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ABSTRAKT

Tématem této bakalarské prace je vliv plazmatem oSetfené vody na plisn€. Teoreticka ¢ast je
vénovana interakci plazmatu s kapalinami, vlastnostem a vyuziti plazmatem aktivované vody
a jejiho vlivu na rizné druhy mikroorganisma. Reaktivni Castice obsazené v plazmatem
oSetfené vodé zpusobuji inhibici zivych bunék, proto mize byt plazmatem oSetfena voda
vyuzivana jako sterilizacni prostiedek.

V experimentalni Casti je porovnana Gc¢innost tii zpusobu piipravy plazmatem oSetiené vody.
Pro aktivaci nad vodni hladinou byl pouzit plazmovy systém dielektrického bariérového
vyboje. K aktivaci pod hladinou vody byla pouzita plazmova tryska; byly studovany dvé
metody — stfidavy (vysokofrekvencni) a stejnosmémy vyboj. Ze vzorki plazmatem oSetfené
vody byly pfipraveny suspenze plisné Aspergillus niger, které byly nasledné zao¢kovany na
sladinové médium a kultivovany po dobu 72 hodin. Vysledny efekt byl vyhodnocen
stanovenim poctu jednotek tvoticich kolonie.

Takto experimentalné ziskana data byla zpracovana a diskutovana v kapitole vysledku
a diskuze. Bylo zjisténo, ze metoda aktivace vody pod jeji hladinou ma vyraznéjsi ucinky, coz
odpovida informacim shrnutym v teoretické &asti. Uinek dielektrického bariérového vyboje
byl o néco mirné&jsi, ale vSechny tfi metody zpusobily znacny ubytek poctu kolonii oproti
kontrolnimu neosetienému vzorku.

KLICOVA SLOVA

Plazma, plazmatem oSetfena voda, reaktivni ¢astice kysliku, reaktivni Castice dusiku, plisef,
inhibice, Aspergillus niger



ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on influence of plasma treated water on fungal diseases. The
theoretical part is dedicated to plasma-liquid interactions, properties and application of plasma
activated water and its influence on different microorganisms. Plasma activated water contains
reactive oxygen species which cause inactivation of living cells, making it a potential sterilizer.

The experimental part of this work compares the effectiveness of three plasma treated water
preparation techniques. Dielectric barrier discharge system was used to activate water above
its surface. For the under the surface activation, a two-electrode system of both alternating and
direct current was used. Plasma treated water was then used to prepare a suspended mixture
with Aspergillus niger spores. The latter was then cultivated on agar plates for 72 hours. The
overall effect was evaluated in amounts of colony forming units.

The experimentally obtained data was processed and discussed in the results and discussion
section of the thesis. It was found that the underwater surface activation had more significant
effect on mold deactivation, which corresponds with the information contained in the
theoretical part. Although the effect of dielectric barrier discharge was not as promising, all
three methods used led to a decrease of colony forming units in comparison to the non-treated
control sample.

KEYWORDS

Plasma, plasma treated water, reactive oxygen species, reactive nitrogen species, fungi,
Aspergillus niger
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1 UVOD

VétSina atomarni hmoty ve vesmiru existuje ve formé plazmatu. Nejvyznamnéj§im piikladem
je slunce, které nam umoziuje zivot na Zemi. Proto je plazma povazovano za ctvrté skupenstvi
hmoty. Stejné jako kapalina se pfeméni na plyn pifidanim energie, tak i z plynu vznikne plazma.
Jedna se o ionizovany plyn tvofeny kladn€ a zaporné nabitymi Casticemi o stejné koncentraci
[1-3].

Jak uz bylo zminéno, plazma je nejbéznéjsi formou hmoty, ale nase planeta je vyjimkou —
vSechny latky kolem nas existuji bud’ ve formé pevné, kapalné nebo plynné. Plazma se na Zemi
vyskytuje pomérné ziidka, naptiklad v podobé blesku nebo poléarni zate. V posledni dobé roste
zajem o zkoumani vlastnosti plazmatu a jeho vyuziti v riznych oborech — v medicing,
potravinarstvi, zemedélstvi, Cisténi vod, stavebnictvi (svafovani) a dokonce i na venkovni
reklamé (neonové cedule) [3, 4].

V laboratofich se zpravidla pracuje stzv. nizkoteplotnim plazmatem. Jeho interakci
s ruznymi latkami mohou vznikat plazmatem aktivované aerosoly, hydrogely a kapaliny [2].
Tato prace se vénuje studiu plazmatem oSetrené vody (PTW). Plazma je nejcastéji generovano
elektrickym vybojem. Pfi kontaktu s vodou méni jeji vlastnosti, hlavné pH a konduktivitu, a to
diky vzniku reaktivnich kyslikatych a dusikatych castic. Pouziva se hlavné v oblastech
mediciny a potravinafstvi ke sterilizaci. Za hlavni pfi¢inu antimikrobialnich vlastnosti PTW je
povazovana kombinace efektt jejiho nizkého pH a vzniku sekundarnich, dlouho nezanikajicich
chemickych castic (H202, O3, NO,~, NO3"). Acidni smés dusitand, dusi¢nani a peroxidu vodiku
dodava PTW silngjsi sterilizacni vlastnosti, nez ma neoSetfena voda o nizkém pH [5, 6].
Vyuziti PTW pro hygienické ucely ma velice pozitivni perspektivy. Momentalné nejcasteji
pouzivanym dezinfek¢nim prostfedkem je chlor, ktery je ovS§em toxicky vuci prostiedi. Navic,
oSetfovani potravin (napfiiklad ovoce a zeleniny) chlorem muze vyvolat otravy u konzumentu.
Z tohoto davodu nékteré evropské staty postupné zakazuji jeho pouziti pro dané ucely.
Plazmatem oSetfena voda je dobrou potencialni ndhradou chemického osetreni [7].

Jednou skupinou mikroorganismu piedstavujici velké nebezpeci pro lidi (a zvifata) jsou
plisné. Jsou to kontaminanty potravin pievazné rostlinného pivodu, napiiklad ofechd, cerealii,
olejnin, ovoce, zeleniny apod. Mizou zpusobit zdravotni potize u lidi a hospodarskych zvitat.
Vyvolavaji rizna kozni onemocnéni (mykozy) a také onemocnéni dychacich cest. Nebezpecné
jsou 1 nékteré jejich metabolity — mykotoxiny. Zpusobuji v t€le zanéty nervového, imunitniho,
kardiovaskularniho a vylu€ovaciho systému [8, 9]. Cilem této prace je studium vlivu
plazmatem oSetfené vody na plisné druhu Aspergillus niger. Pro ucely experimentu byl tento
konkrétni druh zvolen kvili tomu, Ze je jednim z nejrozsifen€jSich druhu plisni a je vysoce
odolny. Zpusobuje vazné onemocnéni aspergilozu, kterou se postizeny nakazi vdechnutim
spor. Poskozuje predevsim dolni dychaci cesty [10]. Ve vysledku prace je diskutovan inhibicni
ucinek plazmatem oSetfené vody na dany mikroorganismus.



2  TEORETICKA CAST
2.1 Plazma

Plazma je zfyzikalniho hlediska ionizovany plyn, ktery vykazuje kolektivni chovani
a kvazineutralitu — kladn€ a zadporn¢ nabité Castice se pohybuji v zavislosti na naboji a jejich
koncentrace jsou priblizné stejné. Celkové je plazma tvofeno smési elektrond, kationtd,
aniontt, radikald, neionizovanych castic a foton. Diky kompenzaci proménlivosti hustoty
naboje je plazma povazovano za elektricky neutralni. Vzdalenost, ve které nejsou naboje
vyrovnany, se nazyva Debyeova délka. Aby plyn mohl byt povazovan za plazma, musi
splilovat ne¢kolik podminek:

Ap K L (D
Np > 1 (2)
wt > 1 3)
Nt =N~ 4)

kde A, je Debyeova délka, L je charakteristicky rozmér plazmatu, Np je pocet Castic
v Debyeové sféfe, w je frekvence oscilaci a T je stfedni doba mezi srazkami s neutralnimi
Casticemi, N7 je poCet kladné nabitych astic a N~ je pocet zaporné nabitych ¢astic [1, 2].

Ke vzniku nabitych castic z neutralnich jim musi byt dodéna energie, napfiklad zvySenim
teploty nebo pusobenim elektrického pole (Obrazek 1). Po skonéeni ptisobeni ionizujiciho
faktoru si Castice nechavaji ziskanou energii, a proto ziistavaji oddélené [3].
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Obrdzek 1: Rozpad neutrdlnich castic [3].

Odhaduje se, ze skoro 99 % hmoty je tvofeno plazmatem (napfiklad galaxie a hvézdy), proto
je plazma povazovano za Ctvrté latkové skupenstvi. Na Zemi se plazma nevyskytuje ptirozené
Casto, muze se vSak objevit jen na kratkou dobu v podobé blesku nebo polarni zafe [1, 2].



Jednim ze zakladnich parametr plazmatu je stuperfi ionizace, ktery zavisi na teplot€ a Cetnosti
srazek Castic. Stuperi ionizace popisuje Sahova rovnice [2]:

3

n; T2 _U;
— =24 % 10%1—e kT’
My, n; ()

kde n; je koncentrace iontu, #, je koncentrace neutralnich atomu, 7 je teplota, U;je ionizacni
energie a kje Boltzmannova konstanta. Ve slabé ionizovaném plazmatu je koncentrace
nabitych castic skoro zanedbatelna, ty se srazeji hlavné s molekulami plynu. V silné
ionizovaném plazmatu je koncentrace nabitych Castic naopak vysokd a dochdzi mezi nimi
k srazkam. Diky témto vzajemnym srazkam ¢astic vznikaji ionty a radikaly. Rtzné druhy Castic
maji rdznou rychlost v plynu; distribuce rychlosti vrovnovazném plazmatu udava
Maxwellovo-Boltzmannovo rozdéleni rychlosti (Obrazek 2).
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Obrdzek 2: Maxwellovo-Boltzmannovo rozdéleni rychlosti [11].

Druhym dilezitym parametrem je teplota plazmatu, podle ni ho délime na nizkoteplotni
a vysokoteplotni. Existuji dva pohledy na teplotu plazmatu — makroskopicka teplota
a mikroskopicka teplota. Pod pojmem makroskopicka teplota se rozumi teplota neutralnich
a kladné€ nabitych castic, ktera urCuje vysledny teplotni efekt viéi vnéj§imu prostiedi.
Mikroskopicka teplota nefika nic o celkovém mnozstvi tepla, je definovana jako mira kinetické
energie castic. Udava se bud’ v Kelvinech nebo elektronvoltech, pficemz plati, ze 1 eV
odpovida teploté zhruba 11 600 K. Nizkoteplotni plazma ma kinetickou energii elektrond
odpovidajici teploté vétsi jako 10*K, vysokoteplotni vétsi jako 1 MK. V plazmovych
technologiich je zpravidla pouzivano nizkoteplotni plazma [1, 2]. V ptipadé, ze teplota



elektroni je vyssi nez teplota iontl a neutralnich Ccastic, je plazma povazovano za
nerovnovazné; pokud je teplota stejna, mluvime o rovnovazném plazmatu [3].

2.2 Interakce plazmatu s kapalinami

Nizkoteplotni plazma je zdrojem reaktivnich Castic, které jsou dobrymi oxida¢nimi Cinidly.
Diky svym sterilizacnim a antibakterialnim G¢inkiim je plazma vyuzivano v riznych oblastech,
naptiklad v potravinaiském pramyslu k dekontaminaci nékterych druhti potravin
a oballi, v medicin€ k hojeni ran, sterilizaci chirurgickych nastroji a dalSich zafizeni, Cisténi
vody atd. [4, 12—-15].

Pii kontaktu plazmového vyboje s kapalinami dochazi k rozkladu, odpafovani kapaliny
a materialt elektrod a vzniku produkta s redoxnimi vlastnostmi [5]. Interakci nizkoteplotniho
plazmatu s vodou vznika plazmatem oSetfend voda (PTW). Pti kontaktu plazmatu s povrchem
vody dochazi k fyzikalné-chemickym procesim. Vysledkem téchto procest jsou reaktivni
castice vzniklé z N, O, a molekul vody — RONS (reaktivni kyslikaté a dusikaté castice)
(Obrazek 3). Dusik z okolniho vzduchu se dostava do vyboje difuzi; diky nému v plazmatu
vznikaji RONS, které pak prechdzeji do kapaliny [16]. Mezi primarni Castice se fadi volné
elektrony, hydroxylovy radikal a atomarni dusik, kyslik a vodik. Diky interakcim téchto
primarnich ¢astic, molekul vody a plazmatu vznikaji dlouho trvajici sekundéarni castice,
napiiklad H,O2, NOy, O3, HNO3, HNO,, Oy [6].

Vzduch
o o A,

Obrdzek 3: NejdiileZitéjsi vznikajici Cdstice a mechanismus interakce plazmatu s vodou [6].

Takova smeés plynt a aerosolu kyselin se nasledné rozpousti ve vod¢ a reaguje s organickymi
kontaminanty (u mikroorganismu dochazi k degradaci bunécnych membran). Nejvétsi vyznam
ma peroxid vodiku jakozto dlouho trvajici reaktivni Castice, pfedevsim diky které maji



plazmové systémy svoje antimikrobidlni, hojici a podle nékterych studii dokonce
i protirakovinné ucinky. Velkou roli pfi niCeni mikroorganismu hraji také peroxodusitan
ONOO", ktery vznika reakci mezi peroxidem a dusitanovym aniontem, a ozon O3 [4, 12,
17-19]. Nékteré z reakci vzniku RONS jsou:

H,0 +e~ - OH+H +e” (6)
0O,+e” -0 +0 7

0,+0 - 05 (®)

05 + NO - NO, + 0, )

NO, + 0 - 0, + NO (10)

NO, + ‘OH — HNO, (11)

NO + ‘OH — HNO, (12)

‘OH + 'OH — H,0, (13)

H,0, + H* + NO; —» ONOOH + H, (14)
NO, + NO; — N,0s (15)

Kromé oxidacnich vlastnosti jsou RONS dobrymi stimulatory a inhibitory nékterych
bunéénych funkci, napfiklad rastu, adhezi a smrti, diky ¢emu v posledni dobé roste zajem
o vyuziti PTW v medicing€, v onkologii a hojeni ran. Pfi pfimém oSetfeni je plazma vzdycky
v kontaktu s télnimi tekutinami (napfiklad krvi, hnisem). Obsah téchto roztoki (organické
a neorganické molekuly, buriky atd.) ovliviiyje, které Castice budou vznikat, a tim padem
ovliviiyje i Gcinnost PTW. Plazmatem oSetfena voda muze mit podobné ucinky, ale na rozdil
od samotného plazmatu ma vyhodu vtom, ze mize byt snadno pouzita na vSechny Casti
téla [20]. V potravinaiském pramyslu se PTW vyuziva z divodu, Ze je Setrna k zivotnimu
prostfedi a neovliviiyje kvalitu potravin [7].

Diky obsahu reaktivnich Castic (pfedevsim dusikatych) ma PTW nizsi pH, vyssi konduktivitu
a vy$8i redoxni potencial nez neoSetfena voda, diky ¢emu muze PTW slouzit jako alternativni
metoda mikrobialni desinfekce [16, 21—23]. Vlastnosti PTW se mohou liSit v zavislosti na
zpusobu generovani plazmatu a oSetfeni vody (Obrazek 4) a na pouzitém plynu pro generovani
plazmatu. Vzduch a dusik vytvateji kyselé prostiedi, kyslik a argon neméni pH nijak vyrazng;
plazma na bazi kysliku produkuje nejvice peroxidu vodiku. Vysledna efektivita PTW zavisi na
zdroji vody — nekteré studie prokazaly, ze pritomnost iontti kovt nebo organickych slozek ve
vodé ma negativni vliv na efektivitu PTW. Vyznamnou roli hraje také i ¢as pusobeni — ¢im déle
bude vzorek vody vystaven plazmatu, tim vyssi bude efektivita ptipravené PTW. Podobny vliv
na efektivitu ma napéti — pfili§ vysoké napéti muze zpusobit vznik nerovnomérného
elektrického pole a zvySeni teploty: oba faktory zkracuji zivotaschopnost vzniklych reaktivnich
castic. Zdroj plazmatu (DBD, plazma jet apod.) a vzdalenost mezi elektrodou a povrchem



kapaliny také ovliviiyji, které Castice budou vznikat, jak budou transportovany do kapaliny a jak
¢inna bude PTW [13, 16, 18].

Jak uz bylo zminéno, vlastnosti PTW — hlavné kvalitu a kvantitu RONS — ovliviiuje metoda
aktivace vody [23,24]. Pro pfipravu PTW jsou nejCastéji pouzivany plazmové jety
a DBD-systém (dielektricky bariérovy vyboj). V ptipadé DBD jsou dvé elektrody od sebe
oddéleny izola¢ni bariérou. Plazmovy jet vyuziva dodate¢ného proudu plynu, ktery transportuje
plazma k mistu aplikace [24]. Zatim bylo zji§téno, ze voda oSetiena plazmatem pod jeji
hladinou ma vyrazngjsi antimikrobialni u¢inky nez voda oSetfend nad jeji hladinou, protoze
plazma produkuje vétsi mnozstvi reaktivniho kysliku pod hladinou vody (Obrazek 4).
Naprtiklad, Ying Tian et al pti studiu vlivu PTW na bakterie zjistili, ze PTW piipravena aktivaci
pod vodni hladinou zptusobuje vétsi oxidacni stres, ¢imz spousti hromadéni RONS uvnitf
bunky. Dochazi k poklesu membranového potencialu, naruSeni membranové integrity
a bunécné smrti [25].

A - Zdroj 5
| [hat Plyn —
i 1 ~ v ] N i
il elektroda = |l | =%
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Obrazek 4: Aktivace vody plazmatem nad ladinou (4) a pod hladinou (B [24].

Plazmatem oSetfena voda ma Siroké biotechnologické vyuziti: v zemédélstvi jako hnojivo
(diky obsahu dusikatych ¢astic), v medicin€ a potravinafstvi jako zpusob sterilizace. Ma avsak
svoje limity — hlavnim je kratka doba existence reaktivnich ¢astic [23]. Otazkou stale je, jestli
ajak moc se méni vlastnosti PTW s casem — priprava PTW pred kazdym oSetfeni vyrobkii neni
pro velky prumysl praktické. V roce 2021 Junghyun Lim et al vydali ¢lanek, ve kterém
zkoumali vliv PTW na E. coli. Zjistili, ze efektivita plazmatem oSetfené vody znacné klesla po
7 hodinach od jeji ptipravy. Jako vysvétleni bylo uvedeno, ze s Casem se méni chemické slozeni
PTW — koncentrace peroxidu vodiku a dusitanu s ¢asem klesala; dusitan nebyl detekovatelny
po 1 tydnu od oSetieni vody plazmatem, peroxid uz po palhoding [7]. Navic, Vlad a Anghel ve
své publikaci zroku 2017 o stabilit¢ PTW v zavislosti na pouzitém plazmovém systému
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predpokladaji, ze ptitomnost dusitanu zpisobuje vyrazny pokles koncentrace peroxidu vodiku
z divodu vzniku peroxodusitanu [16].

2.3 Vliv plazmatem oSetfené vody na mikroorganismy

Bylo zjisténo, ze PTW ma schopnost inaktivovat biofilmy, bakterie, kvasinky, plisn€, a dokonce
i viry [19]. PTW pusobi na mikroorganismy tak, ze poskozuje membranu a integritu buriky
a zpusobuje degradaci nitrobunéénych komponent, predev§im nukleovych kyselin
a proteint [18]. Hydroxylovy radikal ‘OH zpusobuje poruseni vnéjsi membrany mikrobialnich
bunék peroxidaci membranovych lipidi za vzniku malondialdehydu jako produktu reakce.
Malondialdehyd poskozuje DNA, coz vede k usmrceni butiky. Navic, nékteré studie prokazaly,
ze hydroxylovy radikdl a peroxid vodiku maji schopnost rusit intramolekularni vazby
peptidoglykanu obsazeného v bunécnych sténach bakterii. Peroxodusitan zptiisobuje peroxidaci
membranovych lipidd, ptsobi jako mutagen a cytotoxin a tim vyvolava bunécnou smrt. Takova
kombinace ROS a RNS dodava plazmatem oSetiené vode¢ silnéjsi antimikrobialni vlastnosti nez
ma neoSetfena voda o niz§im pH. Mechanismus niceni vird pomoci PTW neni zatim hluboce
prozkouman, ale existuje teorie, ze hlavni roli pfi jejich inaktivaci hraje singletovy kyslik.
Li Guo et al na prikladu bakteriofagu stanovili, Ze singletovy kyslik reaguje s nékterymi
aminokyselinami za vzniku hydroperoxidu, které udajné snizuji enzymovou aktivitu [26].

2.3.1 Bakterie

V posledni dobé bylo publikovano velké mnozstvi studii o antibakterialnich vlastnostech PTW.
Destilovana voda oSetfena plazmatem generovanym nad jeji hladinou uspé$né inaktivuje
bakterie rodu E. coli, S. aureus, P. fluoredcens, L. monocytogenes aj. in vitro [18, 27, 28].
Zajimavé je, ze PTW pusobi na Gram-pozitivni a Gram-negativni druhy rtizné — tlustsi sténa
Gram-pozitivnich bakterii (naptiklad S. aureus, L. innocua) je odolng&jsi viici RONS [29].

2.3.2 Kvasinky

Informace tykajici se vlivu PTW na kvasinky jsou zatim také limitované. Doposud je znamo,
ze PTW je schopna zabijet kvasinky vyskytujici se v zeleniné a ovoci [28, 30—32]. Rathore
a kol. stanovili u€inky PTW na kvasinky na ptikladu rodu Candida albicans. C.albicans je
nejCastéjsi pricinou kvasinkovych onemocnéni Cloveéka. Je soucasti mikroflory organismu,
vyskytujici se v gastrointestinalnim traktu, Gstni dutiné a vaginé. Pii nadbyte¢ném mnozeni
zpusobuje onemocnéni danych organovych systéma [33]. Ke generovani plazmatu nad
povrchem vody byl jako plyn pouzit vzduch; bylo prokazano, ze oxidac¢ni ucinky PTW
pfipravenou za pouziti vzduchu jsou vétsi nez za pouziti Oz [31, 34]. Po 30 minutach pasobeni
PTW doslo k tiplnému zniceni kvasinek ve vzorku. PTW zachovala své antimikrobialni t€inky
po dobu jednoho tydne, pak zacala jeji efektivita klesat [31].

2.3.3 Plisné

Na rozdil od jednobunécnych bakterii a kvasinek, jsou plisné mnohobunééna vldkna hub.
Poznatkt o interakci PTW s plisnémi je v dnesni dob€ pomérné malo a studia jsou zaméfena
predev§im na oSetfeni potravin [28, 30, 35]. Samotné plazma ale je vyuzivano v mediciné
k 1é¢bé onemocnéni zpusobenych koznimi plisnémi [15, 36].
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Existuji dva zplisoby oSetieni potravin v pripadé vyskytu mykotoxind, a to jsou niCeni plisni
produkujicich dané toxiny nebo degradace uz vylou¢enych mykotoxin.

2.3.3.1 Inhibice mykotoxinii

Mykotoxiny jsou sekundarnimi metabolity plisni [10]. Pfedstavuji pro lidsky organismus velké
nebezpeci, poskozuji nervovy, imunitni, gastrointestinalni, kardiovaskularni systém a ledviny
[8, 31]. Jsou nebezpecné 1 pro zvifata, vyskytuji se v obilovinach a olejninach jako jsou
napiiklad kukufice, pSenice a sdja. Nejnebezpecnéj§imi jsou mykotoxiny aflatoxiny
(produkované plisnémi rodu Aspergillus), fumonisiny (produkované plisnémi rodu Fusarium
a Aspergillus), ochratoxiny (produkované plisnémi rodu Penicillium a Aspergillius),
fumonisiny (produkované plisnémi rodu Fusarium a Aspergillus) [8, 9].

Nekolik studii prokéazalo, ze plazma a plazmatem oSetfena voda maji schopnost degradovat
mykotoxiny a tim branit kontaminaci potravin [35].

Jednim prikladem je objev, ze PTW je schopna snizovat pocet kolonie tvoricich jednotek
plisni (CFU) o 1,04log CFU/g v zeleniné [28]. Navic se pouziva k oSetfeni nakrajeného ovoce
pro zachovani Gerstvosti. Zadné negativni G&inky PTW na kvalitu a vlastnosti potravin nebyly
prozatim zji§tény [30, 32].

Vliv PTW na mykotoxiny v potravinach neni zatim hluboce prozkouman. V roce 2018 Chen
a kol. opublikovali praci o interakci PTW s deoxynivalenolem v jeCmenu, coz je mykotoxin
produkovaany plisni rodu Fusarium. Zplusobuje onemocnéni zrn, které nasledné muze
vyvolavat zazivaci problémy u konzumentd. Experiment prokazal, ze se mnozstvi daného
mykotoxinu snizilo o 25,30 % ve vzorku s neklicenym je¢menem a o 38,30 % ve vzorku
s klicenym jeCmenem; plazma bylo vygenerovano nad hladinou vody za pouziti techniky
plasma jet, jako vychozi plyn byl pouzit vzduch, vysledné pH PTW bylo 2,80, doba ptsobeni
PTW na vzorek byla 20 minut [37, 38].

Detailni mechanismus ptasobeni PTW na mykotoxiny ale dosud neni znamy [35].
2.3.3.2 Inhibice plisni

Jak uz bylo zminéno, jednim z nejnebezpecnéjsich druhi mykotoxint jsou aflatoxiny
produkované rodem Aspergillus. Je to jeden z nejrozsifengjSich druhd plisni vyskytujicich se
v pudé. Napada cerealie, ofechy, olejniny apod.; proto se aflatoxiny Casto objevuji v mléce
hospodarskych zvifat [39]. Nedavné studie ptsobeni PTW na Aspergillus flavus prokazaly
nejen schopnost PTW snizovat mnozstvi spor daného druhu plisné, ale 1 schopnost snizovat
jejich metabolickou aktivitu. Nejvétsi efekt méla PTW pfipravend aktivaci vody plazmatem po
dobu 20 minut (avsak byl niz§i nez za pusobeni samotného plazmatu): mnozstvi spor bylo
snizeno o 0,2-logio kolonie tvoricich jednotek po 2 hodinach a 0,6-logio kolonie tvoficich
jednotek po 24 hodinach vystaveni vzorkit PTW. Metabolicka aktivita spor klesla 0 42,2 % po
2 hodinach a o 55,2 % po 24 hodinach. Jako produkt vznikl malondialdehyd. V ¢lanku
s vysledkem daného experimentu bylo specifikovano, ze na pfipravu PTW byla pouzita
destilovana ionizovana voda, ktera byla vystavena pfimému a nepiimému pusobeni plazmatu,
takze se neda posoudit, zda na efektivitu méla vliv aktivace vody nad nebo pod jeji hladinou.
Bylo ale uvedeno, ze plazma samotné je ucinnéj§i nez PTW [27]. Vroce 2014 Salama
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A Ouf et al zkoumali vliv plazmatu na Aspergillus niger na datlich. Pro t¢ely experimentu byl
pouzit dvojkapilarni plazmovy jet, kterym bylo generovano argonové plazma za
atmosférického tlaku, které poskytlo vice OH a O radikalti. Ve vysledku stanovili, ze plazma
snizuje vitalitu spor a koncentraci plisni produkovanych fumonisint a ochratoxina [40].

Plisn€ druhu Penicillium napadaji predevSim rostliny rodu Citrus — citrény, pomerance,
limetky, grapefruity apod. Penicillium digitatum (zelena plisen) a Penicillium italicum (modra
pliseri) jsou nejcCastéjsi pii¢inou onemocnéni citrusu a predstavuji velké ekonomické riziko pro
zemé Jizni Asie a Ameriky, které jsou nejvétSimi producenty téchto rostlin ve svété [31, 41].
Cerna plisefi citrusi (citrus black spot) je zpGsobena patogenni plisni druhu Guignardia
citricarpa [31, 42]. V roce 2021 Rathore a kol. publikovali praci o deaktivaci téchto druha plisni
za pouziti plazmatem oSetfené vody. Pro vytvoreni PTW byly pouzity plyny Nz a vzduch a
destilovana voda. Plazma bylo vygenerovano nad hladinou vody za pouziti techniky
plazmového pera (Pensil Plasma Jet). Vzorky plisni byly extrahovany z povrchu plodu citronu
(Citrus limon). V prubéhu experimentu byly vyzkousSeny dvé metody vyhodnoceni vysledki —
kolonie tvofici jednotky (colony-forming unit) a inhibi¢ni zona (zone of inhibition), ob&é mély
stejné vysledky. Bylo stanoveno, ze ¢im delsi je doba interakce PTW s plisni, tim vyssi je jeji
fungicidni ucinek: k Gplné likvidaci doslo po 15 minutach pisobeni PTW [31].

Ohledné konkrétniho mechanismu a¢inkt byla navrzena hypotéza, ze deaktivace plisni PTW
je zalozena na jejich morfologickych zménach zpusobenych apoptozou, Castenym nebo
uplnym porusenim bunécnych stén, peroxidaci membranovych lipidt, poskozenim DNA plisni
atd. Ve vysledku je analyzovana pfitomnost proteini a extracelularni DNA ve vzorku
k stanoveni u¢innostt PTW [27, 31, 35].

2.4 Aspergillus niger

Aspergillus niger je plisenl z oddéleni Ascomycota. Rozmnozuje se nepohlavnimi sporami
(mikrokonidiemi). Na zacatku rdastu maji kolonie bilé az zluté zbarveni, které se po sporulaci
meéni na ¢erné diky produkci pigmentu aspergillinu. Mikrokonidie maji kulovity tvar (Obrazek
5), konidiofory jsou dlouhé. A. niger je velice rozsifeny druh, vyskytuje se v pade, a hlavné na
potravinach rostlinného pavodu, jako jsou napfiklad obiloviny, olejnaté plodiny, ofechy atd.
[10, 43—45]. Je to saprotrofni druh, pficemz v jedné praci bylo zjisténo, ze se maze chovat jako
autotrofni pfi nedostatku dusiku. Navic je termorezistentni, coz znamena, Ze pieziva pii teploteé
6 az 47 °C, a také je rezistentni vici zménam pH — udava se, zZe je schopen rast v rozmezi pH
1,4 a2 9,8 [46, 47].
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Obrdzek 5: (A) Aspergillus niger (spory), (B) Aspergillus niger pod mikroskopem (zvétseni 40x).

Dany rod plisné je klasifikovan jako patogenni pro Clovéka, nebot’ zptiisobuje onemocnéni
dychacich cest aspergilozu. U velkého mnozstvi lidi dochéazi k nahodné inhalaci spor béhem
dne, k infekci dochazi u jedincli se snizenou imunitou. Bylo prokazano, ze Aspergillus niger
muze vyvolavat tzv. invazivni aspergilozu, ktera poskozuje predevsim plice [48, 49].

A. niger produkuje velké mnozstvi sekundarnich metabolitd, naptiklad kyselinu citronovou,
Stavelovou, glukonovou, fumarovou, glutarovou, malformin, karcinogenni ochratoxiny,
fumonisiny a mnoho dalSich [10, 43]. I pfes to, ze jsou toxické, nékteré metabolity se vyuzivaji
v prumyslu diky svym biodegrada¢nim vlastnostem. Maji schopnost hromadit t€zké kovy a jiné
toxické latky (napf. ropu a odvozené produkty) z odpadnich vod [50].

Fumonisiny jsou mykotoxiny produkované riznymi patogennimi druhy plisni v obilovinach
(hlavné kukufice), arasidech a hroznech. Maji strukturu podobnou sfingoidnim bazim, a proto
muiizou zasahovat do metabolismu sfingolipidii (Obrazek 6). Ackoliv za hlavni producenty
daného toxinu jsou povazovany plisné rodu Fusarium, nékolik studii udava, ze A. niger
obsahuje geny zodpovédné za produkci fumonisinu (ale nemusi se projevovat). Homology
fumonisinu jsou klasifikovany do 4 skupin — A, B, C a P; Aspergillus niger produkuje skupinu
B. Tato skupina je toxicka pro plice, jatra a ledviny zvifat, u clovéka mize zptsobit rakovinu
jicnu [51]-[54]. Nejhojnéji se vyskytujicimi formami jsou fumonisiny Bi, B> a Bs;
nejnebezpecnéjsi z nich je Bi, ktery je podle IARC (International Agency for Research on
Cancer) karcinogenem skupiny 2B (potencialni karcinogen). Pusobi tak, ze zpomaluje syntézu
ceramidu v buiice, coz vede ke zvySeni koncentraci toxickych mimobunéénych sfingoidnich
latek. Dochazi k naruseni bunécného cyklu, oxida¢nimu stresu, a nakonec bunécné smrti [10,
52, 54].
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Fumonisin B4 a B3

O _OH nemaji OH skupinu v
m / této poloze

\ NH,
HO (o)

m Fumonisin B1 a B3 maji

OHO o) O OH skupinu v této poloze

Obrdzek 6: Rozdil ve strukture fumonisinu Bi, B2, Bs a B4 [55].

Ochratoxiny spadaji do skupiny toxinti po§kozujicich primarné ledviny, ale také stfeva a jatra.
Vyskytuji se v hroznovych napojich, suchém ovoci, ofechach, kavovych zrnech. Rod
Aspergillus produkuje ochratoxiny skupiny A, B a C. Ochratoxin A brzdi proteosyntézu
a, stejné jako fumonisin Bj, vyvolava oxidacni stres a bunéénou smrt, je povazovan za
karcinogen skupiny 2B a mutagen. Mize se hromadit v télnich tekutinach a tkanich.
Ochratoxin C ma podobné vlastnosti jako A, navic se muze v t€le ménit na A formu [10,
54, 56].

Rod Aspergillus také produkuje aflatoxiny. Neékteré studie udavaji, ze muzou byt
produkovany druhem A. niger, nékteré fikaji, ze produkce aflatoxini je charakteristicka spise
pro pfibuzné druhy stejného rodu. Aflatoxiny se déli do ¢tyt skupin Bi, Ba, Gi a Go.
Nejnebezpecnéjsi je By, ktery je povazovan za karcinogen a mutagen [54]. Existuji studie o tom,
ze ROS muzou zvySovat produkci aflatoxinti. Navic mtizou mit v ptipadé druhu Aspergillus
Sflavus pozitivni vliv na rust a vyvoj plisné [57].

Kromé mykotoxini jsou za sekundarni metabolity A. niger povazovany organické
kyseliny [10]. Kyselina $tavelova ve velkém mnozstvi poSkozuje jatra a ledviny (minimalni
letalni davka pro clovéka je 600 mg/kg) [58]. Jeji konjugovana baze oxalat funguje v téle jako
chelatotvotné Cinidlo pro ionty kovl, ¢im mize zpusobit u infikovaného jedince zvyseni
koncentrace vapniku v moc¢i (primarni hyperoxaurie), které nasledné vede ke wvzniku
ledvinovych kaminka [10], [59]. A. miger se diky svym fermentacnim schopnostem hojné
vyuziva v biotechnologiich k produkci kyseliny citronové. Je netoxicka a diky tomu m4 §iroké
vyuziti v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu jako konzervant,
emulgator, oxida¢ni ¢inidlo. Udava se, Ze se rocné vyrobi 2 miliony tun kyseliny citronové [53,
60, 61].

Problémem pfi oSetfeni plisni plazmatem oSetfenou vodou je, ze pro svij metabolismus
kyselin potiebuje plisefi uréité podminky; jednou z nich je kyselé pH. Simonovi¢ova et al ve
své studii v roce 2020 o acidogenezi u A. niger dospéli k zavéru, ze vhodné pH pro syntézu
kyseliny citronové, glukonové a stavelové je 3,5 [60]. V roce 1999 Ruijter et al sledovali
produkci kyseliny §tavelové u A. niger a zjistili, ze optimalni rozmezi pH pro syntézu dané
kyseliny je 4 az 6, avS§ak mensi koncentrace byla detekovatelna i pii pH 2 [62]. Podle ¢lanku
Andersena ef al z roku 2009 optimalni rozmezi pro kyselinu stavelovou je 5 az 8 a pfi hodnot¢ 3
uz kyselina detekovatelna neni. Kyselina citronova je syntetizovana pii pH 3 a niz, glukonova
kolem 5. Na zakladé téchto vysledkii vznikla teorie, ze Aspergillus niger v urCity moment
syntetizuje tu organickou kyselinu, ktera bude schopna co nejvice okyselit dané médium [63].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této bakalarské prace je studium vlivu plazmatem oSetiené vody na plisent Aspergillus
niger (CCM-F 8189). PTW (fyziologicky roztok) byla pfipravena za pomoci tii riznych

plazmovych systémi - stejnosmérného vyboje v roztoku (Obrazek

7A), stfidavého

vysokofrekvencniho vyboje v roztoku (Obrazek 7B) a dielektrického bariérového vyboje nad
roztokem (Obrazek 8). Nasledné byla PTW charakterizovana z hlediska koncentrace RONS
apH. Suspenze plisni v PTW byla kultivovana na sladinovém médiu; vliv PTW byl
vyhodnocen pocitanim narostlych kolonii 72 hodin po o¢kovani.

3.1 Pouzité chemikalie, aparatura a material

3.1.1 Chemikalie
Tabulka 1: PouZité chemikdlie.

Latka CAS Vyrobce
Test pro stanoveni dusi¢nant - Merck KGaA
Test pro stanoveni dusitani - Merck KGaA
Oxysulfat titani¢ity v kyselin¢ sirové 123334-00-9 Sigma-Aldrich
Dusitan sodny 7632-00-0 Lach-Ner, s.r.0.
Dusi¢nan sodny 7631-99-4 Lach-Ner, s.r.0.
Chlorid sodny 7647-14-5 Lach-Ner, s.r.0.
Peroxid vodiku 30 % nestabilizovany 7722-84-1 Lach-Ner, s.r.0.
Fosfatovy pufr - Zdroj FCH
Sladinovy agar - Himedia Labs, s.r.0.

3.1.2 Pristroje a plazmové systémy
Tabulka 2: Pristroje.

Pristroj

Vyrobce

+ vysokofrekvenéni zdroj napéti (AC 40 W)

VUT) + Liferech s.r.o.

Plazmova tryska pro generaci plazmatu v kapaliné¢ | Vlastni vyroba (laboratot plazmochemie, FCH

+ stejnosmérny zdroj napéti (DC 40 W)

VUT)

Plazmova tryska pro generaci plazmatu v kapaliné¢ | Vlastni vyroba (laboratot plazmochemie, FCH

vysokofrekvenc¢ni zdroj napéti (DBD 36 W)

VUT) + Lifetech s.r.o.

Dielektricky bariérovy vyboj s tekutou elektrodou + | Vlastni vyroba (laboratof plazmochemie, FCH

Spektrofotometr

Helios Omega (Unicam)
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Obrdzek 7: Plazmova tryska pro generaci plazmatu — (4) stejnosmérny vyboj, (B) stFidavy vysokofrekvencni

3.1.3 Material

Obrazek 8: DBD s tekutou elektrodou.

Ke kultivaci byly pouzity spory plisné Aspergillus niger — zdroj laboratot mikrobiologie FCH

VUT, kod plisni CCM-F 8189.
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3.2 Sterilizace

Sterilizace laboratornich pomiicek a chemikalii (fyziologicky roztok, PBS) byla provedena pii
teploté 120 °C po dobu 35 minut.

3.3 Priprava plazmatem oSetifené vody

Na ptipravu PTW byl pouzit 0,9 % fyziologicky roztok. Do 1 1 vody bylo ptfidano 9 g chloridu
sodného, po smichani byl roztok sterilizovan. Objem a Casy vystaveni fyziologického roztoku
pusobeni plazmatu v jednotlivych systémech jsou uvedeny v Tabulka 3.

Tabulka 3: Objem fyziologického roztoku a cas piisobeni plazmatu v jednotlivych systémech.

Zavizeni Vykon [W] Objem [ml] Cas [min]
DBD 36 75 5
AC 40 50 1
DC 40 50 1

3.3.1 Priprava PTW pomoci stejnosmérného a stridavého vyboje v roztoku

Plazmova tryska v DC a AC konfiguraci je systém pro generaci plazmatu pod hladinou vody,
tedy pfimo v oSetfovaném roztoku (Obrazek 7). Sklada se ze zdroje napéti (stfidavého nebo
stejnosmérného), reaktoru s fyziologickym roztokem (kadinka o objemu 100 ml), hlavni
elektrody a hlinikové protielektrody. Konfigurace hlavni elektrody kombinuje koronovy
a Stérbinovy vyboj a je tvofena wolframovym dratem ukonCenym v keramické hlavici
(v ptipadé stejnosmérného vyboje) nebo ve sklenéné kapilare (v pfipadé vysokofrekvencniho
vyboje). Obé elektrody byly ponotfeny do roztoku, ktery byl plazmatu vystaven po dobu
1 minuty.

3.3.2 Priprava PTW pomoci DBD s tekutou elektrodou

Dielektricky bariérovy vyboj je systém pro generaci plazmatu nad hladinou vody (Obrazek 8).
Sklada se z vysokofrekvencniho zdroje napéti (frekvence 11 kHz) a reaktoru, na kterém je
postavena Petriho miska s 75 ml fyziologického roztoku. Na spodni stran€ misky je umisténa
grafitova elektroda; miska s roztokem se prikryva keramickou deskou se svrchni stfibrnou
elektrodou. OSetieni se provadélo v minutovych intervalech, horni elektroda byla po kazdém
intervalu osusena buni¢inou. Celkova doba vystaveni fyziologického roztoku plazmatu byla
5 minut.

3.4 Charakterizace plazmatem oSetiené vody

Pro charakterizaci PTW byl stanoven obsah vybranych dlouhodobych RONS (dusitand,
dusi¢nand a peroxidu vodiku) a bylo sledovano jeji pH. Koncentrace dusitanu, dusi¢nanu
a peroxidu vodiku byly stanoveny kolorimetricky s vyuzitim selektivnich ¢inidel a nasledné
spektrofotometricky. Pro kazdou céstici byla nameéfena absorpéni spektra vysledného
barevného komplexu castice s ¢inidlem a stanoveno jeho absorpcni maximum. Na zakladé

18



kalibracnich kiivek naméfenych v pfislusném koncentraénim rozmezi pro kazdou castici zvlast
byla absorbance nasledné piepocitana na koncentraci. pH PTW bylo zmétfeno pH-metrem.

3.5 Priprava a odbéry vzorki, o¢kovani a kultivace

Pro pfipravu suspenze PTW a plisni bylo odebrano 25 ml PTW do malé Erlenmeyerovy baiky,
do niz byla ptidana 2 ocka spor, nasledn¢ byly provedeny odbéry suspenze v riznych ¢asovych
intervalech — 10 min, 3 h, 6 h a 24 h. Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo napipetovano
900 pl PBS, ke kterym bylo pfidano 100 pl suspenze. Byla pfipravena dvé fedéni pro kazdy
vzorek — 10x a 100x. 100 ul takovym zptsobem piipravené kultury bylo pak nao¢kovano na
agar. Pro vyhodnoceni vlivu PTW byly pfipraveny kontrolni vzorky kultury ve fyziologickém
roztoku. Kultivace plisné€ probihala za laboratorni teploty po dobu 72 h. Kontrolni vzorek byl
pfipraven roztérem suspenze plisné ve fyziologickém roztoku na agar. Vyhodnoceni ucinku
PTW bylo provedeno pocitanim kolonii na agaru.

3.6 Simulace PTW prostredi

Pro posouzeni vlivu konkrétnich RONS na rust plisni byla provedena simulace prostiedi PTW
a to tak, ze byly pfipraveny suspenze plisni s roztokem dusitanu sodného a peroxidu vodiku.
Pro piipravu roztoku dusitanu o koncentraci 0,03 a 0,3 mg'ml~! byla pouZita sterilni voda
a dusitan sodny. Pro pfipravu roztoku peroxidu o koncentraci 0,4 a 4 mg-ml~! byla pouZita
sterilni voda a 30 % nestabilizovany roztok peroxidu vodiku. Odbéry vzorka a ockovani bylo
provedeno stejnym zpusobem jako u PTW.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Charakterizace PTW

Pro detekci jednotlivych aktivnich Castic byly sestrojeny kalibra¢ni kifivky v piislusném
koncentraénim rozmezi: dusitany 0,1 — 1,0 mg:1~! a dusi¢nany 1,0 — 100,0 mg-1-'. Vysledné
kalibra¢ni rovnice pfi piislusné maximalni vinové délce jsou uvedeny v Tabulka 4, vlastni
kalibragni kiivky jsou v PRILOHA; rovnice kalibragni kiivky peroxidu vodiku byla ziskana
z pfedchazejici diplomové prace [64].

Zjistilo se, ze systém DC generuje nejvice dusi¢nant a peroxidu vodiku, zatimco DBD
produkuje nejvice dusitand. pH roztoku u DC systému a DBD klesa, zatimco u AC systému se
nijak vyznamné nemeéni.

Tabulka 4: Rovnice kalibracnich kiivek aktivnich castic.

Castice Vlnova délka Rovnice kalibraéni kiivky'
H,0, 407 nm A = 0,4600 * ¢
NO, 540 nm A=0,6334%c
NO;~ 526 nm A =0,0017 * ¢

Tabulka 5: Charakterizace PTW pripravené pomoci riiznych plazmovych systémii [65].

Plazmovy Koncentrace [mg-1"'] -
systém H,0, NO; NO;~ ’
AC 2.86 0.031 ] 7.1
DC 13.57 0.024 0.91 5.
DBD 0.71 0.086 0.05 53

4.2  Vliv PTW na rust plisné

Nasledujici podkapitoly obsahuji vysledky oSetfeni plisné PTW piipravené riznymi zpusoby.
Grafy na Obrazek 90brazek 11 znazornuji, jak ovliviiuje PTW rist kolonii s casem. Na ose x
jsou vyneseny hodnoty asovych intervall, ve kterych byly vzorky odebrany ze suspenze plisné
v PTW ke kultivaci. Na ose y jsou vyneseny pocty jednotek CFU (jednotky tvoftici kolonie
v I ml PTW). Osetfené vzorky jsou vzdy porovnany s kontrolnim vzorkem. Procentualni
ubytky CFU oproti kontrolnimu vzorku shrnuje Tabulka 6.

Studia zabyvajici se vlivem plazmatem oSetfené vody na mikroorganismy vétsinou udavaji,
ze inhibi¢ni GCinek PTW roste s Casem pusobeni [31]. Cilem tohoto experimentu bylo

! Kalibra¢ni rovnice peroxidu vodiku je pro koncentraci v mmol-I"!. Tabulka 5 obsahuje hodnoty koncentrace H>O:
prepoctené na mg-1-.
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vyzkouset, zda tomu tak ve skutecnosti je. V ptipadé PTW z dielektrického bariérového vyboje
(Obrazek 9) je pozorovan narust poctu CFU s Casem. Pii charakterizaci PTW bylo stanoveno
pH DBD na 5,3. Podle nékterych ¢lankt na dané téma, kyselé pH prostiedi podporuje
metabolismus A.niger [60], coz miZeme pozorovat v ¢ase 10 minut az 6 hodin. Po 24 hodinach
od doby odbéru vzorku pocet CFU naopak klesa. Muzeme piedpokladat, ze DBD systém
neprodukuje dostatecné mnozstvi reaktivnich Castic na to, aby dochazelo k inhibici plisné.
AvSak jsou pocty kolonii mnohem niz$i, nez u kontrolniho vzorku.

DBD

12000 -

10000 -

8000 -

6000 -

CFU

4000

2000 -

NN | |~ | =]

10min 3h 6h 24h kontrola

v

Cas
Obrdzek 9: Graf zavislosti poctu kolonii na case odbéru vzorkii (DBD PTW).

V ptipadé sttidavého vyboje byl pozorovan pokles poctu CFU s Casem (Obrazek 10). Béhem
prvnich 6 hodin €inil celkovy ubytek skoro 96 % (Tabulka 6) oproti kontrolnimu vzorku. Po
24 hodinach pocet CFU naopak vzrostl, coz pravdépodobné muzeme vysvétlit tak, ze doslo
k ¢astecnému zaniku aktivnich castic v PTW.

21



AC

12000 -

10000 -

8000 -

CFU

6000 -

4000

2000 -

o - | e -

10min 3h 6h 24h kontrola

Obrdzek 10: Grafzavislosti poctu kolonii na case odbéru vzorkit (AC PTW).

U DC systému byly pocty kolonii v case 10 minut a 6 hodin zhruba stejné, k nejvétsimu
narustu doslo po 24 hodinach od doby odbéru vzorku (Obrazek 11); avSak oproti kontrolnimu
vzorku byl pocet kolonii mnohem mensi. Stejnosmérnym vybojem ve vodé vznikad nejvice
peroxidu vodiku; mizeme predpokladat, ze si plisen s Casem zvykne na stres, a proto roste.
Navic, podle teoretickych poznatku rozmezi pH 3 az 8 je optimalni pro acidogenezi A.niger
[60], [62]. Podle vysledku charakterizace (Tabulka 5) je hodnota pH PTW piipravené pomoci
DC plazmové trysky 5,2. Pfi zaniku reaktivnich Castic s Casem dochazi i1 k zvyseni pH PTW,
¢im muze byt objasnén narust kolonii — prostredi se stava vhodnym pro normalni metabolismus
plisni. Stejné plati i pro DBD systém.

22



12000 -

10000 -

8000 -

E 6000 -
&)

4000

2000 -

DC

H =

10min

3h 6h

24h

kontrola

Obrdzek 11: Grafzavislosti poctu kolonii na case odbéru vzorkit (DC PTW).

Tabulka 6: Procentualni ubytky CFU po oSetieni plisné pomoci PTW z riiznych plazmovych systémii.

Plazmovy Ubytek s dasem [%] Kontrolni
systém 10 min 3h 6h 2%4h vzorek [CFU]
AC 862251 | 93.9+22.0 | 958+19.6 89.1 +23.0
DC 902+222 | 8324246 | 912+254 63.9+357 | 9065.0+ 1675.8
DBD 808217 | 893+207 | 848+232 923+212

Podle Tabulka 6 nejlepsich vysledkt bylo dosazeno v ¢ase 6 hodin u AC (95,8 + 19,6 %
ubytek) a DC (91,2 + 25,4 % ubytek) a v €ase 24 hodin u DBD (92,3 + 21,2 % ubytek). I pfesto,
ze pokles kolonii nebyl u vSech tii systému konstantni, sporulace u oSetfenych vzorktu byla
pomala na rozdil od kontrolniho vzorku (Obrazek 12; vice fotek viz. PRILOHA).
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Obrdzek 12: Kolonie A.niger po 6 hodindch (Fedéni 10x); (4) kontrolni vzorek, (B) DBD, (C) DC, (D) AC.

4.3 Porovnani metod

Graf na Obrazek 13 znazoriuje Gcinnost vSech tii metod pripravy PTW. Pfi porovnani mizeme
vidét, ze DC a AC poskytuji lepsi vysledky, coz odpovida teoretickym poznatkim — PTW
pfipravena generaci plazmatu pod vodni hladinou ma lepsi inhibi¢ni G¢inky, nez PTW
pfipravena generaci plazmatu nad hladinou vody [25]. Plazmové trysky produkovaly vice
peroxidu vodiku (hlavné DC), tim padem vznikalo vic peroxodusitanu nez v piipadé DBD,
a proto by mohl byt jejich ucinek lepsi. U DBD byl pozorovan opacny trend, pliseri s Casem
spiSe rostla.
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Obrdzek 13: Porovndni ucinnosti metod pripravy PTW pomoci DC, AC a DBD.

4.4 Simulace PTW prostredi

Cilem experimentu bylo posoudit, jak se lisi vliv plazmatem osetfené vody oproti roztokiim

konkrétnich ¢astic bez interakce s plazmatem. PTW mé svoje antimikrobialni vlastnosti hlavné
diky obsahu peroxidu vodiku a dusitant (i dalS§im latkam, které se v této praci nestanovuji,

napiiklad peroxodusitany).

Stejnosmérnym vybojem je produkovano vice peroxidu, proto byl uc¢inek DC PTW porovnan

s roztokem peroxidu (0,4 mg'ml™!). Z grafu na Obrazek 14 je vidét, Zze roztok H,O, mél vétsi
inhibi¢ni ucinek (99,5 + 18,6 % celkove) nez PTW, ktera obsahuje smés riznych Castic. Avsak

DC PTW meéla od zacatku vétsi vliv nez roztok peroxidu. Procentualni ubytky jsou shrnuté

v Tabulka 7.

Tabulka 7: Procentudlni ubytky CFU u DC a roztoku peroxidu vodiku.

Ubytek s asem [%]
Roztok

10 min 3h 6h 24 h

Kontrolni vzorek
[CFUJ

H,0, 75.0+288 | 839+238 | 859+233 | 995+186

DC 9024222 | 8324246 | 91,1£254 | 639+212

9065.0 + 1675.8
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Obrdzek 14: Porovndni viivu DC PTW a roztoku peroxidu vodiku na riist kolonii.

Vliv AC PTW byl porovnan s roztokem dusitanu (koncentrace 0,03 mg-mlt). Z grafu na
Obrazek 15 je vidét, ze oba roztoky mély na pliseri stejny vliv, ale u¢inek PTW byl silngjsi.
Dtvodem muze byt to, ze dusitan v PTW reaguje s peroxidem za vzniku peroxodusitanu, ktery
dodava PTW jeji antimikrobialni vlastnosti (a je ucinnéjsi nez samotny dusitan). Je také mozna
reakce dusitanu a dusi¢nanu, v jejimz vysledku vznika oxid dusiCity. Ten nasledné muze
reagovat s peroxidem vodiku za vzniku kyselin dusita a peroxodusi¢né. I presto, ze pocet CFU
v PTW vzorku zac¢al po 6 hodinach stoupat, po 24 hodinach byl ubytek oproti kontrole stejny
v obou ptipadech. Procentualni ubytky jsou shrnuté v Tabulce 8.

Tabulka 8: Procentudlni ubytky CFU pri aplikaci PTW z AC systému a roztoku dusitanu.

Ubytek s €asem [%o] Kontrolni vzorek
Roztok
10 min 3h 6h 24h [CFU
NO, | 7894259 | 83.1+248 | 8554245 | 89.0+239
9065,0 + 1675.8
AC 86.1+251 | 93.9+220 | 958+19.6 | 89,1230
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Obrazek 15: Porovndni viivu AC PTW a roztoku dusitanit na rist kolonii.
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5 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo studium antimikrobialnich ucinkli plazmatem oSetfené vody
na prikladu plisné rodu Aspergillus niger. Byla porovnana tc¢innost dvou metod aktivace vody
— nad a pod jeji hladinou. Pro ucely experimentu bylo vyuzito tii plazmovych systému:
dielektricky bariérovy vyboj (nad vodni hladinou), plazmova tryska za stejnosmérného vyboje
a plazmova tryska za stfidavého vyboje (obé pod vodni hladinou). Vysledny vliv PTW byl
posouzen na zaklade sledovani rastu kolonii plisni.

Ugtinnost plazmatem ofetfené vody byla stanovena jako ubytek mnozstvi kolonii s Gasem
oproti kontrolnimu neoSetfenému vzorku. Nejslabsi ucinek z hlediska procentualniho ubytku
ze vSech tfi metod vykazovala PTW pfipravena za pomoci dielektrického bariérového vyboje.
Pocet kolonii plisni s Casem stoupal, ale po 24 hodinach od doby oSetieni byl inhibi¢ni uc¢inek
nejvyrazn€js$i. PTW vznikla interakci plazmatu s vodou pod jeji hladinou méla vétsi inhibicni
ucinek, coz odpovida teoretickym poznatkiim. Nejlepsi vysledek poskytla PTW pfipravena
plazmovou tryskou za stfidavého vyboje. Béhem prvnich 6 hodin byl pozorovan zna¢ny pokles
v poctu kolonii; avSak efektivita AC PTW se s casem snizovala, a po 24 hodinach byl
pozorovan vzrast po¢tu kolonii. Zajimavé vysledky poskytla PTW pfipravena pomoci
plazmové trysky za stejnosmérného vyboje. Po prvnich 10 minutach byl jeji ti€inek nejvyssi ze
tfi, ale nasledné nebyl pozorovan zadny trend. Stejné jako u AC doslo k poklesu aktivity PTW
po 24 hodinach; avSak celkovy efekt DC byl lepsi, nez v pfipadé DBD. Pro objektivnéjsi
posouzeni by bylo vhodné se do budoucna zaméfit na prozkoumani vlivu pH na acidogenezi
A.niger métenim koncentraci organickych kyselin (citronové, Stavelové) v riznych ¢asech
odbért vzork.

Pro lepsi pochopeni u¢inki PTW byla navic provedena simulace jejiho prostiedi pomoci
roztokt aktivnich Castic. K tomuto byly zvoleny AC a DC systémy, jakozto nejefektivnéjsi.
Charakterizaci plazmatem oSetfené vody piipravené za pomoci vSech tii zafizeni bylo zjiSténo,
ze nejvetsi koncentrace peroxidu vodiku poskytuje DC systém. Vliv DC PTW na pliseni byl
porovnan s vlivem roztoku peroxidu vodiku. Zjistilo se, ze PTW pfipravena za vyuziti
stejnosmérného vyboje vykazuji silnéjsi inhibi¢ni u€inky nez roztok peroxidu uz béhem prvnich
10 minut po oSetfeni. K napodobovani prostiedi PTW pfipravené stfidavym vybojem byl pouzit
roztok dusitanu sodného. Podobné jako u DC, byl u¢inek AC PTW od zacatku vyraznéjsi, nez
u roztoku dusitand, ale s ¢asem se snizoval a nakonec se vyrovnal roztoku soli. Z téchto
vysledku mazeme posoudit, ze pro lepsi ucinek by se méla v praxi pouzivat nove pfipravena
PTW (tadoveé po 10 minutach), nebot' Casem jeji efektivita klesa. Nicméné, nemiZzeme se
stoprocentni jistotou posoudit o vysledcich tohoto experimentu, nebot’ PTW obsahuje kromé
zminénych Castic 1 jiné, které se navzajem reaguji a meéni vlastnosti a chovani PTW. Proto do
budoucna by bylo vhodné porovnat ucCinky PTW pfipravené riznymi systémy s roztokem
nékolika druht ¢astic o riznych koncentracich.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PTW - plazmatem oSetiena voda (plasma treated water)

DBD - dielektricky bariérovy vyboj (dielectric barrier discharge)
AC - stiidavy vyboj (alternating current)

DC - stejnosmérny vyboj (direct current)

CFU - jednotky tvofici kolonie (colony forming unit)
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8 PRILOHA
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Obrdzek 16: Absorpcni spektra dusitanii s cinidlem — kalibracni roztoky o riizné koncentraci.
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Obrazek 17: Kalibracni kfivka dusitanii pFi vinové délce 540 nm.

36



10 mg/1l 20 mg/l ——30 mg/l 40 mg/l ——50 mg/l
60 mg/l 70 mg/l ——80 mg/l ——90 mg/l —— 100 mg/l

Al-]

350 400 450 500 550 600 650
A [nm]

Obrdzek 18: Absorpcni spektra pro dusicnany s cinidlem — kalibracni roztoky o riizné koncentraci [66].
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Obrdzek 19: Kalibracni kFivka dusi¢nanii vinové délce 526 nm [66].
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Obrdzek 20: Kolonie A.niger po 10 minutdch (Fedéni 10x); (4) kontrolni vzorek, (B) DBD, (C) DC, (D) AC.
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Obrdzek 21: Kolonie A.niger po 3 hodindch (Fedéni 10x); (4) kontrolni vzorek, (B) DBD, (C) DC, (D) AC.
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Obrdzek 22: Kolonie A.niger po 24 hodindch (Fedéni 10x); (4) kontrolni vzorek, (B) DBD, (C) DC, (D) AC.
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