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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera posudzovanim ekotoxicity plazmou aktivovanych
roztokov. V ramci experimentov boli pripravované rozne plazmou aktivované roztoky.
V prevaznej vicsine testov to bola plazmou aktivovana kohutikova voda - PAW. V zavislosti
od testovacieho organizmu boli d’alej opracované riediace vody, a to konkrétne riediace vody
pre organizmy Thamnocephalus platyurus a Daphnia magna. V tejto diplomovej praci bol
posudzovany ich ekotoxikologicky ucinok na vybranych testoch ekotoxicity v akvatickom
prostredi, na vodnej rastline Lemna minor, na koérovcoch T. platyurus a D. magna
a pol'nohospodarskych plodinach Lactuca sativa a Allium cepa L. V pripade korovcov ide
0 sladkovodné organizmy, na ktorych je mozné rychlo a pomerne jednoducho stanovit’ mieru
kontaminécie vody. Dalej boli tieto opracované roztoky testované z hl'adiska akutnej toxicity
pre podne organizmy ekotoxikologickymi testami v kontaktnom usporiadani na dazd’ovke
hnojnej Eisenia fetida, chvostoskokoch Folsomia candida a opat’ na semienkach $alatu siateho
L. sativa, tentokrat v kontaktnom terestrickom usporiadani. Testy na organizmoch T. platyurus
aD. magna boli vykonané aj v ¢asovych rozostupoch abola pozorovana zmena mortalit
v zavislosti na koncentracii PAW. Ak to dovolovali vysledky testov, boli spocitané hodnoty
LC50, IC50, unikovost’ A a NR. V pripade, kedy namerané a vypocitané hodnoty nedovolovali
takyto vypocet, bol postdeny celkovy vplyv PAW na organizmy a V pripade testu inhibicie
rastu korena L.sativa bol vypocitany vyznamny rozdiel. Z kone¢nych vysledkov vyplynulo, ze
PAW pdsobi na akvatické organizmy ekotoxicky, zatial’ ¢o na terestrické ma skor prospesné
ucinky.

ABSTRACT

This masters thesis deals with ecotoxicity assessment of plasma-activated solutions.
Various plasma-activated solutions were prepared in the experiments. In the vast majority of
tests, it was plasma-activated tap water — PAW. Depending on the test organism, dilution water
was further processed, namely dilution water for Thamnocephalus platyurus and Daphnia
magna. In this master‘s thesis the ecotoxicological effects were assessed through aquatic
ecotoxicity tests with an aquatic plant Lemna minor, on a crustaceans T. platyurus and D. magna
and on agricultural crops Lactuca sativa and Allium cepa L. . Crustaceans are fresh-water
organisms on which the water contamination can be quickly and quite easily assessed. These
plasma-activated solutions were also tested for acute ecotoxicity of soil organisms by
ecotoxicological contact tests with Eisenia fetida, springtails Folsomia candida and seeds of L.
sativa. Tests on T. platyurus and D. magna were performed in time intervals and a change in
mortality was observed depending on PAW concentration. If the test results allowed, the LC50,
IC50, A and NR escapism values were calculated. When the measured and calculated values
did not allow such a calculation, the overall effect of PAW on organisms was assessed and a
significant difference was calculated for the L.sativa root growth inhibition test. The final
results showed that PAW has an ecotoxic effect on aquatic organisms, while it has rather
beneficial effects on terrestrial organisms.
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1 UvoD

Viac ako 99 % pozorovateI'ného vesmiru je tvorend plazmou. Viac ako 71 % nasej planéty
Zem je pokrytych vodou, kvapalinou. Aj naprick tomuto faktu je interakcia medzi oboma
skupenstvami vynimoc¢na aV prirode sa siiou takmer vobec nestretavame. Jej ucinkami
a potencidlnym vyuzitim sa zaoberaju rézne vyskumné odvetia. Sucasné priemyselné vyuzitie
nachadza v chemickych analyzach, spracovani potravin, v novych sposoboch oSetrovania
rastlin ale aj v praci s biologickymi materidlmi.

Vyskumy arézne experimenty dokazuju, ze plazmové opracovanie urychluje klicenie
a pomaha efektivnejSiemu rastu rastlin, ¢im sa stale viac rozvija odvetie plazmového
pol'nohospodarstva. Podobne sa tispesne javi pouzitie plazmy na hojenie ran, liecbu koze,
v zubnom lekarstve ale aj pri lieCeni rakoviny.

V ramci diplomovej prace bude postideny u¢inok plazmou aktivovanej vody - PAW, na
vybranych zastupcoch organizmov akvatickych a terestrickych ekosystémov. Pre tieto ucely
budi sledované efekty roztokov opracovanych pomocou tryskového systému (PAW) na
vhodne;j batérii testov ekotoxicity.

Utinok plazmou aktivovanej vody na Zivotné prostredie moze byt’ pozitivny (v pripade,
kedy chceme cielene zahubit' mikroorganizmy na povrchu rastlin alebo zdravotnickych
pomocok) alebo negativny (pouzitie PAW moze toxicky vplyvat na iné necielové uzitoéné
organizmy).



2 TEORETCKA CAST

2.1 Plazma

Ak na ulici zastavite ¢loveka a Spytate sa ho, ¢o si predstavi pod pojmom plazma, vo
vacsine pripadov je odpoved’ou krv, medicina a iné asociacie. Iba malokto si tento pojem spaja
s fyzikou popripade s fyzikalnou chémiou. A inapriek tomu, tak ako je krvna plazma
neoddelitenou stucastou krvi a zivot bez nej by pre nas nebol mozny, je i nami uvazovana
fyzikalna plazma dolezitym prvkom existujiceho sveta.

Pod pojmom fyzikalna plazma myslime subor nabitych a neutralnych Castic v réznych
kvantovych stavoch, o ktorom plati, Ze jeho priestorovy naboj je priblizne rovny nule (tato
vlastnost’ sa oznaGuje ako kvazineutralita). Casticami sa v tejto definicii myslia nie len
elementarne Castice, ako st napriklad elektrony ale aj i6ny, neutralne atomy a molekuly.
Rozlisujeme plazma izotermické, pre ktoré plati, ze vSetky typy Castic maji rovnaku teplotu,
a plazma neizotermické, v ktorom teplota elektronov prevazuje nad teplotou ostatnych typov
Castic. Vznik oboch zavisi predovSetkym na sposobe, akym bola plazme dodavana energia.
Izotermicita byva zvycCajne spajana s vysokou teplotou plazmy, nie je to v§ak podmienkou. Plati
vSak, Ze neizotermické plazma v prirode samovolne zanikd, je teda potrebné udrzovat ho
umelo.

Bezné chemické reakcie, ktorymi sa zaobera chémia, va¢sinou prebiehaju za normalneho
tlaku. Rovnako sa teploty pohybuja v nie prili§ Sirokom rozmedzi. Toto obmedzenie klasickej
chémie odstraiuje plazmova chémia, ktorad sa zaobera reakciami vo vel'kom rozmedzi tlakov
a teplot. Teploty sa mézu pohybovat’ radovo od jednotiek az po desat'tisice kelvinov. Podobne
sa aj tlaky moZu pohybovat’ od ultravysokého vékua, vysokého az do atmosférického tlaku.
Jednym z désledkov toho, Ze reaktanty su uz pred reakciou ionizovangé, je to, Ze sa reaktivnymi
stavaju aj take latky, ktoré za normalnych podmienok nereaguju, ako napriklad inertné plyny
[1,2].

2.1.1 Elektricky vyboj
Vyzkum a vyuzitie plazmy ma korene uz v 19. storo¢i. Vd’aka studiam Langmuira, Tonksa
a ich spolopracovnikov Vv dvadsiatych rokoch 20.storo¢ia sa vyznamného pokroku dockala
diagnostika plazmy. Ich vyzkum bol podnieteny potrebou vyvinuat’ trubicu, ktora by pri nizkom
tlaku mohla viest’ velké prudy a a musela by byt naplnend ionizovanym plynom. Skimali slabo
ionizované tlejivé vyboje aich kladné stipce s typickymi hodnotami KTeiektrons = 2 €V
a koncentracie z intervalu 10* az 10 m. Takto bol objaveny jav, stenova vrstva obklopujtca
elektrodu, ktora je priamo vidiet’ ako tmava vrstva.
Elektricky vyboj je jav vznikajuci pri prechode elektrického pridu plynom. Podmienky
vzniku vyboja st:
e existencia vol'nych nosicov naboja (elektronov a i6nov)
o elektrickd energia doddvana do plynu.
Vyboje moézeme delit’ na zéklade réznych kritérii: dizky trvania, tlaku, typu budenia
pripadne pritomnost'ou ioniza¢ného ¢inidla.



Oblukovy vyboj

Je to samostatny vyboj medzi elektrodami, charakteristicky vysokymi pradmi a teplotami.
Predstavuje izotermicku formu plazmy. NajcastejSie prebieha za atmosférického tlaku. Bezne
sa pouziva na oblukové zvaranie kovov, tavenie a podobne.

Iskrovy vyboj

Je kratkodoby samostatny vyboj, ktory vznika pri vysokom napéti medzi dvoma vodi¢mi
za atmosférického tlaku a je sprevadzany zvukovymi a svetelnymi efektmi. Iskra ma podobu
jasno svietiacich kanalikov, v ktorych dochadza k ionizacii pri teplote az 30 000 K.

Koréna
Je to samostatny vyboj, ktory vznikd v silne nehomogénnom elektrickom poli okolo
drotov, hran a hrotov s vysokym potencidlom. Vznika za atmosférického tlaku.

Tlejivy vyboj

Je samostatny vyboj s viditel'nou zloZkou, ktory je mozné pozorovat’ vo vybojkach za
znizeného tlaku. Prebieha pri malych pradoch ( radovo v mA), teplota vybojky a elektrod je
nizka [1, 2].

2.2  Plazmou aktivovana voda (PAW)

Plazmou aktivovana voda je pomenovanie z anglického Plasma Activated Water a
obsahuje mnoho aktivnych castic.

Existuje niekol’ko sposobov ako mozeme aktivovat’ vodu pomocou plazmy:

1. opracovanim vody plazmou generovanou v plynnom skupenstve (vzduch, argon
apod.) priamo. To znamena, Zze opracovavana voda je stcasne elektrodou,
pripadne je v priamom kontakte s plazmou generovanou napr. plazmovou
tryskou;

2. aktivovanu vodu pripravime priamym generovanim plazmy vo vode;

3. nepriamym opracovanim vody produktami vyboja, ktoré st unasané ionovym
vetrom a difunduju do vody cez hladinu.

PAW je mozné aktivovat’ roznymi typmi plazmovych zdrojov, ako napriklad plazmovymi
tryskami, pulznou korénou, pripadne s vyuzitim dielektrického bariérového vyvoja (DBD).
Pouzitim neizotermickej plazmy vznika PAW, ktora z najvécsej Casti obsahuje reaktivne formy
kysliku a dusiku (ROS, RNS). Aby mohli vznikat' spomenuté reaktivne komponenty, je
potrebné zaistit’ dostatocny prisun vzduchu (kysliku a dusiku. Pre ¢o najlepsie vyuzitie plazmy
je vhodné premiesavat’ Opracovavanu kvapalinu tak, aby boli vznikajuce produkty rovnomerne
rozpustené v objeme kvapaliny. Touto metdédou je mozné pripravit PAW za vyuzitia elektriny,
vzduchu a vody, a nie su potrebné ziadne chemikalie [3].

Medzi najcastejSie sposoby konfiguracie elektrdd patri hrot-rovina, pripadne takzvana pin-
hole konfiguracia, kedy mame nadobu rozdelenti na dve Casti pomocou dielektrickej bariéry,
Vv ktorej sa nachadza maly otvor.



Po zapojeni elektrod a zapnuti zdroja elektrického prudu, vznika silné elektrické pole. Jeho
posobenim na kvapalinu sa v priestore vyboja urychl'uju vol'né elektrony. Pri zrazkach vol'nych
elektronov s okolitymi molekulami dochadza k ionizacii a disociacii molekal a k vzniku
chemicky vysoko aktivnych cCastic. Tymito zrazkami sa tvoria nové volné elektrony, ktoré
ionizuju vodu avznikaju plazmové kanaliky, tzv. ,streamery“. Pdsobenim vysokého
elektrického pola sa kvapalina postupne zohrieva a ¢iasto¢ne odparuje, za¢inaju sa vytvarat
bubliny az nastane zapalenie vyboja. Vzniknuty streamerovy vyboj sa vo vode d’alej Siri
pomocou bublin [4].

Medzi najdolezitejsie aktivne Castice patria kyslikové a hydroxylové radikaly (-OH, -O),
peroxid vodiku (H202) a 0zén (O3). Vyznacuju sa vysokym oxida¢no-redukénym potencialom
a vel'kou reaktivitou. Vd'aka svojej reaktivite st schopné posobit’ na molekuly latok, ktoré su
rozpustené v kvapaline a zapri¢inuji vznik a zanik molekul [5].

Priebeh disociacie a ionizacie vody je mozné popisat’ tymito chemickymi reakciami:

HO+e*— OH-+H- + e (1.2)
H20 + e*— -H20" + 2¢° (1.2)
‘H20* + H,0 — H30* + OH- (1.3)
H-+H- — H> (1.4)

OH: + OH: — H;0> (1.5)

Chemické reakcie, ktoré prebiehaju pri elektrickom vyboji v kvapaline, moézeme zhrnt
do dvoch oddelenych sucasne prebiehajticich reakcii [4]:

H.0 — OH- + H- (1.6)

2H>0 — H20, + H» 1.7

Dalsie vel'mi dolezité &astice, ktoré vznikaju pri procese opracovanie vody plazmou, su
dusikaté castice a radikaly dusiku. Medzi tieto Castice patri NO2~, ktory spolu s peroxidom
vodika vytvara nitracné Cinidlo peroxynitrit ONOQO™. Jeho pritomnost’ je mozné dokazat
pomocou detekcie Specifickych nitrovanych produktov fenolu (4-nitrofenol, 2-nitrofenol).
Tieto produkty poskytuju jasny dokaz o tvorbe radikalov NO2-, NO- a OH- radikalov spolu s
NO" i6nmi. Zo spominanych dusikatych Castic je pre organizmy toxicky (antimikrobidlny)
prave peroxynitrit, ktorého mnozstvo zalezi na koncentracii NO2~ a H20.. Ked’Ze existuji rozne
sposoby plazmového aktivovania, vznikaju aj rozne mnozstva NO2~, H,02 a H* a tym padom
sa mozu lisit’ aj ich antimikrobialne G¢inky [6].

2.2.1 Metédy pripravy plazmou aktivovanych roztokov

Plazmou aktivované roztoky je mozné pripravit’ hned’ niekol’kymi spdsobmi, ktoré boli
Vv kratkosti spomenuté v podkapitole (2.2). Pre blizSie priblizenie boli vybraté tri
najvyznamnejsie a najcastejSie sposoby pripravy PAW.
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Priprava PAW pomocou tryskového systému

V pripade tejto diplomovej prace bol na generaciu plazmy v roztokoch pouzivany tryskovy
systém. Hlavna elektroda (tryska) je tvorena izolovanym wolframovym drotom v sklenenom
drziaku, ktorého koniec tvori dielektrickd hlavica z neporéznej keramiky s malym otvorom.
Samotny drot konci niekol’ko milimetrov od okraju keramiky, ¢im vo vnutri vznika $trbina.
Tato konfiguracia tak kombinuje klasicky systém hrot-rovina so §trbinovym (diafragmovym)
vybojom. Ty¢ mdze byt vyrobena z keramiky pripadne kremenného skla. Tryskovy systém sa
d’alej sklada z plochej protielektrody. Nasledne sa tryska s protielektrodou ponori do kvapaliny
a zapne sa zdroj elektrického pradu. V otvore trysky sa vytvaraju mikrobubliny, ktorymi sa do
okolia $iri elektricky vyboj a vznika plazma (vid’ Obr. 1) [7].

O. 1: Tryskovy systém (viastny zdroj)
Priprava PAW pomocou diafragmového vyboja

Druhym spdsobom ako je mozné pripravit plazmou aktivované roztoky je pouZitie
difragmového vyboju. Tento typ vyboja je podobny korénovému vyboju prebiehajicemu
v kvapaline. Pri koronovom vyboji vznika silné nehomogénne elektrické pole v okoli hrotov
a hrén, v pripade diafragmového vyboja je pouzitd membréna s malym otvorom oddel'ujuca
dve planarne elektrody ponorené do roztoku. V okoli tohoto malého otvoru vznika silné
elektrické pole s vysokou hustotou elektrického pradu, zahrieva sa kvapalina a vytvaraji sa
bubliny. Akonahle je prekonana urcitd hodnota intenzity elektrického pola, na rozhrani bublin
dochadza k vzniku elektrického vyboja. Pri zapaleni vyboju vznikaju plazmové kanaliky
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»streamery” s odliSnymi charakteristikami. V katddovom priestore sa vytvaraji malo
rozvetvené pozitivne plazmové kanaliky a v anédovom priestore husto rozvetvené negativne
plazmové kanaliky (vid’ Obr. 2). Rychlost’ §irenia negativnych plazmovych kanalikov je mensia
nez kladnych [4].

| |
II

katoda
Fd
negativny plazmovy
anoda str eameI}r P Y elektrolyt pozunmy plazmovy

streamer
Obr. 2: Generdcia plazmovych ,, streamerov “ pésobenim diafragmového vyboju [4]

Priprava PAW pomocou mikrovinného jetu

Poslednou vybranou metddou pripravy plazmou aktivovanych roztokov je generacia
pomocou mikrovinnej trysky. Plazma je vytvarand posobenim elektrického pola na neutralny
plyn, napriklad argon. Ked’ dojde k zrazke atdomov a molekul neutralneho plynu s fotonmi alebo
elektromagnetickym ziarenim, vzniknu elektrony a iony v plynnom skupenstve. Mikrovinnou
tryskou pdsobime na hladinu roztoku, odkial’ produkty vyboja d’alej difunduji do objemu.
Vzniknuté elektrony a idny s urychlované elektrickym polom a nabité Castice vytvaraju
plazmu.

12



PC

5
Ar
6

g A2

TRIAX 550
- {
- :
7T
| MW Generator ‘\
13 9 10
11

Obr. 3: Schéma experimentdlneho zapojenia pri opracovani povrchu malych bobul pomocou argonu.

1 — plynova trubica, 2 — prietokovy oviadac, 3 — kremennd vybojova trubica, 4 — Koaxidlny kdbel, 5 —

rezondator sufatron, 6 — anténa, 7 — plazmovy hordk, 8 — vertikalne pohybliva opticka ciara, 9 — cierny

obd[znikovy svetlovod, 10 —kremenné Sosovky, 11 — zIty opticky filter, 12 — multimode optické vidkno,
13 — opracovavand bobula [8]

Pomocou mikrovinného jetu mdze byt opracované aj drobné ovocie. Takto opracované
ovocie vydrzi dlhsie Cerstvé bez pouzitia nebezpeénych chemikalii a zaroven je jeho povrch
mikrobialne dekontaminovany. Tento spdsob opracovania je predovsetkym G¢inny na hladkom
ovoci, ako napriklad cucoriedky. Jeho velkou vyhodou je, ze nedochddza k znizeniu
antioxidacnej aktivity ovocia. Cela schéma zapojenia je uvedena na Obr. 3 [8].

2.2.2 Metédy charakterizacie PAW

Vel'mi ddlezitou sucast'ou generacie plazmy je jej charakterizacia. Stanovuju sa fyzikalne-
chemické vlastnosti ako napriklad mnozstvo a stabilita peroxidu vodiku, vodivost, pH,
pripadne teplota kvapaliny.

Stanovenie koncentracie peroxidu vodika H202
NajdolezitejSou metodou charakterizacie plazmou aktivovanej vody je urcenie celkovej
koncentracie peroxidu vodika. Tato metdda spoéiva vo vyuziti selektivnej reakcii s titanovym
¢inidlom, ktoré sa sklada z siranu titani¢it¢ho rozpustené¢ho v zriedenej kyseline sirove;.
Vznikajaci titanylovy i6n reaguje s peroxidom vodika za vzniku komplexu kyseliny
peroxotitanicitej:
Ti** + H20, + 2H,0 — TiO2 - H20; + 4H* (2.1)

Tento komplex je charakteristicky svojim Zltym zafarbenim, ktorého intenzita je priamo
umerna koncentracii peroxidu vodika v roztoku. Z nasich doterajSich merani vyplyva, ze pri
skladovani PAW v tme a pri laboratornej teplote je koncentracia peroxidu vodika stabilna po
dobu niekol’kych dni (2 az 3 dni). Roztok s komplexom kyseliny peroxotitanicitej sa analyzuje
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 407 nm. Pomocou spektrofotometra sa zmeria
absorbancia vzorky pri danej vlnovej dizke. Stanovenie koncentracie H20z vychadza zo znalosti
Lambert-Beerovho zakona, ktory popisuje vzt'ah medzi koncentraciou latky v roztoku a jeho
absorbanciou:
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A=¢-1-¢ (3.1)
kde Aje absorbancia, & je molarny absorpény koeficient pre dand vlnovi dizku
[dm~-mol!-cm!], | je hriibka kyvety [cm] a C je koncentracia [mol™-I"']. Zmeranu absorbancia
sa nasledne dosadi do rovnice kalibra¢nej priamky:

y=0,4596 - x, (3.2)
kde y je absorbancia pri vinovej dizke 407 nm a X je koncentracia H202 v vzorke [4].

Vodivost’ a stanovenie hodnoty pH

Dal§im sposobom, ktorym je mozné charakterizovat’ PAW je stanovenie vodivosti roztoku
ahodnoty pH. V procese opracovania roztoku plazmou vznikaju rdzne nabité Castice
a komplexy, a preto je vhodné urcit’ jeho vodivost. Vodivost’ roztoku elektrolytu vyjadruje
schopnost’ elektrolytu viest' elektricky prad. Je zavisla na teplote a pocte nabitych cCastic
v systéme. Cim mensi pocet nabitych astic, tym mensia vodivost. Vodivost' je mozné merat’
pomocou konduktometru, ktorého merna cela ponorena do roztoky vzorky je z pravidla
doplnena tepelnym ¢idlom. Vodivost’, ktora je zobrazena na konduktometri je tak korigovana
na vplyv teploty. Vodivost' je prevratenou hodnotou odporu, zna¢i sa symbolom G a jej
jednotku je siemens S [9]:

=L 4.1)
R

Stanovovanie pH spociva v merani rovnovazneho elektromotorického napétia
galvanického c¢lanku, ktory je tvoreny dvoma elektrédami ponorenymi do meranej vzorky
roztoku. Prva elektroda sa nazyva merna a jej potencial je funkciou aktivity vodikovych ionov.
NajcastejSie pouzivana je sklenena elektroda, ktorou je tenkostenna sklenena banicka plnena
vnutornym elektrolytom, ktorej stena funguje ako membrana. Po ponoreni do meraného roztoku
vznikd potencidlovy rozdiel medzi vonkaj§im a vnutornym povrchom membrany, ktory je
umerny rozdielu aktivit vodikovych i6nov vo vonkajSom a vnitornom roztoku. Pretoze
vnltorny roztok je nemenny, zavisi tento potencialovy rozdiel iba na pH vonkajSieho roztoku.
Druha elektroda je referencna s konstantnym elektrodovym potencialom [10, 11].

2.2.3 MozZnosti vyuZitia plazmou aktivovanych roztokov

Do roku 2050 sa odhaduje nérast populécie naSej planéty az na 10 miliard. Tato predikcia
poukazuje na nutnost’ vyuzivania inovativnych spésobov produkcie a spracovania potravin aby
vobec bolo mozné pokryt’ globalny dopyt po potravindch. Najvdc¢Sou vyzvou je schopnost
produkovat’ bezpecné vysokokvalitné potraviny bez rizika vzniku patogénov pri procese
vyroby. Postupne sa ¢im d’alej tym viac zvySuji naroky zadkaznikov, ktori pozaduji minimalne
spracované potraviny s malym mnozZstvom konzervantov. Netepelné technologie spracovania
potravin by mohli byt’ alternativne metody konzervacie, minimalizujice negativne G¢inky na
nutricnych hodnotach potravin. Jednymi zo sucasnych mozZnosti upravy, spracovania
apredizenia trvanlivosti v potravinarskom priemysle si oZarovanie, vysokotlakové
spracovanie, spracovanie pomocou UV Ziarenia a ozondcia. UV Ziarenie je mozné pouzivat’ na
osetrenie dzGisov a jablkovych $tiav. Dal§imi moznymi technoldgiami netepelného spracovania
su pulzné elektrické polia a ultrazvuk, ktoré sa pouzivaji na zvySenie extrakcie bioaktivnych
latok z ovocia a zeleniny. V poslednej dobe sa stale viac do popredia dostava novy progresivny
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Spdsob opracovania v potravinarskom priemysle, ato vyuzitie neizotermickej plazmy pri
atmosférickych tlakoch [12].

Tato diplomova praca je predovSetkym zamerana na ekotoxické ucinky roztokov
aktivovanych plazmou. Prostrednictvom experimentov skiima ich dopad na mal¢é sladkovodné
organizmy, vybrani zastupcovia koérovcov Daphnia magna a Thamnocephalus platyurus, a na
zastupcu polnohospodarskej plodiny Lactuca sativa. Predpokladany 1uc¢inok na
mikroorganizmy je toxicky a pri rastlinach by mala byt’ pozorovana pozitivna stimulacia rastu
korena.

Podl'a doterajsich vyskumov sa PAW javi ako vel'mi efektivne rieSenie pri podpore
kli¢ivosti semien a rastu rastlin. V rdmci experimentov sa plazmou aktivovana voda pouziva
ako zélievka aje mozné opracovat aj samotné¢ semenda. Tymto spOésobom je mozné
zmaximalizovat’ ucinnost PAW a takto oSetrovanym rastlinam sa dari lepSie ako klasicky,
kohutikovou vodou zalievanym rastlinam [13].

Control PAW-30 (9 days)

PR e PAW-30 (9 days) -
TW (60 days) T Then TW (51 days) 5

I'hen TW (51 days)

=== o
Obr. 4: Dlhodobé ucinky PAW a plazmou opracovanych semien na rast papriky [14]

Na Obr. 4 je znazorneny experiment, kedy bol porovnavany rast troch rastlin po uplynuti
60 dni. Prva rastlina je kontrolna vzorka, ktora bola zalievana beZnou dostupnou kohutikovou
vodou. Druhd rastlina bola spociatku zalievanda PAW (po dobu 9 dni) a nasledne uz iba
kohutikovou vodou. Nakoniec bola zasadena tretia rastlina, ktorej semend boli opracované
plazmou, prvych 9 dni bola zalievana PAW a do konca experimentu bola zalievana uz iba
kohutikovou vodou. Zavery experimentu hovoria, Ze opracovanim semien rastliny bola zvySena
rychlost’ klienia az o 80 % oproti pouzitiu kohtitikovej vody [13, 14].

Vel'mi zaujimavou vlastnostou PAW je jej antimikrobidlny G¢inok, ktory je mozné vyuzit’
v medicinskych odvetviach. Prikladom je ovplyvnenie planktonickych a adherentnych buniek
Staphylococcus epidermidis, Leuconostoc mesenteroides (ako model  gram-pozitivnej
baktéric), Hafnia alvei (gram-negativna baktéria) a Saccharomyces cerevisiae (model
kvasinky) destilovanou vodou, ktora je aktivovana kizavymi elektrickymi vybojmi. V pripade
baktérii bolo opracovanie adherentnych buniek menej G¢inné ako pri planktonickych bunkach,
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vynimkou v danom experimente bola iba S. cerevisiae. Pri porovnani G¢innosti PAW medzi
baktériami a kvasinkami, bola inaktivacia efektivnejsia u baktérii. Tymto spésobom je mozné
dosiahnut’ vyrazné znizenie mikrobidlnych populécii a to len s pouzitim plazmou aktivovane;j
destilovanej vody. Pouzitie PAW pri dekontaminacii zariadeni, pom6cok a ré6znych povrchov

sa preto javi ako vel'mi sI'ubna néhrada beznych dezinfekcnych prostriedkov na baze chléru
[15].

Podobnym prikladom je pouzitie neizotermickej plazmy na inaktivaciu rastu buniek
Escherichia coli. Bunky E. coli K12 sa deponuju na povrch z membranovych filtrov a vystavia
sa pradu studenej plynnej plazmy v prostredi atmosférického tlaku. Po opracovani buniek st
pomocou metody elektronovej mikroskopie pozorované zavazné poSkodenia Strukturdlnej
integrity. Schopnost’ buniek prezit’ zavisi na ich povrchovej bune¢nej hustote a fyziologickom
stave bunky. Cim vyssia povrchovéa koncentracia, tym su bunky odolnejsie vo¢i preniknutiu
PAW do vnutra buniek a znizuje sa G¢innost’ inaktivacnej upravy pozadovanych materialov
[16].
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Obr. 5: Zdznam E. coli zo skenovacieho elektrénového mikroskopuA(a) pred plazmatickym
opracovanim a (b) po 2 min opracovani [16]

Pri vybere moznosti opracovania roztokov by sme mali mysliet aj na ich negativny ti¢inok
na neciel'ové organizmy a pokusit’ sa ho znizit’ ¢o v najvacsej miere. Je preto vhodné vyberat
také techniky, ktoré su ¢o najekologickejSie ale zarovenl G€inné. Takymto porovnavanim sa
zaoberal J. Hayes a kolektiv, ktori skimali vplyv pulzného plazmového tlejivého vyboja
(PPGD) a pulzného UV svetla (PUV) s cielom zneskodnenia vodného endoparazita C. parvum.
Pri pouziti PPGD bola vysokonapédtovymi pulzmi opracovana voda, do ktorej bol privadzany
N alebo O2. Okrem akustickych vin a UV svetla vznikali aj vol'né radikaly, ktoré posobili na
skimaného endoparazita cytotoxicky, genotoxicky a ekotoxicky. V ramci ekotoxikologickych
testov boli pouzité kity Thamnotox™ a Daphtox™. Na zaklade vyberu plynu, ktory bol
vstrekovany do vody, sa PPGD-opracovana voda stala zédsaditd (pouzitie Oz) alebo kysla
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(pouzitie N2). V PAW vznikli viaceré reaktivne voI'né radikaly ako 0zon, disociovana kyselina
dusi¢na a kyselina dusita, ktoré prispeli k pozorovanej dezinfekcii a toxicite. Na zaklade
experimentov autori vyhodnotili, Zze v pripade PUV-opracovanej vody nebola u organizmov D.
magna, T. platyurus a V. fischeri pozorovana detekovatel'na toxicita. Tento fakt podporuje d’alsi
vyvoj PUV ako ekologicky Setrnej a efektivnej technologie na dekontaminaciu vody
obsahujticu neziaduce parazity rodu Cryptosporidium. Naopak pri pouziti PPGD-opracovanej
vody boli pozorované zna¢né toxikologické ucinky, a teda touto metddou aktivovand voda
posobila toxicky nielen na neziadtce parazity ale aj na iné organizmy. NajsenzitivnejS$im bol
organizmus T. platyurus. Vysledky prevedenych ekotoxikologickych testov hovoria, Ze aj
zriedenie 1: 8 PPGD-opracovanej vody ma silné ekotoxikologické ucinky, a preto by bolo
vhodné zvazit potencialne riziko PPGD- opracovanej vody [17].

2.3  Ekotoxikoldogia a vybrané ekotoxikologické biotesty

Ekotoxikologia je interdisciplinarny vedny obor, ktory kombinuje poznatky vedy
zaoberajucej sa ekosystémami (ekologia) a vedy Studujucej interakcie chemickych latok s
zivymi organizmami (toxikoldgia). Ekotoxikologia skiima pdsobenia Skodlivych latok na
ekosystém, Studuje toxické vplyvy v prirode, v organizmoch, predovSetkym vplyvy v
populaciach a spoloéenstvach, monitoruje a predpoveda osud a vplyvy cudzorodych latok
Vv prostredi [18].

Dalej buda vysvetlené principy vybranych pouZitych ekotoxikologickych biotestov na
akvatickych a terestrickych organizmoch.

Testy ekotoxicity na zastupcoch akvatickych organizmov
2.3.1 Test toxicity Thamnotoxkit F™

Testovaci organizmus je Thamnocephalus platyurus, sladkovodny koérovec, ktory sa
pouziva na rychle stanovenie kontaminacie vody. Patri do druhu Ziabrondzok (Anostraca)
a triedy lupenion6zok (Branchipoda). T. platyurus je charakteristicky drobnymi rozmermi
s mnozstvom opakujucich sa telovych ¢lankov a lupeniovitymi koncatinami.

Dizka liahnutia T. platyurus je priblizne 20 hodin, doba inkubacie testovacich organizmov
je 24 hodin nasledne sa sleduje ich mortalita. Z vysledkov mortality sa vypocita hodnota
24hLCso (letalna koncentracia, pri ktorej dojde k uhynu 50 % testovacich organizmov).
Testovaci organizmus sa vo forme cyst 20 az 22 hodin pred zaciatkom testu uvedie do aktivneho
stadia. Cysty sa kultivuji v inkubatore pri teplote 25 °C a pri osvetleni 3 000 az 4 000 Lux.
V ramci testu sa pouziva pat roznych koncentracii testovanej latky v troch paralelnych
opakovaniach pre kazdu koncentraciu, pricom do kazdej Sachty testovacej dosticky je
nasadenych 10 jedincov. Pri vyhodnocovani vysledkov nesmie mortalita jedincov v kontrolnej
skupine presiahnut’ 10 % [19, 20].
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Obr. 6: Thamnocephalus platyurus [21]

2.3.2 Test inhibicie rastu Zaburinky mensej (Lemna minor)

Zaburinku mensiu radime do Gelade rastlin Lemnaceae. Lemna minor je mala vodna
rastlina s plochymi listkami, ktorych pocet v zdravej kolonii je dva az pat’ listkov na jedného
jedinca. Vyskytuje sa v stojatych sladkych vodach, kde je potravou pre ryby a vodné vtactvo
[22, 23].

Testy inhibicie rastu L. minor sluzia k vyhodnocovaniu toxicity suspenzii, roztokov,
odpadnych a povrchovych vod. Listky zaburinky mensej st ponechané rast v rdznych
koncentraciach testovanej latky, ktora je pripravena riedenim zivného roztoku a danej toxickej
latky. Sucasne su listky nasadené do zivného roztoku, ktory je kontrolou. Rastliny zaburinky
mensej st inkubované po dobu 7 dni (168 hod) pri laboratornej teplote a pod zdrojom svetla
0 intenzite 6500 az 10 000 Lux. Po siedmych dnioch je spocitany pocet listkov a uréi sa biomasa.
Ciel'om testu je zistenie hodnoty 168hIC50. Vyhodnotenie testu sa robi podl'a rastovej rychlosti
a podl'a mnozstva biomasy, ktora sa ur¢i podl'a vztahu pre vypocet 168hIC50 [23, 24].

Obr. 7: Lemna minor [22]
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Vztahy na vypocet 168hIC50

Vzt'ah pre vypocet rastovej rychlosti:
_hN -hN,

1= ; (5.1)
kde u je rastova rychlost’;
Nn je pocet listkov na konci testu;
No je pocet listkov na zaciatku testu (9);
tn je doba trvania testu v hodinach.
Vzt'ah pre vypocet inhibicie: .
u= T (5.2)

kde 1, je inhibicia L. minor pre dant koncentraciu;
e je rastova rychlost’ v kontrole;

ui je rastova rychlost’ v danej koncentracii [25].

2.3.3 Test toxicity Daphtoxkit FT™M

Perloocka velka alebo Daphnia magna je maly sladkovodny vodny koérovec, nazyvany
tiez vodna blcha, tvoriaci vel'mi dolezita sicast’ potravného retazca vo vodnom ekosystéme.
St koristou pre ryby asucasne najpocetnej§imi filtratormi planktonnych rias. S ich
pritomnost’ou, pripadne nepritomnost'ou vo vodnej nadrzi sa meni jej charakter. Hlavna zlozku
potravy pre perloocky tvori fytoplanktén. Okrem fytoplanktonu je to d’alej detrit, ktorého
stucastou su aj ich vlastné zvlecené chitinové schranky. Z dlhodobého hladiska perloocky
udrZzuju matriarchat, samce produkuju iba v pripade zhorSenia zivotnych podmienok. AZ potom
sa perloocky za€inaju rozmnoZovat’ pohlavne. Perloocky st teda schopné partenogenetického
a pohlavného rozmnozovania. V pripade partenogenézy v zarodonom priestore dospelej
samice dozrieva az 60 diploidnych vajicok, z ktorych sa vyliahnu d’alSie samice. Ak dojde
k zhorseniu podmienok v nadrzi, niektoré vajicka vo vajecniku samicky sa za¢nu diferencovat’
a liahnu sa z nich samci. Takouto krizovou situaciou moze byt’ napriklad zmena v zlozeni vody,
nedostatok potravy, skratenie dia, atd’. [26].
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Obr. 8: Dapnia magna [27]

Podobne ako v pripade ekotoxického testu na T. platyurus, bol pouzity mikrobiotest v podobe
,Kitu“. Balenie obsahuje testovacie organizmy v pokojovom §tadiu vo forme ephippii a Styri
ampulky s roztokmi presne definovanych koncentracii, potrebné na pripravu zivného média.
Organizmy je nutné vyliahnut' tri az $tyri dni pred nasadenim testu. Test aktitnej toxicity sa
prevadza v testovacich dostickach a skladovanie prebieha v inkubatore pri teplote 20 °C. Po
uplynuti 24 a 48 hodin sa zaznamena pocet uhynutych organizmov Vv testovanej koncentracnej
rade a v kontrole, vyhodnoti sa mortalita a vypocita sa hodnota 24hLC50 a 48hLC50 [28].

Testy ekotoxicity na zastupcoch terestrickych organizmov
2.3.4 Screeningovy test kli¢ivosti Salatu siateho (Lactuca sativa)

Salat siaty patri do rozsiahlej skupiny kvitnticich rastlin z &el'ade astrovité, Asteraceae,
arodu Lactuceae . Je to jednoroéna aj dvojroéna listovd zelenina pdvodom z Azie,
charakteristicka zelenymi, niekedy aZz Cervenymi listami. Tvori ruzice hlavkovitého tvaru
S hladkymi alebo kuceravymi listy. Pestuje sa ako listova zelenina a je rozSirena takmer po
celom svete [29].

Test na Salate siatom patri medzi podne kontaktné testy, ktoré st pouzivané na hodnotenie
fytotoxického Gginku na rast korefia. Principom testu je porovnavanie dizky korenov alatu
v kontrole s korefimi vykli¢enymi v pode s testovanou toxickou latkou. Pripravena artificidlna
poda alebo LUFA 2.3 sa zvlhcuje na 70 % vodnej kapacity pody, do kazdej nadoby sa nasadi
15 vopred vyklicenych semienok a prikryje sa potravinarskou foliou. Takto pripravené nadoby
sa inkubuju 120 + 2 hod v termostate pri teplote 24 °C. Z vysledkov testu sa vyhodnocuje
inhibicia, respektive stimulacia rastu korena podl'a vztahu (16):

I= LEL_LV 100 (6.1)

[
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kde | je inhibicia (stimul4cia) rastu korefia (%), L¢ je priemerna dizka korefia
v kontrole (mm), L, je priemerna dizka korea v testovanej matrici. Ak je | <0, ide
0 stimulaciu rastu korena [30].

2.3.5 Test unikového spravania na daZd’ovke hnojnej (Eisenia fetida)

Dazd’'ovka hnojna patri do kmena obrackavcov, Annelida, triedy malostetinavcov,
Oliochaeta, a ¢el'ade dazd’'ovkovité, Lumbriculidae. Je to stredne vel’ky Cerv zijuci v hnijicej
vegetacii, komposte alebo v hnoji. Zije vo vlhkom prostredi ale nikdy nie priamo vo vode [31].

Déazd’'ovky su vystavené toxickym ufinkom latok derméalnym aj oralnym spdsobom,
prostrednictvom priameho kontaktu citlivej pokozky s okolitou pddou a prijimanim potravy.
Vdaka tomuto sa moéZu vyuzivat' na stanovenie toxicity pddy. Polovica pody LUFA 2.2
Vv testovacej nadobe bola ovlhéena destilovanou vodou na 50 % vodnej kapacity pody a do
druhej polovice pody sa pridava testovand toxicka latka tiez v takom mnozstve, aby vodna
kapacita pody bola 50 %. Nadoby s pripravenou podou a 10 organizmami na jednu nadobu sa
uchovavaju v klimatizovanej miestnosti prikryté potravinarskou foliou, za staleho svetelného
rezimu a teploty 24 °C. Po 48 hodinach sa hodnoti miera tinikovosti na zaklade vztahu (15):

N,—-N
A="2 "X 100
N, (7.1)
kde A je tinikovost’ (%), Noje predpokladany pocet jedincov v kontrole a Nx je pocet

jedincov najdenych v kontaminovanej matrici. Pre vypocet bolo predpokladané, Ze distribucia
jedincov je homogénna, teda 50% podiel jedincov v kontrole a 50% podiel v kontaminovanej
matrici [32].

2.3.6 Test unikového spravania na chvostoskokoch (Folsomia candida)

Organizmus Folsomia candida je podny bezstavovec patriaci do kmenu ¢lankonozcov a
do skupiny Sestnozcov s podlhovastym telom, ¢lankovanymi tykadlami ajeho hlavnym
znakom je unikatny skakaci aparat. Mozu sa vyskytovat’ v humuse, odpadoch, niekedy aj na
vodnej hladine a okrajoch 'adovcov. Chvostoskoky st rozsirené po celej planéte a stt odolné
voci vykovom podmienok Zzivotného prostredia. VécSina z nich su saprofagy, zivia sa
rozlozenym odpadom, detritom, hubami a riasami. Niektoré mozu byt dokonca aj predatori
Ziaviaci sa podnymi organizmami [33].

Tento experiment prebieha v stlade s normou ISO 17512-2:2011 a jeho vyhodou je ¢asova
nenarocnost’ a velka citlivost’. Pre test sa pouzivaju dospelé jedince. Do Petriho misiek sa vloZzi
prepazka, do jednej polovice sa umiestni artificialna poda alebo LUFA 2.2 a do druhej pdda
artificidlna poda, pripadne LUFA 2.2. kontaminovana toxikantom.  Petriho misky
s organizmami su d’alej uchovavané v inkubatore pri teplote 20 + 2 °C. Po 48 hodinach je medzi
tieto dve casti opat’ vlozena prepazka, organizmy su z kazdej Casti prevedené na flotaéné misky
a st spocitané. Na zaver je vyhodnoteny vplyv kontaminovanej pddy na unikové spravanie F.
candida.
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Unikovost’ sa vypocita na zaklade vzorce (15):

NR(%) = C% -100, 8.1)

kde NR (%) je ¢ista odpoved’ vyjadrena v percentach, C je pocet organizmov v referencnej
pode, T je pocet organizmov v testované pdde a N je celkovy pocet organizmov [34].

Obr. 9: Folsomia candida [33]

2.3.7 Test inhibicie elongacie koreiiu cibule kuchynskej (Allium cepa L.)

Cibul'a kuchynska alebo cesnak cibulovy je dvojro¢na rastlina, ktora sa radi do celade
cesnakovité. Je rozsirena po celom svete a vyuziva sa predovSetkym ako kultarna plodina
pestovana na poliach a zdhrad4ch. Okrem jej kulinarskeho uplatnenia treba spomenut’, Ze vd’aka
jej baktericidnym a fungicidnym u¢inkom bola pouzivana aj v tradi¢nej medicine [35].

Ciel'om testu je stanovenie inhibi¢nych Gc¢inkov roztoku toxickej latky na rast korena.
Cibul’ky su 24 hodin pred nasadenim testu zbavené vrchnej Supky a namocené do vody.
Nasledujtci dent st cibulky jednotlivo umiestnené na vrchnu Cast’ skimaviek tak, aby sa
koreniovou ¢astou jemne dotykali hladiny roztoku. Minimalny pocet cibuliek je 12 na jedno
opakovanie. Ako referen¢na vzorka je pouzita kohutikova voda a testované vzorka je toxicka
latka. Skiimavky s cibulkami st umiestnené na miesto so stalou teplotou okolo 25 = 1 °C
a svetelnym cyklom 16 h/8 h (svetlo/tma). Za Standardnych podmienok kultivacia prebieha po
dobu 72 hodin a po jej uplynuti sa zmeria priemerna dizka korienkov a stanovi sa hodnota IC50.
V pripade tejto diplomovej prace bola doba kultivacie predizena na sedem dni (168 hodin).

Vypocet priemernej dizky koretia cibule kuchynskej (Allium cepa L.) pre jednotlivé
koncentracie:

>L (9.1)

n

L=

L je priemerna dizka korefia vo zvolenej koncentracii v [mm],
Li je dizka i-tého korefia vo zvolenej koncentracii v [mm],

n je pocet cibuliek vo zvolenej koncentracii.
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Podobne sa prevadza aj vypocet priemernej dizky koretia Lc Vv kontrolnych stanoveniach.
Vypocet inhibicie rastu korena v testovanej koncentracii v zrovnani s kontrolnym stanovenim
sa urcuje podl'a rovnice:

_ 1 -1 9.2
- L-L, 00 (9.2)
kde
I; je inhibicia rastu korefia v danej koncentracii v [%], ak je | < 0 hovorime o stimulacii
rastu,

L. je priemerna dizka korena v kontrole v [mm],

L, — priemerna dizka korefia v testovanej koncentracii v [mm].

Ak nastane situacia, kedy priemerna dizka korena v testovanej latke je vacsia ako
v kontrole, teda testovana latka posobi na rast korena stimulaéne, vypocet hodnoty IC50 sa
neprevadza [36].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Ulohou mojej diplomovej prace bolo prostrednictvom vhodnej batérie ekotoxikologickych
testov posudit’ ekotoxicitu plazmou aktivovanych roztokov. V experimentoch boli plazmou
opracované zivné média a obycCajné kohutikové voda dostupnd v laboratériach. Boli pouzité
zivné média pre organizmy T. platyurus, L. minor a D. magna. V pripade screeningového testu
kli¢ivosti Salatu siateho bolo pouzité Zivné médium rovnaké ako pre organizmus D. magna.
U zvysnych testov bola pouzivana kohttikova voda.

Pred zacatim kazdého experimentu bolo nutné pripravit’ plazmou aktivované roztoky. Pred
a po opracovani bola zmerana teplota, vodivost’ a pH roztokov.

3.1 Priprava vzoriek a ekotoxikologické biotesty

Ako prvé boli vykonané predbezné testy, kedy boli 100% roztoky PAW rozriedené
prislusnym zivnym médiom na vyslednti koncentracnti radu 0, 25, 50 a nezriedenych 100 %.
Na pripravu riedenych roztokov boli pouzivané odmerné banky 50 ml. Koncentracia 100 %
bola pripravena odobratim 50,0 ml zo zasobného roztoku PAW, koncentracia 50 % bola
pripravena odobratim 25,0 ml zo zasobného roztoku a doplnenim po rysku prislusnym zivnym
médiom, koncentracia 25 % bola pripravena odobratim 12,5 ml zo zasobného roztoku
a doplnenim po rysku prislusnym zivnym médiom.

Na zaklade vysledkov predbeznych testov bolo potrebné pozmenit predchadzajiicu
koncentra¢nu radu, a preto bola stanovena jej finalna podoba pre zakladné testy, 0; 6,25; 12,5;
25; 50 a 100 %. Boli pouzité odmerné banky 50 ml. Na pripravu 6,25% roztoku bol pipetovany
objem 3,125 ml zo zéasobného roztoku a zvysny objem bol doplneny po rysku prislusnym
zivnym médiom. Na pripravu 12,5% roztoku bolo pipetovanych 6,25 ml zo zasobného roztoku,
na 25% roztok 12,5 ml, na 50% roztok 25,0 ml a na 100% roztok bol pipetovany objem 100,0
ml. Vo vsetkych pripadoch, okrem 100% roztoku, bola odmerna banka vzdy doplnena po rysku
prisluSnym médiom.

Ekotoxikologické testy prevedené v akvatickom usporiadani:

= Test toxicity Thamnotoxkit F™

= Test inhibicie rastu Zaburinky malej (Lemna minor)

= Test toxicity Daphtoxkit F™

= Test inhibicie elongacie korenu cibule kuchynskej (Allium cepa L.)

» Test inhibicie rastu korena Lactuca sativa (obdoba testu s Sinapis alba).
Ekotoxikologické testy prevedené v terestrickom usporiadani:

= Screeningovy test kli¢ivosti Salatu siateho Lactuca sativa

» Test unikového spravania na dazd’ovke hnojnej Eisenia fetida

» Test unikového spravania na chvostoskokoch (Folsomia candida).
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3.1.1 Testy ekotoxicity v akvatickom usporiadani
3.1.1.1 Test toxicity Thamnotoxkit F™

Test toxicity Thamnotoxkit F™ patri medzi alternativne ekotoxikologické biotesty. St to
mikrobiotesty, ktoré produkuje a predava spolo¢nost’ MicroBioTests Inc vo forme kitov, Ide
0 vel'mi citlivy test na sladkovodnom korovcovi T. platyurus, ktory zije vo vel'mi ¢istych
a specifickych vodach.

Predavany kit obsahuje kompletny potrebny materidl na prevedenie Siestich testov,
zahfnajucich organizmy vo forme cyst, multiSachtové dosticky, sadu zasobnych roztokov soli,
informacny material, pipety, parafilm na prekrytie multiSachtovej dosticky a Petriho misky.
Trvanie samotného testu je 24 hodin, po ktorych je potrebné stanovit mortalitu v r6znych
koncentraciach a nasledne vypocitat” hodnotu 24hLC50 [37].
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Obr. 10: Thamnotoxkit F™ [37]

Priprava riediacej vody

Sada piatich ampuliek so zasobnymi roztokmi soli NaHCOs, CaSOa, MgSO4 a KCI bola
kvantitativne prevedena do odmernej banky 1 000 ml a zvy$ny objem bol doplneny po rysku
destilovanou vodou.

Priprava nariedenej riediacej vody

Na pripravu nariedenej riediacej vody bolo potrebné do Cistej kadicky odobrat’ objem 2,5
ml riediacej vody a pridat 17,5 ml destilovanej vody. Tato nariedena riediaca voda bola
nasledne pred kazdym pouzitim (ozivenim cyst) 15 minut okyslicovana pradom vzduchu
Z akvéariového Cerpadla.

Liahnutie cyst

Z pripravenej nariedenej riediacej vody bol pipetovany objem 1,0 ml do ampulky
S Cystami, ktord bola nésledne pretrepavana po dobu 10 mintt. Po pretrepavani bol obsah
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ampulky vyliaty do novej ¢istej kadicky spolu so zvy$nou nariedenou riediacou vodou. Kadi¢ka
bola umiestnend pod zdroj svetla a ponechana inkubdcii po dobu 24 hodin.

Nasadenie testu

Do multisachtovej dosticky boli postupne po 1,0 ml pipetované jednotlivé koncentracie,
vzdy od najmenej koncentrovanej PAW po najkoncentrovanejs$iu. Koncentra¢na rada bola 0,
25, 50, 100 %. Nasledne bolo pomocou pipety prenesenych 30 ozivenych jedincov do
rozplavovacej Sachty, z ktorej boli postupne prenesené po 10 jedincoch do testovacich Sacht.
Multisachtova dosticka bola teda naplnena tak, e v prvom stipci bola kontrola a v d’alsich
stipcoch jednotlivé koncentracie roztokov, pri¢om prvy riadok boli rozplavovacie $achty
a Sachty B, C a D boli testovacie. Nakoniec bola multiSachtova dosti¢ka prekryta parafilmom
a vloZena do inkubatoru nastaveného na 25 °C. Po 24 hodinach bol test vyhodnoteny spocitanim
mitvych jedincov v jednotlivych Sachtach a bola vypocitana percentualna mortalita.

3.1.1.2 Test inhibicie rastu Zaburinky mensej (Lemna minor)

Principom tohto ekotoxikologického testu je nasadenie zaburinky mensej do
koncentra¢nej rady ato vzdy v rovnakom pocéte listkov. V nasledujicich testovaniach bolo
vzdy nasadenych 9 listkov na jednu kadicku.

Skiimané st nielen akttne u¢inky testovanej latky na organizmus ale aj u¢inky na budtice
generacie. Ide 0 7 diovy test, v ktorom su do kadi¢iek s roztokmi o urcitych koncentraciach
testovanej latky nasadené testovacie rastliny a ako kontrola sluzi kadi¢ka s zivnym médiom. Na
konci testu sa stanovuje hodnota 168hIC50 [38].

Podobne ako v predchadzajicom teste bola vytvorena koncentra¢na rada 0, 25, 50 a 100
%. Prostrednictvom tohto organizmu bolo testované neopracované zivné médium, plazmou
opracované zivné médium a neopracovana a opracovana kohutikova voda. Kazda koncentracia
bola testovana v dvoch opakovaniach. Do kadiciek bolo naliatych priblizne 100 ml roztoku
a bolo nasadenych 9 listkov rastliny L. minor.

Test vychadza z normy ISO 20079:2005 Kvalita vody. Stanovenie toxickych ucinkov
zloziek vody a odpadovej vody na L. minor (zaburinku). Skaska inhibicie rastu [38].

Priprava riediacej vody

Z vopred pripravenych zasobnych roztokov na pripravu Steinbergerovho média boli
pipetované potrebné objemy, a to z roztokov I, 11 a III bolo pipetovanych 20,0 ml a z roztokov
IV, V, VI, VIl aVIIl po 1,0 ml. Zvysny objem bol doplneny destilovanou vodou po rysku
1000mI odmernej banky (vid’ Tab. 1).
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Tab. 1: Zdasobné roztoky na pripravu Steinbergerovho média

& roztoku makrozlozky ¢. mikrozlozky
zlu¢enina koncentracia [g/l] | roztoku zli¢enina koncentracia [mg/l]
I KNO3 17,5 v H3BO3 120
I KH2PO4 4,5 \Y ZnS04.7H20 180
I K2HPO, 0,63 VI NazM00,.2H.0 44
1 MgS0O,.7H.0 5 VI MnCl2.4H.0 180
1"l Ca(NO3).4H20 14,75 VIII FeCls.6H.0 760
VIII EDTA 1500

Nasadenie testu

Do pripravenych kadi¢iek o objeme 250 ml boli naliate roztoky o jednotlivych
koncentraciach a to vzdy tak, ze jednej koncentracii prisltichali vzdy dve opakovania. Do kazdej
kadicky bolo pomocou sklenenej ty¢inky prenesenych 9 listkov a nasledne boli umiestnené pod
zdroj svetla po dobu 7 dni.

3.1.1.3 Test toxicity Daphtoxkit F™

Podobne ako Vv pripade testu toxicity s organizmom T. platyurus, i Daphtoxkit™ patri
medzi alternativne ekotoxikologické biotesty, ktoré st dodavané firmou MicroBioTests Inc vo
forme kitov. Ide to drobného sladkovodného korovca, ktory je vel'mi citlivy na zmeny svojho
zivotného prostredia a prave preto je vhodnym kandidatom na ekotoxické biotesty.

Dodavany kit obsahuje sadu zasobnych roztokov soli, multiSachtové dosticky, pipety,
mikrositko, organizmy vo forme epphipii, informaény material a Petriho misky. Dizka testu je
48 hodin, no mortalita je stanovovana nielen po 48 hodinach ale aj po 24. To ndm umoznuje
vypocitat’ hodnoty 24hL.C50 a 48hLC50 [39].

Obr. 11: Daphtoxkit™ [39]
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V predbeznom testovani bola vytvorend koncentra¢na rada 25, 50 a 100 %. Neskor bola

vytvorena aj rozSirend koncentracna rada zakladného testu S koncentraciami plazmou
aktivovaného Zivného média 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 %.

Priprava riediacej vody

Sada Styroch ampuliek so zasobnymi roztokmi soli NaHCO3, CaCl,-2H20, MgSO4-7H.0
a KCI bola kvantitativne prevedena do odmernej banky 2 000 ml a zvySnym objem bol
doplneny destilovanou vodou.

Liahnutie epphipii

Pripravend riediaca voda bola prevzdusiovana po dobu 15 minit. Do ampulky
S epphipiami bol napipetovany priblizne 1 ml riediacej vody a ampulka bola mierne pretrepana.
Obsah ampulky bol nasledne prevedeny na mikrositko tak, aby v ampulke nezostali Ziadne
organizmy. Nasledne boli epphipia jemne preplachnuté kohutikovou vodou a pomocou
riediacej vody preliate do Petriho misky. Petriho misky boli spolu s nevyliahnutymi
organizmami inkubované po dobu 72 hodin, pri teplote 20-22 °C a staleho osvetlenia 6 000
Lux.

Nasadenie testu

Do multisachtovej dosticky boli postupne po 10,0 ml pipetované jednotlivé koncentracie,
vzdy od najmenej koncentrovanej PAW po najkoncentrovanejsiu. Koncentracna rada bola 25,
50, 100 % v porovnani s kontrolou, kde sa nachédzala ¢ista riediaca voda. Nasledne bolo
pomocou pipety prenesenych 15 ozivenych jedincov do rozplavovacej Sachty, z ktorej boli
postupne po 5 jedincoch rozdelované do testovacich Sacht. MultiSachtova dosticka bola
Vv kone¢nom dosledku naplnena tak, ze v prvom riadku bola kontrola a v riadkoch pod tiou
jednotlivé koncentracie roztokov, pricom prvy stipec boli rozplavovacie Sachty a $achty B, C
a D boli testovacie. Nakoniec bola multiSachtova dosticka prekryta parafilmom a vlozena do
inkubatoru nastaveného na 20-22 °C. Po 24 a 48 hodinach bol test vyhodnoteny spocitanim
mitvych jedincov v jednotlivych Sachtach a bolo vypocitana percentualna mortalita [39].

3.1.1.4 Test inhibicie elongdcie koreriu cibule kuchynskej (Allium cepa L.)

A. cepa L. ako terestricky zastupca rastlinnej rise je vyuzivany v testoch fytotoxicity, ktoré
sltizia k testovaniu ekotoxicity v akvatickom usporiadani. Pre testovanie sa pouzivaju priblizne
rovnako vel'ké cibulky, 15 az 22 mm velké a 2 az 4 g véaziace.

Testovanie prebieha v skimavkach naplnenych kontrolnym a testovanym roztokom.
V ramci mojej diplomovej prace bola ako kontrola pouzivana kohutikové voda a ako testovana
latka, plazmou opracovana kohutikova voda. Koncentra¢na rada nebola vytvarana a bola
porovndvana iba 100 % PAW oproti kontrole. Toto rozhodnutie bolo uskuto¢nené na zaklade
vysledkov testov na Lactuca sativa (vid’ nasledujuca kapitola), kedy rozdiely v dizke korienkov
v jednotlivych koncentraciach koncentraénej rady neboli nijak vyznamné. Test bol
modifikovany a to tak, Ze zo §tandardnych 72 hodin prediZeny na 168 hodin (7 dni) a to z toho
dovodu, Ze pri kratsom posobeni PAW na organizmy nebol badatel'ny rozdiel v dizke korienkov
oproti kontrole.
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Priprava riediacej vody
Ako riediaca voda bola pouzita kohutikova voda, ktord bola opracovana plazmou.
Nasadenie testu

24 hodin pred nasadenim testu boli vybrané vhodné cibul’ky v pocte 12 kusov na kontrolu
a 12 kusov na testovany 100% roztok. Opatrne bola osupana vrchna vrstva, boli ponechané
vo vode a skladované pri teplote 7 °C, aby sa ozivili zarodo¢né bunky korienkov. Nasledujtci
deil bol cibul’ky umiestnené na vrchnu cast’ skiimaviek tak, aby sa spodnou ¢ast'ou dotykali
hladiny vody a boli presunuté na okno S prirodzenym Svetelnym reZimom. Po 7 diioch bola
zmerana dizka korienkov.

Obr. 12: Nasadeny test Allium cepa L.

3.1.1.5 Test inhibicie rastu koreria Lactuca sativa (obdoba testu s Sinapis alba)

Tento test je variantou testu inhibicie rastu korena hor¢ice bielej. Test a aj vyhodnocovanie
prebieha rovnako, len testovacim organizmom je Salat siaty. V ramci testu bola pouzita
neopracovana kohutikova voda KV (kontrola), plazmou aktivovana KV, neopracovana riediaca
voda RV (kontrola) a opracovana RV. Spociatku bola vytvorena koncentra¢na rada 0; 6,25;
12,5; 25; 50 a 100 % ale rozdiely v dizkach korienkov v kontrole a jednotlivych koncentraciach
boli nepatrné. Z toho dovodu bola v d’alSich testoch pouZivana iba 100% koncentracia
opracovanych testovanych kvapalin (riediaca voda alebo kohtutikova voda), neopracovana
riediaca a kohutikova voda boli pouzité ako kontrola. Vd’aka tymto vysledkom bolo mozné
podobne postupovat’ aj s A. cepa L (vid’ kapitola 3.1.1.5 Test inhibicie elongacie korenu cibule
kuchynskej). 24 hodin pred samotnym nasadenim testu je potrebné semienka Salatu nechat
predklicit’.
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Priprava riediacej vody

Riediaca voda je pripravovana podla normy ISO 6341, teda rovnaka ako pre D. magna.
Sklada sa zo Styroch zloziek: 2,59 g/l NaHCOs, 11,76 g/l CaClz-2H20, 4,93 g/l MgSO4-7H20
a 0,23 g/l KCI.

Nasadenie testu

Do Petriho misiek boli vlozené vystrihnuté kruhové filtracné papiere, na ktoré bol pipetou
nadavkovany testovany roztok v mnozstve 6 ml. Na ovlh¢eny filtrany papier bolo opatrne
umiestnenych 30 semienok Salatu siateho. Petriho misky boli prekryté vrchnym dielom
a inkubované v termostate pri teplote 20-22 °C po dobu 7 dni. V pripade testu s koncentra¢nou
radou 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 % mala kazda koncentracia 2 opakovania (60 semienok na
jednu koncentraciu). V teste, kde boli testované koncentracie zredukované na 0 a 100 % bolo
vykonanych 5 opakovani (150 semienok na jednu koncentraciu). Po uplynuti 7 dni bola
zmerana dizka korienkov a ak to bolo moZné, bola spo&itana hodnota IC50. Vypodet priemerne;
dizky korefia je rovnaky ako pri A. cepa L. (vid’ kapitolu 2.3.7 Test inhibicie elongacie koreiu
cibule kuchynskej (A. cepa L.)).

3.1.2 Testy ekotixicity v terestrickom usporiadani
Priprava pody

V ramci testov v kontaktnom usporiadani bola pouzivana prirodna Standardna poéda LUFA 2.2
a LUFA 2.3. Najskor boli zhomogenizované, vysusené a nakoniec zvazené. LUFA 2.2 a 2.3, st
vhodnym prostredim na prevedenie testov v kontaktnom usporiadani na pdnych organizmoch.
LUFA 2.2 bola pouzita v testoch na zivo¢isnych organizmoch E. fetida a F. candida. LUFA 2.3
je vhodna pre rastlinné organizmy a preto bola pouZité iba v screeningovom teste kli¢ivosti na
Salate siatom L. sativa.

Stanovenie maximalnej vodnej kapacity pody (VKPmax)

Pred tym ako bola LUFA 2.2 a 2.3 v jednotlivych testoch ovlh¢ena, bolo nutné stanovit
maximalnu vodnu kapacitu pddy. VKPmax je tdaj predstavujici mnoZstvo kvapaliny, ktoré je
poda schopnd maximalne udrZat’ vo svojich poroch.

Pre jej stanovenie je v prvom rade potrebné vypocitat’ susinu pody. Suché prazdne sklenené
valceky boli zvaZené na analytickych vahach a bola zapisand ich hmotnost’. Nasledne bolo do
val¢ekoch nasypanych 50,0 g Standardnej prirodnej pody. Valceky boli presunuté do nadoby
s vodou tak, aby hladina vody siahala do vySky nasypanej pddy. Po uplynuti 3 hodin boli
val¢eky presunuté na piesok, kde boli ponechané dalSie 3 hodiny. Na zaver boli
v polhodinovych intervaloch zvazené naplnené nasiaknuté valCeky. Vazené boli do toho
momentu, dokial’ sa ich hmotnost’ neustalila. Nasledne sa vypocita percentualne zastupenie
suSiny podl'a vzt'ahu :

S—-T-D
—
kde VKPmax je vodna kapacita pody (%), S je hmotnost’ valca s nasytenou pddou (g), T je
hmotnost’ vysuseného valca (g) a D je hmotnost’ suchej vzorky (50,0 g) [30].

(10.1)

VKPypgy = 100
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VKPmax LUFA-i 2.2 bola stanovena na 16,12 ml na 100 g pody a LUFA-i 2.3 na 13,68 ml
na 100 g pody [40].

3.1.2.1 Screeningovy test klic¢ivosti Saldatu siateho (Lactuca sativa)

Velkou vyhodou screeningového testu kli¢ivosti Salatu siateho je l'ahka dostupnost
semien, nenaro¢né prevedenie testu a cenova dostupnost’.

Predkli¢enie semien a nasadenie testu

Pred nasadenim testu bolo potrebné nechat’ semienka Salatu predkli¢it. Semienka boli
predklicené na filtratnom papieri ovlhéenom destilovanou vodou v Petriho miske a boli
ponechané kli¢it’ 22 az 24 hodin v tme za laboratdérnej teploty. Po vykliceni boli vybrané také
semend, ktorych koren nepresiahol 2 mm.

Pred samotnym nasadenim testu boli pripravené plastové nadoby s pddou nasytenou na 70
% VKPmax. Do kazdej nadoby bolo navazenych 400 g pody LUFA 2.3 a pravidelne rozlozenych
15 semienok 3alatu do vyhibenych jamiek. Plastové nadoby boli prikryté potravinarskou foliu
a vlozené do termostatu vyhriateho na 24 °C. Takymto spdsobom bola pripravena kontrola,
ktora bola nasytend destilovanou vodou a nadoby s testovanou opracovanou kohutikovou
vodou, v 3 opakovaniach pre PAW a 4 opakovaniach pre kontrolu. Test bol vyhodnoteny po
120 + 2 hodinach [41].

— |

Obr. 13: Nadoba na zaciatku nasadenia testu s predklicenymi semenami Lactuca sativa (vlastny

zdroj).
3.1.2.2 Test uinikového spravania na dazd’ovke hnojnej (Eisenia fetida)

Test unikového spravania na ddzd’ovkach hnojnych je rychly screeningovy test, ktory
odraza biologicku dostupnost’ kontaminantu v pdde. Jeho principom je vystavenie urcitého
poctu dospelych jedincov E. fetida pode, ktora je kontaminovana testovanou toxickou latkou
a pdde kontrolnej, ktora je nasytena kohutikovou vodou [23].
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Priprava pody a nasadenie testu

V pripravenej miske bolo zmieSanych 250 g pody LUFA 2.2 s takym mnozstvom plazmou
opracovanej kohutikovej vody, aby VKP nepresiahlo 50 %. Poda bola dokladne premiesana
a vlozend do jednej polovice plastovej nddoby, ktord bola predelend vystuzenou papierovou
prichradkou. Do druhej polovice bola vlozena rovnako pripravena poda ale ovlhéena iba
kohutikovou vodou. Tymto sposobom bol pripraveny test s vyslednou hmotnostou 500 g.
Podobne bola pripravena kontrola, ale miesto PAW bola v oboch poloviciach nadoby ¢ista
kohutikovéa voda.

Po vybrati priehradky, bolo do vzniknutej priehlbiny vlozenych 10 jedincov s hmotnost'ou
300 + 10 mg a nadoba bola prikrytd potravinarskou foliou. VSetky nadoby boli uchovavané
v klimatizovanej miestnosti za staleho svetelného rezimu po dobu 48 hodin pri teplote 24 °C.
Na zaver bola vypocitana miera unikovosti. Kontrola bola nasadena v 2 opakovaniach
a testovana latka v pocte 6 opakovani.

I \

Obr. 14: Jedince Eisenia fetida viozené do plastovej nadoby a ndsledne prekryté potravindrskou
foliou(viastny zdroj).

3.1.2.3 Test unikového sprdvania na chvostoskokoch (Folsomia candida)

Test prebieha vel'mi podobne ako Test inikového spravania na dazd’ovke hnojnej. Pracuje
sa vSak s ovel'a menSim mnoZstvom pddy, a preto su ako nadoby postacujiice Petriho misky.

Priprava pédy a nasadenie testu

Do Petriho misiek bolo navazené také mnozstvo pody, aby poda siahala priblizne 5 mm od
okraju misky. P6da LUFA 2.2 bola navlh¢ena takym mnozstvom roztoku, aby bolo l'ahké
vytvorit’ priechradku a aby sa povrch pody prilis neleskol. Do stredu Petriho misky bola vloZena
papierova priehradka, prva polovica pody navlhéend testovanym roztokom (plazmou
opracovana KV), druha kohutikovou vodou a boli opatrne nasypané do Petriho misky. Po
vytvoreni dostato¢nej medzery, bola papierova priehradka vybrana. Pomocou detskej nosovej
odsavacky bolo chytenych 10 dospelych jedincov a prenesenych do vzniknutej medzery.
Petriho misky boli prekryté vrchnym dielom a vlozené do inkubatoru pri teplote 20-22 °C. Po
48 hodinach bola do medzery opét’ vlozena papierova priehradka, pdda spolu s organizmami
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bola opatrne prevedena na flotacné misky a boli spocitané jedince. Na zaver je vyhodnoteny
vplyv kontaminovanej pody na tinikové spravanie F. candida a je vypocitana unikovost’ [34].
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci tejto diplomovej prace boli testované ekotoxické u€inky plazmou aktivovanych
roztokov ato prostrednictvom O6smych vybranych testov ekotoxicity. Pat z nich bolo
vykonanych v akvatickom usporiadani a zvys$né tri v kontaktnom usporiadani. V akvatickom
usporiadani to boli testy toxicity Daphtoxkit F™ a Thamnotoxkit F™, testy inhibicie rastu
korena L.sativa a inhibicie rastu L.minor, atest inhibicie elongacie korenia A.cepa L. Pre
kontaktné usporiadanie boli vybrané testy na organizmoch E.fetida, F.candida a L.sativa.
Predmetom prace a experimentov bolo posudenie ekotoxického pdsobenia roznych roztokov,
ktoré¢ boli aktivované plazmou.

Akvatické usporiadanie testov ekotoxicity

4.1  Test toxicity Thamnotoxkit F™

Pre tcely testu na organizme T. platyurus bola riediaca voda oSetrena plazmou a nasledne
nariedend neosetrenou riediacou vodou tak, aby testovand koncentracna rada bola 25 %, 50 %
a100 %. Na zéklade mortalit prislusSnych danej koncentracii bola vypocitand hodnota
24hLC50, a to 185,72 ml/l. Vysledky tohto testu si uvedené v Tab. 2. Z vysledkov je zrejmé,
ze uz pri 25% zriedeni bola mortalita testovacich organizmov vysoka, dokonca pri 50% zriedeni
bola mortalita uz 100 %. Koncentracia peroxidu vodika bola stanovena na 0,41 mmol/l
a vodivost’ na 300 pS/cm.

Tab. 2: Vysledky testu na organizme T. platyurus — opracované zivné meédium

ocet mrtvych jedincov
koncentracia [ml/I]
opakovanie kontrola | 250 500 1000
A 0 10 10 10
B 0 3 10 10
mortalita celkom 0/20 13/20 20/20 20/20
mortalita [%] 0 65 100 100

Dalsie testovania boli opit vykonané na opracovanom médiu aviak po uplynuti
niekol’kych hodin az dni od opracovania. Doévodom pre toto testovanie bol fakt, Ze
V opracovanom médiu postupom ¢asu klesa mnozstvo H202 a preto bol predpoklad, Ze rovnako
klesa jeho toxicita. AvSak z naSich vysledkov, vyplyva, ze i po 24 hodinach bolo opracované
médium stale vel'mi toxické. Ako je zrejmé z vysledkov uvedenych v Tab. 3. vtomto
opracovanom zivnom médiu umreli vSetky jedince, nielen v 100% koncentracii, ale aj vo
vSetkych riedeniach.

Pre nedostato¢ny pocet parcialnych mortalit nebolo mozné vypocitat” hodnotu LC50. Nie
je uplne jasné, ¢o spdsobilo taky narast mortality, ked’Zze koncentracia H2O> sa zmenila len
minimalne, a to 0,56 mmol/l s vodivost'ou 290 uS/cm.
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Tab. 3: Vysledky testu na organizme T. platyurus — 24 hodin od opracovania média

ocet mrtvych jedincov
koncentracia [ml/I]

opakovanie kontrola | 250 500 1000

A 1 10 10 10

B 0 10 10 10

C 0 10 10 10
celkovo 1/30 30/30 30/30 30/30
mortalita [%] 3,33 100 100 100

Pre zaujimavost’ bolo toto isté¢ zivné médium uchované v tme pri laboratornej teplote
a bolo pouzité na d’alie testovanie v roznych &asovych intervaloch. Dalgie testy na organizme
T. platyurus bol nasadené po 48 hodinach, po 14 dioch a 18 dnoch.

Tab. 4. Vysledky testu na organizme T. platyurus v réznych casovych intervaloch od osetrenia

mortalita [%6]

po uplynuti (— —— k"“ggg”“‘a [‘;’(:g] | 24nLCS0 [mIN] | ¢ HO; [mmoli]
24 hod 3.33 100 100 100 * 0.56
28 hod 0 25 100 100 315,0 0.57
14 dni 0 0 7333 | 100 448,83 0.53
18 dni 0 0 10 55 * 0,32

* Hodnoty 24hLC50 nebolo mozné vypocitat’.
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Obr. 15: Graf zndzornujuci vysledky testov na organizme TP S casovym rozostupom

Z Tab. 4 je mozné vyvodit’ zaver, ze s Casom toxicita plazmou aktivovanych roztokov
klesa. V prvych troch testovaniach (24, 48 hod a 14 dni) sa koncentracia H»O lisi iba
minimalne, vyrazny pokles je badateny az po uplynuti 18 dni, kedynsa koncentracia H20-
ustalila na hodnote 0,32 mmol/l. Z tychto vysledkov je mozné konStatovat, Ze toxicitu
opracované¢ho média ovplyviiuje nie len vznikajaci peroxid vodiku ale aj iné latky, ktoré neboli
sledované.
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4.2  Test inhibicie rastu Zaburinky mensej (Lemna minor)

Ako prvy bol vykonany predbezny test na plazmou opracovanom zivnom médiu, plazmou
opracovanej kohutikovej vode ako kontrola sluzila neopracovana riediaca voda/médium.
V tomto pripade nebola vytvorena koncentra¢na rada - Koncentracie vSetkych vzoriek boli 100
% . Ztohto dévodu nebola hodnota 168hIC50 pocitana ale boli iba porovnané efekty
jednotlivych roztokov na testovaci organizmus.

Tab. 5: Vysledky predbezného testu na organizme L. minor — 100% roztoky

roztok ¢. kadi¢ky | pocet listkov | priemer n In pocet. nekrot. listkov

1 188 4

RV 2 121 152 0,0168 0 1

3 147 1

1 138 7

Oprac. RV 2 53 90 0,0137 18,4 3
3 80 4

1 31 24

Oprac. KV 2 32 32 0,0075 55,5 25
3 32 29

Z Tab. 5 vyplyva, Ze najmenej sa zaburinke mensej darilo v opracovanej kohutikovej vode
ato najme pravdepodobne z toho dovodu, Ze roztok neobsahoval dostatok zivin. Hodnota
inhibicie rastu pri opracovanej kohutikovej vode bola stanovena na 55,5 %, roztok teda na
organizmus vplyval inhibi¢ne. | pocet nekrotickych listkov bol u opracovanej kohutkovej vode
najvyssi. V opracovanej riediacej vode bola inhibicia rastu stanovena na 18,4 %. Rastline sa
teda darilo lepSie v opracovanej riediacej vode neZ v opracovanej kohttikovej vode, no aj tak
bol pozorovany toXicky uc¢inok tohoto roztoku. Koncentracia H.O2 v pripade opracovanej KV
bola stanovena na 0,34 mmol/l a v pripade opracovanej RV na 0,40 mmol/I.

V d’alSom kroku bolo testovanie rozsirené o neopracovanii kohutikova vodu. Pre vSetky
testované roztoky bola vytvorena zakladna koncentra¢na rada 0 %, 25 %, 50 a 100 %. Vysledky
ziskané na organizme L. minor zhriiuje Tab. 6
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Tab. 6: Vysledky testu na organizme L. minor — koncentracna rada

. . kontrola/neopracovana RV
¢.opakovania v, ;
pocet listkov priemer 1] Ip
1 241 5 5
5 278 60 0,0200 0
opracovana RV
¢.opakovania ¢ [ml/1]
250 500 1000
1 234 256 150
2 238 215 121
priemer 236 236 136
n 0,0194 0,0194 0,0161
Ip [%] 2,8 2,9 19,3 *
opracovana KV
¢.opakovania ¢ [ml/1]
250 500 1000
1 104 86 45
2 93 74 44
priemer 99 80 45
n 0,0142 0,0130 0,0095
Ip [%] 28,8 35,0 52,5
neopracovana KV
¢.opakovania ¢ [mli/]
250 500 1000
1 115 82 47
2 78 72 41
priemer 97 77 44
1 0,0141 0,0128 0,0094
Ip [%] 29,4 36,1 52,8

Ked’Ze v tomto teste uz bola vytvorena koncentra¢na rada, bolo mozné vypocitat’ hodnotu
168hIC50. Vysledné hodnoty inhibi¢nych koncentracii sa uvedené v Tab. 7.
Tab. 7: Vysledné hodnoty 168h1C50

typ roztoku 1632:/%50
O-RV *
O -KV 964,6
KV 935,0

*Kedze inhibicia rastu pri pouziti opracovanej riediacej vody dosiahla v koncentracii 1000 ml/I
necelych 20 %, nebolo mozné vypocitat’ hodnotu 168hIC50.

Z vysledkov vyplyva, Ze najvacsi inhibi¢ny U¢inok ma neopracovana kohutikova voda
s hodnotou 168hIC50 935 ml/l. Tento fakt je pripisovany nepritomnosti esencialnych zivin
v roztoku kohutikovej vody. O nieco vacsiu hodnotu inhibi¢nej koncentracie a to 964,6 ml/l,
ma opracovana kohutikova voda, ¢o znaci vac¢si ekotoxicky u¢inok nez v predchadzajucom
pripade V opracovanej riediacej vode sa L. minor celkom dari, v porovnani s kontrolou je vSak
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vidiet’ miernu inhibiciu rastu. Najhorsie podmienky boli v neopracovanej kohutikovej vode, ¢o
je s najvacsou pravdepodobnost'ou spdsobené nedostatkom potrebnych zivin v roztoku.

Zvysledkov je zrejmé, ze PAW na malé akvatické rastliny vplyva negativne.
V pol'nohospodarstve sa PAW pouziva na zlepSenie rastu rastlin a ma za ciel’ zabijat’ Skodné
organizmy a plesne. V tomto sa vysledky testu na L. minor rozchadzaju s vysledkami pokusov
na terestrickych rastlinach, kedy zavlaha touto vodou mala za nasledok va¢siu prosperitu rastlin
vzhl'adom ku kontrolnej skupine [14].

4.3  Test toxicity Daphtoxkit F™

Ako prvy bol na organizme D. magna vykonany predbezny test s koncentra¢nou radou 0
%, 25 %, 50 a 100 % opracovanej riediacej vody, kedy boli jednotlivé koncentracie pripravené
prostrednictvom riediacej vody.

Tab. 8: Vysledky predbezného testu na organizme D. magna

pocet mitvych jedincov 24 hod
koncentracia [ml/l]
opakovanie kontrola 250 500 1000
A 0 3 5 5
B 0 3 5 5
C 0 2 5 5
mortalita celkom 0/15 8/15 15/15 15/15
mortalita [%6] 0 53,33 100 100
pocet mrtvych jedincov 48 hod
koncentracia [ml/l]
opakovanie kontrola 250 500 1000
A 0 3 5 5
B 0 3 5 5
C 0 3 5 5
mortalita celkom 0/15 9/15 15/15 15/15
mortalita [%0] 0 60 100 100

Z vysledku predbezného testu vyplyva, ze imrtnost’ bola vysokd uz pri 25% zriedeni
a Z toho dovodu bola vytvorena rozsirend koncentracna rada pre zakladny test 0 %, 6,25 %,
12,5 %, 25 %, 50 a 100 % opracovanej riediacej vody. Navyse bola opét’ takto opracovana
riediaca voda ponechana v tme pre testovanie s ¢asovym rozostupom. Jednotlivé testy boli
nasadené 24, 48 a 96 hodin od opracovania roztoku riediacej vody. Namerané hodnoty peroxidu
vodika, ako aj mortalita prevedena na probitové hodnoty pre jednotlivé ¢asové intervaly st
uvedené v Tab. 9 a 10.
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Tab. 9: Hodnoty testu na D. magna nasadeného s ¢asovym rozostupom 0d opracovania testovaného
roztoku (po 24 hodindch od nasadenia testu)

mortalita [%0] probity
c [mi/1] 24hod | 48hod | 96hod | 24hod | 48hod | 96 hod
62,5 20 30 45 4,158 4,476 4,874
125 20 15 30 4,158 3,964 4,476
250 85 95 15 6,036 6,645 3,964
500 100 100 40 7,894 7,894 4,747
1000 100 100 100 7,894 7,894 7,894
¢ H202 0,26 0,19 0,19 0,26 0,19 0,19
[mmol/l]

Tab. 10: Hodnoty testu na D. magna nasadeného s casovym rozostupom 0d opracovania testovaného

roztoku (po 48 hodindch od nasadenia testu)

mortalita [%6] probity
c [ml/I] 24hod | 48hod | 96 hod | 24 hod | 48 hod | 96 hod
62,5 35 45 85 4,615 4,874 6,036
125 50 40 75 5 4,747 5,674
250 85 95 70 6,036 6,645 5,524
500 100 100 85 7,894 7,894 6,036
1000 100 100 100 7,894 7,894 7,894
¢ H202 0,26 0,19 0,19 0,26 0,19 0,19
[mmol/l]

Z vysledkov testov je zrejmé, Ze plazmou opracovana riediaca voda pdsobi na organizmus
D. magna znacne toxicky. Uz pri niz§ich koncentraciach je mortalita testovacich organizmov
pomerne vel’ka. Aj napriek ¢asovému odstupu medzi testovanim, bola hodnota koncentracie
H20; takmer nemennd. To znamen4, Ze peroxid vodika je staly a dokaZe sa v roztoku udrzat
po dobu niekol’kych dni. Ako vyplyva z tabul’ky, k miernemu znizeniu ekotoxicity doslo az pri
znizeni testovanej koncentracie na 50 %, a to iba u roztoku, ktory bol testovany 96 hodin od
osetrenia. Ked’Ze mortalita nenarastala imerne, nebolo mozné stanovit’ hodnoty. Podobne ako
na organizmus T. platyurus, tak a d’alSieho zastupcu koérovcov D. magna ma PAW znacéné
ekotoxické ucinky a mortalita je vysoka uZ aj pri nizkych koncentraciach.

4.4  Test inhibicie rastu korena Lactuca sativa (obdoba testu s Sinapis alba)

Dalsim z testov v akvatickom usporiadani bol test na organizme L. sativa, ktory uz bol
vyuzity v testoch v kontaktnom usporiadani. V ramci tohto testu boli pozorované ekotoxické
ucinky nielen u opracovanej riediacej vody ale aj opracovanej kohtutikovej vody. Ako kontrola
bola pouzitda neopracovana riediaca voda aneopracovana kohutikova voda. Najprv bola
vytvorena koncentra¢na rada 0 %, 6,25 %, 12,5 %, 25 %, 50 a 100 %. Tato koncentra¢na rada
bola otestovana celkovo v dvoch opakovaniach. Vysledky testu, v ktorom bola testovana
opracovana riediaca voda a kontrolou bola neopracovana RV st uvedené v Tab. 11 a vysledky
testu s testovanou opracovanou kohutikovou vodou v Tab. 12.
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Tab. 11: Vysledky testu na L. sativa — opracovand riediaca voda

koncentracia K 6,25 % 12,50 % 25 % 50 % 100 %
¢. opakovania| 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
83 | 87 | 45 | 98 92 | 89 | 84 84 | 80 55 78 84
69 | 71 84 | 46 82 [ 8 | 71 85 27 68 92 62
62 | 78 60 | 100 | 63 | 94 | 74 | 102 | 74 | 59 85 79
8l | 76 27 74 | 46 | 70 | 70 80 91 84 70 80
96 | 51 | 42 51 90 | 95 | 24 60 78 61 55 79
70 | 66 76 92 55 | 66 | 90 68 95 75 | 40 71
70 | 77 85 | 66 71 | 58 | 92 72 80 80 83 76
95 | 73 85 | 85 | 45 | 87 | 96 80 51 64 77 71
84 | 90 83 70 | 8 | 76 | 80 | 46 69 76 50 85
95 | 73 76 90 95 | 50 | 62 71 78 76 65 70
83 | 85 75 | 89 81 | 61| 78 | 41 70 70 62 86
86 | 81 67 76 51 [ 68 | 75 77 89 84 63 82
) 80 | 78 93 | 49 54 | 60 | 60 74 | 81 72 85 58
% 69 | 74 | 57 38 82 [ 8 | 45 73 82 84 65 66
s 61 | 67 90 | 66 86 | 66 | 80 70 80 79 85 82
E 80 | 81 79 70 75 | 50 | 73 61 81 72 95 74
& 55 | 80 86 86 54 [ 91 ] 70 77 75 76 80 68
i-:, 60 | 90 78 74 22 | 70 | 97 67 94 | 65 61 70
67 | 87 78 76 20 | 83 | 52 48 81 64 75 66
75 | 29 60 | 80 12 | 74 | 65 64 | 72 70 80 70
61 | 58 32 73 5 | 66| 70 80 86 90 70 51
80 | 18 69 | 45 57 | 75| 35 82 90 75 38 52
30 | 89 70 11 65 | 26 | 50 77 75 88 80 14
66 25 31 74 64 7 13 70 75 74 78 10
0 56 12 81 55 2 9 25 27 | 45 70 3
0 | 86 10 0 0 2 6 10 11 2 60 0
0 23 14 0 0 0 3 3 5 2 50 0
0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 61 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 12 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0
priemer [mm] | 58,6 | 61,63 | 55,47 | 58,67 | 50,23 | 55,2 | 54,13 | 58,23 | 63,43 | 60,33 | 65,93 | 53,63
priemer [mm] 60,12 57,07 52,72 56,18 61,88 59,78
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Tab. 12: Vysledky testu na L. sativa — opracovand kohutikova voda

koncentracia K 6,25 % 12,50 % 25 % 50 % 100 %
¢. opakovania| 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
76 | 80 70 77 | 66 | 70 | 77 63 | 55 52 67 65
79 | 52 57 75 | 56 | 64| 74 | 55 | 63 57 52 60
54 | 58 65 | 54 | 75 |59 | 70 70 | 75 59 77 51
60 | 54 60 63 | 58 | 71 | 65 60 | 61 55 84 | 41
53 | 56 43 50 | 63 | 56 | 64 | 53 74 13 53 | 60
65 | 41 50 66 | 63 | 67 | 85 71 58 57 65 | 64
61 | 60 65 60 | 59 | 50 | 62 57 69 65 | 45 | 56
52 | 62 66 61 | 70 | 69 | 72 66 | 61 48 72 61
55 | 52 62 52 | 42 | 62 | 73 | 45 | 50 74 | 56 | 50
57 | 58 52 74 | 52 | 50 | 60 53 55 63 74 | 57
56 | 68 63 69 | 61 | 69 | 79 | 47 58 50 54 | 62
50 | 66 50 | 58 |53 |46 | 56 | 45 | 41 50 69 61
60 | 69 60 | 47 | 55 | 67 | 57 37 56 57 69 58
55 | 56 68 70 | 63 | 63 | 50 64 | 70 50 63 | 48
36 | 56 58 | 57 | 61 | 49 | 73 51 57 62 56 | 53
50 | 60 64 | 60 | 60 | 60 | 69 38 | 50 35 70 | 33
56 | 62 71 60 | 62 | 51 | 76 58 | 50 55 85 | 49
76 | 57 65 66 | 51 | 66 | 40 67 73 40 77 50
60 | 57 53 76 | 66 | 70 | 57 | 47 82 57 68 | 55
71 | 49 65 70 | 62 | 60 | 71 62 68 75 55 | 63
70 | 65 61 65 | 60 | 63 | 63 24 | 38 56 | 41 60
48 | 66 57 53 | 55 | 50 | 57 | 49 27 68 26 | 24
64 | 54 58 70 | 53 | 51 | 44 | 54 18 50 38 | 31
60 | 29 70 | 32 | 55| 37| 55 18 15 | 45 81 29

diZka koreiiu [mm]

50 | 25 o1 26 | 26 | 30 | 50 8 32 45 18 27
31 | 14 11 2 30 | 10 | 38 3 17 75 17 0
12 | 10 12 0 21 | 1 22 2 3 25 13 0
25 7 2 0 8 0 9 2 0 0 4 0
0 2 2 0 10| O 7 1 0 0 3 0

0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
priemer [mm] | 51,4 48,17 |51,03|50,43 | 50,6 | 48,7 | 55,83 | 42,33 |45,87 |47,93|51,73 42,27
priemer [mm] 49,78 50,73 49,65 49,08 46,90 47,00

Vysledky boli spracované prostrednictvom dvojvyberového Studentovho  t-testu
v programu Excel. Najskor bol vykonany test na homogenitu rozptylu vysledkov a nasledne bol
zvoleny vhodny variant t-testu pro porovnanie vysledkov daného riedenia oproti kontrole.
Dizky korienkov ziadnej koncentracie prislusnej riediacej rady sa neukéazali §tatisticky
vyznamne odlisné od kontroly na hladine vyznamnosti o = 0,05, preto v d’alsich testoch bol
zvySeny pocet opakovani a pracovalo sa uz iba so 100% koncentraciou testované vody. Tieto
testy boli vzdy rovnako vykonané pre opracovanu kohutikovi vodu ako aj pre opracovant
riediacu vodu.

V d’alSom testovani bola teda porovnavana 100% opracovand riediaca voda oproti
kontrole (neopracovanej riediacej vode) a 100% opracovana kohutikova voda oproti kontrole
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(neopracovanej kohttikovej vode). V teste bol kazdy roztok testovany v piatich opakovaniach,
pri¢om na jedno opakovanie/jednu Petriho misku pripadlo 30 semienok $alatu siateho, tzn. pre
testovany roztok bolo ziskanych 150 diel¢ich vysledkov — dizok korienkov, ktoré boli nasledne
spriemerované.

V teste, ktory bol vykonany este na povodnej koncentracnej rade, bola dizka posobenia
toxického roztoku ponechand na 98 hodin. Kedze po 98 hodinach bol pozorovany iba
minimalny rozdiel v dizke korienkov u testovaného roztoku oproti kontrole, bola doba
posobenia prediZena na finalnych sedem dni. V Tab 13 su uvedené uz iba priemerné hodnoty
dizok korienkov pre dané opakovania. Diel¢ie hodnoty sa uvedené v prilohe 2 a 3.

Tab. 13: Namerané a vypocitané hodnoty priemernych dizok korienka u L. sativa
opracovana riediaca voda
koncentracia kontrola 100 %
¢.opakovania 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
priemer. dizka | 49,63| 50,8|46,6|42,3|57,47|54,53|53,1|57,03|47,83|52,73

korienku [mm] 49,36 53,05
opracovana kohitikova voda
koncentracia kontrola 100 %

¢.opakovania 1 2 3 | 4 5 1 2 3 4 5
priemer. dizka | 37,1|41,33|42,7|41,8|31,83|45,83|53,9|38,57|39,37| 45,8
korienku [mm] 38,95 44,69

54,0 53,047
52,0
50,0
48,0

46,0

44,69

44,0

42,0

priemerna diZka kerefiu [mm]

40,0
100% O-RV 100% O-KV

Obr. 16: Porovnanie priemernych dizok koreriov L.sativa pri pouziti opracovanej RV a KV

Koncentracia H202 v pripade opracovanej KV bola stanovena na 0,45 mmol/l a v pripade
opracovanej RV na 0,14 mmol/l.

Z Tab. 13 vyplyva, Ze plazmou aktivované roztoky vplyvaju na rastlinu Salat siaty
stimulaéne, ked'Ze je oproti kontrole pozorovany nérast priemernej dizky korienku. Rovnako aj
v tomto pripade boli vysledky spracované pomocou dvojvyberového t-testu, ktery potvrdil, ze
rozdiel v dizke korienkov v oboch pripadoch o3etrenych roztokov je oproti kontrole statisticky
vyznamny na hladine vyznamnosti a = 0,05. V tomto sa vysledky merani zhoduji so
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spominanym ¢lankom autorov L. Sivachandiran a A. Khacef, ktori uviedli, ze opracovanie
semien plazmou a zalievanic PAW je pre rastlinu prospesné [14]. V nasom pripade sa
stimula¢ni G¢inok preukéazal az po tom, ako bola doba testovania predizena oproti poziadavkam
metodiky testu na 7 dni.

4.5 Test inhibicie elongacie korenu cibule kuchynskej (Allium cepa L.)

Poslednym testom ekotoxicity v akvatickom usporiadani je test inhibicie elongacie korefiu
A. cepa L. Toto testovanie bolo vykonané vyhradne na opracovanej kohutikovej vode oproti
kontrole (neopracovana kohutikova voda) a to z praktického dovodu. Je vel'mi pravdepodobné,
ze by sa pri beznej velkoplosnej spotrebe PAW (no polia a sady) pouzivala kohutikova voda,
pripadne voda dazd’ova.

Ked'Ze sa pri predchadzajucom teste na organizme L. sativa ukazalo, Ze koncentracna rada
nebola potrebna a rozdiely v dizke korienkov v jednotlivych koncentracii boli minimalne
a neboli statisticky vyznamné, boli vykonané testy iba so 100% PAW oproti kontrole.

Z casovych dévodov bol tento test vykonany iba jeden krat v pocte 12 cibuliek na jednu
koncentraciu. Podobne ako pri teste na L. sativa, bola doba pdsobenia testovanej toxickej latky
prediZena na sedem dni.

Koncentracia H2O; opracovanej KV bola stanovena na 0,27 mmol/I.

Tab. 14: Namerané a vypocitané priemerné dizky korienkov A. cepa L.

) kontrola 100% PAW

) 75 34 79 30
%" 36 0 55 65
2 49 41 34 52
I 38 74 63 60
g 40 44 59 62
= 50 68 14 63

L [mm] 45,75 53,0

Na zaklade nameranych vysledkov bola vypocitana hodnota inhibicie rastu korena v danej
koncentracii, a to na -15,85 %. Zo zapornej hodnoty inhibi¢ného ucinky vyplyva, Ze plazmou
aktivovana riediaca voda posobi na rastlinu cibule kuchynskej stimulac¢ne. Tento vysledok opat
potvrdil, Ze PAW poésobi na rastliny prospesne. Ako aj v predchadzajucom teste na L. sativa,
pri predizeni doby pdsobenia PAW a navyseni poétu opakovani, by bol pravdepodobne
pozorovany este vacsi stimulacny tcinok.

Terestrické usporiadanie testov ekotoxicity

4.6  Screeningovy test kli¢ivosti Salatu siateho (Lactuca sativa)

Screeningovy test kli¢ivosti Salatu siateho bol vykonany ako prvy test v terestrickom
kontaktnom usporiadani. Test bol vykonany na kohutikovej vode. Ako kontrola bola znovu
pouzita neopracovana kohutikova voda. Na zaklade predchadzajucich skusenosti testov
v akvatickom usporiadani, nebola vytvorena koncentra¢na rada, ale test bol nasadeny do 100%
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roztoku oproti kontrole. Do jednej misky bolo nasadenych 15 semienok L. sativa, v pripade
kontroly v Styroch opakovani a v pripade 100% PAW tri opakovania. Test bol prevedeny
v §tandardnej dizke posobenia toxickej latky, teda 120 hodin (5 dni).

V Tab. 15 st zndzornené namerané a vypoditané hodnoty dizok korienkov. Z vysledku
testu je mozné povedat, ze medzi kontrolou a 100% PAW nebol pozorovany a ani
prostrednictvom Studentovho t-testu potvrdeny tatisticky vyznamny rozdiel. Ak by bola opit
predizena doba posobenia PAW, bol by pravdepodobne pozorovany stimulaény u¢inok PAW
na semienka Salatu. Rovnako ako to bolo v pripade nasho testu na L. sativa v akvatickom
usporiadani, alebo uz v spominanom ¢lanku autorov L. Sivachandiran a A. Khacef. Tieto
predpoklady budu predmetom d’alsieho skimania.

Koncentréacia H20; opracovanej KV bola stanovena na 0,24 mmol/l.

Tab. 15: Namerané hodnoty dizok korienkov a vypocitané priemernych dizok korienkov L. sativa

koncentracia kontrola 100 %

¢.opakovania 1 2 3 4 1 2 3

25 30 25 35 49 38 28

54 39 42 22 37 40 42

53 36 40 40 13 42 37

53 42 36 35 27 36 34

= 51 17 12 30 24 21 29

B 32 53 33 39 39 29 45

= 40 31 11 38 28 34 43

Eo.‘ 52 46 35 42 43 36 40

fg 25 35 40 32 35 46 35

k= 35 50 32 27 24 18 16

© 18 38 23 27 55 37 43

45 21 25 50 50 33 43

34 45 43 35 28 30 37

31 55 26 34 57 31 37

15 40 42 45 58 20 34

priemer. dizka 37,53 38,53 31 35,4 37,8 32,73 36,2

korienku [mm] 35,62 35,58

4.7  Test unikového spravania na dazd’ovke hnojnej (Eisenia fetida)

V tomto ekotoxickom teste bol z priestorovych dovodov prevedeny iba jeden zakladny
test. Testovanym roztokom bola opracovana kohutikovéa voda. Koncentracia v unikovom teste
bola 100 % oproti kontrole (neopracovana kohutikova voda). Do jednej testovacej nadoby bolo
nasadenych 10 jedincov. V kontrolnych meraniach, kedy bola v obidvoch poloviciach nadoby
poda, LUFA 2.2, ovlh¢end neopracovanou kohutikovou vodou, bol celkovy pocet opakovani
dva. V meraniach, kedy bola do jednej polovice nadoby vlozena pdda ovlhéena opracovanou
KV ado druhej poda ovlhcend neopracovanou KV, bol celkovy pocet opakovani Sest.
Testovacie organizmy boli vystavené ucinku testovaného roztoku po dobu 48 hodin.
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Tab. 16: Pocty jedincov v jednotlivych podach vunikového testu E. fetida

¢islo opakovania LUFA testovana matrica | priemer v LUFA | priemer test. matrica
1 6 4
S 2 2 8
o

S 3 1 9

3 7
< 4 7 3
x 5 1 9
6 1 9

kontrola 4 6 5 5
6 4

Z nameranych hodnot bolo mozné vypocitat’ mieru tnikovosti testovanych organizmov
v kontaminovanej pode PAW, ato na -40 %. Zo zapornej hodnoty unikovosti vyplyva
preferencia testovanej pody. Koncentracia H202 opracovanej KV bola stanovena na 0,27
mmol/l. Z vysledkov vyplyva, Ze opracovana kohutikova voda neposobi na jedince E. fetida
negativne. Kvoli presnej$im a spolahlivej§im vysledkov by v§ak v buducnosti bolo potrebné
vykonat’ d’alsie testy nielen tnikového spravania E. fetida s va¢sim po¢tom opakovani, , ale
rovnako aj testy, ktoré st zamerané na dlhodobejsie posobenie, tzn. 14 diovy test akutnej
toxicity a test chronicky, ktory je 2 mesa¢ny a st v nom sledované aj iné endpointy ako je
samotna Unikovost’ ¢i mortalita, ato tbytok hmotnosti a ubytok poc¢tu novo narodenych
jedincov na rodic¢ovsky organizmus.

4.8  Test unikového spravania na chvostoskokoch (Folsomia candida)

Poslednym testom ekotoxicity, ktory bol vykonany v rdmci tejto diplomovej prace, bol
test unikového spravania na F. candida. Tento ten test bol vykonany predovsetkym na
podporenie vysledkov tnikového testu na E. fetida. Rovnako ako pri tinikovom teste na
dazd’'ovke hnojnej, bola aj v tomto teste pouZita opracovand kohutikova voda a neopracovana
kohutikova voda ako kontrola. Do jednej testovacej Petriho misky bolo nasadenych 10 jedincov
chvostoskokov. V referenc¢nej pdde LUFA 2.2 boli obidve polovice misky naplnené podou
ovlh¢enou neopracovanou kohutikovou vodou a tato sluzila ako kontrola. Do Petriho misiek,
ktoré sluzili ako testovacia matrica, bola do jednej polovice vloZzena pdda ovlhéena
opracovanou KV ado druhej polovice bola vloZzend poda ovlhéend neopracovanou KV.
Vysledky tohto testu su uvedené v Tab.17.
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Tab. 17: Pocty jedincov v jednotlivych pédach unikového testu F. candida

¢islo opakovania LUFA testovana matrica | priemer v LUFA | priemer test. matrica

1 3 7

S 2 4 6

o

S 3 5 5 4 6

= 4 4 6

< 5 3 7
6 5 5
1 5 5
2 4 6

kontrola 3 > > 4,5 55

4 6 4
5 3 7
6 4 6

Z nameranych hodndt bolo mozné vypocitat’ mieru unikovosti testovanych organizmov
v kontaminovanej pode PAW, ato na -20 %. Koncentracia H20. opracovanej KV bola
stanovend na 0,27 mmol/l. Vysledok tohto testu potvrdil, Zze organizmy maju tendenciu
presuvat’ sa do tej polovice testovacej nadoby, kde sa nachadza opracovana KV.

Na zaklade testu unikovosti E. fetida a F. candida mozeme usudit, ze PAW nepdsobi na
véacésie organizmy v podnom prostredi pri kratkodobom posobeni (48 hodin) negativne, tak ako
to bolo pozorované pri mensich vodnych kérovcoch D. magna a T. platyurus v akvatickom
usporiadani.

V pripade zastupcov rastlinnej riSe bola pozorovana inhibicia rastu u malej sladkovodnej
rastliny L. minor a stimulacia rastu korena u L. sativa testu v akvatickom usporiadani. L. minor
je na zaklade pozorovani ovel’a citlivej$ia na zmenu zivotnych podmienok nez Salat siaty, ktory
je odolnejsi. Je pravdepodobné, ze na organizmy akvatického ekosystému bude PAW posobit’
negativnejsie ako na pol'nohospodarske plodiny.
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5 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo naértniit’ teoretickt problematiku fyzikalnej plazmy
a PAW s ohl'adom na jej ekotoxické ucinky. Na posudenie tychto toxickych u¢inkov boli
vyuzité ekotoxikologické biotesty s vyuzitim zastupcov vodnych a terestrickych organizmov.
Pomocou tychto ekotoxikologickych biotestov je skimany negativny vplyv roéznorodych
chemickych latok, vtomto pripade plazmou aktivovanych roztokov, na vodny a podny
ekosystém, ktory moze byt zasiahnuty pri pouzivani PAW ako postrekov alebo zélievok v
pol'nohospodarstve. Ako ukazuji doterajsie vysledky, plazmou aktivované roztoky mozu byt
pre organizmy nie len prospesné ale aj toxické a ich d’alSie testovanie bude prinosné nie len pre
organizmy zijuce v okoli pol'nohospodarskych ploch (poli a sadov), ale v koneénom dosledku
aj pre l'udi.

Za zastupcov vodného ekosystému boli vybraté korovce T. platyurus, D. magna a rastlina
zaburinka mensia L. minor. Zastupcami pddneho ekosystému bol obric¢kavec dazd’ovka hnojna

E. fetida, podny ¢lankonozec F. candida, vyssia rastlina $alat siaty L. sativa, kuchynska plodina
A. cepa L.

Testy boli prevedené podl'a prislusnych noriem. V pripade zaburinky mensej a D. magna
boli vykonané predbezné aj zékladné testy. U ostatnych organizmov boli vykonané iba
zakladné testy. Z vysledkov testov vyplyva, Ze medzi najcitlivej$ie organizmy patria drobné
vodné korovee T. platyurus a D. magna, ktorych hodnoty mortalit boli vysoké aj pri velkych
zriedeniach PAW. Naopak na rastliny ako L. sativa a A. cepa L. posobila PAW stimula¢ne, ¢o
je v stlade s vysledkami podobne zameranych stadii a rovnako s poznatkami vychadzajucich z
praktického vyuzitia takto opracovanej vody, kedy sa zacina pouzivat’ v pol'nohospodarstve
ako zalievka rastlin rastiicich na poliach, sklenikoch a v sadoch. Na podne organizmy E. fetida
a F. candida taktiez nepdsobi toxicky, dokonca bolo v ramci testovania pozorované presuvanie
sa testovacich jedincov do kontaminovanej pody. Je nutné vsak tieto vysledky brat’ iba ako
predbezné, pretoze sa jednalo o kratkodobé testy. Pre objektivne postdenie je potrebné na
tychto organizmoch vykonat dlhodobejsie testy, ato nielen akutne, kedy sa po 14 dioch
pozoruje nielen tmrtnost’, ale aj vahové rozdiely, oproti vychodiskovym stavom, ale rovnako
I testy chronické, v ktorych sa okrem uvedenych endpointov sleduje aj reprodukéna tispesnost’.
Napriek tomu, vSak bolo dokdzané, ze PAW pdsobi toxicky predovsetkym na vodné organizmy.
Naskyta sa teda otazka, do akej miery moze zalievanie poli a sadov plazmou aktivovanou vodou
ohrozit’ neciel'ové organizmy zijice v okolitych podzemnych a povrchovych vodach. Je preto
potrebné tito otazku objektivne vyriesit, kym sa vyuzitie PAW v pol'nohospodarskej praxi
stane plosnou zalezitost'ou.

Aj napriek tymto otaznikom, sa PAW javi ako omnoho ekologickejsia a ekonomickejsia
verzia postrekov a zalievok sucasne pouzivanych v polnohospodarstve. Na jej pripravu
postacuje obycajna kohutikova voda a zdroj elektrického vyboju. Jej priprava je finan¢ne
dostupna a ¢asovo nenaro¢na. V buducnosti by mohla tplne nahradit’ Skodlivé pesticidy
a hnojiva, ktoré ohrozuju nie len prirodu ale aj l'udsky organizmus.
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PAW
ROS
RNS
TP
DBD
PUV
PPGD
KV
RV
1SO

LC50
IC50

Nn
No
tn

ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Plasma Activated Water — Plazmou aktivovana voda

Reactive Oxygen Species — Reaktivne formy kysliku

Reactive Nitrogen Species — Reaktivne formy dusiku
Thamnocephalus Platyurus

dielectric-barrier discharge — Dielektricky bariérovy vyboj
Pulsed-Ultraviolet light — Pulzné ultrafialové svetlo
Pulsed-Plasma Gas Discharge — Pulzny plazmovy tlejivy vyboj
kohutikova voda

riediaca voda

International Organization for Standardization — Medzinarodna organizacia pre
normalizaciu

letalna koncentracia, pri ktorej umrie 50 % testovacich organizmov

inhibi¢na koncentracia, ktora sposobi 50% znizenie rastu alebo rastovej rychlosti
Vv porovnani s kontrolnou vzorkou

absorbancia

molarny absorpény koeficient pre dant vinova dizku [dm>-mol-'-cm™']
hrabka kyvety [cm]

koncentracia [mol ™I

vodivost’ [S]

odpor [Q]

rastova rychlost’
pocet listkov na konci testu
pocet listkov na zacCiatku testu

doba trvania testu v hodinach

inhibicia L. minor pre dant koncentraciu
rastova rychlost’ v kontrole
rastova rychlost’ v danej koncentracii

inhibicia (stimulacia) rastu korena [%]
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Lc
Lv

No
Nx

NR

[l Il B
< a

VKPmax

priemerné diZka koretia v kontrole [mm]

priemerné diZka korefia v testovanej matrici [mm]

unikovost’ [%]
predpokladany pocet jedincov v kontrole

pocet jedincov najdenych v kontaminovanej matrici

Cista odpoved’ vyjadrena [%]
pocet organizmov v referen¢nej pode
pocet organizmoV v testované pdde

celkovy pocet organizmov

priemerna dizka korena vo zvolenej koncentracii [mm]
dizka i-tého koretia vo zvolenej koncentracii [mm]

pocet cibuliek vo zvolenej koncentracii

inhibicia rastu korena v danej koncentracii [%]
priemerna dizka korenia v kontrole [mm]

priemerna dizka korefia v testovanej koncentracii [mm]

vodna kapacita pody [%]
hmotnost’ valca s nasytenou pddou [g]
hmotnost’ vysuseného valca [g]

hmotnost’ suchej vzorky [ g]
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PRILOHA 1 PROBITOVA TABULKA [42]

% probit % probit % probit
.2 2,122 30.0 4476 70.0 |5.524
0.4 2.348 31.0 | 4.504 71.0 |5.553
0.6 2,488 32.0 [4.532 72.0 [5.583
0.8 2.591 33.0 | 4.560 73.0 |5.613
1.0 2,574 34,0 |4.588 740 |5.643
1.2 2,743 350 |[4.,615 75.0 |5.674
1.4 2.803 36.0 |4.642 76.0 |5.706
1.6 2.856 37.0 |4.668 77.0 |5.739
1.8 2,903 38.0 |[4.695 78.0 [5.772
2.0 2.946 39.0 [4.722 79.0 |5.806
2,5 3.040 40.0 [4.747 80.0 |5.842
3.0 3.123 41.0 [4772 81.0 |5.878
3.8 3.188 420 |[4.798 820 [5915
4.0 3,249 430 |4.824 830 |5954
4.5 3.305 440 | 4,849 840 |5.994
5.0 3.355 450 |4.874 85:0 [6.036
6.0 3.445 46,0 | 4.9500 86.0 |6.080
7.0 3.524 47.0 | 4.925 87.0 [6.126
8.0 3.595 48.0 [4.950 88.0 [6.175
S.0 3.659 49.0 [4.975 89.0 [6.227
10,0 [3.718 50.0 |5.000 90.0 |6.282
110 |3.773 51,0 |5.025 910 (6341
120 |[3.825 52,0 |5,050 920 |6405
13,0 |3.874 53.0 |5.075 930 |[6476
140 |3.920 54.0 |5.100 940 |6.555
150 [3.964 55.0 [5.126 950 [6.645
16.0 |4.006 56.0 |[5.151 955 |6.695
17.0 |4.046 57.0 |5.176 96.0 [6.751
18.0 [4.08% 58.0 [5.202 96.5 [6.812
19.0 [4.122 59.0 |5.228 97.0 [6881
20,0 |4.158 60.0 |[5.253 975 |6966
210 |[4.194 61.0 |57278 980 |7054
220 |4,228 62,0 |5.305 082 |7.096
23,0 |4.261 63.0 |[5.332 984 |7.144
240 |4.294 64.0 |5.358 986 |[7.197
250 |4.326 65,0 (5385 988 |7257
26,0 |4.357 66.0 |5.412 990 [7.326
27.0 |4.387 67.0 |5.440 992 [7409
28.0 |4.417 68.0 |5.468 994 |7.512
290 4447 69.0 |5.496 996 [7.652
998 [7878
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PRILOHA 2 Test na L. sativa — opracovana riediaca voda (5 opakovani)

koncentracia kontrola 100%
¢.opakovania | 1 2 | 3 | 4 5 1 2 3 4 5
A7 |82 | 67 | 63| 64 | 74 | 73 | 50 | 58 | 74
5 |74 | 54| 72| 62 | 81 |60 | 38 | 65 | 58
66 |56 | 67 | 79 | 66 | 40 | 54 | 61 | 41 | 77
40 | 61|79 | 75| 50 | 63 | 71 | 64 | 57 | 66
55 | 75 | 54 | 57 | 61 | 65 | 60 | 52 | 54 | 72
64 | 63 | 65| 70 | 56 | 65 | 50 | 69 | 67 | 60
77 |61 |58 | 79| 64 | 68 | 73 | 81 | 70 | 69
64 |52 | 72 | 78| 62 | 65 | 65 | 56 | 62 | 65
62 |54 |51 | 74| 72 | 73 | 73 | 69 | 76 | 68
65 |49 | 39 |66 | 64 | 80 | 77 | 70 | 64 | 58
74 | 53 | 28|65 | 61 | 51 | 60 | 60 | 64 | 69
40 | 60 | 68 | 72 | 64 | 67 |70 | 74 | 80 | 85
) 72 |53 | 65|57 | 54 | 75 | 76 | 55 | 84 | 65
% 50 |42 | 67 | 70 | 56 | 34 | 67 | 67 | 65 | 70
g 75 |56 | 71| 78 | 57 | 59 | 47 | 64 | 63 | 76
E 50 |33 |8 | 78| 73 | 56 |5 | 70 | 70 | 60
s 59 |63 | 60|40 | 74 | 68 | 64 | 50 | 73 | 63
= 56 |65 |61 |21 | 79 | 60 | 70 | 74 | 50 | 71
59 | 68 | 56 | 31| 66 | 64 | 67 | 83 | 52 | 76
52 | 55 | 63| 10| 55 | 68 | 65 | 79 | 61 | 57
67 | 51 | 52 | 10 | 44 77 | 55 | 52 41 77
63 |62 | 21 |17 | 61 | 78 | 39 | 55 | 36 | 43
70 |53 41| 7 | 57 | 69 | 71| 67 | 32 | 23
69 |55 20| O | 71 | 31 | 73| 69 | 25 | 25
25 |55 12| 0 | 65 | 47 |17 | 80 | 15 | 21
10 |73 (12| 0 | 41 | 21 | 18 | 51 8 11
2 0|9 |0 | 74 | 25 |19 | 26 2 16
0 00| 0|51 | 12| 2| 15 0 5
0 00O 0 0 2 | 10 0 2
0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0
priemer [mm] | 49,63 50,8 | 46,6 | 42,3 |57,47|54,53 |53,1|57,03| 47,83 | 52,73
priemer [mm] 49,36 53,05
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PRILOHA 3 Test na L. sativa — opracovana kohutikova voda (5 opakovani)

koncentracia kontrola 100%

¢.opakovania | 1 2 3 | 4 5 1 2 3 4 5

68 | 53 | 56 |66 | 61 | 32 | 55| 74 | 58 | 53

45 | 44 |53 | 63| 47 | 63 | 75| 55 | 53 | 60

54 | 55 | 56 | 65| 50 | 70 | 68 | 55 | 55 | 51

71| 47 |47 |62 | 54 | 68 | 63 | 48 | 48 | 66

50 | 57 | 58 |56 | 59 | 74 | 45| 54 | 55 | 55

50 | 44 | 59 |68 | 53 | 63 |48 | 57 | 51 | 44

65 | 44 | 27 |60 | 50 | 69 | 76 | 60 | 61 | 55

47 | 56 | 61 | 53| 60 | 77 | 77 | 57 | 60 | 60

54 | 53 | 69 |58 | 56 | 38 | 77 | 54 | 57 | 60

58 | 42 | 58 |52 | 40 | 66 | 65 | 50 | 55 | 59

52 | 38 | 46 | 57 | 57 | 43 | 70| 36 | 75 | 55

57 | 53 | 53 | 53| 44 | 68 | 67 | 47 | 59 | 61

E 52 | 46 |55 |45 | 57 | 44 | 75 | 53 | 47 | 64

% 50 | 41 |50 | 63| 56 | 71 | 71| 66 | 64 | 53

= 45 | 46 |57 | 51| 52 | 48 | 62| 51 | 58 | 61

E 46 | 51 | 44 | 67 | 43 | 60 | 72 | 51 | 65 | 56

3 41 | 45 |54 |58 | 20 | 70 | 56 | 56 | 60 | 58

= 45 | 46 | 46 | 52 | 25 | 40 | 66 | 38 | 43 | 65

40 | 51 |51 |51 | 23 | 60 | 60 | 42 | 56 | 47

24 | 47 |57 | 51| 22 | 54 | 65| 30 | 55 | 63

27 | 40 |55 |49 | 10 | 72 |57 | 39 | 19 | 37

8 | 62 | 54|39 | 12 | 45 | 52| 25 | 27 | 56

17 | 50 |46 | 8 | 2 | 46 |59 | 30 | 0 | 53

14 | 53 | 34| 7| 2 |17 | 63| 25 | 0 |32

16 | 11 |35 0| 0 [ 10 |14 | 2 | 0 |48

173 |0 /0| 0o | 5 |16] 2 | 0|2

019|000 | 2 ]15/01] 010

010000 0| o0 |13|]0]o0]oO

0| 6 0|0 0| o0 ]15]01] 010

0]l olojlolo|]o]o|lo]o]o

priemer [mm] | 37,1 41,33 |42,7|41,8|31,83| 45,83 |53,9|38,57 | 39,37 | 45,8
priemer [mm] 38,95 44,69
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