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ABSTRAKT

Predmétem dizertani prace bylo studium sterilizaich &inki dielektrického bariérového
vyboje pracujiciho za atmosférického tlaku. Jakalehavé mikroorganismy bylyipstudiu
pouzity plis& Aspergillus niger grampozitivni bakterieBacillus subtilisa ¢ast&né také
gramnegativni bakteri&scherichia coli Vzorky mikroorganism byly naneseny na papir
Whatman 1 nebo PET folii a vystavenginkim plazmatu. Plazma bylo generovano
v prostedi argonu, dusiku, suchého a vlhkého vzduchuksdrei do 10 kHz a hustotou
vykonu dle pouzitého plynu 1,2-2,9 W/&nSterilizani Ginky dielektrického bariérového
vyboje byly hodnoceny z hlediska vlivu procesniHgnp, hustoty vykonu dodavaného do
plazmatu, délky expoani doby, typu mikroorganismu a materidlu ResiCast této studie
byla zangtena na zhodnocenitippivku jednotlivych mechanisin(UV, teplota a reaktivni
¢astice) k inaktivaci v jednotlivych procesnich mgh a vlivu vihkosti procesniho plynu na
prabéh steriliz&niho procesu. Plazma bylo diagnostikovano pomociickg emisni
spektroskopie, teplota byla monitorovana tettéokem. Mimoto bylo pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie zhodnoceno mechanické pokiobucného materialu aifpadny
vliv plazmového opracovani na nosny materiél.

Na zaklad dosaZzenych vysledklze fici, Ze s naistem expozini doby klesal pé&et
Zivotaschopnych mikroorganism Obdobr s nafistem hustoty vykonu dodavaného do
plazmatu dochéazelo k nidstu rychlosti inaktivace. P sterilizaci vzork spor A. niger
v plazmatu generovaném v jednotlivych procesniciinggh klesaly sterilizani (€inky
plazmatu dle pouzitého plynu viaali argon, vihky vzduch, dusik a suchy vzduch. &y
sterilizace dalSich modelovych mikroorganisma prostedi argonu ukézaly, Ze citlivost
vegetativnich butk resp. spor mikroorganidinvicéi ucinkim DBD klesala v ptadi: spory
A. niger, vegetativni biikky B. subtilis vegetativni biiky E. colia sporyB. subtilis Sowasre
porovnanim vysledkziskanym i sterilizaci spor a vegetativnich biknB. subtilisa A. niger
bylo zjiS€no, Ze spory jsou vyraZrodolnsjSi viaci sterilizatnim &inkam plazmatu.

Kombinaci vysledik dosazenychip studiu ditich mechanisiin vyslediki OES a pitb¢ha
inaktivatnich kivek bylo zjiS€no, Ze k inaktivaci vyznamnym #gobem pispivaji ve vSech
procesnich plynech reaktiviiastice generované plazmatem. Dale k inaktivaast&ne
piispiva UV zé&eni, v omezené 1ré i teplota, icemz vyznam UV z&ni klesal v ptadi
dusik, argon, suchy vzduch a vihky vzduch. Na zikiarsledki odctlené studie bylo dale
zjisteno, Ze pispevek jednotlivych mechanisimtj. UV z&eni, teploty a reaktivnickastic se
muze liSit v zavislosti na pouzitétm modelovém mikigammismu, coz je dano odliSnou
citlivosti mikroorganisn vaci negiznivym vrgjSim vlivam.

SEM analyza povrchu obou matetial’ystavenych €&inkam DBD v prostedi vSech
pouzitych plymi prokazala v fipadt PET folie vyskyt dlkové koroze jiz pi nékolika
minutovém @sobeni plazmatu, zatimco Yipadt papiru nebyly zaznamenany zadné viditelné
zmeny.

KLi COVA SLOVA

Plazmova sterilizace, dielektricky bariérovy vybagpergillus nigerBacillus subtilis
Escherichia colidilei mechanismy sterilizace, vihkost procesniho plynu



ABSTRACT

The overall goal of the presented dissertationish&as to study the sterilization efficiency
of dielectric barrier discharge operated at atmesplpressure. The fundispergillus niger
gram-positive bacteriBacillus subtilisand in some experiments also gram-negative bacteri
Escherichia coliwere used as a bio-indicator enabling to evaldh&e effect of plasma
assisted microbial inactivation. The samples of raooganism were placed on paper
Whatman 1 or PET foil and exposed to plasma. Thsenpa was generated in argon, nitrogen,
synthetic dry/humid air with frequency up to 10 k&frd plasma power density in the range of
1,2-2,9 W/cm (according to the process gas). The influencerotess gas, plasma power
density, plasma exposition time, type of microorganand material of the substrate on the
sterilization effect of dielectric barrier dischargas evaluated. Furthermore the contribution
of each single mechanism (UV radiation, temperatume reactive species) to the sterilization
effect of plasma and influence of gas humidity weasluated. The DBD was analysed by
means of optical emission spectroscopy, thermoeowds used to measure temperature
during a sterilization process. In order to vettg mechanical damage of the microbial cell
or the substrates during the plasma process theleamere studied by scanning electron
microscopy.

Generally, on the basis of experimental results,ingteasing treatment times, the
remaining number of spores (CFU) decreased. Sipidincreasing the plasma power input,
the sterilization rate increased. When sterilisthg spores ofA. niger in plasma using
different process gasses, the efficiency of plastealization decreased as follows: argon,
humid synthetic air, nitrogen and dry synthetic. dihe results observed in argon plasma
using different microorganism demonstrated that $keesitivity of vegetative cells resp.
spores to DBD decreased as follows: niger spores,B. subtilis vegetative cellsg. coli
vegetative cells an®. subtilis spores. Simultaneously results observed for statibn of
spores and vegetative cells Bf subtilis and A. niger demonstrated that the spores are
generally more resistant to plasma than are thegponding vegetative cells.

Combining the results of contribution of each singhechanism, optical emission
spectroscopy and inactivation characteristic it viasnd out that the reactive species
significantly contribute to the plasma sterilizatian all process gasses. Furthermore the
inactivation process can be partly assisted by d¥ation and also the temperature can
contribute in limited extent to inactivation proseés some gasses. The contribution of UV
radiation to the plasma sterilization decreasefblé®ns: nitrogen, argon, dry syntetic air and
humid syntetic air. Moreover it was found out ttieg contribution of each single mechanism
can be species dependent, this is due to the aifferesponse of microorganism to the
unfavorable external conditions.

SEM analysis of the substrates prooved the etcamigns of the plasma generated in all
process gasses on the surface of the PET foil.s€keral minute plasma exposition of the
PET foil resulted in the occurence of the ,holerosion” on the PET surface. Contrary to
these there were no visible changes observed ipaper structure.

KEY WORDS

Plasma sterilization, dielectric barrier discharyepergillus nigerBacillus subtilis
Escherichia coli sterilization mechanism, humidity of the procgass.
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1 uUvoD

Sterilizace je proces,iipkterém dochazi k eliminaci vSech forem Zivota. [Dpbecr Ize
sterility materialu dosahnout chemickymi (roztolpary) ¢i fyzikalnim postupy (teplota,
radiace atd.), ipadre jejich kombinaci [2]. ¥tSina konvennich steriliz&nich metod je
spojena s witym stuprém poskozeni materidlufipadré média nesouci mikroorganismus.
Tento fakt neni nutno brat v potaz tigadt, kdy zachovani materidlu neni podminkou.
Nicmeére v piipadech, kdy je wezité, aby vlastnosti materiakistaly nezminény, je nutno
hledat nové metodf8]. Dobrym pgikladem niize byt potravingsky prtimysl. Zde je tradini
sterilizatni metodou sterilizace teplem. Vysoka teplota nimné/volava nezadouci vedlejsi
ucinky s ohledem na senzoricke, naii a funkni vlastnosti potravin. ZvySena poptavka po
cerstvych potravinach ifpravenych k okamzité spets, a také vyuZiti teploth citlivych
polymernich materiél k jejich baleni, tedy zejména v poslednich letdobicky vede
k pottek® hledat nové alternativni steriliga postupy [4]. Podolinje tomu také v oblasti
mediciny nebo farmaceutickéhoupryslu, kde polymerni materialy, které neni mozné
standarda autoklavovat, nachazejim dal wtSi uplatrni (Iékaské nastroje, katetry,
implantany, obaly l&v, apod.).

Pfi navrhovani novych sterilizaich metod je nutno vzit v potaz stavajici stesii
metody a jejich omezeni. Dle prof. Moisana [5] lokgalni nova sterilizani metoda réla
spliovat nasledujici podminky: kratky procestds, nizké pracovni teploty, schopnost
sterilizovat Siroké spektrum matefidl bez Skodlivého vlivu na operatora, pacienty a
material. V publikaci nezmémé, avSak implicitni jsou pak Sirokospektralni gerdni
Ucinky nové metody.

Zajimavou alternativu iedstavuje plazmova sterilizace. Plazm&enbyt generovano za
atmosférického tlaku a teploty blizke teglokoli, coz tuto technologiiipdukuje k oSateni
teplotre citlivych materiah nebo pednttt, které jsou navic citlivée na vakuum, tap
organické materialy,dmy, kapaliny nebo Zivé biologické tk&fb].

Prvni zaznam o vyuziti plazmatu pro inaktivaci roganisnd pochazi jiz z r. 1857, kdy
Siemens navrhl vyuZzit pro dezinfekci vody ozon gewany pomoci koronového vyboje [7].
Na to navazaly experimenty v 70-90 letech 20. sitokteré ukazaly, Zze plazma je schopno
inaktivovat mikroorganismy s pouzitim vSeckzbych laboratornich plyn a v Sirokém
rozpsti tlaka [5]. V poslednich letech je vyzkumu plazmové é$iteace enovana celositoveé
znana pozornost, jak doklada cetada studii popisujicich steriligai (€inky plazmatu.
Vysledky €chto studii prokdzaly germicidnéiaky plazmatu na Siroké spektrum vSech forem
mikroorganisni vcetré vira. Mimoto je plazma schopnociéiné odstra@ovat pyrogeny a
toxiny z povrchu oSébvaného materialu. To ma velky vyznam zejména vavadnictvi, kde
se rezidua bilkovin, hla¥nprioni stavaji zavaznym problémem [8]. S ohledem na niralic
je také vyznamna& schopnost plazmatding sterilizovat vysoce rezistentni kmeny
mikroorganisni, jako jsou nap methicilin rezistentni Staphylococcus aureusebo
Escherichia coliO157:H7, u nichz diky zvySené odolnosticdé antibiotiky zpravidla
selhava [9]. Plazmova sterilizace je navrhovandledem na vyuziti jak pro sterilizaci
nezivych pedntta, tak také potravinii dokonce zivych tkani, n@pjako sodast &by
chronickych ran.
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Nespornou vyhodou této aplikace plazmatu jsouivelakratké procesniasy v porovnani
s konvegnimi metodami, nizka teplota a nizk& toxicita, nelpdyny nebo jejich srsi
pouzivané p plazmové sterilizaci nemaji za normalnich podrkib®cidni &inky. Ty jsou
aktivovany az psobenim elektrického vyboje a deaktivovany bezpedst po vypnuti
budiciho zdroje. Je tedy patrné, Ze plazmové gmeed nepedstavuji z toxikologického
hlediska Zadny risk pro personal nebo exponovantemah [5; 10]. Diky tomu, Ze neni
potrebné zativat velky objem materidlu dlouhodblma vysokou teplotu, je nespornou
vyhodou i nizk& energeticka nérmst.

Hlavnimi inaktiv&nimi mechanismy {sobicimi na bwtny material jsou UV z&ni,
teplota a reaktivni¢astice generované plazmatem [3; 5; 11]. Kazdy zdn&njch
mechanisi ma prokazatelné germicidntiaky, nicmére v plynné fazi plazmatu se vzdy
vyskytuji v kombinaci. Synergicky¢inek jednotlivych mechanisinpak mize vyznamg
ovlivnit vysledek inaktivaniho procesu [11]. Rozsah, s jakym se jednotliveeharismy
podili na inaktivaci mikroorganisim zavisi na parametrech vyboje (vykon,ésnplyni, tlak
plynu, atd.) [10].

Tato dizertdni prace je zagfena na studium sterilizaich &inka dielektrického
bariéerového vyboje. Sterilizai inky dielektrického bariérového vyboje byly hodnoge
z hlediska vlivu procesniho plynu, hustoty vykorad@vaného do plazmatu, délky expoidi
doby, typu mikroorganismu a materialu r@siCast této studie byla zatiena na zhodnoceni
piispevku jednotlivych mechanistin (UV za&eni, teplota a reaktivnéastice) k inaktivaci
v jednotlivych procesnich plynech a vlivu vihkogtocesniho plynu na fo¢h steriliza&niho
procesu. Plazma bylo diagnostikovano pomoci optiek@sni spektroskopie, teplota byla
monitorovana term#ankem. Mimoto bylo pomoci rastrovaci elektronovéknoskopie
zhodnoceno mechanické poSkozeni d&ugho materidlu a ffpadny vliv plazmového
opracovani na nosny material.

Prace jerazena nasledo¥n V Gvodni ¢asti prace je ighled shrnut sotiasny stav
zkoumané problematiky, tj. plazmové sterilizaceamaosférickeho tlaku. V experimentalni
Casti jsou vyswetleny vSechny metody a experimentélni podminky [éu¥ této préaci.
V poslednic¢asti jsou diskutovany dosazené vysledky a porovremysledky dosazenymi
jinymi vyzkumnymi skupinami.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Z hlediska typu mikroorganismi a jejich formy

2.1.1 Zakladni rozdily v bunééné stavi® prokaryotnich a eukaryotnich
mikroorganismu

Mikroorganismy Ize definovat jako jednohiné nebo vicebutné organismy
mikroskopickych rozreri bez schopnosti twd funkéné diferencované tkdnnebo pletiva.
Z cytologického hlediska Ize vSechny organismy ttizda prokaryota a eukaryota. Zakladni
rozdily mezi &mito skupinami je fevazr v jejich morfologii viz obrazek 1 [2].

Obrazek 1Schéma biky A/ prokaryotické; B/ eukaryoticke [12]

Prokaryotickd buirika postrdda jadro a nema membranou olkemé organely. Mezi
prokaryota pdf bakterie. Chromosomalni DNA prokaryot je jedndducsmyka a je
obsaZena v nukleotidu, jaderném ekvivalentu, kierystejrié jako ostatni buftné casti
(ribozomy, inkluzni &liska, vakuoly nebo granula) uloZzen v cytopladi]. Velké mnozstvi
ribozom (az 40 % suSiny) umdije bakteriim vysokou rychlost syntézy Btné hmoty [2].
Dle slozeni bu&né stny rozdlujeme bakterie na grampozitivni a gramnegativoz @tleni
dle reakce na Graim barvici roztok a nasledné vemi jodovym roztokem [2]) viz obrazek 2.
Hlavni sloZkou bu&iné sény grampozitivnich bakterii je silna peptitoglykaaovrstva (cca
20 nm), ktera je vypkna teichovou kyselinou. Bétna stna gramnegativnich bakterii je
stawna daleko slozZdi, i kdyzZ je ter®i (cca 15 nm). Sklada se z tenké vrstvy peptidaagiik
bez teichoové kyseliny a z tzv. &8 membrany, jeZz obsahuje fosfolipidy, struktuini
enzymové proteiny, lipoproteiny a lipopolysacharifly. N¢které grampozitivni bakterie
mohou na konci fazeistu, kdy koncentrace Zivin v préstli klesne pod ditou hladinu,
vytvéret spory, ty se vyziaji vysokou odolnosti k né@nivym podminkam, f@devsim k
vysokym teplotam a jegn. Buika se nachazi v tzv. dormantnim (klidovém) stavd m
snizeny obsah vody, vidledku¢ehoz ma nizkou metabolickou aktivitu, také ma natsah
enzymového vybaveni a nizkou aktivitu enzynV tomto stavu mohou byt bakterie
vystaveny vysoce nakoym a nepiznivym podminkam, které by jinak zily vegetativni
formu buiky. Prenesenim spory do vhodnych podminek dojd&skngné spory ve vegetativni
bunku. Roznéry prokaryotické biiky jsou v rozmezi 1-10 um [2].

13



GRAMPOZITIVMNI GRAMMNEGATIVNI
'

I F-JI }
&

) } lipppolysacharid {endotoxin)

k)
A
wiitfni
polysatharid ).
vnijsi membrana

lHpid A gramnegativalch bakterh
parin b

Y

O-antigen

[peptidogiykan)

lipoproten

| viastni baktorialni sténa

periplasmaticky
s} } prasior
"’A_ kyselina lipoteichoova |

I
cytoplasmaticka mombrina grampozitivaich bakori
a vnitini membrana gramnagativrich bakierii
L

Obrazek 2 Schéma stavby bakterialnésy grampozitivnich a gramnegativnich bakterii [1]

Eukaryoticka burika je vyvojow mladsi, v porovnani s Bkou prokaryotni se vyziaje
vétSi dokonalosti. Eukaryotni bBkia obsahuje vysé jadro s dvojitou membranou, DNA je
uloZzena v chromozomech tfoich komplex s bazickymi bilkovinami, histony. jatejako
jadro tak i ostatni organely (vakuola, endoplazokati retikulum, mitochondrie, Golgiho
aparat, ribozomy) jsou vymezeny systémem biomem#bngpicky je také vyskyt cytoskeletu.
Rozmery prokaryotické biikky jsou 1-100 pm. Mezi eukaryota fHaplisré a kvasinky.
Bunééna stna kvasinek a plisni obsahuje az 80% polysachaviddlSinou zaloZenych na bazi
glukani [2].

Rozdily v morfologii a sloZzeni umadgji bunkam odliSg reagovat na stresové podminky,
kterym jsou vystaveny, a tak vykazovégmou citlivost wi¢i sterilizatnim postugm. Stejré
tak je tomu i v pipact plazmové sterilizace. N&pE. Stoffels [6] ve svéiphledové publikaci
uvadi, Ze gram pozitivni bakterie jsou obewaici Ucinkim plazmatu odokjSi nez gram
negativni bakterie, dale pak také uvadi, Ze spenu jodol&jSi nez vegetativni forma
mikroorganismu.

K podobnému zaru dosgl také nap. Akitsu a spol [13]. R sterilizaci pomoci
radiofrekverniho (RF) vyboje (27,12 MHz, 670 W, pulzni rezing sngsi He + 0,06 % ©
dosahovali v fipact vegetativnich butk gramnegativnich bakteriiEscherichia coli,
Salmonella enteritidisa kvasinkyCandida albicansredukce 6-7 log CFU (colony forming
units) za 1 min. Pro dosazeni stejné redukce u gpaitivni bakterieStaphylococcus aureus
bylo zapotebi expozini ¢as 5 min. Endospory bakteacillus atrophaes a Geobacillus
stearothermophilusvyZzadovaly vyrazé vysSi expozini ¢asy (5-30 min v zavislosti na
pouzité frekvenci vyboje a nosném médiu).

Obdobre Kelly-Wintenberg a kol. [14] b sterilizaci vzork grampozitivni bakterie
Escherichia colia gramnegativni bakteri8taphylococcus aureysomoci RF doutnavého
vyboje (OAUGDP, 1-8 kHz, 1-6 kV) pracujiciho v pti@sli vzduchu zjistili, Ze pro dosazeni
stejného stuphredukce v fipad S. aureusjako v gipadt E. coli bylo poteba 2 x delSi
expoztni ¢as. Ponar byl stejny bez ohledu na pouzité nosné médiurmcatgini koncentraci.
Zatimco v pipad vegetativnich butk dosahovali kompletni redukce 5log CF@hbm

14



15 resp. 30 s expozice plazmatemyipad sporBacillus subtilisbylo zapaoitebi pro dosazeni
stejné redukce az 5 minut expozice plazmatem.

Ermolaeva a kol. [9] i sterilizaci pomoci argonového #éku (2,45 GHz, 85 W) zjistili
vySSi citlivost gramnegativnich bakterifigé germicidnim @inkam plazmatu v porovnani
s grampozitivnimi. V fipad¢ gramnegativnich  bakterii Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cenocepaciaa Escherichia cadl dosahli kompletni inaktivace vSech
Zivotaschopnych butk 5 log CFU do 5 min expozice plazmatem. Nppc grampozitivnich
bakterii zalezelo nejen na druhu, ale také na kniéejodolrgjSi byla bakterieS. pyogenes
po 5 minutach astalo 17 % fpivodni koncentrace. Rozdily mezi kmeny pozorovalitieah
riznych kmeneclstaphylococcus aureuBo 5 minutdch expozice plazmatem byl dle kmene
pocet prezivsich busk 0-10 %. Jako jeden Zidoda rozdilné odezvy mikroorganishautdi
zminuji rozdily ve sloZeni bugtné stny, nicmér s ohledem na rozdilnost mezi kmeny také

zminuji slozi€jSi mechanismy (rozdily ve slozZeni ligida proteiri v membras, celkova
odpowd’ mikroorganismu — stresové proteiny, apod.).

Naopak Kayes a kol. [15]fpsterilizaci pomoci RF doutnavého vyboje (OAUGDR,
8 kHz, 1-6 kV) pracujiciho v pragtdi vzduchu nezaznamenali rozdily mezi grampo4itivn
(Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus, lIBsicicereus) a gramnegativnimi
bakteriemi Escherichia coli O157:H7, Salmonella Enteritidisibho parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri)Obecr, v pfipact vzorki exponovanych
plazmatem bezprastdre po naneseni mikroorganigma agar dosahli nejtdi redukci cca 3-
6 log CFU pi expozici plazmatem do 30 s. Tento vysledek jezporu s vysledky, které tato
skupina prezentovala v praci Kelly-Wintenberg alsfig!] (viz vySe). Toto autio vysvetluji
zvySenim dinnosti plazmoveho reaktoru visledku Upravy vybaveni a postypcoz dle
autoi vedlo k naiistu koncentrace a kvality aktivnickéstic v plazmatu. Ve srovnani
s predchozim experimentem, také navic pouZzivalésti kmeni jednoho druhu, zatimco
diive pouzivali pouze jeden kmen. To je dle mého nazdavni divod rozdilu mezi
prezentovanymi vysledky.

Obdobré Chiang a kol. [16] P sterilizaci gramnegativni bakteriEscherichia colia
grampozitivni bakterieBacillus subtilis pomoci plazmové trysky za atmosférického tlaku
(APPJ, 30 kHz, 300 W) v prasdi vzduchu nebo kysliku dosahli shddnaktivace 7 log
CFU/ml b2hem 18ti ,scaf” (celkova expozini doba 1,8 s) pro oba mikroorganismy.

Muranyi a kol. [11] pouZili pro sterilizaci kaskadp bariérovy vyboj (CDBD, 130 W;
excimerni lampa — Xe + Br, 282 nm). ShadavySe uvedenymi pracemi ani tito atto
nezaznamenali rozdily mezi grampozitivnimStgphylococcus aureus, Deinococcus
radiodurang a gramnegativnimi bakteriemg#&lmonella Mons, Escherichia cplve vSech
piipadech dosahli redukci 6-7 log CFUéhem 1 s expozice plazmatem. Xpadc
bakterialnich spor Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus, Clostridiurbotulinum,
Clostridium sporogenégglosahli pi stejném expoznim ¢ase cca o 1 log CFU nizSi redukci
nez v gipact vegetativnich butk. Jako nejodolgsi vyhodnotili spory plisé Aspergillus
niger, u nichz dosahli redukce pouze 3 log CRllidm 1 s expozice plazmatem.

Z téchto uvedenych fiklada je Zejmé, Zze mimo buftnou stavbu ovlisiuji vysledek
sterilizace i dalSi faktory,émi jsou nap. hustota mikroorganismu a jeho forma, nosné
meédium, typ a parametry vyboje atd. Pro &&s@ zavedeni plazmové sterilizace do realné
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praxe je tedy nutno optimalizovat vSechny tyto pegty tak, aby vysledkem byla
Sirokospektralni sterilizani metoda.

Pri studiu sterilizénich &inka plazmatu vyuzZivaji vyzkumné tymy Siroké spektrum
mikroorganisni. Obeci l|ze fici, Ze druh pouzitého mikroorganismu je volen dilové
aplikace. V pipad obecného vyzkumu aufosétSinou voli mikroorganismy, které jsodane
pouzivané jako biologické indikatory pro kontroldinnosti sterilizace, &mi jsou nap.
zastupci roduBacillus spp.V piipad orientace vysledného produktu na potrakskg
primysl| jsouc¢astymi modelovymi mikroorganismy alimentarni mikmganismy, jako jsou
nag. Listeria monocytogenes, Salmonella sfp/to mikroorganismy se dostavaji s potravou
do traviciho ustrojiclovéka, kde dochazi k jejich pomnozeni a nasledné anfékotraw
[17]). Pro medicinské vyuZiti jsou jako modelové krabrganismy pouzity tpvodci
nozokomalnich nakaz (nakazy ziskané v souvislgstibytem ve zdravotnickémiizeni [1],
nebo mikroorganismy kolonizujici rar8taphylococcus aureU®MSSA— methicillin citlivy),
Candida Albicans, Escherichia coli, Enterococcuscfam, Pseudomonas aeruginagaod.

V nasledujici ¢asti jsou zmisny jednotlivé mikroorganismy pouZivané pro plazmovo
sterilizaci a zpsob gipravy vzorki.

2.1.2 Typy vzorki

Laroussi [8] ve svém iphledovémclanku rozaéluje bakterialni vzorky pouZzivané pro
plazmové sterilizace na planktonni vzorky a vzdoigfiimu. Stoffels [6] toto rozéleni déle
specifikuje:

1. Tenké vrstvy fipravené na agaru. Tyto vzorkytSinou obsahuji 1010° CFU/cnf.
Vzorky jsou zpravidla tenké, k jejich inaktivaagitginou stai sekundy.

2. Planktonni vzorky. Jedna se o kapalné vzorky sulaManymi bakteriemi. Vysledny
Ucinek plazmatu je sikhzavisly na tloutce kapaliny. Pro redukci bakterialni populace o
2 tady (99 %) je pdeba rkolikaminutova expozice.

3. Biofilmy. Jedn& se o spalenstvi bakteridlnich bwk, které gilnuly k povrchuci k soke
navzajem a produkuji polymerni matrix, jiz jsou lebg. Biofilmy umozuji
mikroorganisnim setrvavat v progdi, odolavat vysychani, UV igni, antimikrobialnim
¢i sanit&nim latkdm, coZ je v fijpad patogennich mikroorganigm nezadouci.
Mikroorganismy jsou schopny ttib biofilmy na miznych povrsich, jako je PVC, sklo,
nerezova ocel, apod. [18]. Biofilmy mohou byt skwez jednoho nebo vice drinh
mikrobi. Ne vzdy je moZné inaktivovat vSechny bakteriefilom prostednictvim
studeného plazmatu, nicm€je mozné redukovatist biofilmu a narusit rovnovahu mezi
jednotlivymi druhy s pouzitim relatigrmirnych podminek.

Plazmova sterilizace nachézi upkath ve stale vice oblastech, a jako ®esi
mikroorganisni je pouZzita cel&ada dalSich material nejen agar. Bakterie jsou nanaseny na
sklo, nerez ocel, polymerni materialy, potraving.aproto lze prvni skupinu dale zobecnit na
vrstvy mikroorganism na nosii. Laroussi [8] i Stoffels [6] nezahrnuji do tohotozcEleni
eukaryotické biikky. Mezi eukaryota patkromé hub takeé rostlinné a zi¢gné buiky a oba
autdi hodnoti eukaryota, resp. vzorky s eukaryotnimkroorganismy, prav s ohledem na
Ucinky plazmatu na hiky savd@. Jak prokazaly studieskterych autol [6; 8; 19], spravnou
volbou podminek Ize docilit u eukaryotickych Blkiruvolreni z noste (tkarg) aniz by doslo
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k jejimu poskozeni, dale pak apoptozu (sebedastiukechanismus liky) nebo nekrozu
(Umrti buiky v disledku vaznych pora&ni buiky). Toto vSak neni igdmétem této prace.
Modelové eukaryotni mikroorganismy (kvasinky a md)s pouzité pro sterilizace byly
popsany v jinych pracich stéjjako bakterie ve forgvrstvy nanesené na nosném mediu [11;
13; 20-26].

Sterilizaci vrstvy mikroorganistn (bakterii, plisni nebo kvasinek) na povrchu Zivméh
meédiu (agaru) popisuji [9; 15; 16; 20; 24; 25; 2@§ skle [13; 20; 22; 26; 28-33], na
polymernich materialech [11; 20; 21; 23; 34-36],pudravinach [4; 37-41], nerez oceli [42;
43], a na Zzivém modelovém organismu (krysa, myasey[9; 19].

Planktonni mikroorganismy byly ogenhy ve vod [23] nebo v izotoniickém roztoku PBS
(fosfatovy pufr ve fyziologickém roztoku) [30].

Biofilmy pro plazmovou sterilizaci byly kultivovanya skle [9; 30], agaru [44] a
syntetické membran(simulace rostlinné tka [45].

2.1.3 Modelové mikroorganismy
2.1.3.1 Grampozitivni bakterie

NejpouzivaiijSi grampozitivni bakterie jsou bakterie ro@acillus Tyto bakterie jsou
schopny vytvéet teploti@ rezistentni spory, které odolavaji tepld20 °C po dobu 30 min.
[1]. Ztohoto divodu se sporyéthto bakterii vyuZzivaji o zkoumani dinnosti novych
sterilizatnich postufl a z&izeni [11; 46]. Nejvice zastoupenym druherBgeillus subtilig7;
11; 13; 16; 21-23; 25; 32; 33; 35; 36; 44; 47; Bavodem je, mimo jeho teplotni odolnost,
také jeho podobnost s vysoce patogennim druBaaillus anthracis ktery zgisobuje antrax
[44]. DalSim druhem je termofilBacillus stearothermophilugl3; 20; 22; 44; 49]. kkteré
kmeny tohoto druhu jsou schopnyst i @i teplo€ az 80 °C [50]. Zminky o pouZziti druhu
Bacillus cereusktery je povazovan za potencialnihivpdce alimentarnich onemasn, jsou
uvedeny v nésledujicich literarnich zdrojich [2@;].5Poslednim pouzivanym druhem je
Bacillus pumilus[20; 11], vegetativni forma i jeho spory vykazug srovnani s ostatnimi
druhy roduBacillus zvySenou odolnostii UV zéeni a HO,. [46]

Druhy rodu Staphylococcus spp.sou druhou nejvice zastoupenou skupinou
grampozitivnich bakterii v literate. Zminky o vyuZiti druhuStaphylococcus aureusko
biologického indikatoru i sterilizaci plazmatem jsou uvedeny v nasledujilii@rnarnich
zdrojich [9; 11; 13; 15; 19; 20; 22-25; 30; 31]ddé se o oportunitni patogenuspbujici
nozokomalni infekce (ndp hnisavé infekce opefaich ran, respikmi infekce, moové
infekce, atd.).[1] Sterilizace druh8&taphylococcus epidermig popsana v nasledujicich
literarnich zdrojich [9; 49]. Tento druh je st&jjako S. aureuspivodcem nozokomalnich
infekci, hlavni problém Zjsobuje pro implantaty [52].

Sterilizaci alimentarniho patogerusteria monocytogenegopisujefada autal [15; 34;
37; 4]. Tento potencialni patogen je schopen koimawat potraviny a krmiva a vyvolat u
imunokompromitovanych osob tzv. listeriozu. ZvySegskyt této nemoci byl n@ppopsan
v prosinci r. 2006, kdy touto nemoci onem&goncca 80 lidi a nemoci podlehlo cca 16,3 %
onemocgnych. Vysledkem byl zakaz prodejekterych rizikovych potravin [53; 54]. Jako
nepatogenni nahradu této bakterie véktei autdi rod Listeria innocug28; 38; 42].
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Sterilizace alimentarniho neurotoxického patog&tostridium botulinuma Clostridium
sporogenes(kmen C. botulinum neprodukujici botuloxin) byla popsana v naslednjic
literarnim zdroji [11]. Bakterie rodClostridium vytvéi tepelrd odolné spory a jsou ste&jn
jako zastupci rodBacillus vyuzivany jako kontrolni mikroorganismyigestovani novych
sterilizatnich postup. Clostridium botulinumje také dlezitym ukazatelem zdravotni
bezpé€nosti potravin, dle tzv. konceptu 12 D, tj. tak éimzovany zatev, aby stal
zredukovat ¢etnost pipadre pritomnych patogennich sporulujicich mikroorganizm
(Clostridium botulinum10-12x. [11; 55]

Casto pouzivanym druhem je taKéeinococcus radioduranf20; 11; 19; 43; 49]. Tato
bakterie je zndmé svou vysokou odolnositivionizujicimu z#&eni, vysokym teplotam,
reaktivnim slodenindm kysliku a vakuu. Tato bakterie snese davkent az 5000 Gy bez
ztraty viability (davka 60 Gy sta ke sterilizaci kulturyE.coli), pti ddvce 15000 Gy ztraci
viabilitu 37 % populace [43].

DalSimi v literatde zmirgnymi druhy jsou pakEnterococcus faeciurf®; 24; 49] ap-
hemolyticky Streptokok skupiny f; 24]. V obou gipadech se jedna ouyodce
nozokomalnich infekci, zatimdenterococcus faeciufe typickym kolonizatorem ran [24§;
hemolyticky Streptokok skupinypisobuje hnisavé infekce poopénéch ran [1; 24].

2.1.3.2 Gramnegativni bakterie

Nejcastji pouzivanou gramnegativni bakteriigscherichia coli7; 9; 11; 13; 15; 16; 20;
22-25; 27; 30-32; 35; 37; 39; 40; 47; 49]. Obeén colipati k nejlépe prostudovanym
mikroorganisnim, jelikoZz je modelovym organismem pro genovée aigké studie. Jeji
piitomnost je uclovéka fyziologicka pouze ve igvech jako satast stevni mikrofléry.
VétSina kmed E. coli je nepatogennich. Patogenni kmeny jstastymi pmivodci
nozokomalnich (infekce ndovych cest, infekce ran, atd) a alimentarnich iafefprijmy).
Z hlediska véejného zdravi je idezity sérotypE. coliO157:H7, jelikoZz zpsobuje smrtelné
onemocgni UHS (hemolyticko-uremicky syndrom). Jedna sdimentarni patogen.[1; 17].
Sterilizaci tohoto sérotypu byla zndima v nasledujicich literarnich pramenech [20; B§; 3

Casto pouzivanym kontrolnim organismem jsou takéupés roduSalmonella sppJednéa
se o alimentarni patogeny,igobujici onemoaii salmonel6za. Onemod&m mize zmisobit
uz i15-20 busk. Toto mnoZstvi zavisi naéku a zdravotnim stavdlovéka a na druhu
salmonely [17]. V literatte byla popsana plazmova sterilizace sérotypalmonella
Enteritidis[13; 15; 22],Salmonella Mon§l1] aSalmonella Typhimuriug87; 51}

Sterilizaci rodu Pseudomonas spppopsali praci nasledujici adto[41] a druhu
Pseudomonas aerugino§20; 9; 24]. Tato bakterie se vyzahige vysokym stup¥m primarni
rezistence i antibiotikim. Jecastym givodcem nozokomalnich infekci (kolonizuje rany,
kde vyvolava akutni infekci [24]; sepse zavedenyeh katetd [1], atd.). Mimo to je
Pseudomonas sppgoutasti mikroflory potravin skladovanychimizkych teplotach a podili
se na jejich kazeni [55].

DalSimi gramnegativnimi bakteriemi popsanymi whteie jsou alimentarni patogeny
Shigella flexnegi Vibrio arahaemolyticus Yersinia enterocolitica [15] a pivodci
nozokomalnich infekcBurkholderia cenocepacig9], Chromobacterium violaceun44],
Pantoea agglomeranf45], Enterobacter aerogenes, Neisseria si@atenotrophomonas
maltophili[49].
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2.1.3.3 Plisné a kvasinky
Sterilizace plisé Aspergillus nigetbyla popsana v nasledujicich pracich [11; 21;22;

A. nigerje hojre rozSfen, dokonce stadi k nejdlezitéjSim technologickym kmemm (nag.
vyroba kyseliny citronové, glukonové, enzymatd.). Nekteré kmeny produkuji mykotoxin,
z toho divodu je v sotiasnosti povazovan za oportunitni patogerigppuje aspergilozu[2]).
Jako modelovy organismus se pouZziva pro svou vysakimlnost uc¢i UV-zaieni, ktera je
zpasobena jehdernou pigmentaci [11].

Nejhojrgji uzivanou kvasinkou pro plazmové sterilizaceCigndida albicang20; 24; 25;
49]. Tento oportunitni patogen s@irpzerg vyskytuje na nefizr¢jSich tkanich lidskéhcila,
u imunokompromitovanych jedidanize dojit k rozvinuti infekce (kandidéza). Jivpdcem
nozokomalnich infekci [1].

Sterilizace kvasinkySaccharomyces cerevisdg/la popsana v nasledujicich literarnich
zdrojich [20; 26; 51]. Jedna se o technologickyceetiilezitou kvasinku, ktera se upiafe
jako pekaskd, lihovarska, vinakaci pivni kvasinka (zkvaSuje cukry). &ovekem sdili 23%
genomu a obsahuje i velké mnozstvi pralefpro burgeny cyklus, signalizaci), které jsou
s lidskymi buikami shodné [2].

DalSi kvasinkou popsanou Vv liter&tyeMrakia frigida [26].

2.2 Zdroje pouzivané pro plazmovou sterilizaci

Z hlediska teplotni rovnovahy lzeizné typy nizkoteplotniho plazmatu reé#t na
rovnovazné (termalni) a nerovnovazné (netermdlaizatermické). V fipact termalniho
plazmatu maji vSechnyastice stejnou teplotu, tedy i energii. Vzhlederny&okym teplotam
tohoto typu plazmatu jeffmé pouziti omezeno pouze na teptotolné materialy. Nicmén
pii ne@imé expozici, kdy plazma nenfimo v kontaktu s materialem, Ize tento typ plazmatu
pouzit také pro opracovani teplétreitivych materiah, nag. pro sterilizace povreh
polymernich materiél V piipac€ nerovnovazného plazmatu hdiroe zvlag o teplot
elektroni a o teplo¥ téZkych ¢astic (molekul, atori ionti). Tento typ plazmatu setginou
vyznauje nizkymi teplotami neutralniho plynu blizicime geplot okolniho prostedi.
Vzhledem k nizkym teplotam je nerovnovazné plaznh@dné pro opracovani teplétn
citivych material [56; 57]. Netermalni plazma nachazi Siroké ughaitny primyslu jako
nag. zdroje excimerniho #éni, @i povrchovych Upravach polymernich matetjahebo pi
biologickych a chemickych dekontaminacich [7].

Vyzkumem sterilizénich &inkt netermalniho plazmatu se v poslednich dvacetchete
vénuje celarada vyzkumnych tyin Sterilizace je provasha v Sirokém rozgi tlaki,
s vyuzitim fznych budicich zdréj (mikrovinné - MW, radiofrekvemi - REF,
audiofrekvexini, stidavé, stejnos#meé zdroje, navic provozované dwkontinualé nebo
pulzré [7]), v prostedi wtSiny laboratornich plyin [5]. Sterilizace za nizkych tlékjsou
shrnuty nap v prehledovych¢lancich [5; 58]. AvSak vzhledem k tomu, Ze tatocprge
vénovana sterilizacim v DBD pracujicim za atmosféftak tlaku, budou v nasleduji¢asti
zmintna pouze zdzeni pracujici za atmosférického tlakuieled zdrap netermalniho
atmosférického plazmatu vyuzivanych pro sterilizacaedicinské aplikace poskytuje ve své
piehledové publikaci Larousi [7], Moreau [59], Stdéfg6] a Ehlbeck [56]. Technické aspekty
generovani netermalniho atmosférického plazmatyzik&ini vlastnosti &chto vyboji byla
popsany naip v piehledové praci [60].
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Krom¢ typu zdroje je vfipact plazmovych opracovani jéStnutno rozliSit zgsob
expozice, a toiffmou nebo nefmou. PFimou expozicinazyvame takovy Zjsob expozice,
kdy vzorek pichazi do pimého kontaktu s aktivnim plazmatenti ®mto zpisobu expozice
je vzorek vystaven vSem steriltzdm ¢initelim generovanym plazmatem, ty zahrnuji teplotu,
nabitécastice, reaktivni neutraly a elektromagnetickiera[8]. Nepirimou expozicinaopak
nazyvame takovy Zsob expozice, kdy vzorek nigghazi do pimého kontaktu s plazmatem,
jinak receno vzorek je umish v ugité vzdalenosti od aktivniho plazmatui Bmto zpisobu
expozice na vzorek népobi nabit&astice, které rekombinuji j@&Spred dosaZzenim povrchu
vzorku. Navic dochazi také kvyrazné redukci tgplat z&eni. To ponechava prostor
radikaiim s dlouhou dobou Zivota k interakci s biologickywnorky [8]. Negiima expozice je
vétSinou upednostiovana proin vivo (na Zivych tkanich) medicinské aplikace vzhledem
k své relativni bezpmosti. Nicmésg efektivita je mnohem nizSi nez vipad: primé expozice

[6].

Ehlbeck [56] ve svéighledové publikaci rozdil plazmové zdroje dle exitai energie a
konfigurace elektrod na koronovy vyboj (DC/AC), ldidricky bariérovy vyboj (DBD),
plazma jety (APPJ) a mikrovinny vyboj (MW). Na za#f tohoto rozdleni byl vytvaen i
nasledujici pehled. Souhrnnyighled zdraj, pouzitych pracovnich plyna mikroorganisria
je shrnut v tabulce 1.
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Pouzity vyboj Plyn Mikroorganismy
frekvence/vykon
Koronovy vyboj Vzduch G+: Bacillus cereus, Bacillus

10-30 kHz

stearothermophilus, Deinococcus radiodura
Enterococcus faecium, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus sanguinis

G—: Escherichia coli, Enterobacter aerogeng
Neisseria sicca, Salmonella typhimurium,
Stenotrophomonas maltophilia

Kvasinky: Candida albican , Sacharomyces
cerevisiae.

2S,

DBD

2 kHz-27,12 MHz
1,8-670 W

Vzduch, Ar, He+Q,
He+H,O, He+N,
He+vzduch,

N2, N>-N2O, G,

G+: Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillu
subtilis, Bacillus stearothermophilus,
Clostridium botulinum type A, sporogenes,
Deinococcus radiodurans, Listeria innocua,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus

G—: Escherichia coli, Chromobacterium
violaceum, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas spp., Salmonella Enteritidis,
Salmonella Mons, Salmonella Typhimurium
Shigella flexneri, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Plisné: Aspergillus niger

Kvasinky: Candida albicans, Mrakia Frigida
Saccharomyces Cerevisae

U)

APPJ

1 kHz-27.12MHz

Argon, Ar+vzduch,

He, Nb, O,, vzduchu

G+:Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
S-hemolyticky Streptokok skupiny A
G—: Escherichia coli, Pseudomonas spp.

10-300 W Kvasinky: Candida albicans

MW Vzduch, Ar G+: Bacillus subtilis, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus

2,45 GHz epidermidis, Streptococcus pyogenes

85-1700 W G—:Escherichia coli, Burkholderia

cenocepacia, Pseudomonas spp,

Plisné: Aspergillus niger

Tabulka 1 Prehled plazmovych zdebja mikroorganismi pouZitych pi plazmovych
sterilizacich. G+ zné& grampozitivni bakterie, G- z#iagramnegativni bakterie, DBD —
dielektricky bariérovy vyboj, APPJ — plazma jetatenosférického tlaku, MW — mikrovinny

vyhoj.
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2.2.1 Koronovy vyboj

Koronovy vyboj je vyuzivan v celéad praimyslovych aplikaci, jako jsou nagovrchové
Upravy textilii, rozklad VOC (volatile organic comynds — &kavé organické latky),
elektrostatické odktovate, generatory ozonu pro dezinfekci vody, apod. §&);

Koronovy vyboj vznika fi atmosférickém tlaku. Hlavni podminkou vzniku koyoje
nehomogenni elektrické pole ve vybojové draze,ékteznika v okoli elektrod s malym
polomérem Kivosti povrchu. Plazma koronového vyboje iivobvykle velmi tenkou vrstvu
kolem elektrody s malym polafrem Kivosti. ZvySenim nafti na elektrodach dojde
k rozSfeni plazmatu i k druhé elektr@dnastane firaz vybojové drahy a koronovy vyboj
piejde v jiskru nebo oblouk [57]. Typické ugpdani elektrod je hrot-rovina, nicmen
vyskytuje se také koaxialni us@aani. Koronovy vyboj fize byt buzen se stejnodmym
nebo stidavym naptim, kde hrotové elektrodaiihe mit kladny nebo zaporny potenciél. Pro
mikrobiologické aplikace je&sSinou vyuzivan negativni dc vyboj [56].

Machala a kol. (2009)[51] studovali inaktivani (inky tii pulznich DC vybaj (korona,
pirechodovy jiskrovy vyboj a obloukovy vyboj) s vyuait obou polarit. Pro experimenty
vyuzili uspaadani elektrod hrot-rovina, vyboj byl buzen na adu Koronovy vyboj byl
generovan s n&im radow jednotek kV, proudem cca 10 mA a frekvenci puld-30 kHz.
ZvySenim nagti nad 8 kV dochazelo k formovani jisker. Proucetotoblasti byl limitovan
sériovym odporem a nizkou elektrickou kapacitou inedzktrodami. V této oblasti ser&ta
pulz jisker (proudd 1 A) s koronou s frekvencitédani 0,5-5 kHz. B R<2MQ, f > 5 kHz
dochézi k pechodu na kontinualni vyboj s charakterem doutnawtooje (proud 1-10 mA).
Pro inaktivaci pouZili zastupce gramnegativni bakte Salmonella typhimurium
grampozitivniBacillus cereugspory) a kvasinkysacharomyces cerevisiadikroorganismy
byly bud naneseny na povrch pevného gfesi(papir, plast) nebo byly oseny ve
vodé/fyziologickém roztoku. Kapalné vzorky byly ofeny bul’ ve statickém nebo ftocném
rezimu, v gipact pratocného rezimu pouZili dv konfigurace (voda teklaips uzeménou
elektrodu, nebo protékalargs vysokonagovou hrotovou elektrodu). V ftocném rezimu
byly nejefektivigji usmrceny bakterie pomoci pozitivniho jiskrovékgboje, hodnotd®
(tj. cas potebny k inaktivaci 90 % tjvodni koncentraci mikroorganismviz kapitola 2.4)
byla 3-4's, ficemz mivodni koncentrace mikroorganignbyla 16-10" CFU/ml (Colony
Forming Units — p&et Zivotaschopnych mikroorganifijn Streamerova korona byl&iana
pii pratoku vody ges aktivni oblast koronového vyboje, zde dosatibiabhodnotD az 0,12 s
(pavodni koncentrace £a.0" CFU/mI). Ri statickém médu dosahovali hodrdt110 s i
pouziti pozitivniho jiskrového vyboje resp. 529 giipads pozitivni streamerové korony.
Nizkou &innost vys¥tluji autai malym pongrem aktivni oblasti vyboje ve srovnani
s objemem reaktoru a opracovavanému médiu.inaktivaci mikroorganism na povrchu
nosného média dosahovalii ggxpozicich 5 min inaktivace 98,3 % ¥ijpact plastu D -

3 min, vykon 2,1 W) resp. 85,9 % vYipact papiru D - 6 min, vykon 0,11 W). #
vyhodnocovani fevladajiciho inaktivéniho mechanismu pouzili kombinaci vyslédk
kultivace mikroorganisiin optické emisni spektroskopie (OES) a analyzy pkad
peroxidace lipid membrany mikroorganisinpomoci kyseliny thiobarbiturové tzv. TBARS
test (viz kapitola 2.3). Jako hlavni mechanismuakiivace uvedli psobeni radik@l a
reaktivnich slotenin kysliku [51].
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Scholtz a kol. (2009)[49] studovali mikrobicidni &inky negativnino DC koronového
vyboje pracujiciho na vzduchu za atmosférickéhikuthauspdadani hrot-rovina. Nagi bylo
mozno ménit az do 10 kV a proud do 0,5 mA. Jako modelov&ragrganismy pouzivali
grampozitivni bakterie Deinococcus radiodurans, Enterococcus faecium, G@Geitlbs
stearothermophilus, Staphylococcus epidermidise@®icoccus sanguiniggram negativni
bakterieE. coli, Enterobacter aerogenes, Neisseria sicdcan&@rophomonas maltophilia
kvasinky Candida albican.Vegetativni biiky nebo spory byly nanaSeny dwa polotuhy
agar nebo do vody/fyziologického roztoku. Vzorkylybymisgény na anod a uzemany
Pt dratem. Vyhodnocovali vliv délky expozice a viesésti korony od vzorku (2-10 mm).
Pri inaktivaci vegetativnich bwhk nepozorovali autd rozdily mezi tfznymi typy
mikroorganisni. Velikost inhibEni zény po 16 min o&&ni byla 20-63 mM Fricem?
nejciltiveéjSi byla kvasinkaCandida albicansa Deinococcus radioduransnaopak jako
nejodolr¥j$i se ukazal byGeobacillus stearothermophilugicinek na spory byl cca 2-4 x
niZSi nez na vegetativni fky. U planktonnich vzork (0,5 ml) dosahovali Gplné inaktivace
bakterii do 5 min, kvasinky byly inaktivovana az @ min. V gipadt kapalnych vzork byl
patrny rozdil gramnegativni vs. grampozitivni baikte zatimco v fipact E. coli doSlo
k uplné inaktivaci do 2 min, vifpact S. epidermidisbylo ke stejnému efektu peba
expozice 4 min. Autid v diskusi vys¥tlili na zaklad vysledki ziskanych prdeinococcus
radioduranszanedbatelny vliv UV zé&ni [49].

loanid a spol. (2012)[61] prezentovali vysledky dekontaminace papirovych kior
pochazejicich z cca 200 let staré knihy pomoci kkavého vyboje za atmosférického tlaku
(10 kHz, AC-220V, DC-12 V). Decontaminace v kore@m vyboji probihala ve dvou
fazich — v prvni fazi doslo kegsteni prachu a n#stot v koronovém vyboji s AC 8 kV a
pomoci rotaniho kartée obaleného veveir kuzi, ve druhé fazi prathla dekontaminace
v koronovém vyboji s DC 8 kV. Vykon ve vyboji bylW. Autoim se podalo inaktivovat
pavodni mikrofléru papiru (sis bakterii a plisni), jejiz koncentrace se pohylovaozmezi
1-1¢° CFU/mI, hem 6 min pomoci koronového vyboje. Pomoci ATR-FTIRracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci, techméslabené Uplné reflektance) zaznamenali
u vzorki exponovanych plazmatem pokles intenzitytup&sH a C-O vazeb (odstréami
netistot). Ri fyzikalné-chemické analyze papiru nezaznamenali Zadrgnyzpapiru. Krons
koronového vyboje autb pouZivali je& RF vyboj (13,5 MHz) ve vakuu (cca ‘i®a)
pracujici ve vzduchu. Zde dosahovali inaktivacpaZl5 min [61].

2.2.2 DBD vyboje

Ve srovnani s plo&malymi koronovymi vyboji jsou dielektrické bariém® vyboje idealni
zdroje plazmatu pro ofehi rozsahlych ploch. Vyboj je nazyvan bariérovypokud jsou
elektrody oddleny minimalré jednou dielektrickou vrstvou. Dielektrikum vlozeméezi
elektrody snizuje maximalni proudovou hustotu, talje vyboj a umo#uje tak vytvdeni
neizotermického plazmatu. K zapaleni bariérovéhbojg jsou Bzné pouZzivany zdroje
sttidavého nafti o frekvenci ®kolika kilohertZi a nagti n¢kolika kilovolti. V praxi se
pouziva celadrada uspfadani a geometrie elektrod. Podle vzdjemné poldbitred a
dielektrika lze dlit bariérové vyboje na objemové a povrchové. Etady mohou byt plosne,
cylindrické, apod. Dielektricky vyboj se vyskytuye dvou modech filamentni a homogenni
vyboj. Ve filamentnim modu ma vyboj podobu velkémmozZstvi vybojovych kanéj tzv.
filamenti. Kazdy z &chto filamenti je prostoro¥ vyrazré ohranten, gicemz jeho pimer
byvaradow desetiny milimetru a trvani odtkolika nanosekund po jednotky mikrosekund.
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Za ukitych podminek Ize ziskat zdantiwvomogenni difazni méd. V tomto modu neni mozné
piimo rozliSit jednotlivé filamenty, vybojovy kanalokryva prakticky celou plochu
dielektrika. Klicovym parametrem pro pracovni méd je pouZzity prac@yn, nagti a proud
dodavany zdrojem a konfigurace elektrod [56; 62].

Dielektrické vyboje nachazeji upl&m v celéiadk praimyslovych aplikaci, jako je nap
generovani ozonu, zobrazovaciizani, CQ lasery a UV zdroje v excimernich lampach.
V poslednim desetileti nasli uplétri v biologii, zejména i destrukci bakterii neboip
medicinskych aplikacich. [59].

V nasledujicicasti je uveden ighled praci &nujicich se problematice sterilizace v DBD
vybojich.

Gadri a kol. (2000) [20] vyuzil ke sterilizaci RF doutnavy vyboj (OAUGDP nhe
atmosphere uniform glow discharge plasma), co¥l@mi typ netermalniho atmosférického
bariérového plazmatu, ktery svéasow rozliSenou charakteristikouipomina DC doutnavy
vyboj za nizkych tlak. Frekvence buzeni vyboje 7 kHz, gd@.5 — 11 kV, jako pracovni
plyn byl pouzit vzduch. Mikroorganismy byly vystawejak gimému fisobeni plazmatu, tak
i dohasinajicimu vyboji. Jako bioindikatory byly y#ity grampozitivni bakterie
(Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans,illBacsubtilis spory - Bacillus
stearothermophilus, Bacillus pumilus, Bacillus dligotvar niger) gramnegativni bakterie
(E. Coli, Pseudomonas aeruginos&yasinky Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans)
a viry Bacteriphage Phi X 134Mikroorganismy byly naneseny na polypropylen®)Pskle,
papiu, nitrocelul6zovém papiru a zivné médium (agkyaktivaci 4-8 log CFU (pvodni
koncentrace jednotlivych mikroorganiérbyla v rozsahu 1910° CFU) dosahovali ¥asech
22 s - 9 min dle typu mikroorganismu a nosného médlutdi nepozorovali vyrazné rozdily
grampozitivni vs. gramnegativni bakterie, okieegak kvasinky byly odok)Si nez bakterie a
jako nejodolrjSi se ukazaly byt viry. Vegetativni formy baktdwily vyrazre citlivéjSi vici
acinkam plazmatu nez jejich spory, hodnddy v tomto gipac byly 1,8-5,5 min namisto
sekund. Auté zaznamenali vyrazny vliv nosného média, rychliostktivace klesala resp.
hodnotaD hodnota rostla v gadi PP, sklo a agar. Niapv piipact E. coli K12 byly tyto
hodnotyDpp - 6 S,Dskio - 33 S @Dagar- 70 s. Mimoto testovali inaktiéai mechanismy na PP
vzorky balené v obalechebr¢é pouzivanych $ sterilizacich v mediciq Zjistili, Ze pro délku
inaktivace nehraje roli, jestli jsou vzorky vystayguisobeni plazmatuipmo nebo zabaleny v
obalech. Jako dominantni mechanismus inaktivaag#iawedli reaktivni radikaly O, vliv UV
z&eni povazuji za zanedbatelny. Na zaklaterilizatnich &inka OAUGDP byly navrzeny
specialni vzduchové filtry (Volfiltry) do klimatiza a ventil&nich systém [20].

Laroussi a kol. (2002) [63] prezentovali vysledky studia vlivu nerovnovazného
atmosférického plazmatu na heterotrofické pochadyngnegativni bakterig. colia dale pak
vliv na buré¢nou morfologii gramnegativni bakterig&. coli a grampozitivni bakterie
B. subtilis Experimenty byly provashy pomoci odporového bariérového vyboje (RBD).
Koncept tohoto vyboje je zaloZzen na DBD konfigur#siSak misto dielektrika je minimain
jedna elektroda pokryta materialem s vysokym odmor@dporova vrstva distribuuje 2at
coz omezuje proud vyboje, a tak zatuj@ vzniku oblouku. Vyhodou RBD ve srovnani
s DBD je pro buzeni plazmatu moznost pouzit DC jz¢hidpadré nizkofrekveni AC zdroj
s frekvenci 60 Hz). Vyboj byl generovan s sam 16 kV a frekvenci 60 Hz. Jako pracovni
plyn pouZili sngés 97 % He + 3 % © Pro analyzu metabolickych proéesbuice E. coli ped
a po subletéalni expozici plazmatem pouzili uhlikogubstrat Biolog GN2 (obsahuje
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aminokyseliny, sacharidy a karboxylové kyselinyneseny na 96 jamkové mikrotitra
desttce, u cca 6 slaenin zaznamenali z&fny. Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) zaznamenali vyrazné poskozeni integrityddnéd membrany a uvaini burééného
obsahu do okoli vifipadt bakterieE. coli vystavené letalnimdinkim RBD, uB. subtilis
nebylo zaznamenano Zzadné poskozeni. Tyto vysledBg\wdaji teorii, Ze poskozeni bismeé
membrany v dsledku nahromaghi ndboje se vyskytujer@vazié u gramnegativnich bakterii,
které majiclenitéjSi povrch a mensi polafry zakiiveni (nabijeci potencial je ndmosngrny
¢tverci polongru zakiveni povrchu) [63].

Laroussi a kol (2003)[47] pouzivali RBD vyboj, ktery umdaitije pracovat  nizkych
frekvencich jako je 60 Hz. RBD vyboj generovanyelitn za atmosférického tlaku je zdroj
nabitych¢astic, volnych radikdl a z&eni (IR, VIS a UV). Hlavnim cilem tohottanku bylo
ukazat, Ze rozpad (lyze) gramnegativnich baktericoli je vysledkem nabiti (nahromead
naboje) na povrchu bakterie a nasledné poskozegjSiviburecné membrany vlivem
elektrostatickych sil. Tento fenomén nebyl pozoroy# inaktivaci grampozitivni bakterie

viv s

Laroussi, Leipold (2004) [3] zkoumali mechanismy inaktivace mikroorganisme
vzdaleném atmosférickém DBD vyboji na vzduchu. Mykaazmatu byl 2-15 W. Dosahli
redukce 3 log CFU za 120 s. Dle aditbfavni podil na inaktivaci nesly kyslikové a dusi&
reaktivni ¢astice jako jsou O, OH, NQvliv teploty a UV z&eni byl vtomto pipadt
zanedbatelny. ii® porovnani dosazenych vysledka pouziti stejnych podminek ve vzduchu,
He a He + @, zjistili, Ze inaktivace ve vzduchu probihalgkalikanasobg rychleji. Jako
modelovy mikroorganismus zvolili spory nespecifiemého druhBacilla [3].

Heise a kol. (2004)[21] pro sterilizaci PE vzofk kontaminovanych sporanBacillus
subtilusa Aspergillus nigewvyuzili dvé konfigurace bariérového vyboje. V prvnirfigad se
jednalo o klasicky DBD s jednim dielektrikem a vaem umistnym na uzemgné elektrod.
Ve druhém pipact pouzili CDBD (kaskadovy dielektricky vyboj), ktekombinoval @inek
UV z&'eni a dopadu reaktivniatéstic plazmatu. Tento typ vyboje vzniktiggnim dalSiho
dielektrika (z kemenného skla, transparentni pro U\ferd) do mezery mezi elektrodami
klasického DBD. Vznikly tak dva nezavislé prostowhornic¢asti byla umistna excimerni
lampa a ve spodni byl buzen vyboj. Jako plyny dowazgon, dusik a synteticky vzduch.
Vyboj byl buzen s frekvenci 20-50 kHz, hustota giembyla v gipads DBD 7 WGm?” a
v pifpads CDBD byla 1-4 WBm?2 CDBD bylo mnohem efektiisi pi inaktivaci
mikroorganisni, autdi dosahli redukce 4 log CFU&ébem rekolika sekund. Jako hlavni
inaktivatni mechanismy v DBD uvedli UV #ani ¢ast&né podpdené reaktivnimgasticemi.
V piipact argonu dle autdr pasobilo VUV (vakuové UV z#eni) zdeni emitované
excimernimi molekulami Ar v oblasti 126 nm, vifipact dusiku UVC z#eni z NG
molekulového pasu, v dusiku krérdruhého pozitivniho systému dusiku nedetekovalnga
dalSi emise z&ni pod 400 nm [21].

Becker a kol. (2005)[44] pouzivali mikroplazma (CPE — capillaries plres electrode
discharge), jedna se o typ bariérového vyboje,didiektricka kapilarni vrstva pokryvéa jednu
nebo ok elektrody. Kazda kapilara slouzi jako plazmovyagdplazma jet), tyto zdroje jsou
schopné generovat plazma o vysoké inténzitysledkem je homogenni plazma. Jako
pracovni plyny pouzivali He, He-NHe-vzduch (vihky, suchy). Testovali inaktéva inek
mikroplazmatu na spory grampozitivnich baktdii subtilusa B. stearothermophilus. na
biofilm gramnegativni bakterieChromobacterium violaceumSterilizace jednotlivych
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mikroorganisni vyZadovala cca 2 minuty, u biofiimbylo nutné pouzitasy delSi nez 60
minut [44].

Akitsu a kol. (2005) [13] pro inaktivaci mikroorganisin pouzili variantu DBD -
atmosféricky doutnavy vyboj (APG), pracujici vmim médu. Vyboj byl buzen
s frekvencemi 100 kHz, 13,56 a 27,12 MHz. Jako @rat plyn bylo pouzito helium
s piimeési vodni pary (vznikaji OH radikaly) nebo stopovéhoozstvi Q (O radikaly). Autdi
jiz v avodu zminili, Ze dominantnim mechanismemkineace byly radikaly kysliku, které
reagovaly s buftnou stnou mikroorganisin a interagovaly s dvojtou Sroubovici DNA,
nicméré dale v textu se mechaniém inaktivace jiz neénovali. Jako bioindikatory byly
pouzity spory bakteriB. atrophaes aG. stearothermophilua vegetativni formy patogennich
bakteriiEscherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphglocus aureus patogenni kvasinky
Candida albicans Jako nosie pouzili sklo, nerez ocel a celulézu. Testy bylpvyadcny
piimou expozici mikrobiologickych vzoiknebo expozici skrze sterilni kryci material Tyvek.
Maximalni generace O radikdbyla dosaZzenaipkoncentraci 0,06 % ©Ov He, @i tomto
sloZzeni plynu byly dosazeny nejkrat8asy sterilizace. Vifpadk vegetativnich busk
dosahovali redukce 6-7 logCFU za 1 min u gramrnegah bakterii a kvasinek.
Pro dosazeni stejné redukce u grampozitivnich bal&e aureusdylo poteba expozini ¢as
5 min. Endospory bakterii vyZadovaly vyr&arySsi expozini ¢asy (5-30 min v zavislosti na
pouzité frekvenci a nosném médiu) [13].

Vleugels a kol. (2005)45] pouzili doutnavy vyboj za atmosférického tlaku (APGHe +
0,, 0,5W/cni, 70°C) s frekvenci 460 kHz k inaktivaci biofimu gramegativni bakterie
Pantoea agglomeransBiofilm byl kultivovan po dobu 12 nebo 24 hodin santetické
membrag, ktera n¢la simulovat #ist bakterii na rostlinnych tkanich. Pro opracovyamiZzili
vzdalené plazma, vzhledem ktomuto nastavefddgokladaji jako hlavni inakti¢ai
mechanismus reaktivniastice, konkréth atomarni kyslik a radikal OH. \fipadt 12-ti
hodinové kultury dosahli redukce 2 log CFU za 1@ rai3,5log CFU za 60 min, u 24-ti
hodinové kultury pak 1,5 log CFU za 10 i 60 min.té&utestovali samotny vliv UV u 12-ti
hodinové kultury, dosahli inaktivace 0,8 log CFU @& min. Vliv plazmatu na povrch
potravin testovali s ohledem na barevnowzma dehydrataci potravin. Pro tytdely pouZili
zelené, cervené a Zluté kapie. Jako refefein vzorky pouZili vzorky exponované
neionizovanému plynu a vzduchu. Spektrofotometrieky vizualé nezaznamenali Zadné
zmeny [45].

Boudam a kol. (2006) [36] pro inaktivaci mikroorganisinpouzili DBD v Townsenday
modu (podrob&si popis viz [64]) ve sisi No-N,O. Ukazali, Ze volbou spravné koncentrace
N>O v pracovnim plynu Ize dosahnout takovych podmineky inaktiv&nimu procesu
dominuje UV zé&eni, naopak Ize také dosahnout podminek kdy jeWvzaeni minimalni.
Jak kontrolni mikroorganismus byl pouBacillus subtilis Behem expozice 10 min dosahli
inaktivace 5 log CFU [36].

Ohkawa a kol. (2006) [22] navazali na praci prezentovanou Akitsu a Kkd3],
pokraiovali ve studiu sterilizanich &inki APG buzenéhoip 27,12 MHz. Vyboj pracoval
Vv pulznim modu, tvodem byla snaha kontrolovat teplotu neutralnihmypl Jako pracovni
plyn pouzili helium sfimési Q. Skalu testovanych mikroorganignrozstili o plisei
Aspergillus niger Tentoclanek shrnuje experimentalni vysledkyy pledani optimalni delky
pulzu, tak aby teplota neutralniho plynu fesgahla 90°C a byl zachovan maximalni
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inaktivatni inek. Jako optimalni se ukazala délka guld ps, @i delSich¢asech jiz teplota
neutralniho plynu vyraznpiesahovala 90C [22].

P. Muranyi a spol. (2007)[11] navazali na praci prezentovanou Heise a Kall].

Testovali inaktivani (€innost no¢ vyvinutého CDBD s 282 nm excimerni lampou na
Sirokou Skalu mikroorganisim (spory B. atrophaeus, B. pumilus, Clostridium botulinum,
Clostridium sporogenegkonidiospéryAspergillus nigera vegetativnimi hitkami Salmonella
Mons, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Baacus radiodurans Vyboj byl buzen
v prostedi laboratorniho vzduchu za atmosférického tlakhustotou vykonu 1.3 W/dn
Inaktivatni (€inek CDBD se pro kazdy mikroorganismus a jeho fotiili Obecre Ize fict,
Ze inaktivace #Siny vegetativnich butk nastala jiz po 1 s{sobeni plazmatu, vijpad
vysoce rezistetnich spor bylo petha vyraza delSichéasi. Spory plisd Aspergillus nigerse
ukazaly jako nejodolSi, coz vzhledem k jejich vysoké odolnostic pasobeni UV
potvrzuje dominantni roli UV zéni [11].

Kayes a kol. (2007)15] navézali na fedchozi praci prezentovanou Kelly-Wintenberg a
kol. [14] a Gadri a kol. [20] a studovali steriliza inky OAUGDP na alimentarni
patogeny, satasré vyhodnocovali mozny vliv dalSich paramef{rastové teploty, pH a st
kultury) na celkovou inaktivaci. Jako kontrolni mokrganismy pouzili gram negativni
Escherichia coli O157:H7, Salmonella Enteritidis,ibhlo parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica, Shigella flexnem gram pozitivniListeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereugako nosné médium pouZzili agar (pH 5 nebo 7) rearyesa podlozni
sklicko. Vzorky byly exponovany okaméitpo naneseni na agar nebo po 24 hodinové
inkubaci i 10°C nebo 38C. Obec# k nejwtSi redukci cca 3-6adi (puvodni koncentrace
10°-10" CFU/mI) dochézelo i expozicich 30 s vifipads vzorki exponovanych ihned po
inokulacia 90 s viflpadt 24 hodinovych kultur. Patogeny, které bylyeg expozici
plazmatem inkubovany po dobu 24 hodin, vykazovaygsv rezistenci &i plazmove
inaktivaci oproti vzorkm opracovanym bezprdetire po naneseni. Vyssi teploty inkubace
vedly k vySSi rezistenci k plazmovému opracovarivodem byl nakst populace o cca 2-
3iady, tato nova biomasa mohla odletiat &inky aktivnich ¢astic plazmatu. Autd
nepozorovali vyrazny rozdil mezi gram pozitivnimi gram negativnimi bakteriemi
s vyjimkou sporulujici bakterieB. cereus kterd vykazovala vySSi odolnost [15] Tento
vysledek je v rozporu s vysledky, které tato skapginezentovala v praci Kelly-Wintenberg a
spol. (1998) [14].

Schwabedissen a kol. (2007%8] prezentovali systéem pro sterilizadiepineta balenych
uvnitt vzduchotésnych pevnych nebo pruznych abaPro inaktivaci pouZivali povrchovy
DBD vyboj. Konfigurace zdzeni byla takova, Ze nabité elektrody sdtap nekolika kHz
byly nalepeny z wjSi strany obalu aréti kapacitd vazana elektroda byla situovana uinit
amplituct 4 kV a vykonem 2-4 W. Hlavnim principem sterilizddekontaminace v této
konfiguraci byl 0zén, ktery byl generovan ze vzduadachyceného uviibaleni. Mnozstvi
oz6énu bylo zavislé na typu plynu uunibaleni, geometrii elektrody, n&p (AC/DC,
frekvence, apod.) dodavaného do systemu a ztratomyechanismech (formovani NO
Baktericidni @inky prokézali na gram pozitivni bakte®i. subtilisnanesené na papirovych
pascich uzaenych v Petriho miskach.cBem 10 min dosahli inaktivace 4 log CFUiypdni
koncentrace 1910° CFU). Dal$i testy provedli na balenych hd&dich na dialyzu a
potravinach (rajata, jahody) [48].
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Morgan a kol. (2008) [26] prezentovali vysledky sterilizace kvasin8accharomyces
Cerevisaea Mrakia Frigida v DBD vyboji (1-30 kV, 1kW vykon, frekvence 50 H2Yyboj
byl buzen v argonu nebo kysliku. Mikroorganismy yoyhaneseny na skle, faeni
koncentrace byla cca 10CFU/ml pro plazmové opracovani, pro sterilizacbzénu
10° CFU/mI. Autdi studovali vliv pouZitého plynu a proudu (0,4; 08 1,0 mA) na
mikroorganismy. Pro srovnani pouzili ke sterilizeadié samotny ozéniRpouziti G, doséhli
UpIné inaktivace obou mikroorganignbéhem 10 min, zatimco v argonu peftovali casy
15 min v gipact M. Frigida resp. 20 min vigpadt S. CerevisaeZa klicovy mechanismus
inaktivace pi pouziti G plazmatu povazuji autio Os, vyswtleni odivodiuji shodnymi
hodnotamiD s hodnotami dosazenymiipexpozici vzorku jen @ V piipads argonu jako
dominantni mechanismus uwfidakumulaci naboje na povrchu hiknv disledku dopadu
nabitych ¢astic. Elektrostaticky potencial je ri@gpounerny polongru zakiveni povrchu,
M. Frigida disponuje menSim polatrem burkk, tim také auth vyswetluji lepsi vysledky pro
tento mikroorganismus. V obottipadech také autozminuji podil leptani na inaktivaci [26].

Fridman a kol. (2008) [19] prezentovali vysledky dosazené pomoci FE-DBfboje
(floating-electrode DBD) na vzduchu. Ziva #érgan byl zde pouZit jako druha elektroda
s plovoucim potencidlem. Hustota vykonu na povrblla 0,5-1 Wem?, vyboj byl pouZit
v pulznim modu s dobou pulsu 30-100 ns. Testovaikéonrganismy byly sis koZzni fléry
ziskané z odumelé KiZe: StaphylococcysStreptococcusa kvasinky. Hustota mikroorganismu
se lisila dle pacienta a mista &db vzorku od cca 1010° CFU/ml. Rimé opracovani
plazmatem vedlo k redukci o ccaiédi do 5 s, u nefmého opracovani bylo dosazeno
stejnych vysledk za cca 120 sa déle. Mimo to testovali dopad ¢ttxi plazmového
opracovani na samotnou tkajako prvni byla ginkim vystavena oduiela kize, dalSi
experimenty byly provedeny na mySich SKH1 a prasate pipad nezivé tkaa nebyla ani
po 5 minutach plazmoveho opracovani patrna zadngmanV gipact mysi byla ndnéna
hustota vykonu a délka expozice, s cilem stanowkimalni moznou davku (vykotds).

V piipact poteby delSich expoanich ¢adi, byla stanovena maximalni exp&zi davka
0,6 W-cm%/10 min, pro kratké expozice pak davka 2,3W%/40 s. Tyto vysledky byly dale
testovany na prasatech. V daidsti tohoto pehledovéh@lanku autdi prezentovali moznosti
vyuziti netermalniho plazmatu pro podporu koagulase, |&bu nadorovych onemoéni,
povrchovych ran a koznich nemoci apod.&chto aplikaci také uvadli vysledky dosazené
pomoci jimi navrzeného FE-DBD [19].

Hong a kol. (2008)32] prezentovali vysledky sterilizace gram negativritbae E. colia
endospor gram pozitivni bakteri® subtilis Sterilizaci realizovali v RF vyboji s frekvenci
13,56 MHz a vykonem 75 W. Vyboj el mezi déma elektrodami — jedna perforovana,
skrze Srbiny byl pgivadkn plyn mezi elektrody, druha elektroda pokryta ekélikem byla
uzemrna, na ni pokladali vzorek. Jako pracovni plyn peaiz smes helia a kysliku (0-2 %).
Mikroorganismy byly naneseny na kryci skib (16-10° CFU/ml). Vzorky exponovaliiimo
nebo pekrytée Kemennym ¢i normalnim skiékem. Intenzitu O radikalu (777,1 nm)
vyhodnocovali pomoci OES. Auiozjistili pfimou ungéru mezi koncentraci O radikélu a
efektivitou sterilizace. Tyto radikaly hraly dletach pri sterilizaci klcovou roli. Maximalni
intenzitu tohoto radikalu ziskalifipkoncentraci 0,2 % & ttmto podminkam odpovidal
Kdyz vzorky gekryli kiemennym sktikem, dosahli za stejn§as redukce jen 1log CFU,
s normalnim skékem nepozorovali zadné 2zmy. Na zaklad téchto vysledk mohli
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predpokladat minoritni podil UV #éni a zcela zanedbatelnyigpvek teploty k celkove
inaktivaci v gipad® sporB. subtilis V piipact E. coli prezentovali autd vysledky @i 1%
koncentrace @uplna redukce (6adi) za 60 s, 2% koncentrace Qplna redukce za 120 s.
Analyza morfologickych zrn burgk v disledku plazmového opracovani pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) ukazalé&zké poskozeni cytoplazmatické membrany a unik
chromozomu [32].

Klockow a kol. (2009)[39] vyuzivali DBD generované na vzduchu (frekvence @) H
nagti 12 kV, vykon plazmatu 40 W, expozice 5 min) keeréizaci Spenatovych lidt
balenych v polyethylenovych &ich. Jako bioindikator pouzili gram negativni waktE.col
0157:H7 (koncentrace 7,6 log CFU/list). Hlavnim inaktimém mechanismem byl v tomto
piipad 0zon, ktery byl generovan po ungisit vzorki mezi elektrody. Autt hodnotili vliv
pouzitého plynu uvnitsaku (vzduch, @), teploty (5 a 22C) a délky skladovani (0-24 hod)
na inaktivaci. Dale pak vyhodnocovali vliv opracavaa kvalitu Spenatovych list resp.
zmeénu jejich barvy. Zatimco inaktivace se zvySovaldobou skladovani, vliv teploty byl
minimalni. Maximalni inaktivace 5,6 log CFU dosapb 24 hodinach pro &y naplrené
kyslikem, v gipact vzduchu dosahli inaktivace jen 4 log CFU. AvSatotbylo provazeno
vyraznym snizenim kvality Spenatovychii$g9].

Song a kol (2009)[4] vyuzZivali kapacitd vazany systém buzeny v He s frekvenci
13,56 MHz k inaktivaci grampozitivni bakterikisteria monocyrogenesnokulované na
krajeném syru a Sunce. Studovali vliv vykonu (7B-Y8), délky expozice (60, 90 a 120 s) a
typu potraviny na inaktivaci. Autozjistili, Ze inaktiva&ni (€inky jsou silré zavislé na typu
potravin, zatimco pro syr dosahovati pxpozici 120 s redukce pro jednotlivé vykony 1,7-
8 log CFU (fivodni koncentrace $0- 10 CFuU/g), tak v pipadt Sunky to bylo jen 0,25-
1,73 log CFU. Horsi vysledky u Sunky mohou bylsgbeny hrubym povrchem ve srovnani
se syrem. Mikroorganismy se tak mohly uchytit veuldurach na povrchu a vyhnout se
antimikrobialnimu oSéeni. Dale zjistili, Zze H skladovani vzorik (1-3 tydny) dochazelo
k dalSimu poklesu koncentrace mikroorgarig#ai.

Moon a kol. (2009)[40] pati do stejné jako skupiny jako Song [4]. V této praaizivali
navrzené RF Z&eni k inaktivaci mikroflory lidské tkana modeloveé tkanvepgrového masa.
Pri aplikaci plazmatu na zivé tkérje nutno zaréit nizky proud (maximalni hodnota proudu
5-10 mA byla prokadzana jako neSkodna davka s ohieda fyziologicky efekt) a nizkou
teplotu plynu, tento fakt se adgitsnaZili gi experimentech zohlednit a s@sré dosdhnout
maximalni moznou dekontaminaciti Rykonu 100 W prochazel skrze spodni elektrodu se
vzorkem masa proud jen 4 mAgidnost RF vyboje testovali na mikrof® rukou. Bhem
30 s inaktivovali ¥tSinu mikroorganisrin. Vzhledem ke Spatné kvantifikactigka pouzili
pro dalSi experimenty végvé maso, které ma stejny odpor (2-8Mako lidska tké. Maso
kontaminovali bakteriE. coli a vysledky srovnali se sterilizaci UV lampou pdoddl. min.
Pavodni koncentraci 6,36 log CFU/g snizili pomocizphatu na 5,99 log CFU/g, zatimco
pomoci UV jen na 6,12 log CFU/g. Mimoto studovaltaii kolorimetrické zn¢ny masa fed
a po expozici plazmatem (150 W, 1 min) a tepehpracovany vzorek po dobu 30i p
100°C (srovnatelnou s teplotou plyni 450 W). Dle autak plazma nezfisobovalo termalni
poskozeni Zivych tkani. Na inaktivaciélinpravdépodobré hlavni podil aktivni sloteniny
kysliku. Autdi v emisnich spektrech zaznamenali silnou intenzZdti pasu a pasu
excitovaného atomu O | (777 nm), dale pak zaznalnhemasi NG, - UVC oblast [40].
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Jung a kol. (2009)[33] pati do stejné skupiny jako Moon a kol. [40] a Sonigoa [4].
K inaktivaci bakterialnich spér gram pozitivni batie B. subtilis (2x1F spér/ml, sklo)
vyuzivali RF vyboj v kombinaci s katalyzatorem TiOPrace byla zadiena na vliv
katalyzatoru - koncentrace (0,5-10 mg/ml) a poziggtimy ¢ nepimy kontakt
s mikroorganismy) a podminek vyboje (plyn, vykon/,Weplota) na pibeh inaktivace. LepSi
vysledky dosahovaliip pouZiti argonu jako pracovniho plynu, za 120 s&di redukce 4 log
CFU, zatimco v heliu za stejnych podminek jen 1 @gJ. Ritomnost katalyzatoru snizila
hodnotuD o cca 40 %. Jako hlavni mechanismus inaktivaceméem za danych podminek
autai uvedli reaktivni radikaly kysliku, viftomnosti katalyzatoru zaznamenali pomoci OES
narist intenzity OH radikdlu a excitovaného atomu KgsliPomoci rentgenové difréaki
analyzy (XRD), UV-VIS, Ramanovy a fotoluminiscem spektroskopie diagnostikovali
zvySenou tvorbu defekt(kyslikovych @r) uvnité TiO, v disledku aplikace plazmatu, které
podporovaly tvorbu reaktivnich kyslikovych radikal systému plazma/Ti©O Jako optimalni
koncentraci stanovili autb hodnotu 1mg/ml, niz8i nebo vysSi koncentrace avebid
k nedostattné produkci reaktivnich radikal kysliku ¢i stineni  mikroorganism
katalyzatorem. Autid dale testovali plasma fotokatalyticky jevi @plikaci jen UV fotori
emitovanych plazmatem,igkrytim vzorki kiemennym skiikem, nebo jen tepldtvyboje
(cca 18C°C), avSak jejich dopad na mikroorganismy byl zaelaedbatelny [33].

Cooper a kol (2009)[43] studovali mechanismus sterilizace pomoci DBD s niogn
vyuzitim této technologie pro sterilizaci materiaksmirnych lodi. Pro dekontaminaci pouZzili
DBD vyboj pracujici na vzduchu s hustotou vykonw/n?, vzorky byly fimo vystaveny
acinkam vyboje. Jako bioindikator pouzili extremofilni kiarie Deinococcus radiodurans
Tato bakterie je vysoce odolna proti ionizujicindiieni (odolava radiim davkam az 5000
Gy beze zmny, zatimco 60 Gy sterilizuje E.coli), teplotnim &@mm, reaktivnim
sloweninam kysliku a vakuu. Bakterie byla aplikovanakoaozivzdornou nerezovou ocel
typu 316, ¢ast vzork byla poté vysuSena &ast ponechdna mokré.riPexperimentech
dosahovali redukce 6 log CFU po 30 minutach exmoziq¥ipad suchych vzork a u
mokrych vzork 4 log @i expozici 15 s a déle. Jakaivbd vysSiho dinku DBD na mokré
vzorky uvedla autorka peroxidaci fosfolijid i interakci plazmatu s vodou dochazelo
k tvorke hydrogen peroxitl a superoxid, které i interakci s bakteriemi vedly k peroxidaci a
tak k usmrceni buik. Pomoci SEM bylo prokazano také vyrazné poskozkeunktury bugk a
zmeénu jejich morfologie vlivem plazmatu, k jejich Ugimu odstragni ovSem nedoslo.
Teplota vzork pii opracovani nesahovala 30C [43].

Yun a kol. (2010)[34] prezentovali vysledky sterilizace bakteliisteria monocyrogenes
inokulované na jednorazové nadoby na jidlo — plastacky (polystyren), alobal a papirové
kelimky. Pro inaktivace pouzivali stejn&iza&ni a podminky jako Hong a kol. [32]. Studovali
vliv pouzitého vykonu (75-150 W), expd@nii doby (60-120 s) a sterilizovaného materialu na
vysledek inaktivace. Mikroorganismy byly naneseng nosné médium v koncentraci
10° CFU/mI. V pipads plastovych tack doslo k Gplné sterilizaci jiz po 90 s expozice
plazmatem p pouzitém vykonu 150 W, vifpadt dalSich dvou materiélbylo pri stejném
vykonu dosazeno redukce jentadi v ¢ase 120 s. Hodnot, (Cas potebny pro redukci
populace 0 90 % resp. 1 log) pro stejnou kultuniesanou naizné materialy ukazovaly na
vyrazny vliv nosného média na vysledek inaktivawgyyssi hodnoty byly ziskany pro papir,
nasledovala hlinikova folie a plastové tacky [34].

30



Kim a kol. (2010) [37] prezentovali vysledky sterilizace plétkslaniny inokulované
grampozitivni bakteriiListeria monocytogenea gramnegativni bakterigéscherichia colia
Salmonella TyphimuriumPro oSetni pouzili stejnou aparaturu jako Song a kol. [4].
Pro opracovani pouzili vykon 75, 100, 125 W a delpozice 60 nebo 90 s. Jako pracovni
plyn pouzili helium (10 Ipm) nebo sf® helium + kyslik (10 sccm). Zjistili, Ze inaktisr
Gcinky rostou s délkou expozice a vykoneni. \Wkonu 125 W a dobexpozice 90 s dosahli
redukce 1-2 log CFU v He, resp.2-3 log CFU vessintle + Q (pavodni koncentrace 10
10 CFU/g). Dale vyhodnocovali vliv plazmatu na fydik&chemické vlastnosti slaniny.
M¢iili zmeénu pH, koncentrace TBARS (reaktivnich slenin kyseliny thiobarbiturové),
barvy a morfologie. Vfipadd pH, morfologie a vizualniho hodnoceni barevnosti
nezaznamenali Zzadnou 2nu. Optické niteni ukazalo mirny pokles &elné slozky L
(definuje s¥tlost), zde auti citovali praci jinych autalr, kteri vyswtluji pokles L slozky
v souvislosti se ztratou vihkosti [37].

Joshi a kol. (2010)ati do stejné skupiny jako Fridman a kol. [19]. Pomuavrzené FE-
DBD aparatury pracujici na vzduchu (hustota vykénii3 W/cnf) inaktivovali pivodce
nozokomalnich infekci. Jako modelové mikroorganiszaglili rizné kmeny grampozitivni
bakterieStaphylococcus aureMSSA - methicillin citlivy i MRSA - methicillin-reistentni)
a gramnegativni bakterig&scherichia coli Pro vyhodnoceni viability mikroorganisim
pouzivali plothovou metodu, LIVE/DEAD a XTT fluorestni metodu a barveni safraninem.
Autori testovali inaktivani (Einky zaizeni na vSech typech vzark vrstva mikroorganisin
povrchu skla (11 CFU/mI), planktonni biiky vroztoku PBS a biofilm. Roztok
mikroorganisni byl vystaven Ginkam plazmatu fimo ¢i negimo, kdy byla exponovana jen
kapalina PBS a bezpréstie poté aplikovana na vzorek mikroorganismV pripact
planktonnich mikroorganisindosahovali Uplné redukceiplobé expozice do 60 <. coli
projevila malinko vyssi citlivost ned. aureusV pripad vrstvy mikroorganism na skle
doséahli 100 % redukce do 120 s. Uplné redukcépag biofilma bylo dosazeno do 120 s.
Mezi jednotlivymi kmeny MRSA zaznamenali atitmzdily v citlivosti [30].

Leipold a kol. (2010)[42] pouzivali DBD pro dekontaminaci r@t@ho kruhového noze
(pramér 450 mm, rychlost 3,6 s) pouzivaného pro krajemiasném pmyslu. Pro plazmové
oSeteni obou stran noZze bylo DBD ungisb na obou stranach noze éznslouzil jako
uzemréna elektroda. Rozény elektrody byly 100 x 100 mfra vzdalenost elektrod od noze
byla 2-4 mm. Frekvence vyboje byla 21.7 kHz agtiap amplitudou 10.4 kV, coz odpovidalo
vykonu 0.36 kW. Pro dosaZeni nizSich vyko(l.8 W, 3.6 W) pouzivali pulzni rezim.
Pro experimenty pouZzili nepatogenni grampozitivatbrii L. innocuajako zastupceisteria
monocytogeneskPri vykonu 0.36 kW dosahovali redukce 5 loghbm 340 s (tj. cca
41 s gimé expozice plazmatem, vzhledem k tomu, Ze plogtmje pokryvala jen 12,2 %
kruhového noze). Na zaklaaysledki pro rizné vykony a srovnanim s pracemi jinych aiutor
navrhli autdi jako hlavni mechanismus dekontaminace v tomtotavasi experimentu
chemické reaktivniéastice, v pipact vysSiho vykonu pak minoritni vliv elektrostatickyc
sil [42].

Leipold a kol. (2011) [28] prezentovali vysledky sterilizacerquneta uzawenych
v polyethylenovych s&ich (LDPE), jako moZnou alternativu pro sterilizaep. balenych
potravin. Pro dekontaminaci pouzili DBD vyboj geovainy na vzduchu s frekvenci 25 kHz.
Pri koncepci tohoto experimentu slouzil DBD spiSeojalenerator 0zénu, nebaaky se
vzorky byly naplgny snesi plynmi 97,5 0bj.% Ar, 2,5 0bj.% © ZjiStovali vliv pouzitého

31



vykonu (0,6, 2,55 a 9,92 W) na koncentraci 0zénu. Pro dadperimenty pak zvolili auto
nejvyssi vykon, pi némz dosahli maximalni koncentrace ozonu 140 ppmjkraiSimcase tj.
30 s. Dale zjistili, ze pokles koncentrace $¥asem byl vySSiip zapnutém vyboji nezip
vyboji vypnutém. Mimo @, nefili dale koncentraci @a CQ pii zapnutém vyboji. Zatimco
koncentrace @po 120 s vyboje z@nala klesat, tak naopak koncentrace,CG&stla po cca
300 s vyboje. VSechny tyto popsané procesy ramygsvétlili reakci ozonu s polymernim
materialem, fipadré tvorbou radikal na povrchu polymeru néppii reakci energetickych
iontd Ar*, ty pak vstupovali do reakce s ozéneffpadré atomarnim kyslikem, apod. Tyto
poznatky byly také potvrzenyiipdekontaminaci grampozitivni bakterlgsteria innocua
Bakterie byla inokulovana na skkra podlozni skéka, ty byly uzavena do LDPE sii,
které byly poté naptmy uvedenou sisi plynmi. Takto gipravené vzorky byly vystaveny
piimému @inku DBD. Bchem 5 min byla dosaZena redukce 5 log CFU, po Ibredukce
6 log CFU [28].

Rod a kol. (2011)[38] touto praci navazali na praci Leipold a kol. [2B}ezentovali
vyuziti DBD vyboje k dekontaminaci krajenych masmygyrobki urcenych pro okamzitou
spotebu. Pro opracovani pouzili DBD s frekvenci 27,8zkHako bioindikator pouZzili
grampozitivni  bakterii Listeria innocua (zastupce alimentarni bakterielisteria
monocytogenes)nokulované vzorky breasoly (susené émvmaso) byly uzaeny v LLDPE
(linear-low-density-polyethylene) &@&ch obsahujicich 30 % kysliku a 70 % argonu a
ne@imo exponovany plazmatenti ywykonech 15.5, 31 a 62 W po dobu 2-60 H. tBchto
podminkach dosahli redukce od 0,8-1,6 log CFU/g Wgazného vlivu délky a intenzity
opracovani, fiwodni koncentrace byla cca 6 log CFU/di.dpakovaném opracovani po dobu
20 s s 10 min festavkami fi vykonech 15,5 a 62 W dosahli atitpo ttech cyklech redukce
1,5 resp. 1,6 log CFU/g. Hlavnim mechanismem zdetaydpodobré vzhledem ke sloZeni
plynu ozén. To také dle autorky vydhovalo lepSi dinky pii opakovaném opracovani
s 10 minutovymi intervaly, coZ bylafipdanych podminkach cca Zivotnost ozonu. Mimoto
sledovala autorka vliv plazmového opracovani nat caubarvu balenych vzoik masa.
Pro zneénu chué mefili koncentraci reaktivnich slaenin kyseliny thiobarbiturové, zde
zaznamenali mirny naést s rostoucim vykonem a délky expozice, nicénéodnoty byly pod
senzorickou hladinou. Vifpadt barvy zaznamenali 40 % resp. 70 % pokiesvenosti po
1 resp. 14ti dnech uloZeni bez ohledu na expdziodminky [38].

Zimmermann a kol. (2012) zkoumali baktericidni &inky studeného atmosférického
plazmatu (ACP) fes Gzné porézni fekazky (Tyvec, Kimberly-Clark Kimguard KC100,
obvazova gaza a papirova obalka). Motivaci byloktmié vyuZiti této technologie ip
sterilizaci zabalenych rpdmeta ¢i krytych povrchi (rany gekryté obvazem) apod., coz
otevird Siroké pole aplikaci v oblasti medicinyolmsi hygieny a potravin. Vyboj byl
generovan na povrchu SMD (surface microdischargetrelde) pomoci AC n&f 6,3 kV,

s frekvenci 6 kHz, sptbovany vykon byl 0,5\Wem? Jako bioindikator pouZili
gramnegativni bakterf. coli nanesenou na agaru6® CFU/ml). Ukazalo se, e zkoumané
textilni latky (i ty nepropustné pro bakterie@lgn minimalni (€inek na baktericidni dinky
plazmatu. Autéi dosahli redukce mikrobialni kultury o 5-6 log CFAd 60-120 s v zavislosti
na materialu, skrz ktery dochazelo k penetracgdalenosti mikroorganismu od elektrody, ve
vedlo k produkci plazmatu na povrchu textilie, takzpak nedochézelo k redukci
baktericidnich @inka plazmatu. Na zakladdosazenych vysledknavrhli 1D analyticky
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model difuzniho transportwastic plazmatu k sterilizovanému povrchu skrz poréz
piekazku [27].

2.2.3 Plazmové trysky, tuzky

DalSimi ¢asto pouzivanymi zdroji jsou plazma jety pracujiaiatmosférického tlaku tzv.
APPJ (atmospheric pressure plasma jets). Jednanséeomalni kapacithvazané plazmové
zdroje s frekvencemi 13,56 a 27,12 MHzt8inou se skladaji ze dvou elektrodiemych
uspdadanich (koaxialni, prstencove, jednopolasrédvoupdlové uspi@dani) mezi nimiz
proudi velkou rychlosti plyn. Vzdalenost elektredvjrozsahu ¢kolika mm. Jedna z elektrod
je wtSinou uzeména a druha nabita. Volné elektrony jsou urychleydlem a vstupuji do
kolizi s molekulami okolniho plynu. Tyto neelastckolize produkuji celoiiadu reaktivnich
castic (excitované atomy a molekuly, volné radikakggré vstupuji do trysky s velkou
rychlosti. Reaktivni¢astice mohou tak reagovat s kontaminovanymi povramjisgnymi
v blizkosti trysky (cm) [7]. V zavislosti na pougih plynu a vzdalenosti elektrod je typické
pouzivané zgpalné n&pv rozsahu 100 V-kV, a tedy spebovany vykon az 500 W. Typické
procesni plyny jsou vzacné plyny jako je heliumaelbgon, nicmé&mohou byt pouzivany
i primési jinych plyni. Teploty plynu dosahuji diky vysoké rychlosti plya relativik malé
spotele energie teploty kolem 350 K. APPJ mohou byt pguiipiimém nebo vzdaleném
modu, avsak &tSina aplikaci je viimém modu [56]

Hlavni vyhodou APPJ je jejich maly roZmv kombinaci se schopnosti penetrovat do
malych S¢rbin. Diky €mto vlastnostem jsou vhodnou volbo# plazmovych aplikacich
orientovanych na komplexni geometrie (mikrostrukiukavity, kapilary). Maly rozrér
vyfukovaného vyboje je velkou vyhodou priepné opracovani citlivych mist. Z tohtvddu
jsou APPXasto vyuzivané pro biomedicinské aplikace. Na digtanu maly rozer vyboje
piedstavuje nevyhodu wipact velkych ploch a 3D igdméta. Pro tyto aplikace je nutno
kombinovat ®kolik zdroja APPJ. Nevyhodou je velky fok plynu u &chto zdizeni
s ohledem na pouZzivani vzacnych plyf56]

V nasledujicim fehledu jsou shrnuty pracenujici se mikrobialni inaktivaci s vyuzitim
APPJ.

Brandenburg a spol. (2007)[35] pouzili pro inaktivaci RF netermalni plazmat |
s frekvenci 27,12 MHz, vykon seémil v rozmezi 10-60 W. Vyboj hel za atmosférického
tlaku v argonu. Teploty substratu se pohybovaly zileleného vykonu a firoku plynu
v rozmezi 35-95C. Jako bioindikatory byly pouzity spOBacilla atrophaeaa vegetativni
buiky Escherichia colinanesené na PE fdlii. Vyboj byl analyzovan OE®y&tprokazala
piitomnost reaktivnickiastic kysliku, konkréthatoméarni O, OH a NO molekuly, které jsou
zodpowdné za emisy UV #zéni v oblasti 200-300 nm. dihky UV z&eni a teploty byly
studovany odderg. Fi studiu teplotni inaktivace byly vzorky vystavepysobeni suchym
teplem pi teplo€ shodné steplotou vzorku v plazmatu. Vliv UVied byl studovan
v plazmatu pomoci UV transparentniho filtruiekenného skla. Nejvyssi inakttva (Cinek
byl dosazen ) piimé expozici plazmatem. \fipadt bakterialnich spor doséahli redukce
4,3 log CFU/vzorek za 7 min {podni koncentrace ‘20° CFU/vzorek) a v fpads
vegetativnich bwk E. coli redukce 3,8log CFU/120s tuodni koncentrace
5-10° CFU/vzorek) [35].

Ehlbeck a spol. (2008)[23] pati do stejné skupiny jako Brandenburg a kol. [35].
Predstavili uspgadani APPJ k inaktivaci katéta 3D gedn®ta. RF vyboj hael s frekvenci
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27,12 MHz v argonu nebo argonu s 25 #imgsi vzduchu, vykon byl 10 W. Inaktivai
(cinky testovali na vzorcich katétrinokulovanych vegetativnimi kikami grampozitivni
bakterie Staphylococcus aureusRedukce 5 log CFU byla dosazen&istém argonu,
pii pouziti grimési vzduchu pak 6 log CFU. Inaktivace byla dle aiutoysledkem spotsého
pusobeni excitovanych reaktivni¢hstic,cast&ne asistované UV a VUV zénim, teplotou a
nizkomolekularnimi chemickymi produkty. Dale pretoesali vysledky interakce RF plazma
jetu s hydratovanymi povrchy d&ipadny vliv na mikroorganismy.rPopracovani vody (1 ml)
plazma jetem dochazelo pocité doke k poklesu pH, vysledkerdehoz byl antimikrobialni
ucinek acidifikované vody. Pokles pH vy&iili vznikem HNO; bud’ reakci molekul N@

s radikaly OH, kyselina dusia se pak rozpousti ve wgdpiipadré NO, reaguje fimo
svodou za vzniku HNa HNQ. Korelaci mezi acidifikaci a antimikrobialniméiakem
ukazali na sporacBacillus atropheusPFi pH <5 dochéazelo k vyraznému poklesu populace
B. atropheuss roztoku, pi pH = 2 doséahli redukce 6 log CFU [23].

Poiata a kol. (2009)25] pouzivali APPJ generovany v He s frekvenci 1,6 kHmgtim
9 kV pro inaktivaci grampozitivni bakterk®. subtilis, Staphylococcus aureggamnegativni
bakterieE. colia kvasinkyCandida albicansMikroorganismy na agaru (1€CFU/mI bakterie
a 10 CFU/mI kvasinky) byly vystavenydinkim APPJ a po inkubaci byla vyhodnocena
inhibi¢ni zona. Autéi studovali vliv vzdalenosti mezi elektrodami (2853,5 cm) a délky
expozice (25-100 s). Nejcitiysi na plazmové opracovani byla bakteBeaphylococcus
aureus u které autth zmeiili velikost inhibicni zény v rozmezi 5,5-16,5 cnii gxpozinich
casech 25-100 s, dale pak nasledokalcoli aC. albicanss pfimérem inhibEni ristové zony
1,5-6,5 cm, nejhorsi vysledky pak vykazofalsubtiliss pfimérem 0-3,3 cm. B vzdalenosti
2,5 cm acasech delSich nez 100 s aufmopsali tzv. satutai jev, kdy se zvySovanim délky
expozice jiz nedochazelo #stu inhibéni zény, tento jev nebyl popsan pro vzdalenost
3,5cm, kdy i nadale dochéazelo dstu inhibeni zony si#stem délky expozice. LepSi
vysledky pro ¥tSi vzdalenost elektrod adtopripisuji faktu, Ze @ inaktivaci previadaly
netermalni procesy. OES dale prokazalomnost ozénu ip vzdalenosti elektrod 3,5 cm,
zatimco pi kratSi vzdélenosti nikoliv, fedpokladaji tedy, vyznamny podil ozo6nu
pii inaktivaci. Dale se jiz spektra neliSila. Attos diskusi navrhli, Ze na usmrceni in
se podili jak fyzické poSkozeni biknvlivem dopadu ionit z plazmatu, tak také chemické
reakce bugk s ozonem, atomarnim kyslikem apod [25].

Deng a kol. (2010)65] vyuZzili APPJ generované v Ar nebo &nAr + O, generované
s frekvenci 10-40 kHz a n&dm 9,9 kV k inaktivaci pozitivni bakteri®acillus subtilis
nanesené na PTFE (cc& ILFU). V argonu dosahli inaktivace 2 log CF&hbm 60 s, dale se
jiz koncentrace moc nemila. Ve snési Ar + O, dosahli za stejnyas inaktivace 4 log CFU,
k Uplné inaktivaci doSlo i expozici 180s. Kombinaci vysletlk OES, SEM,
kolorimentrického stanoveni uva@ného proteinu (brilantni mdédcoomassie, 595 nm),
koncentrace MDA (malondialdehyd - kaimg produkt peroxidace lipig a vystaveni vzork
mikroorganisni odctlen¢ teplot (exikator, 20-80C) a UV (Kemenné sklo) dosp autori
k zawru, Ze dominantni mechanismus inaktivace jsagbeni nabitycktastic a reaktivnich

slowenin kysliku [65].

Daschlein a kol (2010]24] pati do stejné skupiny jako Brandenburg [35] a EhIb@H.
Studovali baktericidni &inky APPJ na Sirokou Skalu mikroorgani&mn vitro. Motivaci byla
budouci aplikace této technologie v oblasti medicimo oSeteni chronickych ran apod.
Z toho divodu proin vitro model pouzili polotuhé médium (agar), které stgako prostedi
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rany poskytovalo mikroorganisim dostatek vihkosti a Zivin pro jejichist a mnozeni.
Simultani asepsi provéli na grampozitivni bakterii -Staphylococcus aureus (MSSA —
methicillin citlivy), Enterococcus faeciung-hemolyticky Streptokok skupiny gkamnegativni
bakterii - Pseudomonas aeruginosakvasinceCandida albicanskteré jsou velmiastymi
kolonizatory ran afovodci infekci. Plazma bylo generovano v argonu®tia v rozsahu 1-
5kV a frekvenci 1,5 MHz, pro opracovani pouzililkde trysky 7 mm (max. 12 mm) ve
vzdalenosti 1 mm od vzorku, teplota plynu v tomtéstnbyla cca 40C. Fi inaktivaci
jednotlivych makroskopickych kolonii MSSA zjistilte po 60 s jiz nedochazi kstu MSSA
APPJ navic zjsobilo vyrazné naruSeni kolonii. Pro opracovanyatePetriho misek pouzili
meandricky pohyb trysky nad miskou, vzorky byly taxgeny plazmatu po dobu 3 x 2 min,
takto doslo k o3&eni plochy 55 cfhza 6 min. Bed oSeenim byly vzorky ponechany 60 min
pii 37°C inkubovat. B této konfiguraci dosahovali redukce 1,9-4 log CHLle typu
mikroorganismu (citlivost sestupnP. aeruginosa S-hemolyticky Streptokok skupiny, A
MSSA C. albicans a E. faeciun). Jeden zw#vodi rozdilu ve vysledcich prouzné
mikroorganismy uvedli nepravidelnost povrchu agartudiZz nestejné opracovani ve vSech
mistech, také tvar a hustota kolonii vykazovalidibz Pii OES zaznamenali auiovysoké
intenzity OH radikal, které navrhli jako mozny inaktigai mechanismus. Zéni v UVC
oblasti g této konfiguraci nezaznamenali [24].

Chiang a kol. (2010)[16] prezentovali vysledky inaktivace gramnegativni baktE. coli
a grampozitivni bakterid. subtilis nanesené na Zzivném médiu pomoci APPJ. Vyboj byl
buzen v progedi N, O, nebo stldéeného vzduchu, sterilizace pak probihala v dohgsima
plazmatu plazmové trysky. Vyboj byl buzen s freksier80 kHz, vykon dodavany do
plazmatu byl 300 W. Vliv vyboje na mikroorganismyl Btudovan s hlediska délky expozice,
pouzitého plynu a vzdalenosti vzorku od zdroje plat (4-20 mm). # pouziti stl&eného
vzduchu nebo kysliku a vzdalenosti 20 mm od zddwgeahli redukce cca 7 log CFU/mI
béhem 18ti ,scaf“ (celkova expozini doba 1,8 s) pro oba mikroorganismy stim, Ze
acinngjSi z obou plyd byl vzduch. Jako hlavni inaktigmi mechanismus uvedlitipobeni
ozonu, stim Ze vifpad vzduchu pedpokladali také ippadny gispivek reaktivnich
sloweniny dusiku nap NO,. V dusiku bylo za stejnych podminek dosazeno reglygouze
10-20 %. Jako hlavni mechanismus uvedli UViermd emitované N@ molekulovym
systémem, avSak dle auiopii interakci se vzduchem dochéazelo k jeho vyraznémtumu.
SEM analyza mikroorganisimneprokazala Zzadné vyrazné poskozenic¢kuren uE. coli
zaznamenali auto drobné morfologické zemy. Mimo vysledky inaktivace prezentovali
autdi vysledky elektrické a optické diagnostiky plazméDES — UV, VIS; absotmi spektra
— IR) a teplotni charakteristiku dohasinajiciho oj¢b Nejvyssi teploty byly nagheny pro
dusik (27-71°C) [16].

2.2.4 Mikrovinny vyboj

Ve srovnani s DBD vyboji jsou MW vyboje buzeny kektrod. Princip buzeni plazmatu
spaiiva v absorpci mikrovin elektrony. Ty ziskaji ddstaou kinetickou energii pétbnou
k ionizaci €zkych ¢astic skrze neelastické kolize. To ve vysledku ved@ristu koncentrace
elektroni v kombinaci se zvySenim pohlcené energie [56].

Mikroviny jsou zpravidla generovany magnetronemsauj vedeny do re&ki komory
vinovodem nebo koaxialnim kabelem. Magnetrony gfacoblasti GHz frekvenci (obvykle
2,45 GHz). Typicky sp#ebovany vykon je vrozsahu W-kKW. Vinovod jéimpo spojen
s rezonatorem nebo hlavici vyboje. Tatdizeni jsou speciatnhnavrZzena, aby indukovala
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nejvyssi intenzity pole veigidu rezonatoru nebo ve Spici vybojové hlavice. Vistésti na
pohlceném MW energii se teplota neutralniho plyobybuje v rozsahu od pokojové teploty
az rekolika tisic kelvini. Z toho divodu je €zké tyto vyboje pesré vymezit jako rovnovazne
nebo nerovnovaznéigchodové plazma). Dle teplotni citlivosti matatritde s mikrovinnymi
vyboji pracovat v imém nebo vzdaleném maodu [56].

Hlavni vyhodou MW vybaj je negitomnost elektrod, vyboje magiasto tvar htaku a
umoziuji jednoduchou manipulaci. Vyboje mohou i#io jak v prostedi vzduchu, tak
i raiznych gimési nap. vodni péary. Z&zeni pracuji se s&dnimi rychlostmi pitoku plynu,
fadow nékolik slm. V zavislosti na pouzitéem plynu dochazpriodukci vysokého mnozstvi
reaktivnich¢astic (nap. NxOy, O? O,, OH). Dosazitelné koncentrace pro NO jsou 2750 ppm
a pro ozon 400 ppm.iPsnizeni MW vykonu aZ na 85 W a mépracuje vyboj zaijblizné
pokojové teploty (300 K) a fize byt pouZzit kK imému opracovani termolabilnich matekial
Nevyhodou MW vybaj je jejich prostorové omezeni. Priirmpé opracovani velkych povreh
se musi stefhjako v gipadt APPJ pouzit kombinacekolika zdrofi. Pripadre pro tyto &ely
pouzit vzdaleny maod. [56]

V néasledujici ¢asti jsou shrnuty studie o mikrovinnych vybojich uptvanych pro
inaktivace mikroorganisim

Kwon-Yong Lee, Park a kol. (2004)[31] vyuZivali mikrovinné plazma (2,45 GHz)
buzené v argonu za atmosférického tlaku. Jako &britmikroorganismy pouzivak. coli a
methicillin rezistivniStaphylococcus aureusmnesené na skle. Inaktivace @atili dosahovali
pii expozici 1 s. Jako hlavni inakti&ai mechanismy uvedli volné radikaly, UVigai a
proces odprasSovani [31].

B. J. Park a kol. (2007)[66] pomoci mikrovinného vyboje (2,45 GHz) buzemé&hargonu
za atmosférického tlaku, inaktivovalE. coli (publikované Lee a kol. [31]) a
lipopolysacharidy, k jejichz uvoémi dochazi fi poSkozeni, neboiprozpadu busk E. col..
Lipopolysacharidy jsou znamy jakdyodcifady patogennich onemasn. InaktivaceE. coli
dosahovali fi 1 s opracovani v plazmatu, k inaktivaci lipopa@gkaridi pak bylo pateba
expozice 10 s [66].

Ehlbeck a spol. (2008]23] prezentovali vysledky sterilizace vimich s¢n PET lahviek
pomoci mikrovinného vyboje generovaného magnetrorfekvence 2,45 GHz, vykon
1,7 kW) na vzduchu za atmosférického tlaku. Konteowané lahve byly opracovany
plazmatem vertéch cyklech, délka jednoho cyklu 550 ms a smivana energie 300
Jicyklus. Jako modelové mikroorganismy byly pouamggetativni biky gramnegativni
bakterieE. coli, grampozitivni bakteri&taphylococcus aureusporyBacillus atropheusa
plisre Aspergillus niger Inaktivace 5 az 7adi v zavislosti na typu mikroorganism
dosahovali i expozicich plazmatu do 1,5 s. Jako mechanismitivece uvedli UV z#eni,
nizkomolekularni chemické produkty (hla/NO), reaktivnicastice kysliku, teplo a zbytkovy
plyn NO; (vznika z NO a O radika), ktery @i nasledném promyti reagoval s vodou za vniku
HNO, nebo HNQ (viz vySe). Autdi dale vyhodnocovali vliv délky prodlevy mezi inakdci
a naslednym promytim lahldgk na vyslednou inaktivaci, cfit tak poukazat na vliv
acidifikace [23].

Ermolaeva a kol (2011)9] zkoumali baktericidni &inky argonového hidku. MW Vyboj
byl buzen v argonu s frekvenci 2,45 GHz a vykonéAB Pro experimenty pouzili gram
negativni bakteril’seudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepadischerichia cal
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gram pozitivni bakterieStreptococcus pyogenes, Staphylococcus aureushygiapccus
epidermidisa Enterococcus faeciunMikroorganismy byly oSégnyin vitro (vrstva na agaru,
biofilm) a in vivo (hostitelsk&a tka& krysiho modelu). ® inaktivaci vzorki nanesenych na
agaru reagovali gramnegativni bakterie dffiima plazma, kompletni inaktivace vSech gram
negativnich bakterii dosahli atitado 5 min. V gipadt gram pozitivnich bakterii zalezelo
nejen na druhu, ale také na kmeni. Nejoddinbyla bakterieS. pyogenespo 5 minutach
zastalo 17 % pvodni koncentrace. Jako jeden twddi rozdilné odezvy mikroorganism
autdi zminili rozdily ve sloZeni buigné sény, nicmér s ohledem na rozdilnost mezi kmeny
poukazuji na slozSi mechanismy (rozdily ve slozZeni ligid proteii v membras, celkova
odpowd mikroorganismu — stresové proteiny, apod.). Biojil P. aeruginosa a

B. cenocepaciarykazovaly ve srovnani s planktonniminkami vySSi odolnost, rozhodujici
vliv ma tlou¥ka biofilmu. Ri in vitro inaktivaci byly povrchové rany krys kontaminované
bakteriemiP. aeruginosaa S. aureugo tech dnech vystaveny 5 dennéhé, pri které byly
vystaveny vzdy 10 min/dencimkim argonového plazmatu. Po 3 dnech aplikace plazmatu
doSlo k upIlné eliminacP. aeruginosa S. aureusbyl v rare identifikovan jest 8. den.

U plazmatem opracovanych vzérkrobihalo hojeni rychleji, po skéani expozice se vSak
rychlost srovnala s neopracovanymi vzorky. K Uploéozaveni rany doslo 13. den jak
u plazmatem oSgnych vzork tak i u kontrolnich vzonk[9].

Frohling a kol. (2012) [41] sledovali vliv nepimého plazmového opracovani na
mikrobialni populaci a kvalitéerstvého vefpvého masa. Pro experimenty pouZili k@amu
svalovinu, kterou opracovali 4 dny po porazce & dga&ladovali 16 dniip5 °C. Plazma bylo
generovdno na vzduchu pomoci mikrovinného vybofeelsenci 2,45 GHz a vykonem
1,2 kW. Vzorky byly exponovany 2 x 2,5 (5 s vyb®j5 min expozice, 5 s vyboj) a 5 x 2 min,
teplota vzorku nekrctila pii opracovani 20C. Zatimco u refer@mich vzorki doslo
k naristu populace mikroorganismz cca 2 log CFU/g az na 9,69 log CFU/g, u viaork
exponovanych plazmatemistala koncentrace stejna jako natqt&u i po 20 dnech od
porazky. Vzorky byly dominantn osidleny druhyPseudomonas sppgMimo standardni
vyhodnoceni plotnovou metodou, ktera poskytuje rmfiice vyhrad& o schopnosti hiky
proliferovat, pouzili autd pro analyzu viability mikrobialni populacetfgokovou cytometrii
(sondy proprium jodid - integrita membrany, karbiixgrescein diacetat - baéna aktivita).
Opracované vzorky vykazovaly vyrazny @str burgk s naruSenou integritou membrany,
u chto burk nicméré zaznamenali aktivitu cholinesterazy, ta vSak bgleazre nizsi nez
u neopracovanych vzoik P¥i vyhodnoceni dopadu plazmového opracovani zjistiltai
zmeény pH, barvy i reflektatni a fluorescetni intenzity aromatickych aminokyselin a
NADH, které byly vyrazgjSi pro delStas opracovani [41].

2.3 Metody vyhodnoceni interakce plazmatu s biikami

Ve své podstét interakce plazmatu s mikroorganismy je velmi koexpl zaleZzitosti.
Vysledny efekt ovliviuje celarada faktodl jako je typ mikroorganismu, typ vzorku a nosny
material, hustota mikroorganismu, podminky vybajgjsob expozice (ima/nepima) atd.

V pripact bakterii se &inky plazmatu mohou dle davky liSit od letalnicluifcna smrt), pes
subletalni (bakteriostatické wisledku lehkého poSkozeni itky nasledované zastavenim
bunééného cyklu) az po neletalni metabolické ény [6; 8]. V piipadt plisni a kvasinek
nebyly tyto rozdilné &nky v literatte popsany. Pro vyhodnocentinka plazmatu je
v odbornych publikacich vyuzita cefada metod.
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Zastoupeni Zivotaschopnych neboli viabilnich #uw populaci je jednou z Kiovych
informaci vyuZivanych k hodnoceni fyziologickéhawat kultury. NefasgjSi technikou
stanoveni Zivotaschopnosti kinje kultivace mikroorganisin na pevnych médiich [67].
V odborné literatie se vyskytuji dva typy kultivmich metod vyhodnoceni. Nejjednodussi,
ale nejmén presna, metoda vyhodnoceni je kultivace opracovanéwku a nasledné
vizuélni hodnoceni. Tento postup &esto pouziva vifipads tenkych filmi mikroorganisni
nanesenych na agaru. Visdedku plazmového opracovani dochazi k inhibisitur mikroki,
vznikaji tzv.inhibiéni zony, jejichz roznéry jsou pak zrdreny. Tento zfisob vyhodnoceni
pouZzivaji nap [9; 25; 49; 68]. DalSi kultivani metodou je tzvplotnova metodastanoveni
poctu mikrobidlnich budk. Bunky ze vzorki jsou mikrobiologickymi postupuipvedeny do
roztoku, tyto roztoky jsouiediny tzv. desitkovynrednim a vysazeny na Zivné meédium.
Metoda @i vyhodnoceni vychazi zipdpokladu, Ze z kazdé vitélni iiky vyroste jedna
kolonie. Vysledkem je piet Zivotaschopnych bk tzv. CFU. Tato kvantitativni metoda je
negastji pouzivanou metodouipvyhodnocovani inaktivanich &inka plazmatu. Hodnoty
CFU jsou vynaSeny v semilogaritmickéntititku v zavislosti na délce opracovani, vznikaji
tak tzv. inaktivéni charakteristiky, popisujici kinetiku inakti@ho procesu viz dale.
Nevyhodou &chto metod je jejicliasova narénost.

DalSim pouzivanou metodou je stanoveni viabilitknowrganisnd pomocifluoresceréni
analyzy. Principem metody je detekce zivétdulezitych funkci (integrita cytoplazmatické
membrany, aktivita esteras, respirace, apod.),ékjsou sledovany pomoci selektivniho
znaeni fluorescetnimi sondami. ¥tSinou se jedna o kombinaci sondy Zivych duthag.
SYTO 9, stanoveni biiné aktivity, zelena) a sondy mrtvych Bln(nag. propidium jodid,
stanoveni integrity cytoplazmatické membrandervena). Vysledkem této analyzy je
procentualni zastoupeni Zivych resp. mrtvychd&uivyhodou této metody je jeji rychlost ve
srovnani s kultivéenimi metodami [67]. Frohling [41] také ve své praeed|, Ze neschopnost
buiky proliferovat je&t neni ekvivalentem bwiné smrti, biika i pres neschopnost mnozit se
muze byt je&t stale metabolicky aktivni, a tak ifgs zdanlivou neaktivitu (prokazanou
kultivaci) mize zmisobovat nemoci nebo zkratit Zivotnost potravin. Zddluorescetiniho
testu viability je popsano v nasledujicich publikhc[9; 30; 41]. Ve vSechifpadech byl
tento test pouzit na diagnostiku viability baktériah burgk v biofilmu.

Pro zhodnoceni mechanického poSkozenkkym nefastji pouzivana analyticka metoda
mikroskopické pozorovani pomoci rastrovaciho/transmisniho elektronovéhorasikopu
(SEM/TEM) [20; 21; 22; 29; 31; 32; 34, 36; 43; 45]b5; 66]. Deng a kol. [65] tuto metodu
dophiuji vyuzitim briliantni mod ¥i coomassie k detekci uvoldni proteinu do okoli
v disledku posSkozeni a lyze bitkn PouZzivany je tak&@BARS test (thiobarbituric acid
reactive substances) k detekci produséroxidace bakterialni b&né sény [51]. Principem
je tvorba barevnych produktvznikajicich reakci malondialdehydu (MDA) s kyselu
thiobarbiturovou (TBA). Tuto metodu navic pouzilink a kol. [37] a Rad a kol. [38]
k detekci zm¢ny chut plazmatem oSggnych potravin. Pro zénu chu€ méfili koncentraci
reaktivnich slotenin kyseliny thiobarbiturové. MDA, vznikad jako seidarni produkt
oxidace polynenasycenych mastnych kyselisgbenim reaktivnich kyslikovych radikal
(ROS) [37].

Jak jiz bylo v ivodu zmiimo, @i interakci plazmatu s likou nemusi vzdy dojit k jejimu
usmrceni, ale d¥e dojit pouze ke zén¢ Zivotnich cykli buiky. Tento jev studoval nap
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Laroussi [7]. Vyuzil uhlikovy substrat Biolog GN@ro vyhodnoceni buignych metabolii a
spoteby Zivin.

2.4 Kinetika inaktivace - inaktiva éni krivka

Fyzikélne-chemické procesy, které se podileji na inaktivasikroorganismu, lze
identifikovat analyzou inaktivani kiivky [69]. Jedna se o graf zavislosti logaritmucio
Zivotaschopnych mikroorganism(CFU — colony forming units, [@et/ml]) na délce
pusobeni inaktivéniho procesu. Velmicasto niize byt sestrojena v semilogaritmickém
metitku, CFU je na logaritmické vertikalni ose ¢as je na linearni horizontélni ose.
Jednoduchéaikka ukazuje, Ze vztamezi koncentraci Zivotaschopnych Bkmacasu je [8]:

logN, / N, = —kt, (1)

kde No je paéteni koncentrace mikroorganisin N; je koncentrace Zivotaschopnych
mikroorganisni po pisobeni sterilizéeniho média pocas t, k je rychlostni konstanta
inaktivace.

Casto pouzivanym parametremDe(decimalni hodnota). Hodnota D ud&&s potebny
k inaktivaci 90 % pvodni koncentrace mikroorganisnginebo-li ¢as k redukci 1 log CFU)

[8l,
D =t/(logN, —logN,), (2)

kdet je ¢as potebny ke znieni 90% fivodni populacel, je pivodni populace s je
Zivotaschopna populace.

Vysledky tiznych skupin zabyvajicimi se germicidninginky studeného atmosférického
plazmatu ukazaly, Ze inakti&ai kiivka mize mit fizny tvar (viz obrazek 3) v zavislosti na
typu mikroorganismu, nosném médiu aigpbu expozice {ma, nepima).

+
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Obrazek 3 Tvary inaktivani charakteristiky [7]

Jednoduchou linearnitikku popsali ve své praci napBecker a kol. [44] { inaktivaci
spor bakteriiB. subtilisa B. stearothermophilupomoci mikroplazmatu ve He, He-Mebo
He-vzduch. Auté vysledek pipisovali dominanci jednoho mechanismu nebo spidaopeni
vice mechanisin se stejnou kinetikou. Vifpact inaktivace biofilmu Chromobacterium
violaceumziskali kKivku tvorenou d¥ma linearnim¢astmi (tzn. d¢ rizné smdrnice, dw
raizné hodnotyD). Jednoduchy tvarikky ziskali také Song a kol. [4]ipsterilizaciListeria
monocytogenesa povrchu Sunky pomoci DBD v heliu bez ohledypoazity vykon (75, 100,
125, 150 W). Naopakippouziti syru ziskali pro prvni dva vykony jednatiou Kivku a pro
vySSi dva vykony ziskali dvousmmicovou charakteristiku. Zavislost tvarufivky na
pouZzitém proudu popsali také ve své praci Morgakoh [26] pi inaktivaci kvasinek
Saccharomyces Cerevisadlrakia Frigidav DBD v argonu nebo kyslikuifPproudech 0,8 a
1 mA ziskali jednoduchouiivku s jednou srérnici, zatimco fi proudu 0,4 mA ziskalitkvku
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se d¥ma snérnicemi. Toto vysw¥tlili nizSi koncentraci argonovych ianta kyslikovych
radikal pii nizSich proudech, coz vedlo k nedostatanu leptani, a tak se aktivedstice
plazmatu nedostaly k Bikdm pod povrchem. Jedno&micovou Kivku ziskali také Jung a
spol. [33] @i pouziti DBD vyboje v kombinaci s Tk inaktivaci spoB. subtilis.Cooper a
kol. [43] pii inaktivaci bakterieDeinococcus radioduranpomoci DBD na vzduchu ziskali
jednoduchou #vku v piipact suchych vzork, v piipadd mokrych vzork uvedli
dvousnérnicovou charakteristiku. Laroussi a kol. [7@ ptudiu vlivu typu mikroorganismu
(E. coli, Pseudomonas aeurogindsa nosného média (nitrocelulézovy membranovy, filtr
agar) na inaktivaci pomoci GDAP (glow dischargeatmhosperic pressure) ve &nHe +
vzduch naniili pro E. coli jednoduchou #vku bez ohledu na pouZzité médium. Na druhou
stranu v pipad bakterie Pseudomonas aeuroginogaskali v zavislosti na nosném médiu
kiivku sloZzenou ze dvou resyi tasti. Jednoseénmnicova Kivka byla dale popsana v pracich
[32; 66; 3; 71; 72]. Kivku sloZzenou ze dvou linearni¢asti mimo jiz zmigné autory popsali
dale [20; 15; 21; 23; 27; 36; 42; 45; 71]. Vleugekol. [45] @i inaktivaci biofilmu bakterie
Pantoea agglomeranpomoci APGD v progedi He + Q popsali v zavislosti na gia
biofilmu (12 resp. 24 hodin)ikku slouzenou ze dvou respi. &asti.

Tyto inaktivani charakteristiky ukazuji, Ze inaktivace mikroargmni v nerovnovaznéem
studeném plazmatu je komplexni proces. Vysledfigek plazmatu rze ovlivnit celarada
faktoni, jako je typ mikroorganismu, koncentrace &urtyp vzorku, typ nosného meédiu, typ
a elektrické parametry vyboje, pracovni plyniggb expozice, fitomnost/absence UV, atd.
Laroussi [8] ve své ighledové publikaci uvadi, Zze vipact vyrazného podilu UV na
inaktivaci je ¥tSinou vysledkemilivka sloZzena ze dvotasti, kdy prvniast je velmi rychla
(strmy phabeh kiivky, nizké hodnotyD), nasledovana druhou pomalejsi fazi.ifippck, ze se
UV zéeni nepodili na procesu inaktivace, hage vybojich na vzduchu, tak jestginou
vysledkem jednoduché&ikka. Dale uvadi, Ze za ditych podminek, Ize ziskat iikky s vice
smernicemi. K podobnym zavum dosla také ve své&ghledové publikaci Stoffels [6].

V literature byly nicmég popsany kivky se d¥ma sngrnicemi jak v gipad vyrazného
podilu UV z&eni na inaktivaci [21; 23; 36] tak i Wipact, kdy jako dominantnfinitele uvadi
autai jiny mechanismus napradikaly a reaktivni slaieniny kysliku, nebo akumulaci naboje
[20; 15; 26; 36; 42; 43; 65] Veétsine pripadi byla D;<D, (tzn. rychlejSi prvnicast, nez
druhd). Gadri a kol. [20] popsali ¥ipact pitimé expozice kvku s pfibéhemD:>D,, naopak
v pripac negimé expozice kvku D;<D..

2.5 Mechanismus inaktivace

Z hlediska psobeni plazmatu na biologicky material lze okeeymezit 4 zakladni
inaktivatni mechanismy, které mohoutgobovat smrt nebo poram burék. Témito vlivy
jsou: teplota, UV z&ni, nabit&astice a reaktivnastice. To, ktery mechanismugepladne,
zavisi na celérak parametit (plyn, elektrické parametry vyboje, igpb expozice -
piimé&/nepimd). Studiu inaktivace, konkrétrrozsahu jednotlivych mechanignse ¢nuje
celatrada autakr. Postupy pouzité pro identifikaci jednotlivych rhaaisnit a vyhodnoceni
rozsahudchto mechanisfinbudou uvedeny v nasledujicinrepledu. Obechvsak Izefici, Ze
pievazna wtSina autot se shoduje na tom, Ze fipact nerovnovazného studeného
atmosférického plazmatu jsouepladajicim inaktivénim ¢initelem reaktivni¢astice (volné
radikaly, metastabilni atomy a molekuly). V litars velmi diskutovanou problematikou je
podil UV z&eni na inaktivénim procesu, nicmé&njen minoritni skupina autdéruvadi UV
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z&eni jako dominantni mechanismus. #pad zanedbatelného vlivu teploty se naopak
shoduje ¥tSina autai.

2.5.1 Teplota

Vzhledem k faktu, Ze nerovnovazné atmosférické mage navrhovano jako alternativa
pro sterilizaci teploté citlivych materiah a v gipadt biomedicinskych aplikaci ke sterilizaci
Zivych tkani pi 1écbé chronickych ran, & by byt vliv teploty zcela zanedbatelny.
V odbornych publikacich jsou popsany teplofisgbici na vzorek v rozsahu od laboratorni
teploty az do cca 100 °C. Brandenburg a kol. [38dli teploty misobici na substrat
v rozmezi 35-95C v zavislosti na pouzitém vykonu aifpku plynu (plazma jet, 27,12 MHz,
10-60 W, argon, délka expozice max. 7 min). Stégik Akitsu a kol. [13] dosahovali teploty
90 °C (APG, 27,12 MHz, 670 W, pulzni mod, He + vogdra/Q, délka expozice max.
5 min), Moon a kol. [40] uvedli teplotu plynu 10Q {kapacitg vazany systém, 13,56 MHz,
150 W, He, délka expozice 1 min). Vé&tsine pripadi autdi pro stanoveni teploty vyuzivali
vypocet rot&nich teplot z OES nebodieni termaélankem. Bi posuzovani vlivu je nutno vzit
v potaz, Ze na rozdil od sterilizace horkym vzduchkdy na mikroorganismyggobi teplota
160-180 °C po dobu 30-120 min, jsou tyto mikrooigary vystaveny vysSim teplotdm
relativre kratkou dobu f@dow minuty). Navic ¢mto vysokym teplotdm nejsou vystaveny
piimo, ale ¥tSinou dochdzi knéstu teploty v piibéhu plazmového opracovani.
K vyhodnoceni podilu teploty na inaktivaci v plazmgsou tSinou v odbornych publikacich
uvedeny dva zjsoby. V prvnim fipac je nefeni provedeno ifmo v plazmatu, kdy jsou
vzorky prekryty obyejnym skitkem, tak dochazi k odstini jak reaktivnicastice, tak i
piipadného UV zéni [32]. DalSim postupem je vystaveni vzotkinkam horkého vzduchu
mimo aktivni oblast vyboje napv termostatu. [13; 22; 33; 35; 40; 65; 72]. Bramblurg a
kol. [35] timto zgisobem popsali redukci spBr atrophaeu log CFU v dsledku teploty ve
srovnani s redukci 4,3 log CFU dosazenou v plazniédon a kol. [40] srovnanim poskozeni
vzorki masa vystavenychupobeni plazmatu a teploty 100 dosgli k zawru, Ze jimi
navrhovana konfigurace nammbuje termalni poskozeni zZivych tkani.

2.5.2 UV zérfeni

UV zareni je znamo svymi germicidnimeiaky. Letalni poSkozeni bwk zpisobuje UV
z&eni v rozsahu 200-300 nm ji%imlavkach gkolika mw/cnf. Jednim z &inkia UV z&eni
na mikroorganismy je dimerizace thyminovych bazi A)NoZ nasled& vede k inhibici
replikace genetické informace. V zavislosti na prexdm plynu generuje plazma UVieai v
nékolika oblastech vinovych délek, to zahrnuje vakuowblast UV az po 380 nm, avSak dle
Laroussiho [8] za atmosférického tlaku nedochgaidpagaci energetickych fotdis vinovou
délkou pod 200 nm, pro sterilizace v této oblastibylo nutno pouzit vakuové aparatury.
Déle pak uvedl, Ze vifpad atmosférického plazmatu na vzduchu js@inky UV z&eni
zcela zanedbatelné, UV ieai je zde sice emitovano zd NO pas, ale s nedostataou
hustotou vykonu, ktera je pod 50 pW/Frhlicmére pripustil, Ze spravnou volbou plinlze
Gcinek UV optimalizovat, fipadré pouzit kombinaci plyl tvoricich UV excimery a
aktivniho vyboje. Kombinaci excimerni lampy a akiivo vyboje vyuZili pi inaktivaci
mikroorganisni v CDBD (kaskaddovém dielektrickém vyboji) Heise al.k[21] V rozporu
s Laroussim navrhli vedle podilu UVighi na inaktivaci také podil VUV #ni. Steji tak
Brandenburg a kol [35], Ehlbeck a kol. [23] (plasjeia 27,12 MHz, Ar, Ar + vzduch) uvedli
jako jeden z mechanighinaktivace VUV a UV z#eni. Problematice podilu UV &&ni na
inaktivatnim procesu za atmosférického tlaku smowali také Boudam a kol. [36] Pro
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inaktivaci mikroorganisrin vyuzivali DBD v Townsendavmaodu ve srsi N-N2O. Ukazali,

Ze volbou spravné koncentraceN\v pracovnim plynu Ize dosdhnout takovych podminek
kdy inaktivanimu procesu dominuje UV #&ni, naopak Ize také dosahnout podminek, kdy je
vliv UV zaeni minimalni.

Pritomnost UV zé&eni je detekovana pomoci OESH Btudiu podilu UV z#eni na
inaktivatnim procesu v plazmatu jsou v litersgupopsany dvaifstupy. V prvnim pipad
jsou vzorky s mikroorganismemigkryty UV transparentnim filtrem a naslédnystaveny
acinkam plazmatu [33; 35]. Ve druhémiipadt je srovnan &inek UV lampy s tGinkem
plazmatu, psobici po stejnou dobu. Vleugels a kol. [45] keveémi inaktiv&nich &inka
plazmatu (APGD, 460 kHz, 0,5 W/émHe + Q) a UV z&eni pouzili rt@ovou UV lampu
(Philips TUV 4 W-E m3D) s emisi 253,7 nm a hustototkonu 0,65 mW/crh po dobu
60 min. Zatimco plazmatem dosahli za 60 min redbdog CFU, fi expozici UV lampou
byla redukce jen 0,8 log CFU. St&jpostupovali také n&pMoon a kol. [40], pro inaktivaci
E. colina povrchu masa pouZili RF vyboj (13,56 MHz, 150H#¢) po dobu 30 s a UV lampu
(G40T10, Sankyo) po dobu 60 s, v prvnirfippct snizili pavodni koncentraci 6,36 log
CFU/g na 5,99 log CFU/g, zatimco ¥igact UV jen na 6,12 log CFU/qg.

2.5.3 Nabité &astice

Mendis a kol. [73] a Laroussi a kol. [47] prokazake elektrostaticka sila &pobena
nahromadnim naboje na WjSi membraa mize gekonat silu viaken membrany adaspbit
jeji prasknuti. Tato sila je proporcionatftverci nabijeciho potencial®, a nepimo untrna
¢tverci polongru zakiveni povrchur. A proto,¢im menSi polorr r, tim WtSi elektrostaticke
sily. Velikost nabijeciho potencialu zavisi na goamzastoupeni iodta elektro. A proto
plyny s vysSi atomovou hmotnosti vedou k vysSirktedstatickym silam.

Mendis a kol. odvodili rovnici pro prasknuti memiwyd73]
o[- 020 A)? IR, (3)

kder je polongr zakiveni, 4 je tlou¥ka membrany &; je sila viaken.

Tento proces je mnohem prapbdobrjSi pro gramnegativni bakterialni iy
s nerovnorirnym povrchem. Tyto nepravidelnosti vyte malé polonry zakiveni, na
kterych dochazi k nahrom&u naboje. Tuto teorii potvrdil Laroussi a kol. [4ve svych
experimentech s gramnegativni baktEricolia grampozitivni bakterB. subtilis

Stoffels [6] nicmén poukazuje na to, Ze pouzity model j&lip idealizovany. Model
piredpoklada sféricky tvarbakterii a bu&nou smrt v dsledku mechanického poskozeni.
V piipact jinych tvait jako je nap. ty¢inky nebo spiraly, je vznikly elektrostaticky stses
mnohem vysSi a snaze vede k prasknuikipuDéle poukazala na fakt, Ze inou smrt Ize
docilit i bez jejiho mechanického poskozeni. Povhhhkterialni bu&né sény umoiuje
celouradu elektrostatickych interakci, prisinictvim nichZ je mozné hku usmrtit.

Bunééna stna bakterii nese fpozert negativni naboj, neltoje slozena ze sin
elektronegativnich komponent, tyto komponenty jskyselina teichova vazana na
peptidoglykan (G+) a elektronegativni uhlovodikdwnec lipopolysacharid(G-). Mikroby
pondené do polarizovatelného priesdi (nap. do elektrolytu) se chovaji stéjjako koloidni
castice. Bakterialni povrch s negativnim nabojenoaitivnim oblakem katiorit kolem rgj
vytvori elektrickou dvojvrstvu. Bakterie jsou velmi citi na zminu jejich povrchového
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naboje sohledem na fakt, Ze &rma naruSi integritu membrany. Napneutralizace
negativniho naboje vede k Uniku cytoplazmy ad&né smrti. Tyto jevy se nevyskytuji u
eukaryotickych bugk, které navic maji mnohem vy3si toleraniivelektrickému poliRada
kapalnych dezinfatnich prostedki vyuziva tento specificky rys k selektivnimu usnu&oi
bakterii bez usmrceni blay (tyto prostedky nicmén selhavaji v gfipact bakterialnich spor).
Drasticky pokles pH mikrobialniho roztoku vede takeéeutralizaci. Bakterie jako negativni
koloidni ¢astice se snaziipdaném pH dosahnout vzdy isoelektricky bod [6].

Stejre tak Ize narusit rovnovahu bakterialnich Bkmpasobenim plazmatu. Je znamo, Ze
plazma ma tendence kolem izolovanych olijektytvaret negativni naboj. Stoffels
jednoduchym vypé&tem na zakla&g kapacitance objektu a jeho povrchového potencialu
poukéazala na to, Zeifack pripadi je tento naboj nizSi nez naboj, ktery byika vytvaila ve
svém pirozeném prosedi (vodném roztoku). Dle Stoffels se tedy rippd interakce
plazmatu s bakterialni bBkou jedna wadé pripadi spiSe o vybiti nez nabiti biy.

Pri interakci plazmatu s kapalnymi vzorkyuse dochézet k nabijeni roztoku, sniZzeni pH
roztoku (nap. reakci molekul N@s vodou), rozpou&ni silné elektronegativnich neutralnich
slowenin (nap. ozén), které neutralizuji b&&nou sénu, apod. VSechny tyto procesy vedou
k naruSeni rovnovahy bakterii a naske#éneji smrti [6].

Pasobeni nabityckiastic jako peviadajici mechanismus uvedli ve své praciinBeng a
kol. [65] a Morgan a kol. [26] Zajimavé je, Ze Denjg§5] pouzil jako kontrolni
mikroorganismus grampozitivni baktefacillus subtilis K inaktivaci pouzil APPJ (10-
40 kHz, 9,9 kV) generované v Ar nebo &nAr + O,. PosSkozeni buik studoval pomoci
SEM a kolorimetrickym réenim s brilantni mad coomassie i 595 nm detekoval mnozZstvi
uvolnéného proteinu z poSkozenych kkn Na druhou stranu Morgan [26] popsal tento
mechanismus pro kvasini§accharomyces Cerevisadlrakia Frigida inaktivované pomoci
DBD (1-30 kV, 1kW vykon, frekvence 50 Hz) buzenérargonu.

2.5.4 Reaktivni ¢astice

Za atmosférického tlaku jsou v nerovnovazném pldaarhaxeny vysoce reaktivniastice
zvané radikaly, které vznikaji jako produkty sréikch proces v plazmatu nasledované
nag. disoci&nimi nebo exciténimi procesy [3; 10]. Tyto volné radikaly, konkrétreaktivni
kyslikové slodeniny (ROS, naip O, OH, Q’, Oz atd.), jsou povaZzovany za hlavni plazmatem
generované dezinfektanty [6]. Jedna se silnd ¢rid&inidla, kterA& mohou reagovat
s fosfolipidy a lipoproteiny buignych membran, nukleovymi kyselinami, sacharidy a
polysacharidy, bilkovinami a enzymy, vysledkéahoz je ireverzibilni posSkozeni bitmeho
materialu. Napp v pritomnosti OH radikalu dochazi k oxidaci mastnyctsédin, naopak
atomarni O nebo metastabilnp @akuji proteiny. Bsledkem oxidénich proces je znena
fluidity membrany a nésledrzmena jeji permeability [3; 10]. Letalni¢inky jsou ve velké
mife pipisovany chemické erozi (npposkozeni buftné sény nebo cortexového obalu
bakterialnich spor). Poskozeni erozi je jednodd8silit v piipack Gram negativnich druit
protoZze jejich bu&na stna je zranitelgSi. Nicmér rozdily jsou jen nepatrné [72].
Nejvétsim problémem jsou spory, a to diky svému robostra vysoce odolnému obalu [6].

Dominantni vliv reaktivnicltastic, resp. reaktivnich kyslikovych stauin, @i sterilizaci
v atmosférickém netermalnim plazmatu potvrz@gina autol [3; 13; 16; 20; 22-26; 28; 31;
32; 35; 37-40; 42; 43; 45; 48; 69Dle Stoffels [6] primarni roli kyslikovych radikilpfi
inaktivaci potvrzuje také fakt, Ze v préedi vzduchu nebo kysliku probih& inaktivace vy&azn
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rychleji nez v pipact vzacnych plyd. Toto prokazal také Laroussi a Leipold [3], poravali
(cinek DBD (20 W, nefim& expozice) generovaném v He,ésm97 % He + 3% @a
vzduchu. Pro samotné helium ziskalieD3 20 min, v gipad® smesi Dye+oz10 min a pro
vzduch Q.quch- 20 s. Autor tento rozdil vystlil p¥itomnosti chemicky reaktivnich skeenin,
jako jsou NO, N@ O, O, atd. Stejat tak Deng a kol. [71] ziskalifpinaktivaci bakterieB.
subtilis pro snés Ar+ Q (3.59%) o ti fady lepSi vysledek ve srovnani se samotnym
argonem. Hong a kol.[32] ve své studii sterilizowal coli aB. subtilispomoci RF vyboje ve
smesi helia a kysliku (0-2 %), zjistiliiffmou Ungru mezi koncentraci O radikalu (777,1 nm) a
efektivitou sterilizace. Maximalni intenzitu tohotadikalu ziskali fi koncentraci 0,2 % ©
Akitsu a kol. [13] zvysSili @éinek inaktivace imesi vodni pary nebo kysliku do helia.

Pro identifikaci reaktivnich radikél je nefasgji pouzivana OES. Pro vyhodnoceni
poSkozeni biiky v disledku oxidace je v literate popsano vyuZziti kyseliny thiobarbiturové,
tzv. TBARS test. K vyhodnoceni mechanického poskozedisledku leptani je pouzivana
SEM analyza.

2.6 Aplikace

Mimo obecny vyzkum principu plazmové sterilizacegrjotlivych mechanistna vlivu na
nosné médium arfpadreé okoli, je celarada praci v odborné litergvenovana konkrétnim
cilovym aplikacim této noveé technologie. N&gi uplatni nachazi plazmova sterilizace za
atmosférického tlaku v oblasti potravieského a medicinskéhotpnyslu. V obou pipadech
jsou patrné dva s#ny, tim prvnim je sterilizace obalovych matefidhastroji a zd&izeni, ve
druhém pipact je to sterilizace balenycti volnych potravin, lidské tkan apod. \étSina
praci také ukazuje, Zeftipoptimélnich podminkach Ize docilit pozadovanéhaps:
inaktivace, aniz by doSlo k poskozeni dekontaminéta objektu.

Tradiéni steriliz&ni metodou vyuzivanou v potravis&ém péimyslu je sterilizace teplem.
nutricni a funkni vlastnosti potravin. V poslednich letech stoygmptavka pocerstvych
potravinach k okamzité sgetes, sowasre s tim byly vyvinuty netermalni metody k jejich
sterilizaci, jako nap ionizujici z&eni, vysoky hydrostaticky tlak, pulzni elektrick®le,
oscilaéni magnetické pole a v neposledfdad plazma [4]. Porovnaniméthto metod
s ohledem na vyuZiti v potravirgkém péimyslu se ¥noval nap. v piehledovéntlanku Wan
a kol [74]. &inky plazmatu pi inaktivaci alimentarnich mikroorganisimbyly prokazany
v celéradk praci. Vleugels a kol. (2005) [45] studovatinky APGD v He + Q k inaktivaci
biofilmu Pantoea agglomeranaaneseném na syntetické membréktera ng¢la simulovat
rostlinné tkam. Vliv plazmatu na samotné potraviny s ohledem ag¥nou zrdnu a obsah
vody nasleda vyhodnotili na kapiich. Klockow a spol. (2009) [38erilizovali pomoci DBD
na vzduchu nebo kysliku Spenatové listy balené PEDsé&cich. Perni a kol. (2008) [75]
pouzivali plazmovou tuzku (He +.Dke sterilizaci oplodi manga a melounu. Noriedeok
(2012) [76] navazal na vysledky Perniho a prezemtgrilizaci kileciho masa aiiZe. Deng a
kol. (2007) [71] prezentovali sterilizaci mandli itkaminovanych bakteriE. coli pomoci
DBD. Pro stejné &ely pouzila Niemira (2012) [77] plasma jet genermya& suchém vzduchu
nebo dusiku, kroghE. coli pouzila je& Salmonella sppSong a kol. (2009) [4] pomoci RF
vyboje buzeného v heliu sterilizovali Sunku a symokulované bakterii Listeria
monocyrogenedNa tuto praci navazal Yun a kol. (2010) [34] steati jednorazovych nadob
na jidlo a Kim a kol. (2010) [37] sterilizaci platlslaniny, tito navic roz8l modelové
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mikroorganismy descherichia colia Salmonella Typhimuriura kron€ helia pouzili mnohem
acinngjsi snes helium + kyslik. Leipold a kol. (2007) [78] nalirpostup pro sterilizaci
hrozni napadenych Sedou plis(Botrytis cinerea) k tomu vyuzili vzdalené atmosférické
plazma buzené na vzduchu, plazma zde slouZilo gekerator ozénu. Leipold a kol. (2010)
[42] navrhli z&izeni zaloZzené na principu DBD pro sterilizaci ¢oiao kruhového noze
pouZzivaného pro krajeni v masnénimyslu. Stejna skupina testovakinek DBD vyboje na
inaktivaci breasoly kontaminovanésteria innocuaa zabalené v v LLDPE &éich. Ragni a
kol. (2010) [79] ke sterilizaci vajec kontaminovahySalmonella sppvyuZili dohasinajici
plazma RBD generované ve vihkém/suchém vzduchuliBgda kol. (2012) [41] pomoci
mikrovinného vyboje sterilizovali mikrofléru chlazé vepové maso.

Pro medicinu festavuje netermalni atmosférické plazma bezesmyimavou technologii.
Schopnost fisobit na Sirokou Skélu mikroorganiénms minimalnim dinkem na okolni
material, nizka teplota, schopnost sterilizovathgu¢ vihké vzorky a v neposleditad
schopnost pronikat skrze porézitekazky byla prokazana v cetéds praci. Akitsu a spol.
(2005) [13] ukazali schopnost pulzniho RF vybogni sterilizovat vzorky i pes Tyvec
materiél, coz je kryci materialébn¢ uzivany pro balenitfpdneta urcenych ke sterilizaci.
Podobr prokazali Zimmermann a kol. (2012) [27] bakterdid(€inky povrchového
mikrovyboje fes fizné porézni fekadzky. Motivaci bylo praktické vyuZiti této techogie
pii sterilizaci zabalenych ipdneta ¢i krytych povrchi (rany pekryté obvazem) apod.
Schwabedissen a kol. (2007) [48] prezentovali iégéni DBD ke sterilizaci balenych
hadiek pro dialyzu. Ehlbeck a kol. (2008) [23] navrisipdadani plazma jétpro sterilizaci
3D objekti (nag. katetfi) a MW vyboj pro sterilizaci PET lahték pro farmaceuticky
pramysl. Joshi a kol. (2010) [30] vyuzivali FE-DBD Isterilizaci Staphylococcus aureus
(MSSA, MRSA) aE. coli, ktefi jsoucastymi kolonizatory povrahv nemocninim prostedi
(katetry, implantaty, atd), kde jsouiydci nezadoucich infekci. DalSi zajimavou aplikaci
naléza plazmova technologidi fhojeni ran. Plazma zdeagobi jednak jako sterilizai
prostedek, ale satasrté také podporuje kiové procesy nezbytné pro hojeni (hap
proliferace fibroblasi) [8; 19]. Moon a kol. (2009) [40] studovali inaké&ni &inky RF
vyboje a jeho vliv na exponovanou ikié vitro na nezivé tkani prasatim vivo pri sterilizaci
mikrofléry rukou. Fridman a kol. (2009) [19] nawtiE-DBD systém ke sterilizaci Zivych
lidskych a zuvtecich tkanich. Sterilizai €inky a toxicitu plazmového odehi na tka
demonstrovalin vitro na odunielé tkani an vivo na zivych modelech mySi a pradatyvitro
asepsi celé skaly mikroorganidmma polotuhém agaru simulujicim pri@sti rany popsal
Daeschlein a kol. (2010) [24], pro tytéaly optimalizovali APPJ. PodoBrErmolaev a kol.
(2011) [9] demonstruji inaktivai a terapeutickédinky argonového plazmoveého idku na
Sirokou Skélu mikroorganisimin vitro na agaru @n vivo na zivych krysich modelech. Sladek
a kol. (2005) [72] vyvinuli plazmovou jehlu pro dei@aci dentalnich bakterii, odstram
plaku a Iébu zubnich kak Inaktivatni (€inky testovaliin vitro na agaru inokulovaném
bakterii E. coli. Mezi dalSi aplikace plazmatu v medicipa¥i nag. koagulace krve, kdy
nizkoteplotni plazma selektiwnpisobi na bilkoviny v krvi, a tak katalyzuje tentocopes.
Schopnost plazmatufip spravnych podminkach docilit uvelm eukaryotickych busk
z noste, aniz by doSlo k jejimu poSkozeni a nastedyvolat apoptozu, lze vyuZzitipléché
rakoviny [6; 8; 19].

Dalsi aplik&ni sférou pro plazmové sterilizace za atmosfériokidiku mize byt letecky a
kosmicky pamysl. S ohledem na totoimyslové od¥tvi Cooper a kol. (2009) [43] popsali
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mechanismy nezbytné pro sterilizaci a kompletniirdegraci vysoce odolné bakterie
Deinococcus radioduranpomoci DBD na vzduchu. VyuZiti plazmové sterileabylo
popsano takéipochrarg kulturniho @dictvi. loanid a kol. (2012) [61] vyuZivaji koronpv
vyboj za atmosférického tlaku ke sterilizaci 200 $taré knihy. Ve svéipdchozi praci
vyuzivali nizkotlaky RF vyboj pro dekontaminaci rgizh fotografii. Sterilizace a o%eni
historickych papirovych materiélpopsali jiz dive Vohrer a kol. (2001) [80] a Laguardia
(2005) [81], ti nicméa pouZzivali plazma pracujici za nizkych tiak
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Prednétem této prace je studium sterilizach &inka dielektrického bariérového vyboje.
Pro sterilizace byl pouZzit objemovy bariérovy vybdgko kontrolni mikroorganismy byly
vybrany grampozitivni bakteriBacillus subtilis gramnegativni bakteriEscherichia colia
zastupce plisnAspergillus niger S ohledem na sterilizai &inek byl vyhodnocen vliv
pracovnich podminek (hustota vykonu, expoizidoba, pracovni plyn), druhu a koncentrace
mikroorganismu, typu nosného média a jednotlivytehilizacnich mechanisin (UV, teplota,
aktivni ¢astice). Dale byla provedena zakladni diagnostifaoje (OES, teplota) a pomoci
SEM byl zhodnocen dinek plazmatu na morfologii mikroorganidna nosné médium.
VSechny metody a postupy pouZzitié méieni jsou pehledré popsany v této kapitole.

3.1 Experimentalni aparatura a pracovni podminky

Experimentalni aparatura byla vyrobena naNPU doc. P. 8ahelem a pro nase podminky
upravena doc. F. Kmou. Tato aparatura je zaloZzena na principu objéma\dielektrického
bariérového vyboje. Plazmovéizeni se sklada z regulovatelného zdroje stejsosho
(DC) nagti, vysokofrekvenniho zdroje, vysokong&pgového (HF) transformatoru a
samotného DBD reaktoru. Vyboj je generovan mezntv kovovymi elektrodami pokrytymi
dielektrickou bariérovou vrstvou. Né&p mezi elektrodami lze ip daném uspi@dani ndnit
vrozsahu 3-10kV, sfrekvenci do 10kHz. && roznéry DBD reaktoru jsou
120x118%120 mm. Objem vyboje je pak dan plochouktedd 90x70 mm a jejich
vzdalenosti. Vzdalenost elektrod lze pomoci Srouf@mit. P experimentu byla pouzita
vzdalenost 3 mm pro vSechny plyny. Jako materiéledirika je pouzit mikanit (Stipana
slida), tlougka vrstvy je 0,5 mm. Aby bylo zabr&mo kontaminaci vzork z okoli a naopak,
byla aparatura umista v polykarbonatovém boxu s odtahem. Plazmova agpar je
zobrazena na obrazku 4 a elektricky obvod expetiah@naparatury a schéma reaktoru je
znazorgn na obrazku 5.

Hustota vykonu dodavaného do plazmatu byla&igaoa na zakladvztahu:

X = , 4)

VVVVV

z rozmeérd elektrod 90x70 mm a jejich vzdalenosti 3 mneirnost zéizeni je 0,4 (zadano
vyrobcem). Pouzité hustoty vykonu dodavaného darptdu pro jednotlivé plyny jsou
shrnuty v tabulce 2.

Hustota vykonu
(WBm?)
Napsti na DC zdroji (V)| Ar | N, | vzduch| vzduch + HO
50 1,15/ 1,16 - -
60 1,80/ 1,43| 2,16 -
70 2,37/ 2,04| 2,28 2,33
80 - - 2,76 2,85

Tabulka 2 Prehled pouzitych vykdrmpro jednotlivé plyny
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Obrazek 4 Plazmové zazeni: 1/ regulovatelny zdroj stejno&mého nagti; 2/ vysoko-
frekverrni zdroj; 3/ vysokonafpovy (VN) transformétor; 4/ DBD reaktor; 5/ drzakovi:

A VN Tr

DBD

@ reaktor
DC NF
zdroj zdroj

B Vstup napéti

Dielektricka
vrstva
Elektroda ‘)
L J
l=. Prostor vyboje ) -=l
Privod Elektroda Qdvod
plynu plynu

Obrazek 5A/ Schéma el. obvodu; B/ Schéma DBD reaktoru.
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Jako pracovni plyn byl pouZzit argon, dusik, suclnky vzduch. Vzduch byl smichan z
Cistych laboratornich plyin 80 % N + 20 % Q. VIhky vzduch byl pipraven pomoci
promyvaci lahve napémé vodou, pes kterou byl plyn fivadén do DBD reaktoru. Absolutni
vihkost takto pipraveného vzduchu lze dir z tabulek. Za fedpokladu, Ze dochazelo k
100 % nasyceni vzduchu, je pro laboratorni tepR&3C absolutni vihkost 23,tan? [82]
Pritok plynu byl 3 | mift-

Expozini doba byla minéna v rozsahu 0-270 s. Aby nedoSlo k nezadoucifsolpeni
teploty na sledované mikroorganismy, bylo opracoyaovadno v cyklech, kdy se $tlala
pracovni faze se zapnutym vybojem (max. 30 s) a ¢atazeni s vybojem vypnutym (2 min).
Chlazeni bylo realizovano progmim pracovniho plynu skrze komorii pypnutém vyboiji.

3.2 Diagnostika vyboje
3.2.1 Opticka emisni spektroskopie

Plazma bylo diagnostikovano pomoci OES. Pro tytelyibyly vyuZity g@istroje Jobin-
Yvon TRIAX 550 (ntizka 1200 a 3600 vrygmm; CCD detektor chlazeny kapalnym
dusikem) a Ocean Optics HR4000f{zka 300 a 2400 vrypgmm). Prvni pistroj byl pouzit
pro diagnostiku plazmatu buzeného v argonu a duSlgektrum bylo eno Fimo pomoci
optického vlakna zpewného kovovou spiralou, které bylo pr@ésno skrz plexisklovy kryt.
Druhy pristroj byl pouzit pro diagnostiku plazmatu buzenéteovihkém/suchém vzduchu.
Duvodem pouziti iznych gristroja je, Ze meni se vzduchem byla provmh s cca 2 letym
odstupem. V fipact vzduchu bylo cilem ziskat spiSe origmiaprehled, proto byl vzhledem
k jednodussi a rychlejSi manipulaci zvoleny &agvorizené spektrometry Ocean Optics
HR4000. Pro vSechny plyny bylo 2ikeno gehledové spektrum v rozsahu vinovych délek
200-800 nm (rrizka 1200 resp. 300 vrypmm) a UV oblast t.j. 200-400 nm {inka 3600
resp. 2400 vryfmm). VSechna emisni spektra byldiena bez vzork

Zmgeteni spekter bylo provedeno ve spolupraci s Mgr. aémvou, Ph.D. a doc. Emou.
Pro vyhodnoceni byl pouZzit program Spectrum Analyzé [83]. Tento program byl také
pouzit pro vypdet rota&ni a vibr&ni teploty. Vibr&ni teplota byla sptana z relativnich
intenzit hlav vibranich pag sekvencev = -2 p“rechoduNz(C3Hu) - NZ(B3H9) molekuly

N.. Rota&ni teplota v pipact plazmatu generovaného v argonu a dusiku byla&ispa
z rotané rozliSeného spektra OH radikalu. Teplota bykouéana z relativni intenzity prvnich
Sesti rotanich car wtve Q prechodu OH(A2Z*) - OH(X2/7) (rotani céra 7/2 byla
vynechana). Vfipad suchého/vihkého vzduchu byla sfi@ana pouze vibgai teplota.
Rotani teplota nebyla sgitana. Givodem je, Ze pro vyg@et rotani teploty jsou pouzivany
rotatni pasy OH nebo NO systému, které ve spektru sachghvihkého vzduchu nebyly na
rozdil od ostatnich plyndetekovany s dostateou intenzitou.

Vyhodnoceni a vypget teploty byl proveden Mgr. Mazankovou, Ph.D. arM@gchem.
3.2.2 Teplota

Teplota byla mifena pomoci termiténku typu K. Z technickychtovodi nebylo mozno
mefit teplotu @ zapnutém vyboji. Nagfend data tedy odpovidaji teglotpied a
bezprostedre po vypnuti budiciho zdroje. Terrlanek byl @i vypnutém vyboji vkladan
stejre jako vzorky do prostoru mezi elektrodyti Pnéteni byl pouzit stejny cyklus jako
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v piipadt meieni vzorki - stidani 30 s vyboje s 2 minutami chlazeni. Zjgt data byla
pouZzita @i vyhodnoceni vlivu teploty na inaktivaci.

3.3 Mikrobiologické postupy
3.3.1 Modelové mikroorganismy

Modelovy mikroorganismus pliseAspergillus nigerF8189 a grampozitivni bakterie
Bacillus subtilisSCCM 1999 byly ziskany vCeské sbirce mikroorganismMasarykovy
univerzity Brno. Neznamy kmen gramnegativni bakteEischerichia coli byl ziskan
v mikrobiologické laboratih Ustavu chemie potravin a biotechnologii FCH-VUT.

3.3.2 Zivné médium a fyziologicky roztok

Pro kultivaci A. niger byl pouzit sladinovy agar. Pivovarska sladina ¢uar Starobrno
a.s., Brno) bylaizdna destilovanou vodou na 7 °dle Ballinga. Hodndiabgla upravena na
6,6 — 6,8 nasycenym roztokem NaH{®&e sladinovému extraktu bylyridany 2% hm.
agaru Himedia RM 026. Taktdipravené médium bylo nakonec vysterilizovano.

Pro kultivaciB. subtilisa E. coli bylo pouZito Zivné médium MPA2 (Himedia M 1269).
Pri kultivaci za cilem ziskani bakterialnich s@dr subtilisbylo @i prvnich experimentech
pouzito zivné médium MPA2 gipdavkem MnSQ@ (1 mg/100 ml), to pak bylo nahrazeno
sporul&nim médiem Himedia M 1018.

Pro rectni, viz dale, byl uzit sterilni fyziologicky roztogiipraveny z 8,5 g NaCl na 1|
deionizované vody.

3.3.3 Priprava otkovaci suspenze
3.3.3.1 Aspergillus niger

Kultivace plisg prokehla na sladinovém agaru po dobu 7 dfi2b °C. Do zkumavky
obsahujici 7 denni kulturtAspergillus niger bylo nalito 5 ml fyziologického roztoku
s pidavkem Tweenu 80 (0,1 ml na 100 ml média). Spytty do roztoku opatré uvolnény
pomoci bakteriologické kiky. Takto vznikla suspenze byla poté nalita do Uzaelnych
sterilnich mikrozkumavek o objemu 2 ml. Nasledouwatgnasobna centrifugace (5 min, 4 °C,
10 000 otéek) s promytim 2 ml sterilniho fyziologického rokto Po tech promytich byl
supernatantiry a na d& mikrozkumavek byly usazeny spofy niger. Timto zgisobem byla
ziskana suspenze o koncentraci t0210° sporml™. Suspenze byla skladovana v lednii p
cca 4 °C az do dalSiho pouziti.

3.3.3.2 Bacillus subtilis

Pro gipravu suspenze sporB. subtilis byl pouZzit postup popsan Betinou a kol. [84].
Kultivace probihala na zivném médiu MPA2 80 °C po dobu 10 dni. Do zkumavky se
Sikmym agarem obsahujicim 10 denni kultBrusubtilisbyl nalit sterilni fyziologicky roztok
a mikroorganismus byl do roztoku uvein ockovaci klckou. 1,7 ml takto ppravené
suspenze bylo ngkovano do 100 ml sporulaiho média (Himedia M 1018). Bakterie byla
kultivovana i teplot 37 °C po dobu 10 dni. Poté bylo spotmiamédium slito a na @n
Erlenmayerovy bigky zustaly jen sporB. subtilis Spory bylyfadré promichany a nality do
uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o objemuml2 Suspenze byla dvakrat
centrifugovana (10000 ot/min, 20 °C, 10 minut) arpyta 2 ml sterilniho fyziologického
roztoku. Po dvou promytich byly mikrozkumavky 30nuomi zaltivany ve vodni 1azni o teplét
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65 °C, aby byly inaktivovany vegetativni ilky. Timto zgisobem byla ziskana suspenze
o koncentraci ccd0’-10° sporml™. Suspenze byla skladovana v lednitii qra 4 °C aZ do
dalSiho pouziti.

Suspenze vegetativnich bufk a spor B. subtilis byla ziskana z 10 denni kultury
B. subtilis inokulované na MPA2 simési MnSQ kultivované pi teplog 30 °C.
Do zkumavky se Sikmym agarem obsahujicim 10 denhurki B. subtilisbyl nalit sterilni
fyziologicky roztok a mikroorganismus byl do roztokivolrin ockovaci klickou. Takto
vznikla suspenze byla nalita do uzaviratelnychilsieh mikrozkumavek o objemu 2 ml.
Suspenze byla dvakrat centrifugovana (10000 ot/rRh;C, 10 minut) a promyta 2 ml
sterilniho fyziologického roztoku. Po dvou promiticyla odstedina kapalin&ira a na da
zkumavky byly usazeny vegetativniriy a spory. Timto zjsobem byla ziskana suspenze o
koncentraci ccd 0’-10° bursk-ml™. Suspenze byla skladovana v lednitii gra 4 °C aZ do
dalSiho pouziti.

3.3.3.3 Escherichia Coli

Suspenze vegetativnich buik E. coli byla gipravena z 2 denni kultury, kultivované na
Sikmém agaru MPA2 ip 37 °C. Do zkumavky byl nalit sterilni fyziologigkroztok a
mikroorganismus byl do roztoku uvelm ockovaci klickou. Qtkovaci suspenze byla nalita do
centrifug&nich uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o afije 2 ml. Suspenze bhyla
dvakrat centrifugovana (10000 ot/min, 20 °C, 10umina promyta 2 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Po dvou promytich byla dgddtna kapalin&ira a na da zkumavky
byly usazeny vegetativni bky bakterie Escherichia coli Timto zgisobem byla ziskana
suspenze o koncentraci ct@’-10° bursk-ml™. Suspenze byla skladovana v lednitii gra
4 °C az do dalSiho pouziti.

3.3.4 Pr¥iprava vzorka

Pri experimentech byl pouzit typ vzorku vrstva mikrganismu na povrchu ndsi.
Mikroorganismy byly na povrch bubodow naneseny nebo na povrchtinpo kultivovany,
viz dale. Jako nosné médium byl pouzit fémapapir Whatman 1 a PET félie. Z papiru nebo
PET folie byly vyrazeny disky o pméru 3 cm. Tyto disky byly naslednsterilizovany.
Pro sterilizaci papiru byl pouzit autoklav (121 2Q/min). PET félie byly sterilizovana
v roztoku ethanolu.

3.3.4.1 Vrstva vegetativnich bu¥k/ spor na povrchu noge

Postup byl shodny pré. niger, B. subtilisi E. coli. Do sterilnich Petriho misek byly
vloZzeny sterilni disky nosného materialu (papir,TPENa nost bylo pomoci mikropipety
bodow naneseno 100 plékovaci suspenze. Vzorky byly vysuSeny za aerobpadminek
pii teplo€ 25 °C po dobu 24 hodin. Na obrazku 6 jsou zobmazerorky plis A. niger
Takto gipravené vzorky byly vystaveny steriligd@m (Einkam DBD.
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Obrazek 6 Spory plisé A. niger na povrchu papirového néesi

3.3.4.2 Ruast mikroorganisni na nosti

Pt experimentech byla také snaha simulovat realmtmpoky, kdy dany mikroorganismus
roste pimo na médiu. Proto byly vytveny vzorky, na kterych bylatino kultivovana plise
A. niger Do sterilnich Petriho misek bylo nalito 10 miditeového agaru. Na ztuhly agar byly
rozprosteny sterilni papirové disky, na kazdy disk bylo ropipetou naneseno 100 pl
ockovaci suspenze obsahujici spory @isspergillus niger Poté byly vzorky kultivovany za
aerobnich podminekip25 °C po dobu 7 dni. Po 7 denni kultivaci (vizédek 7) byly vzorky
vyjmuty z agarovych ploten, vlozeny mezi sterililtrdc¢ni papir, aby nedoSlo k jejich
zkrouceni a vysuSeny za aerobnich podminigk2p °C. Takto pipravené vzorky byly
vystaveny sterilizenim &inkam DBD.

Pro gipravu realnych vzork bylo také testovano zivné médium bez zdroje uh(tkg
(NH4)2S0Oy; 0,59 primarnino BHPOy; 0,25 g MgSQ@, kvasnény autolyzéat; 500 ml bO;
2 hm% agaru), kde jako zdroj uhliku slouzil samabapir, tak jak je tomu n&pv archivech.
Avsak samotnd kultivace bytasow velmi nar@na, trvalo minimala 21 dni az résic nez se
na povrchu papiru objevilo vatovité mycelium a migerné spory. Z toho tvodu, byly
vzorky pro plazmovou sterilizaci kultivovany nadilzovém agaru.

Obréazek 7 Kultivace plis@ A. niger na povrchu papirového néesi A/ po inokulaci;
B/ vyrostla plisg po 7 denni kultivacism 25 °C.
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3.3.5 Sterilizace vzorkia v DBD

V prabéhu celého experimentu byla snaha dodrZzovat stguiiminky tak, aby nedoSlo

k sekundarni kontaminaci vzdrka tak k nezadoucimu zkresleni vyskedPro sterilizaci
aparatury ped zapoetim experimentu a po jeho skemi byl pouZzit ethanol. Stejrtak byla
ethanolem &iSténa pinzeta pouzivana pro manipulaci se vzorky aldvzorki. Manipulace

se vzorky probihala vyhradmod plamenem, ten byl také vyuZivan pro sterilizanzety

v pribéhu experimentu. Jako drzak vzarlslouzila mykanitova deska ve tvaru U (viz
obrazek aparatury), po stranach ogaf oboustrannou lepici paskou tak, aby se zabranil
posunuti vzori vlivem proudni plynu.

Vzorky kontaminované jednim z mikroorganistoyly uchyceny na drzék a vlozeny mezi
elektrody, kde byly vystavenyiinkaim DBD za fiznych podminek (exposi doba, hustota
nagsti, plyn). Pro kazdé podminky byly paral&lopracovany 2 vzorky, #feni byla
opakovana minimathdvakrat, t.j. pro kazdé podminky byly minimékh vzorky. Po expozici
plazmatem byly vzorky pod plameneniemistény z drzdku do roztoku 10 ml sterilniho
fyziologického roztoku s Tweenem 80 a skieymi kulickami a ponechany naepace do
druhého dne. Roztok Tweenu zvySuje hydrofilitu spoburgk, a tim napomaha jejich
vymyvani do roztoku. Vymyvani bylo navic podpno tecimi silami na rozhrani kdkk a
vzorku.

3.3.6 Vyhodnoceni

Pro kvantitativni vyhodnoceni zastoupeni Zivotapcilyoh bugk po sterilizaci v DBD
byla pouzitaplotnova kultivaéni metoda Metoda pi vyhodnoceni vychazi ziedpokladu,
Ze z kazdé vitalni hiky vyroste jedna kolonie. Aby byl moznyst jednotlivych kolonii na
povrchu média, je nutnéedini suspenzi mikrobialnich bék Pro tyto dely byl vyuzit
koeficientiedni deset (viz obrazek 8)

Soda™ m lie
—. —
10 ml suspenze zkumavky s 0,9 ml
bunék fyziolo mckeho
roztoku
CI 1ml U Iml 0.1 ml

= e =

1/10 1/100
Obrazek 8 Desitkovéedeni suspenze mikrobialnich biknpro kultivaci

Suspenze spoA. niger byly naediny a jednotlivé #ediné vzorky byly pelivem
naaikovany na sladinovy agar. Vzorky byly kultivovangrabré pii 25 °C po dobu 3 dni.
Poté byly spoitany kolonie na jednotlivych miskach. Kontrola &yprovedena jeStpo
dalSich dvou dnech kultivace.

Suspenze spor nebo vegetativnich dauB. subtilis byly naredény a jednotlivé gedne
vzorky byly grelivem nagkovany na MPA2 agar na Petriho misky. Vzorky byljtikovany
aerobr pii 30 °C po dobu 3 dni. Paty den byla §g8tovedena kontrola.
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Suspenze vegetativnich WnE. coli byly naedny a jednotlivé sediné vzorky byly
pielivem nadgkovany na MPA2 agar na Petriho misky. Vzorky bylitivovany aerob# pri
37 °C po dobu 24 hodin. Poté byly sfeny vytvaené kolonie.

Pro kon€né vyhodnoceni byly vybrany plotny sgem kolonii 20 az 200. Ret kolonii
byl vyjadien jako pémeérna hodnota paralelniho stanoveni, nasobéfgugnymiednim a
vztaZzena na jeden mililitr objemu.

3.4 Studium jednotlivych inaktivaénich mechanisni
3.4.1 Studium vlivu UV zareni

Pri studiu vlivu UV z&eni na sterilizéni &inek dielektrického bariérového vyboje bylo
pouzito Kemenné sklo, jimZ byl&st vzork prikryta. Kiemenné sklo bylo pouZito proto, Ze
propousti UV z#eni, avSak ne reaktivniastice. Opracovani vzaikprobihalo stejnym
zpisobem, jako je uvedeno v kapitole 3.3.5. Na takicacované vzorky tedyigobilo jen
UV zé&eni a teplota, kterou nikdy nelze zcela eliminofReaktivnicastice se v tomtorfpack
na deaktivaci nepodilely.

3.4.2 Studium vlivu teploty

Méieni teploty termdlankem ukazala nast teploty v piibéhu expozice. B expozinich
casech 270 s byla teplota mezi elektrodami 60#i@quziti argonu a 71 °Cippouziti dusiku
jako pracovniho plynu, viz vysledky v kapitole £1S¢asovym odstupem po tomtoeteni
byla sterilizace provasa ve vzduchu, teplotafipexpozici 240 s byla 74 °C ve vihkém a
66 °C v suchém vzduchu. Vyssi teploty mohfispst k inaktivaci mikroorganistin v DBD,

z toho divodu byl vliv teploty studovan odtenre.

Pro studium teplotniho vlivu byl pouZzit inkubatofQD Heidolph Instruments. Teplota
v termostatu byla regulovana dle teplotniho profileskaného ) méieni v dusiku, kde byl
zaznamenan vySSi rid&t ve srovnani s argonem. Pro studium byly pouxigrky spor
A. nigeraB. subtilisnanesené na papirovém rasPii experimentu byla snaha se co nejvice
priblizit podminkdch fi opracovani v plazmatu, kde se pravidelsttida pracovni faze
(zapnuty vyboj, 30s) sfazi chladici (vypnuty viybohlazeni pitokem plynu, 2 min).
VSechny vzorky byly v Petriho miskach vioZzeny ddubatoru. P&ateEni teplota byla
nastavena na 36 °C. Po 30 s byla z termostatu @&dabprvni Petriho miska se vzorky.
Vzorky byly za sterilnich podminek vioZzeny do rdatol0 ml sterilniho fyziologického
roztoku s Tweenem 80 a skémymi kulickami a ponechany naepace do druhého dne.
Déle byly zpracovany dle postupu uvedeném v kapifB.6. Ostatni Petriho misky byly
ponechany v otéeném inkubatoru dalsi 2 minuty. Teplota v inkubatpoklesla na 32 °C.
Tato fdze ma simulovat fazi chlazedi plazmovém opracovani. Vzorky byly poté vyjmuty a
teplota v inkubatoru zvySena na 44 °C. Po dosagtniteploty byly vzorky vloZzeny Zpdo
inkubatoru. Tento postup se stdle opakoval a posledorek byl vystaven tepkdt71 °C.
Tabulka 3 shrnuje teploty naiiené v DBD v dusiku a teploty narené v inkubatoru.
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Expozi¢éni doba [s] Plazma N, Inkubator

T1[°C] | To[°C] | T2 [°C] | T2 [°C]
30 25 36 36 32
60 34 44 44 40
90 38 49 49 42
120 42 54 54 46
180 48 58 58 51
210 53 63 63 55
240 57 65 65 60
270 61 71 71 -

Tabulka 3 Teploty mezi elektrodami v DBD generovaném v dudiku teplota ped
spusénim vyboje, T - teplota po vypnuti vyboje; teploty v inkubatdiu- teplota nastavena
na termostatu fed vloZzenim vzoik(odpovida teplet T, namerené mezi elektrodami DBD),
T, - teplota navend vzdy fed nastavenim nasledujici vySSi teploty (tzn. pan2itach
chlazeni)

3.43 SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie byla vyuzitagtudiu vlivu plazmového opracovani
jak na mikroorganismy, tak i na nosny material (papET). V gipact mikroorganisni bylo
cilem zjistit, jestli dochazi k mechanickému po&wz burk v disledku expozice
plazmatem. Nifeni byla provedenachkolikrat v pribéhu experimentu, vZzdy byl pouZit jiny
pristroj. Pro studium vlivu plazmové expozicg pouziti dusiku nebo argonu jako nosného
plynu byl pouzit pistroj Philips XL 30 SEM s SE detektorem.¢idni bylo provedeno ve
spolupraci s FSI VUT. Sporg. subtilisna povrchu papiru opracovaném v argonovém vyboji
a pipadny vliv expozice na morfologii papiru byly stwény ve spolupraci s UPT AUR,
v.v.i. pomoci SEM Tescan Vega, ktery byl upraverengiromentalni rastrovaci elektronovy
mikroskop (EREM). Vliv DBD pracujiciho ve vihkémiwem vzduchu na spor. niger
nanesené na papiru a PET byl vyhodnocen pomtistrgge JEOL JSM-7600F, timto
piistrojem disponuje FCH-UCHM VUT.®odem pouzitiiiznych gistroji je, Ze prvni SEM
analyza byla provedena vdznu 2010, v té d@ébFCH VUT jeSt nedisponovala svym SEM
zaizenim, proto bylo vyuzito ¥&eni na FSI VUT. Enviromentalni rastrovaci elektray
mikroskop byl pouzit zévodu absence vodivé vrstvy, kterdize zkreslovat vysledkyip
studiu morfologie papiru a mikroorganigma také z dvodu, Ze tato metoda je pouzivana pro
studium vzork Zivé hmoty.

Pristroj Philips XL 30 SEM s SE detektorem byl poukianalyze vzork papiru a PET
opracovanych v DBD (Ar nebo AN2,56 Wem™®, 240 s) a refereémich vzorki. Urychlujici
napiti dosahovalo hodnoty 20 kV, snimky byly ifmeny se z#tSenim 1 000, 10 000 a
20 000. Vzorky o velikosti cca 0,5x0,5 cm bylyeg nefenim pokoveny v napraSovaci
jednotce Polaron E5100 vodivou vrstvou na bazi Auleieni proved! Ing. Martin Zmrzly,
Ph.D.

Pristroj SEM Tescan Vega (EREM) s ioniném detektorem byl pouzit k analyze vzork
B. subtilis na papirovém na&i a vzorki samotného papiru opracovanych v DBD (Ar,
2,56 Wemi®, 240 s) a referemich vzorki. Urychlovaci nagti dosahovalo hodnoty 20 kV.

55



Zv¢étSeni u jednotlivych sninikse liSilo, v gipadt snimki sporBacillus subtilisbylo pouzito
zvétSeni 20 000, ip analyze struktury papiru se jednalo @&tdeni 1000. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci programu Vega TC. Pro analyzu pgyzity vzorky o velikosti cca
0,5%0,5 cm. Mfeni proved! RNDr. 3i Runstuk z Ustavuifstrojové techniky Akademiesd
Ceské republiky.

Pristroj JEOL JSM-7600F byl pouzit k analyze vZorglisré A. niger nanesené na
papirovém nebo PET ndésh k analyze samotnych négiopracovanych v DBD (suchy/vihky
vzduch, 2,28/2,33 Wem?®, 180s) a referemich vzork. Urychlujici nagti dosahovalo
hodnoty 10 kV, snimky byly gézeny se z&tSenim 500, 2 500, 10-15 000, 25 000 a 100 000.
Vzorky o velikosti cca 0,8x0,8 cm bylyigd méfenim pokoveny v napraSovaci jednotce
Polaron SC 7640 vodivou vrstvou na bazi Au/Pdiévii proved! Ing. Martin Zmrzly, Ph.D.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Diagnostika vyboje
4.1.1 Opticka emisni spektroskopie
4.1.1.1 Argon

Prehledové spektrum (300-850 nm) vyboje v argonwj@azeno na obrazku 9 a spektrum
v UV oblasti (200-350 nm) na obrazku 10. Oblast$igs vinovych délek (690-850 nm)
obsahuje fevazre ¢ary emitované atomy Ar excitovanymi do stavu 4mi%Sich vinovych
délkadch byla zaznamenéana emise Ar ze stavu 5pr@30Vedle argonu byly ve spektru
identifikovany pasy druhého pozitivniho systému ikus(337-406 nm). Na vinové délce
337 nm je vidt dominantni pas 0-0, spektrum druh&i@alu tohoto pasu je pak ¥idna
vinové délce 674 nm. Dale byly identifikovany p&sfv = -1 (358 nm)Av = -2 (380 nm) a
Av = -3 (406 nm). Velmi slaba, alergsto detekovatelnd, emise atomarniho kysliku byla
zaznamenana na vinoveé délce 777 nm. V oblasti yitiowlélek 305-311 je patrna relatévn
silnd emise OH radikalu. V oblasti vinovych délek26522 je pak viét toto spektrum ve
druhémiadu. V oblasti 200-300 nm nebyly detekovany Zadnisei cary.

Dusik, kyslik a voda se do vyboje dostavaji pgpediobr ze vzduchu vikledku
netsnosti v aparate, @ipadt mohou byt pitomny g@Fimo v pracovnim plynu.
Pii experimentech byl pouzit plynésstotou 99,996%.

Rotani teplota (32& 10) K byla speéitana ze spektra OH radikalu. Teplota byléowana
z relativni intenzity prvnich Sesti r@tch car wtve Q (3/2, 5/2, 9/2, 11/2, 13/2)iechodu
OH(A22+) R OH(XZH); rotaini ¢ara 7/2 byla vynechana. Vilirs teplota (160% 260) K
byla vypaitana z relativnich intenzit hlav (0-2, 1-3 a 2vijracnich pad sekvencelv = -2
prechoduN, (C77,) - N, (BI7,) molekuly N.
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Obrézek 9Prehledové emisni spektrum DBD buzeného v argondjtgorykon 2,4 Wi/chn
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Obréazek 10UV oblast emisniho spektra DBD buzeného v argoouzipy vykon 2,4 W/cn

4.1.1.2 Dusik

Prehledové spektrum (300-850 nm) vyboje v dusiku ¢gdrazeno na obrazku 11 a
spektrum v UV oblasti (200-350 nm) na obrazku 12blasti 316-434 nm se épvyskytuji
pasy druhého pozitivniho systému dusiku. Dominamtpasem je pas 0-0 na vinové délce
337 nm, druhy spektralridd tohoto systému je wtdna vinové délce 674 nm. Dale byly
identifikovany pasy é\v = +2 (298 nm)Av = +1 (316 nm, 2. spektralidd na vinové délce
632 nm),Av =-1 (358 nm, 2. spektralii@d - 715 nm)Av = -2 (380 nm)Av = -3 (406 nm) a
Av = -4 (434 nm). Na vinové délce 391 nm byl idektfidan pas 0-0 prvniho negativniho
systémuN, . Stejreé jako v argonu byla i zde zifena emise radikalu OH, relativni intenzita
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OH spektra je vSak velmi nizka. V oblasti vinovydélek 220-290 nm je vid NO, systém,
jeho druhy spektralriiad je pak v oblasti 470-572 nm.

Rotani teplota (51& 40) K byla speéitana ze spektra OH radikalu. Teplota byléowana
z relativni intenzity prvnich Sesti r@tch car wtve Q (3/2, 5/2, 9/2, 11/2, 13/2)iechodu
OH(A?x*) . OH(X?17); rotani cara 7/2 byla vynechana. Vil teplota (162G 160) K
byla vypaitana z relativnich intenzit hlav (0-2, 1-3 a 2vijracnich pas sekvencelv = -2
prechoduN,(C%M, ) — N,(B%M ) molekuly N.
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4.1.1.3 Suchy vzduch

Prehledové spektrum (320-800 nm) vyboje ve vzduchuzgbrazeno na obrazku 13 a
spektrum v UV oblasti (250-350 nm) na obrazku 1#jr8 jako v gipadt dusiku byly ve
spektru identifikovany fevaze pasy druhého pozitivniho systému dusiku v obl846-
467 nm. Dominantnim pasem je pas 0-0 na vinovéed#d nm. Dale jsou vitl pasy sAv =
t1, -2, -3, -4 a -5 (467 nm). Druhy spektrlad druhého pozitivniho systému dusiku jestid
v oblasti vinovych délek 590-720 nm (paly = 0, 1, +2). Na vinové délce 391 nm byl
identifikovan pas 0-0 prvniho negativniho systéiii. Mimo dusik se ve spektru vyskytuji
emisnicary atomarniho kysliku (777 nm). V oblasti 200-300 nebylo detekovano Zadné
spektrum. Tento jev fize byt zfisoben vysSi koncentraci ozénu, kdy ozon reaguj®© &l

vzniku NG, (NO+0O,; « NO, +0,[3]).
Absenci NQ systéemu ve spektrech vzduchu popsal také Heisel §2k]. Dle autod

vznika ve vyboji ve vzduchu velké mnozZstvi ozonigrk pohlcuje zéeni €chto vinovych
délek. Obdob& Chiang a kol. prezentovali spektra vyboje ve viduieez NQ systému.

Rotaini teplota nebyla sgi&tana. Vibra&ni teplota (2700+ 500) K byla vypeitana
z relativnich intenzit hlav (0-2, 1-3 a 2-4) vibnich pad sekvenceAv = -2 pechodu

NZ(C3/7u) - NZ(B3/79) molekuly N.
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4.1.1.4 VIhky vzduch

Prehledové spektrum (320-800 nm) vyboje ve vihkénmuehd je zobrazeno na obrazku 15
a spektrum v UV oblasti (250-350 nm) na obrazku\i® .spektrech byl identifikovan druhy
pozitivni systém dusiku v oblasti 316-434 nm, s oh@mtnim pasem 0-0 na vinové délce
337 nm. Déle byly detekovany pady = £1, +2, -3 a -4. Druhy spektralifdd druhého
pozitivniho systému dusiku je wdv oblasti vinovych délek 620-720 nm (pasy = 0, +1).
Na vinové délce 391 nm byl identifikovan pas 0-Ormpho negativniho systémuN, .

Na vinové délce 777 nm byla zaznamenana emise atdmodysliku.

Rotaini teplota nebyla sgitana. Vibra&ni teplota (2600+ 900) K byla vypeitana
z relativnich intenzit hlav (0-2, 1-3 a 2-4) vibnich pad sekvenceAv = -2 pechodu

NZ(C3/7u) - NZ(B3/79) molekuly N.
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4.1.1.5 Porovnani plyni

Ve v8ech vybojich byla identifikovana emise druhébozitivniho systému dusiku,
v argonu pak navic argonov&ry a v ostatnich plynech prvni negativni systémsildu
Z hlediska antimikrobialnichdinki plazmatu je dlezitd gitomnost volnych radikélkysliku
(O, OH) a dusiku (N@. Kyslikovy radikal (777 nm) byl identifikovan ygzmatu buzeném
v argonu, suchém i vihkém vzduchu. Porovnanim speftiz obrazek 17) je patrné, Ze
nejvyssi koncentrace tohoto radikalu je v plaznaiaeném ve vihkém vzduchu. Atomarni
kyslik mize gimo reagovat s butinym materidlem, nebo vstupovat do dalSich reakci v
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plazmatu, i nichZz dochazi napke vzniku ozénu. Zatimco atomarni kyslik oxidajelekuly
proteini, jejichz funkci je kontrola toku makromolekulamidatek do/z biiky, o0zon
poSkozuje bu&né dychani [8].

Ar 696-842 nm
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Obrazek 17Porovnani pehledovych emisnich spekter DBD buzeného v Arsithém a
vihkém vzduchu. Ve spektrech nebyly pehfednost popsany pasy 2. pozitivniho systégnu N
Osa y byla v fipad® N, a Ar omezena na relativni intenzitu 4 Zpivodnich 4.16

OH radikal byl detekovan v plazmatu buzeném v angan dusiku (306-311 nm).
Pti porovnanim relativnich intenzit Oklar ve spektru dusiku a argonu (viz obrazek 18) je
patrné, Ze v plazmatu buzeném v argonu je jehodanace vyrazhvyssi. Relativni intenzita
OH radikalu ve spektru argonu je cca 7x vysSi nezspektru dusiku. OH radikal vznika
z molekuly vody bd’ elektronovou disociaci a excitaci, nebo jako wske srazkovych
proces s radikaly s dlouhou dobou Zivota (hap pripact Ar plazmatu — Ar (4s)) [35]. Jak
v pripact argonu, tak i dusiku se voda dostava do vybojetianictvim vzduchu, ktery
pronikd do vyboje vikledku neisnosti aparatury. fipadre mohou byt molekuly
vody/vzduchu nasorbovany na povrsich uvajaratury, noge vzorki, nebo jsou obsazeny
piimo v pracovnim plynu. iPinterakci OH radikalu s budnym materialem jsou oxidovany
mastné kyseliny, které jsou hlavni stavebni komptme fosfolipidové dvojvrstvy buftné
membrany. V dsledku oxidace dochazi ke &ng fluidity resp. permeability membrany [3].

Molekulovy spektralni systém NO(220-290 nm) byl identifikovan jen ve spektru
plazmatu buzeného v dusiku. NO vznika v plazmaamsbkou konverzi pla G [35]. Tento
proces je konkura@mim procesem reakce vzniku ozonu [42]. Schwabedlissdol. [48]
uvadi, Zze pgdanim 0,1 % NO nebo NOdo komeénich ozonizatar vede k Uplné inhibici
tvorby ozonu. Htomnost NO ve spektru dusikutge byt divodem absencé&ar atoméarniho
kysliku, které byly identifikovany v ostatnich pbeh. Relativni intenzita tohoto systému je
také ve srovnani s intenzitadar atomarniho kysliku ve spektrech ostatnich {plyyprazre
vyssSi. Germicidni €&inky NO, systéemu sp#ivaji ve fotochemickém poSkozeni nukleovych
kyselin (DNA/RNA). UV zd&eni vrozsahu vinovych délek 240-280 nm je absadibov
nukleovymi kyselinami (absoépi maximum 260-265 nm), vysledkem je vznik thyminciv
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dimert, které nasledh inhibuji

replikace genet

ické

informace [3].ieRled

identifikovanych spektralnictar a pas je uveden v tabulce 4.
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vSech

Obrazek 18orovnani UV oblasti emisnich spekter DBD buzenéAg N, suchém a vihkém
vzduchu. Osa y byla vipads N, a Ar omezena na relativni intenzitu 4 ¥Qpivodnich 4.16

Vinova délka Spektralni systém Rechod Plyn
[nm]
200-300 NOy systém NQ(A2 ) . NQ(X 2/7r) N,
300-470 2. pozitivni systém ( u) ( ) Ar, N,
dusiku vzduch s/v
391 prvni negativni systém ( ) . ( ) N,
dusiku vzduch s/v
306-311 OH-radikal QH(A2 ) ~ OH(X%7) Ar, Ny
430 Ar | atomarnéara Ar(5p) - Ar(4s) Ar
777 O | atomarnéary o(5p) - 0O(5s) Ar,
vzduch s/v
690-850 Ar | atomarntary Ar(4p) - Ar(4s) Ar

Tabulka 4 Prehled identifikovanych spektralni¢ar a pasi. Vzduch s/v — suchy/vihky.

Na zaklad vysledki OES lIze tedy f@dpokladat fispivek reaktivnich radikal kysliku (O,
OH) k inaktivaci mikroorganisin v plazmatu buzeném ve vSech 4 pouzitych plynech.
Souasre mohlo k inaktivaci pispivat také UV z&ni emitované druhym pozitnim systémem
dusiku, picemz jeho intenzita klesala vi@ai dusik, vzduch a argon. Vipadt plazmatu
generovaného v dusiku sdibe na inaktivaci podilet take UVCighi z emise NPsystemu.

V pripact argonu je také nutno uvazovat mozryspsvek nabitych¢astic k inaktivénimu
procesu. Jak bylo zmino v kapitole 2.5.3 tento jev je praygbdobrjSi pro plyny s vyssi
atomovou hmotnostiV neposledniface se na inaktivaci mohou podilet také metastabilni
atomy a molekuly, napv procesu leptani nebo eroze &meho materialu.
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Z optickych emisnich spekter byly syény vibrani teploty (viz tabulka 5), rotai
teplota byla sp&itana pouze pro argon. ROtk a vibr&ni teploty jsou vyznamnymi
charakteristikami plazmatu. Vibfai teplota vypovidd o drovni excitace plazmatu.
V neizotermickém plazmatu byva zpravidla vysSi neglota roténi. Z vysledk je tedy
patrné, Ze pouzité plazma je neizotermické. Botéeplota charakterizuje ratai rozcleni
stavi molekuly. Vzhledem k velmi rychlé termalizaci r&té&ch staw rotani teplota v
podstat odpovida teplat neutralniho plynu. Vilpadt argonu byla rotni teplota 47 °C
(320 K). Teplota byla v @ibéhu inaktiva&niho procesu gfena také termidankem. V gipact
argonu byla teplota mezi elektrodami po 270 s ptaznexpozice 60 °C, coz je hodnota
velmi blizka hodnat vypatitané z OES. Pro posuzovani vlivu teploty na ineldi byly tedy
pouZzity teploty narfené termolankem v prostoru elektrod (teploty bylyéreny cca ve
sttedu mezi elektrodami, sho&gls umis¢nim vzorku), viz kapitola 4.1.2.

Plyn Trot [K] T vibr [K]
Argon 320+ 7 1600+ 300
Dusik 510+ 40 1616+ 160

Vzduch — suchy - 2700+ 500
Vzduch - vihky - 2500+ 900

Tabulka 5 Prehled vibranich a rota'nich teplot vypditanych z OES.
4.1.2 Méreni teploty termatlankem

Teplota je jednim z mechanifinpodilejicich se na inaktivaci v plazmatu, avSakledem
na snizeni tepelné 2ae sterilizovaného materialu je zZadouci, aby jéjsgpvek byl co
vyboj, 2 min chlazeni proudicim plynem). Teplotaziredektrodami (ve $édu elektrod) byla
meiena termolankem. Mteni teploty bylo provésho ve stejnych cyklech jako opracovani
vzorka. Tabulka 6 pehledr shrnuje narené teploty. Prvni teplota;(tbyla zméfena vzdy
pied spusinim vyboje, druha teplotayjtbezprostedre po jeho vypnuti.

argon dusik suchy vzduch vihky vzduch
2,6 Wien? 2 Wicn® 2,3 Wicn? 2,3 Wien?
¢as*[s] | u[°C] | t2[°C] | t1[°C] | t2[°C] | ta[°C] | t2[°C] | t1[°C] | t2[°C]
30 28 36 25 36 33 38 35 42
60 32 40 34 44 37 46 40 49
90 36 44 38 49 - - - -
120 39 46 42 54 42 55 44 61
150 41 48 46 54 - - - -
180 42 49 48 58 49 61 54 65
210 45 53 53 63
240 48 56 57 65 55 66 63 74
270 52 60 61 71 - - - -

Tabulka 6 Teploty namené mezi elektrodami DBD vyboje buzeného v argdosijku,

suchém a vlhkém vzduchrrvni teplota (t) byla znégrena vzdy ged spusinim vyboje, druha
teplota (t) bezprostedre po jeho vypnuti.

* Cas odpovida celkové expéri doks, po kterou byly vzorky vystavenyinkim DBD

(2 minuty chlazeni mezi jednotlivymi pracovné@stmi nejsou do tohottasu zahrnuty.)
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V ptipact plazmatu buzeného v argonu dochazelo tbdtu pracovni faze vyboje
k naristu teploty pimérné o 8 °C/30 s. Proudici plyn poté prostor mezi eteldmi ochladil
pramérné o 5 °C/2 min. B nejdelSim pouzitém expaziim ¢ase 270 s dosahovala teplota
mezi elektrodami az 60°C. \fipact plazmatu buzeného v dusiku dochazelgmcovni fazi
pramérné k naristu teploty o 10 °C/30 s.tiPchlazeni pracovnim plynem pak dochazelo
k poklesu teploty pgmémé o 6 °C/2 min. B expozinim case 270 s byl vzorek
s mikroorganismy vystaven teplotam az 71 °C. Vzookyacované v dusiku po dobu 270 s
byly tedy vystaveny o 9 °C vysSi teploheZ v pipad argonu. VySSi adlev ve vyboji
generovaném v dusiku by mohl prédpddobri souviset s &Sim p@tem stupitu volnosti
dusiku oproti argonu. Dusik je mozné tegednadno excitovat, a proto Iépiepasi tepelnou
energii. Naopak v argonu existuje elektronova exeit

Sc¢asovym odstupem byla providh sterilizace ve vyboji buzeném v suchém/vihkém
vzduchu, sotasreé byly meéreny také teploty, jimiz byly vzorky v tomto présdi vystaveny.
Praimérny nafst teploty v suchém vzduchu wvipghu pracovni faze byl 10 °C/30sa
v piipact vihkého vzduchu 11 °C/30 stiexpozicich nebyly pouZzity vSechny expédicasy
jako v gipact argonu a dusiku, ztohoiebdu neni mozné vyhodnotit teplotni pokles
v disledku péichodu plynu B vypnutém vyboji. B maximalni délce expozice
240 s dosahovala teplota mezi elektrodarii ppuziti suchého vzduchu jako pracovniho
plynu 66 °C a vfpad vihkého vzduchu 74 °C. iP stejném expoznim case byla
v argonovém plazmatu teplota 56 °C a v dusikovémemhtu 65 °C. AvSak vzhledem
k rozdilim v paateni teplot je obtizné tyto hodnoty porovnat. Mnohem ilustnadjSi je
porovnani plyd na zaklad teplotnich naisti v pribéhu pracovni faze. NejvysSigmeérny
teplotni naiist byl zaznamenan wipact vihkého vzduchu (11 °C/30 s), dale suchy vzduch a
dusik (10 °C/30 s) a nejniZsi teplotniistrbyl nangien v gipac argonu (8 °C/30 s).

Teplotni naroky modelovych mikroorganignpouzitych v této studii jsou Wipact
vegetativnich butk Aspergillus niger6-45 °C[85],Escherichia coli4-50 °C [86] a 8-53 °C
Bacillus subtilis[87; 88]. SporyA. nigerodolavaji teplotdm do cca 60 °C [89Basubtilisdo
120 °C [90]. Porovnanim maximalnich hodnot tepkatgrovanych mikroorganismy a teplot
naneienych v prostoru mezi elektrodami je patrné, zgjisnkou sporB. subtilisbyly tyto
teploty viad pripadi presahovany, a proto nelze vliv teploty na inaktivamla vylodit. Na
druhou stranu je nutno vzit v potaz fakt, Zze mikgamismy &¢mto teplotam byly vystaveny
jen velmi kratkou dobu. Napk inaktivaci spofA. nigerje poteba fisobeni teploty cca 60 °C
po dobu minimal& 15 min a vice v zavislosti na koncentraci mikrdfii&ultury [85]. Je také
znamo, Ze kratkodobé zvySeni teploty nad maximi@piotu vyvolava teplotni Sok, ktery
vede k tiznym vykyvim metabolismu, nikoliv vSak k bagné smrti [2].

4.2 Plazmova sterilizace

Jak jiz bylo zmigno rekolikrat v predchozim textu, sterilizace v plazmatu je velmi
komplexni proces, na jehoZzuméh ma vliv celafada faktoid,, jako jsou hustota vykonu
dodavaného do plazmatu, pracovni plyn, druh milgaoismu, typ vzorku, hustota bk
v pripact vrstvy burgk na nosti ovliviiuje ptabéh inaktivace také material ngsi atd. V této
studii jsem se snazila zhodnotit vliv vySe uvedéniaktort a nalézt optimalni podminky pro

e

mikroorganisni.
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V pocatku neteni byla snaha se co nejviceibfizit readlnym podminkam, kdy
mikroorganismus rostefipno na nosii, jako je tomu nap v archivech, knihovnach apod.
Z toho divodu byly pouzity vzorky plishA. niger kultivované pimo na papirovém nasi
Na vzorcich byl studovan vliv hustoty vykonu v pfestu buzeném v dusiku (viz kapitola
4.2.1.1). AvSak s ohledem na mozné srovnani gafilich &inkia DBD s vysledky jinych
laboratdi, byly vzorky porostlé plisni nahrazeny vzorky, & byly pfimo nanaSeny pouze
spory plis& A. niger Experimenty byly navic roZ&ny také o vegetativni hly
grampozitivni bakterieB. subtilis Pomoci &hto dvou mikroorganistn byl studovan vliv
hustoty vykonu dodavaného do plazmatu, vliv pradeenplynu (argonu, dusiku) a vliv
nosného média (papir, PET) nailmth sterilizace (viz kapitola 4.2.1). S&asré byl pomoci
SEM analyzy zhodnocen vliv plazmového opracovannosné médium (viz kapitola 4.2.4).
Na zaklad vysledki ziskanych fi hodnoceni vlivu nosného média na inaktivaci, oyénén
postup uvatovani bugk z papirovych nosi. Do fyziologického roztoku byly fany
sklerené kulicky, které napomahaly uvaini burek do roztoku. Vzhledem k vy3Si odolnosti
bakterialnich spor &i negiznivym podminkdm, byly vegetativni fiky B. subtilis
nahrazeny sporami. Na sporach bakterie bylgi@w podminky, které byly vifpads
vegetativnich butk vyhodnoceny jako optimalni (viz kapitola 4.2.1.3yto podminky pak
byly také pouzity pro odiiené studium jednotlivych mechanignpisobicich pi sterilizaci
v plazmatu, jmenowuit studium inaktivace teplem a UV ighim (viz kapitola 4.2.2).
Pro oddlené studium jednotlivych mechanignbyly pouZity spory plish A. nigera spory
bakterieB. subtilis Pomoci enviromentalni SEM analyzy byl na vzorgiepiru se sporami
B. subtilisvystavenych &inkam plazmatu buzeného v argonu zhodnocépagliny gispsvek
nabitych ¢astic a leptani k celkové inaktivaci (viz kapital®2.2.2). Nejlepsi vysledky byly
pro oba druhy mikroorganisimdosazeny v plazmatu buzeném v argonu, tyto podymigky
ovéreny na gramnegativni bakteHi coli (viz kapitola 4.2.1.5). Jako posledni byla proveden
studie sterilizaénich &inka plazmatu buzeného ve vzduchu na gli8enigera gripadny vliv
vihkosti na vysledek sterilizace (viz kapitola 8%2.1 vtomto gipad byla provedena SEM
analyza vzori mikroorganisni a material exponovanych plazmatem (viz kapitola 4.2.3.2 a
kapitola 4.2.4).

Prezentované vysledky jsou strukturované ve sls@dsovym péibchem experimentu.

4.2.1 Sterilizace v plazmatu buzeném v argonu a dusiku

Vliv hustoty vykonu dodavaného do plazmatu na iivaki byl studovan s pouzitim 7-
denni kultury a spor plisnAspergillus nigera vegetativnich butk bakterieBacillus subtilis
Jako pracovni plyny byly pouzity dusik a argon. fippct dusiku byly pouZzity hustoty
vykonu 1,2; 1,4 s 2 W/cf v argonu byly pouZity hustoty vykonu 1,2; 1,8 & W/cnt.

Z vysledki byly sestaveny inaktivai kiivky, jedn& se o logaritmus ko Zivota schopnych
mikroorganisni (CFU/ml) v zavislosti n&ase. Vzhledem k tomu, Ze log 0 neexistuje, byla v
piipack, kdy na misce nebyla identifikovana Zadna kolotjieCFU/ml = 0, nula nahrazena
¢islem 1. Jak bylo zmémo v kapitole 2.4, vysledkem inakt&ich proces v plazmatu jsou
jednoduché nebo multisimicové Kivky, které Ize popsat kinetickou rovnici *adu.
Logaritmické hodnoty p&iu Zivotaschopnych mikroorganisnbyly vynaseny jako jednotlivé
body, linearni Useky byly nasle#lrproloZzeny regresniifimkou, z regresni fimky byly
spaiitany D hodnoty dle vztahu uvedeného v kapitole 2.4 jateviacena hodnota snmice
regresni pimky.
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4.2.1.1 Dusik

Inaktivatni kiivka 7-denni kultury plish A. niger zobrazujici zavislost sterilizaich
ucinka DBD pracujiciho v dusiku na hustowvykonu a dob expozice je uvedena na
obrazku 19.
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Obrazek 19Vliv hustoty vykonu a doby expozice na vzorky Hdemtury Aspergillus niger
nanesené na papiru;blazma.

Ve vSech pipadech byla ziskana inakttrd kiivka se d¥ma smérnicemi, kdy hodnota
D; > D,. Ok hodnotyD; i D, klesaji s ndrstem hustoty vykonu dodavaného do plazmatu, a
tedy rychlost inaktivace roste &stem aplikované energie. Zatimcdi pouziti hustoty
vykonu 1,2 W/cr je hodnoteD; = 8,7 min &, = 1,1 min, v pipads nejvy3si hustoty vykonu
2 W/cnT jsou tyto hodnoty jiZ jen 54 s resp. 2 s. Tomuétakipovidala rychlost inaktivace
pro fizné vykony. B nejniz8im vykonu, t,j. 1,2 W/cthdochéazelo v prvni ,pomalejsi“ fazi
k inaktivaci cca 0,3log CFU/ml ébem 90 s expozice plazmatem, poté nasledovala
.rychlejSi“ faze, kdy bylo Bhem dalSich 90 s expozice (t.j. celkovy expokicas 180 s)
zredukovano 1,5 log CFU/mI. Celkova dosazena reglydac 180 s expozice plazmatem byla
tedy cca 1,8 log CFU/ml.iPpouZiti hustoty vykonu 1,4 W/chbylo dosaZenodmem prvni
faze redukce cca 1 log CFU/mii gxpozici 90 s, ve druhé fazi doSleéhem nasledujicich
30 s kinaktivaci 8 log CFU/mI. Celkovd dosaZen@ukee byla 9log CFU/mI dhem
120 s expozice plazmatem. Pro nejvysSi vykon bypowni fazi dosazeno redukce cca 0,8 log
CFU/ml za 40 s, zatimco ve druhé fazi doSlo k Upkdukci Bhem dalSich 20 s. Celkova
dosazena redukce byla 9 log CFU/rshém 60 s expozice plazmatem. Je také nutno uwest, z
pocateni koncentrace a tedy i ostatni uvedené koncentremmlpovidaji zcela ipsré
skute&né koncentraci na povrchu papiri Rymyvani bylo patrné, Zzéada spor &stala
zachycena na povrchu papiru, a tak nedoslo k j&pohpletnimu vymyti do roztoku.

Dle vysledkKi OES, viz kapitola 4.1.1.2, mohou v Nuasobit jak reaktivni sloteniny
kysliku, tak také UV zi@ni a pipadre i teplota.

Studie jednotlivych mechanismpodrobuji viz kapitola 4.2.2.1, ukazala wipad spor
A. nigercca 10 % podil UV Zé&ni na celkové inaktivaci vi\plazmatu, zatimco vliv teploty
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byl zcela zanedbatelny. AvSak u vzdrk-denni kultury, které jsou tieny jak vegetativnimi
bunkami, tak také sporami, lzetgapokladat vliv UV vySSi, nelfovegetativni biiky
postradajicernou pigmentaci, ktera zaji§e sporam jejich vysokou odolnosicv tcinkam
UV zé&eni. Nafist rychlosti inaktivace ip zvySeni hustoty vykonu je pra¥godobré

v disledku naiistu koncentrace OH radikalu a molekul NO, geneithisilné UV zéeni.
Porovnanim emisnich spekter, ngenych ve vyboji s vy$§im a niz§im plazmovym vykonem
byly u vyssiho vykonu zjighy vySsi intenzity emisnictar a pas.

Podobny pitbéh kiivek popsali ve své préaci napGadri a kol. [20] fi pouZziti gimé
expozice plazmatem (ndma expozice rla opany pribéh D; < Dy). K inaktivaci pouzili
RF doutnavy vyboj (OAUGDP, 7 kHz, 8.5 — 11 kV) prci na vzduchu. Hodnota,byla
od 5s — 5,5 min a hodnotg, Dyla od 2-30 s dle typu mikroorganismu a pouzit@beného
média. Montie a kol. [91] p#ti do stejné skupiny ve své publikaci uvedli, beltota QQ je
zavisla na typu mikroorganismu a Ba typu nosného média. Dvoufazovyilmth inaktivace
pak vystluje nasledové& v prvni fazi reaguji aktivngastice plazmatu s ¥$i buré¢nou
membranou, v okamziku, kdy dojde k jejimu posSkozedsleduje rychla druha faze, ktera
vede k usmrceni biky. Tato skupina pouZzila vrstvu mikroorganismu reemu na nosi,
piicemZ koncentrace mikroorganignbyla 16-10° CFU/ml. AvSak v mém ifpads byly
pouZzity vzorky, kde kultivace probihal@imo na nosii. Na povrchu nose se tedy nachazela
husta vrstva plishA. niger, sowasti této vrstvy bylo jak mycelium (podhoubi), teké
vlaknité rozmnoZzovaci Utvary (konidiofory, délka3Iam [85]) s konidialnimi hlavicemi
obsahujicimi spory. Tato husta a neséuré vrstva pravgpodobr branila gistupu aktivnich
¢astic plazmatu affpadre UV z&eni k mase butk pod povrchem. Plazma tedygwbilo jen
na buiky umisténé na povrchu a celkova dosazena redukce byla pedtoi nizka. Jakmile
byly z povrchu odstramy buiky, které chranily objem bwk pod povrchem, nasledovala
druha rychla faze.

Inaktivatni kiivka spor plisa A. nigerzobrazujici zavislost inaktivace na hustegkonu a
dohke expozice v plazmatu buzeném v dusiku je na obr&fkuV gipact spor plisg byly
ziskany kivky se d¥ma sngrnicemi pro vykon 1,2 a 2 W/chresp. sefemi snérnicemi pro
vykon 1,4 W/cri. Porovnanim fvek nangtrenych pro vykon 1,2 a 1,4 W/¢rje Zejmé, Ze
tyto kiivky maji velmi podobny pibéh a i dostaténé dlouhych expozinich ¢asech by i
kiivka odpovidajici vykonu 1.2 W/chbyla definovanaiemi snérnicemi. Inaktivani kiivky
spor plisg vykazuji op&ny pribéh nez kivky nametené pro 7-denni kulturu. Z obrazku je
patrné, Ze nejvyssi redukce Zivotaschopnychébur4 log CFU/ml byla dosazenahiem
prvnich 20 s. Tomu také odpovidaji hodn@ty = 12 s (1,2 W/cr¥), 6 s (1,4 W/cr) a 5s
(2 Wicn?). Tato rychla faze byla poté vystana druhou pomalejsi fazi, kdy pro nizsi dva
vykony byl prfibsh témsi konstantni s hodnotan), = 12,8 min (1,2 W/cr)) a 3,1 min
(1,4 W/cn?) a tedy zvySeny expagii doby nevyvolavalo 2a4dné nebo vyvolavalo jen rega
zmeny v paitu Zivotaschopnych bwk. V pripad nejvyssiho vykonu dochazelo jen k malému
zpomaleni inaktivéniho procesu s hodnotdd, = 31 s. Obeahlze tedyfici, Ze s ndrstem
hustoty vykonu a doby expozice roste inaktiviakinek plazmatu. Porovnanimb hodnot pro
jednotlivé vykony je patrné, Ze s rostoucim vykongmo hodnoty klesaji, a tedy rychlost
inaktivace v plazmatu roste. Tomu také odpovidggiedky redukce Zivotaschopnych kn
Pro vykon 2 W/cr bylo dosaZeno redukce cca 6 log CFU/nthdm 120 s, zatimcofip
pouZiti vykonu 1,4 W/crhbylo pro dosaZeni stejnéhditiku poteba a? 180 s. Vifpad
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Obrazek 20 Vliv hustoty vykonu a doby expozice na spory Ashesgriger nanesené na
papiru; N> plazma.

Podobnou kvku jako byla nantena pro vykon 1,2 W/ctrpopsali také Heise a kol. [21]
pii inaktivaci sporAspergillus nigepomoci DBD buzeného v dusiku (frekvence 20-50 kHz,
hustota vykonu 7 W/ci V prvni fazi dosahli redukci 1 log CFUstem 5's, poté doslo
k vyraznému zpomaleni a pro dosazeni stejné redoydcepoteba dalSich 20 s. Tento jev
popisuji jako stav ,nasyceni“, kdy dochazi k nepatn nebo Zadnym zénam v pdtu
Zivotaschopnych buk. Pravépodobnou ficinou byl dle autal tzv. efekt stitini vyvolany
vzajemnym pekrytim burk, kdy buiky na povrchu chranily biky uloZzené ve spodnich
vrstvach. Jako dominantni mechanismus uvedli U¥erga proto také vifpac A. niger,
ktery se vyznéuje vysokou odolnostiti UV zareni byla vysledna redukce 2 log CFU tak
nizka. Vysledky porovnali se sporafi subtilis kdy za stejnyas dosahli redukce 4 log
CFU. Tyto vysledky jsou ve sh&d tvrzenim Laroussihg@], Ze v Fipadt, kdy se UV z&eni
vyznamri¢ podili na inaktivanim procesu fpadre je prevladajicim mechanismem,
inaktivatni kiivka se v prvni fazi vyzriije strmym piibéhem (nizka hodnotB), tato faze je
nasledovana druhou pomalejSi fazi. AvSak stejifpgbr inaktivani kiivky ziskali také auth,
ktefi jako hlavni inaktivéni mechanismus uvadi reaktivni steniny kysliku a vliv UV
vyhodnotili spiSe jako minoritni napGadri a kol. [20], Kayes a kol. [15], Deng a ki@5],
Zimmermann a kol. [27], Morgan a kol. [26], Larouadol. [70].

V mém gipadt byl podil UV z&eni na inaktivaci v N plazmatu v fipact sporA. niger
cca 10 %, viz kapitola 4.2.2.1. Zpomaleni ve drghéti Kivky bylo, dle mého nazoru,
v dusledku efektu stini, popsaného v praci Heise a kol. [21]. Spaspergillus nigerbyly
nandsSeny na papir bodopomoci mikropipety, vznikaly tak vicevrstvé shlukyrék na
povrchu, které se vzajemanprekryvaly. Stigni mohlo byt také podgeno porovitou
strukturou papiru, kdy hiky zachyceny v pérech materidlu byly chyap pred &inky
plazmatu. Papir Whatman 1 ma vyrobcem definovamikost poru, &mi mohou prochazet
Castice do piméru 11 um [92]. Roznéry kulovité sporyA. niger jsou 3,5-5 um (gmer)
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[85]. Tyto rozngry jsou vyraz® mensSi nez pory papiru a spory se mohly dostavatado
poni, kde pak #astavaly zachyceny. Efekt séimi se vyraz#ji projevoval i nizsi hustat
vykonu (1,2 a 1,4 W/cf), pii niZz byla pravdpodobré koncentrace NO molekul a OH
radikalu nizsi, a odstréni téchto ,prekazek” trvalo tedy déle. Tomu odpovidBy hodnoty
12,8 min resp. 3,1 min. Jakmile byly z povrchu cat®iny buiky branici kontaktu plazmatu
s buikami pod povrchem, doSlo &pk nafstu rychlosti inaktivace. To vystluje vyskyt
tietiho Useku inaktivani kiivky s D3 = 1 min odpovidajici hustdtvykonu 1,4 W/cm Méns
vyrazré se &inky stirsni projevily @i pouZiti nejvy$si hustoty vykonu 2 W/énkdy bylo
pravdépodobré generovano dostatee mnozstvéastic.

Porovnéani vysledk dosazenych ip inaktivaci 7 denni kultury a spor plisispergillus
niger je na obrazku 21. Pro porovnani byl pouZit vykoR 4 2 W/cm. Ve vSech fipadech
byla ziskdna inaktivai kiivka se d¥ma smérnicemi, ale #iznymi piibéhy. Zatimco
v piipadt 7-denni kultury jeD; > Do, tj. prvni pomala faze, kdy dochazi k minimalnieba
zadnym zmindm, je nasledovana druhou rychlejsi fazi, kieré dochazelo k vyrazjsi
redukci pd@tu Zivotaschopnych mikroorganisimV pripact spor nanesenych na povrchu je
tento trend opany, tj. D1 <D,, a tedy rychlost prvni faze byla vy3Si nez rychttrseihé faze.
Zajimavé je porovnard; hodnoty 7-denni kultury s hodnot®@y v pripact spor. Pro vykon
1,2 Wicn? je D174ni= 8,7 min aDzspory= 12,8 min a pro vykon 2 W/chje Dy 74ni= 54 s a
D2spory= 31 s. Stejértak lze provést porovnani pro hodnéty7-denni kultury a hodnoti;
spor. Podobnost hodnot ukazuje, Zeipaktivaci £chto dvou tyfd vzorki probihaji stejné
procesy, pouze vipvraceném padi.

7-denni kultura, 1,2 Wicm®
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Obrazek 21 Srovnani vysledk7-denni kultury a spor Aspergillus niger nanesaaépapir,
N, plazma, hustota vykonu 1,2 a 2 Wicm

Rozdily byly dany rozdilnou hustotou mikroorganisma povrchu papiru, viz obrazek 22.
V obou pgipadech byla f pripraw vzorki nanesena na povrch papiru suspenze spor o
koncentraci cca -10" sporml™®, avsak v pibshu 7-denni kultivace doSlo k ridstu
mikroorganisni, a tak k gkolikanasobnému zvySeni masy na povrchu papirurdRqapiru
byl pokryt vrstvou mycelia, z&noz vyfistaly konidiofory nesouci spory. Vyska této vrstvy
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byla g'ed vysuSenim cca 2-3 mm. VloZenim mezi fétiapapir pi vysousSeni, doslo k jejimu
snizeni na cca 0,5-1 mmgéidkam plazmatu bylo tedy vystaveno jen relativmalé mnozstvi
burgk na povrchu, zatimcoétSina zistala ukryta v mase pod povrchem. Nizka redukce
Zivotaschopnych mikroorganisna mala rychlost inaktivaceigkratkych expoazinich ¢asech
tedy odpovidaji inaktivaci bak na povrchu. Jakmile byly tyto blay odstragny z povrchu a
plazma mohlo aktivh pasobit na ostatni hiky, doslo k rapidnimu néstu rychlosti
inaktivace. Naopak tomu bylo wipad spor na povrchu papiru. Vicevrstvé aglomeraty
nevytvé&ely tak hustou sia (Einkim plazmatu bylo na gatku tedy vystavenodtsi mnoZzstvi
burgk, z toho vyplyva také vysSSi rychlost inaktivacee \ruhé fazi procesuftipdelSi
expozEéni dol# byly inaktivovany biiky ve spodnich vrstvach nebo iy zachycené

v porech materialu. Na obrazku 22 je &idZze v porech papiru bylo zachyceno velké
mnozstvi budk.

oaln 7\.1,
10pm 4/16/2012
10.0kV SEI SEM WD 10 . Omm|

wn Dol WD Bxp |

DOx 16T 44347 7 - noopracovans

g

na papiru (Ing. Zmrzly, Ph.D.; FCH-VUT); C/ vzorky-denni kultury plishA. niger; D/
SEM snimek 7-denni kultury plésA. niger (Ing. Janova, FSI-VUT).

V pripadt vykonu 1,2 W/cm byla dosaZena celkova redukce 2 log CFU pro opg ty
vzorki. PYi pouZiti vykonu 2 W/cmbylo u 7-denni kultury dosaZena redukce 9 log GBLY/
a v gipadt spor 6 log CFU/120 s. Rychlejsi inaktivace 7-ddauifury nastala takérppouZziti
sttedniho vykonu 1,4 W/ch (neuvedeno na obrazku). Tento jev byl prmpatiobrs
zpasobem tim, Ze vzorky se sporami pdidoyly ve vSech vrstvach tveny jen sporami,
zatimco vzorky 7-denni kulturj. niger byly tvoreny jak vegetativnimi bikami tak také
sporami. SponA. niger, jak jiz bylo dive zmirgno, se diky svéerné pigmentaci vyziaji
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vysokou odolnostiwi UV zafeni a jsou schopny odolavat teplotam do cca 6INaCdruhou
stranu vegetativni kiky této plisg snasi teploty jen do cca 45-47 °C a postracajhou
pigmentaci. Je tedy praggodobné, Ze inaktivacédhto burk, které se vyskytuji u povrchu
papiru pod vrstvou spor, bude probihat rychleji imgprobihala inaktivace spor.

Uginky plazmové sterilizace na vzorky mikroorganispied a po 24 hodinové inkubaci
(pfi 10 °C resp. 35 °C) prezentovali také Kayes a kbh]. Ke sterilizaci pouzivali RF-
doutnavy vyboj s frekvenci 7 kHz a rijpn 8.5 — 11 kV. Obecn zaznamenali vysSi
rezistenci w¢i plazmatu u mikroorganisin po 24 hodinové inkubaci nez u vzark
exponovanych fimo. V gipac vysSich teplot inkubace tento jev vyHili narustem
populace mikroorganisino cca 2-3fady, tato nova biomasa mohla dle afitodstiiovat
Ucinky aktivnich ¢astic plazmatu. V tomto ffpact bylo poteba k inaktivaci vzonk po
inkubaci delSich expoanich ¢adi nez g inaktivaci vzorkKi exponovanych imo. Nafist
expoztni doby s narstem koncentrace mikroorganignpopsali také Ohkawa a kol. [22].
Pro inaktivaci pouzivali RF doutnavy vyboj v pulemimédu buzeny ve stsi He + Q
(0,06 %) s frekvenci 27,12 MHz a vykonem 670 W. Nagxipad sporBacillus atrophaeus
(subtilis) pottebovali k inaktivaci vzork s koncentrack 2,7.10 CFU expozini ¢as 5 min,
zatimco pro koncentraci 5,4 2® bylo jiz 20 min.

Tyto vysledky jsou v protikladu k mnou prezentovanyysledkim. Nicméré oba auté
pii svych studiich pouzivali vzorky, které byly komteované vzdy jen jednim typem hikn
tzn. jen sporami nebo jen vegetativniminkami. Zatimco v mém ifpad se u vzork 7-
denni kulturyA. niger vyskytuji jak vegetativni hiky tak také spory, které jsou UV a
teplotre odolné.

S ohledem na dosazené vysledkyipad plisreé A. niger, byly vegetativni biikky bakterie
B. subtilisnanesené na pdpiexponovany dinkaim plazmatu generovaném v dusiku jiz jen
pii husto® vykonu 2 W/cmi. DosaZené vysledky byly porovnany s vysledky iivade spor
A. niger(viz obrazek 23).

Vysledkem inaktivace vegetativnich @nB. subtilis je kiivka sloZzend ze dvou fazi
s velmi podobnym pibéhem jako Kivka inaktivace spor plignA. niger. Prvni rychla faze,
pii niz dochazi v obouifpadech k redukci cca 2 log CFU/ml za 10 s, jeiigdha pomalejSi
fazi, kdy dochazi k redukci zbytku mikroorganigrtedy cca 4 log CFU/ml za 80 s kipac
vegetativnich butk B. subtilis resp. 110 s vijppad spor A. niger Kompletni redukce
Zivotaschopnych buwk tedy nastava vifpadt vegetativnich buwk B. subtilis béhem
90 s expozice plazmatem, zatimcofippE spor A. niger je poteba expozini ¢as 120 s.
Ze srovnéni hodndd, aD; je patrné, Ze rozdil v rychlosti mezi rychlej§d@malejsi fazi byl
minimalni. DelSi¢asy potebné k inaktivaci spoA. nigerjsou zcela éekavané. Vysledky
(uvedené déle v kapitole 4.2.2.1), prokézaly digutynikroorganismu 11-30 % podil UV
z&eni na inaktivénim procesu v Nplazmatu. SponA. nigerse vyznauji vysokou odolnosti
vaci UV zéteni, proto Ize celkayocekavat vysSi odolnostiwi inaktivaci v N plazmatu ve
srovnani s vegetativnimi hkami B. subitilis
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Obrazek 23Porovnani dinki: N, plazmatu pro vegetativni bky B. subtilis a spory A. niger,
hustota vykonu 2 W/¢m

K podobnym zawram dosli také ve své praci Heise a kol. [21] grovnani dinka DBD
generovaného v dusiku na spérynigera sporyB. subtilis V pripact sporB. subtilisdosahli
redukce cca 4 log CFU za 10 s, zatiméospejném expoznim ¢ase v pipact sporA. niger
dosahli redukce jen 2 log CFU.

4.2.1.2 Argon

Inaktivactni kiivky spor A. niger zobrazujici zavislost redukce o Zivotaschopnych
burék na hustat vykonu dodavaného do Ar plazmatu a nadelpozice jsou vigdt na
obrazku 24. Obeenlzefici, Ze s ndrstem doby expozice klesagmb Zivotaschopnych bk
cca linears v logaritmickém nafitku, tj. fidi se kinetikou 1fadu. Rychlost inaktivace roste
s nafistem hustoty vykonu dodavaného do plazmatu. Zatipticoustot vykonu 1,2 W/cm
bylo poteba k redukci 5 log CFU expanrii dobu 240 s, ip hustot vykonu 1,8 W/cri resp.
2,4 W/cn? bylo dosaZeno redukce cca 6 log CFU za 120 s #sp. Tomu také odpovidaji
hodnotyD; = 12, 5 a 3 sit@zeno od nejnizSiho vykonu) a hodnby= 52, 30 a 9 s.
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Obrazek 24 Vliv hustoty vykonu a doby expozice na spory Aslhesgniger nanesené na
papiru; Ar plazma.

Z obrazku 24 je patrné, Ze s rostouci hustotou mykdesé péet Usek inaktivani kiivky,
a tedy klesa pet fazi inaktivéaniho procesu diznymi rychlostmi. Zatimco inaktivai
kiivka nan#fena pro nejniz&i hustotu vykonu 1,2 Wrcja tvarena temi linearnimi Gseky,
kiivky odpovidajici inaktivaci s pouZitim hustoty wojku 1,8 a 2,4 W/chjsou tvdeny jiZ jen
dvéma useky. Nicméhv piipad nejvyssi hustoty vykonu jsou rozdily mezi hodndt@n a
D, tak malé, Ze by tento inakti&a proces bylo mozné charakterizovat i jednoduchou
inaktivatni kiivkou s jednou swrnici (viz ¢ervena pimka na obrazku). Ve vSechtipadech
byly ziskany kivky s hodnotamD; < D, a v gipad nejnizsi hustoty vykonu jeSD, < D, ;.
s nafstem doby expozice dochazi ke zpomaleni inadtilre procesu, i kdyZz s ohledem na
malé rozdily mezi hodnotarl; aD; Izefici, Ze toto zpomaleni bylo jen nepatrné. Migghu
rychlé faze byla ve vSechtipadech dosaZena redukce cca 2 log CEbeim prvnich 5-
10 s expozice plazmatem, poté doslo ke zpomalewiepu. Lze tedyipdpokladat, Ze vysoka
rychlost v prvni fazi odpovida inaktivace knna povrchu vzorku, teprve pak byly
inaktivovany buiky pod povrchem, visledku ¢ehoZz dochazelo ke zpomaleni procesu.
V pripact nejnizsi hustoty vykonu byl fibéh treti faze inaktivani kiivky témer konstantni a
béhem 120 s expozice doslo k redukci Zivotaschopriputek jen o cca 0,5 log CFU, tomu
také odpovida hodnotBs; = 4,2 min. Vyrazné zpomaleni bylo pr&pddobr zagic¢inéno
stirtnim v disledku vyskytu vicevrstvych struktur spAr niger na povrchu papiru a také
v dasledku zachyceni spor v porech papiri.této hustat vykonu neni #ejmé koncentrace
aktivnich¢astic Ar plazmatu, podilejicich se na inak&ivien procesu, dostates vysoka, aby
doSlo k odstragni burek branicich v fistupu plazmatu k bikdm ukrytym pod povrchem.
Tento jev byl popsan takeétipsterilizaci v N plazmatu. Porovnanim emisnich spekter,
nanefenych ve vyboji s vy38im a niz§im plazmovym vykondiyly u vysSSiho vykonu
zjisteny vyssi intenzity emisnickar a tedy vySSi koncentrace danyélstic.

Narnist patu linearnich Useakinaktivatni kiivky v dasledku sniZeni hustoty vykonu resp.
proudu ziskali také Morgan a kol. [26]ii Rterilizaci kvasinekSaccharomyces Cerevisae
Mrakia Frigida v DBD vyboji (1-30 kV, 1 kW vykon, frekvence 50 Hmenerovaném
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v argonu nebo kysliku ziskali pro proudy 0,8 a 1 hivdearni Kivku s jednou srrnici,
zatimco pro proud 0,4 mA ziskali inakttvd kiivku sloZzenou ze dvou linearnich Ufek
s odliSnymi snarnicemi. | v jejich gipad byla hodnota B< D,. Tento jev vystlili nizsi
koncentraci argonovych ianta kyslikovych radikdl pti nizSich proudech, coz vedlo
k nedostattnému leptani, a tak se aktividastice plazmatu nedostaly kitkdm pod
povrchem.

Pri sledovani vlivu hustoty vykonu a doby expozicevegetativni biiky B. subtilisbyly
ziskany obdobné zavislosti (obrazek neuveden) jagidpads sporA. niger, tj. namist doby
expozice a hustoty vykonu ved! k fétu inaktiv&nich &inkia DBD. V piipac nejvyssi
pouZivané hustoty vykonu 2.4 W/¢rylo dosaZeno kompletni redukce 4,5 log CRtem
60 s. Za stejnou expdzii dobu bylo pi nizSich hustotach vykonu dosazeno redukce jen
1,5 log CFU (1,8 W/cr) resp. 0,5 log CFU (1,2 W/chn

Vysledky ziskané ip pouZiti nejvyssi hustoty vykonu 2,4 W/€mro vegetativni bitky
B. subtilisa sporyA. nigerjsou porovnany na obrazku 25. V obatippdech byly ziskany
inaktivacni  kiivky se dwma uUseky s velmi podobnym tgi€hem. Hodnoty D; obou
mikroorganisni jsou téndi totoZné. Hodnot®; je v piipack B. subtilis3 x vySSi nez hodnota
ziskana prd\. niger Tomu také odpovida vysledna rychlejSi inaktivegerA. nigeri piesto,
Ze jejich pa@ateeni koncentrace byla cca 10x vySSi nez u vioB subtilis Kompletni
redukce této plisht.j. cca 6 log CFU byla dosazenghbm 40 s expozice plazmatem, zatimco
pro kompletni redukdB. subtilisbylo poteba expozini ¢as 60 s. Na druhou stranti pouZziti
dusiku jako pracovniho plynu byly ziskany opa vysledky (viz obrazek 23),tj. redukce
vegetativnich bukk B. subtilisprobshla rychleji nez redukce spér. niger Prav&podobr
tedy @i sterilizaci v Ar plazmatu ffevladaji jiné mechanismy nez y flazmatu. Pomoci
OES, viz 4.1.1.1, byla detekovan&tpmnost O a OH radikal Relativni intenzita p&sOH
radikalu byla cca 7 x vySSi v argonu nez v duslke tedy pedpokladat vysSi podiéthto
reaktivnich slotenin kysliku na inaktivaci ve srovnani z dusikem.
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Obrazek 25Porovnani dinkiz Ar plazmatu pro vegetativni bky B. subtilis a spory A. niger,
hustota vykonu 2,4 W/ém
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Podobné vysledky prezentovali také Heise a kol} pZilsrovnani dinka DBD (frekvence
20-50 kHz, hustota vykonu 7 W/éngenerovaném v argonu na spoky niger a spory
B. subtilis V piipadt spor B. subtilis dosahli redukce cca 4 log CFU za 5s, zatimio p
stejném expoznim case dosahli vifpack spor A. niger redukce 5log CFU (g@ateni
koncentrace obou mikroorganigrbyla cca 16). Stejr¥ jako ja pouZivali jak Ar tak i Na
shodrg s mymi vysledky dosahli lepsi inaktivaci ¥padct Ar plazmatu. Dle autdrto bylo
pravdépodobré dilem pisobeni vakuového UV #éni v oblasti 126 nm emitovaného
excimernimi molekulami Ar. Ktomuto zaw¥ru dosli na zékladl vysledki OES, kde
detekovali ArO* excimer na vinové délce 308 nm \ajici pi interakci Ar plazmatu
s netistotami  kysliku. Bispivek Ar, excimeru kinaktivaci v plazmatu generovaném v
argonu popsali také Ehlbeck a kol. [23] (plazma3ét12 MHz, 10 W).

4.2.1.3 Inaktivace spor B. subtilis

Jak jiz bylo zmigno v Gvodu této kapitoly, vegetativnitky B. subtilisbyly nahrazeny
sporami této bakterie. Spory se na rozdil od veigeiah burgk vyznauji vysSi odolnosti
vaci ne@iznivym podminkam. Jsou schopny odolavat teplot2t °C po dobu 30 min [90],
zatimco teplotni maximum vegetativnich Bkne 53 °C [87]. Spory rodBacillus jsou
v zavislosti na druhu schopné odolovat cca 10-10938§im davkam UV Zani nez jejich
odpovidajici vegetativni iy [93].

SporyB. subtilisnanesené na papirovéem robiyly exponovany Ar plazmatem s hustotou
vykonu 2,4 W/cm a N, plazmatem s hustotou vykonu 2 WftnTyto podminky byly na
zaklad vysledki dosazenych ip sterilizaci spor plise A. niger a vegetativnich buik
B. subtilis vyhodnoceny jako nefinn¢jSi. Na obrdzku 26 jsou zobrazeny riemé
inaktivatni kiivky spor B. subtilis pro srovnani jsou zde také uvedeny inakiivekiivky
vegetativnich butk.
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Obrazek 26Porovnani citlivosti spor a vegetativnich lalarB. subtilis k sterilizenim
Ucinkizm DBD generovaného v Ar nebe. N

77



Vysledkem inaktivace spdB. subtilisbyly jak v argonu tak také v dusikiiwky slozené
ze i linearnich Usek kdy hodnotyD; < D, > Ds. A tedy prvni rychla faze,rpkteré doslo
k inaktivaci cca 1log CFUdnem 30 s expozice plazmatem, byla ¥igsina pomalou fazi
s témér konstantim prbéhem Kivky. V této fazi byl zredukovan et Zivotaschopnych
mikroorganisni o pouhych 0,5 log v argonu resp. 0,2 log v dudikbem 150 s expozice
plazmatem. Poté nasledovaléett faze, rychlost inaktivace v této fazi procesulab
srovnatelna s rychlosti prvni faze, iigact argonu byla dokonce vySSi¢lBem 60 s expozice
plazmatem byla dosaZena redukce 5 log CFUipapt argonu resp. 2 log CFU \ipact
dusiku. Celkova redukce spBr subtilisbyla tedy v pipac argonu 7,2 log CFUipexpozici
240 s a cca 3 log CFUigexpozici 270 s.

Inaktivatni kiivky namegiené v dusiku a argonu maji velmi podobny trencaka tvelmi
blizké hodnotyD; a Ds. Markantni rozdil byl zaznamenan pouzeiipad D, hodnoty,
charakterizujici rychlost procesu v pomalé fazi.tidao p@i inaktivaci v argonu byla
nantfena hodnotd, = 4,6 min, pro dusik byl®, = 16,9 min. Lze tedy fpdpokladat, Ze
vysoka rychlost v prvni fazi odpovidala inaktivdm&®k na povrchu vzorku, teprve pak byly
inaktivovany buky pod povrchem, visledku ¢ehoZz dochazelo ke zpomaleni procesu.
Jakmile byly z povrchu odstramy buiky zamezujici fistup aktivnich slozek plazmatu
k biomase pod povrchem, doSlogbg nafistu rychlosti. Vyrazné zpomaleni vipads dusiku
naznguje, Zze eroze bwk z povrchu probihala praypdodobré mnohem dingji v argonu diky
vysoce energetickym argonovym iént. Ve spektrech argonu (viz kapitola 4.1.1.1) kawic
detekovan OH systém a atomarni kyslik, které maditg ispivat k leptani a erozi btk z
povrchu. OH systém byl detekovan takérippd vyboje v dusiku, ale jeho intenzita byla cca
7 x niz8i, mimoto byl ve spektrech dusiku detekoM&y systém. NizsSi &inky dusiku mohly
byt také zfsobeny niZSi hustotou pouZzitého vykonu a tedy rk@étcentraci aktivnichiastic
v plazmatu podilejicich se na inaktivaci. AvSak grovnani dinka Ar a N, plazmatu p
stejné hustat vykonu 1,2 W/crl na spory plisé A. niger, viz Tabulka 7, je i zde patrna
vyrazre vysSSi @innost Ar plazmatu.

Porovnanim vysledk dosaZzenych ip sterilizaci vegetativnich b#k a spor bakterie
B. subtilis je patrné, Ze spory vykazovaly vyrézmySSi odolnost &i uc¢inkaim DBD.
Zatimco pro uplnou redukci vegetativnich Bkintj. cca 5log CFU viflpact argonu resp.
6 log CFU v pipadt dusiku, bylo pdeba expozini ¢asy 60 sresp. 90s, pro dosazeni
stejného stuphredukce bylo v fipact spor vystavenychdinkim Ar plazmatu pdeba cca
3,5 x vySSi expozhi c¢as. V gipad spor exponovanych Nplazmatem bylo ve srovnani
s vegetativnimi biikami poteba 3x delSi expaaii ¢as pro dosazeni polaviiho stups
redukce, tj. 3 log CFU. Porovnani vyslédkamétenych pro vegetativni iy a spory nize
byt do jisté miry zkresleno rozdilnymi giteEnimi koncentracemi vzotk které jsou 1-3 log
CFU. Jak bylo popsano vysSe (kapitola 4.2.1.1), load hustota mikroorganisinmaze
vyrazreé ovliviiovat pabéh a rychlost inaktivace. fP uvoliovani spor byly pro zvySeni
Gcinnosti uvohovani bugk do roztoku B vyhodnocovani vzork navic do fyziologického
roztoku gridany sklegné kulicky (viz vyswtleni v kapitole 0).

VySSi rezistivitu spoB. subtilisve srovnani s vegetativnimi itkami prezentovali takeé
Gadri a kol. [20]. B inaktivaci v RF vyboji generovaném na vzduchudatdspro vegetativni
buitky na skle redukce 3log CFUstlem 60 s (pvodni koncentrace f0CFU), zatimco
v piipadt bakterialnich spor na papirovém rosdosahli redukce 4 log CFU ifpodni
koncentrace 10CFU) bshem 2,4 min expozice plazmatem. Shodmymi vysledky, i tito
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autai zaznamenali vyrazny rozdil hodnbt odpovidajicich ,pomalé fazi“. Pro spory uvedli
hodnotuD; = 5,5min a pro vegetativni bky D; = 13 s. HodnotyD, charakterizujici
.rychlejsi fazi“ byly pro ol formy bakterie tér¥ totozné, v pipadt spor byloD, =13 s a
v piipadt vegetativnich butk D, = 10 s. Stej& jako v mém fipack, budou i v pipadt této
studie uvedené rozdily mezi jednotlivymi formaminki ovlivnény riznymi paatenimi
koncentracemi a odliSnymi materidly, na nichZ bilyiky naneseny. Rozdilnou citlivost
vegetativnich bukk a spor bakteri€&seobacillus stearothermophilugsod Bacillus) popsali
také Scholtz a kol. [49]. iP sterilizaci pomoci negativniho DC koronového vigho
generovaného na vzduchu (hrot-rovina, dmo 10 kV, proud do 0,5 mA) zjistili, ze
inaktivatni (inek byl na spory cca 2-4 x niZSi nez na vegetatnky.

4.2.1.4 Porovnani winka Arvs. N plazma

V predchozich kapitolach byly diskutovany ailvysledky vlivu hustoty vykonu a doby
expozice pi sterilizaci pomoci DBD vyboje generovaného v &usa argonu. Tyto vysledky
jsou geehledrt shrnuty v tabulce 7. Vzhledem k tomu, ZSina experimeritbyla provadna
prevazre se sporami plisnA. niger, jsou prezentovanyipvSech pouzitych hustotach vykonu
pouze vysledky nagiiené pro tento modelovy mikroorganismus. tippcE 7-denni kultury
A. niger, vegetativnich butk a sporB. subtilis jsou pro srovnani uvedeny jen vysledky
ziskané p nejvysSich hustotdch vykonugipichZ byla se sporamh. niger nejrychleji
dosazena kompletni redukce Zivotaschopnyckhun

Hustota vykonu Ar/N, Argon Dusik
[W/cm?] D, D, Ds Redukce | D, D, Ds Redukce
[s] [s] [s] log CFU [s] [s] [s] log CFU

A.niger,s. —1,2/1,2 12 52 252 3,8/120 1p 768 1,9412
A.niger,s. — 1,8/1,4 5 30 - 5,8/120 s 6 186 60 4,5/120 s

A.niger,s. — 2,4/2 3 9 - 5,8/40 s 5 31 - 5,8/120 s
A.niger, 7d—2,4/2 - - - - 54 2 - 8,8/60 s
B.subtilisy.b. — 2,4/2 4 27 - 4,5/60 s 7 19 - 5,9/90|s
B.subtiliss. — 2,4/2 21 276 11 1,73/120|s 20 1014 B0 1,14120

Tabulka 7 Srovnani vysledksterilizace v Ar a N plazmatu. D — decimalni hodnot&aé
potebny ke snizeni pu pivodni populace mikroorganigsimo 90 %, tj. o 1log CFU); s -
spory, 7d. — 7 denni kultura, v.b. — vegetativnikyu

Pro oba plyny plati, Ze s ridgstem hustoty vykonu roste rychlost inaktivace,éesi také
klesd pe@et linearnich Usek inaktivatni kiivky s riznymi snérnicemi resp. hodnotan.
Zatimco i hustotach vykonu 1,2 W/chje inaktivaini proces charakterizovarfikkou se
ttemi Useky (v fipadt dusiku jsou popsany jen dva, alé goostaténé dlouhych expozinich
casech, Ize &ekavat vyskytietiho Useku), vifpads nejvyssi hustoty vykonu 2 W/chmesp.
2,4 Wicnijsou to jiz jen dva Useky. Je tedy patrné, Ze ilpze rychlostech mezi
jednotlivymi fazemi se snizuji. Zatimco vipadct nizSich hustot vykonu byl po dité doke
dosaZen tzv. stav saturace (viz kapitola 4.2.lhayakterizovany velmi vysokymi hodnotami
D, pii vysSich hustotach vykonu byl tento jev #mulovy, @icemz v argonu se stav saturace
projevil v mensi nie. Popsany jev je déb patrny na hodnotadb, ziskanych fi inaktivaci
v dusiku, viz tabulka 7.
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Jak jiz bylo zmigno v pedchozich kapitolach, ngst rychlosti inaktivace s nastem
hustoty vykonu je dan vy3Si koncentraci aktivnidstic v plazmatu podilejicich se na
inaktivaci, coz bylo mozno pozorovat na zvySeneizit spektralnicltar a pas pri OES.
VySe popsany satutai jev, ktery je provazen vyraznym zpomalenim inalde a ktery byl
pozorovan gevazri v dusiku, naznalje, Ze eroze bwk z povrchu probiha pragdodobr
mnohem dingji v argonu diky vysoce energetickym argonovymiomt K erozi mohou navic
také fispivat radikaly OH a O detekované ve spektrechrarg

Porovnanim vysledkdosaZzenych pré. nigerv argonu a dusikurpstejné hustatvykonu
1,2 W/cn? je patrné, Ze rychlejsi inaktivace byla dosaZersrgonu, kde bylo dhem
120 s expozice plazmatem sniZedgiczivotaschopnych bk o cca 4 log CFU. Oproti tomu
v dusiku bylo pi stejném expoznim ¢ase dosazeno redukce Zivotaschopnycheloyen o
2 log CFU. Zajimavé je porovnani vyslédkiskanych f inaktivaci vegetativnich bk a
spor obou sledovanych mikroorganismPi expozici vzorki N, plazmatem projevovaly
nejvyssi citlivost wuci sterilizatnim &inkam vzorky 7-denni kulturyA. niger, dale klesala
citlivost v paadi vegetativni hiky B. subtilis spory A. niger a sporyB. subtilis viz
tabulka 7. B expozici Ar plazmatem naopak projevovaly vySdiivast spory A. niger
Vv porovnani s vegetativnimi fkami B. subtilis NejvySSi rezistivitu i v tomto fijpack
vykazovaly bakterialni spory,figemz citlivost modelovych vzotkvaci UV zareni klesé
v poradi vegetativni hiky B. subtilis sporyB. subtilisa sporyA. niger[93; 94]. Citlivost
vegetativnich butk A. niger se mi bohuZel nepotib najit v dostupné literate. VysSi
citlivost vegetativnich bugk B. subtilisvaci a¢inkaim N, plazmatu v porovnani s citlivosti
SporA. niger, a op&ny trend v argonu nazdaji, vyznamejsi podil UV zdeni na inaktivaci
v dusiku, zatimco vifpadt argonu seiejmeé uplatuji také jiné mechanismy. Toto je zcela ve
shod s vysledky OES, kdy ve spektrech dusiku byl v sibleinovych délek (220-290) nm
identifikovan NQ molekulovy systém, zatimco ve spektrech argonwlivk UV zateni
v celém rozsahu po3Skozuje molekuly DNA, niché@ejefektivigjSi je z&eni UVC (200-280
nm), které je cca 300 xciingjSi nez UVB (280-315 nm) resp. UVA (315-400 nm)][93
V pripact sporB. subtilistyto vysledky odpovidaji také vysleiitk dosazenym ip oddlené
studii vlivu UV pii inaktivaci v N, a Ar plazmatu (viz kapitoly 4.2.2.1 a 4.2.2.2.)pNpads
dusiku byl zji&n cca 30 % podil UV Zéni na inaktivaci a v argonu pak cca 15 %. Naopak
pro sporyA. niger byl zjiStn nepatra nizSi gispivek UV z&eni @i sterilizaci v prostedi
dusiku, a to 10 % v porovnani s argonem, kidepgpvek ¢inil 15%.

Pravd@&podobré se tedy na inaktivaci musely podilet i systémyntdikkované v oblasti
UVA a UVB, tj. OH radikdly a druhy pozitivni systédusiku, & jiz pfimo, ¢i negimo [i
fotoindukovanych chemickych reakcich vzniku hapzonu, peroxidu, fipadré jinych
volnych radikab.

Rozdily v citlivosti B. subtilis a A. niger vaéi sterilizatnim &inkam plazmatu
generovaného v argonu a dusiku popsali také Heisé[@1]. Fi expozici spoB. subtilisN,
plazmatu dosahli lepSicktiaka ve srovnani é. niger, v piipad Ar tomu bylo naopak. Jako
dominantni mechanismusi pnaktivaci v N> plazmatu uvedli UV z&@ni z NQ molekulového
pasu. V pipact argonu pak vakuové UV #ni v oblasti 126 nm emitované excimernimi
molekulami Ap. Jako dal§i mechanismus zmji pisobeni reaktivnich¢astic. Jejich
vysledky inaktivace jsou velmi podobné mym vysiheak s tim rozdilem, Ze v méntipact
byly rozdily v citlivosti B. subtilis detekovany v fipadt vegetativnich butk, zatimco
bakterialni spory vykazovaly v obou plynech ve s@vi s ostatnimi vzorky nejvyssSi
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odolnost. Zejm¢ tedy hustota vykonu UV #éni byla vyrazaé nizSi a pevladaly jiné
mechanismy. Nap Morgan a kol. [26] na z&kl&dsvych vysledk pii inaktivaci kvasinek
pomoci DBD (1-30 kV, 1kW vykon, frekvence 50 Hz)ngeovaného v argonu vyhodnotili
jako dominantni mechanismus akumulaci naboje narchov burtk v disledku dopadu
nabitych¢astic. Jako dalSi mechanismus uvedli leptani anggnoionty. Na rozdil od této
skupiny vysledky mé studie neprokézaly poSkozemiébw disledku akumulace néboje.
Pomoci SEM analyzy byly detekovany jen drobné mogdické zneény povrchu (nerovnosti,
vypoukliny, viz kapitola 4.2.2.2), inaktivai prispsvek leptani povrchu.

4.2.1.5 Porovnani winka Ar plazmatu na fizné druhy mikroorganisni

Predchozi vysledky prokézaly vysoké germicidginiy plazmatu generovaného v argonu
bez ohledu na pouzity mikroorganismus a jeho foriejvysSi germicidni &inky argonu
v porovnani s dusikem byly dosazeny jakiNpadt gram pozitivni bakterid3. subtilis tak
také plisg A. niger V obou gipadech byly dinkim vystaveny jak vegetativni bky, tak
také klidové formy dchto mikroorganisri, tzv. spory. Tyto podminky byly tedy dale
verifikovany pouzitim gram negativni bakterie. coli. Vysledné inaktivéni kiivky
jednotlivych mikroorganistin jsou shrnuty na obrazku 27. Na obrazku 28 na koo
kapitoly jsou navic zobrazeny vysledky kutlivacérjetlivych mikroorganisrin.

m  Escherichia coli

. o Bacillus subtilis, spory
8 ¢ Bacillus subtilis, v.b.
1 Aspergillus niger
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Obrazek 27 Steriliza’ni &inky DBD buzeného v argonu s hustotou vykonu 2cfritWa
ruzné druhy mikroorganisin

Z obrazku je patrné, Ze citlivost vegetativnich dumesp. spor mikroorganisimvigdi
acinkam DBD v prostedi argonu klesé v padi: sporyA. niger, vegetativni bisky B. subtilis
vegetativni biiky E. coli a sporyB. subtilis Umgrné odolnosti jednotlivych mikroorganisim
dochazi k prodlouzeni doby expozice ipbné k dosazeni kompletni redukce ¢tpo
Zivotaschopnych mikroorganism a tedy klesa rychlost inaktivace. Zatimco fippd
nejciltivéjSich spor A.niger byla dosaZzena kompletni redukce ¢oo Zivotaschopnych
mikroorganisni, tj. 6,5-7,5 log CFU, po 40 s expozice plazmategmiipac nejodolrjSich
spor B. subtilis bylo poteba pro dosazeni stejnéhoginku az 5 x delSi expaoaii doby.
Pti porovnani vegetativnich btk a sporB. subtilisje patrne, Ze spory jsou vyrazodolrgjsi.
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Pro jejich kompletni inaktivaci bylo p@ba 4 x delSich expdaiich ¢adi nez pro inaktivaci
jim odpovidajicih vegetativnich békn AvSak tento pomr muZze byt zkreslen odliSnymi
pocateEnimi koncentracemi.

Vysoké germicidni &inky argonového plazmatu jsou s velkou prgpatobnosti
vysledkem fisobeni aktivnicltastic plazmatu, konkré&nOH radikah, atomarniho O a Ar
ionta. Jistym podilem fispivalo pak UVB (OH systém) a UVA (druhy pozitiveystém
dusiku) z&eni a teplota (viz kapitola 4.2.2.2). Tomu také addaji vysledky inaktivace
jednotlivych mikroorganisrin

UV citlivost vegetativhich bufk mikroorganisnd a jim odpovidajicich spor klesa
v pafadi: sporyA. niger, spory B. subtilis vegetativni biikky E. coli a vegetativni biiky
B. subtilis[93; 94; 95]. So&asrt citlivost vici vysoke teplat klesa v péadi sporyB. subtilis
spory A. niger, vegetativni biikky B. subtilisa E. coli [85; 86; 89; 90]. Je tedy patrné, Ze
zatimco vysoce UV odolné a tepldtndolné sporyA. nigervykazuji nejvyssi citlivost &i
argonovému plazmatu,fipinaktivaci musi pevladat jiné mechanismy nez teplota a UV
z&eni. SporyA. niger se obect vyzna&uji citlivosti vi¢i oxidaénim ¢inidlam [96], cozZ by
mohlo vyswétlovat jejich zvySenou citlivost kdainkam argonového plazmatu. Obdabioy se
dalo usuzovat z vysledkdosazenych pro vegetativniitiy E. coli, které jsou uc¢i UV zéreni
a teplok relativre citlivé.

Rozdily v citlivosti vegetativnich bék E. coli a sporB. subtilis via¢i germicidnim
Gcinkam argonového plazmatu prezentovali také Brandenlaurgpl. [35] g sterilizaci
pomoci APPJ (27,12 MHz, 10-60 W). Yipact E. coli dosahli kompletni redukce vitalnich
burék (4 log CFU) hem 120 s expozice Ar plazmatem, pro dosazeni ysejitinka
v piipadt spor B. subtilis pottebovali cca 3 x delSi expdémni ¢asy. Jako inaktivani
mechanismy f,sobici v argonovém plazmatu uvedliispbeni excitovanych reaktivnich
¢astic, UV zé&eni a teplotu. Ze stejné skupiny Ehlbeck [23] i€ jdoplnil tyto mechanismy
o VUV z&eni z emise excimernich molekul Ar

VySSi citlivost sporA. niger vici Ucinkam argonového plazmatu v porovnani se sporami
B. subtilis popsali také Heise a kol. [21]. Adtogermicidni &inky DBD generovaného
v argonu vysutlili pasobenim VUV z#eni, konkréta Ar, excimeru (126 nm). Jako dal$i
mechanismus ysobici i inaktivaci pak zminili reaktivngastice. Na druhou stranu ti sami
autai pri pouziti dusiku jako procesniho plynu zaznamewmgdSi citlivost spoB. subtilis
vadi steriliza&nim &inkam plazmatu v porovnani se sporafiniger, coz je zcela ogay
vysledek nez byl zaznamenan v métipad, viz kapitola 4.2.1.1.

Je tedy patrné, Ze porovnani vysledgk jinymi autory je obtizné. Mimo elektrické
charakteristiky a usgadani vyboje, rize vysledky vyrazh ovlivnit také Cistota plyri a
vyrazné rozdily mohou byt také dle pouzitého kmganotlivych druli mikroorganisn,
neba’ i ty se liSi citlivosti w¢i ne@iznivym vilivam. Nag. Muranyi a kol. [96] i zhodnoceni
vlivu vihkosti v syntetickém vzduchu na sterilizaspor B. subtilis pomoci CDBD, zjistili
pokles @inkt s nafistem vlhkosti. Tyto vysledky jsou zcela v protiklak vysledkim
popsanych jinymi skupinami. Autiotento rozdil vysitlili pouzitim kmeneB. subtilis ktery
se vyznauje vysokou odolnostit¢i oxidaci.

Obecr Ize fici, Ze spory jsou Wi ucinkam plazmatu odokjSi nez jim odpovidajici
vegetativni formy. Konkrétni rozdily pak navic zdvi na zvoleném kmeni. Tomu také
odpovidaji vysledky prezentované haadri a kol [20]. R sterilizaci s vyuZzitim APGD
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(7 kHz, 8.5 — 11 kV) v pro&di vzduchu pdebovali cca 2,4 x delSi expdni ¢asy v gipadc
spor B. subtilis nez jim odpovidajicich vegetativnich kn S ohledem na fakt, Ze
porovnavané hiky byly naneseny naiznych nositich, skutény rozdil bude pravipodobrg

0 reco nizsi. ShodhScholz a kol. [49] P sterilizaci bakterigseobacillus stearothermophilus
pomoci negativniho DC koronového vyboje generovamehvzduchu (hrot-rovina, népdo

10 kV, proud do 0,5 mA) zjistili, Ze inaktivai inek byl na spory cca 2-4 x nizSi nez na
vegetativni biky.

Obréazek 28Vysledky kultivace po opracovani Ar plazmatem $obmis vykonu 2,4 W/cin
A/ Aspergillus niger, expaxii casy 0, 20 a 40 s

B/ Bacillus subtilis, expoani casy 0, 120 a 240 s

C/ Escherichia coli, expaaii casy 0, 120 a 210 s
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4.2.1.6 Vliv nosného média

Vysledek inaktivace iize byt vyznamé ovlivnén materidlem nose. Jeiteba si ugdomit,
Ze se jednotlivé druhy materialiSi svymi vliastnostmi, a tim padem na& pisobi plazma
odliSnym zmisobem. Materidly, jako jsou papir nebo textili&tSinou disponujiclenitym
nepravidelnym povrchem a pérovitou strukturou. Miaganismy tak mohou ustavat
zachyceny v nerovnostech na povrchu nebo v péreciti umaterialu, a tak byt chréany pred
inaktivatnimi inky plazmatu. Moisan a spol. [69] ziiji ve své pehledové publikaci jako
jednu z hlavnich nevyhod plazmové sterilizace wiktualni ,tlou¥ky“ inaktivovanych
mikroorganisni a fakt, Ze jakykoliv material ipkryvajici mikroorganismy, detr¢ obali,
zpomaluje tento proces. Na druhou stranurnpplymerni materialy disponuji, ve srovnani
s predchozimi, hladkym celistvym povrchem, ktery neptsje mikroorganistam zZadnou
ochranu ped &inky plazmatu. Z tohotiodu byl studovan vliv materidlu nésina celkovou
inaktivaci v DBD. Ri experimentech byl pouZzit papir Whatman 1 a PHie f@ba materialy
byly vzdy paraleld vystaveny ginkim DBD. Testy byly provaghy v argonu s pouzitim spor
A. nigera vegetativnich buk B. subtilis

Vysledky inaktivace vegetativnich bilnB. subtilisna papirovych a PET né&h jsou
zobrazeny na obrazku 29.
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Obrazek 29 Vliv materialu nosie na pribeh inaktivace vegetativnich beka B. subtilis, Ar
plazma.

Z porovnani kivek jednotlivych materidl opracovanych ip stejné hustat vykonu je na
prvni pohled patrny velmi podobnyiih kiivek, v piipact nizsi hustoty vykonu je trend
obou Kivek ténti identicky. Tomu také odpovidaji velmi malé rozdilyodnot D
charakterizujicich jednotlivé faze procesu. Oledme fici, Ze vysledna koncentrace
Zivotaschopnych buik je v pripact papirovych nosii nizSi nez v fipadt PET. Ri pouziti
hustoty vykonu 2,6 W/cthbylo na papiru dosaZeno UpIné redukcétpdivotaschopnych
mikroorganisni, tj. 4,5 log CFU, Bhem 60 s expozice.iiPstejné expozini dok& bylo na
PET nosti snizen poéet vitdlnich mikroorganisinh jen na 4 log CFU. Vifpadc hustoty
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vykonu 1,8 W/cr byl bshem 90 s sniZen pet Zivotaschopnych mikroorganigéma 2,5.16
CFU/ml v pgipads papiru resp. 2,9.20CFU/mI v gipadt PET. Podobné vysledky byly
ziskany také vippact spor A. niger Tyto vysledky jsou zcela v rozporu gekavanymi
vysledky odhadovanymi na zakladozdii ve struktie materidlu, a také s vysledky
prezentovanymi jinymi autory (viz dale), avSakghjpivod lze jednoduSe vysilit.

Pri srovnani dosaZzeného stépredukce pro nizsi vykon, tj. 1,8 W/éne patrné, Ze pro
oba materialy bylo dosazeno stejné redukce ccay ZBU. Takeé, jak jiz bylo zmémo,
prabéhy obou kivek a hodnotyD jsou tém&i identické. Jediny rozdil je v pateni
koncentraci mikroorganisinna povrchu vzork, a to i gfestoZe v oboufjfpadech byla pro
piipravu pouZita stejnd suspenze s koncentrad0’5CFU/mI. Nicmég koncentrace
vyhodnocena kultivaci z refer&@ich vzorki obou materidl, tj. vzorki, které byly vystaveny
v8em postufm kroms plazmové sterilizace, byla cca*lOFU/mI. Rozdil mezi materialy byl
pak cca 0,5log CFU/ml. Vifpadt spor plisd A. niger byl rozdil koncentraci bwk na
materialech cca 1 log CFU/ml. Je tedgjmé, Ze v pibéhu manipulace se vzorkygd a po
plazmovém opracovani doslo k jistym Ghytk koncentrace. Ty mohou bytigmbeny nap
v dusledku suSeni vzoikpied expozici, v fipac PET dochazeloipaplikaci suspenze také
v disledku hladkého nesmi@ého povrchu ke stékani kapaliny z povrchu. Av$egvyssSi
ztraty jsou pravébodobr pii procesu vymyvani buik z nosét po expozici plazmatem &p
do fyziologického roztoku. #° tomto procesu se nejvice projevila rozdilna gtk obou
materiati. V piipadt papiru mohly #stat buiky zachyceny ¥lenité struktiie papiru a ani
dlouhodobé vyepavani nevedlo k jejich kompletnimu vyplaveni goidlogického roztoku,
z toho pak plyne rozdil v koncentracich reféréoh vzorki. Naopak hladky celistvy povrch
neposkytuje mikroorganisim Zadnou ochranu a jejich vymyti do fyziologickébatoku by
tedy nemglo nic branit. Popsané rozdily mezi vzorky mikroamgsmi, konkrét@ spor
A. niger, nanesenych na PET a papiru jsourdatiditelné na SEM snimcich na obrazku 30

b o o r

Obrazek 30SEM snimky spor vzatlA. niger na: A/ papiru, B/ na PET.

Papir Whatman 1 ma vyrobcem definovanou velikostipmi mohou prochazetastice
do piiméru 11um [92]. Rozn®ry bakterialni biiky B. subtilisjsou 2-3 x 0,7-0,&m (délka x
Sitka) [97] a roznéry sporyA. nigerjsou 3,5-5 um (@imer) [85]. Tyto rozmnery jsou vyrazs
mensi nez pory papiru aitky se mohou dostavat déchto por, kde pakistavaji zachyceny.
Ackoliv se tedy papir na zakladrysledki kultivace jevi jako sterilni, 1zetpdpokladat, Ze
v porech mohou byt jeStstale gpitomny vitalni buiky. Pokud se pro opracovani nezvoli
dostatén¢ dlouhé expozini ¢asy a hustoty vykonu, |zergdpokladat, Ze v pérechistanou
Zivotaschopné mikrobialni kly. Na zaklad téchto vysledk byl nasledd upraven postup
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uvolovani bugk z pevnych nosii do fyziologického roztoku. Ke vzolkn byly gidany
sklerené kulicky, které napomahaly vymyvani bikndo fyziologického roztoku, a tak doSlo
ke zvySeni vyiZzku tohoto procesu.

Vysledky inaktivace v fipadt PET folie, mohly byt také ovliwmy postupem nanésSeni
suspenze buk na povrch PET folie. Vzhledem k hladkému nes&ir@mu povrchu folie bylo
velmi obtizné bodovym nanaSenim kapek suspenzd&reanganismy docilit rovnostného
rozmis€ni mikroorganism na povrchu nose. Ri aplikaci dochazelo ke shlukovani kapek
suspenze s llkami mikroorganismu, a tak pragbdobrt vznikaly na povrchu vicevrstvé
struktury bugk, které vzajemnymigkryvem odstiovaly &inky plazmatu a ve vysledku pak
zpomalovaly piibéh inaktivace. Zatimco tedy hky na povrchu papiru byly pragpodobr
chrarény pred &inky plazmatu strukturou materialu, vipact PET byly buiky stirgny diky
vicevrstvym shlukm burék na povrchu folie, ve vysledku tedy bylo nutnégbeni stejnych
mechanismi  k inaktivaci, coz by vysitlovalo podobnost inaktiv@ich Kivek
mikroorganisni na obou materialech.

Vliv materialu nosie na piéib¢h inaktivace popsali také niagsadri a kol. [20]. Na rozdil
od mych vysledi zjistili vyrazny vliv nosného média na rychlostktivace. B expozici
E. coli nanesené na polypropylenu (PP), skle a aga&mkim RF doutnavého vyboje
(OAUGDP, 7 kHz, 8.5 — 11 kV) ve vzduchu, n&iti narast hodnotD. Nejrychleji prokhla
inaktivace na PP = 6 s), nasledovana inaktivaci na skl € 33 s) a agaruDj = 70 s).
Dle autofi mohly dosazenyad redukce ovlivnit chemické podminky iilty na daném
povrchu, jeji orientace a mira expozice povrchura¥gy vliv materialu noge na pib¢h
inaktivace popsali také Yun a kol. [34]fiPsterilizaci v RF vyboji generovaném v heliu
(13,56 MHz, 75-150 W) na#ili pro bakterii Listeria monocytogenesianesené na
jednorazové nadoby na jidlo pokles hodn&tyresp. néist rychlosti inaktivace v gadi
materiati papir, alobal a polystyren. Tato skupina v pramdsa kol. [4] dale prezentovalé p
pouziti identického zZézeni také sterilizaci potravin a vliv typu potmayi na vysledek
inaktivace. Shodns pedchozimi vysledky ziskali lepSi vysledky pro sstery disponoval
hladkym povrchemd = 17,27 s), neZ pro Sunku s hrubym povrchBrs 63,67 s).

4.2.2 Studium dil¢ich inaktivaénich mechanisni uplatiiujicich se (¥i sterilizaci v DBD

Kombinaci vysledik OES a vysledk dosazenych ip sterilizaci v N a Ar plazmatu a
porovnanim zasru s literaturou Ize fiblizné odhadnout mechanismyigobici @i inaktivaci,
avSak tyto zasry je nutno verifikovat. Z tohotovodu byl vyhodnocenifspsvek jednotlivych
mechanism (teplota, UV, reaktivnéastice) fisobicich v Ar a i plazmatu odder¢. Studie
byla provedena na sporaéh niger a B. subtilis Zatimco sporyA. niger vykazuji vySSi
odolnost w¢i ucinkam UV z&eni, sporyB. subtilisse naopak vyzrtaji vyssi odolnostniti
vysokym teplotam. Vzorky mikroorganismbyly exponovany plazmatemtipnejvysSich
hustotach vykonu, tj. 2 W/chv dusiku resp. 2,4 W/chw argonu. Podilu UV #éni na
inaktivaci byl méfen @imo ve vyboji s vyuzitim kemenného skika. To odstinilo vliv
reaktivnich ¢astic, avSak i daném uspi@dani experimentu nebylo mozno vyduvliv
teploty. Teplotni podil na inaktivaci byl studovarermostatu (inkubatoru), dle teplotniho
profilu nantfeného v N plazmatu, u &hoz byl nansten vyssi ndrst teploty (10 °C/30 s), viz
kapitola 4.1.2. PoSkozeni btkn pisobenim nabitycltéstic, byl sledovdn pomoci EREM,
avSak jen u vzork opracovanych v Ar plazmatu, kde je pr&wddobnost tohoto procesu
vyrazre vySSi. Dle teorie prezentované Laroussi a spd] jg velikost nabijeciho potencialu
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zavisla na porru zastoupeni ioita elektror, plyny s vySSi atomovou hmotnosti tedy vedou
k vy$8im elektrostatickym silam.

4.2.2.1 Dusik

Vysledky studie dflich mechanistin pii sterilizaci v N plazmatu s vyuzitim spak. niger
jsou shrnuty na obrazku 31.
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Obrazek 31Porovnani sterilizani ieinnosti teploty, UV z&ni a N - plazmatu pi sterilizaci

spor plis@ A. niger.

Na prvni pohled je zcela evidentni, Ze nejvys8nék byl dosazen ip piimé expozici
plazmatem, kdy byly vzorky vystaveny spsiiému vlivu vSech mechanisintj. teplog, UV
z&eni a reaktivnim¢asticim. Bhem 120 s expozice plazmatem bylo dosazeno konipletn
redukce 6,5log CFU, zatimco Yipact paralel@ opracovanych vzofk prekrytych
kiemennym skiikem, byla dosaZzena redukce pouhych 0,7 log CFUy xlemennému
sklicku byl odstign vliv reaktivnich ¢astic, a tedy dosazena redukce odpovidala pouze
pusobeni teploty a UV Zani. Ri pasobeni pouze teploty na vzorlky nigerv termostatu
nebyla Rhem 120 s expozice detekovdna Zadnaénam v p@tu Zivotaschopnych
mikroorganisni. V prabéhu procesu byly spory plisnvystaveny postugnucinkam teplot
25-54 °C ve shafls pifibéhy uvedenymi v Tabulka B kapitole 3.4.2Nepatrny Ubytek ptiu
Zivotaschopnych mikroorganisio cca 0,3 log CFU byl zaznamenan tepriieegpozenim
¢ase 180 s, kdy byla maximalni dosaZena teplotawybbji 58 °C. AvSak v fipad sporA.
niger byla dosazena redukce v plazmatu jiz 120 s, je tedy patrné, Ze vliv teploty byl
v tomto gipadt zcela zanedbatelny. Proto i vysledek dosazéninpktivaci pees kemenné
sklicko lze gicitat pouze vlivu UV zgni. V gipac vysSich expoznich dob, nap pri
pouziti nizSich vykof, je nutno nicméh pclitat s jistym teplotnim ipspsvkem, i kdyZ jen
minoritnim, viz vysledek 180 s fisobeni teploty. Ve vysledku byl tedy podil jednottih
mechanism na sterilizaci spoA. nigerv N, plazmatu nasledujici: 10 % UVizhi a 90 %

reaktivnicastice.

Tomuto za¥ru odpovidaji také fibeéhy inaktivanich Kivek. Zatimco v pipac teploty
byla ziskana jednoduch&ikka, charakterizovana relati¥rvysokou hodnotoWD, tj. velmi
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malou rychlosti inaktivace, ipad UV zdaeni a plazmatu byly ziskanyikky s velmi
podobnym piibéhem. O tyto kiivky jsou tvaeny ¥emi linearnimi Useky, s hodnotami
D; <D, >Ds. S tim, Ze hodnot; 3 odpovidajici inaktivaci v plazmatu jsou cca 3 xShinez
jim odpovidajici hodnoty ziskanéipusobeni jen UV z&nim. Je tedy patrné, Ze k inaktivaci
plazmatem fispivaly také jiné mechanismy. VysSi rozdil bylkais v gipad hodnotD»,
které charakterizuji zpomaleni reakcetslédku jiz dive popsaného efektu stimi. Jak UV
z&eni, tak také plazma maji omezenou hloubku perstractedy jakykoliv material
piekryvajici mikroorganismy, zpomaluje proces inaktie. Z pibéhu kivek je vSak
evidentni, Ze fisobenim reaktivnicltastic plazmatu (teplota byla vyléena) dochazelo
k mnohem @ingjSimu odstraéni burek z povrchu.

Vysledky redukce Zivotaschopnych kknpii expozici sporB. subtilis plazmatu, UV a
teplo€ jsou zobrazeny na obrazku 32.
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Obrazek 32Porovnani sterilizani ieinnosti teploty, UV z&ni a N - plazmatu pi sterilizaci
spor bakterie B. subtilis.

| v pripact bakteridlnich spor byly kombinovanécinky jednotlivych mechanistn
v plazmatu vyraz# efektivrgjSi nez jejich samostatnégobeni. B pasobeni plazmatu bylo
dosazeno redukce 3,2 log CFU po 270 s, zatimcdpagt paralel@ opracovanych vzork
piekrytych Kemennym sktikem byla dosazena redukce pouhych 2,2 log CHUtdmto
expozEénim ¢ase bylo dosazeno v termostatu redukce 1,2 log GHuhibéhu procesu byly
bakterialni spory vystaveny postupacinkam teplot 25-71 °C, avSak k népgimu poklesu
doSlo paradox&iv prabéhu prvnich 30 s, kdy byly vzorky vystaveny maxingtaplotam do
36 °C. Na zaklagltohoto vyvoje, by se dala@dpokladat, Ze v suspenzi spor se vyskytovaly
zbytky vegetativnich butk, které byly usmrceny vigledku naiistu teplot. AvSak teplotni
tolerance vegetativnich bék B. subtilisje az do 53 °C, coz vyrazmiesahuje maximalni
pouzitou teplotu P 30 s expozice. Navic bakterialni suspenze bylypfipraw zalivany
30 min ve vodni lazni o tepkd®65 °C, aby doSlo pré&wk inaktivaci vegetativnich bik (viz
postup v kapitole 3.3.3.2). DalSi moznosti je, Zeibéhu plazmového opracovani mohly byt
inaktivovany spory narusSené wvipghu gripravy a manipulace se vzorky. Jestlize dosazena
redukce pi expoztnim ¢ase 270 s kombinaci UV a teploty byla 2,2 loguagbenim jen
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teploty 1,2 log CFU, lze fipdpokladat, Zze po o8 teplotniho vlivu bylo psobenim UV
z&eni usmrceno cca 1 log CFU. Jsem&oma toho, Ze toto je velmi zjednoduSené, debo
na rekteré buiky mohla misobit pra¢ kombinace teploty a UV, zatimco samotné by tyto
sterilanty dosahly menSich¢iakim, nicmér pro hruby odhad fipspivku jednotlivych
mechanism je to dostaujici. Ve vysledku byl tedy podil jednotlivych mectismi na
sterilizaci bakterialnich spor v plazmatu nésleduj80 % UV zé&eni, 40 % teplota a 30 %
reaktivnicastice.

Tomuto zavru, stejr jako v gredchozim fipack, odpovidaji také velmi podobnénpehy
inaktivatnich Kivek teploty, UV v kombinaci s teplotou a plazmalién shodnéD; a D,
hodnoty, charakterizujici rychlost sterilizace \kfowv plazmatu s hodnotami n&enymi u
paralel opracovanych vzoik pies Kemenné skéko, dokonce nazraji, Ze i kratSich
expozénich casech pevladaji pré tyto dva mechanismy. Teprve veti fazi procesu doslo
v piipadt plazmatu cca k zdvojnasobeni rychlosti inaktivaegorovnani s rychlosti
dosaZzenou spataym pisobenim UV a teploty. ZvySeni rychlosti I1ze prgyadobré piicist
pusobeni reaktivnichastic.

Dosazené vysledky jsou zcela ve shedrysledky OES (viz kapitola 4.1.1.2). Na zaklad
pritomnosti NG molekulového systému v UVC oblasti, Iz&ekavat pispivek tohoto z#eni
k inaktivaci. Déle byla v UV oblasti detekovanalsglaemise OH radikélu &ste&né do UV
oblasti zasahovala také emise 2. pozitivniho systdosiku. | tyto systémy mohBaste&né
prispivat k @inkam UV z&eni, i kdyZz, jak jiz bylo zmi&no v kapitole 4.2.1.4, jsouwciinky
téchto slozek UV #kolikanasobr nizSi nez dinky zé&eni v oblasti UVC. Nizsi podil UV
z&eni na inaktivaci spoh. niger(cca 10 %) ve srovnaniBs subtilis(30 %) je dan rozdilnou
citlivosti mikrobialnich bugk vac¢i germicidnim @inkam tohoto z&ni. Nap. dle vysledk
projektu AiF [94] byly sporyB. subtilisvystavené davkam UV #ni s hustotou vykonu 70
mW/cnf cca 3 x citlij$i neZ sponyA. niger Avsak tento porr zavisi na zvoleném kmeni a
nelze jej zobeovat, faktem vSakistava, Ze spor. subtilisvykazuji vysSi citlivost i
UV zéeni nez sponA. niger Prokadzany fispévek reaktivnich¢astic @i inaktivaci v N,
plazmatu byl s nejvysSi praggbdobnosti vysledkem spdéteho misobeni OH radikélu a
vysoce energetickéhbl, iontu, jehoZ slaba emise byla také identifikovéiaapektrech. OH

radikal mize poskozovat kitky oxidaci, pipadré stejré jako N iont mechanicky leptanim
burgk a jejich erozi z povrchu.

Prekvapujicim vysledkem byl relatigrvysoky podil teploty na inaktivaci sp8r. subtilis.
Tyto spory jsou schopné odolavat teplotam az 120rfiemér k nejvySSimu poklesu o
0,7 log CFU doslo jiz i teplo& 36 °C, i dalSim zvySovani teploty az na 71 °C doSlo kidals
redukci p@tu vitalnich bugk jiz jen 0,5 log CFU. Spory plignA. niger, které se vyznalji
odolnosti k zvySenym teplotam do cca 60 °C, bylgdm 120 s expozice vystaveny teplotam
v rozsahu 25-54 °C. Tyto teploty jsou staledes#Si nez maximalni tolerovana teplota, tomu
také odpovida nulovy podil teploty na inaktivaci.

Vyuziti N, plazmatu ke sterilizaci prezentovali také jgkalikrat zminovany Heise a kol.
[21]. Jako hlavni fisobici mechanismugipnaktivaci v DBD generovaném v dusiku uvedli
UV zateni. K tomuto zagru dosli na zaklaglidentifikace NQ molekulového pasu v emisnim
spektru dusiku a na z&kkadysledki sterilizace spoB. subtilisaA.niger. Fxi expozici na UV
zé&eni citlivjSich spomB. subtilisN, plazmatem dosahli lepSickiaka ve srovnani é. niger.

V pripact spor B. subtilis doséhli redukce cca 4 log CFU za 10 s, zatimfiosfgjném
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expoztnim case v pipact sporA. niger dosahli redukce jen 2 log CFU. Jako dalSi mozny
mechanismus pak uvadigobeni reaktivnichastic.

UV jako hlavni inaktivani mechanismus ip sterilizaci pomoci APPJ generovaného
v dusiku prezentovali také Chiang a kol. [16]. Vigmth spektrech Nvyboje identifikovali
NO, molekulovy pas, avSak vzhledem k uré$tvzorku ve vzdalenosti cca 20 mm od Usti
trysky dochazelo k snizentiaku, a tedy vysledna redukce Zivotaschopnychékilh coli a
B. subtilisbyla pouhych 10-20 %.

DBD vyboj generovany ve sfai N,- N,O (0-1000 ppm) pouZivali také Boudam a kol.
[36] pri sterilizaci sporB. subtilis Zménou koncentrace XD ve snési se snazili docilit
maximalni intenzity UV z&ni, nicméns i v pripact samotného Nbyla intenzita dostate¢
vysoka. Autdi uvedli, Ze v pipact, Ze je intenzita UV dostate¢ vysoka, pak P
inaktivatnim procesu dominuje vliv UV fotdin zatimco pi absenci UV z#eni dochazi
k inaktivaci v disledku gisobeni reaktivnickiastic. Dale uvedli, Ze i vifpact, kdy procesu
dominuje UV zé&eni, misobi reaktivnitastice kysliku na povrch spor skrze leptani.

4.2.2.2 Argon

Vysledky ziskané ip studiu dikich mechanisrin pasobicich g sterilizaci vzork spor
plisre A. niger v argonovém plazmatu jsou shrnuty na obrazku 3®ripact argonu byl
vyhodnocen pouze vliv UV #éani v kombinaci s teplotou, kterou nelzé zpvoleném postupu
eliminovat, avSak teplotni vliv jako takovy vyhodmm nebyl. Vzhledem k tomu, Ze v argonu
dochazelo k nizSimu nistu teplot ve srovnani s dusikemjmeérné o 2 °C/30' s, nebyl
vyhodnocovan vliv teploty vijjpadt argonu odderg, ale pro piblizny odhad mozného
piispevku teploty k inaktivaci byly pouZity vysledky inekace nansiené v termostatu dle
teplotniho profilu N plazmatu.

e Arplasma - 2,4 W/cm®
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Obrazek 33Porovnani sterilizéni Ucinnosti teploty, UV zé&ni a Ar - plazmatu/p sterilizaci
spor plis@ A. niger.

Stejre jako v dusiku i v fipact argonu byl vysledek plazmatu vyra&zmyssSi nez p
pusobeni pouze UV #éni generovaného Ar plazmatenti pasobeni plazmatu na vzorky
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spor plisg bylo dosazeno kompletni redukce 6,5 log CFddm 40 s, zatimco u paraléin
opracovanych vzofk pies Kemenné sktko byla za stejnyas dosazena redukce ¢po
vitalnich mikroorganisr jen 1 log CFU, a tedy podil UV #&ni @i inaktivaci¢inil cca 15 %.
Pri delSich expozinich ¢asech tento podil ite byt nicméa vyrazré vysSi, nap pri
expoztnichcasech 180 s bylo jenipobenim UV dosazeno redukce 2 log CFU. Ti@enbyt
piipad nap. nizSich hustot vykonu, u nichZ je rychlost ina&itie nizSi vzhledem k nizsi
koncentraci aktivnicltastic v plazmatu. Nicménze stejného iwvodu bude prawpodobré
nizsi i intenzita UV zéeni, a tedy nizZSi i jeho inaktitai (Cinek. Vliv teploty je steji jako

v piipadt dusiku zcela zanedbatelnyii Bxpozici vzorku po dobu 40 s Ar plazmatem, kdy
doSlo k UpIné redukci vitalnich béky pasobila na vzorky maximalni teplota 40 °C (teplota
nantiena po 60 s, viz Tabulka 6)fistejnémcéase byla v N plazmatu teplota maximain
44 °C. Meteni v termostatu dle teplotniho profilu n&emého v N plazmatu neukazala
Zadnou zminu paitu vitalnich mikroorganisiin coz Ize naprosto bez probléraplikovat takeé
na argon. Ve vysledku byl tedy podil jednotlivyclechanism na sterilizaci spoA. niger

v N, plazmatu nasledujici: 15 % UViehai a 85 % reaktivriastice.

Pii porovnani pibéhu kiivek je patrny podobny @aéteini trend inaktivani kiivky
plazmatu a UV z&ni. Rychlosti inaktivace u obou byla v té#sti procesu tégi totozna, Ize
tedy pgredpokladat, Ze ip kratkych expozinich ¢asech dominovalo procesu inaktivace UV
z&eni. V gipact puasobeni samotného UV i#ni generovaného plazmatem, doSlo po
20 s expozice ke zpomaleni procesu, pépedobr v disledku jiz popsaného efektu sti.
Naopak v pipacdt piasobeni Ar-plazmatu, istala rychlost konstantni. Lze tedygetavat
piispevek jiného mechanismu k procesu inaktivace, tiny bghktivnich¢astice. Spoknym
pusobenim reaktivnichtastic a UV z&eni dochazelo k dost&m@ rychlé inaktivaci a
odstragni buréek z povrchu biomasy, aniz by doSlo ke zpomalenicg@sa inaktivace
v dusledku stigni, jak tomu bylo v fipadt samotného UV zéni.

Vysledky ziskané i pouziti B. subtilisjsou shrnuty na obrazku 34.

®  Arplasma- 2,4 W/cm®

8 4
D=50s e UV + teplota
i 1 teplota
7%
NS
N
61 “D=21s e
R T D,= 2,4 min
5 ‘I\1 o — e
g B D2= 4.6 min
S 4 \
[T \ -
o 5 1 \ D=11s
g .
2] \
] \
1 \
_ \
A
0 T T T T T T T T T - T = 1
0 50 100 150 200 250 300

Doba expozice [s]

Obrazek 34Porovnani sterilizaéni Ucinnosti teploty, UV zé&ni a Ar - plazmatusp sterilizaci
spor bakterie B. subtilis.
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Pri pusobeni plazmatu, a tedy spéiém pisobeni vSech mechani@mdosSlo k Uplné
redukci vitalnich bugk, tj. 7,2 log CFU Bhem 240 s expozice vzarkV pripac paralels
opracovanych vzoik piekrytych Kemennym sktkem, a tedy vystavenych jen kombinaci
UV a teploty, bylo za stejn§as dosazeno redukce jen 2 log CFU. Pro odhad teptopodilu
byly opet pouzity vysledky ziskanétipvystaveni spoB. subtilisv termostatu teplotam dle
teplot zjiSenych v N plazmatu. Nej#tSi redukce vitalnich b#k 0,7 log byla psobenim
teploty dosazena viochu prvnich 30 s. i# téchto expozinich ¢asech byla v argonu
nantfena teplota mezi elektrodami 36 °C a v dusiku &dvtak. Ri expozici 240 s, kdy
nastala kompletni redukce, byly vzorky v argonutaysny teplotam 25-56 °C. V dusiku byla
podobna teplota (58 °C) n&iena @i 180 s. Ri této teplo¢ byla v termostatu dosazena
redukce 1 log.

Jestlize dosazena redukc# pxpozinim ¢ase 240 s bylafp spole&ném pisobeni UV
z&eni a teploty 2 log CFU aipobenim samotné teploty 1 log CFU, Ize tetbdpokladat, ze
po odetu teplotniho vlivu bylo fisobenim jen UV z&ni usmrceno cca 1log CFU.
Ve vysledku byl tedy podil jednotlivych mechanisnma sterilizaci bakterialnich spor
v plazmatu nasledujici: 14 % UVigehi, 14 % teplota a 72 % reaktivdistice.

VSechny ti inaktivaéni kiivky, tj. kiivka odpovidajici psobeni teploty, spoluigobeni
teploty s UV z&enim a plazmatu vykazuji podobny treridgxpozicich do 180 s ifgemz [Fi
expozici do 30 s je vifpac kiivek teploty a kombinace teploty s UVieaim téndi totozny.
Lze tedy pedpokladat, ze v pbéhu prvnich 30 s je paradoxpreviadajicim mechanismem
teplota. S ohledem na to, Zé& maristu doby expozice, byly dalSi 2ny patu vitalnich
burgk v disledku fisobeni teploty jiz jen minimalni, Izégrpokladat, jak jiz bylo nazteno
v piipadt dusiku, Ze jsou pra¥dodobré redukovany zbytkové vegetativniiky, pripadré
spory, které byly gakym zpisobem poSkozeny visehu gripravy a manipulace se vzorky.
Na druhou stranu, strmy$i kiivka v piipad plazmatu a také cca 2 x nizSi hodn@a
nazn&uji prispivek jiného mechanismu mimo teplotu a UV, tim bylyaymképodobr
reaktivni ¢astice, konkréth volné radikaly kysliku (O, OH) a vysoce energeticionty
argonu, viz déle. Ve vSechiipadech byla prvni rychld faze viistana druhou, vyrazn
pomalejSi fazi. NejvysSi zpomaleni bylo zaznamenarpbipact teploty, avSak to Ize
s ohledem na vysokou teplotni odolnost bakteriélrsigor dekavat. Tento pomaly fioch,
také podporuje illve zmirgnou hypotézu, Ze v patku procesu byly inaktivovany
pravdépodobré vegetativni bitky nebo spory poSkozené wipghu procesu fipravy a
manipulace, avSak wipact zdravych bakterialnich spor nebyla dosazena dmstateplota
pro jejich usmrceni, z tohaidodu doSlo k vyraznému zpomaleni procesu. Naopaikpacde
kombinace UV z&eni a teploty resp. plazmatu lzéegpokladat, Ze zpomaleni nastalo
v dasledku stigini masy busk pod povrchem hikami na povrchu. Jak jiz bylo zngmo
diive, UV zd&eni i plazma maji omezenou hloubku penetrace akgdikapiekazka mezi
buikami a sterilantem vede ke zpomaleni sterilighao procesu.

Prekvapiv pokles rychlosti inaktiveniho procesu vifpack kombinovanych &inka UV
z&eni a teploty byl cca polosni ve srovnani s plazmatem.cést&nému zkresleni vysledk
mohlo dojit @ vyhodnoceni. P&y Zivotaschopnych mikroorganisngjisttné kultivaci pro
expozéni ¢asy 30 a 90 s jsou témtotozné. B nasledujicim vySSi expagziim ¢ase doslo
k poklesu peétu vitalnich bugk o 0,5log CFU. Prawgodobrg by tedy bylo mozneé
inaktivatni kiivku interpretovat 3 Useky misto zde prezentovangebu, v tom pipac by
hodnotaD, = 17,6 min &3 = 2,1 min.
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Odstrarni burek z povrchu vede ap k nafistu rychlosti inaktivace, vizéti usek kivky
shrnujici vysledky inaktivace v plazmatu. Vyskyett faze v plazmatu naztige, Ze tyto
procesy probihaji mnohem efektéjin v plazmatu diky pitomnosti reaktivnich¢astic.
Reaktivni¢astice mohou jsobit jak chemickymi reakcemi s bismym materialem, tak také
mechanicky leptanim povrchu biky nebo jejich erozi z povrchu. Boudam a kol. [38]
zéklad studia vlivu UV z&eni na pitbéh sterilizace spoB. subtilisv N,-NO, uvedli, Ze
v piipadt spol&éného misobeni UV z#eni a slogenin kysliku, se také i8i mirou, diky
prispivku UV fotoni, uplatiuje proces leptani.

Mechanické poskozeni bakterialnich spor bylo vyla@mo pomoci enviromentalniho
rastrovaciho elektronového mikroskopu (EREM), jidigponuje Ustav ifistrojové techniky
akademie ¥d CR. Ri studii byly porovnany refereni vzorky sporB. subtilisnanesené na
papiru se vzorky exponovanymi Ar plazmatem s hostotykonu 2,4 W/crh a expozini
doba 240 s, coz je dob# piz doslo k uplné redukci ptu Zivotaschopnych mikroorganism
Vysledky jsou shrnuty na obrazku 35.

Obrazek 35SEM snimky spor Bacillus subtilis: Afeal vystavenidinkizm DBD; B/ po 240 s
piisobeni vyboje generovaného v argonu.

Na obrazku je vi&, Ze spory, jez nebyly vystavenyitkim plazmatu, maji hladkou
burg¢nou stnu bez znamek posSkozeni. Yigadt spor vystavenych ainkim DBD jsou
patrné drobné zémy. Burgéna stna tchto spor neni zcela hladka, ale vyskytuji se na ni
nerovnosti a vypoukliny. Podobné &ny na povrchu spdB. subtiliszaznamenaly také nap
Boudam a kol. [36] $ pouziti DBD ve smisi N-NO,. Tento jev vysutlili spolecnym
pusobenim volnych radikal kysliku a UV fotori v procesu leptani. Naopak znatelné
poSkozeni bakterialnich sp&. subtilisje patrné na vysledcih SEM analyzy prezentované
Heise a kol. [21], b pouziti kaskadového bariérového vyboje (CDBD, kamace excimerni
lampy s DBD vybojem, frekvence 20-50 kHz, hustof&onu 1-4 WGm?) generovaného
v prostedi kysliku nebo argonu. Dle auiobylo mechanické poskozeni hnvysledkem
piimého fisobeni plazmatu (oxidaci, nabitykésticemi, apod.). Podobrbeng a kol. [71]
pii sterilizaciB. subtilispomoci APPJ generovaného v Ar nebo Ars{@D-40 kHz; 9,9 kV)
popsali prasknuti bwk a unik cytoplazmy do okoli. Mechanické poSkozZenintk bylo dle
autofi s ohledem na dalSi vysledky dilemispbeni nabitycltastic. AvSak v mém ifpads
nebyly na snimcich patrné zadné praskigklgujen jiz zmigné znény morfologie povrchu.
Tyto znmeny lze tedy pravépodobrg pricist spiSe podilu leptani reaktivniniasticemi,
piipadré UV fotony, nez isobeni nabityckiastic.
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Vysledky optické emisni spektroskopie prokazaljtgmnost jak UV z#eni, tak takeé
reaktivnich kyslikovych radikdlOH a O. AvSak ve srovnani s dusikem nebylo zaznane
UV zaeni v UVC oblasti, pouze v oblastech nad 300 nmmise druhého pozitivniho
systému dusiku a OH radikélufigemz intenzita z&ni OH byla cca 7 x vySSi nez byla
zaznamenana v dusiku. Yipac obou mikroorganisiinbyl zaznamenan cca 15 % podil UV
z&eni na inaktivaci. Prawgodobr se tedy na inaktivaci musely podilet i systémy
identifikované v oblasti UVA a UVB, tj. OH radikalg druhy pozitivni systémfaiz primo,
¢i nepgimo @i fotoindukovanych chemickych reakcich vzniku tapzoénu, peroxidu,
piipadré jinych volnych radikal [3]. Pri sterilizaci sporB. subtilis byl dle aekavani
zaznamenan vysSi podil UV na inaktivacitippd N, plazmatu (30 %) v porovnani s Ar
plazmatem (14 %). Naproti tomu Yvipact sporA. niger byl v obou pipadech zaznamenan
témet totozny 15% fispivek UV z&eni k inaktivaci v plazmatu. A séasre stejny fispivek
UV zé&eni v Ar plazmatu i inaktivaci UV citlivéjSich spoiB. subtilisa UV odolr®jSich spor
A. niger Tento vyvoj naznauje, Ze pi sterilizaci v argonu {sobilo pravdpodobré UV
z&eni na mikroorganismy n&mo.

Volné radikaly kysliku identifikované ve spektre@®, OH) mohly k celkové inaktivaci
prispivat jak oxidaci butného materialu, tak také leptanintjpgadré mohly vstupovat do
dalSich reakci. Ve spektrech byly dale identifikmy&ary argonu, Ize tedyipdpokladat, Ze
tyto vysoce energetické atomyigpivaji k procesu leptani, jez bylo zaznamenanmquod
EREM v pgipad sporB. subtilis

Argon jako pracovni plyn pouzivali také Heise a.K@ll] pii sterilizaci sporA. niger a
B. subtilis pomoci DBD (frekvence 20-50 kHz, hustota vykonW/en?). Shodg s mymi
vysledky, sporyA. niger vyhodnotili jako citliwjSi vaci germicidnim @inkaim DBD
generovaného v argonu. Dle autge to pravédpodobr dilem pisobeni vakuového UV
z&eni v oblasti 126 nm emitované excimernimi molekildr, . K tomuto zagru dosli na
zékladt vysledki OES, kde detekovali ArO* excimer na vinove délé8 Bm vznikajici i
interakci Ar plazmatu s estotami kysliku.

Brandenburg a kol. [35] pouZivali plazma generovamaégonu (APPJ - plazma jet, 27,12
MHz, 10 W) ke sterilizaci spdB. subtilisa vegetativnich buk E. coli. Pomoci OES zjistili,
mimo argon a dusik,ffomnost jak volnych radikal(O, OH) tak také N@molekulového
pasu s emisi v UVC oblasti. Obecnrjistili vySSi citlivost vegetativnich bék E. coli
Vv porovnani se sporanB. subtilis va¢i germicidnim @dinkam APPJ v prosedi argonu.
Pri oddklené studii pisptvku UV z&eni a teploty k inaktivaci zjistili, dlecekavani, vyssi
piispivek teploty pi redukci vegetativnich bwk E. coli ve srovnani s vysoce teplétn
odolnymi sporamB. subtilis V prtipact bakterialnich spor zjistili nulovyifspivek teploty.
Vyhodnoceni teplotniho vlivu provéld v termostatu. Bakterialni liky byly vystaveny
acinkam nejvysSi nariené teploty na vzorkuippasobeni APPJ, ktera byla 9&. Naopak
zcela proti dekavani zjistili rovnocenny podil UV #ni na inaktivaci obou mikroorganiém
akoliv 1ze predpokladat, Zze sporB. subtilis vykazuji obect vysSi odolnost ve srovnani
s vegetativnimi bitkami. Rispévek UV vyhodnocovali fimo ve vyboji, pekrytim vzorki
kiemennym sktikem. Ze stejné skupiny Ehlbeck a kol.[23] Wttt obdobnou citlivost spor
B. subtilisjako vegetativnich buk E. coli, stejré jako Heise a kol. [21], isobenim VUV
z&eni, konkrétd Ar, excimeru. Jako dalsi mechanismy uvadisgbeni excitovanych
reaktivnich castic s¢asténym pispivkem UV zd&eni, teploty a nizkomolekularnich
chemickych produki
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Deng a kol.[65] pouzivali taktéz APPJ (10-40 kHA BV) generovany v Ar nebo Ar +,0
ke sterilizaciB. subtilis Kombinaci vysledk pasobeni jen teploty (exikator, 20-8Q) a UV
(kfemenné sklo) s vysledky OES, SEM, kolorimetrickyiansvenim koncentrace uvéhmeho
proteinu v dsledku prasknuti bwk a koncentrace MDA dosgp k zawru, Ze dominantnim
mechanismem vifpad cistého argonu je {sobeni nabitychiastic, cast&n¢ asistovaneé
pusobenim reaktivnich sléanin kysliku.

Obdobré Morgan a kol.[26] @ sterilizaci kvasinekSaccharomyces CerevisadVirakia
Frigida v DBD vyboji (1-30 kV, 1 kW vykon, frekvence 50 Hgenerovaném v argonu jako
dominantni mechanismus uvedli akumulaci naboje oarghu burk v disledku dopadu
nabitych ¢astic. Mimo to dle autdr prispivalo k inaktivaci¢ast&én¢ také leptani vysoce
energetickymi ionty argonu. V tomtofipact se vSak jedna spiSe deppoklady, auto
neuvedli ani vysledky OES ani SEM pozorovani. Stamrii vyswtluji porovnanim vysledk
ziskanych p sterilizaci dvou rod kvasinek, picemz v gipad kvasinky, ktera disponuje
mensi velikosti bk, ziskali lepsi vysledky. A na zékkadeorie vlivu nabitych¢astic na
mikroorganismy prezentované Laroussi a kol. [47f glektrostaticky potencial je
negimounerny polongru zakiveni povrchu, dosi k vySe uvedenému zéxu.

4.2.3 Sterilizace pomoci DBD generovaného na vzduchu, vivihkosti
4.2.3.1 Zhodnoceni vlivu vihkosti

Velmi ¢asto pouzivanym pracovnim plynem je také vzduch 3;16; 20; 21; 30; 39; 41-
43; 96]. Jeho nespornou vyhodou je jeho vSiidlgmnost, coz Ize velmi doé vyuzit
v praimyslovych aplikacich, kde jeubtkzité z hlediska konkurenceschopnosti dané metody
brat v potaz provozni naklady. Navic jak uvedliduzgsi a Leipold [3] plazma generované ve
vzduchu je vyborny zdroj reaktivnich skmnin kysliku a dusiku, jako jsou atomarni kyslik,
ozon, OH, NO, N@ atd. Sotasr¢ také ukézali na vzorcich spd@. subtilis Ze diky
piitomnosti &chto reaktivnich slatenin je rychlost inaktivace v DBD (2-15 W) generogm
ve vzduchu #kolikanasobn rychlejSi nez v progedi vzacnych plyin konkrét pri
experimentech pouzili He a ssmHe + Q. Na druhou stranu, jiZastokrat zmiovany Heise a
kol. [21], ziskali i inaktivaci sporB. subtilis vyrazré lepsi vysledky v fipadc DBD
(frekvence 20-50 kHz, hustota vykonu 7 Wfngenerovaného v argonu ne? za stejnych
podminek ve vzduchu. Steéjrtak i v gripad spor A. niger, i kdyZz v tomto pipad byla
ucinnost vzduchu vysSi nez vipadct bakterialnich spor. Nicméntato skupina jako hlavni
inaktivatni mechanismus uvadi UV ighi¢ast&ne asistované reaktivnindasticemi.

V mé studii byl pouzit suchy a vlhky synteticky wmih, s cilem zhodnotit inaktivai
Gcinky DBD generovaného ve vzduchu dpadny vliv vihkosti na pibéh inaktivace. Vyboj
byl generovan s hustotou vykonu 2,3 a 2,8 WiciMzduch byl pipraven smichanim
laboratornich plyf, proudnim tohoto vzduchuipes promyvaci lahev nagnou vodou byl
ziskan vihky vzduch. Germicidniimky vzduchu byly testovany na sporach plign niger
Inaktivatni kiivky charakterizujici pibeh sterilizace v suchém resp. vihkém vzduchu jsou
shrnuty na obrazku 36. Hodndlya stupé dosazené redukce jsou shrnuty v tabulce 8.
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Obrazek 36Vliv vihkosti vzduchu na inaktivaci spor A. niger

Hustota Suchy vzduch VIhky vzduch
vykonu
[W/cm?] D, [s] D, [s] Ds;[s] | Redukce| D;][s] D, [s] Ds;[s] | Redukce
log CFU log CFU
2,3 24 192 13 6,8/180 5 16 360 4 6,8/60 s
2,8 18 - - 6,8/120 3 8 78 4 6,8/60|s

Tabulka 8 Porovnéni inaktivanich inki DBD v suchém a vihkém vzduchu na spory
A. niger.

Z obrazku je patrné, Zeimvyseni vlihkosti v pracovnim plynu dochéazi kisdu rychlosti
inaktivace. Zatimco ip hustot vykonu 2,3 W/cm resp. 2,8 W/cthbylo v piipads vihkého
vzduchu dosazeno redukce 6,8 log CFU po 60 s expagiazmatem, vifpads suchého
vzduchu bylo pdeba 2x resp. 3x delsi expoai ¢as ffi hustot vykonu 2,8 W/cr resp.
2,3 Wicn.

Zajimavy je také vysledek vlivu hustoty vykonu naktivaci. V gipad suchého vzduchu
vedl nafist hustoty vykonu k néstu rychlosti inaktivace, a tedy pro dosazeni katmpl
redukce B pouZiti niz8iho vykonu 2,3 Wi/ctrbylo poteba o 60 s delsi exparii cas nez
v pripadt hustoty vykonu 2,8 W/crn Vyrazny rozdil Ize pozorovat také ve tvaru inedni
kiivky. Pro nizsi vykon byla ziskandikka se temi Useky a hodnotand; < D, > D3, ténet
identicky piib¢h kiivek byl nangien pro o hustoty vykonu také vifpac vihkého vzduchu.
Oproti tomu, Kivka charakterizujici gib¢h inaktivace v suchém vzduchié pySSim vykonu
je jednoducha linearni zavislost s jednouésiti, resp. hodnotouD. To by mohlo
nazngovat, Zze koncentrace aktivniglastic byla dostate¢ vysoka a diky tomu probihala
inaktivace a odstrevani bugk z povrchu s dostateou rychlosti, a tak nedochézelo
k zpomaleni procesu vadledku stigni. AvSak velka podobnost ostatnichiviek tuto teorii
spiSe vyvraci. Jedna se tedy spiSeg¢jakou systematickou chybu viiehu meéfeni, jiné
vyswtleni pro tento rozdil bohuzel nemam.
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Na druhou stranu vifpact vihkého vzduchu byla bez ohledu na pouzitou hustgkonu
dosazena kompletni redukcetpozivotaschopnych mikroorganisnpii stejnych expozinich
casech. Vyrazné rozdily mezi jednotlivymi vykony #pgac vihkého vzduchu Ize
zaznamenat pouze v hodnotaEh, popisujicich sniZzeni rychlosti inaktirdho procesu
pravdépodobré v dasledku stigni. Zatimco pi nizSim vykonu jeD, = 6 min, v fipad vysSi
hustoty vykonu je tato hodnotA, = 1,3 min. Tyto vysledky naztaji, Ze inaktivace a
odstrarni burek z povrchu probihalo mnohentiagji pii vysSich hustotach vykonu. Jak jiz
bylo zmiréno driive, vy3Si dinnost sterilizacei pouziti vysSiho vykonu e byt v disledku
vetSi koncentracetastic podilejicich se na inaktdrdm procesu. Tomu také odpovida
skut&nost, Ze fi porovnani emisnich spekter n&mnych ve vyboji s vySSi a nizsi hustotou
vykonu, byly u vysSiho vykonu zji&ty vysSi intenzity emisnictar a pas.

Pfi analyze mechanisinpisobicich pi inaktivaci v plazmatu buzeném ve vzduchu se
vétSina autolt shoduje na ievladajici roli radikal a reaktivnich slotenin kysliku.
Germicidni @inky jsou gipisovany jak chemickému tgobeni &chto c¢astic, tak také
mechanickému poskozeni iného materialu vigsledku eroze. Jen minoritdést autot,
nag. jiz casto zmhovany Heise a kol. [21], nebo ze stejné skupinydiyi [11], vyhodnotili
vyznammjSi podil UV z&eni na inaktivaci i vybojich ve vzduchu. Vipad vihkého
vzduchu je pak dominantni vliviipisovan msobeni OH radikalu. Ten je generovan
z molekul vody srazkovymi procesy v plazmattippdré Kikuchi a spol. [98] navrhuji jako
dalSi mozny sterilant ozon, viz dale.

V mém gipack pii porovnani dosazenych vysledku sterilizace s eimisgpektry suchého
a vihkého vzduchu, Ize alespoast&né odhadnout fisobici mechanismy. V obou spekrech
suchého i vihkého vzduchu byl zaznamenan druhytipazisystému dusiku. Lze tedy
ocekavat jisty pispivek UV z&eni, i kdyZz v pipact UV odolnych sporA. niger, tento
prispivek bude #ejm¢ minimalni. Ri porovnani relativnich intenzit druhého pozitivaih
systému dusiku (viz obrazku 37), je patrné, Zersstém vlhkosti v pracovnim plynu
dochéazelo ke snizeni intenzity emisnéeh, |ze tedy dekavat, Ze viipadct vihkého vzduchu
bude pispivek UV jeSt nizsi. V obou spektrech byly detekovargry atomarniho kysliku,
piicemz vySSi koncentracéchto castic byla zaznamenana kigad vihkého vzduchu. Zcela
v rozporu s ¢ekavanim, nebyl ve spektrech vihkého vzduchu ifieatidan OH systém.
Pravd@podobr se tedy na inaktivaci podilely volné radikaly Kigsl Ty mohly reagovat hil
piimo s bugénym materidlem, nebo vstupovat do dalSich reakplazmatu, fi nichz
dochazi nab ke vzniku ozonu. VysSi relativni intenzita atonio kysliku ve spektrech
vihkého vzduchu, a tedy jeho vySSi koncentraceaeg@mim plynu, vysitluje vyssi @inky
vihkého vzduchu. Absenci OH radikalu ve spektreittkého vzduchu popsali také Kikuchi a
kol. [98] nebo Hahnel a kol. [99], nicm&nm presto navrhli jako dominantni mechanismus
inaktivace ve vihkém vzduchu tento radikal. Kikuehkol. [98] jako dalSi mozny sterilant
navrhli ozon. Dle Stoffels [6] je letalntinek reaktivnich slotenin kysliku také z velk&asti
pripisovan chemické erozi. Pomoci SEM analyzy (vipitda 4.2.3.2) bylo prokazano
vyznamné poSkozeni spor plésrRozsah poskozeni béknbyl v piipact suchého i vihkého
vzduchu piblizné podobny, naopak byly zaznamenany vyznamné rozadggskozeni dle
materidlu nosie. K mechanickému poskozeni mohlyispivat také vysoce energetické
N ionty identifikované ve spektrech obou plyn
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Obrazek 37 Porovnani emisnich spekter DBD buzeného v suchéwhi@m vzduchu.
Ve spektrech nebyly praghlednost popsany pasy 2. pozitivniho systésnu N

Pro zhodnoceniifpadného vlivu teploty Ize pouZitide prezentovana data n&fna i
odcklené studii vlivu teploty v Blplazmatu a porovnat tyto vysledky s teplotami &gmymi
termailankem (viz tabulka 6). NejvysSi teplotni @istr byl zaznamenan wipads vihkého
vzduchu a to 11 °C/30 s, avSak kompletni redukeetdaschopnych mikroorganigmbylo
dosazeno po 60 s, kdy byla maximalni ggma teplota mezi elektrodami 49 °C. Tato teplota
je jeSt o cca 10 °C nizSi nez teplotni maximum sporniger V suchém vzduchu byl
zaznamenan stejny ridt teploty jako v fipact dusiku, a tedy 10 °C/30 stifizSim vykonu
bylo dosazeno kompletni redukce za 180 s. Vzorkly lpfi téchto casech vystaveny
maximalnim teplotam 61 °C, tato teplota mdipfevySuje teplotni maximum spé¥. niger.

V piipact dusiku byl pi expoztnim c¢ase 180 s,cemuZz odpovidala teplota 58 °C,
zaznamenan mirny pokles g Zzivotaschopnych mikroorganismo cca 0,3 log CFU.
Zatimco ve vlhkém vzduchu diky vysoké rychlostrititace Ize s nejgtSi pravaépodobnosti
vliv teploty zanedbat, vifpac€ suchého vzduchu je praygbdobné, Ze ip delSich
expoztnichéasech by mohla k inaktivaci, i kdyZ jen zcela miéing, prispivat také teplota.

K zawru, Ze vliv vihkosti v procesnim plynu mé vyrazniwwna rychlost sterilizéniho
procesu v plazmatu dodptaké Muranyi a kol. [96]. Na vzorcich spér nigeraB. subtilis
nanesenych na PET studovali vliv relativni vihk@8t80 %) vzduchu vzniklého smichanim
laboratornich plya na pibéh sterilizace v kaskadovém bariérovém vyboji (CDBDD W;
excimerni lampa — Xe + Br, 282 nm)ii Relativni vihkosti 70 % doséhli vifpact spor
A. niger vysSi &innosti o cca 2 log CFU. Tento jev byl paisi pi delSich expozinich
casech. Naopak wipad® B. subtilis dosahli pi vysokych relativnich vihkostech mirného
zhorSeni vysledk inaktivace. Autéi dospli k zawru, Ze nailst inaktiv&nich (&inka
s nafistem vilhkosti plynu v plazmatu bytgvazri spojen se vznikem OH radikatozkladem
molekuly vody srazkovymi procesy v plazmatu. OHikaly jsou silreé elektronegativni,
z toho divodu jsou silnymi oxidénimi ¢inidly. Mohou tedy oxidaci fdmo poskozovat
mikrobialni buiky nebo vstupovat do dalSich reakcihagniku peroxid. AvSak tyto zagry
nepodkladaji vysledky OES. Odlisné reakce obou ooifganisni byly pravdpodobré dany
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odliSnymi mechanismy inaktivace. Zatimco tsdr vihkosti vzduchu poskytl optimalni
podminky pro inaktivaci &i oxidaci citlivych spor pliséiA. niger, naopak tento jev zpomalil
inaktivaci spomB. subtilis v jejichz gipact ke sterilizaci pispivalo gevazr UV zaeni.

V protikladu k tomuto vysledku Hahnel a kol. [99Fi sterilizaci sporB. atrophaeus
pomoci DBD (10 kV, 2 kHz, pulzni reZim, hustota re¥v/cnf) popsali naist rychlosti
inaktivace s ndistem relativni vlhkosti (0-70 %). | ies opé&ny trend pro tentyz
mikroorganismusB. atrophaeug(diive B. subtilig autdi, shodré s gredchozimi, tento jev
vyswetluji vznikem OH radikdlu. Dle autdr koncentrace OH radikdlu roste sisiem
relativni vihkosti, naopak koncentrace ozonu, atorf@® kysliku a NOS (nitrogen oxide
species) klesaji. AvSak emisni spektrum OH radilaitor ve spektrech neidentifikoval, coz
vyswtluje nizkou hustotou vykonu. Na prezentovanychkgpeh je patrny pokles intenzity
druhého pozitivniho systému dusiku stséem vihkosti.

Nanist inaktiva&nich &inkta DBD (1 kHz, napti 2,5 kV) s nalistem vihkosti (30-99 %)ip
konstantni teplét 50 °C v gipadt sporB. atrophaeugprezentovali také Kikuchi a spol.[98].
Pri pouZziti relativni vihkosti 75 % dosahli cca 10/ySSi &inek nez pi 60 %. Nafist &inka
pripisuji pasobeni OH radikalu nebo ozonu. AvSak stgako Hahnel a kol. [99] emisiiary
OH radikalu ve spektrech neidentifikovali. Také sgektrech zaznamenali pokles intenzity
druhého pozitivniho systému dusiku stséem vihkosti.

Eto a kol. [100] p sterilizaci vzorki spor Geobacillus stearothermophilusalenych
v Tyvec materialu pomoci DBD (2,5 kV, 5 kHz) dosdtdmpletni redukce 6 log CFUrip
pouziti okolniho vzduchu s relativni vihkosti 64# cca 4-5 x rychleji v porovnani se
vzduchem, ktery byl vyty@n smichanim laboratornich piyri20 % Q + 80 % N). Jako
hlavni inaktiv&ni mechanismus vifpad vzduchu uvedli ozon a UV &ni emitované
druhym pozitivnim systémem dusiku, ve vihkém vzduphk OH radikal.

Z uvedenych fikladi je patrné, Ze nést vihkosti vzduchu vede k nigstu inaktiv&nich
G¢inka. Autofi shodré tento jev vysetluji nanistem koncentrace OH radikaluieptoze jej
v emisnich spektrech nezaznamenali.cas@ také auté popsali pokles intenzity UV zani
resp. druhého pozitivniho systému dusiku sistém relativni vihkosti v plynu. Mé vysledky
jsou zcela ve sheds vysledky prezentovanymi ostatnimi autory. Sisi@m vihkosti vzduchu
doSlo ke zkraceni expdrni doby potebné k Uplné inaktivaci ze 120 s na 60 s. Ani v mém
piipad nebyly ve spektrech identifikovany emisni pasy @dikalu (viz vysledky OES
v ¢asti 4.1.1.). A také shodrs vysledky prezentovanymi Kikuchi a kol. [98], dfthel a kol.
[99] i v mém gipadt dochazelo ke snizeni intenzity druhého pozitivreistému s néstem
vihkosti (viz Obrazek 37). Pod 300 nm nebyl ve spadh identifikovan zadny systém, je tedy
patrné, ze zZ&ni v oblastech UVC vifpac vzduchu nefispivalo k inaktivaci.

4.2.3.2 Vyhodnoceni vlivu erozeipsterilizaci v suchém/vihkém vzduchu

Jak jiz bylo zmigno dive, mikrobialni biiky mohou byt poSkozeny mechanicky
v dasledku eroze reaktivnimi sldeninami kysliku, fipadré také vysoce energetickych idnt
N, . Mechanické poskozeni spAr nigerv disledku plazmového opracovani a zhodnoceni
vlivu vlhkosti vzduchu bylo provedeno pomoci SEMabBay (VUT Brno, fakulta chemicka,
Ing. Zmrzly, PhD.). B analyze byly porovnany refer&m vzorky sporA. niger, jeZz nebyly
vystaveny dinkim plazmatu, se vzorky exponovanymi steriizian (E&inkam plazmatu

v prostedi suchého a vlhkého vzduchu po dobu 18GigéR expozini dok& bylo dosazeno
redukce i pi nejnizSich vykonech. Vzorky pligrbyly naneseny na papir a PET.
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SEM snimky spoA. nigerna papiru jsou porovnany na obrazku 38. Na povsgiauy, jez
nebyla vystavenadinkaim DBD, se rovnorrné po celém povrchu vyskytovaly vlaknité
Gtvary zvané pili (fimbrie). Z obrazku je patrnée ¥ disledku pisobeni DBD dochazelo
k poSkozeni &hto Gtvafi, resp. lze pozorovat jejich Uplné odstiiain Dale Ize pozorovat
rizné nerovnosti na povrchu a deformace tvarikipuNicmérg i pies tyto zniny nebylo
pozorovano prasknuti nebo perforace obalu spory.

lpm  4/13/2012
10.0kV SEI SEM WD 10.2mm 10.0kV SEI

Obrazek 38 SEM snimek vzofkspor A. niger na papé: A/ Refereini vzorek; B/ Vzorky po
180 s expozice DBD v suchém vzduchu, hustota vyk8nt/crm.

Podobné zrny bylo mozno pozorovat také vipac spor nanesenych na PET, jak je
ukazano na obrazku 39. Navic #igadt téchto vzorki se objevily také perforace v obalu
spory. Je tedy mozné, ze tdledku ¢lenité struktury papiru, kdy spory plismohly byt
zachyceny v porech papiru nebo nerovnostech naclpoyvibyl ¢ast&né snizen erozivni
Gcinek plazmatu.

Mezi vzorky opracovanymi v suchém a vlhkém vzduokbyl pozorovan, zadny vyrazny
rozdil.

10.0kV SEI

Obrazek 39SEM snimek vzofkspor A. niger na PET: A/ Refer@m vzorek; B/ Vzorky po
180 s expozice DBD v suchém vzduchu, hustota vyk8ntv/cr. Bil4 Sipka oznéuje sporu
bez fimbrii cerna Sipka oznauje perforaci buiky.

Podobny rozsah poSkozeni spor pdi#n nigerprezentovali také Raballand a kol. [10%] p
studiu mechanismu sterilizace plazmatem v peo$targonu nebo kysliku. Spory pksna
povrchu skla vystavili oddens Geinkam definovaného proudu ArO, G a jejich kombinaci.
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SEM analyzou dosfli k zawru, Ze i expozici vzorki sporA. niger oddlenym &inkam
Ar*, O, @ dochéazelo jen k nepatrnému leptani. Naopak gpél@isobeni argonovych iofnt

s & molekulami nebo O atomy vedlo kidnému leptani a perforaci obalu spor. Kombinaci
zmirgnych mechanisin ziskali obdobné vysledky, jako byly prezentovangge: V jejich
piipadt vSak dochazelo mnohem vyrajirk perforaci obalu spor.

4.2.3.3 Porovnani sterilizénich U¢inka jednotlivych plyni na spory A. niger

V piredchozich kapitolach byly prezentovany vysledky riltace pomoci DBD
generovaného v prastdi argonu, dusiku, suchého a vihkého vzduchu. 3&ehy pipadech
byly prokazany germicidni ainky plazmatu. Na zaklad pribéha inaktivainich Kivek,
vysledlka OES a odélenych studii vlivu teplotu, UV zéni a SEM analyzy byly diskutovany
pravdEpodobné mechanismy podilejici se na inaktivacidngalivych plynech. Na zaklad
vysledlka oddilené studie bylo také zjito, Zze pispivek jednotlivych mechanisinje
ovlivnén mimo jiné volbou modelového mikroorganismu, cezdano odliSnou citlivosti
mikroorganisni vici nepiznivym vrgjSim vlivam.

Pro porovnani germicidnichéinkt jednotlivych procesnich plyinbyly pouzity vysledky
ziskané f sterilizaci vzorki sporA. niger nanesenych na papiru (viz obrazek 40). Plazma
bylo ve vSech plynech generovano s konstantninitimma zdroji 70 V. Z obrazku je patrné,
Ze germicidni &inky procesnich plyin klesaji v p#adi argon, vihky vzduch, dusik a suchy
vzduch. Zatimco vifpadt Ar plazmatu bylo k dosazeni kompletni redukceétpoitalnich
burgk, tj. redukci 6-7 log CFU, pttba expozini dobu 40 s, vijpad ostatnich plyn
postupr rychlost inaktivace klesala. Ve vilhkém vzduchuabgibsazena kompletni redukce
po 60 s expozice plazmatem, v dusiku po 120 suzhén vzduchu bylo pisba az 180 s.
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1 D=9s e N, -2Wem’
7 ] D=16s suchy vzduch - 2,3 W/em®
@ vlhky vzduch - 2,3 W/em®
6 4 . _ . il
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e ¢
51 |\ ®. D=50s
— \ ] \O‘\\\\
£, \\ [N
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2 \ | DE4s\

\
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Obrazek 40Srovnani sterilizénich &inkiz DBD na spory plis#A. niger v prostedi rniznych
pracovnich plyn.

Vysoké germicidni &inky argonového plazmatu jsou s velkou prgpatobnosti
vysledkem fisobeni aktivnicitastic plazmatu, konkré&nOH radikah, atomarniho O a Ar
ionta. Jistym podilem fispivalo pak UVB (OH systém) a UVA (druhy pozitiveystém
dusiku) zéeni a teplota. Vipadt dusiku se na inaktivaci velkou¢nou podilelo UVC (NQ
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systém) z#eni, pravdpodobr také s pispivkem UVB (OH systém) a UVA (druhy pozitivni
systém dusiku) Zani. Shod#a s argonem i zde bylytevladajicim mechanismem aktivni
castice plazmatu, konkréti©H radikaly a pravibodobr také N ionty.

Z vysledki optické emisni spektroskopie (viz obrazek 17) g&me, Ze intenzita druhého
pozitivniho systému dusiku klesala siusdem koncentrace kysliku v plynu a &asré
s nahstem vlhkosti, v ptadi dusik, suchy vzduch a vlhky vzduch. A tedycssw ve
stejném péadi klesal pispivek UVA z&eni emitovaného timto systémem k celkové
inaktivaci plazmatu v prostdi €chto plyni. Na druhou stranu, jak jiz bylo zndimo dive,
vzduch je vybornym zdrojem reaktivnich stenin kysliku a dusiku, jako jsou atomarni
kyslik, ozon, OH, NO, Ng atd. Relativl vysoké inaktivani inky plazmatu buzeného
v suchém/vlhkém vzduchu, nizk4 intenzita UWera a sotiasré vyskyt atomarniho kysliku
ve spektrech suchého i vihkého vzduchu néajaze gevazujicim mechanismem byly pgav
reaktivni slogeniny kysliku. Rozdily mezi vlhkym a suchym vzduchgou pak dany vyssi
koncentraci reaktivni slégeniny kysliku ve vihkém vzduchu, jak dokladaji Myg#tenzity
atomarniho kysliku ve spektrech.

Shodre s mymi vysledky, Heise a kol. [21] dosahli nejpvygs inaktiva&niho &inku pri
sterilizaci sporA. niger pomoci DBD (20-50 kHz, 7 \®m®) v prostedi argonu. Avdak na
rozdil od mych vysledk v jejich gipadt klesal inaktivéni (¢inek dalSich plya v paadi
vzduch, dusik. Zatimco v argonu doséahli redukoagsdFU po 5 s expozice, ¥ipadt dusiku
dosahli za stejnou dobu 2log CFU a fippc vzduchu pak 1log CFU. Rozdil je
pravdpodobré zpisoben tim, Ze v mémripadc prispival k inaktivaci také OH systém,
zatimco auth tento systém ve spektrech neidentifikovalii pouziti vzorki sporB. subtilis
ziskali lepSi vysledky vifjpadt dusiku v porovnani se vzduchem. Jako hlavni inakti
mechanismy v argonu uvadi VUVigdi, v dusiku UVC z&ni z NQ molekulového systému
a v gipadt vzduchu navrhuji vedle UV #éni také pispsvek oxidace.

Eto a kol.[100] p sterilizaci sporGeobacillus stearothermophilugabalené v Tyvec
materidlu pomoci DBD (2,5 kV, 5 kHz) naopak zjistie germicidni tinky plazmatu se
zvysuji dle procesniho plynu vfawi dusik, synteticky vzduch a okolni vzduch s wltk
64,4%. Jako hlavni mechanismus inaktivace v dusikadi UV zdeni emitované druhym
pozitivnim systémem dusiku. Sha&ds mymi vysledky i v jejich fipac klesala intenzita
druhého pozitivniho systéemu s fisiem koncentrace kysliku a vihkosti. ¥gac vzduchu
tedy jako hlavni inaktiveni mechanismus uvedli ozoncasté&ny prispivek UV z&eni a pro
vihky vzduch pak navrhli OH radikal.

Shodre Chiang a kol. [16] P sterilizaci gram negativni bakterte coli a gram pozitivni
bakterieB. subtilispomoci APPJ doséhli lepSich vyslédkaktivace v prosedi vzduchu nez
v prostedi dusiku. Jako hlavni inaktié@ mechanismus vifpac vzduchu uvedli ozén a
piedpokladali také ipadny pispivek reaktivnich slotenin dusiku nap NO,. V piipac
dusiku jako hlavni mechanismus uvedli UMe# emitované NPmolekulovym systémem,
avSak dle autdrpri interakci se vzduchem dochazelo k jeho vyraznétiumu.

Je tedy patrné, Zetipposouzeni germicidnich¢iinkt jednotlivych plym maze vysledky
mimo jiné také vyrazh ovliviiovat ¢istota procesnich plyn a volba modelového
mikroorganismu. Zatimco napvici oxidaci citlivé sporyA. niger budou projevovat vyssi
citivost vici reaktivnim slodenindm kysliku, nap v mém pipad vaci OH radikalu
v dusiku. Naopak tyto spory budou diky setné pigmentaci projevovat niZsi citlivosicy
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UV zé&eni, jako tomu bylo nd&pvysledki dosazenych Heise a kol. [21ii gterilizaci v DBD
generovaném v dusiku. tal2Zity je nejen druh mikroorganismu, ale rozdily hma byt
detekovany také mezi jednotlivymi kmeny stejnéhohdr nebé i ty se liSi citlivosti wci
negiznivym vlivaim. Nag. Muranyi a kol. [96] B zhodnoceni vlivu vihkosti v syntetickém
vzduchu na sterilizaci spdB. subtilis pomoci CDBD, zjistili pokles dinki s nafistem
vihkosti. Tyto vysledky jsou zcela v protikladu ftsledkim popsanych jinymi skupinami.
Autori tento rozdil vysitlili pouzitim kmene B. subtilis ktery se vyznéuje vysokou
odolnosti wi¢i oxidaci.

4.2.4 Vliv plazmového opracovani na nosné médium

V prabéhu plazmové sterilizace jsoginkam aktivnich sloZzek plazmatu vystaveny nejen
samotné mikroorganismy, ale také nosny materigbi N&ohrer a kol. [80] uvedli, Ze plazma
generované v kysliku zgobuje leptani polymernich a celulozovych sub&tr&tohledem na
fakt, Ze plazmova sterilizace je navrhovana jakingealternativni metoda pro sterilizaci
materiati citlivych na teplotu, a také jako netoxicka altiva pro sterilizaci potravin, asepsi
tkani, atd., je nutnérpstudiu vhodnych podminek zohlednit takiéppdny vliv plazmového
opracovani na nosny material. V idedlnimippd by tedy ngly byt nalezeny takové
podminky, pi nichZz je dosaZzen pozadovany stupserilizace, avSakip nichz sogdasrg
dochazi k minimalnim zemam materialu.

Pri vyhodnoceni podilu leptani &ipadného vlivu nabityckiastic na mikroorganismy na
povrchu nosii, byl sokasrg vyhodnocen také ffpadny vliv plazmového opracovani na
morfologii nosét. Vzorky papiru a PET byly vystavenyigkim plazmatu generovaneho
v argonu, dusiku, suchém/vihkém vzduchiukpnstantnim nagi 70 V. Odpovidajici hustoty
vykonu lze nalézt v Tabulka 2. \fipact prvnich dvou plyfa byla pouzita expozni doba
240 s, pi niz doSlo v argonu ke kompletni redukci sorsubtilis V piipac vzduchu byla
pouzita expozini doba 180 s, kdy byla wipad suchého vzduchu dosazena kompletni
redukce.

4.2.4.1 Papir

Na obrazku 41 jsou porovnany SEM snimky struktuapipu Whatman 1ipd a po 240 s
expozice Ar plazmatemiphustot vykonu 2,4 W/cm Ve struktie obou vzork jsou patrna
hladka neporuSend vldkna celulozy. Je tedy paime, hlediska struktury papiru nedochazi
pii expozici plazmatem k Zadnym Zmam. AvSak na zakladtohoto vysledku jestnelze
zcela vylouit pripadny vliv plazmatu na papirovy material. Aby bytmzné zcela vylatit
piipadny vliv plazmatu, bylo by nutno provést dalgsty, které se d&in¢ pouZivaji
k vyhodnoceni vlastnosti papiru jako jsou ina@sty mechanickym vlastnosti (stanoveni
pevnosti v dotrzeni dle 1ISO 1974, stanoveni oddinegiehybani dle ISO 5626, atd),
chemickych vlastnosti (pH vodného vyluhu ISO 658@)u starnuti (ISO 5630/1-3), apod.
To vSak neni fedmeétem této prace.

Stejné vysledky byly ziskany také ¥ipadt expozice vzork papiru plazmatem v prdeti
dusiku a vzduchu.
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SEM MAG: 1.00 kx DET: Ionizaéni SEM MAG: 1.00 kx DET: Tonizaéni
HV: 20.0 kV PC: 13 50 um Vega ©Tescan HV: 20.0kV PC: 13 50 um Vega ©Tescan
VAC: LowVac, 400 Pa  Scan speed: § Digital Microscopy Imaging AQUASEM-VEGA VAC: LowVac, 400 Pa  Scan speed: 5 Digital Microscopy Imaging AQUASEM-VEGA

Obrazek 41SEM snimky suktury papiru: A/ ped pisobenim DBD; po vystavenfigkim
plazmatu buzeného v argonu po dobu 240 s.

4.2.4.2 PET

Na Obrazek 42 jsou porovnany SEM snimky PET foliledpa po 240 s expozici Ar
plazmatem P hustot vykonu 2,4 W/cril Referexini vzorky nly hladky povrch. Naopak na
povrchu vzork vystavenych &inkam DBD Ize pozorovat maléitky. Tento jev byl obzvlas
patrny v gipad, kdy byly vzorky vystaveny dinkim plazmatu po delSi dobu. Tytdilky
jsou pravdpodobré vysledkem dopadu streanienciicich v DBD vyboji. V &chto mistech

~ o

dochazi k vyraznym zémam elektrického pole, coZirbe mit vliv na strukturu materialu.

Stejné vysledky byly ziskany také fipact expozice vzork PET plazmatem v prastdi
dusiku a vzduchu.

i AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 1m
(20 0kV 29 20000x SE 83 63004 R

Obrazek 42SEM snimky PET folie: Afed pisobenim DBD; B/ po vystaventfidkim
plazmatu buzeného v argonu po dobu 240 s.

Podobné snimky, jako jsou na obrazku, prezentoxalsvé praci také Liu a kol. [97].
Pri piimé expozici PTFE dinkim RF plazmatu (13,56 MHz, 100 W) v priasti kysliku.
Naopak pi expozici dohasinajicim vybojem ziskali hladky pdv zcela srovnatelny
s referetinim vzorkem. Vznik @lkové koroze vys#tlili leptanim povrchu v dsledku dopadu
nabitychcastic. Vyskyt dlkové koroze na povrch polymernich materi@aldisledku expozice
DBD popsali také Gadri a kol. [20].
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5 ZAVER

V dizerta&ni praci byly prezentovany vysledky sterilizace pam dielektrického
bariéerového vyboje (DBD) v prastdi argonu, dusiku a suchého/vihkého vzduchu. Jako
modelové mikroorganismy byly pouzity vzorky pliésAspergillus niger(spory, vegetativni
bunky), grampozitivni bakteridBacillus subtilis(spory, vegetativni hiky) a ¢ast&né takeé
gramnegativni bakteri&scherichia coli(vegetativni biikky) nanesené na povrchu pevného
noske, jimz byl papir Whatman 1 a PET folie.

Sterilizatni inky DBD byly hodnoceny z hlediska vlivu procesnilptynu, hustoty
vykonu dodavaného do plazmatu, délky expozdoby, typu mikroorganismu a materialu
noste. Synergicky &inek UV z&eni, teploty a reaktivnicklastic plazmatu byl detaiji
zhodnocen v plazmatu generovaném v argonu a dugiksterilizaci s pouzitim vzduchu byl
hodnocen fipadny vliv vihkosti na prbeh steriliz&niho procesu. Plazma bylo
diagnostikovano pomoci optické emisni spektrosk@ptermélankem byla mitena teplota
mezi elektrodami

Fyziologicky stav mikrobialnich bk po expozici plazmatem byl hodnocen pomoci
plotnové kultivé&ni metody. Tato kvantitativni metoda poskytuje mfi@ce o zastoupeni
Zivotaschopnych buik v populaci. Z vysledk byly sestaveny inaktivai kiivky a vypaiteny
D hodnoty, tj.¢as potebny k inaktivaci 90 %jvodni koncentrace mikroorganiém

Mechanické poSkozeni mikrobialnich kkna vliv plazmového opracovani na nosny
material byly zhodnoceny pomoci rastrovaci eleldk@n mikroskopie a enviromentalni
rastrovaci elektronové mikroskopie.

Na sporach plighA. nigerbyly owieny germicidni tinky plazmatu v prosgedi vSecltyi
plyni. Obecr lze fici, Ze s naistem expozini doby klesal p&et Zivotaschopnych
mikroorganisni. Ve v3ech fipadech, s vyjimkou Ar plazmatu s nejvysSi hustotgkonu,
byly ziskany kivky slozené ze dvou a#itlinearnich Usek V piipact nejvysSi hustoty
vykonu v argonu byla ziskana jednoduchiaka.

VySSi pa@et Usek inaktivatni kiivky nazn&uje, Ze inaktivace v plazmatu probihala
v raiznych fazich s odliSnou rychlosti. Ve vSedfippdech dochazelo v gétku opracovani
k strmému poklesu @tu Zivotaschopnych mikroorganisinpoté dochazelo ke zpomaleni
procesu. Tento jev byl z&pinén faktem, Ze na povrchu nési se nachazely vicevrstvé
shluky burgk, kdy buiky v hornich vrstvach chranily masu knukrytou pod nimi. Tento
jev byl navic podpien v gipad papiru existenci para ¢lenitou strukturou povrchu. Spory
tedy mohly byt zachyceny v porech nebo nerovnospeshichu a byt takasté&né chrargny
pied &inky aktivnich sloZzek plazmatu. Poté, co byly odsiny prekazky z povrchu branici
pristupu plazmatu k mase hiknpod povrchem, doslo ¢pk nafistu inaktiv&ni rychlosti.
Vyrazngji se zpomaleni v f@ibéhu procesu projevovaldigpouZiti nizSich hustot vykonu, kdy
pravdépodobré koncentrace aktivnich sloZzek plazmatu podilejicdema inaktivaci a leptani
povrchu nebyla dostates vysoka, a odstrani téchto ,prekazek” trvalo tedy déle.

Obecré s natistem hustoty vykonu dochazelo k#sgtu rychlosti inaktivace. Tomu také
odpovida dosazeny stupeedukce v jednotlivych plynechriPsterilizaci v Ar plazmatu bylo
pii hustotach vykonu 1,2-2,4 W/éndosaZeno redukce 2-6 log CFU za 40 s,,\pNzmatu
bylo pii hustotach vykonu 1,2-2 W/chra shodi v suchém vzduchuiphustotach vykonu
2,3-2,8 W/cnmi dosaZzeno redukce 2-6 log CFU za 120 s. Vyjimkouvtiky vzduch, kdy
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bylo pri hustotach vykonu 2,3 a 2,8 W/€rdosazeno kompletni redukce 6 log CFthém
60 s bez ohledu na pouZzitou hustotu vykonu.

Pri sterilizaci vzorki spor A. niger v plazmatu generovaném v jednotlivych procesnich
plynech klesaly sterilizai &inky plazmatu dle pouZzitého plynu viaai argon, vihky
vzduch, dusik a suchy vzduch. Porovnanim vydlediaktivace dosazenych v jednotlivych
plynech pi hustot vykonu dodavaného do plazmatu 2-2,3 WAchylo zji&no, Ze zatimco
v piipadt argonu bylo k dosazeni kompletni redukcétpwitalnich bugk, tj. redukci 6-7 log
CFU, poteba expozini dobu 40 s, vifipad ostatnich plyfi postupg rychlost inaktivace
klesala. Ve vihkém vzduchu byla dosazena kompletdilkce po 60 s expozice plazmatem,
v dusiku po 120 s a v suchém vzduchu byldgls az 180 s.

Vysoké germicidni &inky argonového plazmatu byly s velkou pré&pddobnosti
vysledkem gpsobeni aktivnicktastic plazmatu, konkré&nOH radikati, atomarniho O a Ar
atomi, pripadré i ionta. Jistym podilem fispivalo pak UVB (OH systém) a UVA (druhy
pozitivni systém dusiku) éni a teplota. Vifpact dusiku se na inaktivaci velkouénou
podilelo UVC (NQ systém) zgeni, pravdpodobré také s pisptvkem UVB (OH systéem) a
UVA (druhy pozitivni systém dusiku) &ni. Shodaé s argonem i zde bylyievladajicim
mechanismem aktivnfastice plazmatu, konkrétrOH radikaly a pravgpodobrg také N}
ionty. Ot i zde byl zjisEn jisty vliv teploty. V @gipadt vzduchu bylo zjigino, Ze v porovnani
s dusikem doSlo vidledku vysoké koncentrace kysliku k sniZzeni intgndlV za&eni
emitovaného druhym pozitivnim systémem dusikuiipget vihkého vzduchu dosSlo k jest
vétSimu poklesu intenzity.. Nicmé&nna zaklad relativre vysoké sterilizéni (innosti a
piitomnosti atomarniho kysliku v emisnich spektreadduchu lze usuzovat, Ze @me
poklesu pispivku UVA zé&eni k inaktivaci roste ffispsvek reaktivnich slotenin kysliku.
Shodr¢ s dusikem i ve vzduchu mohly k inaktivadigpivat také N, ionty. Rozdily mezi

vihkym a suchym vzduchem pak byly dany vysSi kotreen reaktivnich slatenin kysliku
ve vihkém vzduchu.

Na zaklad vysledki oddilené studie bylo zjigho, Ze pispsvek jednotlivych mechanisim
ti. UV z&eni, teploty a reaktivnicastic se mize liSit v zavislosti na pouzitém modelovém
mikroorganismu, coz je dano odliSnou citlivosti mirganisni vacéi negiznivym vrgjSim
vlivam. Zatimco tedy § sterilizaci spor plishA. niger, které se vyznauji vysokou odolnosti
vaci ucéinkam UV z&eni, byl @i sterilizaci v N plazmatu zji&tn 10 % podil UV z#&eni na
inaktivaci, v gipadt sporB. subtilisbyl tento pispivek az 30 %.

Je obecté znamym faktem, Ze mikroorganismy se liSi v citfitio vaci raznym
sterilizatnim meédiim. Z toho @vodu byly germicidni &nky argonu owteny na dalSich
modelovych mikroorganismech, a to grampozitivni teek B. subtilis (spory, vegetativni
buiky) a gramnegativni bakterit. coli. Bylo zjiS&€no, Ze citlivost vegetativnich bé resp.
spor mikroorganisiin vaci ucinkam DBD v prostedi argonu klesa v padi: sporyA. niger,
vegetativni biiky B. subtilis vegetativni biikky E. coli a sporyB. subtilis Zatimco v pipad
nejciltivéjSich spor A.niger byla dosazena kompletni redukce ¢goo Zivotaschopnych
mikroorganisni, tj. 6,5-7,5 log CFU, po 40 s expozice plazmatemiipad nejodol@jSich
spor B. subtilis bylo poteba pro dosazeni stejnéhoinku az 5 x delSi expoaii doby.
Souasré porovnanim vysledkziskanym @i sterilizaci spor a vegetativnich biknB. subtilis
bylo zjis€no, Ze spory jsou vyrazrodolrgjSi vici sterilizatnim &inkam plazmatu. Pro jejich
kompletni inaktivaci bylo péeba 4 x delSich expaziich ¢asi nez pro inaktivaci jim
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odpovidajicich vegetativnich béln AvSak tento porr mize byt zkreslen odliSnymi
pocateinimi koncentracemi mikroorganism

Obdobné rozdily mezi sporami a vegetativhimikami byly ziskany takeé vifpadt plisne
A. niger S cilem piblizit se realnym podminkédm, bylyiakam plazmatu vystaveny vzorky
7-denni kultury plisé A. niger, jez vyrostla imo na papirovém nasi Na vzorcich se tedy
vyskytovaly jak spory tak také jim odpovidajici etgtivni buiky. P¥i pouziti nejvyssiho
vykonu v dusiku (2 W/c) bylo u 7-denni kultury dosaZena kompletni redufeckrg CFU)
za 60 s expozice plazmatem, zatimco pro dosazenplietni redukce (6 log CFU) ipad
spor bylo pateba 2 x delSi expaxii ¢as.

Pfi zhodnoceni vlivu nosného média naulgh sterilizace byly pro papir i PET
zaznamenany velmi podobnéupghy inaktivanich Kivek, jediny rozdil byl v rychlosti
téchto proces. Na papirovych nosich bylo, zcela proti &ekavani, dosazeno kompletni
redukce p kratSich expozinich ¢asech nez vifpact PET folie. Tyto rozdily jsou dany
odliSnou strukturou obou material Papir disponujec¢lenitou strukturou a hiky
mikroorganismu se mohou dostavat dovmaterialu. Tyto biky jsou do jisté miry chramy
pied steriliz&nimi inky plazmatu a saiasr& mohou pi vymyvani do roztoku, v fibéhu
procesu vyhodnoceningtavat zachyceny uviimaterialu, coz zisobuje zkresleni vysledk
Ackoliv se tedy papir na zakladrysledki kultivace jevi jako sterilni, Izetpdpokladat, Ze
v porech mohou byt jeStstale pitomny vitalni buiky. Pokud se pro opracovani nezvoli
dostatén¢ dlouhé expozini ¢asy a hustoty vykonu, |zergdpokladat, Ze v pérechistanou
Zivotaschopné mikrobialni liley. V pripact PET folie s hladkym povrchem tento problém
nenastaval.

SEM analyza povrchu obou matetial’ystavenych €&inkam DBD v prostedi vSech
pouzitych plyi prokazala v fipadt PET folie vyskyt dlkové koroze jiz pi nékolika
minutovém fisobeni plazmatu, zatimco ¥pact papiru nebyly zaznamenany zadné&aym
AvSak teprve podrobnd analyza vlastnosti obou nddieby mohla potvrdit,¢i vylougit
piipadné chemicke, fyzikalni a mechanické&mgnvlastnosti.

Z vysledki prace je patrné, Ze sterilizace pomoci DBD geravékio v progedi argonu,
dusiku, suchého a vihkého vzduchu §gaou sterilizéni metodou, kterou lze vyuzit jak pro
sterilizaci vegetativnich béh, tak také jim odpovidajicichivi teplo& a UV z&eni odolnych
spor. Nicmén z vysledki je také patrné, Ze vysledky mohou byt vyrazovlivnény
materialem pedmétu, ukeného ke sterilizaci. Z tohotdodu je nutno podminky procesu
optimalizovat vzdy s ohledem na konkrétni aplik@m. budoucna bude nutno také podrdbn
prostudovat vliv pouzitého dielektrického bariérogévyboje na jednotlivé sterilizované
materialy.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U
AC — stidavého nagti

APPJ —plazmova tryska pracujici za atmosférickédiaut
APG/APGD/OAUGDP —atmosféricky doutnavy vyboj

ATR-FTIR — Infratervend spektroskopie s Fourierovou transforgriachnika zeslabené
upliné reflektance

CD - stejnosrérné nagti

CDBD —kaskadovy dielektricky bariérovy vyboj

CFU — paet Zivotaschopnych bgh

CPE —vyboj s kapilarnimi elektrodami

D — decimdlni hodnotaés potebny k inaktivaci 90 %{vodni koncentraci mikroorganisin
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EREM - enviromentalni rastrovaci elektronova mikagse

FE-DBD - dielektricky bariérovy vyboj s plovoucimtgncialem

G+ — grampozitivni bakterie

G- — gramnegativni bakterie

in vitro — ,ve skle“, prace s organizmy a jeji¢astmi v unglych podminkéach laborate
in vivo— kultivace ve tkani, nebo v pletive¢hhostitelském organizmu

IR — infratervené zéeni

LDPE - nizko hustotni polyethylen

LLDPE - linearni nizkenustotnipolyetylen

LIVE/DEAD fluorescertni metoda — test viability mikroorganisimnvyuziva kombinace dvou
fluorescenich barvivSYTO9 a propidium jodidu (PI)

MDA — malondialdehyd

MSSA — methicillin citlivyStaphylococcus aureus
MW — mikrovinny

PBS - stabilizénim roztoku fosfatového pufru

PE — polyethylen

PET - Polyethylentereftalat

PP — polypropylen

PTFE — polytetrafluorethylen

RBD - odporovy bariérovy vyboj
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RF — radiofrekveéni

SEM - rastrovaci elektronova mikroskopie

SMD - elektroda povrchového mikrovyboje (surfacenmilischarge electrode)
TBARS - reaktivnich slatenin kyseliny thiobarbiturové

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

UV — ultrafialové zéeni

UVA — ultrafialové z&eni v oblasti vinovych délek 315-400 nm

UVB - ultrafialové zé&eni v oblasti vinovych délek 280-315 nm

UVC — ultrafialové zé&eni v oblasti vinovych délek 200-280 nm

VIS — viditelna oblast sitla

VUV - vakuové ultrafialové zéni v oblasti vinovych délek pod 200 nm
VOC - Volatile Organic Compoundskavé organické latky

XRD analyza — Rentgenova difiak analyza

XTT fluorescerni analyza — test viability mikroorganisrmpomoci tetrazoliové soli
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