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ABSTRAKT

V sowasnosti je vyuzivana cetada dekontamirtaich postup k inaktivaci mikroorganisiin
na nejiizngjSich materiadlech arpdnttech. Vaznym nedostatkerschto konverinich metod je
to, Ze zatzuji exponovany material teplem nebo chemikaligPhedlozena bakataka prace se
zabyva plazmovou sterilizaci, kterd je S&8ha &inna na Siroké spektrum prokaryotnich i
eukaryotnich mikroorganisim Pisobi na 8 n¢kolika mechanismy zaloZenymi ngirdicich UV-
z&eni, aktivnichtastic a teploty.

V naSsem fipact byly sledovany &inky dielektrického bariérového vyboje (DBD) za
atmosférického tlaku na bioindikatésspergillus nigerVyboj byl generovan v dusiku a argonu.
Jako nosny material byl pouzit papir a PET-féliyl Btudovan vliv iznych pracovnich
podminek na efektivitu sterilizace. Konkrétdlo o vliv délky expoziniho ¢asu v plazmatu,
hustoty plazmového vykonu, typu pracovniho plynncgného média. Vysledky ukazaly, Ze
s rostouci hustotou vykonuiipadreé délky expozinihoc¢asu vzork plazmatem, roste sterilizai
Gcinek DBD. Ri srovnani vysledk ziskanych fi stejnych podminkach v dusiku a argonu byl
vysSi sterilizani ¢inek pozorovan v argonu. Doba sterilizace se powglaood 40 s do 150
S v zavislosti na pouzité hustgtlazmového vykonu, plynu a nosném meédiu. Dalepbgkazan
vliv nosného média na efektivitu sterilizace. UKézae, Ze v fipad papiru dochazi k tzv.
"efektu stirgni”. Mikroorganismy mohou byt zachyceny v porechpipa, coZ niZe vést
k zhorSeni  kontaktu mikroorganismu s plazmatem asled& tak sniZit @innost
dekontamina&niho procesu. Poérovitost papiru naviézmje uvolréni spor do roztoku, takze se
z ¥ ziska vzdy méamikroorganisnmi nez z PET-folie.

Pomoci optické emisni spektroskopie byla pdeva spektralni analyza plazmatu.

KLi COVA SLOVA

Aspergillus nigerdielektricky bariérovy vyboj, plazmova sterilizac



ABSTRACT

Nowadays the wide spectrum of decontaminati@thods are used for the inactivation of
microorganism on various materials and subjectg Jdrious disadvantage of the conventional
decontaminations methods is stressing of the exbasaterial by heat or chemicals. The
presented bachelor thesis discusses plasma stgoiliz which is more friendly and more
effective on the wide spectrum of procaryotic amtagyotic microorganisms. Basically, the
main inactivation factors for cells exposed to plasare heat, UV radiation and various reactive
species

The work was focused on studying of the effeicthe dielectric barrier discharge (DBD)
operating at atmospheric pressure on bioindicAgpergillus niger Plasma was generated in
nitrogen and argon. Paper and PET-foil wer usedhascarrying medium. The influence of
various working conditions on the efficiency of gii@a sterilization was studied. Namely it was
the influence of plasma exposition time, plasma godensity, the type of operating gas and
type of the medium supporting the microorganisntcdkding to our results the efficiency of the
plasma sterilization increases with increasingmpgower density, resp. the plasma exposition
time. When comparing the results observed for #maesconditions in argon and nitrogen the
higher sterilization effect was reached in argohe Bterilization time was 40 — 120 second in
dependence to plasma power density, gas and camy&aium. Furthermore the influence of the
carrying medium on the sterilization efficiency wasoved. It was shown, that porous materials
have a "shadowing effect” for microorganisms. Thieroorganism may penetrate into the paper
material and embed in pits and cavities. Such pati@h could preclude the interaction of plasma
with the microorganism, thereby decreasing theciefficy of spore inactivation. Additionaly
paper porosity complicates the detachment of spamés solution, so it is reached less
microorganisms as from the PET-foil.

The discharge parameters were studied by nefahe optical emission spectroscopy.

KEYWORDS

Aspergillus nigerdielectric barrier discharge, plasma sterilizatio
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1 UvOD

Plazma, &dy téZ ozn&ované jakoitvrté skupenstvi hmoty, se stalo fenoménem 21letstol
Technologie na ¢m zaloZzené nalezly Siroké uplam prfi obrakEni materiah, inaktivaci
Skodlivych latek, v automobilovém, elektrotechnické textilnim pimyslu a v mnoha dalSich
oborech lidsk&innosti. Tato prace je zafena na aplikaci, ktera by znamenattnps zejména
pro potravinéstvi a zdravotnictvi. Je ji plazmova sterilizace.

Pouziti plazmatu jako steriléaa@ho prostedku seradi k nowjSim metodam, které jsou
prednEtem zkoumani celéady wdeckych tyni u nas i ve ssté. Oproti konvednim postugm
skyta celouradu vyhod. Je alternativou pro &eni jak vitalnich bugk, tak i spor. Krom toho
umoziuje i odstragni pyrogeii a toxinmi z povrchu sterilizovanychiedn®ta. DalSi nespornou
vyhodou je skut#nost, Ze aplikaci metody nedochazi k namahéani rhatezvysenou teplotou,
tlakem ani chemikaliemi, coz je zakladnim nedostatkkonvernich postufp sterilizace.
Biocidni &inky trvaji pouze Bhem pisobeni elektrického vyboje a jsou deaktivovany
bezprostedre po vypnuti budiciho zdroje.éBem pisobeni plazmatu se tedy neuugi Zadné
toxické latky, coz je velkymijnosem zejména v potravisévi a medicis. Pouziti plazmové
sterilizace je zarovebezpeéné i pro obsluhuifstroje.

Fednety mohou byt sterilizovany fimym kontaktem s plazmatem nebo v plazmatu
dohasinajicim. Hlavni vyhodou pouZivani dohasiftaicplazmatu pro sterilizai &ely je
piedevSim teplota. Zatimco plyn ve vyboji dosahujelaiy az rkolika set stupa Celsia,
dohasinajici plazma nigsahne 50°C, coZ hrajeildZitou roli pro Zivotnost exponovaného
materialu. Na druhou stranu je nutné uziti delfitazesnih@asu.

V sokasné dob se metoda testuje za ngrejSich podminek tak, aby doSlo k jeji
optimalizaci. Plazma fize byt buzeno mnoha agoby, & uz dielektrickym bariérovym vybojem
(DBD) nebo mikrovinami. Je mozné pouzit tlaku atféoského nebo podtlaku. DalSim
dulezitym aspektem jsou testy nosnych matéri&ilem je zjistit, jaké fipadné dinky maze
plazma na exponovany material mit. Tyto studi@gseji neocenitelné informace zejména pro
technologii obal, kde by plazma mohlo hrat vyznamnou roti povrchové dekontaminaci.

Velice dilezité je také stanovit, jakowitinost mé plazmova sterilizace na jednotlivé druhy
mikroorganisnd. Pro tento &el jsou vyuzivany nejiznéjSi eukaryotni i prokaryotni
bioindikatory, zejména bakterie, plésa kvasinky. Sotasné studie ukazuji, Ze je metodaia,
pokud se pro dany mikroorganismus zvoli vhodné pgolyninaktivace. Bylo zji&no, Ze na
mikrobiélni buiky pisobi cel&ada mechanisiy které maji synergicky efekt. Obe&csem pat
ptisobeni UV-z#&eni, aktivnichiastic a teploty, jejizdinky jsme se ovSem snazili eliminovat.

Ekonomicka dostupnostizzeni, moznost aplikace metody za atmosférickéiaith zkraceni
pracovnichtasi znan¢ zvySily pravapodobnost jejiho uvedeni do praxe. Na druhou stbamie
jes& nutny dalSi vyzkum, a to zejména v oblasti mikobdgické, a také materidlove. Budehlia
sledovat dalSi druhy mikroorganiséra stanovit standardni inaktird podminky tak, aby se dalo
v praxi na @innost metody spolehnout. Také netiég€ znamo, jak mize plazma fisobit na
vlastnosti materidl, zejména p opakované expozici. Je ovSem nesporné, ze plaastevilizace
ma své opodstatni, protoZe proces dekontaminace imgjSich vyrobki znane zefektiviwuje.

Cilem této bakataké prace je studium plazmové sterilizace jako naagresivni metody
v oblasti inaktivace eukaryotnich mikroorganismKonkrétré je studovano plazma buzené
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prostednictvim dielektrického bariérového vyboje a jelekontaminéni kinky v zavislosti na
pouzitém pracovnim plynu, nosném médiu a hégdtdzmového vykonu. Dale bylo provedeno
porovnani plazmové sterilizace se standardnimiligggmimi postupy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Popis eukaryotnich organisni

2.1.1 Eukaryotni mikroorganismy

Mikroorganismy jsou jednob&né nebo vicebutné organismy velice malych rozn,
které nemaji schopnost i funkéné diferencované tk&n¢i pletiva. Jsou vyznamné pro
zachovani koloéhu latek v pirodé, nalézaji pimyslové vyuziti, ale {sobi i negativa
(nezadouci rozklad mateniglpatogenita). [2]

Z cytologického hlediska jetbeme rozdlit na organismy prokaryotni (bakterie, sinice) a
eukaryotni (houby, zeleri@sy, prvoci). Zakladni rozdily I1ze nalézt v rozéilmorfologii burk,
kdy vyvojow mladsi eukaryota dosla k mnohem #tSi dokonalosti nez prokaryota. Eukaryotni
buika obsahuje vysgé jadro s dvojitou membranou, DNA je uloZena vorthozomech tvidcich
komplex s bazickymi bilkovinami, histony. V prokatgi buice je jaderny material vadrulozen
v cytoplazng. V nitru eukaryotické htky je viditelnd celarada organel, které jsou vymezeny
systémem biomembran. Typicky je také vyskyt cytéetkiea ribozon, které mohou byt volné
nebo vazané nagkteré organely. U prokaryotnich biknnic takového nepozorujeme, vSechny
souasti buiky se volg vznaseji v cytoplazi [2,4,5]

Z pfimyslového hlediska maji vyznam mikroorganismyigadoiiSe houby. [2]

2.1.2 VSeobecna charakteristika hub

Houby jsou heterotrofniétsinou aerobni organismy, jejichdd ozna&ujeme jako stélku. U
vétSiny hub dochazi k diferenciaci stélky gast vegetativni, ktera je tiena vlakny neboli
hyfami, a natast reprodukni, tva‘enou rozmnozovacimi organy. Systému gbezenych vlaken
setikd mycelium, které ize byt rozdleno gehradkami. [7]

Na myceliu vznikaji rozmnoZovaci organy, abtd’ pohlavni (gametangia) nebo nepohlavni
(sporangia, konidiofory), které produkuji tzv. spdvytrusy) a dodavaji houbam jejich typické
zbarveni. V souvislosti s pohlavnim procesem vzhnikaalé vytrusy, a to bdl piimo na myceliu
nebo v plodnici. Trvalé i nepohlavni vytrusy majzmy tvar, velikost i p&et burgk, podobr
jako samotné rozmnozZovaci organy a plodnice. Z tohweodu lze houby rozdit podle
morfologickych znak. [7,33]

Zivotni cyklus hub zdnéa kléenim spory ve viakno, &muz dochéazi ve vihkém prostli za
urcité teploty. Spora se do vhodného predt dostava diky &dsim nebo proué¢hi vzruchu.
K vytvéieni rozmnoZovacich orgam spor je #etelrgjSi zavislost na tepldta Zivinach (substrét).
Zpusob jejich ziskani se liSi podletgobu Zivota houby. Parazitické houby ziskavajingiva €l
hostitelskych organisiy saprofytické houby je ziskavaji z uhynulych oigkyich | i
organickych latek. Existuji i houby symbiotické,ykdnize dochazet k souziti niaps kaeny
vySSich rostlin neboigasami. [7,33]

Ristu jsou schopny pouze koncovéiky viaken. VyluEuji enzymy, které umaitiji rozklad
Zivin do stravitelné podoby. &kdy mohou vyldovat antibiotikaci toxiny, jeZz brzdi nebo
potlatuji rast jinych organisr. [7] VSechny houby maji nepatrné az ama naroky na kyslik,
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preferuji kyselé progtdi s pevahou sachanid(pH 3 az 6) a jejich spory jsou oproti bakteriéini
mére odolné vi¢i vysokym teplotam. Evidentni je jejicHippusobivost spiSe k niz§im teplotam,
kdy vSak je pasmo vegetsich moznosti vyraznuzsi nez u bakterii. [33]

O mikroskopickych houbachiremerici, Ze jsou vSudyfitomné. V nasem Zivéthraji celou
fadu uloh. Nkteré druhy jsou mmyslow vyuzivany (vyroba potravin, ¢é&/, chemickych
slowenin, rekteré vlastni houby jako potravina), jiné jsou zgéwou rozkladnoginnosti,éimz
znehodnocuji celoiadu materidl. Znamy jsou téz houby parazitické a patogenni,téghto je
pouze maly pe&et. Jejich roz$éni a vyznam jsou vSak zme. [7]

Mikroorganismy, jejichZ popisem se budu damowvat, spadaji meZumycota tedy vlastni
houby. Jedna se o plisrinekdy téZ mikroskopické viaknité houby) a kvasinkydli®nosti
najdeme jak ve strukia buiky, tak i v jeji fyziologii. | z morfologického htiiska jsou tyto
organismy velice odliSné. Plisnvytvareji zpravidla souvisld mycelia nesouci ve stadiu

vvvvv

samostatné hitkky. Spol&nym znakem je nepohyblivosichto mikroorganisrin [33]
2.1.3 T¥idéni hub

Ri%e: Houby Fungj)
Odctleni:
* Hlenky (Myxomycota
» Chytridie Chytridiomycota
« Rasovky Qomycota
» Vlastni houby Eumycota

» Tiida: spdjivé Zygomycetes
» Tiida: endomycetyEndomycetés
» Ttida: weckovytrusé Askomycetgs
» Tiida: stopkovytruséBasidiomycetgs
Pomocné oddeni:
* Fungi imperfecti Deuteromycotp[8]

2.1.4 Kvasinky

Jedna se o heterotrofni organismy s fakuhatanaerobnim (pdpaerobnim) metabolismem,
které Ize zeadit do ti skupin:Askomycetes, Basidiomycetd3euteromycotd2,6]. Obeci plati,
Ze kvasinky jsou na vegetd podminky narénéjSi nez plisa. [33]

2.1.4.1 Morfologie kvasinek

Z morfologického hlediska vykazuji kvasinky lkau tvarovou, velikostnici barevnou
diverzitu. Obvykle jsou kvasinky kulaté nebo ova(zékladnim tvarem je ratai elipsoid), ale
vyskytuji se i druhy, které maji hky charakteristického citronovitého, u&ovitého,
lahvovitéhoci vidknitého tvaru. Dosahuji velikosti 3-15 um.gp,
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2.1.4.2 Cytologie kvasinek

Na povrchu biiky kvasinky je pozorovatelna pevna neohebu&cna stna, ktera ji oddluje
od vrejSiho prostedi. Udava bice tvar a chrani ji igd mechanickymi vlivy a osmotickym
tlakem. Pory, které se ve &t vyskytuji, jsou propustné pro édinu latek, mimo
vysokomolekularnich. Buna stna kvasinek obsahuje az 80% polysachagrigétSinou
zaloZenych na bazi glukanNejznandjsi latkou bugcné sény je chitin. [2,5]

PlazmatickdA membrangplazmalema), kter4d je umis pod budinou sEnou, tvdi
osmotické rozhrani a méa za ukol kontrolovat transiaek. Je jemnd a elastickd s malymi pory,
kterymi mohou prochazet nizkomolekularni sleniny bez elektrického naboje. Ma typicke
fosfolipidoveé slozeni s vitenymi molekulami proteiin Fosfolipidy maji hydrofobni a hydrofilni
¢ast, orientuji se tudiz vroztoku do podoby tzpidové dvojvrstvy. Bilkoviny maji funkci

Vnittni prostedi buiky tvori cytoplazmaObsahuje 65-90% vody, organely a velké mnoZstvi
chemickych latek (enzymy, rezervni latky — glykogemlutin, meziprodukty metabolismu
apod.). Nejnapadisi organelou jerakuolg ktera funguje jako rezervoar enzym latek, které se
praw nelastni metabolickych ipmeén. Endoplazmatické retikulunize popsat jako systém
dvojitych membran, na jejichz povrchu naleznemeic¢ken polyzoni (agregéaty ribozoi).
Dochazi zde k syntéze bilkovin, vyskytuji se zdeékiteré enzymy a rezervni latkylitochondrie
jsou velice vyznamnym sidlem metabolickych prdcesdychacihaetézce a systému oxidai
fosforylace. Fitomna RNA a DNA je nositelem mimojaderné genetickérmace. | zde probiha
syntéza bilkovin. DalSi vyznamnou organeloGiggiho aparat jehoz funkce neni zcela jasna.
Predpoklada se, ze tento systémichyiki ma na starost transport prekurezdourgéné stny
z cytoplazmy pes cytoplazmatickou membranRibozomyjsou tvaeny rRNA a bilkovinami.
SlouZi jako hlavni centrum pro vyrobu proteif?]

Z kvasinek Ize vyizolovatekteré dilezité latky. Jedné se o bilkoviny cerevizin, zyras&in a
glutatiol, fosfolipidy kefalin a lecitin, dale ogosterol a volutin. [5]

Na obrazku. 1 jsou viditeIné vySe popsané organely.
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Obr. 1: Zivogisna butka

a — lysozom, b — selk¥ei v&ek, c — plazmatickd membrana, d — Golgiho aparatdesmozom,
f — centriol, g — endoplazmatickeé retikulum, h dri@ i — jadérko, j — chromatin, ribozomy,

| — mitochondrie, m — z&kladni cytoplazma [4]

2.1.4.3 Rozmnozovani kvasinek

U kvasinek Ize pozorovat dva typy rozmnozoyanfo nepohlavni (vegetativni) a pohlavni
(sexualni) rozmnozovani. [6]
VétSina rodi se rozmnoZuje nepohlayra to nejastji pucenim, kdy Ize podle f@tu jizev zjistit
st&i mateské buiky. [5] Mérg ¢asté je dleni a pdeni na Siroké zakladn které pedstavuje
piechod mezi ofma variantami. V disledku pdeni miZze vzniknout pseudomycelium nebo
mycelium pravé. Pseudomycelium vznikaripac, kdy kvasinka vytvé protahlé biky, které
pwi pouze na pélech aagtavaji spojeny v dlouha zasSkrcovana vlakna. dityoh mistech
takového pseudomycelia pak vznikaji svazky kulatgZhelipsoidnich buik, blastospor. Prave
mycelium vznika picnym clenim protahlych busk. Svazky se zde nazyvaiji jako blastokonidie

Blastospory i blastokonidie jsou oZoaany jako prvky fruktifikace. DalSi typy nepohldeh
spor jsou balistospory, arthrospory a chlamydosgéiy

Vysledkem rozmnozovéani pohlavniho jsou pohiagory. C¥li se na endospory (askospory),
které jsou typické pro&sSinu drutii, a exospory (bazidiospory). Peapodle typu pohlavnich
spor Ize kvasinky roztit do jednotlivych skupin. [6]

Na obrazku. 2 je vyobrazen proces ¢gni kvasinek.
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Obr. 2: Submikroskopicka struktura eukaryotninky (pwici kvasinkova biika) [32]
2.1.4.4 Vyznam kvasinek

Kvasinky maji vyznamné sacharolytické vlastiosoz je gedukuje pro Siroké vyuziti
v pramyslu. Jejich schopnost fermentace se dpjatpi vyrobeé piva, vina, ethanolsi glycerolu,
nepostradatelné jsou v pekarenstvi (kvasnice). MegdejSim pimyslow vyuzivanym druhem
je Saccharomyces cerevisiada druhou stranutgobi kvasinky i negativn Jedna se napo
nezadouci kontaminaci vimyslovych vyrobach, kdy kvasinky negatévrovliviuji jak
technologii, tak i organoleptické vlastnosti findla vyrobku. Jako ifklad Ize uvést tzv.
kiisotvorné kvasinky i vyrob¢ vina, kvasinky zakalotvornéi sedimentujici. [2,6] RowZ
nezadouci jsou patogenntitky nekterych druli (Candida albicansjako pivodce nemoci
urogenitalniho traktu). [1]

2.1.5 Plisné

Plisg jsou ¢asto ozn&vany jako mikroskopické vlaknité houby. Jsouctemény do étyr
skupin: Zygomycetes, Askomycetes, Basidiomycete®euteromycota. Tyto heterotrofni
organismy maji vyhradnaerobnim metabolismus. Vyskytuji se adp, odkud se dostavaji do
okolniho progtedi. Jsowastou nezadouci kontaminaci vzduchu, protoze j& pmkam UV-
z&eni chrani «znd barviva. Lze je povaZzovat za &ma adaptabilni organismy, coz jim
umo#iuje jejich bohaty enzymaticky aparat. [1,2,9]

2.1.5.1 Morfologie plisni

Plisg se vyskytuji v podabvladken (hyf). Hyfy mohou byt jednob&iné (bez pepazek) nebo
viceburgéneé (septované iphradkované). Spaja¢ tvori hyfy mycelium. [9]
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2.1.5.2 Cytologie plisni

Cytologicky jsou plish kvasinkam velmi podobné. Jejich &ind stna obsahuje taktéz
polysacharidy, ale zejména chitin, chitosan, magnatukany a celulosu. Diky obsazenym
lipidam, bilkovinam a voskm ma vyrazd mensi smételnost nez butna stna kvasinek.
Hlavni rezervni latkou plisni jsou lipidy. V ostath ohledech se stavba iy shoduje
s kvasinkami. [2]

2.1.5.3 Rozmnozovéani plisni

Plisg potrebuji pro swj vyvoj alespa stopy kysliku, proto se rozmnoZuji pouze na pawrch
napadeného materialu. Je popsano rozmnozZovanilagpoh pohlavni. Zvlastnim typem je pak
rozrastani hyf. [9]

Hi nepohlavnim rozmnoZzovani vznikaji nepohlavni gpkteré mohou mitizny tvar a
byvaji jednobuiéné nebo vicebwidné. Zajimave je, ze jeden druh plisnaze tvait rizné
druhy €chto spor. Mohou to byt endospory (sporangiospoepo exospory, které dalélone na
konidie, oidie (arthrospory), chlamydospory a lbapory. [9]

Pohlavni spory mohou vznikat dotknutim hyfgagpory) nebo vznikaji verecku
(askospory). Dale byly popsany bazidiospory a opspst plati, Ze podle pohlavniho
rozmnozovani lze plisirozclit do jednotlivych skupin. [9]

2.1.5.4 Vyznam plisni

Plisg maji velky pimyslovy vyznam, ale i velké mnozstvi nezadouciéinki. Rizikova je
zejména tvorba mykotoxin které mohou zjsobovat celodgadu onemoaini, alergickych reakci
i otrav (nap. aflatoxiny produkuji skteré druhy r.Aspergillug. Mezi velice komplikovana
plisiova onemocténi pati mykoézy, zmisobované r.Fusarium, Curvularia, Aspergillus,
Pseudoallescheriatp. Plis# maji bohaty enzymaticky aparat, a tim padem i gobst rozkladu
Sirokého spektra latekiBobi nejen na biologicky materiél (potraviny), atex papir, kZi, latky
a rekteré plasty (nap archivalie poskozuje celé spektrum plisni, jakéusarium, Alternaria,
Penicillium apod.). Vzhledem k vSudjjpomnosti plisni a jejich nen&moosti jsou i Skody jimi
zpasobené citelné. [1,2,10,7]

Pozitivni je mozZnost vyuziti plisni v Iékai (penicilin  produkovany Penicillium
chrysogenum V pramyslu se vyuzivaji ifp vyrobé symi a vin (uSlechtilé kultury plisni, jako
Penicillium roqueforti a pro ziskavani enzyin(pektinasy) a Siroké palety kyselin (octova,
itakonova, glutamova, fumarova). [2,10]

2.1.6 Modelové organismy

Pojmem modelovy organismus ozm@gme intenzivld zkoumany organismus, jehoz
zkoumani neslouzi jen k poznani jeho sameého, akygeematicky pouzivano ke zkoumani a
popisovani obectsich jevi a odvozovani vlastnosti a vztaplaticich pro jiné organismy. Aby
byl pouZzitelny pro tento dl, musi splovat rékteré vlastnosti. Jde zejména o dostupnost
dostatén¢ reprezentativnich vysledks rozumnéntasovém horizontu, tj. organismus ma kréatky
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Zivotni cyklus a ¥tSi paet potomstva. Dale je pozadovana ekonomicka nénésb jeho
pouzivani a relativni jednoduchost a nevyjmast ve zkoumané oblasti. [11]

Bioindikatorem pak rozumimeripravek obsahujici vybrany mikroorganismus s vysoko
rezistenci na jedno nebo vice steridizigh médii a jehoZz z&enim po sterilizénim procesu je
dokazéano, Ze sterilizace jéidna. [13]

Pro plazmovou sterilizaci se uzivéjyii druhy eukaryotnich organism Saccharomyces
cerevisiae[16], Candida albicang15,16,37] Penicillium funiculosunj17] a Aspergillus niger.
[14,17,18,20,24]

Kvasinku Saccharomyces cerevisiatadime do iidy Askomycetes[10] Jednd se o
technologicky velice @leZitou kvasinku, ktera se upiafe jako pekeska, lihovarska, vinakadi
pivni kvasinka (zkvaSuje cukry). Pro vyuziti jakmzmodelového organismu méskolik
predpoklad. [2] Snadno se kultivuje, coz je znak typicky gmkaryota. Na strandruhé se
cytologicky podoba eukaryit, tedy je podobna zi¢ahim a rostlinam. Slovékem sdili 23%
genomu a obsahuje i velké mnozstvi prate{pro burécny cyklus, signalizaci), které jsou
s lidskymi buikami shodné. [12]

© D. Savicka

Obr. 3: Kolonie Saccharomyces cerevisiaa sladinovém agaru po 3 tydne¢h3s°C [10]

Plis& Aspergillus nigervytvéi rychle rostoucicerné kolonie kulovitého tvaru, na spodni
straré zluté barvy. Vyskytuje se celogove velice hojr, hlavre vSak v teplych oblastech, a to
predevSim na rozmanitych potravinach rostlinného vio&sného @vodu. Nekteré kmeny
produkuji mykotoxin ochratoxin ACasto byva izolovan z klinického materialu. [10] dak
modelovy organismus se pouziva pro svou vysokounodb\ici UV-zéreni, ktera je zfsobena
praw jehocernou pigmentaci. [14]
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© A. Kubatova

Obr. 4: Kolonie Aspergillus nigema CYA po 3 tydnechip25°C [12]

KvasinceCandida albicange wnovana zvySena pozornost, protoze je patogennijiZjdlylo
re¢eno vyse. Vyskytuje sefipozerg na nejtizrejSich tkanich lidskehodla, k rozvinuti infekce
muze dojit v pipact snizené imunity jedince. K jeji inaktivaci by byteozné pouZzit plazmove
sterilizace. Pokusy probihaji riappri 1éceni Spatd se hojicich ran, kdy je pouZiti plazmatu
Setrnou alternativou do budoucna (efekt popsaniégihem). [22,34,5]

Plis&¢ Penicillium funiculosumse spolu s druhemAspergillus niger ¢asto vyskytuje
v knihovnach a archivech, kde sp#ié zpisobuji degradaaiasto vzacnych monografii a listin.
V sowasnosti se pouziva zejména sterilizace etylenoxiddoinou alternativou by mohlo byt i
pouziti plazmové sterilizace, jak popsali Laguadiohrer. Aplikace plazmatu umiage nejen
inaktivaci nezadoucich mikroorganimale také zpewmi textury papiru progdnictvim
nanesené vrstvy. [17,7,24]

Jak ukazuji vysledkyerterych praci (Gadri, Muranyi), jsou jednotlivé mokrganismy vci
plazmové sterilizaci rozditnodolné. Zatimco inaktivace kvasinek probiha bé&&ieh obtizi,
pliser Aspergillus nigerpodléha fisobeni plazmatu az za néngjSich podminek. Auto
oznauji tento druh jako doposud nejodgli a domnivaji se, Ze totke byt z@isobeno tim, ze
UV-zéreni tvai hlavni inaktiv&ni sloZku plazmatu. [14,16]

2.2 Mikroorganismy a prostiedi

2.2.1 Obecné podminky grezivani a usmrcovani mikroorganisni

Zivotni projevy mikroorganisin jejich rozmnoZovani a vyvoj jsodsrs spjaty s vijsim
prostedim. Aby se mohly rozmnoZzovat, musi byt v presi jak dostataé mnozstvi surovin pro
syntézu bu&né hmoty a dostatek zdtoyyuzitelné energie, tak i vhodné fyzikalni, chekdéa
biologické podminky. [2]

Mikroorganismy se sice mohou &%im podminkam do dité miry gizpasobit, tato
schopnost je ovSem omezen&itgm limitem. Znamena to, Ze jsou vystaveny cédet
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negiznivé pasobicich faktal, které jsou v praxi vyuZzitelné v boji proti nim.ei tyto vlivy pati
piedevsSim teplota, ¥é@ni, nedostatek vody a Zivin, nevhodné pH a poé&dhisR]

Pokud fisobime nefiznivé na populaci mikroorganisim dochazi k jejimu postupnému
odumirani. Toto probiha podle logaritmické&vky, cili konstantni rychlosti. AZ ke konci se
rychlost odumirani zpomaluje, protoze nazivistavaji odoljSi jedinci. Obeca plati, Ze poet
usmrcenych bufk zavisi nejen na intenzismrticihocinitele, ale i na dobjeho pisobeni. Dale
plati, Ze ¢as potebny kusmrceni mikrdb zavisi na jejich vychozim ptu. Uinnost
antimikrobialnino agens déle zavisi na druhu mi&rab jeho fyziologickém stavu (spory a
vlaknité houby jsou ododjsi), na ochranném vlivu prasti (gitomnost organicky latek, pH,
voda) a v pipact chemikdlii jest na vlivu teploty (za vySSi teplotyapobi intenziviji). Z tohoto
vyplyva, Ze teoreticky neni mozné dosahnout absbkterility, Ize se k ni ovSem v praxi velmi
prijatelné priblizit. [1], [2]

2.2.1.1 VIliv teploty na gezivani mikroorganisni

Pro kazdy druh mikroorganismuibeme stanovit dité teplotni body, které maji pro jeho
Zivot zdsadni vyznam. Jednd se o minimalni a mdrimstovou teplotu, kdy serestavaji
mnoZit, a o teplotu optimalni, ktera je pro jejidzmnozovani nejvhodisi. Pokud teplota i jen
na kratkou dobu vyhid z intervalu mezi okma krajnimi body, dojde k teplotnimu Soku, ktery
¢ast populace négZije. [1,2]

Chlad jgsobi na skteré mikroorganismy néfznive, vétSina druli je ovSem schopnagrivat
teploty nizSi nez je minimalntistova teplota posiné dlouhou dobu. [1,2]

Neji&inngjSi je vyvolani tzv. chladového Soku nebo pomaléazovani. O chladovém Soku
hovaime v gipads, jsou-li mikroorganismy feneseny z optimalni teploty na teplotu kolem 0°C.
Dochazi tak kusmrcenéasti populace. Podobnécidky ma pomalé zmrazovani, kdy se
v buikach tvdi velké krystaly ledu, jeZ ji poSkozuji. Skodlivé jaké opakované mraZeni a
rozmrazovani. ObeérnvSak plati, Ze zmrazenim dosdhneme zastawendsti mikroorganistin,
nikoliv a¢inného usmrceni vSecliimmnych jediné. [1,2]

| kratkodobé zvySeni teplotysié nad hodnotu maximalnfistové teploty vede k teplotnimu
Soku. U rekterych mikroorganisiin se tvdi tzv. teplot Sokové proteiny (HSP), které pomahaji
buiice vyrovnat se s vykyvy metabolismu. DalSi zvySoviaploty vSak vede k postupnému
usmrceni mikrobialnich bék. Tyto dopady jsou Zjsobeny denaturaciékterych Kstovych
enzymi a poskozenim cytoplazmatické membrany, coz vebljgikSmrtici &inky vysokych
teplot se kvantitativé vyjadiuji tzv. smrtici (letalni) teplotou, coz je nejriiz8plota, pi ktere je
organismus usmrcenélbem utité doby za pisne definovanych podminek. Plati tedy, Ze
jakakoliv teplota vysSi nez maximalniistova teplota, usmrcuje mikroby, pokudispbi
dostatén¢ dlouhou dobu. [1,2]

2.2.1.2 Vliv z&ni a viréni na prezivani mikroorganisni
Elektromagnetické vémi riznych vinovych délek se zé&ae liSi svymi fyziologickymi &inky

na mikroorganismy. Negati¢mpusobi zejména ionizai a UV-z&eni, déle pak zéni viditelné.
NejcitlivéjSi na &inky z&eni jsou molekuly DNA. [1,2]
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UV z&eni ma nejvyraz®Si smrtici @inky pri vinové délce 260 — 265 nm, kdy je n&jngji
absorbovano pré&DNA a konjugovanymi vazbami bilkovin. Dochazi lotke kovalentnich
vazeb mezi sousednimi pyrimidiny, vznikaji také préiku toxické peroxidy a ozon. dihkam
UV-zéeni obeck odolavaji Iépe mikroorganismy s obsahem karoterioid barviv. Déle plati,
Ze bakterialni spory, kvasinky a plégsou odolgjSi nez vegetativni bakterialni fiy. [1,2]

| kdyz je viditelné sitlo dulezitym zdrojem energie pro fototrofni mikroorganis mize na
mikrobiélni buiky pasobit Skodlivw. Nékteré burcné slozky, nap cytochromy, mohou
absorbovat sttelnou energii, aktivovat se a tuto energiie¢at molekule © za vzniku
singletového kysliku'O,. Jde o vysoce dinné oxid&ni agens, které tiku znii. Celkovy
mechanismusisobeni viditelného stla vSak nebyl doposud uspokgjiebjasrn. [1,2]

loniz&ni z&eni, nap. paprsky gama, ma nakterée mikroby porérné silné &inky. Diky
vysoké energii z&ni dochazi k vyrazeni elektiiorz molekul, jez ho absorbovaly, coz vede
k tvorbé hydroxylovych (OH) a superoxidovych (&) radikali. lonizani z&eni pisobi na citlivé
molekuly také pimo. Ot plati, Ze plisté a kvasinky jsou odokjSi neZ bakterie. [1,2]

VInéni o nejdelSich vinovych délkach, tj. infexvené zéeni a Hertzovy viny, samy o sbb
pravéEpodobré smrtici &inek na mikroorganizmy nemaji aigpbi pouze svymi tepelnymi
acinky. [2]

Zvukove viny o frekvenci vySSi nez 20 kHz (avuk) misobi na mikroorganismy leté&n
tehdy, maji-li porirng velkou intenzitu (kolem 10 Wm?) a nizky kmitéet (kolem 20 kHz).
V tomto gipack jde o tzv. kavitani ultrazvuk, ktery psobi na Zivé organismy tim, Ze &rstiedku
kmitani vznikd prudka pulsace binych membran a cytoplazmy. Tim se misty opak&winé
snizuje a zvysuje tlak. V mistech o nizkém tlakuve#i trhliny, kam difunduji plyny rozpu&né
v kapalirg. Pri ndhlém stldeni €chto kavit&nich bublin vznikd obrovsky tlak, ktery porusuje
bunky a usmrcuje je. Bkteré chemické slaeniny se vlivem intenzivniho ultrazvuku rozkladaji,
COZ miZe rovreZz negfiznivé pasobit na mikroorganismy. Nejcit§si jsou dlouhé tinkovité a
vlaknité mikroorganizmy, kdezto koky a kvasinkyygoon&rné odolné. [2]

2.2.1.3 Vliv pH prostedi na grezivani mikroorganisni

Koncentrace vodikovych iantna na st i ¢innost mikroorganisiin vyznamny vliv. Kazdy
druh se mZe rozmnoZovat pouze vditém rozmezi pH, prod&sinu jsou nejvhodf)Si hodnoty
blizké neutralé (pH 6 az 8). NejcitligjSi na dodrzovani optimalniho rozmezi jsou kvasinky
(pH 4,2 az 5,5), zatimco wiginy plisni je tolerance dalekétsi (pH 1,2 az 11,0). Extrémni pH
muze mikroorganismy usmrtit.fRinou je inhibice enzyiin a transportnich bilkovin anebo téz
piimé posSkozeni cytoplazmatické membrany. [1,2]

pH prostedi ovliviiuje také odolnost b@k ke zvySenym teplotdm. Odolnost je tim mensi,
¢im WwtSi je odchylka od optiméalniho pH. Kyselé pH zaloja kliceni spor skterych bakterii,
¢ehoz se vyuZiva v potravirgvi. [2]

2.2.1.4 Vliv dostupnosti vody naifezivani mikroorganisni
Voda pedstavuje nezbytnou slozku mikrobialnich &rtini az 80% jejich zivé vahyCast

vody Vv nitru buiky je vazana naiené bugcéné struktury, vold pristupné molekuly pak slouzi
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jako rozpoudtdlo. astni se mnoha biochemickych reakci a vzhledemvéepslarni povaze
ovliviwuje tvar a stavbiady polymei, zejména bilkovin. [1,2]
Stupé dostupnosti vody se ozfige jako vodni aktivitad,). Matematicky se vyjadje jako
podil tlaku vodni pary nadifslusnym roztokem i tlaku vodni pary nadistou vodouCim je
Pokud snizime vodni aktivitu priedi (vysuSenim, fidavkem vhodnych chemikalii),
zabranimeiinnosti wtSiny mikrohi. Odolné mikroorganismy jako plisrvSak vysuSeniieZiji.
[1.2]

2.2.1.5 Vliv dalSich faktouz vnéjSiho prostedi na grezivani mikroorganisni

Kazdé progedi vykazuje ufity oxidoredukni potencial, ktery je dantipomnosti oxidanich
nebo reduknich ¢inidel. Je-li pozitivni, pevladaji v progedi podminky oxidujici a bude
vyhovovat aerobm, v op&ném gipact pak anaerabm. Mechanismus tohotoipobeni sp&iva
vregulaci funkci Bkterych enzym. K nejdilezitéjSim oxid&nim cinidlam pati kyslik,
dusiknany, Zelezité ionty a peroxidy, k tagtji se vyskytujicim redukujicintinidlam pak
Zeleznaté ionty, vodik, sléaniny se sulfhydrylovou skupinou nebo s reaktivniiojnymi
vazbami. [1], [2]

DalSim vyznamnym faktorem je osmoticky tlaé&hgz se vyuZivaipkonzervaci potravin.
Mikroorganismy jsou v hypotonickém préstli chragny pevnou bu&nou sénou, takze
nedochazi k lyze, \je koncentrace rozpustych latek v cytoplazevyssi nez v roztoku. Pokud
se vSak bika dostane do prastdi hypertonického, dojde k plazmolyze (atrabdy), a tim i
k zasta¢ mnozeni. [1]

Je samdejmé, Ze na mikrobialni liky pasobi dalSi velké mnozZstvi fyzikalni¢miteli, jako
je naf. povrchové nafti, hydrostaticky tlak, elektricky proud nebo megitié vlivy. Z hlediska
dekontaminace vSak nejsotili vyznamné, proto tuto problematiku dale neralira

2.3 Standardni dekontaminatni postupy

2.3.1 Definice pojma

Mikroorganismy jsou vSudyjpomné a pravdou je, Ze zivot na Zemi by bez nigyhmozny.
Presto jeclovek ¢asto nucen nectité mikroorganismy eliminovai inaktivovat, a to z progedi,
prednets, nejiiznjSich materidl, Zivych tkani apod.Cini se tak pomoci dezinfékich,
sterilizatnich postufi a antimikrobialnich latek. V Gvodu této kapitolyofp uvadim dlezité
pojmy, které sdmito postupy souvisi. Jedna se o termin dekontarajndezinfekce, sanitace a
sterilizace. [1]

Dekontaminace je chdpana jako souborny namewvgechny ostatni terminy, které se pak od
sebe liSi dosazenym stupn cistoty. Definujeme ji jako proces usmrceni anebati@iéni
znegistujicich latek a mikroorganisirz ploch a pedn®ta véetré usmrceni mikroorganisim bez
ohledu na stupgesnizeni jejich p&tu. [35]

Dezinfekce znamendé odstéan pivodai infekce, jinymi slovy jde o soubor opani, jejichZz
cilem je gerusit cestu jivodce nakazy od jejiho zdroje k vnimavému jedimézinfikovany
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predntt je tedy bezpgy z hlediska $éni infekce, mize vSak obsahovat Zzivotaschopné
nepatogenni organismy. Vlastni dezinfekci bylanpfedchazet mechanick&ista ednttu,
ktera snizi vychozi get mikrohi a odstrani ochranné organické latky. Tomuto prog¢isime
sanitace. [1,35]

NejvysSim stupfim dekontaminace je sterilizace. Jedna se o elimw&ech forem Zivota
zahrnujici vegetativni hitky, jejich vysoce rezistentni spory, mikroskopidi@uby a viry, a dale
také vyvojova stadia protozoitipadre helminti (¢ervi) [1,35]. Dale existuji specifické
dekontaminani procesy, jako je nap konzervace obvykla zejména v potravsigi. Tento
pojem znamena udrZeni tkani, potravin a matepaél poZadovanou dobu v neaminém stavu.
[1]

Obect mazeme dekontamigai postupy rozdit na fyzikalni, chemické nebo kombinované.
Pritom plati, Ze sterilizéni postupy jsou povahyrgvazri fyzikalni, dezinfekni pak charakteru
vesnes chemického. Bkteré chemické postupy jsou natolikinné, Ze jejich vysledkem je
prakticka sterilita dezinfikovanychr@dméta. Tyto postupy se ozfaji terminem vyssi stupie
dezinfekce a uZivaji se uqun®ta, které nelze podrobit sterilizaci.tBodem byva neépstji
citlivost materialu nebo finami nedostupnost vhodné techniky. Zmau nevyhodou chemickych
postu je jejich negativni vliv na obsluhuiZaeni¢i na Zivotni prosedi. Pravdou tedyistava
pronikly. [1,3]

Stupé Wcinnosti jednotlivych postupse niize vyjadit pojmy s giponami —staticky a —cidni.
Prvnim oznaujeme reverzibilni zastavu mnozZeni, druhym pak gemirmikroorganisiin Vyraz
antimikrobialni potom zahrnuje oboji. [1]

2.3.2 Fyzikélni postupy zaloZzené na fisobeni tepla

Existuje celdada postup, které vyuzivaji tinka tepla. Je vSakigjmé, Ze jejich pouZiti neni
univerzalni, & uz z divodu nachylnosti material k vysokym teplotdm nebo nedostaié
Gcinnosti metody. Sterilizace plamenem je sice blesk@inna, bohuzel &Sinu sterilizovanych
predneta nici. V praxi je dilezitd horkovzdusna sterilizace a autoklavovanisDgostupy, jako
pasterizace, var, frakcinovana sterilizace nebaldlmace se sice tragi¢ fadi k steriliz&nim
postumm, ale jiZ nejsou dostates spolehlivé. Své upladni nalézaji v dkterych specifickych
oblastech. [1,2]

2.3.2.1 Horky vzduch

Hi horkovzdus$né sterilizaci se vyuziva obvykle teéptezi 160°C az 180°C. Vyhodou je, Ze
pristroje k tomu uzivané, tedy horkovzdusné stemjatjsou pondrné levné. Nevyhodou je, Ze
sterilizovat se takto daji jerfgdn®ty z odolnych materiél(sklo, porcelan). [1]

Mechanismemdinku horkého vzduchu se zda byt denaturace bilkavmakticky vSechny
nesporolujici mikroby jsouip180°C usmrceny do 5 minut. Viry jsou cit#éi, s vyjimkou viru
hepatitidy B, jenZ se v krvi inaktivujefip160°C az za 60 minut. %¢i suchému teplu jsou
nejodolrgjSi bakterialni spory, ty nejrezisterif$i se znii pri 180°C aZ za 15 minut. [1]
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2.3.2.2 Péra pod tlakem

Vyuziti vihkého tepla za zvySeného tlaku nelmltoklavovani je povazovano za jednu
z nejiEinngjSich a ekonomicky #iznivych sterilizénich metod. Umalije oSeteni Sirokého
spektra materiél autoklavovat Ize kov, sklo, porcelan, obvazovyteral, bavigné a Ikné
pradlo, rekteré roztoky a poginé malo druli plasti, a také gumoveérpdntty. [1,2]

Mechanismus likvidace mikroorganignspa@iva vtom, Ze dostane-li se para do styku
s chlad@jSimi predn®ty, kondenzuje na vodu a s@sré vyda velké mnozstvi kondenzdho
tepla. To usmrti fitomné mikroorganismy tepelnou denaturaci bilkovirzkladem nukleovych
kyselin a porusenim bgénych membran. Doby expozice jsou pro tento typlstace o hodg
kratSi oproti horkovzdusné sterilizaci, i kdyz pited za nizSich teplot, protoze se jedna o vihké
teplo, a to je mnohenxiinngjSi na likvidaci mikroorganisinnez suché teplo. [1,2] Tento trend je
znazorgn v tabulces. 1.

Tabulka 1: Sterilizatni podminky pro horkovzdusnou sterilizaci a steaitie vihkym teplem [3]

Sterilizace horkym vzduchem Sterilizace vihkym teplem

Teplota PC] | Expozice [min]| Teplota®C] | Expozice [min]
160 120 121 15
170 60 126 10
180 30 134 3

2.3.2.3 Var

Var v Zadnémijippadt nelze povazovat za steriltad postup. | kdyZ &Sina bakterii, vil a
kvasinek byva varem ztena Bhem 2 minut, sporyClostridium botulinuma C. tetani mu
odolavaji 5 i vice hodin, spory termofilnich mikéoho pezivaji Uplg. Rovrez virus hepatitidy
B mu mize odolavat vice nez 30 minut. [1]

2.3.2.4 Frakcinovana sterilizace

Ke znEeni spor v termolabilnich roztocich, které nelzetokldvovat, se ¢&iva tzv.
frakcinovand sterilizace. Jedna se o trojnasobraka@né zativani na 30 minut i 100°C
proloZzené inkubaciip 37°C gres noc. Repoklada se, Ze prvni Zali znti vegetativni formy
mikroba, pritomné spory pakip 37°C vyklici, vzniklé vegetativni hiky se zlikviduji dalSim
zaltatim a pipadné zbylé spory zmizi po druhé inkubadieditn zatiati. [1]

2.3.2.5 Pasterizace

Jako pasterizace se ozmatepelné technologické postupy slouzici ke sriipettu mikrobi
v potravinach a napojich (pivo, vino, & vyrobky). Rozezndvame dlouhodobou pasterizaci —
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pulhodinové zatéti na zhruba 62°C, kratkodobou pasterizaci ¥&éha 72 — 75°C po dobu 15
— 20 sekund, a mzikové zai az na 85°C. [1]

2.3.2.6 Tyndalizace

Tyndalizace se uzivad u extréintermolabilnich roztok Postup je podobny frakcinované
sterilizaci, ale zativa se az Sestkrat a na nizsi teploty — i na pdub®cC. [1]

2.3.3 Fyzikélni postupy sterilizace a dezinfekce zalozermé&a piasobeni z&eni

2.3.3.1 Ultrafialové z&eni

A¢ teoreticky a experimentairje UV-z&eni pongrné U¢inné, s jeho praktickym uplatnim
nelze pilis pccitat. Neproniké totiz do hloubky a na zastié strag prednett se tedy nerive
uplatnit. Jeho zdrojem jsou tzv. germicidnfiZd, jejichZ @innost vSak s dobou pouZzivani rychle
klesad. Dosah mikrobicidnihotpobni UV-paprsk je pongrné maly, obvykle¢ini 30 — 50 cm.
UV-zéteni Ize s porrnou spolehlivosti uzit k dofkové dezinfekcici dekontaminaci relativh
Cistych a prazdnych pracovnich ploch nebo vzduch@] [

2.3.3.2 Infracervené zéeni

Infraervené z#eni pisobi baktericidé jen svym tepelnym dinkem. Pokud dosdhneme po
dobu 20 minut teploty asi 180°C, spini se paramgtiiebné pro horkovzdusnou sterilizaci. [1]

2.3.3.3 lonizaéni z&eni

K tzv. radiani sterilizaci se vyuZiva pronikavého gamaeré napiklad z radioizotopi°Co.
lonizatnim z&enim lze sterilizovat jen nepa#rrkontaminované igdntty. Vyhodou je, Ze
proniké jak obaly, tak sterilizovanym materialemndkterych statech je povoleno pouZit radiace
ke konzervaci a k prodlouzeni doby skladovatelnoatiavin. [1]

2.3.3.4 Ultrazvuk

Smrtici dinek ultrazvuku na mikroby nikdy neni stoprocentipraxi Ize ale doke vyuzit
ultrazvuku keisteni dutych nastraj pred vlastni sterilizaci. [1]

2.3.4 Filtrace

Filtrace je mnohdy vynikajici #pob, jak se daji mikroby odstranit z daného peott
V praxi se uziva ke snizeni mikrobialni kontaminat@ulostivych roztok a vzduchu. Jako
filtra¢ni material slouzi porcelan, slinuté sklo, infuswé hlinka, unllohmotné nahrazky azbestu
a dalSi. V poslednich letech jsou tyto filtry nameany membranovymi filtry, které jsou
vyrobeny z nitrocelul6zovych a jinych syntetickyatateriati. Nejspolehli¢jSim systém filtrace
vzduchu jsou tzv. HEPA-filtry, které jsou schoprgstranit az 99,97%astic o velikosti 0,3 pm.
[1]
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2.3.5 Plazmova sterilizace

Plazmovou sterilizaci, kterou se zabyvamew péaci, rozumime vystaveni mikroorganism
ucinkam elektrického vyboje v pragtdi plynu. Plyn nema za normalnich podminek bidcidn
Ucinky, tyto jsou aktivovany azigobenim elektrického vyboje a deaktivovany bezpedst po
vypnuti budiciho zdroje. Z tohotdidbdu je tato metoda @zena mezi postupy fyzikalni,
protoZe vznik chemickych agens je zcela zavisljym&kalnich vlastnostech plazmatu. [3]

2.3.6 Chemickeé postupy sterilizace a dezinfekce

K chemickym postujpn sterilizace a dezinfekce se uZivaji dezinfékatky, tzv. biocidy. Lze
je rozcklit podle chemické struktury: [1]

» oxidani ¢inidla

* halogeny

» alkyla¢ni ¢inidla

» cyklické slogeniny

+ alkalie a kyseliny

* sloweniny €Zkych kowi

» alkoholy

» povrchow aktivni latky

» ostatni sloteniny a kombinované latky

Zakladnim znakem chemickych postye, Ze dochazi ke specifickémdiniku chemikalii na
mikroorganismy v progedi. Dochézi néastji k oxidaci, hydrolyze, tvor® soli s bilkovinami,
koagulaci bilkovin, poruchy membran nebo inaktivaozymi. VétSina antimikrobialnich latek
ovSem nefisobi Uzce specificky. &teré biocidy jsou natolik dinné, Ze vysledkem jejich
ptisobeni je prakticky sterilita. [1,2]

Jak jiz bylo uvedeno vySe, sterilind (¢inky chemickych progedki jsou totozné sdinky
fyzikalnich metod, nicménje vzdy nutno bréat v potazipadny vliv chemickych prostdki na
obsluhu z&zeni a celkovy environmentalni dopad. [3] DalSinikem je vznik rezistence, ktera
hrozi v gipadech, kdy se pouziva jeden typ pfedku po delSi dobu. dZe k tomu dojit fijetim
genetického materidlu ve foenplasmidi nebo transpozdn negasgji vSak mutaci. Proto je
dulezita pravidelna kontrolacinnosti dezinfekce a ob¥na dezinfeknich prostedki. [1]

Sterilizace ehylenoxidem je v s@asnosti nejroz&ngjSi steriliza&ni metodou.

2.3.6.1 Ethylenoxid

Ethylenoxid je &kava jedovata kapalina s karcinogennimi a mutageinadinky. Vzhledem
k tomu, Ze jsou jeho péary ve &sih se vzduchem vybusné, misi se s oxidemciyrn nebo
freony. Je dofe rozpustny ve vag rozklada se na glykol, vodik a kyslik. Jeho aqudik je mozna
pomoci specialnichifstrojn za zvySeného tlakti podtlaku a teplot mezi 37°C a 55°C. VysSi
teplota znamena i vysSi sterilird (inek, coz pinasi vyznamné zkracerfasu sterilizace.
[1,3,30]
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Nespornou vyhodou je moznost @8ef unglych hmot, kdy ethylenoxidémito materialy
pronikd, takZe je mozné provest sterilizadgegneta piimo v obalech. Problémem je, Ze
ethylenoxidem oS&tné gedntty je nutné ponechatkdy i mnoho did ve zvlaStnich prostorach
fadre odwtrat. DalSi nevyhodou je finani nar@nost zaizeni. [1,4]

Latka @inkuje na vSechny formy mikrdb nasi pozornosti by netta uniknout vynikajici
acinnost v likvidaci spor. Mechanismentidku je alkylace #iznych chemickych struktur na
povrchu bugk. Pouziva se ke sterilizaci zdravotnickych goek z termolabilnich ushych
hmot a jemnych nastrinj[1,3]

2.4 Plazmova sterilizace, plazma

2.4.1 Definice pojmi

Plazma se oztaje jakocétvrté skupenstvi hmoty. Jedna se o kvazineutrdymi, xtery
obsahuje dostataé mnozstvi nabityctéstic, jejichZz prostorovy naboj vede k tzv. kolektimu
chovani. Pojmem kolektivni chovani oZzogeme vzajemnégsobenicastic prostdnictvim
makroskopickych elektromagnetickych poli. Jedngttiv mikroskopickymi poli na seb&stice
ptsobi pouze {h vzajemnych srazkach. Podle toho, zda kierabityché¢astic obsahuje plazma i
neutralni molekuly a atomy, rodldjeme plazma na sléka silre ionizované. [36]

Ke znén¢ skupenstvi (fazovémurgchodu) miZze dojit oltivanim gislusné latky na vysSi
teplotu, nezZ jsou vazebné energie jednotlivychistamoty, dale psobenim elektrického pole
nebo elektromagnetickych vin. \fipadt plazmatu dochazi k naruSeni atomarnich vazeb a
rozpadu velké€asti atonid na zapord nabité elektrony a kladné ionty, a tim ke vzniku
ionizovaného plynu. To znamena, Ze plazma obsatali¢ mnozstvi vol&ise pohybujicich
nabitychc¢éstic, ale takéastice neutralni. [25]

2.4.2 Aplikace plazmatu

V moderni pimyslové praxi naléza plazma Siroké spektrum mozraydikace. Jde ndpo
oswtlovaci (ely, generatory tepelné energie, okrdibmaterial, detoxikaci Skodlivych latek,
generaci elektromagnetickych vin, spinaci elekikoniplazmové displeje, automobilovy a
textiini  pramysl apod. Je zde vyuzivano typickych vlastnostazmplatu: vyz#govani
elektromagnetického vémi, vysoka teplota, rychly pohyb nabityéhstic. [25]

Ve zdravotnictvi se jiz dnes pouziva koéméch plazmovych sterilizatér(Sterrad, Plazlyte),
nicmére se nejednd o plazmovou sterilizaci v pravém slewayslu. Sterilizace Wthto
pristrojich je zaloZena naipobeni chemickych agens za nizkychit|akdy plazma slouzZi spiSe
k rozkladu pouzitych biocidnich latek. [1,3]

Nizkoteplotni plazma se stalo novym fenoméngghpz vyzkumem se zabyva celada
odborniki. Vyzkumné tymy se jej pokouSeji aplikovat v fedpernéradé oboi, zejména pak
v potravindstvi a zdravotnictvi. Jakorilad |ze uvést opracovani polymernich folii, derith
se bali gkteré druhy potravin [18,21], o$ehi vinnych hrozé proti ¢innosti nezadouci
mikroflory béhem gepravy [26] nebo pasterizaci mandli [23]. Pro zdtaictvi, kde niZze mit
kontaminace patogennimi organismy az fatalni n&glegou velmi dilezité studie plazmové
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sterilizace kardiovaskularnich civek [20], plastolwytub [20,19], filth do klimatizaci [16] atp.
Jako velice zajimavé se jevi pokusy&ldm tZce se hojicich porani. [34]

Toto plazma se vyuZziva nejen za atmosférickédhm [16,20,15,18,28,27,26,29,22], ale také
za tlaku nizkého [21,24]. DalSi moznosti jséareé zmisoby buzeni plazmatut aZ jde o nami
pouzivany dielektricky bariérovy vyboj (DBD) [18,28,19] nebo nap o mikrovinre
indukované plazma [29,22,21,26,20]. Lze vyuzivahasdféry fiznych plyri, a to nejasgji
argonu [18,22,29], vzduchu [18,27], dusiku [18]bogejich sngsi. Experimentakh se pro
studium @inka plazmové sterilizace pouZivaji tegtji materidly na bazi polymér (PET)
[14,18] nebo papir [24,17].dKteré studie vSak byly provedeny na skleém materialu [22].

2.4.3 Mechanismus &inku plazmatu

Konkrétni mechanismy zodpfminé za inaktivéni (€inky plazmatu lze shrnout doskolika
bodi: [3]

» letélIni poSkozeni genetického materialisgbenim UV-z&eni

» fotoindukované eroze mikroorganigratom po atomu vlivem UV-zani

» eroze mikroorganisthatom po atomu vlivem reaktivni¢lastic

» oxidace bus¢nych¢asti (membrany, proteiny, DNA) visledku gisobeni volnych

radikal obsahujicich kyslik
» rozpad busk v disledku akumulace nabity@dstic v membréah

Disledky gisobeni eroze jsou zndzény na obrazku. 5.

Obr. 5: Bacillus subtilispo opracovani v kaskadovém dielektrickém vybojpkai naznéuje
poskozenou sporu [18]

Cilem mnoha studii je snaha izolovat tyto ftivé mechanismy pro jejichatladnsjSi
vyzkum, coZ se s vyjimkou UV-¥éni zatim piliS nedai. [14]

Jednotlivé mechanismyigobeni jsou do jisté miry zavislé na charaktegspiazmatu, tzn. na
velikosti nagti, pouzitém plynu a tlaku tohoto plynu. [14]
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2.4.3.1 Letalni poSkozeni genetického materialdgpbenim UV-zéeni

Elektromagnetické #aéni v rozsahu vinovych délek 100-400 nm je ¢pmano jako UV-
zaeni. Biocidni dinek tohoto z#eni je zalozen na fotochemickém poSkozeni nukleokyselin
(DNA a RNA), proteiri, enzynii, pogipad dalSiho bué¢ného materialu. Vigsledku misobeni
UV-zé&eni dochazi k deformaci prostorové struktury bicgkal, vzniku kovalentnich vazeb,
piipadré zmené chemického slozeni molekuly. [3,30]

Kkinek UV zé&eni se lisi v zavislosti na rozsahu aplikovanychovich délek. Nukleové
kyseliny absorbuji v rozsahu 240 — 280 nm, abstdhm maxima pak dosahujfif260 — 265 nm.
Vysledkem je vznik thyminovych dim&r coz vede k inhibici replikace genetické informace
Pokud uzijeme zé&ni v rozsahu 320 — 400 nm, dojde Kk iniciaciemnmenasycenych mastnych
kyselin v membranach, a tim ke &mi permeability. [3]

2.4.3.2 Fotoindukovana eroze mikroorganisihpizsobenim UV-z£eni

Fotoindukovana eroze mikrobialnich Bkinje vysledkem fisobeni UV-fotod, které po
dopadu &ipi chemické vazby bwtiného materialu, coz vede k formovagkavych slogenin.
Jedna se o0 meziprodukty nerovnovaznych chemickgakci (malé molekuly jako peroxid, ozon,
volné radikaly). [3]

2.4.3.3 Eroze mikroorganisni vlivem reaktivnichéastic (leptani)

Proces leptani je @poben absorpci reaktivnictastic plazmatu na povrchu mikrobialnich
burgk, kde vstupuji do chemickych reakci, vedouciclorkiovani gkavych slodenin (CQ,
H.,O). Reaktivni ¢astice mohou byt atomové a molekulové radikaly rigomi kyslik) a
excitované molekuly v nestabilnim stav®4). [3]

Ri atmosférickém tlaku plazmatu hraji néleit¢jSi inaktivatni roli aktivni radikély a
anionty O, OH a H@. Tyto ¢astice poskozuji cytoplazmatickou membranu. [30]

2.4.3.4 Oxidace buénych ¢asti pisobenim volnych radikad

Volné radikaly jsou produkty srazkovych praces plazmatu nasledovanych rap
disociag&nimi nebo excitenimi procesy. Tyto atomy, molekuly nebo ionty jssghopny
samostatné existence, ve svém elektronovém obadahafi minimald jeden nesparovany
elektron, zehoz vyplyva jejich vysokéa reaktivita, kdy se sndasahnout stabilni elektronove
konfigurace. Reaguiji i s ostatnimi biomolekuladimz vytv&eji dalSi volné radikaly. Tentogd
mé pak tendenci & se fettzow. Volné radikaly hraji dleZitou roli @i vétSing povrchovych
interakci. [3,31]

Priklady reakci, které vedou ke tvérkadikah ve vzduchu [3].

0+0,+M - O, +M
N+O+N, - NO+N,
NO+0O, - NO, +0,
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NO,+0O, +hv - O, +NO
H,0+0, - O, +20H
e+H,0 - OH+H+e
O+H,0 - 20H

Z hlediska procésinaktivace mikroorganisinjsou nejvyznamgjsi volné radikaly kysliku a
dusiku, nap O, O}, O;, OH, NO, NG atd. Jedn4 se o siln4 oxigécinidla. Mohou reagovat

s fosfolipidy a lipoproteiny membran, s nukleovymkyselinami, sacharidy a polysacharidy,
bilkovinami a enzymy, vysledketiehoz je nevratné poskozeni bémeho materialu. [3]

Rikladem msobeni volnych radikal je reakce na cytoplazmatické memkxaZde jsou
mastné kyseliny fosfolipitl atakovany OH-radikalemiimZ dochazi k jejich oxidaci. Naopak
atomarni kyslik nebo metastabilni, @apadaji proteinovodéast lipoproteid. Dusledkem je
zmena fluidity membrany a nasledavn zmena jeji permeability. Dojde k nekontrolovanému
prouckni ionti vné i dovnitt buiky, a tim k usmrceni mikroorganismu. [3,30]

DNA, kter4 reaguje s volnymi radikély, podléh#odifikaci, vysledkem niz je &Sinou
inhibice replikace DNA. Jednim z inhibitoje nag. thyminglykol, ktery vznika oxidaci thyminu
volnymi radikaly. Volné radikaly mohou #pobit dokonce poskozeni struktur DNA. Vysledkem
pak miZe byt nap premistni bazi vietézci DNA, piipadre k jejich aplnému odgpeni. Pray
modifikace bazi DNA je néastjSim druhem poskozeni. DalSim efektem je vznik
meziettzcovych spaj. Doposud bylo popsandiplizné 100 fiznych defeki DNA. [3,31]

Volné radikély psobi depolymeraé na polysacharidy, kdy mira tohoto procesu je zawna
konformanim stavu molekul, zvla&tpak jejich koncovychtetzci. Informaci o &chto reakcich
vSak zatim neméame dostatek. [31]

2.4.3.5 Akumulace nabitychfastic na membra#

Elektrostaticka sila #gobena nahromadim naboje na WjSi membrad mize gekonat silu
vlaken membrany a #Agobit jeji prasknuti. Tento proces je vyznamny Zgjenpro inaktivaci
gramnegativnich bakterii, které disponuji nerovaiemym povrchem. Takovy povrch umage
nahromadni naboje. [3,30]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V této casti se zabyvam studiem inakiivéch (Einka dielektrického bariérového vyboje
(DBD). Metoda byla testovana na experimentalnitfizeai vlastni vyroby, s pouzitiniznych
druhi plyna, nosnych materia| hustot vyko a expozinich ¢asi. Jako bioindikator byla
zvolena plisgé Aspergillus niger protoZze vykazuje nejvyssi odolnosicv ucinkaim UV-z&eni,
které je jednim z dekontami&r@ich mechanist plazmové sterilizace. Pravdou ale je, Zdov
nejsou doposud jednotni, jak velky jeho dekontagmhayznam skuténé je. Heise, Lee a dalSi
mu isuzuji silné deaktivani inky [18,22], zatimco Laroussi, Leipold a Akitswijsop&ného
nazoru [15,26,27]. Einnost dekontamingmiho procesu byla stanovena pomoci ifrap
kultiva¢ni metody.

3.1 Princip dielektrického bariérového vyboje

Prvni zpravy o vyuziti dielektrického bariéébwo vyboje pochazeji z roku 1857, kdy Werner
von Siemens zkoumal DBD jako mozny zdroj ozonu.tlwe naSel své uplatmi viad
raznych pamyslovych aplikaci, jako jsou CGfasery, excimerni UV-lampy, plazmové displeje a
dokonce povrchové dpravy matetidl véetre nanaSeni tenkych vrstev. [3,25,28]

Standardni DBD-z#&eni sestava ze dvou plochych elektrod, kdy jeiméimé jedna z nich
vyrobena z dielektrického materialu nebo je jimspt# pokryta. Tyto dielektrické bariérove
vrstvy maji za ukol kontrolovat distribuci nabojeeaergii mikrovybaj na povrchu elektrody.
NejvhodrgjSimi materialy pro tento &l jsou sklo, kemkité sklo, keramické nebo polymerni
materialy. Bariérovy vyboj zde e vznikat v Sirokém rozmezi tidknegastji vSak @i tlacich
0,1 — 1 atmosféra. Vzhledem k povaze bariérovéyyst jeji nevodivosti, musi byt vyboj buzen
sttidavym naptim, obvykle v rozsahu 1 — 100 kV. Frekvence seypafe v rozmezi desitek Hz
— MHz. Plochy vzorek (do 100 pum), ktery chceme opvat, se vklada na spodni elektrodu.
Mezera mezi obma elektrodami dosahuje zpravidkkalika milimetri a je vyplrEna pracovnim
plynem. [3,14]

High Voltage

; /Electmde
oaacaarciaicaacacs ,
) Eeeeeees AC ”» . Dielectric
G?_T C) memepne - GENETALOT () D’S.ff_a_r.?f_? 4 Barrier
' \Ground

Electrode

Obr. 6: Zakladni experimentalni usfgmani dielektrickych bariérovych vyliojAC generator -
zdroj stidavého nagti, discharge gap - prostor mezi elektrodami, diele barrier - dielektrick&
bariéra, high voltage electrode - vysokoftamya elektroda, ground electrode - uz€man
elektroda. [3]

Dielektricky bariérovy vyboj ziskame, jestlie dvojici elektrod, mezi nimiz se nachazi
dielektricka bariéra, fipojime vysoké stdavé napti s amplitudou ¥tSi nez je pirazné nagti
plynu mezi elektrodami. Dielektrick& bariéra makoinsériow zapojeného kondenzétoru, ktery
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omezuje elektricky proud v prostoru mezi elektroddghektricky piiraz v plynu zgsobi lokalni
nabijeni bariéry, coz ma za nasledek poklegthamplynu. To tedy po velmi kratké deélfradow
desitky nanosekund) klesne podrnazné nagti plynu a vyboj zanikne. K dalSimu vyboijitixe
dojit pouze zvySenimifoZzeného nagti nebo zminou jeho polarity, coZ jeidod, pr@& se pro
napajeni barieéroveho vyboje pouzivéidave napti. [3] VloZzenim stidavého nagti o velikosti
raddow nékolika kilovolta a s frekvenci asi 10 kHz, dojde k vybuzeni nizalmimiho plazmatu.
Neutralni plyn a ionty si zachovaji pokojovou tdplozatimco elektrony ponesou nejvice
energie. [14]

Pokud plazma budeme pozorové@klddreji, zjistime, Zze se sklada z tigicsamostatnych
mikrovyboja, jejichz pamér dosahuje kolem 200 pum a doba jejich existencepa#ta
v nanosekundach. Pouhym okem je vidime jakong cary v jinak homogennim plazmatu. [14]
Tento stav vyskytujici ze za atmosférického tlalazyivame jako filamentrani méd, kdy ma
vyboj podobu velkého mnozstvi vybojovych kanéatzv. filament. Vlastnosti jednotlivych
filamenti jsou dany pouze vlastnostmi pouZitého plynu, #iellea a konfiguraci elektrod,
nezavisi tedy na charakteristikactivedeného nafti. Velikost amplitudy vSak ma vliv na to,
kolik filametni vznikne. Zn&nou nevyhodou filamentraniho médu je jeho nehomivgej3]

Zdanli¥ homogenni difazni mod DBD lze ziskat nastoleninditych podminek (plyn,
frekvence, nagti, konfigurace elektrod). Nelze rozliSit jedno8ivfilamenty, vybojovy kanal
pokryva prakticky celou plochu dielektrika. Takeéni tohoto vyboje je podstatulelSi,iadow
jde o desitky aZ stovky mikrosekund. Vyhodou je jihinovana homogenita vyboje, hlavni
nevyhodou je ovSem fakt, Ze difuzni vyboj vznika yergkterych plynech nebo jejich sisich a
jen v ukitém rozsahu nagpi a frekvenci. Na jeho vznikitie mit také vliv prostorové usfgmani
elektrod. [3]

U dielektrického bariérového vyboje jsou moiva zakladni uspi@dani elektrod — rovinné
nebo prostorové. Podle orientace vybojovych filatheri¢i dielektrické vrst¢ pak nmizeme
vyboje rozdélit na objemové a povrchové. U objemovych wyibou vybojové mikrofilamenty
orientovany kolmo na rovinu dielektrika (elektroghou naproti sof). Vyhodou je technicka
jednoduchost provedeni, nizké naroky na dielekbricievnost bariéry a relati#rvelky objem
vzniklého plazmatu. Nevyhodou tohoto usjméni je nemoZznost opracovavani tlustSich
materiali, nez je vzdalenost mezi elektrodami. Vybojové wiikamenty v povrchovych
vybojich jsou orientovany te¢ kroviré dielektrika (elektrody jsou v jedné ro¥in Toto
uspdadani umoiuje opracovavat materialy libovolné tloky, ale pouze povrchey protoze
tlou&’ka vzniklého plazmatu odpovida tlaaé samotnych mikrofilameit(desetiny milimetru).

[3]
3.2 Pouzitd metoda

3.2.1 Experimentalni zafizeni

Experimentalni aparatura je zalozena na in@bjemového dielektrického bariérového
vyboje. Plazmové zZ&eni (obrazelkt. 7) se sklada z regulovatelného zdroje stejrosého
(DC) nagti, vysokofrekvenniho zdroje, vysokon&gového (HF) autotransforméatoru a
samotného DBD reaktoru. Naizzeni Ize pipojit casové&. Vyboj je generovan mezi dma
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kovovymi elektrodami pokrytymi dielektrickou bariétou vrstvou. Nagti mezi elektrodami Ize
pii daném uspi@dani nénit v rozsahu 3 - 10 kV, s frekvenci do 10 kHz.¢)&n rozreéry DBD
reaktoru jsou 120 x 118 x 120 mm. Objem vybojeg& gan plochou elektrod 90 x 70 mm a
jejich vzdalenosti. Vzdalenost elektrod Ize pom&8odubu nénit v zavislosti na pouZitém
pracovnim plynu nap pro dusik nebo argon je vzdalenost 3 mm. Jakemhtdielektrika je

pouzita slida, tlou%a vrstvy je 0,5 mm. Na obrazku 8 je zobrazeno schéma elektrického
obvodu a reaktoru. [3]
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Obr. 7: Plazmové zazeni: 1 - regulovatelny zdroj stejno&mého napti; 2 - vysoko-
frekvertni zdroj; 3 - vysokonafrovy (HF) transformator a 4 - DBD reaktor. [3]

Regulovatelny DC zdroj
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DBD reaktor

Obr. 8: A/ Schéma el. obvodu; B/ Schéma DBD reaktoru. [3]
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3.2.2 Opticka emisni spektroskopie plazmatu

Pro ndfeni spekter byl vyuZit fiistroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s hvkou 1200 a
3600 vry@/mm, vybaveny CCD detektorem chlazenym dusikemkigpéyla néfena v dusiku a
argonu vrozsahu 200 - 400 nm (UV oblast). Ktomultelu byla vyuzita rizka
3600 vry@/mm. Déle byla na mizce 1200 vryp méiena pehledova spektra pro oba pracovni
plyny v rozmezi vinovych délek od 200 do 800 nm.

Spektrum dusiku bylo #eno gimo, tedy kKemenné optické vlakno bylo prastno skrz
plexisklovy kryt. Takto bohuZel nebylo mozné&iihi spektra argonu, proto byladiena ges
kiemenné okénko a mezi okénkem a vlaknem byla gessrtrubtka cca 20 cm dlouha.
Zpracovani spekter provedl Mgr. J&ech za pouZiti programu Spectrum Analyzer 1.6. @ent
program také umoznil vyget rot&nich a vibré&nich teplot pro oba pracovni plyny.

3.2.3 Pouzité mikroorganismy, géiprava vzorki

Sledovany bioindikatoAspergillus nigerF8189 byl ziskan ¢eské sbirce mikroorganism
(Masarykova univerzita Brno). Kultivace prdtha na sladinovém Sikmém agaru (sladina a 2 hm.
% agaru Himedia RM 026) po dobu 7 dhiZb°C.

Suspenze spor byldipravena nalitim cca 5 ml sterilni vody dgavkem Tweenu 80 (0,1 ml
na 100 ml média) do kultury ve zkumavce. Spory buholniny do roztoku péivym
seSkrabnutim pomaoci sterilni dtiy.

Qckovaci suspenze byla nalita do centrifeigjgah uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o
objemu 2 ml. Poté byla podrobena trojnasobné dagaci (10 000 ot&ek, 5 min, 4°C) a
promyta 2 ml sterilni vody. Paédgch promytich byla odgtdéna kapalin&ira a na d& zkumavek
byly usazeny sporyA. niger Timto zmisobem byla ziskdna suspenze spor o koncentraci
1-10" sporml™.

Suspenze spor bylaerEna vodou a aplikovana pomoci mikropipety (100 pd) mosny
material. Timto byl sterilni papir Whatman no.1l eeBET-félie (pimér 3 cm) rozlozeny
v Petriho miskach. Taktofipravené vzorky byly ponechany 24 hod v termospiitteplot 25°C
za aerobnich podminek, aby doslo k zaschnuti a@iké suspenze.

Obr. 9: Petriho miska se vzorky k opracovani
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3.2.4 Opracovani vzorki

Aby nedoSlo k sekundarni kontaminaci, byl negpcely box dezinfikovan ethanolem a
pouzivand pinzeta pro aplikaci vzérkjeS€ navic pravidelty sterilizovana plamenem.
Naatkovany nosny material byl umést do stedu spodni elektrody, poté byl box ugav a
nastavena pozadovanda vzdalenost elektrod. Pordumitach, kdy doslo k dokonalému vypini
pracovniho prostoru plynem, bylo spir&i zd&izeni na danyas a pi piednastavené hustot
nagiti. Po expozici plazmatem byly vzorky vioZzeny dataku 10 ml sterilni vody s Tweenem
80, protepany a ponechany ngepace do druhého dne. Roztok nejenze zabranil seknhdar
kontaminaci, ale zvysil i hydrofilitu potencialnigitezivSich spor, a tim i jejich vymyvani do
roztoku.

3.25 Zpiasob vyhodnoceni

Pro kvantitativni vyhodnoceni sterilizach &inki DBD byla vyuZita tzv. nefma
(kultivacni) metoda stanoveni @gio mikrobialnich bugk. Tato metoda vychazi zgdpokladu, Ze
z kazdé vitalni boky vyroste jedna kolonie. K tomu, aby na povrchungho média vyrstaly
jednotlivé kolonie, jeieba suspenze mikroorganigiredit. Pro tyto dely byl vyuZit koeficient
fedkni 10. Takto pedné suspenze byly nanaSeny na agarové plotny avdwdiny. Po ufité
doke bylo mozné stanovit get vyrostlych kolonii, tzv. CFU (colony forming us), které by
mely odpovidat pétu prezivsi populace mikroorganisin

Pro kazdy vzorek bylytpraveny d¢ mikrozkumavky s 900 ul sterilni vody & Petriho
misky. Ze vzorku bylo odebrano 100 pl a &lavano do Petriho misky. 1. DalSich 100 pl
vzorku bylo gidano do prvni mikrozkumavky, promichano a nanesgmanisky¢.2. Nakonec
bylo odebrano 100 ul vzorku z prvni mikrozkumavggeneseno do druhé mikrozkumavky a po
promichani zatkovano do misky. 3. VSechny misky se vzorky byly zg@vany gelivem
(mladinovy agar) a ponechany 48 hod v termostatud¥u dnech byly sgditany kolonie na
jednotlivych miskach.

3.2.6 Experimentélni podminky

Opracovani vzotk probihalo za fesré definovanych podminek, které lze charakterizovat
hustotou plazmového vykonu, exp&dim ¢casem, druhem nosného materialu a pracovniho plynu.
Nastavenim paramétbylo docileno poZadavkuiznych davek plazmatu sledovanym vZork

Hustota plazmového vykonu je charakterizowlm@acem:x = % kdeU znamend nai, |

je proud,z je innost aV je objem plazmatického vyboje. Pro naSizemi se pouZziji rozemy
elektrod 90 x 70 mm a vzdalenost elektrod 3 mwinkbst z#izeni je 0,4. Pro vloZzena n#po
velikosti 50V, 60Va 70 Vije hustota plazmovéhoykenu 1 153,44 m\VEm>,
1 803,17 mVIBm* a 2 562,96 m@m?> (pro argon), 1 164,02 m@m>, 1 434,92 miBm* a
2 044,44 mviBm? (pro dusik).

Byly pouZity expozini ¢asy v rozsahu 5 — 240 sekunditek pracovnich plyfé, argonu nebo
dusiku, dosahl 3tin™. Za nosny material byl zvolen papir a PET-félie.

Postup# jsme prongiili sérii vzorki pro jednotlivé hustoty vykonu a pro wstajici doby
opracovani. Pro jednotlivd n&p byly odeitany i gislusné proudy, kdy tyto astavaly
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konstantni. Abychom zabranili nezadoucinisgbeni tepla na sledované mikroorganismy, byla
maximalni doba opracovani vzdy 30 s. Pokkat v néieni bylo mozné vzdy az po jedné
minut, kdy elektrody dostate¢ vychladly.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentu bylo stanovit vhodné inadthi podminky pro bioindikatoAspergillus
niger. Ze ziskanych vysledkjsou vyvoditelné obecné zékonitosti vzhledem kuppak se mini
pocet prezivSich mikrobiédlnich buik v zavislosti na pouzité hustotvykonu, ¢ase, plynu a
nosném materialu.

4.1 Vliv pracovnich ¢asi a velikosti hustoty plazmového vykonu

Na obrazciclE. 10 a 11 jsou znazafny kiivky preziti v zavislosti nafase a na velikosti
hustoty plazmového vykonu. Je evidentni, ZéepgrezivSich spor klesa s rostoucim pracovnim
¢asem a s hustotou vykonu. Tento trend dokazujedzelixc. 12, kde je pozorovatelny klesajici
pocet Zivotaschopnych mikrobidlnich bikn v zavislosti na rostoucim pracovnitase i
raznych hustotach vykonu.

Ktivky v obou gipadech vykazuji exponencialni zavislost, coz odipéovi vysledim
publikovanym Heisem [18]. Znamena to, Ze rychlosktivace kles& s rostoucitasem. Jedna
se o kinetiku prvniheadu.

Pozorujeme-li inaktivani charakteristiku v argonu, vidime, Ze k snizeomtkminace o @
fadl je tteba rozdilnychéasi pro jednotlivé hustoty vykonu. N&glad pro hustotu vykonu
2562,96 mwWem?® je poteba expoziniho ¢asu 40 s, zatimco pro hustotu vykonu
1 803,96 mWem® 120 s. B pouZiti nejnizsiho vykonu tj. 1 153,44 mtkh® bylo po
240 s dosazeno redukce¢pomikroorganism jen o 3 — &ady.

V piipads dusiku plati, Ze i hustot vykonu 2 044,44 m\ém* byl pro Uplnou inaktivaci
1 164,02 mW crise pod# sniZit kontaminaci dokonce o pouhy 1 42ly, poté fistava Kivka
konstantni. Z toho plyne, Ze jednotliva plynna ragajsou stegalcinna.
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Obr. 10: Krivka preziti v zavislosti ngase a na pouzité hustqgilazmoveho vykonu pro argon
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Obr. 11: Krivka preziti v zavislosti n&ase a na pouzité hustqgilazmoveho vykonu pro dusik
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Obr. 12: Porovnani fezivSich kolonii Wase za pouZzitiizné hustoty plazmového vykonu
v argonu

4.2 Vliv pracovniho plynu

Kkinnost jednotlivych typ plyna se vzajema lisi, coZ je dano jejich slozenimigdbenim
plazmatu se uvdliji volné radikaly, které maji negativnéidky na Zivé organismy, jak jiz bylo
receno vyse.

Na obrazku¢. 13 je znazormo pisobeni dvou pracovnich plign argonu a dusiku.
Porovnanim blizkych vykanpro oba plyny ziskdme zajimavé vysledky. Je evidede argon
méa vysoké inaktiveni inky i pro niz&i hustoty vykonu.iPvykonu 1 164,02 m\é¢m* dojde
k snizeni mikrobiélni kontaminace o 4 - tAdi za 160 s. Dusik ip hustot vykonu
1 153,44 m\Wem® sniZuje kontaminaci pouze o 2 —¥&dy, icemz piibch kiivky zistava po
pocateinim sniZzeni konstantni. Pokud dojdefippct dusiku k zvySeni hustoty vykonu, vykazuje
i on silngj8i inaktivasni &inky. PYi hustot vykonu 2 044,44 mém* dojde k redukci o Fadi
vcéase 80 s. Argon snizuje mikrobialni kontaminaci o & pii hustot vykonu
1 803,17 m\emi® v dase 100 s.
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Zajimavé je také pozorovatupeh kiivek. Krivka pro argon i dusik vykazuje podobny
prabéh, jaky byl popsan Heisem [18], vyjage exponencialni Ubytek Zivotaschopnych &un
Typ kiivky zavisi na druhu mikroorganismu, Zivném medieazfisobu opracovani. [38]

U obou plyfi se na inaktivaci podilelo UV #ni a reaktivnéastice. V naSemifpad: to byly
zejména volné radikaly kysliku a dusiku a radikal, viz spektra kapitola 4.4 ritomnost UV
zaeni v oblasti 220 — 290 nm byla pozorovana u dusilkemise N@ molekulového pasu. V
piipad argonu neni ki Utlumu intenzity NO znatelné, ale ifgs tento Gtlum jsou znatelné
velmi intenzivni OH pasy. Vysoka intenzita OHibe vyswtlovat vySSi dinnost argonu jako
pracovniho plynu. Jak jiz bylo popsano v teoriitotaeaktivni ¢astice se ri¥e vyraznym
zpasobem podilet na oxidaci a leptani bemych casti.

VySSi efektivitu argonu popsal ve své prakétHeise [18]. Vysitloval ji piitomnosti ArO*
ve spektru i vinové délce 308 nm, nicmémoto nebylo v naSem spektru zaznamenano.

6- —=— Ar-1164.02 mW/cm’
] —e— N-1153.44 mW/cm®
5 Ar-1803.17 mW/cm®
1 —%— N-2044.44 mW/cm®
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Obr. 13: Srovnani ginnosti argonu a dusiku
4.3 Vliv nosného media

Nosny material hrajefipsledovani dinnosti plazmoveé sterilizace zasadni roli. d&ba si
uvédomit, Ze se jednotlivé druhy matefidiSi svymi vlastnostmi, a tim padem na& pisobi
plazma odlisSnym zjsobem. Navic mohowhkteré z nich mit pro mikroorganismy ochranny efekt
(efekt stigni), coz ma nadinnost dekontamiriiho zakroku zasadni vliv.

Ri pokusu byla pouZita éwnosnéd media, a to papir a polymer (PET). Pampieti PET-f0lii
znané porovity, takZze poskytuje mikroorgani@m ochranu. Polymer se svym hladkym
celistvyym povrchem toto neumaje. | pro tuto vyjiménou vlastnost je nejpouzivgaim
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obalovym materidlem v pmyslu. Do budoucna bude vhodné zjistit, do jakéynpou jeho
charakteristické vlastnosti po opracovani plazmataanovany. [14]

Pokud porovnhavame obsah spor nanesenych reaidha obsah spor v refegarich vzorcich
zjistujeme, Ze se hodnoty liSi o jed&d. Znamena to, Ze i kdyZyodni suspenze obsahovala
1-10" sporml™, doslo k tbytku populaceshem sugeni v termostatu.

Na obrazkw. 14 je znazorna Kivka preziti pro tytézc¢asy a shodnou hustotu vykonu
v argonu, ovSem s pouzitim dvotznych nosnych medii, papiru a PET-f0lie. Je evidere
mikrobialni kontaminace na polymeru je minimélo jedentad vysSi, a Ze dekontaminace
probiha pozvole Naopak papir ma pro mikroorganismy silny ochramfigkt. Do @kovaci
suspenze se ani po dlouhodgim vytrepavani neuvolni vSechny mikrobialnitly, takze papir
navenek vykazuje nizSi stupeamdeni. Pokud se pro opracovani nezvoli dostgtellouhé
expozeni ¢asy a hustoty vykonu, lzetgdpokladat, Zze v pOrechigtanou Zivotaschopné
mikrobiélni buiky.
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Obr. 14: Srovnani dinka plazmoveé sterilizace za uzitiznych nosnych médii
4.4 Vyhodnoceni emisni spektroskopie

Na obrazciclE. 15 a 16 jsou znazofna emisni spektra vybuzena pro oba pouzité plyny,
argon a dusik. Pomociahto spekter Ize vystlit dekontaminani (&inky obou plynnych meédii.

Spektrum argonu ma silné emise kolem 308 roR, je zgisobeno existenci OH-systému.
Dale je pozorovatelny druhy systém dusiku (337 8&Y, nm a 380 nm) a v rozmezi vinovych
délek 385 — 389 nm pak CN-systém. iigledovém spektru byly dale viditelné argongaéy
(oblast nad 690 nm) &ary atomarniho kysliku (777 nm).¢Roliv byla predpokladana i
piitomnost NO-systému, nepdda se ho detekovat.
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Spektrum dusiku vykazuje, podéhako spektrum argonu, OH-systém v oblasti
306 — 310 nm. Dale byl detekovan druhy pozitivrtégn dusiku. V rozmezi 220 — 290 nm je
pozorovatelna emise NOmolekulového paswiimz je prokazanaifiomnost UV-zéeni. Tento
jev je zmisoben stopami kysliku véeném plynu.

Hi srovnani obou spekter je také evidentni, Ze mtanOH-systému u argonu je vyr&zn
vySSi nez v fipact dusiku. Tato skut@ost podporuje jiz idveéjSi tvrzeni, ze argon vykazuje
vyrazrgjSi inaktivaini (inky. Podobné pozorovéani bylo popsano i jinymi ayto
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Obr. 15: Emisi spektrum vyboje buzeného v argonu
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Obr. 16: Emisni spektrum vyboje buzeného v dusiku

Rot&ni a vibr&ni teploty jsou vyznamnymi charakteristikami plazmaVibratni teploty
vypovidaji o Urovni excitace plazmatu V neizoterkdim plazmatu byva zpravidla vysSi nez
teplota roténi. Z vysledk je tedy patrné, Ze pouzité plazma je neizotermické

Rot&ni teplota poskytuje informaci ofippmnosti €Zkych ¢astic v heicim plazmatu a
koresponduje s teplotou neutralniho plynu. Pomotd&nich teplot Ize tudiz dit, zda ntla
zvySena teplota vliv na inaktivaci mikroorganisndak ukazuje tabulk& 2, rot&ni teploty pro
argon jsou nizké, tudiz Ize povazovat vliv teplatg zanedbatelny. Vijpad plazmatu
generovaného v dusiku vSak mohlo mit zvySeni tgphdiv na inaktivaci pitomnych
mikroorganisnd.

Tabulka 2: Rotani a vibr&ni teploty pro argon a dusik

Plyn — Hustota vykon Toot [K] T ibr [K]
Dusik — 2 044,44 mw/ctn >0 * 11! 1580 £ 15
290 + 1( 1650 + 50!

Argon — 2 562,96 mW/ctn
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5 ZAVER

V experimentalnicasti bylo ukazano, Ze plazmova sterilizace za nimitmd tlaku je pro
dekontaminaci &nych materidl vhodna. Tento poznatek jaildzity pro dalSi uplatni této
metody, a to zejména v technologii obalovych materm ve zdravotnictvi, kde jsou pouzivany
termosenzibilni materialy. Nami sledovana metodgni#e je velice Setrna, ale také rychla a
ekonomicky vyhodna.

Uziti plazmové sterilizace Ize¢ekavat zejména v oblastech, kde je wssunosti velice
problematické uziti &nych dekontamirich postuf. Tyto pinaSeji zvySené naméahani
materialu teplotou, tlakem nebo chemikaliemi, cqiipadt uziti plazmatu nehrozi. Jaksildad
Ize uvést Setrnou sterilizaci nachylnych suroviai€ki) nebo zdravotnického materialu (cévky,
tuby). Za zminku stoji také povrchové dgef obalovych materiél potravin, které by vedlo
k zefektivreni celé technologie.

Kinky plazmatu byly sledovany na bioindikatotspergillus niger Tento mikroorganismus
vykazuje zvySenou odolnostisi UV-zéreni, které je jednou ze sloZzek inaktimého procesu.
K inaktivaci mikrobialnich bugk tedy dochazi synergickym efekterkolika mechanisri, které
jsou zavislé na zvolenych podminkach opracovanp Bjystno, ze dinnost metody roste mimo
jiné se zvySenim hustoty vykonu a pracovniasu. Na efektivitu dekontami&@iho procesu ma
dale vliv volba nosného média a pracovniho plynu.

Pokud jde o vliv vykonu, bylo zji&to, Ze dekontamigai kiivky vykazuji exponenciélni
zavislost. Pro sniZzeni kontaminace @bl bylo poteba rozdilnychiasi, a to v zavislosti na
hustot vykonu. Napiklad pro argon #i hustot vykonu 2 562,96 m\W¢m® ma pracovnias
hodnotu 40 s, zatimco pro hustotu vykonu 1 803,96am™ 120 s. Je tedy evidentni, Ze vy3&i
hustoty vykori vedou i k rychlejsi inaktivaci mikrobialni poputac

Plynné médium ma n&ianost inaktivace také zéasadni vliv. Je to danqg tiejednotlivé
plyny se liSi sloZenim, a tudiZ v nichi ppracovani probihaji i rozdilné reakce. Pokud/pdeme
srovnani argonu a dusiku zjistime, Zze argon¢jandjSi. Jako piklad mizeme uvést expaai
¢asy nutné pro snizeni populace mikroorgaidismn 5 fadi. Zatimco v argonu je piba
expozenihoc¢asu 90 s, v dusiku je to jiz hodnota 150 s.

Hi experimentech jsme seégswdcili i 0 rozdilnych vlastnostech jednotlivych noshymédii.
Pfi porovnani papiru a polymeru (PET) bylo prokdzahe, ma papir pro mikroorganismy
vyrazny ochranny efekt. Nejenze namm zdanli¥ dochazi k rychlejsi inaktivaci, ale ani po
intenzivnim vytepavani neni mozné uvolnit vSechniitgmné spory. Polymer tuto tendenci
nema, coz je dano jeho hladkym nepoérovitym povrcheokud tedy probiha inaktivace na tomto
nosném médiu, je sice jeji qi®h pomalejSi, ale dojde k skdteému usmrceni &Siny
piitomnych spor.

Pro nazorsi sledovani a pro pochopenéjil v plazmatu byla provedena opticka emisni
spektroskopie. Bylo prokazano, Ze se na inaktig@ikroorganisnd podili reaktivnicastice, a to
radikaly dusiku, kysliku a OH-radikaly. Jejich ingta je vysSi v argonu, proto ma tento
pracovni plyn i vysSi dekontamitrd (innost. Vliv UV-z&eni byl prokdzan pouze v dusiku. U
argonu se nepo#ito zmerit spektrum pod 300 nm, tudiz nebylo UVkedi detekovatelné.
Porovnanim roténich a vibranich teplot bylo dale zji8ho, Ze teplota mohla mit na inaktivaci
mikroorganisni vliv pouze v pipact dusiku.
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Do budoucna bude nutné sledovat jednotlivéhylrmikroorganism a stanovit standardni
podminky pro jejich inaktivaci, stejrjako gripadné dinky plazmatu na opracovavany material.
Je vSak nesporné, Ze plazmova sterilizace skyt@tidgznym metodam celotadu vyhod, a je
jen otazkowasu, kdy se zga¢ vyuZzivat ve ¥tSim netitku.
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