Studium cidnich a¢inka plazmatu
za atmosférického tlaku

Ukol méfeni:

a)

b)
c)

d)

e)
f)

Seznamte se pod vedenim cviictho S pfistroji a pomickami pro praci
s mikrobiologickym materialem.

Inokulujte bakterialni suspenzi na Petriho misky s polotuhym kultiva¢nim médiem.
Osetiete kontaminovanou plochu zapornym korénovym vybojem. Proved'te 8 méfeni:
Vzdalenost od centralni ¢asti elektrody nastavte na 0, 1, 2 a 3 cm. Dobu méfeni volte
podle tabulky 1.

Za pouzitim programu warburg.nb, ktery je k dispozici na fyzika.feld.cvut.cz/~fantova
proved’te simulaci cidniho plisobeni plazmatu. Z vysledkli simulace odectéte prumérné
mnozstvi naboje, ktery byl deponovan na povrch polotuhého kultiva¢niho média.
Odectené hodnoty vyneste do grafu.

Zmgéite velikost dekontaminované zony a vysledky vyneste do grafu.

Proved’te diskuzi vysledkt — popiste, jak zavisi velikost dekontaminované zony na
mnozstvi naboje.

Tabulka 1. Doby expozic v zavislosti na poloze hrotové elektrody.

Radialni posun hrotu [cm] Doby pusobeni vyboje [min]
0 1 3 - -
1 - 3 - -
2 - 3 6 -
3 - 3 6 9

Postup méteni:
0. Nezbytné pripravy.

a. Do laboratofe mtizete vstoupit pouze v navlecich na obuvi.

b. Pracujte v plasti, latexovych rukavicich a srouskou. Latexové rukavice a
rousku po dokonceni prace vyhod'te do popelnice, plast’ odevzdejte. Ptipadné
vyrazné znecisténi plasté oznamte uciteli).

c. Pred zaCatkem prace zapnéte laminérni box. Otacky ventilatoru boxu nastavte
na maximum a ponechte jej zapnuty po celou dobu méteni.

1. Piipravte si pracovni suspenzi bakterii.

a. Do 50 ml sterilni kadinky odlijte ze zasobniho roztoku zhruba 10 ml sterilniho
fyziologického roztoku, z n¢j do druhé sterilni kadinky napipetujte 5 ml.

b. Ztermostatu vyjméte 2 Petriho misky, které musi byt oznaceny 8191
(katalogové c¢islo mikroorganizmu Saccharomyces cerevisiae (pivovarske
kvasinky), se kterym budete pracovat).

C. Zploten setiete bily povlak kvasinek pomoci vypalené bakteriologické klicky.
K vypéleni pouzijte Bunsentv kahan. Klicku vypalujte do ¢erveného Zaru. Po
vypaleni nechte klicku vychladnout. Teplotu muzete zkontrolovat jemnym
poklepem na povrch agaru, ktery se nesmi natavovat.

d. Setfené bakterie rozmichejte v kadince s fyziologickym roztokem, protiepejte
pomoci vortexu, aby v kadince nezistaly sedimenty a proved'te fedéni (obr. 1).



2. Priprava ploten k experimentu

a. Z chladni¢ky vyjméte 11 velkych Petriho misek se Sabouraudovym agarem (na
misce musi byt oznaceni S). Tyto kultivaéni plotny popiste kédem ,,datum-
organizmus-¢islo plotny* (pf. 150101-8191-1) ze spodni strany

b. Kvlastnimu experimentu budete potiebovat 9 misek (8 expozic + 1 ndhradni),
na které vylijete 1 ml rozifedéné suspenze dle pokynu cvic¢iciho. Na dalsi dvé
misky nalijte po 1 ml kontrolniho fedéni (429, 412)

C. Nechte vSechny misky uschnout a mezi tim si pfipravte experiment (zdroj,
umisténi elektrody, apod.)

3. Priprava elektrické ¢asti experimentu.

a. Pripravte nastaveni experimentu tak, jak je ukdzano na obrazku 2. Zkontrolujte
zapojeni dle schématu.

b. Nalijte vodu do prazdné Petriho misky (bez agaru) a vyzkousSejte nastaveni
zaporné kordny. Najdéte takovou polohu hrotové elektrody, aby pti 10 kV na
zdroji vybojem protékal proud 100 pA. Z nastavené polohy vychazejte pii
praci s mikroorganismy.

€. Vypnéte napéti a nastavte otacky rovinné elektrody na maximalné 6 otacek za
minutu.

4. Dekontaminace povrchu.

a. Uschlou plotnu s nanesenou suspenzi vlozte na oto¢ny stolek. Opatrné zanoite
médény kontaktni plisek do agaru, tak, abyste jej neulomili..

b. Nastavte polohu hrotové elektrody, otacky plosné elektrody a zvedejte napéti
na zdroji, nez proud vybojem nedosahne 100 pA. Hlidejte, aby vyboj
neptechazel do jiskrového modu. Pokud proud vyboje za¢ne oscilovat, zvétsete
vzdalenost mezi elektrodami pii zachovani napéti a znovu nastavujte proud.

c. Spustte stopky, az kdyz proud vybojem dosahne alesponn 80 pA. Po jedné,
tiech, Sesti ¢i deviti minutach (doba expozice podle tabulky 1) plynule snizte
napéti na nulu, odpojte plotnu a uzavrete ji vickem.

d. Po provedeni celého experimentu vSechny plotny ulozte vickem dold do
termostatu nastaveného na 37 °C. Zkontrolujte, aby v termostatu byla nadoba
svodou, jinak vam agary béhem kultivace vyschnou. Dobu ulozeni do
termostatu zapiste.
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Obr. 1: Postup redéni pitvodniho koncentrovaného roztoku. Pripravte si 10 sklenénych
zkumavek, do kazdé, z nichz nalijte pomoci pipety 3 ml sterilniho fyziologického roztoku.
Do prvni zkumavky nalijte 1 ml koncentrovaného roztoku. Promichejte nové vznikly roztok
pomoci vortexu po dobu 5 s. Do druhé zkumavky nalijte 1 ml z prvni zkumavky. Opét

promichejte. Postup opakujte 10 krat.
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Obr. 2: Zapojeni experimentdlniho zarizeni. 1 — DC zdroj napéti (az 15 kV), 2 — odporovy
déli¢ (pouzijte vidy 10 MQ), 3 — elektrodovy systém hrot — rovina (pro generovani zaporného
kordonového vyboje pripojte zaporné napéti na hrotovou elektrodu, na rovinnou elektrodu
polozte Petriho misku), 4 — ovladani motirku (nastavte 6 ot./min).
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Obr. 3: a. schéma zapojeni; b. radialni posun hrotu.




