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Abstrakt

Prace je zamérena na vyzkum vliv( ucinki nanodiamantd (ND), plazmatem aktivované vody (PAW)
a jejich synergického plsobeni na mikroorganismus Escherichia coli. PUsobeni ND, PAW
a plazmatu ma prokazatelny vliv na ubytek mikroorganisml, doposud vsak nebyly hloubégji
prozkoumany jejich synergické ucinky. Zamérem prace je ovéreni funkénosti vybranych metod pomoci

nastaveni vhodnych parametr(l a analyzy povrchovych zmén oSetfenych ND.

V praci je navrieno vicero experimentl, pfi kterych je zkouman ubytek bakterii, a to napriklad
smichanim roztoku E. coli s roztokem s ND (dale H-ND?) nebo s roztokem obsahujici o3etfené H-ND
pomoci plazmatu. K oSetfeni bylo pouzito korénového vyboje a prechodové jiskry po dobu 1,3 a 5
minut. Byly zkoumdny vlivy po 5 a 24 hodinach od osetfeni; popfipadé po 0 a 5 hodinach v pfipadé
zkoumani synergickych ucinkd plazmatu a H-ND. Vyhodnoceni probéhlo na zikladé porovnani poctu
vytvorenych kolonii po kultivaci na Zivnych pldach (Mueller-Hinton agar) vici kontrolni skuping, ktera

nebyla nijak osetfena.

Tato prace navazuje na publikaci doc. Ing. Alexandra Kromky DrSc. et al. v niZ byly popsané vysledky
biocidnich Ucinkd roztoku mimo jiné H-ND na E. coli. RovnéZ navazuje na doposud neotisténou
publikaci RNDr. Pavly Stenclové Ph.D. et al., ve které je zkouman vliv plazmatu na rizné druhy

nanomateriall, mezi nimiz je H-ND.

Zamérem této diplomové prace je poskytnuti blizSich informaci o biocidnich Gc¢incich H-ND a PAW
spolu s plazmatem, které doposud nebyly podrobnéji prozkoumany. Zmény povrchovych vlastnosti
osetfenych H-ND byly pozorovany pomoci metody FTIR (Infradervena spektroskopie s Fourierovou

transformaci).

Klicova slova

Nanodiamanty (ND), hydrogenované nanodiamanty (HND), plazma, plazmatem aktivovand voda

(PAW), korénovy vwboj, prechodova jiskra, inaktivace bakterii, E. coli, FTIR

1 H-ND jsou nanodiamanty poufZité v této praci. Na jejich povrchu je velké mnoZstvi C-H vazeb, proto jsou
oznacovany jako H-ND.



Abstract

Thesis focuses on nanodiamonds (ND), plasma activated water (PAW) separately and their synergistic
impact on inactivation of microorganism Escherichia coli. It is strong evidence, that ND, PAW and
plasma reduce population of microorganisms. Nevertheless, it is only small amount of data considering
synergistic effects of all mentioned factor on bacteria reduction in the liquids phase. The goal of the
research presented here lies in verifying functionality of selected methods through fitting experimental
setup parameters and surface analysis of treated ND using fourier transform infrared spectroscopy

(FTIR).

The thesis describes multiple experiments, which examine bacteria reduction caused by their exposure

to ND (H-ND?) solution, PAW or plasma treated H-ND solution.

H-ND solution was treated with corona discharge or transient spark for 1, 3 or 5 minutes. Bactericidal
effects were evaluated after 5 and 24 hours bacteria exposure to the H-ND solution; and after
0 and 5 hours of E. coli exposure to plasma activated water or H-ND. Effectivity of each method was
evaluated through comparison of number of CFU (colony forming units) cultivated on non-selective

Mueller-Hinton agar surface.

This work is partially based on research of doc. Ing. Alexandr Kromka DrSc. and co-workers, whose
research was focused on investigation of bactericidal effects of different nanomaterials in time (one of
them was H-ND). Secondly, this thesis is based on not yet printed paper of RNDr. Pavla Stenclova, Ph.D.
and co-workers, where the changes on nano-materials treated with corona discharge and transient

spark are described.

The goal of the thesis is to examine more information about biocidal impact of HND, PAW and plasma

activated H-ND solution on E. coli. Changes on H-ND surface were measured using FTIR.
Key words

Nanodiamond (ND), hydrogenated nanodiamond (HND), plasma, plasma activated water (PAW),

corona discharge, transient spark, E. coli, bacteria reduction, FTIR

2 As-received ND with high amount of C-H bonds are called H-ND.
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UvoD

Nanodiamanty v poslednich letech nachazi Siroké uplatnéni stejné jako netermalni plazma. Stale se
pracuje na prozkoumani vlastnosti, které skryvaji napriklad hydrogenované nanodiamanty. Tato prace
je zamérena na zjisténi zmén biocidnich vlastnosti nanodiamantl s vysokym poctem C-H vazeb
oznacované jako H-ND, po jejich aktivaci plazmatem. Pro zjisténi takovychto vlastnosti byla pouzita
aparatura generujici korénovy vyboj a prechodovou jiskru, kterymi byly H-ND oSetfeny. Také byly

v rdmci této prace navrzeny a provedeny experimenty, jejichz vysledky jsou posléze diskutovany.

Touto cestou bylo moZné ovéfit tvrzeni, Zze pokud jsou H-ND oSetfeny plazmatem, zméni se jejich
povrchové vlastnosti natolik, ze budou mit lepsi baktericidni Ucinky ve srovnani s H-ND neosetfenymi
plazmatem. Tato prace navazuje predevsim na dvé publikace: praci doc. Ing. Alexandra Kromky DrSc.
a jeho spolupracovnikd, v niZ jsou popsané baktericidni vlastnosti riznych typd nanomateriald, mimo
jiné H-ND, a v dobé podani této prace neotisténé publikace RNDr. Pavly Stenclové, Ph.D. a jeji
spolupracovnikd, v niZ jsou uvedené zmény povrchovych a jinych vlastnosti riznych nanomateriald

(mimo jiné H-ND) v dasledk jejich oSetfeni plazmatem.

O%etiené i neosetiené vzorky byly analyzovany ve spolupraci s Fyzikdlni Ustavem Akademie véd CR,
V. V. i., s pomoci pani RNDr. Pavly Stenclové, Ph.D. Zde byla provedena infradervena spektroskopie

s Fourierovou transformaci (FTIR).

Tato prace je rozdélena do dvou hlavnich oddili — teoretické a praktické ¢asti. Kazda z nich ma dalsi
kapitoly a podkapitoly. Ctenaf je tak prehledné sezndmen s problematikou netermalniho plazmatu,
nanodiamantdl, plazmatem aktivované vody, seznami se s druhem zkoumané bakterie ¢i pouzivanymi

analytickymi metodami daného odvétvi.
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Teoreticka ¢ast diplomoveé prace

1. Uhlik a jeho struktury

Uhlik je jeden ze zékladnich chemickych prvkd, jenZz vytvari zhruba 18 milion( rdznych, zejména
organickych, slouéenin. V pfirodé je uhlik béZny v podobé izotopu *C, vyskytuje se viak ve stopovym
mnozstvi v podobé izotopl *C a *C. Uhlik v podobé 2C a 3C z hlediska radioaktivity nevyvoldvd
$kodlivé udinky v Zivych organizmech, zatimco '*C radioaktivitu vykazuje a to s polo¢asem rozpadu

5730 let.

Nejstélejsi formou uhliku je grafit neboli tuha. Skldda se z vrstev atomU uhlikd spojenych pevnou
kovalentni vazbou. Zakladem je hexagondlni tvar pripominajici vcéeli plastev, coZ je vidét na
Obrazku 1.2, vlevo. Ackoli je uhlik ¢tyfvazny, hexagondlnim uspofddani se vaze pouze tfemi vazbami
o délce 141 pm. Elektrony z posledni teoretické ¢tvrté vazby jsou pravidelné rozprostifeny mezi prvni
tfi. Dobra elektricka vodivost grafitu je tedy ddsledkem pfitomnosti téchto volnych elektrond. Na
druhou stranu, vazby mezi jednotlivymi vrstvami Sestisténnych plat( jsou slabé, proto je tuha mékka
a snadno oddélitelnd. Uhlik v tuze ma sp? hybridizaci, vizte Obrazek 1.1. Uhlik ma své modifikace -
diamanty, fulereny, uhlikové nanotrubice i grafén, které maji mnohd vyuZiti. Pro tuto praci jsou

relevantni modifikaci diamanty, potazmo nanodiamanty, jejichZ oSetfenim se tato prace zabyva [1].

Obrézek 1.1: Typy hybridizace sp? a sp®[A]
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1.1 Diamant

Diamant, na rozdil od grafitu, je mezi jednotlivymi atomy propojen ¢tyfmi kovalentnimi vazbami. Vazby
predstavuji orbitaly, které poskytuji své elektrony k vytvoreni kovalentnich vazeb. Vazebné uhly jsou
109,5° a odpovidaji sp® hybridizaci (vizte Obrazky 1.1 a 1.2). Timto je docileno dokonalé prostorové
sité, jejimz dlsledkem je i tvrdost diamantu. Roku 1810 F. Mohs zaved| stupnici tvrdosti, na niz diamant
zaujal prvni misto mezi nerosty. Diamant je materidl, jenZ lze vyrabét i v laboratornich podminkach,
vizte kapitola 1.2.1. Pfirodni diamanty jsou pouZivany kvyrobé Sperkl, kdeZto syntetické pak

k brouseni, fezani a lesténi [1].

Grafit Diamant

Obrazek 1.2: Srovnani struktury tuhy (vlevo) a diamantu (vpravo) [B]

1.2 Nanodiamant
Nanodiamanty jsou diamanty o velikosti 3—100 nm. Jejich vyznamnymi vlastnostmi jsou jiZz zminéna
tvrdost (stupen 10), vysoky index lomu a dobra tepelnd vodivost. Mezi nejvice oceriované vlastnosti se
fadi jeho biokompatibilita, tedy vlastnost, ktera vypovida o materialu pfi kontaktu s Zivym organismem

podle jeho odezvy. Lidsky organismus dobfe reaguje na pfitomnost ND a nejsou prozatim znamy
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negativni reakce. Diamant, stejné jako ND, mé hybridizaci sp, atomy se stavi tak, Ze tvofi pomysiny
tetraedr. Je tfeba zminit stabilitu ND a bohaté moZnosti modifikace jejich povrchu pro nasledné
navazani rdznych molekul. V souvislosti s biocidnimi vlastnostmi se jako nejlepsi jevi H-ND, respektive
ND s velkym mnozstvim C-H vazeb, a pravé proto jsou v experimentalni ¢asti pouzivany pravé takovéto
ND a jsou oznacovany jako H-ND. Dalsi zvySeni C-H vazeb lze dosahnout cilenou hydrogenaci

(povrchova modifikace), takovéto ND jsou pak v praci oznacovany jako HND [2] [3] [4].
1.2.1 Vyroba ND

Diamanty vyrabéné v laboratornich podminkdach jsou nazyvany ,,umélé“. Hlavni vyhodou spolu s jejich
dokonalym tvarem je jejich az ¢tyfnasobné nizsi cena v porovnani s pfirodnimi. Existuje nékolik metod,
jakymi Ize syntetické ND vyrobit.

1.2.1.1 HPHT — High Presure, High Temperature

HPHT je pivodni metoda objevena na prelomu 20. stoleti sou¢asné v Rusku, USA a Svédsku. Postup
vyroby je zaloZen na pouziti vysokého tlaku a teploty v uzaviené kovové komore. Jeji vnitfni ¢ast se
zahteje na teplotu 1400 °C a dovnitf se vloZi tzv. diamantové semeno, okolo néhoz vznika novy ND

Schéma pro vyrobu HPHT ND je znazornéno na Obrazku 1.3. Znamy jsou tfi varianty pUsobeni tlakd

Timto zpUsobem vznikaji nejbéznéjsi ND.

Zdroj velmi Zdroj dusiku
¢istého grafitu

. J

TR Karbidovy pist \ Rozpoustéci kov Fe-Co +Ti, Cu

matrice ".' / ﬁ
7 / Inhibitor formovani

TiC

Grafitové topné

téleso

Vysokoteplotni oblast

Rozdil teplot
20-50°C
Tlakové Nizkoteplotni oblast
médium
Vytvoreny krystal
I1zolator

Semeno krystalu
Grafitové topné

téleso

Obrazek 1.3: Schéma HPHT technologie [C]
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1.2.1.2 Ultrazvukové syntetizované ND
Tato metoda vyuziva ultrazvukovych vin v kapalinach. Pfi velké intenzité ultrazvuku (UZV) Ize zpUsobit
prudky vykyv tlaku v kapaliné, coZz mlze vést ke vzniku vakuovych bublin, kavitam. Ty v urcité chuvili
kolabuji a vznikaji razy o vysoké rychlosti. Takto lze vyrobit ND ze suspenze grafitu. Vyhodou této

metody je, Ze ji Ize provadét za atmosférického tlaku a okolni teploty.

1.2.1.3 Chemicka depozice
Principem této metody, jinak nazyvané CVD z anglického Chemical Vapor Deposition, je urychlena
depozice z plynné faze za ucinku mikrovinného vyboje a plazmatu. Diamanty se pfipravuji rozkladem
smési vodiku a metanu vystaveného mikrovinnému zareni, které dava vzniku novym ND na specidlnich
substratech. Intenzita mikrovinného vyboje je kolem 1300 W a tlak je pfiblizné 30 mbar. Teploty se

pohybuji mezi 600—-850 °C. Vysledkem jsou kvalitni a ¢isté ND.

1.2.1.4 ND vyrobené detonacni technikou
UDD je akronym pochazejici z anglického Ultradisperse Diamond, pro nazev metody vyroby ND, které
vznikaji béhem exploze trinitrotoluenu (TNT) a RDX (akronym slouceniny z anglického Research
Department Explosive). Jedna se o vybusné organické slouceniny, které obsahuji uhlik. Pravé pfi jejich
explozi v uzaviené kovové odpalovaci komore, pti vodnim nebo suchém prostfedi, vznikaji ND a to na
Cele detonacni viny. Ve probihda v fadu nékolika mikrosekund. Metoda rovnéz vyzaduje vyssiho tlaku
a teploty, aby mohlo dojit k vzniku nanodiamant(l. Proces musi byt intenzivné chlazen a plati zde pfima
umeéra mezi mnozstvim chladiciho média a velikosti vzniklych ND. Takovéto ND se pouZzivaji zejména
pro lestici a brusné ucely. Diamanty vyrobené metodou HPHT a detonaci se lisi svou reaktivitou,
velikosti ¢astic, tvarem, ale i mnoZstvim grafitovych sp?struktur na jejich povrchu. Touto metodou byly

vyrobené ND pouzité pri experimentech popsanych v této praci [2] [3] [5].

1.2.2 Povrchové Upravy ND
ND maji riznd vyuZziti napfiklad v luminiscenénim zobrazovani, transportu IéCiv, kvantovém inzenyrstvi
¢i pro Upravy povrch( rznych material(l. Pro kazdou z téchto oblasti jsou vyZzadovany rizné povrchové
Upravy surovych ND zejména pro zlepSeni jejich vlastnosti, stability, odstranéni necistot nebo
nezadoucich organickych slou€enin navdzanych béhem vzniku. Jedna se hlavné o kovové nedistoty
a zbytky grafitového uhliku tj. ty s sp? hybridizaci. Aby bylo moZné ND odistit, nejprve je tfeba je od
sebe mechanicky oddélit napfiklad pomoci UZV. Kovové nedlistoty jsou odstrafiovany hlavné

plGsobenim mineralnich kyselin.

Mezi nejvyznamnéjsi Upravy patfi homogenizace povrchu, kovalentni a nekovalentni imobilizace

rtznych funkénich c¢asti ¢i nasledné roubovani vétsich funkcnich skupin na jiz upraveny povrch.
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NiZe jsou uvedeny nejcastéji pouzivané upravy povrchu ND.

e Cilené se vyuziva karboxylace ND pomoci COOH skupin popfipadé keto skupinami. Konkrétné
ND-COOH, ¢i nize zminéné ND-NH, prokazatelné potlacuji biofilm tvoreny E. coli stejné dobfe
jako standardni antibiotikum (ATB) ampicilin.

e Homogenni pokryti velkym poctem skupin -OH oznacujeme hydroxylaci, kterd je vhodna pro
jiz zminéné kovalentni nebo nekovalentni interakce s vétsSimi funkénimi skupinami. Stejné tak
Ize pomoci hydrogenace (tj. navazani vodikl) docilit homogenizace povrchu.

e Zihani povrchu se provédi pro €aste¢nou &i celkovou karbonizaci povrchu tj. odstranéni vétsiny
povrchovych funkénich skupin.

e Aminace povrchu tj. zavedeni -NH; je pomérné obtizna, a pfima aminace je velmi sloZita. Proto
se vyuziva raznych pomocnych slouéenin a rGznych vlivd pro zavedeni této skupiny.

e Také je mozné navazani rliznych prvkl jako brom, chlér i fluér.

e Fluorescence ND je zaloZena na existenci tzv. nitrogen-vacancy (N-V) coloured centres. Tato
centra jsou vytvorena jiz pti vzniku ND navdzdnim malého mnozstvi dusiku, ktery je zabudovan
v miizce ND. Mnoistvi center N-V, a tim padem i jasnost fluorescencnich ¢astic, stoupd
s rozmérem ND. Pokud se ND ozafi zelenym svétlem, Ize pak detekovat jejich fluorescenciv IR

spektru.

Obecné lze fici, ze vlastnosti ND se lisi podle druhu a metody vyroby, a proto se pro dalsi Upravy vidy
hodi urcity typ zhotovenych ND. Nékteré zminéné a mnohé dalsi skupiny, které mohou byt na ND

navazany, jsou prehledné znazornény na Obrazku 1.4 [3] [6] [7] [8] [9].

16



Katon
Imén/N
o OH Alkohol
R—
Eater > O
7
\ N Dusitan
O\‘N’ 0
Dusicnan || Karboxylova kys.

Q0 OH

Aldshyd Peroxid

O HzN
Amin

xI

Uhlicity ester
Obrazek 1.4: MoZnosti funkcionalizace ND [D]

1.2.3 Hydrogenované nanodiamanty
Hydrogenaci ND lze dosahnout homogenizace povrchu, odstranéni nediamantovych respektive
grafitovych zbytk( nebo eliminovat maximalni mnozstvi kyslikatych skupin a stabilizovat tak C-H
koncové vazby na povrchu ND. HND vykazuji specifické povrchové vlastnosti (negativni elektronova
afinita, povrchové vodiva vrstva), kterych by mohlo byt vyuZivdno pro bioaplikace. Elektronegativni
prvky maji schopnost poutat elektrony. Vyznam této vlastnosti bude dile zminén
v kapitole 3 — Plazmatem aktivovana voda. Hydrogenaci je mozné provadét riznymi zplsoby, a to
plazmatem nebo Zihanim. Pfi pouZziti plazmatu je vyuZivana metoda MPCVD (microwave plasma CVD,
vizte podkapitolu 1.2.1.3). Jednd se o hydrogenaci v mikrovinném plazmovém reaktoru ve vodikové
atmosfére, ktery je zndzornén na Obrdazku 1.5. Takto se oSetfuji ND vzniklé metodu HPHT i CVD. U obou
typl ND bylo pomoci analytickych metod prokazano, vymizeni velkého mnozstvi kyslikovych vazeb,
diazoniovych skupin a alken(l. O analytickych metodach blize pojednava kapitola 5. HND jsou velmi
vhodnym vychozim bodem pro dalsi funkcionalizaci povrchu pravé diky homogenité povrchu a pevnym

C-C vazbam odolnym proti oxidaci a hydrolyze.
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Obrazek 1.5: Mikrovinny plazmovy reaktor [E]

Druhou metodou je hydrogenizace Zihanim. V literature jsou prezentovany rizné variace této metody.
Zihani probiha pod proudem vodiku pfi teploté 500-850 °C po dobu pfiblizné 3 a7 5 hodin za riiznych

tlakd. Analyzami byla prokazana pritomnost C-H vazeb stejné jako OH skupin. Je uvadéno, Ze zbytky

vrve

Rovnéz byly zkoumany a porovnavany vlastnosti HND a OND ve vodnim prostfedi. Bylo prokazano, Ze
HND vykazuji hydrofobni vlastnosti vzhledem k C-H vazbdam. Nicméné byla také pozorovdana silné&jsi
vrstva vody na povrchu HND a moZné nanokapénky v jejich strukture. HND se diky jejich snadné
funkcionalizaci biomolekulami jevi potencidlné vhodnymi nanonosi¢emi. Kombinace fotoemisnich
vlastnosti HND a afinita k vodé daly podnét k jejich vyufZiti jako radiosenzibilizatorl pro rentgenovou
(RTG) terapii, kde lze vyuzit lokdlniho narlstu produkce reaktivnich kyslikovych castic (ROS). Oproti
zlatu i gadoliniu, které se v soucasné dobé vyuzivaji, mohou byt oproti tomu HND dobrou alternativou
diky malé velikosti, afinité k vodé, nizké toxicité a dobré dostupnosti. Také bylo zjiSténo, Ze tenké vrstvy

HND mohou poskytovat rozpusténé elektrony po UV ozareni pomoci fotolytické redukce CO,.

Na Obrdzku 1.6 je uveden vysledek ze spektralni analyzy pomoci Fourierovy transformace, kde Ize vidét
charakteristické protazeni (angl. stretching) a ohybdni (angl. bending) vazeb u HND a OND [3] [7] [10]
[11].
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Obrazek 1.6: FTIR analyza HND a OND [F]
1.2.4 Vyuziti ND v biologii a mediciné
Vyuziti ND v mediciné se objevuje predevsim v poslednich letech. Vyuzivaji se zejména pro
fluorescencni znaceni (Obrazek 1.6), cileny transport |éCiv naptiklad k nadorovym burkdm nebo
napomaha pfrilécbé Alzheimerovy choroby. ND nabizi Sirokou Skalu vyuZiti, jsou vSak nutné dalsi studie,

aby je bylo moZné v bézné klinické praxi vyuzivat [3] [6] [12].

Obrazek 1.7: Fluorescence ND na makrofazich [G]
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1.2.5 Toxicita ND z hlediska vyuziti v mediciné
Toxicita ND je diskutovana kvili jejich malé velikosti. Maly rozmér jim umoznuje snadny prostup do
tkani a bunék. Z dychaciho Ustroji mohou prechdzet do nervového systému. Z doposud ziskanych
poznatkd vsak lze usoudit, Ze koncentrace pouZivané pro bioaplikace nevyvolavaji Zadné zanétlivé
nebo cytotoxické zmény v organizmu. Ani mnoZstvi produkovanych reaktivnich ¢astic obsahujici O,
neni vyznamné. NezpUsobuji ani morfologické zmény na burnce, nejsou zndmky, Ze by nepfiznivé
ovliviiovaly jejich Zivotnost. Avsak pti zvySenych koncentracich se o mozné toxicité hovofi. Toxicita ND
je také ovlivnéna metodou jejich vyroby, velikosti nanodastic a pfitomnosti rlznych navazanych
sloucenin na povrchu. DUlezZité je ale zminit, Ze se Zadné ¢astice ND doposud nenalezly v jadre buriky.
V opacném pripadé by jejich pfitomnost naznacovala moznou genotoxicitu a tim padem by pouziti ND

bylo nevhodné [3] [13].
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2. Plazma

Hmotu Ize rozdélit do Ctyr skupenstvi: pevné, kapalné, plynné a to posledni je oznacovano jako plazma.
Pokud je plynu dodana dostatecna energie, dochazi k jeho ionizaci. Jednou ze zékladnich vlastnosti
plazmatu je kvazineutralita. Kvazineutralita znamen3, Ze se v jednotce objemu plynu vyskytuje stejné
mnozstvi kladné, tak zaporné nabitych Castic a celkovy prostorovy naboj je tedy roven nule. Dalsi
podminkou, kterou musi ionizovany plyn splfiovat, aby se mohl za plazma povaZovat je kolektivni
chovani. To znamen3, Ze plazma vytvari elektrické a magnetické pole, a jako celek na néj i reaguje.

DuleZitym parametrem je Debeyova délka Ap. Pokud se nabita ¢astice nachazi ve vakuu, jeji potencial
o . , .1 , . v L vi
se snizuje se vzdalenosti a to v poméru - Do vzdalenosti Apod nabité ¢astice se jevi jako ¢astice, pokud

presahne danou vzdalenost, jeji potencial je odstinén. Plazma je tedy soubor nabitych a neutralnich

Castic, excitovanych metastabil(, zafeni a volnych radikald.

Pojem “plazma“ jako fyzikadlniho plynu se objevil ve ¢tvrtiné minulého stoleti (1928). Toto oznaceni

vvvvv

stfednim rodé [14] [15] [16].

2.173akladni poznatky o plazmatu

Plazma se vyskytuje v mnoha stavech a pfi mnohych teplotach. Na Obrazku 2.1 je diagram zndazornujici

druhy plazmatu v zavislosti na koncentraci elektron( a teploté.

relativistické plazma, vytrysky

101
1|:|B ----------
Z z
= 2=
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Obrazek 2.1:Druhy plazmatu [H]

21



Plazma mZe byt Castecné Ci zcela ionizované. Mezi jednotlivymi ¢asticemi plazmatu dochazi ke
srazkam a to pruznym a nepruinym. U nepruznych srazek mlze dochazet k nabuzeni, ionizaci nebo
rekombinaci ¢astic. Napriklad svétélkovani plazmatu je disledkem nepruznych srazek a mizeme ho
pozorovat mimo jiné u plazmatu vznikajiciho za atmosférického tlaku. Svétélkovani byva doprovazeno
akustickymi efekty z rdzovych vin zplsobenych rychlymi zménami tlaku. Plazma také mize a nemusi
tvofit elektron pozitronové pary. Plazma je schopno vést elektricky proud a vodivost je zdavisld na

teploté.

Plazma z velké vétsSiny vznikd za vysokého tlaku a teploty, témér v celém vesmiru, standardné je vSak
délime dle zdroje pracujicim pfi nizkém, atmosférickém a vysokém tlaku. Plazma m(zZe byt buzeno
vysokofrekvenénim magnetickym polem ¢&i elektricky a to stfidavym i stejnosmérnym napétim.
Elektrody, mezi kterymi se vytvari nizkoteplotni plazma, mohou byt pfipojeny na RF napéti, AC-RF nebo
DC napéti se zapojenymiimpedancnimi prvky v sérii. Elektrody, davajici vznik vysokoteplotnimu

plazmatu, mohou byt pfipojeny na pulzni AC napéti, pozitivni nebo negativni DC napéti.

V plazmatu, jenZ vznika plsobenim elektrického pole mezi elektrody, jsou Castice timto polem
urychlované. PricemZ malé a lehké elektrony pfi nepruznych srazkach s velkymi a téZzkymi atomy
ztraceji jen malou Cast své energie. A tak mohou ziskat energii, ktera odpovida vysoké termodynamické
teploté (v radu tisict K). Oproti tomu, tézké a velké ionty ziskavaji energii pomaleji. Takovéto plazma
oznacujeme jako nizkoteplotni. U nizkoteplotniho plazmatu je ochlazovani iontd a nenabitych molekul
efektivnéjsi nez energeticky prenos z elektron( a plyn tak vykazuje termodynamickou nerovnovahu.
Z toho divodu se nizkoteplotnimu také fikd non-equilibrium tedy nerovnovazné. lzotermické plazma

je pak to, kde castice vykazuji teplotni rovnovahu, maji stejnou kinetickou teplotu [14] [16] [17].

2.3 Elektrické vyboje

Elektrické vyboje jsou rozdéleny podle toho, zdali vznik nabitych castic zavisi na vnéjsim plsobeni
ioniza¢niho cinidla na vyboje samostatné a nesamostatné. loniza¢nim cinidlem je napfiklad UV ¢i RTG
zareni nebo proud elektron( ze Zhavené katody. Pokud tato Cinidla pfestanou pUsobit, vyboj okamzité
ustdva. Samostatné vyboje jsou takové, pri kterych neni nutné plsobeniionizaéniho ¢inidla pro udrzeni

vyboje. V Tabulce 2-1 jsou uvedené vyboje, generujici plazma a pfislusné teploty [18] [19].
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Tabulka 2-1: Rozdéleni vyboju dle typu a teploty

Teplota iontu
Moznost pouziti
Napdjeni Typ vyboje a neutralnich Typ plazmatu
v bioaplikacich
Castic [K]
Dielektricky
AC 300 -400 Netermalni ANO
bariérovy vyboj
AC, DC, pulzni,
Plazmova tryska 300 - 400 Netermalni ANO
mikrovinné
DC, pulzni Korénovy vyboj 300 -400 Netermalni ANO
Pfechodova jiskra NE, nebo
DC, pulzni 1000 — 10000 Termalni
(strimer) nepfimo
o o NE, nebo
AC Klouzavy vyboj 1000 - 5000 Termalni
neprimo
AC, DC Obloukovy vyboj 2000 — 8000 Termalni NE
) o o NE, nebo
mikrovinné Mikrovinny vyboj 1000 - 9000 Termalni
nepfimo

2.4 Produkty netermalniho plazmatu za atmosférického tlaku

Jak je jiz velmi dobfe zndmo, mezi hlavni stavebni (makrobiogenni) prvky organism( patfi
C, O, H, N. Tyto 4 prvky tvotiaz 95 % Zivé hmoty. Z toho kyslik tvoti az 63 % a dusik kolem 5 % hmotnosti
bunék. Reaktivni formy téchto prvk( vznikaji plsobenim plazmatu za atmosférického tlaku a jsou
fyziologickou soudasti Zivych organismi. Ulastni se mnoha dlleZitych dé&jd nutnych pro prefiti.
Z mikrobiologického hlediska jsou nejzajimavéjsimi Ciniteli reaktivni ¢astice (ROS z anglického Reactive
Oxygen Species a RNS Reactive Nitrogen Species), UV zareni a elektrické pole. Tyto Cinitele jsou

podrobnéji popsané v nasledujicich podkapitolach [18] [20].

2.4.1 Nabité Castice
Ke vzniku zapornych iontl dochazi predevsim pfi srazkdch pomalych elektronli s molekulami plynu
nebo pfi srazkach iontl a atomd s molekulami plynu. Elektronegativni prvky vytvari zaporné ionty
pomérné snadno, vzacné plyny témér vibec. Zavisi totiz na obsazenosti valencnich vrstev danych
atomd. K zaniku dochazi pfi déji zvaném rekombinace. Stava se tehdy, pokud se zaporna castice spoji

s kladné nabitym protéjskem [16].
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2.4.2  Volné radikaly a reaktivni formy kysliku a dusiku ROS a RNS
Do reaktivnich forem kysliku (ROS angl. Reactive Oxygen Species) jsou zahrnuty predevsim: OH:, O,,
07, H,0; a Os. Ty vznikaji b€hem vyboje a v kontaktu s vodou, spolu s UV zatenim, rdzovymi vinami
a volnymi elektrony. Pravé vzniklym reaktivnim formam jsou pfipisovany nejsilnéjsi icinky inaktivace
bakterii. Jejich pFitomnost narusuje funkci lipidové membrany a nasledné zpUsobuje transport

nezadoucich molekul do buriky [18].

RNS maji podobny plivod jako ROS stou vyjimkou, Ze se jednad o reaktivni formy dusiku, tedy
NO, ONOO" a HONOOQO. Stejné jako ROS maji vyznamny vliv na inaktivaci bakterii. Jak jiz bylo nastinéno
v Uvodu této kapitoly, ROS a RNS se podili na mnoha procesech v lidském organismu. Jejich funkénost
a ucinek ve tkanich, u terapeuticky pouzivaného netermalniho plazmatu, pfimo souvisi s polo¢asem
jejich vyskytu ve tkanich potazmo v burikdch. V tabulce 2-2 jsou prehledné uvedeny polocasy vyskytu

jednotlivych aktivnich forem [18] [21] [22].

Tabulka 2-2: Aktivni formy ROS a RNS, a jejich polocasy vyskytu

Aktivni forma Nazev Polocas vyskytu
OH- Hydroxylovy radikal 10°s

ONOO- Peroxynitrid 1-2s

NO> Oxid dusicity <10°s

0y Superoxidovy anion >10°s

NO Oxid dusnaty 0.1-6.4 s

0, Singletonovy kyslik 10°s

H,0, Peroxid vodiku 10-10%s

2.4.3 UV zareni
UV zafeni je elektromagnetické zareni o vinové délce kratsi, neZ je viditelné svétlo a to pfiblizné
v rozsahu 100-380 nm. UV zafeni Ize délit podle rozsaht vinovych délek na UVA, UVB a UVC, kde kazdé
z nich ma své specifické ucinky na lidsky organismus. Pfirodnim zdrojem UV zafeni je Slunce, kdy vznika
v dUsledku interakce mezi ¢asticemi ve vysoce ionizovaném plynu. Uméle je pomérné snadno
generovano pomoci nizkotlakych ¢i vysokotlakych rtutovych vybojek. Jeho vyuZiti je predevsim
v oblasti dezinfekce. Jé znamo, Ze UV zareni ma germicidni Ucinky a da se vyuZit jako nahrada za
chloraci vody. Vyuziti nachazi i v mediciné naptiklad k IéCbé lupénky. DulezZité je také zminit jeho
negativni pasobeni, kdy nadmérné expozice UV mohou zplsobovat rakovinu kiiZze. UV zareni ma vliv

na bunécnou DNA a snadno ji poskozuje. Nejucinnéjsi je UV zareni o vinové délce 254 nm, jelikoz tato
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vinova délka je nejblizsi absorpci DNA. Pouzitim UV zafeni o této vinové délce lze vyznamné ovlivnit

Zivotnost bakterii [23] [24].

2.5 Elektrické vyboje ke generaci plazmatu, pouZité v této praci

2.5.1 Kordénovy vyboj
Kordnovy vyboj patfi k stabilnim a samostatnym vybojdm. Vznikd v nehomogennim elektrickém poli,
okolo elektrod s malym polomérem kfivosti, kde je gradient elektrického pole nejvyssi. Pfikladem mze
byt drat, hrotova elektroda, vedeni vysokého napéti nebo valcova elektroda. Pokud na elektrody
privedeme nékolikanasobné vétsi napéti, nez prirazné napéti plynu, tzv. pocatecni napéti, nastane
priraz vybojové drahy a kordna pak prechaziv jiskru. RozloZeni elektrického pole pred vznikem vyboje,

jez je dano vzorcem pro valcovy kondenzator, ve kterém je vyjadrena intenzita elektrického pole E jako
E = Ek/O 'TO.T'— 1

kde Ei je kritické napéti, Ep intenzita pole povrchu vodice, ro je polomér vodice. Pokud E, dosahne
kritické velikosti E, dojde k vyboji. Kritické nebo zdpalné napéti zavisi na geometrii elektrod,
vzdalenosti elektrod a na napéti na elektrodach, spolu s vlastnostmi plynu. Svétélkujici korénovy vyboj
je doprovazen slabsimi akustickymi jevy. lonizace probiha v blizkém okoli korénuijici elektrody. Tato
vrstva je nazyvana aktivni. Mechanismus i déje kladné a zdporné korény se lisi, nicméné se nelisi

v hodnoté kritického napéti [16] [25].

Obrazek 2.2: Ukazka korénového vyboje
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2.5.2 Prechodova jiskra
Jednd se o prechodovou formu elektrického samostatného vyboje. Vyboj vypada jako klikatici se uzké
kanalky vznikajici mezi elektrodami popfipadé na elektrodach vyzatujici velmi jasné svétlo. Teplota
vyboje je priblizné 10 000 K. Vyboj jiskry je doprovazen silnymi akustickymi jevy, které jsou zplisobené
réazovou vinou v dasledku rychlych zmén tlaku pfi vzniku vybojové drahy. Pomoci teorie lavin lze
pfiblizné popsat, jak dochazi k vzniku tohoto vyboje. Pokud je pfivedeno na elektrody dostatecné
napéti, mezi anodou a katodou vznika tzv. lavina s vysokou koncentraci nabitych &astic. Celo laviny se
pohybuje smérem k anodé, poté nasleduje Sifeni kladného strimeru od anody spolu se sekundarnimi

lavinami v blizkosti jeho ¢ela spolu s emitovanymi fotony. Vizte Obrazek 2.3. Poté se cely déj opakuje.

A A

K

Obrazek 2.3: Teorie strimeru- Elektronova lavina ve dvou po sobé jdoucich okamZicich [I]

Vyboj respektive napéti a velikost elektrického pole potfebné k prirazl zavisi na geometrickém tvaru
elektrod, jejich vzdalenostech, tlaku a druhu plynu ve vybojové draze. V praci bylo pouZito vyboje za
atmosférického tlaku okolniho vzduchu, p < 1 atm (1 atmosféra = 101,325 kPa). Za atmosférického
tlaku je elektricka pevnost vzduchu cca 4,4 kV-cm™, coZ je minimalni hodnota prarazného napéti pfi

nastavené mezielektrodové vzdalenosti na 1 cm [16] [25] [26].
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Obrazek 2.4: Ukazka prechodové jiskry

2.6 Povrchové a biocidni ucinky plazmatu

Vysokoteplotniho plazmatu, se i v soucasné dobé stdle pouzivd napfiklad pro kauterizaci ¢i ablaci
tkané. Nizkoteplotni plazma v mediciné se zacalo vyuZivat pozdéji, az s vyvojem plazmatickych zdroja,
schopnych fungovat za atmosférického tlaku v béZznych podminkach. Je ho vyuZivano napfiklad pfi
zkoumani transfekce® nebo bunééného déleni, hojeni ran, osetfeni krve &i jako NO terapie spojena
s objevem koncem 20. stoleti ocenénym Nobelovou cenou. Samoziejmé je také dilezité brat v potaz
termalni Ucinky generovaného nizkoteplotniho plazmatu interagujiciho s Zivou tkani. Nerovnovainé
nizkoteplotni plazma je schopno iniciovat, podporovat, kontrolovat a katalyzovat rizné komplexni
chovéani a odpovédi v biologickych systémech. Hlavnimi ucinky pak jsou: specifické uvolnéni bunék,
bunécéna migrace, angiogeneze a proliferace, exprese povrchovych proteinli bunék, naruseni celistvosti
DNA, vyvolani apoptdzy®, inaktivace mikroorganismi a nddorovych bunék, dolasné zvyseni

propustnosti membran a koagulace krve.

3 Metoda pfenosu DNA do eukaryotickych bunék.
4 Naprogramovand smrt bunék.
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Plazma ma vyuZiti i ve zpracovani odpadl a to tak, Ze zpUsobi rozklad skodlivych latek na atomy.

K tomu Ize vyuzit vysokoenergetické plazmové vyboje s teplotou 10 000 K [18] [27] [28].

2.7 Plazmova medicina

Plazmova medicina je pomérné novy obor, vnémi se kombinuje biologie, klinickd medicina
a v neposledni fadé fyzika a chemie iniciovana plazmatem v definovaném prostiedi. Cilem je tedy
ovlivnit nejen povrchovou mikrofléru na poZzadovanych mistech, ale i stimulovat ¢i inhibovat ristové
procesy. Pro terapeutické Gcely se vyuziva predevsim netermalniho plazmatu, které pro lidskou tkan,
dle dosavadnich poznatk(, nepredstavuje riziko. Takovéto plazma je generovano predevsim
elektrickymi vyboji, a vznikd za atmosférického tlaku; stdva se zdrojem iontl, rekombinovanych
neutralnich castic, radikal(, reaktivnich ¢astic a elektromagnetického zareni od ultrafialového az po

infradervené, dulezitych pro dalsi interakci s burikou.

Vyboj lze navic upravit tak, aby generoval plazma s urcitou koncentraci castic, aby bylo dosazeno
pozadovaného medicinského efektu. Plazma lze vyuZit v rlznych odvétvich mediciny, napftiklad
dermatologii pti lé¢bé koznich onemocnéni, stomatologii, chirurgii, onkologii ¢i v estetické mediciné.
S tim primo souvisi vyuZiti pro modifikaci ploch, které maji byt v pfimém kontaktu s tkani (napf. jejich
sterilizaci nebo aktivaci) a to zejména chirurgickych pfristroji, dekontaminace nebo Upravé implantatd

[18] [28].
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3 Plazmatem aktivovana voda (PAW)

Jak jiz bylo zminéno ve druhé kapitole, netermalni plazma lze vyuZit v rlznych odvétvich mediciny.
V poslednich letech se studuji vlastnosti ROS a RNS rozpusténé ve vodé. Ty vznikaji po aktivaci vody
plazmatem. Plazmatem aktivovana voda je pojmenovani z anglického Plasma Activated Water
a obsahuje mnoho aktivnich ¢astic. U PAW se predpoklada delsi Zivotnost aktivnich forem kysliku
a dusiku [29]. Pro generovani PAW byla pouzita stejna sestava uréend i pro oSetfeny H-ND, kterd je

podrobné popsdna v praktické ¢asti této prace v kapitole 6.6.

3.1Vznik PAW a jeji trvani

Vodu Ize aktivovat pomoci plazmatu a to nékolika zpUsoby:

e oSetfenim vody plazmatem generovaného v plynné fazi (vzduch, argon apod.) pfimo, tedy
oSetfovana voda je zaroven elektroda anebo je v pfimém kontaktu s plazmatem generovanym
napf. plazmovou tryskou;

e oSetfenim vody plazmatem generovaném pfimo ve vodé;

e anebo oSetfenim vody nepfimo produkty vyboje unasenymi iontovym vétrem a difundujicimi

do vody skrz hladinu.

PAW muze byt aktivovana vSemi typy plazmovych zdrojl, zminénych v kapitole 2 jako pulzni korénou,
plazmovymi tryskami ¢i pomoci dielektrického bariérového vyvoje (DBD). PAW vytvofena pomoci
netermdlniho plazmatu obsahuje prevazné reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS, RNS). Pro tvorbu RNS
je ale lepsi pouZiti termalniho plazmatu z divodu vyssi teploty. Nutnosti je zafidit dostatecny pfisun
vzduchu (kysliku a dusiku), pro vznik zminénych reaktivnich komponent. Pro dokonalé vyuziti plazmatu
je vhodné pohybovat s oSetfovanou kapalinou, aby vzniklé produkty byly rovhomérné rozpustény. Tato
metoda umoznuje vznik a vyrobu PAW za vyuziti elektfiny, vody a vzduchu, a nejsou nutné zadné

chemikalie.

3.2 Produkované radikaly a jak je lze ovlivnit

Nejvice zastoupené primarni ¢astice ve vodé oSetfené plazmatem jsou OH:, H:, O- a NO- radikaly. Ty
reaguji s dalSimi molekulami, coz vede k vzniku H,0,, NOy, O3, HNO;, HNO3, ONOOH. Hodnota pH PAW
se pohybuje od 3 do 7. U nepufrovanych roztoku ale pH se vétSinou nezvedné vys nez 4,5, coZ odpovida
kyselému pH. Diky kyselému prostfedi dochazi ke vzniku peroxydusitanu z peroxidu vodiku a dusitanu,

které jsou pritomny v PAW po dobu asi 15 minut od jeji aktivace.

V pripadé pouziti stejnosmérnych zdroji plazmatu pH zavisi na polarité privdadéného napéti, kde pfi

negativnim zapojenim je vysledné pH nizsi, nez pfi pozitivnim [30]. Vodivost a pH roztoku jsou Uzce
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spjaty a zavisi na podilu OH- a H+. Vodivost se zvysuje protoze H+ maji relativné vyssi pohyblivost oproti
OH-.

V zavislosti na typu zdroje napéti, jeho energii a chemickém sloZeni okolniho prostredi, jsou
generovany rzné druhy primarnich a sekundarnich reaktant(, a to bud' ve vodni ¢i plynné fazi, a také
dochazi k riznym plasmo-chemickym reakcim. Vysledné sloZzeni PAW ovliviiuje pfitomnost elektrolytd
a zhasedel. Dalsim faktorem ovliviiujicim chemické sloZeni roztoku mohou byt ionty a ¢astice uvolnéné
z elektrod. Mimo to, v prosttedi pro vypousténi plynu a kapaliny, druh plynné faze bude ovliviiovat
vznik plynnych castic, které se posléze zméni na tekutiny. Tim padem lze fici, Ze celkovy vytéZzek
plasmo-chemickych procest je dan synergistickym plsobenim mnoha rlznych elementarnich reakci

soucasné probihajicich ve vyboiji.

V experimentu vyuzivame PAW, kterd vznikd reakci tekutin s ¢asticemi generovanymi plazmatem,
které difunduji do tekutiny.
Skupiny reaktantl Ize dle jejich vzniku rozdélit do 4 zakladnich skupin a to:
e Acido-bazické reakce dané kyselymi Gcinky vody zplsobené chemickymi produkty plazmatu
e Oxidativni reakce zplsobené oxida¢nimi ¢inidly ROS a RNS produkovanymi plazmatem (OH-
radikal, 05, peroxid vodiku, a peroxynitrit)
e Redukéni reakce zplGsobené redukénimi inidly produkovanymi plazmatem (H-, HO,- radikaly)
e Fotochemické reakce iniciované UV zarfenim z plazmatu (fotolyza H.0,, O3 a perhydroxyl
radikal)
[20] [30] [31].

3.3 U¢inky PAW na Zivy organismus

Nejvyznamnéjsi jsou pro Zivy organismus oxidacni reakce. Oxidativni stres je komplex rliznych
abnormalnich déja, které postihuji buriky a vedou k nadpriimérné koncentraci exogennich nebo
endogennich kyslikovych radikall, které nejsou dostatecné rychle likvidovany antioxidacnim
systémem. Kyslikové radikaly maji afinitu predevsim k nenasycenym mastnym kyselindm, které jsou
hlavni soucdsti bunéénych membréan. V pfipadé navazani kyslikového radikdlu na polynenasycenou
mastnou kyselinu bunééné membrany dojde k predani elektronu mezi radikdlem a mastnou kyselinou,
ta se stava radikalem a cely déj predavani elektront pokracuje fetézové mezi jednotlivymi chemickymi
strukturami membrany az do doby, kdy dojde k jejimu Uplnému rozruseni a tim k zaniku bunky.
Bakterie obsahuji ve svych membranach polynenasycené mastné kyseliny. Plisobenim kyslikovych
radikald tedy dochazi ke zménam na bunécné membrané od poruch funkénich (transportni déje,

propustnost kanall apod.) aZ po zanik bakteri.
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Slozky, které se v PAW nachdazeji, spolu s nizkym pH maji antimikrobialni efekt: ni¢i bakterie, biofilmy,

kvasinky a jiné mikroorganismy.

PAW muzZe byt pouZita jako rlstova podpora, kterd ma za Ucinek zlep3Seni klic¢ivosti semen a stimuluje
rast rostlin. Vyzkumy ukazuji, Ze pomoci PAW lze zvysit Zivotnost fezanych kvétin ¢i sniZit infekci
a polet bakterii az o 1,5 log®. Také bylo prokazano, Zze pokud se PAW pouZije b&hem prvni 15 minut
od vyroby, lze u S. epidermis® docilit Ubytku az 8,4 log v &ase 5 minut a pro S. aureus’ 6,5 log
po 10 minutdch. Bylo ukdzano, Ze PAW, ktera byla aktivovana povrchovym plazma ma mensi
inaktivacni ucinky na S. Aureus nezli PAW aktivovana ,,zevnitf”, tedy vybojem pfimo v kapaliné. Po
dobu 15 minut od pfipravy ma PAW nejvyssi aktivitu a je silnym desinfekénim Cinidlem. S postupem
Casu baktericidni Ucinky klesaji. Mirnéjsi baktericidni ucinky si vSak PAW muze uchovat po dobu azZ

1,5 roku, za splnéni uréenych skladovacich podminek.

PAW se, mimo jiné, da pouZivat k desinfekci uzitkové i pitné vody. V mediciné PAW umoznuje
desinfekci kdze, ran, zubnich kanalkd, Iékarskych nastrojli, vybaveni a povrch(l. Na kizi dochazi k zabiti
mikroorganizm@ ucinkem ROS a RNS v disledku oxidativniho stresu a samotna tkan neni nijak
poskozena. Uplatnit se da predevsim na onemocnéni zptisobena houbami tj. mykotického plvodu. Je
prokdzdna zavislost na mnozstvi H,O, v PAW a bunécné odpovédi. Pokud je koncentrace H,0,v PAW
nizka, dochazi ke stimulaci rlistu bunék. Zastaveni ristu je docileno se stfednimi koncentracemi a pfi

vysokych koncentracich jiz dochazi k apoptdze tedy cilené smrti bunék.

Hlavni mechanismus plasmo-chemické dekompozice organickych sloucenin rozpusténych ve vodé
zahrnuje oxidacéni procesy iniciované OH radikaly, Os; a H,0, (zvlasté v pritomnosti urcitych katalyzatord

jako je Zelezo, platina ¢i wolfram) [29] [31] [30] [32] [33] [34].

5 MnoZstvi bakterii se uvadi v logaritmickém mé¥itku, log je tedy fad.
6 Staphylococcus epidermis je gram-positivni bakterie.
7 Staphylococcus aureus je gram-pozitivni bakterie, b8Zné se vyskytujici na lidské kazi.
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4 Mikrobiologie

Mikrobiologie je véda, ktera se zajima o plvodce onemocnéni v lidském téle, stejné tak o nepatogenni
mikroby v téle a jeho blizkém okoli. DlleZitost této védy vychazi pravé z ohroZeni Zivota pacienta. Dale
je nutno fici, Ze se jedna o organizmy velmi malé a pouhym okem mnohdy nepozorovatelné, coz vsak
nevypovida nic o jejich potencionalni Skodlivosti, virulentnosti ¢i patogenité. Mikroorganismy mohou
naopak prospivat Zivému organismu a zit s nim v symbidze. Mikroorganismy délime na prokaryota,
kam radime bakterie a sinice, a eukaryota, kam fadime rasy, plisné (obecné houby) a protozoa. V této

praci je zkouman vliv pouze na bakterie [35] [36].

4.1 Morfologie a cytologie bunky

Velikost bakterii se uvadi 0,2 um az 0,75 mm. Podle stavby bunécné stény se bakterie déli na
gram-pozitivni a gram-negativni, pficemz ndzev je odvozen od metody gramova barveni, diky které lIze
rozlisit, do jaké skupiny se bakterie fadi. Mezi gram-pozitivni patfi napriklad Pseudomonas a mezi
gram-negativni Escherichia ¢i Salmonela. Bakterie mohou mit rdzny tvar. Zndmy jsou tvary kulovité
(koky), tycCinkovité (bacil) nebo rohlickovité (spirila) a dalsi. Bakterie je zevné ohranicena
cytoplazmatickou membranou a nad ni se nachazi pevna bunééna sténa, ktera se v tloustce lisi podle
druhu. Pravé vnéjsi obal bakterie a pritomné latky v ném jsou zakladem gramova barveni. Ten také
dava bakterii tvar a vytvari hlavni ochrannou vrstvu. Zevnitf musi burika odolavat osmotickému tlaku.
Propustnost membrany je pouze pro molekuly mensinez 1 nm. V membrané jsou vsak i bilkoviny, diky
kterym lze transportovat i vétsi molekuly do nitra bunky. Uvnitf se nachazi cytoplazma. V ni se nachazi
ribozomy nutné pro proteosyntézu a také se v ni nachazi i bakterialni chromozom (nukleoid). Jedna se
o molekulu dvouvlaknové DNA, vytvarejici kruh. Na Obrazku 4.1 je zobrazen nakres stavby bakteriadlni

buniky.
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Obrazek 4.1: Morfologie bunky [J]

4.2 RUst a mnoZeni bakterii

Bakterialni buniky se mnozi délenim, tj. Ze se duplikuje vSe potfebné v burice k jejimu samostatnému
fungovani a pred ukonéenim rlstu se bakterie rozdéli na dvé stejné rovnocenné buriky. Existuji rizné
zpUsoby, jakymi Ize sledovat cetnost populace bakterii. Jednim z nich je pocitani bunék v uréeném
objemu kultivaéniho média nebo mérenim zakalu urcitého objemu. Za urcity ¢as se v optimalnich
podminkdch tj. pfi spravné teploté (pro E. coli 35- 37 °C) a vhodném pH (pro E. coli 6,0 — 8,0) bakterie
déli a to exponencialni fadou. Jedno takové déleni se nazyva generacéni doba. Napfiklad generacni doba
E. coli je 20 min. Pro srovnani, pivni kvasinka ma generac¢ni dobu 2 hodiny, bakterie TBC ma generacni
dobu 36 hodin. Lze tedy predvidat i eventualni koneény pocet bakterii dle vzorce B = By-2", kde n je
pocet generaci a By je poCet bakterii na zac¢atku. Dale Ize uvést pojem rychlost mnoZeni dle vzorce

C =n-t!co? je pomér poltu generaci vici ¢asové jednotce (hodina).

Pokud je sledovan pribéh mnoZeni v Case, lze z vykultivovanych vzorki ziskat tzv. ristovou kfivku,

vizte Obrazek 4.2. Byly zjistény Ctyfi faze rdstu a vyvoje bunék.

a) Lag faze — bunky se adaptuji na nové prostredi, zatim se nemnozi

b) Log nebo Exponencidlni faze — postupny narlst rychlosti mnoZeni, v urcité chvili je konstantni,
tj. vSechny buriky se déli stejné rychle. Pokud data (pocet bunék) vyneseme do logaritmického
grafu, potom vidime linedrni zavislost a pribéh.

c) Stacionarni faze nastava v okamziku, kdy se jiz buriky dale nedéli. Dlvody nejsou zcela jasné,

ackoli dlivod neni nedostatkem Zivin ale spise nahromadénim toxickych metabolitd.
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d) Faze hynuti - po delsi dobé bunky za¢nou odumirat a jejich pocet klesa. To se déje pokud
v prostfedi, v némzZ se bakterie nachazeji, napfiklad dojdou Ziviny nebo z divodu zamofeni

prostiredi disledky vlastniho metabolizmu.

log N stacionarni faze

ubytek
log

lag

cas

Obrazek 4.2: RUstova kfivka bakterii [K]
Pro upfesnéni, béhem 18 hodin se v Zivném médiu, pfFi teploté 35-37 °C namnoZi 10° bunék-ml™.
Vyznamné je i zbarveni tekutiny. Tento proces rlstu je dobfe pozorovatelny v tekutém médiu, kterym

mUze byt napfiklad Mueller-Hinton bujon.

Bakterie se také mohou péstovat na pevnych Zivnych ptdach (agary), napfiklad v plastovych nebo
sklenénych Petriho miskach, kde vytvari kolonie. Tyto kolonie byvaji mnohdy druhové specifické.
U bakterie Escherichia coli lze po 18 az 20 hodinach pozorovat kolonie s pravidelnym okrajem. Tento
tvar je jakymsi artefaktem laboratorni kultivace v disledku nadbytku Zivin. Aby bylo docileno tohoto
tvaru, ktery je vhodny pro pocitani, je tfeba nechat roztok s E. coli plné zaschnout, jinak dochazi ke
znehodnoceni vzorku v disledku pohybl pomoci jiz zminénych bicikd, kterymi je E. coli obdarena.

V kontextu této prace byly pouZity oba druhy prostfedi, proto je vhodné je uvést.

4.3 Smrt bakterii

Usmrceni bakterie nastava tehdy, pokud se jiz bunika neni schopna rozmnoZovat. Jsou rizné procesy
inaktivace bakterii. Sterilizace je proces vedouci k usmrceni vSech bakterii, dezinfekce usmrti pouze
mikroby na povrchu predmét(l. Antiseptika maji podobny ucinek jako dezinfekce. Dale se pak pouzivaji
konzervacni latky, ATB, biocidni latky, zafeni a obecné pfilis vysoké nebo nizké teploty. Obecné plati,
Ze pusobenim zminénych vlivi dochazi k naruseni DNA, popfipadé poskozeni stavebni bilkoviny a jejich
nasledné denaturaci. ND, které jsou hlavnim pfedmétem této prace, maji biocidni vlastnosti a podileji

se na poklesu bakterialni kultury. Tato kli¢ova vlastnost ND je zminéna také v kapitole 1.2.4.
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4.4 Enterobakterie - Escherichia coli

Escherichia coli je bakterie, ktera patti do celedi Enterobacteriaceae. Jsou to gram-negativni tyCinkovité
bakterie délky 1-6 um a tloustce 0,4—1 um. Produkuji LT toxin, ktery ma za nasledek sekreci vody
a iontQ. Nejznaméjsi z druhl Escherichia je pravé E. coli, zndma zejména z dlvodu pritomnosti
v lidském stfevé. Tam je soucasti stfevni mikroflory a prispiva k tvorbé vitaminu K. Pozornost ziskala
také diky své kultivacni nenarocnosti. E. coli je jednim z nejlépe prostudovanych mikroorganism,
jelikoz slouzi jako modelovy organismus pro klinické a genové studie. Také proto byla vybrana jako
zkoumana bakterie této prace. U Escherichia coli se délka DNA pohybuje kolem 1 mm. Chromozom
Escherichia coli ma asi 4500 kB a obsahuje 4405 gen(. Buriky na sobé mohou mit i kiehké biciky. E. coli
je ma na celém povrchu téla. Biciky rotuji rychlosti 18000 rpm a diky tomu se bakterie posune o cca
30 um-st. Bakterie E. coli mGZe obsahovat rGizné plazmidy®, které ji pfeduréuji rdzné specifické
vlastnosti. Takovéto bakterie jsou plvodci prljmovych onemocnéni. E. coli je mj. nejcastéjsim
puvodcem zpUsobujici zanéty a infekce mocového Ustroji (asi 50 %). Dale se asi 10 % podili na vzniku

infekci ran. Ukazku bakterie E. coli Ize vidét na Obrazku 4.2 [35] [36] [37].

Obrazek 4.2: Escherichia coli [L]

8 Molekula DNA nesouci doplfikovou genetickou informaci.
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5 Metody méreni parametril ND

V nasledujicich kapitolach jsou zminény metody a moZnosti zkoumani nanodiamantu, potazmo jeho
struktury a povrchu. V experimentdlni ¢asti byla pouzita metoda infradervené spektroskopie

s Fourierovou transformaci.

5.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
FTIR je anglicky akronym Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Infracervena spektroskopie vyuziva
dva typy méficich zafizeni FTIR a disperzni spektrometr. Méfi se zavislost intenzity respektive

absorbance a transmitance infracerveného zafeni na vinové délce. Vypocet absorbance je ddn vztahem
R
A= —log(z)°
Ro

kde R je spektrum analyzovaného vzorku a Ry pak referencni desticky. Tou je kfemikova desticka
potazena titanem a zlatem. Metoda nabizi moZnost identifikace a analyzy anorganickych

i organickych slouéenin, mozné je ziskat informace o tvaru molekuly.

Mérena latka mize byt v pevném, kapalném i plynném skupenstvi. Radiaéni zdroj FTIR spektrometru
vyzaruje infraCervené zareni, které dopadd na interferometr. Zde je zareni modulovano naptiklad
pomoci Michelsonova interferometru a pfechazi, pod pfesné stanovenym uhlem pro danou latku, pres
vzorkovy prostor na detektor. Pokud paprsek projde pres interferometr, diky pohyblivému zrcadlu je
ziskdna vystupni vina s proménlivou intenzitou nazyvana interferogram. Z ného se pak pocita vysledné

spektrum pomoci Fourierovy transformace.

° Transmitanci je definovéna jako T = I—”; kde Iy je intenzita svétla, které proslo vzorkem a I» pak intenzita svétla,
b

ktera prosla slepym vzorkem.
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Obrazek 5.1: Vztah mezi vino¢tem valencnich vibraci, povahou vazby a druhem vazanych atom( u FTIR [M]

Vibrace, u kterych se méni délka vazby, jsou oznacovany jako valencni vibrace. Vibrace doprovazejici

zménu vazebného Uhlu, jsou nazyvany deformacnimi, vizte Obrazek 5.1.

Méreni spekter probihd v dusikovém prostredi popfipadé ve vakuu. Dusik totiz nema dipdlovy moment
a tim padem se ve spektru nezobrazi. Snahou je zamezeni nezddoucich vzdu$nych residui, predevsim

H>0. Na Obrazku 5.2 Ize vidét priklady vino¢tl nékterych skupin. Podrobna interpretace spekter vzorkd

H-ND je popsdna v experimentalni ¢asti v kapitole 8 [38] [39] [40] [41].

Tabulka 5-1: Pfiklad vinoctt valencnich vibraci nékterych skupin

Skupina Typ slouceniny Skupina Vinoget cm™
C-H sp® hybridizace uhlovodiku -CHs; 2865-2975
C-H sp? hybridizace uhlovodiku -CH»- 2840-2940
C-H sp hybridizace uhlovodiku >C=CR-H 3010-3040
C-H Aldehydy H-(C=0)R 2720, 2820
N-H Primarni aminy, amidy RNH-H, RCONH-H cca 3400
O-H Alkoholy, fenoly -OH 3580-3670
C=0 Aldehydy R(C=0)H 1720-1740
Cc=0 Ketony R(C=0)R 1705-1725
-NO; Nitroskupiny RNO> 1320-1380, 1500-1560
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5.2 Ramanova spektroskopie

Tato spektroskopie je zaloZzena naméreni vibracni stavli molekul. Zakladem je jev neelastického
optického rozptylu. Tato metoda je vhodna pro uréovani latek, jejich prvkového sloZeni a struktury. Lze
ji vyuzit pro analyzu kapalin i pevnych latek, pro analyzy biologickych systéma ¢i analyze povrchd.
Metoda dovoluje studovat zarivy dvoufotonovy prechod mezi vibraénimi stavy molekul s danymi

energiemi E; a E,. Pfechod je vyvolany dopadem zafeni o frekvenci vo, kde plati
vy > |E; — Eql|/h
Kde h je Planckova konstanta (h = 6,626:103 J-s).

V molekule interagujici se zarenim je indukovan dipdlovy moment. Plsobenim laseru na materidl
dochazi k excitaci atomu tak, Ze elektron prejde do energetické hladiny s vyssi energii. Po kratké dobé
dojde k prechodu elektronu zpét do nizsi energetické hladiny a molekula emituje zafeni s nezménénou
frekvenci (Rayleightv rozptyl) a nenese Zzadnou informaci. V pfipadé, ze se elektron vrati vys$si nebo do
nizsi energetické hladiny neZ jeho pavodni, to pak nazyvame Raman(v rozptyl. Ty s nizsi frekvenci
nalezi Stokesovu rozptylu a vyssi pak anti-Stokesovu rozptylu, vizte Obrazek 5.1. Pro vznik Ramanovy

linie je nutna zména polarizovatelnosti molekul.

Al A

O = NWeE

¢ ¥ Y

Rayleighlv StokesUv  Anti-StokesUv
rozpty foton foton

R absorbce

Obrazek 5.2: Schéma excitaci [N]

Ramanova spektra poskytuji informace o vibracnich pohybech molekul nebo krystall aj. Frekvence
normalnich vibrac¢nich maoda je zavisla na sile vzajemnych vazeb atom( a na jejich hmotnosti. Sila

vzajemnych vazeb je zakladni parametr, ktery popisuje strukturu molekul.

Raman(lv spektrometr se sklada ze zdroje excitujiciho zareni, kterym je napriklad Ar, Kr ¢i YAG laser,

vzorkovaci komora, sbérna komora, filtry a detektor, vizte Obrazek 5.2.
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Pomoci Ramanovy spektroskopie Ize dobre charakterizovat uhlikové materialy tj. v nasem pripadé ND
&i grafitické vrstvy. ND vykazuji v Ramanové spektru typicky velmi intenzivni a Uzky pas pfi 1332 cm™,
odpovidajici krystalickym sp® uhlikiim v jeho struktufe. Vizte Graf 5.3. Ziskana spektra |ze srovnavat
s jiz naméfenymi a identifikovanymi vzorky z knihoven a tak provadét presnéjsi identifikaci zkoumané

latky [3] [42] [43] [44].
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Graf 5.3:Ramanovo spektrum detonacnich ND [O]
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Prakticka ¢ast diplomové prace

Aby bylo moZné zjistit, jaké Gcinky budou mit nanodiamanty na bakterii Escherichia coli, byly navrhnuty

dva experimenty pro zkoumani

e Biocidnich Ucink( suspenze H-ND v fedéném Zivném médiu na E. coli
e Biocidnich uc¢inkG H-ND oSetfenych plazmatem spolu s plazmatem aktivovanou vodou

v fedéném zivném médiu na E. coli

Pro blizsi sezndmeni se pfimo s biocidnimi vlastnostmi H-ND byl proveden pokus, pti némz byl pouzit
pouze roztok H-ND. Ten byl pfiddm v poméru 1:1 k suspenzi E. coli v tekutém Zivném mediu. Tato
suspenze byla ponechana v termostatu po dobu 24 hodin a namnoZené bakterie byly odebirdny v ¢ase
5 a 24 hodin. Vysledkem je tfibodova kfivka vypovidajici o inhibi¢nim rlstu bakterie. Timto pokusem
jsme navazali na studii, ve které se zkoumaly vlivy rGznych nanocastic na uhlikové bazi na bakterii
E. coli [39]. Studie uvadi, Ze nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pfi pouZiti H-ND, proto byl tento
material vybran jako vhodny pro zopakovani experimentu, a tim ziskani referencnich vysledkd jeho

ucinkl pro druhy experiment.

Pro realizaci druhého experimentu bylo nutné pouziti plazmatu. Vzorky H-ND byly osSetfeny rlznymi
typy elektricky generovaného plazmového vyboje a to po rlznou dobu. Je nutné zminit, Ze H-ND byly
rozfredény v destilované vodé, ktera se po plsobeni plazmatu aktivuje a vznika PAW popsana v kapitole
3. Dale nasledovalo zkoumani toho, jak se zméni biocidni vlastnosti H-ND po oSetfeni plazmatem. Doby
oSetfeni byly stanoveny na 1, 3 a 5 minut. Pro srovnani byly také stejné dlouhou dobu osetfovany

vzorky destilované vody jako dalsi reference pro ucinky samotné PAW.

Vzorky byly analyzovany ve spolupréci s Fyzikalni Ustavem Akademie véd CR, v. v. i., s pomoci pani
RNDr. Pavly Stenclové, Ph.D. Zde byla provedena Infracervend spektroskopie s Fourierovou

transformaci.

Cilem experiment( bylo zjistit optimalni dobu oSetfeni suspenze ND a pomoci analyzy sledovat zmény
na jejich povrchu. Zhodnoceni bylo mozné po provedeni experimentl. Vysledky jsou prezentovany
v podkapitolach u jednotlivych experimentl. V zavéru je popsano celkové zhodnoceni dosazenych

vysledkd.

40



6 PouzZité laboratorni metody

6.1Zasady prace s mikroorganismy

Bakterie, stejné jako rostlinné a Zivocisné bunky, rostou také in vitro tj. v umélych podminkach. Diky
jejich kultivaci Ize pozorovat, jak rostou, jak se déli a diferencuji. Také je mozné pozorovat jejich reakce
na razné stimuly jako naptiklad zafeni, teplotu, pH apod. Pomoci Zivné pldy a podminkam
in vitro |ze kontrolovat a zaroven definovat prostredi, ve kterém se vyviji. VZdy je ale nutné dodrzovat
urcitd, predem stanovena, pravidla, kterda zabezpecuji funkénost zvolené metody ¢&i ziskani
pozadovanych vysledk(l. Prvotni kultury mikroorganismi by mély pochazet z certifikovanych
laboratofi. Nutné je dodrZeni sterility prostfedi, pracovnich pomucek a kultivaéni pady, zajistit vhodné
prostfedi pro rGst bunék s vhodnym pH, teplotou, mnozstvim Zivin a vlhkosti. DlleZité je zabranit

kontaminaci kultury spravnym zachazenim a uchovavanim.

Vhodnym nastrojem pro sterilizaci a udrzeni sterility je pfistroj zvany autokldv, jenZ zajistuje vlhkou
sterilizaci. Proces vlhké sterilizace probiha pfi teploté kolem 121 °C po dobu cca 20 minut za zvySeného
tlaku. Je moiné také pouZit suché sterilizace, kterd probihd ve vétSiné pfipadd po dobu
1 hodiny pfi teploté vzduchu 200 °C. Metoda je vhodna pro bézné osetreni rdznych materialt jako sklo,

kov a teplu odolnych plasta [4] [37].

6.2 Priprava vzorkU E. coli

Roztok E. coli byl pro kazdy pokus pfipravovan z Cerstvé zasobni kultury tésné pfed experimentem.
Na zacatku kazdého pokusu byla vidy naméfena koncentrace bakterii pomoci McFarland
densitometru, jenz méri prlihlednost roztoku. Pocatecni Cirost roztoku E. coli byl zvolena 0.5 MFU
proto, aby byly zajistény stejné vychozi podminky rGznych experimentl, co do poctu bakterii E. coli.
0.5 MFU dle kalibraéni kfivky odpovidd pfiblizné koncentraci bakterii 10 CFU-mlI? (CFU - podet
vytvorenych kolonii). PGvodni kultura E. coli pochdzi z Ustavu experimentalni biologie PFirodovédecké

fakulty Masarykovy univerzity. DalSi vzorky byly ziskany rekultivaci z plvodnich certifikovanych vzorkd.

6.3 Pfiprava Mueller-Hinton agar

Pro kultivaci a pozorovani rlistu bakterii byl pouzit Mueller-Hinton agar. Agar je skladovan ve formé
prasku a posléze je michan s destilovanou vodou v poméru 39 g na 1 litr a pred sterilizaci pomoci
autoklavu je nutné ho uvést do varu. Poté, co je sterilizovan v autoklavu, je nutné ho rozlit do Petriho
misek. Roztok zméni své skupenstvi z kapalného na pevnou hmotu svétle Zluté barvy jiz pfi 60 °C
a uchovava se v lednici. Jeho pouZitelnost je pak zhruba jeden mésic. Hlavni slozku tvofi hovézi
bilkovina, Skrob, kasein hydrolyzat a mofska rasa. Timto postupem byly vidy pfipravovany agary pro

Ucely experiment(l. Ukazka agar( vizte Obrazek 6.1.
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Obrazek 6.1: Pfiprava agarl a vzork( pro experimenty

6.4 Priprava bakteridlni suspenze

E. coli byla rozmichana v tekutém roztoku Mueller-Hinton bujdn, ktery se rovnéz jako Mueller-Hinton
agar prodava ve formé dehydratovaného nazloutlého prdsku, ktery je posléze smichan v pfedepsaném
poméru s destilovanou vodou. Jedna se o tekutou Zivnou pddu pro urcité typy bakterii. Vétsinou byl
roztok E. coli pfipraven z5—6 ml MH bujénu a 0,2-0,3 ml E. coli. Hlavni slozkou bujénu je hovézi

bilkovina, skrob a kasein hydrolyzat.

6.5 Priprava vzork( H-ND

Pro experimenty byl pfipraven roztok destilované vody a HND o koncentraci 2 mg-ml™. Vypoéet vychazi
z €lanku [39], kde cilovd koncentrace je 1 mg-ml™. Takovéto koncentrace je viak Zadouci aZ po smichani
s roztokem obsahujici E. coli. Vidy totiZz byly obé smési smichany v poméru 1:1, tudiz ve findle je ziskana
cilova koncentrace 1 mg-ml*. Ukazku namichaného roztoku a surového prasku H-ND lze vidét na
Obrdazku 6.2. Samotné ND byly vyrobeny detonacni metodou a byly poskytnuty japonskou spole¢nosti
NanoAmando, New Metals and Chemicals Corp. Ltd. Jejich primér je pfiblizné 5 nm. JelikoZ maji ND

vysoké mnoZstvi C-H vazeb jsou proto oznacovdany jako H-ND.
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Obrazek 6.2: Roztok a suspenze H-ND

6.6 PouZité pfistroje

Pouzité pfistroje:

e analytické vahy ABT 320-4M znacky Kern s presnosti £ 0,1 mg;

e pipety o objemu od 10—100 a 100-1000 pl znacky Sartorius;

e vortexovaci pristroj Advanced Vortex Mixer ZX3;

e laminarni box znacky Alpina K500, zajistujici sterilni ovzdusi;

e termostat typu TCH 100 (10-50 °C), dulezity pro kultivaci bakterii a vzorkd;

o Mcfarland densitometer Den-1B firmy bioSan, pro méfeni koncentrace roztoku E.coli;

e light panel Reflecta pro podsviceni vzorkl pro zachyceni lepsi kvality pfi jejich
fotodokumentaci;

e pH meter Voltrcraft s presnosti + 0,02;

e vysokonapétovy zdroj do 15 kV;

e zafizeni pro generovani plazmatu vizte aparatura.

6.7 Aparatura — Schéma zapojeni pro vznik plazmatu

Pro experimenty byla pouzita sestava pro generovani korénového vyboje a pfechodové jiskry tak, aby
mohly byt oSetfovany vzorky. Sestavu tvofi stejnosmérny zdroj vysokého napéti, hrotovad nerezova
elektroda, plosna nerezova elektroda s pridmérem 25 mm akruhovym otvorem v jejim stfedu
o praméru 10 mm. Kompletni sestavu lze vidét na Obrazku 6.3. Hodnoty proudu lze ovliviiovat

mezielektrodovou vzdalenosti, avsak v zajmu zachovani stejnych podminek pro rlizné experimenty
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i méreni byla tato vzdalenost stanovena a ponechana na 6 mm. Plosna elektroda byla uzemnéna,
hrotova elektroda kladnd. Takto bylo docileno kladného korénového vyboje. Hrotova elektroda se
nachazi ve valci z plexiskla, ktery slouzi jako izolant a mechanickd ochrana, a konc¢i plosnou elektrodou.
Schéma lze vidét na Obrazku 6.4. Vzorky byly oSetfovany ve sterilnich 96 jamkovych mikrotitracnich
destic¢kach typu U (tvar dna mikrotitracnich jamek) o maximalnim objemu jamky 250 pl. Nastavované
parametry napéti byly sledovany pfimo na vystupu napétového zdroje. Hodnoty okamZitého napéti
a proudu u jednotlivych typu vyboje vidy kolisaly a tedy nebyly konstantni. Podrobnéji jsou popsanych

v Metodologii 7.2.1, kde se nachazi na Obrazku 7.4 ukazka okamZitého napéti a proudu na zdroji.

Obrazek 6.3: Kompletni sestava pro generovani plazmatu
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Obrazek 6.4: Popis zafizeni: 1- Pfivod zaporného napéti, 2- Hrotova elektroda, 3- Pfivod kladného napéti, 4-
Plosna kruhova elektroda
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7 Experimenty

7.1 ND bez aktivace plazmatu

7.1.1 Metodologie
Pro prvni ¢ast experimentu byly vidy ptipraveny kontrolni a testovaci vzorky. Kontrolni roztoky
o celkovém obejmu 1,2 ml byly pfipraveny smichanim 0,6 ml roztoku E. coli 0,5 MFU a 0,6 ml
destilované vody. Tyto vzorky byly pouZity jako referenéni, kdy rist bakterii nebyl inhibovan. Testovaci
vzorky byly pFipraveny smichanim 0,6 ml roztoku H-ND o koncentraci 2 mg-ml™* a 0,6 ml roztoku E. Coli.
Kontrolni i testovaci vzorky byly smichany ve vialkach, uzkych sklenénych uzaviratelnych nadobkach.

Posléze byly umistény na 5 az 24 hodin do termostatu pfi 100 otackach za minutu (rpm).

V Case 5 a 24 hodin byly vzorky fedény v poméru 1:9 ve fyziologickém vzorku tolikrat, aby vysledna
koncentrace bakterii byla 102 CFU/ml a men3i. K Fedéni byly pouZity eppendorfky. Celkovy objem byl
vidy 1,5 ml tj., z pavodniho roztoku bylo odebrano 150 pl a tento objem pfidan do 1,35 ml
fyziologického roztoku. Vznikly roztok se potfepal pomoci trepacky (vortexu) a fedéni se opakovalo az
do pottfebné koncentrace bakterii. Posléze byl z dostateéné naredénych roztokd odebran 1 ml objemu,
ktery byl rozlit a kultivovan v Petriho misce. Kultivace probihala po dobu 15-18 hodin, pak mohly byt
spocitany vytvorené kolonie. Postup fedéni lze vidét na Obrazku 7.1. V zavislosti na dobé, po které byly

bakterie z plvodniho roztoku odebrané, se pouZilo Fedéni 10°az do 10°.

150pl 150ul 150ul 1s0ul
ol 1504 N, 1504 150ul

Obrazek 7.1: ZpUsob fedéni vzorka



Petriho misky s pfibliznym obsahem 20 ml agaru byly ptipraveny zhruba tyden pred provadénim
experimentu. Na Obrazku 7.2 Ize vidét Petriho misku s jiz vykultivovanymi bakteriemi. Vétsina kultur

byla zdokumentovana a archivovana.

Obrazek 7.2: Kultivované bakterie na Petriho misce

7.1.2  Vysledky méfreni po 5 a 24 hodinach

Na Grafu 7.3 jsou vyneseny vysledky prvniho experimentu. Je vidét, Ze schopnost H-ND inaktivovat
mikroorganismy je pomérné vysokd. Po 5 hodinach pUlsobeni byl zaznamenan Ubytek témér 20%
(19,40 %). Po 24 hodinach plUsobeni H-ND byl zaznamenan pokles o0 31,89 %. Podrobnéjsi data vizte

tabulky v pfiloze. Data v grafu byly spocitany ze 7 méfeni.
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Hodnoty ucinku neosetrenych H-ND v ¢asech 5 a 24
120 hodin na E.coli
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Graf 7.3: Vysledky prvniho experimentu 5 a 24 hodin plsobeni H-ND

7.1.3  Zhodnoceni
Jak jiz bylo psano v Uvodu této kapitoly, tento dllezity experiment je referencni pro dalsi experimenty
s plazmatem. Diky vysledklim tohoto experimentu bude nasledné mozné porovnat, do jaké miry se
zméni biocidni vlastnosti oSetfenych H-ND viéi této referencni, nijak neosetfené skupiné. V case
odebrdni 5 hodin a nasledné kultivaci je ubytek necelych 20 % a v ¢ase 24 hodin necelych 32 %.
Vysledky tohoto experimentu se lisSi od experimentu, ze kterého bylo vychazeno [39] z dlvodu jinych
vychozich podminek, a to predevsim v pocatecni koncentraci bakteridlniho roztoku E. coli a nejspisSe

v pocatecni fazi rlstu bakterii.

7.2 ND aktivované plazmatem 1 minuta

7.2.1 Metodologie
Roztok H-ND byl osetfovan produkty plazmatu, tzv. afterglow po dobu 1 minuty. V dlsledku osetfeni
vznika také PAW. Jak jiz bylo zminéno v kapitole o PAW, takto aktivovana voda ma inhibi¢ni Ucinky na
rGzné druhy bakterii. Cilem experimentu bylo zjistit existenci biocidnich uc¢ink( roztoku nanodiamantu
v destilované vodé, tedy PAW a plazmatem oSetfenych H-ND. K tomuto ucelu byly pouZity dva typy
plazmatu, a sice korénovy vyboj a prechodova jiskra (popisovano vyse, v kapitole Chyba! Nenalezen
zdroj odkazu. Elektrické vyboje ke generaci plazmatu, pouzité v této praci). Osetfovana kultura byla

opét E. coli v tekutém médiu s koncentraci 0,5 MFU.

Roztok H-ND byl osetfen kladnym korénovy vyboj a kladnou prechodovou jiskrou. Nastavené hodnoty

napéti a proudu pro korénovy vyboj byly 80-90 pA a 9-10 kV, pro prechodovou jiskru
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230 pA a 10-12 kV. Vzdalenost mezi obéma elektrodami byla 6 mm v obou pfipadech. Doba oSetfeni

byla v tomto pfipadé jedna minuta.

Obrazek 7.4: Okamzité napéti a proud zdroje pro korénovy vyboj

Pro osetfeni kapalin byly pouzity jednorazové sterilni 96 jamkové mikrotitracni desticky. Aby bylo
mozné prokazat, do jaké miry jsou biocidni ucinky zplsobené H-ND, a ne PAW, byl pfipraven kontrolni
vzorek bez aktivace, vzorek s destilovanou vodou oSetfenou korénovym vybojem, a dalsi vzorek
s destilovanou vodou oSetfeny prechodovou jiskrou. Stejné tak i vzorky suspenze roztoku
H-ND byly oSetfeny korénovym vybojem a pfechodovou jiskrou. VZidy bylo oSetfovano 200 pl roztoku
tj. destilované vody nebo suspenze H-ND, a odebrano 150 pl aktivovaného roztoku, rezerva je dana
ztratami objemu béhem pusobeni plazmatu, v disledku odparovani vzorku. Takto bylo po ¢tyfech
oSetrenich ziskdano 0,6 ml roztoku. Osetfend kapalina nebyla ihned po oSetfeni pridavana pfimo
k 0,6 ml roztoku E. coli ve vialce, aby plisobeni kapaliny bylo okamZité. V tomto pfipadé bylo provedeno
fedéni jiz vcase do 10 minut po oSetfeni. Poté byly vzorky opét uloZeny do termostatu
vytemperovaného na 37 °C pro kultivaci po dobu 5 a 24 hodin. V téchto hodinach byly pak vzorky
fedény a rozlity na pevnou Zivnou pldu v Petriho miskach. Po zhruba 18 hodinach byly spoditany

vytvorené kolonie.

V histogramech jsou oznacovany vzorky pomoci zkratek, kde mizZeme rozlisit Kontrol pro kontrolni
vzorky, samotnou PAW popfipadé oSetfené ND, kde mj. vznikd PAW a cislo pak urcuje, zda se jedna

o oetteni korénou (90) nebo prechodovou jiskrou (230). Cisla odpovidaji proud@im v mikroampérech.
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7.2.2  Vysledky méreni po 1 minuté osetreni plazmatem

Vysledky jsou graficky znazornény v Grafu 7.5. a 7.6.

Hodnoty ucinnosti roztokd PAW a H-ND v ¢ase 0 hodin,
doba osetreni 1 minuta
120.00
100.00 93 81

100.00
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80.00 72.73
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H ND + PAW 90
40.00
B ND + PAW 230
20.00
0.00

Graf 7.5: Inaktivace bakterii riznymi roztoky, doba pUsobeni = 1 minuta, ¢as odbéru = 0 hodin, podet vzorkd = 3

CFU 10 [%]

Z vysledkl je patrné, Ze PAW i H-ND se podili na ubytku bakterii. Pokud je snaha zjistit do jaké miry je
Ubytek bakterii dan plsobenim H-ND je tfeba odecist hodnotu u ND + PAW s pfislusnym cislem od
samotné hodnoty PAW. Rozdil tedy udava, do jaké miry ucinkuji samotné H-ND na bakterie. U korény
je vidét v ¢ase do 10 minut spise Ucinky PAW a u prechodové jiskry se H-ND podili na dbytku bakterii
34,15 %. V ¢ase 5 hodin u korény lze sledovat zhruba 20 % ubytku u roztoku H-ND, u pfechodové jiskry

je pak ucinnéjsi samotna PAW.
Hodnoty ucinnosti roztok( PAW a H-ND v ¢ase 5 hodin,

doba osetreni 1 minuta

120

100
100
m Kontrol
30 75.63 =2
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40
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20
0

Graf 7.6: Vysledky druhého experimentu, doba osSetfeni = 1 minuta, ¢as odbéru = 5 hodin, pocet vzorkud = 3

CFU 107 [%]
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Hodnoty ucinnosti roztok( PAW a H-ND v ¢ase 24
hodin, doba osSetreni 1 minuta
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Graf 7.7: Vysledky druhého experimentu, doba osetfeni = 1 minuta, ¢as odbéru = 24 hodin, pocet vzorki = 3

7.2.3  Zhodnoceni
U obdrzenych vysledkl po 24 hodinach, vizte Graf 7.7, nelze s jistotou fici, Ze aktivace H-ND plazmatem
je pfinosna. Jediny G¢inek méla samotna PAW aktivovana korénovym vybojem. Dana doba pUlsobeni
plazmatu na roztok ND neni dostacujici, nebot v ¢asech 0 a 5 hodin neoSetfené H-ND vykazuji lepsi
biocidni vlastnosti oproti oSetfenym. Proto se doba oSetteni v nasledujicim experimentu musela zvysit

na dobu plsobeni z 1 na 3 minuty.

7.3 ND aktivované plazmatem 3 minuty

JelikoZ v predchozim experimentu nebyly Gcinky H-ND vyznamné, patrné z divodu kratkého plsobeni
plazmatu ¢i z dlivodu chemickych reakci s kultivacnim roztokem, byla doba zvySena na 3 minuty.
Hypotézou je, Ze pti delSim plUsobeni je inaktivace vyssi. Z divodl ¢asové narocnosti méreni se vzorek

po 24 hodinach neodebiral.

7.3.1 Metodologie
Postup je obdobny jako v predchozi ¢asti s tim rozdilem, Ze doba oSetfeni roztok(l plazmatem byla
prodlouZena na tfi minuty. Také je nutné doplnit, Ze ke kontrolnimu roztoku se pfidava destilovana
voda nikoli fyziologicky roztok. Tim se Zivné médium zfedi a mnozstvi Zivin, které bakterie maji

k dispozici je srovnatelné s mnoZstvim v testovacich vzorcich.
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7.3.2  Vysledky méreni po 3 minutach oSetreni plazmatem

Hodnoty ucinnosti roztok( PAW a H-ND v ¢ase 0 hodin,
doba osetfeni 3 minuty
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Graf 7.8: Vysledky druhého experimentu, doba osetfeni = 3 minuty, ¢as odbéru = 0 hodin, pocet vzork( = 3
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Na Grafu 7.8 je vidét napadny ubytek bakterii pfi plsobeni H-ND osetfenych korénovym vybojem.
Rozdil odpovidajicich hodnot je témér 50% (presné 48.14 %). V ¢ase 5 hodin (Graf 7.9) Ize pozorovat
i ucinnost H-ND pfi plGsobeni pfechodové jiskry s Ubytkem 35.74 %. Kordonou osetfené H-ND pak

dosahuji ubytku 43.77 %.

Hodnoty ucinnosti roztok( PAW a H-ND v ¢ase 5 hodin,
doba osetreni 3 minuty
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Graf 7.9: Vysledky druhého experimentu, doba osetfeni = 3 minuty, ¢as odbéru = 5 hodin, pocet vzork( = 3
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Také bylo méreno pH PAW 90 a PAW 230 osetfovanych po dobu 3 minut pfechodovou jiskrou
a korénovym vybojem, vizte Graf 7.10. Je patrné, Ze v prvni hodiné po aktivaci je pH nejnizsi a pak
stoupa a ustaluje se nékde lehce nad hodnotou pH=6, coz odpovida pH destilované vody. Koncentrace
aktivnich castic by ihned po osetreni plazmatem méla byt nejvyssi. Mél by tedy byt ocekavan vyssi
Ubytek bakterii v ¢ase do 1 hodiny. Je ale nutné zminit, Ze méfeni byla vypocitana kazdé pouze
z jednoho vzorku, takze jsou spiSe orientacni. Smérodatné odchylky v grafu jsou tedy zavislé pouze na

tfidé pfesnosti pfistroje.

Vliv ¢asu na zménu pH PAW osetrené po dobu 3 minut

pH [-]

0 0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 4.5 5

Namérrné casy [h]

=@=PAW 90 PAW 230

Graf 7.10: Hodnoty pH roztok( PAW 90 a PAW 230 osetfené korénovym vyboje a pfechodovou jiskrou
v prabéhu 5ti hodin

7.3.3  Zhodnoceni
Vysledky po 5 hodindach jasné ukazuji, Ze H-ND oSetiené plazmatem vykazuji biocidni vlastnosti na druh
E. coli. Korénou oSetfené H-ND vykazuji lepsi biocidni vlastnosti neZli H-ND oSetfené pfechodovou
jiskrou. Pro zjisténi, zda je mozné dosahnout jesté lepsich vysledkd, byl ¢as osetfeni prodlouzen na

5 minut.

7.4ND aktivované plazmatem po dobu 5 minut

7.4.1 Metodologie
Postup je obdobny jako u predchazejicich experimentl s dobou osetteni plazmatem stanovenou na
5 minut. Ocekavana je zvysena ucinnost metody. Otazkou vsak zlstava, zdali tomu bude z divodu

silnych reak¢nich viastnosti PAW aktivované po dob 5 minut, ¢i samotnych H-ND.
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7.4.2  Vysledky méreni po 5 minutdch osSetfeni plazmatem
Z Grafu 7.11 je patrné, Ze ucinky samotné PAW jsou opravdu silné a tomu odpovida i Ubytek poctu
bakterii. Je dosazeno Ubytku 67,41 % u PAW 90 a témér 60 % u PAW 230. U roztokl s obsazenymi

H-ND je tedy zdani, Ze ubytek bakterii spiSe potlacuiji.

Hodnoty ucinnosti roztok(l PAW a H-ND v c¢ase 0 hodin,
doba oSetreni 5 minut
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Graf 7.11: Vysledky tfetiho experimentu, doba osetfeni = 5 minut, ¢as odbéru = 0 hodin, pocet vzork(l = 3
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Graf 7.12: Vysledky tretiho experimentu, doba oSetfeni = 5 minut, ¢as odbéru = 5 hodin, pocet vzorkl = 3

CFU 107 [%]
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Naopak po 5 hodinovém plsobeni jsou Ucinky PAW jiz zanedbatelné podobné jako pfi 1 a 3 minutach
oSetfovani. Nejlepsi vysledky jsou pozorovdny u H-ND osSetfené prechodovou jiskrou. Po odecteni

Ucinka samotné PAW 230 je rozdil 51,11 %. Hodnoty Ize vidét na Grafu 7.12.

7.4.3 Zhodnoceni
Vysledky inaktivace jsou velmi dobré a to zejména u H-ND oSetfenych pfechodovou jiskrou sledované
v ¢ase 5 hodin po odbéru. Stejné tak H-ND oSetfené kordnovym vybojem vykazuji dobré biocidni
vlastnosti, ale ve srovnani s 3 minutovym oSetfenim nedochazi k jejich zlepseni. Nejlepsich inhibi¢nich
vlastnosti dosahuji H-ND osSetfené prechodovou jiskrou po dobu 5 minut. Takto je dosazeno Ubytku
bakterii 51,11 %. Souvislosti a vysledky pozorované pomoci spektralni analyzy, jsou prezentovany

v kapitole 8.

7.5 Celkové grafické zhodnoceni vysledkd druhého experimentu

Vysledky zustatku bakterii po osetreni jednotlivymi
vzorky v zavislosti na dobé jejich oSetfeni, ¢as 0 hodin
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e=@==ND + PAW 90 72.73 45.98 49.69
e=@==ND + PAW 230 64.66 89.42 74.07
Cas [minuty]

Graf 7.13: Celkovy vyvoj v ¢ase, Koronovy vyboj, 1 minuta
Na Grafu 7.13 Ize vidét prehledné 3 bodové kfivky vSech oSetfovanych roztokd a jejich vliv na inhibici
bakterii E. coli. Hodnoty pfi dobé oSetfeni 3 minuty nasvédcuji, Ze takovéto roztoky maji nejmensi vliv.
Tmavsi krivky reprezentuji roztoky s H-ND, a Ize vidét, Ze lepSich vysledkd dosahuji H-ND oSetrené

prechodovou jiskrou.

Naproti tomu vysledky inaktivace v ¢ase pozorovani 5 hodin jsou velmi dobré pro vsechny vzorky,
Velmi dobré inhibi¢ni vlastnosti pak vykazuji H-ND osetfené po dobu 3 i 5 minut. Nejlepsi pak H-ND
oSetfené prechodovou jiskrou po dobu 5 minut, jak Ize vidét na Grafu 7.14. Smérodatna odchylka

v obou Grafech nepresahla hodnotu 30 %.
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Vysledky zustatku bakterii po osetreni jednotlivymi
vzorky v zavislosti na dobé jejich oSetreni, ¢as 5 hodin
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Graf 7.14: Celkovy vyvoj v Case, Pfechodova jiskra, 1 minuta
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8 Vysledky spektralni analyzy

Analyza dat probihala ve spolupraci s Fyzikdlnim ustavem AV CR. Byla provedena analyza vzork(
metodou FTIR, kterou provadéla RNDr. Pavla Stenclovd PhD. Mé&Feni vzorki probihalo na pFistroji
Thermo Nicolet 8700. Infracerveny spektrometr Nicolet 8700 je ovladan pomoci spektroskopického
softwaru Omnic™. Do vzorkového prostoru, kde probihd méfeni je pfivadén dusik, pro zajisténi lepsich
podminek. Vzorek byl nanasen v mnozstvi 50 ul na desti¢ku o rozméru 1x1 cm potazenou zlatem. Poté
byl vzorek vysusen na plotné o teploté 100 °C. Pfed analyzou vzorku bylo nutné provést referencni
spektralni analyzu povrchu desticky. Toto spektrum pak bylo odecteno od spektra zkoumaného vzorku.
Desticky lze vidét na Obrdazku 8.1. Data byla exportovana ve formatu .csv a poté upravena v programu

Matlab a nasledné vykreslena do grafi podobné, jako jsou vykreslovéna v softwaru Omnic™ [46].

Obrazek 8.1: Ukazka méficich desticek se vzorky H-ND

8.1 Spektrum H-ND bez oSetfeni plazmatem

Na Grafu 8.2 je zndzornéno spektrum surovych H-ND. Ty budou slouzZit jako referenéni spektrum pro
porovndni s ostatnimi namérenymi spektry. Takto lze vzorky vyhodnotit a fici, jaké zmény jsou

pozorovany.
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Graf 8.2: Referencni spektrum neosetfenych H-ND ziskané metodou FTIR

V Grafu sreferenénim vzorkem H-ND jsou vidét v hodnotdch nad 3000 cm™ odpovidajici O-H
prodlouZenim. V Gzkém pasu kolem 2900-3000 cm™ jsou vazby CH, a CHs. 1720 cm™ odpovida dvojné
vazbé mezi C=0 a vedle pak bending (ohybani molekul) nad 3000 cm™. 1327-1332 pak odpovida sp®

hybridizovanému uhliku s trojnou vazbou typickému pro ND. Nizsi vinocCty jsou pak dany C-O-C vazbam.

8.2 Spektrum H-ND po osetfeni korénovym vybojem

Na Grafu 8.3 jsou zndzornény dvé kfivky. Modrd kfivka znaci spektralni ¢aru referenéniho vzorku,
¢ervenad pro spektrum z H-ND oSetfenych korénovym vybojem. Lze pozorovat podobné absorpéni pasy
a piky jako u reference s tim rozdilem, Ze nékde muze dochazet k pomérovym zménam. Tj. v urcitych
mistech mGze dochazet k Ubytku urcitych typt vazeb a jinde naopak pfibyvaji. Zadné vyraznéjsi zmény
vSak nejsou pozorovany. V Grafu 8.3 jsou znazornény hodnoty na stejnych nebo podobnych vinoctech,

které jsou u obou ktivek viditelné.
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Graf 8.3: FTIR spektra H-ND a H-ND osetfené koronou
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Absorbance [a.u.]

8.3 Spektrum H-ND po osetreni prechodovou jiskrou

Referencni FTIR spektrum ND a spktrum HND ostrené prechodovou jiskrou, 5 minut
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Graf 8.4: FTIR spektra H-ND a H-ND osetfené prechodovou jiskrou

U H-ND o3etfené prechodovou jiskrou je viditelny 1329-1327 cm™ uzky pds charakteristicky pro
diamanty. Ten je vidét u obou spketer na Grafu 8.4. Nové je zaznamenatelny pas v oblasti 1340 az 1380
cm™ typycky pro dusikaté vazby jako napfikald NH, a NHs. Nejéast&ji se nové vazby uskuteéruji na
pGvodnich dvojnych vazbach, kde jedna je silnd o a druha slabsi . Vazba mt byva narusena a do jejiho
mista se pak vaZe napfikald zminény dusik nebo OH skupina apod. Stejné tak Ize pozorovat moiny

narust a poles v oblasti nad 3500 cm™. Zadné vyznamné&;jsi zmény nejsou pozorovatelné.
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8.4 Srovnani vSech ziskanych spekter

Porovnani FTIR spektrum H-ND, H-ND o$tfené pfechodovou jiskrou a koronou, 5 minut
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Graf 8.5: FTIR spektra H-ND a H-ND osetfené prechodovou jiskrou a korénou

Na Grafu 8.5. jsou uvedeny v jednom grafu tfi spektra, jednak oSetfenych vzorkd, ale i referenéni
H-ND. Vsechny aZ na malé zmény vypadaji podobné a vykazuji podobné absorpcni pasy typycké pro
dané vazby. Jedinou zménou je u zelené kfivky vyznacujici spektrum H-ND oSetfenych prechodovou
jiskrou, absorbéni pas v oblasti 1356 — 1400 cm™. Lze tedy tvrdit, Ze U¢inky korény po odtfeni 5 minut

nemaji na povrch H-ND takovy vliv ve srovnani s ucinky prechdové jiskry, kterd nejspiSe zaficinila

zachycené a pozorované zmeény.

Také na Obrazku 8.1 je moiné pozorovat zmény vzhledu ususenych vzorkl. Vzorek oSetfeny
prechodovou jiskrou se liSil od referenéniho a od vzorku H-ND oSetfenych kordnou. Jevil se vice
homogenni a na povrchu nevytvarel kruhy po zasychani. Jeho rozloZeni na podloZce bylo rovhomérné.
Bylo prokdzdno, Zze ND-COOH a ND-NH; potlacuji biofilm tvofeny E. coli stejné dobre jako standardni
ATB ampicilin. [8] Pravdépodobné se tedy tyto dusikaté skupiny podileji i na biocidnich vlastnostech

E. coli.
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9 Diskuze

Z vysledkl prvniho experimentu je patrné, Ze H-ND maji biocidni vlastnosti a podileji se na Ubytku
bakterii, coZ bylo potvrzeno mérenim poctu kolonii po 5 a 24 hodinach plsobeni roztoku H-ND na
E. coli. Dosazend inaktivace v rdmci této prace vSak neni tak velkd, jak uvadi doc. Ing Kromka DrSc. [39],
na jehozZ studii jsme navazali. Rozdily ve vysledcich jsou pravdépodobné zplsobené rliznymi kmeny
pouzitych bakterii a jejich pocatecni koncentraci (0,4 vs. 0,5 MFU). Vysledky dosazené v experimentech
s plazmatem byly vztahovany ke vzorkiim z prvniho experimentu. Celkova dosazend inaktivace byla
lepsi a H-ND oSetfené plazmatem po dobu 3 a 5 minut tak maji prokazatelné lepsi biocidni vlastnosti,

nez neosetrené H-ND.

S vysledkem souvisi i statistické vyhodnoceni dat a pocet vzork(, se kterymi se v praci pocitalo. Jelikoz
jsou experimenty casové narocné a ne vsechna méreni se zdafila, napfiklad z dlivodd kontaminace
vzork( apod., byl k dispozici jen minimalni pocet méreni. Primér a smérodatna odchylka se pocitala
minimalné pro 3 a maximalné pro 7 vzork(l. Toto mizZe mit vliv na interpretaci dosazenych vysledka
jednotlivych experimentd. V idedlnim pfipadé by bylo vhodné dané experimenty a méfeni opakovat
a pripadné potvrdit jiz dosazené vysledky. Také nebyl uvazovéan vliv odparovani, ktery naptiklad pfi
dobé 5 minut oSetfovani vzorku mdze mit vliv na finaIni koncentraci oSetfeného vzorku, respektive na

zvyseni koncentrace H-ND ve vzorku.

Bez podrobnéjsich testl a zkoumani nelze zcela odhadnout, jaké reakce se dé&ji po smichani PAW
a také H-ND s neosSetfenou organickou kapalinou, ve které je rozmichana bakterie E. coli. Je vSak
zfejmé, Ze koncentrace radikall a aktivovanych forem plsobi spolu s oSetfenymi H-ND na E. coli, ne
vsak do takové miry jaké bylo ocekavano. Vliv mize mit polarita (kladny nebo zaporny) vyboje. Vliv
také mlze mit typ zvolené elektrody a tedy pouZity material, stejné jako pouziti destilované

¢i demineralizované vody.

Ze spektralnich analyz jsou patrné vétsi zmény pouze na H-ND oSetfenych prechodovou jiskrou.
Z financni'i Casové narocnosti byly provadény méreni spekter pouze u vzork( s nejvyssi dobou osetreni.
Zde se totiz predpokladaji nejvyraznéjsi zmény. Je ale nutné zminit prfitomnost moznych nanomolekul
vody ve struktufe H-ND, které zde i po osuseni mohou zUstat a tim pfipadné ovlivnit vysledek méreni

spekter.

Lze také predpokladat, Ze pfi dalSim prodlouzenim doby osetieni, by se na povrchu H-ND mohly dit
dalsi zmény, které by se ale na inaktivaci pravdépodobné projevily az napfiklad po 5 hodinach plsobeni

s roztokem E. coli, jelikoz by byly v ¢ase 0 hodin nejspiSe potladeny ucinky PAW.
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Provedenim experiment( bylo mozné potvrdit tvrzeni, Ze pokud jsou H-ND osetfeny plazmatem, zméni
se tak jejich povrchové vlastnosti natolik, Ze maji lepsi biocidni u¢inky na zkoumany mikroorganismus,

nez H-ND neosSetfené plazmatem.
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10 Zavér

Cilem prace bylo seznamit se s biocidnimi vlastnostmi ND a zplsoby jejich osSetfeni plazmatem,
navrhnout experimenty pro osetfeni ND a vysledky experiment( diskutovat. Byly provedeny
experimenty, které mély za cil zjistit inhibi¢ni vlastnosti suspenze H-ND a roztoku PAW na mikrobialni
kulturu E. coli. Byl proveden referencni experiment s neosetfenymi H-ND, kde bylo z vysledku zjisténo,
Ze H-ND dokazZou snizit pocet kolonii zhruba o 20 % v ¢ase do 5 hodin plsobeni a zhruba o 30 % po
24 hodinach plsobeni. Dale bylo aplikovano plazma na rlGzné roztoky. Jednalo se o suspenzi

H-ND a destilovanou vodu. Vzorky byly oSetfovany plazmatem po dobu 1, 3 a 5 minut.

Z vysledk(l dosaZzenych experimentt Ize sledovat, jaky vliv maji jednotlivé roztoky na inhibici bakterii
E. coli. Samotna plazmatem aktivovand voda ma nejvyssi ucinek zejména v casech pUlsobeni
do 1 hodiny s nejdelsi dobou osetteni, kde je zaznamendan pokles bakterii o0 65 % pro vzorky oSetfené
korénovym vybojem a 55 % pro vzorky osetfené prechodovou jiskrou. V delSim ¢asovém horizontu ale
PAW jiz zdaleka neméla tak silny ucinek, naopak H-ND oSetfované po dobu 3 a 5 minut vykazuji zhruba
50% ucinek v ¢ase 5 hodin od oSetfeni. NejlepSiho vysledku dosahuji H-ND oSetfené prechodovou
jiskrou po dobu 5 minut, a sice 51.11 %. Z vysledk Ize predpokladat, Ze pokud by se prodlouzila doba
oSetreni, lze predpokladat i dalsi nardst inhibicnich vlastnosti. Otazkou je do jaké miry. Pomoci

osetfenych H-ND po dobu 5 minut Ize dosdhnou 0,5 log Ubytku bakterii E. coli.

Aby bylo moZné |épe hodnotit zmény na povrchu H-ND, byla provedena FTIR spektralni analyza
ve spolupréci s Fyzikdlnim tstavem AV CR. NA vzorcich H-ND o$etfenych po dobu 5 minut pfechodovou
biofilm E. coli. Lze tedy uvaZovat souvislosti téchto skupin na povrchu zkoumanych H-ND
s jejich inhibi¢nimi vlastnosti na bakterii E. coli. Pokud by naptiklad byla prodlouzena doba osetieni
z5 na 7 poptipadé 10 minut, moZna by se takovéto skupiny objevily i na povrchu H-ND oSetfenych
korénovym vybojem nebo by mohlo dojit k navyseni jejich poctu na H-ND osetfenych prechodovou

jiskrou a v obou ptipadech je mozné predpokladat zvySeni inhibi¢nich vlastnosti.
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13  Prilohy

Tabulka 13-1: Vysledky pro 5 a 24 hodin neosetfenych H-ND

Vzorek Rad Primér Smérodatna odchylka
Kontrol 5 H 107-7 64,33 6,94
Kontrol 24 H 107-8 53,33 9,18

ND5H 107-7 83,33 12,07

ND 24 H 107-8 62,25 3,25

Tabulka 13-2: Vysledky hodnot pro vzorky oSetfené 1 minutu — doba odbéru 0 hodin

Vzorek Rad Prdmér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-6 31,00 9,00
PAW 90 107-6 20,00 8,00
PAW 230 107-6 27,50 2,75
ND + PAW 90 107-6 20,50 0,50
ND + PAW 230 107-6 18,50 0,50

Tabulka 13-3: Vysledky hodnot pro vzorky oSetfené 1 minutu — doba odbéru 5 hodin

Vzorek Rad Pramér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-7 103,50 6,50
PAW 90 101-7 77,50 7,50
PAW 230 107-7 68,50 11,50
ND + PAW 90 101-7 54,25 24,25
ND + PAW 230 107-7 71,00 11,00
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Tabulka 13-4: Vysledky hodnot pro vzorky osetfené 3 minuty — doba odbéru 0 hodin

Vzorek Rad Primér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-6 23,33 1,25
PAW 90 107-6 24,33 5,19
PAW 230 107-6 18,50 11,67
ND + PAW 90 107-6 10,33 4,78
ND + PAW 230 107-6 20,00 7,41

Tabulka 13-5: Vysledky hodnot pro vzorky osetfené 3 minuty — doba odbéru 5 hodin

Vzorek Rad Primér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-7 94,17 23,16
PAW 90 107-7 86,67 28,15
PAW 230 107-7 88,33 12,19
ND + PAW 90 107-7 50,50 14,92
ND + PAW 230 107-7 60,33 10,03

Tabulka 13-6: Vysledky hodnot pro vzorky oSetfené 5 minut — doba odbéru 0 hodin

Vzorek Rad Prdmér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-6 23,33 1,25
PAW 90 107-6 24,33 5,19
PAW 230 107-6 18,50 11,67
ND + PAW 90 107-6 10,33 4,78
ND + PAW 230 107-6 20,00 7,41

Tabulka 13-7: Vysledky hodnot pro vzorky oSetfené 5 minut — doba odbéru 5 hodin

Vzorek Rad Pramér CFU Smérodatna odchylka
Kontrol 107-7 94,17 23,16
PAW 90 107-7 86,67 28,15
PAW 230 107-7 88,33 12,19
ND + PAW 90 107-7 50,50 14,92
ND + PAW 230 107-7 60,33 10,03
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