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ABSTRAKT

PredloZzena bakatdka prace je za¥ena na studium sterilizgaiho &inku dielektrického
bariéroveho vyboje na prokaryotni mikroorganismigriBzace je dlezitou biomedicinckou i
potravin&skou technologii a plazmovéa sterilizace je jednoumetod, které vyhovuji
poZzadavkm na sterilizaci teplothsenzitivnich materiéla material citlivym na chemickeé
latky.

Pro opracovani vzotkbyl pouzit dielektricky bariérovy vyboj pracujizéd atmosférického
tlaku. Vyboj byl generovan v argonu a dusiku. Jgkokaryotni mikroorganismus byla
pouzita bakteridacillus subtilisnanesena na papinebo na PET folii. Efektivita sterilizace
byla posuzovana podle vlivu délky expozice, huspizmového vykonu a pouzitého plynu.

Vlivem pasobeni DBD na vzorky obsahujiBacillus subtilisdoSlo k vyraznému sniZzeni
poctu Zivotaschopnych mikroorganisngi Uplné sterili€. S prodluzujici se délkou expozice
klesl paet Zivotaschopnych mikroorganiémV piipact hustoty plazmového vykonu, s
rostoucim vykonem rostla efektivita sterilizace deskl ¢as nutny k inaktivaci
mikroorganisni. P¥i hustot 2,37 W@m™ bylo sterility dosaZeno po 60s, zatimcé p
1,78 Wem™ byla nutna del$i dobaipobeni. \tsi (tinnosti bylo dosaZeno pokud bylo
plazma buzeno v argonGas nutny k redukci nef#siho p&tu mikroorganism v argonu byl
10 s, zatimco v dusiku bylo za steffas dosazeno redukce pouze 50 %.

Kli ¢ova slova
Prokaryotni mikroorganismy, plazmova sterilizade|ektricky bariérovy vyboj



ABSTRACT

Presented bachelor thesis is focused on sterdizatfect of dielectric barrier discharge on
procaryotic microorganisms. Sterilization is im@mt biomedical and food-industry
application and plasma sterilization is one of tiiethod, which are suitable for sterilization
of heat and chemical sensitive materials.

Biologicaly contaminated samples were treated @lediric barrier discharge operated at
atmospheric pressure. The discharge was generat@djon and in nitrogen. Gram positive
bacteriaBacillus subtiliswas used as a bioindicator. Bacteria was spretmltba surface of
paper and PET material. Efficiency of sterilizatiwas evaluated according to exposure time,
plasma power density and process gas.

The positive effect of DBD on inactivation of micrganism was observed. The efficiency
of the plasma sterilization increases with incnegd¢reatment time. As regards plasma power
density, the higher density was used the more tffedhe sterilization was and time
necessary for inactivation of all microorganismssveaorter. Sterility was observed within
60 s while using plasma power density 2,3@MW?, when using plasma power density of
1,78 WEm® longer treatment time is neccesary. The steribratvas more effective if argon
was used as a process gas. Time necessary forosteeduction of microorganisms in argon
was 10 s, while using nitrogen the reduction wdg 68 %.

Keywords
Procaryotic microorganisms, plasma sterilizatatielectric barrier discharge
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1 Uvob

Sterilizace je proces, jimz se snazime eliminogatkiny formy Zivota tam, kde je pro nas
piitomnost mikroorganistn nezadouci. Toho Ize dosahnout fyzikalnimi nebongbleymi
metodami. Pouziti &chto konvefinich sterilizénich metod vSak s sebouimasi jisté
nevyhody, jako je toxicita pouzivaného steriéizéno média, vysoka teplotacici pouzity
material nebo Skodlivé ionizai z&eni. Témto negatium se Ize vyhnout pouZzitim plazmatu
jako steriliz&niho prostedku. Sterilizace za pouziti plazmatu s sebou mghedy jako je
kratky ¢as sterilizace, relatieémnizka teplota a absence toxickych latek.

Predmeétem této prace je studium sterikrdho &inku dielektrického bariéroveho vyboje
na prokaryotni mikroorganismy. Prokaryotni organigsou jednobu&né a netvii funkéné
a tvaro¢ diferencované tka&n Mikroorganismy dosahuji velmi malych rozm, jejich
velikost se udava wm. Vyznam mikroorganistnv prirodé je obrovsky, nebse podili na
tvorbeé a zachovani zivotniho prdésti. Jsou schopny rozkladat organicke latky, auiaci
prvky zpit do kolokZhu. Ve vodnich tocich se podili na ,safi$&ni“ vod, ¢ehoz se
pramyslow vyuZziva v cistickach odpadnich vod. dkteré mikroorganismy prodluzuji
trvanlivost potravin, coz lidstvo vyuZzivalo jiz vbdobi ged naSim letopttem. Dnes se
praimyslow ¢innost mikroorganisiin vyuziva i vyrobé fermentovanych produdkt
organickych kyselin, enzyina ve farmaceutickém famyslu @i vyrobs antibiotik. Cinnost
mikroorganisnid ma vSak i sva negativa, to se tyk&gevsim patogennich mikroorganigm
které zmisobuji nejizre¢jSi onemocdni a dale mikroorganisin které zfisobuji rozklad
potravin, textilii, papiru, &Ze ¢i dieva. Pra¥ tyto mikroorganismy jsou nezadouci a jedna
Zz moznosti, jak je eliminovat, je pouZiti plazmatérilizace.

V souwasné dob se vyzkumem sterilizamiho &inku plazmatu a jeho vyuzitim zabyva
mnoho vyzkumnych tyfn Na trhu jsou jiz dostupné kontei plazmové sterilizatory (n&p
Sterrad, Plazlyte), avSak zde se nejedfitn@ o plazmovou sterilizaci, nebaterilizace je
v tomto @gipad zaloZzena nagsobeni chemickych latek za nizkého tlaku a plazloazé
vtomto gipad spiSe k rozkladu pouzitych biocidnich lateki Plazmové sterilizaci je
mikroorganismus vystavenagobeni elektrického vyboje v plynu nebo éimplyni, které
béZzre¢ biocidni &inky nevykazuji a jsou aktivovanyupobenim elektrického vyboje a
deaktivovany bezprasdreé po vypnuti budiciho zdroje [8, 36]

Technologie plazmové sterilizace je testovana pyazii v medicig ke sterilizaci
|ékarskych nastrdj a zdravotnickych poeb, gedevsim &ch, které jsou vyrobeny z tepéin
senzitivnich materiél jako jsou nap kardiovaskularni cévky, pro Upravu biof@nkch
materiah, nag. implantati kosti, vaa a S&pa nebo pro l&bu chronickych rarti koznich
nemoci [37]. DalSi oblasti vyzkumu je sterilizaadrpvin. F. Leipold ve své praci prezentuje
vysledky sterilizace hroZn aby hem gepravy nebyly napadeny plisni Botrytis [19].

Cilem prace je seznameni se s dielektrickym barj@novybojem a principem plazmové
sterilizace a jejich vliv na sterilizaci prokary@th mikroorganism. V prvni ¢asti jsou
popsany prokaryotni organismy, jejichfazeni v systému Zivéiipody a strdny popis
jednotlivych oddleni. Dale je zde zmémo rozaleni mikroorganisma podle fyziologickych
vlastnosti, morfologie, cytologie a ugoby rozmnozovani bakterialnich kn Popsan je
rovreZz vliv vnéjSiho prostedi na mikroorganismy, zejména vliv teploty, pH gifedi, vliv
vodni aktivity, zéeni, hydrostatického tlaku a ultrazvuku. Ve druidéti jsou definovany
pojmy jako je sterilizace, dezinfekce a dekontaména detailgji jsou popsany néastji
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pouzivané standardni steriléra postupy. Teti ¢ast se zabyva samotnou plazmovou
sterilizaci a v kratké reSerSi jsou uvederigne druhy vybaj a experimerit s nimi
provagnymi. V experimentalnéasti je podrob# charakterizovan mikroorganismascillus
subtilis, ktery byl pouzit p experimentech, je zde ro¥h popis experimentalniho “aeni,
princip dielektrického bariérového vyboje a poms®tného provedeni experimentu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Popis prokaryotnich mikroorganismi

V tétocasti bude uvedeno postaveni prokaryotnich mikrovsgai v systému zivéifirody
a strina charakteristika jednotlivych ogldni prokaryot. Déle zde bude definovano kdedi
mikroorganisni podle fyziologickych vlastnosti, morfologie a cigigie bakteridlni biky a
vliv vn¢jSiho prostedi na mikroorganismy.
2.1.1 Postaveni bakterii v systému Zivéifrody

Z hlediska systému zZivéipody fadime bakterie do n&de prvojaderni (Prokaryotajse
prvoburéeni (Protocellulata), oddieni bakterie (Bacteria) [1]

NadiSe: Prvojaderni (Prokaryota)

RiSe: Nebu¢ni (Subcellulata)
Oddtleni: Praorganismy (Eobionta)
Odctleni: Viry (Vira)

RiSe: Prvobuini (Protocellulata)
Odctleni: Bakterie (Bacteria)
Oddtleni: Sinice (Cyanophyta)
Odctleni: Prochlorofyty (Prochorophyta)

Ri%e Subcellulata:
Eobionta

Jsou pedpokladané primitivni Zivé soustavy, které vzniklpribéhu chemické evoluce z
koacervai. Musely se vyznsvat, by v nedokonalé forgvsemi zékladnimi znaky Zivota,;
musely obsahovat nukleovou kyselinu jako nositatkdicnych vlastnosti, bilkoviny jako
stavebni a enzymatické slozky, musely mit jednofluahetabolismus, schopnost
autoreprodukce a schopnost dalsiho vyvoje [1].

Viry

Jsou nebuwtné organismy schopné rozmnoZzovani pouze v hogtisbukach. Viry
jsou nitrobugcni parazité. Nemaji vlastni aparat pro syntézu obitk a ani vlastni
metabolicky aparat. Viry bakterii se nazyvaji bakt@gy [1].

Ri%e Protocellulata:
Bakterie

Jsou jednobuitné prokaryotické organismy [2]. Po fyziologické asite jsou
nejrozmani¢jSi skupinou mikroorganisiy neba@ zahrnuji zastupce liSici se vztahem ke
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kysliku, k iznym zdrofim energie i svymi naroky na vyzivu [3]. Jejich Biith popisem se
budu zabyvat v nasledujicich kapitolach.
Sinice

Jsou fotolitotrofni prokaryotické organismy, ktevguzivaji @i fotosyntéze vodu jako
donor elektrod a na swtle uvohuji kyslik. Jejich biky jsou ohranieny pevnou

mnohovrstevnou bwidnou sénou, jejiz zakladni vrstva je tiena peptidoglykanem. &8ina
sinic se vyzné&uje aktivnim pohybem.

Sinice obsahuji chlorofyl a jako jediny chlorofylpovpigment a dale obsahuji
fykobiliproteiny (allofykosan, fykokyan a fykoeryt) [2].

Prochlorofyty

ey

Jsou prokaryotické, autotrofni organismy. Dosudzjgm pouze jediny druh, Zijici na
povrchu & morskych sumek. Stavbou btk se podobaji sinicim. V tylakoidech vSak
obsahuiji chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy.[1]

2.1.2 Rozdéleni mikroorganismi podle fyziologickych vlastnosti

Po fyziologické strance jsou mikroorganismy velndzmanité. Jednotlivé skupiny
mikroorganisni se vzajemé liSi svymi naroky na vyzivu, na kyslik, i @pobem ziskavani
potiebné energie.
2.1.2.1 Déleni mikroorganismi podle narolé na vyzivu

Podle narok na vyZivu rozdlujeme mikroorganismy na:

a) autotrofni, kterym k vyzZiy sta&i pouze anorganické sléeniny. Ritomnost
organickych slodenin ¢asto inhibuje jejich rozmnoZovani. Tyto mikroorgany jsou
schopny syntetizovat vSechny slozky své d&ae hmoty z anorganickych sksnin. Pati
semiasy a gkteré bakterie

b) heterotrofni, které vyZzadujirippomnost organickych slganin v Zzivném prosedi, &
uz jako zdroj uhliku, vodiku nebo energie.iPaeém kvasinky, plisha wtSina bakterii

Heterotrofni mikroorganismy rozthjeme dale na:

» prototrofni, kterym std k vyZiv¢ jednoduché organické uhlikaté steainy (nap.
sacharidy, ethanol, jednoduché organické kysebpgju s anorganickymi solemi

e auxotrofni, které krogh toho vyzaduji dkteré slozité sloteniny (nap. nekteré
vitaminy, aminokyseliny apod.) [3]
2.1.2.2 Déleni mikroorganismi podle naroli na kyslik
Podle narok na kyslik @lime mikroorganismy na [3]:

a) aerobni, které vyzaduji vzdusny Kkyslik, nebmaji vyvinuty pouze aerobni
metabolismus. P#&tsem nap plisrg, octové bakterie (rod\zotobactey, nekteré hnilobné
bakterie a tkteré kvasinky

b) anaerobni, které nevyuzivaji volny kyslik, nébwaji pouze anaerobni metabolismus,
vzdusny kyslik na&pasobi inhibéné (nag. u sporotvornych bakterii rodCiostridiunm) nebo
dokonce toxicky
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c) mikroaerofilni, které maji anaerobni metabolisinavSak nizké koncentrace kysliku
urychluji jejich rozmnozovani. Ratse nap. v piirodk velmi rozstena skupina midych
bakterii (rodLactobacillug

d) fakultativie anaerobni, které maji schopnost aerobniho i abha#ro metabolismu,
takZze mohoutst za pitomnosti i nepitomnosti vzdusného kysliku; za aerobnich podminek
se \&tSinou rozmnozuji rychleji

2.1.2.3 Déleni mikroorganismi podle zgsobu ziskavani energie
Podle zfisobu ziskavani energiadime mikroorganismy dédhto skupin:

a) fototrofni mikroorganismy, jejichz zdrojem energe peména swé¥telné energie v
energii chemickou, ktera je pak vyuzitelna pro hivgochody biiky. Rozeznavame [3]:

» fotolithotrofni (= fotoautotrofni) mikroorganismyjimz vodik pro redukci oxidu
uhli¢itého poskytuji anorganické skgeniny. Pati sem zelené sirné bakterie, obsahujici pouze
n¢ktery z bakteriochlorof@ (a, b, ¢, d) a purpurové sirné bakteriéhfomatiaceaea
Ectothiorhodospiracegeobsahujici vedle dkterého bakteriochlorofylu jeStkarotenoidni
barviva

» fotoorganotrofni (= fotoheterotrofni) mikroorgamy, jimz slouzi organické
sloweniny jako zdroj vodiku pro redukci oxidu utitého a také jako zdroj uhliku. Pasem
nesirné purpurove bakteriRlfodospirillaceag které vedle bakteriochlorofylu obsahuji fest
karotenoidni barviva [3]

b) chemotrofni mikroorganismy ziskavaji energii dadi chemickych slaenin.
Rozclujeme je na [3]:

* chemolithotrofni (= chemoautotrofni) mikroorganig ziskavajici energii oxidaci
anorganickych slatenin. Jsou to &Sinou aerobni autotrofni bakterie. RPaem:

o0 bezbarvé sirné bakterie a vlaknité sirné baktdekavajici energii oxidaci siry a jejich
slowenin, gedevsim sirovodiku:

2H,S+0, - 2H,0+2S+energie (1)
25+30, +2H,0 - 2H,SO, +energie (2)
H,S,0, +20, +H,0 - 2H,SO, +energie 3)

Siru, jako rezervni zdroj energie, ukladaji ve fdmmicek ve svych biikkach [3].

o Nitrifika¢ni bakterie Nitrobacteraceap ziskavaji energii oxidaci sléenin dusiku.
Pati sem rodyNitrosomonas, Nitrosococcusj., které jsou obligatnimi chemolithotrofy,
ziskavajicimi energii oxidaci amoniaku na dusitany:

2NH, +30, - 2HNO, +2H,0 +energie (4)

Dale sem pdit rody Nitrobacter, Nitrococcusj., jimz slouzi jako zdroj energie oxidace
dusitari na dusinany:

2HNO, + O, — 2HNO, +energie (5)

Nitrifika¢ni bakterie hraji velmiezitou roli v kolokhu prvki v piirodé, neba oxiduji
amoniak vznikly mikrobialnim rozkladem bilkoviniagho organickeho materialu.
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o Zelezité bakterieSiderocapsacedeziskavajici energii oxidaci Zeleznatych iomia
Zelezité.

0 Bakterie vyuZivajici pouze methan a methanol pdy Methylomonas a
Methylococcup— tyto bakterie jsou obvykle gmzovany mezi chemolithotrofni, neboejsou
schopny vyuzivat Zadné dalSi organické &miny a pro syntézu své hiné hmoty
pouzivaji oxid uhkiity. Ziskavaji energii reakcemi:

CH, +20, - CO, +2H,0 +energie (6)
2CH,OH+30, - 2CO, +4H,0 + energie (7)

« chemoorganotrofni (= chemoheterotrofni) mikrooigeny ziskavaji energii oxidaci
organickych slo&enin, jichz vyuzivaji také jako zdroje uhliku, vidia &tSinou i kysliku k
syntéze své buxiné hmoty. Pdt sem kvasinky, plisha WtSina bakterii [3]

2.1.3 Morfologie, cytologie a zgisoby rozmnozovani bakterii

2.1.3.1 Morfologie bakterii

Po fyziologické strance jsou bakterie velmi roznénpo morfologické strance nejsou
mezi jednotlivymi rody velké rozdily [3] (Obrazek 1

Co se tye tvaru, rozliSujeme:

1) Kulovité bakterie neboli koky. Byvaji usfgmany tiznym zgisobem a podle toho se
rozeznavaji:

- diplokoky — dvojice kol

- streptokoky — koky seskupemgtizkovig

- tetrakoky —tvetice koki

- stafylokoky — hrozrigkovité uspdadani kok

- koky uspdadané do seskupeni krychlovitého tvaru (tzv.ckg)i

2) Bakterie valcovitého tvaru. Byvaji obvykle oZpgaany jako tyky nebo tyinky, i zde
se rozeznavaiji:

- diplobakterie — dvojice bakterii

- streptobakterie fetizky bakterii

- palisadové seskupeni bakterii

3) Zakivené bakterie. Zde se rozeznavaji:
- vibria — lehce (rohlikov#) zakivené tyky
- spirily — lehce zvlané tykky

- spirochety — t§ky Sroubovicovitého tvaru

4) Vlaknité bakterie. Jsou to bakterialninky ve tvaru dlouhych tenkych viaken [2].
VIaknity tvar bakterii, vyskytujici se @du Actinomycetalesje charakterizovan pravym
vétvenim [3].
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5) Veétvici se bakterialni biky. Nékteré bakterialni hiky se \tvi bud’ Uplre (nag.
Streptomycésnebo projevuji naznakyétwveni (nap. mykobakterie). Upla vétvici se biiky
(Streptomycasvytvéreji mycélium [2].
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Obrazek 1: Tvar bakterialnich bugk [3] a — rovné tyinky, b — zakivené tyinky (vibria), ¢ —
spirily, d — spirochety, e — streptokoky, f — tktky, g — mycelium se sporami
(streptomycety), h — nétvena vldkna, ch — pici bakterie, i — bakterie s vgkky

2.1.3.2 Zakladni struktura mikrobialnich burk
Mezi zakladni bu&iné organely prokaryot pét

2.1.3.2.1 Burna sbna

Kazda mikrobialni bika je od vijSiho prostedi oddlena silnou, pevnou, &8Sinou
neohebnou strukturou, jeZ se nazyvadsna stna. Ta dava mikrobiélni ge tvar a chrani ji
pied mechanickymi vlivy afed &inky osmotického tlaku wjSiho prostedi. V bur¢né
sttné jsou pondrné velké pory, kterymi mize volnou difuzi prochazett&ina chemickych
slowenin. Pouze vysokomolekularni steminy, jako jsou bilkoviny nebo polysacharidy,
nemohou pory bustné sény prochazet. Pevnost a neohebnostétuod sény bakterii je
vysledkem pitomnosti vrstvy peptidoglykdn Obsahuji polysacharidova vidkna tena
molekulami N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramow&etiny. Peptidoglykanova vrstva,
Pisobenim enzymu lysozymu se peptidoglykany rozkiaday izotonickém progedi tak
vznika protoplast [3].

Gramova reakce

Na zaklad Gramovy reakce se bakterie¢lid na dw skupiny: grampozitivni a
gramnegativni bakterie [2]. Jako grampozitivni smadwuji ty bakterie, jejichz usmrcené
buiky po obarveni Gramovym barvicim roztokem aremd jodovym roztokem neztraceji toto

14



barvivo pisobenim rozpou&tiel acetonu nebo ethanolu. U gramnegativnich bialgetoto
barvivo z obarvenych bgk uvedenymi rozpou&tly vyplavovano, takZe se tky odbarvi.

Hlavni sloZkou bu&né stny gampozitivnich bakterii je silna peptidoglykaaowrstva,
ktera je vyplgna teichoovou kyselinou. Sty gramnegativnich bakterii teichoovou kyselinu
neobsahuji, coz jefgjm¢ — spolu s porrné tenkou vrstvou peptidoglykanu —figinou
vyplavovani komplexu Gramova barviva ziky pisobenim acetonu nebo ethanolu. Slozeni
burg¢né stény je znazordéno na obrazku 2.

Sttna gramnegativnich bakterii se sklada z tenké yrpeptidoglykai bez teichoové
kyseliny a z tzv. v&Si membrény, jeZz obsahuje fosfolipidy, strukturehzymové proteiny,
lipoproteiny a lipopolysacharidy [3].

Peptidoglykan.,
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Obrazek 2: Struktura budcné sény a Gramovo barveni grampozitivnich a gramnegétivn
bakterii [31]

2.1.3.2.2 Cytoplazmatickda membrana

Cytoplazmatickd membrana bakterii je velmi jemnierika membrana (tlusta asi 7 nm)
sloZzena z fosfolipidl a proteiri. Tvori osmotické rozhrani kiky a vrejSiho prostedi. Jejimi
pory mohou volnou difuzi prochazet pouze nizkomal@ini slodeniny bez elektrického
naboje. Lipidovou sloZkou cytoplazmatické membréanghou do biiky pronikat latky
rozpustné v tucich nebo rozpoy#ti tuky. VSechny ostatni latkycetre ionti kova se
dostavaji do bitky pomoci zvlastnich transportnich mecharisgejichZz bilkovinné nose
jsou umisiny v cytoplazmatické membr&nZ cytoplazmatické membrany bakterii vybihaji
do cytoplazmy vychlipeniny, jejichZ pet a velikost jsou zavislé na druhu bakterii. Ziri&®
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typem €chto vychlipenin jsou mesozomy, které se vyskyigvns pobliz oblasti, kde sefip
déleni tvai prepazka [3]

Cytoplazmatickd membrana je sidlem dychacich efzwgystému oxideni fosforylace,
enzymi syntézy a hydrolyzy fosfolipid a konéné faze syntézy slozek bitmé stny a
pouzdrovych obdl V membrag fototrofnich bakterii je fitomen také bakteriochlorofyl,
nezbytny pro feménu s\wtelné energie v energii chemickou, a cely systékutasnujici tuto
premenu [3].

2.1.3.2.3 Cytoplazma

Cytoplazma se sklada z hiné $avy, coz je v podstatvodny roztok enzyiin
meziprodukt metabolismu, rezervnich latekgkterych anorganickych iofita zrnéka
nerozpu&inych rezervnich latek. Jako rezervni latky jsouytoplazne bakterii gitomny
vedle zrnéek volutinu hlave kapicky poly-B-hydroxyméselné kyseliny. dkteré bakterie
obsahuji jako rezervni latku polysacharid granulosbo polysacharid glykogen. Né&jisi
slozkou cytoplazmy je voda, kterdeplstavuje 65 az 90 % obsahuiky mikroorganisni.
Obsah vody zavisi nejen na druhu mikroorganismel,i ala vigjSich podminkach. Voda je
nezbytna pro uskutaéni enzymovych procésv buice a pro zakladni Zivotni projevyiky.
Snizi-li se obsah vody v cytoplagznpod utitou hladinu, metabolismus a vSechny Zivotni
projevy se zastavuji, avSak nemusi dojit k smuikigu3].

Krome toho obsahuje cytoplazmahkterych bakterii takétizna barviva. Négstji to jsou
karotenoidni barviva, ktera zbarvujiitky a jejich kolonie ZIut, oranzo¥, rizow, piipadré
azcervert. V buikach rekterych bakterii jsoderna barviva melanoidniho typu [3].

Cytoplazma obsahuje také ribozomy. Ribozomy balkjssu porkud mensi nez ribozomy
eukaryotnich mikroorganisima tvai az 40 % suSiny cytoplazmy. Tento mifadre vysoky
obsah ribozorin, v nichZ probihd syntéza bilkovin, uniiofe obrovskou rychlost syntézy
buné¢né hmoty bakterii: za optimalni teploty, pH éspnu Zivin se buitna hmota bakterii
zdvojnasobi za 15 az 25 minut [3].

2.1.3.2.4 Jaderny material

Jaderny material bakterii tkéiodeoxyribonukleova kyselina (DNA) umdsia @Fimo v
cytoplazné a doprovazena malym mnoZzstvim polyaimiNA bakterii tvdi chromozom,
ktery ma uzakenou strukturu. Bakterialni chromozom je napojen vmatini stranu
cytoplazmatické membrany, éginou progtednictvim mesozomu. Velk&ada bakterii
obsahuje v bice kron¢ chromozomalni DNA jestnékolik samostatnych molekul DNA
uzaweneé struktury, ale mnohem nizSi molekulové hmotnd&zyvaji se plazmidy. Jejich
jednu skupinu tvid tzv. konjugativni faktory, které se uplaji pii spajeni neboli konjugaci
burgk [3].

2.1.3.2.5 Orgéany pohybu

Nekteré tyinkovité bakterie maji na svém povrchu jeden nefoe Wwitika, jez umoduji
jejich pohyb. B&iky jsou dlouha tenka vidkna sloZzena z bilkovirggélinu. Podle piu a
umiseni bicika rozdtlujeme bakterie na monotricha, ktera magiikbina jednom polu hiky,
lofotricha, jez maji po svazkudiki na jednom nebo obou pélechnly a peritricha, u nichz
je cely povrch bugk pokryt biky. Bakterie netviici biciky se nazyvaji atricha.
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Na povrchu gkterych bakterii 1ze pozorovat zvlastni duta vidie@mzngovana jako pili
nebo fimbrie. Vyskytuji se u gramnegativnich balkteasto vedle Wiika [3].

2.1.3.2.6  Slizovity obal

Nekteré druhy bakterii tvd kolem svych bugk slizovity obal z polysacharid(negast;i
dextrari) nebo polypeptitl. Tento obal chrani kiku proti vysychani a proti dalSim
negiznivym podminkdm (zvySené tepdotiinkum jedi, fagocytéze apod.), neni viak pro
Zivot buiky nezbyti nutny.

Neékteré bakterie tvid ze slizu ose ohraniené vrstvy zvané kapsule, jiné produkuji ve
velkém mnozstvi volny sliz, ktery se difuzaed’'uje do fistového prosedi [3].

Bacteria

Capsule
Cell wall
Plasma membrane

Cytoplasm

Ribosomes
Plasmid
Pili

Bacterial Flagellum
Nucleoid (circular DNA)

Obrazek 3: Schéma bakterialni iy [20]. Capsule — pouzdro, cell wall — bidna stha,
plasma membrane — plazmatickd membrana, cytoplasytoplazma, ribosomes — ribozomy,
plasmid — plazmid, pili — pili, nucleoid — jaernyatarial, bacterial flegellum — bik

2.1.3.3 Rozmnozovani bakterii

V¢étSina bakterii se rozmnozujélenim. Celeni je charakterizovano tim, Ze véesinicasti
bunky zane z cytoplazmatické membrany ugtat prstencovitd vychlipenina &fajici
dovnitt buiky, az vytvdi prepazku rozéujici butku na d¢ zhruba stejtr velké ¢asti.
PrepaZzka se pak pokryje bitmou stnou , takZe zjvodni jedné biiky vzniknou buiky dve,
jez se od sebe duoddili, nebo Aistanou spojeny ketizku [3].
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Jenom #gkolik rodi bakterii (nap rod Hyphomicrobium se rozmnozZuje enim. Ri
pueni ma dcéna buika (pupen) zpsitku velmi malé roziry a postupé domista. S
mateéskou butkou je @Fitom stale spojena pouze Uzkyntlkem, ktery je u &kterych drulf
velmi dlouhy.

Rozctleni bakterialni biikky predchézi vzdy replikace chromozomalni DNA [3].

2.1.3.3.1 Konjugace u gramnegativnich bakterii
K hlavnim rysim sexuélniho rozmnozovani giat

- spajeni haploidnich bk za vzniku stélé diploidni populace
- redukeni ckéleni diploidniho jadra, jez umozni vznik haploidmimurek, které jsou
opét schopny spéjeni
U bakterii tento sexualni cyklus neexistuje. V rd@6 bylo uEscherichia colizjisteno

jedno stadium tohoto procesu, a to spajeniékuneboli konjugace, ip niz dochazi
k jednosmdrnému gechodu genetického materialu z jednékyudo druhé. Konjugace byla
pozdiji zjiSténa urady gramnegativnich rddoakterii (nap. u rodh Pseudomonas, Salmonella
aProteus [3].

2.1.3.3.2  Spory bakterii

Uvniti burgk nekterych rodi bakterii se na konci fazeistu, kdy koncentrace Zivin v
prostedi klesne pod titou hladinu, vytvéi valcovité az kulovitédisko, které se vyzriaje
vysokou odolnosti k néfnivym podminkam, igdevsim k vysokym teplotam a jed. Toto
télisko se nazyva spora (Obrazek 4). Spory tohotai tgp tvéi u anaerobnich rdd
Clostridiuma Desulfotomaculumu aerobniho nebo fakultati&mnaerobniho rodBacillus a
malych rodi Sporolactobacillus, SporosarcireOscillospira

Spora je umisha bul’ uprosted buiky (centrdlg), na konci (terminak) nebo
excentricky (subtermina#). Spory rkterych druli maji wWtSi Sfku nez vegetativni hbitka
(fikame, Ze jsou zdalé) a pak ma vegetativniitka se sporouietenovity nebo palkovity
tvar. Zduelé spory jsou typické pro ro€lostridium u rehoz wetenovity tvar byva
oznaovan jako klostridium a palkovity tvar jako plektridium. Zdtelé spory se vyskytuji i u
n¢kterych drul roduBacillus[3].
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Endospores
Coat

Outer Membrane

Cortex

g

Inner Membrane

Germ Cell Wall

Obrazek 4: Schéma bakteridlni spory [20]. Coat — pla®uter membrane - i
membrana, cortex — kortex, germ cell wall — spore#na, inner membrane — vt
membrana

2.2 Vliv vn éjSiho prostiredi na mikroorganismy

Zivotni ¢innost mikroorganistin i jejich vyvoj jsou zavislé na #Bim prostedi. Aby se
mohly mikroorganismy rozmnoZzovat, musi byt v predt jak dostat®é mnoZzstvi surovin
pro syntézu buftné hmoty a dostateé mnoZzstvi zdroje vyuZitelné energie, tak i vhodné
fyzikalni, chemické a biologické podminky. Mikroargsmy jsou ovSem schopny se
pfizpasobit vréjSim podminkam nejen zZtou enzymového vybaveni svych Bln ale
mohou do ufité miry zne€nit i sloZzeni a tvar butk, aby byly wci existujicim negiznivym
podminkdm odolgsi. Maji také schopnost &nit do ugité miry vrejSi podminky ve svém
nejblizSim okoli, nap zménou pH. [3].

Viiv faktora vn¢jSiho prostedi na bakterie se e projevovat jak ifiznive, tak i
negizniveé. F¥iznivé pasobici faktory jsou vyuzivanyiedevSim tam, kde napomahaji k
Z&doucimu urychleniistu nebo zvySeni metabolické aktivity. Naproti toumd]Si faktory s
negiznivym &inkem nachazeji uplatni predevsim v podminkach, kde jeitpmnost
bakterii nezadouci nebo dokonce Skodliva [2]

Pti sledovani nefiznivého @inku faktori na bakterie rzeme pozorovat, Zecktere
pusobi bakteriostaticky, jiné baktericiginBakteriostaticky &inek sp@iva v tom, Ze biky
bakterii se festanou dit, takZe jejich pdet se po dobuisobeni daného faktoru nezvysuje.
Odstrani-li se taktotsobici faktor z progedi, mohou boky pokraovat ve svych Zivotnich
projevech. V pitomnosti faktoru s &inkem baktericidnim dochazi stasré se zastavenim
rastu a mnozeni row ke ztrat Zivotaschopnosti buk a k jejich odumirani. Hynuti bek
nenastava itom zpravidla najednou u celé populace, nybrz iv@bpostup& Graficke
znazorrini bakteriostatického a baktericidnihginku viz. obrazek 5. Bkteré faktory, hlavé
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chemické latky, mohou vykazovat bakteriostatickpmdaktericidni dinek v zavislosti na

koncentraci. V extrémin nizkych koncentracich mohouckteré latky psobit dokonce
stimulané [2]

Faktory vr€jSiho prostedi s antibakterialnim ¢inkem mohou byt povahy fyzikalni,
chemické nebo biologické. Fyzikalni a chemické daktse v praxi upldiji ponejvice fi
zneSkodovani bakterii bdito sterilizaci nebo dezinfekciriPsterilizaci dochazi k usmrceni

vSech bakterii, getrg ostatnich forem zivé hmoty. Cilem dezinfekce jeweeni organistin
patogennich. [2]

normélni Tiat

lug podtu bundk

doba plisobeni vnZjiitho Siniztele

Obrazek 5: Bakteriocidni a bakteriostatickyimek vrgjSich faktor: na bakterie [2]

2.2.1 Teplota

Teplota vijSiho prostedi je jednim z hlavnich faktipr které ovlivauji rychlost
rozmnozovani mikroorganisin i moznost jejich Zivota. U kazdého mikroorganismu
rozeznavamerit zakladni body teploty: minimalni teplotu, tj. n&si teplotu, fi niz se dany
druh rozmnoZzuje je8tzjistitelnou rychlosti, optimalni teplotufipiz se rozmnoZuje nejtéi

N 1

rychlosti, a maximalni teplotu, tj. nejvyssi teplopri které je schopen se jéstozmnozovat

3].

Pfi zvySeni teploty nad optimalni teplotu dochazi kudkému poklesu rychlosti
rozmnozovani a nakonec k jeho zastaveni. DalSieniytgploty pak vede dokonce k usmrceni

burgk. Prudky poklesirstu i vysSich teplotach je Zigoben denaturaci ditych enzynt, jez

jsou pro fist nezbytné. Tato denaturace je zprvu reverzibdm$ak pi vySSich teplotach se
stava ireverzibilni a vede k usmrceniikw.

20



Kratkodobé zvysSeni teploty nad maximalni teplotwalgva teplotni Sok, ktery vede k
raznym vykywvim metabolismu [3].

2.2.1.1 Rozdleni mikroorganismi podle vztahu k teplét
Podle vztahu k tepldtrozdtlujeme mikroorganismy ddithlavnich skupin [3]:

a) psychrofilni mikroorganismy maji optimalni teplonizSi nez 20 °C a rostou jest
ponerné intenzivre pri teplog€ 0 °C az 5 °C

Z potravindského hlediska jsouutezité tzv. psychrotrofni mikroorganismy, tj. takkv
které se rozmnozuji jesStdosti rychle p teplotach 0 °C az +10 °C bez ohledu na jejich
optimalni teplotu; k psychrotrofnim bakteriim Pahlavre prislusnici rod Pseudomonas,
Micrococcus, Flavobacteriumaj. Vyskytuji se hojé v padé a ve vod a zpisobuji rozklad
masa, mlé&nych vyrobkKi a jinych potravin, uchovavanycthi mizkych teplotach.

b) mezofilni mikroorganismy maji minimalni teploiyssi nez 5 °C a optimalni teplotu
nizsi nez 45 °C;iedstavuji ¥tSinu vSech mikroorganisim

c) termofilni mikroorganismy maji optimalni teplottstu 45 °C nebo vySSi; praist
vétSiny z nich je optimdlni teplota 50 az 60 °C, pxikteré dokonce je8tvysSi. Nekteré
mohou fist vyjimene i pii teplo€ az 80 °C. Nkteré extrémni termofily z archaeobakterii
rostou i i teplotach nad 100 °C.

Termofilni mikroorganismy se vyskytuji va@gé, v kompostech, v chlévské ndvv
uskladrgném vihkém materialu (raSeinser, obili), v bahg.

2.2.1.2 Smrtici winky vysokych teplot

Smrtici €inky vysokych teplot se kvantitatigrvyjadiuji tzv. smrtici (letalni) teplotou, coz
za pisre definovanych v§Sich podminek. Smrtici¢innost vysokych teplot zavisi na druhu
mikroorganismu, jeho fyziologickém stavu a koncaaitjeho bugk v prostedi, a dale na
sloZeni prosgedi a jeho pH. Jednotlivé druhy se velmi liSi stemmorezistenci, avSak obe&cn
muzemefici, Ze kazda teplota, ktera je vySSi nez maximtpiota fistu, je pro vegetativni
bunky letélni, gisobi-li dostaténé dlouhou dobu [3].

VSechny biiky urcité populace téhoz druhu nejsou za danyctjSich podminek stefn
odolné k teplat. Stupé jejich odolnosti zavisi jednak na jejich fyziologém stavu, jednak
na jejich genovém vybaveni, a protti pledované teplétobyejné uréité procento bugk
pireziva. Je-li psateini koncentrace bk v prostedi WtSi, je k jejich bezpmému usmrceni
zapotebi vysSSi teploty, coz je #pobeno ochrannymuapobenim shluku bwk a &tSi
pravdpodobnosti vyskytu bk s vysSi termorezistenci [3].

e

Jednim z nejilezit¢jSich faktofi ovliviujicich termorezistenci mikroorganifinje obsah
vody v prostedi i buikach, neb6 v suchém progedi jsou mikroorganismy mnohem
rezistentjSi k vysokym teplotdm nez v prosti vihkém. K latkdm jgsobicim ochranhpati
piedevsim lipidy, bilkoviny a vySSi koncentrace saictia Termorezistenci vegetativnich
burgk i spor silré ovliviiuje pH prostedi; obect mizemetici, Ze termorezistence je nejvyssi,
je-li pH optimalni pro #ist daného mikroorganismu [3].
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bilkovin a z ni plynouci inaktivace enzymavSak probihaji zde praygbdobr i jiné
procesy, jako napposkozeni cytoplazmatické membrany, jez vedeikidyrek.

Smrticich dinka vysokych teplot se v praxi vyuziva v Sirokénetitku k sterilizaci
riznych gedméta, Zivnych md, vhodnych pro gstovani mikroorganisty a ke konzervaci
potravin.

Usmrceni vegetativnich forem nezadoucich mikrodggain se dosahuje tzv. pasteraci,
ktera spoiva v jednorazovém zéivani na teplotu do 100 °Crifpasteraci se usmrti vSechny
nesporulujici patogenni mikroorganismy, jez by ur@ané mohly byt gitomny, a ty
mikroorganismy, které zkracuji udrznost dané patravPasteruje se hlagrmléko, exportni
pivo, vino a ty potraviny, u nichZ by vysSsi teplgiySkodily chti nebo nuténi hodnotu [3].

2.2.1.3 Vliv nizkych teplot

Teploty nizSi nez minimalni teplotaistu pgeziva tSina mikroorganisiin pomgrné
dlouhou dobu. Jestlize se vSak intenziwe rozmnoZzujici biky nékterych drulid bakterii
pienesou z optimalni teploty na teploty blizké 0dGc¢hazi k tzv. chladovému Soku, ktery se
projevuje ztratou Zzivotnosti velkého podilu popeladcChladovy Sok byl pozorovan u
gramnegativnich bakterii, u grampozitivnich spgialoh bakterii a dokonce i u psychrdfil
Citlivost raiznych druli bakterii k chladovému Soku je vSak odliSna [3].

Pfi pomalém zmrazovani mikrobialnich inna teploty pod 0 °C se z vnitrokigné i
mimoburécné vody tvai velké krystaly ledu, které poSkozujitiku a usmrcuiji ji.

Rychlé zmrazeni buk mikroorganisni suspendovanych v roztoku peptonu nebo bilkovin
s nasledujici sublimaci vody piatk oswdéenym konzervénim postugm, nebd takto
piipravené tzv. lyofilizované kultury maji Zivotnostkolik let. Také ve zmrazenych
potravinach, které se skladujii peplo® -15 az -18 °C, f@ziva ¥tSina bakterii po dobu delSi
nez rok. Zmrazenim potravin tedy dochazi pouze $tax@nicinnosti mikroorganisr a
nikoliv k jejich usmrceni [3].

2.2.2 pH prostiedi

Rast mikroorganisma i jejich biochemickac¢innost jsou siltd ovlivnény koncentraci
vodikovych ionti v prostedi. Kazdy mikrobni druh seithe rozmnoZovat pouze vdibém
rozmezi pH, viz tabulka 1. &Sina bakterii roste v neutralnim nebo sladkalickém
prostedi. Mezi bakterie ig@Zivajici extrémni pH patstevni bakterie, nelhomusi gezivat
velmi nizké pH Zaludsich §av i alkalické pH Zlai. Kyselé prostedi gezivaji také druhy
tvorici kyseliny jako hlavni produkty metabolismu (ocdp ml&né nebo propionové
bakterie). B priliS nizkém pH se ovSemigstavaji rozmnozovat a ustava jejich hlavni
metabolick&innost. Naproti tomu hnilobné bakterie jsou velntlived k nizkému pHgehoz
se vyuziva pi konzervaci potravin (marinované ryby, zeleninigygelém nalevu nebo nidés
zkvasena zelenina) [3].

pH prostedi ovliviiuje také odolnost bk ke zvySenym teplotam. Jak jiz bylo uvedeno, je
odolnost k vysokym teplotdm tim men&im tSi je odchylka od optimalniho pH, coz plati
jak pro vegetativni hiky, tak i pro spory. U bakterialnich spor tioBacillus, Clostridiuma
Desulfotomaculunzabraiuje kyselé pH kifeni spor a jejich fgmené ve vegetativni formu.
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Této skuténosti se vyuziva u potravin sterilovanych teplerysété potraviny o pH nizSim
nez 4,0 (ovocné kompoty &8y a zelenina v kyselém nalevu) [3].

Tabulka 1: Minimalni, optimalni a maximalni pH prast rekterych mikroorganisin[3]

Mikroorganismus PR

minimalni optimalni maximalni
Escherichia coli 4,3 6,0-8,0 9,5
Bacillus subtilis 4,5 6,0-7,5 8,5
Clostridium botulinum 4,7 — 5,0%) 6,5-7,2 9,0
Lactobacillus sp. 3,8 —4,4%) 54-6,4 7,2
Thiobacillus thioparus 4,5 6,6 —-7,2 7,8 —10,0%)
Thiobacillus thiooxidans 0,5 2,0-3,5 6,0
Saccharomyces cerevisiae 3,0-3,8* 4,2 -5, -5
Aspergillus niger 1,2 3,0-8,0 11,0

*) Hodnoty u fiznych kme# se vzajemélisi v uvedeném rozmezi

2.2.3 Vodni aktivita

Vodni aktivita (a0 Cili ay) uréitého roztoku se rovna pamu tlaku vodnich par nad timto
roztokem k tlaku vodnich par nad destilovanou vodaistejnych podminek. Je tedgjmé,
Ze voda ma a=1 a Ze se stoupajici koncentraci rozgugth latek vodni aktivita klesa.
VétSina bakterii je schopna se rozmnoZovat v Zivngasstedich o @ v rozmezi 0,99 az
0,93. Nekteré bakterie se vSak rozmnozuji pouze za nizkyanich aktivit (0,65 az 0,63),
které panuji nap pii vysokych koncentracich (20 az 30 %) chloridu sddn Proto se tyto
bakterie nazyvaji halofilni. Obvykle se jako hdioifi ozna&uje takova bakterie, ktera se
rozmnoZzuje lépeip 15% a vysSi koncentraci chloridu sodného v geait RozmnoZovani
vétSiny bakterii se vSak zastavuje, je-li v ptedi obsazeno 6 az 10 % chloridu sodného.
Vyjimkou jsou rekteré koky, oznéované jako halotolerantni (napprislusnici rod
Micrococcusa Staphylococcys které jsou schopny se rozmnoZzovatiii 0% koncentraci
chloridu sodného [3].

Snizeni vodni aktivity progtdi, a tim zabrami cinnosti mikroorganism, |ze dosahnout
dvéma zékladnimi zjsoby:

a) odstrasnim vody suSenim nebo odpaim;
b) zvySenim koncentrace rozpisich latek v progedi gidavkem vhodnych chemikalii.

Oba zpmsoby i jejich kombinace se vyuzivaji pro konzervagkterych potravin od
nepandti [3].
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224 Zareni

Elektromagnetické vkni raiznych vinovych délek se z&a liSi svym fyziologickym
acinkem na mikroorganismy.

VInéni o nejdelSich vinovych délkach, tj. infervené z&eni a Hertzovy viny, samy o sbb
pravéEpodobré vlastni smrtici &inek na mikroorganismy nemaji aigpbi pouze svymi
tepelnymi @inky [3].

Viditelné swtlo (380 az 760 nm) aékdy i ¢ast infr&erveného zigni (800 az 900 nm) se
uplatiuji predevdim jako zdroj energie fototrofnich mikroorgani. Rada bakterii se
rozmnozuje lépe za tmy nez zattda, kdezto pro dobrou sporulacékterych plisni nebo
jejich vybarveni je zapegbi s¢tlo. Také tvorba karotenoidnich barviv kvasinek teak je
indukovana sétlem [3].

Ultrafialové (UV) z&eni ma silné mutagenni a letaldinky na mikroorganismy. NeftSi
mutagenni a letalni ¢inky ma UV zdeni o vinové délce, jez je nejvice absorbovana
nukleovymi kyselinami (265 nm). Intenzitacidku UV swtla je zavisla na mnozstvi
pohlceného zZ&ni, jez je urrné sile zdroje a deétozaovani a klesé sé&vercem vzdalenosti
od zdroje z#eni. Pronikavost UV Zéni je velmi mala, a proto se totore@di pouziva pouze
pro sterilaci vzduchu, povrchovou sterilaégegnett, pracovnich ploch, provoznihoizzeni
apod. [3]

> 7w

sousednimi pyrimidiny nukleovych kyselin.¢idnost UV sétla se snizuje intenzivnim
oswtlenim viditelnym sétlem o vinové délce 360 az 500 nmdbaowasré s UV swtlem,
nebo kratce po é&m (do & hodin po ozgeni), neb6é se umo#uje tzv. fotoreaktivace
(fotoreparace), tj. enzymoveé rogdéeni pyrimidinovych dimér. Krom¢ piimého @inku na
nukleové kyseliny fisobi UV s¥tlo také tvorbou toxickych peroxica ozonu.

Mikroorganismy se vzajemdnznangé liSi svou odolnosti k dinkim UV swtla. Pongrne

Vv s

bunky bakterii nebo kvasinek, obsahujici karotenokmhrviva [3].

Zéareni o vinové délce kratSi nez 10 nm (Roentgenoventa-zaeni a kosmickée zéni)
maji silné mutagenni i letalnicinky. Uginek &chto ioniz&nich z&eni je vyvolan jednak
jejich  piimym pisobenim na citlive molekuly Ry (predevSim DNA), jednak
prostednictvim volnych radikél a oxirani, které vznikaji v dsledku &chto zd&eni na biiku
a jeji okoli.

Jednotlivé mikroorganismy se zZmg liSi svou citlivosti k ionizénimu z&eni: nejcitlivjSi
jsou gramnegativni bakterie, zatimco kvasinky arplisou obvykle odol&Si nez bakterie

[3].

2.2.5 Hydrostaticky tlak

Mikroorganismy se &Sinou rozmnoZuji za normélniho atmosférickéhoulakvySenim
tlaku na 10-20 MPa se olgjné¢ rozmnozovani mikroorganismzpomaluje a k zastaveni
rozmnozovani &sSiny mikroorganismd dochazi g tlaku 30-40 MPa. Rkteré bakterie jsou
ovSem schopny rozmnoZzovani i v hloubcetimkde panuje hydrostaticky tlak 60 MPa i vice
(tzv. barofilni nebo barotolerantni bakterie).

24



Predpoklada se, ze vysoky tlakigpbi nepiznivé piredevsSim na syntézu bkimé sény.
Bylo také zjiséno, Ze tlak 5-60 MPa zgobuje anomalie véteni burgk (tvori se dlouha
vlakna), nebt se zastavi replikace DNA [3].

2.2.6 Ultrazvuk

Zvukové viny o frekvenci vysSi nez 20 kHz (tzv.ra#tvuk) pisobi na mikroorganismy
letalns tehdy, maji-i porrng velkou intenzitu (kolem 10 W.ch) a nizky kmitgéet (kolem
20 kHz). V tomto pipact jde o tzv. kavitani ultrazvuk, ktery pisobi na Zivé organismy tim,
Ze v disledku kmitani vznika prudka pulsace Beémych membran a plazmy. Tim se misty
opakova# siln¢ snizuje nebo zvySuje tlak. V mistech o nizkémulak tvai trhliny, kam
difunduji plyny rozpu&né v kapalig. Pi nahlém stlaeni €chto kavit&nich bublin vznika
obrovsky tlak, ktery poruSuje blkly a usmrcuje je. Bkteré chemické slaniny se vlivem
intenzivniho ultrazvuku rozkladaji, coz mze régmegtiznivé piasobit na mikroorganismy.
Nap. z chloridu vznika volny chlor, ktery ma silné iamkrobialni (Einky [3].

Nekavit&ni ultrazvuk, tj. ultrazvuk o velmi vysoké frekvengolem 1 MHz i vice) a
nizkém rozkmitu (o intenzitdesetin W.crd), nema nepiznivy vliv na biologicky material a
pouziva se k Iékakym diagnostickym ¢elim [3].

2.3 Standardni sterilizaéni postupy

2.3.1 Zakladni pojmy

V Gvodu budou nejprve definovanykieré pojmy souvisejici s eliminaci a inaktivaci
mikroorganisni. Jedna se o pojmy sterilizace, dezinfekce, dekoimi@ce. Sterilizaci
rozumime eliminaci vSech forem Zivota zahrnujigetativni buky, jejich vysoce rezistentni
spory, mikroskopické houby a viry, a dale také ygva stadia protozoitffpadré helminti
(¢ervit) [6]. Dezinfekci se snazimegyuSit cestu &ni nakazy, jde jen o odsteam pavodai
infekce. Sterilizani postupy jsou tedy dnngjSi a &tSinou byvaji fyzikalni povahy. K
dezinfekci se pouZzivaji vesis postupy chemické. dkteré chemické postupy jsou natolik
acinné, Ze jejich vysledkem je prakticka sterilitaziodikovanych gedneta [4]. Tento stupe
dezinfekce se pouziva tehdy, kdyZ neltedpty sterilizovat [5]. Tyto procesy se souhénn
nazyvaji dekontamidai procesy a liSi se od sebe dosazenym stapristoty.
Dekontaminace je definovana jako proces usmrcesb@mdstragni zn&ist'ujicich latek a
mikroorganisni z ploch a pedntta véetre usmrceni mikroorganisimbez ohledu na stupe
sniZeni jejich pé&tu [6].

2.3.2 Dekontaminaéni metody

Z&kladni rozdleni dnes vyuZivanych dekontamin&h metod je na metody fyzikalni
(teplo, zd&eni, filtrace), chemické (ethylenoxid, kyselina qutova, peroxid vodiku) a
kombinované. Vice pouZivané jsou metody fyzikadhe, v gipac, kdy je pouziti fyzikalnich
metod nemozné, je nutno vyuZzit metody chemickéchisgeriliza&ni (inky jsou totozné, ale
musime brat v Uvahuipadny vliv chemickych prostdki [7].

Latky pouzivané k chemickym postup sterilizace a dezinfekce se nazyvaji biocidy.
Podle chemické struktury s€lddo nékolika skupin. Rizné typy mikroorganisinse liSi svou
citlivosti k jednotlivym skupinam biocid Velmi senzitivni jsou vegetativni formy kvasinak
bakterii. Velky rozdil je v &inku na grampozitivni a gramnegativni bakterie. @magativni
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jsou rezistentni &i cyklickym slowenindm, naopak citlivé jsou n&zké kovy, alkoholy a
n¢které organické kyseliny [5].

v s

sterilizace ethylenoxidem, sterilizace teplem ahdboy-zaenim.

2.3.2.1 Sterilizace ethylenoxidem

Ethylenoxid je bezbarva prchava jedovata kapajetap pary jsou ve sési se vzduchem
vybusné. Velice dafe se rozpousti ve véa rozklada se na glykol, vodik a kyslik [4].

Jedna se o sterilant se Sirokospektralnémkem, velice dinné likviduje vSechny formy
mikroorganisni a spor. Biocidni aktivita ethylenoxidu je vysledkealkylace @znych
chemickych struktur na povrchu vegetativnich &unebo rezistentnich spoér. V sasné

doke se jedn& o nejroz&ingjSi steriliza&ni postup v pimyslu, nemocrini praxi (termolabilni
materialy) a v archivech [7].

Pouziva se ve specialnickigirojich v getlaku nebo v podtlaku dle pouZzitého typu plynu.
V prvnim pgipad je pouzita sms ethylenoxidu s inertnim plynem, ve druhém @eadty
ethylenoxid [7]. Pracovni teplota je 30-60 °C, jeli@innost s teplotou roste [5]. Pary
ethylenoxidu velmi doie penetruji membranamitginy plastickych hmot, coz umidje
sterilizaci gredn®tu pfimo v obalech [7].

Mezi hlavni nevyhody tohoto typu sterilizace ipavysoké investini naklady na
sterilizatni z&izeni atasova narénost na desorpci [7].

2.3.2.2 Sterilizace vihkym teplem (autoklavovani)

Jednd se o sterilizacitipvysokych teplotach pod tlakem. Teplota syté vopaiy roste
zarovar s tlakem. Principem likvidace je to, Zéi styku s chlad&Simi predméty para
kondenzuje na vodu a fipm pfedd velké mnozZstvi vyparného teplafitémné
mikroorganismy jsou usmrceny tepelnou denaturdkowin, rozkladem nukleovych kyselin
a porusenim bunych membran. ProtoZe se jedna o tzv. vihké tgplgeho misobeni na
mikroorganismy dalekodinnéjSi nez v pipac tepla suchého [4].

2.3.2.3 Sterilizace horkym vzduchem

Pfi  horkovzdusné sterilizaci se vyuziva teplot mez0laz 180 °C. Principem
horkovzduSné sterilizace je denaturace bilkovirakifeky vSechny nesporulujici mikroby
jsou g 180 °C zabity do 5 minut. Viry jsou citi#ySi, s vyjimkou viru hepatitidy B, jenz se v
krvi inaktivuje pi 160 °C aZ za 60 minut. &¢i suchému teplu jsou nejod@jgi bakterialni
spory, ty nejrezistenti se znii pri 180 °C az za 15 minut.

Nevyhodou je, Ze sterilizovat se takto daji jaedmety z odolnych materiél a latky
neobsahujici vodu — napsklo, porcelan, tuky, oleje, vosky, glycerin. ®p@anou
horkovzduSnou sterilizaci ztraceji kovové nasttejdost a tupi se. Ro¥@ papir, vata, textil,
dievo a korek, které se sterilizuji jefi £60 °C, @ tomto postupu trpi a émi svij vzhled a
vlastnosti [4].

2.3.2.4 Ultrafialové zé&eni

Princip pisobeni ultrafialového #éni byl popsan v kapitole 2.2.4.
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Ucinek UV z&eni neni zcela ireverzibilni. Bylo zjito, Ze jsou-li bakterie po omni UV
paprsky vystaveny @gasnému &nku denniho sitla, miZze fada bakterii oZzéni gezit a
pokratovat v ifistu [2].

Zdrojem UV zdeni jsou tzv. germicidni fi&e. Tento zpsob sterilizace lze pouzit k
dophkové dezinfekcici dekontaminaci. Nevyhodou je mald hloubka pronikantudiz
nemoznost sterilizace zastitych gredneta [4].

2.3.2.5 lonizujici zateni

Ke sterilizaci se vyuziva pronikavého gamaerd. Jako zdroj ionizujiciho Eni se
pouZiva nap radioaktivni kobalt’Co.

Mezi vyhody tohoto typu sterilizace paskut&nost, Ze ionizujici z&ni pronika hluboko
sterilizovanym materidlem, je tedy mozno sterilabgednt i s jeho obalem [5].

2.4 Plazmova sterilizace

24.1 Co je to plazma

Plazma se oziaje jako ctvrté skupenstvi hmoty. Je to kvazineutralni plhsahujici
dostaténé mnozZstvi nabitycltastic, jejichz prostorovy naboj vede k tzv. kolekfmu
chovani [33]. Pojmem kvazineutralni oZopeme takovy stav, kdy se v ionizovaném plynu
vyskytuje stejné mnozsteiastic nesouci kladny i zaporny naboj [5]. Kolektmnchovanim
ozn&ujeme vzajemné  {sobeni  castic progtednictvim makroskopickych
elektromagnetickych poli. Jednotlivymi mikroskopjoki poli na seb&éstice fisobi pouze
pii vzajemnych srazkach. Na zaktatbho, zda krom nabitych ¢astic obsahuje plazma i
neutralni molekuly a atomy, roddjeme plazma na sléka silré ionizované [33].

Mezi procesy vytviejici stav plazmatu patpruzné srazky meztasticemi i nepruzné
srazky, které vedou k ioniza¢i disociacic¢astic.Tyto procesy jsou doprovazeniemosem
energie a diky nim se v plazmatu ustanovi rovnovabai pisobenim gimych a inverznich
proces [34].

V plazmatu jsou elektrony urychlovanyinkem vrgjSiho elektrického pole a jejich
energie je pomoci sraZzekgmasSena na ostattiastice, coZ vede k excitaci, ionizaci nebo
disociaci. Castice v metastabilnich stavech maji relativtiouhou dobu Zivota (mikro az
milisekundy), v dsledku¢ehoz se mohou hromadit v plazmatu a nasigsiou vyuzity jako
efektivni zdroj pro postupné exaitd a ioniz&ni procesy. Srazky s molekulami mohou vést
ke vzniku volnych radika@l z nichZ se stavaji prekurzory chemickych reakglazmatu.
Chemické reakce probihaji v plazmatu odli$ez za bznych podminek, coz jeadledkem
velkého pdétu energetickych srazek [35].

RozliSujeme wkolik typt plazmatu liSicich se od sebe tim, zda se nachdeplotni
rovnovaze. V rovnovazném plazmatu maji vSeckiagtic stejnou energii i teplotu. V
nerovnovazneé plazmatu maji elektrony jinou teploaf €zké c¢astice. V jakém stavu se
plazma nachéazi zavistgrevsim na Zjsobu jeho vzniku [5].

Plazma Bzr¢ pouzivané pro sterilizai Cely se nazyva nizkoteplotni (studené), s
ohledem na teplotu plyin Je to z toho w/odu, Ze &Zké castice (neutréintastice a ionty) v
tomto plazmatu maji vyraZnnizSi teplotu (obvykle az desetkrat mensi) neZejelota
elektron [8].
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24.2 Zdroje plazmatu

Zdroje plazmatu se liSi tim, zda pracuiji pizkém tlaku plynu, neborpatmosférickénti
vy8Sim tlaku. Plazma fieme generovat vysokofrekwgnm elektromagnetickym polem,
stejnosmirnym nebo gidavym proudem. Pokudiipzime nagti na dw elektrody uvnit
vycerpané sklené trubice, dojde k doutnavému vyboji a vzniku platu. V plynu je vzdy
piitomen maly poet elektricky nabityckastic, tim dojde k zapaleni vyboje. Poté se vlivem
urychlovani mezi elektrodami a vzjemnymi srazkaatne rychle zvySovat @et nabitych
castic. Bude-li se nap na elektrodach dale zvySovat, bude silit ion&zacelektrony na
katocE budou mit dostat@mou energii pro vystup do prostoru vyboje. Tim dewty vyboj
piejde v elektricky oblouk. DalSim typem vyboje jeréoovy nebo bariérovy vyboj. Oba
vznikaji pi atmosférickém tlaku a je pra typicka velk& aktivni plocha plazmatu [5].

2.4.3 Princip plazmové sterilizace

Plazmovou sterilizaci rozumime vystaveni mikroorgieni G¢inkim elektrického vyboje v
prostedi plynu. Gilezitou podminkou je, Ze plyny nebo jejich &nnemaji za normalnich
podminek biocidni &nky. Ty jsou aktivovany az gsobenim elektrického vyboje a
deaktivovany bezprasdreé po vypnuti budiciho zdroje [8, 36]

Plazmova sterilizace j@zena mezi fyzikalni sterilizai metody. Principem této metody je
pusobeni jak fyzikalnich vlif, tak vliva chemickych, vznikajicich chemickymi zmami
prostedi. Vznik chemickych agens je zcela zavisly nakBlnich vlastnostech plazmatu, to
znamena, Ze jej nelze ziskat bétgmnosti plazmoveho vyboje [6].

Plazmové sterilizéni za&izeni je takovy systém, ve kterém je za inaktivaikiroorganisni
zodpowdné vyhrada plazma. Sterilizovat Ize fpnym kontaktem s plazmatem nebo v
dohasinajicim plazmatu. Dohasinajici plazma obsalrijsrovnani s vybojem relativmalo
nabitych ¢astic. Hlavni vyhodou sterilizace v dohasinajicilmizmatu je pedevsim teplota.
Teplota plynu ve vyboji ize dosahovat azékolik set °C, zatimco teplota dohasinajiciho
plazmatu nefesahne 50 °C, cozZ jeil@zité pro sterilizaci tepetncitlivych materiah. Pokud
v3ak jde o dobu sterilizace, ta je mnohem krat8iylmji neZ v dohasinajicim plazmatu [5].

Sterilizace p pfimé expozici plazmatem nastava ve vyerakratSichcasech nez sterilizace
v dohasinajicim vyboji, nicménsterilizace v dohasinajicim vyboji je mnohem bémpsi
pro personaliednodussi a ma nizsi provozni naklady. Vyznamngaostatkem plazmovych
sterilizaci je jejich zavislost na tloige vrstvy mikroorganisih uréenych ke sterilizaci.
Duvodem je omezena hloubka penetrace Utézg[8].
244 Mechanismy Finku sterilizace plazmatem
Ke sterilizaci plazmatem dochazi nize popsanymihaeismy, které definoval Moisan [8]:

1) Fima destrukce genetického materialu mikroorganipfisobenim UV z&eni. [8]

NejvyssSi @inek ma UV zéeni v rozsahu 240-280 nm, coZ bylo popsano v kigpa@.4.

UV zéaeni vrozsahu 320-400 nm iniciuje &my nenasycenych mastnych kyselin
v burg¢né membrat V disledku toho mize dojit ke zriné permeability buscné membrany

[6].
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2) Eroze mikroorganisiy atom za atomem, vlivem viil fotodesorpce

Foto-indukované desorpce je vysledkeriisgbeni UV fotod, které po dopadu &ii
chemické vazby v materidlu mikroorganismu, coz vikdermovani ¢kavych slodenin z
atomi vlastniho mikroorganismu.¢kavé meziproduktyéchto nerovnovaznych chemickych
reakci jsou malé molekuly, napgCO a CH) [8].

3) Eroze mikroorganistnvlivem leptani

Leptéani je vysledkem absorpce reaktivnééistic z plazmatu na povrchu mikroorganism
kde vstupuji do chemickych reakci, jejichz vysledk¢ge formovani ¢kavych slodenin
(sponténi leptani). Reaktiviastice mohou byt atomarni a molekularni radikabprnO a
OH, nebo excitované molekuly [8]. Proces leptardnézorgn na obrazku 6.

(a) Ar' (b)Ar, 0, (¢)Ar, 0, 0

60 min 30 min 15 min

120 min

Obrazek 6: Bacillus atrophaeus vystaveny po dobu 15 — 12@Qinza nizkého tlakuisobeni
a) iontzm argonu, b) kombinaci iofitargonu a molekul kysliku a ¢) kombinaci ibargonu,
molekul kysliku a kyslikovych atdfi 8]

Boudam dodal nasledujici mechanismy [9]:

4) Oxidaci bug¢nych ¢asti (membrana, proteiny, DNA) visledku pisobeni volnych
radikal obsahujicich O (O, OH, RO)
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Difuze atonii kysliku, obeca slowenin, které obsahuji ve své molekule kyslik skrz
material spor, nasledované lokalnim posSkozeninisapenym pravipodobré oxidaci
cytoplamatické membrany, protéia DNA materialu.

5) Lyze bakterii, jako vysledek nahrontad nabitych ¢astic na bu&né membraf
Tento efekt je prokdzan pouze pro gramnegativnietatiyni bakterie s nerovnammym
povrchem. Tyto nepravidelnosti vyteli malé polomry zakiveni, na nichz dochazi
k nahromadni naboje [9]. Tuto teorii potvrdil Laroussi ve sW experimentech
s gramnegativni bakterd. colia grampozitivni bakterB. subtilis[24].

2.4.5 K¥ivka preziti
Kiivka preziti popisuje fyzikal&-chemické procesy, které se podileji na plazmovych

sterilizacich. Je to graf logaritmu o piezivSich mikroorganisin jako funkce délky
expozice plazmatem.

Vysledkem sterilizace v konvénich sterilizénich systémech (autoklav, EtO) je
jednofazova kivka — cely proces inaktivace az po sterilizaay@onencialni funkcéasu.

Naopak vystaveni mikroorganismvlivim plazmatu vede ke grafu seédva az temi
linearnimi segmenty viz obr. 7, coz vede k&ay Ze pdet prezivSich mikroorganisinklesa
Vv prvni aproximaci lineafh s ¢asem,ale stznymi ¢asovymi konstantami resptznymi
kinetikami [10].

1[:?" ||||| | L L | T | DL L . | T T T
10° E:1.9 min
0 5:_. 130 min
g 100 e
E » e D = 47 min
4 n e
a 10 E_ k| -:....____. .-
__ 170 min -
E 1[]]; e
g E D = 42 min &
E 0L '
=
10'
.Inﬂ_l ..... | S Loprpriince iy dley oty | I R |
0 20 40 60 80 100 120
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Obrazek 7: Krivka peZziti spor B. subtilis [8]

2.4.6 Riazné typy vyboji a jejich vyuziti

Tato ¢ast je zarrena naizné typy vybaj a jejich vyuziti pi inaktivaci mikroorganisr
za atmosférického tlaku.
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K. Kelly-Wintenberg a kol. (1998) - pro sterilizagyuZili RF doutnavy vyboj (OAUGDP -
one atmosphere uniform glow discharge plasma). &esin o zvlastni typ netermalniho
atmosférického plazmatu, ktery svdaso¢ rozliSenou charakteristikoutipomind DC
doutnavy vyboj za nizkych tlak Frekvence buzeni vyboje je 7 kHz, #&p8,5-11 kV.
Mikroorganismy byly vystaveny jak imému msobeni plazmatu, tak i dohasinajicimu
vyboiji. Jako bioindikatory byly pouzity bakterieggetativni - izné kmenyE. coli, S. aureus,
Deinococcus radiodurans, Bacillus subtilispéry - Bacillus stearothermophilus, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis var niggrkvasinky Saccharomyces cerevisiae, Candida albi¢ans
a viry (Bacteriphage Phi X 1j4Mikroorganismy byly naneseny na PP, sklo a Zinrégium
(agar). Z vysledk je patrné, Ze rychlost inaktivace zavisi na typikraorganismu a
vlastnostech povrchu ¢gného ke sterilizaci. Dominantnim mechanisméninaktivaci jsou
reaktivni radikaly O, vliv UV z&ni je zanedbatelny. Vysledkem experinieje kiivka
skladajici se ze dvou lineérnich Usek pripad piimého gisobeni plazmatu je hodnofa
vétSi nez hodnotaD,, v pripact dohasinajicino plazmatu je tomu opa Na zaklad
sterilizatnich &inka OAUGDP byly navrzeny speciélni vzduchové filtry offiitry) do
klimatizaci a ventilanich systén [22].

Hury a kol. (1998) publikovali inaktivaci spor néegdnttech poneenych do argonového a
kyslikového (@, CO, a HO,) mikrovinného plazmat, v oblasti nizkych tiaklako testovaci
spory byly pouzity spor3. cereus, B. subtilis, B. pumilaf3. stearothermaphilus. Zjistili, ze
B. stearothermophilu®yl mnohem jednoduSeji inaktivovan nez zbwyliéniikroorganismy,
coz ukazaly shodnéftikky pieziti. Déle zjistili, ze C@ a HO, vyboje maji nejvyssi
inaktivacni rychlost argon nejnizsi. Dle jejich tvrzeni dazhk degradaci mikroorganism
vlivem jejich pomalého spalovani kyslikovymi atorayradikaly obsahujicimi kyslikovy
atom. Ri teplotach blizkych laboratorni tepdge vysledkem spalovani G@ HO [8].

T. C. Montie a kol. (2000) - patdo stejné skupiny jako Kelly-Wintenbergii haktivaci
mikroorganisni vyuzivali OAUGDP. Zjistili, Ze pro délku inaktivamehraje roli to, zda jsou
vzorky mikroorganismm nanesené na polypropylenovych gadh vystaveny fisobeni
plazmatu pimo nebo zabaleny v obalech. Vzhledem k faktu, gq@iinledné obaly absorbuji
vétSinu UV, dospli k zadwru, Ze UV z&eni neni dominantnim procesem inaktivace.
Domnivaji se, Zze za inaktivaci je zodgdma difuze reaktivnich kyslikovychastic do
cytoplazmatické membrany a nasledné nevratné pegkozembrany [23].

M. Laroussi a kol (2003) - pouzival RBD vyboj (tidBD, kde jeden z platdielektrika je
nahrazen vysoce odolnym materialem), ktery uimg pracovat $ nizkych frekvencich jako
je 60 Hz. RBD vyboj generovany v heliu za atmosi&ho tlaku je zdroj nabityctastic,
volnych radikah a z&eni (IR, VIS a UV). Hlavnim cilem bylo ukazat, Zgzé
gramnegativnich bakterie. coli je vysledkem nabiti (nahrom&d naboje) na povrchu
bakterie a nasledné poskozenkjgn burécné membrany vlivem elektrostatickych sil. Toto
nebylo pozorovano ip inaktivaci grampozitivni bakterid. subtilis Zde nenastala zadna
morfologicka zn¢na. Divodem je silgjSi ochranna vrstva [24].

Kwon-Yong Lee, Park a kol. (2004) - vyuzZivaji mikhoné plazma (2,45 GHz) buzené v
argonu za atmosférického tlaku. Jako kontrolni pukganismy pouZivajiE. coli a
methicillin rezistentni Staphylococcus aureusanesené na skle. Inaktivace 6&adi
dosahovali i expozici 1s. Jako hlavni inaktiéai mechanismy uvagl volné radikaly,
UV zé&eni a proces odprasovani [25].
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M. Laroussi, F. Leipold (2004) - zkoumali mechanysmaktivace mikroorganistnve
vzdaleném atmosférickém DBD vyboji na vzduchu. Mykdazmatu byl 2-15 W. Dle autor
maji hlavni podil na inaktivaci kyslikové a dusikoseaktivni¢astice jako jsou O, OH, NO
vliv teploty a UV zdeni je v tomto fipact zanedbatelny. Jako modelovy mikroorganismus
zvolili spory nezndmého drugacilla [26].

M. Heise a kol. (2004) - pro sterilizaci PE vzibrkontaminovanych sporanBacillus
subtilusa Aspergillus nigewvyuzili dvé konfigurace bariérového vyboje. V prvnifigad se
jedna o klasicky DBD s jednim dielektrikem a vzaorkemistnym na uzemné elektrod.
Ve druhém pipact pouZili CDBD (kaskadovy dielektricky vyboj), kteiombinuje @inek
UV z&eni a dopadu reaktivniatéstic plazmatu. Tento typ vyboje vznikiiganim dalSiho
dielektrika (z kemenného skla, transparentni pro U\terd) do mezery mezi elektrodami
klasického DBD. Vznikly tak dva nezavislé prostovyhornimcasti je umistna excimerni
lampa a ve spodni je buzen vyboj. Jako plyny poa#gon, dusik a synteticky vzduch. Vyboj
inaktivaci spor a navic je Setjii k materialu. B inaktivaci v DBD pedpokladaji jak vliv
UV zéeni, tak i reaktivnickiastic [21].

Becker a kol. (2005) - pouzivali mikroplazma (CPEcapillaries plasma electrode
discharge). Jedna se o typ bariérového vybojegdialektricka kapilarni vrstva pokryva jednu
nebo ol elektrody. Kazda kapilara slouzi jako plazmovyagdplazma jet), jsou schopné
generovat plazma o vysoké integzivysledkem je homogenni plazma. Jako pracovniyplyn
pouzivali He, He-N He-vzduch (vihky, suchy). Testovali inaktéva (¢inek mikroplazmatu
na jednotlivé mikroorganismy (bakterialni spdy subtilisa B. stearothermophilysa na
biofilmy (vysoce organizované kolonie mikroorganisimkteré se vyznalji komplexni
strukturou, ktera ddke pilne k povrchu; projevuji se vysokou odolnosiicivantibiotikiam,
germicidnimu z#eni a dalSim tradhim inaktiv&nim postufm). Vysledkem inaktivace
jednotlivych mikroorganisiin je jednoducha exponencialnika, kterou autor fisuzuje bd’
dominanci jednoho typu mechanismu nebo vice meshém se stejnou kinetikou, nicmé&n
jednotlivé mechanismyipsré nespecifikuje. V fipact biofilmua je vysledkem Kvka slozena
ze dvou linearnichtasti, ani zde autor neposkytuje v§deni. Sterilizace jednotlivych
mikroorganisni vyZaduje piblizné 2 minuty, u biofilmi je nutné pouzittasy delSi nez
60 minut [27].

M. K. Boudam a kol. (2006) - pro inaktivaci mikrganisnti vyuZzivaji DBD
(v Townsendoy moédu) ve srési No-NoO. Zjistili, Ze volbou spravné koncentrace\v
pracovnim plynu lze dosahnout takovych podminely kdktivatnimu procesu dominuje
UV zareni, naopak lze také dosahnout podminek kdy je UNV z&eni minimalni. Jako
kontrolni mikroorganismus byl pouacillus subtilis[9].

P. Muranyi a spol. (2007) navazali na praci HeiBestovali inaktivéni (€innost no¥
vyvinutého CDBD s 282 nm excimerni lampou na Sitol&alu mikroorganisin (spory B.
atrophaeus, B. pumilus, Clostridium botulinum, ®liokum sporogenes konidiospory
Aspergillus niger a vegetativnimi btkami Salmonella Mons, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Deinococcus radiodurgnsvyboj byl buzen v progedi laboratorniho
vzduchu za atmosférického tlaku, s hustotou vykbBWW.cni. Inaktivaini (&inek CDBD se
pro kazdy mikroorganismus a jeho formu liSi. Oliedre fict, Ze inaktivace &tSiny
vegetativnich bukk nastal jiz po 1 sigsobeni plazmatu, vifpadt vysoce rezistetnich spor
bylo poteba vyraz# delSich¢adi. SporyAspergillus nigerse ukazaly jako nejodddj$i, coz
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vzhledem Kk jejich vysoké odolnostidi pasobeni UV potvrzuje dominantni roli UV izi
[28].

R. Brandenburg a spol. (2007) - pouZili pro inaktivnetermalni plazma jet s RF frekvenci
27,12 MHz, vykon se mil v rozmezi 10-60 W. Vyboj hHel za atmosférického tlaku v
argonu. Jednotlivé plazma-jety lze spojovat a wgidak podminky pro opracovani 3D
prednEta riznych tvafi. Teploty substratu se pohybovaly dle zvolenéhoomyka pétoku
plynu v rozmezi 35-95 C. Jako bioindikatory bylyupidy spory Bacillus atrophaeusa
vegetativni biiky Escherichia coli Vyboj byl analyzovan a byla prokazanaitpmnost
reaktivnich¢astic kysliku, konkréthatomarni O, OH a NO molekuly, které jsou zodfzmé
za emisi UV z#eni v oblasti 200-300 nm. dihky UV z&eni a teploty byly studovany
odctlené. Fxi studiu teplotni inaktivace byly vzorky vystavepgsobeni suchym teplenyip
teplot shodné s teplotou vzorku v plazmatu. Vliv UMedi byl studovan v plazmatu pomoci
UV transparentniho filtru zifemenného skla. NejvySsi inakttva (&inek byl dosazenip
piimé expozici plazmatem. Vripact spor Bacillus atrophaeusyl kinek UV z&eni ve
srovnani s plazmatem asi poléwi a vliv teploty byl zcela zanedbatelny vzhledemykokeé
odolnosti bakterialnich spor. Naopak tomu byl&scherichia coli kde v prvnich 30 s byl
(cinek plazmatu a tepelné sterilizace srovnatelngmére s prodluzujici se délkou expozice
dosahovala plazma vyrazrlepSich sterilizénich (&inki nez samotna teplota. V tomto
piipact je vliv UV z&eni zanedbatelny [29].

F. Leipold (2007) — se ve svém experimentu &#mma sterilizaci hrozf,, které jsou
béhem gepravy napadany plisni Botrytis. Bylo pouzito niggotni plazma i
atmosférickém tlaku a jako reaktiviiaistice zde byl pouzit 0zén. Pro srovnani byl stejny
pokus proveden v atmogé& SQ, ktery se v sotasnosti ke sterilizaci hroanvyuZiva.
Vysledky ukazuji, Zze dostgjici koncentrace ozonu jefiblizné 20 ppm a vysledky jsou
srovnatelné sisobenim S@ Navic nebyla ovlivéina chi ani vzhled hrozin[19].

Podle J. Ehlbecka a spol. (2008) je inakihia (Cinek vyboje prezentovany
Brandenburgem vysledkem spétého misobeni excitovanych reaktivniatastic, cast&né
asistované UV a VUV zanim (jako pracovni plyn byl pouzit argon), teplot@a
nizkomolekularnimi chemickymi produkty. Vysledkenterlizace je inaktivani kiivka
slozena ze dvou linearniatasti, kde prvnicast ma strg§Si pribéh. Fidanim vzduchu do
argonu je zvySenacinnost inaktivace, prawgodobré diky vysSi koncentraci reaktivnich
kyslikovych ¢astic. Dale prezentuji vysledky sterilizace ¥mith sén PET lahwtek pomoci
mikrovinného vyboje generovaného magnetronem (&eke 2,45 GHz, vykon 1,7 kW) na
vzduchu za atmosfeérického tlaku. Bylo dosaZzenotimake 5 az #adi v zavislosti na typu
mikroorganisni pii expozicich plazmatu do 1,5s. Jako mechanismtivece uvadi
UV zéaeni, nizkomolekularni chemické produkty (hlawiO), reaktivnicastice kysliku, teplo
a zbytkovy plyn NQ (vznikd z NO a O radika) [30].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Bacillus subtilis
Experimentélntast této prace byla prov&th na mikroorganismBacillus subtilis

3.1.1 Taxonomické zaazeni
Ri3e: Bacteria
OdcEleni: Firmicutes
Trida: Bacilli
Rad: Bacillales
Celed: Bacillaceae
Rod: Bacillus
Druh: B. subtilis
[14]

Mezi dalSi druhy roduBacillus pati Bacillus polymyxa, Bacillus macerans, Bacillus
cereus, Bacillus anthracis, Bacillus stearotherms) Bacillus coagulans, Bacillus
thuringiensis, Bacillus sphaericy3].

Obrazek 8: Krizovy roz#r B. subtilis [15]
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Obrazek 9: Gramovo barveni [15]

3.1.2 Morfologie

Bacillus subtilis pati mezi grampozitivni bakterie, bBlly maji tvar tginek a jsou
uspdadany vietizcich. Velikost butk se pohybuje 2-8m do délky a 0,7-0,8m do Siky.
Spory jsou ovéalného tvaru, nezdjici buiku [15]. Endospory rodiBacillus se vyznauji
vysokou termorezistenci [3].

3.1.3 Metabolismus

Bacillus subtilisje aerobni, chemoorganotrofni mikroorganismus.[Pspdukuje #kolik
polypeptidovych antibiotik [3]. P&t mezi katalaza pozitivni, lecitinaza negativnipitv
acetoin, netvid arginin dihydrolazu, hydrolyzuje Zelatinu, Skrakeskulin, redukuje nitraty.
Optimalni fistova teplota je 30 °C. Rosté p0 °C, nicmén pri 55 °C jiz neroste [15].

3.1.4 Vyznam

Bacillus subtilisje v prirodk nejrozstensjSi [3]. Vyskytuje se v fidé¢ a vod [15].
V pekarenském fimyslu je hlavni fi¢inou nitkovitosti chleba. Bakterialni amylazy ziska
z B. subtilis se uplatuji v pivovarstvi a v textilnim @myslu, proteindzy se pouZzivaji do
pracich prosedki [16].

Bacillus subtilisbyla prvni grampozitivni bakterie, u které byl kgdén geneticky kéd.
Ackoliv neni povazovana za patogenni plavéka, mize kontaminovat jidlo a ve vzacnych
piipadech mZe zpisobit otravu [17].

Spory jsou BZzné pouzivany jako testovaci spory w® nebo pi UV dekontaminaci.
Predpokladd se jejich rezistencei¢v oxidatnim ¢inidlam nebo prosedi a vysoka
termorezistence [21, 3].

3.2 Dielektricky barierovy vyboj
Prvni vyzkum byl zagen na vyuziti DBD pro generovani ozonu. Postugasu vSak
naSel DBD vyboj uplatni také @i fad dalSich pimyslovych aplikaci, nap CQO, lasery,
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excimerni UV lampy, rozklad VOC, plazmové displegde také i povrchovych Upravach
materiah véetrg nanaseni tenkych vrstev [11].

Pro bariérovy vyboj je typickaiffomnosti jedné nebo vice pevnych dielektrickych
bariérovych vrstev umi&tych mezi kovovymi elektrodami (viz obrazeéki0). Dielektricka
bariéra kontroluje distribuci ndboje a energii mikyboji na povrchu elektrody. Jako
material pro dielektrikum se r&sgji pouziva sklo, kemkité sklo, keramické nebo
polymerni materialy. Bariérovy vybojiie vznikat v Sirokém rozmezi thaknegastji vSak
pii tlacich 0,1-1 atmosféra. Zidodu @itomnosti nevodivé bariérové vrstvy je vyboj buzen
sttidavym naptim. Nagti mezi elektrodami je obvykle v rozsahu 1-100 l¥ekvence se
pohybuje v intervalu desitek Hz - MHz. Prostor mektrodami se &Sinou pohybuje
v rozmezi gkolika desetin mm az kékolika cm v zavislosti na poZadované aplikaci [11].

High Voitage
El
) ectrode

& oo, R — AC E@Dielec’mc
(a W C) J—— Generator() Dls.fﬂ_a_r-g_ﬂ;ap Barrier

Ground
Electrode

Obrazek 10: zZakladni experimentélni usfadani dielektrickych bariérovych vylio[11].
AC generator - zdroj sidavého nagti, discharge gap - prostor mezi elektrodami, ditie
barrier - dielektrick& bariéra, high voltage eleotte - vysokonafgova elektroda, ground
electrode - uzem#na elektroda

Jestlize k dvojici elektrod, mezi nimiz se nachdilektricka bariéra, ifpojime vysoké
sttidavé napti s amplitudou $tSi neZ je pirazné nagti plynu mezi elektrodami ziskame
dielektricky bariérovy vyboj. V tomto ffpact slouzi dielektrickd bariéra jako seériov
piipojeny kondenzator omezujici elektricky proud wgioru mezi elektrodami. Elektricky
priraz v plynu zjisobi lokalni nabijeni bariéry, jehoz nasledkemgklgs napti v plynu. To
po velmi kratké dob (fddow desitky nanosekund) klesne podrazné nagti plynu a vyboj
zanikne. K dalSimu vyboji fize dojit pouze zvySenintifpZzeného nagti nebo zmdnou jeho
polarity. Z tohoto dvodu se pro napajeni bariérového vyboje pouzitidasté napti [11].

Za atmosfeérického tlaku se DBD¢tginou vyskytuje v tzv. filamentarnim maédu. To
znamena, Ze vyboj ma podobu velkého mnoZstvi viljojo kanal, tzv. flament.. Kazdy
z filamenti je prostoro¥ vyrazré ohranten, jeho pimér byvaradow desetiny milimetru a
trvani od rkolika nanosekund po jednotky mikrosekund [11]. stttebsti jednoho filamentu
piiliS nezavisi na vlastnostechiyedeného nafii (amplituda, frekvence). Odvijeji se od
vlastnosti pouzitého plynu, dielektrika a konfiguiraelektrod. Velikost amplitudy nap
ovliviiuje pouze mnozstvi vznikajicich filamént Nezavislost vlastnosti filamantna
vlastnostech elektrického polaegtava platit, jestlize doba iG&tu nagti je srovnatelna
s dobou trvani filamentu. Velkou nevyhodou filandntho modu je jeho nehomogenita,

e

homogenitu vyboje [12].
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Pt ur¢itych podminkéch (plyn, frekvence, rigip piipadré konfigurace elektrod) lze ziskat
zdanliw homogenni difazni mod DBD [11]. V tomto modu nel@émo rozlisit jednotlivé
filamenty, vybojovy kanal pokryva prakticky celolophu dielektrika. Trvani tohoto vyboje
je také mnohem del&adow desitky az stovky mikrosekund. Budeme-li tedy sledcasovy
priabéh vybojového proudu, fizeme tak od sebe odliSit jednotlivé typy vyboje.hdgiou je
jiz zminovana homogenita vyboje, hlavni nevyhodou je to,d#&zni vyboj vznika jen
v nékterych plynech nebo sisich plyri a jen v uéitém rozsahu nagi a frekvenci. Na jeho
vznik mize mit roviz vliv prostorové usp@dani elektrod [12].

U dielektrického bariéroveho vyboje jsousdxékladni uspkadani elektrod — rovinné nebo
prostorove. Vyboje iizeme rozdlit na objemové a povrchové, totéleni je podle orientace
vybojovych filamend vici dielektrické vrsté. Jsou-li vybojové mikrofilamenty orientovany
kolmo na rovinu dielektrika (elektrody jsou napreti®), hovaime o objemovém vyboji.
Vyhodou je technickd jednoduchost provedeni, netativelky objem vzniklého plazmatu a
nizké naroky na dielektrickou pevnost bariéry. Nesxjou tohoto usgadani je nemoznost
opracovavani materi@l tlustSich, nez je vzdalenost mezi elektrodami. ovrphovych
vybojich jsou vybojové mikrofilamenty orientovarg¢mé k roviné dielektrika (elektrody jsou
v jedné rovig). Toto uspeddani umoituje opracovavat materidly o libovolné tlgas, ale
pouze povrchoy¥ protoZze tlougka vzniklého plazmatu odpovida tleeé samotnych
mikrofilament: (desetiny milimetru) [13].

3.3 Experimentalni zarizeni

Experimentalni aparatura je zaloZzena na princigembvého dielektrického bariérového
vyboje. Plazmové z&eni (obrazek. 11) se sklada z regulovatelného zdroje stejias@émo
(DC) nagti, vysokofrekverniho zdroje, vysokon&pgového (HF) autotransformatoru a
samotného DBD reaktoru. Vyboj je generovan mezntv kovovymi elektrodami pokrytymi
dielektrickou bariérovou vrstvou. N&p mezi elektrodami Izeipdaném uspi@dani ndnit
vrozsahu 3-10kV, s frekvenci do 10 kHz. &&d roznéry DBD reaktoru jsou
120x118%120 mm. Objem vyboje je pak dan plochokitedd 90x70 mm a jejich vzdalenosti.
Vzdalenost elektrod Ize pomoci Sroubtmnit. P experimentu byla pouzita vzdalenost 3 mm
pro argon i pro dusik. Jako material dielektrikpgaizita slida, tlou%a vrstvy je 0,5 mm. Na
obrazkwu. 12 je zobrazeno schéma elektrického obvodu darak
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Obrazek 11: Plazmové zazeni: 1/ regulovatelny zdroj stejno&meého napti; 2/ vysoko-

frekverni zdroj; 3/ vysokonafpovy (HF) transformator a 4/ DBD reaktor

Regulovatelny DC zdroj

AC/DC

O

HF transformator

E Vstup nap éti

Elektroda

Dielektricka
vrstva

® _g

Prostor vyboje

'd

Privod

(Y Y

DBD reaktor

plynu

Elektroda

Obrazek 12: A/ Schéma el. obvodu; B/ Schéma DBD reaktoru
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Obrazek 13: Plazmovy DBD reaktor s objemovym vybojem

3.4 Popis experimentu

3.4.1 Piiprava suspenze

Na zivné médium MPA2 (Himedia M 1269) byl r&ovanBacillus subtilis Do Zivhého
média byl pidan siran manganaty v mnozstvi 1 g/10 ml, ktergpoouje sporulaciBacillus
byl kultivovan 10 dni fi teplo€ 30 °C. Poté byla fipravena okovaci suspenze. Do
zkumavky se Sikmym agarem, na&mmZ byla bakterie kultivovana, byla nalita sterilni
destilovana voda a mikroorganismus byl do vody m&mlockovaci klickou. CGikovaci
suspenze byla nalita do centriféggé&ch uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o atoje
2 ml. Suspenze byla dvakrat centrifugovana (10a0@in, 20 °C, 10 minut) a promyta 2 ml
sterilni destilované vody. Po dvou promytich byldstedna kapalina¢ira a na di
zkumavky byly usazeny spory a vitalnitiky bakterieB. subtilis

3.4.2 Piiprava vzorku

Do sterilnich Petrino misek byly vioZzeny sterildisky papiru o piméru 3 cm (papir
Whatman 1) fipadre PET félie. Na vzorky papiru bylo napipetovdno l0Qockovaci
suspenze. Vzorky byly vysuSenii teplot 25 °C po dobu 24 hodin.
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3.4.3 Opracovani vzorku

VySe uvedenym Zisobem pipravené vzorky byly vystavenycimkim dielektrického
bariérového vyboje buzeného v argonu nebo dusikaorék byl umisin do stedu mezi
elektrody, prostor reaktoru byl uzZzawm po dobu 2 minut, aby byl dost&i& promyt
pracovnim plynem. Poté byl vzorek vystaveisgbeni vyboje. Aby byl eliminovan vliv
teploty, byly vzorky opracovavany po dobu 30 s #paasledovala 60 s pauza. \imthu
experimentu byl sledovan vliv doby expozice, husfmazmového vykonu a typu pouzitého
plynu na sterilizani €inek. Pro opracovani byly pouzigasy 0, 5, 10, 30, 50, 60, 90 a
120 sa hustoty plazmového vykonu 1,27 W:¢m,78 W.cnt a 2,37 W.cri.

344 Vyhodnoceni

Po opracovani byl vzorek vioZzen do reafignlahve obsahujici 10 ml sterilni vody a
Tween 80. Vzorky byly fes noc umighy na tepaku, kde doslo k vymyti spor ze vzorku.
Suspenze spor bylaigakna a jednotlivé iedné vzorky byly pelivem nagkovany na agar
na Petriho misky. Petriho misky byly kultivovanytermostatu po dobu 3 dniipeplot
30 °C. Poté byly spiteny vytvaené kolonie mikroorganismu.

3.45 Zpracovani vysledki

Ze ziskanych hodnot ptu mikroorganisn byla sp@tena koncentrace mikroorganismu ve
vychozim vzorku. U ziskanych vysledikyl hodnocen vliv pouzitého plynu naidnost
sterilizace, vliv pouzitého vykonu n&ianost a byla porovnan&ianost sterilizace na papi
a na PET folii.

Pivodni paet bakteriiB. subtilisbyl 5,07.10 CFU/m.

Dielektricky bariérovy vyboj byl diagnostikovan pogi optické emisni spektroskopie.

Nasledujici obrazky znéaauji vliv pouzitého hustoty plazmového vykonwasu misobeni
na efektivitu sterilizace:

Obrézek 14: Pocet kolonii B. subtilis p vystaveni plazmatu o husidt,27 W.crii v argonu,
délka opracovani 0, 10a 90 s
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Obrazek 15:Pocet kolonii B. subtilis i vystaveni plazmatu o husidt, 78 W.cii v argonu,
délka opracovani 0, 10a 90 s

Obrézek 16: Pacet kolonii B. subtilis f vystaveni plazmatu o husidt,37 W.cii v argonu,
délka opracovani 0, 10a 90 s

Na vySe uvedenych fotografiich je patrny rozdilnkeonevystavenéhotgobeni plazmatu,
vzorku po ukité doke pasobeni a vzorku, uéhoz bylo dosazeno sterility. Vliv dobyigobeni
a hustoty vykonu bude diskutovan dale.

3.4.6 Opticka emisni spektroskopie plazmatu

Pri méieni spekter byl vyuzit fisstroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s ifzkou 1200 a
3600 vrygi/mm, vybaveny CCD detektorem chlazenym dusikentieM spekter bylo
provedeno v dusiku a argonu v rozsahu 200-400 nvhdllast). Pro tentodel byla vyuZzita

miizka 3600 vryp/mm. Na niizce 1200 vryp byla nefena gehledova spektra pro oba
pracovni plyny v rozmezi vinovych délek od 200 @6 8m.

Spektrum dusiku bylo #&ieno gFimo, to znamena, Zetdmenné optické vlakno bylo
prost&eno skrz plexisklovy kryt. Takto bohuZel nebylo méaEiit spektra argonu, ta byla
métena es Kemenné okénko a mezi okénkem a vlaknem byla geosdrtrubika cca 20 cm
dlouha.

Zpracovani spekter provedl Mgr. J&ech za pouziti programu Spectrum Analyzer 1.6.
Tento program také umoznil vypet rot&nich a vibranich teplot pro oba pracovni plyny.
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4 V YSLEDKY A DISKUZE

Cilem bakalgské prace bylo studium sterilig@ho inku dielektrického bariérového
vyboje na prokaryotni mikroorganismy. Efektivitaelizace byla posuzovana podle vlivu
délky expozice, hustoty plazmového vykonu a pohbitdlynu. Ziskané vysledky byly
shrnuty do nasledujicich gtaf

4.1 Vliv doby expozice a hustoty plazmového vykonu

Obrdzek 17 je grafickym znaz@émim vlivu pouZité hustoty vykonu na efektivitu
sterilizace. Graf byl zpracovan pro sterilizaciosipitim argonu. Z vySe uvedené zavislosti je
patrné, e hustota vykonu oulivje efektivitu sterilizace. # hustot 1,27 Wam® je
inaktivace mikroorganisin pozvolna. V pibéhu prvnich 60 s vykazuje fikka temer
konstantni pibéh. Beéhem 90 s psobeni bylo dosazeno redukce o jedéd. Byla-li
sterilizace provétha [ 1,78 Wm®, bylo dosaZeno Gbytku o jed#&d, ale iz pasase 60 s a
pocet prezivSich mikroorganisiv jednotlivych casech se snizoval rychleji, coz |zecist
z prabéhu kiivky. NejrychlejSiho Ubytku mikroorganismbylo dosazeno dnem prvnich
10 s misobeni. Z hlediska efektivity je nejvhagi hustota vyboje 2,37 Wh?, pri niz byly
vSechny mikroorganismy usmrceny za 60 s. Za 10 pbyet mikroorganism redukovan
o tii rady, coz se naikce projevuje prudkym poklesem. Podobny tvéviky naneiil ve své
studii Heise [21].

5 —=—1,27 W/em®
—e— 1,78 W/icm®
—a— 237 Wiem®

log CFU/mlI
N

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Doba expozice (s)

Obrazek 17: Grafické znazoreéni viivu hustoty vykonu naiiinnost sterilizace
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4.2 Vliv pracovniho plynu

Obrézek 18 srovnav&imnost sterilizace s ohledem na pouZity plyn. Zgia patrné, Ze
na &innost sterilizace ma pouzity plyn vliv. V obotipadech byla pouZzita stejna hustota
vykonu 2,37 WBm>. F¥i sterilizaci v argonu bylo UpIné inaktivace vSetfikroorganisni
dosazeno po 60 s, pro dusik je tetds o tetinu delSi, mikroorganismy byly inaktivovany az
po vystaveni &inkim plazmatu po dobu 90 s. ¥ipact argonu doslo k ne§Simu Ubytku
poctu mikroorganism béhem prvnich 10 s, a to & tady. Pro dusik vykazujerikka temer
linearni piibéh.

Vysvétleni WtSi (Einnosti argonu Ize najit ve spektrech. Ve spekiusikl je v oblasti
200-300 nm oblast NO a v oblasti 306-310 nm bylInidikovan OH systém. V ifpadcs
argonu neni ki#i Utlumu intenzity NO znatelné, ale igs tento Gtlum jsou znatelné velmi
intenzivni OH pésy. iesto, Ze nebylo v argonu prokdzano NGQiZenbyt efektivita argonu
vyrazre vySSi nez u dusiku vzhledem k vysoké inten@H. Jak jiz bylo popsano v teori,
tato reaktivnicastice se riwe vyraznym zfisobem podilet na oxidaci a leptani btmych
casti.

VysSi efektivitu argonu popsal ve své préci takéseld21]. Vyswtloval ji piitomnosti
ArO" ve spektru P vinové délce 308 nm, nicmé&ntoto nebylo v naSem spektru
zaznamenano.

—=—argon
—e— dusik

log CFU/ml

T T 1
0 20 40 60 80 100
doba expozice (s)

Obrazek 18 Srovnani dinnosti sterilizace v dusiku a argond pouZiti stejné hustoty
vyboje 2,37 >

4.3 Vliv nosného média

V této casti byl studovan vliv nosného média na efektistarilizace v DBD. Pro tyto
Gcely byly pouzity d¢ nosné média — papir a PET félie. Na média byleesama suspenze
mikroorganisnd, jejiz koncentrace byla cca. 5@ CFU/ml. Vzorky byly poté susenyip
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30 °C po dobu 24 hodin. Z refesrich (neopracovanych) vzarkbyly mikroorganismy
uvolnsny do roztoku vody s Tweenem. Z papiru bylo u¥nm1,610° CFU/ml a z PET félie
2,910 CFU/mI. Z folie se tedy uvolnilo tésn dvakrat ¥t$i mnozstvi mikroorganisinne?

Z papiru. | pesto je rozdil mezijvodni koncentraci a uvainym mnozstvimit rady. Tento
rozdil miZze byt z@isoben postupemiipravy vzorki, hlavreé pak jejich vysouSenim. Rozdil
mezi koncentraci suspenze mikroorgariisziskané z PET folie a papiru je prapddobr
zpasoben porovitosti papiru. Bakterie mohou bitt iranaSeni na papir zachyceny uk/nit
v porech papiru, aipuvolinovani mikroorganistin ze papiru do vody, ma vysledna suspenze
nizS8i koncentraci. PET folie na rozdil od fikrdho papiru Zadné péry neobsahuje, spory
bakterii nemaji byt kde zadrzovany a tudiz dojgigikh vyplaveni.

Vysledky sterilizace Bacilla subtila nanesenéhopapir a PET fdlii, Ize porovnat na
obrézku 20. Pro experimenty byla pouZita hustoteomy 2,37 WBm™ a argon jako nosny
plyn. Z grafu je patrné, Zefipstejnych podminkéch je u papiru dosazena stetilit snizeni
mnoZstvi mikroorganistn o cca 4tady po 60 s, zatimco wipact PET folie byla po
90 s dosazena redukce pouze aatl. Atkoliv se papir navenek jevi jako sterilni, Ize
piedpokladat, Ze v pérech mohou byt ¢esttile pitomny vitalni buiky.

Pérovitost papiru fize mit také vliv na celkovy pbeh plazmové sterilizace. JiZide byl
autory popsan tzv. efekt stim [21, 28, 36]. Kdy mikroorganismy zachyceny veqxir
materialu, pipadré mikroorganismy neuspadarg umiséné na povrchu, tak Ze se navzajem
piekryvaji, jsou chramy pred (Einky plazmatu, které pronika pouze do malé hloubky.

V neposlednifade mohla byt @dinnost sterilizace ovliina také tim, Ze ip nanaSeni
vzorka na PET folii nebylo vlivem vlastnosti materidlusddeno rovnogrného rozmisini
suspenze na povrchu folie.

—=—1.78 Wicm®

5 —e— 2,37 Wicm®
—a— PET - 1,78 W/cm®
4. —v— PET - 2,37 W/cm®
£ 3
)
L
O 24
(@)
i)
1 .
O_
0 I ZIO ' 4|0 ' 610 ' SIO ' 1(|)0

Doba expozice (s)

Obrazek 19: Grafické znazoreni vlivu nosného média na sterilizaci
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4.4 Diagnostika plazmatu
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Obrazek 20: Emisni spektrum vyboje buzeného v argonu

Ze spektra na obrazku 20 byl identifikovan OH sys{@07 nm) a druhy pozitivni systém
dusiku (337, 357 ,380 nm), déle pak ndznak CN Byst@85-389 nm). iféhledové spektrum
navic ukazalo argonov&ry v oblasti nad 690 nm¢ary atomarniho kysliku (777 nm).

Vlivem méieni gres trubtku doSlo k zn&nému Utlumu intenzit a to zejmén&asti spektra
pod 300 nm. Patinz toho divodu nebyl detekovan NO systénikali mohl byt gitomen.
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Obrazek 21:Emisni spektrum vyboje buzeného v dusiku

Na spektru na obrazku 21 byl identifikovan OH systg806-310 nm) a druhy pozitivni
systém dusiku. Vzhledem k obsahu kyslikovycktistet, spektrum v oblasti 220-290 nm
ukazuje emisi N molekulového pasu, tedy prokazujgtpmnost UV z#&eni a jeho mozny
podila na inaktivénim procesu. Spektrum v oblasti nad 400 nm bylotyideno pouze
artefakty druhého spektralnitié@du.

Program pouzity pro analyzu spekter umoznil Wggiorot&nich a vibraénich teplot pro
aby pracovni plyny. Ziskané teploty jsou shrnutghulce 2.

Uvedena roténi teplota aproximujeé¢kké castice, obsazené ve vyboji. Rata teplota
priblizn¢ odpovida tepla@ neutralniho plynu. Z nagfenych hodnot je patré, Ze ¥ipad
argonu jako pracovniho plynu Ize vliv teploty naaktivaci mikroorganisrn vyloucit.
Zatimco v dusiku 1ive teplota fspst kinaktivaci mikroorganisiin Vibratni teplota
poskytuje informaci o Urovni excitace plazmatu. &zotermickém plazmatu byva zpravidla
vySSi neZ teplota rotai. Z vysledk je tedy patrné, Ze pouzité plazma je neizotermické

Tabulka 2: Rotacni a vibrani teploty pro jednotlivé plyny

Plyn Trot [K] T vibr [K]
Dusik — 2,37 W/crh 570 + 110 1580 + 150
Argon — 2,37 mW/crh 290 + 10 1650 + 500
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5 ZAVER
Cilem pedloZzené bakatéké prace bylo studium sterilig@ho &inku dielektrického

bariérového vyboje na prokaryotni mikroorganismgzdétnost byla zagiena na vliv délky
expozice, vliv hustoty plazmového vyboje a poudtelynu na efektivitu sterilizace.

Teoreticka ¢ast je ¥novana popisu prokaryotnich mikroorganism vlivu vrgjSiho
prostedi na mikroorganismy. Dale jsou zde rozebranydstaini steriliz&ni postupy, jejich
vyhody a nevyhody a plazmova sterilizace.

Experimentélnicast je ¥novana popisu mikroorganismu pouZzitéhio gxperimentech a
principu dielektrického bariérového vyboje. Vyslgdéxperimeni Ize hodnotit z #kolika
hledisek. B experimentech byl eliminovan vliv teploty tim, p& pusobeni vyboje déle nez
30 s nasledovala pauza.

Pri srovnavani efektivity sterilizace s ohledem naifitou hustotu plazmového vykonu
dosgjeme k zawru, Zec¢im vysSi hustota byla pouzita, tim byla sterilizatektivrgjSi. Fi
hustot plazmového vykonu 1,27 W™ klesal p&et preZivsich spor jen velmi pozvolna a
béhem 90 s vystavenicinkam vyboje doSlo k redukci gtu mikroorganismi pouze o jeden
fad. U hustoty 1,78 ®m* ma inaktivace rychlejsi pbch, paset peeZivsich spor klesa
vyrazreji nez u nizSiho vykonu, coz dokazuje i stgn pribéh kiivky, prevazi b¢hem
prvnich 10 s. Redukce @ mikroorganismi o jedenidd bylo dosazeno jiz za 60 s. Dle
experimentalnich vysledk se jako nejvhodfjSi hustota pro plazmovou sterilizaci jevi
2,37 Wom™. K usmrceni v§ech mikroorganigrbylo nutné 60 s{sobeni vyboje. Za 10 s byl
pocet mikroorganism snizen o i rady, na pibéhu kivky se tato skut@ost projevi
prudkym poklesem. Celk@vje pribéh kiivky pro tuto hustotu mnohem stégi nez tomu
bylo u gredeslych dvou hustot.

Porovname-li vliv pouzitého plynu na efektivitu dlizace, z experimentélnich dat je
ziejme, ze GinngSim plynem je argon, uc¢hoZz nastala inaktivace mikroorganisnza
mnohem kratSi dobu nez tomu bylopact dusiku pi pouziti stejného vykonu. Vystleni
VEtSi Einnosti argonu lze najit ve spektrech. Ve spektrsikl je v oblasti 200-300 nm oblast
NO a v oblasti 306-310 nm byl identifikovan OH syst V gipad argonu neni kidi Gtlumu
intenzity NO znatelné, ale ii@s tento Utlum jsou znatelné velmi intenzivni Okedgo, Ze
nebylo v argonu prokdzano NO,a#e byt efektivita argonu vyraznvySSi nez u dusiku
vzhledem k vysokeé intenzitOH. Jak jiz bylo popsano v teorii, tato reakti¢astice se rize
vyraznym zjisobem podilet na oxidaci a leptani tmych¢asti.

DalSi skuténost, ktera ovlisiuje &innost sterilizace je pouzité médium, naz nbyl
mikroorganismus nanaSen. Srovnhame-li vysledikyppuziti papiru a PET folie za stejnych
podminek, dosfjeme k zavru, Ze i stejné poateni koncentraci mikroorganismu bylo
dosaZzenotznych vysledl. Vétsi (Einnost byla dosazena za pouziti fiiného papiru jako
media. To niZze byt dané skuteosti, Ze papir obsahuje pory, v nichz mohou byrysp
bakterii zadrzovany. PET folie na rozdil od fittného papiru Zadné pory neobsahuje, spory
bakterii nemaji byt kde zadrZzovany a tudiZz dojdejikh vyplaveni. Koncentrace spor
v suspenzi, kterd byla nanasena jak na papir, ®KPET folii byla 5,0l0" CFU/mI.

Z neopracovanych vzoikse uvolnilo 1,610° CFU/ml v ipadt papiru a 2,80' CFU/m
u PET folie. Zfolie se tedy uvolnilo téth dvakrat tSi mnozstvi mikroorganisinnez
S papiru. | pesto je rozdil mezijvodni koncentraci a uvainym mnoZzstvimii rady. Rozdil
muze byt dan také pouZzitou metodou, konk&étrysouSenim vzork V neposlednirack
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mohla byt @innost sterilizace ovlivna také tim, ZeipnanasSeni vzorkna PET folii nebylo
vlivem vlastnosti materialu dosazeno rovréoného rozmisini suspenze na povrchu folie.

Z vysledki vySe uvedenych experiménje patrné, Ze plazma j&iprhodrg zvolenych
podminkach efektivni metoda sterilizace. Mezi bpmes nejétSi prednosti plazmove
sterilizace pat absence toxickych prik bezpéna obsluha a kratk&asy nutné ke sterilizaci.
Sterilizace plazmatem se raimjevi perspektivni pro sterilizaci matefiaitlivych na teplo,
uplatreni lze hledat i ve zdravotnictvi. Vzhledem k tonke, nizkoteplotni plazma pronika
pouze do hloubky&kolika atonti, nehrozi p jeho pouziti poSkozeni materialu, jako je tomu
nag. pri sterilizaci gama z@&nim.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U
aw, 420 — vodni aktivita

CDBD - kaskadovy dielektricky bariérovy vyboj
CPE - capillaries plasma electrode discharge
CFU - colony forming units — kolonie tkici jednotku
DBD - dielektricky bariérovy vyboj

DC — stejnosriErné nagti

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EtO - ethylenoxid

HF — vysokonagtr'ovy

IR — infracervené

MPA — masopeptonovy agar

OAUGDP - one atmosphere uniform glow dischargenpéas
PE — polyethylen

PET — polyethylenterftalat

RDB — odborovy bariérovy vyboj

RF — radiofrekvedni

UV — ultrafialové

VIS — viditelné

VOC - tkavé organické slaeniny

VUV — vacuum UV
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