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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této bakaigké prace je studium sterilig@ho &inku diafragmového
vyboje v kapalinach. Sterilizace je proces,kperém dochazi k eliminaci vSech forem Zivota.
Obecrk se sterilizace @i na fyzikalni a chemické. Plazmova sterilizace iggena do
fyzikalnich metod, &koliv se v ni uplatuje i pisobeni chemickych proaesvyuziva se fi ni
vlivi UV z&eni, volnych radikdi a teploty.

Jako modelové mikroorganismy jsou Vv této praci waéary spory plisé
Aspergillus niger F818% spory bakterieBacillus subtilis. Aspergillus nigefe vhodny
mikroorganismus pro jeho odolnostiév zménam pH, je Zivotaschopny v Sirokém rozmezi
hodnot pHBacillus subtilisie vybran ksli dobré teplotni rezistenci.

Diafragmovy vyboj je jednim z moznych tylektrickych vybaj buzenych v kapalinach.
Jednd se o nizkoteplotni plazma, které je genemv@#moci vysokého stejnogmého
napsti. V plazmovych kanalcich (,streamerech®) vznika@gné fyzikalni a chemické procesy.
Mezi chemické procesy gathlavné generace aktivnich latekéastic, které iniciuji chemické
reakce a atakuji spory plisni a bakterii obsazemwkapalinach. Do fyzikalnich prooese
fadi razové viny, silné elektrické pole a ultrafidaz&eni.

Pokusy byly provaghy v reaktoru s odflenym katodovym a anodovym prostorem.
V nevodivé pepazce byla uchycena PET diafragma s otvorem \stlilgpendlikové dirky
(pocateni pramér 0,4 mm). Bylo pozorovano #téeni otvoru v tisledku degradace materialu
na hrag dirky vlivem vyboje. Odbouravani spor bylo pozaine v zavislosti ngase a na
vykonu. DalSimi mifenymi veltinami byly pH, vodivost a teplota. Nebylo prokdzawisné
pusobeni v katodovém a anodovém prostoru. Hlaviinitelem odstraégni spor plisg
Aspergillus nigetbyla pravé@podobr teplota, protoZe u teplatrodolrgjSiho mikroorganismu
Bacillus subtilisnebyl pozorovan prokazatelny steriind (Kinek pisobeni diafragmového
vyboje. Byl také proveden pokusi fasterém byl zkouman pouze vliv teploty na sporispi
Aspergillus niger Vzorky byly umistény v termostatu, kde byl simulovan stejny teplotni
narst jako ve vyboji. Experiment ghpodobny piéibéh jako pokus ve vyboiji.
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ABSTRACT

The main objective of this thesis is to study ttezikzing effect of diaphragm discharge in
liquids. Sterilization is a process, which can @tiate all forms of life. Generally, sterilization
is divided into physical and chemical methods. REsterilization is ranked among physical
methods although the action of chemical processeticipates in the decontamination as
well. Effects of UV radiation, free radicals amuhperature are utilized in these methods.

Fungi spores oAspergillus niger F818@nd bacteria spores Bfcillus subtilisare selected
as model organism#spergillus nigemicroorganism is suitable for its resistance tanges
in pH and it is viable in a wide range of pH valuBacillus subtilisis chosen because of a
good heat resistance.

Diaphragm discharge is one of the possible typedesftrical discharges in generated liquids.
It is a low-temperature plasma, which is generatgidg a high DC voltage. In the created
plasma streamers various physical and chemicalepses rise. The chemical processes are
mainly the generation of active species and pagidhat initiate subsequent chemical
reactions and attack mould spores and bacteriaquids. The physical processes include
shock waves, strong electric field and ultraviogetiation.

Experiments were conducted in a reactor with sépatathode and anode space. In the
dielectric barrier PET diaphragm with a pin-holeit{al diameter of 0.4 mm) was attached.
Enlargement of the hole was observed as a resulegfadation of material at the edge of
holes due to the discharge. Degradation of spoessobserved, depending on the time and on
the input power. Other parameters measured were qaiductivity and temperature.
Experiments did not show any difference of dischagtivity in the cathode and anode area.
The main factor in the removal of sporAspergillus nigerwas probably the temperature
because no demonstrable effect of sterilizationth®y diaphragm discharge operation had
been observed when heat resistaatillus subtiliswas used. Also, it was made an attempt,
which has been studied only the temperature etfethe fungi spores oAspergillus niger
The samples were placed in a thermoregulator, wihevas simulated the same temperature
increase as at the discharge. The experiment hauinidar course as an attempt at the
discharge.
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1 UVOD

Metody odstraovani nezadoucich mikroorganigm prostedi jsou pedmétem neustalého
zkoumani. V sotasné dob existujerada sterilizanich metod, obeense @li na fyzikalni a
chemické. \tSina sterilizénich technik je spojena sditymi Skodami na materialu nebo
prostedi, ve kterém se mikroorganismy nachazi. Tatasdwedla ke snaze vyvinout novy
zpisob, jez bude vykazovat lepSi podminky, za ktesfehlizace probiha [1].

Plazmové sterilizace se jevi jako vhodna metodaody plazmové sterilizace sgivaji
hlavne v absenci vysokych aplikaich teplot, toxickych a karcinogennich latek a
nebezpé&ného gama zéni [2]. Plazmovou sterilizaci jako takovou se mtwystaveni
mikroorganisni U¢inkam elektrického vyboje v pragdi plynu. Gilezitou podminkou je, Ze
plyny nebo jejich s@si nemaji za normalnich podminek biocidginky. Ty jsou aktivovany
az pisobenim elektrického vyboje a deaktivovany bezpedst po vypnuti budiciho zdroje
[3]. Inaktivatnimi mechanismy odp@dnymi za sterilizéni (Cinek jsou: UV zé&eni, reaktivni
castice (volné radikaly) a teplota.

V této bakaléské praci se vyuziva plazma buzené v kapapomoci diafragmového
vyboje. Diafragmovy vyboj je typem elektrického wje buzeného v kapalné fazi, kdy je
mezi dw¥ ploché elektrody umigha gepazka z nevodiveho materialu, ve které je igna
jedna Spendlikova dirka. Tato dirka je jedinou sigbjanodového a katodového prostoru v
reaktoru. Ve vybojovych kanalcich (,streamerectktegré se &i mezi d¥ma elektrodami,
probih&rada fyzikalnich a chemickychejd. Ty maji za nasledek degradaci mikroorgariism
obsazenych v kapalin Jako modelové mikroorganismy, pro kontaminaci ywodou
pouzivany spory pligsnAspergillus nigera bakterieBacillus subtilis Je zkouman dinek
vyboje na tyto mikroorganismy i vliv samotné teplota Aspergillus niger Sledovany jsou
také vlivy vybranych fyzikalnich velin jako je vodivost, pH a teplotdipexpozici. Vysledky
jsou pak porovnany z hlediska zavislosti na vykahot® expozice, tepl@éta elektrodovém
prostoru.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pojem sterilizace

Sterilizace je akt nebo proces fyzikalni nebo clunipovahy, ktery odstiaje vSechny
formy Zivota, zejména mikroorganismy¢etné vysoce rezistentnich spor, mikroskopickych
hub, vyvojovych stadii protozoi, eventu&lnelmiti [4, 5]. Nedilnou sotasti sterilizace jsou
piedsteriliz&ni pfiprava pedneta, kontrola sterilizaniho procesu a sterilizovaného
materialu. Dale také monitorovani a zaznam nastarenparamefr ukazovacimi a
registr&nimi pristroji zabudovanymi ve sterilizatoru a kontrol&ininosti sterilizace
nebiologickymi a biologickymi indikatory. Kazdy silezac¢ni cyklus se dokumentuje [5].

Jako sterilni Ize tedy oztiatakové gedneéty a latky, na kterych byly usmrceny vSechny
mikroorganismy a jejich spory a u nichZ byla steriprokazdna standardnim testerfitden
neni podminkou, aby usmrcené mikroby bylyiedmeta odstragny. Pokud tedy nebyl
sterilni material sprawn oSeten v gedsteriliz&ni pripraw, miaZe obsahovat pyrogenni
latky [5].

Konvertni steriliza&ni techniky, jako jsou ty, které pouzivaji autokiapece a chemické
latky (nag. ethylenoxid), spoléhaji na nevratné metabolidkekiivace nebo rozteni Zivotré
dulezitych prvki mikroorganismu. Plazmové sterilizace funguji auis VyuZivaji se
specificky aktivni latky, jako jsou fotony s endrgiUV oblasti a radikaly [4].

2.2 Metody sterilizace

Zakladni rozdleni steriliz&nich metod spfiva v jejich povaze. Ta @ize byt fyzikalni,
chemickd nebo kombinovana. Fyzikalni metody vyutivgzikalni procesy jako teplo,
z&eni, filtraci. Chemické metody vyuZivaji chemickétkly: ethylenoxid, kyselinu
peroctovou, peroxid vodiku atd. [3].

2.2.1 Chemické sterilizace

Tyto metody jsou uweny pro materialy, které neni moZzno sterilizovatikglnimi
metodami. Sterilizace probiha ¥igtrojich za stanovenéhdggplaku nebo podtlakuipteplot
do 80 °C. Pracuje-li fistroj v podtlaku, zavzdusni komory na konci sterilizamiho cyklu
probih& pes antibakterialni filtr [2, 5].

2.2.1.1Sterilizace formaldehydem

Cisty formaldehyd je za normalnich podminek bezbapign s pronikavym zapachem.
Teplota varu je -19,2 °C a hustota 140Qkd. Za vyssich teplot (nad 150 °C) se rozklada na
kyselinu mraveti a oxid uhelnaty. Pary jsou Havé a vybuSné. Formaldehyd pamezi
teékavée organické latky. Je velmi d@brozpustny ve vag alkoholech a dalSich polarnich
rozpoustdlech. ProtoZegisty plyn snadno polymerizuje, skladuje se obvykk forms
vodného roztoku (25 % - 56 % formaldehydu). ddsgjSi koncentrace je 37 %. e se také
skladovat v pevné forénjako cyklicky trimer trioxan nebo jeho polymer pformaldehyd.
Cisty plyn se z vodného roztoku nebo pevného forefatdu ziska zattim [6].

Sterilizace formaldehydem je zaloZzena fiaghbeni srési formaldehydu s vodni parou a to
pii teplo€ 60 — 80 °C. Samotna sterilizace probiha v podtiakistanovenych parametrech.
Vzhledem k tomu, Ze tato metoda probiha v podtlaavzdusani steriliza&ni komory na
konci kazdého cyklu probih&gs antibakterialni filtr [2].



2.2.1.2Sterilizace ethylenoxidem

Ethylenoxid je za normalnich podminek bezbarvy pi§asi nez vzduch. Pod teplotou
10,7 °C se vyskytuje jako bezbarva kapalina s host899 kgm. Tuhne pi -113 °C. Paf
mezi velmi reaktivni sloteniny a je velice dadle rozpustny ve vadi v organickych
rozpou&dlech. Ri vyssich koncentracich (0,9m) je citit zapach, ktery se podoba etheru.
Pati mezi €kavée organické latky [7]. Z hlediska toxikologie jazen mezi toxické latky
s mutagennimi a karcinogenningirnky [3].

Sterilizace ethylenoxidem je zaloZzena riggqbeni ethylenoxidu v podtlaku nebietaku
pii teplot 37 — 55 °C i parametrech stanovenych vyrobcem [5].

ProtoZze pronika &Sinou unglych hmot, s vyhodou se jim sterilizujifguiméty balené
v umelohmotnych foliich kombinovanych s papirem. Ethyleidem sterilizované iednety
se vSak musi ponechavatkdy i mnoho di ve zvlastnich prostoractadre odwtravat.
Ethylenoxid @&inkuje na vSechny formy mikrdb Pozoruhodna je zejména jeho schopnost
nicit spory. Pouziva se ke sterilizaci zdravotnickpamicek z termolabilnich ustych hmot,
jemnych néstraj, Siciho materialu, textilu, kozesin a jinych parih material [8].

V praxi se pouzivaji dva zakladni tgoby sterilizace ethylenoxidem: sterilizatory
vyuzivajici smds ethylenoxidu a inertniho plynu, sterilizatory ¥jajici ¢isty ethylenoxid.
Sterilizatory pracujici 8istym ethylenoxidem maji nizSi provozni néklady &Sh
termodynamicky efekt na transportu sterilantu [9].

2.2.2 Fyzikalni sterilizace

V praxi se z fyzikalnich postipsterilizace uplaiuje predevSim pisobeni tepla, zéni, a
filtrace.

2.2.2.1Sterilizace vihkym teplem (sytou vodni parou)

Tento typ sterilizace se také nazyva autoklavovdde. o sterilizaciip vysokych teplotach
pod tlakem. Teplota vodni pary stoupa &tmearre s jejim tlakem. B tlaku 2 atmosfér (cca
0,2 MPa) méa para teplotu 121 °Gij faku 3 atmosfér zhruba 134 °Crigtroj uceny ke
sterilizaci parou pod tlakem se nazyva parni &étibr neboli autoklav. V malych stolnich
autoklavech se para vyvijiimo ve sterilizani komde. VeétSi gistroje maji vlastni vyvije
pary nebo jsouifpojeny na parni rozvod. Péara v autoklavu prougihmre do plast a poté do
sterilizatni komory. Sterilizani komora nesmi byt aniigplnéna ani ténd prazdna, protoze
by nedoSlo k dokonalému odvzddan a sterilizace by nebyla dostaté spolehlivd, nebod
pii zvoleném tlaku by teplota v korf@nedosahlaipdepsané hodnoty [8].

Autoklavovat Ize kov, sklo, porcelan, obvazovy midle baviréné a Igné pradlo, skteré
roztoky a ponarné malo druli plasti.

Pouziti pary za zvySeného tlaku je z praktickéhediska nejspolehlisi a pomdrng i
ekonomicky sterilizéni postup. B styku s chlad&Simi prednety para kondenzuje na vodu a
piitom piedd ohromné mnoZstvi vyparného tepla. To usmiitiorpné mikroorganismy
tepelnou denaturaci bilkovin, rozkladem nukleovykiselin a porusenim bgénych
membran [8].

Protoze v fipact pary se jedna o tzv. vihké teplo, je jehs@beni dinngjSi nez v pipadc
tepla suchého. Proto jsotiegplepsané expazii doby i autoklavovani daleko kratSi ne# p
horkovzdusné sterilizaci, i kdyz se uziva nizSeghidt (viz tabulka:. 1) [8].



2.2.2.2Sterilizace horkym vzduchem

Sterilizace horkym vzduchem je vSeob&omert (cinnéjSi nez sterilizace vihkym teplem.
P horkovzdusné sterilizaci se obvykle vyuziva teépiezi 160 °C az 180 °C. Mechanismem
acinku horkého vzduchu je denaturace bilkovin. PoiitivSechny nesporolujici mikroby
jsou @i 180 °C zabity do 5 minut. Viry jsou citkéy8i, s vyjimkou viru hepatitidy B, jenz se
v krvi inaktivuje @i 160 °C az za 60 minut.d¢i suchému teplu jsou nejod@jgi bakterialni
spory, ty nejrezistenysi se znii pri 180 °C az za 15 minut.

Vyhodou sterilizace horkym vzduchem je, Zdispoje ktomu vyuzivané, tedy
horkovzdusné sterilizatory, jsou péme levné. Nevyhodou je, Ze sterilizovat se takto i
prednity z odolnych materiél (sklo, porcelan) a termostabilnich materjdteré neobsahuji
vodu [8].

Tabulka¢. 1: Steriliz&ni podminky pro sterilizaci vihkym vzduchem a harkduSnou
sterilizaci [2].

Sterilizace vihkym teplem Sterilizace horkym vzduclkem
o Délka expozice o Délka expozice
Teplota [°C] [min] P Teplota [°C] [min] P
121 15 160 120
126 10 170 60
134 3 180 30

2.2.2.3Sterilizace filtraci

Tato metoda sterilizace slouzi k odatreani bakterii z tekutin tam, kde je jinyigob
dekontaminace nevhodny. Viry prochazejiSinou bakteriélnich filtk.

Podle konstrukce pouzitého materiakliohe filtry na: azbestové Seitzovy filtry lisované
z azbestu a celulézy, skkaré jenské filtry z borosilikatového skla ve farnporéznich
destéek zatavenych v nalevkach a membranové ultrafdtnjtrocelulézy siznou velikosti
poéri [2, 5, 8].

2.2.2.4Sterilizace radig&ni

Tyto metody vyuZivaji vlastnosti ionizujiciho a Ud&eni. Je proto nutné zabezje
personal, ktery obsluhuje dané steridiziazaizeni, ged nepiznivymi (€inky tohoto z&eni.
Pouziva seippramyslové vyrol sterilniho jednorazového materialu [2, 5]

« Ultrafialové z&eni — tato metoda vyuziva tzv. germicidni lampy egajici
elektromagnetické #@éni s vinovou délkou okolo 265 nm, které je maximsél
absorbovano nukleovymi kyselinami. Poskozeni nukteb kyselin iniciované UV
z&enim spoiva v dimerizaci thyminovych béazi, coZz znenoe replikaci
genetické informace a naslédmmnozeni organismu [2, 3].

Vzhledem k mozZnosti &ni elektromagnetickych vin se UV igéi pouziva ke

sterilizaci vzduchu, vody a pracovnich ploch [2EWthodou této metody je mala
hloubka pronikani a relati¢nkratky dosah. Je nutné sidgdomit, Ze pouze dopad
piimych paprsi z germicidniho z&e ma biocidni &inek na mikroorganismy.

Sebemensi restota nebo zasténi prednEtu miZze mikroby ochranit [3].
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* lonizujici z&eni — jeho vyhoda sptva vtom, Ze penetruje, avSak nefeh
sterilizovany pedmét a nengni vlastnosti ¥tSiny sterilizovanych latek. Zdrojem
gama z#eni v praxi je obvykle radioaktivni kobaf®Co ). Gama z&ni se pouziva
k pramysloveé sterilizaci ciSténi odpadnich vod a pro sterilizaci zdravotnickych
produkti [1, 5]. Mezinaroda stanovena sterilizai davka je 27 kGy (kilogray).
Sterilizovat timto zpsobem nelze fedntty, které pisly do styku s krvi nebo
biologickym materidlem s moznou kontaminaci viremlVHnNebo virem
hepatitidy B, protozedkteré viry mohou davku 27 kGygit.

2.3 Sterilizace plazmatem

2.3.1 Plazma

Vv s

spravié ozna&ovano jako jejitvrté skupenstvi [10].

Za plazma se povaZzuje ionizovany plyn slozeny miioglektrori (a gipadré neutralnich
aton a molekul), ktery vznik4 odtrzenim elekttom elektronového obalu atd@nplynu, ¢i
roztrzenim molekul (ionizaci). V exaktni definidapmatu jsou na ionizovany plyn kladeny
jisté dophujici poZzadavky. Aby byl ionizovany plyn povazovaa plazma, musi vykazovat
kolektivni chovani a kvazineutralitu. Tim se rozude plazma je schopné jako celek svymi
projevy generovat globalni elektricka a magnetipkle a na takovato globalni pole reagovat.
Kvazineutralita vznika diky fitomnosti volnych nabityckiastic, kdy se v objemu plazmatu
vytvari prostorovy ndboj a elektrostatické pole, kterétmpsilove pasobi na nabité€astice.
Vysledkem je kompenzace fluktuaci hustoty nabopaama se ve&Sim neritku jevi jako
elektricky neutralni. Plazma je vodivé a siheaguje na elektricka a magneticka pole.

VétSina plazmatu, se kterym je mozno se setkat na Zarmatmosférického tlaku (polarni
z&e, blesk, oh&®), ma teplotu &kolik tisic stugit Celsia. BZko se tedy da vyuzit pro
kazdodenni aplikace. Koncem devadesatych let mnfioulétoleti byla vSak vyvinuta
technologie, ktera dokazgipravit plazma za &ného tlaku a pokojové teploty [5].

2.3.1.1Nizkoteplotni plazma

Plazma Bzr¢ vyuzivané pro sterilizani (Cely se nazyva nizkoteplotni plazma, s ohledem
na teplotu plyf. Je to z toho w/odu, Ze &Zké ¢astice (neutrainéastice a ionty) v tomto
plazmatu maji vyraznnizsi teplotu (obvykle az desetkrat mensSi) nefepota elektrot
[11]. Nizkoteplotni plazma ma& podil ionizovany¢hstic maly — asi jen jedno procento.
Teplota iont je blizka okolni tepl@ ale rychlost pohybu elektr@nodpovida teplotam
nekolik tisic stupia. Jelikoz jsou malo hmotné, je vliv jejich teplatg navenek projevovanou
teplotu plazmatu jako celku nizky [5]fiRlacich pod 10 Torr (1,33 kPa) je nizkoteplotni
plazma charakterizované&atini energii elektranv rozsahu 1-5 eV (1 eV = 1.6x10J nebo
11 600 K). Proto jsou to pr&welektrony, které 8pi molekuly, excituji nebo ionizuji atomy a
molekuly ve vyboji. Vyhodou nizkoteplotniho plazmagé tedy skuténost, Ze neni ptiba,
aby t€zkeé castice ndly tak vysokou energii. DalSimi vyhodami jsou i $iizenergetické
néklady a moznost pouZiti skierych a kovovych vybojovych komor bez vysokych ndrok
na chlazeni [11].
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2.3.2 Plazmova sterilizace

Plazmovou sterilizaci jako takovou se rozumi vystdv mikroorganismi UCinkam
elektrického vyboje v prostdi plynu. Gilezitou podminkou je, Ze plyny nebo jejich &n
nemaji za normalnich podminek biocidnéinky. Ty jsou aktivovany aZ {sobenim
elektrického vyboje a deaktivovany bezptedte po vypnuti budiciho zdroje [3].

Plazmova sterilizace je v posledni dolvelice popularnim tématem mnoha praci
publikovanymi tznymi wdeckymi tymy, které se zabyvaji problematikou vyuZzi
plazmového vyboje v praxi. Tato aplikac&ire mit své pevné postaveni i na mezinarodnich
konferencich, které se z&mji na vyuziti plazmatu v biomedicinské praxi. D& ®dy
usuzovat, Ze plazma bude stale vyhledavanym fedistm proieSeni iznych wdeckych
problémi. Uspich plazmové sterilizace je hlayrv absenci vysokych aplikaich teplot,
toxickych a kancerogennich latek a nebémpbo gama zéni. Tato fyzikalni a chemicka
omezeni, fitomna u ostatnich sterilizaich metod, tak plazmovou sterilizaci stavi na
vyhodnou pozici nové konkuréni metody, kterd je stéle ve vyvoji aibe tak nabidnout
mnohé vyhody [2].

2.3.2.1Stru¢éna historie plazmove sterilizace

Prvni zminka o plazmatu jako o steriimdm médiu byla v roce 1968 v patentu Menashiho
[11]. Aparatura vyuZivala RF pole k buzeni argommmv@lazmatu za atmosférického tlaku a
vyuzivala se ke sterilizaci viitich povrcli ampulek. Pro tyto dely bylo RF pole
generovano v nadélpomoci dratu a civky omotanéd&iahve. Civka slouzila jako refer&m
elektroda k uzateni RF pole (koronovy vyboj). Menashi byl schopneritizovat ampulky
obsahujici 1Dspér veéase kratsim ne? jedna sekunda. Bylo nezbytné, #&mmp bylo
v piimém kontaktu s vnikem nadoby. Bvodem byl pedpoklad, Ze biocidni ¢inek je
zpiasoben intenzivnim zaétim spor v tak kratkéndase, Ze nedoSlo k vyraznémurehu
skleréné nadoby (tento mechanismus byl pgizdazvan mikrospalovani Peeples a Anderson,
1985) [11].

DalSi patent Ashama a Menashiho (1972) stggko Bouchera a Bithella (1982) ukazaly,
Ze elektricky vyboj ve spravném plynuiage vést ke sterilizacim. Obrazek jedna ukazuje
piiklad steriliz&niho prototypu popisovaného&chto experimentech.

( .

MATCHING NETWORK

——

WATTMETER RF

GENERATOR
(13.56 MHz)

Obr. ¢.: 1. Schéma jedné z prvnich aparatur pro plazmowterilizaci. Matching
network — pizpisobovactlen, RF generator — radiofrekvemi (RF) generator [11].
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Vzorky jsou vsunuty do komory, ktera je pot&espana na tlak 10-40 mTorr (1-5 Pa) a
nasledg vyplnéna plynem nastavenym na pozadovany tlakSimou 0,05 — 2 Torr (5 -
300 Pa). Vyboj je pak iniciovan pouzitim RF polegirednictvim civky (nebo paralelnich
elektrod) lokalizovanych vh(dielektrické) komory.

Boucher také realizoval sterilizace s vyuZzitim roiknného vyboje (2450 MHz -
frekvence pouzivana v mikrovinné trajb

Prvni systémy citované vesdecké literatie byly zaloZzeny na stejném principu jako ty
zminované v patentu. Pod byly vyvinuty mnohem sofistikovaijSi uspdadani. Nap pro
sterilizaci vnitnich ¢asti nadob, bylo vyuzito ¥Biho mikrovinného pole (na rozdil od
Menashiho patentu) a vyboj byl iniciovan pulzy laseCas sterilizace - par sekund byl
popsan pro vykony 200 W (Tensmeyer et al, 1981). [¥1pocétcich plazmové sterilizace
byly pro dané experimenty vyuzivany inertni plyakg argon a helium. Nicmémshman a
Menashi (1972) z@li do pracovniho médiafidavat halogeny (n&asgji chlor, brom a jéd),
aby tak zvysili dinnost sterilizéniho procesu. Toto vedlo k dalSim experiniemt a tak
Boucher z&al pouzivat aldehydy jako pracovni plyn. Dale Baarchbjevil skuténost, Zze pro
inaktivaci bakterialnich spor jsowkteré plyny (nap CO, ) mnohem dinngjSi nez jiné
(nagx. argon). Ratner et al. (1990) [11] také poukamaliskuténost, Ze plazmova sterilizace
je winna pro ¥tSinu plymi pouzivanych v laboratiwh jako pracovni médium ¢ N,
vzduch, H, halogeny, NO, H,0, H,0,, CO,, SQ,, SK;, aldehydy, organické kyseliny a dalsi)
[11].

Plazmové4 sterilizace byla ve svychcptrich provaéha ve tech fiznych tlakovych
oblastech. Byly to oblasti nizkého tlaku (1 — 10rJ,ostedniho tlaku (0,1 — 10 Torr) a
atmosféricky tlak. VySe uvedené experimenty se duidly predevsim v progedi stedniho
tlaku. Postupeniasu se vSak ukazala velka vyhoda pouziti stergizacatmosféerického tlaku

[2].

2.3.3 Inaktiva ¢ni mechanismy plazmove sterilizace

Na zaklad rozdilné msobnosti maji sterilizai metody vlastni rozdilné inaktisai
mechanismy. Sterilizace pomoci plazmatuiggena mezi fyzikalni sterilizai metody.
Vzhledem k principm této metody zde vSakigobi jak fyzikalni procesy, tak i chemické,
které vznikaji chemickymi zémami prostedi. Vznik chemickyckiniteli je zcela zavisly na
fyzikélnich vlastnostech plazmatu, nelze jej tedskat pra¢ bez gitomnosti plazmového
vyboje. Mezi inaktivéni mechanismy plazmové sterilizace tak |zéada teplotni vliv,
puasobeni UV z#eni, pisobeni volnych radikalci ozonu [2].

2.3.3.1Vliv teploty

Teplotni cinitel je jednim z mnoha faktdy které msobi na metabolickou aktivitu
mikroorganisni a na jejich rozmnozZovaci schopnost. Pro kazdy eoilganismus Ize dit tfi
teplotni body:

* minimalni teplota — nejniZSi teplotaij gteré se jestdany mikroorganismus
rozmnoZuje jestzjistitelnou rychlosti

» optimalni teplota — v tomto intervalu se druh rooaue nejvyssi rychlosti

« maximalni teplota — nejvySSi teplotafi pkteré se mikroorganismus jést
rozmnozuje
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Pri kratkodobém zvySeni teploty nad maximalni tepldtehézi ke vzniku tzv. teplotniho
Soku. Teplotni Sok vede k metabolickym vykgv, které by mohly mikroorganismus zavazn
poskodit. Mikroorganismus se protiigobeni teploty brani syntézou specifickych obrahnyc
latek. Tyto ochranné latky se snazi poskozenym kmmaptam metabolickych drah navratit
jejich pavodni funkci. Ri delSim misobeni vysokych teplot, jizZ nejsou ochranné latkytip
teplotnimu fisobeni dostate¢ Gcinné, metabolické procesy jsou véazamaruseny a dochazi
ke smrti mikroorganismu. Teplotniagobeni je tedy uzivano jakociany steriliz&ni
prostedek [2].

2.3.3.2Vliv UV zé&%eni

UV z&eni se vyskytuje v oblasti vinovych délek asi od béh do 400 nm. Germicidni
acinek UV z&eni je zaloZen na fotochemickém posSkozeni nukldokiselin (DNA, RNA),
proteini, enzynt, pripadré jinych buréénych ¢asti [3]. Nukleové kyseliny absorbuji UV
z&eni @ vinové délce 240 — 280 nm, nejvysSi germicidrékefje pozorovan ip 260 —
265 nm. isledkem je poSkozeni spwajici ve vzniku thyminovych diméy které
znemo#uji replikaci genetické informace a nasledné rozhonani mikroorganisin UV
z&eni v rozsahu 320 — 400 nm iniciuje &g nenasycenych mastnych kyselin v &tnmé
membrag, to ma za tisledek zminu permeability bu&né membrany [2, 3]. Vliv UV zé&ni
na inaktivaci mikroorganisin v atmosférickém vyboji vSak neni j&Stdostaténe
prozkouman, a proto neni jasné stanoviskdcl, zabyvajicich se touto tématikou. Nap
Larrousi [1] srovnal kinetiku UV zZéni nizkého tlaku pary nfové lampy s kinetikou
sterilizace nizkoteplotnim plazmatem za atmosféhck tlaku. Dosfl k zawru, Ze UV
v atmosférickém tlaku plazmatu nehraje vyznamnaktimani roli. Toto stanovisko bylo
pozcEji podpdeno praci Herrmanna et al. a dalSich [1]. Napootiu Heise et al. tvrdi, Ze UV
hraje vyznamnou roli [12]. Stejrtak dospl k zawru Boudam et al., Ze zaditych podminek
muze mit UV dominantni vliv a volbou jinych podminekv zcela zanedbatelny [13].

2.3.3.3Vliv volnych radikalki

Volné radikaly jsou chemické latky, které vznikapcitaci a disociacidnem plazmové
sterilizace. Jsou to atomy, molekuly nebo iontyjiciave svém elektronovém obalu jeden
nebo vice nepérovych elektonProto se snazi ziskat dalSi elektron, viitvpar a
stabilizovat tak sk stav. Tyto latky reaguji s dalSimi biomolekulamivytvaeji tak dalSi
volné radikaly. Tento & ma pak tendenci 8f sefettzovou reakci [2].

Volné radikdly mohou chemicky napadat lipidy v Ipoteinech a buignych
membranach, nukleové kyseliny, sacharidy, polysadjabilkoviny a enzymy, vysledkem
tedy miZze byt ireverzibilni poSkozeni b&mého materidlu. NejvyznarSimi volnymi
radikaly z hlediska inaktivaich proces jsou radikaly kysliku a dusiku, nap>, O,, O;,
OH-, NO, NQ. DalSimi geménami z nich mohou vznikat jiné reaktivni latky, k&giz nemaji
nepéarovy elektron (napkyselina chlorna, peroxid vodiku) [2, 3, 14]. tarsi doSel k z&ru,
Ze v Fipack nizkoteplotniho atmosférického plazmatu hraji ealadikaly rozhodujici roliip
zni¢eni mikroorganisri a teplo spolu s UV Zé&nim jsou vedlejSimi mechanismy [14].
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Priklad vybranych reakci volnych radik&f plazmatu [14]:

O0+0,+M - O, +M (1)
N+O+N, - NO+N, 2
NO+O, ~ NO,+0, (3)
NO, +O, +hv - O, + NO (4)
H,0+0, ~ O, +20H (5)
e+H,O0 - OH+H+e (6)
O+H,O0 - 20H (7)

Volné kyslikové radikdly zjsobuji peroxidaci lipidovych komponent itky. Lipidova
dvojvrstva je slozkou bwiiné membrany, ktera ohranje buiku, chrani ji, ale zarove
umoziuje dalSim latkam a iofin vnikat do biiky nebo vychazet ven z bky. Membrana je
nedilnou so&asti buiky a pomaha udrZzovat homeostazu. Peroxidace jeeprgi kterém
jsou poskozovany mastné kyseliny lipidDochazi k peskupovani dvojné vazby a tim
naslednému poskozeni membrany a homeostagybu

Superoxid (@) pasobi na biikku hlavré tim, Ze inaktivuje enzymy, dypolymerizuje
polysacharidy, redukuje cytochrom a reakci s vodwoii hydroxylovy radikal OH Peroxid
vodiku napiklad inaktivuje enzymy Calvinova cyklu a owliwje fadu dalSich reakci.
Hydroxylovy radikal poskozuje DNA, degraduje proteiaj. DalSimi radikaly jsou najklad
radikal oxidu dusnatého, ktery je promu toxicky jiz v mikromolarnich koncentracich.
Hlavnim mistem jeho interakce jsou proteiny nesdechow vazané Zelezo, znemaji tak
jeho redukci [15].

2.4 Elektrické vyboje v kapalinach

Elektricky vyboj v kapalig predstavuje komplex jév zahrnujici kombinaci tznych
fyzikalnich a chemickych procéskteré zavisi na velkém i faktorti: vodivosti, polari¢ a
oxidatnim stavu elektrod, vlastnostech kapaliny apod].[Pg&incipem tvorby elektrickych
vyboju je tvareni dostaténé silného elektrického pole ve véo¢> 1 MV/cm), jehoz dsledkem
dojde k elektrickému grazu, tj. vzniku plazmovych kandlk (,streamei). Sitenim
elektrického vyboje dochazi vlivem srazek enerygtib elektrom k disociaci (event.
ionizaci) molekul vody a generace chemicky vysddevaich hydroxylovych radikdil, ozonu
a peroxidu vodiku, jez jsou silnymi oxigtdmi latkami. Elektricky vyboj doprovazi seéasre
fyzikélni jevy (ultrafialové zgeni, vysokotlaké rdzove viny, intenzivni elektrigk@le), které
maiji silné sterilizaéni inky [17].

Elektrické vyboje v kapalinach mohou byt realizoy&nriznych konfiguracich elektrod a
s rozliSnym charakterem vstupniho #é&pPouzivaji se #idavé (AC), stejnostmné (DC)
anebo pulzni zdroje nag. Pri vyuziti pulzniho nagti se pouzivaji konfigurace hrot-hrot,
koaxialni konfigurace (drat-valec, prstenec-valew)jtielektrodovy systém apod.[16, 18].

Pro vytvaeni elektrického pole tak silného, aby bylo mozapéteni vyboje bez pouziti
pulzniho napti, mize byt docileno iemi elektrodovymi konfiguracemi, jak zna#aje
obrazek¢. 2. U konfigurace ,rovina-rovina“ je nutnéfipddét velmi vysoké nagti pro
vytvoieni silného elektrického pole, které je nezbytne zapaleni vyboje. Uspadani dvou
planarnich elektrod se pouziva jefidka. DalSi d¢ konfigurace ,hrot-rovina“ a diafragma
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s malym otvorem maji &Si praktické vyuziti, protoZe se elektrické poterhadi na hran
v systému (hrot, 8tbina) a tak zapaleni vyboje nefediuje iliS vysoké hodnoty naii [16].

- + — + —_ +
_\
.|

Obr. ¢.: 2: Typy uspgadani elektrod, zleva: dvploché rovinné elektrody, hrot-rovina a
dielektricka diafragma s malym otvorem mezémda plochymi elektrodami (Sipky zné&zaji smer
intenzity elektrického pole)[3].

Elektrické vyboje generované ve wode fadi mezi technologie AOP (tzv. Advanced
Oxidation Processes), coZ jsou systémy, které gsbopné degradovat i Zzm& odolné latky
z vod. Pouzivaji se vedle klasickych met@&teni pitnych a odpadnich vod. Tyto metody jsou
zaloZzeny na produkci vysoce reaktivni¢hstic (zejména hydroxylovych radikal dale
vodikovych a kyslikovych radik&l peroxidu vodiku, ozonu a iant které vykazuji vysoky
oxidatné-redulkéni  potencidl a velkou reaktivitu s organickymi <leminami, zejména
aromatického charakteru [17]. Iniciuji chemické ke misobi na molekuly latek
rozpusénych v kapalig a tyto reakce Zjsobi nasledny zanik¢hto molekul a vznik novych.
V sowasnosti je zkoumano mnohéiznych metod AOP (procesy vyuzivajici peroxid vodiku
ozon, ultrafialové z&ni) a mezi & pati i metoda korénového vyboje generovaného ve
vodk [16, 18].

2.4.1 Diafragmovy vyboj

Jedna z elektrodovych konfiguraci pouzivanych poookovy vyboj v kapalné fazi je
geometrie ,pinhole* (Spendlikové dirky), tzv. dafmovy vyboj. Dive byl tento typ vyboje
zkouman jako tzv. ,bezelektrodovy” vyboj. Princigrgerace tohoto vyboje je ukadzan na
obrazkue. 3 [16].
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Obr. ¢.: 3: Princip generace diafragmového vyboje [16].

Mezi dwma planarnimi elektrodami poremymi v kapalig je umiséna diafragma s malou
dirkou. Na této $tbiné se tvdi velmi silné elektrické pole. Energie elektricképole je
koncentrovana na hrarsystému, a zde hranu systémuit\&rbina v diafragm. Kapalina
v blizkosti Skrbiny je olfivana a z objemu se vyiugi bubliny. Ri piresahnuti wité hodnoty
intenzity elektrického pole je vyboj zapalen nahlm@ni bublin a dojde k vyt¥eni vyboje
[16, 18].

Vysoké napti se givadi na jednu elektrodu, zatimco druha je uz&manReaktor ma dv
odcklené casti. Tyto dé¢ c¢asti (katodova a anodova) jsou spolu spojeny patzerem
v diafragng. Plazmové kanélky, které se&igdo zapaleni vyboje (,streamery”) maji rozdilné
charakteristiky. Maji opmou polaritu, liSi se ve strukie, tvaru, jak je viditelné na obrazku
¢. 5, rychlosti &eni i ve velikosti energie elektroil6, 19].

Pozitivni plazmové kanalky (,kladné streamery”) sgtvari v katodovém prostoru
reaktoru. Skladaji se Zkolika malo &tvi a rychlost jejich $enf je asi 1®cms ™. Negativni
plazmové kanalky (,zaporné streamery*)ivbustou gi ve tvaru polokoule ais mnohem
pomaleji nez kladné, asi 16ms ™ [18, 19].

2.4.2 Procesy generované elektrickymi vyboji ve vodné faz

V plazmovych kanélcich probihaji fyzikalni a chekdicckje. Jednd se n&po silné
elektrické pole, ultrafialové #ani, rdzové viny a zejména generaci chemicky aidiviatek
a radikah (H,O,, Hy, O, OH, H-, O a HOy) [16]. Aktivni latky pisobi na latky obsazené
v kapalire a iniciuji chemické reakce, které vedou k jejioené nebo zaniku.

2.4.2.1Fyzikalni procesy

V elektrickych vybojich je velk&ast energie spi#bovana na tvorbu vysokoteplotnich
plazmovych kanéalk jez emituji s¥tlo z Siroké oblasti vinovych délekcstre silného
vyzaovani v UV oblasti [16]. UV Zi&ni poSkozuje proteiny a enzymy, zatuje mnozeni
bakterii a vyuziva seifp odstraiovani Skodlivych mikroorganisinz vod. Proto se take
muzeme pomoci elektrického vyboje generovaného vlkepabavit nezadoucich bakterii.
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Ultrafialové z&eni mize také zpsobit disociaci molekul vody a tvorbu hydroxylovych
radikak [20].

Naslednym §enim ,streamedr’ je v kapalirt generovana silna razova vina. Razova vina
muze taktéz naruSit bétnou strukturu sinic a bakterii ve wodElektrickym vybojem
generovana razova vina je magouzivana v Zé&eni litotryptor uéenému K likvidaci
ledvinovych kamel Zakladem je generator razoveé viny, ktery vinu wyb presre
definovanym vybojem ve veédv jednom ohnisku mima:lo pacienta — energie razové viny se
pak sousedi v druhém ohnisku elipsoidu, které je &etpacienta nastaveno na povrch
ledvinového kamene [20].

V G¢innosti na mikroorganismy hraji patrmaké znanou roli silna elektricka pole. Vliv
elektrickych poli (bez vyboje) je studovan samogtatvVychazi se ztoho, Ze btimé
membrany maji vysokou permitivit) tim se v elektrickych polich polarizuji &gobi na &
elektricka sila. Bylo zji$nho, Ze pi urcité intenzit pole ¢adu desitek kV/cm) se
v membranach vyti@ji pory (,.electroporation*), které séasem zaceli. P jeS& vySSich
polich dochazi k nevratnému roztrzeni membran. foleéektu se d& vyuZit ke sterilizaci
potravin (mléko, dZusy), k energeticky ndémara@né vyrol& cukru, k &inngjSimu ziskavani
vinného mostu apod. V medi¢inse ,electroporation” vyuziva ke zvySeni propustnos
membran nadorovych bék pro cytostatika [20].

2.4.2.2Chemické procesy

Elektrické vyboje buzené vysokym rjn vedou pevazr k produkci tiznych
reaktivnich chemickyckiastic. Pai mezi r¢é radikaly (OH, H:, O a HGQy), molekuly (HO,,

R AT 1

jsou povazovany hydroxylové a kyslikové radikalyHQ©O), ozon (Q) a peroxid vodiku
(H20,), které se vyznamgnpodileji na oxidénich procesech probihajicich v kapalné fazi
béhem vyboje [16].

Castice, kterétidi vétSinu proces pouzivanych P UGpraw vody, jsou hydroxylové
radikaly. Reaguji satSinou organickych a velkym mnoZstvim anorganickgichtenin. Tyto
reakce mohou byt ro2teny podle mechanismu dii typu:

e odtrzeni atomu vodiku:
:OH + RH— -R + HO (8)

+ elektrofilni adice na nasobnou vazbu:
:OH + RC=CR;, — R,(OH)C-CR- 9)

e prenos elektronu:
‘OH + RX— - XR+ + OH- (20)
Odtrzeni atomu vodiku (prvni typ) nastava, kdyz rbygllové radikaly reaguji

s nasycenymi alifatickymi uhlovodiky a alkoholyniza voda a organicky radikal. \Fipact
nenasycenych uhlovodila aromatickych slaienin se hydroxyloveé radikaly aduji na nasobné
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vazby (druhy typ). Renos elektronu ifgti typ) se uplatni, pokud je odtrZzeni vodiku a
elektrofilni adice znemozna sterickym usg@adanim [16].

2.5 Modelové mikroorganismy

Jako modelové mikroorganismy byly pouzity sppligré Aspergillus nigera bakterie
Bacillus subtilis

2.5.1 Aspergillus niger

Taxonomické ziazeni:AscomycotaEurotiales mitosporni zastupcerichocomaceae.

Aspergillus nigerje vlaknity eukaryotni mikroorganismus, fiai mezi nizSi houby.
Vlakna, ze kterych se sklada se nazyvaji hyfy. Mgm propletené a rozrostlé hyfy tvo
mycelium. RozmnoZuje se nepohlavikonidiemi. Kolonie jsou rychle rostouci, pin
vybarvené do §i, ale ¢astji jiz do téi dni inkubace. Pigmentace je Sédma, kolonie jsou
hrube zrnité. Nekteré kmeny produkuji do agaru Zluty pigment, spadrana kolonii je sitla
nebo Zluta, coz je viditelné na obrazku4. Optimalni teplota praist je okolo 35— 37 °C,
minimalni 6 — 8 °C a maximalni 45 — 47 °C. Je Zasghopny v Sirokém rozmezi hodnot pH,
minimalni: 1,2, maximalni 11 a optimalni: 3 — 8]26

» Mikromorfologické znaky: viz obrdzek 5. Konidiofory jsou iizn¢ dlouhé,éasto i
1 — 3 mm, s hladkou nezbarvenou stopkoticiMiek je kulovity, obvykle cca 50 —
75um v priméru, pokryty po celém povrchu vrstvou metul a fialldonidialni
hlavice jsou papt#té. Konidie jsou kulovité nebo téfhkulovité, bradawité, asi
3,5 — S5um v prameru.

» Vyskyt a vyznam: Vyskytuje se celagové velmi hojrg, hlavre vSak v teplejSich
oblastech, a to fpdevSim na rozmanitych potravinach, jak rostlinnéak i
Zivogisného fivodu. Casto se vyskytuje i v xerofilnich podminkach. Dloulbyl
povazovan za netoxinogenni, avSak v 90. letech bytgkolika kmeni zjiSttna
produkce mykotoxinu ochratoxinu Alasto byvéa izolovan z klinického materiélu
[21, 22].

Obr. ¢.: 4: A/ Kolonie plisa Aspergillus niger. B/ Spodni strana kolonii vzigst na
agaru. Je patrné Zluté zbarveni. (vzorek po 20 tactuvyboje o vykonu 160 W, edlnd
katody; doba kultivace 5 dh
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Obr. ¢.: 5: Nakres plisat Aspergillus niger [21].(z&tSeno 30x)

2.5.2 Bacillus subtilis

Taxonomické zezeni:Firmicutes Bacilli, Bacillaceae rod Bacillus

Bacillus subtilisse fadi mezi grampozitivni sporulujici aerobntibky. Je to bakterie
s piamérem 0,5 — 1,Qum a jeji délkatasto pesahuje 1@m. Dilezitym znakem je schopnost
tvorit jednu endosporu, simérem obvykle mensim, nez jeftl& bakterialni biiky.
Sporulace probiha pouze z&tpmnosti kysliku, protoZze sporulaci ziskavéikai energii
piedevsim oxidaci zasobnich ligidz cytoplazmy. Kultivén¢ je tato bakterie nenamoa,
snadno roste naébnych Zivnych pdach.Bacillus subtilisse vyuziva ve farmaceutickém
pramyslu jako producent antibiotik polypeptidové poyaByl ale také popsan jakaipodce
ulceraci, postopetai celulitidy a zastu plic [22].

Obr. ¢.: 6: A/ Kolonie bakterie Bacillus subtilis. B/ Spo strana kolonii vzrostlych na
agaru. (vzorek fed spusnim vyboje, oddr od katody; doba kultivace 3 dny)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V této praci se zabyvam sterilizdm (&Einkem diafragmového vyboje v plazmatu.
Experiment se sestaval z mikrobiologiakisti, kde byly fipravovany suspenze spér plisni,
které byly nasledhpouzivany pro kontaminaci vodyagu spudnim vyboje. Do vybojového
reaktoru byla nalita sterilizovana vodajdan elektrolyt a spéry plisni. Poté byl sgnst
stejnosmirny vyboj pres dielektrickou diafragmu. &wézrneé byly odebirany vzorky roztoku
pro zneteni pH, vodivosti, teploty a vzorky na kultivaci kreorganisni pro vyhodnoceni
acinku sterilizace. Doba kultivace byla 3-5tda vyhodnoceni probihalo n@émou kultivani
metodou. Dale byl zkoumartiaek vlivu teploty na odbouravani mikroorganism

3.1 Mikrobiologicka p riprava

V prvni ¢asti experimentu bylyifpravovany roztoky spor pligmspergillus nigei~8189
a bakterieBacillus subtillisv mikrobiologické laborati.

Kultury byly ziskany Zeské sbirky mikroorganisim Masarykovy univerzity v Brf
Prirodowdecké fakulty.

3.1.1 Zivné médium

Pouzita sladina byla ziskana z Pivovaru Starobrre Byla Zedtna vodou na 7 hm. %
extraktu a pH bylo upraveno na hodnotu 6,2 nasyoeroztokem NgCO;. Pro experimenty
s plisni Aspergillus nigerbyly nasleds byly pridany 2 hm. % agaruH{media RM 02k
Takto upravend sladina byla vysterilizovana. Prdugos bakteriiBacillus subtilis bylo
pouzito Zivné médiunMPA 2(4 g/ 100 ml destilované vodigimedia M 1269%.

3.1.2 Priprava ofkovaci suspenze
3.1.2.1Aspergillus niger

Plisei byla nagkovana sterilni bakteriologickou kkou na Sikmy agar (sladina + agar
Himedia RM 02§ pii zapaleném kahanu, v blizkosti plamene, kde sbarcsterilni zona.
Kultivace probihala 7 dni ip teplo& 25 °C. Ve zkumavce bylo vysterilizovano 5 mi
destilované vody stflavkemTweenu 8(00,1 ml na 100 ml média). Povrchoaktivni latka
byla pridavana kwli zvySeni sméivosti hydrofobnich konidii a vzniku homogenni seispe.
Sterilizace byla provedena v tlakovém hrnci po daiceti minut. Destilovana voda byla
nalita do zkumavky se Sikmym agarem kultivované&rpli Bakteriologickou kitkou byly
opatrre uvolrény spoéry plisni. ©kovaci suspenze byla nalita do centrifergjah
uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o objemu rdl. Suspenze byla fikrat
centrifugovana f 4 °C, 10-ti tisicich oté&ach po dobu 5 minut a promyta 2 ml sterilni
destilované vody. Padch promytich byla odigdina kapalinaira a na d& zkumavek byly
usazeny spory pligrAspergillus niger Uvedenym postupem byl odsténveskery zbytkovy
sladinovy agar, na kterém by mohlo dojit k pg&inu nezadoucimuistu plisg. Paet spor
v 1 ml byl stanoven kultivai metodou (koncentrace suspenze spor #ylal0’ spérmi™).
Princip této metody sgiva v g'eneseni mikroorganisimna zivnou jdu, kde jsou schopny
rozmnozovani. Zjifuje se tedy piet zivych bugk pocitanim kolonii (tzv. cfu — colony
forming units). (viz obr¢. 7)
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Obr. ¢ 7.: Ukadzka nefimé kultivani metody, tzn. pdtani kolonii. A/ Pohled shora na
Petriho misku s jiz vykultivovanou plisni. B/ Sgagtnana Petriho misky s déb viditelnymi
koloniemi. (vzorek po 20 min vyboje o vykonu 175dr od katody; doba kultivace 3 dny)

Takto oSatené vzorky plisé Aspergillus niger F818%yly jiz pouzivany jako modelové
mikroorganismy pro kontaminaci vody, ve které bytavadna sterilizace.

3.1.2.2Bacillus subtilis

Patétesni kultura byla kultivovdna 10 dnitipteplo& 30 °C. Poté k ni byla do zkumavky
piidana vysterilizovana voda gigavkem Tweenu 80(0,1 ml na 100 ml média). Sterilni
bakteriologickou kitkou byly uvolrény spéry bakterie do roztoku.ckbvaci suspenze byla
nalita do sterilnich mikrozkumavek o objemu 2 mylatiikrat odsted®na na centrifuze po
dobu 10 minut, p teplo€ 20 °C a 10-ti tisicich ot&ach a promyta 2 ml destilované vody.
Poté byla jiz odsedina kapalinacira a na da zkumavek #staly spéryBacillus subtilis
Patet spor byl stejgr jako u plisg stanoven kultivaci. Koncentrace mikroorganismu
v suspenzi byla 510" sporml™.

3.2 Reaktor a zdroj napéti

Reaktor byl tvéen soustavou dvou plochych elektrod &élddych gepazkou s otvorem pro
dielektrickou diafragmu. i@pazka tedy odtbvala katodovy a anodovy prostor. Na anodu
bylo piivadéno vysoké stejnosénné nagti a katoda byla uzentna. Elektrody byly umighy
rovnokEzneé s pepazkou, 20 mm od ni. Vyrobeny byly z neregiaV oceli a jejich rozréry
byly 50 x 120 mm. Objem reaktoru byl 3 dif2 dn? zaujimal katodovy prostor a 1 dm
anodovy prostor). Dielektricka diafragma byla vyeab z polyethylentereftalatu, jeji tlaka
byla 0,25 mm a v ni byla dirka ogonéru 0,4 mm. Vliv DC vyboje na diafragmu je znazomn
na obrazkw. 8. Vlivem vyboje byl gvodni otvor z¢tSen v disledku degradace materiélu
diafragmy na hrah dirky. ZwtSeni otvoru v ptbéhu experimentu (60 min) zavisi na
dodavané energii (vykonu reaktoru). Patrné jsoealitativni zneny na hranach diafragmy.
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Obr. ¢. 8.: PET diafragma: A) f&d experimentem, giyodnim otvorem (0,4 mm), B) po
60 min vyboje o vykonu 160 W, C) po 60 min vybojgkonu 175 W, D) po 60 min vyboje o
vykonu 245 W

Elektricky zdroj dodava stejnosmé konstantni nai do 5 kV a proudy do 300 mA. Pro
dosazeni vetSi bezpeosti prace byl do obvodu isen spina na viku reaktoru, ktery
odstavil givod nagti, jakmile bylo viko zvednuto. Na obrazku 9 je zobrazeno schéma
(vlevo) a fotografie reaktoru (vpravo).

-
Obr. ¢ 9.: Vlevo: ZjednoduSené schéma plazmovych ,stregméuzenych v DC
diafragmovém vyboji; 1 — anoda, 2 — katoda, 3 —atiggi plazmatické kanalky, 4 — pozitivni

plazmatické kanalky, 5 — vodivy vodny roztok [28jravo: Fotografie plazmového reaktoru
[24].

3.3 Postup méieni

Pro jednotliva nsieni se pouZivala sterilizovana voda v mnoZstvi & dfnda byla nalita
do reaktoru (2 drhdo katodového a 1 dhdo anodového prostoru), kam byid#évan také
elektrolyt NaCl, v mnozstvi 0,2 g do anodového foasa 0,3 g do katodového prostoru, aby
bylo dosazeno vodivostiiblizné 350 - 400uS . Poté byly do reaktoru automatickou pipetou
pridany spory plisé Aspergillus niger Kano& 1 ml a ke katodl 2 ml, o koncentraci
10" spér/ml. Vysledna koncentrace byla tedy* 406rml™. Pred spudnim pokusu byly
odebrany vzorky pro kultivaci plisndo Petriho misek (dva z kazdého elektrodového
prostoru). Injekni stikatkou byly také odebrany vzorky pro stanoventgiaini teploty,
vodivosti a pH. Viko reaktoru bylo z&ano a tim byl spojen elektricky obvod. N&ma proud
byly nastavovany tak, aby se vykon pohyboval od \W6@o 245 W. Proud se pohyboval od
0,1 A do 0,14 A a napi nabyvalo hodnot od 1585V do 1750 V. Délka expezbyla
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60 minut, vzorky byly odebirany ve dvacetiminutovémtervalu a to z obou elektrodovych
prostor po dvou vzorcich roztolspor plisni do Petriho misek, v mnozstvi 100Déale byly
odebirany vzorky injednimi stikackami do k&dinek, pro zéteni hodnot teploty, vodivosti a
pH.

Méteno bylo pH metrem (WTW series inolab pH 720), ktesiznamenava pH a teplotu, a
konduktometrem (Conductivity meter GRYF).

Vzorky roztoku spor plisni byly zpracovany v kmobiologické laborath ve
sterilizatnim boxu. Preparaty bylyiglity 10 ml Zivného média, vytemperovaného na cca
45 °C a dobe promichany krouzivymi pohyby Petriho misek. Tagtipravené vzorky byly
kultivovany 3 - 5 df pii teplot 25 °C @Aspergillus nigey resp. 30 °CHBacillus subtili3. Poté
byly jiz kolonie dolie viditelné a byly vyhodnoceny némou kultiva&¢ni metodou tzn.
odetten paet vzrostlych kolonii (colony forming units — cfiyiz obr.¢. 7)

3.4 Vliv teploty

Protoze experiment probihal bez chlazeni, teplat@aktoru rostla vlivem vyboje cca o
10 °C kazdych 20 minut. Bylo tedy provedeno sroatawieni jen s vlivem teploty na
modelovy mikroorganismusAspergillus nigerve vodném roztoku. Byla pouzita tataz
suspenze spor jakotipmeéreni ve vyboji. Vzorky byly stefh naredény a umisiny
v termostatu, kde byl simulovan stejny teplotnitisérjako ve vyboji, tzn. po dvaceti
minutach byla teplota zvySovana o 10 °Cc&eini teplota byla nastavena na 25 °Giage
20 minut byla zvySena na 35 °C a po 40 minutactoegp byla nastavena na 45 °C.alkh
odebirani vzork a nasledna kultivace probihala stggko @i pouZziti vyboje.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V této praci byla studovana sterilizace pomoci rdgihového vyboje v plazmatu.
Zkouman byl dinek vyboje ve vod, kontaminované mikroorganismy: zavislost vykonu,
doby expozice, vlivu pH, vodivosti a teploty. Jakmdelové mikroorganismy byly pouZzity
spory plisi Aspergillus niger bakterieBacillus subtilis Jako elektrolyt byl fidavan chlorid
sodny.

4.1 Meéiené veltiny

V priabéhu meteni byla sledovana zavislost &mnekterych veltin na pabéh experimentu.
M¢treno bylo pH, teplota a vodivost v reaktoru. V taled. 2 jsou uvedeny vealiny méiené
za 1iznych vykori.

Tab.¢. 2: Zmena pH, teploty a vodivosti roztoku v zavislostivnkonu acase.

. pH T [°C] G[uS]

t[min] P W] katoda anoda katoda anoda katoda anpda
160 7,2 7,0 26,8 26,9 400,0 420|0

t=0 175 7,6 7,6 25,0 24,8 361,0 3310
245 7,1 7,1 24,4 25,1 371,0 350{0
160 8,9 3,4 35,4 34,8 504,0 5230

t=20 175 8,6 3,5 33,5 33,1 392,0 445|0
245 8,9 3,2 37,4 38,0 506,0 585]0
160 8,8 3,1 43,6 42,9 591,0 6970

t=40 175 8,5 3,3 42,0 41,8 477,0 571|0
245 8,7 3,1 48,6 47,8 616,0 796|0
160 8,8 3,1 46,0 47,3 620,0 8320

t=60 175 8,3 3,3 48,9 49,6 556,0 7270
245 8,5 3,1 53,0 53,0 655,0 916|0

Z tabulky¢. 2 je patrné, jak sednilo pH, teplota a vodivost roztoku v zavislosti fese a
vykonu. Zatimcocasova zavislost je prokazatelna, tzn. plasem roste v katodovém
prostoru a klesa v anodovém, vliv vykonu nebyl pozén.

Vodivost po oseéeni kapaliny vybojem v anodovém i katodovém prastaarostla oproti
vodivosti pivodniho roztoku. Tento jev je é#poben vznikem radikéla ionti. Pasatesni
vodivost roztoku byla nastavena okolo 350 — 480 pH nastaveno nebylo, ale jeho hodnota
se khem vyboje minila. V anodovém prostoru bylo pH kyselé (hapi vykonu 175 W
klesalo ze 7,6 az na 3,1) a v katodovém zasad#g.(pii vykonu 175 W rostlo ze 7,6 na
8,6). Zmeéna pH by se dala vysitlit elektrolyzou, ktera probihala zarave vybojem.

Pti elektrolyze roztoku chloridu sodného putuji sotaéony snérem ke katod a zaporné
chloridové ionty k ana#l Elektrolyzou samotné vody se na kateglucuje vodik a na aned
kyslik [18, 25].

Tvorbu vodiku popisuje katodova reakce:

2e +2 HO — H, + OH (11)
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Tvorbu kysliku popisuje anodova reakce:
2 HO — O, + 4H' + 4€ (12)

Celkem tedy vznikaji na anéd/odikové kationy a zaporné chloridové ionty — Kiyse
chlorovodikova a roztok je kysely. V katodovém poog naproti tomu vznikly hydroxid
sodny zfisobuje zéasaditost roztoku. Yipad® neoddleného katodoveho a anodového
prostoru by se roztok promichal a kéné pH by bylo pblizné stejné jako na zatku
meéieni, ale Spendlikovou dirkou v diafragse oddlené prostory nestihnou promisit [18].

Teplota sasem rostla cca 0 10 °C kazdych 20 minut.

4.2 Vliv plazmového vykonu a doby expozice

Méreni probihalo P vykonech 160 W, 175W a 245 W, za pouziti mikgawismu
Aspergillus niger piicemz koncentrace spér/mhistavala stejna. Jak demonstruje obrazek
¢islo 10, vliv vykonu na odbouravani mikroorganismengl velky vliv na jejich usmrceni.
Jediny vykon, u kterého bylo dosazeno sterilizage2d5 W. Mikroorganismusipném byl
zredukovan oit fady, zatimco u jinych vykdncca o dvarady. Hlavni roli zde ale hrala
piedevsim teplota, ktera&ipvykonu 245 W vzrostla na 53 °C a tudiZlenletalni &inek na
spory plisg Aspergillus niger(viz obr. 11). Maximalni mozZna teplotajfipniz tento
mikroorganismus i@ziva je 45 - 47°C [21]. S délkou expozice bylo odstvi
Zivotaschopnych mikroorganismredukovano. Nicmén vzhledem k faktu, Zze se nijak
neprojevoval vliv vykonu, ale teplota stéle rosbgl blize zkouman vliv samotné teploty (viz
kapitola 4.3).

1,E+04 -

1,E+03 -
1,E+02
1,E+01 -

1,E+00

pocet vzrostlych kolonii

1,E-01 -

1,E-02
0 20 43 60

t[min]

== 160W L/5W )45 W

Obr. ¢. 10: Srovnani experimahts modelovym mikroorganismem Aspergillus nigér p
ruznych vykonech.
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Obr. ¢. 11: Priklad odbouravéani kolonii /i vykonu 245 W. Patrné je 100% odst#an
kolonii plisre Aspergillus niger po 60 min ve vyboji. Aed spudnim vyboje, B/ po 20 min
expozice, C/ po 40 min expozice D/ po 60 min egpo@dlgr od katody; doba kultivace
5 dni)

4.3 VIiv teploty na pribéh sterilizace

Teplota néla pi experimentech se sterilizaci zasadni vliv na radstvani spor
mikroorganismuAspergillus niger Za 60 min expozice vzrostla na 46 — 53 °C. iakylo
zmirgno drive, takovy naist ma za nasledek usmrceni spoér glisspergillus niger

Toto tvrzeni dokazuje i srovnani s pokusem, kdyabkk sterilizaci pouzita pouze
naristajici teplota a jako modelovy mikroorganismiispergillus niger Paiet vzrostlych
kolonii se nijak zavrathnenenil az do 40 minut doby expozice, kdy uz teplotaatwvala
45 °C. (viz obrg. 12, 13)

V experimentu, kdy byl pouzit teplatrodolrgjSi Bacillus subtilisbylo dokazano, Zeip
175 W téndi nentl diafragmovy vyboj v kapalié&sterilizani inek. (viz obr.¢. 12, 14)
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Obr. ¢. 12: Srovnani fisobeni vyboje a teploty na Aspergillus niger aclejporovnani
s pisobenim vyboje na Bacillus subtilis.

Obr. ¢. 13: Petriho misky s vykultivovanou plisni Asplérginiger, @i pouziti teploty jako
sterilizacniho média. A/ § teplot 25 °C, gred expozici, B/ teplot 35 °C, po 20 min,
C/ pri teplote 45 °C, po 40 min, D/ po 60 min (doba kultivace)d
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Obr. ¢. 14: Petriho misky s vykultivovanou bakterii Blasl subtilis. A/ ped zapnutim
vyboje, B/ po 20 min ve vyboji o vykonu 175 W,dCA@ min ve vyboji o vykonu 175 W, D/ po
60 min ve vyboji o vykonu 175 W, (edbd katody; doba kultivace 3 dny)

4.4 Vliv polarity elektrod na odbouravani mikroorganismu

V bakaldské praci J. Pajurkové [18] byl prokazan odlisSnyibgh odbouravani
organickych barviv v katodovém a anodovém prosteaktoru. V katodovém prostoru se
barviva odbouravala pomaleji a jejich kéné koncentrace bylaiplizné 90 %. V anodovém
prostoru se barviva rozkladala lépe a rychleji jecliekoncentrace se snizila o 60 az 70 %
[18]. Na zaklad téchto zjisSeni byl zkouman vliv polarity elektrod i na odstowvani
mikroorganisni z kapaliny.

Polarita elektrod vSak nema vyrazny vliv na odbward mikroorganisrin z roztoku.
Nebylo prokdzano odliSnéupobeni vyboje v katodovém a anodovém prostoru. €0 |j
znazorgno na obrazkwislo 15, kde je patrny té&h totozny piibéh experimentu v obou
elektrodovych prostorech. Koncentrace mikroorgadisiyla v obou vybojovych prostorech
na paatku meteni + 100 sporml™. Po 60 minutdch doby expozice koncentrace
mikroorganisni v obou prostorech shoélklesly o cca Zady (viz obr. 16, 17). Spory plisni
byly odbourany z 97 % u katody a z 99 % u anodyzdioé pisobeni v elektrodovych
prostorech neni tedy patrné.
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Obr. ¢. 15: Znazoréni vlivu polarity elektrod na dinek odbouravani mikroorganism
(mereni pi vykonu 175 W a pouziti mikroorganismu Aspergitliger).

Obr. ¢. 16: Petriho misky s vykultivovanou plisni Aspéurgi niger. A/ ged zapnutim
vyboje, B/ po 20 min ve vyboji o vykonu 175 W,dCA@ min ve vyboji o vykonu 175 W, D/ po
60 min ve vyboji o vykonu 175 W, (edbd katody; doba kultivace 3 dny)
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Obr. ¢. 17: Petriho misky s vykultivovanou plisni Aspéugi niger. A/ ged zapnutim
vyboje, B/ po 20 min ve vyboji o vykonu 175 W,dCA@ min ve vyboji o vykonu 175 W, D/ po
60 min ve vyboji o vykonu 175 W, (edbd anody; doba kultivace 3 dny)
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5 ZAVER

Predmétem této bakai&ké prace bylo studium sterili@ho &inku diafragmového
vyboje v kapalinach. Ke kontaminaci vody byly podtiy spéry plisé Aspergillus nigera
bakterieBacillus subtilis.Jako elektrolyt byl idan chlorid sodny. Vodivost byla naczku
experimentu nastavena okolo 350 — 4&0

Studovan byl vliv vykonu na sterilizai (cinek diafragmového vyboje. &feni probihala
pii vykonech 160W, 175W a 245W. \Vif®hu experimerit sice bylo dosazeno i
stoprocentniho odstrani plisre Aspergillus nigerz roztoku (pi vykonu 245 W). Toto ale
bylo zpisobeno viivem ndistajici teploty, nikoliv isobenim vyboje. Teplota dosahovala po
60 min expozice az 53 °C, coz ma letalni vliv nargplisré Aspergillus niger

Proto byl proveden pokus jen s teplotou, kdy bynwmostatu simulovan stejny teplotni
rast jako ve vyboji. Mienim bylo dokazano velké&gobeni teploty na mikroorganismus. Po
40 min expozice, kdy byla teplota jiz na hodndb °C, byl pozorovan rapidni pokles¢po
kolonii Aspergillus niger

Pokus s teploth odolrgjSim mikroorganismemBacillus subtilis potvrdil jen velmi
omezenou &innost diafragmového vyboje jako sterikmd techniky za podminek, jaké byly
pouzity vtomto experimentu. Zde nebyl pozorovamgié Zadny pokles ptiu kolonii
v pribéhu experimentu.

Na zaklad bakald&ské prace J. Pajurkové [18] byl sledovanibgh sterilizace
v katodovém a anodovém prostoru. Zatimco na odbéaanidbarviv néla polarita elektrod
prokazatelny vliv, na odstiavani mikroorganisti vliv nebyl prokazéan. V obou prostorech
byl pribéh experimentu téi totozny.

Vysledky, kterych bylo dosazeno, mohou bytiggbeny usp@danim experimentalniho
zaizeni. Absence chlazeni a michani kapaligheln expozice rize hrat hlavni roli
neprokazaného sterilizaiho &inku diafragmového vyboje. Tyto nedostatky budou
odstragny a dalSi vyzkum v této oblasti bude tématem diaweé prace.

Naméiena data k této bakdtké praci byla prezentovana na konferenci v Ligtéus Janu
na Slovensku, 17. — 22. ledna 2009 (17th Symposinpplication of Plasma Processes).
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