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ABSTRAKT

Predmetom tejto bakalarskej prace je Stadium ucinkov mikrovinnej plazmovej trysky,
pracujucej na frekvencii 2,45 GHz, na kvasinku Candida glabrata. Mikrovinna plazma je
generovand pomocou surfatronového rezonatora a pracovnym plynom je Ccisty argon
s konstantnym prietokom 5 SIm. Vdaka velkému poctu aktivnych castic generovanych
V nizkoteplotnej plazme sa tento druh plazmy stal vel'mi populdrnym, najma kvoli svojim
baktericidnym uc¢inkom. Antimykotické G¢inky a mechanizmy inaktivacie hiib plazmou vsak
eSte stale nie su Uplne objasnené. Aj preto su predmetom tejto Stidie antimykotické ucinky
nizkoteplotnej plazmy v podobe mikrovinného vyboja s modelovym prikladom kvasinky
Candida glabrata. Podstatou stadie je pozorovanie vplyvu pociatocnej koncentracie buniek,
velkosti aplikované¢ho vykonu a doby ozarovania na vysledné inhibi¢né G¢inky.

Teoreticka Cast’ je zamerana na zakladné informacie tykajuce sa kvasinky Candida glabrata,
jej patogenity, virulencie ainfekénosti. Dalej je pozornost upriamena na plazmu vo
vSeobecnosti, rozne typy vybojov aich aplikdcie v potravinarskom a biomedicinskom
priemysle.

Experimentalna Cast’ sa zaobera stanovenim inaktivaénych ucinkov plazmy generovanej
pomocou mikrovinnej plazmovej trysky na kvasinku Candida glabrata. Stanovenie spociva
v aplikacii vyboja na Cerstvo nao¢kovanu koloniu Candida glabrata na agarovych platniach
a pozorovani inhibi¢nych tucinkov v podobe inhibiénych zon vytvorenych po naslednej
kultivacii.

Vdaka sl'ubnym vysledkom, ktoré boli dokazané aj v tejto praci, ma inhibicia kvasiniek
mikrovinnym vybojom velku perspektivu pre d’al§i vedecky vyskum a mozné zavedenie do
procesu. Tato metdda je zaujimava nie len vedecky, ale aj ekonomicky, ked’ze pouzivanym
nosnym plynom je argdén, ktory je cenovo dostupnejsi nez hélium, a taktieZ chladnej$i nez
vzduch bezne pouzivany vo vybojoch za atmosférického tlaku ako napr. dielektricky bariérovy
vyboj, tleci vyboj alebo korénovy vybo;j.

KLUCOVE SLOVA

Candida glabrata, mikrovinna plazmova tryska, nizkoteplotna plazma za atmosférického tlaku,
inhibicia, inaktivacné u¢inky



ABSTRACT

The purpose of this work is to study the effects of a 2.45 GHz microwave plasma jet on the
yeast Candida glabrata. The microwave plasma was generated by a surfatron resonator and as
a working gas pure argon at constant flow rate 5 SIm was used. Thanks to a high number of
active particles generated in a low temperature plasma, this type of plasma has become highly
popular, especially thanks to its bactericidal effects. However, its antifungal effects and
mechanisms of fungal inactivation have still not been fully understood. Therefore, the study
focuses on the antimycotic effects of the low temperature plasma in a form of a microwave
discharge on Candida glabrata as a model yeast example. The principal focus is on the
measurement and evaluation of changes in inactivation effects caused by varying the initial
concentration of Candida glabrata cells, applied power, and the exposure time.

The theoretical part presents the basic information concerning Candida glabrata, its
pathogenicity, virulence and infectivity. Furthermore, plasma in general, various types of
discharges and their applications in the food and biomedical industries are discussed.

The experimental part focalizes on the determination of the inactivating effects of the
microwave plasma jet on the yeast Candida glabrata. The experiment consists of applying the
discharge on a freshly inoculated colony of Candida glabrata on agar plates and observing
inhibitory effects in the form of inhibitory zones formed after subsequent cultivation.

The inhibition of yeasts by the microwave discharge is interesting scientifically due to its
promising results, which have also been proven in this work, but also economically, especially
due to the use of argon. Argon as a carrier gas is much cheaper than helium and colder than
common atmospheric pressure discharges in air such as DBDs, corona or glow discharges.

KEY WORDS

Candida glabrata, microwave plasma jet, cold temperature atmospheric pressure plasma,
inhibition, inactivation properties
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1 UVOD

Pocas poslednych desatro¢i, kedy pocet objavenych druhov mikroorganizmov narasté
a zvySuje sa aj ich rezistencia na antibiotika ¢i antimykotika, sa pozornost’ vedy koncentrovala
na najdenie novych spdsobov inakativacie neziaducich mikroorganizmov. Tento problém
viedol k zavedeniu nového interdisciplinarneho odboru plazmochémie, ktory kombinuje
fyziku, bioldgiu a chémiu pri skimani novych moznosti sterilizacie potravin, potravinarskych
a medicinskych zariadeni a nastrojov ¢i lie¢eni chorob [1].

Plazmové technologie a ich aplikacie v potravinarskom a biomedicinskom priemysle sa stali
jednym z najnovs$ich trendov vo vedeckom vyskume nasho storo¢ia. Plazma pouzita na
vystavenie potravindm musi byt nerovnovazna s teplotou neutralneho plynu okolo 20-50° C,
aby sa zabranilo degradacii vitaminov, bielkovin a inych biologickych a biologicky aktivnych
latok. Teplotnd hranica je vel'mi striktne korigovana aj v pripade biomedicinskych aplikacii,
ked’ze pri liecbe dochadza k styku plazma — zivé tkanivo, a tym padom je potrebné zarucit
nenaruSenie tkaniva [2]. Na druhej strane v§ak musi byt pouzivany plyn dostato¢ne aktivovany,
¢o znamena, ze musi obsahovat’ vysokt koncentraciu castic iniciujucich mikrobialnu
inaktivaciu. Tieto podmienky mézu byt vel'mi G€inne naplnené nizkoteplotnou nerovnovaznou
plazmou za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure non-thermal plasma APNTP), kde
neutrdlna teplota plynu (teplota stvisiaca s kinetickym pohybom tazkych castic: atomov,
molekul a i6nov) zostava blizka okoliu, ale teplota vol'nych elektronov zvycajne dosahuje tisice
Kelvinov. Pouzitim beznych plynov, ako je vzduch alebo argdn, je mozné za vel'mi kratku dobu
produkovat’ reaktivne druhy kyslika (Reactive oxygen species ROS) a dusika (Reactive
nitrogen species RNS), ale aj ozon, oxidy a peroxidy. Plazmy s elektrickym vybojom navyse
ucinne produkuju ultrafialové (UV) ziarenie v oblasti UVC a vakuové ultrafialové (VUV)
Ziarenie, ktoré maju silné antimikrobialne u¢inky [3].

Zariadenia produkujuce takyto typ plazmy st zalozené na typoch koronového vyboja,
dielektrického bariérového vyboja, tlecieho vyboja, plazmového laca alebo nanosekundového
pulzného vyboja [4]. Zdrojom nizkoteplotnej plazmy moéze byt aj vyboj povrchovej viny
(Surface wave discharge SWD). Plazma je produkovana elektromagnetickou vinou, ktora sa
pohybuje pozdiZ rozhrania plazmy a dielektrika. V mikrovinnom vyboji ma plazma vyssiu
elektronovu teplotu nez plazma ziskana jednosmernym a vysokofrekvenénym vybojom. Vd'aka
vysokej teplote elektronov je aj vySSie percento ionizovanych castic, ¢o sa odzrkadl'uje na
Sirokom spektre vyuziti tohto typu vyboja [5].

V potravinarskom priemysle sa plazma vyuZiva najmé na sterilizaciu zariadeni a néstrojov
a vedu sa $tadie o moznej aplikacii plazmy v oblasti sterilizacie ovocia a ovocnych Stiav, najma
vd’aka dokazanému neporuSeniu vitaminov a aktivnych latok [6]. V biomedicinskych
aplikacidch je plazma vyuZzivana taktiez na sterilizaciu zariadeni a nastrojov, ale vo faze
vyskumu je aj mozné lieCenie koznych chorob, rakoviny ¢i povrchovych zraneni [2, 7].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Candida glabrata

Candida glabrata, predtym znama ako Torulopsis glabrata, kontrastuje s inymi druhmi
Candida vo svojej nedimorfnej morfoldgii blastokonvencie a haploidnom genéme. Candida
glabrata spolu s inymi druhmi rodu Candida patri do triedy Fungi Imperfecti, radu Moniliales
a Celadi Cryptococcaceae. Candida glabrata je radena medzi nedimorfné kvasinky, ktoré
existuji ako malé blastokonidie. V skutocnosti je Candida glabrata jedinym druhom rodu
Candida, ktory pri teplotach nad 37 °C netvori pseudohyphae. Rozhodujticou charakteristickou
¢rtou Candida glabrata je jej haploidny genom, na rozdiel od diploidného genomu Candida
albicans, s ktorou je najéastejsie zrovnavana. Zaujimavé je, ze Candida glabrata je geneticky
pribuznejsia s pekarenskymi kvasinkami (Saccharomyces cerevisiae) ako s Candidou albicans
alebo Candidou parapsilosis. Viacsina druhov kvasiniek, ktoré uzko suvisia s Candidou
glabrata, nie je spojena s 'ud’'mi, ale nachadza sa v rastlinach a pode [8].

Candida glabrata sa nachadza v 'udskom tele ako sucast’ prirodzenej mikroflory. Moze byt
pritomna v gastrointestinalnom trakte, ustach ¢i genitalnej oblasti. Candida glabrata je
u zdravych l'udi zvycajne dobre kontrolovana alebo neskodna. U l'udi s potla¢enym imunitnym
systétmom sa vSak moéze stat’ problémom. Ohrozeni st najmé hospitalizovani pacienti,
'udia s HIV, l'udia lie¢eni na rakovinu a 'udia, ktorym boli transplantované organy [1].

Az donedavna bola Candida glabrata povazovana za relativne nepatogénny fungalny
organizmus l'udskych sliznicnych tkaniv. AvSak so zvySenym pouZivanim imunosupresiv
(latok potlacujucich funkciu imunitného systému) sa mukozélne a systémové infekcie
sposobené Candidou glabrata vyznamne zvysili, najmad v populécii infikovanej virusom
l'udskej imunodeficiencie (HIV — human immunodeficiency virus). Hlavnou prekazkou pri
infekciach sposobenych Candidou glabrata je ich vrodend rezistencia na azolovu
antimykoticku liecbu, ktora je vel'mi u¢inna pri lie¢be infekcii sposobenych inymi druhmi rodu
Candida. Dalsim faktorom jej vysokej odolnosti je schopnost’ rychlej adaptacie sa na stresové
podmienky. Candida glabrata je v sucasnosti na druhom alebo tretom mieste svetového
rebricka ako povodca povrchovych (oralnych, pazerdkovych, vaginalnych, mocovych) alebo
systémovych kandidovych infekcii. Infekcie sposobené Candidou glabrata su zodpovedné za
vysoku mieru imrtnosti ohrozenych hospitalizovanych pacientov. Hrozbu teda predstavuje
najma v nemocni¢nych zariadeniach [8].

Priznaky najbeznejSich typov infekcie Candida glabrata sa najéastejSie vyskytujt
v podobnych oblastiach tela ako infekcie zapri¢inené ostatnymi druhmi rodu Candida. Infekcie
vyvolané Candidou glabrata ovplyviiuji najma mocovy trakt, ktory vedie z mocovej trubice
do mocového mechura a obliciek, genitalie, usta a krvné rie¢isko [1].
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Obrdzok 1: Bunky Candida glabrata: (A) mikroskopicka Struktura; (B) Candida glabrata na
CHROMagar ™; (C) Candida glabrata na agare Sabouraud dextroza. Stupnica zodpoveda 5 um [9]

2.1.1 Infek¢nost’ a dopad na Pudské zdravie

Infekcie sposobené kvasinkami rodu Candida sa nazyvaji kandidozy. Existuju 3 zékladné typy
tychto infekcii:
1) invazivna kandid6za je infekcia v 'udskom tele, ktora moze ovplyvnit’ vntitorné organy alebo
iné dasti l'udského tela;
2) fungémia je pritomnost’ kvasiniek alebo hub v krvi. Najbeznejsim typom tejto infekcie je
kandid6za, ked’ sa Vv Krvi nachadzaju kvasinky rodu Candida. Kandidémia je jednou
Z najbeznejsich pri¢in infekcii krvného rie¢iska u I'udi v nemocnici;
3) akutna hematogénna kandidéza je infekcia, ktora sa Siri krvnym rieCiskom do d’alSich
organov v tele. Napriklad Sirenie Candidy krvou az do mozgu méze viest' k meningitide [10].
Kvasinky rodu Candida mozu spdsobit’ infekcie vaginy a penisu. Candida glabrata ¢asto
sposobuje komplikovanejsie infekcie, ktoré mozu byt tazko lie¢iteIné. Isté mnozstvo kvasiniek
rodu Candida v genitalnej oblasti je normalne a vyvazené baktériami rodu Lactobacillus, ktoré
sa prirodzene vyskytuju aj v tejto Casti tela. Ked sa vSak hladina laktobacilov nejakym
spésobom zmeni, respektive znizi, mozu kvasinky rodu Candida prerastat’ a sposobit’ infekciu.
Infekciu genitalii sposobenti kvasinkami rodu Candida je mozno ziskat aj po urcitych
sexualnych aktivitach, najma pri tych, ktoré sa tykaju oralno-genitalneho kontaktu [1, 10].
Napriek tomu, Ze st kvasinky rodu Candida normalnou sucast'ou mikroflory v tstach, mozu
sposobit’ jej infekcie, ak ich koncentracia prerastie. Infekcia nemusi byt obmedzena iba na tsta.
Oralna kandidoza sa moZe rozsirit' na mandle a chrbat hrdla. Tazké infekcie sa mozu rozsirit
az do pazeraka [1, 11].
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Obrazok 2: Ordlna kandidoza v pokrocilom stadiu [13]

2.1.2 Patogenita a virulencia

Patogenita je schopnost’ mikroorganizmov vyvolavat' infekcie alebo choroby v organizme.
Mierou intenzity prejavu infekcie ¢i zavaznosti ochorenia je prave virulencia, ktora sa
Vv zavislosti od podmienok meni.

Na rozdiel od svojej neschopnosti tvorit’ hyfy alebo pseudohyfy ¢i vyluCovat’ proteazy si
Candida glabrata zachovava mnoho faktorov virulencie, ako je schopnost’ vylucovat
fosfolipazy, lipazy a hemolyziny, ktoré prispievaju k extrémnej agresivite, ktora vedie k nizkej
terapeutickej odpovedi a vaznym opakujuicim sa kandidézam [9]. Okrem svojej vrodenej
tolerancie proti antimykotikdm najmé azolom, ktoré sa inak beZne pouzivaju na liecbu
kandidozy, k patogenite Candidy glabrata prispievaju aj d’alsie potencialne faktory virulencie.
Jednym z nich je expresia génu adhezinu [8]. Tieto gény, ktoré su v Candide glabrata vac¢sinou
koédované v subtelomerickej oblasti chromozému, maji svoju expresiu vysoko aktivovant,
takZe organizmus moze prilnit’ na biotické a abiotické povrchy v mikrobidlnych podloZkach.
Expresia adhezinu je mechanizmus, ktorym Candida glabrata vytvara hubové biofilmy, ktoré
sa ukazali byt’ odolnejsie voci antimykotikam ako planktonické bunky [12].

Genom Candidy glabrata ¢asto prechadza zmenami, o ktorych sa predpoklada, Ze prispievaja
k zlepseniu jeho reakcii na vystavenie stresovym podmienkam a niektori autori sa domnievaju,
7e tato vlastnost’ je taktiez spojend s virulenénym potencidlom tychto kvasiniek. Neddvno boli
charakterizované stovky klinickych izolatov Candidy glabrata pre svoje genomy [13]. Tieto
izolaty vykazuju enormnu genomicku plasticitu. PocCet a vel'kost” chromozémov sa drasticky
lisia, rovnako to ako casto dochadza k duplikdcii intrachromozomélnych
a interchromozomalnych segmentov. Pozorované zmeny genému by mohli ovplyvnit
fenotypové vlastnosti, a tak pomoct’ prispdsobit’ sa vel'mi variabilnym a drsnym biotopom,
ktoré kvasinky nachadzaju u réznych l'udskych pacientov a ich tkaniv. Charakterizovanych
bolo aj niekol’ko gendmov sesterskych druhov Candindy glabrata (klinické a environmentalne
izolaty). Tato oblast’ eSte nie je dostatocne prebadana, avSak d’alSie gendmové sekvenovanie
patogénnych izolatov by mohlo poskytnut’ hodnotny nastroj na pochopenie mechanizmov
dynamiky genému a pomohlo by objasnit’ gény, ktoré prispievaju k potencialu virulencie [13].
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2.1.2.1 Tvorba biofilmov

Schopnost’ vytvarat' biofilmy je povazovana za najzavaznejSi virulentny faktor Candidy
glabrata. Biofilmy st zname ako povrchovo asociované spolocCenstva mikroorganizmov
zabudovanych do extracelularnej matrice, ktoré vyzaduju vyznamnu antimykoticka terapiu
a imunitné odpovede hostitel'a. Klinické izolaty Candida glabrata maja schopnost’ tvorit
kompaktnu Struktru biofilmu v rdznych viacvrstvach, s proteinmi, ergosterolom a sacharidmi
(napr. B-1,3 glukanmi) vo svojich matriciach. Prvym krokom vo vyvoji biofilmu Candida
glabrata je adhézia a kolonizacia kvasinkovych buniek na abioticky alebo bioticky povrch.
Adhézia je mimoriadne dolezitym krokom, nielen pri tvorbe biofilmu, ale aj pri infekénych
procesoch, a jej rozsah zavisi od charakteristik bunick Candidy glabrata (bunkovy povrch.
hydrofobnost’, zlozenie bunkovych stien, atd.) a od vlastnosti hostitel'a alebo abiotika.
Predpoklada sa, ze biofilmy vo vécsSej alebo mensej miere brania prenikaniu antifungalnych
liekov cez ich Strukturu vytvorenim difiznej bariéry, ktora posobi ako ionomenicova zivica
viazuca nabité molekuly antibiotika a prispievajuca tak k rezistencii na biofilmové lie¢iva.
Biofilmy sa moézu tvorit na rdznych implantovanych lekarskych zariadeniach, ako su
napr. cievne a mocové katétre, srdcové chlopne, kontaktné SoSovky ¢i protézy. Tvorba biofilmu
na povrchu zubnej protézy ma zdsadny vyznam pre patogenézu u vacsiny kvasinkovych infekcii
ustnej dutiny [9].

Obrdzok 3:Biofilm vytvoreny Candidou glabrata po 48 hodindch kultivacie v termostate
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2.2 Plazma

Slovo plazma bolo zavedené v roku 1928 Irvingom Langmuirom pri jeho praci s ortutovym
plazmatickym oblikom. Pojem pochadza z gréctiny a v preklade znamena zelé alebo Zelatina,
ktoru ortutové plazmatické obliky naozaj pripominaji. Moderné definicie plazmy sa skor
stotozniuji s pojmom ionizovany plyn, ktory vykazuje vlastnosti kolektivneho spravania
a kvazineutrality [14].

Vd'aka tymto Specifickym vlastnostiam byva oznacovana aj ako Stvrté skupenstvo hmoty.
Na Zemi sa s nou moézeme najéastejSie stretnit’ v podobe bleskov ¢i polarnej Ziary, ale vo
vesmire tvori az 99% celkovej hmoty vo forme hviezd, medzihviezdneho priestoru, hmlovin,
Ciernych dier a inych vesmirnych telies [15].

2.2.1 Vznik plazmy

V laboratérnych podmienkach ¢i technologiach vyuzivanych na Zemi plazma vzniké
vybudenim elektronov plynu dodanim velkého mnozstva energie. Tato energia byva vac¢Sinou
dodana formou elektrického pridu ¢ radiovych vin, pretoze zahrievanim by sme museli
dosiahnut’ extrémne vysokych teplot (desiatky tisic Kelvinov) aby doslo k termickej ionizacii.
V praxi sa preto preferuje ionizacia elektrickym vybojom. Po dodani dostato¢ného mnozstva
energie sa elektrony odtrhni z molekuly alebo atomu. Po odtrhnuti elektronov dochadza
k zrazkam volnych elektronov s neutralnymi Casticami za vzniku nabitych astic ¢i d’alSich
vol'nych elektronov. Vznika teda ionizovany plyn, ktory obsahuje: neutralne molekuly, kladne
nabité kationy a zaporne nabité aniony a elektrony [14].

2.2.2  Vlastnosti plazmy

Zo zloZenia plazmy mozeme odvodit’ aj jej vlastnosti. Vd’aka pritomnosti elektricky nabitych
Castic aich pohyblivosti je plazma vodiva aschopna generovat’ priestorovy naboj,
elektrostatické pole a reagovat’ nan. Elektricka vodivost’ plazmy je povazovana za jednu z jej
najdolezitejSich vlastnosti. Podl'a poctu nabitych Castic rozliSujeme plazmu slabo asilne
ionizovanu. Slabo ionizovana plazma je takd, v ktorej je pocet neutralnych molektil omnoho
VACSi nez pocet Castic nabitych, na druhej strane v silne ionizovanej plazme dominuju castice
nabité. S narastajicim stupfiom ionizacie rastie aj elektricka vodivost’ plazmy. Dosledkom
elektrickej vodivosti je aj pdsobenie silného magnetického pol'a, ktorého pévod mozno pripisat’
Lorentzovej sile posobiacej na volné elektrony. Vyskyt a ucinky magnetického pol'a mozno
najlepsie pozorovat’ vo Vesmire, napr. V podobe solarneho vetra zo Sinka. Navonok sa plazma
javi ako elektroneutralna ¢i kvazineutralna, pretoZe pocet kladne a zaporne nabitych Castic je
priblizne rovnaky.

Sohladom na stredni energiu castic mozeme plazmu rozdelit na nizkoteplotnu
a vysokoteplotntl. Pokial’ je stredna energia nabitych castic vyssia ako 100 eV, ¢o odpoveda
10° K, ide o plazmu vysokoteplotnii, ktord je vzdy silne ionizovana. V pripade plazmy
nizkoteplotnej je stupenl ionizacie zavisly na teplote elektronov, ktora sa vacSinou pohybuje
v rozmedzi 10*—5-10* K, na rozdiel od teploty kationov a neutralnych &astic, ktora je zvycajne
podobna izbovej teplote. Pokial je teplota elektronov vyssia ako 10° K, povazujeme plazmu za
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silne ionizovanu. Specidlnym pripadom je plazma v tplnej termodynamickej rovnovahe, kedy
nastava rovnovaha plazmy so spojitym ziarenim. Tento sa Stav je vyznamny tym, ze je mozné
ho opisat zakonmi Statistickej fyziky. Prirodzene sa takyto pripad vyskytuje na Slnku
a laboratorne sme schopni pomocou vysokého tlaku generovat iba plazmu v lokalnej
termodynamickej rovnovahe. Zvycajne vSak generujeme plazmu vybojom a vysledkom je
plazma nerovnovazna, na ktorej opis musime pouzit’ fyzikalnu kinetiku.

Dalsou déleZitou vlastnostou plazmy je kolektivne spravanie, vd’aka ktorému ma sklon
prisposobovat’ sa vonkaj$im vplyvom [14, 16].

2.2.3 Druhy plazmovych vybojov

Rozpoznavame viacero druhov plazmovych vybojov, ktoré sa liSia nie len ich vlastnost’ami, ale
aj sposobom akym boli vybudené, ateda od tlaku a charakteristik plynu, vlastnosti
aplikovan¢ho napétia, tvaru ¢i usporiadania elektrod a celkovych podmienok pracovného
prostredia. Vlastnosti vyboja st zavislé na smere priidu (jednosmerny ¢i striedavy) a frekvencii.
Podla frekvencie rozoznavame vyboje nizkofrekvenéné, vysokofrekvenéné a mikrovinné.
V priemyselnych aplikaciach sa najéastejSie vyuzivaju nasledovné typy vybojov [15].

2.2.3.1 Koronovy vyboj

Korénovy vyboj vznika len v nehomogénnom elektrickom poli pri tlaku nad 1 kPa medzi
dvoma elektrodami, z ktorych aspon jedna musi mat’ maly polomer krivosti (hrot, tenky drot,
ihla). Vd’aka malému zakriveniu vznika v okoli koronujicej elektrody elektrické pole, ktoré ma
vysoku intenzitu a dochadza na nej k lokalnemu prerazeniu. Okolie elektrody je jedina oblast’,
kde dochadza k ionizacii, ateda je v nej plyn silne disociovany. Tato oblast sa nazyva
korénujtica ¢i ionizac¢na vrstva a je viditeI'na ako jemne svietiaca oblast’ obkolesena tmavym
kruhom, vonkajSou oblast'ou, v ktorej sa ionizacia nevyskytuje. Jednym z prikladov zo Zivota
moze byt tzv. ElidSov ohen, kedy hroty staznov na lodiach, hromozvody ¢i ostré hrany striech
pred burkami Ziaria, pretoze elektricky naboj atmosféry vytvara dostatocné elektrické pole na
vybudenie elektronov. V modernych aplikacidch sa tento typ vyboja obvykle vyuZiva v tazko
dostupnych priestoroch malych rozmerov, xerografii a odstrafiovani prachu pri nanasani farieb.
Korénovy vyboj moze prebiehat’ v kontinualnom i v pulznom rezime. Tymto spdsobom ziskajt
elektrony vysoku energiu, ¢o ma za nasledok generaciu nizkoteplotnej plazmy [4, 15].
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Obrdzok 5: Bipolarny korénovy vyboj [18]

2.2.3.2 Tleci vyboj

Tleci vyboj je mozno zapalit’ a udrzat’ len pri nizkych tlakoch (1-10000 Pa), teplote (300 K)
a prudoch (0,1-100 mA). Pri zvySeni prudu ¢i tlaku prechadza do oblikového vyboja. Zvycajne
sa preto stretavame S tlecim vybojom v sklenenych vybojkach pod vakuom. Princip vzniku
audrzania tleciecho vyboja tkvie v katodovom tmavom priestore, kde dochadza
k potencialovému spadu a lavinovej ionizacii, ku ktorej dochadza vd’aka sekundarnej emisii
elektronov po dopade urychlenych kationov na katodu. Tleci vyboj sa sklada z troch hlavnych
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Gasti: katodovej vrstvy, kladného stipca a anédového svetla. Jednotlivé zony tlecieho vyboja sa
od seba odlisuju svetelnou intenzitou. Najvyssiu intenzitu nachiadzame v kladnom stipci
az toho dovodu je aj v praxi najdolezitejsi. Tento typ vyboja je typicky svojou vysokou
hustotou elektronov aj vo viacsSich objemoch a hlavne je oznaCovany za kvazineutralnu
izotermicka plazmu, a preto je vel'mi zaujimavy pre rozne aplikacie. Najdeme ho napriklad
v nednkach, ziarivkach ¢i plynovych laseroch [15, 19].

Obrazok 6: Tleci vyboj v sklenenej vybojke [20]

2.2.3.3  Oblikovy vyboj

Vyboje v obluku su vysokotlakové vyboje (tlaky v rozmedzi 50-10132 kPa) charakterizované
nizkym napétim (10-50 V) a vysokymi pridmi (1-100 A). Nijaké presné hranice existencie
tohto vyboja nie su definované asi z dovodu, ze neexistuje vhodnejSia forma, do ktorej by
mohol prejst’. Zndmym prikladom je oblikovy vyboj pri atmosférickom tlaku medzi dvoma
uhlikovymi elektrédami. Podobne ako tlejuci vyboj sa skladd z viacerych Casti: anodového
spadu, kladného stipca a katédového spadu. Rozdielom medzi tlecimi a oblukovymi vybojmi
je mechanizmus generacie elektronov na katdode. Ako uz bolo spominané, pri tlecom vyboji je
elektronova emisia z katddy sposobend hlavne produkciou sekundarnych elektronov narazmi
silnych i6nov. Pri oblikovych vybojoch je elektronova produkcia spdsobena termoionickou
emisiou. Podstatou termoemisie je vyssi prud, kvoli ktorému ionty dopadajiice na katodu zvysia
jej teplotu natol'ko, ze hovorime o termickej emisii. Jej dosledkom je aj markantny pokles
katédového spadu, zapricinujuci tvorbu elektrického pol'a tesne u katédového povrchu. Toto
miesto intenzivne Ziari a oznacuje sa ako katddova skvrna. Vyuzitie tohto vyboja je najmé pri
zvarani, taveni a rezani kovov [15, 19, 21].
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Obrdzok 7. Oblikovy vyboj medzi dvoma hrotmi [22]

2.2.3.4 Dielektrické bariérové vyboje a plazmova tryska

Dielektrické bariérové vyboje (DBD) st charakterizované pritomnost’ou aspon jednej izola¢nej
vrstvy V priestore medzi kovovymi elektrédami. Klasické usporiadanie tvoria dve elektrody
oddelené jednou alebo viacerymi dielektrickymi vrstvami. V pripade, ze predmet, ktory ma byt’
modifikovany, tvori jednu z elektréd, umoznuje vyboj priame opracovanie objektu [4].
V zéklade delime bariérové vyboje na 3 podtypy: povrchovy vyboj, objemovy bariérovy vyboj
a koplanarny vyboj. V pripade povrchového vyboja ide o horenie za atmosférického tlaku, ¢im
sa lisi od vacSiny inych vybojov, ktoré potrebujii vel'mi nizky tlak. Vyboj je generovany
aregulovany na povrchu elektrody tvorenej kovovymi pasikmi oddelenymi dielektrickou
vrstvou [23]. Objemovy vyboj je generovany v priestore medzi dvoma elektrodami, z ktorych
aspon jedna je pokryta dielektrickou bariérou. Koplanarny vyboj vznika na povrchu dielektrika
zasluhou dvoch opacne polarizovanych elektrod v paralelnom usporiadani. Obmedzenim pradu
je mozné bezbolestné oSetrenie zivych tkaniv. Prednostne sa vsak tento typ vyboja pouziva na
plazmové Cistenie, leptanie, polymerizaciu ¢i upravu povrchov adalSie technické
aplikacie [24].

Variantom DBD je valcova konfiguracia v podobe plazmovej trysky. Atmosféricka
plazmova tryska sa sklada z trubice, ktorou preteka plyn a obsahuje jednu alebo dve elektrody.
Plazma je zapalena vnutri trysky a je vyfukovana von na objekt. Rozne plazmové trysky sa lisia
v konfiguracii elektrod, druhom plynu a elektrickymi parametrami. Pri tomto druhu
bariérového vyboja mdzeme zaviest' pulzny rezim, ktory je riadeny pulznym elektrickym
generatorom a vytvara vel'mi ostry pulz vysokého napdtia na kratky casovy usek. Tymto
sposobom elektrony ziskaji vysoku energiu, ¢o ma za nasledok generaciu nizkoteplotnej
plazmy. Plazmova tryska (Plasma jet) je hojne vyuzivana v biomedicinskych aplikaciach
napr. na zlepsSenie zrazanlivosti krvi ¢i lieCenie koznych chordb. Pouziva sa aj v odvetvi
pol'nohospodarstva na sterilizaciu semienok a bio-filmov alebo v§eobecne na tipravu povrchov,
lakovanie a nanasanie farieb [25, 26].
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Obrazok 8: Plazmova tryska pri prietoku 1SIm pri pouziti réznych plynov (vlavo) a réznych
prietokovych rychlosti pri pouziti hélia ako nosného plynu (vpravo) [26]

2.2.3.5 Iskrové vyboje

Iskrové vyboje vznikaju pri atmosférickom tlaku a vel'mi vysokej intenzite elektrického pola.
Elektrony ziskaju zrazkami takt rychlost’, ze dochadza k lavinovej ionizacii a vzniku iskrového
vyboja. Tento typ vyboja je teda tvoreny elektronovymi aidonovymi lavinami v iskrovych
kanalikoch. Vyboj trva vel'mi kratko, pretoze zdroj nie je schopny poskytovat’ dostato¢ny prad
na jeho udrzanie. Byva sprevadzany praskanim ¢i inymi zvukovymi efektmi. NajlepSim
prikladom st blesky so sprievodnym zvukovym efektom hrmenim. V praxi sa iskrovy vyboj
vyuziva na obrabanie kovov, ale napriklad aj v svie¢ke zazihového motora automobilov [27].

Obrdzok 9: Iskrovy vyboj v podobe blesku [28]
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2.2.3.6 Mikrovinny vyboj

Mikroviny st elektromagnetické viny s frekvenciou v rozmedzi 3-10%-3-10™ Hz.
V mikrovinnom vyboji méze plazma dosahovat’ az desatkrat vyssiu elektronovu hustotu nez
pri vysokofrekvenénych vybojoch. Takyto typ plazmy sa zvykne nazyvat mikrovinne
indukovana plazma a mozno ju rozdelit' do troch podtypov. Prvym je plazma generovana
V rezonan¢nej dutine a vystupujuca von z dutiny cez maly otvor ako dohasinajuci vyboj
(post-discharge). Druhym typom je plazma tvoriaca sa v dielektrickej trubici anasledne
prechadzajuca cez rezonan¢nu dutinu alebo povrchovi vinu, kde sa zosiliiuje mikrovinné pole.
Poslednym typom su vol'ne sa Siriace plazmové trysky na konci elektrody [5].

Short
plungers

MW
—
Plasma
Electrode ball
Reduced . Substrate
pressure

Obrazok 10: Mikrovinne indukovand plazma v laboratornych podmienkach [29]

2.3 Aplikacie plazmy
2.3.1 Plazma v potravinarskom priemysle

Dopyt po kvalite potravin a va¢sej Cerstvosti bez pouZzitia Skodlivych chemikalii sa za posledné
desatroCie stal velmi diskutovanou témou. Nové technoldgie vyuzivaju na dekontaminaciu
povrchov potravin UV Ziarenie, silné elektrické pole, 0zon ¢i iné reaktivne latky. Nizkoteplotna
plazma za atmosférického tlaku (Cold atmospheric pressure plasma CAPP) kombinuje vyssie
uvedené metody, a preto vd’aka ich synergickému U¢inku mozno dosiahnut’ sT'ubné vysledky
pri dekontaminacii povrchu ovocia ¢i ovocnych Stiav [6, 7, 30, 31].

Stadie dokazali, Zze u¢innost mikrobialnej dekontaminacie vybranych druhov ovocia
prirodzene kontaminovanych mikroorganizmami je silne zavisla od tvaru a povrchu ovocia.
Dekontaminacia ovocia s drsnym a nepravidelnym povrchom ako napr. jahody nie je vhodna
pre nizku u¢innost’, avsak pre ovocie s hladkym povrchom ako st napr. ¢ucoriedky ¢i Ceresne
boli vysledky vel'mi sI'ubné [3]. Vyhodou je aj, Ze merania antioxidac¢nej aktivity nevykazuju
ziadne zmeny v dosledku pdsobenia plazmy hlavne kvoli skutocnosti, ze interakcia
plazma — ovocie je obmedzena na povrch ovocia. Ziskané experimentalne vysledky optickej
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emisnej spektroskopie ukazuji pritomnost rdéznych aktivnych castic, ktoré mozu hrat
vyznamnu ulohu pri sterilizacii povrchu ovocia. Iniciované procesy mozu viest’ k inhibicii
baktérii alebo dokonca k ich Gplnému zni¢eniu otvorenim bunkovej steny. Pritomnost’ radikéalu
oxidu dusnatého (NO) moze spustit’ procesy deaktivacie baktérii, UV ziarenie tohto radikalu
patri do oblasti UV-C, ktora je znama svojimi baktericidnymi ¢inkami. Zaroven je radikal NO
vel'mi reaktivny a pri reakcii s vodou (pritomnou na povrchu ovocia) tvori kyselinu dusitu, ktora
znizuje pH povrchu. Tento u¢inok moze tiez prispiet’ k deaktivacii niektorych druhov baktérii.
Hydroxidovy radikal (OH), potvrdeny optickymi emisnymi spektrami, je dobre znamy ako
jeden z najsilnejSich neselektivnych oxida¢nych druhov a je ucinny pri inaktivacii baktérii
pritomnych na povrchu. Vsetky tieto druhy tiez tvoria d’alSie aktivne molekuly, ako
napr. peroxynitril, ktorych uloha pri deaktivacii baktérii nie je uplne objasnend. Okrem toho
pritomnost’ atdmového kyslika vedie k tvorbe 0zonu, ktory je znamy pre svoje antimikrobialne
ucinky [32].

Podobné vysledky boli namerané pri sterilizdcii ovocnych S§tiav, kde najrozSirenejSim
zdrojom kontaminacie nie si baktérie ale kvasinky, a preto je potrebné metoddy prisposobit’. Pre
potravinarske ucely je dolezité zvacsit’ plochu, ktora je plazmou sterilizovana. Z tohto dévodu
sa preferuju sposoby sterilizacie ako vstrekovanie plynovych bublin do kvapaliny pomocou
pulzného plazmového systému, pri ktorych vSak nastavaji problémy s plynovymi bublinami
spojené. V tomto ohlade méZe byt alternativnou metddou inaktivacie kvasiniek v tekutej
potrave metdda vyuzivajica rozprasovaci plazmaticky reaktor [6].

2.3.2 Plazma v biomedicinskych aplikaciach

Nizkoteplotna plazma je pouzivana v roznych odvetviach biomedicinskych aplikacii, medzi
ktoré patria napr. sterilizacia, hojenie ran ¢i lieCba rakoviny. Na priamu biologick povrchovu
upravu sa spravidla pouZzivajii dve hlavné konfiguracie vyboja. Prva skupina je zalozend na
konfiguraciach planarnych dielektrickych bariérovych vybojov, ktoré su pouzitené hlavne na
priame plazmové oSetrenie takmer rovnych povrchov a umoziuju oSetrenie véacsej plochy.
Druht tvoria rozne plazmové trysky, ktoré st vhodné najmi na oSetrenie lokalne. Obidva
koncepty maji rdzne vzory, ktoré sa riadia dvoma jednoduchymi principmi: st studené
(<40 °C) v mieste kontaktu so vzorkou a su stabilné za atmosférickych podmienok [33].
Posobenim elektrickej energie na vzacny plyn (He, Ar, N2 alebo ich zmesi) vznikaju elektrony
s vel'mi vysokou teplotou, pri€om i6ny a molekuly si zachovavaju nizku kineticka energiu.
Presny mechanizmus interakcie plazmy s roznymi biologickymi objektmi zatial’ nie je Gplne
jasny. Je dobre zname, Ze nizkoteplotna plazma produkuje reaktivne Castice kyslika (ROS)
a reaktivne Castice dusika (RNS), ktoré sa potom prenasaju do bunky reakciami v kvapalnej
faze. Dalsimi zlozkami plazmy, ktoré mozu ovplyvnit' biologické reakcie, s UV Ziarenie,
elektrické pole/prad, elektrony a i6ny. Tato jedinecna kombindcia aktivnych zloziek plazmy
poskytuje siroké spektrum aplikacii v biologickych vedach [2, 34].
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2.3.3 Anitimikrobialne aktivne prvky plazmy

Je vSeobecne zname, ze hlavnymi prvkami zodpovednymi za antimikrobidlne ucinky plazmy
st reaktivne druhy kyslika a dusika (Reactive oxygen nitrogen species RONS). Medzi tieto
Castice patria najméa NO radikaly a OH radikaly. OH radikaly su extrémne reaktivne, a preto je
ich Zivotnost’ vel'mi kratka 107 sekundy, avsak ich reakcie s Sirokym spektrom biomolekul st
podnetom réznych stadii. Generacia OH radikalov suvisi s vyparovanim vody. Vd’aka tomuto
tvrdeniu mézeme usudit’, ze OH radikaly su tvorené 3 hlavnymi spdsobmi:

¢ + He— e + He*— He* + HoLO—He + OH +H
e +HO—-H+OH +e
H,0O + e~ — H,O* + 26 — H,O* + H,O —-OH + H30*

Medzi niektoré z u€¢inkov RONS patri vybudenie oxidativneho stresu v mikroboch pri hojenti
ran plazmou ¢i abstrakcia vodikovych atomov z ceramidov. Vyvolanie oxidativneho stresu
spésobuje narusenie vnutrobunkovej homeostdzy, ¢o sposobuje denaturdciu proteinov, DNA
mutaciu a zmeny Vv enzymatickej aktivite. Dalsou doleZitou kategoriou su H20;, ktoré sa az
nasledne Stiepia na radikaly, a na rozdiel od OH radikélov st povazované za dlho posobiace
antimikrobidlne &astice. Dal§im z plazmatickych antimikrobialnych u&inkov su: vysoky
oxida¢ne-redukény potencial (ORP), nizke pH a UV ziarenie [32].

2.3.4 Plazma a kvasinky

Existuje mnoho prac opisujucich biologické ucinky plazmy, ktoré sa venuju usmrteniu
prokaryotickych baktérii, ale 0 fungicidnych ucinkoch plazmy ich vela nie je. Z nameranych
dat a studii je zrejmé, Ze fungicidny Gi¢inok je niZsi ako analogicky baktericidny u¢inok a medzi
jednotlivymi hubami sa podstatne liSi. Napriek niz$ej ucinnosti vSak fungicidne ucinky
dokazané boli a spolu s nimi aj pomalsi rast exponovanych spor hab. [32]

Jednou z vel'mi uzko preskamanych kvasiniek je napr. Sacharomyces cerevisiae. Stidiami
ucinkov plazmy na tento druh kvasinky sa zistilo, Ze za pritomnosti OH radikalov sa kolonia S.
cerevisiae nevytvorila, ¢o sved¢i o ti¢innosti OH radikalov pri deaktivacii mikrobov. Taktiez
sa zistilo, ze pH nehra doélezitu rolu v deaktivacii tychto mikrobov a dovodom poklesu pH teda
moze byt napriklad zni€enie transportnych proteinov v membrane a pumpovanie protéonov von
z bunky, ako dosledok modifikacie iontovych kanalov UV ziarenim, H.O Fentonovymi
reagentmi ¢i tiez produkciou MDA (3,4-metyléndioxyamfetamin). MDA ako iniciator
peroxidacie lipidov by mohol oxidovat kyselinu malénovu, ktord by mohla byt
dekarboxylovana na acetdit. MDA mdze tiez reagovat’ s aminmi za vzniku Schiffovych baz.
Vdaka fluorescenénému pozorovaniu kolonie S. cerevisiae bol vyvodeny mechanizmus
posobenia plazmového vyboja. OH radikdly so zvySujlicou sa ozarovacou dobou zvysuju
priepustnost’ bunkovej membrany. PoruSenie integrity tejto membrany vedie k zmendm ORP
apH. Postupné prenikanie aktivnych castic kyslika a dusika (RONS) do vnuatra bunky
sposobuje niCenie proteinov, lipidov, nukleovych kyselin ¢o vyvoldva k oxidativny stres
Vv bunke, ktory je povazovany za hlavny dévod usmrtenia bunky plazmovym
vybojom [32, 33, 34].

21



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemikalie, pristroje, a material
3.1.1 Chemikalie a material

Kvasinkova kultura Candida glabrata CCM 8270 z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne

Zivné médium Malt Extract Agar Base

Tekuté kultivaéné médium GPY (Glucose yeast peptone, Himedia, India)
Petriho misky s priemerom 52,8 mm

Bezné pomocky na mikrobidlne ockovanie

Pracovny plyn argén 4,6 (Cistota: 99,9965%)

3.1.2 Pristroje

Autoklav Vaposteri BMT

UV/VIS Spektrofotometer S-220 Boeco, Germany

Teslov Transformator

Mikrovinny generator (Sairem, GMS 200 W)

Elektromagneticky rezonator povrchovej viny (Sairem, SURFATRON 80)
Regulator hmotnostného prietoku (Bronkhorst FG201-CV)

Termostat

Mobilny fotoaparat

3.2 Priprava vzoriek Candida glabrata
3.2.1 Priprava inokula

Inokulum bolo pripravené do 7 ml komplexného tekutého média Glucose yeast peptone (GPY).
Pomocou kl'u¢ky bola do média zavedena kultira kvasinky Candida glabrata. Kultivacia
nasledne prebiehala 24 hodin v termostate bez trepania.

3.2.2 Kultivaéné médium

Pre pripravu pevného zivného média na kultivaciu kvasinky Candida glabrata bol pouzity Malt
Extract Agar Base of firmy HIMEDIA (pozri Tabulka 1). Podla navodu bolo médium
pripravené v pomere 10 g na 200 ml destilovanej vody. Sterilizacia média nasledne prebichala
v autoklave pri teplote 121 °C po dobu 45 mintt. Po sterilizacii malo médium pri 25 °C kone¢né
pH 5,4 +0,2.
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Tabulka 1: Zlozenie kultivacného média Malt Extract Agar Base

Zlozenie Obsah [g/l]
sladovy extrakt 30,00
mykologicky pepton 5,00

agar 15,00

3.2.3 Kultivacia kvasiniek

Sterilizované zivné médium bolo rovnomerne naliate do plastovych Petriho misiek s priemerom
52,8 mm. Z vopred pripraveného inokula bola dvakrat odobrana ¢ast’ kultary, ktora bola tymto
sposobom nariedend 10-krat a 100-krat do sterilného tekutého média GPY. Po zatuhnuti bolo
na agarové platne naockovanych 50 pl pripravenych kultar s réznou koncentraciou kvasinky
Candida glabrata. Takto pripravené vzorky boli ihned’ oZiarené plazmovou tryskou a nasledne
kultivované v termostate bez trepania po dobu 48 hodin.

3.3 Ozarovanie pripravenych vzoriek mikrovinnou plazmovou tryskou
3.3.1 Zapojenie plazmovej trysky

Experimentalne usporiadanie je schematicky znazornené na obrazku Obrazok 11. Mikrovinny
generator (Sairem, GMS 200 W) bol koaxidlnym kablom spojeny s komerénym
elektromagnetickym rezonatorom povrchovej viny (Sairem, SURFATRON 80). Vyboj
vargoéne bol vytvoreny vo wvnutri kremennej trubice (realna dielektrickd permitivita
(er =3,2541), imaginarna dielektricka permitivita (ei = 0,0062), vonkajsi priemer (0.d. =8 mm),
vnutorny priemer (i.d. =3 mm)). Pracovnym plynom bol argon 4,6 (Cistota 99,9965 %) pri
konstantnom hmotnostnom prietoku 5 SIm, ktory bol regulovany regulatorom hmotnostného
prietoku Bronkhorst FG201-CV (pozri Obrazok 11). Experimenty boli uskuto¢nené pri dvoch
roznych vykonoch 9 W a 12 W, vdaka ¢omu teplota ozarovaného povrchu nepresahovala
hranicu teplotnej tolerancie [34]. Vyboj bol smerovany kolmo k povrchu agarovych platni
priblizne do stredu Petriho misiek tak, aby sa viditeI'ny koniec lu¢a nedotykal povrchu (pozri
Obrazok 12). V pripade 9 W bola jeho vzdialenost’ od povrchu 5 mm. V pripade 12 W sa
plazmovy lu¢ zvacsil takze jeho vzdialenost’ od povrchu ¢inila 3,5 mm.
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Obrdzok 11: Schéma experimentalneho zapojenia: 1 — requldtor hmotnostného prietoku; 2 — kremennd
kapilara; 3 — surfatronovy rezonator, 4 — MW anténa; 5 — MW-koaxidalny kabel; 6 — plazmovy luc;
7 — Petriho miska s naockovanou kulturou Candida Glabrata; 8 — drziak na Petriho misku

Obrazok 12: Usporiadanie merania: plazmovy lic¢ mieriaci kolmo na Petriho misku
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3.3.2 Ozarovanie kvasiniek

Kultary Candida glabrata boli hned’ po naockovani oziarené plazmovou tryskou. Kazda
Petriho miska bola opracovana jednotlivo, pricom plazmovy 1a¢ bol miereny kolmo na vzorku.
Pre vSetky 3 koncentracie boli premerané 2 rézne vykony (9 W a 12 W) obe pri konstantnom
prietoku argoénu 5 SIm po dobu 10s, 30s, 60 s, 120 s. Pre nezriedenu koncentraciu boli oba
vykony premerané aj po dobu ozarovania 300 S. VSetky merania boli vykonané paralelne
dvakrat a pre kazdt koncentraciu bola odlozena kontrolna vzorka (bez aplikacie mikrovinného
vyboja). Nakoniec bolo pri rovnakych podmienkach merania uskuto¢nené ozarovanie uz
vzniknutého biofilmu nezriedenej kultary. V tomto pripade bolo inokulum nanesené na
agarovych platniach najprv kultivované 24 hodin v termostate a nasledne ozarované po dobu
10s, 30s, 60s, 120 s, 300 s pri konStantnom prietoku argéonu 5 SIm a vykonoch 9 W, 12 W
als5W.

3.3.3 Postup spracovania a vyhodnocovania vysledkov

Vsetky Petriho misky boli nafotené po 24 a 48 hodinach. Velkost' inhibi¢nych zén bola
nasledne stanovend pomocou programu Microsoft Power Point, v ktorom sa cez kazdi zénu
a prislusnti misku nakreslila elipsa popripade kruznica, ktorych rozmery boli zaznamenané. Zo
zaznamenanych rozmerov boli nasledne vypocitané obsahy jednotlivych zon a misiek, ktoré
boli prepocitané na skuto¢né rozmery Petriho misiek s priemerom 52,8 mm. Tieto velkosti boli
nasledne vynesené do grafov, z ktorych bola skimana Uc¢innost” jednotlivych kombinécii
aplikovaného vykonu a doby ozarovania pre vSetky skimané koncentracie.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Vysledky

Boli pozorované 3 faktory a ich vplyv na vel’kost’ inhibi¢nych zo6n a ich ¢asovu stabilitu:
a) doba ozarovania;

b) velkost’ vykonu;

C) pociato¢na koncentracia buniek.

4.1.1.1 Vplyv doby oZarovania

Porovnanim velkosti inhibi¢nych zon bolo zistené, ze velkost’ inhibi¢nych zon takmer linearne
narasta s ¢asom aplikacie, z coho vyplyva, ze ¢im dlhsSia je doba ozarovania, tym vicSia
inhibi¢na zona vznikne (pozri Obrazok 13). Rovnaka zavislost’ plati pre vSetky koncentracie
a aplikované vykony (pozri Obrazky 14, 15, 16).

Obrazok 13: Porovnanie velkosti inhibicnych zon vzniknutych pri nasledovnej 24 hodinovej kultivacii
po aplikacii 9 W po dobu 10 s (vlavo) a 120 s (vpravo) na nezriedenii kultiiru

4.1.1.2 Vplyv pouZitého vykonu

Podobny trend ako v pripade doby ozarovania plati aj v pripade velkosti pouzitého vykonu.
Z grafov (pozri Obrazky 14, 15, 16) vyplyva, ze posobenie 12 W je GéinnejSie nez 9 W, ked’ze
vzniknuté inhibi¢né zony boli najvicsie prave pri pouziti 12 W v pripade vSetkych pouzitych
koncentracii.
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Obrazok 14: Zobrazenie velkosti inhibicnych zon v zavislosti na dobe ozarovanie pre nezriedenu kultiru
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Obrazok 16: Zobrazenie velkosti inhibicnych zon v zavislosti na dobe oZarovania pre 100-ndsobne
zriedenu kulturu

Z nameranych velkosti inhibi¢nych zén bolo zistené, Ze na vytvorenie zony rovnakej
velkosti je v pripade pouZitia 12 W dostacujuci polovi¢ny ¢as ozarovania ako pri pouziti 9 W.
Napr. pri 10-nésobne zriedenej kulture je pre vznik zény s velkostou 1 cm?, pri pouziti vykonu
9 W potrebna 1 minuta, ale pri zvySeni vykonu na 12 W sa doba ozarovania znizi na 30 S. To
isté plati aj v pripade nenariedenej kultry a zony s velkostou 1,5 cm?, na ktorej vznik musime
pri 9 W ozarovat' 2 mintty, apri 12 W dosiahneme rovnako velkej zoény uz za minitu
(pozri Obrazok 17). Tento trend plati pre vSetky koncentracie (pozri Obrazky 14, 15, 16).
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Obrazok 17: Porovnanie doby ozarovania potrebnej na vytvorenie podobne velkych inhibicnych zon
pri pouziti 9W — 120 s (vlavo) a 12 W — 60 s (vpravo), pre 10-ndsobne zriedenu kultiiru po
24 hodinovej kultivacii

Takisto je mozné si povSimnut, Ze sa vel’kost” inhibi¢nych zoén po 48 hodinach zmensila, ¢o
je sposobené zarastanim vzniknutych inhibi¢nych zén (pozri Obrazok 18). Dalsou vyhodou
pouzitia 12 W je teda dlhSia Casova stabilita inhibi¢nych zén. Po aplikacii 9 W bolo po
48 hodinovej kultivacii pozorované markantnejSie zmenSenie inhibi¢nych zon nez pri pouZiti
vykonu 12 W (pozri Obrazok 19).

Obrdzok 18: Inhibicna zona vytvorend po 24 hodinovej kultivdcii po 5 minutach posobenia vykonom
9 W na nezriedenu kulturu (vliavo), porovnanie zarastania inhibicnej zony nezriedenej kultury po
48 hodinach (vpravo)

Zarastanie inhibi¢nych zon je z dovodu kolonizacie okolitych buniek ¢i neuplnej inhibicii
kvasinkovych buniek na okrajoch zén. Opétovné zarastanie bolo pozorované najmé od krajov
inhibi¢nych zon, a preto usudzujeme, ze vnutro zony bolo dostato¢ne inhibované, vd’aka comu
bol len vel'mi zriedka pozorovany opitovny vyskyt koldnii vo vnutri inhibi¢nych zon.
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Paradoxne najvicsie inhibi¢né zony zarastli po 48 hodinach viac nez zony menSie. Vynimku
tvorilo pdsobenie 12 W po dobu 300 s na 10-nasobne zriedent kultaru, kde bola namerana aj
najvécsia inhibi¢na zéna v experimente (pozri Obrazok 20).

Obrazok 19: Porovnanie zarastania inhibicnych zon po 24 hodindach (hore) a 48 hodindach (dole)
kultivdcie po ozarovani mikrovinnym vybojom s pouzitim 9 W (vpravo) a 12 W (vlavo) na 10-ndsobne
zriedenu kulturu po dobu 120 s

30



Obrazok 20: Zobrazenie najvicsej inhibicnej zony vytvorenej v experimente pésobenim mikrovinného
vyboja s vykonom 12 W po dobu 300 s na 10-nasobne zriedenu kulturu kvasinky Candida glabrata po
48 hodinach kultivacie

4.1.1.3 Vplyv pociatoCnej koncentrdcie buniek

Koncentracia buniek bola prepocitana z hodnoty absorbancie nameranej spektrofotometricky
(pozri Tabulka 2). Na vypocet bola pouzitd experimentalne stanovena rovnica kalibracne;j
priamky (y = 3,475x) pre absorbanciu inokula Candida glabrata pri A =630 nm, kde x je
pocet buniek v 1 ml média (1-10” CFU/m).

Tabulka 2: Hodnoty absorbancii a koncentracii buniek v jednotlivych riedeniach

Kultura Candida glabrata nezriedena 10-krat zriedena | 100-krat zriedena
Absorbancia 1 0,8940 0,1050 0,0230
Absorbancia 2 0,9930 0,1210 0,0240
Priemerna hodnota absorbancie | 0,9435 0,1130 0,0235
CFUv1mil 2720000 325000 67700

CFU v 50 ul 136000 16300 3400

Vplyv pociatocnej koncentracie buniek na Géinnost’ inhibicie kvasinky Candida glabrata
mikrovinnym vybojom bol pozorovany pri pouziti nezriedenej kultiry, 10-nasobne
a 100-nasobne zriedenej kultary kvasinky Candida glabrata. Vseobecne mézeme tvrdit, Ze
velkost’ inhibi¢nych z6n narasta s mensou koncentraciou buniek, a teda, ze najvécsie zony
mozno pozorovat pre 100-krdt nariedeni koncentraciu buniek, uz aj po kratSej dobe
ozarovania (pozri Obrazky 21, 22).
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Obrazok 21: Graf zobrazujuci ucinky mikrovinného vyboja na inhibiciu kultury Candida glabrata o
roznej koncentracii pri pouziti vokonu 9 W
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Obrazok 22 Graf zobrazujuci ucinky mikrovinného vyboja na inhibiciu kultury Candida glabrata o
roznej koncentracii pri pouziti vwkonu 12 W
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V pripade 100-nasobne zriedenej koncentracie nemozno zarucit homogénnu distribuciu
buniek na celom povrchu Petriho misky, a preto sa paralelné merania liSili viac nez v pripade
nezriedenej ¢i 10-nasobne zriedenej kultary (pozri Obrazok 23).
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Obrdzok 23: Porovnanie odchylok paralelnych merani pre 100 ndsobne zriedenii a nezriedenu kulturu
Candida glabrata

4.1.2 Ozarovanie biofilmu

Na zaver boli pozorované ti¢inky mikrovinného vyboja na biofilm tvoreny kvasinkou Candida
glabrata. Pri tomto experimente bolo nezriedené inokulum po naneseni na Petriho misky
kultivované v termostate 24 hodin a nasledne ozarované. Pri ozarovani vSak neboli pozorované
ziadne zmeny v Strukture biofilmu ¢i uz volnym okom ¢i pod mikroskopom. Zmeny neboli
viditeI'né ani po néslednej 24 hodinovej kultivacii. Dovodom mdze byt viacvrstvova Struktira
a kompaktnost’ biofilmu, ktoré spdsobujii jeho vysoku rezistenciu (9). Dalsim dovodom méze
byt’ vysoka koncentracia buniek a ich rapidne mnoZzenie a dorastanie vzniknutého priestoru. To
znamena, ze aj v pripade kedy niektoré z vrstiev by boli pri oZzarovani zni¢ené, boli pri naslednej
kultivacii obnovené ostatnymi vitdlnymi bunkami. Hypotézu by bolo mozné potvrdit’
vyfarbovacimi technikami Zivych amftvych buniek, ktoré su planované v dalSich
experimentoch.
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5 ZAVER

Ciel'om prace bolo sledovat’ ucinky nizkoteplotnej plazmovej trysky budenej mikrovinnym
vybojom na kvasinku Candida glabrata. Dvadsat’styri hodinové inokulum bolo nanesené na
agarové platne v Petriho miskach a nasledne oZarované mikrovinnym vybojom. Uéinky boli
vyhodnotené na zaklade velkosti vytvorenych inhibi¢nych zon a ich ¢asovej stability 24 hodin
a 48 hodin po oziareni. Vysledky dokézali, ze uz po kratkodobom ozarovani (10 s) mozno
pozorovat’ vznik inhibi¢nych zén, ktorych velkost' sa s narastajucou dobou ozarovania
zvacsuje. Podobne je tak v pripade pouzit¢ho vykonu, ateda, ze pouzitim vykonu 12 W
dochadza k vzniku vécsich inhibiénych z6n nez v pripade pouzitia 9 W. Takisto bolo zistené,
ze za pouzitia 12 W sme schopni vytvorit’ rovnako vel’ku zonu, ako v pripade 9 W, za polovi¢ny
¢as. Sledovanim vplyvu koncentracie bolo zistené, Ze s mensim poctom buniek, a teda aj ich
mensej sudrznosti, dochadza k vzniku vécsich a stabilnejSich inhibi¢nych zén. Pri pokuse
0 ozarovanie uz vzniknutého biofilmu vysledky neboli pozorovate'né, ato najma z dovodu
viacvrstvovej Struktary biofilmu a jeho vysokej kompaktnosti.

Z experimentov je teda zrejmé, Ze pouzitim vykonu 12 W su inhibi¢né G¢inky ovel'a vyssie.
Nevyhodou jeho pouzitia vSak moze byt vysSia teplota generovana najmid pri dlhSom
ozarovani. Z hladiska pouzitia by teda zalezalo od povodu ozarovaného objektu. Z poznatkov
o kvasinke Candida glabrata vieme, Ze je hrozbou najmid v nemocniciach pre
hospitalizovanych pacientov. Pokial’ by sa teda jednalo o sterilizaciu lekarskych nastrojov ¢i
inych nezivych objektov, vySSia teplota by nemala predstavovat’ problém adalo by sa
s vyhodou pouzit’ vykonu 12 W (popripade aj viac) za ucelom urychlenia a zdokonalenia
sterilizacie. Pokial’ by vSak ozarované objekty boli zZivé, napr. 'udské tkaniva postihnuté
kandidozou, ur¢ite by bolo rozumnejsie volit’ kratSiu dobu ozarovania, vykon 9 W a proces
viackrat opakovat’, aby nedos$lo k poskodeniu zdravych tkaniv. V pripade prace na hranici
teplotnej tolerancie zivych objektov (pri pouziti 12 W a dlhsej doby ozarovania) by lie¢ba
nemusela byt’ pacientovi osozna. Tieto hypotézy vSak nie su dokézané pracou na zivom tkanive,
a preto by pre ich potvrdenie boli potrebné d’alsie experimenty. DalSou perspektivou su testy
pre stanovenie vitality ¢i inhibicie buniek pomocou selektivnych farbiv a samostatné sledovanie
jednotlivych aktivnych Castic plazmy, ich efektov, produkovaného ziarenia a tepla za ucelom
sledovania ich efektu a vplyvu na inhibiciu. Po samostatnom sledovani by bolo mozné
vyhodnotit’ synergické posobenie jednotlivych efektov.

34



6 ZOZNAMY

6.1 Zoznam pouzitych skratiek

A = Ampér; mA= miliampér

APNTP — Atmospheric pressure non-thermal plasma = Nizkoteplotna nerovnovazna plazma za

atmosférického tlaku

CAPP — Cold atmospheric pressure plasma = Nizkoteplotna plazma za atmosférického tlaku

DBD — Dielectric barrier discharge = Dielektrické bariérové vyboje

eV = elektronvolt

GPY = Glucose yeast peptone

HIV — Human immunodeficiency virus = Virus 'udskej imunodeficiencie
Hz = Hertz; GHz= gigahertz

K = Kelvin

MDA — 3,4-Methylenedioxyamphetamine = 3,4-metyléndioxyamfetamin
napr.= napriklad

ORP — Oxidation-reduction potential = Oxida¢ne-redukény potencial

Pa = Paskal; kPa= kilopaskal

RNS — Reactive nitrogen species = Reaktivne druhy dusika

RONS — Reactive oxygen nitrogen species= Reaktivne druhy kyslika a dusika
ROS — Reactive oxygen species = Reaktivne druhy kyslika

s = sekunda

S. cerevisiae = Sacharomyces cerevisiae

SIm = Standard liter per minute = Standardny liter za mintitu

SWD - Surface wave discharge = Vyboj povrchovej viny

UV — Ultra violet light = Ultrafialové Ziarenie

UVC — Ultra violet light C = Ultrafialové ziarenie v oblasti UV-C

V = Volt

VUV —Vacuum ultraviolet light = Vakuové ultrafialové Ziarenie

W = Watt
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7 PRILOHY

Tabulka 3: Zaznam velkosti inhibicnych zon z merania nezriedenej kultury

Nezriedena kultara po 24 hodinach Nezriedena kultiara po 48 hodinach
Doba Vykon [9 W] E%k\;’\;]‘ _Doba | Vykon [9W] ﬁ%k\;’\;]‘
ozarovania [s] | Velkost’ zony | Vel’kost’ zony 0ZArovama 'y epkost’ zony | Velkost’ zony
fem?] [em?] el fem?] fem?]
10 0,13 0,24 10 0,12 0,28
10 0,12 0,32 10 0,13 0,29
30 0,27 0,55 30 0,36 0,50
30 0,30 0,45 30 0,35 0,40
60 0,55 0,82 60 0,42 0,75
60 0,48 1,00 60 0,54 0,79
120 0,90 1,24 120 0,86 0,77
120 0,91 1,18 120 0,80 0,63
300 2,00 300 1,55
300 2,04 300 1,53

Tabulka 4:Zaznam velkosti inhibicnych zon pre 10 ndsobne zriedenu kultiru

10- krat zriedena kultara po 24 hodinach 10- krat zriedena kultira po 48 hodinach
9w 12w 9w 12w
Doba i i Doba i i
. . Velkost’ zony | Vel’kost’ zony | ] Velkost’ zony | Velkost’ zony
ozarovania [s] , , ozarovania [s] , ,
[cm?] [cm?] [cm?] [cm?]
10 0,19 0,28 10 0,13 0,22
10 0,17 0,27 10 0,15 0,22
30 0,44 0,96 30 0,33 0,60
30 0,39 1,09 30 0,24 0,77
60 1,07 1,59 60 0,90 1,11
60 1,19 1,18 60 0,66 0,87
120 1,66 1,94 120 0,93 1,10
120 1,55 1,81 120 1,07 1,43
300 5,17 300 3,32
300 300
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Tabulka 5:Zaznam velkosti inhibicnych zon pre 100 nasobne zriedent kulturu

100- krat zriedena kultira po 24 hodinach

Doba ozarovania [s] ow 12 W
VelPkost’ z6ny [cm?] Velkost’ zény [cm?]
10 0,18 0,38
10 0,12 0,36
30 0,47 0,66
30 0,35 0,51
60 0,90 1,13
60 1,48 1,04
120 1,19 1,61
120 1,25 1,70
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Featured Application: A cold gaseous plasma torch generated in argon at low powers and
atmospheric pressure is applicable in medicinal treatment where it could significantly decrease
microbial skin or tissue contamination in short time and with low operating costs.

Abstract: Recently, various cold plasma sources have been tested for their bactericidal and fungicidal
effects with respect to their application in medicine and agriculture. The purpose of this work is to
study the effects of a 2.45 GHz microwave generated plasma torch on a model yeast example Candida
glabrata. The microwave plasma was generated by a surfatron resonator and pure argon at constant
flow rate of 5 SIm was used as a working gas. Thanks to a high number of active particles generated
in a low-temperature plasma, this type of plasma has become highly popular, especially thanks to its
bactericidal effects. However, its antimycotic effects and mechanisms of fungal inactivation have still
not been fully understood. Therefore, this study focuses on the antifungal effects of the microwave
discharge on Candida glabrata. The main focus is on the measurement and evaluation of changes in
inactivation effects caused by varying the initial concentration of Candida glabrata cells, applied
microwave power and the exposure time. The discharge was applied on a freshly inoculated colony of
Candida glabrata spread on the agar plates and its inhibitory effects were observed in a form of
inhibition zones formed after the subsequent cultivation.

Keywords: microwave discharge; surface wave sustained discharge; atmospheric pressure plasma
torch; low-temperature plasma; plasma sterilization, yeast inactivation, Candida glabrata

1. Introduction

In the last decades, the number of recently discovered pathogenic microorganisms has rapidly
grown up and their resistance to antibiotics or antifungals has increased as a result of the excessive use
of antibiotics, antifungals and immunosuppressants (drugs that suppress the function of the immune
system) [1, 2]. Therefore, the attention of scientists has focused on finding new ways to inactivate
unwanted microorganisms (ideally without the side effects or potential build-up of microorganism
resistance). This problem has led to the introduction of a new interdisciplinary field called plasma
medicine that combines physics, biology and chemistry in exploring new possibilities for food
sterilization, the sterilization of medical equipment and tools or direct therapeutic treatments of various
diseases.

Plasma technologies and their applications in the food and biomedical industries have become one
of the latest trends in the scientific research of our century. Plasma used for food or living tissue
exposure must be operating with a neutral gas temperature of around 20-50 °C to prevent a degradation
of vitamins, proteins and other biological and biologically active substances, or to prevent an injury or
discomfort of living organisms in case of biomedical applications [3-9].
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On the other hand, the gas used must be sufficiently activated, which means that it must contain a
high concentration of reactiveparticles (ions, radicals, excited species) initiating microbial inactivation.
These conditions can be very efficiently fulfilled by the atmospheric pressure non-thermal plasma
(APNTP, also called Cold atmospheric plasma - CAP), where the neutral gas temperature (temperature
related to the kinetic motion of heavy particles - atoms, molecules and ions) remains close to the
environment, but the temperature of free electrons usually reaches thousands of Kelvin. Using
conventional gases such as air or argon, it is possible to produce Reactive oxygen species (ROS) and
Reactive nitrogen species (RNS) [10, 11], ozone [1], oxides and peroxides [2] in a very short time. In
addition, non-thermal plasmas efficiently produce ultraviolet (UV) radiation in the UVC region and
vacuum ultraviolet (VUV) radiation, which both have strong antimicrobial effects [12—14]. Devices [15]
effectively producing such type of plasma are based on the corona discharge [16], dielectric barrier
discharge [17], atmospheric pressure glow discharge [18], plasma beam or nanosecond pulsed discharge
[19].

In the food industry, plasma is mainly used to sterilize equipment and instruments, and studies
are being carried out on the possible application of plasma for the sterilization of fruit and fruit juices,
mainly due to the proven integrity of vitamins and active substances [20]. In biomedical applications,
plasma is also used for the sterilization of equipment and tools, and several pilot studies focuses on the
treatment of skin diseases, cancer or superficial injuries [3, 21]. Different systems were used for the study
of selected yeast properties after the plasma exposure. The yeast proteomics was studied using both
discharges in the gaseous phase and in gaseous bubbles in the liquid phase [22]. The corona discharge
was used for the apoptosis study of Saccharomyces cerevisiae in [23]. The role of oxidative stress on the
yeast apoptosis after the exposure by the transient spark discharge was evaluated in [24]. Quite popular
are studies of various discharges for the antifermentation treatment of juices, mainly apple juice. The
corona discharge was used by [20, 25], the transient spark was used for this purpose in [26]. The gliding
arc discharge was used for the cold sterilization of tomato juice in [27]. A few studies were also
completed using the surface discharge for the determination of the selected active species role in the
direct tissue treatment [28, 29].

Our, recently developed, surface wave initiated microwave torch [30-35] can also be a source of
the low-temperature plasma. In this case, the plasma is produced by an electromagnetic wave that
travels along the interface between the plasma and the dielectric [36]. Standardly, we use argon as a
carrier gas for the plasma generation and the yeast treatment because it is cheaper than helium and
colder than common atmospheric pressure discharges in air such as DBDs, corona or glow discharges
[34].

In the microwave discharge, the plasma has a higher electron temperature than plasma obtained
by the indirect and high-frequency discharge. Due to the high temperature of the electrons, there is also
a higher dissociation and ionization degree, which is reflected in a wide range of uses of this type of the
discharge including wound healing [30-33], surface decontamination of fruits [34] or deposition of thin
layers [35]. This paper focuses on the first use of this discharge on the yeast Candia glabrata as a model
microorganism.

Candida glabrata is classified as a non-dimorphic yeast that exists as a small blastocoid. In fact,
Candida glabrata is the only species of the genus Candida that does not form pseudohyphae at
temperatures above 37 °C. A distinguishing feature between Candida glabrata and better known and
investigated Candida albicans is its haploid genome (in contrast to the diploid genome of Candida
albicans). Interestingly, Candida glabrata is more genetically related to baker's yeast (Saccharomyces
cerevisiae) than to Candida albicans or Candida parapsilosis [37, 38].

Candida glabrata can be found in the human body as a part of its natural microflora, mainly in the
gastrointestinal tract, mouth or genital area. Candida glabrata is usually well controlled or harmless in
healthy people. However, it may cause problems to people with a suppressed immune system.
Particularly at risk are hospitalized patients, people with HIV, people being treated for cancer and
people who have had organ transplants [39].
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The danger of the infections caused by Candida glabrata lies in its innate resistance to the azole
antifungal therapy, which is very effective in treating infections caused by other Candida species. Candida
glabrata retains many other virulence factors, such as the ability to adapt quickly to stressful conditions,
the ability to secrete phospholipases, lipases, and hemolysins, which contribute to an extreme
aggression leading to a low therapeutic response and severe recurrent candidiasis. One of the most
crucial virulence factors is the expression of the gene adhesin, thanks to which the organism can adhere
to biotic and abiotic surfaces in microbial substrates. Adhesin expression is the mechanism by which
Candida glabrata produces fungal biofilms that have been shown to be more resistant to antifungals than
planktonic cells. The ability to form biofilms is considered to be the most important virulence factor of
Candida glabrata. Biofilms are known as the surface-associated communities of microorganisms
embedded in the extracellular matrix that require significant antifungal therapy and host immune
responses [40, 41].

Infections caused by the yeasts of the genus Candida are called candidiasis. Candinda glabrata is
currently ranked the second or the third in the world as a cause of superficial (oral, esophageal, vaginal,
urinary) or systemic candidiasis [40]. Based on these facts, there is an emergent necessity to find new
non-traditional ways how to inactivate this yeast.

2. Materials and Methods

Microwave plasma jet set up

A low power solid state microwave power supply operating at frequency of 2.45 GHz (Sairem, GMS
200 W) was connected by a flexible coaxial cable to a commercial compact electromagnetic surface wave
(SW) launcher (Sairem, SURFATRON 80). The discharge was created in a quartz capillary (real dielectric
permitivity er=3.2541, imaginary dielectric permittivity €i=0.0062, i.d. 3 mm, o.d. 8.0 mm) in argon (purity
of 99.9965 %) at a constant mass flow rate of 5 Slm, controlled by the Bronkhorst FG201-CV mass flow
controller. The experimental set up is shown in Fig. 1. The experiments were performed at 2 different
powers (9 W, 12 W; maximal reflected power of 0.5 W), thanks to which the surface temperature of agar
plates stayed within the temperature tolerance of the living tissues [3]. Based on our previous results
obtained by the thermal camera, temperature of the treated object does not exceed 40 °C even after 30 s of
the treatment [34]. The rotational temperature (indicating the real temperature of the plasma core) was
obtained from the emission spectrum of the OH radical and it reached (650+50) K at the end of the quartz
capillary and decreased linearly to (600+50) K at the treated surface [34]. The visible end of the discharge
was directed perpendicularly to the treated area approximately at the center of the agar in the sterile petri
dishes so that the visible end of the beam did not touch the surface. In case of 9 W, the distance from the
top of the inoculated culture was 5 mm while using 12 W, the discharge torch was longer so the distance
between its visible end and the treated area was reduced to 3.5 mm. The distribution of active particles
and calculated plasma parameters at similar operating conditions were described in details in [34].
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Figure 1. Scheme of the experimental set up: 1 - mass flow controller; 2 - quartz capillary; 3 - surfatron
resonator; 4 - MW antenna; 5 - MW-coaxial cable; 6 - plasma beam; 7 - Petri dish with inoculated Candida
glabrata culture; 8 - Petri dish holder

Preparation of Candida glabrata samples

For preliminary testing of antimicrobial activity of the microwave plasma, yeast strain Candida
glabrata CCM 8270 was used. This testing strain was supplied by the Czech Collection of Microorganisms
in Brno [42]. The yeast culture was grown in the GPY liquid medium (Glucose Yeast Peptone, HiMedia,
India) for 24 hours. Temperature of cultivation was 37 °C.

Then, the yeast culture (50 pl; 1x107 CFU/ml) grown for 24 h was cultivated on the surface of agar
medium in the Petri dishes. Agar plates were prepared using the commercial medium Malt Extract Agar
Base (HiMedia, India) and Petri dishes with diameter of 52.6 mm were used. For the antimicrobial activity
testing of the microwave generated torch, three different concentrations of microorganism were used (24
h culture with concentration 1x107 CFU/ml and a 10-fold and a 100-fold diluted culture). The cell
concentration was calculated from the absorbance value measured spectrophotometrically at A = 630 nm
and from the experimentally determined calibration curve dependence of absorbance on concentration of
the Candida glabrata cells (CFU/ml).

The plasma torch was applied on the prepared agar plates with microbial samples at selected
conditions (see Results). After the plasma application, the agar plates were incubated at 37 °C for 24 and
48 h. Microbial inhibition of plasma was determined by measuring the clear inhibition zone of
microorganism growth and recorded as an area of the inhibition zone in square centimetres. Their sizes
were measured using Microsoft Power Point where an ellipse or a circle was drawn over each zone and a
corresponding dish. Their diameters and heights were recalculated to fit the real dimensions of the Petri
dishes with a diameter of 52.6 mm. Each sample was treated by the plasma twice independently and the
inhibition zone measurement was realized independently three times for each sample to eliminate random
€rTorS.

Application of the discharge

Petri dishes with the freshly inoculated Candida glabrata cultures were treated under the microwave
plasma torch for selected exposure times of 10 s, 30 s, 60 s, 120 s, and 300 s. Each Petri dish was treated
individually. All the measurements were done twice and the control sample (without the plasma
treatment) was preserved for each yeast concentration. After the plasma application, the Petri dishes were
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incubated at 37 °C for 48 hours. Documentation in a form of photographs of all Petri dishes was recorded
after 24 and 48 hours.

3. Results and discussion

Three factors and their impact on the inhibition zone size and its time stability were measured:
a) plasma exposure time

b) applied microwave power

¢) initial cell concentration

3.1Plasma exposure time impact

Comparing the sizes of the inhibition zones, it was found that the size of the inhibition zones
increases more or less linearly with the plasma treatment duration. Thus the longer the exposure time
is, the bigger the inhibition zone is achieved (see Fig. 2). This correlation is observed at all test
concentrations and applied powers (see Fig. 3-5).

Figure 2. Comparison of inhibition zone sizes created by 10 s [left] and 120 s [right] plasma
treatment with 9 W power after 48 hours from the exposure of the undiluted culture.

3.2 Applied power impact

A similar trend like in case of the exposure time is also valid for the impact of the power used for
the treatment. The results shown in Figs. 3-5 demonstrate that the power of 12 W is more effective than
9 W, since by applying the greater power, bigger inhibition zones were created at all concentrations.

Inhibition zones created using 12 W were twice as big as the ones created by 9 W, so we can state
that power of 12 W has a double impact on the inhibition of Candida glabrata compared to 9 W. From the
measured inhibition zone sizes one may conclude that for the creation of an inhibition zone of the same
size it is possible to use 12 W and reduce the exposure time to half compared to 9 W. For example, to
create the zone with the size of 1 cm? in case of the 10-fold dilution the power of 9 W must had been
applied for 1 minute but by using the power of 12 W the exposure time was reduced to 30 s. Another
example might be the original concentration and the zone of 1.5 cm2 For the creation of this zone, the
exposure time must had been 2 minutes when using 9 W but the zone of the same size was reached just
after 1 minute using the power of 12 W. This trend also fits to all concentrations.
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Figure 3. The dependence of the inhibition zone size on the plasma exposure time for the original
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Figure 6. Comparison of exposure times needed for the creation of the same zone size when using
120 s at 9 W (left) or 60 s at 12 W (right) in case of the 10 fold dilution after the 24 hour cultivation.

It can be also noticed that the sizes of the inhibition zones decreased after 48 hours, which is due
to the recolonization of the zones (Fig. 6). After the application of 9 W, a greater reduction of the
inhibition zones was observed than in case of the power of 12 W (see Fig. 9). Thus, another advantage
of using 12 W is a longer stability of the inhibition zones. The overgrowth of the inhibition zones is due
to the colonization of surrounding cells or incomplete inhibition of yeast cells at the edges of the zones.
The regrowth was observed mainly in the peripheral regions of the inhibition zones, and therefore we
conclude that the interior of the zone was sufficiently inhibited, thanks to which the re-occurrence of
the colonies inside the inhibition zones was very rarely observed.

Figure 7. Inhibition zone observed after 24 hours from the 5 minute treatment of the undiluted
culture using 9 W power [left], the regrowth of the peripheral regions of the zone after the 48 hour
cultivation [right].

Paradoxically, the largest inhibition zones had overgrown more intensively after 48 hours than the

smaller zones. An exception was the power of 12 W applied for 5 minutes on the 10-fold dilution, where
the largest inhibition zone in the experiment was measured (see Fig. 8).
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Figure 8. Picture of the largest zone created in the experiment using 12 W power for 5 minutes in
case of the 10-fold dilution.

Figure 9. Comparison of the regrowth after the 24 hour [top] and 48 hour [bottom] cultivation of
the 10-fold dilution after the 2 minute treatment with the use of 9 W [right] or 12 W [left] power.

3.3 Initial cell concentration impact

The influence of the initial cell concentration of Candida glabrata on the microwave discharge
inhibition efficiency was observed using undiluted culture, 10- and 100-fold dilutions of Candida
glabrata. In general, we can say that the size of the inhibition zones increases with the lower cell
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concentration, namely that the largest zones can be observed for the 100-fold dilution, even after the
shorter plasma exposure time (see Figs. 10 and 11).
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Figure 10. Dependence of the inhibition zone size on the exposure time using power of 9 W.
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Figure 11: Dependence of the inhibition zone size on the exposure time using power of 12 W.

However, for the 100-fold dilution, a homogeneous distribution of the cells over the entire surface
of the Petri dish cannot be guaranteed, and therefore the parallel measurements differed more than in
case of the original concentration or the 10-fold dilution.

Based on our previous experimental results obtained by optical emission spectroscopy [34], we
suppose the action of reactive oxygen and nitrogen species (RONS) produced by our torch that can play
a significant role in the decontamination process. Even though we use pure argon as the carrier gas,
molecules contained in the surrounding air (oxygen, nitrogen, water vapor, etc.) are swept into the
plasma flow where they are excited or ionized. Therefore, the presence of RONS such as nitrogen
monoxide radical (NO), hydroxyl radical (OH), atomic oxygen (O), peroxynitrite molecule (ONOOH)
or ozone (Os) was determined in our plasma torch [34]. The NO radical is very reactive and, in a reaction
with water, forms nitrous acid, which decreases the substrate pH. This effect might contribute to the
deactivation of some kinds of microorganisms. Also the OH radical is well known as one of the strongest
non-selective oxidative species. Further, UV radiation of the NO radical belongs to the UVC region,
which is well known for its bactericide effects [14].

4. Conclusions

The target of this work was to study the effects of the microwave low-temperature plasma torch
on the yeast Candida glabrata. The 24-hour inoculum was spread on the top of the agar plates in the Petri
dishes and then exposed to the microwave discharge. The evaluation of inhibitory effects was based on
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the size of the inhibition zones formed during the subsequent cultivation and their time stability 24 and
48 hours after the treatment. The results showed that even after a short time exposition (10 s), it is
possible to observe the formation of inhibition zones, the size of which increases with the increasing
treatment time. It is similar in the case of the applied power effect, higher power leads to the formation
of bigger inhibition zones. The effect is not linear because the change of power from 9 W to 12 W leads
to the same inhibition area formation in half time. By monitoring the effect of concentration, it was
found that with a smaller number of cells, and thus their less cohesion, larger and more stable inhibition
zones occur. When trying to expose the already formed biofilm, the inhibition zone formation was not
observable, mainly due to the multilayer structure of the biofilm and its high compactness [9].

It is clear from the experiments that a power of 12 W is more effective and the inhibitory effects are
much higher. However, the disadvantage of its use may be the higher temperature generated, especially
during the prolonged treatment. From the viewpoint of the usage, it would therefore depend on the
origin of the exposed object. From the knowledge about the yeast Candida glabrata, we know that it is a
threat, especially in hospitals for hospitalized patients. Thus, in the case of sterilization of medical
instruments or other inanimate objects, the higher temperature should not be a problem and the power
of 12 W (or even more) could be advantageously used to speed up and improve the sterilization.
However, if the exposed objects are alive, such as human tissues affected by candidiasis, it would
certainly be more sensible to choose a shorter exposition time, 9 W power and repeat the process several
times to avoid any damage on the healthy tissues. When working at 12 W for longer time, the top of the
temperature range could easily be reached and the treatment may not be comfortable for the patient.
However, these hypotheses are not proven by working on the living tissue, and therefore further
experiments would be needed to confirm them. Another perspective for future experiments is to
determine the vitality or inhibition of yeast cells using selective dyes, and separate monitoring of
individual active plasma particles, their effects, radiation and heat produced to analyze their effect on
the inhibition. After an independent monitoring, it would be possible to evaluate the synergistic effect
of individual factors and plasma particles on the yeasts.
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