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Abstrakt

Teoretickd Cast’ je zamerand na vyznam kvasiniek, ich role v pivovarnictve, a potreby
spolahlivého a ekonomicky vyhodného pasterizaéného kroku, ktory by spiiial moderné
poziadavky. Rovnako je v tejto Casti definovand plazma, jej vyskyt a pouZzitie pre povrchové
upravy skla pouZitého v praktickej Casti.

Bakalarska prdca sa v prvej Casti experimentdlnej prace zaoberd ucinkom plazmy ako
prostriedku na pasteriziciu. Do plazmatického vyboja boli vloZzené kvasinky druhu
Saccharomyces cerevisiae. Postupne bola menend doba expozicie kvasiniek v plazmatickom
vyboji a sledované mnozstvo zivych a mftvych buniek. Na identifikdciu Zivotaschopnosti
kvasiniek bolo pouZzité farbivo metylénovd modra. Po zafarbeni boli kvasinky sledované pod
mikroskopom a spocitané. Na urcenie poctu kvasiniek bola pouZzitd Biirkerova komorka.
Experimentom bola preukdzand ucinnost’ plazmy ako sterilizaéného kroku, vzhladom na
zniZujuci sa pocet zivych buniek a zvySujici sa pocet v mftvych buniek vo vzorke s obsahom
kvasiniek.

V druhej ¢asti bol povrch skla aktivovany v plazmatickom vyboji. Takto pripravené sklo bolo
ponorené do kultivaéného média po dobu 24 hodin do vytvorenia vrstvy kultivatného média
na povrchu skla. Potom boli odstrdnené zbytky kultivacného média ana povrch bolo
napipetované malé mnoZstvo kvasiniek v destilatnej vode. Po 24 hodindch boli kvasinky
pocitané na Biirkerovej komodrke, zhodnoteny prirastok poc¢tu kvasiniek a vyhodnoteny
ucinok plazmatického vyboja na aktivéaciu a vytvorenie vrstvy. Na potvrdenie u¢inku plazmy
na povrch skla bola pouZitd metéda kontaktnych uhlov. V tejto casti sme dokdzali vplyv
ucinku plazmy na povrch skla itvorbu tenkej vrstvy zivného média, ktord zdsobovala
kvasinky potrebnymi latkami pre rozmnoZovanie.
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Abstract

The theoretical part focuses on the importance of yeast, its role in brewing, the need for a
reliable and economically beneficial pasteurization step that would meet modern
requirements. Also in this part is defined plasma, its occurrence and the use of the glass
structure used in the practical part.

In the first part of the experimental work, the bachelor thesis deals with the action of plasma
as a means of pasteurization. Saccharomyces cerevisiae yeast was introduced into the plasma.
Gradually, the period of exposure of the yeast to the plasma discharge was determined and the
number of survived and dead cells monitored. The methylene blue dye was used to identify
yeast viability. After staining, the yeast was monitored under a microscope and calculated.
Biirker's cell was used to determine the number of yeast cells. The experiment demonstrated
plasma activity as a sterilization step, due to the decreasing number of living cells and the
increase in the number of dead cells in the yeast-containing sample.

In the 2nd part the surface was activated in the plasma discharge. The glass thus prepared was
immersed in the culture medium for 24 hours to form a layer of culture medium on the
surface of the glass. The remainders of the culture medium were then discharged and a small
amount of yeast in the distilled water was pipetted. After 24 hours the yeast was counted on
the Biirker's cell, the yeast growth was evaluated and the plasma activation efficiency was
evaluated for activation and layer formation. The method of contact angles was used to
confirm the effect of plasma on the surface of the glass. In this section, we demonstrated the
effect of plasma on the surface of the glass and the formation of a thin layer of nutrient
medium that supplied the yeast with the necessary substances for reproduction.
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1 UVOD

Plazmu mdézeme charakterizovat’ ako kvazi neutrdlny plyn nabitych a neutrdlnych castic,
vykazujicich kolektivne chovanie [1]. Tento plyn je v dneSnej dobe novinkou
a v technoldgiach je mélo vyuZivany aj preto, Ze vlastnosti plazmy nie si celkom preskimané.
Pre tito bakaldrsku pracu st podstatné 3 vlastnosti plazmy: sterilizacny charakter tohto
plynu,d’alSia vyznamna vlastnost’ je, Ze latka vlozend do plazmatického vyboja sa zahrieva len
minimélne, ¢o sme sledovali aj pocas pokusu anakoniec schopnost’ aktivicie povrchu
materidlu, v naSom pripade sa jedna o sklo.

Sterilizacia, v naSom pripade sa jednd o jej jemnejSiu formu — pasterizaciu, je tepelné
oSetrenie potraviny pri pouZiti teploty do 100 °C [2]. PouZiva sa na inaktiviciu vegetativnych
foriem mikroorganizmov. Hoci su tieto metddy, sterilizdcia i pasterizdcia, financne pomerne
narocné — treba rdozne doskové tepelné vymenniky, si tieto metédy vdaka svojej
jednoduchosti pouzivané skoro vo vSetkych odvetviach potravindrskej vyroby. Tieto metody
maju vela neZiaddcich uéinkov na vysledny charakter potraviny, ktord sa takto opracuje.
PredovSetkym sa jednd ozmenu senzorickych achutovych vlastnosti a v malej miere aj
zmena nutriénych vlastnosti. Prave tieto parametre udédvaji celkovd hodnotu produktu. Tieto
nedostatky vedd k postupnému skiimaniu novych moZnosti pasterizacie. Medzi najnovsie
metddy pasterizicie je moznost’ pouZzitia plazmatického vyboja. Tento postup je z hladiska
teploty Uplne neskodny, ked’Ze zvySenie teploty je pri pouZziti plazmy minimélne, ¢o by malo
minimalizovat’ stratu poZadovanych vlastnosti. PredovSetkym sa zachovaju doleZité prvky
ako vitaminy, ktoré su citlivé na zmeny teploty, a bielkoviny. Tym by sme mohli vyrobok
pasterizovany touto metédou povazovat’ za nutri€ne bohatsi a tym priaznivej$i na konzuméciu
arovnako lepsi pre celkové zdravie ¢loveka. Medzi produkty vystavované pasterizaénému
kroku moZeme povazovat pivo, ktoré vd’aka svojim nutricnym hodnotdm prichddza tymto
krokom o malé, a predsa nezanedbate'né mnoZstvo vyZivovo vyznamnych latok. Tieto latky
sa po zahriati strdcaji atym zniZzuji kvalitu vysledného produktu. Rovnako moZeme
spomenut’ dopad filtracie piva na chutové vlastnosti koncového produktu. Tou sa odfiltruji
zlozky bohaté na rozne vitaminy a iné senzoricky aktivne zlozky. Potreba nahradenia filtracie
a pasterizacie je preto vtejto dobe nevyhnutné a ako jedna zidedlnych ndhrad sa javi
moznost’ pouZitie uz zmieneného plazmatické vyboja.

Pri kultivacii kvasiniek sa pouZzivaji rozne kultivacné média v zdvislosti na druhu kvasiniek.
Tieto kultivacné médid musia byt sterilne pripravené a umiestnené do prostredia, kde by sa
nemohli kontaminovat. Ako sterilizany krok sa pouZiva najcastejSie autokldv, ktory
vyZaduje Skolenu obsluhu schopni obsluhovat’ tento typ zariadenia. Tieto parametre
poukazuji na to, Ze vhodnou alternativou by bolo vytvorenie lahko prenositelného
kultivacného média, najlepSie v tuhej forme, schopné dodat kvasinkdm vsSetky Ziviny
potrebné pre rast arozmnoZovanie. Jednou z alternativ sa ukazuje moZnost pouZitia
plazmatického vyboja na aktivaciu povrchu skla a vytvorenie tenkého filmu, obsahujiceho
vSetky potrebné Ziviny pre rast a rozmnozovanie ur¢itého druhu kvasiniek. Takto upravené
sklicka, spolu s vrstvickou Zivin sterilne zabalené do vhodného obalu, by boli jednoduchou
a nenarocnou moznostou kultivicie, pricom by stacilo na povrch naniest malé mnoZstvo
kvasiniek v destilovanej (najlepSie i sterilnej) vode.

Ciel'om tejto bakalarskej prace je Stidium pdsobenia plazmatického vyboja na kvasinky druhu
Saccharomyces cerevisieae v zavislosti na ¢ase, ktory v tomto vyboji stravili. Casovy interval



bol stanoveny na 10 sekind a najdlhSia doba pobytu kvasiniek v plazmatickom vyboji bol 100
sekind, ktory sme stanovili ako hranicu, kde mnoZstvo kvasiniek kleslo pod hranicu moznosti
sledovania. Ako pomdcku pri pocitani mnoZzstva zZivych a mftvych kvasiniek bola pouzita
Biirkerova komorka. Pred pocitanim boli kvasinky zafarbené farbivom metylénovou modrou,
bezne pouZivanou pre tieto ucely. Jednotlivé pocty boli stanovené pomocou mikroskopu
urceného pre mikrobidlne potreby so zvicSenim 40x bez pouzitia imerzného oleja. Z tohto
boli vyhodnotené moZnosti plazmatického vyboja ako pasterizatného kroku nahradzujuici
pasteriziciu zahrievanim.

V druhej Casti experimentdlnej prace bolo sklicko ocistené, manudlne i ultrazvukom, a bolo
aktivované v plazmatickom vyboji. Potom bolo sklicko sterilne prenesené do Petriho misky a
ponorené do kultivaéného média pre vytvorenie tenkého filmu na povrchu. Po 24 hodinich
bol zbytok kultivacného média odliati z Petriho misiek a na sklicko bolo sterilne napipetované
malé mnozZstvo kvasiniek v destilovanej vode. MnoZstvo kvasiniek v destilovanej vode bolo
zmerané pomocou Biirkerovej komodrky. Nasledne bola Petriho miska ponechand pri izbove;j
teplote kultivécii a po 24 hodinach bola opit’ zmerané mnoZzstvo kvasiniek odobranim malého
mnoZstva vody z povrchu sklicka. Uspe$nosti pouZitia plazmatického vyboja na vytvorenie
filmu bolo vyhodnotené na zdklade prirastku kvasiniek za uplynutd dobu vzhl'adom na to, Ze
kvasinky vyuZzivali len tie Ziviny, ktoré boli naviazané na sklicku. Popritom bolo sledovana
zmena poétu kvasiniek v z4vislosti na dizke vystavenia v plazmatickom vyboji. Sklicko bolo
v plazmatickom vyboji umiestnené po dobu 1-3 mintty po kroku 1 mintta pre kazdy ¢asovy
interval bolo spravenych 5 vzoriek. Na potvrdenie icinnosti plazmatického vyboja na povrch
skla bola pouzitd metéda kontaktnych uhlov, kde sa sledovala zmena hydrofilnych vlastnosti
povrchu skla v zavislosti na dobe pobytu v plazmatickom vyboji a efekt starnutia.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vyroba piva s vyuzitim kvasiniek druhu Sacharomyces cereviseae

2.1.1. Histéria vyroby piva

Prva vyroba piva bola potvrdend na obdobie priblizne 3500 rokov pred nasim letopoctom.
V oblasti dne$ného zdpadného Irdnu bola objavend hlinend nddoba obsahujica oxalat
vapenaty (CaC,0y), ktory je prave jeden znakov pivnej produkcie [3]. Nasledne mozeme
sledovat’ histériu piva pocas celych dejin vyvoja starovekych spoloc¢nosti. Od Sumerov
a Mezopotamiu aZ po Egypt. Objavena bola hlinend tabul’ka, ktorej vek sa odhaduje priblizne
na 2600 rokov, obsahujica terminy spdjané s vyrobou piva [3]. V Eurépe bola vyroba piva
zaznamenand az v obdobi priblizne 2000-1500 rokov pred nasim letopoctom [3]. Vzhl'adom
na polohu vyskytu piva v Eur6pe bolo potvrdené, Ze objavenie vyroby piva bolo nezavislé od
civilizacii, ktoré tito vyrobu uz poznali. S pribidajicimi skisenostami a modernej$imi
technolégiami sa vyroba piva rozréstla po celej Eurépe. A hoci narastali skisenosti s vyrobou
piva, tak stdle nebolo jasné, ako cely proces funguje. AZ v roku 1857, Louis Pasteur, zistil, Ze
kvasenie je druh latkovej premeny Zivych organizmov, kde sa rozkladaju jednoduché
sacharidy na alkohol a oxid uhlility [4]. Vyroba piva sa nezdvisle na tomto poznatku vyvijala
po celé tisicrocia. Jednotlivé kroky vyroby boli zaznamendvané a vylepSované.

2.1.2. Sucasné postavenie piva

Pivo je v sucasnosti najpreddvanejSim alkoholickym napojom v Eurdpe ajeho vyznam sa
nestraca ani za hranicami Eurépy. Medzi najvicsich konzumentov piva patria narody stredne;j
Eur6py, Austrdlia, USA, Kanada a Finsko. Na obrazku 1 mdZeme vidiet farebne oznacené
jednotlivé krajiny. Tmavo-zelend reprezentuji narody s vysokou konzumdciou piva na
jedného obyvatela za obdobie jedného roku. Jednd sa o krajiny Nemecko, Rakiisko, Irsko
a Ceskd republika so spotrebou 163,5 litra na osobu na rok [5]. V tychto krajinich je
konzumidcia piva spojend taktieZ s kultirno-spoloCenskou strankou Zivota. Ostatné krajiny
oznacené zelenou farbou dosahuji v prieskume nizsiu konzumaciu piva na osobu za rok, ale
rovnako prispievaji zna¢nou mierou do celkovej spotreby piva. Krajiny oznacené bielou
farbou prispievaju len minimédlnou mierou do celkovej hodnoty konzumacie piva, ale ani tu
nemoZeme vylicit pivo ako jeden z vedlajSich ndpojov vyskytujic sa na trhu. Z tohto
prieskumu moéZeme vyniest argument, Ze pivo je jednym zo zdkladnych nédpojov, ktory sa
konzumuje po celom svete.



Obrdzok 1: Mapa spotreby piva [6]

2.1.3. Delenie piva podPa pouzitého sladu a pasterizacia

Rozozndavame 2 zdkladné druhy piva podl'a pouZzitého sladu. Svetlé pivo (plzenské) a tmavé
pivo (bavorské) [4]. Kombinéciou nasledne vznikaji polotmavé alebo polosvetlé piva. Tie sa
rozliSujui r6znym pomerom obsahu svetlého a tmavého piva. TrvanlivejSie sd flaskové piva,
ktoré st Casto pasterizované. Na pasterizdciu sa vyhradne pouZiva zahrievanie v obaloch i1 bez
obalu. Pivo byva znehodnotené tymto zahrievanim. Teplota zahrievania musi dosiahnut’ 70 °C
pri prietokovej pasterizdcii a 62,5 °C po dobu 20 mintt pri tunelovej pasterizacii [7].
Pasterizované pivo byva preto Casto ochudobnené o vyznamné chutové i senzorické latky.
Toto ochudobnenie by malo odradzat’ vyrobcov piva od tepelného opracovania piva. Kedze
sa jednd o najspolahlivej$i a pomerne jednoduchy postup ako zna¢ne prediZit Zivotnost
a kvalitu piva je stdle vyuZivany po celom svete. Stile existuje zopar vyrobcov, ktoré
vyréabaju tzv. tankové pivo. Toto pivo sa filtruje, ale vynechdva sa krok pasterizacie. Ked'Ze sa
pivo opidtovne nezahrieva, tak vynikd svojimi chutovymi vlastnostami. Na ukor lepSej chuti
sa znacne meni trvanlivost’ takého piva. Trvanlivost’ tankového piva sa pohybuje v rozmedzi
hodin aZ dni ato pri dodrzani prisnych podmienok ako su izolacia od okolitého prostredia
a chladenie na minimélne teploty.

2.1.4. Kbvasenie v pivovarnictve

Medzi najdolezitejSie procesy v pivovarnictve mdZeme bezpochyby zahrnit’ proces kvasenia.
Tento krok musi byt sprevddzany r6znymi bezpecnostnymi opatreniami z hl'adiska moznej
kontaminécie produktu. Medzi organizmy Ziadané zahriiujeme kvasinky, ktoré st poévodcami
alkoholového, alebo taktieZ nazyvaného etanolového, kvasenia. St to najmi kvasinky rodov
Saccharomyces a Torula [8]. Vo vicSine potravinarskych technoldgii sa pouZzivaju vyhradne
kvasinky typu Saccharomyces, ktoré su okrem pivovarnictva hojne vyuzivané aj vo vindrstve,
liehovarnictve a pekarstve [2]. Tieto kvasinky sa delia na kultirne (vo vicSine pripadov
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsodeus) a divoké (napriklad druhy rodu Saccharomyces
pastorianus). Ich najvidcSia odliSnost” je hlavne v kvasivej mohutnosti, ktord je
charakterizovand ako schopnost prekvasovat’ koncentrovanejSie cukornaté roztoky az na
nepatrné zvysky cukru oznacovanej ako zvyskovy cukor [2].
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Vytaznost’ etanolového kvasenia je charakterizovana Gay-Lussacovou rovnicou (2.1), ktord
uddva, z akého mnozstva glukzy dostaneme pozZadované mnozstvo etanolu [8]. Ako vedl'ajsi
produkt pritom vznikd oxid uhlicity ateplo. Oba tieto vedlajSie produkty si vyznamné
Cinitele pri vyrobe piva. Zmes sa musi neustdle chladit’, aby vzniknuté teplo nenarusovalo
priebeh kvasného procesu. Oxid uhli¢ity sa musi neustidle odvadzat, aby nedoSlo
k nadmernému nahromadeniu plynov v kvasnej nddobe. TaktieZ je indikdtorom etanolového
kvasenia. Po skonceni vyvijania oxidu uhli¢itého je proces kvasenia ukonceny a prebiehaju
d’alSie procesy ako napriklad filtracia a sterilizécia.

CeH1,06 = 2C,HsOH + 2CO, + 117,5 k] -mol™*  (2.1)

180,16 g —> 2-46,07g+2-44,01g (2.2)

V rovnici (2.2) je uvedené celkové mnozstvo glukézy ako majoritného produktu etanolového
kvasenia potrebného na vyrobenie 92,14 g etanolu. V praxi sa stretneme asi s 90 %
vytaznostou, ktord je uvedend v tejto rovnici [8]. Tento proces ziskavania etanolu je pomerne
zloZity a prebieha v ret'azci viazanom na fosforylaény mechanizmus [9].

2.2 Charakterizacia kvasiniek

Kvasinky st eukaryotické mikroorganizmy, ktoré zarad'ujeme medzi huby (Fungi) [8]. Svoje
pomenovanie dostali na zdklade ich schopnosti zkvaSovat monosacharidy, niektoré
disacharidy, pripadne i trisacharidy na kone¢né produkty, ktoré su etanol a oxid uhlicity za
vyvinu tepla [8]. To sa hojne vyuZiva pri fermentanych technolégidch pri vyrobe etanolu
a d’alsich potravinarsky vyznamnych produktov [7].

Tvar kvasiniek zodpoveda sposobu ich rozmnozovania. RozmnoZovanie kvasiniek prebieha
vegetativne, puCanim alebo delenim, alebo pohlavne pomocou pohlavnych spor. Pri pu€ani
vznikd mala dcérina bunka nazyvana pupen, ktord je spojend kandlikom s materskou

bunkou [8]. Po uzavreti kandliku sa syntetizuje bunkové stena a po ukonceni syntézy sa
oddeluje dcérina bunka ako samostatny celok. Pohlavné rozmnoZovanie je obecne
charakterizované ako spijanie dvoch haploidnych buniek, ktoré sa nazyva konjugicia alebo
kopulécia, sprevadzané spdjanim ich jadier za vzniku diploidného jadra [8]. Toto jadro sa
nasledne deli mitoticky na 4 haploidné bunky meiézou (redukénym delenim). Tieto haploidné
bunky su ndsledne zdkladom pohlavnych spor.

Bunkova hmota kvasiniek je pomerne bohat4 na vodu. Obsahuje priblizne 65-83 % vody [8].
Tento vysoky rozsah je spdsobeny rozdielnymi rodmi kvasiniek aich Zivotnymi potrebami
a prostredim, v ktorom sa bezne vyskytuji. Hlavny podiel suSiny nédsledne tvoria bielkoviny
(cca 50 %), glykogén (az 30 %) adalSie latky, ako su nukleové kyseliny, Struktirne
polysacharidy a popol. Z organickych latok su to prevazne vitaminy skupiny B, v najva¢Som
mnoZzstve vitaminy B;,B, a Bg, provitamin D a provitamin A. Na vitaminy B su vel'mi bohaté
najmi pivovarenské kvasnice, ktoré ich odcerpavaji z mladiny. V mladine je hlavnou
surovinou slad, ktory je prave bohaty na tieto vitaminy [7].

Kvasinky pre svoj rast vyuZivaji vzduSny kyslik. Tuto vlastnost’ maji podobnu s plesiiami.
Hlavny rozdiel je ale schopnost’ kvasiniek metabolizovat’ aj za anaerébnych podmienok —
fermentacny metabolizmus. Toto je vyznamné hlavne z toho dovodu, Ze hoci rast bunkovej
hmoty je velmi obmedzeny, si schopné produkovat’ etanol aoxid uhli¢ity [8]. Pre
potravindrsku prax je podstatne vyznamnych asi 22 rodov a k nim prislichajice druhy.
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2.3 Kvasinky rodu Saccharomyces

Medzi technologicky najvyznamnejSie st v sicasnosti povazované kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Vo vSeobecnosti je oznaCovand ako pivnd, vinna, liehovarnicka a pekdrenska
kvasinka [2]. Tieto kvasinky si schopné skvasovat vel'ké mnozstvo cukrov, pricom
nevyuZzivaju laktézu ako zdroj uhlika a dusi¢nany ako zdroj dusika [9]. Medzi cukry, ktoré su
schopné fermentovat’ zahrnujeme glukézu, fruktézu, sacharézu, maltézu a rafinézu [10]. Tvar
buniek je ovalny so zretel'ne ohrani¢enou vakuolou. BeZné rozmery tohto druhu kvasiniek su
6az7 X 7,5az8,5um [7]. Bunkova stena kvasiniek Saccharomyces cerevisiae je tvorena 3
vrstvami nezdvislymi od seba. U tohto rodu je na vnutornej vrstve steny — vrstva susediaca
s cytoplazmatickou membranou, zloZena z glukanu a bielkovin, d’alej nasleduje glukomannan
s bielkovinami a na povrchu sa nachddzaju mannany s bielkovinami a malym mnoZstvom
lipidov [8]. Po ukonceni kvasenia klesd mnozstvo mannanov a stipa mnoZzstvo bielkovin. To
zapriCiniuje technologicky vyznamny krok — flokuldciu kvasiniek [8]. Kvasinky postupne
flokuluji — sedimentujd, na dno, kde sa odc¢erpdvaju na d’alSie pouzitie. Druh Saccharomyces
cerevisiae sa rozmnozuju pucanim.

Smooth ER

Spindle-pole

MNucleus

Micro-
body

; Glycogen
granules
Mitochondrion
Ribosomes
Cell wall
Lipid droplet
Bud scar . 1 pm

Plasma membrane
Periplasmic space

Obrdzok 2:Tvar a zloZenie kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Vacuole -vakuola, nucleus -jadro, golgi stack -golgiho
apardt, mitochondrion — mitochondria, cell-wall — bunkovd stena, smooth ER -hladké endoplazmatické retikulum, rough ER -
drsné endoplazmatické retikulum, ribosomes — ribozomy, periplazmic space — medzimembrdnovy priestor, lipid droplet —
tukové kvapky, plasma membrane — plazmatickd membrdna [11].

2.4 Vplyv teploty na kvasinky

Ako modzZeme vidiet vtabulke 1, prostredie, v ktorom sa mdzu rozmnoZovat alebo
metabolizovat, musi mat’ prijatelnd teplotu v rozmedzi ich schopnosti preZitia. Tieto
rozmedzia, uvedené VTA, sui vel'mi rozdielne. Na ich zdklade sa rozdel'uju mikroorganizmy
do Styroch zdkladnych kategérii: psychrofilné, psychrotrofné, mezofilné a termofilné [10] . Aj
ked’ ich optimdlna teplota prezitia je pomerne rozdielna, svojou maximdlnou alebo
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minimélnou teplotou moézu zasahovat do inych kategdrii. Preto moZeme v niektorych

pripadoch vidiet’ popri sebe mezofilné a psychrotrofné mikroorganizmy.

Tabulka 1: Delenie mikroorganizmov na zdklade teploty preZitia [10]

Skupina Teplota (°C)

minimélna optimalna maximalna
Psychrofilné -5az5s 12 az 15 15 az 20
Psychrotrofné -5az5 25 az 30 30 az 35
Mezofilné Saz 15 30 az 40 35 az 47
Termofilné 40 az 45 55az75 60 az 90

Hoci st tieto teplotné rozmedzia Siroké, mdzu kolisat’ v zdvislosti od prostredia. Faktory
ovplyvilujice rast a vyvoj su taktieZ redoxny potencidl, pH prostredia ¢i aktivita vody [12].

2.5 Priprava zivnych médii

Vel'mi dolezité je kultivovat’ mikroorganizmy na sterilnych Zivnych pddach. Dolezitymi
faktormi na kultivaciu sd naroky na vyZivu, pH, dostatocnd vlhkost’, vhodna teplota, aerébne
¢i anaer6bne podmienky, rozne rastové faktory €i osmotické pomery. Rovnako dodlezité je
1 ziskanie vic¢Sieho mnoZstva bune¢nej hmoty [13].

Cim viac sa bude podobat zloZenie kultivacného média prirodzenym podmienkam
mikroorganizmu, tym lepSie sa bude tento mikroorganizmus rozmnoZovat v laboratérnych
podmienkach, ktoré si zvolime.

U kaZzdého mikroorganizmu mozZeme vidiet' rozne poZiadavky. Niektoré mikroorganizmy
pozaduji jednoduché anorganické latky, ale niektoré organotrofné baktérie vyzaduju
zlozitejSie organické latky (napr. vitaminy).

K udrZiavaniu populdcie (koldnie) mikroorganizmov je nutné zistit' presné podmienky, pri
ktorych ich moZno rozmnozovat’ — vytvorit’ tzv. idedlne prostredie a nasledne ich uchovat’ za
podmienok, kedy odumieraji najpomalSie. Rovnako dolezité je i ziskanie vdcSieho mnoZstva
bunec¢nej hmoty [14].

Obrdzok 3: Univerzdlne Zivné médium-agar [15]
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2.6 Zivné média
Zivné média s nasledne delené do rdznych kategérii podl'a pdvodu, skupenstva &i pouZitia.
Delenie Zivnych médii podl’a povodu a pripravy:
e prirodzené
¢ gsynteticko-komplexné (polosyntetické) — okrem chemicky definovanych zlacenin
obsahuje i rozne vyluhy a odvary niektorych prirodnych zlicenin ako zdroj vitaminov
a aminokyselin (napr. krv alebo mésova voda)
e gyntetické — presne chemicky definované latky. Je to zmes organickych
1 anorganickych zlucenin. BeZne sa pouZivaju na Studijné dcely. Preferuju ho striktne
litofilné baktérie.

Delenie zivnych médii podl’a pouzitia:

e univerzdlne — svojim zloZzenim umoziuji kultiviciu Sirokého  spektra
mikroorganizmov. MozZe to byt napriklad agar (uvedeny na obrazku 3),
misopeptidovy bujén alebo sladina pre kvasinky [14].

e selektivne — zloZenie umoZzhuje rast iba jedného druhu alebo skupiny
mikroorganizmov. Ostatné mikroorganizmy si danym zloZenim inhibované pripadne
su plne potlacované. Medzi litky inhibujice ostatné mikroorganizmy patria napriklad
farbiva, antibiotikd, ZICové soli ¢i azid sodny. Medzi selektivne Zivné média patria
Ashbyho agar alebo agar s 10% NaCl [16].

e selektivne diagnostické — na tychto médidch rastie len mald skupinka
mikroorganizmov. Prejavuje sa konkrétnou biochemickou reakciou charakteristickou
pre dany mikroorganizmus. Do tohto typu média spada napriklad Endova pdda vhodna
na kultivaciu baktérii Escherichia coli [16].

e pomnozovacie — vhodné na mnoZenie malého mnoZstva mikroorganizmov.

e transportné — vyuZzivané v klinickej mikrobioldgii. V praxi sa vyuZiva na zistenie
preZitia behom transportu [9].

2.6.1. Priprava kultivaénych médii

.....

napr.: kvasinky a mikromycéty, ktoré pozaduju pH v rozmedzi 4,5-6. Toto pH sa upravuje
v studenom médiu pred sterilizdciou. Ako kontrolu mézeme pouzit pH papieriky (ak
pozaduje vediet’ presnejSiu hodnotu pH moZeme pouzit’ pH meter).

Na upravu pH je mozné pouzit' IM NaOH alebo 1M HCI v zavislosti od vyzadovaného pH.

K priprave je mozné pouzit’ destilovand vodu a dokonca i vodovodnud vodu (zalezZi na zloZeni

.....

rozpustime vo vode za neustdleho mieSania (pre rychlejSie rozpustenie méZzeme zvysit’ teplotu
zahriatim).

Ako stuzovadlo sa modZe pouZit agar, pre mikroorganizmy, ktoré nezndsaji pritomnost’
organickych zlicenin, sa pouziva gél kyseliny kremicitej [9].
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2.6.2. Sterilizacia
Tento tUkon je povazovany za jeden znajddlezitejSich v mikrobioldgii. V kazdom
mikrobidlnom laboratériu je sterilizacia laboratérneho skla, médii a pomdcok predpokladom
uspesnej prace [16].

Druhy sterilizacie:

o Fyzikdlna — vyuZziva sa plamen, Ziarenie alebo filtracia
o Chemickd — na chemicku sterilizdcia sa pouzivaju rozne chemické latky. Najviac sa
pouZzivaju chlér alebo formaldehyd [16].
o Fyzikdlne — chemickd — vyuZitie plazmatického vyboja.
BeZzne pouZivanym pristrojom v laboratéridch je Autokldv. Vyuziva vlhky teply vzduch
so zvySenim tlakom [12].

Obrdzok 4: Autokldy

2.6.3. Ockovanie

Na sledovanie nérast, pripadne ubytku, mnoZstva kvasiniek potrebujeme tieto kvasinky
najskor premiestnit’ do pozadovanej Zivnej pddy. Tento prenos sa v mikrobioldgii oznacuje
nazvom ockovanie. Za ockovanie povaZujeme prenesenie Casti mikrobidlnej populécie
z prostredia, v ktorom boli udrziavané, do sterilnej Zivnej pddy. Spdsob oCkovania sa voli
podla charakteru stanovovaného mikroorganizmu. Zakladom ockovania je pracovat’ asepticky
— to znamend, Ze nedochéddza ku kontamindcii zo vzduchu alebo pomocok. Na aseptickd pracu
sa pouzivaju oCkovacie boxy, ktoré ale nie su vZdy dostupné. Ako vhodna ndahrada moze byt
praca vykondvana na ¢istom stole, ktory bol vydezinfikovany Cistiacim prostriedkom.

2.6.4. Pocitanie kvasiniek
Pred a rovnako po pasterizdcii je potreba urcit’ presné mnozstvo kvasiniek. Pocet kvasiniek sa
meni v dosledku rastu a rozmnoZovania. Na vypocet kvasiniek sa pouZzivaji dve metddy:

e Priama — mikroskopickd metéda
e Nepriama — kultiva¢nd metdda
e Meranie zdkalu — nefelometrické a turbidimetrické metody

Priama metdda spociva v jednoduchom stanoveni poctu buniek v mikroskopickom preparite.
Preparaty sa pouZivaju bez upravy alebo upravované fixaciou alebo sfarbenim. Pri pocitani sa
pouzivaju rdzne typy pocitacich komdrok (Thomova, Biirkerova ap.). VSetky sa skladajd so
silného podlozného skla s vyrytou siet'ou Stvorcov o presne zndmych objemoch a podlozného
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sklicka. Sklicko sa pokladd na bo¢né listy. Tym vznikd medzi sklickami priestor o presne
definovanej hruabke.

Biirkerova pocitacia komorka mé v strednej Casti dve mriezky, skladajice sa z velkych a
malych Stvorcekov a obdlZnikov o definovanych rozmeroch ako mézeme vidiet’ na obrazku.
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Obrdzok 5: Burkerova komérka s definovanymi rozmermi §tvorcov a obdlznikov [16]
Nésledny vypocet poctu buniek v 1 ml kultiry:

x=MO0O-z-X-1000, (2.3)

kde:

x je pocet buniek v 1 ml kultiry,

MO je priemerny pocet buniek v okienku,

X je prepo&et na 1 mm? (tvar obdiznik m4 hodnotu 1000)
1000 je prepodet mm® na ml [16].

2.6.5. Farbenie kvasiniek

Farbenie kvasiniek je potrebné spravit, ak chceme zistit' presny podiel Zivych a mftvych
kvasiniek vo vzorke. K priamemu farbeniu sa pouzivaji netoxické farbivd, v naSom pripade
metylénovd modrd. T4 sa v Zivych bunkdch meni na nefarebni formu prostrednictvom
redukujicich enzymov, mftve bunky nemaji reduktazovi aktivitu, preto sa farbia namodro
[16].

16



2.7 Charakterizacia, vyskyt a pouzitie plazmatického vyboja

2.7.1. Definicia plazmy

V roku 1928 1. Langmuir pouZzil ako prvy ¢lovek pojem plazma na oznacenie vnutornej Casti
elektrického vyboja, na ktory nemali vplyv steny ani elektrody vybojky [17].

Vzhladom na to, Ze kazdy plyn je v urcitej miere ionizovany sa zaviedla definicia plazmy:

»Plazma je kvdzi neutrdlny plyn nabitych a neutrdlnych castic, ktory vykazuje kolektivne
spravanie.* [1]

Kvazineutralita plazmy sposobuje, Ze plazma je odolnd voc¢i mensim poruchdm. Po kazdej
takejto poruche ma snahu vrétit’ sa do povodného stavu. Této stdlost’ je Specifickd pre plazmu
arovnako tak aj pre pevné latky. Pri pevnych latkach je stdlost’ spdsobend velkymi silami
pOsobiacimi medzi susednymi molekulami na malé vzdialenosti, zatial' Co pri plazme je
stalost’ spdsobend elektrickymi silami posobiacimi na pomerne vel’kd vzdialenost’ [18].

V podstate je plazma ionizovany plyn. AvSak vzhl'adom na dplne odlisné spravanie plazmy
a neutrdlneho plynu, zarad'ujeme plazmu do samostatnej skupiny a ¢asto byva oznacovana
ako stvrté skupenstvo vzhl'adom na jej odliSnost’ od zndmych skupenstiev ako sd pevné latky,
kvapaliny aplyny [19]. Na potvrdenie vyskytu plazmatické vyboja musime splnit dve
zakladné podmienky:

e pritomnost’ vol'ne sa pohybujucich nabitych Castic,
e velké mnozstvo tychto Castic.

Plazma vo vSeobecnosti neobsahuje len nabité Castice, ale aj ur¢it€é mnoZstvo neutrdlnych
Castic [19].

Tabulka 2: Zmena skupenstva vody s narastajiicou teplotou

Skupenstvo Teplota (°C) Forma Charakteristika

Pevna latka T<O0 Lad Molekuly s limitované v mriezke.

Kvapalina 0<T<100 Voda Molekuly sa m6zu vol'ne pohybovat'.
Plyn T > 100 Vodna para Molekuly sa mdzu vol'ne pohybovat’ na

.....

Plazma T > 10000 Ionizovany plyn = I6ny sa elektrony sa mdzZu nezdvisle

.....

Plazma vznika vtedy, ked’ neutrdlny plyn (vzniknuty napriklad pri zahriati vody nad teplotu
varu) zahrievame aZ do momentu dostatocne silnych medzimolekulovych kolizii a dojde
k odtrhnutiu elektrénov z atomov alebo molekuil podliehajicich kolizii. Paradoxne d’alSie
zahrievanie plazmy nevedie k piatemu skupenstvu hmoty. Plazma vyplyvajica z ionizacie
neutrdlnych plynov sa skladd z nespocetnych mnoZstiev pozitivnych a negativnych nosi¢ov
naboja, ktorych relativne mnoZstvo je v obritenom pomere k velkosti ich jednotlivych
nabojov [17].
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IKAPALNE
SKUPENSTVI

Obrdzok 6: Graf zdvislosti energie v jednotkovom objemu ldtky na teplote pre rozne skupenstvd [18]

Sahova rovnica uddva pomer ionizacie plynu v tepelnej rovnovahe:

N w

U; .
ﬂz2,4-1021-T—'9_ﬁ, 2.4)
ny n;

kde:

n;, N, st hustoty neutralnych a ionizovanych atémov — podet &astic v m’,

T je teplota v Kelvinoch,

U; je ionizacnd energia plynu, pocet joulov potrebnych na odtrhnutie vonkajsSieho elektronu
z atému,

k je Boltzmanova konstanta (k = (1,380658 + 0,000012) - 10723] - K~1) [17].

Pri postupnom zvySovani teploty zostdva stupeil ionizdcie nizky, pokial sa U; nestane len
malym ndsobkom ¢lenu k - T. Potom clen % prudko stipa a plyn je v plazmatickom stave.

Dals$im rastom teploty sa n,, stdva menSie a plazma sa stdva plne ionizovand — stdva sa silno
ionizovanou plazmou.

Kritériom vhodnosti pouZitia plazmy pre Cistiace a aktivacne postupy je nizka teplota iénov a
neutrdlnych castic, aby nepoSkodili povrch, a vysokd teplota elektrénov, aby bol povrch
aktivovany. NerovnovdZzna plazma sa pomerne jednoducho generuje pri nizkych tlakoch.
Vikuové komory a Cerpacie zariadenia vSak vyrobu predrazuji a spomaluji. Vhodnou
alternativou je pouzitie dielektrickych bariérovych vybojov (z angl. Dielectric Barrier
Discharge - DBD). Dielektrikum zabratiuje prenosu velkého néboja a plazma sa neprehrieva.
Diftznost’ plazmy zabezpecuje prudiaci rezim pracovného plynu alebo primes vzacnych
plynov ako napriklad hélia a argénu [20].
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2.7.2. Vyskyt plazmy na Zemi
Vyskyt plazmy mdZeme rozdelit’ do 2 kategorii:

® Prirodzeny — v ionosfére, v magnetosfére, pri burkach vo forme bleskov, svit poldrnej
ziare [20]
e  Umely — vodivy plyn v Ziarivkach alebo v neénovych reklaméch [17].

Obrdzok 7: Prirodzeny vyskyt plazmy na Zemi-blesky

Nerovnovazna plazma ma v porovnani s vysokoteplotnymi a mokrymi chemickymi postupmi
mnozstvo vyhod. Vysokd teplota spOsobuje degraddciu materidlu, mnoZstvo Struktir je
citlivych na vysoku teplotu (nizka teplota topenia pouzitych materidlov), rozne koeficienty
teplotnej rozt'aznosti mozu spdsobit’ poskodenie spojenia a d’alSie problémy s tym spojené.
V pripade chemickych postupov nevyzaduje agresivne chemikdlie, ¢i ndsledne suSenie.

2.7.3. Druhy plazmy

e Slabo ionizovand plazma — je to plazma, v ktorej je koncentricia nabitych Castic
zanedbateI'ne mald v porovnani s koncentraciou neutrdlnych molekil. Z tohto tvrdenia
jasne vyplyva, Ze zrdzky prevladaji medzi neutrdlnymi cCasticami a nabitymi
Casticami. Vzhl'adom na nizku koncentrdciu nabitych Castic méZeme povaZovat ich
vzajomné zrazky za vynimocné a mdzeme ich zanedbat'.

e Silno ionizovand plazma — tento pojem oznacuje plazmu, v ktorej prevladdaji nabité
Castice. V tomto pripade predpokladdme, Ze zrdzky prebiehaji len medzi nabitymi
Casticami a vplyv neutrdlnych Castic zanedbavame [18].

2.7.4. Difazny koplanarny povrchovy bariérovy vyboj - DCSBD

Tento vyboj generuje tenkd vrstvu makroskopicky diftiznej homogénnej nizkoteplotne]
plazmy s vysokou objemovou hustotou vykonu pri atmosférickom tlaku v réznych bezne
pouzivanych priemyselnych plynoch (aj elektronegativnych) a bol udspeSne pouzity na
aktivaciu povrchu rozliénych materidlov ako drevo, netkané textilie, hlinik, polyetylénové
folie atd’. [17]. V tejto praci bol pozity DBD vyboj. Ten je podobny DCSBD vyboju, len ma

.....
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vysokym mnoZstvom nabitych Castic pdsobiacich deStruktivne na bunkovud stenu a tym na
celd bunku.

2.8 Sklo

Na opracovanie v plazmatickom vyboji sa hodi pouZzit' materidl dostatocne lacny a I'ahko
dostupny a zédroven inertny. Tomuto popisu najlepSie zodpoveda sklo, ktoré ma aj praktickd
vyhodu — je priehl'adné a preto mdézeme sledovat’ niektoré zmeny vol'nym okom. Zaroven je
sklo v sidcasnej dobe jednym z najpouzivanejSich materidlov na svete. Vdaka svojim
jedinecnym vlastnostiam (tepelnd roztaznost’, priehl'adnost’, odolnost’ a minimélna reaktivita)
sa stal zdkladnym materidlom vyuZivanym nielen na vyrobu flia§, okien ¢i rdoznych nddob, ale
stal sa 1 zakladnym materidlom vyuZivanym v kazdom chemickom laboratoriu.

2.8.1. Histéria

Pociatky vyroby skla moZeme ndjst’ uz v starovekom Egypte, kde sa nasli rozne sklenené
predmety s odhadovanou dobou vzniku asi pred 3000 rokmi pred nasim letopoctom. Poznatky
o skle sa prendSali a vylepSovali. Ziskavali sa dolezité poznatky o fyzikalnych, mechanickych
a chemickych vlastnostiach.

Od minulého storocia si postupne sklo naslo svoje miesto v kazdom odvetvi priemyslu [21].

2.8.2. Struktira skla

Hoci vedomosti o fyzikdlnych, mechanickych a chemickych vlastnostiach skla si zname,
o Struktdre skla bolo vel'a nejasnosti. NajprepracovanejSia je Struktira uhliku a jeho derivatov
a vzhl'adom na to, Ze z chemického hl'adiska su si kremik a uhlik podobné, mdzeme niektoré
poznatky aplikovat’ i na kremik. Asi najvicSou zmenou je o¢akdvanie dvojitej a trojitej vdzby
beznej pri uhliku. Pri kremiku dostdvame vysokomolekuldrne polyméry [21].

Na povrch skla, ktory je prirodzene hydrofilny, su za beznych podmienok adsorbované rdzne
znecist'ujuce latky. Latky ovplyvilujice adhéziu su vicSie organické zliceniny vicsie Castice
a objekty a ibnové kontaminanty, ktoré boli s nim v kontakte.
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Obrdzok 8: Povrch skla po opracovani v plazme [22]

2.8.3. Meranie kontaktnych uhlov
Na potvrdenie uc¢inku pobytu skla v plazmatickom vyboji je pouZivanid metéda merania
kontaktnych uhlov. Tato metéda je lacnd ajednoduchd. VyuZiva len pocitac s kamerou
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a kvapalinu, ktord sa jemne poloZzi na povrch. Tento povrch prdve meni svoje vlastnosti po
pobyte v plazmatickom vyboji. Zaroveini zmena povrchovej energie skla koreluje s hodnotou
povrchovej energie. Ako testovacia kvapalina sa voli destilovand voda. KedZe toto
opracovanie nema trvaly charakter, sledovali sme i starnutie skla (,,ageing* effect) a zmenu
kontaktného uhla s tym spojend.

Glass

Obrdzok 9: Stanovenie kontakiného uhla [23]

Vztah medzi uhlom zmdicania 6 ajednotlivymi medzifdzovymi energiami je dany
Youngovou rovnicou:

Y1 cos 0 =y, —yg (2.5)

kde:

0 je uhol zmacania,

y; je povrchova energia kvapaliny,

¥s je povrchova energia tuhej latky,

Y je medzifazova energia tuhd latka — kvapalina [23].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Priprava kultiva¢ného média

Do Erlenmeyerovej banky sme pripravili kultivaéné médium vhodné pre kultivaciu kvasiniek
druhu Saccharomyces cerevisiae. Na obe experimentdlne Casti sme potrebovali priblizne
50 ml kultivacné média. Do Erlenmeyerovej banky sme odvazili 2 g glukézy, 0,25 g peptonu,
0,25 g kvasni¢ného extraktu a nakoniec sme pridali 50 ml destilovanej vody. Kvasni¢ny
extrakt sme pridali do zmesi ako zdroj vitaminov a inych rastovych faktorov. Pepton slizi ako
zdroj aminokyselin, peptidov a d’alSich rozpustnych komponentov. Ndasledne sme zmes
dokladne premiesali a ako uzdver sme pouzili predpripravent vatovi zatku. Nakoniec sme
vatovi zdtku zakryli alobalom a nechali sterilizovat’ v autokldve po dobu 20-30 mintt pri
pretlaku 0,1 MPa. Po sterilizacii sme takto sterilizované kultivaéné médium zakryté zatkou
s alobalom umiestnili do chladnicky.

3.2 1. ¢ast’ — plazma ako pasterizacny krok

3.2.1. Ockovanie kvasiniek do kultivacného média

Najskor bolo oc¢kovacie médium vytiahnuté z chladni¢ky a ponechané stiat, dokym nemalo
priblizne laboratérnu teplotu. OcCkovanie prebiehalo na pracovnom stole ocistenom
dezinfekénymi prostriedkami na zabezpecenie maximalnej mozZnej aseptickej prace. Ockovali
sme so Sikmého agaru, na ktorom bola kultira umiestnend. Na ockovanie sme pouZili
ockovaciu klicku, ktord sme po kaZzdom nabrati mikroorganizmov vyZzihali v kahane. Do
kultivaéného média sme naoCkovali celkom 3-krdt maximdlne moZné mnoZstvo
mikroorganizmov nabratych pomocou ockovacej klicky. Po o€kovani sme vyZihali okraj
Erlenmeyerovej banky avatovi zitku pre pripadné vzdusné znecistenie inymi
mikroorganizmami. Néasledne sme banku uzavreli aumiestnili do prostredia s vhodnou
teplotou — priblizne 27 °C. Po 4 dinoch sme skontrolovali uchytenie kultiry kvasiniek
v kultivaénom médiu.

3.2.2. Aplikacia kvasiniek na Biirkerovu komorku

Aplikdcia kvasiniek prebiehala v priestoru kahana pre zabezpecenie aseptickej prace. Extrakt
s kvasinkami sa najskor dokladne premiesal, aby sa zhomogenizoval, a vo vSetkych miestach
bola rovnakd koncentricia kvasiniek. Nasledne bola nanesend sklenenou ty¢inkou, ktord bola
jemne vyzihand v kahane, mald kvapka extraktu. Po naneseni sme sklenu tyCinku aj okraj
banky a vatovu ty¢inku umiestnili do plamena kahana, aby sa zamedzilo kontamin4cii.

3.2.3. Plazmaticky vyboj

Aparatira bola zaloZend na principu objemového dielektrického baruérového vyboja.
Plazmové zariadenie sa skladd zregulovatelného zdroja jednosmerného (DC) napitia,
vysokofrekvencného zdroju, vysokonapidtového (HF) transformétoru a DBD reaktoru [24].
Vyboj bol generovany medzi dvoma elektrédami, priCom objem vyboja sa dal regulovat
jednoducho pomocou $rébu napojenom na hornej elektréde. Vzdialenost sme pouzili asi 1
cm, aby sa vzorka jednoducho vyberala a nekontaminovala sa o okraje elektréd. Dalsej
kontaminécii bolo zamedzené umiestnenim aparatiry do boxu a umiesnenim zapdleného
kahanu do vniitra boxu.
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Obrdzok 10: Schéma aparatiry [24]

Napitie medzi elektrédami je nastavitelné v rozmedzi 3-10 kV, frekvenciou 10kHz. Objem
bol dany elektrédami o rozmeroch 90 X 70 mm [24].

Obrdzok 11: Plazmaticky vyboj tvoriaci sa medzi elektrodami

Teplota bola sledovand pridanym teplotnym ¢idlom umiestnenym na spodnej elektréde. To
ndm umoznovalo merat’ teplotu i za chodu pristroja, pri generacii plazmy.
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Obrdzok 12:Meriaca aparatiira spolu s kahanom na udrZanie sterilnej prdce

Ako pracovny plyn bola pouZzitd zmes dusika s kyslikom v pomere 1,8:0,2. Prietok plynov bol
merany a regulovany prietokomermi (uvedené na obrdzku 16). Tieto plyny bol zmieSané
a privddzané do DBD reaktoru.

Obrdzok 13: Plynové bomby s dusikom a kyslikom

3.24. prrava vzorku v plazmatickom vyboji

Vzorka nanesend na Biirkerovej komorke bola umiestnend do priestoru medzi elektrédy, kde
sa generoval plazmaticky vyboj. Nésledne sme po urcitej dobe 0-100 sekind po stanovenom
kroku 10 sekind nechali vzorku v tomto vyboji. Po skonceni procesu sme Biirkerovu
komorku vytiahli s priestoru elektréd pomocou pinzety. Poc€as dpravy v plazme sme sledovali
zmenu teploty pomocou teplotné ¢idla umiestneného na spodnej elektréde.

3.2.5. Farbenie vzorky
Po vybrati Biirkerovej komorky sme na vzorku opatrne kvapli malé mnoZstvo farbiva —
metylénovej modrej. T4 sa premieSala s povodnou vzorkou kvasiniek a zafarbila mftve
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kvasinky, pricom kvasinky zivé, schopné rozmnozovania a metabolizmu, ponechala
nezafarbené.

Obrdzok 14: Farbenie kvasiniek

3.2.6. Pocitanie kvasiniek

Kvasinky boli pocitané v jednotlivych okienkach Biirkerovej komodrky. Na kazdy casovy
interval, kazdych 10 sekiind, sme odcitali pocet Zivych a mftvych kvasiniek v 10 okienkach.
Paralélne sme robili dva pokusy.

3.3 2. ¢ast’ — uprava povrchu skla

3.3.1. Priprava skla

Na experiment sme pouzili sklicka orozmeroch 4,9 X 4,9 X 0,1 cm. Tieto sklicka sme
najskor umyli vo vode s pouzitim bezne dostupného saponatu. Tymto krokom sme odstranili
hrubé necistoty vzniknuté rezanim skla a balenim, ktorymi bol povrch skla zaneseny. Na
mensie necistoty sme pouZzili ndsledne Cistenie ultrazvukom ultrazvukovou cistickou uvedena
na obrdazku 15. Sklo sme opatrne vlozili sietku, td ponorili do nddoby na genericiu
ultrazvuku, ktord bola naplnend destilovanou vodou. Vsetky sklicka boli €istené ultrazvukom
20 minut pri teplote 33 °C. Po skonceni Cistenia sme sklicka vytiahli s naddoby, osusSili
a pouZili hned’ na d’al8i krok, aby sa zabrénilo opdtovnej kontamindcii zo vzduchu.
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Obrdzok 15: Ultrazvukovd cisticka

3.3.2. Uprava povrchu skla v plazme

OsuSené sklicka boli ndsledne dané medzi 2 elektrédy, medzi ktorymi sa generoval
plazmaticky vyboj. Ako plyn sme pouZzili zmes dusika a kyslika v pomere 1,8:0,2. Tito
variantu sme zvolili vd’aka jej jednoduchosti a finan¢nej nendroc¢nosti. Na reguldciu prietoku
sme pouZili prietokomery. Tie zaru€ovali stabilny prisun zmesi o uréenom pomere.

Obrdzok 16: PouZité prietokomery pre dusik a kyslik

Na pridanom teplomere sme sledovali teplotu medzi elektrédami. Sklicko sme umiestnili do
vyboja po stanovenu dobu — 1, 2 a 3 minuty. Pre kazdi Casovi hodnotu sme pouZzili 5 sklicok.
Po vybrani sklicok s pristroja sme ich okamzZite umiestnili do sterilnych Petriho misiek. Na
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prenos s pristroja do Petriho misiek sme pouZzili pinzetu, ktord sme pred kazdym pouzitim
vyzihali v plameni kahana. Kahan bol umiesteny pri elektrédach, aby sa zamedzilo
kontamindcii, zrychlil prenos a zarucila maximéalna mozna aseptickd préaca.

3.3.3. Prenos kultivaéného média na povrch skla

Na kazdé sklicko bolo nadsledne umiestnené malé mnoZstvo pripraveného kultivacného média.
Mnozstvo kultivatného média priblizne zodpovedalo velkosti povrchu sklicka, kedy zédkladny
predpoklad bolo zaliatie jeho celého povrchu malou vrstvou. Prica prebiehala v blizkosti
kahana a po kaZzdom odliati kultivaéného média sa okraj banky umiestnil do plamena. Po
dokonceni vSetkych 15 vzoriek sa Petrtho misky zabalili do potravinarskej félie, ktora
zamedzovala okolitému znecisteniu a rovnako zamedzila odpareniu vody z Petriho misiek.
Nésledne boli Petriho misky vloZené do chladni¢ky po dobu 5 dni.

3.3.4. Riedenie kvasiniek

Kvasinky v kultivaénom médiu pripravené v 1. Casti sme nariedili pouzitim 5 ml tohto
extraktu do 50 ml destilovanej vody. Néasledne sme takto pripravend destilovani vodu
z malym mnoZstvom kvasiniek premieSali, aby sme rozmiestnili kvasinky po celom objeme.

3.3.5. Priprava skli¢iek na aplikaciu kvasiniek
Sklicka umiestnené v Petriho miskach sme vybrali s chladnicky a odbalili z f6lie. Zbytky
kultivacného média sme z Petriho misiek odliali do umyvadla.

3.3.6. Aplikacia kvasiniek na povrch skla

Na aplikdciu kvasiniek sme pouzili pipetu, ktordi sme jemne vyzihali v plameni kahana.
Potom sme nabrali 0,5 ml nariedeného roztoku kvasiniek v destilovanej vode. Tento objem
sme rovnomerne naniesli na cely povrch sklicka. Po naneseni sme pipetu opét’ jemne vyZzihali
a pokracovali s d’alSou vzorkou. Po aplikdcii kvasiniek na vSetky vzorky sme tieto vzorky
opét’ zabalili do potravindrskej félie a ponechali kultivovat’ pri laboratérnej teplote.

3.3.7. Pocitanie kvasiniek

Sklenenou tyCinkou sme odobrali mald kvapku vody umiestnenej na sklicku, kvapli na
Biirkerovu komorku a prikryli krycim sklickom. Nésledne sme sledovali mnozstvo kvasiniek
v 10 okienkach Biirkerovej komorky. Tieto ziskané hodnoty sme porovnali s poftom
kvasiniek odmeranych po nariedeni kvasiniek.

3.3.8. Meranie kontaktnych uhlov ako dokazu vplyvu plazmatického vyboja na sklo

Na potvrdenie ucinnosti plazmatického vyboja na povrch skla sme pouzili metédu
kontaktnych uhlov. Tuto metédu sme spravili na 40 vzorkach. Tieto vzorky boli umiestnené
do plazmatického vyboja po dobu 60-240 sekind po kroku 60 sekind. Pri opracovani
60 s bolo najskor vlozené do vyboja 5 vzoriek, ktoré sme po 60 sekundach vytiahli. Nasledne
sme na ne kvapli opatrne mali kvapku vody a zmerali kontaktny uhol. Vzhl'adom na dizku
kvapkania destilovanej vody a dizku merania sme ur¢ili ako asovy interval od vybratia po
odmeranie na 5 minut. Obdobne boli spravené pokusy s 1 hodinovym intervalom, kde bola
vzorka ponechand po vybrati z plazmatického vyboja 1 hodinu odlezat’.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 1.¢ast’ experimentalnej prace - pasterizacia

Jednotlivé mnozstva kvasiniek, Zivych aj mftvych, boli spracované do tabulky, kde sme
spocitali celkové mnoZstvo kvasiniek v danom intervale v 10 okienkach, vzdy v dvoch
paralelnych pokusoch. Toto celkové mnoZstvo sme vydelili po¢tom okienok, v naSom pripade
20. Z tohto nam vyslo priemerné mnoZzstvo kvasiniek v okne. Nasledne sme pomocou rovnice
(2.3) vypocitali mnozstvo kvasiniek v jednom mililitri. Tieto hodnoty sme nasledne vloZili
do grafu. Vytvorili sme graf zavislosti ndrastu Zivych a mftvych kvasiniek na ¢ase a potom
sme vytvorili letalitnd krivku zdvislosti zlogaritmovaného poc¢tu mikroorganizmov na case
pobytu v plazmatickom vyboji. Letalitnd krivka ndm zobrazuje redlnu tc¢innost
plazmatického vyboja na tieto kvasinky. Zaroven sme sledovali teplotu teplotnym c¢idlom
umiestnenym na spodnej elektréde. Teplota sa pohybovala v rozmedzi 25,3 az 27,3 °C.

1,20E+08 + Krivka narastu poctu Zivych
kvasiniek
1,00E+08 + Krivka narastu po¢tu mftvych
. kvasiniek
S
— 8,00E+07
>
v4
Q .
c ‘..
G 6,00E+07 e
e =+
'S 4,00E+07
o '-,.
o 4
2,00E+07 e
0,00E+00 L b R
0 20 40 60 80 100 120

Cas expozicie (s)

Obrdzok 17: Graf zdvislosti poctu kvasiniek v 1 ml na dobe expozicie vzorky v plazmatickom vyboji
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Tabulka 3: Pocet kvasiniek v jednotlivych okienkach pre vzorku a i paralelnii vzorku b, a celkovy pocet kvasiniek v 1 ml

Doba expozicie (s) 0 10 20 30 40
Cislo okienka 7K MK 7K MK 7K MK 7K MK 7K MK

la 90 3 60 14 66 12 57 18 35 26
2.a 85 6 70 15 58 2 54 25 40 11
3.a 80 10 64 10 34 18 46 17 46 30
4.a 76 4 54 14 44 10 48 15 52 22
5.a 76 7 48 16 47 10 50 13 38 18
6.a 72 6 51 20 35 14 44 10 30 20
7.a 79 8 40 14 38 10 48 2 24 14
8.a 78 9 38 16 50 10 30 17 49 14
9.a 76 6 42 19 48 18 44 14 24 10
10.a 96 10 41 16 53 16 41 15 30 11
1b 120 14 24 9 55 10 44 17 10 9
2.b 104 17 50 10 46 9 51 18 30 13
3.b 106 20 55 15 62 14 58 12 35 17
4.b 128 10 48 14 84 21 64 28 34 18
5.b 138 11 85 13 96 24 53 17 17 9
6.b 136 18 55 14 72 26 54 21 30 13
7.b 122 14 53 11 76 27 54 18 18 10
8.b 142 9 47 16 66 19 31 7 25 16
9.b 108 13 54 18 48 17 39 10 17 8
10.b 119 13 58 13 66 13 45 15 15 13

kvaglfilgfvvyofl’(‘i’giach 2031 208 1037 287 1144 320 955 329 599 302

Priemerny pocet 101,55 10,40 51,85 14,35 57,20 16,00 47,75 16,45 29,95 15,10
kvasiniek
Smerodajnd odchylka = 2322 4,52 12,43 2,83 15,97 5,59 8,32 491 11,26 5,74
Pocet kvasiniek v 1 ml | 101550000 = 10400000 = 51850000 = 14350000 | 57200000 = 16000000 = 47750000 16450000 & 29950000 = 15100000




Tabulka 4: Pocet kvasiniek v jednotlivych okienkach pre vzorku a i paralelnii vzorku b, a celkovy pocet kvasiniek v 1 ml

Doba expozicie (s) 50 60 70 80

Cislo okienka 7K MK 7K MK 7K MK 7K MK

la 29 9 50 21 7 44 0 22

2.2 33 11 46 19 7 51 1 24

3.a 41 18 24 26 9 46 2 70

4.2 50 13 10 18 8 40 1 43

5.a 24 8 22 8 5 38 0 54

6.2 21 10 14 11 7 36 2 36

7.a 24 17 15 5 8 39 1 40

8.a 30 12 27 8 4 52 3 26

9. 31 15 28 12 5 41 4 48

10.a 20 6 40 17 2 45 2 38

1.b 18 15 8 40 1 13 10 56

2.b 31 18 12 38 1 12 5 24

3.b 30 19 22 20 3 28 0 16

4.b 22 11 18 38 2 21 2 20

5.b 18 8 7 5 4 15 8 56

6.b 19 11 8 8 2 18 4 40

7.b 17 7 26 32 1 36 12 54

8.b 28 19 11 48 1 12 5 56

9.b 34 20 20 40 5 24 7 58

10.b 35 28 5 30 1 46 5 60

Celkovy pocet

Kvasiniek Vyofl’denkach 555 275 413 444 83 657 74 841
P“‘i{“v‘;:i“lﬁeli("“t 27,75 13,75 20,65 22,20 4,15 32,85 3,70 42,05
Smerodajn4 odchylka 8,28 5,39 12,52 13,15 2,69 13,34 3,30 15,49

Poéet kvasiniek v 1 ml | 27750000 | 13750000 = 20650000 = 22200000 = 4150000 | 32850000 = 3700000 | 42050000
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Tabulka 5: Pocet kvasiniek v jednotlivych okienkach pre vzorku a i paralelnii vzorku b, a celkovy pocet kvasiniek v 1 ml

Doba expozicie (s) 90 100
Cislo okienka 7K MK 7K MK
l.a 1 30 1 35
2.a 1 51 0 42
3.a 4 47 0 51
4.a 2 48 0 30
5.a 1 48 1 28
6.a 2 32 2 40
7.a 0 40 0 22
8.a 0 56 0 18
9.a 3 44 0 36
10.a 6 51 2 41
1.b 4 10 0 72
2.b 2 71 0 44
3.b 0 40 0 51
4.b 6 46 0 44
5.b 4 56 0 33
6.b 3 72 0 16
7.b 2 80 1 44
8.b 4 56 0 35
9.b 2 76 0 48
10.b 0 66 0 51
Celko:',yoll)((i)‘:z; :Zlallsmlek 47 1070 7 731
Priemerny pocet kvasiniek 2,35 53,50 0,35 39,05
Smerodajna odchylka 1,82 13,63 0,65 12,71
Pocet kvasiniek v 1 ml 2350000 | 53500000 | 350000 39050000
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Z grafu uvedenom na obrazku 13 jasne vidime pokles poétu kvasiniek v zdvislosti na dizke
pobytu v plazmatickom vyboji. Zaroven s poklesom poctu zivych sledujeme i ndrast poctu
mftvych organizmov neschopnych dalSieho rast a mnoZenia. Tato krivka ma klesajici
charakter a z tohto grafu vidime, Ze pri hodnote 100 sekiind, ¢o zodpoveda pobytu vzorky
v plazmovom vyboji, je koncentrdcia kvasiniek na minime. Z toho mdZeme usudzovat, Ze
tito metdda je uCinnd pri pouzitom intervale. Na jej overenie sme spocitali i mnoZstva
mftvych kvasiniek a rovnako ich vlozili do grafu a porovnali. Krivka po¢tu mftvych kvasiniek
v zavislosti na Case ma exponencidlny tvar, ¢o potvrdzuje nis experiment a sterilizacny
ucinok plazmatického vyboja. Po zlogaritmovani poctu kvasiniek sme dostalo krivku
oznacovanud ako letalitnd krivka. Vo vSeobecnosti sa ofakdva letalitnd krivka ako funkcia
linedrne klesajica s asom. V tomto pripade sa ale rozhodne nejdend o funkciu linedrnu.
S najvéacsou pravdepodobnostou je to dané malym mnozstvom vysledkov, nepresnostou pri
pocitani kvasiniek a tym spdsobenou odchylkou alebo nejednoznaénym vplyvom plazmy na
tieto kvasinky. Z tohto mdzeme usudzovat, ze pri dalSich pokusoch by mala krivka
nadobudniit’ linedrny alebo nedplny linedrny charakter. Pri obidvoch krivkach boli vynechané
dve hodnoty: Letalitnd krivka — vynechand hodnota pre 10 sekind a pri krivke umrtia
kvasiniek vynechand hodnota 100 sekind, ktoré neodpovedali celkovému charakteru funkcie
a pre optimdlnejSi vysledok boli preto vynechané. Pocet mftvych kvasiniek nezodpoveda
celkovému poctu mftvych kvasiniek ako to vidime v grafe na obrazku 17, pretoZze velké
mnozstvo kvasiniek  boli v plazmatickom vyboji poskodené a jednotlivé nemeratel'né
organely boli roztrisené po celom objeme roztoku.

Letalitna krivka
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Obrdzok 18: Letalitnd krivka



4.2 2.Cast’ experimentalnej prace — aktivacia povrchu skla, vytvorenie filmu
a meranie kontaktnych uhlov

Boli od¢itané jednotlivé mnoZzstva kvasiniek pred riedenim (ako pociato¢né hodnoty boli

pouzité hodnoty z tabulky 3 pre dobu spracovania 0 sekind), po riedeni a ndsledne po 24

hodinach. Tieto mnozstvd boli spracované do obdobne ako prvej Casti experimentélnej prace.

Nésledne boli hodnoty spracované grafu na obrazku 19, kde mdzeme vidiet jednotlivé

koncentricie kvasiniek v 1 ml.

Tabulka 6: Jednotlivé koncentrdcie Zivych a mritvych kvasiniek

Pociato¢na Koncentracia po Koncentracia

koncentracia riedeni po 24 hodinach

Cislo okienka 7K MK 7K MK 7K MK

1. 90 3 34 5 96 16

2. 85 6 25 4 91 24

3. 80 10 12 0 101 29

4. 76 4 22 3 131 36

5. 76 7 54 12 106 24

6. 72 6 60 16 118 31

7. 79 8 21 5 132 18

8. 78 9 31 11 105 30

9, 76 6 29 6 117 29

10. 96 10 38 14 120 38
Celkovy pocet

kvasiniek v 808 69 326 76 1117 275

okienkach

P“‘;{“V‘;:i“lﬁell’("cet 80,8 6,9 32,6 7.6 11,7 27,5
Smerodajna

) dchyllga 7,0 2.3 14,1 5,0 13,4 6,7

P°°etvlivfl'fl‘“'ek 80800000 = 6900000 = 32600000 | 7600000 = 111700000 | 27500000

Skratka PKZK PKMK KZKR KMKR KKZK KKMK
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Obrdzok 19: Graf koncentrdcie kvasiniek v pociatocnej fdze, po nariedeni a po skonceni experimentu podla tabulky 6.

Z grafu na obrazku 19 mozeme vidiet’ tibytok poctu kvasiniek pri nariedeni vzorky a nasledné
zvySenie poctu kvasiniek po 24 hodindch kultivicie na skli¢ku opracovanom v plazmatickom
vyboji a vytvoreni tenkého filmu Zivného média. Z toho mdzeme jednoznacne usudit, Ze sa
podarilo vyrobit na povrchu skla film s dostatocnym obsahom litok na preZitie
arozmnozovanie kvasiniek druhu Saccharomyces cerevisiae. Po 24 hodinich sa zvysilo
mnoZzstvo kvasiniek na hodnotu vysSiu neZ bola povodnd koncentricia. Na druhej strane sa
zvysilo i mnoZstvo mftvych kvasiniek. Tento vedl'ajsi efekt pre je pre vysledok zanedbatelny,
ale ukazuje urcité obmedzenie vrstvy na povrchu sklicka. T4 pravdepodobne dosiahla
maximalneho mnoZstva kvasiniek a mnoZstvo Zivného média v tejto vrstve pokleslo pod
prijatel'nd mez. V najbliZSom cCase by sa o€akdval pokles poctu kvasiniek a ndrast poctu
mftvych kvasiniek. Z 15 vzoriek vloZenych do plazmatického vyboja na obdobie 1-3 mindty,
po kroku 1 mintita, sa nepreukdzali Ziadne odchylky. Vo vSetkych vzorkdch bol pocet
kvasiniek skoro identicky. Do tabul’ky sme uviedli jednu vzorku opracovani v plazmatickom
vyboji 2 mintty s priemernym mnoZzstvom kvasiniek.
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Meranie kontaktnych uhlov

Ako vidime v tabul’ke 7, priemerné hodnoty uhlu zmécania sa z ¢asom postupne zvacsujd. Je
to spdsobené starnutim skla, ktoré s postupom case opdtovne straca svoje hydrofilné
vlastnosti nadobudnuté po opracovani v plazmatickom vyboji. Tento efekt, ako si mézeme
vS§imnut' v tabulke 7, sa prejavuje rézne pri odliSnych dobach opracovania. Pri dobe
opracovania 180 sekind je rozdiel v priemernej hodnote uhlu zmadacania meranej po 5
minudtach a po 1 hodine najvacsi, pri dobe opracovania 60 sekund najmensi. Tieto rozdiely
budi pravdepodobne spdsobené aj povrchom sklicka, na ktory sme kvapkali destilovand
vodu, jeho nehomogenitou a ur¢itou chybou pri kvapkani, kde treba kvapku len jemne poloZzit’
na povrch skla.

Tabulka 7: Meranie kontaktnych uhlov

Uhol zmacania 6

Doba
opracovania 60 120 180 240
vo vyboji
©)
Cas
pozorovania 5 1 5 1 5 1 5 1
po minut hodina minut hodina minut hodina minut hodina
opracovani
1. 41,3 31,2 36,5 46 30,3 42,6 28,2 28,4
2. 36,4 44,1 38,5 42 23,9 38,6 38,1 28,6
3. 454 45,5 334 43,8 21,7 35,6 33,1 41,5
4, 44,8 45,2 46,6 414 32,8 40,6 374 41,3
5. 39,4 45 38,2 42,8 23,7 38,8 30,9 40,6
6. 37,6 36,5 36,2 432 24.9 37 36,9 38,4
7. 42,2 32,9 27,3 314 36,3 42,9 41,5 38,9
8. 38,4 41,1 25,2 32,5 23,5 39,4 40,9 33,9
9. 38,6 40,8 36,1 394 31,6 40,8 27 28
10. 37,4 46,5 48,1 39,6 34,3 41 26,1 39,7
Priemerna
h‘;‘;ﬁﬁta 40,15 | 40,88 | 36,61 | 4021 | 283 | 3973 | 3401 | 3593
zméacania
oi‘;’;f,i(a 2,98 5,25 682 | 453 504 | 220 | 544 | 537
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5 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo prestudovat’ vplyv plazmatického vyboja na ciel'ovi
skupinu mikroorganizmov. Za skimané mikroorganizmy sme pouzili kvasinky druhu
Saccharomyces cerevisiae, ktoré si nielen lahko a finan¢ne dostupné, ale si aj bohato
technologicky vyuzivané v pivovarnictve, pekarske a liehovarnictve. Tieto kvasinky sa pri
vyrobe piva filtruji alebo pasterizujud, pricom v oboch pripadoch sa jedna o silne rusivy zdsah
do senzorickych a chutovych vlastnosti piva. Dosiahnuté experimentdlne vysledky potvrdili,
Ze plazmaticky vyboj mdZe byt pouZzity ako pasterizaény krok pri tejto vyrobe piva pri
zotrvani vzorky vo vyboji po dobu minimélne 100 sekind. Vyhodou plazmatického vyboja je
jeho teplota, ktord v priebehu experimentu nestipla nad 27,4 °C, ¢o zamedzuje akémukol'vek
tepelnému poSkodeniu vzorky piva. Z tychto tdajov mdzeme potvrdit, Ze tito metdda je
aplikovatelnd a pravdepodobne pritom zachovdva vSetky nutricné zloZenie i senzorické
a chutové vlastnosti piva.

V druhej Casti prace sme sa zaoberali moznostou vytvorenia tenkého filmu na povrchu skla
upraveného v plazmatickom vyboji. Ako litku na vytvorenie filmu sme pouZili Zivné médium
vhodné pre kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae, pripravené v Casti 2.1. Nasledne sme
na tento film naniesli malé mnoZstvo kvasiniek a sledovali nérast, ¢o by potvrdilo vytvorenie
vrstvy vhodnej k rozmnozovaniu tychto kvasiniek. Vysledky tohto experimentu st uvedené
v obrazku 19, kde jasne mdzeme vidiet ndrast poctu kvasiniek druhu Saccharomyces
usudzovat, Ze sa ndm podarilo vytvorit' tenky film Zivného média na povrchu skla, ktory
poskytoval Ziviny na rozmnozovanie kvasiniek. Tymto spdsobom sme schopny jednoducho
a rychlo schopny namnozit’ kvasinky, priCom by ndm stacilo takéto sklicko a malé mnozstvo
kvasiniek. Hoci by sa malo pracovat’ sterilne, je tito metéda jednoduchd a v praxi pouZitel'nd.

Na potvrdenie poOsobenia plazmatického vyboja na povrch skla sme pouzili metédu
kontaktnych uhlov. Vysledky v tabul’ke 7 ukazuju, Ze posobenim plazmatického vyboja na
povrch skla sa tento povrch meni, stdva sa hydrofilnejSim k pouzitej tekutine. Vzhl'adom na
efekt opracovania, starnutie opracovania, sme pri vytvarani filmu na povrchu skla, vkladali
toto sklo do kultivaéného okamzite vo vybrati s plazmatického vyboja, aby sa na povrch
naviazalo maximalne mnoZstvo Zivného média.

Pri pouziti metddy pasterizdcie treba eSte preskimat’ vplyv plazmatického vyboja na celkové
zloZenie pivného vzorku a rovnako pri vytvdrani vrstvy na povrchu skla treba podrobnejSie
preskimat’ zmeny a naviazanie média na povrch skla. Vzhl'adom na bezpecnost’ a pouzitie
tychto krokov v praxi sa nimi budeme zaoberat’ v d’alSej Casti Stidia.
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6 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ZK — podet zivych kvasiniek

MK - pocet mftvych kvasiniek

PKZK - poéiatoénd koncentracia Zivych kvasiniek
PKMK - pociato¢na koncentracia mitvych kvasiniek
KZKR — koncentrécia Zivych kvasiniek po riedeni
KMKR - koncentricia Zivych kvasiniek po riedeni
KMKR - koncentracia mftvych kvasiniek po riedeni
KKZK - koneénd koncentracia Zivych kvasiniek
KKMK - konecnd koncentracia Zivych kvasiniek
DCSBD - diftizny koplanarny povrchovy bariérovy vyboj
DBC - dielektricky bariérovy vyboj
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