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Abstract

The dissertation thesis deals with the problems of the use of plasma technologies in agricul-
ture for the purpose of improving the quality of feedstuffs for agricultural animals. The at-
tention is focused above all on the use of low-temperature gliding arc plasma discharge
generated by the atmospheric pressure for the elimination of model fungal pathogens
(T. virens) and for the testing of the possibility of the use of plasma for the decreasing of
mycotoxin load (DON and D3G).

The professional orientation of the dissertation thesis is strongly interdisciplinary with
the overlap to the area of the physics of plasma, microbiology, zootechnics and the proposal
and construction of technical facilities. With that corresponds also the division of thesis into
individual chapters. In the research part, there is a summary of actual pieces of knowledge
from the area of fungal microorganisms and mycotoxins produced by these with the view
on their presence in feedstuffs. There follows a research of pieces of knowledge of low-
temperature plasma and its applications in the food industry and feeding. In the chapter
Material, the applicated methods of work, employed instruments and biological material
are described.

The resulting part is, for its clear arrangement, divided into four subchapters — stating
of selected parameters of plasma device, influence of plasma on nutritional parameters,
influence of plasma on the model fungus Trichoderma virens and possibilities of the use
of plasma discharge for the decreasing of concentration of mycotoxins in feedstuffs.

The treatment of mycelial discs by plasma discharge lead to the decrease of germination
capacity of spores of fungi, while there was experimentally proven the synergic effect of
the influence of individual mechanisms by which the plasma interacts with the surface of
biological material. At the same time, there was not observed a more significant change
in the composition of feedstuffs, more significant is only the change of humidity of
sample. In the laboratory conditions, the decreasing of concentration of mycotoxins spread
on laboratory glass was proven. At the samples of feed materials contaminated by natural
way, it was not successful to reliably prove the decreasing of concentration of mycotoxins
in a sample as a result of plasma activity.
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Uvod

Vysoce kvalitni a bezpecné potraviny jsou dulezitym vydobytkem dnesni doby. K piekro-
Ceni hygienickych limitt v Evropé dochazi jen vyjimec¢né, avsak i piesto je v soucasné
dobé kvalité potravin vénovana vysoka pozornost. Organizace pro vyZivu a zemé&délstvi
(FAO) odhaduje, Ze témér Ctvrtina potravin je kontaminovina nezddoucimi chemickymi
latkami, jako jsou pesticidy a mykotoxiny nebo nezddoucimi mikroorganismy, jako jsou
houby a bakterie (Koppen et al., 2010). Tyto latky se dostavaji do potravin a krmiv bé-
hem vegetacniho obdobi nebo pfi sklizni, ¢imZ ohrozuji zdravi ¢lovéka a Zivych tvord,
ktefi tyto napadené potraviny zkonzumuji. VyuZitim modernich analytickych technik Ize
stanovit zndmé chemické kontaminanty pii velmi nizkych koncentracich.

NeZadouci latky a mikroorganismy se mohou objevit v jakémkoli stddiu produkce
zemédélskych komodit. Pfi péstovani kulturnich plodin vznika fada slozitych vztaht a in-
terakci mezi rostlinou, mikroskopickymi houbami, hmyzem a zptisobem oSetfovani rostlin.
Tyto interakce pak ovliviiuji produkci a obsah mykotoxinti v potravinovych surovinach.
Spatné péstebni postupy, nespravné suseni a skladovani pfispivaji k riistu houbovych pa-
togenll a zvySeni moznosti produkce mykotoxinti. Obsah neZadoucich chemickych latek
a mikroorganismil v potravinach a krmivech mize byt sniZzen dodrZovanim vhodnych
opatfeni v pribéhu zeméde€lské produkce. V piipadé pouziti vhodnych agrotechnickych
postupt, Ize predpokladat zdravotni nezavadnost suroviny z hlediska obsahu mykotoxint
(Velisek a HajSlova, 2009).

Béhem riistu houbovych patogentt mohou byt produkovéany toxické sekundarni me-
tabolity — mykotoxiny. Vzhledem k rozdilnym toxickym ucinkim mykotoxint a jejich
teplotni odolnosti predstavuji mykotoxiny neustalé riziko pro zdravi lidi a zvitat. Je pro-
kazano, Zze onemocnéni jako naptiklad ergotismus nebo akutni kardinalni beri-beri jsou
zpusobena mykotoxiny (Eaton et al., 2010), avSak mykotoxiny mohou byt také potencialni
¢initelé nemoci jinych, jako napriklad Reyliv syndrom, hyperestrogenismus a dalsi. K nej-
zavaznéj$im ucinkim patfi zejména jejich hepatoxicita a neurotoxicita (Eaton et al., 2010)
a déle pozd¢jsi toxické ucinky, jako jsou karcinogenita, imunotoxicita a vyvojova toxicita.
Potraviny mohou byt kontaminovany i vice neZ jednim mykotoxinem, coZ muzZe riziko
jesté zvysSovat (Speijers a Speijers, 2004). Mykotoxiny se do organismu dostévaji bud kon-
zumaci napadenych komodit nebo prenosem mykotoxinil do zvitecich tkani, mléka a vajec
po zkrmeni kontaminované smési krmiva.

S cilem sniZit mnoZstvi téchto nezddoucich latek v surovinach pro vyrobu potravin,
respektive krmiv byly vyvinuty specidlni postupy, které mohou byt v praxi pouZzity — fyzi-
kalni separace, biologické detoxikace nebo vhodné chemické postupy. Naptiklad vyuzivani
chemikalii k dekontaminaci napadenych krmiv je velmi rozsifenou a ic¢innou metodou.
Bohuzel jeji nejvetsi nevyhodou je, Ze vSechny pouzité latky mohou mit vliv na sloZeni
a strukturu krmnych a potravinarskych smési a déle pti nevhodném postupu aplikace mo-




Uvod

hou byt chemické latky splavovany do odpadnich vod a tim byt nebezpe¢im pro Zivotni
prostiedi. Z tohoto diivodu jsou i nadale hledany nové postupy, které by umoziovaly sniZit
mnozZstvi houbovych patogent a mykotoxintl v krmivu.

Cilem disertac¢ni prace je rozpracovat tuto problematiku v oblasti vyuZiti nizkotep-
lotniho plazmatu k eliminaci houbovych patogenti z povrchu krmiv pouZivanych pro hos-
podarska zvifata a otestovat moZnosti vyuZiti plazmatu ke snizovani mykotoxinové zitéze.
Prace ve své podstaté navazuje na vyzkum realizovany pod vedenim B. J. Parka (Park
et al., 2007), ktery experimentalné prokazal, Ze vystaveni vzorku mykotoxint nizkoteplot-
nimu plazmatu ma za nésledek sniZeni koncentrace mykotoxind ve vzorku. K podobnym
vysledktim dospél také Bosch et al. (2017).

Realizace téchto vyzkumnych aktivit byla umoZnéna mimo jiné projektem TACR
TA04021252 - ,,Vyvoj zafizeni pro fyzikalni oSetfeni semen a sladu pomoci nizkoteplot-
niho plazmatu,“ ktery byl feSen na Zemé&dé&lské fakulté Jiho¢eské univerzity v Ceskych
Bud&jovicich v letech 2014 aZ 2017. Resitelsky tym v ramci projektu vyvinul zafizeni
pro oSetieni vzorkll vybranych hospodatskych plodin, které bylo také pouZito k oSetfeni
vzorkd, jak je uvedeno dale v ¢asti Metodika. JelikozZ je plazma velice komplexni substanci,
jejiz parametry jsou velmi vyznamné ovlivnény jak pouZitymi technickymi prostfedky, tak
procesnimi parametry (Bogaerts et al., 2002), neni moZné jednoduSe vyuZit vysledky ji-
nych autort a je potieba dostupny systém nejprve detailné charakterizovat a az posléze
posoudit jeho vhodnost k vyuZiti na rozklad houbovych patogenti a mykotoxind v krmi-
vech. S ohledem na tuto skute¢nost je také potfeba mit na paméti, Ze pfipadny negativni
vysledek vyplyvajici z provedenych laboratornich experimentli nemusi nutné znamenat,
Ze na jiném zatizeni jiné konstrukce nebude mozno doséhnout vhodnych procesnich pa-
rametrti umoZnujicich sniZeni mykotoxinové zatéze.




Kapitola 1

ResersSe literatury

Realizovany vyzkum je moZno charakterizovat jako vyrazné mezioborovy s pfesahem
do oblasti fyziky plazmatu, mikrobiologie a navrhu a konstrukce technickych zatizeni.
Z tohoto diivodu je reSerse literatury rozdélend do tfi separatnich oblasti pokryvajicich
predmétnou problematiku houbovych mikroorganismi, mykotoxinii a plazmatu. Vzhle-
dem ke zna¢nému poctu publikaci v uvedenych oborech jsou v reSerSi zminény jen ty nej-

Vv,

vyznamnéjsi vysledky dzce souvisejici s tématem dizertacni prace.

1.1 Houbové organismy

Houby predstavuji fylogeneticky diverzni skupinu mikroorganismut. Jedna se o heterot-
rofni eukaryota, kterd jsou bud’ jednobunécné (kvasinky) nebo hyfalni (vlaknité houby).
Houbové organismy se rozmnoZuji pohlavné (telemorfa) nebo nepohlavné (anamorfa).

V ramce fiSe Fungi se houby déli do nékolika oddéleni: Chytridiomycota, Glomeromy-
cota, Ascomycota a Basidiomycota (Inglis et al., 2001; Tedersoo et al., 2018). Nejcasté&ji
vyuzivanym kritériem pii déleni houbovych organismt do prirozenych skupin (tedy zalo-
Zenych na genetickych vztazich) jsou utvary vzniklé pti pohlavnim rozmnoZovani. AvSak
rozsahla skupina hub z oddéleni Ascomycota zahrnuje téZ mnoho druht, které ztratily
schopnost se pohlavné rozmnoZovat nebo u kterych nebyla doposud pohlavni forma za-
znamendana. Zastupci tohoto oddéleni jsou charakterizovani mycelidarni formou nesouci
nepohlavni spory oznacované jako konidie, které vznikaji na specializovanych konidio-
gennich burkéch (fialidach). Konidogenni buiiky se ¢asto formuji na jednoduchych ¢i vét-
venych hyfach, konidioforech, nebo na agregaci konidiofori popsanych jako synnemata
(skupina vzpfimenych nebo nékdy spojenych konidiofor nesoucich konidie bud’ pouze
na vrcholu nebo soucasné na vrcholu a po stranach) nebo sporodochia (masa kratkych
konidioforii produkovanych v polstarkovitych plodnicich) (Chalupacova, 2002; Kalina
a Vana, 2005).

Nékteré druhy hub lidé dokazali vyuzit ke svému prospéchu (naptiklad Penicillium
notatum, ktery produkuje antibiotika — penicilin; Penicillium camemberti vyuZivajici
se pfi vyrobé plisfiovych syrii aj.). Dadle mnoho mikroskopickych hub je prospéSnych
diky svému podilu na rozkladu organickych latek v ptirodé. Nicméné nékteré druhy hub
v Zivotnim prostiedi predstavuji pro ¢lovéka a zvifata potencialni riziko, jelikoZ jsou po-
tencionalnimi pivodci toxickych sekundarnich metaboliti — mykotoxinl. Zaroven jsou
tyto druhy hub schopny kontaminovat krmiva, potraviny nebo jiné zemédélské komodity
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(Fassatiova, 1979). Mezi druhy, které se podili na zkdze krmiv a potravin, jsou zastupci
rodu Aspergillus a Penicillium, a to zejména z hlediska bezpecnosti krmiv a potravin tim,
Ze jsou producenty mykotoxint.

Mykotoxiny jsou produkovany fytopatogennimi druhy hub jiZ v polnich podminkach
pfi péstovani zemédélskych plodin (Johannessen a Torp, 2005). Mezi vyznamné produ-
centy mykotoxinl patii zastupci tzv. polnich hub rodu Fusarium spp. a rodu Alternaria
spp. Druhy zminénych rodii mohou zplisobovat onemocnéni u rostlin obilnin, riznych
druhii zeleniny, ovoce a dal$ich. Kontaminace komodit miiZe nastat i béhem skladovani
pti nevhodnych podminkach. Pfitomnost potencionalnich producentti sekundarnich meta-
bolitti (mykotoxintl) v§ak nemusi nutné¢ znamenat to, Ze jsou kontaminovany mykotoxiny
pokazdé vSechny produkty. DiilezZitou roli kontaminace hraji abiotické, ale i biotické fak-
tory béhem vegetace i béhem skladovani. Vliv téchto faktor na produkci mykotoxinl
je slozita zalezitost. V konvencnim zemédé€lstvi se pouZzivaji k oSetfeni plodin fungicidy,
aby se zabranilo ztrat€ vynosu zpusobené fadou fytopatogennich hub. V Norsku bylo pro-
kazano, Ze po oSetfeni obilnin fungicidy byla zaznamenéna vyssi infekce houbami rodu
Fusarium a tim i vyssi vyskyt mykotoxint v zrnech (Elen et al., 2002; Henriksen a Elen,
2005).

Ke kontaminaci krmiv, potravin a zemédélskych komodit houbovymi patogeny do-
chazi v prubéhu celého vyrobniho procesu. Od obdobi vegetace, pies sklizen, transport,
zpracovani aZ po uskladnéni. Lze je tedy rozd€lit do dvou skupin podle mista vyskytu
(Suchy a Herzig, 2005):

* na polni houby, které napadaji rostliny béhem vegetace. Polnim fytopatogennim hou-
bam se dafi pti vlhkostech nad 70 %, coZ se projevuje napriklad vysSim vyskytem
infekci v destivych letech. Do této kategorie spadd mnoho druhti houbovych pato-
gend, nejznam&;jsi z nich jsou napiiklad rodu Fusarium (v CR dominantni zastupce
hub), Alternaria, Cladosporidium, Diplodia nebo Gierella (Flannigan et al., 1982).

* na skladistni houby, které napadaji Spatné uskladnéné komodity. SkladiStnim hou-

bam vyhovuje prostredi s nizsi vlhkosti (14-18 %) a patii mezi né napiiklad houby
rodu Aspergillus a Penicillium (Flannigan a Healy, 1983).

Nékteré druhy houbovych patogent, jako jsou Fusarium a Penicillium, napadaji rostliny
béhem vegetace, ale mohou napadnout jiz uskladnéné obilniny nebo krmiva.

Vodni aktivita (Aw) je dileZity ukazatel trvanlivosti rostlinnych produktid nebo po-
travin. SniZeni Aw obecné sniZzuje mikrobialni rist nejen hub, ale i bakterii a kvasinek.
Aktivita vody se vyskytuje v rozmezi O (absolutn€ sucha latka) az 1 (destilovani voda)
(Ingr, 2007). Polni houby obecné nerostou pod Aw 0,90 odpovidajici 20-25% vlhkosti
(tj. houby rodu Fusarium potiebuji Aw 0,980 az 0,995), zatimco skladiStni houby jsou
Casto xerofilni a schopné riist az do vodni aktivity 0,80 (do 18% vlhkost) nebo dokonce
0,68 (14% vlhkost) (ICMSF, 1998). Né¢které druhy rodu Penicillium vSak dobfe rostou
pii Aw > 0,95.
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1.2 Mykotoxiny

Houby bé€hem svého ristu spotfebovavaji Ziviny obsazené v substratu, pfi¢emz béhem
tohoto procesu dochazi ke dvéma jeviim — a) jsou tvofeny nové spory, diky kterym se houby
rozmnoZuji, b) jsou produkovany toxické sekundarni metabolity — mykotoxiny.

Pritomnost houbovych patogenti na potraviné tedy jesté nemusi nutné znamenat pii-
tomnost mykotoxinti.

Slovo ,,mykotoxin* pochazi z feckych slov ,,mykes‘ — houba a ,,toxicum* — jed (Mc-
Kane a Kandel, 1996)). V soucasnosti je znamo vice nez 500 druhti mykotoxinl. VétSinou
jsou chemicky a teplotné stabilni a pieZivaji vétSinu béZnych operaci pouzivanych pfi zpra-
covani obilovin (Koppen et al., 2010). Mykotoxiny 1ze z pohledu zdravotné-hygienického

Tvorba mykotoxinti je ovlivnéna celou fadou faktord, jako je vlhkost, teplota, pfitomnost
kysliku, pH, poskozeni substritu, pfitomnost hmyzu a samoziejmé pritomnost houbovych
patogenii (Mallman a Dilkin, 2011).
xynivalenoly, Zaeralenony, Ochratoxiny, T2 toxiny a Fumonisiny (Kulovani et al., 2002).
Pozieni potravy obsahujici néktery z té€chto mykotoxind muze vést k intoxikaci s chro-
nickym (dlouhodoby piijem malého mnoZstvi) nebo akutnim pribéhem (piijem vysoké
davky). Vyse vyjmenované mykotoxiny, vyjma T2 toxinu, jsou u potravin monitorovany
ajejich maximalni povoleny obsah v g - kg™! je stanoven komisi Evropské unie v Ufednim
véstniku (UF. vést. L 364, 19. 12. 2006, s. 15-21).

Nejzkoumanéj$im mykotoxinem je deoxinivalenol (DON), jehoZ vyznamnym produ-
centem je houba rodu Fusarium graminearum. Vyskyt v ceredliich je meziro¢né velice
variabilni, pficemZ kli¢ovym faktorem jsou klimatické podminky, pfedplodiny a odol-
nost dané pady. V nékterych letech 1ze prokazat pfitomnost tohoto mykotoxinu prakticky
ve 100 % vysetfovanych vzorkl (Bélakova et al., 2014; Velisek a HajSlova, 2009). Myko-
toxiny mohou byt ¢4ste¢né metabolizovany za vzniku konjugovanych forem mykotoxind.
ktery se v pSenici vyskytuje v mnoZstvi ojedinéle az 30 % moléarni koncentrace volného
deoxinivalenolu.

1.2.1 Vliv mykotoxinu na uzitkovost zvirat

Obsah mykotoxinii v krmivech a potravinach zptsobuje mnoho akutnich a chronickych
vliv, které mohou vést k snizeni uZitkovosti a prirtstku hospodéaiskych zvitat. Dale
zpusobuji vazné nemoci a v pripadé€ pifijmu vysokych ddvek mohou vést a7 ke smrti zvifete
nebo Clovéka. VSechny tyto nédsledky maji ekonomicky dopad, at' uz z divodu zvysené
mortality zvifat, snizeni Zivo¢iSné produkce nebo ve zvySenych nékladech na zdravotni
péci (Zain, 2011).

Zdravotni obtiZe hospodatskych zvitat vyvolané mykotoxiny jsou dany v prvé fadé dru-
hem pozfeného mykotoxinu, jeho mnoZstvim a pfipadnou kombinaci s jinym mykotoxinem
a jejich konjugaty. KaZzdy mykotoxin ovliviiuje télo zvifete jinym zpisobem. Jednora-
zové zkrmeni napadeného krmiva zptsobuje primarni mykotoxikézy. Pfi dlouhodobéjsim
prijmu krmiva obsahujici mensi mnoZstvi toxickych mykotoxinii dochézi k chronickym
ucinktim (Suchy a Herzig, 2005).
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ObtiZe zpusobené napadenym krmivem ale nezavisi pouze na obsazenych mykoto-
xinech. Velkou roli hraje také druh, pohlavi a vyvojové stadium zvifete. Kazdy druh
zvitete ma rozdilnou citlivost na piijaté toxické latky a neméné dileZita je aktualni kon-
dice a zdravotni stav zvifete. Nejvice nachylna na pfitomnost mykotoxinti v krmivu jsou
monogastricka zvifata (Suchy a Herzig, 2005). Napfiklad prasata jsou velice nachylna
na T-2 toxin, DON a ZEN, drtibeZ je nichylna taktéz na T-2 toxin a DON, ale je velmi
odoln4 proti ZEN (Cheeke, 1998).

Vseobecn¢ se da fici, Ze vétSina mykotoxintl zpisobuje sniZeni piijmu potravy zvitaty,
coz vede k podvyzivé, anorexii a pozdéji k uhynu zvitete, napadaji travici ustroji, ledviny
a jatra. Pfi reprodukci zpasobuji rozeni malych a slabych jedinct a pseudograviditu.

Tabulka 1.1: Limitni hodnoty koncentrace mykotoxinii v krmivech (Zeman et al., 2015)

Limitni
Mykotoxin Typ krmiva koncentrace
g - kg']
. Kompletni krmiva pro dojnice a mlada zvi- 5
Aflatoxin B1 v
rata
Krmiva 20
Kompletni dopliikova krmiva pro prasata 900
Deoxynivalenol Obiloviny a krmiva z obilovin 8 000
Kukufice a vedlejsi krmiva 12 000
Kompletni a dopliikovd krmiva pro selata 100
a prasnicky
Zearalenon Kompletni a dopliikova krmiva pro telata, 500
dojnice, ovce a kozy
Kukuftice a vedlejs$i krmiva 3 000
Kompletni a doplitkova krmiva pro prasata, 5000
Fumonisiny B1 a B2 koné a kraliky
Kukufice a kukuti¢nd vedlejs$i krmiva 60 000
) Kompletni dopliikova krmiva pro prasata 50
Ochratoxin
Obiloviny a krmiva z obilovin 250
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1.2.2 Moznosti dekontaminace mykotoxinu v krmivech

Vyskyt mykotoxint v zemédé€lskych plodinach 1ze ve velké mife ovlivnit jiZ v prubéhu pri-
marniho zpracovini. Spravné zvolené postupy polniho managementu a postupy po sklizni
mohou sniZit riziko napadeni plodin houbovymi patogeny, respektive mykotoxiny (VeliSek
a Hajslova, 2009).

Napadeni plodin houbami a s tim spojené tvorbé mykotoxinti nelze v zemédé€lské pro-
dukci stoprocentné zabranit. Naznaky kontaminace krmiva mykotoxiny l1ze pozorovat diky
klinickym pfiznaktim zvitat. Hlavnim pfiznakem shodnym pro vSechny druhy hospodat-
skych zvitat je nechutenstvi, sniZzeny piijem krmiva a s tim souvisejici sniZena produkce.
Pfi zpracovani surovin jsou proto uprednostiiovany takové technologické postupy, které
vedou ke sniZzeni obsahu mykotoxinti v krmivu (Magan a Olsen, 2004).

K dekontaminaci se béhem technologického zpracovani vyuziva chemickych, fyzikal-
nich a biologickych metod (Suchy a Herzig, 2005). Kazda z t€chto metod ma pfi vyuZiti
své vyhody a nevyhody.

Vyuzivani chemikalii k dekontaminaci napadenych krmiv je velmi roz§ifenou a tG¢in-
nou metodou. Do chemickych metod spada vyuZiti organickych rozpoustédel, oxidacnich
¢inidel a organickych kyselin (Suchy a Herzig, 2005).

Biologické metody dekontaminace zahrnuji vyuZiti mikroorganismt, enzymu a anti-
oxidantl (DolezZal, 2012; Rada a Havlik, 2012). Prvotni pozorovani biologické dekonta-
minace byla provedena v pivovarském priumyslu, kdy béhem fermentacnich procest do-
chazelo ke snizovani koncentraci mykotoxint ve sladu, hlavné aflatoxinu (Dolezal, 2012;
Rada a Havlik, 2012).

Vyuziti fyzikalnich postupt patii mezi nejbéznéjsi a nejjednodussi metody dekonta-
minace krmiva od mykotoxinové zitéze. Do této kategorie spadd metoda mechanického
odstranéni necistot, vyuZiti degradace mykotoxinii za zvySené teploty, ptisobeni UV a ioni-
zujiciho zareni, adsorbentl anebo nove i vyuZiti nizkoteplotniho plazmatu (Suchy a Herzig,
2005).

1.3 Plazmové technologie

Plazmové technologie maji diky Siroké variabilité procesnich parametrti zna¢ny aplikacni
potencidl. Prakticky rutinné a s ispéchem je plazmatu vyuZzivano k modifikaci povrcho-
vych vlastnosti anorganickych materiali (Bartos et al., 2009; Yoshida et al., 2013). Prvni
aplikace nizkoteplotniho plazmatu pak 1ze zaznamenat v biomediciné (Scholtz et al., 2015;
Yang et al., 2011), potravinarstvi (Konvalina et al., 2016; Ramos et al., 2013), ¢i balicim
pramyslu (Leipold et al., 2011; Pankaj et al., 2014; Wang et al., 2016; Yun et al., 2010).
Novym fenoménem, kterému je v soucasnosti vénovana intenzivni pozornost, je vyuZiti
plazmatu k oSetfeni semen zemédélskych plodin (Amini a Ghoranneviss, 2016; Chen et al.,
2016; Kiiz et al., 2014; KiiZ et al., 2015; Ser4 et al., 2013, 2010).

Pojem plazma pro ionizovany plyn poprvé pouZzil v roce 1928 americky nositel No-
belovy ceny Irwing Langmuir (1881-1957). Plazma je tvofeno piredevsim elektricky na-
bitymi Casticemi, (elektrony a ionty), neutrdlnimi Casticemi, Casticemi v excitovanych
stavech a volnymi radikaly. Plazma musi obsahovat dostate¢né mnoZstvi volnych nosict
elektrického naboje, vykazovat kolektivni chovani (reaguje na elektricka a magneticka pole
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jako celek) a byt kvazineutrdlni, tzn. v makroskopickém objemu je stejny pocet kladnych
a zapornych naboji (Kulhanek, 2011). Ne kazdy ionizovany plyn mizZeme tedy rovnou
nazyvat plazmatem.

Stejné tak, jako je krevni plazma soucésti naSeho Zivota, je ,,fyzikalni‘ plazma nedilnou
soucasti vesmiru. Odhaduje se, Ze az 99 % hmoty ve vesmiru je ve formé& plazmatu. Plazma-
tem je tvoren slunecni vitr, obalky a nitra hvézd, mlhoviny — i naSe Slunce je jedna velka
plazmaticka koule (Schmiedt, 2006). Je tedy trochu paradoxni, Ze se na Zemi s plazmatem
setkdvame jen velmi ziidka (kanal blesku, polarni zafe atd.). Clovék ale dokdZe vytvofit
plazma v laboratofi (laserem generované plazma, pulzni plazma, vysokoteplotni plazma
v TOKAMAKU atp.).

Pro potieby této dizertacni prace je nejvyznamnéjsi plazmovy vyboj generovany elek-
trickym polem ve vzduchu za atmosférického tlaku. Velmi rychlé elektrony vznikajici
v plazmatu zptsobuji kolize s neutrdlnimi ¢asticemi vzduchu. P¥i téchto srazkach vznikaji
reaktivni ¢astice — volné radikaly a disociované molekuly, reaktivni kyslik, atomarni kyslik
(O), 0zén (O3), hydroxylové radikaly (O He), rizné slouceniny dusiku (No, NO, NO,),
déale samoziejmé také ionty kysliku, dusiku a dalSich sloZek plynu a v neposledni fadé také
vznikaji elektrony. Koncentrace téchto reaktivnich ¢astic v pracovnim plynu zavisi na jeho
sloZeni, zménou ve sloZeni pracovniho plynu (pouZitim piimési) 1ze velmi dobfe upravit
parametry plazmového vyboje pro nasledné vyuziti v mnoha technickych aplikacich, jako
jsou napfiklad modifikace povrchovych vlastnosti materiala (Penkov et al., 2015), leptani
plazmatem nebo chemické tipravy materialii (Spatenka et al., 1999).

Pfitomnost vysoce reaktivnich ¢astic v plazmovém vyboji neni jediny mechanismus
vyuZzivany v technickych a biologickych aplikacich. Plazma je taktéz zdrojem UV zéafeni
v UVA a UVB d¢asti spektra (Scholtz et al., 2015), které je velmi dobfe znamo pro své
sterilizacni ucinky (Fridman et al., 2008; Moisan et al., 2009; Stapelmann et al., 2008).

Posledni neméné vyznamnou vlastnosti plazmového vyboje je, Ze mlize byt zdrojem
tepla nebo intenzivniho toku elektricky nabitych castic (Bermuidez-Aguirre et al., 2013).

Intenzita ptisobeni téchto faktorii zavisi na fadé proménnych, napriklad na zafizent,
které bylo pro generovani plazmatu pouzito, druhu generovaného vyboje, slozeni, tlaku
a prutoku pracovniho plynu atp. Chemické reakce probihajici v nerovnovazném stavu
plazmatu jsou totiZ asto rozdilné oproti klasickym chemickym reakcim se kterymi se se-
tkavadme v kapalinach a plynech. Synergie téchto vlastnosti miZe hrat klicovou roli v efekti-
vité a i¢innosti procest zacilenych na dekontaminaci bakterii, plisni a dal$ich nezadoucich
mikroorganismt z povrchu potravin a krmiv. V pribéhu takového oSetieni ale nesmi do-
jit k nezadoucimu vlivu na kvalitu potravin a krmiv (zména barvy, chuté, vyzivovych
parametru aj.).

Rozmach vyuziti plazmovych vybojt v technické praxi mél za nasledek vznik mnoha
systémi urcenych k jejich generovani. Rozmanitost téchto pfistroji a komplexita samot-
ného plazmatu nicméné znemoziuje jejich vzajemné porovnani (Moreau et al., 2008), coz
také caste¢né komplikuje dalsi vyvoj v této oblasti.
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Siroka $kdla moZnosti chemickych podminek je dana snadnou tpravou parametrii
(Bogaerts et al., 2002) jako jsou:

— vstupni chemické podminky
slozeni pracovniho plynu,

— tlak
od 0,1 Pa aZ po atmosféricky tlak — vyboje za vyssiho tlaku jsou charakteristické
vys$$im poctem srazek mezi jednotlivymi ¢asticemi,

— struktura elektromagnetického pole
vétSinou vystaveni externimu elektromagnetickému poli — vyuZziti k urychlovani
castic,

— parametry systému a vyboje

pocet, tvar a rozmisténi elektrod, prutok pracovniho plynu.

Velka variabilita plazmovych vyboju, ktera je funkci celé fady vySe uvedenych parame-
trli, nabizi pro vyuziti v technickych aplikacich zna¢ny potencial. Lze pfedpokladat, Ze
v budoucnu vyznam plazmovych technologii jesté poroste.
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Kapitola 2
Cil a hypotézy prace

Cilem dizertacni prace je rozpracovat problematiku vyuZiti nizkoteplotniho plazmatu k eli-
minaci houbovych patogent z povrchu krmiv pouZivanych pro hospodéiska zvifata a otes-
tovat moZnosti vyuziti plazmatu ke snizovani jejich mykotoxinové zatéze. Za tucelem
dosazeni tohoto cile byly pracovni aktivity rozdéleny do péti dil¢ich tematickych celk,
které na sebe vzdjemné navazovaly:

1. Stanoveni parametrii plazmového vyboje a jejich zavislost na fyzikalné technickych
parametrech systému.

2. Vyvoj technického feSeni pro oSetfeni krmiv nizkoteplotnim plazmatem typu Gliding
Arc s moznosti volby vstupnich parametra.

3. Vliv plazmatu na vybrané nutri¢ni parametry oSetfenych krmiv.

4. Vliv plazmatu na houbové patogeny a mykotoxiny nanesené na modelovych labora-
tornich substratech (Petriho miska).

5. Vliv plazmatu na houbové patogeny a mykotoxiny na realnych substratech (krmivo).

Kazda z vyse uvedenych oblasti umoznila nalézt odpovéd’ na otazky, které jsou klicové
pro uspéSné dosazeni cile dizertacni prace.

Dil¢im cilem prvniho tematického celku bylo charakterizovat plazmovy vyboj a sta-
novit parametry nezbytné pro vyvoj technického reSeni. Zaroveni se podafilo ziskat cenné
informace pro naslednou analyzu naméfenych dat.

V druhé etap€ byla navrZena a zkonstruovana zatizeni pro rovnomérné oSetieni piesné
stanovené davky zrnin pomoci plazmatu. Automatizace tohoto systému a moznost nastavit
jednotné parametry pro oSetfeni zrnin je nezbytnd s ohledem na moZnost vzajemného
porovnani dat z riznych davek.

Dil¢im cilem tfeti etapy bylo posoudit vliv plazmatu na vybrané nutri¢ni parametry
osSetfovanych krmiv (vldknina, tuk, popeloviny, bilkoviny, dusikaté latky nebilkovinné
a bezdusikaté latky vytazkové). Pokud by se podafilo prokézat, Ze dochazi k vyraznému
ovlivnéni vyzivové hodnoty krmiva, jednalo by se o vyznamnou pfekazku pro nasledné
vyuziti této technologie v praxi —a to i v pfipad¢, Ze by se podaftilo degradaci mykotoxint
plazmatem prokazat.
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Experimenty realizované v ramci ¢tvrtého tematického celku mély za cil prokazat
vliv plazmatu na houbové patogeny a mykotoxiny v podminkéich, které jsou minimélné
ovlivnény jinymi vnéj$imi faktory. Proto byl tento biologicky material nanesen na povrch
Petriho misky, oSetfen plazmatem a nasledné analyzovan v laboratofi.

V zavérecné etapé byl testovan vliv plazmatu na houbové patogeny a mykotoxiny, které
jsou pfitomné na redlnych zrnech a kde je mozno ocekévat vliv dalSich faktort, které
budou pro néasledny transfer technologie do praxe klicové.

Vyzkumné hypotézy
Na zakladé cile a metodiky prace byly stanoveny néasledujici vyzkumné hypotézy:

Hypotéza H1: Osetfeni spor houby Trichoderma virens plazmovym vybojem typu Gli-
ding Arc sniZuje jejich kli¢ivost v laboratornich podminkéch.

Hypotéza H2: SniZeni kliCivosti spor houby Trichoderma virens je zpusobeno synergii
nékolika mechanismil plisobeni plazmového vyboje — zejména teplotou, UV zafenim
a interakci spor s reaktivnimi ¢asticemi generovanymi v plazmatu.

Hypotéza H3: Osetfeni plazmovym vybojem vede ke sniZeni kli¢ivosti spor houby 7ri-
choderma virens na obilkach semen modelovych hospodarskych plodin.

Hypotéza H4: Osetfeni vzorku mykotoxini DON a DON-3-Glc umisténého na Petriho
misce plazmovym vybojem typu Gliding Arc zplsobuje jejich rozklad, tj. snizuje
koncentraci mykotoxinl ve vzorku.

Hypotéza H5: Osetieni vzorku mykotoxini DON a DON-3-Glc pfitomnych v obilkach
pSenice a jeCmene plazmovym vybojem typu Gliding Arc zptisobuje jejich rozklad,
tj. snizuje koncentraci mykotoxint ve vzorku.
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Material

3.1 Plazmova aparatura

Systém pro generovani plazmového vyboje za atmosférického tlaku je tvofen ¢tyfmi hlav-
nimi ¢astmi (viz obrazek 3.1): vysokonapétovy zdroj, plazmovi tryska, kompresor a mi-
chaci zafizeni.

Obrazek 3.1: Systém pro generovdni plazmového vyboje typu Gliding Arc

Vysokonapétovy zdroj Vysokonapétovy zdroj GVN1k-2011 firmy RADAN, s.r.0. ob-
sahuje vysokonapétovy transforméator (10kV) pracujici s frekvenci 50 Hz. Pfimo v na-
pajecim zdroji je integrovan rotametr Omega FL-2008, kterym se nastavuje poZadovany
pratok pracovniho plynu v plazmové trysce. Tento rotametr je schopen regulace pritoku
v rozsahu 10-100 SCFH (Standard Cubic Feet per Hour). Pratok 35,3 SCFH odpovida
hodnot& 1 Nm?/h.
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Kompresor Pretlak pracovniho plynu pfivadéného do plazmové trysky byl udrZovan
pomoci kompresoru Orlik IKD 11/40. Pretlak pracovniho plynu byl nastaven na hodnotu
cca 600 kPa. Systém dokaZe tuto hodnotu udrzet témér konstantni po celou dobu osetieni.

Plazmova hlavice Plazmovy vyboj je generovan v plazmové hlavici (obrazek 3.2) mezi
dvojici nerezovych divergentnich elektrod. Tyto elektrody mohou byt riizného tvaru. V na-
Sem pripadé byly obdélnikového tvaru s jednim zakulacenym rohem o poloméru 6 mm.
Minimalni mezera mezi nimi byla 2 mm. Elektrody jsou zakryty z divodu bezpec¢nosti
obsluhy a z divodu vysokych pracovnich teplot obalem z polytetrafluorethylenu (PTFE)
anakonec jesté prekryty elektricky uzemnénym nerezovym krytem. Celad plazmova hlavice
byla umisténa na kovovych ramenech s nastavitelnou vyskou a thlem naklonéni. Zatizeni
umoziuje pracovat ve filamentarnim nebo doutnavém modu.

(a) Plazmovd hlavice (b) Predionizace vzduchu (¢) Zapdleny plazmovy vyboj

Obrazek 3.2: Forografie plazmové hlavice

Michaci zarizeni Michaci zafizeni (3.3) je vyuZivdno k michini oSetfovanych semen
a v systému zajiStuje rovhomérné oSetfeni vSech semen. Michaci zafizeni je tvofeno
nadobou valcového tvaru a stejnosmérnym motorem o napéti 24 V a jmenovitém piikonu
60 W, ktery je ptes prevodovku a htidel spojeny s michaci vrtuli uvnitt nadoby. Michaci
nadoba je vyrobena z polypropylenu (PP), ma prumér 110 mm, vysku 200 mm a tloustkou
stény 2,7 mm. Otacky vrtule jsou regulovany napétim z rozvadéce, priCemZ nastaveni
hodnota napéti 20V odpovidala frekvenci 50-ti oticek za minutu. Z divodu lepsiho
proudéni vzduchu skrze vrstvy semen je sténa naddoby opatfena malymi otvory. Tento
drobny detail m4 za nasledek také lepSi ochlazovani semen vystavenych plazmovému
vyboji.
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Obrazek 3.3: Michaci zarFizeni

Tabulka 3.1: Vybrané parametry experimentdlniho zarizeni

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
Vysokonapétovy zdroj Plazmova hlavice

El. napéti zdroje 230V  Siika hlavice 63 mm
Frekvence 50Hz Vyska hlavice 15 mm
Maximaélni ptikon 1,3 kW Hloubka hlavice 30 mm
Bezpecnostni kryti IP20 Pratok prac. plynu 10-100 SCFH
Michaci zarizeni

Vyska nadoby 200 mm

Tloustka stény nadoby 2, 7mm

Primér nadoby 110 mm

Frekvence otaceni

michac{ vrtule 0-60s™!

Napijeci napéti motoru 24V
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3.2 Pouzity biologicky material

Semena

K experimentiim byly vybrany plodiny: je¢men jarni, odrida Francin, pSenice jarni, odrada
Tercie, slad je¢ny z jeCmene jarniho, odrtida Francin a slad pSeni¢ny z pSenice ozimé,
odrida Golem.

JeCmen a pSenice jarni byly zakoupeny u Slechtitelské spole¢nosti SELGEN a.s. Je¢ny
a pSeni¢ny slad byl dodan Vyzkumnym tstavem pivovarskym a sladarskym.

Odriuda je¢mene jarntho FRANCIN neni zpravidla pouzivana pro vyzivu clovéka
a zvirat, ale své uplatnéni naléza pro sladovnické ucely. Pro potieby této dizertacni prace
byl pouzit pfedevsim z finan¢nich diivodd, protoze na projektu, v jehoZ ramci byly rozbory
koncentrace mykotoxinl realizovany, spolupracoval spolecné s Jihoceskou univerzitou
v Ceskych Budg&jovicich také Vyzkumny tstav pivovarsky a sladafsky. Rozbor jednoho
vzorku dle katalogu VUPS predstavuje naklad ve vysi 1 591 K& a pouZiti této odriidy
sniZilo ndklady na provedené experimenty.

Houby

Vliv plazmatu na spory hub byl testovin na modelovém organismu Trichoderma virens
kmen Tri TOO1. Mykoparazitické houby rodu Trichoderma jsou rychle rostouci druhy
vlaknitych hub a jsou rozsiteny po celém svété. V soucasnosti je popsano priblizné 75 druhti
hub rodu Trichoderma a mnohé z nich lze pouzit k ochrané rostlin. Druh 7. virens byl
zvolen jako modelovy organismus s ohledem na moznost kvalitni produkce uniformni
biomasy, ktera je na spolupracujicim pracovisti na vysoké urovni.

K oSetfeni byla pouZita plné vysporulovand sedmidenni kultura. Za pomoci korkovrtu
byly z kultury vyfiznuty ter¢iky o priméru 10 mm, které byly ndsledné umistény na ste-
rilni podloZni sklicko a vloZeny do Petriho misky. Pro kvalitnéjsi kontrolu byly zaloZeny
2 kontrolni varianty.

Mykotoxiny

V soucasnosti je znamo vice nez 500 druhti mykotoxint. Pro naSe experimenty byl jako
modelovy mykotoxin vybran nejrozsifené;jsi z mykotoxint, a to deoxynivalenol spolu s jeho
konjugatem deoxynivalenol 3-3-D-glukopyranosidem. Tato dvojice byla zvolena jednak
s ohledem na jejich rozsifeni a probadanost, ale také s ohledem na soubézné probihajici
experimenty Vyzkumného tustavu pivovarského a sladarského, a.s..

Deoxynivalenol je produktem houby rodu Fusarium a Stachybotrys. Nejcastéji se vy-
skytuje v pSenici, jemenu a kukufici. U zvifat zpisobuje sniZeni imunity, vykonnosti
a miZe zpusobit i thyn zvifete. U lidi se otrava mykotoxinem projevuje prijmy, zvracenim
a bolesti hlavy (Rotter et al., 1996).
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Vybrané vysledky

4.1 Charakterizace plazmové aparatury

4.1.1 Distribuce teplotniho pole

Teplota pracovniho plynu hraje v procesu oSetfovani biologickych materialt velice dulezi-
tou roli a zejména pii vyssich teplotich mize dochézet k nezddoucim zménam ve sloZeni
biologického materidlu. Distribuce teplotniho pole pracovniho plynu byla méfena da-
taloggerem OM-EL-USB-TC-LCD se sondou Greisinger GTF 300. Sonda byla umisténa
v podélné ose proudéni pracovniho plynu (osa z; viz obrazek 4.1) ve vzdélenosti 20-60 mm
od spodni hrany plazmové hlavice (tj. soufadnice z = 0 odpovida okraji krytu plazmové
hlavice). Teplota byla stanovena v riznych vzdalenostech s krokem 10 mm. Pritok pra-
covniho plynu byl volen v rozmezi od 30 do 60 SCFH v krocich po 10 SCFH. Kazdou
sekundu byla zaznamenéna aktudlni teplota s presnosti 0,5 °C. Vyvoj teploty v Case byl
pro kazdou variantu sledovan po dobu 5 minut. Z naméfenych dat byla stanovena teplotni
zavislost na pritoku pracovniho plynu a na vzdalenosti od spodni hrany plazmové hlavice.

/ST/’/ VN zdroj
N

¢Pracovni plyn

|- Plazmova hlavice

/

X

s ? Plazmovy vyboj
z

Obrazek 4.1: Umisténi teplotni sondy
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Typické rozloZeni teplot je zobrazeno na obrazku 4.2 respektive 4.3. Obrazek 4.2 znazor-
nyje zavislost teploty vzduchu (pracovniho plynu) na jeho pritoku a obrazek 4.3 ukazuje za-
vislost teploty pracovniho plynu na vzdalenosti teplotni sondy od hrany plazmové hlavice.
Dle ocekavani se teplota sniZuje se vzriistajicim pritokem pracovniho plynu a se vzrista-
jici vzdalenosti. Tento pokles je vyrazny hlavn€ u niz$ich prutoki plynu, u vyssich pratokt
je mnohem mensi. Gradient teploty je vétSi v mensi vzdalenosti od krytu trysky neZ ve vétsi
vzdalenosti — teplota se vzristajici vzdalenosti od plazmové hlavice intenzivné klesa.

Nejvyssi teplota pracovniho plynu, pfiblizné 160 °C, byla naméfena ve vzdalenosti
20 mm od krytu hlavice a pfi prutoku pracovniho plynu 30 SCFH. Se zvysujici se vzda-
lenosti i pritokem se rapidné sniZovala. Pro prutoky plynu nad 60 SCFH a vzdalenosti
60 mm jsou zmény v teplotnim poli zanedbatelné.

— 160 !
& 140
120
~
= 100
% 80
o 60
=40
20 ! 1 1 1
30 40 50 60
Prutok pracovniho plynu @) [SCFH]
—d=60mm—d=50mm ——d =40 mm —d = 30 mm d = 20 mm
Obrazek 4.2: Zdvislost teploty pracovniho plynu na jeho pritoku
pro ruzné vzddlenosti od plazmové trysky
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pro rizné priitoky
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.1.2 Méreni spektralnich charakteristik plazmového vyboje typu
Gliding Arc

Plazmovy vyboj je zdrojem fady reaktivnich Castic, jako je napiiklad atomarni kyslik,
hydroxilové radikély a rtizné slouceniny dusiku (viz kapitola 1.3), které nasledné inter-
aguji s oSetfovanym povrchem. Pro primyslové vyuZiti celého systému je klicové, aby
koncentrace téchto reaktivnich ¢astic byla dostate¢na. Pritomnost nékterych téchto Castic
byla potvrzena analyzou spekter emitovaného zafeni v Siroké oblasti vinovych délek.

K méfteni spektralnich charakteristik byl vyuZit spektroskop AvaSpec-ULS2048-USB2
vyrobeny firmou Avantes BV. K zaznamenani dat byl pouZit dodavany program AvaSoft
ve verzi 8. Cidlo spektroskopu bylo umisténo ve vzdalenosti 10cm od hrany plazmové
hlavice a nachéazelo se na svislé ose z (viz obrazek 4.1) pritoku pracovniho plynu.
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Obrazek 4.4: Spektrdlni charakteristika vyboje Gliding Arc

s vz

Na uvedeném spektru jsou viditelné spektralni Cary potvrzujici pritomnost poZadovanych

7 M2z

¢astic. Velmi vyrazné jsou spektralni ¢ary dvouatomového dusiku (Vs) v oblasti UV spek-
tra a spektralni ¢4ra atomarniho kysliku v oblasti viditelného spektra. Spektrélni analyza
tedy potvrzuje, Ze generovany vyboj obsahuje dostatecné mnozstvi poZadovanych reak-
tivnich ¢astic, které mohou interagovat s biologickym materidlem a ptsobit tak na plisné

a mykotoxiny.
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.2 Vliv plazmatu na vybrané vyzivové parametry

Cilem nasledujiciho experimentu bylo ovéfit, zda v disledku piisobeni plazmového vyboje
dochazi ke zméné ve vyZivovych parametrech vybranych zemé&délskych plodin. Experi-
ment vychazi z prace KitizZ et al. (2014), ktery testoval vliv plazmatu na plodinu Triticale.
Vzhledem k tomu, Ze k této problematice jizZ byla dostupnd néktera data a s ohledem
na omezené financni moZnosti, byl test proveden pouze na jednom vzorku. Parametry
oSetfeni jsou uvedeny v tabulce 4.1. Vysledky ziskané pro oSetfeny a neoSetfeny vzorek

jsou shrnuty v nésledujicich grafech.

Tabulka 4.1: Parametry oSetieni vzorku

Parametr Hodnota
Vzdalenost od plazmové hlavice 60 mm
Doba oSetfeni 300s
Pritok pracovniho plynu 30 SCFH
Otacky michaciho zaiizeni 15!
Hmotnost vzorku 100g

Hmotnost vzorku byla zvolena s ohledem na potfebné mnozstvi pro analyzy vyZzZivovych
parametrl a k navaZeni byla pouzita stolni vaha od firmy Kern EMS 6KO0.1 s rozsahem
méfeni do 6 kg s presnosti na 0,1 g. Vzdalenost a ¢as oSetfeni plazmatem byly vybrany
jako extrém — minimalni vzdilenost v michacim zafizeni, které 1ze se souasnou apara-
turou dosdhnout, a maximalni Cas, pti kterém je jeSté oSetfovani plazmatem ekonomicky
vyhodné. Rychlost otd¢eni michaciho zafizeni byla nastavena na 1s™!. Hodnota priitoku
pracovniho plynu 30 SCFH byla zvolena s ohledem na skute¢nost, Ze pfi tomto prutoku je
teplota pracovniho plynu nejvyssi a 1ze tak ocekavat nejvétsi vliv na vyzivové parametry
krmiva.

Po osetfeni byl vzorek znovu zvazen, jelikoz v pribéhu oSetieni je dosahovano vyssich
teplot pracovniho plynu (viz obrazek 4.5) a je tudiZ mozno ocekavat zménu hmotnosti
vzorku v disledku vysouseni semen. U oSetfenych vzorkt byla stanovena hmotnost 98,6 g,
tj. ubytek hmotnosti ¢inil 1,4 g. Jiz z této hodnoty 1ze dé€lat zavéry o vysledcich hodnoty
susiny v krmivech. Obsah susiny by mél s Casem oSetfeni plazmatem vzrustat.

140
100
60

Teplota [°C]

20 : : : :
0 60 120 180 240 300

Doba oSetieni [s]

Obrazek 4.5: Teplota uvniti michaciho zafizeni v zdvislosti na dobé osetreni
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Kapitola 4. Vybrané vysledky
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Obrazek 4.6: Pomér obsahu susiny a vody ve vzorcich
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Obrazek 4.7: Koncentrace vybranych sloZek krmiva ve vzorcich
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.3 Vliv plazmatu na modelovou houbu T. virens

V této Casti dizertacni prace jsou prezentovany vysledky, jejichZ cilem bylo ovéfit vliv
plazmového vyboje na modelovou houbu Trichoderma virens.

Nejprve byl studovan vliv plazmatu na kli¢ivost spor modelové houby v laboratornich
podminkéch, pfi€emz vzorek houby byl umistén na sterilnim podloZnim mikroskopickém
sklicku. Plazmovy vyboj mél tak optimdlni podminky pro interakci se vzorkem houby.
Nasledné byly realizovany experimenty, jejichZ cilem bylo ovéfit hypotézu, Ze plazma
snizuje klic¢ivost modelové houby vice nez jeho vybrané slozky, tj. UV zafeni a vyS$i
teplota pracovniho plynu. Tteti skupina experimentl byla zaméfena na prokazani vlivu

plazmového vyboje na houby pfitomné na laboratorné infikovanych semenech.

4.3.1 Vliv vzdalenosti plazmové hlavice od mycelialniho disku

K experimentim byla pouZita plné vysporulovana sedmidenni kultura 7. virens. Za po-
moci korkovrtu byly z kultury vyfiznuty terc¢iky o priméru 10 mm, které byly nasledné
umistény na sterilni podloZni sklicko. Mycelidlni disky byly vystaveny plazmovému vyboji
o prutoku 30 SCFH. Vzdalenost povrchu disku od hrany plazmatické hlavice byla nasta-
vena na 3, respektive 4 cm. Doba oSetfeni byla 60, 80, 100 a 120 s. Pro kazdou jednotlivou
variantu bylo provedeno 9 opakovéni. Po oSetfeni byl kazdy z ter¢ikti z podlozniho sklicka
prenesen do sterilni zkumavky s 3 ml sterilni destilované vody. Spory byly z ter¢ikl vy-
myty a ze vzniklé suspenze byl pfipraven test kli¢ivosti. Pomoci inokulaéni klicky bylo
naneseno 10 kapek suspenze na povrch 2% vodniho agaru, ktery byl v tenké vrstve nalit
na povrch sterilniho podlozniho sklicka. Po zaschnuti kapek byl vzorek inkubovan v ter-
mostatu pfi (25 &+ 1) °C. Pro kazdy vzorek bylo po 24 hodinach hodnoceno vzdy 100 spor,
za pomoci svételného mikroskopu Olympus, a stanovena kli¢ivost spor.
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Obrazek 4.8: Klicivost spor houby T. virens po 24 hodindch po vystaveni plazmatu
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

Tabulka 4.2: Klicivost spor houby T. virens po 24 hodindch po vystaveni plazmatu
a maximdlini teplota pracovniho plynu

Vzdalenost od plazmové hlavice 3cm
Doba oSetreni Klicivost Max. teplota
[s] [%] [°C]
0 96,26 4+ 0,40 23,0
60 17,16 + 1,24 140,5
80 9,14 + 1,01 147,7
100 4,05 4+ 0,99 183.,5
120 0,00 £ 0,00 239,0
Vzdalenost od plazmové hlavice 4cm
Doba oSetieni Klicivost Max. teplota
[s] [%o] [°C]
0 94,83 + 1,93 23,0
60 42,67 + 6,18 133,2
80 26,04 + 3,84 131,1
100 16,40 £ 4,95 126,5
120 3,60 £ 0,92 141,9

25



Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.3.2 Vliv UV zareni na Kklic¢ivost spor houby 7. virens

Plazmovy vyboj je zpravidla zdrojem intenzivniho UV zéfeni, které ma negativni vliv
na mikroorganismy. Proto byl proveden test této ¢asti optického spektra na sedmidenni
plné vysporulovanou kulturu. Za pomoci korkovrtu byly z kultury vyfiznuty ter¢iky o pra-
meéru 10 mm, které byly nésledné umistény na sterilni podloZni sklicko. Mycelialni disky
byly piekryty kfemicitym sklem, které eliminuje vzrist teploty, nepropousti reaktivni ¢as-
tice, ale propousti UV zéreni. Nasledné byly disky vystaveny plazmovému vyboji o pritoku
30 SCFH. Vzdalenost disku od hrany plazmatické hlavice byla nastavena na 3, respektive
4 cm. Doba oSetfeni byla volena 100, 120, 240 a 300 s. Pro kazdou jednotlivou variantu
bylo provedeno 9 opakovani. Po oSetfeni byl kazdy z ter¢ikl z podlozniho skli¢ka piene-
sen do sterilni zkumavky s 3 ml sterilni destilované vody. Spory byly z ter¢ikii vymyty
a ze vzniklé suspenze byl pfipraven test kli¢ivosti. Pomoci inokula¢ni kli¢ky bylo na-
neseno 10 kapek suspenze na povrch 2% vodniho agaru, ktery byl v tenké vrstvé nalit
na povrch sterilniho podlozniho skli¢ka. Po zaschnuti kapek byl vzorek inkubovan v ter-
mostatu pti (25 4 1) °C. Pro kazdy vzorek bylo po 24 hodinach hodnoceno vzdy 100 spor,
za pomoci svételného mikroskopu Olympus, a stanovena kli¢ivost.
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.
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Obrazek 4.9: Klicivost spor houby T. virens po vystaveni UV zdieni
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

Tabulka 4.3: Klic¢ivost spor houby T. virens po vystaveni UV zdreni
a maximdlni teplota pracovniho plynu

Vzdalenost od plazmové hlavice

3cm

Doba oSetreni Klicivost Max. teplota
[s] [%] [°C]
0 89,76 + 5,41 23,0
100 85,01 £+ 2,80 51,7
120 82,24 4+ 0,90 65,7
240 77,72 + 4,49 61,5
300 65,90 + 2,73 66,0
Vzdalenost od plazmové hlavice 4cm

Doba oSetieni Klicivost Max. teplota
[s] [%o] [°C]
0 97,13 £ 0,79 23,0
100 90,42 + 1,41 36,8
120 89,29 + 1,09 35,7
240 86,22 + 1,61 42,2
300 80,65 + 1,51 37,7
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4.3.3 Vliv teplého vzduchu na Kklic¢ivost spor houby 7. virens

Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv teploty jako jedné z parametrii vyboje na sed-
midenni plné vysporulovanou kulturu. Za pomoci korkovrtu byly z kultury vyfiznuty
teréiky o priiméru 10 mm, které byly nasledné€ umistény na sterilni podloZni skli¢ko. My-
celidlni disky byly vystaveny horkému vzduchu v horkovzdusné troubé. Teploty vzduchu
byly zvoleny s ohledem na teploty vyskytujici se v plazmatickém vyboji a to 130, 190
a 250 °C. Doba puisobeni horkého vzduchu byla nastavovana od 60 do 120s v krocich
po 20s. Pro kazdou jednotlivou variantu bylo provedeno 9 opakovani. Po oSetfeni byl
kazdy z tercikt z podloZzniho skli¢ka pienesen do sterilni zkumavky s 3 ml sterilni destilo-
vané vody. Spory byly z ter¢ik vymyty a ze vzniklé suspenze byl pfipraven test kli¢ivosti.
Pomoci inokulacni kli¢ky bylo naneseno 10 kapek suspenze na povrch 2% vodniho agaru,
ktery byl v tenké vrstvé nalit na povrch sterilniho podlozniho skli¢ka. Po zaschnuti kapek
byl vzorek inkubovan v termostatu pii (25 + 1) °C. Pro kazdy vzorek bylo po 24 hodi-
nach hodnoceno vzdy 100 spor, za pomoci svételného mikroskopu Olympus, a stanovena
kli¢ivost spor.

Klic¢ivost [%]

0 20 40 60 80 100 120
Doba oSetreni [s]
—130°C 190 °C — 250 °C

Obrazek 4.10: Klicivost spor houby T. virens po vystaveni teplému vzduchu

Tabulka 4.4: Klicivost spor houby T. virens po vystaveni horkému vzduchu [ %]

Doba oSetieni Teplota teplému vzduchu
[s] 130°C 190°C 250°C
0 95,35 £0,00 9535+£0,00 95,35+0,00
60 87,30 £ 0,51 51,97 +£2,28 0,00 + 0,00
80 7544 £6,774 11,67 £0,25 0,00 + 0,00
100 42,80 + 0,40 4,31 +£4,31 0,00 + 0,00
120 33,14 + 0,32 2,81 + 0,44 0,00 + 0,00
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4.3.4 Vliv plazmového vyboje na houby piritomné na povrchu labora-
torné infikovanych semen

V predchozich experimentech byl prokdzan vliv plazmatu na houbu Trichoderma virens
umisténou na myceliarnim disku. Pro pfibliZzeni se co nejvice redlnym podminkdm, pro-
béhla umél4 infekce semen pSenice jarni odridy Tercie za ticelem ovéfeni degradace plisni
i na Zivém biologickém materidlu. Infekce byla provedena za pomoci suspenze houby
T. virens a nosic¢e karboxymethylcelul6zy o obsahu 1 x 10° spor v 1 ml. K oSetieni za po-
moci nizkoteplotniho plazmatu bylo pouzito 100 g takto oSetfenych obilek, které byly
umistény do michaciho zafizeni zajiStujici homogenitu oSetfeni. Rychlost otdceni lopatek
michaciho zafizeni byla nastavena na 1s™!'. Vzdalenost obilek od hrany plazmové hlavice
byla 6, 8 a 10 cm. Semena byla vystavena plazmatu po dobu od 1 do 4 min v krocich
po 1 min. Pro kaZdou variantu kombinace vzdalenosti od plazmové hlavice a doby oSet-
feni byla provedena 3 opakovani. Po osetfeni bylo 40 ndhodn€ vybranych obilek vymyto
v 3 ml TWEENu a hodnotil se pocet a Zivotaschopnost spor houby.

Tabulka 4.5: Klicivost a pocet spor houby T. virens na obilkdch pSenice jarni po vystaveni plazmatu

Vzdalenost
, Doba xs -
od plazmové v v s Klicivost Pocet spor
. osetreni
hlavice
[cm] [s] [%] x 10
CTR 0 93,83 + 0,00 9,84 £+ 8,71
60 57,41 £ 1,46 8,80 £ 1,15
p 120 27,81 £ 1,08 731 £0,4
180 9,30 £ 1,04 6,37 £ 0,55
240 0,00 £ 0,00 6,18 + 0,93
g 60 69,35 + 1,30 9,68 £ 0,17
240 9,90 £ 1,42 8,97 £ 1,50
10 60 86,93 + 1,16 7,87 £ 1,16
240 25,40 £ 1,22 7,06 £ 0,18
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Obrazek 4.11: Pocet spor houby T. virens na obilkdch pSenice jarni po vystaveni plazmatu
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Obrazek 4.12: Klicivost spor houby T. virens na obilkdch psenice jarni po vystaveni plazmatu

30



Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.4 Vliv plazmatu na mykotoxiny

Experimenty realizované v rimci této etapy si kladou za cil prokazat vliv plazmatu na myk-
toxin DON a jeho konjugat D3G. JelikoZ je koncentrace mykotoxind silné ovlivnéna pro-
cesy uvnitf semen a méni se v Case (Maul et al., 2012; Pazderi et al., 2016), byly v prvnim
kroku provedeny experimenty s ¢istym standardem mykotoxint, ktery byl nanesen na Pet-
riho miskach. V druhém kroku se pieslo na experimenty s redlnym biologickym materia-
lem, ktery byl pfirozen¢ infikovan mykotoxiny. Vzhledem k rozli¢nym toxickym d¢inkiim
mykotoxint, pfedstavuji znacné riziko pro zdravi a je nutné k provddéni analyz a zjiStovani
koncentraci mykotoxint spliiovat zakonna kritéria. Pracovisté JihoCeské univerzity nedis-
ponuje nutnymi zdkonnymi povolenimi, proto byla navazana spoluprice s Vyzkumnym
tistavem pivovarskym a sladafskym, a. s. v Brn& (VUPS). Vyzkumny dstav se jiz dlou-
hodobé zabyva mykotoxinovou zatézi v semenech, krmivech a potravinach. Ve spolupraci
s timto pracoviStém byly provedeny i vSechny predkladané experimenty se zaméfenim
na mykotoxiny. Biologicky material pro experimenty byl poskytnut VUPS, a.s..

Pro urceni a kvantifikaci DON a DON-3-Glc bylo vyuZito piistroje HPLC spolec¢nosti
Finnigan Surveyor s iontovou pasti LCQ Advantage spolecnosti Thermo-Fisher (USA).
Chromatografické separace bylo dosaZeno v koloné 4 Synergi Hydro RP 80A HPLC
(3,0 x 150 mm, velikost &astic 4,0 mm) vybavené ochranou patronou SecurityGuard?™
C18 (4,0 x 3,0 mm, 4,0 mm) metodou gradientové eluce — sloZeni mobilni fize se méni
s Casem (zvySuje se jeji elucni sila). Jako mobilni faze byl pouzit methanol s 10 mM
octanu amonného v poméru 20/80 (v/v), ktery se nechal prokapévat kolonou rychlosti
0,5ml - min~!. Mykotoxiny byly analyzovany ve full-scan médu.

4.4.1 Vliv plazmového vyboje na koncentraci DON a D3G na labora-
tornich substratech

JelikoZ mykotoxiny jsou vysoce nebezpecné a zdravi Skodlivé chemické latky, byly pr-
votni experimenty provedeny na zfedénych mykotoxinech v acetonitrilu (koncentrace
1 000 ng - ml™!). Jako modelovy mykotoxin byl zvolen DON a jeho konjugat D3G, jez
se v hospodatskych plodinach v Ceské republice hojné vyskytuji. Ztedény DON (D3G)
byl nasledné nanesen na Petriho misky a acetonitril se nechal 10 min pfi bézné teploté
odpafit. Vzdalenost umisténi Petriho misky se vzorkem od hrany plazmové hlavice byla
zvolena 2 cm, respektive 4 cm. Prutok pracovniho plynu byl nastaven na 20 SCFH, re-
spektive 30 SCFH. Pro oSetfeni byly zvoleny Casy expozice plazmatu 4, 10 a 30 min.
Expozice vzorku po dobu 30 minut plazmatu nebyla provadéna pro vzdéalenost 2 cm z di-
vodu vysoké teploty vyboje, sklo Petriho misky by mohlo prasknout a takovy vysledek
nema z pohledu dalsiho vyuziti plazmového vyboje v prumyslové praxi Zadné opodstat-
néni. Po vystaveni plazmatu byly mykotoxiny rozpustény v 1 ml 50% MeOH a nésledné
zanalyzovany na LC/MS. Pro kaZzdou variantu byla provedena dvé opakovani.
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Tabulka 4.6: Koncentrace a iibytek DON na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu

Vzdalenost o
od hrany Prut(l)knll)lrac. O;Z(t)fl');lf DON Ubytek
# pl. hlavice Py
[cm] [SCFH] [min] [ng - ml™'] [%]
CTR - - - 1 000,0 0,00
01 20 4 3,3 99,67
02 5 30 6.3 99,37
03 20 0,5 99,95
10
04 30 2,5 99,75
05 20 4 16,7 98,33
06 30 53,2 94,68
07 20 2,7 99,73
4 10
08 30 21,7 97,83
09 20 0,0 100,00
30
10 30 0,0 100,00
= 60 |
E
. 50 1
en
S
z 40 |
o
2 30
S
= 207
5
£ 10|
N
0 O
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——d =4 cm;Q =20 SCFH d =4 cm; @ = 30 SCFH

Obrazek 4.13: Koncentrace Cistého DON na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu
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Tabulka 4.7: Koncentrace a ibytek D3G na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu

Vzdalenost .
od hrany Prut(l)knll)lrac. oé':t)fl')eili D3G  Ubytek
# pl. hlavice Py
[cm] [SCFH] [min] [ng - ml™'] [%]
CTR — - - 1 000,0 0,00
01 20 4 5,0 99,50
02 5 30 136,5 86,35
03 20 2,7 99,73
10
04 30 29,1 97,90
05 20 4 143,3 85,67
06 30 296,2 70,38
07 20 33,2 96,68
4 10
08 30 184,4 81,56
09 20 10,1 98,99
30
10 30 60,7 93,93
300
2 250 |
2 200 |
2
A 150 ¢
8
£ 100 |
=
3
£ o0 |
N
0
0

Doba oSetfeni [min]

—d=2cm;Q =20 SCFH—d = 2 cm; ) = 30 SCFH
——d =4 cm;Q =20 SCFH d =4 cm; @ = 30 SCFH

Obrazek 4.14: Koncentrace Cistého D3G na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu
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Kapitola 4. Vybrané vysledky

4.4.2 Vliv plazmového vyboje na obsah mykotoxinu v je¢meni a pSe-
nici jarni

Po experimentu na standardu mykotoxinu DON, byly provedeny experimenty na uméle
infikovanych obilninich. K experimentim byly vybrany dvé zeméd€lské plodiny, a to:
a) pSenice jarni a za b) jemen jarni. Hmotnost kazdého vzorku byla 150 g. Z vysledkl
plynoucich z diagnostiky plazmové aparatury byla pro zachovéni kvality sladu zvolena
pro proces oSetfeni vzdalenost semen od hrany plazmové hlavice 10 cm. Pracovnim plynem
byl opét vzduch o prutoku 30 SCFH. Vzorky byly v plazmatu ponechény 5, 10, 15 a 30 min.
Pro kazdou variantu bylo provedeno 6 opakovani.

Pti vyhodnocovani byla sledovana koncentrace DON, D3G a obsah vody v jednotlivych
vzorcich.

Tabulka 4.8: Koncentrace mykotoxinit v je¢meni a pSenici po vystaveni plazmatu

Doba oSetfeni

CTR 5 10 15 30
[min]
. DON [ug - kg‘l] 24376 14272 35870 16065 14039
Jecmen
D3G [pg - kg'l] 218,7 2259 861,5 373,1 484.5
Lo DON [ug - kg'l] 285,1 321,0 3454 10689 1299,7
PSenice

D3G [ug - kg™ 12,8 9,9 37,9 51,4 48,3
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30

30

35



Zaver

V préci byla provedena charakterizace pouZzitého zdroje nizkoteplotniho plazmatu typu
Gliding Arc. Na zakladé¢ jednotlivych dil¢ich analyz byly navrhnuty procesni parametry
nezbytné pro vyvoj technického feSeni pro oSetieni krmiv. Nasledné byly provedeny ex-
perimenty ovétujici vliv plazmového vyboje na nutri¢ni hodnotu zrnin, modelovou pliseni
Trichoderma virens a v poslednim kroku na mykotoxin Deoxynivalenol a jeho konju-
gat Deoxynivalenol-3-Glukosid. Na zakladé vysledkt prezentovanych v dizertacni praci
je moZno konstatovat:

e platnost hypotézy 1 az 4 byla provedenymi experimenty potvrzena,

* platnost hypotéza 5 byla provedenymi experimenty zamitnuta.

V ramci préice byl také zkonstruovan funkéni vzorek laboratorniho zafizeni pro oSetfeni
krmiv infikovanych houbovymi patogeny, ktery pracuje v kontinualnim reZimu.

Plazmovy vyboj typu Gliding Arc ma potencial k vyuZiti v technické praxi, pro zlepSeni
kvality krmiv urcenych pro hospodaiska zvifata. Je potvrzen pozitivni vliv na sniZovani
spor patogennich hub, coZ vede k sniZeni rizika mozné kontaminace krmiv mykotoxiny,
zkazy potravin a krmiv. Spolu s tim je sniZeno i riziko ndkazy hospodaiskych zvitat
po zkrmeni napadenymi krmivy. AvSak v otizce vlivu plazmatického vyboje na myko-
toxiny nachazejici se na Zivém biologickém materidlu je nutno provést mnoho dalSich
experimentd.
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