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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace byla charakterizace plazmatem aktivované vody (PAW) ptipravené
pomoci dielektrického bariérového vyboje za atmosférického tlaku a vyhodnoceni jejiho vlivu
na pudni enzymatickou aktivitu ve vzorku ¢ernozemé s obsahem chemicky aktivnich latek
s dlouhou dobou zivota, tzv. long life species. K tomuto ucelu byla na zaklad¢ literarnich
reSer$i zvolena metoda tzv. nddobovych pokusi. Ke zjisténi celkové pudni mikrobidlni
aktivity byla stanovena aktivita enzymu dehydrogenazy (DHA) ve vzorcich pidy zalévanych
plazmatem aktivovanou vodou s riznou dobou aktivace. Enzym dehydrogenaza je tfazen
do skupiny oxidoreduktaz a jeho aktivita je vhodnym ukazatelem pro stanoveni aktivni
biologické Cinnosti v ptidé. V této praci byly stanoveny hodnoty aktivity dehydrogenazy
pro PAW osetfenou vybojem po dobu 2 minut 2,3 ug-g -h?, pro PAW osetienou vybojem
podobu 5 minut 2,7 ug-gh™* a pro PAW osetfenou po dobu 10 minut 3,5 ug-gt-h%
Ve srovnavacim vzorku zalévaném destilovanou vodou byla hodnota dehydrogenazové
aktivity stanovena 2,5 ug-g*-ht. Na zékladé celkové analyzy bylo zjisténo, Ze nedochazi
k negativnimu ovliviiovani enzymatické aktivity v ptidé navzdory Siroké Skale potvrzeni
0 antimikrobidlnich t¢incich PAW.

KLICOVA SLOVA

Padni organickd hmota, plazma, plazmatem aktivovand voda, chemicky aktivni latky,
dehydrogenazova aktivita



ABSTRACT

The aim of this thesis was the characterization of plasma activated water (PAW) prepared
by dielectric barrier discharge under atmospheric pressure and the evaluation of its effect
on soil enzymatic activity in a black soil sample, which contains chemically active substances
so-called long life species. For this purpose, the pot experiment was chosen based
on literature research. Dehydrogenase (DHA) enzyme activity was investigated to determine
total soil microbial activity in soil samples watered with plasma activated water with different
activation times. Dehydrogenase belongs to the group of oxidoreductases and its activity
is a suitable indicator of active biological activity in the soil. In this work, the values
of dehydrogenase activity were determined for PAW with 2 minute treatment 2,3 pg-g *h?,
for PAW with 5 minutes treatment 2,7 ng-g*-h™* and for PAW treated with plasma discharge
for 10 minutes 3,5 pg-g*-h*. In the comparative sample, which was watered with distilled
water, the value of dehydrogenase activity was determined to be 2,5 pg-g*-h~1. Based on the
overall analysis, it was found that there is no negative influence on the enzymatic activity
in the soil despite the wide range of confirmation of the antimicrobial effects of PAW.
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1 UVOD

Predmétem této prace je studium vlivu plazmatem aktivované vody na enzymatickou aktivitu
v pudé v souvislosti s obsahem chemicky aktivnich latek s dlouhou dobou Zivota, tzv. long
life species. V posledni dobé se plazmatem aktivovana voda (z anglického Plasma activated
water, PAW) stava stale castéjSim tématem vyzkumu v zemédé€lstvi, predevsim diky
svym jedine¢nym vlastnostem. Hlavni vyhodou pouziti PAW v zeméd¢lstvi je piedevs§im
jeji Setrnost k zivotnimu prosttedi. Ukazuje se jako ucinny prostfedek k hubeni patogennich
mikroorganismi, jako jsou plisn¢ a bakterie, coz mize vést k omezeni pouzivani pesticidu.
Dal§imi vyhodami jsou také jednoduché zavedeni do provozu, financné nendro¢nd piiprava
a jednoducha aplikace. Dosud ale nebyl dostate¢n¢ prozkouman vliv PAW na enzymatickou
aktivitu v padé.

Enzymaticka aktivita je dulezitym ukazatelem biologické aktivity pidy, jelikoz enzymy
jsou klicovymi katalyzatory fady padnich procesu a taktéz se podileji na rozkladu organické
hmoty. Vys$si enzymaticka aktivita by mohla vést k lepSimu vyuziti Zivin v pidé a podpote
ristu semen, rostlin a plodin. Hlavnim zajmem této prace je tedy prozkoumat, zda v pudé
po osetieni PAW nedochézi k ptipadnym nezddoucim vliviim na kvalitu pady.

Pouziti nadobovych pokust se jevi jako vhodna metoda k ureni obsahu chemicky aktivnich
latek v pidé po aplikaci PAW a taktéZ ke stanoveni vlivu této vody na piidni enzymatickou
aktivitu. Tato metoda spo¢iva v umisténi vzorkd pudy do nadob pii danych laboratornich
podminkach a soucasti je pravidelné zalévani vzorklti pidy PAW a srovnani s kontrolnimi
vzorky zalévanymi vodou destilovanou. Po urcité dobé dojde ke stanoveni obsahu chemicky
aktivnich latek a aktivit enzymt vzniklych v pribéhu této inkubace Vv plidnich vzorcich
pomoci ruznych analytickych metod, jako je napf. spektrofotometrie. Vyhodou nadobovych
experimentt je, ze jsou relativné jednoduché a rychlé, coz umoznuje snadnou analyzu velkého
mnozstvi vzork.

Vysledky této prace by mohly pfispét k dalSimu vyzkumu pouziti plazmatem aktivované vody
v zemeédé€lstvi a dalSich oblastech a ukazat jeji potencial pro Setrné oSetfeni pudy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Puda

Pida tvofi nepostradatelnou slozku zivotniho prostfedi s Sirokym rozsahem funkci.
Vzhledem k jeji sloZitosti a komplexnosti ji l1ze definovat mnoha zptisoby. Obecné se jedna
0 dynamicky utvar, ktery vznika a neustale se vyviji v disledku zvétravani hornin a minerali
zemské kury a degradaci zbytkd organismd za pusobeni pudotvornych faktorti a soucasné
je schopny zajistovat vhodné Zivotni podminky pro organismy v ném zijici [1,2].

Vznik a vyvoj pidy je dlouhodoby proces, ktery je ovliviiovan pudotvornymi Ciniteli.
Tito Cinitelé jsou déleni na dvé zakladnich skupiny, a to na ptdotvorné faktory a podminky
pudotvorného procesu. Plidotvorné faktory maji pfimy vliv na vznik piady s urcitymi
vlastnostmi, které se vSak s dalSim vyvojem pidy postupné méni. Mezi tyto faktory se fadi
matecnd hornina, klima, vliv organismd, podzemni voda a antropogenni vlivy.
Naopak podminky pudotvorného procesu do pedogenetického procesu pfimo nevstupuji,
ale ovliviiuji charakter pudotvornych faktord. Za podminky ptdotvorného procesu
povazujeme georeliéf a Cas [3,4].

Schéma piadniho profilu je viditelné na Obrazku 1. Podkladovy skalni masiv je tvofen
mate¢nou horninou. Jednd se nejCastéji o vyvielou horninu, kterd dava vzniknout ptdé.
Zvétravanim tohoto skalniho podkladu nebo ndnosem materialu pfineseného odjinud vétrem,
vodou, ledovcem apod. vznika dal$i pudni vrstva nazyvana regolit. Tato vrstva mize mit
tloustku nékolik milimetri az nékolik desitek metri a je ¢lenéna do nékolika horizontd.
Povrchovy horizont A je slozeny zrozlozeného, amorfniho organického materidlu,
ktery je promichan s mineralnimi ¢asticemi. Z tohoto horizontu byvaji organické latky
vymyvany do spodnich vrstev, které tvori minerdlni horizont B. Tento horizont je chudsi
na organickou hmotu a taktéz je charakteristicky svétlejSim zbarvenim. K jiz zminénému
vymyvani organické hmoty a kationtd dochdzi skrz eluvidlni horizont E, ktery tvoii
Vv podzolech piechod mezi horizontem A a B. Mate¢na hornina je pokryta horizontem C,
ktery je nejspodnéjSim horizontem regolitu. Ma skeletovity charakter a je tvoien Castecné
zvétralou horninou [1].
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Obrazek 1: Schématicky profil minerdlni pudy [1]
2.1.1 Funkce pudy

Jak jiz bylo zminéno vysSe, pida vykonava celou fadu funkci. Tyto funkce je mozné rozd¢lit
celkem do tfech zakladnich kategorii, a to na produk¢ni, mimoprodukéni a kulturni.
Rozd¢€leni pid podle funkce do jednotlivych kategorii je ale pouze informativni,
jelikoz v redlném  prostiedi dochazi k vzajemnému prolindni jednotlivych  funkei.
Vsechny pudni funkce jsou tak v uzkych vzajemnych vztazich a jsou navzajem zranitelné
pii riznych formach degradace pady [5,6].

Produk¢ni funkcee jsou spojeny s poskytovanim vynosu. Pida je zde chapana jako vyuzitelny
zdroj, ktery vytvari Zzivotni prostiedi pro rist hospodaiskych plodin, vytvaii plochu
pro hospodatské a stavebni vyuziti a je zdrojem neobnovitelnych surovin (pisky, stérky, hliny,
rasSelina apod.). Souvisejicim pojmem je urodnost pudy, tedy schopnost pidy poskytovat
zivotni podminky pro rostliny i edafon. Urodnost je dana souborem fyzikalnich, fyzikalné-
chemickych, chemickych a biologickych vlastnosti pady [5].

Mimoprodukéni funkce jsou funkce neméné podstatné, jejichz jakékoliv naruSeni miize mit
rozsahlé nasledky. Do této skupiny se fadi funkce filtracni, akumulaéni a reten¢ni, pufracni,
transportni a asanacni a funkce transformacéni. Transformacnimi funkcemi jsou mySleny
rozkladné 1 syntetické procesy. K rozkladnym patii dekompozice odumielé biomasy
a uvolnéni Zivin, ¢i degradace pesticidll a jinych organickych kontaminantii. Mezi syntetické
procesy se fadi tvorba stabilnich humusovych latek, kterd zajistuje sekvestraci uhliku v ptdé.
Pida ma dale také funkci genové rezervy a vytvaii zivotni prostor pro organismy.
Dalsi vlastnosti pidy je schopnost zadrzet obrovskd mnozstvi vody, coZ umoZiluje Zivot
vyssich rostlin i vS§ech ptidnich organismu [5,6].



2.1.2 Slozeni pudy

Pida predstavuje heterogenni polydisperzni systém, vV némz je zastoupena faze kapalna,
plynna i pevna. Pevna Cast pidy je pak dale rozdélena na mineralni a organicky podil.
Kazda faze pidy mé zcela zasadni vliv na produkéni a mimoprodukéni funkce puady.
Procentualni zastoupeni jednotlivych pidnich slozek je piehledné znazornéno na Obrazku 2.

/\/2:1:6:25%

Voda 25 %

Mineralni
castice 45 %

Organické ¢astice 5 %

Organismy

10 %
Kofeny Humus 80 %

10 %
Obrdzek 2: Priblizné zastoupeni jednotlivych puidnich sloZek v hmotnostnich % [7]

Kapalna sloZka

Kapalna slozka pidy byva z pohledu plidni chemie oznacovéna jako tvz. pudni roztok,
ktery je znamy také pod terminem padni voda. Tento termin se vSak castéji pouziva
v souvislostech s pudni fyzikou. Kapalnou fazi pidy tedy tvofi voda (kapilarni a gravitaéni),
ve které jsou rozpuStény mineralni a organické slouceniny, nasycené oxidem uhliitym
a kyslikem. Hlavni funkci ptidniho roztoku je zajisténi pohybu latek a pribéhu chemickych
reakci. Slouzi také jako zdroj potifebnych latek pro organismy a zaroven vytvari vhodné
prostiedi pro jejich zivot. Koncentrace piidniho roztoku se méni v zavislosti na ptisobeni fady
fyzikélnich, chemickych a biologickych procest v souvislosti s vlhkosti, teplotou, aeraci
pudy, slozenim pevné faze pudy aj. Tyto podminky pak ovliviiuji obsah mineralnich
a organickych latek obsazenych v ptdnim roztoku. Mineralnimi latkami nejcastéji
se vyskytujicimi v plidnim roztoku jsou zvlaste kationty K*, Na*, NH,*, Ca*, Mg* a H".
Predev§im v kyselych piidich se objevuji rozpusténé slouceniny APP*a Fe®
Dalgi mikrobiogenni prvky (Mn?*, Zn?, Cu?"aj.) jsou zde obsazeny pouze v nizkych
koncentracich. Pddni roztok obsahuje mimo jiné také anionty HCO3~, NOs-, Cl, SO.%,
H2PO4 . Mezi organické latky vyskytujici se v pidnim roztoku se fadi pfedevSim organické
kyseliny, aminokyseliny, sacharidy a jisty podil rozpustnych humusovych latek [5,8].

Plynna sloZka

Plynnou slozku pudy tvoii pidni vzduch, ktery spolu s pudnim roztokem vypliuje vSechny
volné pory v pudé. Dostatek vzduchu v pude je zarukou dychani pidnich organismu i kotent
rostlin a pribéhu fady biologickych i biochemickych pfemén a chemickych reakci v padeé [5].
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Simek [1] ve své praci uvadi, e slozeni ptdniho vzduchu je téméf totozné jako sloZeni
vzduchu atmosférického. Pidni vzduch ma vSak niz$i obsah kysliku (cca 20-10 % obj.)
a vyssi obsah oxidu uhli¢itého (cca 0,1-5 % obj.) nez atmosféricky vzduch. Obsah dusiku
se vétSinou lisi v rozsahu nékolika procent v disledku kolisani celkového obsahu CO2 a Os..
Obsah argonu spolu s dal§imi inertnimi plyny zistava v pudnim vzduchu prakticky stejny
jako ve vzduchu atmosférickém.

Mineralni podil pudy

Materidlnim zékladem minerdlniho podilu pidy je mineralni substrat, ktery vznika
zvétravanim matecnych hornin a substratd. Minerdlni podil je tvofen nejriznéjSimi
anorganickymi slouceninami a casticemi rozmanitych velikosti, od koloidnich Ccastic
az po balvany. Se zmensujici se velikosti ¢astic mineralniho podilu pidy dochazi
ke zvétsovani jejich specifické povrchové plochy a vzajemnych pfitazlivych sil
mezi ¢asticemi. Dochazi také k zesileni koheznich a adheznich funkci pudy, coz vede
k ovlivnéni téméf vSech pudnich vlastnosti. Pudni ¢astice se vyskytuji v padé izolované
nebo tvofi agregaty spole¢né s jinymi Casticemi. Tyto agregaty mohou mit tvar granuli, desek,
blokd, hranold, sloupcti apod. Vznika tak struktura pudy [6,9].

Simek [1] klasifikuje mineraly podle jejich vzniku do dvou kategorii — primarni a sekundarni.
Primarni mineraly vznikaji krystalizaci pfimo z magmatu a fadi se mezi né kiemicitany
(Si04*), uhligitany (CO3z%), fosfore¢nany (POs>) a sirany (SO4%). Na druhé strang,
sekundarni minerdly jsou vytvafeny raznymi preménami z nerostii primarnich a jedna
se pievazné o jilové mineraly. Pieména primdarnich minerdld na sekundarni vyznamné
ovlivituje nékteré plidni vlastnosti (napf. ptidni sorpéni komplex), diky Cemuz se tyto
mineraly staly nepostradatelnou soucasti pidy.

Proces, pii kterém se prvky obsaZzené v hornindch a mineradlech uvolnuji a prechazeji
do jinych forem, je nazyvan zvétravani. Tento proces je dulezity pro zapojeni do kolob&hu
latek v prostiedi. Ke zvétravani dochazi v disledku interakce horniny s atmosférou,
hydrosférou a biosférou. Ty na ni ptisobi fyzikaln¢, biologicky a chemicky. Podle Pavla [5]
vede fyzikalni zvétravani ke vzniku drobnych ¢i vétSich tlomka hornin. Tento proces mtize
byt zpiisoben riznymi faktory, naptiklad zménou teploty, zménou skupenstvi vody v porech
nebo mechanickym obrusovanim. Biologické zvétravani je specifické soucasnym plisobenim
fyzikalnich a chemickych procestt zplusobenych Zzivymi organismy. Piikladem mize
byt proristani kofenti do puklin nebo produkce kyselych kotenovych exsudata.
Pfi chemickém zvétravani, které probiha nejlépe v teplych a vlhkych oblastech, dochézi
ke ¢tyfem zakladnim procesim. Jedna se konkrétné o hydrataci, oxidaci, redukci a hydrolyzu.
Toto zvétravani dava vzniknout sekunddrnim minerdlim, jako jsou jilové materidly
a nerozpustné oxidy. Tvorba kone¢nych produktii chemického zvétravani je zavisla predevsim
na slozeni mate¢né horniny a na prostiedi, ve kterém k ni dochazi [5].
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2.2 Pidni organicka hmota

Pojmem pudni organickd hmota (soil organic matter, SOM) je popisovan slozity a dynamicky
soubor organickych latek rizného puvodu, ktery neustidle podléha procesum rozkladu.
Stevenson [10] v roce 1982 definoval pidni organickou hmotu jako rozkladajici se vstupni
material, ktery se skladd z odumielych zbytkl rostlin a zivoc¢ichl v rizném stupni rozkladu
a nezahrnuje jejich nerozlozené tkané, organické zbytky a Zzivé mikrobialni tkané.
Kromé toho zavedl také zaménitelné pouzivani pojmu piidni organicka hmota a humus.

Padni organicka hmota reprezentuje zhruba 6 % z celkové hmotnosti pudy, pfi¢emz zbylych
94 % pak tvoii mineralni podil. SOM je povazovana za nejdulezitéjsi ¢ast pudy, jelikoz urcuje
fyzikélni, chemické 1 biologické vlastnosti plidy. Predstavuje také velmi vyznamnou cast
organického uhliku v biosféfe a pifi ur€itych podminkach prostiedi muze redukovat
uvolnovani sklenikovych plynt z pudy [11].

Organicka cast plidy je tvofena zZivou a neZivou ¢asti. Ob¢ tyto €asti jsou na sobé zavislé
amaji vliv na celkovou biologii pidy a na mineralizacni a imobilizaéni procesy,
véetné slozité transformace organickych latek a jejich stabilizaci v padg. Ziva &ast piedstavuje
piiblizné¢ 15 % vesSkeré organické hmoty. Nejrozsahlejsi skupinou tvofici zivou cast
je mikroedafon, ktery je tvofen bakteriemi, houbami, sinicemi ¢i aktinomycety.
Mikroedafon se podili na vétsin¢ transformacnich procesi. Dalsi soucasti zivé Casti
organického podilu jsou rostliny, zejména jejich kofenovy systém, ktery méa znacny vliv
na biologické a chemické procesy v obdobi vegetace. NezZiva cast tvoii zbylych 85 % pldni
organické hmoty a je délena do dvou zékladnich skupin, a to na primarni organickou hmotu
a huminové latky. Tyto skupiny je nutné rozliSovat, jelikoz jejich funkce v piid€ jsou znacné
odliSné. Primarni organickd hmota je tvofena piedevSim zbytky rostlin, ptidni mikroflory,
organickych hnojiv a zivoc¢ichii v rizném stupni rozkladu. VétSina dodané ptidni organické
hmoty podléha mineralizaci, zatimco pouze jeji mala ¢ast zistdva v pudé a ucastni se fady
pfemén a reakci, pii kterych dochazi ke vzniku huminovych latek [8,12].

2.2.1 Mineralizace

Mineralizaci je popisovan soubor fyzikalnich, chemickych a pfevedSim biologickych pfemén
aprocest, kterymi prochdzi nerozlozend odumicla organicka hmota a zapojuje
se tak do potravnich fetézci a tim i do tokd latek a energie. Tyto procesy patii mezi zakladni
slozky pedogeneze. Podileji se totiZ na tvorbé pidni struktury, na ptidni trodnosti, schopnosti
zadrzovat vodu, Ziviny i cizorodé latek v pidé. Mineralizace popisuje rozklad organickych
latek pies fadu meziprodukti az na latky jednoduché, jako jsou CO., H20, NHs, oxidy
ruznych prvki a dalsi, které jsou klicové pro rist rostlin a dal§i organismy. Tento proces
probihd za pfiznivych teplotnich a vlhkostnich podminek, a to zejména v pidach,
které podléhaji silné aeraci. Zminéné podminky silné podporuji Einnost pldnich
mikroorganismi, které hraji v rozkladu organické hmoty na vySe uvedené slozky vyznamnou
roli. Za téchto podminek se humus ihned rozklada a nedochazi k tvorbé nového [5,11].
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Rozklad organické hmoty mineralizaci je proces exotermicky, dochdzi tedy k uvoliiovani
energie. Rychlost mineralizace je ovlivnéna pidnimi podminkami (teplota, vlhkost, aerace
pudy, pH, obsah dusikatych latek apod.), a také kvalitou jednotlivych komponentli primarni
organické hmoty [5,11].

Pospisilova [11] ve své praci rozdéluje mineralizaéni proces na primarni a sekundarni
mineralizaci. Primarni mineralizace je pomérn¢ rychly proces, ktery trva tydny az nékolik let
a dochazi pfi ném k pfeméné humusotvorného materidlu na jednodussi nehumusové latky.
Produkty primarni mineralizace mohou byt uvoliiovany ve formé plynta do vzduchu
(CO2, NH3, N2, H2S), piipadné¢ se stavaji zdrojem vyzivy rostlin a mikroorganismi
(NH4*, NO3~, SO4%", PO3s%), nebo souéasti piidniho sorpéniho komplexu (K*, Ca?*, NH4*, HY).
V krajnich piipadech miize dojit k vyplaveni produkti z piidy do podzemnich vod (K*, Ca®"
NOz3"). Sekundéarni mineralizaci jsou mysleny procesy rozkladu humifikovanych organickych
zbytkl. Tento proces je na rozdil od primarni mineralizace velmi pomaly, odhadem trva
desitky let az stoleti.

2.2.2 Ulmifikace a karbonizace

Ulmifikace (raselinéni) a karbonizace (uhelnaténi) jsou extrémnimi procesy premény
organické hmoty. Oba procesy probihaji za vyrazn¢ omezeného pfistupu vzduchu
nebo za anaerobnich podminek (pfi nedostatecné oxidaci). Jedna se o procesy vyhradné
enzymatické a biochemické. Pfi ulmifikaci podléhd biodegradaci pouze cast vychoziho
materidlu (bilkoviny, celul6za), jelikoz dochazi k uklddani polyfenolproteinovych komplexa
na bunécnych sténach. Konecnymi produkty jsou huminové a ulminové latky s tmavohnédym
az ¢ernym zbarvenim a vysokym obsahem uhliku (raseliny a bitumeny) [9]. Jak ve své praci
uvadi Szombathova [13], rozliSovany jsou dva typy raseliny, a to vrchovisté (obsahuji méné
huminovych kyselin a vice hemicelulézy a bitumenti) a slatiny (obsahuji vice huminovych
kyselin a méné¢ hemicelulozy a bitumend). P#i karbonizaci dochazi ke vzniku
tzv. humusového uhli. Toto uhli ma tmavé zbarveni a obsahuje ve své struktuie pomérné vice
uhliku, a naopak mén¢ kysliku, dusiku a vodiku nez vychozi material.

2.2.3 Humifikace

Humifikaci se rozumi proces pfemény odumielého rostlinného a Zivoc¢isného materialu,
pti kterém dochdzi ke vzniku huminovych latek (HL). Tento pidni proces zahrnuje velky
soubor na sebe navazujicich biochemickych a enzymatickych reakci a je doprovazen
mineralizaci vychozich latek. Z tohoto divodu nikdy nedojde k humifikaci veSkerého
vychoziho organického materialu [9,14].

Huminové latky vznikajici v tomto pidnim procesu jsou povazovany za nejdulezitéjsi ¢ast
pudni organické hmoty. Bylo prokdzano, Ze maji pozitivni vliv na vlastnosti a urodnost ptidy
a taktéz se vyznacuji schopnosti zadrzovat vodu a potiebné ziviny v pudé. HL jsou b&ézné
déleny na zakladé jejich odolnosti vi¢i rozkladu a rozpustnosti v kyselych ¢i alkalickych
roztocich na tfi frakce, kterymi jsou huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy [9,12].
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Huminové kyseliny jsou charakteristické svou rozpustnosti v alkalickych roztocich, ale jsou
nerozpustné po okyseleni alkalického extraktu. Naproti tomu fulvinové kyseliny
jsou rozpustné v celém rozsahu hodnot pH a huminy nejsou rozpustné ani v alkalickych,
ani kyselych roztocich [9,12].

Navzdory dulezité roli HL v pid¢ a ptiidnich procesech nebyla doposud piesné definovana
jejich struktura. Z historického hlediska se kvuli omezenému mnozstvi dostupnych
analytickych metod, a tedy | omezenym moznostem charakterizace HL piedpokladalo, Ze jsou
HL tvofeny polymery s riznou molekulovou hmotnosti a pfesné definovanou strukturou.
Tento pohled na HL byl podpofen mnoha vyzkumy [10,15,16] a na jeho zakladé
bylo navrzeno hned nékolik riznych potencidlnich strukturnich modeltt HL. Zna¢ny zlom
ve vyzkumu HL pfiiSel spolu s pokrokem na poli analytickych metod. Nové se rozvijejici
metody, predevsim 3C-NMR spektroskopie, gelova permeacni chromatografie, pyrolysis-
field ionization hmotnostni spektroskopie ¢i elektronova spinova rezonance zacaly poskytovat
data, na zakladé¢ kterych zacaly byt zjevné urcité nedostatky v polymerni definici HL a zacalo
predpokladalo [14]. V roce 2001 piedstavil Piccolo [17] koncept supramolekularni struktury
HL. Ve své praci tvrdil, Ze HL jsou supramolekularnimi asociacemi samouspotadanych
heterogennich molekul s nizkou relativni molekulovou hmotnosti (200—-300 Da).
Huminové suprastruktury by pak mély byt stabilizovany pomoci slabych vazebnych interakci
(van der Waalsovy sily, H-mustky, hydrofobni interakce apod.), které urcuji konformacni
strukturu HL, ¢imz maji dopad i na jejich reaktivitu v Zivotnim prostiedi.

Autofi Sutton a Sposito [18] v roce 2005 piisli s ¢lankem, ve kterém se snazili piehodnotit
tradi¢ni pohled na molekuldrni strukturu huminovych latek v ptidé a navrhnout novy pohled,
ktery se opira o nové poznatky atechnologie. Podle nich jsou HL slozeny z pomérné
jednoduchych molekul spojenych navzdjem kovalentnimi vazbami. Tyto molekuly by mély
mit urcitou podobnost s molekulami nachazejicimi se ve sténach a extracelularnim
matrix rostlin.

V soucasné dob¢ stale existuje také mnoho nejasnosti i co se tyce samotného vzniku HL.
Doposud nebyl objasnén piesny mechanismus humifikace, a proto vyzkum v této oblasti stale
pokracuje. Momentaln¢ jsou mezi tfi nejuznavangjsi teorie vzniku HL fazeny teorie ligninova,
polyfenolova a teorie dle Maillarda. Jednotlivé teorie jsou uvedeny v pofadi, v jakém
byly publikovany aza zminku stoji fakt, Ze se tyto teorie navzijem nevylucuji.
Ligninova teorie povazuje za hlavni prekurzor vzniku HL tzv. modifikovany lignin,
jehoz zbytek, ktery neni vyuzit pidnimi mikroorganismy, se stavad soucdsti piidniho humusu.
Nasledné byla predstavena teorie polyfenolova, kterd je zaloZena na tvrzeni, ze prekurzory
pro vznik HL jsou pravé polyfenolické latky. Teorie dle Maillarda, taktéz zndmé jako
kondenzace sacharidi saminy, jako jedind vice zohlednila vliv pldnich bakterii
a mikroorganismil na proces tvorby HL [9,14].
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Dalsi zajimava teorie tykajici se vzniku huminovych latek ptichazi s konceptem, ze na tvorbu
pudni organické hmoty maji vliv i sekundarni metabolity plidnich mikroorganismd,
tzv. polyketidy. Polyketidy jsou obecné definovany jako organické slouceniny obsahujici
ve své struktuie typicky nékolik karboxylovych a hydroxylovych skupin. Obecné jsou
syntetizovany a produkovany bakteriemi nebo rostlinami. Polyketidy se vyznacuji fadou
diilezitych schopnosti a funkci. Za zminku stoji naptiklad jejich antibiotickd a antifungalni
aktivita ataké schopnost ni¢it rakovinové bunky, diky c¢emuz jsou vyuzivany jako
chemoterapeutika. Dle tohoto modelu se polyketidy mohou podilet na tvorbé HL hned
nékolika zptisoby. Pidni mikroorganismy mohou odbouravat polyketidy, coz vede ke vzniku
meziproduktt, které se dale mohou ménit na HL. Dalsim zptisobem je samotné zaclenéni
polyketidii do struktury HL. To se dé&je opét prostfednictvim pidnich mikroorganismi,
které mohou odstépit n€které jejich funkéni skupiny a nasledné je spojit s jinymi organickymi
slouc¢eninami. Dochazi tak k tvorbé velkych molekularnich struktur huminovych latek [14].

Ohledné existence huminovych latek vSak kvili dlouhodobé netspéSnosti urcit
jejich strukturu panuje urcita kontroverze. Néktefi védci tvrdi, ze tyto latky jsou pouze
soucasti smési organickych latek v pade a nahlizi na SOM jako na rezervoar zbytkl rostlin
a zivoCichti. Tyto zbytky se budou postupné rozkladat, pficemz ale nebudou podléhat
procesu humifikace. Touto problematikou se zabyvaji ve svém ¢lanku naptiklad
Lehmann a Kleber [19].

2.3 Pudni mikroorganismy

Pidni mikroorganismy reprezentuji zivou slozku pidy. Puda a jeji nezivé slozky pro né
predstavuji vhodné zivotni prostfedi. Pravé diky Cinnosti téchto ptidnich organismt se z pidy
stal unikatni piirodni dynamicky objekt s charakteristickymi vlastnostmi a funkcemi.
Obecné plati, Ze hladina mikroorganismi v pudé koreluje s hladinou organické hmoty,
ktera je spojena piedev$im s hornimi 30—40 cm pidy. Za vhodnych vlhkostnich a teplotnich
podminek podporuje dand plada ur¢it¢é mnozstvi organismi s typickym slozenim.
Mnozstvi i sloZzeni organismu je vSak zavislé na zméné podminek [1,20].

Pidni mikroorganismy vynikaji schopnosti adaptace na jakékoliv prostfedi, vcetné
extrémnich pfirodnich podminek i toxickych podminek vytvoienych clovékem. Délka jejich
zivota muze byt 1 nékolik milionii let. Rizné skupiny plidnich mikroorganismti mohou mit
potencidlni vyuziti v zemédé&lstvi. Tyto skupiny zahrnuji naptiklad symbiotické, dusik fixujici
Rhizobia, také volné zijici bakterie, jako je Azotobacter spp. a Azospirillum spp.,
nebo vezikularni  arbuskularni  a ektomykorhizni houby a  biokontrolni  ¢inidla,

jako je Trichoderma spp. [1,20,21].
2.3.1 Role v pudé a vyznam pro rostlinu

Pldni mikroorganismy tvoii rozsdhlou systematickou skupinu bakterii, aktinomycet, hub,
prvokd, kvasinek a fas. Tyto mikroorganismy v interakci s plidnimi Zivo€ichy zabezpecuji
nepietrzity tok latek a energie plidou: rozkladné a syntetické procesy, procesy premén
jednotlivych prvki a Zivin, interakce mezi pidou a jejim okolim.
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Pldni mikroorganismy maji schopnost rozlozit jakoukoliv organickou hmotu a bez nich
by nebylo mozné zahajit rozklad slozitych organickych polymerti ani dokoncit zavére¢nou
mineraliza¢ni fazi rozkladu organické hmoty. Dalsi dilezitou funkci je stimulace rustu rostlin
produkci fytohormoni aregulace fytopatogentt pomoci riznych sekundarnich metabolitt.
VétSina pidnich mikroorganismi ale zlstavd prozatim neprostudovana z divodu jejich
nekultivovatelnosti, tzn. stavu, kdy je nelze dostupnou kultivacni technikou rozmnozit
Vv laboratornich podminkach a dale studovat jejich vlastnosti [1,22].

2.3.2 Degradace pidy

Degradace pudy je proces, pii kterém dochazi ke znehodnoceni ptudy, snizeni jeji trodnosti
a vyuzitelnosti. Rychlost degradace ptd zavisi nejen na plisobeni okolniho prostiedi, ale také
na vnitinich vlastnostech samotné ptudy. Taktéz intenzita procesu degradace puady
je ovlivnéna vné&jSimi pusobicimi faktory, mezi které jsou zahrnuty zptisob hospodaieni,
extrémni projevy pocasi, zmény klimatu apod. Vopravil [23] ve své praci uvadi vycet
nejbéznéjSich degradacnich faktorti, které maji velky vliv na produkéni a mimoprodukéni
funkce pudy. Patii sem ztrata padni biodiverzity, zména klimatu, eroze pldy a ztrata pidni
organické hmoty, acidifikace pid a v neposledni fadé¢ kontaminace plid polutanty.
Jednotlivé degradacni procesy jsou na sobé zavislé a vyvoldvaji obvykle fetézovou reakci
dal$ich degradacnich procest poskozujicich pudu [23,24].

Boriivka [25] ve své praci déli degradaéni procesy na fyzikdlni a chemické.
Fyzikalni degradace spoc¢ivd v poskozeni pidni struktury a fadi se sem napt. vodni a vétrna
eroze, desertifikace, utuzeni a zabory pud. Chemicka degradace je spojena s kontaminaci pud
rizikovymi latkami, jako jsou té¢zké kovy, kyselé imise, pesticidy aj. Dale mezi chemickou
degradaci patii acidifikace (tj. sniZzeni pufraéni schopnosti pady) a salinizace
pud (tj. hromadéni rozpustnych anorganickych soli v ptd¢), odCerpani a vyplaveni zivin,
zmény v kvalit¢ padni organické hmoty a od tohoto se odvijejici eutrofizace vod
(tj. pfemnozeni mikroorganismti ve vodnim zdroji z duvodu zvySené koncentrace zivin,
hlavné fosfatl).

2.3.3 Rhizobium spp.

Bakterialni rod Rhizobium se fadi mezi aerobni, chemoorganotrofni, gramnegativni ty¢inky,
které se vyznacuji schopnosti vazat vzdusny dusik, redukovat ho na amoniak a zit v symbioze
S kotfeny rostlin. Rhizobia také hraje vyznamnou roli pii sekreci ristovych hormont,
jako je kyselina indoloctova (IAA), ktera vykazuje pozitivni vliv na rust rostlin, a také plni
hlavni funkci pfi tvorbé a vyvoji kofenovych uzlika [21].

Rhizobia jsou slozkou rhizosféry, coz je oblast povrchu a nejbliz§iho okoli kofenli rostlin.
V zavislosti na vzdalenosti od kofenl rostlin jsou rhizobakterie rozdéleny na bakterie
pfitomné v padé blizko kotfenii, bakterie pfitomné na povrchu kofene (rhizoplane),
bakterie obyvajici kotenovou tkan (endofyty, obyvajici prostory mezi kortikalnimi butikami)
a bakterie sidlici v bunkach specifickych struktur nazyvanych kofenové uzliny.
Optimalni teplota pro rist téchto bakterii je 25-30 °C.
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Nékteré druhy pottebuji pro sviij rist biotin, thiamin a pantothenat. Jedna se o druhy
specifické pro rust na aminokyselinach, protoje potieba rist jednotlivych druht
kontrolovat individualné [21,22].

Mezi pozitivni funkce Rhizobii patii schopnost poskytovat hostitelskym rostlindm toleranci
vaci stresu prostiednictvim procesu zvaného indukovana systémova tolerance. Daéle hraji
dulezitou roli i pfi solubilizaci fosfatu, jelikoz fosfor je po dusiku druha nejdulezitéjsi zivina
potiebna pro rust rostlin. TaktéZz jsou tyto bakterialni druhy schopny syntetizovat
nizkomolekularni slouéeniny zvané siderofory, které chelatuji Zelezo. Zelezo se rovnéz fadi
mezi zékladni rostlinné mikroziviny a jeho koncentrace v pudé se pohybuje Vv rozmezi 0,2—
55 %. Na pritomnosti Zeleza je vysoce zavisla symbioticka fixace dusiku, protoze proteinové
slozky funk¢nich dusikatych latek vyzaduji kov. Nekteré rhizobialni druhy navic vykazuji
vlastnosti biologické kontroly, coz je proces, kterym zivy organismus omezuje rust
nebo Sifeni nezadoucich organismi nebo patogenti. Pouziti téchto kment proti pudnim
patogenim a Skidcim muze vést k ekologickému managementu S$kidci a chorob
v zem&délskych oblastech. Mechanismy biologické kontroly rhizobii zahrnuji konkurenci
0 ziviny, produkci antibiotik, produkci enzyml pro degradaci bunécnych stén a produkci
jiz zminénych siderofort [21,22].

2.3.4 Azotobacter spp.

Azotobacter spp. jsou gramnegativni, aerobni, ovalné nebo kulovité bakterie, které tvori
tlustosténné cysty. Jejich vyskyt je mnohem hojnéjsi v rhizosféte rostlin nez v okolni ptadé.
Rod Azotobacter zahrnuje v soucasnosti Sest druhd, z nichz né€které jsou pohyblivé pomoci
peritrich6znich bic¢ika. Jsou typicky polymorfni s délkou 2-10 pm a Sitkou 1-2 pm.
Tyto bakterie jsou citlivé na kyselé pH, vysoky obsah soli a teplotu. Hlavnimi funkcemi,
které v ptid¢ vykonavaji, jsou vynosy prostiednictvim biosyntézy biologicky aktivnich latek,
stimulace rhizosférickych mikrobu a produkce fytopatogennich inhibitorti a soucasné maji
piiznivé ucinky na rust plodin. Azotobacter vyuzivaji atmosféricky plynny dusik pro syntézu
bunécného proteinu, ktery je poté po smrti bunék Azotobacter mineralizovan v pud¢, a tim
je ptispivano k dostupnosti dusiku. Velky vyznam mohou mit pii inokulaci semen,
¢imz se prispiva ke zvySeni vynosu tim, Ze semeno naockované Azotobacter poméaha
pii piijmu dusiku a fosforu spolu s mikrozivinami, jako je Zelezo a zinek. Azotobacter
produkuji thiomin, riboflavin, nikotin, kyselinu indoloctovou a giberelin a taktéz syntetizuji
rastové hormony (tj. auxiny, cytokininy). Podobné jako Rhizobia jsou Azotobacter schopny
produkovat siderofory, vazi se na dostupnou formu Zeleza (Fe*) v rhizosfére, ¢imz se stavaji
nedostupnymi pro fytopatogeny a chrani zdravi rostlin [26].

2.4 Fixace a kolobéh dusiku v pudé

vvvvvv

nukleovych kyselin, enzym, proteinli a chlorofylu. Na jeho dostupnost ma vyznamny vliv
mnozstvi a povaha pldni organické hmoty. Cyklus dusiku v pid€ je vyznamnou soucasti
celkového cyklu dusiku v pfirod€. Prestoze 78 % dusiku je k dispozici v atmosféte v plynné
formé, rostliny postradaji schopnost jej ptimo asimilovat [20].
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Dusik ze vzduchu vstupuje do kolobéhu dusiku diky plsobeni unikatnich typt
mikroorganismi, které dokazou pfemeénit plynny dusik na jeho anorganické formy dostupné
rostlindm. Témito mikroorganismy jsou asymbiotickd, volné zijici prokaryota, ktera ziji
v pud¢ (napf. Azotobacter sp., Clostridium sp.). Tyto organismy vyzaduji k fixaci
molekularniho dusiku zdroj uhliku a energie ve form¢ dostupnych sacharidi [22,27].

Biologickou fixaci dusiku vznikaji z 1 molu plynného dusiku 2 moly amoniaku. Tento proces
lze znézornit rovnici (1):

N, + 8H' + 8¢ + 16ATP — 2NH; + H, + 16ADP + 16P;, (1)
kde ATP je adenosintrifostat, ADP je adenosindifosfat a Pjje anorganicky fosfat.

Produkt fixace dusiku je obecné pouzivan pifimo volnymi bakteriemi fixujicimi dusik
nebo je exportovan do rostlin symbiotickymi bakteriemi fixujicimi dusik. Exportovany dusik
je vyuzivan rostlinami k syntéze organickych sloucenin dusiku, pfi¢emz tyto organické
slouceniny dusiku jsou vyuzivany zvifaty jako zdroj dusiku. Po smrti organismu
je organicky dusik (tzn. proteiny, aminokyseliny a nukleové Kkyseliny) degradovan
mikroorganismy na amoniak. V pid¢ jsou za pomoci mikroorganismt mineralizovany taktéz
mocovina a kyselina mocova, které jsou vyluCovany Zivymi zvifaty. Vyrobeny amoniak
pak mize byt fixovan jily nebo pudni organickou hmotou, odpafen jako NHs,
nebo asimilovan rostlinami a mikroorganismy anebo nakonec pfeménén na dusi¢nany
zapomoci vysoce specializovanych bakterii pomoci nitrifikace, ktera prob&éhne ve dvou
krocich. V prvnim kroku nitrifikace se amoniak oxiduje na dusitany pomoci rovnice (2)
avedruhém kroku se dusitany oxiduji na dusi¢nany bez detekovatelnych
meziproduktu (3) [28].

NH; + O, +2H" +2¢ — NH,OH + H,0 — NO, + SH" + 4e". (2)
NO; + H,0 — NO; + 2H" + 2¢". (3)

Pfeménou imobilni formy dusiku NHs* na vysoce mobilni formu NOs pomoci nitrifikace
mize dochazet ke ztratam dusiku z pudy (napi. odtokem a vyplavovanim), coz mize vést
k akumulaci dusi¢nanti v jezerech, podzemnich vodach a fekach. Soucasné ma nitrifikace
vyznam pii aerobnim ¢iSténi odpadnich vod, kdy je amoniak z amonifikace oxidovan
na dusi¢nany. Dusi¢nan vznikly nitrifikaci mtize byt asimilovdn kofeny rostlin a bakteriemi
nebo pouzit jako termindlni akceptor elektronli mikroorganismy za omezeného
ptistupu kysliku [28].

Redukce dusi¢nanii na plynny dusik v anaerobnim prostfedi probihd ctyfstupnovym reakénim
procesem. Tento proces je nazyvan denitrifikace a jedna se o mikrobialni respiraéni proces,
pfi kterém se dusi¢nany za pisobeni bakterii a omezeného mnoZstvi vzduchu redukuji
az na molekuldrni dusik. Denitrifikace je zodpov&dnd za navrat fixovaného dusiku
do atmosféry, ¢imz se uzavira N cyklus [28].

Dalsi moznosti je redukce dusi¢énanti produkovanych nitrifikaci na amoniak bud’ respira¢nimi
nebo disimila¢nimi procesy. Pfi respiracni redukci dusi¢nanii na amoniak je redukce dusitanti
spojena s tvorbou elektrochemického gradientu na membrang.
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Tato redukce je provadéna bez uvoliovani meziproduktii. Podobné jako denitrifikace se tato
respiracni dusi¢nanova amonifikace provadi za anaerobnich podminek. Naproti tomu
pii disimila¢ni redukci dusi¢nant na amoniak dusitan pohlcuje elektrony k regeneraci NAD*
(. koenzym slouzici jako oxidacné-redukéni cinidlo v biochemickych reakcich)
a k detoxikaci dusitanti, které se nahromadily v bunikach redukujicich dusi¢nany. Pouze prvni
krok této amonifikace (tj. redukce dusi¢nani na dusitany) je spojen s produkci energie
u vétsiny mikroorganismu [1,28].

2.5 Pidni enzymy

Pidni enzymy jsou definovany jako katalyzatory pudnich biochemickych procest,
coz znamena, ze zvysuji rychlost reakci, pii kterych dochazi k mineralizaci pidni organické
hmoty. Tyto reakce jsou navic specifické tim, Ze probihaji pifi nizsich teplotach, v pribéhu
nedochazi ke vzniku vedlejSich produktd a jsou velmi citlivé regulovany. Pidni enzymy
produkované bunikami ptidniho edafonu a jejich aktivita Gizce souvisi s kvalitou a kvantitou
pidni organické hmoty, fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi pudy a s aktivitou
ptdnich mikroorganismu [29].

Podle mista ptisobeni lze enzymy rozdé€lit na intracelularni (vnitrobunécné, také endoenzymy)
a extracelularni (mimobunécné, také exoenzymy). Intracelularni enzymy se vyskytuji zasadné
uvnitt  bunky, ve které byly syntetizovany bud’ jako soucast bunécné cytoplazmy,
nebo jsou vazany na jejich bunééné stény. Jedny z vyznamnych intracelularnich enzymu
jsou napiiklad [B-galaktosidaza, dehydrogenaza a dal$i enzymy glykolyzy. Na rozdil
od intracelularnich enzymut jsou extracelularni enzymy vyluGovany do mimobunééného
prostoru, kde katalyzuji hydrolyzu latek pro vyzivu buiiky. Produkty hydrolyzy maji mensi
velikost a nasledné¢ prostupuji do bunky, kde dochdzi kjejich dalSimu rozkladu.
Patii sem naptiklad nékteré hydrolazy, jako je amylaza [29].

Rozd€leni ptidnich enzymt zavedla vroce 1961 Enzymova komise mezindrodni unie
biochemie a molekularni biologie (IUBMB). Enzymy jsou klasifikovany pomoci enzyme
commission (EC) ¢isel do Sesti tiid podle typu reakci, které katalyzuji:

EC 1 — oxidoreduktdzy: katalyzuji redoxni dé&je (dehydrogenazy, oxidazy, oxygenazy,
hydroxyldzy, cytochromy),

EC 2 — transferdzy: ptenaSeji funkEni skupiny (aminotransferdzy, transglykosylazy,
transmethylazy, hexokinazy),

EC 3 — hydroladzy: katalyzuji hydrolytické sté€peni (protedzy, lipazy, esterazy, glykosidazy),
EC 4 — lydzy: stépi C-C a C-N vazby bez vstupu vody (aldolazy),

EC 5 — izomerdzy: katalyzuji isomerizacni reakce (cis-trans isomerazy, epimerazy, mutazy,
racemazy),

EC 6 — ligdzy (synthetazy): spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou za spotieby ATP.
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2.5.1 Role a vyznam

Pidni enzymy mohou reagovat na zmény v hospodaieni s pidou rychleji nez jiné padni
komponenty, a proto mohou byt uzite¢né jako ¢asné indikatory biologickych zmén a maji také
velky vliv na kolob¢h prvki v piirodé. V kolobéhu uhliku se uplatituji enzymy amyldza,
celulaza, xylanaza, glukosidaza a invertaza. Kolobéh dusiku ovliviiuji proteaza, amidaza,
ureaza a deaminaza. Na kolob¢hu fosforu se podili enzym fosfatdza a na kolob&hu siry
enzym arylsulfataza [30].

Piidni enzymy dale hraji dilezitou roli pti rozkladu organickych latek. Nékteré enzymy pouze
usnadiiuji Stépeni organické hmoty (hydrolaza, glukosidaza), zatimco jiné se podileji
na mineralizaci zivin (amidaza, ureaza, fosfataza, sulfataza). Uredza je znama tim,
ze katalyzuje hydrolyzu mocoviny na amoniak a CO,, fosfatdza katalyzuje hydrolyzu
fosfatovych esterd na orthofosfat a odpovidajici ester [29,31].

2.5.2 Dehydrogenaza

Biochemické reakce, které probihaji v pid¢, jsou zavislé na piitomnosti jednotlivych skupin
enzymul, jez jsou ovliviiovany mnoha faktory. Mezi nejvice studované skupiny patii
oxidoreduktazy, transferdzy a hydrolazy, které se uplatituji pii preméné organické hmoty
a pti zpfistupniovani anorganickych Zivin pro rostliny, avSak nejvétsi pozornost je vénovana
dehydrogenazam [32,33,34].

Dehydrogendzy patii mezi oxidoreduktazy a v padé se ucastni oxidacnich procesi
organickych slozek. Pudni dehydrogenazy se uzivaji jako ukazatel celkové pudni mikrobidlni
aktivity, protoze jsou esencidlni intracelularni soucasti vSech zivych bunck, a pfitom
se nehromadi extracelularné v pidnim prostfedi. Dehydrogenazy, jakozto enzymy dychaciho
fetézce, hraji vyznamnou roli v biologické oxidaci organické hmoty pienosem vodiku
Z organickych substrati pro anorganické akceptory a jsou zapojeny do redukc¢nich procest
biosyntézy. Aktivita dehydrogenazy v pudé je vysledkem fady dehydrogenaz, které jsou
dalezitymi slozkami enzymatickych systémi mikroorganismii. Dehydrogenazova aktivita
(DHA) tedy slouzi jako indikator mikrobiologickych redoxnich systéml, muze
byt povazovana za dobie vypovidajici metfitko mikrobidlnich oxidacnich aktivit v pad¢ a je
také povazovana za umérnou biomase mikroorganismu v pudeé [32,33,34].
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2.6 Plazma

Plazma je definovano jako ctvrté skupenstvi hmoty. Jednd se o ¢aste¢né nebo zcela
ionizovany plyn, ktery se pak vyznacuje naprosto odlisSnymi vlastnostmi od plynti i kapalin.
Obecna definice plazmatu zni: ,,Plazma je kvazineutrdlni ionizovany plyn nabitych
a neutralnich castic, ktery vykazuje kolektivni chovani‘. Pojmem kvazineutralita je ozna¢ovan
stav, kdy se koncentrace kladn€ nabitych ¢astic (kationtll) a zdporné nabitych castic (elektronti
i aniontl) v oblasti plazmatu ptiblizné rovnaji. To zpisobuje navenek elektricky neutralni
chovani  plazmatu navzdory tomu, Ze obsahuje elektricky nabité Castice.
Kolektivnim chovanim jsou pak popisovany pohyby, které zavisi na lokalnich podminkach
a také na stavu plazmatu ve vzdalenych oblastech [35].

Jednim z projevii kolektivniho chovani ¢astic v plazmatu je déj zvany Debyeovo stinéni.
Tento d&j je pozorovan v piitomnosti pevné latky v plazmatu, kde pevna latka nese naboj,
ale ten je diky kvazineutralit¢ odstinén. Ve vzdalenosti zvané Debyeova stinici délka
je plazma opét kvazineutralni. Jestlize do pfedpokladaného homogenniho plazmatu vlozime
nepohyblivy naboj (, ¢astice se souhlasnym nabojem jsou jim odpuzované, s nesouhlasnym
pritahované. Plazma se proto polarizuje a elektrické pole vlozeného naboje tim padem odstini.
Odstinénim klesne potencial elektrického pole v plazmatu oproti potencialu elektrického pole
ve vakuu na 1/e ve vzdalenosti rovné Debyeové stinici délce. Vypocet se provadi pomoci
vztahu (4):

1

>"D = (M) 2 , (4)

n-e?

kde &0 je permitivita vakua, k je Boltzmannova konstanta, Te je teplota charakterizujici stfedni
kinetickou energii kladnych elektroni, n je hustota nabitych c¢astic a e je naboj
elektronu [35,36].

Kolektivni chovani plazmatu je podminéno tfemi Kkritérii. Prvni z nich fika, Ze hustota naboju
musi byt tak velka, ze Debyeova délka je mnohem mensi neZ velikost systému (Ap << L).
Dalsi kritérium se tyka poctu ¢astic v Debyeove sfére, ktery musi byt mnohem vétsi nez jedna
(Np >> 1). Pokud by se v oblasti stinici vrstvy vyskytovala pouze jedna ¢i dvé Castice, tak by
pojem Debyeova stinéni nemohl byt statisticky platny. Posledni podminka, kterou se plazma
odliSuje od plynu, souvisi s poctem srazek nabitych Castic a neutrdlnich atomi a fika,
ze soucin frekvence plazmovych oscilaci @ a stiedni doby 7 mezi srazkami s neutralnimi
atomy musi byt vétsi nez jedna (wz > 1) [36,37].

2.6.1 Klasifikace plazmatu

Existuje nékolik zpisobli, podle kterych je mozné plazma délit. Jednim ze zadkladnich
parametrl plazmatu je stupen ionizace. Ten je udavan jako pomér poctu ionizovanych ¢astic
ku celkovému poctu ¢astic v daném systému. Ioniza¢ni stupent ma nejvetsi vliv na chovani
plazmatu a je zavisly pfedev§im na teplote.
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Ptiblizna hodnota ioniza¢niho stupné se urcuje pomoci Sahovy rovnice (5) pro jedenkrat
ionizované plazma v termodynamické rovnovaze, kterd ma tvar:
2 3

n; 2 Ui

—=C-Tz-exp (——l) (5)

nn k'T
kde C = 2,4-102 m~3, n; je koncentrace jednonasobnych ionfi, N, je koncentrace neutralnich
Castic, Ui je ionizacni potencial (tj. energie, ktera musi byt dodana jednomu atomu, aby doslo
k ionizaci), k je Boltzmanova konstanta (1,38-:10-2 J-K™) a T je teplota plynu [35].

Plazma je podle ioniza¢niho stupné déleno na slabé ionizované a siln€ ionizované. Ve slabé
ionizovaném plazmatu je koncentrace nabitych Castic na rozdil od koncentrace neutralnich
molekul zanedbatelné mald. Dochéazi zde tedy ke srdzkam nabitych cCastic s neutralnimi
molekulami plynu. Energie vzajemného pisobeni ¢astic je dana polarizacnimi silami kratkého
dosahu a potencidlni energie klesd se vzdalenosti ¢astic r jako r*. Naopak v silng
ionizovaném plazmatu dochazi ke vzajemnym srazkam mezi nabitymi ¢asticemi, tudiz zde
pirevladd koncentrace nabitych ¢astic nad koncentraci neutrdlnich molekul plynu.
Diilezitou roli zde hraji Coulombické sily dalekého dosahu, které udavaji charakter silového
pusobeni mezi jednotlivymi cCéasticemi. V tomto piipadé klesd potencidlni energie
se vzdalenosti r jako r [38].

Dal§im kritériem, podle kterého je mozné plazma klasifikovat, je stfedni energie Castic.
Podle hodnoty stfedni energie ¢astic v plazmatu je rozliSovano vysokoteplotni a nizkoteplotni
plazma. Mezi timto délenim neexistuje objektivni hranice, jednd se totiz o konvekéni
rozdéleni. Pokud je stfedni energii nabitych ¢astic vétsi nez 100 eV, tedy teplota je vyssi nez
1 MK, tak je zpravidla plazma oznacovano jako vysokoteplotni. Nizkoteplotnim plazmatem
je oznacovano plazma ve vybojich a plazma pouzivané v plazmovych technologiich,
kde je hodnota stfedni energie elektronti vyssi nez energie nabitych Castic o vétsi velikosti.
Tato hodnota stfedni energie elektronii se pohybuje v jednotkdch az desitkach eV,
¢emuz odpovida teplota fadové 10°-10° K [38].

2.6.2 Vlastnosti plazmatu

Plazma se od neutralniho plynu li§i n€kolika specifickymi vlastnostmi. Jednou z téchto
vlastnosti je schopnost plazmatu vést elektricky proud. Charakter této vlastnosti zalezi
na stupni ionizace plazmatu. V piipad¢ slabé ionizovaného plazmatu dochazi k narustu
elektrické vodivosti s rostouci koncentraci nabitych c¢astic. Pokud je hodnota koncentrace
nabitych Castic konstantni, tak elektricka vodivost klesd, ale zarovent dochazi ke zvySovani
teploty elektront. Naproti tomu elektrickd vodivost siln€ ionizovaného plazmatu nezavisi
na koncentraci nabitych c¢astic, ale je zdvisld na stfedni kinetické energii elektronli
s exponentem 3/2. Elektrickd vodivost je jednou z nejvyznamnégjSich fyzikalnich vlastnosti
plazmatu a zplsobuje, Ze pii vysokych teplotich mize byt plazma vodivéjsi nez kovové
vodiCe, proto je vhodné k pouziti v fad€ riznych technickych aplikaci [38].
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Diky elektrické vodivosti piisobi na plazma také silné magnetické pole, jehoz silové Gc¢inky
jsou zpusobeny tzv. Lorentzovou silou. Tato sila ovliviiuje volné elektrické naboje pohybujici
se Vv plazmatu a brani pohybu nabitych castic ve sméru kolmém na magnetické silocary.
Tento jev je vyuzivan pii skladovani vysokoteplotniho plazmatu [38].

2.6.3 Typy plazmovych vyboji

Plazma je nejcastéji generovano ioniza¢nimi procesy, které¢ vyrazné zvySuji stupeil ionizace
nad jeho rovnovaznou hodnotu. Ionizaci Ize uskutecnit hned n¢kolika zpisoby, mezi které
se fadi hlavn¢ ionizace zafenim, ionizace teplem, fotoionizace a ionizace elektrickym polem.

Ionizace zafenim vznika jako disledek puisobeni vysokoenergetického elektromagnetického
zéateni, jako je naptiklad gama, beta nebo rentgenové zéatreni. Tepelna ionizace je typem
ionizace, ktery je zpusoben vysokou teplotou. Pii dostatecné vysoké teploté ziskaji Céstice
V plynném stavu dostateCnou energii k ionizaci. Tato ionizace se vyskytuje predevSim
ve hvézdach, praveé diky vysokym teplotam na jejich povrchu. Fotoionizaci je pak oznaCovan
proces, pii kterém jsou atom ¢i molekula ionizovany zafenim o urcité vinové délce,
které pfedstavuje energii potiebnou k ionizaci. Fotoionizace vznika ve vzduchu rentgenovymi
paprsky, zafenim gama a UV zafenim. lonizace elektrickym polem je jedna z nejcastéjSich
forem ionizace v laboratofich. Jejim zakladnim mechanismem je interakce nabitych Castic
a elektrického pole. Pfi této interakci vznikd elektricky vyboj. Prostfednictvim elektrického
pole je nabitym c¢asticim doddvana energie, kterd je transformovana do jejich kinetické
energie. Ke generaci plazmatu timto zpiisobem je mozné pouzit celou fadu rtiznych druht
vyboji. Vyboje se od sebe lisi vlastnostmi i zplisobem, kterym jsou vytvofeny a jsou
individualné ptizptisobovany konkrétnim aplikacim. Tato kapitola shrnuje nékolik druht
zakladnich a nejvice pouzivanych plazmovych vyboju [37,39].

Dielektricky bariérovy vyboj

Dielektricky bariérovy vyboj neboli DBD, je typ vyboje zalozeny na pouziti alespon jedné
dielektrické bariéry (napi. skla, kiemene, keramiky, slidy a oxidu hlinit¢ho) ve vybojové
mezete s vysokym stiidavym napétim aplikovanym na elektrody (viz Obrazek 3),
coz zabranuje tvorb¢ jisker, eliminuje leptani a korozi elektrod a distribuuje vyboj témét
rovnomeérneé po celé plose elektrody. Tento proces probihd za atmosférického tlaku a diky
pouziti vysokého napéti dochézi k tvorbé intenzivniho elektrického pole, které ionizuje plyn.
V dutsledku toho dochazi ke generaci elektronti, metastabilnich latek a tzv. long life species
(viz kapitola 2.8). Napéti mezi dvojici elektrod byva v intervalu 1-100 kV a frekvence
Vv rozsahu desitek kHz. Bariérové vyboje 1ze rozdélit podle konfigurace elektrod a dielektrika
na objemové (volume discharge — VD), povrchové (surface discharge — SD) a koplanérni
(coplanar discharge — CD) [40,41].
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Obrdazek 3: Dielektricky bariérovy vyboj [42]
Plazmovad tryska

Plazmova tryska neboli plasma jet, je SloZzena ze dvou proti sob¢é postavenych elektrod,
mezi nimiz vznikd elektricky vyboj podobny dielektrickému bariérovému vyboji
(viz Obrazek 4). Alternativou muze byt MW nebo RF rezonator, na ktery je ptivadéno vysoké
napéti o vysoké frekvenci. Jako proudici plyn se pouziva atoméarni plyn (napt. argon, helium),
ktery strhava castice plazmy do prostoru, coz vytvari dojem plamene. Plazmova tryska vytvari
nizkoteplotni plazma, které ma schopnost nicit patogenni mikroorganismy, dezinfikovat rany
a urychlovat proces hojeni a jeji hlavni vyhoda spociva v tom, Ze mtze byt aplikovana piimo
na zivou tkan [43,44].

VN zdroj

©

Proud
plynu elektroda -

*. e
elektroda ™~ Vyboj

Obrdzek 4: Plazmova tryska [43]
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Mikrovinny vyboj

Mikroviny jsou elektromagnetické viny, jejichz frekvence (v fadech GHz) mnohonasobné
prevysuji frekvence radiofrekvencnich vyboji. Plazma generované pomoci mikrovin
dosahuje vyssi elektronové hustoty nez plazma ziskané pomoci stejnosmérnych
nebo vysokofrekvenénich vyboji. Diky této vysoké elektronové hustoté je plazma schopné
dosahnout také vyssiho stupné disociace a ionizace. Mezi dalsi vlastnost mikrovinného vyboje
se fadi schopnost generace plazmatu v Sirokém rozmezi tlakii plynu, od atmosférického
az po velmi nizké tlaky. Mikrovinné vyboje jsou vyuzivany piedevsim k vyrobé plynovych
lasert (napt. CO2 lasery), které prispivaji ke zlepSovani high-tech pramyslovych odvétvi,
jako je opticka litografie a marking [45].

Koronovy vyboj

Korénovy vyboj miize byt pozorovan v nehomogennim elektrickém poli, které vznika
mezi dvéma elektrodami, z nichz alespon jedna musi mit maly polomér kiivosti (tzv. hrotova
elektroda nebo koronujici elektroda) a vznikd, kdyz se vzduch kolem vodice ionizuje.
Korénové vyboje maji fialové zbarveni a pouzivaji se napt. ke zméné adheznich vlastnosti
povrchd. Vyboj vznika aplikaci vysokého napéti na malé hroty elektrod (viz Obrazek 5).
Korénové vyboje se také pouzivaji ke sniZzeni odporu na rovném povrchu, dezinfekci
bazénové vody, odstranéni nezadoucich té€kavych organickych latek (vCetné pesticida
a chemickych latek) ze vzduchu. Korénové vyboje predstavuji neizotermicky druh plazmatu,
jehoz teplota je relativné nizka, a tudiz Setrna k oSetfovanym povrchum [46].

VN zdroj

O Of

hrotova
elektroda

kordna
rovinna elektroda

Obrdzek 5: Korénovy vyboj [43]
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2.7 Elektrické vyboje v kontaktu s kapalinami

V priibéhu poslednich tficeti let se stfedem z4jmu stala pfima interakce elektrickych vyboja
S kapalinami. To je mozné realizovat pomoci elektrod v riznych konfiguracich a rozdilnym
vstupnim napétim. Bylo zjisténo, ze kliCovou vlastnosti plazmatu je schopnost produkce
chemicky aktivnich latek a radikald (tj. reactive species) a také UV zafeni. Plazma je skvélym
prenasecem téchto Castic ve vode, coz prispiva k velké rozmanitosti typa reakei [47].

Interakce plazma-kapalina lze klasifikovat na zakladé zptisobu generovani vyboje. Tento typ
interakce je rozhodujici, jelikoZ vysoce ovliviiuje vlastnosti plazmatu. Reaktory pouzivané
ke generaci vyboje jsou znazornény na Obrazku 6 a zpravidla jsou déleny dle typu
konfigurace do tii kategorii: ptfimy vyboj v kapalin€, vyboje v plynné fazi nad kapalinou,
kde vodiva kapalina muize byt zaroven elektrodou a vyboje ve vicefazovém prostiedi,
jako jsou vyboje v bublinach uvniti kapalin nebo vyboje ve styku se spreji nebo pénou [47].

lB}‘ll (C) ll (E) l (F)
JT‘ = ...

(A) (D)

Obrazek 6: Vyboje generované pri interakci plazma-kapalina: (A) vyboj v kapaliné, (B) plazma
V plynné fazi bez kontaktu s kapalinou, (C) plynné plazma s tekutou elektrodou, (D) povrchovy vyboj,
(E) plazma v plynné fazi s rozptylenou kapalnou fazi (aerosol), (F) vyboje v bublindch [47]

2.7.1 Plynné plazma s tekutou elektrodou

Elektrické vyboje v plynné fazi jsou zprosttedkovavany pomoci impulsniho vybojového
reaktoru, ktery generuje elektricky vyboj v plynu nad vodni hladinou a soucasné piimo
V kapaliné. Vyboj v plynné fazi produkuje ozon, ktery se vyznamné podili na zvySovani
oxida¢nich ucinki vyboje v kapalné fazi. Tyto vyboje probihaji za atmosférického tlaku
s vyuzitim tekuté elektrody, kterd stabilizuje vyboj, ¢imz zabranuje kontrakci vyboje
na elektrodé [48,49].

2.7.2 Primé elektrické vyboje generované v kapalinach

Elektrické vyboje generované v kapalinach (ve vodé, vodnych roztocich apod.) se od vybojil
generovanych v plynné fazi 1isi v n¢kolika aspektech. Vyboje vznikajici ptimo v kapaliné
se vyznacuji vys$i hustotou prostiedi, kterda vede k vétSi srazkové frekvenci a niZsi
pohyblivosti nabitych c¢astic. TaktéZ se vyznacuji vysokou dynamikou a vyZaduji rychlé
procesy ionizace a disociace, které jsou iniciovany elektrickym polem.
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Prostfednictvim elektrickych vyboji vznikd plazma, které se Sifi v kapalin¢ ve formé
Streamerii (vybojové kanalky, které se $ifi mezi elektrodami). V téch posléze probiha tada
fyzikélnich a chemickych dé&ji, jako jsou silné UV zafeni a elektrické pole, razové viny
a tvorba reactive species (tj. neutralni molekuly (H2O2, Hz, O2), radikaly (¢«OH, *H, <O, *HO3)
a ionty (027)) [37,47].

2.8 Plazmatem aktivovana voda (PAW)

Plazmatem aktivovana voda (Plasma activated water, PAW) je oznaceni pro vodu, ktera byla
vystavena pusobeni nizkoteplotniho plazmatu. Diky této interakci ziskdva plazmatem
aktivovana voda silné antibakteridlni a fungicidni vlastnosti, diky kterym se bchem
poslednich let stala velmi populdrni v oblastech zZivotniho prostfedi, zeméd¢lstvi,
biomediciny apod [50].

PAW se da generovat dvéma hlavnimi zptisoby. Prvni moznosti je osetfeni vody plazmatem
generovanym piimo ve vodé anebo nepiimo produkty vyboje unaSenymi iontovym vétrem
a difundujicimi do vody probubldvanim pracovniho plynu. Druhy zptisob je pouzivany Castéji
a spoCiva v oSetieni vody plazmatem generovanym v plynné fazi (vzduch, argon apod.)
nad hladinou vody, tedy oSetfovana voda je zaroven elektroda anebo je v pfimém kontaktu
S plazmatem generovanym napi. plazmovou tryskou. Nejcastéji pouzivané vyboje
pro generaci PAW byly podrobné popsany v kapitole 2.6.3 [47].

Pti generovani plazmatu nad vodnim sloupcem dochézi k transportu nckterych chemicky
aktivnich latek vytvofenych v plynné fazi ptes rozhrani plazma-kapalina do vodniho sloupce
(viz Obrazek 7). Témito chemicky aktivnimi latkami jsou mySleny reactive species,
které jsou déleny do dvou skupin v zavislosti na délce jejich zivota. Kratkou dobu Zivota maji
tzv. short live species a jedna se predev§sim 0 radikaly, mezi které se fadi radikal oxidu
dusnatého (*NO), hydroxylovy radikal (*OH) a superoxidovy aniontovy radikal (¢O2").
Déle do této skupiny Castic s kratkou dobou Zivota patii atomarni kyslik (O), singletovy kyslik
(!02), dusikové ionty (N2*) a excitované dusikové molekuly (N2°). Druhou skupinu tvofi
Castice s dlouhou dobou zivota, tzv. long life species. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou
peroxid vodiku (H20.), dusitany (NO2"), dusi¢nany (NOs), 0zon (O3z), peroxynitritovy anion
(ONOO") a kyselina peroxynitritovd (ONOOH). Tato skupina stabilnich aktivnich latek
je zodpovédna za chemické a biologické ucinky PAW. V neposledni fadé je také dulezité
zminit, Ze charakter a mnozstvi téchto vznikajicich aktivnich latek zavisi na typu plazmového
napdjeni a na konfiguraci elektrod, dale také na vybéru vhodného pracovniho plynu
a kapaliny a taktéz na délce ptisobeni vyboje, kterému byla kapalina vystavena [51,52].
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Obrdzek 7: Série reakci probihajicich na rozhrani plyn-kapalina béhem generace PAW [53]

2.9 Charakterizace PAW

Plazmatem aktivovana voda vykazuje diky pusobeni plazmatu odlisné chemické slozeni
nez bézné destilovana nebo kohoutkova voda, tudiz se 1i$i 1 ve fyzikalnich a chemickych
vlastnostech, které je tak nutné podrobné charakterizovat.

2.9.1 Stanoveni pH

Hodnota pH vyjadiuje zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationt v roztoku.
Nabyva hodnot od 0 do 14. Chemicky ¢ista voda ma pii pokojové teploté pH = 7, kyseliny
pH<7 a zasady pH>7. Na méfeni pH se mulzou pouzit acidobazické indikatory,
které indikuji zménu pH zménou zbarveni. Mezi nejCastéji pouzivané indikatory se radi
napiiklad thymolova modf#, methyl¢erven nebo thymolftalein. Pro piesné méfeni hodnot pH
vodnych roztokt se v soucasné dobé pouziva pievazné potenciometrie s vyuzitim sklenéné
elektrody jako mérného ¢lanku. Podstatou metody je pfesné méfeni elektrického potencialu
mezi mérnou (sklenénou) a referencni elektrodou. Jako referenc¢ni elektrody se nejcastéji
uplatiiuji kalomelova nebo argentochloridova srovnavaci elektroda [52,55,56].

OSetfeni kapaliny plazmovym vybojem vede zpravidla k acidifikaci vody ¢i vodného roztoku.
Duvodem jsou reakce probihajici mezi chemicky aktivnimi latkami vznikajicimi v plazmatu.
Se zvySujici se dobou oSetieni kapaliny dochazi kvili tvorbé silnych kyselin (HNO2, HNOs,
HNOg) k drastickému snizovani hodnoty pH. Lze tedy fict, Ze hodnota pH PAW je ve véts$ing
ptipadl nepiimo umérna ¢asu aktivace kapaliny. Oehmigen a spol. [54] ve svém vyzkumu
uvadi, ze dal§im faktorem, ktery taktéZ muze mit vliv na snizovani hodnoty pH, je peroxid
vodiku generovany plazmatem. Je dokadzano, Ze nizkd hodnota pH je jednim z hlavnich
diivodt antimikrobialni aktivity PAW [52,55,56].
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2.9.2 Stanoveni mérné vodivosti

Vodivost je fyzikalni veliina, kterd vyjadiuje schopnost roztoku vést elektricky proud.
Jednotkou vodivosti je pS-cm™t Kméfeni této veliiny se pouziva zafizeni zvané
konduktometr. M¢ten je odpor kapaliny mezi elektrodami vodivostni sondy ponofené
do méfené kapaliny a kK méfeni je vyuzivano stiidavého proudu [57].

M¢érnd vodivost je povazovana za dulezity indikator pfitomnosti iontli v roztoku.
Béhem osetieni vody plazmovym vybojem se vznikajici chemicky aktivni latky a radikaly
snadno rozpousti ve vod¢ a vyrazné tak méni vodivost roztoku. Thirumdas a spol. [52] ve své
praci uvadi, Ze bézna hodnota vodivosti destilované vody se pohybuje v rozmezi hodnot
0,5-3 uS/cm. Po aktivaci vody plazmovym vybojem muze dochéazet ke zvyseni této hodnoty
az na 500 pS/cm.

2.9.3 Stanoveni redoxniho potencialu

Schopnost roztoku oxidovat nebo redukovat jinou latku je vyjadfovana oxidacné-redukénim
potencialem (ORP), ktery je zavisly na koncentraci oxida¢nich ¢inidel a na jejich sile.
Hlavni vyhodou méteni ORP vody je schopnost poskytnout rychlé hodnoceni dezinfekéniho
potencialu. Jedna se také o vyznamny faktor ovliviiujici mikrobialni inaktivaci. Dochazi tak
K naruseni bunééné membrany mikroorganismi, ¢imZz je vyvolan obranny mechanismu.
Peroxid vodiku, fadici se mezi reactive oxygen species (ROS) vytvaiené pti aktivaci vody,
je jednim z hlavnich latek ucastnicich se redoxnich reakci. Jeho vyhoda spociva v tom,
7e Se muze chovat jako oxida¢ni i jako redukéni Einidlo [52,56]. Shen [58] zkoumal ve své
praci vliv doby a teploty skladovani PAW na jeji ORP. Dosel k zavéru, ze teplota skladovani
PAW nemad na hodnotu ORP témét zadny vliv. Naopak pii rtiznych dobach skladovani PAW
dochazelo ke zméné¢ hodnoty ORP. Z toho plyne, Zze ORP neni zavisly na teploté skladovani
PAW, ale mize byt ovlivnén dobou skladovani PAW.

2.9.4 Stanoveni peroxidu vodiku

Peroxid vodiku (H202) patii mezi ROS vytvarené pti generaci PAW a vyznamné ovliviiuje
antimikrobialni vlastnosti PAW. Na H20: je nahlizeno jako na ve vod¢ stabilni, kone¢ny
produkt, ktery ma v zavislosti na uchovani a skladovani PAW Zivotnost fadové nékolik hodin
az n¢kolik desitek dni. V kyselém prostiedi hraje koncentrace H20> spolu se superoxidovym
aniontem dulezitou roli pfi oxidacnich vlastnostech PAW. Koncentrace H20: je zavisla
na vodivosti vody po ukon¢eni vyboje [52].

Koncentrace peroxidu vodiku mutze byt stanovena spektrofotometricky selektivni reakci
S vyuzitim titanového ¢inidla. Titanovym c¢inidlem je oznaCovan siran titanicity Ti(SOa)e,
ktery je rozpustén ve zifedéné 27-31% kyselin¢ sirové. Hlavni sloZkou ¢inidla je titanylovy
iont, ktery selektivné reaguje s peroxidem vodiku dle rovnice (6) a tim dochazi ke vzniku
komplexu kyseliny peroxotitani¢ité. Vznikly komplex ma zluté zbarveni a jeho analyza
se provadi spektrofotometricky pti 407 nm [59].

Ti* + Ho02 + 2 Hy — TiO2 + H,02 + 4 HY (6)
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2.9.5 Stanoveni dusiénanu a dusitani

Detekce dusitanovych a dusi¢nanovych ionti v PAW je hlavnim dikazem tvorby reactive
nitrogen species (RNS). Tyto ionty jsou zajimavé predevsim pro své antibakterialni vlastnosti,
které se projevuji zejména v kyselém prostfedi. Dale mohou byt vyuzivany taktéz
jako alternativa organickych hnojiv na podporu ristu rostlin, tudiz se staly velmi popularnimi
v mnoha oblastech moderniho zemédélstvi. Jako ziviny jsou absorbovany rostlinnymi enzymy
(nitratreduktaza) a dochazi k jejich pfeméné na dusikaté slouceniny a aminokyseliny.
Jako signalni molekuly také mohou fidit metabolismus a vyvoj rostlin. Po ukonéeni
plazmového vyboje dochazi k reakcim mezi vzniklymi dusitanovymi ionty a peroxidem
vodiku, které vedou k tvorbé dusi¢nant [52]. Burlica a spol. [60] sledovali ve svém vyzkumu,
jak se méni koncentrace dusicnanovych a dusitanovych iont v zavislosti na zptisobu ptipravy
PAW. Dosli k zavéru, ze koncentrace dusi¢nant a dusitani vytvaienych v PAW pfipravené
vybojem piimo v kapaling je o néco vyssi nez koncentrace téchto iontti vytvarenych v PAW
pfipravené vybojem v plynné fazi nad hladinou kapaliny.

Dusitany jsou soli kyseliny dusité (HNO>), K jejichz stanoveni se vyuziva Griessovo ¢inidlo.
Pii Griessové reakci dochazi k diazotaci kyseliny sulfanylové, kdy nasledné vznikla
diazoniova sil reaguje s N-(1-naftyl)-ethylendiamin-dihydrochloridem v prostredi kyseliny
octové. Griessovo ¢inidlo reaguje s dusitanem za vzniku purpurového zbarveni azo produktu,
ktery se stanovuje spektrofotometricky pifi 543 nm [61].

Dusi¢nany jsou soli kyseliny dusi¢né (HNO3). Jedna se o ionty s dlouhou dobou zivota, tvori
se jako sekundarni produkty a napomahaji antimikrobidlni aktivit¢ pfi skladovani.
Stanoveni dusi¢nanti je zaloZeno na reakci se salicylanem sodnym. Reakce probihé v prostiedi
kyseliny sirové nebo trichloroctové. Produktem jsou zluté zbarvené soli kyseliny
nitrosalicylové, které se stanovuji spektrofotometricky pii 526 nm [62].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Pusobeni plazmatem aktivované vody na bakterie

Je obecné zndmo, Ze pomoci piimého pusobeni plazmové vyboje lze diky vznikajicim
radikalovym casticim velmi Gi¢inné eliminovat nezadouci mikroorganismy. Pouziti samotného
pusobeni vyboje ma v praxi ale fadu omezeni. Proto v posledni dobé ptitahuje zna¢nou
pozornost Siroké veédecké spolecnosti plazmatem aktivovand voda (PAW), tedy voda
vystavena pusobeni plazmového vyboje. Ta si diky tzv. long live species — stabilnim
reaktivnim  Casticim a formam dusiku a kysliku vzniklym  z radikali — zachovava
antimikrobidlni vlastnosti po delsi dobu amohla by se stat ucinnym dezinfekénim
prostiedkem proti Sirokému spektru nejen bakterii, ale mikroorganismi obecné. PAW jako
novy dezinfekéni piipravek byla v n€kolika studiich podrobena fadé in vitro testu,
které zahrnovaly  reprezentativni  vzorky  kment  zastupci  jak gramnegativnich,
tak grampozitivnich bakterii.

SniZeni bakteridlni aktivity u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii pomoci PAW
zkoumali M. Ursache a spol. [63]. Jako zastupci gramnegativnich bakterii byly vybrany
bakterie Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Salmonella derby a Proteus vulgaris,
jako zastupci grampozitivnich bakterii byli zvoleni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Bacillus anthracis, Staphylococcus intermedius
a Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus. Pro tuto srovnavaci studii byla PAW
vyrobena pomoci plazmového reaktoru s klouzavym obloukem. Destilovand voda
byla oSetfovana plazmatem po dobu 10 minut. Zkoumané druhy bakterii byly vystaveny
pusobeni PAW celkové po dobu 60 minut. Inaktivované grampozitivni a gramnegativni
bakterie byly vyjadiovany v jednotce log CFU pro ¢asové intervaly 5, 15, 30, 45 a 60 minut.
Snizeni aktivity o 5 log CFU bylo povazovano za ovéfeny antibakterialni ucinek.
Bylo zjisténo, ze kmeny grampozitivnich bakterii byly béhem procesu inaktivovany.
Vyjimkou byl kmen Bacillus anthracis, ktery vykazoval vyssi odolnost vii¢i PAW. Dale bylo
zjisténo, Ze gramnegativni bakterie byly ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi citlivéjs$imi
na pusobeni PAW. Diivod tohoto rozdilu spoc¢iva v tom, ze bunécna sténa grampozitivnich
bakterii je siln€jsi (20—80 nm) nez gramnegativnich bakterii (10—15 nm). Bunécna sténa tudiz
pusobila jako s§tit proti chemicky aktivnim latkim a radikalim vytvofenych
v plazmovych vybojich.

J. Shen a spol. [58] pracovali na studii, jejiz cilem bylo prozkoumat vliv skladovani PAW
pfi riznych teplotach (25 °C, 4 °C, —20 °C, —80 °C) po dobu az 30 dnti na baktericidni ucinky
PAW ajeji fyzikalné-chemické vlastnosti. Pro experiment byly zvoleny grampozitivni
bakterie Staphylococcus aureus. Kvyrobé PAW byla pouzita plazmova tryska,
kdy vzdalenost mezi koncem jetu a povrchem kapaliny byla 20 mm, pti¢emz destilovana voda
byla plazmatem osetfovana po dobu 20 minut. Bakterie byly kultivovany pii 37 °C na zivném
médiu Luria-Bertani (LB). Po odstiedéni a resuspendovani bakterialni suspenze v destilované
vod¢é bylo 100 pl vysledné suspenze S. aureus piidano do PAW temperované na 37 °C
a inkubovano po dobu 20 min. VSechny experimenty byly provedeny ve tfech opakovéanich.
K hodnoceni morfologie bunék pifed a po oSetteni PAW byl pouzZit rastrovaci
elektronovy mikroskop.

31



Pro pfipravu vzorku pro SEM byly bunky peletovany centrifugaci a dehydratovany
alkoholovym gradientem az do vysuSeni. Vzorky byly poté pozlaceny a pozorovany
pod elektronovym mikroskopem. Vysledky ukazaly, ze PAW skladovana pfi teploté —80 °C
poskytla nejlepsi antibakterialni aktivitu proti S. aureus. Doslo ke snizeni 0 3—4 log béhem
30 dni po vytvoreni PAW. Naproti tomu PAW skladovana pti teplotach 25 °C, 4 °C a —20 °C
v daném pofadi poskytla pouze 0,2-2 log snizeni Zivotaschopnosti bunék po stejné dobé
expozice a dobé skladovani. Soucasné byly hodnoceny také fyzikalné-chemické vlastnosti
PAW skladované pii raznych teplotach, a to jeji pH, oxida¢né redukéni potencial (ORP)
a koncentrace peroxidu vodiku, dusi¢nani, dusitani a NO radikalt. Z téchto vysledku
vyplynulo, Ze bakterialni aktivita PAW skladované pfi teplotach 25 °C, 4 °C, —20 °C se ¢asem
snizovala a zavisela na tfech germicidnich faktorech, konkrétné ORP, H,O2 a NO3™.

Utinkem PAW jako dezinfekéniho prostfedku na gramnegativni bakterii Escherichia coli
a grampozitivni bakterii Listeria innocua se zabyvali ve své praci Q. Wang a D. Salvi [64].
Ve své studii zkoumali rovnéz stabilitu PAW pii skladovani. Ke generaci PAW byla pouzita
plazmova tryska pracujici za atmosférického tlaku. Vzdalenost mezi koncem plazmové trysky
a hladinou deionizované vody byla nastavena na 5 cm. Deionizovana voda byla oSetfovana
plazmatem po dobu 1, 2, 3, 5, 10 nebo 15 min. Po osetieni byla PAW okamzité pievedena
do centrifugacni zkumavky a ponechana pii pokojové teploté. Bakterialni kultura
byla péstovana pies noc pii 37 °C, aby bylo dosazeno stacionarni faze v tryptickém sojovém
médiu pro E. coli a Brain heart infusion médiu pro L. innocua. Kultury byly pfed pouzitim
dvakrat centrifugovany, promyty a resuspendovany v deionizované vod¢, aby byla ziskéna
pocatedni bakterialni koncentrace pfiblizné 108 CFU-ml™. Bakterie v planktonickém stavu
byly ptidany do centrifuga¢ni zkumavky obsahujici PAW tak, aby bylo dosazeno koncentrace
piiblizné 106 CFU-mI~%. Smés byla inkubovana pi¥i pokojové teploté po dobu 2 nebo 5 minut.
Po kazdé inkubaci byla suspenze E. coli nebo L. innocua sériové zfedéna v deionizované vodé
a nanesena na trypticky sojovy agar. Ubytek bakterii v log CFU-mI™ byl stanoven odeétenim
bakterialnich populaci, které piezily oSetieni plazmatem od bakterialni populace kontrolnich
vzorkl. Pro vyhodnoceni podminek skladovani byla PAW aktivovana plazmatem po dobu
15 minut (PAW31s) a byla nasledné skladovana pii pokojové teploté (22 °C) nebo v chladnicce
(4 °C). Nasledné doslo k analyze fyzikalné-chemickych vlastnosti a inaktiva¢ni ucinnosti
proti E. coli a L. innocua. Doba skladovani pifi obou teplotach byla az 48 hodin.
Vysledky ukazaly, ze G€innost PAW se zvysila prodlouzenim doby aktivace deionizované
vody plazmovou tryskou pro ptipravu PAW nebo prodlouzenim inkuba¢ni doby bakterii
v PAW. PAW aktivovana plazmovou tryskou po dobu 5 minut zredukovala E. coli o vice
nez 10° CFU-mlIt a L. innocua o 10'® CFU-ml?, zatimco PAW aktivovana plazmovou
tryskou po dobu 15 minut zredukovala E. coli o vice nez 10° CFU-ml! a L. innocua
0 10°° CFU-ml%. PAW tedy prokazala vyssi inaktivaéni Gi¢innost proti gramnegativni E. coli
nez grampozitivni L. innocua, coz naznacuje, Zze grampozitivni bakterie by mohly
byt odolné;jsi viici oSetieni PAW. Nejvyssi ucinnost inaktivace vykazovala Cerstvé vyrobena
PAW, zatimco PAW skladovana v chladnicce a PAW skladovand pii pokojové teploté
vykazovaly G¢innost inaktivace pravdépodobné vlivem degradace reaktivnich latek.
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Dalsi vyzkum, ktery byl zaméfen na inaktivaéni U¢inky PAW na grampozitivni
a gramnegativni  bakterie v planktonnim stavu, provedli Y. Zhao a spol. [65].
Jako reprezentativni bakterialni druhy byly vybrany grampozitivni Listeria innocua
a Staphylococcus aureus a gramnegativni Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas fluorescens a Shewanella putrefaciens. Bakterie byly naneseny na trypticky
sojovy agar a inkubovany po dobu 24 hodin, aby byly ziskany izolované kolonie. PAW byla
generovana pomoci studené plazmové trysky pracujiciho za atmosférického tlaku pii 15, 22
a 30 kV po dobu 5 minut. Thned po generaci byla kazda bakterialni suspenze naockovana
do PAW a byly méteny pocty zivotaschopnych bun¢k pii riznych dobach expozice (0,5, 1, 3,
5 a 24 h) behem skladovani pii 4 °C, aby se stanovila U€innost inaktivace. Nasledn¢ byly
provedeny  snimky  bakterii pomoci skenovaciho  elektronového  mikroskopu,
aby se prozkoumaly strukturni zmény na buikach studovanych bakterii. Taktéz byly
stanovovany fyzikalné chemické vlastnosti PAW, vcetné pH, vodivosti, ORP a koncentrace
chemicky aktivnich latek H2O2, NO>™ a NO3™. Vysledky ukazaly, Ze Gi¢innost inaktivace byla
v pozitivni korelaci s napétim a dobou expozice. Gramnegativni bakterie byly k PAW
citlivéjsi nez grampozitivni bakterie. Mezi dvéma zkoumanymi grampozitivnimi bakteriemi
vykazoval S. aureus mnohem vétsi odolnost vii¢i PAW nez L. innocua. Taktéz bylo zjisténo,
7e rizné reakce mohou zaleZet rovnéZ na tvaru bakterii. VSechny Ctyfi gramnegativni bakterie
mély tvar ty¢inky s podobnou velikosti kolem 2 um. Nicméné¢ S. putrefaciens a P. fluorescens
byly vyznamné néachylnéjsi k PAW, coz ukazuje, Ze na G¢innost inaktivace maji vliv 1 jiné
faktory, jako je naptiklad povaha bunétné membrany. U kontrolnich vzorkii bez oSetieni
PAW byly pozorovany hladké bakterialni povrchy, zatimco po oSetieni PAW byly
pozorovany u vSech bakterialnich vzorki rizné typy morfologického poskozeni, vcetné
drsného povrchu, smr$téni nebo dér v bunce. Po oSetfeni plazmatem doslo u PAW K jejimu
vyznamnému okyseleni, vodivost a ORP byly vyznamn¢ zvySeny a obsah chemicky aktivnich
latek a radikala byl detekovatelny po 48 hodinach.

3.2 Aplikace PAW v zemédélstvi

Nizka kli¢ivost semen mnoha rostlin je obvykle zptsobena piitomnosti mikroorganismu a hub
na povrchu semen. Tento problém muze byt také zpiisoben nespravnym zptisobem hnojeni
a zavlazovani. Z téchto divoda se do poptedi jako doplnék k tradi¢nim metodam pro podporu
rastu rostlin a snizeni patogenni ¢i chemické kontaminace semen dostava plazmatem
aktivovana voda. Pfi generaci PAW dochazi ke vzniku reaktivnich forem kysliku a dusiku,
které mohou mit délezitou roli v obrannych reakcich rostlin. U¢inek PAW na kli¢eni semen
zavisi na mnoha faktorech, jako jsou druh rostliny, doba aplikace, typ vyboje, typ plazmového
oSetieni, chemické slozeni oSetfované vody, experimentalni podminky atd. V dnes$ni dobé
se k hubeni rostlinnych bakterialnich patogenti vyuziva preventivnich oSetfeni na bazi
sloucenin médi nebo antibiotik. PAW by tedy mohla pfedstavovat inovativni a alternativni
nastroj pro kontrolu rostlinnych chorob zptisobenych bakteriemi a jinymi fytopatogeny [66].
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L. Sivachandiranab a A. Khacef [66] studovali ve své praci vliv PAW generované pomoci
dielektrického bariérového vyboje (DBD) na zlepseni kliceni a ristu semen rajcat (Solanum
lycopersicum), paprik (Capsicum annum) a fedkvi¢ek (Raphanus sativus). K vyzkumu byly
pouzity reaktory s dvojitou dielektrickou bariérou ve dvou riznych konfiguracich,
pro osetfeni vody a oSetieni semen. Jednalo se o valcovy dvojity DBD reaktor (Cyl-DBD),
ktery byl pouzit pro vyrobu PAW, kdy deionizovana voda (DW) byla vystavena ptsobeni
plazmatu po dobu 15 minut (PAW1s) a 30 minut (PAWS30). Dale se jednalo o deskovy dvojity
DBD reaktor (PtP-DBD), ktery byl specialn¢ pouzit pro osSetfovani Semen plazmatem,
kdy vzorky celkem 35semen byly po 5 az 10 semenech umistény na Petriho misky
obsahujicich vrstvy baviny a doslo k rozd€leni do tfi skupin: semena oSetfovana plazmatem
10 a 20 minut (P10 a P2o) a kontrola. Ptipravené vzorky byly zalévany 1 ml kohoutkové vody
(TW), PAW15 a PAWS3 v intervalu 24 hodin a umistény do tmavé komory pii teploté 22 °C.
Rychlost kli¢eni byla sledovana béhem 3 az 6 dnl v zavislosti na druhu semen. Pro studie
rustu rostlin byla kontrolni a oSetfend semena zasazena do kvétina¢l obsahujicich 30 g
pudniho substratu (kokosové vlakno, TRUFFAUT). Kazdy den bylo do kultiva¢ni pudy
dodavano 5 ml vody (TW, PAW1s a PAW3p). Rostliny byly péstovany na svétle, v izolované
mistnosti pti teploté 22 °C. Plynné latky na vystupu z obou plazmovych reaktori byly
analyzovany online a kvantifikovany pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci. Byly stanovovany fyzikdlné-chemické vlastnosti, jako je pH a elektricka
vodivost u TW, DW, PAWis a PAW3. Taktéz byla stanovovana koncentrace dusitant,
dusi¢nanli, peroxidu vodiku a koncentrace ozonu. Vysledky ukazaly, ze PAW zvysila
kli¢ivost semen fedkvicky o 80 % a zlepsila rist sazenic ve srovnani s TW. Pozitivni G¢inek
na rust byl pozorovan mezi plazmatem oSetfenymi suchymi semeny rajcat a paprik, které byly
zalévany PAW ve srovnani s neoSetienymi semeny za podobnych experimentalnich
podminek. Plazmové vyboje na mokrych semenech vSak vyrazné¢ modifikovaly povrch semen
a vykazovaly negativni vliv na proces kliceni semen. Bylo pozorovano, ze doba oSetieni
semen plazmatem a doba osetfeni PAW musi byt optimalizovana pro kazdy typ semen zvlast’.

S. Zhang a spol. [67] zkoumali vliv plazmatem aktivované vody (kohoutkové
a demineralizované) a hnojiv na rychlost kliceni a rychlost prodluzovani stonkti Cocky.
Bylo pouzito komeréné dostupné kapalné hnojivo od spolenosti  Truffaut©,
uréené pro pokojové rostliny a pouzivané podle doporuceni dodavatele. Pro aktivaci vody
a kapalného hnojiva byla pouzita plazmova tryska za atmosférického tlaku (APPJ).
Po aktivaci byly kapaliny okamzité aplikovany na semena nebo sazenice. Do 6 zkumavek
bylo vloZzeno 20 semen cocky a ty byly zalévany postupné plazmatem aktivovanou
kohoutkovou vodou, demineralizovanou vodou a tekutym hnojivem a ke vS§em vzorkim byly
vytvofeny kontrolni, plazmatem neoSetfené, vzorky. Semena byla denné zalévana fizenymi
objemy kapaliny tak, Ze ve dnech 1a 2 se dokazdé zkumavky ptidalo 10 ml kapaliny,
aby byla vSechna semena ponofena a nasledujici den doSlo k odstranéni této kapaliny.
Poté byl do kazdé zkumavky ptidavan 1 ml kapaliny za den, aniz by byla kapalina nasledujici
den odstranéna. Experiment byl provadén pii teploté 22,5 °C. Osvétleni bylo zajisténo
okolnim svétlem a zesileno po dobu 6 hodin denné¢ pomoci zahradnického LED panelu.
V prib¢hu experimentu byla také stanovovdna koncentrace dusi¢nani a peroxidu vodiku
Vv jednotlivych vzorcich.
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Vyzkumem bylo zjisténo, Ze u kontrolnich vzorkli ma komeréni hnojivo posilujici G¢inek
v ranych fazich ristu sazenic, ale po Case se rychlost ristu vyrovna s rychlosti riistu sazenic
zalévanych kohoutkovou vodou. Sazenice zalévané plazmatem aktivovanou kohoutkovou
vodou vykazovaly béhem ranych fazi sazenic (6.—8. den) vysoky nartst a 15. den dosahovaly
hodnoty az 90 mm, tj. hodnoty nejméné Ctytikrat vyssi, nez bylo dosazeno pii pouziti
kohoutkové vody nebo tekutého hnojiva u kontrolnich vzorkd. V tomto vzorku byly pfitomny
dusi¢nany v koncentracich az 500 mM a peroxid vodiku v koncentraci 150 mM. U sazenic
zalévanych plazmatem aktivovanym hnojivem byl pozorovan razantni nardst v ranych
stadiich, ale pozd¢&ji mél tento vzestup tendenci se zpomalovat, pficemz rust Se zastavil
na hodnot¢ 90 mm, tedy blizko hodnoté ziskané s pouzitim plazmatem aktivované
kohoutkové vody. U wvzorkti s demineralizovanou vodou, at uz u kontrolnich vzorku
¢i u vzorka aktivovanych plazmatem bylo 15. den dosazeno rychlosti rustu ptiblizné 25 mm.
Kohoutkova voda a kapalna hnojiva vykazuji podobné trendy, kli¢ivost je v obou ptipadech
niz§i nez 40 %, pricemz pokud jsou stejné tekutiny aktivovany plazmatem, tak dochazi
k naristu klicivosti az témé& na 80 %. Piekvapivé tento trend neni pozorovan
u demineralizované vody, kde se dle ziskanych vysledku aktivace plazmatem dokonce snizila
miru kliceni ze 71 % na 54 %.

Utinky oSetfeni plazmatem aktivovanou vodou ve vztahu k nékolika morfologickym,
fyziologickym a biochemickym parametrim a také vynosu Lactuca sativa L. péstovaného
ve dvou riiznych objemech kvétinace (400 nebo 3 200 cm®) ve své studii zkoumali V. Stoleru
a spol. [68]. PAW byla aplikovana ve dvou koncentracich (1,5 a 3,0 mg- It NO3).
PAW byla v tomto experimentu generovana pomoci plazmového reaktoru. Technicka funkce
tohoto reaktoru spocivala v piimé expozici upravované vody elektrickému vyboji v plazmové
zon¢é. Semena klic¢ila za kontrolovanych podminek v ristové komote rostlin pfi teploté 20 °C,
80% relativni vlhkosti a intenzité osvétleni 1500 IX. Semena byla rozdélena do tiéi skupin:
kontrolni (zalévana destilovanou vodou), PAW | a PAW Il. Vysledky ukazaly, Ze oSetfeni
plazmatem  nevedlo  Kkvyznamnym  rozdilim v  rychlosti  kli¢eni  semen.
Rozdily mezi oSetfenymi a neoSetfenymi semeny byly mensi nez 1%. Pozitivni ucinky
oSetfeni byly zaznamenany na délce kofinki a hypokotyld salatu pii koncentraci
1,5mg/L NO3~ (PAW I). Taktéz byl vyrazné zvySen obsah chlorofylu pii koncentraci
3,0 mg/L NOs~ (PAW I1). U hmotnosti kofene, délky a Siiky listd nebyly zaznamenany zadné
vyznamné rozdily mezi oSetfenymi a neoSetfenymi rostlinami. Hmotnost suSiny byla
vyznamné vysSi u salatu oSetteného PAW | a Il péstovaného ve velkoobjemovych kvétinacich
57 dntli po presazeni a V maloobjemovych kvétind¢ich 64 dnl po presazeni. Obsah dusitanti
Vv salatu péstovaném ve velkych kvétinac¢ich byl niz8i nez v salatu péstovaném v malych
kvétinacich, a to bez ohledu na osetieni PAW. Naopak obsah dusi¢nant byl vyssi u salatu
pestovaného ve velkych kvétinacich (az 36,4 mg KNOz/g suSiny) ve srovndni s malymi
kvétinaci (pod 0,3 mg KNOz/g susiny).
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Ve vyzkumu, ktery provedli A. Bertaccini a spol. [69] byly rostliny rajcat a vinné révy
oSetfovany plazmatem aktivovanou vodou, aby se vyhodnotila jeji ucinnost
jako alternativniho prostfedku pro kontrolu chorob rostlin. Rostliny rajéat byly péstovany
ve skleniku a byly experimentalné naockované fytopatogenem Xanthomonas vesicatoria,
tedy bakterii, ktera zplsobuje bakterialni skvrnitost listi na paprikach a rajcatech.
Rostliny révy vinné byly péstovany ve vinicich a infikované fytoplazmou, tedy bakterii,
ktera je obligatnim parazitem ve vodivém pletivu rostlin. Plazmatem aktivovana voda byla
vyrobena pomoci dielektrického bariérového vyboje za atmosférického tlaku a aktivace trvala
po dobu 10 minut. Antimikrobialni aktivita PAW in vitro byla testovana pomoci difuzni
a diluéni metody. Pfidifizni metodé bylo pouzZito LB Zivné meédium, na které byla
naockovana bakterialni suspenze (piiblizné 10° CFU-mlY). Na disk s antibiogramem bylo
nasledné pfeneseno malé mnozstvi PAW. Vzorky byly poté inkubovany po dobu 24 hodin
pfi teploté 27 °C. Antibakterialni G¢inek byl vyhodnocen pomoci méfeni inhibi¢ni oblasti
atento test byl opakovan 3x. Pfi dilucni metod€¢ byla na LB zivné médium naockovana
bakteridlni suspenze (pfiblizné 108 CFU-mlY), k této suspenzi byla piidana PAW a nasledné
probihala inkubace pfi teploté 25 °C po dobu 24 hodin pti 80 ot-min v rota¢nim inkubatoru.
Bakterialni populace kazdé zkumavky byla vyhodnocena po 24 hodinach inkubace odebranim
1 ml LB média. Kazdy vzorek byl desetkrat ziedén, nanesen a inkubovan pii 27 °C po dobu
48 h. Test byl opét opakovan 3x. Rostliny rajéat Moneymaker a VF 10 byly péstovany
jednotlivé v kvétinaich. Nasledné byly rostliny vyjmuty z kvétinact a kofenovy aparat byl
ponoien na 10 minut do PAW, deionizované vody, ktera slouzila jako kontrola, a acibenzolar-
S-methylu, ktery slouzil jako induktor rezistence. Inokulace byla provedena postiikem
patogenu ve vodné suspenzi na povrchy listti. Rostliny rajcat byly poté pies noc uzavieny
V polyethylenovych saccich. Hodnoceni miry infekce se provadélo na 4 az 6 listech/rostlinu
po uplynuti doby 21 dni od experimentalni inokulace. OSetfeni révy vinné pomoci PAW
bylo provedeno na vybranych symptomatickych a asymptomatickych rostlinach, které byly
piredtim analyzovany na pfitomnost fytoplazmy pomoci vnofenych testt PCR/RFLP.
Experimenty byly provedeny vstfiknutim plazmatem aktivované nebo destilované vody
do kazdé vybrané fytoplazmou infikované nebo fytoplazmou prosté rostliny révy vinné.
Zbyvajici rostliny vinice byly pouzity jako neoSetiena kontrola k ovéfeni pfirozeného chovani
choroby. K vstiikovani kapalin do cévni tkané rostliny byly pouzity specialné upravené
injekéni stiikacky. Vysledky ukazaly, ze PAW nevykazovala antimikrobidlni aktivitu
proti Xanthomonas vesicatoria ani v difuznich ani v dilu¢nich testech in vitro. Tento vysledek
mohl byt ovlivnén ¢asovym zpozdénim (30 min), které zpusobilo, Zze voda v okamziku
aplikace jiz neobsahovala zadné dusitany. Z vysledku in planta vyplyva, ze oSetfeni PAW
vyznamné snizilo pocet listovych skvrn zptsobenych bakterii Xanthomonas vesicatoria
Vv rostlinach rajc¢at Moneymaker a VF 10. U rostlin vinné révy v relevantnim poctu piipada
vykazovaly infikované rostliny oSetiené PAW snizeni symptomii a zvySeni produkce,
zatimco rostliny oSetfené destilovanou vodou a neoSetiené rostliny nevykazovaly zadné
snizeni symptomi. PCR/RFLP analyzy provedené na listech rostlin oSettenych PAW ukézaly
snizeni fytoplasmou napadenych rostlin (62 %), které bylo pozorovano zaroven U rostlin
oSetienych destilovanou vodou (33 %). U rostlin neinfikovanych fytoplazmou osetienych
PAW nebyla pozorovana zadna fytotoxicita.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

4.2

Pouzité chemikalie

dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., PENTA s.r.o., CAS 7778-77-0;

siran hotecnaty heptahydrat p.a., PENTA s.r.0., CAS 10034-99-8;

siran draselny Cisty, PENTA s.r.o., CAS 7778-80-5;

chlorid sodny p.a., PENTA s.r.0., CAS 7647-14-5;

uhli¢itan vapenaty srazeny p.a., PENTA s.r.0., CAS 471-34-1,;

agar, danish, Carl Roth GmbH + Co. KG, CAS 9002-18-0;

D-mannitol; PENTA s.r.o., CAS 69-65-8;

MQuent Nitrite Test 0,8 — 1,0 mg:1"' NO;™;

MColortest Nitrate Test 10 — 150 mg- 11 NOs~;

titanové Cinidlo, Sigma-Aldrich, CAS 123334-00-9;

peroxid vodiku 30% p.a., PENTA s.r.o., CAS 7722-84-1

destilovana voda, Laboratot plazmovych procest FCH VUT;

kyselina chlorovodikova 35% p.a, Lach-Ner, s.r.o., CAS 7647-01-0;
2,3,5-Triphenyltetrazolium chlorid, Carl Roth GmbH + Co. KG, CAS 298-96-4,
¢istota >98 %;

Aceton, PENTA s.r.0., CAS 67-64-1;

1,3,5-Triphenyltetrazolium formazan, Sigma-Aldrich, CAS 531-52-2,

¢istota >90 %:;

tris(hydroxymethyl)aminomethan, PENTA s.r.0., CAS 77-86-1, ¢istota 99 %.

Pouzité pristroje

CyberScan PC6500 pH metr s elektrodou, Eutech Instruments;

UV/VIS spektrometr Unicam Helios Omega;

reaktor budici DBD nad vodni hladinou, Laboratoi plazmovych procestt FCH VUT;
audiofrekvencni generator, LIFETECH s.r.o.;

spinaci hodiny VIPONEL;

analytické vahy SCALTEC SBC 41, Denver Instument GmbH;

ViparSpectra LED péstebni svétlo.
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4.3 Priprava nadobového pokusu

Hlavnim pfedmétem daného vyzkumu byly nadobové pokusy s modelovou
rostlinou — Lactuca sativa (hlavkovy salat). Vzorek pudy pro tento experiment byl odebran
z lokality Pohotelice v okrese Brno venkov (viz Obrazek 8). Podle padni mapy [70]
bylo zjisténo, ze odebranym vzorkem pudy je Cernozem modalni. Tento pudni typ vznika
na nezpevnénych karbonatovych substratech, predev§im na sprasich a v hlubSich castech
tohoto ptidniho subtypu byva ptitomen kalcicky horizont.
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Obrazek 8: Lokalita odbéru pudy (49°0054,0” N, 16°35%56,4"E)

Odebrand puda byla sterilizovana v autoklavu a proseta pies 2 mm sito. Navazka 1200 g
proseté¢ pudy byla nasypdna do kvétinach. Celkem bylo plidou naplnéno 12 kvétindch
(13x13x13 cm). Soubézné bylo do Petriho misky vylozené filtraénim papirem nalito 15 ml
kohoutkové vody. Na filtracni papir bylo naskladano 20 semen hlavkového saladtu a semena
byla prekryta druhym filtraénim papirem. Takto pfipravend semena byla ponechana ke kliceni
po dobu 5 dni na tmavém misté. Vykli¢end semena byla poté zasazena do kvéEtinacu.
Kvétinace byly rozdéleny do 4 skupin po 3 kvétinac¢ich podle ptislusné zalivky.
Kazdy kvétina¢ byl prolit 200 ml piislusné zalivky, kterou predstavovala plazmatem
aktivovana voda vyrobena pomoci dielektrického bariérového vyboje za stfidavého proudu
sdobou pusobeni vyboje 2 minuty (PAW2), 5 minut (PAWs) a 10 minut (PAWio)
a destilovand voda (DW). Kvétinace byly umistény do growboxu, kde byly skladovéany
za neustalého ptistupu umélého svétla, nastaveného do rezimu vegetation.
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Prvnim zalitim kvétinach doSlo k zahdjeni experimentu, ktery trval 90 dni. Béhem téchto
90 dni dochazelo k postupné optimalizaci mnozstvi zalivek dle vegetacniho stadia rostlin.
Taktéz dochazelo k pravidelné fyzikalné-chemické analyze zalivek. Spektrofotometricky byly
stanovovany koncentrace peroxidu vodiku, dusitanovych a dusi¢nanovych iontd a taktéz
bylo méfeno pH a vodivost zalivek.

4.4 Priprava PAW

Plazmatem aktivovand voda byla pro potieby experimentu piipravovana pomoci
dielektrického bariérového vyboje s kapalnou elektrodou. Tento systém pro vyrobu PAW byl
vyroben v laboratofi plazmovych procest na Fakult¢ chemické VUT v Brné.
Soucasti systému zobrazeného na Obrazku 9 je Petriho miska (pramér 90 mm a objem 75 ml),
na jejiz dno je z vn&jsi strany nanesena grafitova elektroda (pramér 50 mm).

Viko reaktoru je vyhotoveno zkorundové keramiky (102x102mm?) a z vné&jsi strany
je ve sttedu napafena stiibrna elektroda (primér 50 mm). Obé¢ elektrody jsou piipojeny
k audiofrekvenénimu generatoru (frekvence 11 Hz a napéti 16 kV) vyrobenému na zakazku.
Z elektrické sité je dodavana celkova energie (36+2) W. Posledni Casti systému pro piipravu
PAW jsou spinaci hodiny, které jsou potiebné k zajisténi presného Casu osetieni kapaliny.
PAW byla ptipravovana nalitim 75 ml destilované vody do Petriho misky, ktera byla nasledné
piikryta horni ¢asti reaktoru s elektrodou, a poté byl zapnut generator. Elektricky vyboj hoiel
za atmosférického tlaku mezi korundovou keramikou a povrchem vody v Petriho misce,
piicemz byl po kazdych patnacti sekundach pterusovan, aby doslo k zabranéni nadbytecné
tvorby ozonu a NOx. Pro ucely prace byla ptipravena PAW s dobou trvani vyboje 2, 5
a 10 minut.

Obrdazek 9: Systém pro pripravu PAW: (1) vysokofrekvencni zdroj napéti, (2) DBD reaktor, (3)
spinact hodiny
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4.5 Fyzikalni a chemicka charakterizace PAW

Ihned po pfipravé plazmatem aktivované vody byly stanoveny jeji fyzikélné-chemické
vlastnosti. Soucasti charakterizace bylo méfeni pH a vodivosti pfipraveného roztoku.
Dale byla spektrofotometricky stanovovdna koncentrace peroxidu vodiku, dusitant
a dusic¢nanti.

45.1 Spektrofotometrické stanoveni dusitant

Nejprve bylo tieba ptipravit kalibra¢ni kiivku. Za timto ucelem byla ptipravena koncentracni
fada roztokti NO2~ Vrozmezi koncentraci 0,05-1 mg:It. Na analytickych vahach bylo
navazeno mnozstvi 0,1500 mg NaNO,. Tato navazka byla kvantitativné prevedena
do odmérné banky a doplnéna na objem 1000 ml destilovanou vodou. Z tohoto zasobniho
roztoku byly dal$im fedénim destilovanou vodou pfipraveny roztoky NOz~ 0 poZzadované
koncentraci podle Tabulky 1. K vytvofenym roztokim byla ve zkumavkach ptidana jedna
odmérka komercniho c¢inidla (MQuent Nitrite Test) aroztok byl ve zkumavce dukladné
protfepan. U kalibra¢ni fady roztokit NO2~ bylo pozorovdno charakteristické purpurové
zbarveni viditelné na Obrazku 10. Hodnoty absorbance koncentra¢ni fady roztoku byly
meéifeny spektrofotometricky pii vinové délce 543 nm, kterd odpovidé absorpénimu maximu
dusitani. Referencnim vzorkem byla destilovana voda. Pro jednotlivé roztoky byly odectené
hodnoty absorbanci vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci roztokt.

Tabulka 1. Kalibracni Fada roztokit NO,~

¢(NO2") [mg1] V [ml]
0,05 0,025
0,10 0,050
0,15 0,075
0,20 0,100
0,25 0,125
0,50 0,250
0,75 0,375
1,00 0,500
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Obrdzek 10: Kalibracni roztoky NO,™V rozmezi koncentraci 0,05-1 mg-1™

4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nani

Pro stanoveni kalibra¢ni kfivky dusi¢nanti byla ptipravena koncentracni fada roztokd NOsz~
v rozmezi koncentraci 10-100 mg-l"t. Na analytickych vahiach bylo navdZeno mnoZstvi
0,1600 mg KNOs3 a tato navazka byla kvantitativné pievedena odmérné banky a doplnéna
destilovanou vodou na objem 1000 ml. Ze zasobniho roztoku byly podle Tabulky 2 fedénim
destilovanou vodou vytvofeny roztoky NOs~ o rlznych koncentracich. Roztoky byly
smichany ve zkumavkach se dvéma odmérkami komeréniho ¢inidla (MColortest Nitrate Test)
a dukladné protfepany. Vznikld koncentra¢ni fada roztokl se zbarvila do charakteristické
slabé hnédé barvy. Dusicnanové ionty byly nasledné stanovovany pomoci UV-VIS
spektroskopie. Referen¢nim vzorkem byla destilovana voda a méteni probihalo pii vinové
délce 380 nm. Pro jednotlivé koncentrace vzorki byly odecCteny hodnoty absorbanci,
které byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci.

Tabulka 2. Kalibracni Fada roztokii NOs™

¢(NOs") [mg1™] V [mi]
10,0 5,00
12,5 6,25
25,0 12,50
37,5 18,75
50,0 25,00
75,0 37,50
100,0 50,00

41



4.5.3 Spektrofotometrické stanoveni peroxidu vodiku

Nejprve bylo potieba ptipravit koncentracni fadu roztoki peroxidu vodiku v destilované vodé
v rozmezi koncentraci 0-2,5 mmol-I"t. K tomuto téelu byl pouzit 30% H20, 0 hustots
1,11 g-em™ a molarni hmotnosti 34,01 g'mol™. Zasobni roztok byl piipraven nafedénim
0,5 ml peroxidu vodiku destilovanou vodou. Nasledné byly ze zasobniho roztoku ptipraveny
roztoky peroxidu vodiku o rtznych koncentracich fedénim destilovanou vodou podle
Tabulky 3. Tyto roztoky byly poté smichany ve zkumavkach s titanovym ¢inidlem v poméru
2 ml roztoku ku 1 ml titanového ¢inidla. U kalibra¢ni fady roztoki H2O2 bylo pozorovano
charakteristické zluté¢ zbarveni viditelné na Obrazku 11. Absorbance piipravenych roztoka
byla prométena spektrofotometricky pii vinové délce 407 nm proti referenénimu vzorku,
kterym byla destilovand voda s titanovym cinidlem. Pro jednotlivé roztoky byly odecteny
hodnoty absorbanci, které byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci roztokd.

Tabulka 3. Kalibracni Fada roztokii H,O-

c(H20,) [mmol-I-4] V [ml]
0,25 0,26
0,50 0,51
0,75 0,77
1,00 1,02
1,25 1,28
1,50 1,53
1,75 1,79
2,00 2,04
2,25 2.30
2,50 2,55

Obrdzek 11: Kalibracni roztoky peroxidu vodiku v rozmezi koncentraci 0-2,5 mmol-17
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4.6 Stanoveni pidni enzymatické aktivity

Ke zjisténi celkové pidni mikrobidlni aktivity bylo provadéno stanoveni aktivity enzymu
dehydrogenazy v odebranych pidnich vzorcich podle normy 1SO 23753-1 [71].

4.6.1 Spektrofotometrické stanoveni 1,3,5-Triphenyltetrazolium formazanu (TPF)

Priiprava roztoku kyseliny chlorovodikové

K ptipravé 1M roztoku HCI byla pouzita kyselina chlorovodikova 35%. Do 50 ml odmérné
banky bylo napipetovano 4,3 ml 35% HCI a objem baiiky byl doplnén destilovanou vodou.
Takto pfipraveny roztok byl nasledné piipraven k pouziti pro tpravu pH tris pufrového
roztoku.

Priiprava tris pufrového roztoku

Navazka 12,112 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla rozpusténa v 600 ml destilované
vody. Pomoci 1M kyseliny chlorovodikové bylo upraveno pH roztoku podle hodnoty pH
pudy dle Tabulky 4 na vyslednou hodnotu pH 7,4. Nasledné byl roztok v odmérné bance
doplnén po rysku destilovanou vodou na objem 1000 ml.

Tabulka 4: Uprava pH tris pufru

pH pidy pH roztoku
<6 7,8
67 7,6
>7 7.4

Piiprava roztoku 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloridu (TTC)

Cilem bylo pfipravit 1% roztok TTC. Koncentrace vysledného roztoku byla stanovena podle
Tabulky 5, ktera uvadi zavislost koncentrace roztoku na kvalité pady (tj. obsah humusu a jilu
v pud¢). K ptipravé roztoku byla navazka 2,018 g TTC rozpusténa ve 200 ml diive
piipraveného tris pufru.

Tabulka 5: Zadvislost koncentrace roztoku TTC na kvalité piidy

Kvalita pidy Koncentrace roztoku TTC
Piscita, mirné humicka ptida 0,1-0,5%
Hlinita, humicka puda 0,1-1%
Jilovita, huminova piida 1-2%

Piiprava kalibracnich roztoku TPF

Ke stanoveni kalibra¢nich roztok@i TPF v rozmezi koncentraci 0—-33 ug-ml-! bylo nejprve
potieba piipravit zdsobni roztok. Navazka 1,0118 g TPF o molarni hmotnosti 300,36 g-mol~*
byla kvantitativné pfevedena do 100 ml odméré banky, kterd byla doplnéna po rysku
acetonem. Z tohoto zasobniho roztoku byl poté pfipraven pracovni roztok TPF. Do 100 ml
odmérné banky byl napipetovan 1 ml zasobniho roztoku a opét byla baiika doplnéna acetonem
po rysku. Kalibraéni roztoky TPF byly pfipravovany z pracovniho roztoku fedénim
acetonem podle Tabulky 6.
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U kalibracni fady roztokit TPF bylo pozorovdno charakteristické rudé zbarveni viditelné
na Obrazku 12. Jelikoz na svétle dochazi k rozkladu TPF, bylo nutné uchovavat roztoky
po celou dobu pfipravy v tmavém prostiedi.

Tabulka 6. Kalibracni Fada roztokiit TPF

CTPE [pg-ml‘l] Vpracovm’ roztok [m I]
3,3 1,65
6,67 3,3
16,7 8,3
33 16,5

Obrdazek 12: Kalibracni roztoky TPF v rozmezi koncentraci 3,3-33 ug-ml?(foto bylo povizeno po
ukonceni méreni z ditvodu nestability roztokii na svetle)

Stanoveni DHA ve vzorcich pidy

Do 4 zkumavek byla prevedena navdzka 5 g pfirozené¢ vlhké pidy zjednoho kvétinace,
pficemz do tfi zkumavek bylo pfiddno 5 ml roztoku TTC a do posledni zkumavky
bylo pfidano 5 ml tris pufru, ktery slouzil jako slepy vzorek.

Tento postup byl opakovan pro vSechny kvétinace ¢ili celkem bylo timto zplsobem
ptipraveno 48 zkumavek. Tyto zkumavky byly pofadné protiepany a ponechany k inkubaci
podobu 16 hodin pfi pokojové teploté. Nasledné bylo do kazdé zkumavky piidano
25 ml acetonu. Takto piipravené vzorky byly ponechany ve tmé po dobu jedné hodiny,
nasledné byly vSechny zkumavky protfepany a opét ponechany po dobu jedné hodiny ve tmé.
Po uplynuti druhé hodiny doSlo opét k protfepani vzorkd a nasledovala jejich filtrace
ptes skladany filtr. Vzorky a jejich charakteristické zbarveni lze vidét na Obrazku 13.
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Ihned po filtraci byly vzorky méfeny na spektrofotometru pii vinové délce 485 nm
proti referenci acetonu. Aktivita dehydrogendzy v jednotkach pg-g~*-h-! byla stanovena
prostiednictvim rovnice (7) upravené dle Casida [34]:

__crpp-V-100
m-DM -t

, (7)

kde crer je koncentrace TPF odeétena z kalibracni kiivky v pgml™?, Vje celkovy objem
roztoku (TRIS/TTC + AcON) vml, m je pocateéni hmotnost vzorku pidy vg, DM
predstavuje vlhkost piidy v % a t dobu inkubace.

Obrazek 13: Charakteristické zbarveni roztokii po pridani acetonu (kvétinac ¢. ., zalivka PAW1o)

4.7 Stanoveni po¢tu dusik poutajicich mikroorganismii v pudé

Po uplynuti doby trvani experimentu byl stanovovan ptidni mikrobiom v odebranych vzorcich
pudy, konkrétné se zaméfenim na bakterie fixujici dusik (Rhizobium spp. a Azotobacter spp.).
Stanoveni pfitomnosti ptidnich mikroorganismil a jejich kvantifikace bylo provadéno pomoci
tzv. zied'ovaci metody [72] na zivné pudé specifické pro stanoveni dusikatych bakterii
(Ashbyho agar).

4.7.1 Priprava kultivaéniho média

Kizolaci druhti Azotobacter (Azotobacter nigricans ATCC 35009, Azotobacter vinelandii
ATCC 478) zpudy byl vybran Ashbyho mannitolovy agar. Médium obsahuje mannitol,
ktery tyto bakterie vyuZzivaji jako zdroj uhliku. Piiprava tohoto média se fidila Tabulkou 7,
kde je uveden obsah potifebnych chemikalii na vyrobu 1000 ml média. Pro lepsi viditelnost N-
bakterii bylo do kultivatniho média pfiddno pfirodni cervené potravindiské barvivo.
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Hodnota pH piipraveného média byla 7,4. Sterilizace nasledné probéhla v tlakovém hrnci
pfi teploté 121 °C po dobu 30 minut. Sterilizované médium bylo nalito po 10 ml do Petriho
misek a ponechano ke ztuhnuti.

Tabulka 7. Slozeni Ashbyho mannitolového agaru

Chemikalie Obsah [g+1"]
Mannitol 20,0
Dihydrogenfosforecnan draselny 0,2
Siran hotecnaty 0,2
Chlorid sodny 0,2
Siran draselny 0,1
Uhli¢itan vapenaty 5,0
Agar 15,0

4.7.2 Priprava suspenzi

5 g piudy zkazdého kvétindCe bylo smichano v reagencni lahvi se 45 ml sterilni vody.
Celkem bylo takto vytvoieno 12 suspenzi: DW (L., IL., I11.), PAW: (I, I1., 111.), PAW5 (1., 11.,
I11.), PAW1o (I., I, III.). Reagen¢ni lahve se suspenzemi byly ponechany na tfepacce po dobu
60 minut a po uplynuti této doby byly ponechany 30 minut k sedimentaci. Z dtvodu
nevyhodnotitelnych vysledkti byl nésledujici tyden experiment opakovan s tim rozdilem,
ze reagencni lahve se suspenzemi byly na tfepacce ponechany ke kultivaci po dobu 7 dni.

4.7.3 Redéni a ockovani suspenzi

Ze zakladnich suspenzi byla pfipravena fada desetinasobnych fedéni postupnym pipetovanim
100 pl suspenze do pfipravenych zkumavek s 4900 pl sterilni destilované vody. Redici fada
byla piipravena do &tvrtého fedéni (1-107%, 1-1072, 1-10-% (2x), 1:10%). Do sterilnich Petriho
misek vylitych kultivaénim médiem bylo ockovano 100 ul z kazdého fedéni. Po naockovani
byly Petriho misky ulozeny ke kultivaci do termostatu pii teploté 28 °C po dobu 5 dni.
Vsechny Petriho misky byly po 5 dnech nafoceny a ru¢né byly spocitany vyrostlé bakterialni
kolonie.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace PAW

Jednim z ukolli praktické Casti této diplomové prace bylo zkoumat vliv PAW pripravené
pomoci dielektrického bariérového vyboje na puidni enzymatickou aktivitu v souvislosti
s obsahem chemicky aktivnich latek s dlouhou dobou zivota, tzv. long life species,
které vznikaji pti jeji pripravé. Pro tyto ucely bylo potieba provést fyzikalné-chemickou
charakterizaci vybranych vlastnosti ptipravené PAW, diky niz jsou poskytnuty dulezité
informace o vlastnostech PAW, které jsou zasadni pro jeji spravné pouziti a G¢innost
Vv riznych aplikacich.

Diilezitym krokem pro zajisténi piesnosti a spolehlivosti analyzy bylo sestrojeni kalibra¢nich
kiivek pro stanoveni dusitanli, dusi¢nanti a peroxidu vodiku. Postup pro sestrojeni
kalibra¢nich ktivek je popsan v kapitole 4.5. Kalibra¢ni roztoky dusitanovych ionti byly
méfeny pomoci spektrofotometru pii vinové délce A =543 nm, jez odpovidd absorpénimu
maximu dusitanli. Referenénim vzorkem byla destilovana voda a k métfeni byla pouzita
plastovda kyveta. K proméfeni kalibra¢nich roztokli dusi¢nanovych ionti byla
pouzita kfemenna kyveta. Referencnim vzorkem byla destilovana voda a méfeni probihalo
pfi vinové délce A =380 nm. V posledni tfadé byla méfena absorbance piipravenych
kalibra¢nich roztoki peroxidu vodiku pii vinové délce A = 407 nm proti referencnimu vzorku,
kterym byla destilovana voda s titanovym cinidlem. K méfeni byla pouzita plastova kyveta.

Po prométeni vSech kalibrac¢nich roztokt byly ziskané hodnoty absorbanci vyneseny do grafti
v zavislosti na koncentraci kalibra¢nich roztoku. Ze sestrojenych kalibracnich kiivek,
zobrazenych na Obrazcich 14, 15, 16 byly ziskdny rovnice pro stanoveni koncentrace
aktivnich latek v roztocich, které maji tvar:

A=09311"cyo,- (8)

kde A predstavuje absorbanci roztoku a ¢ koncentraci NO2~ ve vzorku v mg-1™,

A=0,0196" cyo,- 9)

kde A predstavuje absorbanci roztoku a ¢ koncentraci NOz~ve vzorku v mg-1™,

A = 0,4560 * CHZOZ (10)

kde A piedstavuje absorbanci roztoku a ¢ koncentraci H2O2 ve vzorku v mmol-I™,
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Obrazek 14: Kalibracni kiivka NO2~
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Obrazek 15: Kalibracni kiivka NO3~™
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Obrazek 16: Kalibracni kiivka H>0-

Experiment za vyuziti nadobového pokusu s vybranou modelovou rostlinou Lactuca sativa
zapocal 3.10.2022. Od tohoto dne byly pravidelné zalévany kvétina¢e v growboxu
ptisluSnymi zalivkami (DW, PAW2, PAWs a PAW1o). Potfebny objem k zalévani kvétinach
byl postupné prizptisobovan vegeta¢nimu stadiu rostlin podle Tabulky 8.

Tabulka 8: Optimalizace mnozstvi zdlivky

szilivky [ml] Vzélivky [ml]

03.10.2022 100 18.11.2022 150
05.10.2022 100 21.11.2022 100
07.10.2022 150 23.11.2022 100
10.10.2022 100 25.11.2022 150
12.12.2022 100 28.11.2022 100
14.10.2022 150 30.11.2022 100
17.10.2022 100 02.12.2022 150
19.10.2022 100 05.12.2022 100
21.10.2022 150 07.12.2022 100
24.10.2022 100 09.12.2022 150
26.10.2022 100 12.12.2022 100
28.10.2022 150 14.12.2022 100
31.10.2022 100 16.12.2022 150
02.11.2022 100 19.12.2022 100
04.11.2022 150 21.12.2022 100
07.11.2022 100 23.12.2022 150
09.11.2022 100 27.12.2022 100
11.11.2022 150 29.12.2022 100
14.11.2022 100 02.01.2023 100
16.11.2022 100
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Analyza PAW probihala v pravidelnych intervalech (jednou za 7 dni) po celou dobu
experimentu. Charakterizace byla provadéna také pro srovnavaci vzorek, kterym byla
destilovana voda. Pomoci kalibra¢nich rovnic byly vypocitany hodnoty obsahu aktivnich latek
Vv pfipravenych zalivkach a tyto hodnoty byly kvuli lepSi pirehlednosti zprimérovany.
Koncentrace peroxidu vodiku byly pfevedeny na jednotky mg-1-t. Vysledky této analyzy jsou
uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Priimérny obsah aktivnich latek v zdlivkach pouzivanych v experimentu

Typ zalivky ¢ (H20,) [mg-1'] ¢ (NO2) [mg1] c(NO3z™) [mg-1Y]
DW - - -
PAW, 0,67+0,00 1,07+0,01 6,28+2,75
PAWs 0,86+0,01 1,13+0,02 9,10+2,22
PAW1o 0,73+0,00 2,154+0,03 16,40+5,84

Ze stanovenych hodnot koncentraci peroxidu vodiku je patrné, ze se od sebe jednotlivé
zalivky v obsahu peroxidu vodiku vyznamné nelisi. Nejvyssi koncentrace byla stanovena
(PAW,). Rozdily mezi zalivkami jsou jiz patrnéjsi Vv ptipadé obsahu dusitanti a dusi¢nand.
Koncentrace dusitanii ma nejvyssi hodnotu u PAW aktivované po dobu 10 minut (PAW1o)
a nejnizsi opét U PAW.. Prakticky totozné jsou vysledky i u dusi¢nanovych iont. Opét se zde

Cvwr

vyskytuje nejvyssi hodnota koncentrace u PAW1o nejnizsi hodnota u PAW..

Dusitanové a dusi¢nanové ionty jsou velmi dualezité pro rust rostlin, nicméné jejich nadmérné
mnozstvi mize mit negativni dopad jak na jejich rGst a vyvoj, tak na Zivotni prostiedi.
Obecné je pro aplikace v zemédélstvi udavana optimalni koncentrace dusitani v rozmezi
hodnot 1-2mg/l a dusi¢nani vrozmezi 5-10 mg/l. Pokud srovname tyto hodnoty
s hodnotami uvedenymi v Tabulce 9, tak dojdeme k zavéru, Zze dusitanovych ionti bylo
vytvoifeno optimalni mnozstvi. Naproti tomu u dusi¢nanovych ionta spliiuje optimalni
rozmezi koncentraci vhodnych pro aplikace v zemédé€lstvi voda aktivovand po dobu
2 a 5 minut. Samoziejmé je dulezité brat v potaz, Ze tyto hodnoty se mohou liSit v zavislosti
na typu pudy a plodin.

Celkové lze konstatovat, ze koncentrace aktivnich latek v pfipravenych roztocich pozvolna
stoupala se zvySujici se dobou pusobeni dielektrického bariérového vyboje na kapalinu.
Rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi nejsou nijak zvlast patrné, s vyjimkou koncentrace
dusi¢nanovych iontéi v PAW1o, kde hodnota narostla oproti PAWSs az 0 6 mg-1L.

DalSimi vlastnostmi, které byly pravidelné analyzovany, jsou pH a elektrickd vodivost PAW.

vvvvvv

S pozadovanymi specifikacemi, a je tedy vhodna pro néasledné pouZiti. Parametry byly méfeny
thned pro ukonceni vyboje a ziskané hodnoty byly opét zprimérovany a zaznamenany
do Tabulky 10 a 11.
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Tabulka 10: Primeérné hodnoty pH zalivek pouzivanych v experimentu

Typ zalivky pH [-]
DW 7,2+0,1
PAW, 5,9+0,2
PAWs 4,1+0,1
PAW1, 3,7+0,3

Tabulka 11: Primeérné hodnoty elektrické vodivosti zdilivek pouzivanych v experimentu

Typ zalivky G [pS-ecm™']
DW 4043
PAW, 5543
PAW5 80+1
PAW1, 190+2

Je obecné znamo, ze hodnoty pH a vodivosti PAW se mohou lisit v zavislosti na mnoha
faktorech, jako je délka a intenzita procesu aktivace, na pouzité vychozi kapalin¢€ apod. Jak je
viditelné v Tabulce 10, tak doslo k vyraznému okyseleni piipravovanych roztoku s rostouci
dobou piisobeni vyboje. V piipadé¢ vodivosti dochazelo s rostouci dobou ptlisobeni vyboje
k vyraznému zvySeni vodivosti vyslednych roztokd. Tyto vysledky jsou v souladu
s dostupnou literaturou [50,65], kdy bylo potvrzeno, Ze po vystaveni kapaliny plazmovému
vyboji dochazi v zavislosti na zvySujici se dob¢é oSetfeni ke snizeni hodnot pH a zvySeni
vodivosti pfipravenych roztokii PAW.

5.2 Stanoveni dehydrogenazové aktivity

Na zakladé normy ISO 23753-1 [71] byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky, jejichz absorbance
byla métena spektrofotometricky pii vinové délce 485 nm proti referenénimu vzorku acetonu
za pouziti kiemenné kyvety. Méteni probihalo diky nestalosti TPF na svétle ihned po ptiprave
roztokli. Pro jednotlivé koncentrace vzorka byly odecteny hodnoty absorbance, které byly
vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci. Z kalibraéni kiivky viditelné na Obrazku 17
byla ziskana kalibracni rovnice pro stanoveni koncentrace TPF, ktera ma tvar:

A = 0,0418 * CTPF (11)

kde A piedstavuje absorbanci roztoku a ¢ koncentraci TPF ve vzorku v ug-ml™,
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Obrazek 17: Kalibracni krivka TPF

Prostiednictvim kalibra¢ni rovnice (11) byly vypocteny hodnoty koncentrace TPF ve vzorcich
ptirozen¢ vlhké pudy. Pomoci téchto hodnot s vyuzitim rovnice (7) byly ziskany hodnoty
aktivity dehydrogenazy ve vzorcich ptidy. Pro lepsi pfehlednost pfi vyhodnocovani vysledkt
byly vysledné hodnoty projednotlivé typy zalivek zprimérovany a jsou uvedeny
v Tabulce 12.

Tabulka 12: Primérné vysledné hodnoty stanoveni DHA pro jednotlivé typy zdlivek

Typ zalivky Al-] crer [ng-ml™] a [pg-g'h]
DW 0,1240,05 2,95+1,16 2,48+0,98
PAW, 0,12:£0,04 2,77+0,04 2,32+0,04
PAWSs 0,13+0,05 3,16+0,05 2,66+0,04
PAW10 0,18+0,02 4,20+0,50 3,49+0,42

Vysledné hodnoty aktivity dehydrogenazy uvedené v Tabulce 12 srovnavaji aktivitu
mikroorganismit ve vzorcich pudy zalévanych destilovanou vodou a vodou aktivovanou
plazmatem po dobu 2-10 minut. V piipadé PAW s dobou aktivace 2 a 5 minut (PAW;
a PAW5s5) jsou hodnoty DHA srovnatelné s hodnotami aktivit ve vzorcich zalévanych
destilovanou vodou. Naproti tomu PAW s dobou aktivace 10 minut (PAWio) prokazuje,
ze puda zalévana touto vodou vykazuje vy$si mikrobialni aktivitu nez pida zalévana vodou
destilovanou. Tento fakt by mohl znamenat, Ze pti aplikaci PAW s delsi dobou aktivace
na ptidu by dochéazelo k podpote jeji mikrobidlni aktivity. Celkové lze ale fici, ze vSechny
hodnoty jsou si velmi podobné, a tedy ze PAW neméla na aktivitu mikroorganisma v ptidé
vyrazné pozitivni, ale ani negativni vliv. Jarvan a spol. [73] ve svém vyzkumu provadéli
analyzy mikrobidlnich komunit a enzymové aktivity dehydrogendzy ve vzorcich pidy
za pouziti riznych zemédé€lskych metod. Dle zjisténych vysledkd byla dehydrogenazova
aktivita v ptidnim prostfedi stanovena v rozmezi hodnot 0,75-1,21 ng-g *-h™.
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Pokud srovname tyto vysledky s vysledky uvedenymi v Tabulce 12 tak zjistime, Ze stanovené
hodnoty dehydrogendzové aktivity v rozmezi 2,3-3,5 ug-g -h? ziskané po aplikaci PAW
pfevysuji hodnoty stanovené v plidnim prostfedi pfi vyuziti tradi¢nich agrotechnickych
postupti. PAW by tedy teoreticky mohla mit pozitivni vliv na DHA a tim i dopad na zlepsSeni
kvality piidy a zvySovani vynost zemédélskych plodin.

5.3 Stanoveni vlivu PAW na dusik fixujici bakterie

Ke stanoveni poc¢tu dusikatych bakterii v ptidnich vzorcich byl pouzit Ashbyho mannitolovy
agar. Jedna se o selektivni médium pouzivané pro rust a kultivaci nesymbiotickych dusik
fixujicich bakterii, jako je napfiklad druh Azotobacter spp. Bakterie fixujici dusik mohou
vyuzivat jako zdroj uhliku mannitol a maji schopnost nesymbioticky fixovat atmosfericky
dusik anaerobné, coZ je pravé jejich specifitou v porovnani sjinymi mikroorganismy.
Pravé na zéklad¢ této specifity je pak mozné z celého pudniho spoleCenstvi selektivné
kultivovat a kvantifikovat dusik fixujici bakterie. Pro stanoveni poctu téchto bakterii byla
pouzita zied'ovaci plotnova metoda. Narostlé kolonie byly pocitdny rucné. Kazdy piidni
vzorek byl nezavisle zkouman celkem 3x. Nejprve byl proveden pilotni experiment, kdy bylo
ockovani provadéno pfimo z nekultivované ptdy. V tomto piipadé se nepovedlo vysledky
vyhodnotit, jelikoz nedoslo k zddnému nartstu bakteridlnich kolonii. Nasledné bylo ockovani
provadéno z pudnich suspenzi. Toto méteni jiz bylo vice optimalizované, ale pouzita fedéni
byla pftili§ nizka. To zpisobilo sliti narostlych kolonii, a tak opét nebylo mozné vysledky
vyhodnotit. Problémem byla taktéz barva agaru, ktera byla bélava stejné jako barva narostlych
bakterialnich kolonii. To zpisobilo horsi viditelnost kolonii, které pak nebylo mozné spocitat.
Mg¢feni tedy probéhlo jesté jednou pii optimalnim ziedéni, a navic bylo do zivného média
piidano piirodni potravinaiské barvivo, diky némuz mél agar od kolonii odliSnou barvu.
Kolonie pak byly mnohem 1épe rozeznatelné a pocitatelné. V piipadé druhého méteni byly
pouzit¢ pudni suspenze tyden kultivovany pii 37 °C na tfepaCce. Tyto suspenze byly
uz od pohledu zakalené, coz svédcilo o pfitomnosti mikroorganismi. Pro piiklad jsou nékteré
Petriho misky s narostlymi koloniemi zobrazeny na Obrazcich 18, 19 a 20.
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Obrdazek 18: Bakteridlni kolonie narostlé ze suspenze pudy zalévané PAW aktivovanou po dobu
10 minut se ziedénim 107

Obrazek 19: Bakterialni kolonie narostlé ze suspenze pudy zalévané PAW aktivovanou po dobu
2 minut se ziredénim 107
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Obrdazek 20: Bakteridlni kolonie narostlé ze suspenze pudy zalévané PAW aktivovanou po dobu
5 minut se ziredénim 107

Celkem bylo tedy vytvofeno 5 fedéni (1-107%, 1-10%, 1-10° (2x), 1-107%), piicemz
do vysledkti byla zahrnuta pouze fedéni 1-107%, 1-1072, 1-10~3. Posledni fedéni jiz nebylo
pocitatelné z diivodu malého nartstu kolonii, a tedy se nedalo povazovat za validni.

Pocty kolonii byly secteny a nasledné byl stanoven pocet jednotek tvoficich kolonie (CFU)
na 1 ml. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Priimeérné pocty narostlych kolonii

1-1071 1-10°? 1-10°3 CFU'ml*

DW 126 297 420 2809+1476
PAW, 118 60 300 1594+1252
PAWs 136 133 460 2430+1879
PAW;1o 347 160 467 3247+1546

Priimérné hodnoty koncentrace bunék v jednotkach CFU-ml byly vyneseny do grafu
(viz Obrazek 21) spole¢né se smérodatnou odchylkou.
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Obrazek 21: Porovnani poctu narostlych kolonii N-bakterii pro riizné typy zalivek

Z uvedenych vysledkd je patrné, ze bakterie fixujici dusik v pudé prezivaji i po zalévani
vodou oSetfenou pomoci plazmatu (PAW). Nicméné v ptipadé PAW aktivované po dobu
2 minut (PAW,) lze v porovnani s destilovanou vodou pozorovat pokles v po¢tu narostlych
kolonii téméf o polovinu. Voda oSetfovana plazmatem po dobu 5 minut (PAWs) vykazuje
dle vysledktt lehky pokles bakterialnich kolonii Vv porovnani s kontrolnim vzorkem
destilované vody. U vody aktivované po dobu 10 minut (PAW10) Ize na rozdil od PAW;
a PAWs sledovat jisty mirny nartist v po¢tu kolonii oproti destilované vod¢. To mulze byt
vysvétleno tim, Ze pii aktivaci trvajici po dobu 10 minut je koncentrace dusitanovych
a dusi¢nanovych ionti vys$i nez v pfipadé PAW, a PAWs. PAW aktivovand po dobu
2-5 minut ma koncentraci téchto aktivnich iontii pfili§ malou na to, aby doslo k vyraznému
podpofeni rustu mikrobi. Tyto vysledky taktéz koreluji s vysledky uvedenymi v kapitole 5.1.

Vysledné pocty kolonii byly zpracovany pomoci statistického aparatu softwaru Microsoft
Excel pii hladiné¢ vyznamnosti 0,05. Obecné lze z vysledku vyvodit, Ze mezi zkoumanymi
podminkami neni statisticky vyznamny rozdil, coz dokazuje hodnota statistick¢ho ukazatele,
ktera mé& hodnotu p =0,063. PAW vyrobend pomoci dielektrického bariérového vyboje
nevykazuje vyrazné pozitivni G¢inky na zivotaschopnost N-fixujicich bakterii v pud¢.
Vyjimkou by mohla byt PAW sdelsi dobou aktivace, diky vys$S§imu obsahu dusitani
a dusi¢nanu, které maji pozitivni vliv narist a vyvoj rostlin, ¢imz mohou byt nepiimo

cer

ovlivnény i dusik fixujici bakterie Zijici s rostlinami v symbioze.

V ¢lanku [74] zaméfujicim se na studium tvorby chemicky aktivnich latek Vv roztocich
za pouziti dielektrického bariérového vyboje byl stejné jako v mnoha dalSich studiich
potvrzen silny antimikrobidlni efekt PAW pfipravené pomoci tohoto vyboje.
Ptivodnim pfedpokladem této prace tedy bylo, ze by PAW vyrobena pomoci tohoto systému
mohla vykazovat antimikrobialni G¢inky i v pudé. Nicméné ve zminéném vyzkumu byl
studovan vliv PAW pouze na jeden modelovy bakterialni typ (Escherichia Coli TOP10)
za laboratornich podminek.
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Procesy v pidnim prostiedi jsou ale podstatné komplexnéjsi a z toho diivodu je do budoucna
nutné stanovit dal$i metody, kterymi by mohly byt procesy iniciované plazmatem
aktivovanou vodou detailnéji charakterizovany. Navzdory potvrzené antimikrobidlni aktivité
PAW pripravené prostiednictvim DBD z vysledkti uvedenych v Tabulce 13 vyplyva, ze takto
ptipravena PAW neméla na vitalitu N-fixujicich bakterii ani vyrazné negativni ucinek.
Tento fakt by mohl byt dobrym piedpokladem pro dal$i vyzkum v oblasti aplikace PAW
vyrobené pomoci DBD v zemédé€lstvi.

Dulezité je poznamenat, ze pokud je PAW piipravovana z jinych roztok nebo pomoci jinych
plazmovych systému nez z destilované vody pomoci DBD, miize se pak chovat velmi odlisné
od PAW piipravené zpisobem popsanym v této praci. Jiné roztoky mohou obsahovat rizné
necistoty a mineraly, které mohou mit vliv na chemické vlastnosti vody a tim 1 na pfipravenou
PAW. Stejné tak, jiné plazmové systémy mohou mit rizné parametry (teplota, tlak, proud
apod.), coz miiZze mit opét vliv na proces tvorby PAW.

Aplikace PAW, jak dokazuji vysledky stanoveni dehydrogenazové aktivity diskutované
v kapitole 5.2, nema negativni vliv na enzymatickou aktivitu v pid¢é. Vhodna hodnota aktivity
dehydrogenazy miiZze pozitivné ovlivnit pfitomnost a aktivitu N-fixujicich bakterii v pidé.
Tato aktivita totiz indikuje pfitomnost organickych latek v pidé, které jsou dilezitym zdrojem
uhliku pro mikroorganismy. Bakterie mohou vyuzit tento uhlik k tvorbé enzymi fixujicich
dusik, coz mlze vést ke zvySené aktivité téchto bakterii. Tim se zvySuje mnoZstvi dusiku
dostupného pro rostliny a N-fixujici bakterie tak vykazuji pozitivni vliv na celkovy stav pudy.
Pozitivni vliv N-fixujicich bakterii pfedev§im na rast a vyvoj plodin a na celkové vylepSeni
vlastnosti ptidy pro zemédé€lskou produkei byl taktéz potvrzen fadou vyzkumu [75,76].

Ve vzorku pidy, ktery byl zalévan PAW1o, byla zaznamenana nejvyS$si hodnota aktivity
enzymu dehydrogendzy a soucasné nejvyssi hodnota poctu narostlych kolonii N-fixujicich
bakterii. Vysledky této diplomové prace tedy prokazuji pozitivni vliv PAWio
na dehydrogenazovou aktivitu v pudé a tim i na vitalitu N-fixujicich bakterii.
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6 ZAVER

Diplomovéa prace byla zaméfena na studium vlivu plazmatem aktivované vody pfipravené
pomoci dielektrického bariérového vyboje za atmosférického tlaku na pidni mikrobidlni
aktivitu v souvislosti s obsahem chemicky aktivnich latek s dlouhou dobou Zivota, tzv. long
life species. V poslednich letech se stala plazmatem aktivovana voda popularnim tématem
Vv oblasti zem&d¢lstvi, protoze nabizi oproti bézné vod¢ mnoho vyhod. Jelikoz jeji piiprava
je relativné jednoducha a levna, tak by mohla snizit, nebo uplné€ nahradit pouzivani tradi¢nich
chemickych pesticidi a hnojiv, jejichz vyroba je ekonomicky naro¢nd. Taktéz by se PAW
mohla stat ekologictéjsi alternativou téchto hnojiv 1 diky tomu, Ze na rozdil od nich neni
toxicka, coz by mélo pozitivni dopad na Zivotni prostfedi. Navic by mohla byt pouZivana
ve form€ postiikii pravé diky svym antimikrobidlnim a antivirovym vlastnostem,
¢imz by prispivala ke snizeni poctu $kodlivych mikroorganismu a virt, které mohou napadat
rostliny. V mnoha vyzkumech byl dokdzan jeji vliv na zlepSeni schopnosti rostlin absorbovat
potiebné ziviny, ¢imz je piispivano k lepsimu rastu plodin. Je vSak dilezité poznamenat,
ze vyzkum v oblasti PAW v zeméd€lstvi je stile pomérné novy a nedostacujici. Tato prace
se snazila byt ndpomocna k potfebnému posouzeni ucinnosti a bezpecnosti pouziti PAW
praveé v této oblasti.

Za ucelem vyhodnoceni enzymatické aktivity ve vzorcich ¢ernozemé byl ptipraven nadobovy
experiment. Doba tohoto experimentu méla trvani 90 dni, béhem kterych byla na pudni
vzorky pravidelné aplikovana pfipravena zalivka v podob¢é plazmatem aktivované vody
s dobou aktivace 2, 5 a 10 minut a také destilovana voda, ktera slouzila jako kontrolni vzorek.
Je dtlezité poznamenat, ze PAW byla vzdy cerstvé pfipravovéna tésné pied zalévanim
a charakterizaci.

Béhem experimentu byla pravidelné provadéna fyzikalné-chemicka analyza piipravené PAW.
Byl sledovan obsah chemicky aktivnich latek, konkrétné peroxidu vodiku a dusitanovych
a dusicnanovych iontl. Na zédklad¢ analyzy PAW bylo zjisténo, Ze obsah téchto chemicky
aktivnich latek béhem piisobeni elektrického vyboje na kapalinu linearné s ¢asem nartstal.
V PAW aktivované po dobu 2 minut byla stanovena koncentrace H20, 0,67 mg:I"t, NO2
1,07mg:It a NOs~ 6,28 mg:It. VPAW aktivované po dobu 5 minut byla stanovena
koncentrace H,O, 0,86 mg-1"t, NO2 1,13 mg:I'* a NOs~ 9,10 mg:I't. V PAW aktivované
po dobu 10 minut byla stanovena koncentrace H,O2 0,73 mg:It, NO2~ 2,15 mg-I"t a NOs
16,40 mg:It. Z vysledkd bylo dale zjisténo, Ze v kyselém prostiedi je koncentrace dusitanti
niz8i nez dusi¢nant. To je zplsobeno tim, Ze v kyselém prostiedi dochazi rychleji k oxidaci
dusitant na dusi¢nany. pH piipravenych roztoktt PAW bylo kyselé a klesalo se zvySujici se
dobou plisobeni vyboje na kapalinu. V zemédélstvi se obvykle doporucuje pouzivat PAW
s mirn¢ kyselym pH. Pfili§ vysoké pH by tedy mohlo mit negativni vliv na G¢innost PAW
v zemédélskych aplikacich. Nicméné z mnoha vyzkumt vyplyva, Ze optimalni hodnota pH
pro PAW aplikovanou v zemédélstvi se muze liSit v zavislosti na konkrétnich podminkach
atypech plodin. Vodivost pfipravenych roztokli se naopak s dobou pisobeni vyboje
na kapalinu zvySovala.
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Ke stanoveni enzymové aktivity byl zjistén obsah TPF v pidnich vzorcich a prostfednictvim
toho byla vypocétena dehydrogenazova aktivita. Pro PAW> byla stanovena hodnota DHA
2,3 ug-gth?, pro PAWs 2,7 ng-g-h* a pro PAW10 3,5 ng-g -ht. Ve srovnavacim vzorku
byla hodnota DHA stanovena na 2,5 ug-g-ht. Ztéchto ziskanych vysledk vyplynulo,
ze puda zalévand PAW vykazuje mirn€ vySs$i mikrobidlni aktivitu nez voda destilovana.
Aby bylo mozné tento vysledek skuteéné potvrdit, muselo by dojit k opakovani pokusu
S vét§im mnozstvim dat za pouziti riznych druht rostlin a typt ptd. Nejvyssi hodnotu DHA
prokazovala PAW1g i navzdory tomu, ze hodnota pH PAW1o byla 3,7. To dokazuje, Ze nizké
hodnoty pH nemaji negativni dopad na aktivitu dehydrogendzy v pud¢. Zaroven je dulezité
brat v potaz, ze vysledky DHA mohly byt ovlivnény mnoha faktory vcetné teploty, vlhkosti,
pH a koncentrace pidniho substratu.

V piipadé tohoto experimentu $lo pifedevsim o prokazani dobrého stavu ptidniho mikrobiomu
i po aplikaci PAW na piadu. Jak bylo jiz dfive zminéno, tak PAW plisobi na mikroorganismy
inhibi¢nimi uc€inky, coZ ale neni u vSech aplikaci vyhodou. V ptipadé bakterii fixujici dusik
se jedna o mutualistické souziti rostlin a N-fixujicich bakterii, tudiz tyto bakterie
jsou pro rostlinu prospésné a bylo by nezadouci jim néjakym zpusobem Skodit. Z tohoto
davodu bylo pfedmétem diplomové prace taktéz zkoumdni vlivu PAW na jejich vitalitu.
Tyto bakterie jsou schopny fixovat vzdusny dusik a vytvafeji organicky zdroj dusiku (NH4"),
ktery je dulezity pro rust rostlin a PAW umoziuje vazat dusik do anorganickych iontt,
které jsou pro rostliny dobfe vyuzitelné. Timto zpisobem je PAW schopna poskytnout
rostlinam externi bonusovy dusik a nahradit tak hnojiva, aniz by pfitom poSkodila
mikroorganismy v pudé. PAW tedy mize byt vyhodnym feSenim pro zlepSeni rostlinné
produkce a snizeni negativniho vlivu pouziti hnojiv na zivotni prostiedi.

Tato diplomova préace testovala piedpoklad, ze po aplikaci zalivky s vysokym obsahem
dusi¢nanovych a dusitanovych iontll na vzorek pidy dojde k vétsi podpote ristu bakterialnich
kolonii v porovnani s kontrolnimi vzorky pady. Vysledky poukdzaly na nesoulad s timto
piredpokladem, nicméné¢ bylo prokazano, Ze i1 pies silnou antimikrobidlni aktivitu PAW,
ktera byla prokazana v fad¢ vyzkumu [74], nedochazi pii aplikaci PAW pfipravené pomoci
DBD na pidu K inhibici ristu N-fixujicich bakterii. PAW by tedy neméla mit negativni vliv
na prub¢h dusikového cyklu v pude.

Na zéavér je dilezité zminit, ze v soucasné dobé€ je vyzkum v oblasti PAW v zemédélstvi stale
v ranych fazich. Vliv PAW vyrobené pomoci dielektrického bariérového vyboje
na mikrobialni aktivitu v pud¢ je nedostate¢né prozkoumanym tématem a nejsou k dispozici
zadné zdroje, se kterymi by se daly vysledky porovnat. Tato prace by mohla slouzit
jako pilotni experiment pro dal$i navazujici vyzkum v této oblasti.
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