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Abstrakt

Nazev prdce:

Vyuziti plazmovych technologii ke zlepSeni kvality krmiv

Abstrakt:  Dizertacni prace se zabyva problematikou vyuziti plazmovych technologii
v zemédélstvi za ucelem zlepSeni kvality krmiv pro hospodarska zvitata. Pozornost je za-
meéfena predevsim na vyuziti nizkoteplotniho klouzavého plazmového vyboje generova-
ného za atmosférického tlaku (Gliding Arc Plasma Discharge) k eliminaci modelovych
houbovych patogent (7. virens) a k otestovani moznosti vyuziti plazmatu ke snizovani
mykotoxinové zitéze (DON a D3G).

Odborné zaméteni dizertacni prace je vyrazné mezioborové s presahem do oblasti
fyziky plazmatu, mikrobiologie, zootechniky a ndvrhu a konstrukce technickych zafizeni.
Tomu odpovida i ¢lenéni prace do jednotlivych kapitol. V reSerSni Casti jsou shrnuty
aktualni poznatky z oblasti houbovych mikroorganismt a jim produkovanych mykotoxint
se zfetelem na jejich pritomnost v krmivech. Nasleduje reSerSe poznatki o nizkoteplotnim
plazmatu a jeho aplikacich v potravinarském primyslu a krmivérstvi. V kapitole Materiél
a metodika jsou popsany pouZité postupy prace, vyuZzité pristroje a biologicky material.

Vysledkova ¢ast je pro prehlednost roz¢lenéna do péti podkapitol — stanoveni vybra-
nych parametrti plazmové aparatury, vliv plazmatu na vyZzivové parametry, vliv plazmatu
na modelovou houbu Trichoderma virens a moZnosti vyuZiti plazmového vyboje ke sni-
Zovani koncentrace mykotoxinti v krmivech. Posledni ¢ast je vénovana popisu systému,
ktery umoziuje osetfeni vzorkl v kontinudlnim reZimu.

Osetfeni mycelidlnich diski plazmovym vybojem vedlo ke sniZeni kli¢ivosti spor
hub, pfi¢emz byl prokazan synergicky efekt pusobeni jednotlivych mechanismu, kte-
rymi plazma interaguje s povrchem biologického materidlu. Zaroven nebyla pozorovana
vyrazné€j$i zmeéna ve sloZeni krmiv, vyznamnéjsi je pouze zména vlhkosti vzorku. V la-
boratornich podminkach bylo prokazéno sniZeni koncentrace mykotoxinii nanesenych
na laboratorni sklicko. U vzorkl krmiv kontaminovanych pfirozenou cestou se nepoda-
filo spolehlivé prokédzat sniZzeni koncentrace mykotoxinti ve vzorku v disledku ptisobeni
plazmatu.

Klicovd slova: plazma; houbové patogeny; mykotoxiny; vyZivové parametry, jec¢-
men, slad



Abstract

Title:
The Usage of Plasma Technologies to Improve the Quality of Feedstuffs

Abstract: The dissertation thesis deals with the problems of the use of plasma technolo-
gies in agriculture for the purpose of improving the quality of feedstuffs for agricultural
animals. The attention 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 (7. 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 pro-
posal 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 pie-
ces of knowledge of low-temperature plasma and its applications in the food industry
and feeding. In the chapter Material and Methodology, the applicated methods of work,
employed instruments and biological material are described.

The resulting part is, for its clear arrangement, divided into five 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 final part is dedicated to the description of system which enables the treatment of
samples in continuous regime.

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 feedstuffs contaminated by natural way, it
was not successful to reliably provedecreasing of concentration of mycotoxins in a sample
as a result of plasma activity.

Keywords: plasma; fungal pathogens; mycotoxins; nutritional values; barley;
malt
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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 specialni postupy, které mohou byt v praxi pouzity — 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.
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Kapitola 1

ResersSe literatury

Realizovany vyzkum je moZno charakterizovat jako vyrazné mezioborovy s pfesahem
do oblasti fyziky plazmatu, mikrobiologie, zootechniky a navrhu a konstrukce technic-
kych zafizeni. Z tohoto diivodu je reserSe literatury rozdélena do tii separatnich oblasti
pokryvajicich pfedmétnou problematiku houbovych patogenti, mykotoxind a plazmatu.
Vzhledem ke znacnému poctu publikaci v uvedenych oborech jsou v reSerSi zminény

vevs

jen ty nejvyznamnéjsi 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

11



Kapitola 1. Reserse literatury

(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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Polni houby

Fytopatogenni houby, které mohou infikovat obiloviny béhem vegetace zejména pak pred
sklizni, se béZné vyskytuji volné v ptidé nebo na poskliziiovych zbytcich. Zaroveii se béhem
vegetace mohou §ifit z jinych napadenych porostl vétrem nebo vodou v prubéhu destivého
pocasi. Za uritych podminek miiZe kontaminace zacit hned na zacatku péstitelského
cyklu a postupné se infekce miZe vyskytovat béhem celého vegeta¢niho obdobi. V pripadé
napadeni porostu fytopatogennimi druhy hub dochézi ke ztratdm produkce a kontaminaci
zrna mykotoxiny (Piacentini et al., 2019).

Dominantnimi druhy infikujici zemédélské plodiny jsou naptiklad houby rodu Alter-
naria, Cladosporium, Fusarium a Helminthosporium (Flannigan et al., 1982).

Druhy fytopatogennich hub infikujici porost jsou v prvni fadé zavislé na klimatickych
podminkach, ale zaroveri i na odriidé plodiny. Zaroven dtlezitou roli v patogenezi mohou
hrat i péstitelské postupy, jako je pouzivani prostiedkil na ochranu rostlin, zejména fun-
gicidl, na osevnim postupu, zpracovani posklizitovych zbytkl a Spatné zpracovani pudy,
popripadé nadmérné pouzivani dusikatych hnojiv.

Fusarium. Tyto druhy hub mohou pfeZivat v pudé€ na poskliziiovych zbytcich a v pfipadé
pfiznivych podminek jsou schopny napadat jiZz vzchéazejici rostliny — zptsobuji choroby
pat stébel. DeStém se mohou dostavat i na vyssi ¢asti rostlin. Kriticka fize je metani rostlin,
kdy ve vhodnych podminkéch infikuji klasy. VéEtsi riziko napadeni rostlin houbami rodu
Fusarium je v pripad¢, kdy byla jako predplodina péstovana na stejném pozemku kukufice.

Fytopatogenni druhy hub pochazejicich z pady, které infikovaly béhem vegetace plo-
dinu, maji maly vyznam béhem skladovani, protoZe nejsou schopny rist pii vodni aktivité
(Aw) 0,90. Skladované obili s nizkou aktivitou vody ma navic velmi nizkou fyziologickou
aktivitu a ztraci se specificka asociace s fytopatogennimi houbami (Noots et al., 1999).

Skladistni houby

Skladistni houby se nemusi béhem vegetace vitbec vyskytovat nebo se vyskytuji jen v malé
mife, ale bezprostiedné po sklizni mohou infikovat jeémen (Haikara et al., 1977). Mezi tyto
patogeny ndleZi zastupci rodu Aspergillus a v men$i mite Penicillium (Flannigan a Healy,
1983).

Druhy rodu Aspergillus jsou spolu s rodem Penicillium dominantnimi mikroorganismy
napadajici krmiva a potraviny v prubéhu procesu skladovani. Houby rodu Aspergillus
rostou obecné ve vysSich teplotdch nebo pfi nizs$i vodni aktivité nez rod Penicillium
(Rawat, 2015). Houby rodu Aspergillus rostou také obvykle rychleji nezZ houby rodu
Penicillium, nicméné pomaleji sporuluji. Druhy rodu Aspergillus dominuji v kontaminaci

vvvvv

vyskytuji druhy rodu Penicillium (Hocking, 2006).
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1.1.1 Houby rodu Aspergillus

Rod Aspergillus byl poprvé popsan témér pred 300 lety a jedna se o rod, ktery zplsobuje
problémy zejména v potravinafském prumyslu a krmivaistvi. Krmiva a potraviny se vlivem
pusobeni hub rodu Aspergillus kazi.

Aspergillus je rozsahlym rodem, ktery zahrnuje velké mnozstvi druhii. Nékteré druhy
hub rodu Aspergillus produkuji mykotoxiny, které se mohou vyskytovat nejen v infikova-
nych krmivech a potravinach, ale i v riznych zeméd€lskych komoditach. Bézné se vysky-
tuji v zrnech obilovin, ofechii i v kofeni, popiipadé dalich produktech. Cast&jii vyskyt
je pak v tropickych a subtropickych oblastech nez v mirném pasmu (Pitt a Hocking, 1997).

V soucasnosti je popsano vice nez 100 druht hub rodu Aspergillus. VSechny tyto druhy
jsou schopny rust na umélych Zivnych pudach. Jedna se tedy o fakultativni saprotrofy
(Klich, 2002; Pitt a Samson, 1993).

Jen u malého procenta druhl je zaznamendno pohlavni rozmnoZovani (telemorfa),
pti kterém jsou produkovany askospory. Askospory se vytvéreji v kulovitych plodnicich
typu kleistotecium. Pohlavni formy hub rodu Aspergillus jsou prinejmensim fazeny ta-
xonomicky do osmi rodi oddéleni Ascomycota. Pouze tii z nich, Eurotium, Neosartorya
a Emericella, se vyskytuji jako kontaminanty v krmivech, potravinach a zemédélskych
komoditéach.

Druhy rodu Eurotium (diive znamé jako skupina ,,Aspergillus glaucus*) jsou nejbez-
néjSimi a nejvyznamnéjSimi druhy s vyskytem anamorf rodu Aspergillus. Tyto zastupci
tvori zariveé Zluté kleistotecia a svétle Zluté askospory. VSechny druhy jsou xerofilni a zpi-
sobuji problémy u krmiv a potravin s nizkym obsahem vody (Aw) a u skladovanych
komodit.

Rod Neosartorya je druhou nejbéznéjsi telemorfou rodu Aspergillus kontaminujici
krmiva a potraviny. Tento rod produkuje bila kleistotecia a bezbarvé askospory. Askospory
Neosartorya jsou odolné viic¢i vysokym teplotam, takze se podili na znehodnoceni tepelné
zpracovanych potravin (Pitt a Hocking, 1997).

Druhy Emericella se vyskytuji méné ¢asto v potravinach a ziidka zpasobuji jejich zne-
hodnoceni. Vytvareji bila kleistotecia s Cervenymi nebo purpurovymi askosporami. Nepo-
hlavné se rozmnozujici druhy rodu Aspergillus jsou ve star$i literatufe fazeny do uméle
vytvoreného rodu Hyphomycetes, oddéleni Deutromycota. Na konidioforech se vytvari
metuly a na nich konidiogenni buriky (fialidy), na kterych se tvofi konidie. Na zakladé
morfologickych struktur se da snadno tento rod Aspergillus odlisit od rodu Penicillium.

Identifikace druhti rodu Aspergillus je zaloZena na morfologickych strukturach jednot-
livych druhil a na toto téma je publikovdno mnoho studii, z nichZ nékteré jsou jiz zastaralé
(Gams et al., 1986; Klich, 2002; Raper a Fennell, 1965; Samson a Pitt, 1986). Nicméné,
stale byly na zakladé morfologickych znakl popisovany nové druhy (Pitt a Samson, 1993).
Zaroven vedle tradi¢nich morfologickych taxonomickych technik se pouzivaji molekulérni
metody k identifikaci zastupcti rodu Aspergillus (Abarca et al., 1994; Esteban et al., 2005;
Geiser et al., 1998; Schmidt et al., 2003; Varga et al., 2004). K objasnéni vztahu jednot-
livych druhii v ramci rodu Aspergillus také napomaha izolace a specifikace sekundarnich
metabolitd (Frisvad, 1989).

U druht rodu Aspergillus, u kterych nebyla doposud popsana pohlavni forma, slouzi
k identifikaci i barva kolonie, kterou tvoii na urCité umélé Zivné pidé. Barva kolonie
je konzistentné spojena s ur¢itym druhem.
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Vice nez 40 druhii hub rodu Aspergillus je uvedeno mezi druhy schopné produkovat
toxické metabolity, z nichZ jsou nejznamé;jsi aflatoxiny. Nejvyznamnéjsi druhy produkujici
aflatoxiny jsou A. flavus a A. parasiticus. Jiné druhy rodu Aspergillus produkuji mykotoxin
Ochratoxin A, napiiklad A. ochraceus a ptibuzné druhy A. carbonarius a nékdy i A. niger.
Dale sterigmatocystin, ktery je primarné produkovany druhem A. versicolor. Mykotoxiny
druhti rodu Aspergillus vykazuji Sirokou Skélu toxicity, pficemZ nejvyznamnéjsi uc¢inky
jsou dlouhodobé. Aflatoxin B1 je nejicinnéj$i karcinogen jater znamy pro Sirokou Skalu
Zivoc¢isnych druhi, véetné lidi, Ochratoxin A a citrinin ovliviiuji funkci ledvin a kyse-
lina cyklopiazonova ma Sirokou $kalu nebezpecnych ucinka (Cole et al., 2003). Spravna
identifikace druht Aspergillus je nezbytnym pfedpokladem pro posouzeni potencialu kon-
taminace komodit, potravin nebo krmiv v diisledku kontaminace mykotoxiny.

1.1.2 Houby rodu Penicillium

Houby rodu Penicillium patii mezi nejvice vSudypritomné organismy na Zemi. Byly nale-
zeny na vSech mistech, kde byly doposud hledany. Od Antarktidy pies tropy azZ po Grénsko.
Je t€Zké najit vzorek pudy nebo rozpadajici se vegetace bez pritomnosti spor Penicillium.
Vyzkum za poslednich 20 let v§ak prokazal, Ze nékteré druhy Penicillium jsou ¢asto pozoru-
hodné substratové specifické. Podrobnéjsi taxonomie ukazala, Ze nékteré béZné izolované
druhy jsou ptidni houby, které jsou v krmivech a potravinach pozorovany pouze jako kon-
taminanty, zatimco jiné jsou schopné kontaminovat krmiva i potraviny a béhem ptiznivych
podminek je zna¢n€ znehodnocuji. Vétsina druht Penicillium nezpusobuje tak velké skody
jako rod Aspergillus, coz je dano tim, Ze rust hub rodu Penicillium je pomalejsi. Nicméné,
druhy Penicillium jsou dileZitou pri¢inou zkazy krmiv a potravin. Schopnost rozpoznat
bézné druhy znehodnocujici krmiva a potraviny je velmi uzite¢nd, z toho divodu, aby
byla predpovézena jejich schopnost produkovat mykotoxiny. Obecné feceno, specifikace
izolatl Penicillium neni snadnd. Pokud se vSak vezme v tivahu substrat, na kterém je druh
nalezen, lze ¢asto ziskat pomérné mnoho informaci (Pitt, 2006).

Penicillium opét predstavuje velmi rozsahly rod, ve kterém je doposud identifikovino
vice nez 200 druht (Pitt et al., 2000), od té doby bylo nalezeno a publikovano minimalné
30 dalsich druht (Samson a Frisvad, 2004). Z celkového souboru druhu se kolem 50 druhu
bézné vyskytuje v prirodé (Pitt et al., 2000).

VSechny béZné druhy rostou a sporuluji na umélych Zivnych médiich a obvykle
je mozné tento rod rozpoznat na zakladé vytvorenych kolonii na dané Zivné pudé. Vét-
Sina druh@ rodu Penicillium roste pomalu a vytvari zelené konidie. Klasifikace v ramci
rodu Penicillium je zaloZena primarné na morfologickych strukturach viditelnych v mi-
kroskopu. Rod je rozdélen do podrodi na zdkladé poctu a usporadani konidiogennich
bunék (fialid) a struktur konidioforu (nosi€ fialid). Klasifikace podle Pitt (1979) zahrnuje
Ctyfi subrody: Aspergilloides, Furcatum, Biverticillium a Penicillium. Jejich identifikace
se provadi na zaklad€ sporulacnich struktur. Vétsina dulezitych druhl zptisobujici kazivost
krmiv a potravin nebo kontaminaci komodit se nachazi v podrodu Penicillium. Komplexni
identifikace rodu Penicillium je znazornéna v publikaci Pitt (1979). Kli¢ k urcovani béz-
nych druhd a jejich popis poskytuje Pitt (2000). Druhy kontaminujici krmiva, potraviny
nebo komodity jsou popsany ve studiich Pitt a Hocking (1997) a Samson et al. (2010). Popis
druhil rodu Penicillium je slozity a identifikace druht se provadi na presné definovanych
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médiich na zdkladé stejné inkubacni doby a pfi stejné teploté. Mezi morfologické znaky
jednotlivych druht patii priomér kultur, barva konidii, pigment kultur a tvar konidiogennich
struktur (Samson et al., 2004).

1.1.3 Houby rodu Fusarium

Houby rodu Fusarium jsou vlaknité houby, které prezivaji v pid€ nebo na poskliziio-
vych zbytcich. Pida je zdsobarnou zdroje inokula hub rodu Fusarium, které je schopné
infikovat plodiny ve vegetacni sezéné. Houby rodu Fusarium nalezi taxonomicky do od-
déleni Ascomycota, fadu Hypocreales. Telemorfni stadia druhG Fusarium jsou vétSinou
klasifikovany v rodu Gibberella a mensi pocet druht je klasifikovan v rodech Hemanectria
a Albonectria (Sandoval-Denis et al., 2018; Suga a Hyakumachi, 2004). Kompletni pfehled
hlavnich taxonomickych systémi rodu Fusarium je publikovan v préci Leslie a Summerell
(2006). Na umélych médiich houby rodu Fusarium vytvareji vatovité mycelium, pro které
je typicka narizovéla barva.

Houby rodu Fusarium jsou identifikovany na zakladé morfologie a primarnich znaka
nepohlavné vzniklych spor, zejména makrokonidii. Makrokonidie jsou protahlé zahnuté
spory, které jsou vicebunécné a na zdkladé tvaru makrokonidii, jejich zaSpicaténi i poctu
bunék jsou determinovany jednotlivé druhy. Houby rodu Fusarium produkuji 3 typy spor:
mikrokonidie, makrokonidie a chlamydospory. Septické makrokonidie se vyvijeji z mono-
fialid nebo polyfialid, které se vyskytuji na vzduSném myceliu. Poptipadé se makrokonie
vyskytuji na kratkych monofialidach ve specializovaném konidiomatu, sporodochiu (Suga
a Hyakumachi, 2004). Monofialida je konidiogenni buiika s jedinym pérem, z n¢hoz
se formuje endokonidie, polyfialida miZe mit vice péri. Mikrokonidie hub rodu Fusarium
se mohou li§it tvarem a velikosti a jsou produkovany na vzdu$Sném myceliu ve shlucich
nebo v fetizcich, a to jak na monofialidach, tak i polyfialidach. Tietim typem spor jsou
chlamydospory, coZ jsou spory, které vznikaji uprostied hyf mycelia nebo na jejich konci.
Chlamydospory jsou odolné struktury se zesilenymi sténami a vysokym obsahem lipidt
(Nucci a Anaissie, 2009; Suga a Hyakumachi, 2004). Rlizny tvar makrokonidii zlistava
pritomnost/nepiitomnost mikrokonidi a jejich tvar, pfitomnost/nepiitomnost chlamydo-
spor a vlastnosti mikro- a makrokonidiogennich bunék. Aby bylo mozné identifikovat
druhy rodu Fusarium, musi byt kmeny péstoviny na specidlnich médiich a ve standard-
nich podminkéch prostfedi. V soucasné dobé je identifikace druhil realizovana pomoci
molekularnich metod (Kheyrodin a Kheirodin, 2017).

Rod Fusarium zahrnuje vysoky pocet druht, které jsou patogenni k rostlindm, vcetné
zemédélsky vyznamnych plodin, jako jsou obilniny. Houby rodu Fusarium mohou byt
Skodlivé pro lidi 1 zvifata, protoZe mnohé z nich jsou toxigenni. Mnoho z nich produkuje
Sirokou Skalu biologicky aktivnich sekunddrnich metabolitli s mimotfadnou chemickou
rozmanitosti. Biologicka aktivita mykotoxinii rodu Fusarium muze byt $kodliva pro rostliny
ajsou s ni spojena mnoha onemocnéni u lidi a domacich zvirat (Moretti, 2009). Identifikace
mykotoxogennich druht Fusarium zistava i nadéle nejkriti¢téj$im problémem a to z toho
diivodu, Ze se pocet druhti a identifikace druhl v poslednim stoleti neustidle méni v souladu
s riznymi taxonomickymi systémy a metodami detekce (Véchet, 2008).

Rod Fusarium zptisobuje onemocnéni rostlin v Siroké Skile komoditnich plodin —
obilniny, plodovou zeleninu, brambory aj.. Druhy rodu Fusarium, jako F. avenaceum,
F. culmorum, F. graminearum a F. poae infikuji jeCmen a slad, oves, Zito a pSenici.
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V ramci druhového komplexu Fusarium graminearum (O’Donnell et al., 2000), ktery
v soucasné dobé zahrnuje 16 druht (Aoki et al., 2012), patii F. culmorum a F. cerealis
mezi nejvice dominantni patogeny zpisobujici onemocnéni klasti na celém svété (Moss
a Thrane, 2004; Osborne a Stein, 2007). DalSimi Casto detekovanymi druhy jsou F. poae,
F. avenaceum, F. langsethiae, F. tricinctum, F. sporotrichioides (Somma et al., 2014; Xu
a Nicholson, 2009) a netoxigenni druhy Microdochium nivale a M. majus (Glyn et al.,
2005).

Onemocnéni klast rostlin houbami rodu Fusarium se vyskytuji ve vSech obilnafskych
oblastech, proto je dileZité vénovat velkou pozornost plodindm v priubéhu celé vegetace.
Fusariézy klastit mohou zptisobovat vyznamné hospodaiské ztraty. Onemocnéni klast hou-
bami rodu Fusarium je jednim z nejvyznamnéjSich onemocnéni obilnin na svété, véetné
kukufice. Zavazné propuknuti tohoto onemocnéni mlize mit za nasledek vyznamné ztraty
na vynosu az 50 %, v zavislosti na druhu obilniny (Munkvold et al., 2019; Parry et al.,
1995). McMullen et al. (2012) naznacuji, Ze onemocnéni ve Spojenych statech vede k eko-
nomickym ztratim pfesahujicim jednu miliardu USD ro¢né. U obilovin je onemocnéni
klast obvykle zptisobeno riznymi druhy rodu Fusarium s riznymi Zivotnimi styly a rtz-
nymi typy produkovanych mykotoxind.

Houby rodu Fusarium mohou infikovat vSechny casti rostlin a jelikoZ se jedna o pa-
togeny prenosné osivem, tak se mohou nachazet jiz v zarodku obilky. Dale se vyskytuji
na kofenech a spolu s dalSimi patogeny mohou zplsobovat jejich hnilobu. Zplsobuji
choroby pat stébel i rizovéni klast. Na patach stébel, v kolénkach, na stéblech i listech pu-
sobi nekr6zy. Na klasech obilnin vytvareji oranZova nebo rizova loziska plna spor, ktera
nésledné kontaminuji jednotlivd zrna. Mycelium prorista rostlinou a tim dochazi k jeji
systémové infekci (Hysek et al., 2008). Vadnuti rostlin je zptisobeno patogenem Fusarium
oxysporum, které se i vedle F. solani mize podilet na padani kli¢nich rostlin. Houby rodu
Fusarium produkuji mykotoxiny a celé fada z nich byla izolovéina ze Siroké Skaly obilnin,

O v/

véetné kukufice, jeCmene i rizi (Kim et al., 1993).
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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).

Aflatoxin

Vevs

Aflatoxiny patii mezi nejsilnéjs$i zndmé karcinogeny napadajici priméarné jatra a zpisobuji
chronické nemoci (nidory) (Peterson et al., 2001; VeliSek a HajSlova, 2009). Jsou mu-
tagenni, hepatotoxické, nefrotoxické a imunosupresivni (Cullen a Newberne, 1994). Jsou
produkovéany houbami rodu Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. nomius a jiné), které
jsou bézné a Siroce rozsitené v prirod¢, kde kontaminuji pidu a rozkladajici se vegetaci.
Popsano je vice nez dvacet druht aflatoxint, ale pouze Ctyfi se vyskytuji v potravinach,
a to aflatoxiny B, Bs, G'; a (G5, avSak pfi metabolické preméné se mohou vyskytnou
i aflatoxiny My, M,, Py a @)1 (IARC, 1993). Aflatoxiny se mohou vyskytovat v zrninich,
soje, hrachu, bobech, prose, ofesich, podzemnici, ovoci a po zkonzumovani napadeného
krmiva se mohou dostat azZ do masa, vajec, syru a mléka (Lopez et al., 2003).

Obrazek 1.1: Struktura Aflatoxinu By (vlevo) a Aflatoxinu Bs (vpravo)
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Deoxynivalenol (DON)

Deoxynivalenol je povazovan za hlavni kontaminant potravin. Produkovéan je houbami rodu
Fusarium (F. culmorum, F. graminearum a jiné) a Stachybotrys, které napadaji prevazné
zrno psenice, jeCmene, kukufice, ovsa a Zita. Pfi konzumaci mensich davek zpisobuje
sniZeni prijmu krmiva, ve vétSich davkach zplsobuje sniZeni imunity, vykonnosti (sniZeni
dojivosti, hmotnosti vajec aj.), vyvolava zvraceni a prijmy a mizZe zpusobit i ndhly thyn
zvirete (Rotter et al., 1996).

Obrazek 1.2: Struktura Deoxynivalenolu

Zearalenon (ZON)

Zearalenon je méné toxicky nez jiné mykotoxiny. Produkuji jej houby rodu Fusarium
(F. graminearum, F. culmorum, F. sporotrichoides a jiné) (Schwarzer, 2009) a v soucasné
dobé je popséano 15 derivati zdkladni struktury ZON. Vyskytuje se nejCastéji v zrninach,
kukufici, silaZich a krmivech Zivoc¢i$ného piivodu. ZON je velice stabilni a miiZe se snadno
dostavat do ceredlnich vyrobkt a rostlinnych oleji. ZON u zvitat zplsobuje syndrom
hyperestrogenismu (sniZeni véku puberty, porucha plodnosti u samct, zdufeni rodidel
u samic) u zvirat. Nejcitlivéj$i na tento mykotoxin jsou vepii. V piipadé krmeni krav
kontaminovanou stravou muze dojit k pfenosu do mléka (Krmencik a Kysilka, 2001).

OH (0] H CH,

P
HO = =0

Obrazek 1.3: Struktura Zearalenonu
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Ochratoxin

Ochratoxin je produkovan houbami rodu Penicillium (P. viridicatum, P. cyclopium) a Asper-
gillus (zejména A. ochraceus) (Benford et al., 2001; VeliSek a Hajslova, 2009) a bézné
dochézi k jeho detekci v oblasti Balkdnu a Skadinavie. Nejcastéji se objevuje v obilnindch
(kukufici, je¢meni, pSenici, ovsu, ryZzi), vyrobcich z nich (Kabak, 2009) a ve veprovém
mase (Weidenborner, 2001). Nejrozsifené)si je Ochratoxin A (OTA), ktery je nefrotoxicky,
imunotoxicky, mutagenni, karcinogenni a neurotoxicky (Mateo et al., 2007). Priméarné na-
pada vyvijejici se nervovou soustavu, zpisobuje nemoci jater a ledvin u monogastrickych

zvitat (Krmencik a Kysilka, 2001).

HO. _O
<7 0 OH O
I |

NH 0

“ICH,
Cl

Obrazek 1.4: Struktura Ochratoxinu A

T-2 toxin

T-2 toxin je pfirozenym produktem hub rodu Fusarium (F. sporotrichioides, F. poae,
F. tricinctum) (CAST, 2003) a nejcastéji se vyskytuje v obilovinich, kukufici a ryzi.
Zpusobuje gastroenteritidy, krvaceni v oblasti hlavy, stiev a dutiny bfi$ni, priijmy a poruchy
tvorby krve (Haj$lova, 2008). Jako jediny z mykotoxinti byl pouZit jako biologicka zbran
ve valce.

Obrazek 1.5: Struktura T-2 toxinu
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Fumonisin

Producentem fumonisind jsou houby rodu Fusarium (F. moniliforme, F. proliferatum).
Pro ¢lovéka jsou Fumonisiny moZnym karcinogenem (VeliSek a HajSlova, 2009), u zvitat
zpusobuji vazné nemoci (leukoencephalomalacii u koni, plicni edém u prasat atd.) (Yoshi-
zawa et al., 1994). Popsany jsou Fumonisiny By, Bs, Bs, By, Ay, As a (. NejCastéji
se v prirodé vyskytuji Fumonisiny B, By a Bj. NejvyznaméjSim zdrojem Fumonisind
je kukufice a potraviny na jejim zékladé (Nelson et al., 1993), naopak v pSenici a jeémenu
se béZné neobjevuji (Schrodter, 2004).

0
OH
0
Il
OH
0
N
OH OH Q
HsC
CH,
NH, OH CH; o CHy
Z
0
HO
|
g S
HO” S0

Obrazek 1.6: Struktura Fumonisinu Bl

Vv s

Nejzkoumanéj$im mykotoxinem je deoxinivalenol (DON), jehoZ vyznamnym producen-
tem je houba rodu Fusarium graminearum. Vyskyt v cereéliich je mezirocné velice varia-
bilni, pficemz kli¢ovym faktorem jsou klimatické podminky, pfedplodiny a odolnost dané
pady. V nékterych letech 1ze prokazat pritomnost tohoto mykotoxinu prakticky ve 100 %
vySetiovanych vzorkl (Bé€lakova et al., 2014; VeliSek a Hajslova, 2009). Mykotoxiny
mohou byt ¢aste¢né metabolizovany za vzniku konjugovanych forem mykotoxind. Nej-
se v pSenici vyskytuje v mnozstvi ojedinéle az 30 % molarni koncentrace volného deoxi-
nivalenolu.

Vyse vyjmenované mykotoxiny, vyjma T2 toxinu, jsou u potravin monitorovany a jejich
maximélni povoleny obsah v ug-kg™' je stanoven komisi Evropské unie v Ufednim
véstniku (U vést. L 364, 19. 12. 2006, s. 15-21). NejdileZit&jsi limity jsou shrnuty
v nésledujici tabulce €. 1.1.
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Tabulka 1.1: Maximdlni limity mykotoxinii v obilovindch dle UF: vést. L 364

Max. obsah
Mykotoxin Potraviny
g - kg']
) 2 VSechny druhy obilovin a vyrobki z nich.
Aflatoxin By
5 Kukuftice tfidéna nebo fyzikalné oSetfend pred po-
uzitim k lidské stravé.
Aflatoxin 4 Vsechny druhy obilovin a vyrobkt z nich.
Bi+By+Gi+Gly 10 Kvu‘k,urlce Fr1de,na nebvo fyzikalné oSetfena pred po-
uzitim k lidské stravé.
Ochratoxin A 5 Nezpracované obiloviny.
1250 Nezpracované obiloviny vyjma kukufice, ovsa
a pSenice.
Deoxynivalenol 3 .. .
1750 Nezpracovana kukufice, oves a pSenice.
750 Obiloviny uréené k ptimé lidské spotiebe.
100 Nezpracované obiloviny vyjma kukufice.
Zearalenon 200 Nezpracovana kukufice.
75 Obiloviny uréené k ptimé lidské spotiebé.
Fumonisin 2 000 Nezpracovana kukufice.
T-2 toxin nestanoven
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1.2.1 Vliv mykotoxinu na uzitkovost zvirat

Obsah mykotoxind v krmivech a potravinidch zplsobuje mnoho akutnich a chronickych
vlivii, které mohou vést k sniZeni uZitkovosti a pfirtistku hospodarskych zvifat. Dale
zpusobuji vazné nemoci a v pripadé€ pifijmu vysokych davek mohou vést az ke smrti zvifete
nebo Clovéka. Vsechny tyto nasledky maji ekonomicky dopad, at’ uz z divodu zvysené
mortality zvifat, snizeni Zivo¢iSné produkce nebo ve zvySenych nakladech na zdravotni
péci (Zain, 2011).

Zdravotni obtiZe hospodarskych zvitat vyvolané mykotoxiny jsou dany v prvé fadé dru-
hem pozfeného mykotoxinu, jeho mnozstvim a pfipadnou kombinaci s jinym mykotoxinem
a jejich konjugaty. Kazdy mykotoxin ovliviiuje télo zvifete jinym zpusobem. Jednora-
zové zkrmeni napadeného krmiva zplsobuje primarni mykotoxikézy. Pfi dlouhodobé&jsim
piijmu krmiva obsahujici mensi mnoZstvi toxickych mykotoxini dochazi k chronickym
tcinklim (Suchy a Herzig, 2005). Limitni hodnoty mykotoxinid v krmivech jsou uvedeny
v tabulce 1.2 (Zeman et al., 2015).

Tabulka 1.2: Limitni hodnoty koncentrace mykotoxinit v krmivech

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 doplitkova krmiva pro selata 100
a prasnicky
Zearalenon Kompletni a dopliitkovd krmiva pro telata, 500
dojnice, ovce a kozy
Kukufice a vedlejsi krmiva 3000
Kompletni a doplitkova krmiva pro prasata, 5 000
Fumonisiny B1 a B2 koné a kriliky
Kukuftice a kukufi¢né vedlejsi krmiva 60 000
) Kompletni doplitkov4 krmiva pro prasata 50
Ochratoxin
Obiloviny a krmiva z obilovin 250
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Obtize zpisobené napadenym krmivem ale nezévisi pouze na obsaZenych mykotoxinech.
Velkou roli hraje také druh, pohlavi a vyvojové stadium zvitete. Kazdy druh zvifete ma roz-
dilnou citlivost na prijaté toxické latky a neméné dileZita je aktudlni kondice a zdravotni
stav zvifete. Nejvice nachylna na pfitomnost mykotoxind v krmivu jsou monogastricka
zvirata (Suchy a Herzig, 2005). Napfiklad prasata jsou velice nachylna na T-2 toxin, DON
a ZEN, dribeZ je nachylna taktéZ na T-2 toxin a DON, ale je velmi odolna proti ZEN
(Cheeke, 1998).

Vseobecn¢ se da fici, Ze vétSina mykotoxinll zpiisobuje sniZeni piijmu potravy zvitaty,
coz vede k podvyzivé, anorexii a pozdéji k thynu zvitete, napadaji travici ustroji, ledviny
a jatra. Pfi reprodukci zplsobuji rozeni malych a slabych jedinci a pseudograviditu.
Priklady vlivu jednotlivych mykotoxinil na zdravi prasat dle Mallman a Dilkin (2011) jsou
uvedeny v tabulce 1.3.
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Tabulka 1.3: Viiv piijmu mykotoxinii na zdravotni stav prasat

Mykotoxin Stadium Limit. kon- Hlavni klinické priznaky pri pre-
vyvoje centrace kroceni davky
[pg kg™
10100 SniZenid produktivita bez viditel-
nych klinickych ptiznaki
Rostouci 200-400 Spatny rist a omezeni pifjmu po-
prasata travy
400-800 Hepatopatie; Imunosuprese
Aflatoxin .
800-1 200 Vyrazné sniZzeni pfijmu potravy
a rustu
1200-2 000 Anorexie; Smrt
Prasnice/ 500-750 Poruchy reprodukce; slabost selat
Selata nakazenych skrz mléko
2000 Snizeni pfijmu potravy a rastu
Rostouci 5000-10000 SniZeni piijmu potravy, ubytek
Deoxynivalenol ~Prasata ha vaze
12000 Odmitani potravy
20000 Zvraceni
Viechna 1 000-20 000 Hepatopatie, nadory, sniZeni pro-
prasata duktivity, zvétSeni srdce
Fumonisiny > 20000 Plicni edémy, hepatopatie, sniZzeni
ptijmu potravy
200 Ledvinové léze
Ochratoxin A Rostouct i Smi
prasata 1 000 Polyurie, Urémie
4 000 Selhavani ledvin
<2000 Krvaceni, zanét stiev
3 toxi Rostouci o
T-2 toxin prasata 8 000 SniZeni pfijmu potravy
16 000 Odmitani potravy
Prasnicky 1 000-3 000 Otekla vulva a vyhtez rekta
3 000-10 000 Otekla vulva
Zearalenon Kojici pras- 25000 Opakované teploty

nice

25 000-50 000

> 25 000

Rozeni malych a slabych mladat

Pseudogravidita, nymfomanie
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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). Faktory ovliviiujici napadeni zeméd€lskych plodin houbovymi patogeny
jsou uvedeny na obrazku 1.7 (HajSlova, 2008).

Primarni zpracovani

Ekologie/druh ReZim suseni,
Lokalita fusaria, ostatni Vihkost, teplota » okolni suseni,
mikrofléra teplota susiciho vzduchu
A
Environmentaini Fyziologicky stav Typ skladovani

A4

Stfidani plodin podminky rostliny - management

)

Klimatické
, Infekce
podminky
Obsah vihkosti . -
vy o - Hygiena skladovani
pfi Znich
Fungicid Produkce
glcidy mykotoxind
| Pred sklizni | Sklizen | Po sklizni |

Obrazek 1.7: Faktory ovliviiujici napadeni zemédélskych plodin houbovymi patogeny

Napadeni plodin houbami a s tim spojené tvorbé mykotoxinl nelze v zemédélské pro-
dukci stoprocentné zabranit. Naznaky kontaminace krmiva mykotoxiny l1ze pozorovat diky
klinickym ptiznaktim zvifat. Hlavnim pfiznakem shodnym pro vSechny druhy hospodat-
skych zvifat je nechutenstvi, sniZzeny pifijem krmiva a s tim souvisejici sniZena produkce.
Pfi zpracovani surovin jsou proto uprednostiiovany takové technologické postupy, které
vedou ke sniZeni 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.

Chemické metody

VyuZzivani chemikalii k dekontaminaci napadenych krmiv je velmi rozSifenou a ucin-
nou metodou. Do chemickych metod spada vyuZiti organickych rozpoustédel, oxida¢nich
¢inidel a organickych kyselin (Suchy a Herzig, 2005).
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— Organicka rozpoustédla
Do chemickych metod spadd vyuzivani organickych rozpoustédel, vodnych roz-
tokti chloridu vapenatého (C'aC'ly), horké vody se soli, atd. Pro oSetfeni kukufice
se vyuziva zejména tzv. ¢pavkovani, neboli vyuzivani bezvodného amoniaku. Tato
metoda je ale vhodna na degradaci pouze nékterych toxint. Nejic¢innéjsi je pii niceni
aflatoxinli, méné tcinnd pak u ostatnich toxind.

— Oxida¢ni ¢inidla
Dalsi velmi d¢innd metoda je zaméfena na vyuZivani ozonu (O3) nebo peroxidu
vodiku (H20,). Vyuziti oxida¢nich ¢inidel je ic¢inné na degradaci aflatointi a fumo-
nisind.

— Organické kyseliny
Latky s obsahem organickych kyselin, jako napfiklad kyseliny propionové, octové

s~ s

nebo mravenci , maji protiplisfiové tcinky a za jistych podminek dokaZzi degradovat

mykotoxiny. Zminéné kyseliny se vyuZivaji jako aditiva pfi zakladéani silaZi (Rada,
2009).

Biologické metody

Biologické metody dekontaminace zahrnuji vyuZiti mikroorganismi, enzymu a antioxi-
dantt (Dolezal, 2012; Rada a Havlik, 2012). Prvotni pozorovani biologické dekontaminace
byla provedena v pivovarském pramyslu, kdy béhem fermentac¢nich procesti dochazelo
ke sniZzovani koncentraci mykotoxint ve sladu, hlavné aflatoxinu (Dolezal, 2012; Rada
a Havlik, 2012).

— Vyuziti mikroorganismu
Do biologickych metod patii vyuZziti mikroorganismi a jejich produkty (kvasin-
kové kultury) k dekontaminaci mykotoxiny. Nejvice se vyuZivaji bakterie mlécného
kvaseni, n¢které druhy vinnych kvasinek rodu Saccharymyces cerevisiae a bakterie
rodu Flavobacterium aurantiacum. Tyto bakterie dokdZi odstranit aflatoxiny bez
produkce jinych nezddoucich metaboliti.

— Vyuziti enzymu
Novéjsi metodu, v soucasné dobé vice pouZivanou, je pouzivani enzymu k dekonta-
minaci mykotoxind. Princip vyuZité enzyma je zaloZen na Sté€peni molekul toxint,
¢imz dojde k vytvoreni neSkodnych metaboliti mykotoxind.

— Vyuziti antioxidanta
Posledni metodou je podpora detoxikaénich funkci organismu aplikaci antioxidantt
(vitamin A, vitamin E, aj.).

Fyzikalni metody

Vyuziti fyzikalnich postupti patii mezi nejbéznéjsi a nejjednodussi metody dekontaminace
krmiva od mykotoxinové zatéze. Do této kategorie spadd metoda mechanického odstranéni
necistot, vyuziti degradace mykotoxinti za zvySené teploty, ptisobeni UV a ionizujicitho
zateni, adsorbentli anebo nové i vyuZiti nizkoteplotniho plazmatu (Suchy a Herzig, 2005).
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— Mechanické odstranéni necistot
Mechanické odstranéni necistot je nejbéznéjsi a nejjednodussi metodou vedouci
ke sniZeni celkového obsahu toxinti v zrnech. Odstranénim veskerych necistot z tech-
nologickych linek, skladovacich prostor a ¢isténim zrnin Ize sniZit obsah toxind
napiiklad u kukufice az o 32 % (Suchy a Herzig, 2005).

— Miseni zrn
Nejednd se o pfimou dekontaminaci, ale pfipadnd kontaminace krmiv se rozfedi
misenim ve zdravém krmivu.

— Teplota
Spravnym nastavenim teploty a Casu oSetfeni 1ze dosdhnout u nékterych druht
mykotoxin@l jejich rozkladu. Uginnost metody zavisi zejména na typu mykotoxinu
a obsahu vody v krmivu. BohuZel u tohoto typu oSetfeni miZe dochazet k niceni
Zivin obsaZenych v krmivech (Voet a Voet, 1995).

— UV a ionizujici zareni
Ultrafialové a ionizujici zareni je jiz dlouho zndmo pro jeho sterilizacni efekt (Oh-
kawa et al., 2006; Talpa, 2010). Ultrafialové zafeni je elektromagnetické vinéni
s vlnovymi délkami kratSimi, neZ maji fotony ve viditelné Casti spektra. VInové
délky se pohybuji v rozmezi od 10 do 400 nm. Osetieni za pomoci UV zéafeni mize
byt velice efektivni, ale zroveii s nim mohou byt ni¢eny i Ziviny obsaZené v krmivu.

— Adsorbenty
Dalsi z metod je vyuZiti sorbentli (mineralnich latek) k absorpci molekul mykoto-
xint. Této metody se vyuZziva v piipadé, kdy dojde k prenosu mykotoxinti do orga-
nismu. Navazdnim molekul mykotoxinti na adsorbent se zabrani jejich vstfebavani
ve stfevé a naslednému traveni. Sorbenty musi mit nejen adsorp¢ni vlastnosti, ale
také museji byt nestravitelné. Pouzivané adsorbenty jsou na bazi:

vev. o 2

a) zivociSného uhli,
b) hlinitokiemicitana,
* soucasti jilu,
c¢) biopolymerd,
* latky s obsahem dlouhych sacharidovych nebo uhlovodikovy fetézct (pii-
pravky s kvasinkami),
d) syntetickych polymert,

* Cholestyramin — v soucasné dobé jsou nejméné pouZzivané.

— Nizkoteplotni plazma

V soucasné dobé probiha intenzivni vyzkum vyuZiti nizkoteplotniho plazmatu. Po-
uziti nizkoteplotniho elektrického vyboje za atmosférického nebo snizeného tlaku
se uplatniuje pri sterilizaci (Montie et al., 2000), ipravé povrchti materiali (Chu,
2007) nebo k ¢isténi vody (Laroussi et al., 2002; Zhang et al., 2014). Nizkoteplotni
plazma generované pii atmosférickém tlaku kombinuje ptisobeni UV zéfeni, tepla
a interakci s reaktivnimi ¢asticemi, jako jsou napiiklad hydroxylové radikély (O He)
nebo ozén (O3). VSechny mechanismy plsobeni plazmatu na materidl vykazuji
synergicky efekt, ktery zvysuje ucinnost oSetfeni (Laroussi a Leipold, 2004).
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1.3 Nizkoteplotni plazma a jeho vybrané aplikace

Plazmové technologie maji diky Siroké variabilité proces-
nich parametrt znacny aplikacni potencidl. Prakticky rutinné¢ Pevna latka  Kapalina
a s uspéchem je plazmatu vyuzivano k modifikaci povr- *—0@ °.
chovych vlastnosti anorganickych materiali (Barto$ et al., ﬂi | .
2009; Yoshida et al., 2013). Prvni aplikace nizkoteplotniho T o0 - ¢
plazmatu pak 1ze zaznamenat v biomedicin€ (Scholtz et al., *—

- e, . S labé
2015; Yang et al., 2011), potravinarstvi (Konvalina et al., pevne vazby  slabe vazby

2016; Ramos et al., 2013), ¢i balicim primyslu (Leipold Plyn Plazma
et al.,, 2011; Pankaj et al., 2014; Wang et al., 2016; Yun .4 ©)

et al., 2010). Novym fenoménem, kterému je v soucasnosti V. ®
vénovana intenzivni pozornost, je vyuZiti plazmatu k oSetieni t ® C
semen zemé&délskych plodin (Amini a Ghoranneviss, 2916; nevyznamné o
Chen et al., 2016; K¥iz et al., 2014; K¥iz et al., 2015; Sera vazby lonizace

et al., 2013, 2010).

Plazma je jednim ze Ctyf skupenstvi hmoty (viz obra-
zek 1.8). Pojem plazma pro ionizovany plyn poprvé pouzil
v roce 1928 americky nositel Nobelovy ceny Irwing Lang-
muir (1881-1957). Plazma je tvofeno predevsim elektricky nabitymi ¢asticemi, (elektrony
a ionty), neutrdlnimi Casticemi, Casticemi v excitovanych stavech a volnymi radikély.
Plazma musi obsahovat dostate¢né mnoZstvi volnych nosi¢t elektrického naboje, vyka-
zovat kolektivni chovani (reaguje na elektricka a magnetické pole jako celek) a byt kva-
zineutralni, tzn. v makroskopickém objemu je stejny pocet kladnych a zapornych néboju
(Kulhanek, 2011). Ne kazdy ionizovany plyn miZeme tedy rovnou nazyvat plazmatem.

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

Obrazek 1.8: Skupenstvi
hmoty

1.3.1 Generovani plazmatu

Obrazek 1.9 schématicky znazornuje generovani plazmatu v plynu. V kaZzdém plynu se na-
chazeji volné, pomalu se pohybujici, elektrony. Pokud je elektrontim dodana vnéjsi energie,
napiiklad prostfednictvi elektrického pole, jsou elektrony urychlovany a zvySuje se jejich
kinetickd energie. Takto urychlené elektrony podstupuji nepruzné srazky s ostatnimi ¢as-
ticemi plynu, ¢imZ vznikaji nové ionty a Castice v excitovanych stavech. V nepruznych
srazkach vznikaji také dalsi elektrony. Elektrony jsou elektrickym polem znovu urychlo-
vany, dochézi k dal§im nepruznym sraZkdm s Casticemi plynu a cely proces se opakuje.
Pocet elektricky nabitych ¢astic v plynu tak vzrista. O plazmatu pak mluvime v okamziku,
kdy jsou splnény podminky uvedené v ivodu této kapitoly.
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Ionty, excitované castice a radikdly pfitomné v plazmatu mohou samoziejmé také
zanikat. Dé&je se tak z pravidla v rekombinacnich procesech. Vystupem téchto procest
je Casto zafeni v UV Casti optického spektra. Ke sniZovani poctu reaktivnich ¢astic vede
také jejich interakce s povrchem pevnych téles.

Energetické
elektrony

Elektrické pole Nepruzné

srazky
Tont
Pomalé Zatent
Radikal
elektrony Elektron

Obrazek 1.9: Princip generovdni plazmatu

1.3.2 Interakce plazmatu s povrchem téles

Interakci plazmatu s povrchem pevnych téles mtizeme popsat nékolika separatnimi procesy,
kterymi jsou:

a) dopad reaktivnich ¢astic na povrch,
b) plsobeni UV zéfeni,
¢) pusobenti tepla,

d) iontovy bombard.

Reaktivni ¢astice Pro potfeby této dizertacni prace je nejvyznamnéjsi plazmovy vyboj
generovany elektrickym polem ve vzduchu za atmosférického tlaku. Velmi rychlé elek-
trony vznikajici v plazmatu zpusobuji kolize s neutralnimi ¢asticemi vzduchu. Pfi téchto
srazkach vznikaji reaktivni ¢astice — volné radikély a disociované molekuly, reaktivni kys-
lik, atomarni kyslik (O), 0z6n (O3), hydroxylové radikaly (O H*), rizné slouceniny dusiku
(Na, NO, NOy), déle samoziejmé také ionty kysliku, dusiku a dalSich sloZek plynu a v ne-
posledni fadé také vznikaji elektrony. Koncentrace téchto reaktivnich ¢astic v pracovnim
plynu zavisi na jeho sloZeni, zménou ve sloZeni pracovniho plynu (pouZitim pfimési) Ize
velmi dobfe upravit parametry plazmového vyboje pro nisledné vyuZiti v mnoha technic-
kych aplikacich, jako jsou napfiklad modifikace povrchovych vlastnosti materialti (Penkov
et al., 2015), leptani plazmatem nebo chemické dpravy materialti (Spatenka et al., 1999).
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UV zareni Pritomnost vysoce reaktivnich ¢astic v plazmovém vyboji neni jediny me-
chanismus vyuzivany v technickych a biologickych aplikacich. Plazma je taktéz zdrojem
UV zéfeni v UVA a UVB ¢asti spektra (Scholtz et al., 2015), které je velmi dobfe znamo
pro své steriliza¢ni U¢inky (Fridman et al., 2008; Moisan et al., 2009; Stapelmann et al.,
2008).

Teplo a iontovy bombard Posledni neméné vyznamnou vlastnosti plazmového vyboje
je, Ze mize byt zdrojem tepla nebo intenzivniho toku elektricky nabitych ¢astic (Bermuidez-
Aguirre et al., 2013).

Iontovy
Teplo bombard

UV zéfeni Reaktivni
\ / Castice

e

Obrazek 1.10: MoZnosti interakce plazmatu s bakteriemi na povrchu téles

Intenzita pisobeni téchto faktort zavisi na fadé proménnych, napiiklad na zafizeni, které
bylo pro generovani plazmatu pouZito, druhu generovaného vyboje, sloZeni, tlaku a pratoku
pracovniho plynu atp. Chemické reakce probihajici v nerovnovaZzném stavu plazmatu
jsou totiZ Casto rozdilné oproti klasickym chemickym reakcim se kterymi se setkdvame
v kapalinich a plynech. Synergie téchto vlastnosti miiZe hrat klicovou roli v efektivité
a ucinnosti procesu zacilenych na dekontaminaci bakterii, plisni a dal$ich nezadoucich
mikroorganismit z povrchu potravin a krmiv. V prubéhu takového oSetfeni ale nesmi
dojit k neziddoucimu vlivu na kvalitu potravin a krmiv (zména barvy, chuté, vyZivovych
parametru aj.).

Rozmach vyuziti plazmovych vyboju 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 Castecné 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.

1.3.3 Déleni plazmovych vyboju

Vznik elektrického vyboje je podminén prichodem elektrického proudu plynem s volnymi
nosici naboje. Pro udrZeni zapaleného elektrického vyboje je nutné stile dodavat energii.

Zakladni déleni vybojl je podle piisobeni ionizatoru (rentgenové zareni, proud alfa ¢as-
tic, plamen svicky,. . . ), ktery zplisobuje ionizaci ¢astic, na samostatné (elektricky proud
v plynu se udrZuje vlastni ionizaci ¢astic i po odebrani ionizitoru) a nesamostatné (elek-
tricky proud v plynu se udrZuje pouze po dobu ptisobeni ionizatoru) (Reichl a Vseticka,
2016).

Obrazek 1.11 znazortiuje pribéh elektrického napéti a proudu plazmového vyboje.
Na voltampérové charakteristice jsou vyznaceny tfi vyznamné oblasti. Podle toho v jaké
oblasti se pohybuje dodavané napéti 1ze urcit zda pro zapaleni plazmového vyboje bude
nutné externiho ionizitoru nebo ne.

I

0 U, U, U

Obrazek 1.11: Voltampérovd charakteristika idedlniho plazmového vyboje
(zelend — nesamostatny vyboj,; Cervend — samostatny vyboj)
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V tvodni fazi, v tzv. nesamostatném plazmovém vyboji, je na elektrody pfivedeno elek-
trické napéti, ¢imz je zajisténo dodavani energie elektronim pritomnym v plynu. Se zvysu-
jicim se elektrickym napétim roste energie a pocet generovanych elektricky nabitych Castic
v plynu. S rostoucim napétim roste také celkovy preneseny elektricky naboj a potazmo
elektricky proud (oblast 1). Ten je moZné pocitat podle rovnice

dQ

===
dt’

(1.1)
kde
I — elektricky proud [A],
@ — elektricky naboj [C],
t — Cas [s].

Elektricky proud protékajici obvodem se zvySuje az do okamzZiku, kdy je dosazeno tzv. na-
syceného proudu [Iy. V tuto chvili jsou urychleny vSechny elektricky nabité Castice
v prostoru mezi elektrodami. Takto urychlené ¢astice vSak nemaji dostatenou energii
ke zplisobeni ionizace, tzn. dal$sim zvySovani dodavaného elektrického napéti nedochazi
ke zvySovani protékajiciho elektrického proudu (oblast 2). K udrZeni elektrického vyboje
je stale nutné psobeni externiho ionizatoru.

Po prfekroceni tzv. zapalného napéti Uy, dochazi k dalSimu zvySovani protékajiciho
elektrického proudu. V tuto chvili doddvané napéti dostate¢né urychluje volné elektrony,
které jiz maji dostateCnou energii k tomu, aby ionizovali neutrdlni Castice. Vznika tedy
novy iont a novy elektron. Timto zpisobem dochézi k nartstu protékajiciho elektrického
proudu se zvySujicim se elektrickym napétim. Po ptekroceni zapalného napéti jiz neni
k udrZeni zapaleného vyboje zapotiebi externiho ionizéatoru (oblast 3).

Plazmové vyboje 1ze dé€lit z mnoha dhli pohledu a neni mozné je délit jen podle
jednoho hlediska. Plazmové vyboje dle Kulhanek (2011) 1ze délit na plazma:

* Castecné ionizované X dplné€ ionizované,

* bez tvorby elektron pozitronovych parti x s tvorbou partd,
¢ nerelativistické x relativistické,

* klasické x kvantové,

* se zamrzlym magnetickym polem X s difundujicim polem,
e rovnovazné X nerovnovazné,

* nizkoteplotni X vysokoteplotni,

¢ bezesrazkové x srazkové,

* pii sniZzeném X zvySeném az atmosférickém tlaku.
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Popis vSech typti vybojl by byl velice zdlouhavy a prakticky nerealizovatelny. Proto se v na-
sledujici ¢asti zaméfime na prezentaci pouze nékolika konkrétnich piikladu, se kterymi
se Casto setkavame v technickych aplikacich. Jedna se o:

* doutnavy vyboj (pfevazné generovany za snizeného tlaku) (Kogelschatz, 2003; Revel
et al., 1999),

— stejnosmérny doutnavy vyboj (buzeny stejnosmérnym napétim) (Bishop,
2011),

— radiofrekvencni doutnavy vyboj (buzeny napétim o frekvenci 13,56 MHz) (Bo-
euf, 1987),

— pulzni doutnavy vyboj (buzeny pulznim napétim) (Broks et al., 2005),

* mikrovinny vyboj (buzeny mikrovlnami o frekvenci 2,45 GHz generovany za snize-
ného tlaku) (Jin et al., 1991),

* dielektricky bariérovy vyboj (nizkoteplotni plazma generované za atmosférického
tlaku) (Eliasson et al., 1994; Kogelschatz a Salge, 2001),

* klouzavy vyboj (nizkoteplotni siln€¢ nerovnovazné plazma generované za atmosfé-
rického tlaku) (Burlica et al., 2014; Fridman et al., 1999).
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1.3.4 Klouzavy vyboj

Vsechny experimenty realizované v této praci byly provedeny s vyuZitim klouzavého
vyboje. Plazmovi tryska pracuje s netermalnim atmosférickym vybojem typu Gliding
Arc (Klouzavy vyboj, GA), nékdy také nazyvany GlidArc. Gliding Arc je jednoduchy
a nendkladny typ vyboje. Jeho energeticka ti¢innost je velmi vysoka, a proto se ve velké
mife vyuziva v primyslovych oblastech (Grossmannova, 2008).

Systém urceny ke generovani plazmatu je tvofen tiemi hlavnimi ¢astmi (viz Obra-

zek 1.12):

Pracovni plyn
Vysokonapétovy /%/
zdroj o
1. vysokonapétovy zdroj,
2. tryska s pfivodem pracovniho Elekirody ~—|—
plynu,
3. divergentni elektrody. J
V Plazma
| Semena
000000000000

Obrazek 1.12: Schéma plazmové trysky typu Gliding Arc

ad 1) Vysokonapétovy zdroj
Vysokonapétovy zdroj obsahuje vysokonapétovy transformétor, ktery musi zajistit
dostate¢né vysoké napéti, aby v nejuzs$im misté mezi elektrodami doslo k prirazu
vzduchu a tim vytvofeni plazmového vyboje. Soucasti zdroje je také fidici jednotka,
ktera udrzuje zapaleny plazmovy vyboj.

ad 2) Tryska s privodem pracovniho plynu
Neméné dulezitou Casti zafizeni je tryska s pfivodem pracovniho plynu, kterd za-
jistuje vhanéni pracovniho plynu do systému. Pracovni plyn ovliviiuje vlastnosti
vyboje a zajistuje jeho posun po hranach elektrod. Jako pracovni plyn miZe byt
vyuzit vzduch, vodni péra, argon, dusik, kyslik a dalSi plyny. Typ plynu je volen
podle chemickych reakci, kterych je nutno dosahnout. Plyn je do trysky pfivadén
natlakovany s pretlakem od 5 do 6 atm.

ad 3) Divergentni elektrody
elektrody jsou umisténé v urcité vzdalenosti od sebe a je na né pfividdéno vysoké
napéti ze zdroje. Po dosdhnuti potfebného napéti dochazi k zapaleni plazmového
vyboje mezi elektrodami. Tvar a material elektrod (viz obrazek 1.13) vyrazné ovliv-
fluje rozloZeni elektrického pole v oblasti vyboje a sloZeni reaktivnich ¢4stic (Barto$
et al., 2016).
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(a) Obdélnikovy tvar s jednim zahnutym ro-
hem

(b) Crvrtelipsovy tvar

Obrazek 1.13: Priklady tvaru divergentnich elektrod

1.3.5 Casovy vyvoj vyboje Gliding Arc

Béhem svého vyvoje prochazi plazmaticky oblouk GA mnoha stavy, viz Obrazek 1.14
(Fridman et al., 1999). Béhem jednoho cyklu vyvoje dochazi k mnoha fyzikalnim feno-
méntim, jako jsou napfiklad zmény v elektrickém poli, zmény proudu a napéti, procesy
tepelného prenosu atd.

@ @ (3 Nerovnovazny stav
N\
\/-\] @ Rovnovazny stav

woroca| (1) Zapdleni vyboje

Proud vzduchu

elektroda

Obrazek 1.14: Fdze vyvoje GA vyboje

Cyklus vyvoje GA zaCind zapdlenim vyboje. K zapaleni vyboje dochdzi po dosaZeni
prirazného napéti mezi elektrodami. K prirazu vzduchové mezery o velikosti 1 mm pfi
atmosférickém tlaku je potieba dosdhnout elektrické napéti o velikosti prfiblizné 3 kV
(Fridman et al., 1999). Presnd hodnota potfebného elektrického napéti zavisi na fadé
fyzikélnich parametri a Ize ji vypocitat podle vzorce 1.2 (Kunhardt, 1980)
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B(a-b)
In[A(p-d)] —In[ln(1 + 1/7s)]

Ve = (1.2)

kde

A,B - experimentalné zjisténé konstanty,
p — tlak plynu,

d — vzdalenost mezi elektrodami,

~vse — sekundarni emise elektront.

Po ustéleni plazmového kanalu nastava rovnovdzny stav. Béhem tohoto stavu dochazi
k pohybu vyboje po hranich elektrod ve sméru proudéni pracovniho plynu. Vybojovy
kanal se prodluzuje. Jakmile délka vybojového kanalu piekroci kritickou hodnotu ..,
zacinaji byt tepelné ztraty vyboje vétsi nez energie dodiavana ze zdroje a vyboj nelze udrzet
ve stavu termodynamické stability. Vysledkem je tedy nahly pfechod do nerovnovdzného
stavu. Vyvrzené plazma se rapidné ochlazuje, zatimco jeho elektricka vodivost je udrZzovana
vysokou teplotou elektrontt a dochazi k postupné ionizaci pracovniho plynu. Veskera
energie dodavana pfi tomto stavu je vyuZita ke generovani vysoce reaktivniho prostredi
podporujiciho chemické reakce. Takovychto reakei se vyuziva napfiklad pti dekompozici
tékavych organickych latek (Fridman et al., 1999). Na konci nerovnovazného stavu vyboj
zanika.

1.3.6 MozZnosti inaktivace hub a rozkladu mykotoxind pomoci
plazmatu

Nejvétsiho pokroku ve vyuziti plazmatu je dosahovino v potravinafském a krmivarském
primyslu, kde je plazmatu vyuZzivano k rozkladu neZadoucich mikroorganismu jako jsou
napiiklad bakterie a houbové patogeny. Stejné tak intenzita vyzkumu v této oblasti v po-
slednich letech stale roste.

Hlavni roli pfi sterilizaci a dekontaminaci za pomoci plazmatu hraje UV zéfeni a vy-
soce reaktivni Castice jako jsou ionty, radikdly a Castice v excitovanych stavech (Moisan
et al., 2001). Koncentrace vSech téchto reaktivnich ¢astic vznikajicich v pracovnim plynu
vyrazné zavisi na sloZeni pouzitého plynu. Experimenty naznacuji, Ze vyznamnou roli
v eliminaci patogent hraji molekuly kysliku a dusiku. Vzhledem k tomu, Ze tyto dva
plyny tvoii pfevaZnou ¢ast zemské atmosféry, jevi se tato kombinace jako velice vyhodna
a Stastna. Cui et al. (2016) poukézal na nizkou antimikrobidlni uc¢innost ryze studeného
dusikového plazmatu proti Salmonella Enteritis a také Salmonela Typhimurium naockova-
nych na vajecnych skorapkach. Naproti tomu Ragni et al. (2010) prokézal vyrazné sniZeni
poctu téchto bakterii pti pouziti vyboje, kde byl jako pracovni plyn pouzit vzduch.

Kimetal. (2011) provadél pokusy k prokazani daleZitosti pfitomnosti kysliku v pracov-
nim plynu. Experimenty byly provadény s bakteriemi Listeria monocytogenes, Escherichia
coli a Salmonella Typhimurium, které byly naockovany na slaniné. Na téchto bakteriich byl
porovnavan vliv dvou rozdilnych pracovnich plynt — Cistého hélia a smési hélia s malym
obsahem kysliku. V ptipadé pritomnosti kysliku bylo prokdzano vyrazné zvyseni efektivity
celého procesu.
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Taktéz probéhlo nékolik laboratornich pokust se zapilenim vyboje v dalSich plynech
nez pouze ve smési kysliku a dusiku, ale jejich vyuziti v praxi je nejisté. Vysledky jsou
velmi zavislé na pouzitém typu vzorku (Song et al., 2009).

Dal$im parametrem, ktery ovliviiuje oxidacni silu plazmového vyboje, je vlhkost pra-
covniho plynu (Naitali et al., 2012). Pfi vysoké vlhkosti dochazi ke vzniku mnohem vice
peroxidu vodiku a kyseliny peroxynitrové/peroxynitridu — ¢astice pracujici na obdobném
principu jako reaktivni ¢asti kysliku.

Vliv plazmatu na kvalitu potravin a krmiv

Pozitivniho efektu oSetfeni plazmatem bylo dosaZzeno u mnoha bakterii (Bacillus atro-
phaeus, Escherichia coli, Listeria innocua, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas
marginalis a Staphylococcus aureus) (Ehlbeck et al., 2015). Z vysledkt laboratornich testt
lze usuzovat, Ze oSetfeni za pomoci plazmatu muze vést k znaénému sniZeni poctu bakterii
na povrchu potravin a krmiv. Aby bylo moZné smysluplné vyuZit plazma v potravinaistvi
a krmivafstvi nesmi dojit k ovlivnéni kvality potravin a krmiv (chut, viin€, barva, nebo
nezadouci vliv na sloZeni nebo nutri¢ni hodnotu).

Nejcastéji se k dezinfekci povrchu Cerstvych potravin vyuzivd chemické metody —
chloru, ale potencial vyuZiti plazmatu je v tomto sméru veliky (Ramos et al., 2013). K pro-
kazani vyuZitelnosti plazmatu byly provedeny experimenty zaméfujici se na vyZivovou
hodnotu potravin a krmiv. Pfi oSetfovani pomoci nizkoteplotniho atmosférického vyboje
byly zjiStény minimalni zmény ve sledovanych nutri¢nich hodnotéach jahod (Misra et al.,
2014a), cherry rajcat (Misra et al., 2014b), pSenice (Ktiz et al., 2015) a tritikale (K¥iz
et al., 2014).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, parametry oSetfeni plazmatem musi byt zvoleny tak, aby
nedochézelo k negativnimu ovlivnéni kvality potraviny a krmiva, ale aby také doslo k po-
7adované degradaci mikroorganizmt. Re$enim t&chto dvou témat je vénovéna celd fada
studii s riznymi vysledky.

Ve vsech pracich byl prokazan opét pozitivni efekt na degradaci bakterii a v mnoha
studiich nebyl prok4zan negativni efekt na kvalitu oSetfovanych potravin a krmiv. Napfiklad
prace Ragni et al. (2010) se zaméfila na kvalitu vajicek, ktera ani po 90 min nebyla
ovlivnéna, a Wang et al. (2016) se se svym tymem zaméfil na vzhled Cerstvych kufecich
prsou, ktery taktéz po oSetfeni a dalSim skladovani nebyl ovlivnén.

Naproti tomu Pasquali et al. (2016) prokazal pozitivni vliv plazmatu na dekontaminaci
bakterii Listeria monocytogenes a Escherichia coli na listech ¢ekanky, ale doslo k vyraz-
nym zménam kvality. Bezprosttedné po oSetfeni nebyly pozorovany zadné zmény v kvalité,
ale jiZ po prvnim dni skladovani doSlo k viditelnym zméndm v porovnani s kontrolnim
vzorkem. Také Baier et al. (2014), ktery se zaméfil na kvalitu Cerstvého ovoce a zeleniny,
dosel k zavéru, ze pouziti DBD vyboje nezarucuje dostateCnou kvalitu produktu.

OsSetieni plazmatem muZe nékdy také zpasobit zmény barevnosti potravin. Zmény
barvy byly pozorovany napiiklad u pomeranct (Kovacevic et al., 2016) a kiwi (Ramazzina
et al., 2015). Zaroveni mohou byt ovlivnény také fyzikélni vlastnosti potravin a krmiv jako
je tvrdost (Lee et al., 2016), pevnost a zména povrchového napéti (Oh et al., 2016).

DalSim casto zkoumanym problémem je antioxida¢ni aktivita krmiv. Vy3§i aktivita
byla naméfena napiiklad u hnédé ryze oSetiené plazmatem (Chen et al., 2016; Lee et al.,
2016), coz muZe vést i k lepsi stravitelnosti. Na druhou stranu Zadné zmény antioxidacni
aktivity nebyly pozorovany u kiwi (Ramazzina et al., 2015) a jablek (Tappi et al., 2014).
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Vliv plazmatu na houbové patogeny a mykotoxiny

Z predchozi kapitoly je zfejmé, Ze plazma lze Gcinné vyuZit ke sterilizaci povrchu infi-
kovanych potravin a krmiv. V soucasnosti se vyzkumné tymy intenzivné zaméfuji také
na eliminaci houbovych patogend. Tyto plisné€ obvykle produkuji neZadouci chemické slou-
¢eniny, sekundarni metabolity — mykotoxiny, které predstavuji mozné riziko pro zdravi lidi
a zivoCichl (Bryden, 2012; Devreese et al., 2014; Theshiulor et al., 2011; Malit et al., 2013;
Nagl a Schatzmayr, 2015).

Ve

Nejznaméjsi mykotoxiny, které se ¢asto objevuji v potravinich a krmivech a jsou velmi
dobfe zndmé pro jejich toxické ucinky, jsou aflatoxin, deoxynivalenol, vomitoxin, ochra-
toxin, zearaleon a T-2 toxiny. Detailni pfehled mykotoxinti objevujicich se v potravinich
a krmivech zpracoval Bhat et al. (2010) nebo Kostelanska et al. (2009).

Mykotoxiny se objevuji téméf ve vSech sklizenych obilovinich, pri¢emz jejich kon-
centrace mize byt ovlivnéna agrotechnickymi postupy (Konvalina et al., 2016). Prace
Habischied et al. (2011) se zabyvala vlivem laboratornich podminek (doba inkubace,
vlhkost aj.) na obsah zearalenonu ve sladovnickém je¢meni. Vysledky naznacuji nezane-
dbatelny vliv skladovacich podminek na koncentraci zearalenonu v dilezitych frakcich
sladovnického jeCmene.

Mykotoxiny jsou vétSinou chemicky a teplotné stabilni a oSetfeni za pomoci fungicidii
neovlivni jejich obsah v je¢meni (Malachové et al., 2010). Stejné tak Kottapalli a Wolf-Hall
(2008) zkouseli neuspesné oSetfeni nakazeného je¢mene horkou vodou. He et al. (2010)
ve své praci vyuziva chemickych a biologickych metod (alkalizace, oxidace, redukce, hyd-
rolyza aj.) ke snizeni mykotoxind. Tyto metody mohou vést ke sniZzeni obsahu mykotoxintl,
ale toxicita vyslednych produktu ztstava zachovéana.

Kapitolou samo o sobé jsou mykotoxiny nachizejici se v piveé. Nezadouci chemické
slouceniny totiZ mohou byt do piva velice snadno smyty. Navic koncentrace mykotoxinu
je ovlivnéna procesy uvniti semen a méni se v ¢ase (Maul et al., 2012; Pazderu et al., 2016;
Wolf-Hall, 2007). Detailni analyzou pfenosu péti Fusariovych toxind (deoxynivalenol,
HT-2 toxin, zearalenon a 15- a 3-acetyl-deoxynivalenol) z je¢mene v pribéhu sladovanim
se zabyval tym K. Lancové (Lancova et al., 2008). Obsah sledovanych mykotoxint byl
po zesladovani je¢mene vétsi nez pred sladovani a koncentrace méla tendenci se béhem
sladovani zvétSovat.

V letech 2008 az 2010 byla provedena detailni studie o vyskytu mykotoxint ve sladov-
nickém jeC¢meni jejiz vysledky byly detailn€ popsany v publikacich Bélakova et al. (2014)
a Bolechovi et al. (2015). Stanoveni koncentrace mykotoxint bylo provedeno metodou
vysoko-vykonové kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektroskopii. Deoxy-
nivalenol byl pozorovan ve vét$iné vzorki, ale pouze v jednom piipadé€ prekrocil dovoleny
limit. Autofi na zakladé vysledkt doporucuji sledovani kvality surovych potravin, aby
byla zajiSténa ochrana zdravi konzumentti. Koncentraci deoxynivalenolu a fuminosint
v sladovnickém je¢meni sledoval také tym K. C. Piacentiniho (Piacentini et al., 2015).

Prace zabyvajici se rozkladem houbovych patogenti za pomoci plazmového vyboje
se zamétuji na houby, které produkuji mykotoxiny ve velké koncentraci. Prvni vyznamnou
praci zabyvajici se degradaci hubovych patogeni za pomoci plazmatu publikoval tym
pod vedenim B. J. Parka (Park et al., 2007). V jeho ptipad€ bylo pouzito mikrovlnného
zdroje plazmatu v atmosférickém tlaku. Bohuzel tato prace byla nadlouho jedinou v tomto
sméru. Amini a Ghoranneviss (2016) zkousSeli vliv plazmatu na houbu Aspergillus flavus,
kter4 je zodpovédna za produkci aflatoxinu v prubéhu skladovani. V experimentech vyuzili
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plazmové trysky, pomoci které oSetfovali vlasské ofechy. JiZ po 10 min doSlo k eliminaci
veSkerych spor houby na povrchu ofechti. Z téchto vysledki je ziejmé, Ze vyuZiti oSetfeni
za pomoci plazmatu miZe byt u¢innym zptisobem, jak sniZit produkci mykotoxinti béhem
skladovani.

Ucinnost dal§tho plazmového systému byla potvrzena tymem pod vedenim B. G. Da-
sana (Dasan et al., 2016). V experimentech bylo vyuZito plazmového systému fluidniho
loZe v atmosférickém tlaku (APFBP) pro dekontaminaci semen kukufice, ktera byla napa-
dena spory houby Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Po oSetfeni doslo ke sniZzeni
koncentrace spor o vice neZ 3 log po tfech minutiach a nebyly pozorovany zadné piezivsi
buriky. Nasledné& oSetiena kukufice byla skladovana pti 25 °C po dobu 30 dni a po uplynuti
této doby nebyl pozorovan zadny nartist koncentrace houbovych patogeni.

Také tym A. Zahoranové (Zahoranova et al., 2016) ve svych experimentech prokazal
znacné snizeni toxicity hub Fusarium nivale, Fusarium culmorum, Trichothecium roseum,
Aspergilus flavus a Aspergillus clavatus po oSetfeni bariérovym plazmovym vybojem.
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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 a metodika

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 piipad¢ byly obdélnikového tvaru s jednim zakulacenym rohem o poloméru 6 mm
(viz obrazek 1.13a). Minimélni mezera mezi nimi byla 2 mm. Elektrody jsou zakryty
z divodu bezpecnosti obsluhy a z diivodu vysokych pracovnich teplot obalem z poly-
tetrafluorethylenu (PTFE) a nakonec jest€¢ prekryty elektricky uzemnénym nerezovym
krytem. Celd plazmova hlavice byla umisténa na kovovych ramenech s nastavitelnou vys-
kou a thlem naklonéni. Zafizeni umozZnuje 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 vyuZivano k michdni oSetfovanych semen
a v systému zajiStuje rovhomérné oSetfeni vSech semen. Michaci zafizeni je tvofeno
nadobou vélcového tvaru a stejnosmérnym motorem o napéti 24 V a jmenovitém piikonu
60 W, ktery je ptfes 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, piiCemZ nastaveni
hodnota napéti 20V odpovidala frekvenci 50-ti oti¢ek za minutu. Z divodu lepsiho
proudéni vzduchu skrze vrstvy semen je sténa naddoby opatiena 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

michaci vrtule 0-60s7!
Napijeci napéti motoru 24V
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3.2 Pouzity biologicky material

3.2.1 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.

3.2.2 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.

3.2.3 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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3.3 Metodiky stanoveni vybranych vyZivovych parametru

Analyza krmiv je extrémné uZiteCnym prostiedkem nejen pro producenty, ale i pro cho-
vatele hospodaiskych zvirat jako konecné spotfebitele krmiv. Producenti analyzy vyuZziji
k posouzeni pouzitych zeméde€lskych postupt a jejich vliv na nutri¢ni hodnoty. Chovate-
Iim poskytuji informace podstatné pro stanoveni optimalnich pomért krmiv tak, aby byly
co nejefektivnéji vyuzity. Informace ziskané analyzou vyZivovych parametri krmiv jsou
tedy velmi podstatné z hlediska ekonomiky provozu podniku (Mertens, 2000).

V produkci masa a mléka krmivo obvykle pfedstavuje vice jak 50 % vSech nakladu.
Proto je velice dileZité znat presné sloZeni krmiva a jeho potencial pii vyZiveé zvitat. Cena
analyzy krmiva je zanedbateln4 v porovnani s cenou krmiv (Mertens, 2000).

Tabulka 3.2: Orientacni spotieba krmiv u vybranych druhii zvirat

Denni Roéni

[kg] [t]

Druh zvirete

Dojnice 30-50 15-20
Kun 25-30 10
Ovce 5-10 2-4
Prasnice 2,5-5 1,1

Slepice (velkochov) 0,125 0,045

Krmiva jako takova jsou komplexni material slozeny z mnoha chemickych latek. Kazda
slozka krmiva ma svou duleZitou a nezastupitelnou roli ve vyzive zivo¢ichi a lidi. Na na-
sledujicich fadcich bude uvedena zékladni charakteristika zakladnich slozek krmiva, ktera
vychézi z chemické analyzy od Stercovi et al. (2012).

SuSina SuSina je zékladni hodnota charakterizujici jakékoliv krmivo. Hodnota suSiny
respektive vlhkosti krmiva ovliviiuje skladovatelnost a pfijem zvitaty. TaktéZ podle této
hodnoty lze urcit vegetacni zralost porostu. Ackoli susSina vyvolava pocit sytosti, je zod-
povédna pouze za mechanické nasyceni nikoliv fyziologického nasyceni. Fyziologické
nasyceni je ddno obsahem Zivin v krmivu.

Mineralnilatky Mineralni latky jsou pro organismus naprosto nezbytné, protoZe si je ne-
dokaZe sdm syntetizovat. T¢€lo zvifat obsahuje ptiblizné 4-5 % mineralnich latek. Mineralni
latky udrZzuji acidobazickou rovnovéahu a stalost vnitiniho prostiedi, jsou soucésti t€lnich
tekutin a podili se na vystavbé tkani. Mineralni latky se mohou v krmivech vyskytovat
jako makroprvky a mikroprvky, dle jejich obsahu v krmivech.

Dusikaté latky VSechny latky obsahujici ve své molekule dusik (N) jsou nazyvany jako
dusikaté latky. Mnozstvi v krmivu se stanovuje podle Kjeldahla (Kjeldahl, 1883) jako obsah
dusiku vynasobeny koeficientem 6,25 (vychazi z primérného obsahu dusiku ve vétSiné
bilkovin 16 %; 100/16 = 6,25). Dusikaté latky jsou nezbytné pro funkci Zivoc¢isného téla
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a nedaji se nahradit jinymi latkami. Jsou zdrojem energie pii nedostatku tukl a sacharidu.
Pti vyuZiti dusikatych latek jako zdroje energie vznika amoniak, ktery musi byt detoxikovan
v jatrech a dale vyloucen z t€la pryc. Pfi piebytku dusikatych latek dochazi k pretéZovani
jater s poruchou funkce vyluovani Zluce. Nedostatek dusiku v organismu naopak vede
ke zpomaleni rlstu zvifete.

Tuky Tuky jsou estery vyssi mastnych kyselin. Spoleény znak vsSech tukd je jejich
nerozpustitelnost ve vodé, ale rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech. Slouzi jako zdroj
energie. Obsah energie v tucich je 2,2x vétsi nez v sacharidech nebo dusikatych latkach.
Télo déle vyuziva tuky ke stavbé nervovych tkani a buné¢nych membran, s jejich pomoci
také miZe prijimat a vyuZivat vitaminy rozpustné pouze v tucich (A, D, E a K). Tuky
v rostlinach jsou ve vétSiné€ pripadd v tekuté formé. Tekutd forma je dana vysokym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin, které jsou zdravi prospé$né pro Zivocichy.

Sacharidy Sacharidy jsou zdkladnim a nejvyznamnéjSim zdrojem energie byloZravct.
Pochazeji predev§im z krmiv rostlinného ptivodu (60-85 % obsahu suSiny) a vznikaji
fotosyntézou. Stanovuji se v krmivech jako bezdusikaté latky vytazkové (Skrob a cukry)
a vldknina.

Vldknina Vlaknina je dalSim vyznamnym zdrojem energie, ale pouze pro byloZrava
monogastricka zvifata a pfezvykavce, ktefi dokazi St€pit slozky vlakniny. Oproti tomu
vSeZrava zvitata a masozravci nedokazi vldkninu $tépit na stravitelné ¢asti a slouzi u nich
pouze jako podpora traviciho traktu. Vl1dknina zajiStuje mechanické nasyceni zvitat.

4|-> Tuky
Voda N Bezlquliikaté Vldknina
J’ (5-95 %) atky
Organické | | —L Sacharidy
Krmivo J latky B
—L — —L BNLV
Susina
(95-5 %)
—L Mineralni Dusikaté -
litky N litky —»| Bilkoviny
(2-10 %)

Obrazek 3.4: Vizualizace jednotlivych sloZek krmiv
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3.3.1 Stanoveni obsahu suSiny (DM) a obsahu vody v krmivu

Vlhkost krmiva miZeme urcit podle vztahu

W(wihkost) = 100 — w(pary, (3.1)
kde:

W(wihkost) — VIhkost vzorku krmiva [%],
w(pary — obsah suSiny [%].

SuSeni vzorku probih4 v suSarné za specifickych podminek, jenZ zévisi na povaze krmiva.
Obsah vlhkosti je pozdéji stanoven jako ubytek hmotnosti vzorku.

Metodika

Stanoveni vlhkosti/susiny krmiv je v souasné dob& provadéno podle Utedniho véstniku
evropské unie — Narizeni komise (ES) €. 152/2009 ze dne 27. ledna 2009, kterym se stanovi
metody odbéru vzorki a laboratorniho zkouseni pro tfedni kontrolu krmiv [online].

Susina krmiva je definovana jako zbytek vzorku po vysuSeni pfi teploté (103 4 2) °C
za predepsanych podminek.

Vzorek suchého nebo predsuseného krmiva se nejdiive rozemele v mlynku, ktery
neabsorbuje vlhkost. Poté je navaZen vzorek o hmotnosti 5-10 g (s presnosti na 0,001 g),
ktery je nasledné vloZen do pfedem vysuSené a zvaZené hlinikové vysouSecky. Oteviena
vysouSeCka se vloZi do vyhiaté suSarny a po dobu 4—6 hodin (podle povahy krmiva)
se vzorek susi pii teploté (103 + 2) °C. Cas se za¢ina po&itat az od dosaZeni piedepsané
teploty. Po vysuSeni se vysouSeCka uzavie vickem a necha se vychladnout v exikétoru.
Po vychladnuti se vysousSecka s krmivem znovu zvaZzi. Vypocet obsahu suSiny se poté
provadi dle vzorce

Wipar = % - 100, (3.2)
kde:
w(pary — obsah suSiny [%],
mi — hmotnost navazky vzorku krmiva [g],

mo — hmotnost vysuSeného krmiva [g].

Pozndmka: Od hmotnosti navazky a vysuSeného krmiva je nutno odecist hmotnost vysou-
Secky.
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3.3.2 Stanoveni obsahu popelovin (Ash) v krmivu

Popelovinami jsou oznacovany vSechny pevné latky, které zustanou po spaleni krmiva.
Takovéto latky jsou nazyvany jako mineralni latky a jsou predstavovany anorganickymi
slou¢eninami.

Mineralni latky se d€li dle vyznamu pro organismus na:

* makroprvky (Ca, Mg, K, Na, P, CI, S),

* mikroprvky (Fe, Mo, Se, F, Mn, Cu, Co, I, Zn).

Jejich ucelem je zajiStovat kostitvornou ¢innost, aktivace nékterych enzymi, pomahaji
pfi prostupu Zivin skrz bunécnou sténu aj.

Pro stanoveni obsahu mineralnich latek je nutny rozklad organické hmoty. Nejcasté;si
zpusob je zpopelnéni, kterym se ale ziska pouze hruby prehled o celkovém mnoZstvi
mineralnich latek v daném krmivu.

Metodika

Porcelanovy kelimek, ve kterém bude vzorek spalovan, je pred zahdjenim méfeni potieba
nejprve vyzihat pii teplot¢ 550°C a po vychladnuti se zvaZzi s pfesnosti na 0,0001 g.
Poté se do misky navazi 5 g vzorku. Postupné se za pomoci kahanu spaluje obsah kelimku
az do doby, kdy se prestane vyvijet dym. Nésledné se kelimek vloZi do muflové pece, kde
se pri teploté 550 °C a za dostate¢ného privodu vzduchu spaluje vzorek aZ do dokonalého
spéleni.

V pripadé, Ze se nevyuZiva predchozi zuhelnaténi za pomoci kahanu, spalovani
v muflové peci zacind pfi teploté 200-250 °C. Po vzplanuti vzorku a jeho kompletnim
zuhelnaténi se zvysi teplota na 550 °C.

Po vychladnuti kelimku s dokonale spalenym vzorkem se cely kelimek zvaZi a nasledné
se vypocita obsah popelovin dle vzorce

_ (mg — my)
W(ash) = ——— - 100, (3.3)
my

kde:

W(4sh) — Obsah popelovin/mineralnich latek [%],
my — hmotnost prdzdného vyzihaného kelimku [g],
my — hmotnost navazky vzorku krmiva [g],

mo — hmotnost kelimku se spdlenym vzorkem krmiva [g].
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3.3.3 Stanoveni obsahu dusikatych latek (CP) v krmivu

Pro stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech se nejcastéji pouzivd metoda dle Kjel-
dahla (Kjeldahl, 1883). Ve vétsiné piipadl se stanovuje celkovy obsah dusiku.

Analyzovany vzorek se nejdiive mineralizuje kyselinou sirovou za varu a za pfitom-
nosti katalyzatoru. Dusik obsazeny ve vzorku zmineralizuje na siran amonny, ze kterého
se v zasaditém prostfedi uvolni amoniak. Amoniak se poté predestiluje s vodni parou
do predlohy a titracné se stanovi.

Metodika

V prvé fazi se do mineralizacni tuby navazi 1g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g a né-
sledné se prida 5-10 g katalyzatoru (bezvody siran draselny, krystalicky siran médnaty
a praskovy selen) a 30 ml koncentrované kyseliny sirové. Takto ptfipraveny vzorek se vloZi
do mineraliza¢ni jednotky, nasadi se pohlcova¢ par a vzorek mineralizujeme pfi teploté
400 °C. Mineralizace probiha pfiblizné 20 minut po zmén¢ barvy obsahu baiiky na ¢irou
a nazelenalou az namodralou. Vzorek se vychladi a zalije 100 ml destilované vody.

V druhé fazi dochazi k destilaci amoniaku. Tuba s mineralizovanym vzorkem se vloZzi
do destila¢ni jednotky, kam se také vloZi titrani barika s 20 ml pfedlohy. Poté se ptivede
voda do chladice, vyvijece pary, pAkou se nadavkuje 300 ml 33% NaOH a spusti se vyvijec
pary. Destilace probiha po dobu 5 min od zacatku varu roztoku se vzorkem. Amoniak
se predestiluje spolu s vodni parou do predlohy, kterd zméni barvu na zelenou. Po skonceni
destilace se titracni baiikka vyjme a obsah bariky se titruje 0,1 % roztokem HCI do Sedé
barvy. Zaznamename spotiebu HCl v ml, na jejiz zdkladé se spocte procento dusikatych
latek v krmivu podle vzorce

1401 - (a—b)-0.1
wep) = n(1 10 ) - f - 100, (3.4

kde:

w(cp) — obsah dusiku ve vzorku [%],

a — spotieba 0,1 % HCI pfi titraci predlohy analyzovaného vzorku [ml],
b — spotieba 0,1 % HCI piti titraci slepého vzorku [ml],

0,1 - molarita kyseliny chlorovodikové pro titraci,

m — hmotnost navazky vzorku krmiva [g],

f = faktor dusiku — dany druhem potraviny,

* obilniny a mlynska krmiva = 5,75,
* 7zivociSné moucky = 6,00,
* mléko a mlécné vyrobky = 6,38,

* vSechna ostatni krmiva a krmné smési = 6,25.
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3.3.4 Stanoveni obsahu bilkovin v krmivu

V alkalickém prostiedi se za pomoci méd’naté soli vysraZi bilkoviny a ve sraZeniné se sta-
novi obsah dusiku podle Kjeldahla (Kjeldahl, 1883).

Metodika

Do kédinky o objemu 400 ml navaZzime 1-2 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g a pfeli-
jeme 100 ml destilované vody. Po ptivedeni k varu se vzorek vaii 2 min, poté se prilije
25 ml roztoku CuSQOy a za stadlého michani se pozvolné pfilije stejné mnozstvi roztoku
NaOH. Kadinka se dolije horkou destilovanou vodou aZ po okraj a srazenina se dekan-
tuje. Zbyly obsah kadinky se pfefiltruje pies fidky bezdusikovy filtra¢ni papir a sraZzenina
se 3krat promyje horkou destilovanou vodou. Nasledné je sraZenina na filtraCnim papiru
vloZena do mineraliza¢ni tuby a analyza probiha dile metodou dle Kjeldahla (viz vyse).
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3.3.5 Stanoveni obsahu hrubé vlakniny (CF) v krmivu

BéZné analytické metody pro stanoveni vlakniny nejsou pfili§ presné, jelikoZ jsou zati-
Zené systematickou chybou vlivem latek inkrustujicich celul6zu. Touto chybou je zatiZena
1 pouZitd metoda podle Henneberg-Stohmanna (Henneberg a Stohman, 1860).

Metodika

Obsah hrubé vlakniny je stanovovan s vyuZitim pfistroje Ankom 200 Fiber Analyzer.
Ptistrojem lze stanovit v§echny typy vlakniny v krmivech a pici. Vzorky urcené k analyze
jsou navazovany v rozsahu 0,5 g az 1,0 g do specialnich filtra¢nich sacka F58. V jedné
davce lze zpracovat az 24 vzorkl simultanné.

Vzorek krmiva o hmotnosti 1 g (s pfesnosti na 3 desetinna mista) je vpraven do pfedem
zvazeného sacku. Nésledné je az 24 ks sackt vloZeno do pfistroje. Ke vzorkiim je priddna
predehtata 1,25% kyselina sirova o objemu cca 2 1. Nasledné je kyselina privedena k varu
a od tohoto okamziku je vzorek varen 30 min. Po uplynuti doby potifebné k varu je vypnuto
vyhtivani kapaliny, vypusténa kyselina a vzorky zality 2 1 horké destilované vody. Vzorky
jsou maceny po dobu péti minut. Cely postup se opakuje tfikrat.

K nerozpusténému zbytku se pridaji na 24 vzorki 21 predehratého 1,25% hydroxidu
sodného. Vse se privede k varu a vafi po dobu 30 min. Nasledn¢ jsou topna télesa piistroju
vypnuta, hydroxid odsan a vzorky 3 x proplachnuty horkou destilovanou vodou.

Zbytek po dvou hydrolyzich je 3x promyt acetonem a nasledné vysousen po dobu
3 hodin pti teploté 103 °C. Po vysuSeni a zchladnuti se zbytek zvazi.

Po zvazeni jsou vzorky vloZeny do muflovaci pece, kde jsou spalovany pfi teploté
550°C do dplného spaleni. Po spéleni a vychladnuti je zbytek zvaZen a zjisti se obsah
popela vdzaného na vlakninu. Obsah vlakniny se vypocte podle vztahu

(a —b)

w(cp) = : 100, (35)
kde:
w(cr) — obsah vlakniny ve vzorku [%],

m — hmotnost navazky vzorku [g],

a — hmotnost vysuSeného nehydrolyzovaného zbytku (hmotnost sacku se zbytkem - hmot-
nost prazdného sacku) [g],

b — hmotnost popela [g].
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3.3.6 Stanoveni obsahu tuku (EE) v krmivu

Netékavé latky vyextrahované za podminek metod ze vzorku relativné nepolarnim roz-
poustédlem se nazyvaji tuky.

Metoda pouzivana pro stanoveni vSech lipidii se nazyva Soxhletova (Soxhlet, 1879)
a je vhodna pro vzorky s prevazujicimi tryacylglyceroly v lipidech. Krmiva obsahujici
vice bilkovin nebo $krobtii maji ¢ast lipidi vazanych ve formé nerozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech. Pro analyzu téchto krmiv se doporucuje vyuzit béZnych hydrolytickcyh
metod (napf. za pomoci kyseliny chlorovodikové).

Metodika

Ke stanoveni obsahu tuku v krmivu je vyuzit analyzétor tuki Tecator Soxtec System HT2
s extrak¢ni jednotkou 1045, kterd zajiStuje samotnou extrakci, a servisni jednotkou 1046,
ktera dodava do systému horkou vodu. V systému lze extrahovat 2 vzorky najednou,
pricemz rychlost extrakce je 30—60 min.

Do extrakéni tuby je navidZen vzorek krmiva o hmotnosti 5g s presnosti 0,0001 g,
tuba je uzaviena tukoprostou vatou a nasledné vloZena do pristroje Soxtec. Do pfistroje
je také vloZen extrakéni kelimek se 75 ml extrakéniho ¢inidla (petrolether). Pristroj se za-
pne a dochazi k extrakci tukti. Po dobu pfiblizn€ prvnich 40 min dochazi k extrakci pfimo
v petroletheru (extrak¢ni tuba je ponofena). Dochazi ke kondenzaci odpafeného petro-
letheru, ktery protéka tubou a tim extrahuje tuk ze vzorku. Nésledné je z petroletheru
tuba vyjmuta a dalSich 40 min je prokapavéana petroletherem. Po dokonceni tohoto procesu
je zasobnik petroletheru uzavien, jelikoZ petrolether po kondenzaci jiZ nema kam protékat
a hromadi se v zasobniku. Tim dochazi k oddé€lovani od extrahovaného tuku. Po oddé-
leni je kelimek vyjmut a pfi teploté 103 °C je po dobu 3 hod vysousen. Po vychladnuti
je kelimek zvazen a obsah tuku je vypocten podle rovnice
Mo — My

100, (3.6)

W(EE) = -
kde:
w(gE) — obsah tuku ve vzorku [%],
my, — hmotnost prdzdného extrakcniho kelimku [g],

my — hmotnost navazky vzorku krmiva [g],

mo — hmotnost extrakéniho kelimku s vysuSenym vyextrahovanym tukem [g].
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3.3.7 Stanoveni bezdusikatych latek vytazkovych (BNLV) v krmivu

Sacharidy v krmivu se stanovi jako bezdusikaté latky vytazkové a vlaknina. Bezdusikaté
latky vytazkové v sobé zahrnuji predev§im nestrukturdlni sacharidy. Mezi nestrukturalni
sacharidy patii Skrob a cukry. Obsah BNLV se stanovuje nepiimo — vypoctem.

Metodika

Pro vypocet se vyuziva hodnot ostatnich zakladnich slozek krmiva ziskanych chemic-
kymi analyzami, tj. dusikatych latek, tuku, vlakniny, popela a z obsahu vlhkosti. Vypocet
se provede podle rovnice

wpNLy) = 100 — (Wwihkost) + W(cP) + W(EER) + W(Ash) + W(CF)), (3.7)

nebo
wENLV) = Wpm) — (Wep) + WEE) + Wask) + WErR)), (3.8)
kde:
w(pnLy) — obsah bezdusikatych latek vytazkovych v krmivu [%],
W(wihkost) — Vihkost krmiva [%],
w(pary — obsah suSiny v krmivu [%],
w(cp) — obsah dusikatych latek v krmivu [%],
w(gg) — obsah tuku v krmivu [%],
W(4sh) — Obsah popelovin v krmivu [%],

w(cr) — obsah vlakniny v krmivu [%].
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3.3.8 Stanoveni Brutto energie krmiva

Zivo&ich pro fungovani svého organismu potiebuje energii. Energie se do téla dostava
krmivem a déle se vyuZiva na vykondni prace provadénou svaly, produkty latkové vymény
a nebo se spotfebovava na syntézu. Veskera dostupné energie v krmivu se nazyva Brutto
energie. Jeji hodnota je vzdy vyssi neZ mnoZstvi energie, které krmivo zvifatim skute¢né
poskytne.

Metodika

Hodnotu energie 1ze zjistit dvéma zpusoby: a) Gplnym spalenim krmiva v kalorimetru
v kyslikové atmosféfe, nebo b) vypoctem ze zékladnich Zivin. Vzhledem k rtiznému
Zivinovému sloZeni neni moZné pro vypocet energetické hodnoty objemnych krmiv pouZit
jednu spole¢nou rovnici. Pro objemna krmiva se vyuziva nasledujici rovnice

EBrutto = 0,0588 - wcp) + 0,1918 - wiom), (3.9
pro kukufici
Egrutto = (0,0588 - wicpy + 0,1918 - wiomy) — 0,15, (3.10)
a pro jadrna krmiva
Eprutto = 0,239 - wicp) + 0,398 - wgp) + 0,201 - wep) + 0,175 - wipnryy, (3.11)
kde:
EBruito — brutto energie krmiva [MJ - kg1,
w(cp) — obsah dusikatych latek v krmivu [%],
w(om) — obsah organické hmoty v krmivu [%],
w(gg) — obsah tuku v krmivu [%],
w(cr) — obsah hrubé vlakniny v krmivu [%],

w(pnLy) — obsah bezdusikatych latek vytazkovych v krmivu [%].
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3.4 Stanoveni koncentrace DON a DON-3-Glc metodou
HPLC-MS/MS

3.4.1 Metodika stanoveni koncentrace DON a DON-3-Glc

Nize popsana metoda je vhodna pro stanoveni koncentrace DON a DON-3-Glc v obilo-
vindch, zrninach, sladu, chmelu a viech vyrobcich z nich. Metoda vychazi z normy CSN
EN 12 955.

Priprava vzorku Vzorek, ktery neni v praskovém stavu, se nejdfive musi za pomoci
specidlnich mlynkt rozmélnit, aby mohl byt homogenizovan. Po homogenizaci vzorku
dochézi k pfesnému odmeéfteni (25 £ 0,1) g do lyofilizacni lahve a zaliti deionizovanou
vodou o objemu 200 ml. Nasledné se vzorek dezintegruje pomoci laboratorni tfepacky
po dobu 50 min a poté je vloZen do centrifugy, kde se odd€luji pevné ¢asti od kapaliny
pfi 4000 ot/min. Vzorek je v centrifuze umistén po dobu 10 min. V pfipadé, Ze je super-
natant zakalen se zfiltruje pres sklenény filtr.

(a) Rozpusténi vzorku v deionizované vodé (b) Vzorky po dezintegraci laboratorni tre-
packou

Obrazek 3.5: Priprava vzorku na extrakci mykotoxinii

Vzorek se poté musi precistit, ¢imz dojde k odstranéni interferujicich latek. PfeciSténi bylo
provedeno metodou Imunoafinitni chromatografie. Pfipraveny extrakt se aplikuje na imu-
noafinitni kolonku o pfesném objemu 2 ml a neché se prokapévat rychlosti 1 az 2 kapky
za sekundu. K promyti kolonky se pouZije 5 ml deionizované vody. Néasledna eluce kolonky
je provadéna 1,5 ml methanolu o prutoku 1 kapky za sekundu.

Takto pfipraveny vzorek se jiZ miZe pouzit k analyze. V pripadé potfeby (napiiklad
odloZené analyzy) muzZe byt vzorek odparen do sucha ve vakuové odparce a pfed samotnou
analyzou znovu rozpus$tén v 1 ml smési methanol/voda v poméru 1:1.
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Vyhodnocovani Ze zasobniku standardizovaného roztoku se nafedi sada kalibracnich
roztokli do smési methanol/voda (pomér 1:1). Koncentrace mykotoxint v kalibracnich
roztocich byly 5, 10, 50, 100, 200, 500 a 1000 ng - ml~!. Vechny pfipravené vzorky
a roztoky jsou nésledné analyzovany metodou HPLC-MS/MS. Obsah mykotoxini DON
a DON-3-Glc ve vzorcich se vypocita dle vzorce
c-Vi-Vs
= —, 3.12
= T (3.12)
kde:

x — obsah DON a DON-3-Glc [ug - kg™'],

¢ — koncentrace DONu (DON-3-Glc) vypod&itana z kalibra¢ni ki'ivky [ng - m1™!],
V1 — objem rozpoustédla pouZity na extrakci [ml],

V5 — kone¢ny objem roztoku [ml],

V3 — objem extraktu pouZity na precisténi [ml],

m — navazka vzorku [g].

Poznamky Stanoveni obsahu mykotoxini metodou HPLC-MS/MS se provadi za béz-
ného tlaku, teploty a vlhkosti laboratore.

Po provedeni analyz a pripravach vzorkl je nutné veskeré sklo, které prislo do styku
s mykotoxiny, desinfikovat. Desinfekce se provadi Savem, které se nechava ptisobit po dobu
minimalné dvou hodin.
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Vysledky a diskuse realizovanych praci

4.1 Stanoveni vybranych parametru plazmové aparatury

4.1.1 Meéreni prikonu napajeciho zdroje

Elektrické napéti na elektrodach plazmové trysky je generoviano pomoci vysokonapéto-
vého zdroje GVN1k-2011 vyrobeného firmou RADAN, s.r.o, ktery obsahuje transformator
(10kV) pracyjici s frekvenci 50 Hz. Méfeni skutecného prikonu bylo provedeno na vstupni
stran€ napajeciho zdroje v rtiznych pracovnich rezimech. K méfeni byl vyuZit pfistroj Me-
tex 3836M s adaptérem na vstupni napajeci okruh.

Po zapnuti napajeciho zdroje dochazi ihned k odbéru elektrické energie diky zabudo-
vanému chladicimu ventilatoru. Hodnota odbéru naprazdno kolisa mezi hodnotami 43 W
ad6 W.

Prikon napajeciho zdroje byl stanoven pro rizné hodnoty pratoku pracovniho plynu,
konkrétné€ byl volen v rozsahu 30-60 SCFH v krocich po 10 SCFH. Regulace pritoku
pracovniho plynu byla provadéna rotametrem OMEGA FL-2008, ktery byl pfimo zabu-
dovany v napijecim zdroji. Méfeny piikon v priubéhu celého méfeni neustéle periodicky
kolisal a bylo tedy nutné stanovit maximalni hodnotu prikonu, ktera by urcovala mezni
hodnotu pfikonu za danych podminek. Naméfené hodnoty jsou uvedené v tabulce 4.1.
P11 zapalovéani vyboje je hodnota pfikonu o cca 50 W vyssi, nasledné vykon kolisa pod
hodnotu uvedenou v tabulce.

Meéfenim stanovené hodnoty prikonu jsou prakticky nezavislé na pritoku pracovniho
plynu. S rostoucim pritokem pracovniho plynu piikon lehce klesa. Tento pokles byl
nékolikrat experimentalné ovéien a lze jej tak povazovat za odiivodnény.

Stanoveni piikonu napéajeciho zdroje bylo provedeno pro pozdéjsi zhodnoceni energe-
tické naroc¢nosti oSetfeni na zakladé spotfeby elektrické energie jednotlivych navrZzenych
systému v kapitole 4.5. Se vzristajicim prikonem (vykonem), efektivnéj$im oSetfenim,
vzrustaji i ndklady na elektfinu.

59



Kapitola 4. Vysledky a diskuse realizovanych pract

Tabulka 4.1: Piikon napdjeciho zdroje v zdvislosti na priitoku pracovniho plynu

Prutok pracovniho plynu Mezni piikon

[SCFH] [W]
30 400
40 400
50 350
60 350

4.1.2 Méreni vykonu plazmové trysky

Vykon plazmové trysky vyrazné ovliviiuje koncentraci reaktivnich Castic negenerovanych
v plazmatu. VyS$8i vykon na elektrodach plazmové hlavice souvisi s intenzivnéj$i tvor-
bou reaktivnich ¢astic v prostoru mezi nimi. VyS8i pocet reaktivnich Castic snizuje dobu
potfebnou k oSetieni vzorku.

Stanoveni vykonu plazmové trysky bylo provedeno nepiimo vypoctem z naméfenych
pribéhi elektrického napéti a proudu na elektrodach plazmové hlavice. K méfeni prubéhti
elektrického napéti a proudy bylo vyuzito osciloskopu AGILENT Technologies DSO-X
3034A aproudové sondy AGILENT 1146B. Rozsah proudové sondy byl nastaven na 10 mV
na jeden dilek, stejny rozsah byl nastaven i na osciloskopu.

Vykon plazmové trysky byl stanoven pro rtizné hodnoty pritoku pracovniho plynu —
pritok byl volen v rozsahu 30-60 SCFH v krocich po 10 SCFH. Regulace prutoku pracov-
niho plynu byla provadéna rotametrem OMEGA FL-2008, ktery byl pfimo zabudovany
v napéjecim zdroji. Pro kazdy priitok byla provedena dvé méfent, prvni s vyssi vzorkovaci
frekvenci a s délkou zdznamu 20 ms odpovidajici pfesné jedné period€ vstupniho harmo-
nického signdlu, druhé s nizsi vzorkovaci frekvenci s délkou zdznamu 50 ms odpovidajici
dvéma a pul periodam vstupniho harmonického signalu.

Na obrazku 4.1 je ukdzka prubéhu elektrického napéti a proudu na elektrodach
plazmové trysky pro pritok pracovniho plynu 30 SCFH a délku zaznamu 50 ms. Pribéhy
nejsou idedlné harmonické (obdobné je tomu i pro ostatni parametry méteni) a jednot-
livé peaky s velkou pravdépodobnosti odpovidaji jednotlivym ,,mikrovybojim* zapalenym
v prostoru minimalni mezery mezi divergentnimi elektrodami. Pro ovéfeni této hypotézy
by bylo potfeba snimat dany vybojovy prostor vhodnou kamerou s velmi vysokou frekvenci

snimkovéni, kterd ov§em nebyla k dispozici.
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Obrazek 4.1: Priibéh elektrického napéti a proudu na elektroddch plazmové trysky
(50 ms; 30SCFH)

Stanovené prubéhy elektrického napéti a proudu velmi znesnadiiuji vypocet vykonu podle
standardnich numerickych postupti, navic ziskana data jsou zakryta vyraznym Sumem.
Aby bylo mozné provést presny vypocet vykonu, bylo potieba aplikovat vhodné numerické
filtry tak, aby nedoslo ke ztraté dulezité informace a zaroven doslo k odstranéni neza-
douciho Sumu. Aplikovan byl jednoduchy filtr za pomoci klouzavého priméru z okolnich
peti, respektive patnicti hodnot. Takto zpracovana data byla rozd€lena na dil¢i podsou-
bory odpovidajici jedné period€ vstupniho signilu (20 ms). Nasledné byl vypocitan vykon
plazmové hlavice za pomoci numerické integrace lichobéZnikovou metodou.

Ziskané hodnoty jsou souhrnné uvedeny v tabulce 4.2 ana obrazcich 4.2 a4.3. Hodnoty
vykonu plazmové trysky vypoctené z dat pti délce zdznamu 20 ms jsou nepatrné vysSi nez
hodnoty vypoctené z dat pii délce zaznamu 50 ms. Rozdil miize byt zplisoben vyssi
vzorkovaci frekvenci a tedy vétSim zatiZenim Sumem pfi sbéru dat. Pfi filtrovani s vySSim
poc¢tem bodil je vypocteny vykon mirné€ nizsi oproti vypoctim s niz§im poctem bodd.
Pro dalsi dvahy se na zaklad¢ analyzy energetické bilance vychézelo z dat ziskanych
z 15 bodové interpolace. Porovname-li hodnoty vykonu pro jednotlivé pritoky, tak rozdily
mezi nimi nejsou piili§ velké a na prvni pohled z nich neni patrna funk¢ni zavislost. Vykon
plazmové trysky je prakticky nezavisly na prutoku pracovniho plynu a dosahuje hodnoty
kolem 200 W. Uginnost plazmového zdroje se tedy pohybuje v rozmezi 50 % aZ 60 %.
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Tabulka 4.2: Vypoctené vykony plazmové trysky pri riiznych parametrech vyboje

Délka Prutok Vykon Vykon
Zaznamu prac. plynu (filtr 15 bodu) (filtr 5 bodu)
[ms] [SCFH] [W] [W]
30 233 244
40 249 282
20
50 302 321
60 285 314
30 185 179
40 218 215
50
50 185 188
60 164 172
350 1
300 |
E 250 ¢
= 200 ¢
fﬁ 150 |
2100 |
50 |
0! N
0 40 50 60
Prutok pracovniho plynu [SCFH]
liDélka zaznamu 20 ms ! 1 Délka zdznamu 50 ms
Obrazek 4.2: Vykon pocitany z dat zpracovany 15 bodovym filtrem
350 +

Vykon [W]

Obr

300 |
250 |
200 |
150 |
100 |
o0
0 : : : :
30 40 20 60

Prutok pracovniho plynu [SCFH]
l1Délka zdznamu 20 ms! I Délka zaznamu 50 ms

azek 4.3: Vykon pocitany z dat zpracovany 5 bodovym filtrem
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4.1.3 Distribuce teplotniho pole

Teplota pracovniho plynu hraje v procesu oSetfovani biologickych materialt velice dtlezi-
tou roli a zejména pti vysSich teplotdch miize dochazet 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 4.4) ve vzdalenosti 20—-60 mm
od spodni hrany plazmové hlavice (tj. soufadnice z = 0 odpovida okraji krytu plazmové
hlavice). Teplota byla stanovena v riznych vzdélenostech 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 zaznamenana aktudlni teplota s presnosti 0,5 °C. Vyvoj teploty v Case byl
pro kazdou variantu sledovan po dobu 5 minut. Z namétfenych dat byla stanovena teplotni
zavislost na pratoku pracovniho plynu a na vzdalenosti od spodni hrany plazmové hlavice.

W VN zdroj
N

¢Pracovni plyn

- Plazmova hlavice

/

X

s ? Plazmovy vyboj
z

Obrazek 4.4: Umisteni teplotni sondy

Typické rozlozeni teplot je zobrazeno na obrazku 4.5 respektive 4.6. Obrazek 4.5 znazor-
nyje zavislost teploty vzduchu (pracovniho plynu) na jeho pritoku a obrazek 4.6 ukazuje za-
vislost teploty pracovniho plynu na vzdalenosti teplotni sondy od hrany plazmové hlavice.
Dle ofekavani se teplota sniZuje se vzrastajicim pratokem pracovniho plynu a se vzriista-
jici vzdalenosti. Tento pokles je vyrazny hlavné u niZsich 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 pratokem se rapidné snizovala. Pro pritoky plynu nad 60 SCFH a vzdélenosti

60 mm jsou zmény v teplotnim poli zanedbatelné.
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Teplota 1" [°C]

30 40 50 60
Prutok pracovniho plynu @) [SCFH]
—d=60mm—d=50mm-—d=40mm—d =30mm —— d = 20 mm

Obrazek 4.5: Zdvislost teploty pracovniho plynu na jeho pritoku
pro riizné vzddlenosti od plazmové trysky

Teplota 7" [°C]

20 30 40 50 60
Vzdalenost od plazmové hlavice d [mm]

—@ =30SCFH— @ =40 SCFH — @ = 50 SCFH — @ = 60 SCFH

Obrazek 4.6: Zdvislost teploty pracovniho plynu na vzddlenosti od plazmové hlavice
pro rizné priitoky

150 140
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100
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Vzdalenost od pl. hlavice d [mm]

Teplota T [°C]

ot
o

Prutok prac. plynu Q) [SC'F H]

Obrazek 4.7: Zdvislost teploty vyboje na vzddlenosti od plazmové hlavice d
a priitoku pracovniho plynu Q
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4.1.4 Pracovni rezimy plazmového vyboje

Plazmovy vyboj typu Gliding Arc mlzZe pracovat v ruznych rezimech, které se od sebe
odliSuji vzhledem. U plazmového vyboje byly zjiStény dva pracovni rezimy. Zdvojovy
(plaminkovy) rezim pti niz$ich pritocich pracovniho plynu a filamentdrni reZim pti vyssich
pratocich pracovniho plynu (viz obrazek 4.8). Pfechod mezi t€émito rezimy neni nahly,
ale postupny. Zacina pii pritoku pracovniho plynu 15 SCFH, kdy se ve vyboji objevuje
nékolik vldken. Se zvySujicim se pritokem plynu, se zvySuje také mnoZstvi vlaken, zatimco
plamen je postupné potlacovan. PIné€ filamentarni méd se objevuje pii pritoku 30 SCFH.
Je tfeba poznamenat, Ze se zvySovanim prutoku pracovniho plynu se vyboj zkracuje
ve sméru osy z, coZ je dano rychlejSim vyvojem a zanikem vyboje v disledku vysokého
pritoku pracovniho plynu. Toto tvrzeni je potvrzeno méfenim teploty, kdy vysledky jasné
odpovidaji teplotnim zévislostem na ose z proudu pracovniho plynu (viz vySse).

Fotografie pracovnich reZimt byly ziskany za pomoci poloprofesionalniho fotoaparatu
CANON EOS 70D s objektivem CANON EF-S 18-55 mm £/3,5-5,6 IS 2. Fotoaparat byl
umistén na stativu ve vzdalenosti 30 cm od vyboje.

10 SCFH 15 SCFH 20 SCFH

25 SCFH 30 SCFH 35 SCFH

Obrazek 4.8: Vzhled plazmového vyboje v riiznych pracovnich reZimech
(178; 1/80 sec.; 1ISO-800; -1EV)

Moéd vyboje je také zavisly na materidlu ze kterého jsou elektrody vyrobeny a na jejich
tvaru. Na obrazku 4.9 jsou rizné vzhledy vyboje v zavislosti na pouzitych elektrodach.
Elektrody s ¢tvrtelipsovym tvarem generuji krats$i vyboj, jelikoZ zapaleni vyboje probiha
hluboko v krytu plazmové hlavice. Na druhou stranu Sitka vyboje je v tomto pfipadé
o néco vetsi diky veétsi rozbihavosti elektrod. Intenzita vyboje je téméf nezavisla na typu
pouzitych elektrod.

Vysledky tymu Kolev a Bogaerts (2015) a Korolev et al. (2014) ukazuji, Ze oba
pracovni rezimy plazmového vyboje vytvéreji do urcité miry velmi podobny plazmovy
kanal. Podstatné rozdily jsou pozorovany pouze v blizkosti katody. Rozdily jsou zptisobeny
riznymi mechanismy emise elektront. V pfipadé zavojového rezimu ma vyboj tendenci
sledovat hranu anody. V piipadé filamentarniho médu je vyboj po dlouhou dobu spojen
s mistem jeho vzniku, délka plazmového kanalu se podstatné prodluzuje. Vétsi délka
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(a) Nerezové elektrody ctvrtelipsového tvaru, (b) Nerezové elektrody ctvrtelipsového tvaru,
tloustka 3 mm tloustka 1,5 mm

(c) Médené elektrody obdélnikového tvaru (d) Nerezové elektrody obdélnikového tvaru
s jednim zahnutym rohem o poloméru 4 mm, s jednim zahnutym rohem o poloméru 4 mm,
tloustka 3 mm tloustka 3 mm

Obrazek 4.9: Porovndni vzhledu plazmového vyboje pri pouZiti elektrod riznych tvarii
a vyrobenych z riiznych materidlii (f/2.8; 1/35 sec; 1SO 124)

plazmového vyboje znamena zvySeny objem plazmatu (Gangoli et al., 2010a,b), coz
znamena silnéjsi interakci mezi plazmatem a biologickym materidlem. Vzdalenosti mezi
jednotlivymi vyboji jsou zavislé na vlastnostech povrchu katody.

Analyzy také potvrdily vysledky publikované v praci Staack et al. (2008), kdy vyrazné

rozdily mezi jednotlivymi pracovnimi reZimy jsou v teploté pracovniho plynu.
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4.1.5 Meéreni 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 4.4) pritoku pracovniho plynu.
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s, ]
Nav] £+
£ 0
g3 e |
22| \ ;
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Obrazek 4.10: Spektrdlni charakteristika vyboje Gliding Arc

s Yz

Na uvedeném spektru jsou viditelné spektralni Cary potvrzujici pritomnost poZzadovanych

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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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 4.3. Vysledky ziskané pro oSetfeny a neoSetfeny vzorek

jsou shrnuty v nésledujicich grafech.

Tabulka 4.3: Parametry oSetieni vzorku

Parametr Hodnota
Vzdalenost od plazmové hlavice 60 mm
Doba oSetfeni 300s
Prutok pracovniho plynu 30 SCFH
Otacky michaciho zafizeni 1s7!
Hmotnost vzorku 100 g

Hmotnost vzorku byla zvolena s ohledem na potfebné mnozstvi pro analyzy vyZivovych
parametrl a k navaZzeni 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 ¢as, pfi 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 priutoku je
teplota pracovniho plynu nejvyssi a 1ze tak ocekavat nejvétsi vliv na vyZzivové parametry
krmiva.

Po osetfeni byl vzorek znovu zvazen, jelikoz v pribéhu osetieni je dosahovano vyssich
teplot pracovniho plynu (viz obrazek 4.11) a je tudiZ moZno ocekavat zménu hmotnosti
vzorku v disledku vysouseni semen. U oSetienych vzorki byla stanovena hmotnost 98,6 g,
tj. ubytek hmotnosti ¢inil 1,4 g. Jiz z této hodnoty 1ze d€lat zavéry o vysledcich hodnoty
susiny v krmivech. Obsah susiny by mél s Casem oSetfeni plazmatem vzrustat.

140
100
60
20 7 + } I ;
0 60 120 180 240 300
Doba oSetfeni [s]

Teplota [°C]

Obrazek 4.11: Teplota uvniti michactho zarizeni v zdvislosti na dobé osetieni
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Vysledky analyz obsahu suSiny, respektive vody, ve vzorcich potvrdily domnénku, Ze ob-
sah suSiny narGstd s dobou oSetfeni plazmatem. Kontrolni vzorek, ktery nebyl vystaven
plazmatu, obsahoval o 0,63 procentniho bodu vody vice nez oSetfeny vzorek (viz obra-
zek 4.12).

92.71% 6.67%
osertens | W
93.34% 7.30% M Susina

Voda

Vzorek

cTr | .

85 90 05 100
Obsah susiny a vody [%]

Obrazek 4.12: Pomér obsahu susiny a vody ve vzorcich

Obsah vody ve vzorku byl prakticky jedinou veli¢inou, ktera se v disledku osetieni mé-
nila. Analyza ostatnich vybranych vyzivovych sloZek krmiva neprokizala, Ze by oSet-
feni plazmovym vybojem ménilo vyZivové parametry vzorku. Z tohoto diivodu nedoslo
ke zméné ani v brutto energii vzorku. V piipadé kontrolniho vzorku brutto energie vy-
Sla 16,.9M1J - kg™! a u oSetieného vzorku 17,0 MIJ - kg™!. Drobné odchylky mezi vzorky
mohou byt zpisobeny rozdily mezi jednotlivymi semeny pouzitymi pii vyhodnocovani.
Experimenty potvrdily vysledky publikované v praci K¥iz et al. (2014).

Jedinou otazkou muze byt, jak ovlivnila teplota vyboje tuky v krmivu. Zda doslo
k rozkladu tukd nebo jejich Zluknuti. Analyzy v tomto sméru v ramci predkladané prace

nebyly provedeny.
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Koncentrace sloZek krmiva [%]

1 -
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Obrazek 4.13: Koncentrace vybranych sloZek krmiva ve vzorcich
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4.3 Vliv plazmatu na modelovou houbu T. virens

V této Casti disertacni 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 4.14: Klicivost spor houby T. virens po 24 hodindch po vystaveni plazmatu
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Tabulka 4.4: 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
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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 4.15: Klicivost spor houby T. virens po vystaveni UV zdreni
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Tabulka 4.5: 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 + 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 [%]
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Obrazek 4.16: Klicivost spor houby T. virens po vystaveni teplému vzduchu

Tabulka 4.6: 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 4.7: 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 4.17: Pocet spor houby T. virens na obilkdch pSenice jarni po vystaveni plazmatu
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Obrazek 4.18: Klicivost spor houby T. virens na obilkdch psenice jarni po vystaveni plazmatu
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4.3.5 Diskuse k vysledkum kapitoly 4.3

Ackoliv byly experimenty realizovany v ramci védecko-vyzkumnych projektd podpo-
fenych agenturami TACR a GAJU, bylo potieba respektovat velice omezeny finanéni
rozpocet, ktery byl na pokryti nakladu k dispozici. Chemické analyzy a biologické expe-
rimenty jsou pfitom pomérné nakladnou zaleZitosti. Z tohoto diivodu bylo mozné provést
experimenty jen v omezeném poctu opakovani, ktery neumoziioval aplikovat standardni
statistické metody, které jsou ve védé béZné vyuzivany k testovani statistickych hypotéz
(plati jak pro vysledky této kapitoly, tak pro vysledky prezentované v kapitole 4.4). Veskera
tvrzeni o pravdivostni hodnoté statistickych hypotéz formulovanych v kapitole ,,Cil prace*
jsou proto zaloZeny na trendu funk¢éni zavislosti sledovanych velicin, jako je napiiklad kli-
Civost spor hub v zavislosti na dobé osetfeni nebo koncentrace mykotoxind vystavenych
pasobeni plazmovému vyboji v zavislosti na dobé oSetfeni a pfi jejich dalsi interpretaci
je potfeba mit tuto skute¢nost na paméti.

Finan¢ni omezeni a bezpecnostni piedpisy ovlivnily také volbu modelové houby, ktera
byla v experimentech pouZita. Regitelsky tym si je védom skute&nosti, Ze existuji vhodn&jii
druhy hub, které by mohly byt v experimentech pouZzity a které jsou v ptirozeném prostiedi
producenty nebezpe¢nych mykotoxinti se zdvaznymi dopady na zdravi lidi a zvifat.

Experimentalné se podarilo prokazat (viz obrazky 4.14, 4.17 a 4.18), Ze interakce
plazmatu s mycelidlnim diskem vede ke sniZeni kli¢ivosti spor houby Trichoderma virens
—ato jak v experimentech provedenych s houbami umist€énymi na mikroskopickych sklic-
kach, tak v experimentech, kdy byly houbové mikroorganismy ptritomny na obilkach semen
modelovych hospodarskych plodin. Hypotézy H1 a H3 jsou z tohoto ditvodu povazovany
za pravdivé.

Prokazan byl také vliv jednotlivych sloZek plazmatu — konkrétné vliv UV zafeni (viz ob-
razek 4.15) a vliv teplého vzduchu (viz obrazek 4.16). OSetteni vzorku plazmovym vybo-
jem pritom vykazuje nejvyssi ucinnost v porovnani s vysledky ziskanymi pro dil¢i slozky
— UV zéfeni a teply vzduch. To je dobfe patrné zejména z obrazku 4.19, ktery shrnuje
ziskané vysledky. Ackoliv vliv dalSich mechanism@ psobeni plazmatu na vzorek houby
nebyl pfimo studovan, je moZno predpokladat, Ze sniZeni kli¢ivosti spor hub je ovlivnéno
také pritomnosti chemicky reaktivnich ¢astic generovanych v plazmatu.

Klicivost [%]

0 60 120 180 240 300
Doba oSetieni [s]

eGA e UV zafenie Teply vzduch

Obrazek 4.19: Porovndni viivu jednotlivych sloZek plazmatu na klicivost spor houby T. virens
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Tento vysledek je v souladu s pracemi jinych autorii prezentovanymi v odborném tisku
v nedavné dobé. Z fady praci je mozno uvést napiiklad praci (Go et al., 1998), ve které byl
prokazan vliv nizkoteplotniho plazmového vyboje za atmosférického tlaku na houby rodu
Fusarium oxysporum. V praci Dasan et al. (2016), Sen et al. (2019) nebo MoSovska et al.
(2019) byl prokazan vliv plazmatu na houby rodu A. flavus a A. parasiticus, pfi¢emz autofi
pozorovali také zmény povrchu spor a jejich morfologie. Nikmaram et al. (2018) expe-
rimentalné potvrdil vyrazné sniZeni kliCivosti spor houby A. fumigatus. Vyrazné funkéni
zavislosti prezentované na obrazcich 4.15 a 4.16 nas vedou k zavéru, Ze hypotéza H2 je také
pravdiva.

Na zakladé vysledku kapitoly 4.3 je pak mozno konstatovat, Ze plazmovy vyboj typu
Gliding Arc je vhodnym prostiedkem pro eliminaci plisni rodu Trichoderma virens, sa-
moziejmé pri zachovani vhodnych procesnich parametrd.
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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 4.8: 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

20 25 30
Doba oSetieni [min]

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

Obrazek 4.20: Koncentrace cistého DON na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu
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Tabulka 4.9: 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 4.21: Koncentrace Cistého D3G na laboratornich substrdtech po vystaveni plazmatu
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4.4.2 Tepelna stabilita mykotoxinu DON

Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv teploty jako jedné z parametr plazmového
vyboje na degradaci standardu mykotoxinu DON. Vzorky DON nafedéného v acetonitrilu
na koncentraci 1 000 ng - ml™! byly naneseny na Petriho misky. Acetonitril se nechal
pri bézné laboratorni teploté odpafit. Jednotlivé vzorky byly vloZzeny do horkovzdusné
trouby predehiaté na teplotu 110 °C, 150 °C a 200 °C, kde byly ponechény po dobu 2, 4
a 10 min. Po oSetfeni byly vzorky zpétn€ rozpustény v roztoku 1 ml 50% MeOH a nésledné
zanalyzovany na LC/MS.

Tabulka 4.10: Tepelnd stabilita DON o piivodni koncentraci 1 000 ng - ml™

Teplota
MyKkotoxin Doba oSetieni

110°C 150°C 200 °C

CTR 1 000,0 1000,0 1000,0

2 min 1052,5 1003,1 10,1

DON [ng - ml™!]

4 min 874,1 486,3 9,5

10 min 796,4 14,5 7,6
120
O\’?‘ 100 :*
- i
5 80
Q I
8 60|
g |
5 40|
g i
Mo 20|

O L [ [ [
110 °C 150 °C 200 °C
Teplota [°C]

it =2minlit =4 minlnt = 10 min

Obrazek 4.22: Tepelnd stabilita DON o piivodni koncentraci 1 000 ng - mi™"

83



Kapitola 4. Vysledky a diskuse realizovanych pract

4.4.3 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 4.11: Koncentrace mykotoxinit v jeCmeni a psSenici po vystaveni plazmatu

Doba oSetieni

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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4.4.4 Vliv plazmového vyboje na obsah mykotoxinu ve sladu
Casova Fada

Po provedeni prvnich pokust na uméle infikovaném jeCmeni a pSenici byly k oSetfeni
vybrany dva druhy pfirozené¢ mykotoxiny kontaminovaného sladu, a to: a) slad pSenicny
a za b) slad je¢ny. Hmotnost kazdého vzorku byla 180 g. Vzdalenost sladu od hrany
plazmové hlavice byla nastavena na 10 cm. Jako pracovni plyn byl zvolen vzduch a jeho
pratok plazmovou hlavici byl nastaven na 30 SCFH. Byla provedena ¢asova fada délky
oSetieni, kdy byly zvoleny Casy procesu 5, 10, 15 a 30 min. Pro kaZzdou variantu bylo
provedeno 6 opakovéni.

Pfi vyhodnocovéni byla sledovana koncentrace DON, D3G a obsah vody v jednotlivych
vzorcich.

Tabulka 4.12: Koncentrace mykotoxinit ve sladu po vystaveni plazmatu

Doba oSetieni [min] || CTR 5 10 15 30
Obsah vody [%] 6,01 559 515 4,87 4729
Slad pSeni¢ny DON [ug - kg™'] 212 461 289 302 294
D3G [ug - kg™ 97 89 93 66 108
Obsah vody [%] 584 5,11 491 4,64 4735
Slad jecny DON [pg - kg™'] 492 471 569 500 471
D3G [ug - kg'] 823 852 1080 746 647
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Gushingovy slad

Gushing je fenomén pozorovany u népojt sycenych oxidem uhli¢itym jako je napiiklad
pivo. Jednd o se masivni preteCeni piva po otevieni nadoby. Principem tohoto jevu je oka-
mzité uvolnéni oxidu uhli¢itého po otevieni lahve (Shokribousjein et al., 2011). Podle
priciny uvolnéni CO; jej 1ze rozdélit na primarni a sekundarni gushing (Gjertsen et al.,
1965). Zatimco primarni gushing souvisi s kvalitou sladu, sekundarni je spojen se zpraco-
gushing je infekce obilovin vlaknitymi houbami, které produkuji povrchové aktivni pro-
teiny, tzv. hydrofobiny (Postulkova et al., 2016). Nejznamé;jsi rod hub zptisobujici gushing
je Fusarium (Virkajirvi et al., 2017), ktery je hlavnim producentem mykotoxini DON
a jeho konjugatu D3G .

Pro nésledujici pokusy byly vybrany vzorky gushingového sladu, kterymi disponoval
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladafsky v Brné. K oSetfeni sladu byly pouZity nasledujici
procesni parametry: vzorky byly oSetfovany v mnoZstvi po 150 g, hrana plazmové hlavice
se nachazela ve vysSce 10 cm nad vrstvou sladu, proces probihal po dobu 1 min, respektive
4 min, jako pracovni plyn byl opét pouzit vzduch o prutoku 30 SCFH. Pro kaZdou variantu
bylo provedeno 8 opakovéni.

Obsah mykotoxinti v gushingovém sladu byl proveden opakované v letech 2014 a 2016,
coz umoznilo sledovat vliv skladovani komodity na obsah mykotoxint.

Tabulka 4.13: Koncentrace mykotoxinii v gushingovém sladu po oSetieni plazmatem

Doba oSetreni

Rok | Nazev mykotoxinu | CTR
1 min 4 min

DON [ug-ke'']l | 6387 627.6 539,0
D3G [ug-ke'l | 5632 3518 5922
DON [ug-ke'] | 953,0 13343 5680
D3G [ug-kg'l | 4806 601,7 3052

2014

2016
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Obrazek 4.25: Koncentrace mykotoxinii po vystaveni plazmatu

4.4.5 Diskuse k vysledkim kapitoly 4.4

Pro néasledujici zavéry a dalsi dvahy opét plati konstatovani uvedené v prvnich dvou
odstavcich kapitoly 4.3.5.

Experimentalné se podafilo prokéizat, Ze se sniZujici se vzdalenosti mezi vzorkem
a hranou plazmové hlavice rapidné klesa koncentrace ¢ist¢tho DON (D3G) na Petriho
miskéch (viz obrazky 4.20 a4.21). Cilenym experimentem se podafilo prokazat, Ze sniZeni
koncentrace mykotoxind na Petriho misce v diisledku proudéni vzduchu z plazmové hlavice
je zanedbatelné, tj. proudici vzduch odnese pouze zanedbatelnou ¢ast vzorku z Petriho
misky. Pfi tomto experimentu byl plazmovy vyboj ponechian vypnuty a dochazelo pouze
k proudéni vzduchu z kompresoru na Petriho misku.

Koncentrace DON vyrazné klesa také s naristajici dobou oSetieni, kdy jiz po 4 mi-
nutdch dochazi k dbytku témér 95 % v piipad€ 4 centimetrové vzdalenosti od plazmové
trysky s pritokem pracovniho plynu 30 SCFH, u ostatnich vzorki se sniZeni koncentrace
pohybovalo dokonce mezi 98 % a 99 %. V ptipadé€ D3G je tento trend podobny, ale kon-
centrace mykotoxinu klesa v ¢ase pomaleji. Hypotézu H4 tedy povaZujeme za pravdivou,
pfi¢emz intenzitu rozkladu mykotoxinil je mozné ovlivnit vzdéalenosti plazmové trysky
od vzorku a dobou oSetfeni.

Rozklad mykotoxinu Aflatoxin B1 umisténého na podloZnim mikroskopickém sklicku
za pomoci plazmového vyboje generovaného v dusiku pozoroval také Sakudo et al. (2017)
a jeho tym. K podobnym vysledkim dosel i tym B. J. Parka (Park et al., 2007), ktery k de-
gradaci mykotoxind pouZzil mikrovinného plazmového vyboje v argonu. Dle informacim
uvedenych v ¢lanku dochézelo k degradaci mykotoxinu jiZz po prvnich sekundéach od vy-
staveni plazmatu, po 10 sekundach byly mykotoxiny jiZ kompletné rozloZené. S ohledem
na dobu oSetfeni je tedy mozné predpokladat, Ze mikrovlnny vyboj je pro odstraniovini
mykotoxinové zatéZe vyhodnéjsi.
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V pripadé redlnych biologickych substrat nebyl vliv plazmatu na obsah mykotoxint
prokdzan. Hlavnim divodem je pfedevSim absence vhodného materidlu, ktery by bylo
mozné k objektivnimu posouzeni vlivu plazmatu na mykotoxiny v obilkdch hospodar-
skych plodin pouzit. Experimentdlné stanovené hodnoty koncentrace mykotoxinl ve vzor-
cich se pohybovaly nahodile a Casto pod mezi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ).
S podobnymi problémy se musel vypotfadat a k podobnym vysledkim dospél také tym
pod vedenim A. Malachové (Malachova et al., 2010). Pravdivost hypotézy HS5 tedy neni
mozné potvrdit.

V interpretaci negativniho vysledku je potfeba brat zietel na skutecnost, Ze oSetieni
vzorku probéhlo pfi pfedem zvolenych parametrech systému, pii¢emZ sniZzeni mykotoxi-
nové zatéze nebylo nasledné prokdzano. Neznamena to vSak, Ze pouZitim jinych parametrti
bude ziskan stejny vysledek, tj. mohou existovat takové procesni parametry, pti kterych
bude sniZeni mykotoxinové zatéZe prokazatelné dosaZeno.
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4.5 Systém pro kontinualni oSetieni vzorku

Vysledky, které byly prezentovany v predchozich kapitolach, byly ziskany na vzorcich
osetfenych v davkovém rezimu. Davkovy rezim neni z ekonomickych divodid vhodny
pro nasledné technické aplikace. Dil¢im cilem projektu TACR TA04021252 byl také vyvoj
funk¢niho vzorku zatizeni pro oSetfeni semen v semi-kontinualnim reZimu a ovéteni jeho
uc¢innosti pti sniZovani houbové infekce.

Navrzeny systém vyuZziva stejnou plazmovou aparaturu, kterd byla popsdna v Casti
Material a metodika a kterd byla pouzita k oSetieni vzorkti v davkovém reZimu. Analy-
zou vysledki ziskanych pro davkovy reZzim byla ur¢ena vhodna vzdélenost oSetfovanych
vzorkil od plazmové trysky a optimélni doba, kterou musi obilky stravit v plazmovém
vyboji tak, aby doslo k dostate¢né eliminaci patogent na povrchu obilek. Hodnoty byly na-
sledné zohlednény pfi navrhu nového systému pro kontinualni oSetfeni vzorkti. Vyznamné
limitujicim faktorem je pozadavek na ekonomiku provozu — z ekonomickych divodi neni
mozné dobu, po kterou se vzorek nachazi v plazmatu, libovolné prodluzovat, ackoliv
by to umoznilo lepsi oSetfeni obilek.

V této kapitole budou stru¢né popsany dvé varianty zafizeni, které byly béhem projektu
postupné vyrobeny a odzkouseny. Funk¢ni vzorky se mezi sebou lisi zejména ve zpisobu,
kterym je zajiStén pohyb obilek pod plazmovymi hlavicemi, pfi¢emzZ vyuZito je:

* Snekového dopravniku,

* pasového dopravniku.

Plazmové zdroje VSechny experimentélni systémy byly vybaveny stejnymi plazmovymi
zdroji typu Gliding Arc, jenZ jsou popsany vyse v kapitole 1.3.4. U systémi se liSilo pouze
jejich rozmisténi nad vytycenou trasou oSetfovanych komodit.

4.5.1 Systém se Snekovym dopravnikem

Systém vyuzivajici k pohybu oSetfovanych zrnin Snekového dopravniku nabizi fadu vyhod.
Semena jsou béhem pohybu ptfirozené otacena, ¢imz je zajiSténo jejich rovnoméerné oSetfeni
plazmovym vybojem. Systém zarovenn umoZiiuje libovolné ménit rychlost otaceni Sneku,
¢imz 1ze upravovat rychlost posunu zrnin v systému, potazmo ¢as straveny pod plazmovou
hlavici.

Systém se sklada z kovové bezosé spiraly vnéjsiho priméru 60 mm, vnitiniho priméru
36 mm, tlouStce 4,3 mm a se stoupinim 40 mm umisténé v Zelezném Zlabu tloustky
4 mm o priméru 70 mm. Cela konstrukce byla umisténa na hlinikovych profilech ITEM
a nad ni byly na stejnych profilech umistény plazmové hlavice. Snek byl otdden rucng
pomoci kliky, pficemz v dalSich etapach vyvoje se pocitalo s pfipojenim spiraly k motoru
s fizenymi otackami.

Analyza vzorkl osetfenych plazmovym vybojem v systému vyuZivajictho Snekového
dopravniku prokézala, Ze plazmovy vyboj nema na spory hub prakticky Zadny vliv. Hlav-
nim diivodem je zfejmé pouZiti kovové konstrukce a Sneku, které jsou vyrobené z elek-
tricky vodivého materidlu (kovil), ¢imz dochazi ke sniZeni koncentrace reaktivnich ¢astic
v plazmatu. Proces se tak stava neefektivni.
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Obrazek 4.27: Vyroba Zelezného Zlabu
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Obrazek 4.28: Technicky vykres Sroubovice
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Tabulka 4.14: Parametry systému se snekovym dopravnikem

Parametr Hodnota
Vnéjsi primér 60 mm
Vnitini primér 36 mm
Stfedni pramér 48 mm
Tloustka materialu 4,3 mm
Stoupani Sroubovice 40 mm
Délka Sroubovice 1 000 mm
Primér Zlabu 70 mm
Tloustka materidlu Zlabu 4 mm
Materiél Sroubovice a Zlabu ocel

4.5.2 Systém s pasovym dopravnikem

Zakladnim prvkem zafizeni je pasovy dopravnik se sérii hlavic plazmovych trysek umis-
ténych nad dopravnikem. Jednotlivé trysky jsou napajeny z vlastniho vysokonapétového
zdroje. Zdroje jsou umistény v fidicim racku s elektronickym ovladdnim. Soucasti zatizeni
je také zasobnik, ve kterém jsou umisténa semena urcena k oSetfeni a na pas se dostavaji
za pomoci mechanického pohybu davkovace. Za pomoci vymezovact pohybu jsou vytvo-
feny pracovni cesty, kterymi jsou unasena semena pod plazmové trysky se zapalenymi
vyboji. Po absolvovani celého procesu oSetieni jsou semena shromaZzdovana v zasobniku
oSetfenych semen.

Procesni parametry je moZno upravovat zménou rychlosti posunu dopravniku, poctem
plazmovych hlavic a jejich vzdalenosti od oSetfovaného materidlu.

Obrazek 4.29: Celkovy pohled na zarizeni
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Zdroj plazmatu

Za pomoci vymezovact pohybu jsou vytvoreny dvé pracovni cesty. Nad kazdou pracovni
cestou jsou rozmistény tfi plazmové hlavice (celkové 6 hlavic), které jsou upevnény na hli-
nikovych profilech ITEM. Nastaveni vysky hlavic nad oSetfovanym materidlem Ize provést
v rozsahu od 50 do 100 mm. Rozestupy jednotlivych trysek 1ze nastavit dle potfeby na délce
580 mm konstrukce drZici cely dopravnik. Zaroven je moZno natocit plazmovou hlavici
od normaly v rozsahu —80° az 80°.

Vysoké napéti vygenerované ve vysokonapétovych zdrojich umisténych v racku
je za pomoci vodi¢l privedeno na elektrody v plazmovych hlavicich. KaZdou hlavici
je mozno nezavisle ovladat, zapinat a vypinat, z dotykového panelu umisténého v racku.

Pasovy dopravnik

Pasovy dopravnik typ MINI 24V od firmy Haberkorn Ulmer, s.r.o je tvofen rdimem z hli-
nikovych profili ITEM a nekone¢ného pasu, ktery je upevnén v ramu pomoci hnaciho
a hnaného bubnu s loZisky a napinaky.

Obrazek 4.30: Pdsovy dopravnik s ddvkovacem a podavacem

Dopravnik mé rozméry 1 150 x 200 mm a jeho maximalni zatiZeni je 3 kg - m™!. Pohyb pasu
zajistuje elektromotor s planetovym pfevodem napéjeny ze zdroje stejnosmérného napéti
7-26 V. Elektromotor umoZiiuje nastaven{ rychlosti pohybu pasu od 1,5 do 18,2 m - min!.
V ptipadé€ ohrozeni zdravi operatora je na konstrukci umisténo tlacitko STOP.

Péasovy dopravnik je feSen stylem nekone¢ného pasu o $ifce 186 mm a délce 2 346 mm.
Pas je vyroben z Ropanylu EM 8/2 00+02 a ma antistatickou a potravinaiskou povrchovou
upravou. Pracovni cesty jsou vymezeny teflonovymi liStami dlouhymi 1 000 mm, vyso-
kymi 50 mm a Sirokymi 2 mm. Teflonové listy byly zvoleny po zkuSenostech s Snekovym
dopravnikem, kde kovové Casti odstrafiovaly reaktivni ¢astice z plazmatu. LiSty jsou pii-
pevnény na hlinikovych profilech ITEM drZicich plazmové trysky. Sitka pracovni cesty

byla zvolena s ohledem na Sifku aktivni ¢asti plazmového vyboje.
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Obrazek 4.31: Ndkres pdsového dopravniku
Tabulka 4.15: Parametry pdsového dopravniku
Pasovy dopravnik
Délka 1 150 mm
Sitka 200 mm
Zatizeni 3kg-m™!
Pohon Elektromotor s planetovym pfevodem
Rychlost pohybu pasu 1,5-18,2 m - min™
Napijeni elektromotoru 7-26 V
Nekonecny pas
Délka 2 346 mm
Sitka 186 mm
Material Ropanyl EM 8/2 00+02

antistaticka a potravinarska
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Déavkovac a nadoba na uloZeni oSetienych semen

Rovnomérné rozloZeni oSetfeného materidlu nezbytné k optiméalnimu oSetfeni je realizo-
vano za pomoci davkovace. Davkovac je sloZen ze zdsobniku a mechanicky rotujiciho valce
podavace. Rozméry podavace jsou 160x40 mm s podélnymi vyfezy 30x 10 mm. Vyfezy
jsou umisténé 2 X v ose valce a 6 x po obvodu s rozestupem 60°. MnoZstvi davky je fizeno
z ovladaciho panelu umisténého v racku za pomoci zmény rychlosti otdeni podavace.

C (26.5) 30

REZ C-C 8

Obrazek 4.32: Ddvkovaci zarizeni

Procesni parametry pro oSetfeni semen je¢mene, sladu a pSenice

Procesni parametry pro oSetieni zrnin je€mene, sladu a pSenice jsou uvedeny v tabulce 4.16.

Tabulka 4.16: Procesni parametry

Parametr Hodnota

Vyska trysky nad pasem dopravniku 6 cm (je¢men, slad), 5 cm (pSenice)

Vzdalenost mezi tryskami 18 cm

Sklon trysky od normaély 0°

Pritok vzduchu 0,85 m?* - h™! (j. 30 SCFH)
Rychlost posuvu pasu 2,5cm s}
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4.5.3 Ekonomické zhodnoceni systému s pasovym dopravnikem

V zavérecné fazi projektu byly odhadnuty ekonomické parametry jednotlivych zatizeni
— cena provozu a cena za kilogram oSetfeného materidlu. Zafizeni, které by bylo uc¢inné
a funk¢ni, ale ekonomicky nevyhodné, by nemélo Sanci uspét pfi nasazeni v redlném
priamyslovém provozu.

Spotieba elektrické energie potiebné k oSetfeni komodit byla vypoctena podle
vztahu 4.1

E=F-t, 4.1)
kde:

E - spotiebovani elektrické energie [J],

s v -

Py - staly elektricky pfikon [W],
t — doba odbéru elektrické energie [s].

Naklady na elektrickou energii jsou pievzaty z ceniky firmy E.ON, kterd k 1.1.2017 ¢inila
4 311,31 K&/MWh.

Kompresor Pretlak pracovniho plynu byl ve vSech systémech vytvofen kompresorem
Orlik IKD 11/40. Kompresor byl nastaven na udrzovani pretlaku 600 kPa — kompresor byl
natlakovan na 900 kPa a pti poklesu hodnoty na 600 kPa sepnul. Empiricky bylo stanoveno,
Ze kompresor spind jednou za 7 min 365, tj. 7,89x béhem jedné hodiny provozu. Doba
za kterou dojde k opétovnému dotlakovani vzduSniku je 1min 32s. Celkové nédklady
na provoz vzdus$niku jsou tedy 1,30 K¢.

Tabulka 4.17: Ekonomické zhodnoceni systému s pdsovym dopravnikem

Soucast Prikon Celkova energie Cena za provoz
Py [W] E [kW] [K&-h™!]
Kompresor 1500 1,5 6,47
Tryska 400 0,4 1,73
Pohon pésu 6 0,006 0,03
Pocet trysek 6
Celkova cena provozu 1,72 K&-h™!
Mnozstvi oSetifenych semen 540kg-h!
Cena za jednotku hmotnosti 2,18 K& - kgt
Porizovaci naklady plazmové aparatury 150 000 K¢ - ks~*
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Zaver

Soucasnd intenzivni zemédélska vyroba klade na produkci zemédélskych komodit vysoké
pozadavky, a to jak po strance kvantitativni, tak kvalitativni. Ocekdvané hospodarské
vysledky podniku je mozné dosdhnout pouze pfi striktnim dodrZovani technologie chovu,
coZ mimo jiné pfedpoklida také pouziti kvalitnich a zdravotné nezavadnych krmiv.

V predloZené dizertacni praci jsou prezentovany vybrané vysledky experimentd, je-
jichZ cilem bylo posoudit moZnosti vyuZiti nizkoteplotniho klouzavého plazmového vy-
boje generovaného za atmosférického tlaku k eliminaci modelovych houbovych patogenti
pfitomnych v krmivech a moZnosti vyuZiti této technologie ke sniZzeni mykotoxinové z4-
téZe krmiva. Z reSerse literatury, kterad byla provedena pied zahijenim studia, bylo ziejmé,
Ze plazmové technologie mohou byt pro tento t¢el velmi vhodnym néastrojem, ktery by mohl
konkurovat jinym metodam vyuZivanym v sou¢asnosti.

Béhem doktorského studia se podafilo dosdhnout vSech vytyCenych cili. Experimen-
tdlné€ bylo prokazano, Ze plazmovy vyboj ovliviluje vyZivové parametry krmiva jen mini-
malné, pfi¢emzZ nejmarkantnéjsi je pokles vlhkosti krmiva. Zaroven se podatilo charakteri-
zovat parametry plazmové aparatury, kterd byla pro dalsi experimenty vyuZivina. Ziskané
udaje mohou pro svou praci vyuZit pracovni skupiny, které budou na tuto dizertacni praci
navazovat.

Uspé&sné se podafilo také posoudit p&t hypotéz, které byly formulovéany v &asti ,,Cile
prace*.

Hypotéza H1
Znéni hypotézy: Osetieni spor houby Trichoderma virens plazmovym vybojem typu

Gliding Arc sniZuje jejich kli¢ivost v laboratornich podminkéch.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy Vysledky provedenych experimentd potvrdily sniZeni
kli¢ivosti spor houby Trichoderma virens po vystaveni plazmovému vyboji typu Gliding
Arc v laboratornich podminkéach.

Hypotéza H2

Znénihypotézy: SniZenikliCivosti spor houby Trichoderma virens je zptisobeno synergii
nékolika mechanisml pusobeni plazmového vyboje — zejména teplotou, UV zafenim
a interakci spor s reaktivnimi ¢asticemi generovanymi v plazmatu.
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Zaver

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy Dil¢i experimenty vlivu jednotlivych sloZek plazmatu
potvrdily jejich tc¢inek na sniZeni kliCivosti spor houby Trichoderma virens. Soucasné
s tim byl potvrzen vliv synergického efektu fyzikalné/chemickych mechanismu v plazmatu
na uc¢innost oSetfent.

Hypotéza H3

Znéni hypotézy: Osetieni plazmovym vybojem vede ke sniZeni kliCivosti spor houby
Trichoderma virens na obilkdch semen modelovych hospodatskych plodin.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy Vysledky provedenych experimenti potvrzuji vliv
plazmového vyboje na sniZeni kli¢ivosti spor houby Trichoderma virens na obilkach
semen modelovych hospodarskych plodin.

Hypotéza H4

Znéni hypotézy: Osetfeni vzorku mykotoxini DON a DON-3-Glc umisténého na Pe-
triho misce plazmovym vybojem typu Gliding Arc zptisobuje jejich rozklad, tj. snizuje
koncentraci mykotoxint ve vzorku.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy Plazmovy vyboj ma pozitivni vliv na vzorky mykotoxint
DON a DON-3-Glc umisténého na Petriho misce, tj. sniZuje koncentraci mykotoxint
ve vzorku.

Hypotéza H5

Znéni hypotézy: Osetfeni vzorku mykotoxini DON a DON-3-Glc pfitomnych v obil-
kach psenice a je¢mene plazmovym vybojem typu Gliding Arc zpasobuje jejich rozklad,
tj. sniZuje koncentraci mykotoxind ve vzorku.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy Vysledky provedenych experimentti nepotvrdily vliv
plazmového vyboje na rozklad mykotoxini DON a DON-3-Glc pfitomnych v obilkach
pSenice a jeCmene.

Samostatnou kapitolou je pak vyuziti ziskanych poznatkii pfi experimentalnim vyvoji
systému pro semikontinualni oSetfeni vzorkl. Vysledkem téchto aktivit je funkéni vzo-
rek zafizeni, které se sklada ze systému Sesti plazmovych trysek se zdroji umisténymi
v centralnim racku, pasového dopravniku, davkovace krmiva a zasobniku na oSetfeny ma-
terial. Funk¢ni zafizeni je moZno uspéSné vyuZit k eliminaci houbové infekce na obilkich
oSetfovanych plodin.

Zavérem je mozno konstatovat, Ze plazmovy vyboj typu Gliding Arc mé potencidl
pro aplikaéni vyuZiti v oblasti zvySovani kvality krmiv.
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