentracie boli prili§ zriedenie na to,
aby za 24 hodin stihli narast kolonie. Za tento ¢as nebolo mozné sledovat’ odliSnost’ medzi
jednotlivymi koléniami, nakol'ko vSetky boli malé a sfarbené do biela. Vzorka 1 obsahovala
24 h vyluh zmieSany s destilovanou vodou. U tejto vzorky bolo pozorovanych v priemere 60
narastenych kolonii. U vzorky 2, ktora obsahovala 24 h vyluh zmieSany s PAW, bolo
pozorované vacsie mnozstvo kolonii. Najviac kolonii bolo u vzorky 3, ktora obsahovala 24 h
vyluh v kombinécii s destilovanou vodou a PAW. Vzorky A, B a C obsahovali 1 h vyluh
zmieSany s kvapalnou zlozkou v rovnakom poradi ako je uvedené u vzoriek vyssie. V tomto
pripade bolo najviac narastenych kolonii mikroorganizmov u vzorky B, ktora obsahovala PAW.
Najmenej kolonii bolo pozorovanych u vzorky C, ktord obsahovala kombinaciu destilovanej
vody a PAW. Z vysledkov predpokladame, ze pouzitie PAW malo priaznivy vplyv na rast
vacsieho mnozstva kolonii. AvSak nebolo identifikované, ¢i kolonie patria patogénnym alebo
uzitoénym baktériam. Ohl'ad treba brat i na to, Zze pri o¢kovani mohlo byt pipetou nabrané
rozdielne mnozstvo mikroorganizmov zo vzorky.
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Obrazok 12: Porovnanie vzoriek rozdielnej doby lithovania pri pouziti PAW, viavo vzorka B
nezriedend a o koncentrdcii 107, vpravo vzorka 2 nezriedend a o koncentrdcii 107

Obrazok 13: Porovnanie vzoriek rozdielnej doby lithovania pri pouZiti destilovanej vody, viavo
vzorka A o koncentrdcii 107 a nezriedend, vpravo vzorka 1 nezriedend a o koncentrdcii 10”

Na zaklade porovnania doby Ithovania mdzeme povedat, ze vicSie mnozstvo kolonii
sa vytvorilo pri vzorkach, ktoré sa luhovali 24 hodin. AvSak velky rozdiel medzi tymito
hodnotami nebol. Podl'a obrazku 12 a obrazku 13 mézeme vidiet, ze zaoCkované Petriho misky
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sa od seba vel'mi neliSia. U vzoriek zao¢kovanych nezriedenymi roztokmi neboli kolonie

pocitang.

4.2 Pozorovanie po 48 hodinach

Tabulka4: Pocet kolonii v jednotlivych vzorkdch po 48 hodinovej kultivacii

koncentracia
Vzorky 102 104 06
1 256 0 0
366 0 0
2 410 1 0
210 1 1
352 1 0
3 329 1 0
432 0 0
232 7 2
A 213 2 0
210 3 0
B 266 1 1
345 0 0
432 0 0
C 279 1 1
147 2 0

Po 48 hodinovej kultivacii sme pri vzorkach zao¢kovanych nezriedenymi roztokmi pozorovali
prerastenie kultur. U vzoriek s koncentraciou 107 sa uz predtym vzniknuté kolonie rozsirili.
Kolonie sa od seba odliSovali rozlicnym sfarbenim, tvarom a Struktirou povrchu.
U koncentracii 10 a 10 zagali vznikat' kolonie, ktorych bolo menej a nelisili sa od seba.
Najviac kol6nii z 24 h vyluhu naréstlo vo vzorku 3, ktory obsahoval zmes destilovanej vody
a PAW. Najmenej ich z 24 h vyluhu bolo pozorovanych vo vzorku 1, ktory obsahoval
destilovanu vodu. Pri 1 h vyluhu bolo najviac kolonii vo vzorku B, teda pri pouziti PAW

a najmenej vo vzorku C, kedy bola pouzitd zmes destilovanej vody a PAW.
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Obrdzok 14: Porovnanie rastu kolonii vo vzorku A pri koncentracii 10*(vpravo) a 10° (vlavo),
kedy sa u 10° Ziadne koldnie este nenachddzaji

Obrazok 15: Pozorovanie zmien vo vzorku B po 48 hodinovej kultivacii, viavo nezriedend vzorka a
vpravo vzorka o koncentracii 10°
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Na obrazku 15 mozeme vidiet, ako sa jednotlivé kolonie rozrastli v porovnani s obrazkom 12
vlavo. Taktiez pri koncentracii 10 pozorujeme rozdiely medzi koléniami, &i uz vo farbach

alebo v strukture povrchu.

4.3 Pozorovanie po 144 hodinach

Tabulka5: Pocet kolonii v jednotlivych vzorkdch po 144 hodinovej kultivacii

koncentracia
Vzorky 10 106
1 47 49
55 36
2 74 46
80 38
75 89
3 31 45
25 96
45 53
A 56 81
49 102
B 68 80
79 84
58 59
C 30 21
32 47

Po 144 hodinach kultivacie boli pozorované kolonie len pri koncentraciach 10 a 106, pretoze
u koncentracie 107 boli kolénie uz prili§ rozrastené. Rozdiely medzi jednotlivymi koloniami
boli v tej chvili natol'’ko markantné, ze bolo mozné isti €ast’ urcit vol'nym okom. Pri 24 h vyluhu
sa najviac kolonii nachadzalo vo vzorku 2, ktory obsahoval PAW. Pri 1 h to bolo vo vzorku B,

ktory takisto obsahoval PAW.
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Obrdzok 16: Variabilita kolonii vo vzorku 3 o koncentracii 10, ktory obsahoval 24 hvyluh a zmes
destilovanej vody a PAW

Obrdzok 17: Koldnie vo vzorku 2 o koncentrdcii 10°°, ktory obsahoval 24 h vyluh a PAW
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Obrdazok 18: Kolonie vo vzorku A o koncentrdcii 10°°, ktory obsahoval 1 hvyluh a destilovanii vodu

Obrazky vyssie poukazuju na to, ze jednotlivé kolonie sa od seba lisili tvarom, farbou,
Struktirou povrchu, ale aj umiestnenim v agare. Niektoré kolonie narastli na povrchu
kultivatného média, podla ¢oho usudzujeme, ze dané mikroorganizmy mozu byt aerdbne.
Pri koloniach vyrastenych CiastoCne v objeme agaru predpokladame, ze pdjde o anaerdbne
mikroorganizmy. V okoli niektorych kolonii sme taktiez pozorovali vznik biofilmu, ktory bol
vrasnitého i hladkého charakteru. Na zaklade porovnania kolonii v jednotlivych vzorkach
usudzujeme, ze PAW ma mykocidné vlastnosti.

Viacsina kolonii bola bielej farby, Co je typické pre velké mnozstvo baktérii. V pdde
sa najcastejSie vyskytuje druh Bacillus subtilis, ktory patri medzi aerdbne, gram-pozitivne
baktérie. Mozu byt priamo sucastou pody alebo ich do pddy vylucuju pddne organizmy.
Vyznacuju sa predovSetkym antifungalnou aktivitou. Biele, jemne vrasnité kolonie vytvara
i rod Streptomyces, ktory patri do triedy Actinobacteria. Zastupcovia tejto triedy hraja v pode
ddleziti rolu najma pri rozklade organickych latok. Patria sem baktérie, ktoré st gram-pozitivne
a aerobne. Do triedy Actinobacteria patri 1 druh Micrococcus luteus. Ten vytvara hladké,
kruhové kolonie sfarbené do zlta, ktoré mdézeme pozorovat predovsetkym na obrazku 15.
Su charakteristické zoskupovanim sa do tetradov alebo vacsich zhlukov (vid’ obrazok 19).

Jemno sfarbené ruzové kolonie sme predpokladali, ze patria rodu Rhizobium, ktory je suCastou
triedy Rhizobiales. Patria sem gram-negativne baktérie, ktoré vacSinou Zziji v symbidze
s rastlinami. V pode hraju vyznamnu rolu kvoli tomu, ze fixuju dusik.

Dalej bol vo vzorkach 3 a A (vid obrazok 16, obrazok 18) pozorovany vyskyt mikroskopickych
hub (vid’ obrazok 21, obrazok 22). Aj ked’ sa mdze zdat’, ze tieto mikroorganizmy si v pode
neziadice, opak je pravdou. Su ukazovatelom zivota v pode. Pomahaji rastlindm
pri spristupneni a vstrebavani zivin. Pozorovanie pomocou optického mikroskopu poukazalo
i na pritomnost’ rias vo vzorku 2. Ich vyskyt v pode nie je vobec neobvykly. V pdde su najviac
zastapené riasy z triedy Chlorophyta. Pritomnost’ rias ma priaznivy ucinok na pddu.
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4.4 Mikroskopické pozorovanie
Pre blizSie pozorovanie mikroorganizmov bol pouzity opticky mikroskop s digitdlnym
fotoaparatom. Pozorované boli len tie kolonie, ktoré nas viac zaujali.

Obrazok 19: Baktérie Micrococcus luteus zo vzorku 2, ktory obsahoval 24 h vyluh a PAW

Obrazok 20: Riasy z triedy Chlorophyta pritomné vo vzorku 2, ktory obsahoval 24 h vyluh a PAW
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Obrazok 21: Mikroskopické huby nachadzajuce sa vo vzorku 3,ktory obsahoval 24 h vyluh a zmes
destilovanej vody a PAW

Obrazok 22: Mikroskopické huby nachadzajice sa vo vzorku C, ktory obsahoval 1 hvyluh a zmes
destilovanej vody a PAW
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5 ZAVER

Bakalarska praca bola zalozena na pilotnom Studiu vplyvu plazmou aktivovanej vody
na zivotaschopnost' a zlozenie pddnych mikroorganizmov. Samotny experiment priniesol
vysledky, ktoré vSak bude treba v buducnosti detailnejSie preskimat’ vratane vplyvu na rozne
skupiny mikroorganizmov samostatne. Praca bola zalozen4 na pouziti Cernozeme z Ledce,
miestnej Casti Brat¢ic. V jednom pripade bola destilovana voda, plazmou aktivovana voda alebo
zmes destilovanej a plazmou aktivovanej aplikovana priamo na pddu. V druhom pripade islo
o aplikaciu toho istého az na vyluh z pody. Vsetky vzorky boli premieSané a ponechané
k dekantacii. Nasledne bolo pracované len Cirym roztokom. Roztoky boli nariedené
koncentraéne o rad a nasledne boli zaotkované len koncentracie 102, 10* a 10°. Takto
zaoCkované Petriho misky sa kultivovali v tmavej miestnosti po dobu 24, 48 a 144 hodin
pri teplote 27 °C. Bol pozorovany pocet narastenych kolonii pri jednotlivych koncentraciach
a pomocou mikroskopu bolo blizsie urc¢ené o aky druh mikroorganizmu sa jedna.

Po 24 hodinach kultivacie boli pozorované kolonie len u koncentracie 1072, ktoré sa vsak
od seba nelisili. Po 48 hodinach kultivacie sa tieto kolonie rozsirili a boli uz medzi nimi
pozorovatel'né rozdiely. Pri nizSich koncentraciach sa uz zacali objavovat’ kolonie v menSom
podte. Po 144 hodinach kultivacie sa objavili kolénie i u koncentracii 10* a 10, Rozdiely
medzi jednotlivymi koloniami boli viditeIné vol'nym okom, nakol'ko medzi odli§nosti patrila
farba kolonii a taktiez ich tvar. Pre blizSie pozorovanie o aké mikroorganizmy by mohlo ist,
bol pouzity opticky mikroskop s digitadlnym fotoaparatom. VacSina kolonii bola bielej farby
a na zaklade vedomosti, ktoré mikroorganizmy sa nachadzaju najcCastejSie v pdde, sme prisli
k zaveru, ze by mohlo ist’ o Bacillus subtilis. Vyznamnu tlohu v pdde maju baktérie triedy
Actinobacteria, medzi ktoré patri rod Streptomyces vytvarajuci biele vrasnité kolonie. Do tejto
triedy patri 1 druh Micrococcus luteus vytvarajuci do zlta sfarbené kolonie. Medzi d'alSie
vyznamné triedy pddnych mikroorganizmov patri Rhizobiales, kedy rod Rhizobium vytvéra
jemno ruzovo sfarbené kolonie. Potvrdili sme i pritomnost’ mikroskopickych hub, tie sa v§ak
nenachadzali vo vzorkach obsahujucich len plazmou aktivovanu vodu.

Na zaklade experimentalnej prace mozeme povedat, ze plazmou aktivovand voda mala
pozitivny vplyv na rast kolonii pddnych mikroorganizmov. AvSak nie sme schopni urcit €1 sa
jedna o kolonie patogénnych alebo pre podu prospesnych mikroorganizmov. Taktiez boli
pozorované mykocidné vlastnosti plazmou aktivovanej vody.
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