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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw, wykorzystujgcy sta-
topragdowe wytadowanie jarzeniowe pod ciSnieniem atmosferycznym (dc-APGD). Z amerykanskiego
zgtoszenia patentowego nr US5876663 (A) znany jest sposob sterylizacji cieczy z wykorzystaniem sta-
cjonarnego wytadowania jarzeniowego (z ang. Stady State Glow Discharge, SSGD), generowanego
pod ciSnieniem jednej atmosfery, w przestrzeni miedzy dwiema elektrodami — elektrodg gérng oraz elek-
trodg dolng, wykonanymi z substanc;ji przewodzgcej np. z miedzi bgdz aluminium. Do wytwarzania wy-
tadowania jarzeniowego typu SSGD konieczne byto dostarczenie do uktadéw gazéw wytadowczych tj.
helu, argonu, neonu, dwutlenku wegla, tlenku azotu(lV) lub mieszaniny gazéw szlachetnych z powie-
trzem, w stosunku objetoSciowym od 99:1 do 1:99. Wyladowanie jarzeniowe typu SSGD byto genero-
wane zaréwno w uktadach o charakterze przeptywowym, jak i stacjonarnym. W przypadku uktadéw
reakcyjno-wytadowczych, pracujgcych w systemie przeptywowym, ciecz zanieczyszczong mikroorgani-
zmami wprowadzono z okreslong szybkoscig (od 0,2 do 10 mi/sec), regulowang za pomocg przeptywo-
mierza lub zaworu, do zbiornika usytuowanego pomiedzy elektrodami, gdzie inicjowane byto wytado-
wanie. W odniesieniu do stacjonarnych ukfadéw reakcyjno-wytadowczych, ciecz poddawana sterylizaciji
umieszczona byta w zbiorniku o wymiarach 25x25 cm, a ten z kolei znajdowat sie nad dolng elektrodg,
nad ktérg inicjowano wytadowanie. W omawianej konstrukciji elektrody pokryto warstwg dielektryka
i umieszczono w odlegtosci 0,1-5 cm wzgledem siebie. Ponadto zastosowano chtodzenie ukfadu za
pomocg wody, aby zapobiec odksztatceniu powierzchni dolnej elektrody, dzieki czemu wytworzone wy-
fadowanie byfo przestrzennie jednorodne. Generacja wytadowania jarzeniowego typu SSGD byta zwig-
zana z dostarczeniem do elektrod prgdu zmiennego o czestotliwosci od 1 do 100 kHz i napiecia od 1 do
10 kV. Wykorzystujgc opisywane wytadowanie jarzeniowe typu SSGD istnieje mozliwo$¢ sterylizaciji
cieczy oraz zeli, zarbwno o wysokiej, jak i 0 niskiej lepkosci (tj. mleko, woda, piwo, krew itd.), prowa-
dzace do unieczynnienia mikroorganizmow (grzybow w tym drozdzy, bakteriofagdw, bakterii Gram-do-
datnich jak i Gram-ujemnych). Czas oddziatywania wytworzonej plazmy na zawiesine poddawang ste-
rylizacji miesScit sie w przedziale od 10 s do 20 minut.

W powyzszym zgtoszeniu patentowym przedstawiono dwie formy ukfadéw reakcyjno-wytadow-
czych (przeptywowg oraz stacjonarng), w ktérych wytadowanie jarzeniowe typu SSGD generowane jest
z wykorzystaniem pradu zmiennego o wysokiej czestotliwo$ci i wysokim napieciu oraz gazéw wytadow-
czych. Ze wzgledu na koszty przeprowadzania omawianego procesu sterylizacji, przedstawione ukfady
reakcyjno-wytadowcze wydajg sie by¢ wysoce nieekonomiczne.

W publikacji autorstwa M. Y. Alkawareek, Q. T. Algwari, G. Laverty, S. P. Gorman, W. G. Graham,
D. O’Connell, B. F. Gilmore pt. ,Eradication of Pseudomonas aeruginosa biofilms by atmospheric pres-
sure non-thermal plasma”, opublikowanej w PLoS ONE 7(8) (2012):€44289, opisano sposob eradykacji
biofilmu P. aeruginosa PAQO1 za pomocg nietermicznej plazmy generowanej pod ciSnieniem atmosfe-
rycznym w postaci strugi gazowej. Przedstawiony uktad sktadat sie z dwdch pierScieni-elektrod miedzia-
nych o szeroko$ci 2 mm umieszczonych na kwarcowej rurce (o Srednicy wewnetrznej 4 mm i Srednicy
zewnetrznej 6 mm) w odlegtosci 25 mm wzgledem siebie. Do elektrod przyktadano prad zmienny o cze-
stotliwos$ci radiowej 20 lub 40 kHz oraz napieciu wynoszgcym 6000 V. System zasilano za pomocg
mieszaniny gazoéw wytadowczych sktadajgcej sie z 0,5% tlenu oraz 99,5% helu. W przewezeniu pomie-
dzy elektrodami generowano plazme, ktéra wystawata ok. 5 mm poza jedng i drugg krawedz kwarcowe;j
rurki w postaci stozkéw. OkreSlono mozliwo$¢é wykorzystania uzyskanej pod ciSnieniem atmosferycz-
nym nietermicznej plazmy do eradykacji biofilmu P. aeruginosa. W pierwszym doswiadczeniu wyka-
zano, ze wytworzony stozek plazmowy jest zdolny do unieczynnienia planktonicznej hodowli P. aerugi-
nosa PAO1 na podtozu agarowym MHA. Zmierzone strefy zahamowania wzrostu wynosity kilka centy-
metréw, podczas gdy stozek plazmy miat $rednice mniejszg niz 5 mm. Poniewaz przeprowadzony test
miat charakter przesiewowy i w znaczgcy sposéb odbiegat od sytuacji spotykanej poza laboratorium
mikrobiologicznym, naukowcy zainicjowali wytworzenie biofilmu przez P. aeruginosa PAO1 na komer-
cyjnie dostepnej ptytce CBD (z ang. Calgary Biofilm Device). Po ekspozycji pozyskanego biofilmu na
nietermiczng plazme, generowang z wykorzystaniem czestotliwosci 20 kHz, zaobserwowano redukcje
liczby zywych komérek bakteryjnych o ponad 4 logarytmy. Catkowitg eradykacje drobnoustroju osig-
gnieto po 10 min. ekspozyciji. Prezentowana metoda wydaje sie by¢ innowacyjna do sterylizacji urza-
dzen i cewnikow powszechnie uzywanych w medycynie, a zasiedlanych wtérnie przez lekooporne pa-
togeny cztowieka, wystepujgce powszechnie w srodowisku szpitalnym. Wymienione drobnoustroje sg
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szczegOlnie niebezpieczne dla zycia pacjentéw o obnizonej odpornosci. Jednakze zastosowanie przed-
stawionego uktadu do unieczynnienia drobnoustrojow obecnych w zawiesinach takich jak odpady po-
produkcyjne wydaje sie by¢ wysoce watpliwe. Jako przyczyne mozna podac zbyt dtugi czas ekspozycji
niezbedny do catkowitej eradykacji patogendéw (>10 min.), punktowe dziatanie, a takze matg przenikli-
wo$¢ wytworzonego stozka plazmowego.

W publikacji autorstwa K. Ku€erova oraz K. Hensel pt. ,Biological and chemical effect of DC tran-
sient spark discharge on Escherichia coli", opublikowanej w WDS’15 Proceedings of Contributed Pa-
pers-Physics (2015) 192-198, ujawniono wptyw zimnej plazmy atmosferycznej, wytworzonej z zastoso-
waniem modulowanego statoprgdowego wytadowania iskrowego (z ang. Transient Spark Discharge,
TSD), generowanego w atmosferze powietrza, na komérki E. coli CCM3954 obecne w planktonicznych
zawiesinach odpowiednio w roztworze wodnym badz w buforze fosforanowym. Na stacjonarng, uzie-
miong elektrode ukfadu wytadowczego, nad ktérg w odlegtosci 1 cm umieszczono elektrode podtgczong
do generatora modulowanego pradu statego o wysokim napieciu, wprowadzono zawiesine komorek
E. coli CCM3954 o gestosci 107 jtk/cm?3. Wytadowanie typu TSD wytwarzano stosujgc napiecie w zakre-
sie 10000-13000 V; szybko$¢ wprowadzania zawiesiny bakteryjnej do uktadu wynosita 14 cm3/min.,
natezenie przeptywu powietrza 2 dm3min., natezenie pradu wytadowania 5-18 A, a czestotliwo$¢ mo-
dulacji 1,5-4 kHz. W celu okres$lenia skutecznosci wytadowania typu TSD wzgledem inaktywacji komé-
rek E. coli wykorzystano standardowg metode seryjnych rozcienczen, posiewdw i zliczania jednostek
tworzacych kolonie obecnych w zawiesinie przed potraktowaniem drobnoustrojéw wytadowaniem typu
TSD, jak réwniez po ich ekspozycji na dziatanie zimnej plazmy w czasie do 15 min. W wyniku oddziaty-
wania omawianego wytadowania typu TSD zaobserwowano spadek liczby jednostek tworzgcych kolo-
nie E. coli na cm?3 (jtk/cm3) roztworu wodnego z poczatkowych 107 jtk/cm3 do 104 jtk/cm3 po 10 min.
pracy ukfadu. Waznym czynnikiem warunkujgcym wydajno$¢é procesu okazata sie by¢ sita jonowa wpro-
wadzanego roztworu, poniewaz redukcja w liczbie zywych komérek bakteryjnych E. coli po czasie eks-
pozycji wynoszgcym 5 min. siegneta ok. 3 logarytmoéw gdy do uktadu wprowadzono roztw6r wodny i od-
powiednio ok. 1 logarytmu, gdy bakterie zawieszono w buforze fosforanowym. Ponadto istotng wadg
przedstawionej metody eradykaciji jest konieczno$¢ zastosowania duzej mocy wytadowania przy uzy-
skaniu relatywnie niskiej redukcji w liczbie zywych komoérek E. coli, a takze konieczno$¢ stosowania
przeptywu gazu wytadowczego w celu wytworzenia stabilnego wytadowania typu TSD.

Dotychczas nie zostat opisany w literaturze fachowej lub patentowej sposéb eradykacji bakteryj-
nych fitopatogenéw z zastosowaniem statoprgdowego wytadowania jarzeniowego generowanego pod
ci$nieniem atmosferycznym (z ang. direct current Atmospheric Pressure Glow Discharge, dc-APGD)
w kontakcie z przeptywajgcg zawiesing bakteryjnych fitopatogendw.

Istotg rozwigzania, wedtug wynalazku, jest sposéb eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw z za-
stosowaniem statoprgdowego wytadowania jarzeniowego dc-APGD, ktéry polega na tym, ze zawiesine
bakteryjnych fitopatogendéw wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wytadowczego, do komory wytadow-
czej w ktérej w przestrzeni pomiedzy anodg, bedgcy statg elektrodg wolframowag, a przeptywajgcy ciektg
katodg, bedgca wprowadzang do uktadu zawiesing bakteryjnych fitopatogenéw, bezposrednio w atmos-
ferze otaczajgcego powietrza inicjuje sie i utrzymuje stabilne wytadowanie jarzeniowe typu dc-APGD,
co powoduje efektywng inaktywacije bakteryjnych fitopatogenéw.

Korzystnie z zastosowaniem tego sposobu mogg by¢ inaktywowane zawiesiny zawierajgce bak-
teryjne fitopatogeny z gatunkéw Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium caro-
tovorum subsp. carotovorum, X. campestris pv. Campestris oraz Clavibacter michiganensis subsp. se-
pedonicus, Korzystnie zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wyta-
dowczego z szybkos$cig od 1 do 6 cm3/min., najkorzystniej 3,5 cm3/min.

Korzystnie zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wytadow-
czego w temperaturze pokojowe;.

Korzystnie proces eradykacji prowadzi sie stosujgc pragd wytadowania o natezeniu 20—-60 mA,
najkorzystniej 50 mA.

Korzystnie proces eradykacji prowadzi sie dostarczajgc do uktadu napiecie od 100-2000 V, naj-
korzystniej 1100 V.

Korzystnie odlegtos¢ pomiedzy elektrodg wolframowg a roztworem ciektej katody wynosi od 1 do
6 mm, najkorzystniej 5 mm.

Korzystnie w procesie eradykacji temperatura kinetyczna fazy gazowej wytadowania utrzymuje
sie na poziomie od 2000 do 3000 K.
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Efektywnos$¢ prezentowanego sposobu przetestowano z uzyciem zawiesin drobnoustrojéw, na-
lezgcych do 4 ré6znych gatunkéw i sklasyfikowanych w obrebie 10 najbardziej istotnych z ekonomicz-
nego punktu widzenia bakteryjnych fitopatogenéw wg. Mansfielda i innych (2012). Hodowle badanych
fitopatogenoéw, inkubowane przez 24 h w optymalnych warunkach, poddano wirowaniu, usunieciu po-
zywki i po etapie ptukania zawieszono w jatowej soli fizjologicznej (0,85% roztwér NaCl). Gestos¢ za-
wiesin bakteryjnych doprowadzono do ODeoo ~ 0,1. Przygotowane zawiesiny bakteryjne seryjnie roz-
cieiczono do 10 oraz wysiano po 100 ul z kazdego z uzyskanych rozcienczen na podfoza agarowe,
by oszacowa¢ liczbe jednostek tworzgcych kolonie na cm3 (jtk/cm3) obecnych w przygotowanych za-
wiesinach. Nastepnie, z szybkos$cig 3,5 cm3/min. wprowadzano kolejno badane zawiesiny do prezento-
wanego przeptywowego uktadu reakcyjno-wytadowczego i poddawano oddziatywaniu plazmy przez
kilka sekund. Czynnosci zwigzane z podawaniem mieszanin reakcyjnych do wspomnianego uktadu, jak
i z ich zbieraniem byty przeprowadzane w warunkach jatowych. Dodatkowo, w celu wykluczenia prze-
noszenia komorek drobnoustrojow pomiedzy poszczeg6inymi seriami, uktad kazdorazowo wyjatowiano,
przepuszczajac przez niego 70% roztwor etanolu. Nastepnie etanol wyptukano nadmiarowg iloécig ja-
towego 0,85% NaCl, by nie pozostawi¢ resztek tego rozpuszczalnika wewnatrz uktadu. Poprawno$é
zaproponowanej metody zweryfikowano stosujac préby kontrolne — wprowadzajgc zawiesine drobnou-
strojéw do uktadu bez zainicjowania wyladowania, a takze badajgc tzw. proby Slepe zawierajgce jedynie
jatowy 0,85% NaCl. Po przejSciu poszczeg6inych zawiesin bakteryjnych przez uktad reakcyjno-wyta-
dowczy, zbierano je do jatowych probéwek. Nastepnie kazdg zawiesine bakteryjng poddang dziataniu
wyfadowania seryjnie rozcienczono do 10 i wysiewano po 100 pl rozciericzonych zawiesin na podtoza
agarowe. Skuteczno$¢ proponowanej metody eradykacji stwierdzono na podstawie redukcji liczby zy-
wych komoérek w zawiesinie po przejsciu przez uktad reakcyjno-wytadowczy dc-APGD.

Znaczna efektywnos$¢ procesu eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw z wykorzystaniem wytado-
wania jarzeniowego typu dc-APGD jest zwigzana zaréwno z bardzo wysokg temperaturg kinetyczng
gazu wytworzonej plazmy, jak réwniez z wytworzeniem reaktywnych form tlenu i azotu, fotonéw UV,
a takze jonéw dodatnich, np. H20*, ktére biorg udziat w procesie inaktywacji komérek bakteryjnych.
Zaobserwowane antybakteryjne dziatanie plazmy na komorki bakteryjne wynika miedzy innymi z two-
rzonych uszkodzen w materiale genetycznym DNA czy w obrebie wewnetrznej btony komdrkowej,
a takze degradaciji zewnetrznej btony komdrkowej drobnoustrojéow. WWspomniane zmiany w obrebie bak-
teryjnej btony komérkowej przypisuje sie dziataniu powstajgcych w wytadowaniu jarzeniowym typu dc-
APGD wolnych rodnikéw tlenowych jak anionorodnik ponadtlenkowy O2-, rodnik wodoronadtlenkowy
HOz i rodnik hydroksylowy HO', ktére reaguja z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi wystepujgcymi
w dwuwarstwie lipidowej tworzgcej blone komérkowsq. Postulowany jest réwniez znaczacy udziat wzbu-
dzonych atomoéw tlenu (O7) w antybakteryjnym dziataniu wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD
w poréwnaniu do wptywu promieniowania UV, rodnikéw OH, O2, czy wzbudzonych czasteczek tlenku
azotu (NO’).

Zaletg omawianego sposobu eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw, wedtug wynalazku, jest
mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposob ciagly, co znacznie zwieksza jego efektywnos$¢ przy inakty-
wacji zawiesin o duzych objetoSciach, a zawierajgcych szkodliwe bakteryjne drobnoustroje fitopato-
genne. Mozliwo$¢ kontroli parametréw pracy ukfadu reakcyjno-wytadowczego tj. natezenia prgdu wyta-
dowania, szybkos$ci wprowadzania zawiesiny komérek bakteryjnych do uktadu czy objeto$ci wprowa-
dzanej zawiesiny mikroorganizmoéw umozliwia przeprowadzenie procesu jatowienia z duzg doktadno-
Scig i skutecznoscig. Brak koniecznosci stosowania gazéw wytadowczych do inicjacji wytadowania typu
dc-APGD znacznie upraszcza konstrukcje w poréwnaniu do wczes$niej opisywanych w literaturze ukfa-
doéw reakcyjno-wytadowczych. Wszystko to sprawia, ze metoda jest niezwykle ekonomiczna i konku-
rencyjna pod wzgledem wykorzystywania jej do eradykacji bakteryjnych fitopatogendw.

Opracowany sposob inaktywacii bakteryjnych patogenéw roélin z zastosowaniem wytadowania
jarzeniowego typu dc-APGD jest niezwykle skuteczny, szybki, ekonomiczny, a takze przyjazny dla $ro-
dowiska. Potencjalne zastosowania opisanej metody eradykacji mikroorganizméw obejmuja:

1) jatowienie ptynnych odpadéw poprodukcyjnych pochodzacych z przemystu przetwér-
czego badz spozywczego (w ptynach uwalnianych do srodowiska mogg by¢ obecne pa-
togeny roslin);

2) utylizacje odpadéw niebezpiecznych pochodzgcych z Panstwowej Inspekciji Ochrony Ro-
$lin, laboratoriéw diagnostycznych oraz naukowo-badawczych.

Przedmiot wynalazku jest przedstawiony w przyktadach realizacji oraz na rysunku przedstawia-
jacym schemat uktadu reakcyjno-wytadowczego.
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Przyktad 1
Sposéb eradykacji bakterii fitopatogennych z gatunku Dickeya solani, na przyktadzie szczepu

IFB0099 z zastosowaniem wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD, wytwarzanego w przestrzeni po-
miedzy powierzchnig ciektej katody a statg elektrodg wolframowag.

10 cm3 zawiesiny komdrek bakteryjnych D. solani IFB0099 o gestosci optycznej ODeco = 0.1, za-
wieszonych w jatowym roztworze 0,85% NaCl, wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wytadowczego
(Rys.) za pomocg pompy perystaltycznej 1 oraz wezyka doprowadzajgcego 12, poprzez rurke kwarcowg
2, umieszczong wewnatrz rurki grafitowej 3, z szybkos$cig przeptywu 3,5 cm3/min. i poddaje oddziatywa-
niu wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD. Stabilne wytadowanie jarzeniowe typu dc-APGD 4 ini-
cjowane jest w atmosferze otaczajgcego powietrza, w przestrzeni pomiedzy anodg 5, bedacgy statg elek-
trodg wolframowa, a tzw. ciektg katodg 6, bedgcg wprowadzang do uktadu zawiesing komoérek bakte-
ryinych D. solani IFB0099, po przytozeniu do elektrod napiecia zasilajgcego ~1100V, wytwarzanego
w wyniku pracy generatora wysokiego napiecia 7. Elektrody umieszcza sie w odlegto$ci 5 mm wzgle-
dem siebie. Warto$¢ natezenia pragdu w ukfadzie wynosi 50 mA, co jest zwigzane z zastosowaniem
opornika balastowego o odpowiedniej rezystancji. Uktad reakcyjno-wytadowczy stanowi komora szklana
8, z czterema otworami rewizyjnymi, ktére umozliwiajg odpowiednio:

a) doprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych do uktadu 6 za pomocg rurki kwarcowe;j
2, umieszczonej wewnatrz rurki grafitowej 3 i zamocowanie tych rurek;
b) zamocowanie elektrody wolframowej 5 wspétosiowo w stosunku do przeptywajgcej ciektej ka-
tody 6;
c) doprowadzenie wysokiego napiecia 7 do elektrod;
d) odprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych poddanych dziataniu wyladowania
z uktadu 9, poprzez otwor ze szlifem 10 z dotgczonym wezykiem odptywowym 11.
Po przejsciu zawiesiny komérek D. solani IFB0099 przez uktad reakcyjno-wytadowczy, jest ona zbie-
rana do jatowych probéwek np. o objetosci 15 cm3. Nastepnie wykonuje sie seryjne rozcienczenia za-
wiesiny w jatowej soli fizjologicznej do 10 i wysiewa po 100 ul ze wszystkich uzyskanych rozcienczen
na ptytki z podtozem TSA. Ponadto wykonuje sie seryjne rozcienczenia do 10-® w jatowej soli fizjologicz-
nej zawiesiny bakterii Dickeya solani IFB0099 o ODsoo =~ 0.1, z ktdrej pobrano wprowadzane do uktadu
10 cm?3. Wysiewa sie po 100 pl z kazdego z uzyskanych rozcieficzen na ptytki z podtozem TSA celem
okres$lenia liczby jednostek tworzgcych kolonie na cm3 (jtk/cm3). Piytki z podtozem TSA inkubuje sie
w temp. 28°C przez 48 godzin. Nastepnie zlicza sie kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na ptytkach aga-
rowych i wylicza liczbe jtk/cm3 w zawiesinie bakterii D. solani IFB0099 przed i po ekspozycji zawiesiny
na dziatanie wytadowania jarzeniowego. Efektywno$¢é eradykacji D. solani IFB0099 okreSla sie w po-
staci procentu redukgiji liczby jtk/cm3 w zawiesinie bakteryjnej po przejsciu przez opisywany uktad reak-
cyjno-wytadowczy. Przedstawione doSwiadczenie wykonano w trzech niezaleznych powtérzeniach.

Efektywnos¢ procesu eradykacji: w Tabeli 1 zebrano wyniki dla trzech niezaleznych powtérzen
procesu eradykacji bakterii fitopatogennych D. solani IFB0099 zuzyciem wytadowania jarzeniowego
typu dc-APGD. Podano gesto$é zawiesiny D. solani IFB0099 w jtk/cm?3 przed jej wprowadzeniem do
uktadu reakcyjno-wytadowczego, po przejsciu przez opisany w niniejszym zgtoszeniu patentowym ukitad
reakcyjno-wytadowczy, jak i procent redukciji liczby zywych komérek D. solani IFB0099 uzyskany, we-
dtug wynalazku, poprzez przeprowadzenie proponowanego sposobu eradykaciji fitopatogendéw.

Tabela 1. Wptyw dziatania zastosowanego wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD na zawiesine D solani
IFB0099.

Gestosé zawiesiny
D. solani IFB0099
przed dzialaniem
wyladowania
Jarzeniowego typu

dc-APGD [jtk/cm?)

Gestosé zawiesiny
D. solani IFB0099
po dzialaniu
wyladowania
jarzeniowego typu

dc-APGD [jtk/cm?]

Redukcja liczby
jtk/cm® D.
solani IFB0099
(%]

Powtdrzenic | 6,9 x 107 0 100,00
Powtorzenie 2 1,51 x 10® 0 100,00
Powtorzenie 3 1.25 x 107 0 100,00
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Przyktad 2
Sposbb eradykacji bakterii fitopatogennych z gatunku Pectobacterium atrosepticum, na przykta-

dzie szczepu IFB5103, z zastosowaniem wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD, wytwarzanego
w przestrzeni pomiedzy powierzchnig ciektej katody, a statg elektrodg wolframowg.

10 cm?3 zawiesiny komorek bakteryjnych P. atrosepticum IFB5103 o gesto$ci optycznej
ODsoo= 0.1, zawieszonych w jatowym roztworze 0,85% NaCl, wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wy-
fadowczego (Rys.) za pomocg pompy perystaltycznej 1 oraz wezyka doprowadzajgcego 12, poprzez
rurke kwarcowg 2, umieszczong wewnatrz rurki grafitowej 3, z szybkoscig przeptywu 3,5 cm3/min. i pod-
daje oddziatywaniu wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD. Stabilne wytadowanie jarzeniowe typu
dc-APGD 4 inicjowane jest w atmosferze otaczajgcego powietrza, w przestrzeni pomiedzy anodg 5, be-
dgcy statg elektrodg wolframowag, a tzw. ciekfg katoda 6, bedacg wprowadzang do ukfadu zawiesing
komoérek bakteryjnych P. atrosepticum IFB5103, po przytozeniu do elektrod napiecia zasilajgcego
~1100V, wytwarzanego w wyniku pracy generatora wysokiego napiecia 7. Elektrody umieszcza sie
w odlegtosci 5 mm wzgledem siebie. Warto$¢ natezenia pragdu w uktadzie wynosi 50 mA, co jest zwig-
zane z zastosowaniem opornika balastowego o odpowiedniej rezystancji. Uktad reakcyjno-wytadowczy
stanowi komora szklana 8, z czterema otworami rewizyjnymi, ktére umozliwiajg odpowiednio:

a) doprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych do ukfadu 6 za pomocg rurki kwarco-
wej 2, umieszczonej wewnatrz rurki grafitowej 3 i zamocowanie tych rurek;
b) zamocowanie elektrody wolframowej 5 wspétosiowo w stosunku do przeptywajgcej ciektej ka-
tody 6;
c) doprowadzenie wysokiego napiecia 7 do elektrod;
d) odprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych poddanych dziataniu wytadowania
z uktadu 9, poprzez otwor ze szlifem 10 z dotgczonym wezykiem odptywowym 11.
Po przej$ciu zawiesiny komoérek P. atrosepticum IFB5103 przez uktad reakcyjno-wytadowczy, jest ona
zbierana do jatowych probéwek np. o objeto$ci 15 cm3. Nastepnie wykonuje sie seryjne rozcienczenia
zawiesiny w jatowej soli fizjologicznej do 106 i wysiewa po 100 pul ze wszystkich uzyskanych rozcienczen
na ptytki z podtozem TSA. Ponadto wykonuje sie seryjne rozcienczenia do 10-¢ w jatowej soli fizjologicz-
nej zawiesiny bakterii P. atrosepticum IFB5103 0 ODsoo ~ 0.1 z ktdrej pobrano wprowadzane do uktadu
10 cm?3. Wysiewa sie po 100 pl z kazdego z uzyskanych rozcienczen na ptytki z podtozem TSA celem
okre$lenia liczby jednostek tworzgcych kolonie na cm3 (jtk/cm3). Piytki z podtozem TSA inkubuje sie
w temp. 28°C przez 48 godzin. Nastepnie zlicza sie kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na ptytkach aga-
rowych i wylicza liczbe jtk/cm3 w zawiesinie bakterii P. atrosepticum IFB5103 przed i po ekspozycji
zawiesiny na dziatanie wytadowania jarzeniowego. Efektywnos$¢ eradykacji P. atrosepticum IFB5103
okres$la sie w postaci procentu redukgciji liczby jtk/cm?® w zawiesinie bakteryjnej po przej$ciu przez opisy-
wany uktad reakcyjno-wytadowczy. Przedstawione doSwiadczenie wykonano w trzech niezaleznych po-
wtoérzeniach.

Efektywnos¢ procesu eradykacji: w Tabeli 2 zebrano wyniki dla trzech niezaleznych powtérzen
procesu eradykacji bakterii fitopatogennych P. atrosepticum IFB5103 z uzyciem wytadowania jarzenio-
wego typu dc-APGD. Podano gesto$é zawiesiny P. atrosepticum IFB5103 w jtk/cm? przed jej wprowa-
dzeniem do uktadu reakcyjno-wytadowczego, po przejsciu przez opisany w niniejszym zgtoszeniu pa-
tentowym uktad reakcyjno-wytadowczy, jak i procent redukciji liczby zywych komérek P. atrosepticum
IFB5103 uzyskany, wedtug wynalazku, poprzez przeprowadzenie proponowanego sposobu eradykaciji
fitopatogenow.
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Tabela 2 Wplyw dziatania zastosowanego wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD na zawiesine P. atro-
septicum IFB5103.

Gestos¢ zawiesiny Gestos¢ zawiesiny Redukcja liczby
P. atrosepticum P. atrosepticum J'[k/(:mj
1FB5103 przed IFB5103 po dzialaniu P. atrosepticum
dzialanicm wyladowania IFB5103 [%]
wyladowania jarzeninwego typu
jarzeniowego typu de-APGD [_j[J(/chJ
dc-APGD [jtk/cm?]
Powltorscnic 1 2.28 x 107 0 100.00
Powtorzenie 2 2,84 x 107 591x10° 99,98
Powtdrzenie 3 1,7 x 107 0 100,00

Przyktad 3

Sposdb eradykacji bakterii fitopatogennych z gatunku Pectobacterium carotovorum subsp. caro-
tovorum, na przykfadzie szczepu IFB5118, z zastosowaniem wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD,
wytwarzanego w przestrzeni pomiedzy powierzchnig ciektej katody, a statg elektrodg wolframowag.

10 cm? zawiesiny komorek bakteryjnych P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 o gestosci
optycznej ODsoo »~ 0.1, zawieszonych w jatowym 0,85% NacCl, wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wy-
fadowczego (Rys.) za pomocg pompy perystaltycznej 1 oraz wezyka doprowadzajgcego 12, poprzez
rurke kwarcowg 2, umieszczong wewnatrz rurki grafitowej 3, z szybkos$cig przeptywu 3,5 cm3/min i pod-
daje oddziatywaniu wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD. Stabilne wytadowanie jarzeniowe typu
dc-APGD 4 inicjowane jest w atmosferze otaczajgcego powietrza, w przestrzeni pomiedzy anodg 5, be-
dgcy statg elektrodg wolframowag, a tzw. ciekfg katoda 6, bedacg wprowadzang do ukfadu zawiesing
komorek bakteryjnych P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118, po przytozeniu do elektrod napie-
cia zasilajgcego ~1100V, wytwarzanego w wyniku pracy generatora wysokiego napiecia 7. Elektrody
umieszcza sie w odlegto$ci 5 mm wzgledem siebie. Warto$¢ natezenia pradu w uktadzie wynosi 50 mA,
Co jest zwigzane z zastosowaniem opornika balastowego o odpowiedniej rezystancji.

Uktad reakcyjno-wytadowczy stanowi komora szklana 8, z czterema otworami rewizyjnymi, ktére
umozliwiajg odpowiednio:

a) doprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych do uktadu 6 za pomocag rurki kwarco-
wej 2, umieszczonej wewnatrz rurki grafitowej 3 i zamocowanie tych rurek;

b) zamocowanie elektrody wolframowej 5 wspétosiowo w stosunku do przeptywajgce;j ciektej ka-
tody 6;

c) doprowadzenie wysokiego napiecia 7 do elektrod;

d) odprowadzenie zawiesiny komérek bakteryjnych poddanych dziataniu wytadowania z uktadu
9, poprzez otwor ze szlifem 10 z dotgczonym wezykiem odptywowym 11.

Po przej$ciu zawiesiny komorek P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 przez ukfad reak-
cyjno-wytadowczy, jest ona zbierana do jatowych probéwek np. o objeto$ci 15 cm3. Nastepnie wykonuje
sie seryjne rozcienczenia zawiesiny w jatowej soli fizjologicznej do 10 i wysiewa po 100 ul ze wszyst-
kich uzyskanych rozcienczen na ptytki z podtozem TSA. Ponadto wykonuje sie seryjne rozcienczenia
do 10 w jatowej soli fizjologicznej zawiesiny bakterii P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118
0 ODeo ~ 0.1 z ktérej pobrano wprowadzane do ukfadu 10 cm3. Wysiewa sie po 100 ul z kazdego
z uzyskanych rozcienczen na ptytki z podtozem TSA celem okreslenia liczby jednostek tworzgcych ko-
lonie na cm3 (jtk/cm?3). Plytki z podtozem TSA inkubuje sie w temp. 28°C przez 48 godzin. Nastepnie
zlicza sie kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na ptytkach agarowych i wylicza liczbe jtk/cm3 w zawiesinie
bakterii P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 przed i po ekspozycji zawiesiny na dziatanie wy-
tadowania jarzeniowego. Efektywno$¢é eradykacji P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 okres$la
sie w postaci procentu redukgii liczby jtk/cm3 w zawiesinie bakteryjnej po przej$ciu przez opisywany
uktad reakcyjno-wytadowczy. Przedstawione doswiadczenie wykonano w trzech niezaleznych powté-
rzeniach.

Efektywnosé¢ procesu eradykacji: w Tabeli 3 zebrano wyniki dla trzech niezaleznych powtérzen
procesu eradykaciji bakterii fitopatogennych P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 z uzyciem
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wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD. Podano gesto$é zawiesiny P. carotovorum subsp. carotovo-
rum IFB5118 w jtk/cm?3 przed jej wprowadzeniem do uktadu reakcyjno-wytadowczego, po przejsciu
przez opisany w niniejszym zgtoszeniu patentowym uktad reakcyjno-wytadowczy, jak i procent redukciji
liczby zywych komoérek P. carotovorum subsp. carotovorum IFB5118 uzyskany, wedtug wynalazku, po-
przez przeprowadzenie proponowanego sposobu eradykaciji fitopatogendéw.

Tabela 3. Wplyw dziatania zastosowanego wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD na zawiesine P. caro-

tovorum subsp. carotovorum IFB5118.

Gestos¢ zawiesiny
P. carotovorum subsp.
carotovorum [FB5118

przed dziataniem
wyladowania
jarzeniowego typu dc-

APGD [jik/em?]

Gestos¢ zawiesiny
P. carotovorum subsp.
carotovorum [FB5118

po dziataniu
wyladowania
jarzeniowego typu dc-

APGD [jtk/cm’]

Redukcja liczby
jk/em?
P. carotovorum
subsp.
carotovorum

IFB5118 [%]

Powtorzenie 1 2,8 x 107 7,76 x10° 99,97
Powtorzenie 2 2,81 x107 0 100,00
PowtOrzenic 3 32x107 1,2x 10¢ 99,96

Przyktad 4
Spos6b eradykacji bakterii fitopatogennych z gatunku Xanthomonas campestris pv. campestris,

na przykfadzie szczepu LMG 582, z zastosowaniem wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD, wytwa-
rzanego w przestrzeni pomiedzy powierzchnig ciektej katody, a statg elektrodg wolframowa.

10 cm?3 zawiesiny komdrek bakteryjnych X. campestris pv. campestris LMG 582 o gestosci op-
tycznej ODesoo ~ 0.1, zawieszonej w jatowym 0,85% NaCl, wprowadza sie do uktadu reakcyjno-wytadow-
czego (Rys.) za pomocg pompy perystaltycznej 1 oraz wezyka doprowadzajgcego 12, poprzez rurke
kwarcowg 2, umieszczong wewnatrz rurki grafitowej 3, z szybko$cig przeptywu 3,5 cm3/min. i poddaje
oddziatywaniu wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD. Stabilne wytadowanie jarzeniowe typu dc-
APGD 4 inicjowane jest w atmosferze otaczajgcego powietrza, w przestrzeni pomiedzy anodg 5, bedacg
statg elektrodg wolframowag, a tzw. ciektg katodg 6, bedgcg wprowadzang do uktadu zawiesing komoérek
bakteryjnych X. campestris pv. campestris LMG 582, po przytozeniu do elektrod napiecia zasilajgcego
~1100V, wytwarzanego w wyniku pracy generatora wysokiego napiecia 7. Elektrody umieszcza sie
w odlegto$ci 5 mm wzgledem siebie. Warto$¢ natezenia pragdu w uktadzie wynosi 50 mA, co jest zwig-
zane z zastosowaniem opornika balastowego o odpowiedniej rezystancji. Uktad reakcyjno-wytadowczy
stanowi komora szklana 8, z czterema otworami rewizyjnymi, ktére umozliwiajg odpowiednio:

a) doprowadzenie zawiesiny komoérek bakteryjnych do ukfadu 6 za pomocg rurki kwarco-
wej 2, umieszczonej wewnatrz rurki grafitowej 3 i zamocowanie tych rurek;

b) zamocowanie elektrody wolframowej 5 wspétosiowo w stosunku do przeptywajgcej ciektej ka-
tody 6;

c) doprowadzenie wysokiego napiecia 7 do elektrod;

d) odprowadzenie zawiesiny komérek bakteryjnych poddanych dziataniu wytadowania
z uktadu 9, poprzez otwor ze szlifem 10 z dotgczonym wezykiem odptywowym 11.

Po przejsciu zawiesiny komérek X. campestris pv. campestris LMG 582 przez uktad reakcyjno-
wytadowczy, zbiera sie jg do jatowych probéwek np. o objetos$ci 15 cm3. Nastepnie wykonuije sie seryjne
rozcienczenia zawiesiny w jatowej soli fizjologicznej do 106 i wysiewa po 100 ul ze wszystkich uzyska-
nych rozcienczen na ptytki z podtozem TSA. Ponadto wykonuje sie seryjne rozcienczenia do 10 w ja-
towej soli fizjologicznej zawiesiny bakterii X. campestris pv. campestris LMG 582 0 ODsoo ~ 0.1 z ktérej
pobrano wprowadzane do uktadu 10 cm3. Wysiewa sie po 100 pl z kazdego z uzyskanych rozcienczen
na plytki z podtozem TSA celem okreslenia liczby jednostek tworzacych kolonie na cm?3 (jtk/cm3). Phytki
z podtozem TSA inkubuje sie w temp. 28°C przez 48 godzin. Nastepnie zlicza sie kolonie bakteryjne,
ktore wyrosty na ptytkach agarowych i wylicza liczbe jtk/cm3 w zawiesinie bakterii X. campestris pv.
campestris LMG 582 przed i po ekspozycji zawiesiny na dziatanie wytadowania jarzeniowego. Efektyw-
no$¢ eradykacji X. campestris pv. campestris LMG 582 okresla sie w postaci procentu redukciji liczby
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jtk/em3 w zawiesinie bakteryjnej po przejsciu przez opisywany uktad reakcyjno-wytadowczy. Przedsta-
wione doswiadczenie wykonano w trzech niezaleznych powtérzeniach.

Efektywnos¢ procesu eradykacji: w Tabeli 4 zebrano wyniki dla trzech niezaleznych powtérzen
procesu eradykacji bakterii fitopatogennych X. campestris pv. campestris LMG 582 z uzyciem wytado-
wania jarzeniowego typu dc-APGD. Podano gesto$é zawiesiny X. campestris pv. campestris LMG 582
w jtk/cm?3 przed jej wprowadzeniem do uktadu reakcyjno-wytadowczego, po przej$ciu przez opisany
w niniejszym zgtoszeniu patentowym uktad reakcyjno-wytadowczy, jak i procent redukcji liczby zywych
komorek X. campestris pv. campestris LMG 582 uzyskany, wedtug wynalazku, poprzez przeprowadze-
nie proponowanego sposobu eradykaciji fitopatogendw.

Tabela 4. Wplyw dziatania zastosowanego wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD na zawiesine X. cam-
pestris pv. campestris LMG 582.

Ggstos¢ zawicsiny
X. campestris pv.
campestris LMG 582

przed dzialaniem

Ggstos¢ zawiesiny
X. campestris pv.
campestris LMG 582

po dzialaniu

Redukcja liczby
jtk/em’
X campestris pv.

campestris LMG

wyladowama wytadowania 582 typu dc-
jarzeniowego typu dc- jarzeniowego typu APGD
APGD [jtk/cm?] de-APGD [jtk/cm?] [%]
Powtdrzenie 1 2,87 x 107 0 100,00
Powtorzenic 2 2,98 x 107 0 100,00
Powtdrzenie 3 3,17 x 107 0 100,00

Wykaz oznaczen na rysunku:
1 — pompa perystaltyczna
2 — rurka kwarcowa
3 — rurka grafitowa
4 — wyfadowanie jarzeniowe typu dc-APGD
5 — elektroda wolframowa
6 — zawiesina bakteryjnych fitopatogenow
7 — generator wysokiego napiecia
8 — szklana komora wytadowcza
9 — produkt: oczyszczona mieszanina reakcyjna za pomocg wytadowania jarzeniowego typu
dc-APGD
10 — otwér odprowadzajgcy z odpowiednio dopasowanym szlifem
11 — przewdd wyprowadzajacy
12 — przewéd wprowadzajgcy

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw z zastosowaniem statoprgdowego wytadowa-
nia jarzeniowego dc-APGD, znamienny tym, ze zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw wpro-
wadza sie do uktadu reakcyjno-wytadowczego, do szklanej komory wytadowczej (8) w ktorej
w przestrzeni pomiedzy anodg, bedacgy statg elektrodg wolframowg (5), a przeptywajgca ciekig
katodg (6), bedagcg wprowadzang do ukfadu zawiesing bakteryjnych fitopatogendéw, bezpo-
Srednio w atmosferze otaczajgcego powietrza generuje sie i utrzymuje stabilne wytadowanie
jarzeniowe typu dc-APGD (4) co powoduje efektywng inaktywacje bakteryjnych fitopatoge-
néw.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces eradykacji prowadzi sie w stosunku do
bakteryjnych fitopatogendéw z gatunkdéw: Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum, Pec-
tobacterium carotovorum subsp. carotovorum, X. campestris pv. Campestris.
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Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw (6) wpro-
wadza sie do ukfadu reakcyjno-wytadowczego, do szklanej komory wytadowczej (8), z szyb-
koscig od 1 do 6 cm3/min.

Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw (6) wpro-
wadza sie do uktadu reakcyjno-wytadowczego, do szklanej komory wytadowczej (8), z szyb-
koscig 3,5 cm3/min.

Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze zawiesine bakteryjnych fitopatogenéw (6) wpro-
wadza sie do uktadu reakcyjno-wytadowczego, do szklanej komory wytadowczej (8), w tem-
peraturze pokojowe;j.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces eradykacji prowadzi sie stosujgc prad
wyfadowania o natezeniu 20-60 mA.

Sposo6b wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze proces eradykacji prowadzi sie stosujac prad
wyfadowania o natezeniu 50 mA.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces eradykacji prowadzi sie dostarczajgc do
uktadu napiecie od 100-2000 V.

Sposo6b wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze proces eradykacji prowadzi sie dostarczajgc do
uktadu napiecie 1100 V.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w procesie eradykacji temperatura kinetyczna
fazy gazowej wytadowania jarzeniowego dc-APGD utrzymuje sie na poziomie od 2000 do
3000 K.
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Rysunek

Szczegot A

11




