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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw zwigzany z zasto-
sowaniem wodnych roztwordw soli nieorganicznych aktywowanych za pomocg statoprgdowego wyta-
dowania jarzeniowego generowanego pod ciSnieniem atmosferycznym (ang. direct current atmosphe-
ric pressure glow discharge, dc-APGD) w kontakcie z przeptywajgca ciektg katodg (ang. flowing liquid
cathode, FLC) w cigglym uktadzie przeptywowym.

W publikacji autorstwa M. J. Traylor, M. J. Pavlovich, S. Karim, P. Hait, Y. Sakiyama, D. S. Clark
i D. B. Graves pt.: “Long-term antibacterial efficacy of air plasma-activated water’ (J. Phys. D. Appl.
Phys. 2011, 44(47), 472001) opisano sposdb unieczynnienia komérek bakteryjnych oportunistycznego
patogena cztowieka oraz modelowego mikroorganizmu z gatunku Escherichia coli z zastosowaniem
roztworu wody post-plazmowej (ang. plasma-activated water, PAW) aktywowanego za pomocg wyfa-
dowan barierowych (ang. dielectric barier discharge, DBD), generowanych w atmosferze powietrza
w stacjonarnym uktadzie reakcyjno-wytadowczym. W wytworzonym roztworze PAW zostaty zidenty-
fikowane i ilosciowo oznaczone wybrane zwigzki zaklasyfikowane do reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS) oraz azotu (ang. reactive nitrogen species, RNS), tj. nadtlenek
wodoru (H203), azotany(V) (NO3) oraz azotany(lll) (NO2). We wstepnym etapie badan otrzymany
roztwoér PAW wykazywat znaczgce wtasciwosci antybakteryjne, tj. do 5 logarytmoéw redukcji w liczbie
zywych komorek bakteryjnych. Niestety, po uptywie 7 dni od wytworzenia roztworu PAW, jego wiasci-
wosci eradykacyjne spadty do zera. To dyskwalifikowato uzycie zaproponowanego roztworu PAW jako
dtugoterminowego i skutecznego sposobu unieczynnienia drobnoustrojéw chorobotwérczych. Ponad-
to, niewielka objetosé traktowanego za pomocg DBD roztworu wody destylowanej, tj. 10 cm?, $wiad-
czyta o niskiej efektywnosci procesu wytwarzania roztworu PAW. Preparaty dezynfekcyjne, przezna-
czone do zastosowania w skali przemystowej, powinny charakteryzowaé sie stabilno$cig wiasciwosci
antybakteryjnych w czasie tak, aby stanowity produkt atrakcyjny dla rynku polskiego i miedzynarodo-
wego, a tego warunku nie spetniat roztwor PAW zaproponowany przez Traylora i in. (2011).

W publikacji autorstwa G. Kamgang-Youbi, J. M. Herry, T. Meylheuc, J. L. Brisset, M. N. Bellon-
-Fontaine, A. Doubla i M. Naitali pt.: “Microbial inactivation using plasma-activated water obtained by
gliding electric discharges” (Lett. Appl. Microbiol. 2009, 48(1), 13-18) przedstawiono spos6b unie-
czynnienia mikroorganizmoéw (bakterie chorobotwoércze wzgledem cztowieka oraz drozdze piwowar-
skie) z zastosowaniem roztworu PAW aktywowanego za pomocg wytadowan tuku $lizgajgcego sie
(ang. gliding arc discharges, GAD). Wytadowania typu GAD byly generowane w stacjonarnym ukfa-
dzie reakcyjno-wytadowczym w atmosferze wilgotnego powietrza. Po 30 min inkubacji analizowanych
drobnoustrojéw w roztworze PAW osiggnieto nastepujgca redukcje w liczbie zywych planktonicznych
komoérek (skala logarytmiczna): Staphylococcus epidermidis: 6,68+0,7, Leuconostoc mesenteroides:
7,87+0,12, Hafnia alvei: 7,920,13 oraz Saccharomyces cerevisiae: 6,68+0,07. Ponadto, okreslono
skuteczno$¢ unieczynnienia ww. drobnoustrojéw poddanych adhezji do powierzchni statych wykona-
nych ze stali nierdzewnej AlISI 304 oraz wysokiej gestosci polietylenu. 30-minutowa ekspozycja zawie-
siny mikroorganizméw na dziatanie roztworu PAW skutkowata ich eradykacjg w liczbie jednostek two-
rzacych kolonie w przedziale od 3,07+0,44 do 6,09+0,69 logarytmu. Niestety, Kamgang-Youbi i in.
(2009) nie wyjasnili podstaw fizykochemicznych antybakteryjnego dziatania opracowanego przez nich
roztworu PAW. Oprécz tego, niewielka objeto$¢ traktowanego za pomocg wytadowan typu GAD roz-
tworu wody destylowane;j, tj. 20 cm3, $wiadczyta o niskiej efektywno$ci procesu wytwarzania roztworu
PAW. Co wiecej, badacze nie okreslili stabilnosSci w czasie wiasnoséci przeciwdrobnoustrojowych uzy-
skanego roztworu PAW.

W publikacji autorstwa Y. Xua, Y. Tian, R. Ma, Q. Liu i J. Zhang pt.: “Effect of plasma activated
water on the postharvest quality of button mushrooms, Agaricus bisporus” (Food Chem. 2016, 197,
436-444) zanalizowano wplyw roztworu PAW (aktywowanego z uzyciem DBD generowanych w at-
mosferze Ar/O2 w dzecie plazmowym) na kondycje mtodych pieczarek, ktére nastepnie przechowywa-
no przez okres 7 dni w temperaturze 20°C. Zastosowanie roztworu PAW skutkowato redukcjg w licz-
bie zywych komoérek bakteryjnych oraz grzybowych o odpowiednio 1,5 i 0,5 logarytmu. Poddano row-
niez ocenie zmiane wtasciwosci fizykochemicznych jak i biologicznych A. bisporus wzgledem grup
kontrolnych pod wptywem dziatania roztworu PAW. Na podstawie analizy wtasno$ci mechanicznych
(twardosci), wspoétczynnika respiracji oraz przewodnos$ci elektrycznej stwierdzono, ze traktowanie
pieczarek za pomocg roztworu PAW moze opo6zniaé miekniecie tkanki grzybowej, obserwowane
w trakcie ich przechowywania. Jezeli chodzi o barwe, pH czy wiasciwosci antyoksydacyjne traktowa-
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nych za pomocg roztworu PAW grzybow, nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy grupg badawczg
w poréwnaniu do grapy kontrolnej. Na tej podstawie Xua i in. (2016) zasugerowali, ze zastosowanie
wytworzonego roztworu PAW moze stanowi¢ skuteczng metode wydiuzenia terminu przydatnosci
do spozycia grzybéw podstawkowych.

Z polskiego zgtoszenia patentowego nr P424021 (A1) znane jest urzadzenie do przeprowadza-
nia plazmowe] aktywacji materiatéw ptynnych, zwtaszcza do zastosowan medycznych, biologicznych
i rolniczych. Urzadzenie to sktada sie z generatora wytadowan typu GAD, zaworu elektromagnetycz-
nego i blokady elektromagnetycznej ztozonej z obudowy z otworem wylotowym gazu oraz frontowych
drzwiczek. Cechami charakterystycznymi urzadzenia jest blokada elektromagnetyczna, zamykajgca
otwér manipulacyjny, obudowa w ktérej znajduje sie zamocowany stolik wykonujgcy ruch posuwisto-
-zwrotny, na ktérym umieszczony jest otwarty ruchomy zbiornik aktywowanego ptynu, natomiast
w gornej czeSci obudowy zamocowany jest w ostonie generator wytadowan typu GAD, wyposazony
w elektrody. Generator plazmy jest potgczony przewodem rurowym z uktadem przygotowania gazu
procesowego, na ktérym znajduje sie zawor elektromagnetyczny natomiast elektrody generatora wy-
tadowan typu GAD sg potgczone przewodami z uktadem zasilania pragdem zmiennym o regulowanej
czestotliwosci i napieciu zasilajgcym posiadajgcym wigcznik potgczony przewodami z blokadg elek-
tromagnetyczng oraz z zaworem elektromagnetycznym.

Pomimo tego, ze liczni badacze zasugerowali mozliwo$¢ zastosowania roztworéw PAW do de-
zynfekcji sprzetu medycznego, sprzetu wojskowego, powierzchni gtadkich czy chodéby uzebienia,
zgodnie z naszg najlepszg wiedzg do chwili obecnej nie zaproponowano zastosowania wodnych roz-
tworéw soli nieorganicznych, aktywowanych za pomocg wytadowania typu dc-APGD generowanego
w kontakcie z FLC w ciggtym uktadzie przeptywowym, przeciwko bakteryjnym fitopatogenom. Ponad-
to, nie zostaty dotychczas opisane w literaturze wtasciwosci antybakteryjnych wodnych roztworéw soli
nieorganicznych, aktywowanych za pomocg wytadowania typu dc-APGD generowanego w kontakcie
z FLC w ciagglym ukfadzie przeptywowym, wzgledem bakteryjnych fitopatogenow.

Istota sposobu eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw, wedtug wynalazku polega na tym, ze
do inaktywacji bakteryjnych fitopatogenéw stosuje sie wodne roztwory soli nieorganicznych, aktywo-
wane za pomocg wyfadowania jarzeniowego typu dc-APGD generowanego w kontakcie z FLC w cig-
gtym uktadzie przeptywowym.

Korzystnie stosuje sie wodne roztwory soli nieorganicznych zawierajgce jony: Mg?*, K*, NH4",
S04%, NO*, Na*, CI.

Najkorzystniej stosuje sie: 0,4% (v/v) nawdz zawierajgcy jony POs>, SO4%, K*, Mg?* oraz mikro-
elementy B, Cu, Fe, Mn, Zn; 0,1% (m/v) Fe2(S04)3, 0,1% (m/v) KsPO4, 0,1% (m/v) MgSO4, 0,1% (m/v)
KNOs, 0,1% (m/v) NaCl oraz 0,1% (m/v) NH4NO:s.

Korzystnie wytadowanie typu dc-APGD generowane jest pomiedzy statg metaliczng anodg
umieszczong w odlegtosci od 2,0 do 10,00 mm, najkorzystniej 5 mm wzgledem FLC, przy czym wyla-
dowanie typu dc-APGD jest inicjowane w wyniku przytozenia do elektrod napiecia w zakresie od
800 do 2000 V, najkorzystniej 1100 V, oraz natezenia pradu w zakresie od 30 do 60 mA, najkorzyst-
niej 45 mA.

Korzystnie wodne roztwory soli nieorganicznych wprowadza sie do uktadu przeptywowego
z szybkoscig przeptywu w zakresie od 3,0 do 5,0 cm¥min, najkorzystniej 3,0 cm3/min.

Korzystnie wodne roztwory soli nieorganicznych wprowadza sie do ukfadu w temperaturze po-
kojowej.

Korzystnie temperatura kinetyczna fazy gazowej wytadowania miesci sie w zakresie od 2000
do 3000 K.

Korzystnie sposdb eradykacji prowadzi sie w czasie od 1 do 60 s, najkorzystniej 30 s.

Korzystnie sposob eradykacji prowadzi sie wobec bakteryjnych fitopatogenéw roslin, w szcze-
goInosci z rodzaju Pectobacterium lub z rodzaju Dickeya.

Wiasciwosci antybakteryjne wytworzonych roztworéw postplazmowych Scisle zalezg od para-
metréw generowania wytadowania typu dc-APGD (ij. od natezenia pragdu wytadowania, napiecia pradu
wytadowania, szybkosci przeptywu wprowadzanych wodnych roztworéw soli nieorganicznych do cig-
gtego ukfadu przeptywowego, polaryzacji elektrod w ciaglym uktadzie przeptywowym, odlegtosci po-
miedzy elektrodami, temperatury kinetycznej fazy gazowej wytadowania, czasu aktywacji wodnych
roztworéw soli nieorganicznych z uzyciem wytadowania typu dc-APGD, atmosfery wytadowania), jak
réwniez od rodzaju i parametrow fizykochemicznych przygotowanych wodnych roztworéw soli nieor-
ganicznych (tj. od ich stezenia, ich temperatury oraz ich sktadu chemicznego).
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Przedmiot wynalazku jest przedstawiony w przyktadach jego realizacji nie ograniczajgc jego za-
kresu oraz na rysunkach obrazujgcych co nastepuje:

— w fig. 1 przedstawiono wykres skutecznosci zastosowania post-plazmowych wodnych roztwo-
row 0,1% NH4NOs, uzyskiwanych przy ré6znych parametrach pracy ciggtego uktadu przeptywowego
z FLC, wzgledem zahamowania wzrostu D. solani IFB0099,

— w fig. 2 przedstawiono wykres potwierdzajacy mozliwosci zastosowania wodnych roztworéw
soli nieorganicznych aktywowanych za pomocg wytadowania typu dc-APGD, generowanego w cig-
gtym uktadzie przeptywowym w kontakcie z FLC, w ograniczeniu intensywnosci objawoéw chorobo-
wych wywotywanych przez P. parmentieri IFB5308 na plastrach ziemniaka.

Przyktad 1

Sposo6b unieczynnienia bakterii fitopatogennych z gatunku Dickeya solani (szczep IFB0099)
z zastosowaniem 0,1% wodnych roztworéw NHsNO3, aktywowanych przy uzyciu wytadowania typu
dc-APGD generowanego w kontakcie z FLC, przy zréznicowanych szybkosciach wprowadzania roz-
tworéw do ciggtego uktadu przeptywowego (w zakresie od 3,0 do 5,0 cm®min) oraz réznych warto-
Sciach natezenia pradu wytadowania (w zakresie od 30 do 60 mA).

W kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm® umieszcza sie 0,1 g NHsNOs3 i uzupetnia do kreski
wodg redestylowang. Nastepnie, miesza sie do catkowitego rozpuszczenia substanciji statej. Tak spo-
rzadzony 0,1% (m/v) wodny roztwoér NHsNOs wprowadza sie do ciggtego ukfadu przeptywowe-
go za pomocg czterokanatowej pompy perystaltycznej z najkorzystniejszg szybkoscig przeptywu
3,00 cm®min, poprzez kwarcowo-grafitowg kapilare (ID = 2,0 mm). W wyniku przytozenia do elektrod
wysokiego napiecia pradu statego o najkorzystniejszej wartosci 1100 V, w 5,0 mm przerwie pomiedzy
statg metaliczng anodg (elektroda wolframowa, ID = 4,0 mm), a wprowadzanym 0,1% (m/v) wodnym
roztworem NHsNOs3, petnigcym funkcje FLC, jest generowane wytadowanie typu dc-APGD. Aby za-
pewni¢ najkorzystniejszg, statg warto$¢ natezenia pradu, tj. 45 mA, nalezy zastosowac rezystor bala-
stowy o0 opornoéci 10 kQ. Czas oddziatywania wytadowania typu dc-APGD z wprowadzanym do cia-
gtego uktadu przeptywowego o 0,1% (m/v) wodnym roztworem NH4NOs wynosi 30 s. Aktywowany
za pomocg wytadowania typu dc-APGD wodny roztwor NHsNOz nalezy zebra¢ do szklanych fiolek
i pozostawié do dalszych analiz w celu okreslenia jego potencjatu eradykacyjnego wzgledem bakteryj-
nych fitopatogenow.

Antybakteryjng efektywno$é uzyskanych 0,1% (m/v) wodnych post-plazmowych roztworéw
NH4NOs3 analizuje sie wzgledem zawiesin bakteryjnych, ktére nalezy przygotowaé w nastepujgcy spo-
séb: szczep D. solani IFB0099, przechowywany w temperaturze -80°C, nalezy wysia¢ na plytke
z podtozem TSA. Po 24 h inkubacji w temperaturze 28°C nalezy wykorzysta¢ pojedynczg kolonie bak-
teryjng pobrang z podtoza TSA do zaszczepienia podtoza ptynnego TSB. Po 24 h inkubacji w tempe-
raturze 28°C zawiesine nalezy odwirowaé (6000 rpm, 10 min), aby usungé resztki pozywki, a nastep-
nie 2-krotnie przeptuka¢ komorki bakteryjne 0,85% wodnym roztworem NaCl. Komorki bakteryjne
nalezy zawiesi¢ w 0,85% wodnym roztworze NaCl, doprowadzajgc gesto$¢ optyczng zawiesiny
do 0,5 McF. 10 pl tak przygotowanej zawiesiny nalezy wykorzysta¢ do zaszczepienia 90 pl pozywki
TSB suplementowanej 100 pl 0,1% (m/v) wodnego post-plazmowego roztworu NHisNOs w ptytce
96-dotkowej. Po inokulacji nalezy zmierzyé warto$é absorbancji zaszczepionych hodowli (A = 600 nm).
Uzyskang warto$¢ nalezy odjaé od wartosci absorbancji zmierzonej po 24 h inkubacji zawiesin w ptyt-
kach 96-dotkowych w temperaturze 28°C. Nalezy takze uwzgledni¢ niezbedne kontrole negatywne,
tj. 1: pozywka TSB zawierajgca okre$long wode post-plazmowa, 2: pozywka TSB zawierajgca dodatek
0,1% NH4NOs3 poddana inokulacji zawiesing bakteryjng, 3: pozywka TSB, 4: pozywka TSB z dodat-
kiem 0,85% NaCl oraz kontrole pozytywne, tj. 1: pozywka TSB inokulowana bakteriami. Przedstawio-
ng procedure nalezy powtérzyé po przechowywaniu uzyskanych roztworéw post-plazmowych przez
okres 5 miesiecy w temperaturze 4°C.

Efektywno$¢ procesu unieczynnienia: Na figurze 1 przedstawiono wyniki testu zahamowania
wzrostu bakterii fitopatogennych D. solani IFB0099 z uzyciem 0,1% (m/v) wodnego post-plazmowego
roztworu NHsNOs.

Przedstawiono $rednie + btad standardowy z wartosci delta ODsoo po 24 h inkubacji w 28°C.
Roztwory, ktére petnity role FLC sg zaznaczone kolorem jasno-szarym, podczas gdy roztwory, ktére
petnity funkcje ptynnej przeptywajacej ciektej anody (FLA) reprezentowane sg kolorem ciemno-szarym.
Préby kontrolne zaznaczono na biato. Zastosowano ponizsze parametry syntezy wodnych roztwordw
post-plazmowych: szybko$¢ przeptywu 3,0 cm®/min — proby nr 1, 7; szybko$¢ przeptywu 4,0 cm3/min
— proby nr 2, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12; szybko$¢ przeptywu 5,0 cm®/min — proby nr 3, 9; natezenie pradu
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wytadowania 30 mA — préby nr 4, 10; natezenie pradu wytadowania 45 mA — préby nr 1, 2, 3, 5, 7, 8,
9, 11; natezenie prgdu wytadowania 60 mA — préby nr6, 12.

Test przeprowadzono w dwéch niezaleznych powtérzeniach. Podano réznice w absorbancji ho-
dowli bakteryjnej (AODsoo) mierzong po 24 h inkubaciji przy dtugoéci fali 600 nm w poréwnaniu do war-
toSci poczatkowej, a uzyskang wedtug wynalazku, poprzez zastosowanie proponowanego sposobu
eradykaciji bakteryjnych fitopatogenéw. Otrzymane wodne post-plazmowe roztwory, zgodnie z wyna-
lazkiem, wykazujg niezmienng aktywno$¢ antybakteryjng po 5 miesigcach przechowywania w warun-
kach chtodniczych.

Przyktad 2

Sposo6b unieczynnienia bakterii fitopatogennych z gatunkéw: Dickeya solani (na przyktadzie
szczepu IFB0099), Pectobacterium parmentieri (na przyktadzie szczepu IFB5308) oraz Pectobacte-
rium atrosepticum (na przyktadzie szczepu IFB5103), z zastosowaniem wodnych roztworéw 0,4% (v/v)
Azofoska 0,1% (m/v) Fe2(SOu4)3, 0,1% (M/v) KsPO4, 0,1% (m/v) MgSO4, 0,1% (m/iv) KNOs3, 0,1% (m/v)
NaCl oraz 0,1% (m/v) NH4sNO3, aktywowanych za pomoca wytadowania typu dc-APGD generowanego
w kontakcie z FLC w ciggtym ukfadzie przeptywowym. Wodne roztwory post-plazmowe soli nieorga-
nicznych uzyskuje sie, zachowujgc nastepujgce parametry generowania wytadowania typu dc-APGD,
tj. szybko$¢ wprowadzania roztworu do ciggtego uktadu przeptywowego: 3,0 cm¥min, natezenie pra-
du: 45 mA, odlegto$é miedzy elektrodami: 5,0 mm, polaryzacja elektrod w ciggtym uktadzie przepty-
wowym: stata elektroda metaliczna petni funkcje anody, natomiast roztwér wprowadzany do ciggtego
uktadu przeptywowego petni funkcje FLC, temperatura kinetyczna fazy gazowej wytadowania: 2000 K,
czas aktywacji wodnych roztworéw soli nieorganicznych przy uzyciu wytadowania typu dc-APGD:
30 s, atmosfera wytadowania: powietrze atmosferyczne.

W kolbie miarowej o pojemnoséci 100 cm® umieszcza sie: 0,4 cm? roztworu Azofoska i uzupetnia
do kreski wodg redestylowang. Nastepnie, miesza sie do catkowitego rozpuszczenia substancji state;.
Tak sporzgdzony wodny roztwér 0,4% (v/v) Azofoska wprowadza sie do uktadu ciggtego uktadu prze-
plywowego za pomocg czterokanatowej pompy perystaltycznej z szybkoscig przeptywu 3,0 cm®min,
poprzez kwarcowo-grafitowg kapilare (ID = 2,0 mm). W wyniku przytozenia do elektrod napiecia pradu
statego w zakresie 1100 V, w 5,0 mm przerwie pomiedzy statg metaliczng anodg (elektroda wolfra-
mowa, ID = 4,0 mm), a wprowadzanym wodnym roztworem 0,4% (v/v) Azofoska petnigcym funkcje
FLC, jest generowane wytadowanie typu dc-APGD.

Aby zapewni¢ statg warto$¢ natezenia pradu, tj. 45 mA, nalezy zastosowac rezystor balastowy
0 opornosci 10 kQ). Czas oddziatywania wytadowania typu dc-APGD z wprowadzanym do ciggtego
uktadu przeptywowego wodnym roztworem, petnigcym funkcje FLC, 0,4% (v/v) Azofoska wynosi 30 s.
Aktywowane za pomocg wytadowania typu dc-APGD wodne roztwory nalezy zebraé do szklanych
fiolek i pozostawi¢ do dalszych analiz w celu okre$lenia ich potencjatu eradykacyjnego wzgledem bak-
teryjnych fitopatogenow.

W ten sam analogiczny sposéb otrzymano aktywowane roztwory postplazmowe z uzyciem 0,1 g
NH4NOs3; 0,1 g Fe2(SO4)3; 0,1 g KsPO4; 0,1 g MgSOy4; 0,1 g KNO3; 0,1 g NaCl; 0,1 g NH4NOs.

Antybakteryjng efektywno$¢ uzyskanych w ten sposoéb roztwordéw post-plazmowych testowano
na zawiesinach bakteryjnych Dickeya solani (na przykfadzie szczepu IFB0099), Pectobacterium par-
mentieri (na przyktadzie szczepu IFB5308) oraz Pectobacterium atrosepticum (na przyktadzie szczepu
IFB5103). Zawiesiny przygotowano w nastepujacy sposob: kazdy z testowanych szczepdw bakteryj-
nych nalezy przechowywaé w temperaturze -80°C, a nastepnie nalezy wysiaé na ptytke z podtozem
TSA. Po 24 h inkubacji w temperaturze 28°C nalezy wykorzystaé pojedynczg kolonie bakteryjng po-
brang z podtoza TSA do zaszczepienia podtoza ptynnego TSB. Po 24 h inkubacji w temperaturze
28°C, zawiesine bakteryjng nalezy odwirowaé (6000 rpm, 10 min) by usung¢ resztki pozywki, a na-
stepnie 2-krotnie przeptukaé 0,85% wodnym roztworem NaCl. Komoérki bakteryjne nalezy zawiesic¢
w 0,85% wodnym roztworze NaCl, dostosowujac gestosé optyczng zawiesiny do 0,5 McF. 10 pl tak
przygotowanej zawiesiny nalezy wykorzysta¢ do zaszczepienia 90 pl pozywki TSB suplementowanej
100 nl testowanego roztworu post-plazmowego w pltytce 96-dotkowej. Po inokulacji nalezy zmierzy¢
warto$¢ absorbanciji zaszczepionych hodowli OD (L = 600 nm), ktérg nalezy poréwnaé do wartosci
absorbancji uzyskanej po 24 h inkubacji ptytek 96-dotkowych w temperaturze 28°C. Uzyskane wyniki
przedstawiono w formie analizy jakosciowej dla 3 powtérzen eksperymentu. Nalezy takze uwzglednié
kontrole negatywne, tj. 1: pozywka TSB zawierajgca okre$long wode post-plazmowa, 2: pozywka TSB
zawierajgca 0,4% (v/v) wodnego roztworu Azofoska lub 0,1% wodnego roztworu (m/v) Fe2(SOa4)s3 lub
0,1% (m/v) wodnego roztworu KsPO4 lub 0,1% wodnego roztworu (m/v) MgSOu lub 0,1% (m/v) wod-
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nego roztworu KNOs3 lub 0,1% (m/v) wodnego roztworu NaCl lub 0,1% (m/v) wodnego roztworu
NHsNOs3 poddana inokulacji zawiesing bakteryjng, 3. pozywka TSB, 4. pozywka TSB z dodatkiem
0,85% NaCl oraz kontrole pozytywne, tj. 1: pozywka TSB inokulowana bakteriami Dickeya solani
IFB0099, 2: pozywka TSB inokulowana bakteriami Pectobacterium parmentieri 1FB5308, 3: pozywka
TSB inokulowana bakteriami Pectobacterium atrosepticum IFB5103.

Efektywno$¢ procesu unieczynnienia: W Tabeli 1 przedstawiono wyniki testu zahamowania
wzrostu bakterii fitopatogennych z gatunkéw Dickeya solani (na przyktadzie szczepu IFB0099), Pec-
tobacterium parmentieri (na przyktadzie szczepu |FB5308) oraz Pectobacterium atrosepticum
(na przykfadzie szczepu IFB5103) z uzyciem wodnych roztworéw 0,4% (v/v) Azofoska; 0,1% (m/v)
Fe2(S04)3; 0,1% (m/iv) K3sPOgs; 0,1% (m/v) MgSOs4; 0,1% (m/v) KNOs; 0,1% (m/v) NaCl; 0,1% (m/v)
NH4NO3 aktywowanych za pomocg dc-APGD generowanego w ciggtym ukfadzie przeptywowym kon-
takcie z FLC.

Tab. 1

AASEL L
S0% - - - - - _ - - -
0,4% 25% - - - - - - + + +
Azofoska 10% - - + + + + + + +
50% + + + + + + + + +
0,1% 25% + + + + + + + + +
Fe(SO04); 10% + + + + + + + + +
S0% + + + + + + + + +
0,1% 25% + + + + + + + + +
K53PO4 10% + + + + + + + + +
S0% - - - - - - . _ N
0,1% 25% - - - - - - + + +
MegSO. 10% + + + + + + + + +
50% - - - - - - _ _ _
25% - - - - - - + + +
0,1% KNO3; 10% + + + + + + + + +
50% - - - - - - - T -
25% + + -+ - - - + + +
0,1% NaCl 10% + + + + + + + + +
50% - - - - - - - _ _
0,1% 25% - - - - - - - + +
NHiNOs 10% + + + - - - + + +

Przedstawiono zahamowanie wzrostu bakterii w odniesieniu do réznicy w absorbancji hodowli
mierzonej po 24 h inkubacji hodowli w temperaturze 28°C (L = 600 nm) w poréwnaniu do wartosci
absorbancji przed inkubacjg, uzyskanych poprzez zastosowanie opracowanego sposobu eradykacji
bakteryjnych fitopatogenéw. Roztwory wéd post-plazmowych zawierajgcych wodne roztwory 0,4% (v/v)
Azofoska, 0,1% (m/v) MgSOs, 0,1% (m/v) KNOs3, 0,1% (m/v) NaCl, 0,1% (m/v) NHsNOs3, wykazujg
wiasciwosci antybakteryjne wzgledem patogendéw roslin, w tym wedtug wynalazku, 25% stezenie jest
wystarczajgce by dezaktywowaé drobnoustroje z rodzaju Pectobacterium, podczas gdy stezenie 50%
tych soli jest niezbedne do eradykacji drobnoustrojéw z rodzaju Dickeya. \Wyjatek stanowi roztwér
post-plazmowy zawierajgcy 0,1% (m/v) NaCl wzgledem P. parmentieri IFB5308.

Przyktad 3

Spos6b unieczynnienia bakterii fitopatogennych z gatunku Pectobacterium parmentieri (na
przyktadzie szczepu IFB5308), z zastosowaniem wodnych roztworéw 0,4% (v/v) Azofoska, 0,1% (m/v)
Fe2(S04)3 0,1% (Mm/v) KsPO4, 0,1% (m/v) MgSO4, 0,1% (m/v) KNO3, 0,1% (m/v) NaCl oraz 0,1% (m/v)
NH4NO3, aktywowanych przy uzyciu wytadowania typu dc-APGD generowanego w kontakcie z FLC
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w ciggtym uktadzie przeptywowym. Wodne roztwory post-plazmowe soli nieorganicznych uzyskano
zachowujgc nastepujgce parametry generowania wytadowania typu dc-APGD, tj. szybko$¢ wprowa-
dzania roztworu do ciggtego ukfadu przeptywowego: 3,0 cm¥min, natezenie pradu: 45 mA, odlegto$é
miedzy elektrodami: 5,0 mm, polaryzacja elektrod w ciggtym ukfadzie przeptywowym: stata elektroda
metaliczna petni funkcje anody, natomiast roztw6r wprowadzany do uktadu petni funkcje katody, tem-
peratura kinetyczna fazy gazowej wytadowania: 2000 K, czas aktywacji wodnych roztworéw soli
nieorganicznych przy uzyciu wytadowania typu dc-APGD: 30 s, atmosfera wytadowania: powietrze
atmosferyczne.

Aby zapewni¢ statg warto$¢ natezenia pradu, tj. 45 mA, nalezy zastosowac rezystor balastowy
0 opornosci 10 kQ). Czas oddziatywania wytadowania typu dc-APGD z wprowadzanym do ciggtego
uktadu przeptywowego wodnym roztworem FLC, stanowigcym 0,4% (v/v) Azofoska lub 0,1% (m/)
Fe2(S04)3 lub 0,1% (m/v) KsPO4 lub 0,1% (m/v) MgSOa4 lub 0,1% (m/v) KNOs lub 0,1% (m/v) NaCl lub
0,1% (m/v) NH4NO3 wynosi 30 s. Aktywowane za pomocg dc-APGD wodne roztwory nalezy zebraé
do szklanych fiolek i pozostawi¢ do dalszych analiz w celu okreslenia ich zdolnoSci do ograniczenia
objawdw chorobowych powodowanych przez bakteryjne fitopatogeny na przyktadzie szczepu IFB5308
z gatunku Pectobacterium parmentieri.

Zdolno$¢ wodnych roztworéw soli nieorganicznych aktywowanych za pomocg wytadowania ty-
pu dc-APGD do zmniejszenia objawdw chorobowych wywotywanych przez Pectobacterium parmentie-
ri (na przyktadzie szczepu IFB5308) testowano na plastrach ziemniaka (Solanum tuberosum L.). Za-
wiesine bakterii z gatunku Pectobacterium parmentieri (na przyktadzie szczepu IFB5308) przygotowa-
no w nastepujacy sposéb: szczep bakteryjny nalezy przechowywac¢ w temperaturze -80°C, a nastep-
nie wysia¢ na ptytke z podiozem TSA. Po 24 h inkubacji w temperaturze 28°C nalezy wykorzystac
pojedyncza kolonie bakteryjng pobrang z podtoza TSA do zaszczepienia podtoza ptynnego TSB.
Po 24 h inkubacji w temp. 28°C, zawiesine nalezy odwirowac¢ (6000 rpm, 10 min) by usungé resztki
pozywki, a nastepnie 2-krotnie przeptukaé komérki bakteryjne 0,85% wodnym roztworem NaCl. Ko-
morki bakteryjne nalezy zawiesi¢ w 0,85% wodnym roztworze NaCl dostosowujgc gesto$é optyczng
zawiesiny bakteryjnej do 0,5 McF. 30 ul tak przygotowanej zawiesiny bakteryjnej nalezy wykorzystaé
do zaszczepienia plastrow ziemniaka. Plastry ziemniaka nalezy przygotowaé w nastepujgcy sposéb:
bulwy ziemniaka odmiany Gala nalezy umy¢ pod biezgcg woda, a nastepnie inkubowac przez 10 min
w 10% wodnym roztworze podchlorynu sodu celem ich powierzchniowego wysterylizowania. Podchlo-
ryn sodu nalezy usungé z bulw ziemniaka poprzez 10 min inkubacje bulw w destylowanej wodzie.
Bulwy nalezy wysuszy¢ przez 30 min w komorze z laminarnym przeptywem powietrza, a nastepnie
pokroi¢ nozem w plastry o grubosci 1 cm. W kazdym plastrze nalezy wydrgzy¢ 2-3 otwory (kazdy
o $rednicy 0,5 cm). Plastikowe pudetka nalezy wytozyé czySciwem przemystowym na powierzchni
ktérego nalezy utozy¢ uprzednio przygotowane plastry ziemniaka. Do kazdej dziurki w plastrze ziem-
niaka nalezy wprowadzi¢ 30 pl zawiesiny 0,5 McF szczepu IFB5308 z gatunku Pectobacterium par-
mentieri, a nastepnie 30 ul analizowanego wodnego roztworu 0,4% (v/v) Azofoska lub 0,1% (m/v)
Fe2(SO04)3 lub 0,1% (m/v) KsPOgs lub 0,1% (m/v) MgSOa lub 0,1% (m/v) KNOs3 lub 0,1% (m/v) NaCl
lub 0,1% (m/v) NHsNOs3, aktywowanego za pomocg wytadowania typu dc-APGD. Na powierzchnie
czySciwa przemystowego nalezy nanie$é sterylng wode destylowang oraz natozyé pokrywke zabez-
pieczong przy pomocy parafilmu. Ma to na celu zapewnienie wysokiej wilgotnosci w trakcie trwania
eksperymentu. Pudetka zawierajace inokulowane bakteriami plastry ziemniaka nalezy inkubowac
przez 48 h w temperaturze 28°C. Po tym czasie nalezy zmierzyé Srednice powstatych plam gnilnych.
W badaniu nalezy uwzgledni¢ kontrole pozytywng (plastry ziemniaka inokulowane bakteriami bez
dodatku wodnych roztworédw soli nieorganicznych aktywowanych za pomocg wytadowania typu
dc-APGD) oraz kontrole negatywne (plastry ziemniaka inokulowane 0,85% wodnym roztworem NacCl
uzytym do przygotowania zawiesiny bakteryjnej oraz plastry ziemniaka inokulowane bakteriami i na-
stepnie traktowane wodnymi roztworami soli nieorganicznych, ktére nie byly poddane dziataniu wyta-
dowania typu dc-APGD).

Efektywno$¢ ograniczenia w natezeniu powodowanych objawdéw chorobowych: Na Figurze 2
przedstawiono wyniki 9 niezaleznych powtérzen oceny zdolnosSci bakterii Pectobacterium parmentieri
(na przyktadzie szczepu IFB5308) do maceraciji plastréw ziemniaka przy zastosowaniu wodnego roz-
tworu 0,4% (v/v) Azofoska lub 0,1% (m/v) Fe2(SO4)s lub 0,1% (m/v) KsPOa4 lub 0,1% (m/v) MgSOs4 lub
0,1% (m/v) NaCl lub 0,1% (m/v) NHsNOs3, aktywowanego za pomocg wytadowania typu dc-APGD
generowanego w kontakcie z FLC w ciggtym uktadzie przeptywowym. Przedstawiono $rednig warto$¢
ze Srednicy plamy gnilnej plus/minus btad standardowy, a uzyskang wedtug wynalazku, poprzez prze-
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prowadzenie opracowanego sposobu eradykacji fitopatogenéw. Analizy wykazaty, ze zastosowanie
wodnych roztworéw post-plazmowych zawierajgcych 0,1% (m/v) KsPOs4 lub 0,1% (m/v) MgSOas lub
0,1% (m/v) NH4NO3 skutkuje uzyskaniem statystycznie istotnej (test t z poprawka Welcha, p < 0,05)
redukcji w natezeniu wywotanych objawdéw chorobowych na plastrach ziemniaka odmiany Gala.

10.

11.

Zastrzezenia patentowe

. Sposo6b eradykacji bakteryjnych fitopatogenéw, znamienny tym, ze do inaktywacji bakteryj-

nych fitopatogenéw stosuje sie wodne roztwory soli nieorganicznych, aktywowane za pomo-
cgq wytadowania jarzeniowego typu dc-APGD generowanego w kontakcie z FLC w ciggtym
uktadzie przeptywowym.

Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje sie wodne roztwory soli nieorganicz-
nych zawierajgce jony: Mg?*, K*, NH4*, SO4>, NO*, Na*, CI-.

Spos6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosuje sie: 0,4% (v/v) nawbz zawierajgcy
jony POs*, SO4*, K*, Mg® oraz mikroelementy B, Cu, Fe, Mn, Zn; 0,1% (m/v) Fex(SOa4)s,
0,1% (m/v) KsPOs4, 0,1% (m/v) MgSOs4, 0,1% (m/v) KNO3, 0,1% (m/v) NaCl oraz 0,1% (m/v)
NH4NOs.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wytadowanie typu dc-APGD generowane jest
pomiedzy statg metaliczng anodg umieszczong w odlegtosci od 2,0 do 10,00 mm wzgledem
FLC, przy czym wytadowanie typu dc-APGD jest inicjowane w wyniku przytozenia do elektrod
napiecia w zakresie od 800 do 2000 V oraz natezenia pradu w zakresie od 30 do 60 mA.
Spos6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze wytadowanie typu dc-APGD jest inicjowane
w wyniku przytozenia do elektrod napiecia 1100 V oraz natezenia pragdu 45 mA.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wodne roztwory soli nieorganicznych wprowa-
dza sie do ukfadu przeptywowego z szybkoscig przeptywu w zakresie od 3,0 do 5,0 cm®min.
Spos6b wediug zastrz. 6, znamienny tym, ze wodne roztwory soli nieorganicznych wpro-
wadza sie do ukfadu przeptywowego z szybkoscig przeptywu 3,0 cm3/min.

Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wodne roztwory soli nieorganicznych wpro-
wadza sie do ukfadu w temperaturze pokojowe;.

Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze temperatura kinetyczna fazy gazowej wyta-
dowania miesci sie w zakresie od 2000 do 3000 K.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sposob eradykacji prowadzi sie w czasie od 1
do 60 s, najkorzystniej 30 s.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sposob eradykacji prowadzi sie wobec bakte-
ryjnych fitopatogendéw roslin, w szczegdélnoSci z rodzaju Pectobacterium lub z rodzaju
Dickeya.
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