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ABSTRAKT

Hlavnim tématem této diplomové prace je studiumwhNlhkosti na celkovy sterilizai
acinek dielektrického bariérového vyboje. Sterilizage proces, P kterém dochazi
k eliminaci vSech forem Zzivotai€dloZzena diplomova prace se zabyva plazmovouiztari)
coZ je jedna z metod, které vyhovuji poZzadewkna sterilizaci teplothsenzitivnich materiél
a materiéi citlivych na chemické latky. Tato steriliga@ metoda je &inna na Siroké spektrum
prokaryotnich i eukaryotnich mikroorganim Pisobi na & nékolika mechanismy
zaloZzenymi na &incich UV z&eni, aktivnichtastic a teploty.

Pro opracovani vzotk byl pouzit dielektricky bariérovy vyboj (DBD) pragci za
atmosférického tlaku. Vyboj byl generovan v suchémlhkém vzduchu. Hustoty vykén
dodavanych do plazmatu byly 2 160 mdn3, 2 279 mWem?, 2 760 mWem™ (pro suchy
vzduch) a 2 326 mVe¢m?, 2850 mWcm® (pro vlhky vzduch). Vihkosti vzduchu bylo
dosazeno pouzitim promyvaci lahve na&pk vodou, pes kterou vzduch proudil do DBD
reaktoru. Jako modelové mikroorganismy byly pouZsgyory plisé Aspergillus niger
Nosnym materialem byl papir typu Whatman No. il skRovnani vihkého a suchého vzduchu
za stejnych podminek byla prokazéana vyssi stegilizainnost vihkého vzduchu.

Sterilizatni inek DBD vyboje generovaného ve vzduchu byl porovrgavysledky
ziskanymi pi generaci plazmatu v argonu a dusiku. Za pouzéjngch podminek byl
nejvyssi sterilizéni (¢inek pozorovan u argonu, poté nasledoval vihky ehddusik a suchy
vzduch. Bylo zji&no, Ze hlavnim inaktivanim mechanismem DBDipdanych podminkach
jsou aktivnicastice. Vliv teploty na inaktivaci mikroorganifirbyl zcela zanedbatelny.

Pomoci optické emisni spektroskopie (OES) byla @dewa spektralni analyza
plazmového vyboje. Vzorky vystavenéigobeni DBD byly analyzovany za pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Bylo sktio poskozeni mikroorganism
vlivem plazmatu adinek plazmatu na strukturu nosného materialu.

KLi COVA SLOVA

Aspergillus niger plazmova sterilizace, dielektricky bariérovy vybampticka emisni
spektroskopie, skenovaci elektronova mikroskopie



ABSTRACT

The main subject of this diploma thesis is the wtofithe effect of humidity on the total
sterilization effect of the dielectric barrier diszge. Sterilization is a process which can
eliminate all forms of life. The plasma sterilizatiis one of the methods that are suitable for
sterilization of temperature and chemical sensitivaerials. This sterilization method was
proved to be effective on the wide spectrum of argotic and eucaryotic microorganisms.
Basically, the main inactivation factors for cedlgposed to plasma are heat, UV radiation and
various reactive species.

Dielectric barrier discharge (DBD) operating at aspheric pressure was used for the
sterilization of the samples. The discharge wasggad in dry air and in humid air. The
plasma power densities were 2 160 reWif®, 2 279 mWemi® and 2 760 m\wem™ (dry air)
or 2 326 mWem* and 2 850 m\em™ (humid air). Humidity of air was achieved using a
wash bottle filled with water through which airvited into the DBD reactor. Fungi spores of
Aspergillus nigemwere used as model microorganisms. Whatman papet Mas used as the
carrying medium. When comparing sterilization effircy of humid and dry air operating at
the same conditions, the higher sterilization effegs observed in humid air.

The sterilization effect of the DBD generated in\was compared with results obtained
during plasma generation in argon and nitrogen.tl#& same conditions, the highest
sterilization effect was observed in argon, follom®y humid air, nitrogen and dry air. It was
found out that in our experimental setup the actpecies are probably the main inactivation
mechanism. The influence of temperature on the tivet@n of microorganisms was
completely negligible.

The discharge parameters were studied by meankeobptical emission spectroscopy
(OES). Plasma treated samples were analyzed empglagtanning electron microscopy
(SEM). Damage of the microorganisms due to thecetieplasma as well as plasma effect on
the structure of the carrying medium was evaluated.

KEYWORDS

Aspergillus niger plasma sterilization, dielectric barrier dischgrgoptical emission
spectroscopy, scanning electron microscopy
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1 UVOD

Mikroorganismy hraji v firod i v Zivot c¢lovéka obrovskou roli, nebbjsou jednim
z hlavnich¢initela ovlivaujici tvorbu a zachovani zZivotniho pristi na nasi plangt Jsou
schopny rozkladat organické latky, a tim vracetnuické prvky zgt do olghu. Podili se na
.samaisteni“ vodnich toki, ¢ehoz se pmyslow vyuziva weistickach odpadnich vod.
DalSim pamyslovym uplatdnim je vyuZziti jejich ¢innosti v kvasném a mlékarenském
pramyslu, ale také v @gimyslu farmaceutickémipvyrobé antibiotik a vitamif. Existuji vSak
i nezadouci mikroorganismy, které t®obuji kontaminaci vody, vzduchu, potravin,
medicinskych nastroja @istroji, dale zfisobuji izné nakazy a chorobyasto epidemie, ale
nag. i zubni kaz. Negativnidnek mikroorganism ma na swdomi také rozklad textilii,
papiru, Kize, deva, organickych néti a rékterych plasi. Proto je ve vSeobecném zajmu
tyto mikroorganismy wit — sterilizovat [L, 2.

V sowasné dob je pro samotnou sterilizaci pouzivano mnoho pastu@lternativ, které
vyuzivaji fizné fyzikalni¢i chemickeé vlivy. Pray kvili témto pouzitym chemickym latkam a
fyzikalnim vlivaim jsou vSak &které pouzivané metodyigrugeny pouze pro specifické
pouziti. Omezujicim faktorem takirbe byt toxicita pouzivaného steril&zdho média, vysoka
sterilizatni teplotaci nebezpeénost ioniz&niho zdeni uzitého f sterilizatnim procesud].

P pouZiti plazmatu jako sterilizaiho prostedku se Izeémto negativnim a nezddoucim
vlivam vyhnout. Vyhodami této metody tak jsou relativmizka aplikéni teplota, kratka
sterilizatni doba, snadnd manipulovatelnost se samotnyitizerdm a také wazeni
piitomnosti toxickych latek. V s@asné dob se vyzkumem sterilizaiho Einku plazmatu a
jeho vyuzitim zabyvd mnoho vyzkumnych tymNa trhu jsou jiz dostupné kondef
plazmové sterilizatory, nejedna se vsakmm o plazmovou sterilizaci jako takovou, nébo
sterilizace je vtomto ffpac zaloZzena na ysobeni chemickych latek za nizkého tlaku a
plazma slouzi vtomto ifpadt spiSe krozkladu pouzitych biocidnich latekii Bézné
plazmové sterilizaci je mikroorganismus vystavésgbeni elektrického vyboje v plynu nebo
smesi plyna, které Kzn¢ biocidni &inky nevykazuji a jsou aktivovany apobenim
elektrického vyboje a deaktivovany bezpredtt po vypnuti budiciho zdroje[ 5.

Inaktivatnimi mechanismy odp@dnymi za sterilizéni &inek dielektrického bariérového
vyboje jsou teplota, UV 2@éni a reaktivnicastice. Kazdy ze zménych mechanisin ma
prokazatelné germicidni ¢inky. Rozsah, s jakym se jednotlivé mechanismy Ipoda
inaktivaci mikroorganismi, zavisi na parametrech vyboje (vykon, pracovnnptiak plynu,
atd.)4,5,6, T.

Tato diplomova prace se zabyva studiem vlivu viltikea (Einky plazmové sterilizaceip
inaktivaci mikroorganisrin, konkrét plisné Aspergillus niger Plazma bylo buzeno
prostednictvim dielektrického bariérového vyboje v predt suchého a vihkého vzduchu.
Dielektrické bariérové vyboje v sdbkombinuji vyhody neizotermického nizkoteplotniho
plazmatu a moZnosti prace za atmosférickychutla® vyuzitim argonu a dusiku jako
pracovnich plyfa byly v predeslé pracig] oddklen¢ hodnoceny &inky UV z&eni, teploty a
samotného plazmatu. Tato diplomova prace feglgslou praci navazuje pgamerenim ve
vzduchu. Dale byla provedena diagnostika plazmataqei optické emisni spektroskopie a
meéteni  teploty term&ankem. S vyuZitim skenovaci elektronové mikroskopbyly



analyzovany neopracované vzorky i vzorky vystavpieobeni dielektrického bariérového
vyboje. Byly sledovany zgmy mikroorganismu a poskozeni k&iné stny zpisobené vlivem
plazmatu. Rowv&¢ byl sledovan i &inek plazmatu na strukturu nosného materialu.
V teoretické casti byly popsany jednotlivé konvémi steriliza&ni metody, velk&éast byla
vénovana samotné plazmové sterilizaci a dielektriak&mriérovému vyboji. Posledddst je
vénovana déma pouzitym analytickym metodam.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikroorganismy a prostredi
2.1.1 Obecné podminky grezivani a usmrcovani mikroorganisni

Mikroorganismy jsou v neustalém kontaktu se svywothiim prostedim a fisobi na &
nejrizngjSi vrejSi faktory. Vliv faktoi prostedi na mikroorganismy se e projevovat
piiznivé i negiznivé. F¥iznivé piasobici faktory jsou vyuzivany tam, kde napomahaji
Zadoucimu urychleniistu nebo zvysSeni metabolické aktivity. i faktory s nefiznivym
acinkem nachézeji uplatni hlavre v podminkdch, kde je fjptomnost mikroorganisin
nezadouci nebo dokonce Skodliga 14.

Mezi negfiznivé pasobici faktory séadi teplota, z&ni, nedostatek vody a Zivin, nevhodné
pH a dalSi. Bez ohledu na druh Hepivé piasobiciho faktoru je kortey vysledek zavisly na
mnoha okolnostech. Pokud intenzita danéhdimejwého faktoru stoupa, mikroorganismy se
nejprve pestavaji mnozit, a teprve pakémaaji postups odumirat. Prvni faze byva obvykle
vratna. Druha faze je nevratna a vede k postupmg stkroorganisni. Vlivem negiznivého
¢initele nejsou vSechny mikrobialni fiky usmrceny nardz, odumirani probihd podle
logaritmické Kivky, ¢ili konstantni rychlosti. AZ ke konci se rychlostumirani zpomaluje,
protoZze nazivuistavaji odolwjsi jedinci [L1].

Obecr plati, Ze poet usmrcenych buk zavisi nejen na intenzismrticihocinitele, ale i
na dolk jeho pisobeni, Ze vztah mezi gem p@ezivajicich bugk a dobou psobeni
antimikrobiélnich agens je logaritmicky a &es potebny k usmrceni mikroorganisnzavisi
na jejich vychozim pau. Uginnost antimikrobialniho agens je dale zavisla nand mikroba,
na ochranném vlivu pragtdi a v pipact chemikalii jest na vlivu teploty 11].

2.1.2 Vliv vnéjSiho prostiedi na mikroorganismy

Zivotni aktivita mikroorganistin a jejich vyvoj probihaji vésné zavislosti na podminkéach
vngjSiho prostedi. Aby se mohly mikroorganismy rozmnoZovat, miogi v prostedi jak
dostaténé mnozstvi surovin pro syntézu Boné hmoty a dostateé mnoZzstvi zdroje
vyuzitelné energie, tak i vhodné fyzikalni, chen@ckbiologické podminky. Mikroorganismy
jsou ovsem schopny séizpisobit vrEjSim podminkam nejen zmou enzymového vybaveni
svych bugk, ale mohou do @ité miry znenit i slozeni a tvar buik, aby byly wadi
existujicim nefgiznivym podminkdm odolijSi. Tato schopnost mikroorganiénse oznéuje
jako adaptace k wgsimu prostedi. Na druhou stranu vSak mikroorganismy mohouw svo
¢innosti do wité miry menit vnejSi prostedi, nap. zménou pH. VSechny tyto schopnosti
mikroorganisni jsou ovSem omezeny ditym limitem, za nimZ dochazi k zastaveidstu
nebo usmrceni kiky [1].

2.1.2.1Teplota

Mriviw s

rozmnoZzovani i existenci bky. U kazdého mikroorganismu rozeznavaiieékladni body
teploty: minimalni teplotu, tj. nejnizSi teplotufipniz se dany druh rozmnoZuje jest

10



zjistitelnou rychlosti, optimalni teplotufimiz se rozmnoZuje nejtsi rychlosti, a maximalni
teplotu, tj. nejvyssi teplotu fipkteré je jest schopen se rozmnozovat. Optimalni teplota pro
rozmnozovani se nemusi vzdy shodovat s optimallotieu pro ostatni Zivotni procesy
burky [1].

Pii zvySeni teploty nad optimalni teplotu dochazi ridkému poklesu rychlosti
rozmnoZzovani a nakonec k jeho zastaveni. DalSientyt&ploty pak vede k usmrceni kkn
Pricinou prudkého poklesuistu @i vySSich teplotach je denaturace engyigZ jsou proist
nezbytné. Kratkodobé zvysSeni teploty nad maximépiotu vyvolava teplotni Sok, ktery
vede k iznym vykyvim metabolismu. #tom se syntetizuji tzv. teplainSokové proteiny
(HSP), které maji pravpodobr protistresovou funkci. Obeénplati, Ze jakakoli teplota
vySSi nez maximalniistova teplota usmrcuje mikroorganismy, pokudgbi po dostateé
dlouhou dobu{, 117.

Minimalni teplota #@stu je utena enzymem, jehoZ aktivita je nejcif§i k nizkym
teplotam. Mezi minimalni a optimalni teplotou dozh&e stoupajici teplotou ke zvyseni
rychlosti vSech procésv buice. Ri maximalni teplat rastu je teplotni destrukce bilkovin tak
velka, Ze dist prestava. Prokaryontni mikroorganismy maji hodnotximalni teploty vyssSi
nez eukaryota 1. Obrdzek ¢. 1 znézaiuje vliv teploty na rychlost rozmnozZovani
mikroorganisnd.

&L
optimalni
teplota
3 —
2 -
2
1= minimalni
teplota maximalni
teplota
0 4 ]
0 20 40 60

Obrazek €. 1: Vliv teploty na rychlost rozmnozovani mikroorganisi — Escherichia coli,
2 — Lactobacillus delbrueckii subsp. delbruecki: teplota (°C), ~ pa‘et generaci/h]]

Smrtici &inky vysokych teplot se kvantitatig¢rvyjadeuji tzv. smrtici (letalni) teplotou, coz
je nejnizsi teplota,ipniz je mikroorganismus usmrcen z&itou dobu (obvykle za 10 minut)
a za pisre definovanych podminek, protoZze zavisi nejen nauarmmnikroba, ale i na jeho
stavu, pétu a vlivu prostedi [1, 17].

Piasobeni nizSich teplot je slog&i a obvykle neni letalni. &5Sina mikroorganisrn je
schopna fezit dlouhou dobuipteplo& nizSi nez je jejich minimalni teplotéstu, pouze se
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nerozmnoZzuji. Jsou-li mikroorganismyepeseny z optimalni teploty na teplotu blizkou 0 °C
dochéazi k tzv. chladovému Soku, ktery se projewaij@tou Zivotnosticasti populace. i
pomalém zmrazovani mikrobidlnich kkn na teploty pod 0°C se z vnitrobiné i
mimoburé¢né vody tvdi velké ledové krystaly, které Bku poskozuji. Rychlym zmrazenim
se usmrti jen maly podil populace, nélse tvdi pouze mikrokrystalky ledu, které nemaiji tak
Skodlivé &inky [1, 9, 11.

2.1.2.27&eni

Elektromagnetické zéni absorbované hkou vyvolava v biice chemické zgmy — je
zdrojem energie pro fotosyntézu, vyvolava orientmea odpo¥d’, ale ma také mutagenni
nebo letalni dinek. VIneéni raznych vinovych délek se z&wme liSi svym fyziologickym
acinkem na mikroorganismyi| 17.

ViInéni nejdelSich vinovych délek, tj. inffarvené zgeni a Hertzovy viny (radiové viny),
pravéEpodobré samy o sob smrtici &inek na mikroorganismy nemaji agobi pouze svymi
tepelnymi @inky [1].

Viditelné swtlo (380-760 nm) ma tené &inky. Pro fototrofni mikroorganismy
piedstavuje zdroj energie. Fototropicky se natlevchovaji plisg, Ize u nich pozorovat i
sporul&ni zony. S¥tlem mize byt indukovana také tvorba karotenoidnich bakviasinek.
Pridaji-li se do prosedi barviva (nap methylenova madg eosin), je mikroorganismus
vybuzen a fyziologické dinky swtla jsou znasobeny — fotodynamickyinek. K tomuto
Gcinku je nutna pitomnost kysliku. Pro d&Sinu nefotosyntetizujicich mikroorganigémmeni
swtlo nutné, dokonce gkteré z nich mize poskozovat (inhibice¢hterych fyziologickych
funkci). VetSina bakterii roste rychleji ve tmnez na sétle. Mechanismus gsobeni
viditeIného s¥tla, vSak dosud nebyl zcela objasrl, 9, 12, 1R

Ultrafialovée (UV) z&eni (100-400 nm) ma silné mutagenni a letaldinky na
mikroorganismy. NejgtSi mutagenni a letalnicinky ma UV zd&eni o vinové délce, jez je
mikroorganismy je tvorba kovalentnich vazeb mezissolnimi pyrimidiny nukleovych
kyselin. Kron¢ ptimého @inku na nukleové kyseliny ggobi UV s¥tlo také tvorbou
toxickych peroxid a ozonu. Citlivost mikroorganisink UV z&eni je druhow specificka.
Pomerné odolné jsou spory rddBacillus Clostridium a Desulfotomaculumavsak jest
mikroorganisni byl popsan snizenycinek UV z&eni @i sowasném ozani viditelnym
swtlem. Viditelné s¥tlo indukuje u &chto mikroorganisri tzv. fotoreparaci, tedy obranné
mechanismy, které snizuji nasledky poskozeni Uiran. L, 9.

lonizani z&eni o vinové délce kratSi nez 10 nm (Roentgenoventg-zéeni a kosmické
z&eni) méa rovdz silné mutagenni i letalniciinky. Uginek ®chto ioniz&nich zd&eni je
vyvolan jejich gimym pisobenim na citlivé molekuly lilly (piredevSim DNA),
prostednictvim volnych radikél a oxirari, které vznikaji v dsledku &chto z&eni na biku
a jeji okoli. kinnost &chto z&eni na geneticky material spwa predevsim v indukci zlofn
chromozond. Jednotlivé mikroorganismy se zma liSi svou citlivosti k ionizénimu zdeni.
NejcitlivéjSi jsou gramnegativni bakterie, zatimco kvasinkyliarg jsou obvykle odolsi.
Uginnost zé&eni je silk ovlivnéna vrejdimi podminkami: fitomnost vzdudného kysliku
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zvySuje citlivost organisif) silné redukujici slogeniny (nap. kyselina askorbova) naopak
pusobi ochran&istejre tak jako zmrazené nebo vysusené eakit[L, 9].

2.1.2.3Vodni aktivita

Voda je nezbytnou slozkou btimé hmoty, pedstavuje 75 az 90 % hmotnosti mikrobnich
tél. VeSkeré chemické reakce v Zivénba probihaji pouze ve vodném presli. ProtoZze
nedisociované molekuly mohou véIn difundovat cytoplazmatickou membranou
mikroorganisni, musi byt dostateé mnozstvi vody obsazeno také vej§im prostedi, aby
buika neztratila vnitrobutnou vodu a moznost metabolisniy 11].

Poteba vody niZze byt u mikroorganisin kvantitativre vyjadrena rozmezim vodnich
aktivit prostedi, @i nichz se dané mikroorganismy mohou rozmnozovatrV aktivita &)
se matematicky vyjadje jako podil tlaku vodni pary nadigluSnym roztokem (R,) vaci
tlaku vodni pary nadistou vodou (Ro49 za stejnych podminek.

P

rozt

P

voda

Ay = (1)

Je tedy rejmé, Ze voda ma,, ,=1 a Ze se stoupajici koncentraci rozpaygth latek a
s rostoucim osmotickym tlakem vodni aktivita kKIEsAL1].

Snizenim vodni aktivity prasdi (suSeni, odpani, gidavek vhodnych chemikalii) Ize
zabranitcinnosti wtSiny mikroorganism, toho se vyuzivaipkonzervaci gkterych potravin
[1,11].

2.1.2.4Hydrostaticky tlak

Mikroorganismy se &sSinou rozmnoZuji za normalniho atmosférickéhoulakvysenim
tlaku na 10 az 20 MPa dochazi ke zpomaleni rozmréodoa pi tlaku 30 az 40 MPa se
rozmnozovani &siny mikroorganisr zcela zastavi. &inky vysokych tlak lze zmirnit
zvySenim teploty. Existuji vSak i mikroorganismyeié se vysokému hydrostatickému tlaku
prizptsobily, jedna se o tzv. barofilni nebo barotolemanbakterie, které jsou schopny
rozmnozovani i v hloubce mid1, 12].

Mechanismus néfznivého @inku vysokych tlak nebyl dosud objasn. Rredpoklada se,
Ze vysoky tlak psobi nepiznivé predevsim na syntézu btimé stény a zmisobuje anomalie
v déleni burgk, neba se zastavi replikace DNA. Pro usmrceni mikroorgiaiije zapoiebi
obrovského tlaku (kolem 600 az 700 MPd)¢@mZz doba jehogsobeni je uvatha v rozmezi
n¢kolika minut az hodin. K {isobeni vysokeho tlaku jsou odgféi spory [].

2.1.2.5Ultrazvuk

Zvukové viny o frekvenci vysSi nez 20 kHz (tzv.ra#tvuk) gisobi na mikroorganismy
letalns tehdy, maji-li ponsrng velkou intenzitu (kolem 10 Wm®) a nizky kmit@et (kolem
20 kHz). V tomto pipact jde o tzv. kavitani ultrazvuk, ktery fisobi na Zivé organismy tim,
Ze v disledku kmitdni vznikd prudkd pulsace Btmych membran a plazmy. Tim se
opakovas siln¢ sniZzuje nebo zvySuje tlak. V mistech o nizkémulalke tvai trhliny, kam
difunduji plyny rozpu&né v kapalig. Pri nahlém stléeni €chto kavité&nich bublin vznika
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obrovsky tlak, ktery poruSuje blkly a usmrcuje je. Bkteré chemické slaniny se vlivem
intenzivniho ultrazvuku rozkladaji, cozae rovréz negiznivé pasobit na mikroorganismy.
K U¢inkam ultrazvuku jsou nejcitli&sSi dlouhé tginkovité a vlaknité mikroorganismy, kdezto
koky a kvasinky jsou po#nn¢ odolné [L].

2.1.2.6pH prostredi

Koncentrace vodikovych iofntv prostedi silré ovliviiuje mist mikroorganism i jejich
biochemickouc¢innost. Kazdy druh se #ie rozmnozovat pouze vditém rozmezi pH. Pro
optimalni Kist wWtSiny bakterii a kvasinek je toto rozmezi pgong¢ Uzké, zatimco u &Siny
plisni je podstath SirSi. Extrémni pH e mikroorganismy usmrtit. ¥/Rinou je inhibice
enzymi a transportnich bilkovin anebo té%imé posSkozeni cytoplasmatické membrany.
Ponerné tolerantni k extréiim pH jsou ®které stevni mikroby a pedevsim plisé[1, 11].

Hodnota pH prosedi ovliviiuje také odolnost bk ke zvySenym teplotam. Odolnost je
tim menSigim wtSi je odchylka od optimalniho pH][

2.2 Sterilizace
2.2.1 Definice zakladnich pojmi

V avodu budou nejprve definovany pojmy souvisejisieliminaci a inaktivaci
mikroorganisni z povrchu pedmneti, okolniho prosedi, Zivych tkani atd. Jedna se o pojmy
sterilizace a dezinfekce. Souhrnnym nazvem protgtibaerminy je dekontaminacé]].

Dezinfekce je souborem opani, jejichz cilem jei@ruseni cesty &ni nakazy, tudiz jde o
odstrarni pivodai infekce. K dezinfekci se pouZzivaji vessnpostupy chemické. diteré
chemické postupy jsou natolik ¢iané, Ze jejich vysledkem je prakticka sterilita
dezinfikovanych pedntta. Tyto postupy se ozmaji terminem vySSi stupedezinfekce a
uzivaji se u pednetn, které nelze podrobit sterilizad]].

Sterilizace je odstrani vSech mikroorganisin z predmeétu nebo prosedi, respektive
Z €lesného povrchu. Sterilizai postupy jsou tedy &nngjSi nez postupy dezinféki a
vétSinou byvaji fyzikalni povahylfl].

2.2.1 Chemické sterilizatni metody

Pt sterilizaci se ufednosiiuji predevsim fyzikalni metody, chemicka sterilizace se
uplatiuje omeze& Hlavnim divodem je problematické odsti@vani rezidui, korozivni
acinky, chemicka reaktivita, ffpadre jiné negiznivé vlivy chemickych latek na sterilizovany
material. Chemické sterilizai metody jsou uweny pro materidly, které nelze sterilizovat
fyzikalnimi metodami, & uz z divoda citlivosti materialu nebo finami nedostupnosti
alternativni techniky. Sterilizmaim médiem mZze byt kapalina nebo plynigdepsaného
slozeni a koncentrace.iiPsterilizaci dochazi k chemické reakci nuklebfihebo radikéal
s molekulami v bitkach. Tim dochazi k denaturaci moleKail [
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2.2.1.1Sterilizace ethylenoxidem

Ethylenoxid je za normalnich podminek bezbarvyldwy plyn p@ijemné sladké wng,
jehoz pary jsou i kontaktu se vzduchem vybusné. Pod teplotou 18&Gryskytuje jako
bezbarva kapalina. Déb se rozpousti ve véd rozklada se na glykol, vodik a kyslik. Je to
prudky protoplazmaticky jed, leptéiki a sliznice, je podmimé mutagenni a karcinogenni
[14].

Ethylenoxid je sterilant se Sirokospektralnitinkem, velice dinné likviduje vSechny
formy mikroorganismi a spor. Pdt mezi nejuziva§sSi steriliza&ni postupy v pimyslu.
Pouziva se ke sterilizaci termolabilnich zdravdtpoh materidl, dale ke sterilizaci
poréznich material(molitan, pé&i, matrace), plagdt gumy a papiru (archivyl].

Sterilizace ethylenoxidem probihd ve speciélni¢tstpjich. Je zaloZena naigobeni
etylenoxidu v podtlaku neborgtlaku i teplot 37-55 °C dle pouzitého typu plynu. Jako
sterilant Ize pouzit sés ethylenoxidu a inertniho plynu (tlak vy3Si neth@sféricky) nebo
cisty ethylenoxid (tlak nizSi nez atmosféricky). tlaze ¢im vysSi teplota tim vySSi
sterilizatni inek (kratSicas sterilizace)1q].

Prednosti ethylenoxidové sterilizace je vysoka difuzchlost a tedy dokonala penetrace
do materialu, nezavisle na tom, zda se jedna o k&mpsi porézni materialy, coz umbdje
sterilizaci grednmetu pfimo v obalech. Metoda je vhodna pro deaktivacidgadkych bojovych
latek [16].

Hlavni nevyhodou ethylenoxidové sterilizace jsoussiyinvestini naklady na izeni
sterilizace, vys&tasova narénost na desorpci a karcinogenitd]

2.2.1.2Sterilizace formaldehydem

Cisty formaldehyd je za normélnich podminek bezbaplyn se silnym, dusivym
zapachem. Za vysSSich teplot (> 150 °C) se rozkt@&yselinu mraveit a oxid uhelnaty.
Pary jsou htlavé a vybusné. Formaldehyd Panezi €kavé organické latky. Je velmi deb
rozpustny ve vodl alkoholech a dalSich polarnich rozpédch. Je to velmi toxicka latka
[17, 1§.

Vysoce aktivni molekula, obsahujici uhlik a kys$igojeny dvojnou vazbou, je vysoce
polarizovana a ma iontovy charakter. Tento faktdr za nasledek vysokou aktivitu. Mimo
jiné tato molekula reaguje s nukleidovymi kyselinaanproteiny, které jsouifiomny ve
sporach a mikroorganismecii9. Jako redukni a alkyl&ni ¢inidlo reaguje s citlivymi
skupinami na molekulach organickych latek, coz sejepuje vyt€nym mikrobicidnim
acinkem. Formaldehyd s jistotoudhibakterie, spory, pligni viry. Pasobi pouze povrchey
nema penetti &inky. VyuzivAa se ke sterilizaci ¢hterych nastrgj a choulostivych
predmeta [11].

Sterilizace se provadi ve specialnichispojich za teploty 60 az 80 °C. Zakladni
podminkou je vytvieni homogenni sési vodnich par a par formaldehydu v koncentraci
okolo 2% v prostoru sterilizai komory a jeho nasledna kondenzace na povrcherralak
[16].
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Prednosti formaldehydové sterilizace jsou nizké pravonaklady a dobra biologicka
acinnost. Nevyhodou je Spatna penetrace do poréanatieriati, vysoka sterilizéni teplota
(minimalre 50 °C) a dlouhyas kompletniho cyklulle, 2Q.

2.2.2 Fyzikalni sterilizaéni metody zaloZené na feisobeni tepla

V praxi je dilezita horkovzdusSna sterilizace a autoklavovani.lSDaostupy, jako
pasterizace, frakcinovana sterilizace nebo tyndedizse sice trath¢ fadi ke sterilizénim
postumim, ale jiZ nejsou dostates spolehlivé a proto se jimi nebudu dale v této prabyvat
[11].

2.2.2.1Sterilizace horkym vzduchem

Pti horkovzdusné sterilizaci se vyuziva obvykle teéphezi 160 °C az 180 °C (viz. tabulka
¢. 1). Mechanismem dinku horkého vzduchu se zda byt denaturace bilkoRirakticky
vSechny nesporulujici mikroby jsouipl80 °C zabity do 5 minut. Viry jsou citkysi,

s vyjimkou viru hepatitidy B, jenz se v krvi inaktijie @i 160 °C az za 60 minut. 0&i
suchému teplu jsou nejode|ai bakterialni spory, ty nejrezistesjsi se znii pri 180 °C az
za 15 minut 11].

Touto metodou Ize sterilizovat termostabilni latkgobsahujici vodu (tuky, oleje, vosky,
glycerin) a praskové materiély (talei)].

Vyhodou sterilizace horkym vzduchem je, Z&spoje k tomu uzivané, tedy horkovzdusné
sterilizatory, jsou porrné levné. Nevyhodou je, Ze sterilizovat se takto ¢ji predmety
z odolnych material (sklo, porcelan). Kovové nastroje ztraceji opakmtahorkovzdusSnou
sterilizaci tvrdost a tupi se. Papir, textil, vati@vo, korek pi tomto postupu trpi a émi suj
vzhled a vlastnostil[l].

2.2.2.2Sterilizace vihkym teplem

Tento typ sterilizace se nazyva také autoklavovdedna se o sterilizaciipvysokych
teplotach pod tlakem. Teplota vodni pary stoup&témearre s jejim tlakem. Hstroj uceny
ke sterilizaci parou pod tlakem se nazyva parniligi@or neboli autoklav. Autoklavy jsou
hermeticky uzaviratelné nadoby s dvojitym pdéast umozujici sterilizaci nasycenou vodni
parou pi tlaku wtSim nez je tlak atmosféricki[11].

Autoklavovat Ize kov, sklo, porcelan, obvazovy midle baviréné a Igné pradlo, skteré
roztoky a ponarné malo druli plasti [11].

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 11].

Protoze v pipact pary se jedna o tzv. vihké teplo, je jehiispbeni na mikroorganismy
daleko @&inn¢jSi nez v pipad: tepla suchéhalfl].
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2.2.3 Fyzikalni sterilizaéni metody zaloZzené na fisobeni z&eni
2.2.3.1Ultrafialové z&eni (UV)

Teoreticky i experimentatnje UV z&eni pomgrné (inné, v praxi ma ale podstatna
omezeni. Nepronika do hloubky a na zasténstras predmetu se tedy nefize uplatnit. Jeho
zdrojem jsou tzv. germicidni #éde, jejichz @innost vSak s dobou pouZzivani rychle klesa.
ViInové délky germicidnich UV lamp se pohybuji ébyn¢ v oblasti 210 az 310 nm. Intenzita
Gcinku UV swtla je zavisla na mnozstvi pohlcenéhdera, jez je urdrné sile zdroje a déb
ozaovani a klesa sétvercem vzdalenosti od zdrojeteai. Pronikavost UV zéni je velmi
mala, a proto se toto ¥#ni pouziva pouze pro sterilizaci vzduchu, povrchosterilizaci
piednetu, pracovnich ploch, provoznihoizzeni apod. 1, 11].

2.2.3.2loniza¢ni z&eni

Ke sterilizaci se vyuzivd pronikavého gamaerd napiklad z radioizotopu®Co.
lonizatnim z&enim Ize sterilizovat jen nepatrikontaminované ifgdntty, jako jsou pray
vyrobené zdravotnické pety pro jedno pouZziti zhotovené &terych tym pryze a
plastickych hmot (rozmanité kanyly, injgk stikacky apod.), obvazy, Sici materialékiera
lé¢iva a transplantaty. Vyhodou ionizdho z&eni je, Ze pronikd jak obaly, tak
sterilizovanym materialem, ale netad sterilizovany pedn®t a nengni vlastnosti ¥tSiny
sterilizovanych latek11, 21.

2.2.3.3Infra ¢ervené zéeni (IR)

Infracervené z#eni pisobi baktericidé jen svym tepelnym dinkem, ktery vznika
rozkmitanim molekul absorbujici latky a dodanimraéni a rot&ni energie, ktera se projevi
zvySenim teploty absorbuijici latky,[23.

2.2.3.4Ultrazvuk

Smrtici &inek ultrazvuku na mikroorganismy neni nikdy stag@atni. V praxi lze ale
dolre vyuZzit ultrazvuku Kisteni dutych nastrdgj (nag. jehel) ged vlastni sterilizaci nebdip
cisteni silre zneistenych sklegnych gedneta [11, 23.

2.2.4 Sterilizace filtraci

Tento zpisob sterilizace se pouzivéeplevSim pro kapaliny a roztoky, které nesnaseji vli
vysoké teploty, média pro tkavé kultury a pedevSim mnoha #é&va. Velmi rozsfené je
filtrovani (odstraaovani) mikrolii ve vodarenstvi a v potravirgkém ptimyslu [3, 11.

Jako filtr&ni material slouzi porcelan, slinuté sklo, infus@é hlinka, umilohmotné
nahrazky azbestu a dalSi. V poslednich letechtjgouiltry nahrazovany membranovy filtry,
které jsou vyrobeny z nitrocelulézy a jinych syitiefch materidl. Podle konstrukce
pouziteho materialudime filtry na azbestové Seitzovy filtry lisovanézbestu a celuldzy,
skleréné jenské filtry z borosilikdtového skla ve farnporéznich destek zatavenych
v nalevkach a membranové ultrafiltryiznou velikosti pdr [11, 21.
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Péry filtratnich prostedki musi byt dostate¢ malé, aby zabranily proniknuti
jednotlivych burk bakterii a spor kontaminujicich mikroorganisntiltraci neni mozné
Z roztoki odstranit viry. Filtrovana tekutina se musi préhaat fes bakterialni filtr naifiklad
pomoci podtlaku v jimaci nadobc [L1].

2.3 Plazma

Jsou znamaétyii skupenstvi hmoty — pevné, kapalné, plynné a ptazftazma fedstavuje
skupenstvi, ve kterém je takova teplott, gperé secastice plynu pohybuji tak rychle, Ze se
zasinaji svymi vzajemnymi srazkami "rozbijet".épt se na kladh nabita jadra a zapagn
nabité elektrony43).

2.2.1 Definice a vlastnosti

Obecr za plazma povaZzujeme ionizovany plyn sloZzeny #iioelektrori, neutralnich
atomi a molekul, ktery vznikda ionizaci, tedy odtrzenimekéronu z elektronového obalu
atomu plynu¢i roztrzenim molekul. Plazma je vodivé a 8ilneaguje na elektrickd a
magneticka poleZ4].

Jedna z dalSich definic popisuje plazma jako kwagidini plyn obsahujici dostare
mnoZstvi nabityclktastic, jejichz prostorovy naboj vede k tzv. kolekimu chovani. Pojmem
kvazineutralni oznaujeme takovy stav, kdy se v ionizovaném plynu vysjey stejné
mnozZstvi ¢astic nesouci kladny i zaporny naboj. Kolektivnimmoganim byva zpravidla
mysSlen vztah &¢i vnejSim elektromagnetickym polim. Z&porgastice se pohybuji jednim
smerem, kladné pak sénem opanym [25, 26.

Jelikoz se plazma svymi vlastnostmi vyrazdliSuje od pevnych latek, kapalkinplynu,
hovaiime o ®m jako oétvrtém skupenstvi hmoty.

SOLID LauiD AS FLASMA

Obrazek ¢. 2: Plazma jaka‘tvrté skupenstvi hmot27]

Mezi procesy vytviejici stav plazmatu patpruzné srdzky mezisticemi i nepruzné
srazky, které vedou k ionizaci disociacicastic. Tyto procesy jsou doprovazenigmosem
energie a diky nim se v plazmatu ustanovi rovnovébai pisobenim gimych a inverznich
procesi.. Srazky s molekulami mohou veést ke vzniku volnyekikaki, z nichz se stavaji
prekurzory chemickych reakci v plazmatu. Chemiaakce probihaji v plazmatu odl&nez
za kEZnych podminek, coz jeidledkem velkého pu energetickych srazek3, 28].
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2.3.1 Podminky vzniku plazmatu

Abychom mohli ionizovany plyn nazvat plazmatem, frepovatctyii podminky R7):
* kvazineutralita

* lineérni rozndry plazmatu musi byt mnohenétgi nez Debyeho stinici vzdalenost
* poCetcastic v Debyeho sfé musi byt vyrazaveétsi nez 1

» plazmova frekvence musi byt podstawitSi nez poet sraZzek za sekundu
2.3.1.1Kvazineutralita

Jednou ze zakladnich vlastnosti plazmatu je tzezikeutralita. Jedna se dilgiznou
rovnost koncentraci kladmabitych iont a zapora nabitych elektrofi v oblastech plazmatu,
kde vSechnyit linearni rozndry jsou podstaté vétSi nez Debyeova délka. Dikyifpmnosti
volnych nabitychtastic se v objemu plazmatu vytv@rostorovy naboj a elektrostatické pole,
které zgtn¢ silowe pasobi na nabit&astice. Vysledkem je kompenzace fluktuaci hustoty
ndboje a plazma se veétgim neritku jevi jako elektricky neutralnp).

2.3.1.2Debyeova stinici délka

V plazmatu musi byt hustota elektricky nabityatéstic dostatené vysoka, aby
elektromagnetické interakcéqyladaly nad srdZzkami mezi neutralnimi atomy a kdémi.
Poté je ionizovany plyn schopen odstinitéjén elektricka pole tak, Zze sam vylWaircité
prostorové naboje. Ty se brani @mam, které je vyvolaly, §sobi proti nim a ustavuji
rovnovahu. Kolem ciziho elektrického naboje, ktgrylo plazmatu vioZzen a #8im zdrojem
udrZzovan, vznikne stinici prostorovy naboj z nati§astic opaného znaménka[).

~s w7

Tlou&’ka vrstvy je tim ¥tSi, ¢im vySSi je teplota nabityakastic, tedy kineticka energie, a
tim mensi,¢im WtSi je jejich hustota. Kinetickd energie nabity¢astic zgisobuje, Ze
odstiréni neni dokonalé, a ¥nprostorového naboje neni elektrické pole nulovwérh se
vzdalenosti klesa k nuleCéastice na okraji stinici vrstvy maji totiz kinetitk energii
dostaténou k tomu, aby unikly z potencialové jamy elektatiskych sil. Vy3Si teplota
nabitychc¢astic, resp. kineticka energie, tedy vedet§imu ,rozmazani“ okraje stinici vrstvy
a zwt3eni jeji Siky. Jejich vysSi koncentrace naopak vede k#Seni elektrostatickych sil a k
.zaosteni“ okraje prostorového naboje. Potize s timtozprazanim® vedly k zavedeni
veliciny zvané Debyeova délkaly), ktera je mirou stinici schopnosti plazmatu a je
definovana jako vzdalenost, ve které klesne elgifrpotencial ze svéupodni hodnotyg,

na ¢,/e[30].
Obecny vztah pro vyget Debyeovy délky je:

£ kT2
AD :( I\Olez j ’ (2)

kdeN je hustota nabitychastic,e naboj elektronu &, permitivita vakua. Z rovnice vyplyva,

Ze vzihsta-li hustota nabityctiastic,Ap se zmenSuje, nebe kazdé vrstuice plazmatu je vice
elektroni. S rostouci teplotou dochazi kexenilp [31].
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lonizovany plyn niZze byt nazyvan plazmatem jenom tehdy, pokud jeotashiboj
natolik vysoka, Zep je mnohem mensi néz(rozmer systému) 31].

Ap <<L (3)

2.3.1.3Plazmaticky parametr

Mechanismus Debyeova st plati jen v pipad, je-li v ndbojovém oblaku dostatek
castic. Pokud se v oblasti stinici vrstvy nachapi.nen jedna nebo @wastice, neni pojem
Debyoeovo stigni statisticky platny. Rt ¢astic v Debyeo¥ sf&e (koule o poloréru Ap) je
dan vzorcengl]:

4
ND = ngm% (4)

lonizovany plyn niZze byt nazyvdn plazmatem jenom tehdy, pokudepaiastic
v Debyeo¥ sfé&e je mnohem &Si nez jednadl].

Np >>> 1 (5)

2.3.1.4Plazmova frekvence

Vychylime-li elektrony oproti iontovému pozadi, vgti se takové elektrické pole, které se
svymi &inky snaZzi obnovit neutralitu plazmatu. JelikoZznsgtnost nedovoli elektramim se
v rovnovazné poloze zastavit, elektrony vykonavkihitavy pohyb, ktery nazyvame
plazmové oscilace. Uhlovou frekvenci takovych knjit plazmova frekvenceof) a vypaita

Se:
Ne2 1/2
“, =(€ meJ , ©)
0

kde N je koncentrace nasi naboje,e elementarni naboj elektrona, permitivita vakua ane
hmotnost elektronu3[l].

Typické oscilace plazmatu vznikaji nasledujicinisgbem: Jsou-li elektrony v plazmatu
posunuty proti homogennimu iontovému pozadi, vfftge elektrické pole takového &m,
aby obnovilo neutralitu plazmatui@azenim elektroh do jejich givodni polohy. Elektrony
v3ak v disledku své setr¢aosti grebshnou a osciluji kolem rovnovazné polohy s plazmovou
frekvenci. Tato oscilace je tak rychla, Ze masienty nemajicas reagovat na oscilujici pole
a miZzeme je povazovat za pevné&e8ni doba mezi sraZzkami je v nasledujici rovnici:

r=(N,ov)™, (7)
piicemzN, je koncentrace neutralnich atbye (Cinny srazkovy pifez av rychlost elektrofi
vyjadiena Maxwellovym rozéglenim [32).

Souin frekvence typickych oscilaci plazmatua stedni doby mezi srazkamimusi byt
vétsSi nez 1, aby se plyn choval spiSe jako plazmgakezneutralni plyn33].

wt>1 (8)
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2.3.2 Druhy plazmatu

RozliSujeme plazma nizkoteplotni a plazma vysoKotap Z praktického hlediska
povaZzujeme plazma za vysokoteplotni, pokud fedsti energietastic ¥tSi nez 100 eV
(1 eV =11600 K), tomu odpovida teplota&tsi nez 1 MK. Na zaklad tohoto kritéria
povazujeme plazma v experimentechizenou termonuklearni syntézou za vysokoteplotni a
plazma pouzivané ve vybojich a plazmovych techniogza nizkoteplotni. Nizkoteplotni
plazma se dale&l na izotermické, pro které plati, Ze vSechny tyi@gtic maji stejnou
teplotu, a neizotermické, ve kterém teplota elekirprevazuje nad teplotou ostatnich typ
¢astic. Vznik jednoho nebo druhého druhu zavisipiesabu, jakym byla plazmatu dodavana
energie. lzotermicita byva obvykle spojena s vysokeplotou plazmatu, neni to ale
podminkou. Plati vSak, Ze neizotermické plazmd&ino@ samovolg zanikd, musi se tedy
udrZovat unile [27,29, 34.

Podle stupé# ionizace rozliSujeme slakdonizované plazma a s#rionizované plazma. U
slak® ionizovaného plazmatu elektricka vodivost s kom@a nabitychcastic roste,
konstantni koncentraci nabityatéstic klesa elektrickd vodivost se zvySujici selatepl
elektroni. Mluvime-li o silre ionizovaném plazmatu, elektrickd vodivost nezavisi
koncentraci nabitychéstic a roste s kinetickou energii elekirgteplotou elektrod) [29].

Tabulka €. 1: Roza@leni plazmatu dle teploty2[]

Nizkoteplotni plazma .
Izotermickeé Neizotermické Vysokoteplotni plazma
TexTi=T<2-10'K Ti=T=300K T ~T.> 10 K
| stupé ionizace 1-10 % Ti<<Te<10K 1 stupéi ionizace (aZ 100 %
nag. obloukovy plazmovy | stupé ionizace 1-10 % plazmové fuzni reakce
vyboj za atmosfeérického nag. nizkotlaky doutnavy
tlaku vyboj

2.3.3 Zdroje plazmatu

Zdroje plazmatu se liSifedevSim tim, jestli pracuji za nizkého tlaku plymebo i
atmosférickém a vyssSim tlaku. Plazma Ize generstghosmirnym i stidavym proudem,
nebo i vysokofrekvetnim elektromagnetickym polem. Je-li ritgbad priloZzeno napti na d
elektrody uvnit vyéerpané skleiné trubice, dojde k doutnavému vyboji za vznikuzpiatu.
V plynu je vzdy pitomen maly poéet elektricky nabitych¢astic, a tim dojde k zapaleni
vyboje. Nasledé se zé&ne rapidi@ zvySovat poet nabitychcastic vlivem jejich urychlovani
mezi elektrodami a jejich vzajemnymi srazkami. Rblee nati na elektrodach bude dale
zvySovat, ionizace bude silit a elektrony na katbddou mit dostat@ou energii pro vystup
do prostoru vyboje — doutnavy vybdjgpde v elektricky oblouk. Mezi dalSi typy vybojetfa
nagiklad koronovy nebo bariérovy vyboj. Oba typy vajikpri atmosférickém tlaku a jsou
typické velkou aktivni plochou plazmat8g].
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2.3.4 Vyuziti

Diky Sirokému spektrutiznych vlastnosti plazmatu, které jsme schopni smadtiviiovat
vnéjSimi podminkami, je i & aplikaci neobyejné rozsahla. Saha od nejjednodussiho vyuziti
plazmatu jako zdroje ¥éni, ges fadu plazmochemickych prodesedoucich k GUpravam
povrchovych vlastnosti mateniala tvorbu materidél zcela novych, az po termojadernou
syntézu. \étSi c¢ast €chto technologii v salasnosti vyuzivd plazmatu generovaného za
snizeného tlaku, i kdyZ zejména v poslednich lejegatrny trend k aplikaci vybijza tlaku
atmosférického, a to zejménaivddi ekonomickych 26).

Diky emisi zdéeni se stalo plazma zakladem pro modernicttmyaci techniku, jejiz
acinnost je podstath vySSi nez u klasickych &elnych zdroj. Bézré se setkavame se
z&ivkovymi trubicemi a neonovymi reklamami, v poslénletech pak diky miniaturizaci
plazmovych s#telnych zdroj zaznamenavaji rychly rozvoj plazmoveé displeje. NMgmna je
i generace UV z&ni pro vyuziti ke sterilizaci medicinskych i pefrééiskych objeki a
plynovych a excimernich lagerNetermalni plazma za atmosférického tlaku se WU
¢isteni kourovych plyni a rozkladu organickych sloéenin, jako jsou dkavé uhlovodiky a
halogenidové organické sleeniny (nap. freony). Siroké pimyslové uplatdni ma také
povrchova modifikace plazmatem. UzZiva se v biotetdgickém, automobilovém, leteckém,
potravingdském a elektronickém fmyslu. Dale je velmi vyznamnou aplikaci plazmové
leptani. Plazmové leptani se vyuziva inap mikroelektronice $ vyrobé integrovanych
obvodi [26, 36, 3T.

Z predchoziho textu je tedygmé, Ze jsme obklopeni, aniz si toho jsmédami, vyrobky
piipravenymi pomoci plazmochemickych technologiicktéra pfimyslova odvtvi tyto
technologie vyuZivajtasténé (nag. automobilovy pimysl), pro jind je dnes vyroba bez
jejich vyuziti nepedstavitelna (mikroelektronika, vysokorychlostiiémos dat). DalSi rozvoj
téchto technologii je spojen jak s vySe uvedenymasiohi, tak i se semy diive netuSenymi
[26].

2.4 Plazmova sterilizace

Plazmovou sterilizaci rozumime vystaveni mikrooigiamd G¢inkam elektrického vyboje
v prostedi plynu. GileZitou podminkou je, Ze plyny nebo jejich&innemaji za normalnich
podminek biocidni &nky. Ty jsou aktivovany az gsobenim elektrického vyboje a
deaktivovany bezprasdreé po vypnuti budiciho zdroj&[ 5.

Vyhodou plazmové sterilizace je absence toxickencinogennich latek a nebezpého
gama zéeni [4].

2.2.1 Historie plazmovych sterilizaci

Prvni zminka o plazmatu jako sterilizam médiu byla v roce 1968 uvedena v Menashiho
patentu. Pro buzeni plazmatu bylo vyuzivano RF pglko pracovni plyn byl pouzit argon.
Za atmosférického tlaku byly timto igobem sterilizovany vrti povrchy ampulek. Jednalo
se o korénovy vyboj. Vyboj byl realizovan tak, Ze dnittku nadoby byla vloZzena jedna
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elektroda a v& omotand civka slouZila jako druhd elektroda. Mbhasyl schopny
inaktivovat koncentraci fOspor véase krat$im neZ jedna sekunda. Bylo nezbytné, aby
plazma bylo v imém kontaktu s vnikem nadoby. Bvodem byl pedpoklad, Ze biocidni
acinek je zmisoben intenzivnim zaétim spor v tak kratkémase, Zze nedoSlo k vyraznému
ohtevu sklegné nadoby (tento mechanismus byl pfizdazvan mikrospalovani Peeples a
Anderson, 1985/].

S dalSimi patenty fithdzi Ashman a Menashi (1972), Boucher (Gut) (}98@ithelll
(1982). Ukazuje se tak, Ze elektricky vyboj ve vihéah plynu (nebo sési plyni) mize vest
k inaktivaci mikroorganistin [4].

Pro vybuzeni plazmového vyboje se takima vyuzivat RF pole, a to hlayrirekvence
13,56 MHz (celosétova autorizovana frekvence proupryslové, ¥decké a medicinské
aplikace). Boucher (Gut) (1980) vSak také realizeypuzeni a udrzeni plazmatu pomoci
mikrovinné frekvence 2450 MHz (frekvence pouzivamaikrovinnych troubach)].

Casem se objevuje mnoho dalSichtizeni pro plazmovou sterilizaci. Nédklad
Tensmayer a kolektiv (1981) vyuZili pro sterilizaagiitinich ploch 1&hvi mikrovinné pole,
které vSak bylo aplikovano z#sku (na rozdil od Menashiho systému z roku 196 kyl
vyboj buzen pomoci RF pole startovaného laserowisem) H].

Plazmové sterilizace byly ve svych gadcich provaéhy ve tech fiznych tlakovych
oblastech. V oblastech nizkého tlaku (1-10 Torf¥edniho tlaku (0,1-10 Torr) a
atmosférického tlaku. &tSina p@&atecnich experimerit se provada v oblasti siednich tlak.
Postupentasu se vSak ukazala velka vyhoda pouZziti sterdizacatmosférického tlakd]|

~ NS S
MATCHING NETWORK

——

WATTMETER RF

GENERATOR
{13.56 MHz)

Obrazek ¢. 3: Schéma jedné z prvnich aparatur pro plazmovouligei, Boucher (1980).
Matching network —fizpiisobovacilen, RF generator — radiofrekveémi generator 4]

2.4.1 Princip sterilizace plazmatem

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

Plazmové sterilizeni za&izeni je takovy systém, ve kterém je vyhragiazma zodpasdné
za inaktivaci mikroorganistn PrednEty mohou byt sterilizovany fimym kontaktem
s plazmatem nebo v dohasinajicim plazmatu. Ve &rdvs vybojem samotnym obsahuje
dohasinajici plazma relatignmalo nabitychtastic, coz jsou v podstatadikaly a molekuly,
které byly v excitovaném stavu. Hlavni vyhody pedki dohasinajiciho plazmatu pro
sterilizatni ely oproti plazmovému vyboji jefpdevsim teplota. Plyn ve vyboji dosahuje az
nékolik set °C, zatimco dohasinajici plazma fiesghne 50 °C, coZ hrajélézitou roli [
sterilizaci tepeln citlivych materiah. OvSem sterilizéni ¢as je mnohem kratSi ve vlastnim
vyboji, nez v jeho dohasinajicim plazma#y3g].

Sterilizace p pfimé expozici plazmatem nastava ve vyerakratSichcasech nez sterilizace
v dohasinajicim vyboji, nicménsterilizace v dohasinajicim vyboji je mnohem bémnpsi,
jednodussi a ma nizsi provozni naklady. Vyznamngahostatkem plazmovych sterilizaci je
jejich zavislost na tlou€e vrstvy mikroorganisin urcenych ke sterilizaci. ivodem je
omezena hloubka penetrace UNterd [4].

2.4.2 Mechanismy inaktivace pomoci plazmatu

Konkrétni mechanismy zodpé&dné za inaktivéni (inky plazmatu: 4, 39
* letalni poSkozeni genetického materighisobenim UV zé&eni

» fotoindukovana eroze mikroorganigém

» eroze mikroorganistnvlivem reaktivnichiastic (proces leptani)

* oxidace buicnych casti (membrana, proteiny, DNA) wisledku misobeni volnych
radikafi obsahujicich kyslik

* rozpad busk v disledku akumulace nabity@dstic na membran
Cilem mnoha studii je snaha izolovat tyto jednétlimechanismy pro jejichulladngjsi
vyzkum, coz se s vyjimkou UV gni (ilis nedati [7].

Jednotlivé mechanismyupobeni jsou do jisté miry zavislé na vlastnosteltdzrpatu
(velikost nagti, pouzity plyn, tlak pouzitého plynu¥]

2.4.2.1L etalni poskozeni genetického materialagobenim UV zéeni

Germicidni @ginek UV z&eni je zaloZzen na fotochemickém poSkozeni nukldokyselin
(DNA a RNA), proteiri, enzymii, ptipadré jinych burgéénych molekul. V dsledku fisobeni
UV zaeni dochazi k deformaci prostorové struktury biagkal, vzniku kovalentnich vazeb
piipadré zméné chemického sloZzeni molekuly.¢ldek UV z&eni se lidi v zavislosti na
rozsahu aplikovanych vinovych délek [g.

Nukleové kyseliny absorbuji UV #ni vrozsahu vinovych délek 240-280 nm,
absorgniho maxima dosahujitp260-265 nm. Vysledkem je vznik thyminovych dirner
které nasledn inhibuji replikaci genetické informaceriRuziti UV z&eni v rozsahu 320-
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400 nm dojde kiniciaci z#m nenasycenych mastnych kyselin v&iné membréé
vysledkem je pak zoéma permeability buttné membrany. UV Zéni nuze pisobit take
negimo, @i fotoindukované chemické reakci vzniku mawzénu, peroxidu nebo jinych
volnych radikah [5, §.

Vliv UV zaieni na inaktivaci mikroorganisimv atmosférickém vyboji je fpdnEtem
neustalé diskuze.

2.4.2.2Fotoindukovana eroze mikroorganisiin

Fotoindukovana eroze mikroorganignje vysledkem fisobeni UV foton, které po
dopadu &tpi chemické vazby butiného materialu, coz vede k formov&tkavych slodenin
z atomi vlastniho mikroorganismu. ¢Kavé meziprodukty écthto nerovnovaznych
chemickych reakci jsou malé molekuly, hgperoxid, ozon, oxid uhelnaty]

2.4.2.3Eroze mikroorganisni vlivem reaktivnich¢astic (leptani)

Leptani je vysledkem absorpce reaktivné@stic plazmatu na povrchu mikroorganism
kde vstupuji do chemickych reakci, které vedourknfovani €kavych slodenin (CQ, H,0O)

[4].

2.4.2.40xidace buénych ¢asti pisobenim volnych radika

Volné radikaly vznikaji jako produkty sraZzkovychopesi v plazmatu nasledovanych rtap
disoci&nimi nebo excitenimi procesy. Tyto atomy, molekuly nebo ionty jssechopny
samostatné existence. Volné radikaly maji ve svéktrenovém obalu miniméaénjeden
nesparovany elektron, visledku ¢ehoZz jsou vysoce reaktivni. Reaguji i s ostatnimi
biomolekulami,cimz vytv&eji dalSi volné radikaly. Tento¢dma tendenci $it setfettzow.
Volné radikaly hraji dlezitou roli @i vétSiné povrchovych interakcid, 6.

Z hlediska inaktivénich proces jsou nejvyznamgjSi volné radikaly kysliku a dusiku,
nag. O, @, Os, OH, NO, NG atd. Jedna se o silna oxith ¢inidla. Mohou reagovat
s fosfolipidy a lipoproteiny membran, s nukleovykyiselinami, sacharidy a polysacharidy,
bilkovinami a enzymy, vysledketiehoz je nevratné poskozeni kamého materialud, .

2.4.2.5Rozpad budk akumulaci nabitych¢astic na membrad

Elektrostaticka sila Zfsobena nahroma&dim naboje na WjSi membraa mize gekonat
silu vlaken membrany a &gobit jeji prasknuti. Tento proces byl prokaz&adevsim pro
inaktivaci gram-negativnich bakterii, které disp@noerovnongrnym povrchem. Takovy
povrch umo#uje nahroma¢hi naboje. Povrch, tvar a struktura hraji vtomto
elektrofyzikalnim procesu lyze bek dilezitou roli. Tuto teorii potvrdil ve svych studkic
Laroussi za pomoci gram-negativnich bakté&siterichia colia gram-pozitivnich bakterii
Bacillus subtilig[4Q].
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2.4.3 Inaktiva éni charakteristika

Inaktivatni kiivka zachycuje prbéh preziti mikroorganism vystavenych fyzikalnim nebo
chemickym inaktivanim procedm. Jedna se o graf zavislosti logaritmu ¢tpo
Zivotaschopnych mikroorganism (CFU/ml) na délce ijsobeni inaktivéniho procesu.
Matematicky je popsana rovnici:

Iog{%} =—kt, 9)

kde No je paateni koncentrace mikroorganisin N; je koncentrace Zzivotaschopnych
mikroorganisni po pisobeni sterilizéniho média z&ast ak rychlostni konstanta inaktivace

[5].
K popisu @&innosti steriliz&éniho procesu seéasto pouZziva také paramddr (decimalni
hodnota), ktery udav#&as potebny k inaktivaci pvodni koncentrace mikroorganifno
90 %.Cim je D hodnota mensi, tim je steriltasd zasah &nngjsi [5).
D= t ,
log N, —log N,

(10)

kdet je ¢cas potebny ke znieni 90 % fivodni populaceNp je pivodni populace & je
Zivotaschopna populach][

V zavislosti na typu mikroorganismu, typu nosnéhédma a zpsobu expozice se tvar
inaktivatni kiivky méni. Vysledkem konvamich sterilizénich metod je ve &Sirg pripadi
jednoducha #vka slinearnim nebo exponencialnimulpthem, zatimco ip expozici
mikroorganisni plazmatem je vysledkem jednoducha néhbetji multismérnicova Kivka.
To vede kza®ru, Ze pdet pezivSich mikroorganisin klesa v prvni aproximaci
exponencialé scasem, ale siznymi¢asovymi konstantami respgiznymi kinetikami p, 39.

2.4.4 Plazmoveé sterilizatory

V plazmovych sterilizatorech k samotné steriliza@edochazi &inkem ionizovanycleastic
plazmatu, na inaktivaci se podili pouze produktgzpiochemickych procés ke kterym
béhem sterilizace v plazmatu dochazi. Jejich staifiz cykly zahrnujicist¢ chemickou fazi
[41].

Cely proces tedy probihd nésleddviNejdiive dochéazi k vytviieni vakua v komi@
sterilizatoru a ke sniZzeni viiho tlaku. Do komory je posléze kignhut roztok peroxidu
vodiku. Ten je odpan, vznikly oblak zahali vSechnyqumety urcené ke sterilizaci. Po
nasledném snizeni tlaku ve steriimakomade po fazi difuze se t¥onizkoteplotni plazma, a
to pomoci energie vysokofrekv@rich vin (gistroj STERRAD) nebo pomoci zdroje o
frekvenci 50 Hz (fistroj HMTS). Molekuly peroxidu se poigrhodu plazmatem rozbijeji na
volné radikaly. Ty se stiwji a reaguji s molekulami zivé hmotimz dochazi k devitalizaci
mikroorganisni. Poté, kdy aktivovanéastice reaguji s mikroorganismy nebo mezi sebou
navzajem, ztraceji svoji vysokou energii, &lji se a vznika kyslik, vodni pary a dalSi
netoxické vedlejSi produktyp, 43].
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Vyhod této metody je mnoho. Sterilizace probiha riaké teploty, je tedy mozné
sterilizovat materialy, které by zvySena teplot&ita, ¢i nevratré poskodila. Nizkoteplotni
plazma také pronikd jen do velmi tenké vrstvy miaternastroje (do hloubky &kolika
atomi) nedochazi tak k ovlivmi celkovych vlastnosti materialu. V koheoje velice nizka
vlhkost, coz vylduje i korozivni @inky a fyzikalni znény (nastroje si zachovavaji ostrost,
ohebnost, optickou jasnost, schopnost tvorby etd&ich vyboji apod.). Tato fyzikalni a
chemicka omezeni, iffpomnd u ostatnich dnes vyuZivanych sterilideh metod, tak
plazmovou sterilizaci stavi na vyhodnou pozici n&eékurergni metody, ktera se stale jest
vyviji a miZe tak nabidnout mnohé vyhod42].

Touto metodou nelze sterilizovatepinety vyrobené z latek na bazi celuldzy, tekutiny,
siln¢ absorbujici pedntty a materialy, které sithnarusuji oxidani ¢inidla [42).

2.5 Dielektricky bariérovy vyboj

Dielektricky bariérovy vyboj byl poprvé popsdn Weram von Siemensem v roce 1857,
kdy navrhl vyuziti DBD pro generovani ozénu. V &asnosti nachazi DBD uplami nejen
pii syntéze ozénu, ale ifadt dalSich piimyslovych aplikaci, jako jsou CQasery, excimerni
UV lampy, plazmové displeje,fipdekontaminaci plynnych Skodlivin atippovrchovych
Upravachiznych material véetrg nanaseni tenkych vrsted4].

2.2.1 Princip

Bariérovy vyboj je charakterizovarrippmnosti jedné nebo vice pevnych dielektrickych
bariérovych vrstev umi&tych mezi kovovymi elektrodami. Tyto dielektrickark@&rové
vrstvy maji za ukol kontrolovat distribuci ndbojemergii mikrovyboj na povrchu elektrody.
NejvhodrgjSimi materialy dielektrika jsou sklo,fémiité sklo, keramické nebo polymerni
materialy. Bariérovy vyboj iive vznikat v Sirokém rozmezi thaknegastji vSak g tlacich
0,1-1 atmosféra. Vzhledem kifpmnosti nevodivé bariérove vrstvy je vyboj buzasiidavym
nagtim. Nagti mezi elektrodami je obvykle v rozsahu 1-100 lEWekvence se pohybuje
v rozmezi gkolika desitek Hz—MHz. Prostor mezi elektrodamiatage zpravidla &kolika
desetin milimetlh aZz rekolik centimetfi v zavislosti na poZzadované aplikaci a je vypin
pracovnim plynem44].

Dielektricky bariérovy vyboj ziskame, jestlize kajici elektrod, mezi nimiz se nachazi
dielektricka bariéra, ffpojime vysoké stdavé napti s amplitudou ¥tSi nez je pirazné
nagti plynu mezi elektrodami. Dielektricka bariéra zd®uzi jako sérioy pripojeny
kondenzator, ktery omezuje elektricky proud v ppastmezi elektrodami. Elektricky faraz
v plynu zpisobi lokalni nabijeni bariéry, coZz ma za nasledsigs napti v plynu. To tedy
po velmi kratké dob (ftddow desitky nanosekund) klesne podrazné nagti plynu a vyboj
zanikne. K dalSimu vyboji fite dojit pouze zvySenintilmZzeného nagti nebo zrnénou jeho

NI
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Obrazek ¢. 4: Zakladni experimentalni usfadani dielektrickych bariérovych vylioj

AC generator - zdroj stdavého nagti, discharge gap - prostor mezi elektrodami, ditrie
barrier - dielektricka bariéra, high voltage eleotte - vysokonapova elektroda, ground
electrode - uzengna elektroda 44

Za atmosférického tlaku je vybojové plazma lokalamé v tenkych vybojovych kanalech,
které nazyvame mikrofilamenty. Vlastnosti jednottfn filamenti jsou dany pouze
vlastnostmi pouzitého plynu, dielektrika a konfigar elektrod, nezavisi tedy na
charakteristikach ffvedeného nafti. Velikost amplitudy vSak mé vliv na to, kolikdmenti
vznikne. Zn&nou nevyhodou filamentarniho modu je jeho nehomibaéfd, 45].

Za ucitych podminek (plyn, frekvence, ndp piipadré konfigurace elektrod) Ize ziskat
zdanliw homogenni difuzni méd DBD. V tomto médu neni mopkiéno rozlisit jednotlivé
filamenty, vybojovy kanal pokryva prakticky celodophu dielektrika. Také trvani tohoto
vyboje je podstathdelSi,fadow desitky az stovky mikrosekund. Jednotlivé typy ajgbtak
lze od sebe rozliSit sledovanitasového prbéhu vybojového proudu. Vyhodou je jiz
zminovana homogenita vyboje, hlavni nevyhodou je p#k, fzae difuzni vyboj vznika jen
v nékterych plynech nebo stsich plyri a jen v uéitém rozsahu napi a frekvenci. Na jeho
vznik mize mit vliv prostorové uspadani elektrod44, 46, 4T.

U dielektrického bariérového vyboje jsou mozn& dadkladni uspi@dani elektrod —
rovinné nebo prostorové. Podle orientace vybojovifladmenti vaci dielektrické vrst¢ pak
vyboje dlime na objemové a povrchové. U objemovych dieiekfich bariérovych vybdj
jsou mikrofilamenty orientovany kolmo na rovinu ldierika. Povrchové dielektrické
bariérové vyboje vytu@ji mikrofilamenty ve siru podélném s rovinou dielektrikd9).

2.5.1 DBD vyboj a jeho vyuziti pFi sterilizaci mikroorganismi — State of Art

V poslednich dvou desetiletich se vyzkumem stelifitho &inku plazmatu a jeho
vyuzitim zabyva stale vice vyzkumnych tnTatocast je ¥novana stréné literarni reSersi
védeckych publikaci, které zkoumalginky DBD generovanych za atmosférického tlaku a
jejich vyuziti @i inaktivaci mikroorganisn.

Laroussi (2002) se ve své publikaci za&fih na plazma buzené za atmosférického tlaku,
konkrétre na koronu, difuzni DBD, odporovy bariérovy vybopkzma jet. Podrokinbyla
rozebrana kinetika, mechanismyinku, moZznosti biomanipulace a alternativy plazmadu
budoucna. Analyzou bylo zji&to, Ze hlavni roli v procesu inaktivace hraji vohaglikaly.
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V praci byla velmi podrobhrozebrana teorie begtné smrti. Jako nejpra¥dodobrjSi se
autorovi jevi fi smrtici mechanismy: peroxidace lipicdoxidace proteitna DNA [48].

Trompeter a kol. (2002) sledovali, jaké sterilizai (&inky vykazuje atmosféricky DBD
vaci bioindikatoim Bacillus subtilisa Aspergillus niger(vysoce odolny UV z&ni). Jako
nosny material bylo pouzito sklo, PET a PS. Pras#pi role UV zdeni @i inaktivatnim
procesu byla provedenaéieni se specialnimi DBD v excimernich zdrojich U\gtku
Nejiinngjsi byly zdroje s nizkou vinovou délkou, a tedyysakou energii fotain Bylo
zZjisténo, Zze UV zé&eni je zakladnim inakti¢@mim mechanismem u argonu a dusiku. Pro kyslik
nebyly pozorovany v dané oblasti Zadné emise Uérdazasadni je zdeiaek kyslikovych
radikali a ozénu. Autti prisli na to, Ze zrfnou geometrie elektrod, volbou vhodného plynu a
praci v geruSovaném modu lze zvySit homogenitu vyboje, c@ gimy vliv na &innost
sterilizace. Naopak ifiS vysoké davky plazmatu &y za nasledek nikoliv zvySeni
sterilizani (Cinnosti, ale spiSe jeji stagnaci (doslo k satusgstému) 49].

Laroussi a kol. (2003) pro svou studii pouzili RBD vyboj (typ DBRde jeden z plét
dielektrika je nahrazen vysoce odolnym materidlektgry umo#uje pracovat $ nizkych
frekvencich jako je 60 Hz. RBD vyboj generovany & #a atmosférického tlaku je zdrojem
nabitychéastic, volnych radikél a z&eni (IR, VIS a UV). Hlavnim cilem prace bylo dok&za
Ze lyze gramnegativnich bakteEscherichia colije vysledkem nabiti (nahrom&d naboje)
na povrchu bakterie a Ze vlivem elektrostatickythiechazi k ndslednému poskozengjén
buni¢cné membrany. Toto nebylo prokazani imaktivaci grampozitivni bakteri@acillus
subtilis u které nenastala Zzadna morfologick&men Divodem je sildjSi ochranna vrstva
[40].

Heise a kol.(2004) porovnavali &inky DBD a CDBD (kaskadovy bariérovy vyboj¥ip
sterilizaci PET folii kontaminovanych sporaBucillus subtilisa Aspergillus niger CDBD je
zarizeni, které kombinujedinek UV z&eni a reaktivnicltastic plazmatu. Tento typ vyboje
obsahuje dalSi dielektrikum igkmenné sklo, transparentni pro UMferd), které se nachazi
v mezée mezi elektrodami klasického DBD. Jako pracovghfiyly za atmosférického tlaku
pouzity Ar, N> a vzduch. NejlepSidinky byly pozorovany u argonu (inaktivace o 4aba
béhem 5 s) diky VUV z&ni, coz je daleké UV #¥&éni (100-200 nm), &&i némuZ nemaji
organismy vyvinuty ochranné mechanismy. U vihkéhoduchu byl prokazan vznik
hydroxylovych radikal, které maji silné oxidai &inky. Ve své studii dosi autori
k zawru, Zze CDBD je mnohem efektig$i pri inaktivaci spor a navic je Setjgi k materialu.
Pt inaktivaci v DBD gredpokladaji jak vliv UV zgeni, tak i reaktivnickiastic B0].

Laroussi a Leipold (2004) zkoumali mechanismy inaktivace mikroorgantis ve
vzdaleném atmosférickém DBD na vzduchu. Jako bikéidr byly pouzity spory rodu
Bacillus Dle autofi hlavni podil na inaktivaci nesou kyslikové a dosik reaktivnicastice
(O, OH, NQ), vliv teploty a UV zé&eni je v tomto fipadt zanedbatelnyq].

Choi a kol. (2005) pouzili pulzni dielektricky bariérovy vybogenerovany za
atmosférického tlaku ve vzduchu. Jako bioindikatoyly zvolenyEscherichia coli Bacillus
subtilis a Pseudomonas aeruginasd&yhodnoceni bylo provedeno r@pou kultivani
metodou. Morfologické zemy pred a po vystavenicéinkim plazmatu byly zjigovany
pomoci SEM. Vysledky ukazuji logaritmicky pokles Tk ¢ase. D-hodnota je 15,2 s. U
Escherichia coli bylo 99,99% sterility dosaZzeno za 70s. Stedlidaefekt rostl se
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vzrastajicim¢asem a byl zisoben nejen fyzikalnim poskozenim vlivengtsiného paprsku,
ale také chemickym posSkozenim, které maji r@emi reaktivnicastice p1].

Laroussi (2005) shrnul ve svémighledovémélanku vysledky praci, které se zabyvaly
mechanismy sterilizace v atmosféerickém vyboji. Autde specifikuje, Ze v atmosférickém
plazmatu za danych podminek je vliv UVigdi zcela zanedbatelny. Wipadech, kde UV
neni dominantnim mechanismem, je vysledkegiSinou jednoducha fkvka s jednou
smernici. Viad pripadi vSak byly zaznamenany fikky sloZzené ze dvou linearnich oblasti,
kde hodnotd prvni oblasti je ¥tSi nez tato hodnota pro druhou oblast fpaktivaci pomoci
UV zéeni je tento trend opay) [5].

Xu a kol. (2005) vytvdgili dva podobné typy dielektrického bariérového gyhb— PJ-1 a
PJ-2. Jako modelovy mikroorganismus byla pouZitetdvee Escherichia coli Vyboje byly
buzeny v argonu za atmosférického tlakug@paratury jsou sloZzeny ze dvou soedhych
elektrod. VrjSi elektroda je spojena s audiofrekeim zdrojem nafti s prongnnou
frekvenci od 5 kHz do 20 kHz a vimt je uzemana. Hlavni rozdily mezi strukturamiahto
dvou typi zdroji plazmatu je povrch vriii elektrody a tvar wW)Si elektrody. PJ-2 byla
vytvoiena za elem vylepSeni charakteristiky plazmatu, diky ma&tnpouziti vysSiho naii
a proudu zde f¥e byt dosazeno vysSi hustoty plazmatu. Autlosgli k zawéru, Zze na
inaktivaci ma nejutsi vliv ozén generovany v argonu. U PJ-2 vznilk&\wizonu, proto je toto
uspdadani efektivjsi [52].

Boudam a kol. (2006) pouzili DBD v tzv. Townsendd®wnaodu. Jako pracovni plyn byla
zvolena sms N-N,O za atmosférického tlaku. Po 10 min opracovaniazmatu dosanhli
inaktivace o vice jak Badi. Zjistili, Ze volbou spravné koncentraceNv pracovnim plynu
Ize dos&hnout takovych podminek, kdy inakiivianu procesu dominuje UV #&ni, naopak
Ize také dosadhnout podminek kdy je vliv UMad minimalni. Jako bioindikator byl pouzit
Bacillus subtilis[39].

Fridman a kol. (2007) srovnavali &inky piimého a nefimého misobeni plazmatu
generovaného za atmosférického tlakii ®udiich byla pouZita stejna DBD aparatura,
pracovnim plynem byl vzduch. JelikoZz se d@utmabyvaji sterilizaci lidské a Zeci kize
napadené mikroorganismy, byly vzorky bakterii zfgska kize mrtvych lidi. Ve vzorcich
byly obsazeny bakterie rodtaphylococcysStreptococcua kvasinky rodiCandida Vzorky
na Petriho misce byly vystavenyigobeni plazmatu, poté byly na 24 hodin usmigtdo
termostatu nastaveného na 37 °@. dtudii negimého misobeni plazmatu byla nad Petriho
misku umistna nfizka, tak aby vstup plynu do regiho prostoru byl nad touto ifiikou.
Plazma, kteréifchazelo pimo do styku s bakteriemi, vykazovalo mnoheétsi steriliz&ni
acinky nez @i neprimém kontaktu. Sterility bylo dosaZzeno po 15isgho misobeni. Naproti
tomu u nepimého misobeni bylo k dosazeni sterility zafmdti vystaveni &inkam plazmatu
po dobu 5 minut. # piimém pisobeni pichazeji nabitéc¢astice pimo do kontaktu
s bakteriemi, coz Zisobuje rychlejSi inaktivaci nez wipadt negimého msobeni, kde
pusobi dohasinajici plazma. Atitasuzuji, Ze hlavni roli ip inaktivaci hraji nabit&astice,
ale v gipact inaktivace neni zanedbatelné afaspbeni UV zéeni [53].

Muranyi a kol. (2007) navézali na praci Heiseho studiem inaktivakinnosti now
vyvinutého CDBD na Sirokou Skalu mikroorganisniSalmonella Mons Staphylococcus
aureus Escherichia coli Bacillus atrophaeusAspergillus nigera Clostridium botulinum
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Vyboj byl buzen v progedi vzduchu za atmosférického tlaku. Mikroorganismpesené na
PET folie, byly inaktivovany ¥ase 1-5s, a to o 5 az G&li. SporyAspergillus nigerse
ukazaly jako nejodol)Si, coz podporuje teorii o dominantnindinku UV z&eni v tomto
typu vyboje [7].

Eto a kol. (2008) pomoci linearniho dielektrického bariéravélyboje, buzeného za
atmosférického tlaku ve vzduchu, sterilizovali ténklastové trubky obsahujici spory
mikroorganismu Geobacillus stearothermophilusSpory byly inaktivovany i pokojové
teplo€ b¢hem 12 minut. Hlavni roli ip inaktivaci hraji UV zé&eni 2. pozitivniho systému
molekuly N, (297, 313, 315, 337 a 357 nm), OH radikaly, vanikk nebo jejich synergicky
efekt. RoviZz berou auth na wdomi, Ze na inaktivaci se mohla podilet i emiseyNO
molekulového pasu (nad 280 nmji které dochazi k nejvyssi absorpci DNA, ta vSakyte
zcela prokazatelna. Dle automiZe byt tato technika vyuzita ke sterilizaci |[&daych
nastrofi [54].

Hong a kol. (2008) pouzili kinaktivaciEscherichia colia spor Bacillus subtilis
radiofrekveni DBD generovany za atmosférického tlaku, pracovmilynem bylo He
s pimési O,. Jednim z cil studie bylo zjistit optimalni koncentraci,@e sn&si plyni, pri
které bude dosazeno nejlepSich sterilideh Einka. NejvysSi mira inaktivace byla dosazena
pii koncentraci @ 0,2%, kdy dosSlo &em 24 s kdesetindsobnému sniZzenitypo
mikroorganisni, uplné sterility bylo dosazenatem 120 s. U této koncentrace byl zjist
nejvyssi poet kyslikovych radikd, proto autéi usoudili, Ze pra¥ tyto radikaly jsou
zodpovdné za inaktivéni (inek. V této studii bylo row¥ zjis€no, Ze pouziti Hlis vysoké
koncentrace © mize plazma destabilizovat, tim dochazi ke sniZeritupdyslikovych
radikalh a sterilizace se stava neefektivni. K pozorovaoifotbogickych zngn byl pouzit
transmisni elektronovy mikroskopj|.

Shi a kol. (2008) popsali zavislostiinnosti DBD pracujiciho za atmosférického tlaku ve
vztahu ke vzdalenosti elektrodii Fhaktivaci kvasinkyCandida albicansktera byla nanesena
na skle, bylo prokdzano, Ze 3 mm pracovni prosiooziuje rychlejSi inaktivaci (redukce
nad 5fadi za 20 s) neZ 4 nebo 5 mm (redukce nadds za 25 s). Winnost metody byla
prokdzana TEM snimky a analyzou bilkovin, K nukleovych kyselin v extracelularnim
prostoru (spektrofotometricky). UV #&ni se zde ukazalo jako bezvyznamné, digjvoli pi
inaktivaci sehraly nabité a reaktividastice. Autéi se domnivaji, Zze ty mohly #pobit
prasknuti vijSi membrany, poSkozeni DNA nebo &mg enzymatickych aktivit, coz vedlo
K burgéné smrti p6].

Deng a kol. (2010) se ve své praci zabyvali roli teploty, U¥feni, nabitychéastic a
reaktivnich ¢astic @i inaktivaci mikroorganism. Experiment byl uspg@dan jako DBD
plasma jet. Bioindikatorem byacillus subtilis Jako pracovni plyn byl pouzit Ar a Ar +,0
za atmosférického tlaku. Vyhodnoceni bylo provedeméolika metodami: nefimou
kultivacni metodou, renim optickych emisnich spekter, mnoZzstvim prdteirsuspenzi,
kdy proteiny vytvéi barevny komplex s barvivem Coomassie brilianteblunnozstvim
produkovaného MDA (jeden z kotreych produkii peroxidace lipid) a vliv pasobeni
plazmatu na morfologii mikroorganigmbyl zkouman pomoci SEM.i#Pzkoumani vlivu
teploty na inaktivaci mikroorganisivbyly vzorky vystaveny {sobeni vysokych teplot, role
UV byla zkouméana za pouzittdmenného skika, kterym byly vzorky p ptisobeni plazmatu
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piekryty. Zatimco UV z#eni kemennym skiikem pronika, radikaly a nabité@stice nikoli.
V¢étSi mira inaktivace byla dosazend pouziti snési Ar + O,. Béhem 60 s se pet
mikroorganisnd snizil o 4rady, zatimco $ pouZziti samotného Ar doSlo za stejnou dobu ke
snizeni o 2ady. K celkové inaktivaci doSlo ve gsi Ar + O, za 180 s. Analyza OES
prokazala fitomnost Q, ktery hraje g inaktivaci mikroorganism dilezitou roli. Autdi
dosgli k zaweru, Ze teplota a UV Zani nejsou H inaktivaci dominantni. Hlavni roli hraje
synergicky efekt nabitych a reaktivni¢astic (7).

Kostov a kol. (2010) vystavili vzorkyStaphylococcus aurewsEscherichia coliumistné
na Petriho miskach, igobeni DBD buzeného za atmosférického tlaku ve ctaduPo
opracovani byly Petriho misky inkubovanji 87 °C po dobu 24 hodin, poté byly speny
kolonie. | gres nizky plazmovy vykon (1 W) doSlo k inaktivacikntiorganisnd do 20 minut.
Ke zjis€ni efektu fisobeni plazmatu na bakterialninku bylo pouzito SEM. Ze sninikje
patrné, Ze u grampozitivni bakteB¢éaphylococcus aurewchazi k poskozeni struktury, coz
vede k prasknuti &by a vyliti cytoplazmy. Gramnegativiischerichia colima tegi s€nu, a
proto je mnohem citligSi vic¢i nabitym ¢asticim a radikdim. Beéhem studie byly bakterie
vystaveny pimému misobeni plazmatu, doslo k leptani reaktivnédsticemi kysliku a dusiku
i k fyzik&Inimu nteni, které bylo zjisobeno nabitymiasticemi p8.

Leipold a kol. (2010) ve své praci studovaltignost dekontaminace pomoci DBD u
rotujicich noi pouzivanych v masném tpnyslu. Zde je ¢astym problémem mozna
kontaminace bakterii Listeria monocytogenes V ramci experimentu byly noze
kontaminovany nepatogenni Listeria innocua a vysigv DBD, ktery byl buzen za
atmosférického tlaku ve vzduchuglem 240 s bylo dosazeno redukce eadh. Autori
usuzuji, Ze je mozno tuto techniku vyuzivéhém procesu krajeni a tim zabranitzkvé
kontaminaci 9.

Poiata a kol.(2010) srovnavali §innost DBD generovaného za atmosférického tlakwev H

v zavislosti na tzném ¢ase f@sobeni plazmatu (25s, 50s, 75sa 100s) aumaych
vzdalenostech elektrod (2,5 cm a 3,5 cm). Testawamyikroorganismy byly grampozitivni
bakterieBacillus subtilisa Staphylococcus aureugramnegativniEscherichia colia kvasinka
Candida albicans K diagnostice plazmatu byla pouZita opticka ermispektroskopie.
Vyhodnoceni efektivity sterilizace bylo provedermnmci inhibénich zon. | kdyz se bakterie
Bacillus subtilis a Staphylococcus aureutadi ol mezi grampozitivni, vykazuji jinou
citlivost vi¢i sterilizatnim &inkam. U Staphylococcus aureusyly inhibi¢ni zony 4-5 krat
vétSi nez uBacillus subtilis Fri vzdalenosti elektrod 3,5 cm dochazelo ke vznikdru, coz
muze byt gicinou WtSich inhibénich zon v porovnani s vysledky, které byly ziskéuily
vzdalenosti 2,5 cm. Autodosgli k ndzoru, Ze pro inaktivaci mikroorganigne dilezité jak
fyzikalni poskozeni zjsobené ionty, tak chemické poSkozeni, které mavadomi 0zon,
atomarni kyslik atd. V Gavahu musi byt brana takéZzmost perforace buétiné sény
zagicinéna sodasnym psobenim atoirin a ionti a pispivek elektrostatickych sil, ktere
akumulaci nabitychiastic zmisobuji destabilizaci buiné s&ny. Disledkem toho rize
dochézet k pronikani ozénu a atomarniho kyslikasiedné oxidaci proteina DNA [60].
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2.6 Analytické metody

V této praci byla pouzita metoda optické emisniktpskopie (OES) a skenovaci
elektronova mikroskopie (SEM). Diky OES byla proged diagnostika vyboje, pomoci
metody SEM bylo sledovano poskozeni &iné sény mikroorganismu vlivem sobeni
plazmatu a €inek plazmatu na strukturu nosného materiélu.

2.2.1 Opticka emisni spektroskopie
2.6.1.1Z4kladni princip a popis metody

Opticka emisni spektroskopie (OES) je zakladni m&todiagnostiky plazmatu. Jedna se o
fyzikélni analytickou metodu slouZici ke kvalitatimu a kvantitativnimu deni slozeni
analyzovaneho vzorku pomociieai, které je emitovano jeh&asticemi (atomy, ionty,
molekuly). Aby vzorek vysilal Zzéni, musi se atomy prvkurqvést do excitovaného stavu
dodanim energie.rBdnosti OES je z&aa univerzalnost pro négnéjSi typy plazmatu, navic
nijak neovliviiuje vlastni plazma. Spektroskopicky Iz&itsloZzeni plazmatu, jeho teplotu i
rozc&leni energii §1, 63.

Vysilané zé&eni je polychromatické a nespojité. Vysledkem jeksum vinovych délek,
resp. frekvenci, které jsou charakteristické proydarvek nebaiastici. Kvalitativni analyza
vzorku je zaloZena nafipomnosti €chto charakteristickych frekvenci (vinovych délek),
kvantitativni sloZeni vychazi z p@nu intenzit spektralnicbar [61].

Optické spektrum vznikarpchody valetnich elektrod ze stavu excitovaného do stavu
S nizsi energqii, ipadre az do zakladni energetické hladiny. Tytieghody jsou omezeny
vybérovymi pravidly, na jejichz z&klad pak mluvime o povolenych a zakazanych
piechodech. S rostoucim gem valegnich elektrod vzrista p@et prechodi a take
vzajemné ovliviovani elektrickych a magnetickych poli elekiiom atomovych jader.

e

Vysledné spektrum je pak podstasiozitjsSi [61].

Intenzita spektralntary je tok zéeni dané vinové délky a souvisi s prgwadobnosti
elektronovych pechodi. Zakazané fgchody maji nizkou pra¥dodobnost, zatimco povolené
piechody maji prawipodobnost vysokou. Intenzita spektralafy je ovlivrena i koncentraci
molekul v excitovaném stavucéim je vyssi, tim je Eara intenziviyjSi. Nejintenzivijsi ¢ary
vznikaji p'rechodem na zé&kladni hladinu z nejblizSich vysSieldih, z nichz mize elektron
piejit jednoznané jen na hladinu zéakladni. Tyttary se nazyvaji rezonami. Doba Zivota
excitovanych stavje v tomto pipads v iadu 1¢° s. V gipads zakazanych ifechod: setrvava
elektron na vysSi, tzv. metastabilni hladpo dobu gkolika ms az minutgl].

Pii pfechodu vybuzeného elektronu na&kterou nizSi energetickou hladinu se Wyza
piebyt&na energie ve fortnswtelného kvanta:

AE =hv, (11)

kde AE je rozdil gislusnych energetickych hladin, frekvence ah Planckova konstanta
(h = 6,62610>* Js) [61].
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2.6.1.2nterpretace spekter

Ze spekter atomarniakar Ize ziskat informaci o elektronové tepl@iazmatu a z profilu
jednotlivych spektralnickiar je mozno stanovit i teplotu neutralniho plynum&eni profilu
spektralnicitar je nezbytné pouzit spektrometr s vysokym roali®e(minimalré setiny nm).
Urcovani sloZeni plazmatu z molekularnich spekteojagoné obtizné, protoZze se jednotlivé
pasy rozkladaji v Sirokém rozmezi vinovych délekprakryvaji se jak vzajendn tak i
s atomarnimi spektry. Molekularni spektroskopie zabyvd zkoumanim spekter jen
dvouatomovych molekul a je vyuzivana pro stanovem&nich a vibrénich teplot a
rozckleni energie v plazmat6g).

Rotani teplota charakterizuje ratai rozctleni stawi molekuly. Vzhledem k velmi rychlé
termalizaci roténich staw rotaini teplota v podstatodpovida tepl@ neutralniho plynu.
Patet molekul nabuzenych do jednotlivych rtach staw v ramci jedné vibréni hladiny
konkrétniho elektronového stavu Ize popsat podiézBmnnova rozéleni:

F;he

N(\]):ekTR , (12)

kde Tgr je rotani teplota, F; hodnota roteniho termu,k Boltzmannova konstanta a
piedstavuje dany rotai stav p2].

Vibra¢ni teplota charakterizuje vibmai rozcleni stawi molekuly. V neizotermickém
plazmatu byva zpravidla vySSi nez teplota dotaa menSi nez teplota elektronova. Na
hodnotu vibréni teploty ma vliv stupeionizace plazmatu, teplota elektioa teplota a tlak
neutralniho plynu. Na hodnotu vikird teploty maji rovaz vliv chemické reakce, které
v plazmatu probihaji. V neizotermickém plazmatwhedrgjSi se omezit pouze na stanoveni
relativnich vibrg&nich populaci jednotlivych vib&aich hladin:

O]
- vy

N  =— "
v,rel )
viALW'Y"

(13)

kde I, je intenzita vibraniho pasu,v'a v” jsou vibr&ni kvantovacisla horniho, resp.
dolniho stavuA (v'v”) je pravapodobnost fechodu a je vinaiet pasu 62)].

2.6.1.3Instrumentace

Pro poteby diagnostiky plazmatu musi byt zabegme dostainé rozliSeni, nap pro
rozliSeni rotani struktury musi byt vadu setin nm. Krozkladu &a se obvykle uziva
optickych nfizek s hustotou minimatn 300¢ar/mm (pro pehledova spektra). NEky
s hustotou do 1 208ar/mm jsou obvykle vyramy klasicky (rytim), ¥tSi hustoty jsou
dosahovany u holografickychiiaek (&zn¢ az 5 40&ar/mm) B2].

VSechny spektrometry jsou vybaveny vstupgiBhou, kterd slouzi k nastaveni vysledné
rozliSovaci schopnostiiistroje,cast&né se ji da regulovat i intenzita &la vstupujiciho do
spektrometru. Polychromatické teai proSlé &rbinou je prostoro¥ rozlozeno
monochromatorem, coz je zakmstaci systém skladajici se ze zrcadel a diftakovinné
miizky. Monochrométor fokusuje #ni na detektor, kde dochazi #epodu optického
signalu na elektricky. Jako detektory jsou uzivéstpnasobie nebo CCD prvky. i pouziti
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fotonasobit je nutné je&t zaradit vystupni Strbinu, ktera vybira velmi Uzky spektralni
interval dopadajici na vlastni detektor. Diky tojaudosazeno &tSiho rozliSeni nez u CCD
detektofi, ale neni mozné najednou zaznamenat cely Usekrap®kpripact fotonasobie i
CCD detektoru se vysledné spektrum zaznamenavadiaje [61, 63.

2.6.2 Skenovaci elektronova mikroskopie
2.6.2.1Z4kladni princip a popis metody

Skenovaci elektronovd mikroskopie (SEMgsto téZ ozn#vana jako rastrovaci nebo
fadkovaci elektronova mikroskopie, se vyuziva kya®lpovrcli zkoumanych objekit pri
velkém z¢¥tSeni. Jak je patrné z nazvu, paprsek elektropreparatové konte mikroskopu
fadkuje (skenuje) malou plosku na povrchu vzorkii.iferakci koncentrovaného svazku
urychlenych elektroin s atomy preparatu nastavada jewi, jejichz disledkem je vznik
signali, které se detekuji akteré pouzivaji k tvorbobrazu 63].

Primarni elektrony jsou uvibdbvany elektronovou tryskou, urychleny a poigirodu
tubusem mikroskopu dopadaji na vzorek. dglddku interakce primarnich elektioa atomy
preparatu vznikaji sekundarni aéu@g odrazené elektrony. Sekundarni elektrony se od
primarnich elektrol liSi svoji energii, ktera je velmi nizka. Energipétné odrazenych
elektrori je srovnatelna s energii primérnich elekiroRi dopadu elektroi na preparat se
muze uvolnit elektron a dojit kipchodu gkterého elektronu z vysSi energetické hladiny do
vakance. B tomto pgechodu se uvolni kvantum energie ve féraekundarnich elektrdn
rentgenoveho zéni, fotori swtla (katodoluminiscence) a némdch prechodi fotoni
(teplo) [63, 64.

K zobrazeni topografie vzorku se vyuZivaji elekyrosekundarni. Zgin¢ odrazeneé
elektrony jsou velmi citlivé na zény atomoveéhocisla, a proto se pouZivaji k ziskani
informaci o prvkovém sloZeni preparatu, stejako rentgenové #ani. Vyhodou SEM je
velka hloubka ostrosti, plastické zobrazeni a tedi&é rozliSovaci schopnosti @€eni az
100 000x) 63].

2.6.2.2Instrumentace

Kazda opticka soustava elektronového mikroskopsigéena ze dvou zakladni¢hsti —
oswtlovaciho a zobrazovaciho systému, které Ize ad@elit na jednotlivécasti. Os¥tlovaci
systém se sklada z elektronove trysky a kondenzd@abrazovaci systém je tien
vychylovacimi civkami, objektivem, detektory a abwakou B4].

K emisi elektrof Ize wvyuzit dva druhy zdrdj — termoemisni a autoemisni.
U termoemisniho zdroje (wolframové vldkno, krystehBs) dochazi k emisi elektrdn
na zaklad zalrati vlakna v dsledku ptichodu elektrického proudu. \fipact autoemisniho
zdroje jsou elektrony emitovany studenym wolframmawjldknem vyleptanym do hrot64].

Elektronovy svazek je pfaba hem piichodu optickou soustavou fokusovat. K tomuto
Ucelu se pouziva elektrické nebo magnetické poled&agble ma rozdilné fyzikalni vlastnosti
a vyvolava jiné zrny v pohybu jim prochazejicich elektfonNegastji je vyuzivano
elektromagnetickychiocek, které jsou odp@dné za zaostni a z¢tSeni obrazud5].
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Zobrazovaci systém formuje svazek elekirompoZzadovanymi parametry a z8jie
osviceni povrchu preparatu rastrovacimusgbem. Svazek primarnich elektione
vychylovan ve dvou na sebe kolmych osach pomodiylgeacich civek. NejilezitejSi ¢asti
zobrazovaci soustavy SEM je objektiv, na jeho wastech zavisi dosazitelna rozliSovaci
schopnostg5].

Detektory slouzi k zachyceni sighalpochazejicich z interakci elektronového svazku se
zkoumanym preparatem. Pomogichto signal je pak interpretovan vysledny obraz.
K detekci sekundarnich a &pé odrazenych elektrdn slouzi scintiléni detektor a
fotonasoht [65].

Souasti skenovaciho elektronového mikroskopu je tai@iovy systém, ktery ma za ukol
udrzovat vakuum uvritmikroskopu na poZadované provozni hodndtera je zpravidla
uréena typem katodyep|.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentélnicasti diplomové prace se zabyvam studiem vlivu vitkoa celkovy
sterilizatni inek dielektrického bariérového vyboje (DBD). Me#odbyla testovana na
experimentalnim zZé&eni pracujicim za atmosférického tlaku. Pracovpiynem byl suchy a
vihky vzduch. Byly pouzityizné hustoty vykonu a expd@nii casy. Nosnym materialem byl
papir typu Whatman No. 1. Jako modelové mikroorgagi byly zvoleny spory plisni
Aspergillus niger Za gitomnosti vyboje buzeného v argonu a dusiku bytevgnlena studie
inaktivacnich (inka teploty a UV z#&eni. Einnost sterilizanich proces byla stanovena
negimou kultivaéni metodou. Pomoci OES byla provedena diagnostlaanmatu, SEM
snimky poslouzily k posouzeni miry poskozeni mikgamismu a nosného materialu
plazmatem.

3.1 Pouzité pristroje a software

* Laminarni box — Aura mini — Bioair a EuroElone Biain

» Trepaka typu ,vortex* — REAX top — Heidolph

* DBD aparatura

» Termailanek

* Termostat — Inkubator 1 000 — Heidolph Instrumentétrium

» Spektrometr — Ocean Optics HR4000 (rozsah vinodgak 250—-350 nm)

» Spektrometr — Ocean Optics HR4000 (rozsah vinodgtak 200-1 100 nm)
» Spektrometr — Jobin-Yvon TRIAX 550 (rozsah vinovyi#ek 300-800 nm)
» Software na zpacovani spektralnéeln — Spectrum Analyzer 1.6

* Vakuovéa naprasSovla — Polaron SC 7640

» Skenovaci elektronovy mikroskop — JEOL JSM-7600F

3.2 Experimentalni zafizeni

Experimentalni aparatura je zaloZzena na princigembvého dielektrického bariérového
vyboje. Plazmové z&eni (obrazek. 5) se sklada z regulovatelného zdroje stejriosémno
(DC) nagti, vysokofrekverniho zdroje, vysokon&pgového (HF) autotransformatoru a
samotného DBD reaktoru. Vyboj je generovan mezntv kovovymi elektrodami pokrytymi
dielektrickou bariérovou vrstvou. N&p mezi elektrodami Izeip daném uspi@dani ndnit
vrozsahu 3-10KkV, sfrekvenci do 10 kHz. &#&h rozngry DBD reaktoru jsou
120 x 118 x 120 mm. Objem vyboje je pak dan plocletektrod 90 x 70 mm a jejich
vzdalenosti. Vzdalenost elektrod Ize pomoci Sraubnit v zavislosti na pouzitém pracovnim
plynu nag. vzduch je vzdalenost 3 mm. Jako material diellektje pouZzit mikanit (Stipana
slida), tlouska vrstvy je 0,5 mm. Na obrazku6 je zobrazeno schéma elektrického obvodu a
reaktoru.
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Obrazek €. 5: Plazmové zédzeni: 1) regulovatelny zdroj stejno&meho nagti; 2) vysoko-

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

Regulovatelny DC zdroj
] ]

AC/DC

N\

O, D g
HF transformétor Pfivod
(‘Y\l’Y\ phn
DBD reaktor

Obrazek ¢. 6: A) Schéma el. obvodu; B) Schéma DBD reaktoru

E Vstup nap éti

Dielektricka

Prostor vyboje

*

Odvod
plynu

38



Obrazek ¢. 7: Plazmovy DBD reaktor s objemovym vybojem

3.3 Mikrobiologické postupy
3.3.1 Pouzity mikroorganismus

Jako modelové mikroorganismy byly zvoleny sporgmiiAspergillus niger=8189, které
byly ziskany zeské sbirky mikroorganisim Masarykovy univerzity v Brh Kultivace
prokehla na Sikmém sladinovém agaru (sladina a 2 hm.gdrua Himedia RM 026)
v termostatu H 25 °C po dobu 10 dni.

3.3.2 Zivné médium

Plisre byly kultivovany na sladinovém agaru. Priggoavu sladinového agaru byla pouzita
pivovarska sladina (z pivovaru Starobrno, a.s Bri@ byla ¥edna na 7 ° dle Ballinga
destilovanou vodou. Hodnota pH byla upravena na §B-6,8 nasycenym roztokem
NaHCG;. Ke sladinovému extraktu bylyfigany 2 hm. % agaru Himedia RM 026. Takto
upravena sladina byla sterilizovana.
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3.3.3 Fyziologicky roztok

Pri fedni byl vzdy pouzit sterilni fyziologicky roztok @g NaCl v 11 deionizované
vody).

3.3.4 Priprava ofkovaci suspenze

Pro gipravu @kovaci suspenze byla pouzita 10 denni kulAspergillus nigema Sikmém
sladinovém agaru. Do kultury ve zkumavce bylo patita 5 ml sterilniho fyziologického
roztoku s pidavkem Tweenu 80 (0,1 ml na 100 ml média). Se$krhim pomoci
bakteriologické kliky byly spory opatré uvolnény do roztoku. Tato suspenze Bkrbyla
nalita do sterilnich centrifugaich uzaviratelnych sterilnich mikrozkumavek o afoje2 ml.
Poté byla iikrat centrifugovana (4 °C, 10 000 o&k, 5 min) a promyta 2 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Poi¢ch promytich byla usazenina spor déphkn fyziologickym
roztokem s fidavkem Tweenu, vznikla tak suspenze o koncentreld aZ 1-18 spor- mt".
Takto gipravena suspenze mikroorganisbyla skladovana az do jejiho pouziti v lednici.

3.3.5 Pr¥iprava vzorki

Do sterilnich Petriho misek byly vloZeny sterilngld/ papiru o piméru 3 cm (papir typu
Whatman No. 1.). Na vzorky papiru bylo naneseno {lO@kovaci suspenze. Takto
piipravené vzorky byly ponechany po dobu 24 hod mtestatu pi teplo€ 25 °C, aby doslo
k vysuseni vzork

Obrazek ¢. 8: Petriho miska s fipravenymi vzorky

3.4 Opracovani vzorki

Kontaminované vzorky papiru byly vystavensinkam dielektrického bariérového vyboje
za atmosférického tlaku buzeného ve vzduchu. Aldosle k sekundarni kontaminaci, byl
nejprve cely box dezinfikovan ethanolem a pinzetazivana pro aplikaci vzoikbyla jes¢
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navic pravidely sterilizovana plamenem. Vzorek byl undfstdo stedu mezi elektrody
pomoci specialniho drzaku. Ten byl vyroben z mikkaai pokryt oboustrannou lepici paskou
tak, aby se zabranilo posunuti vzirklivem proudu plynu. Po nastaveni pozadované
vzdalenosti elektrod (3 mm) byl box uzax. Objem reaktoru méa cca. 3 |, proto byloreba,
pockat 2 minuty neZz doSlo k nagni aparatury pracovnim plynem. Poté bylo spust
zaizeni na danycas, pi prednastaveném nép 60, 70, 80V a frekvenci, ktera byla
nastavovana tak, abychom dosahli maximalniho prol®bstups byly prongieny série
vzorka pii danych expozinich casech. V pibéhu mefeni byly odeéitany proudy, které
zastavaly konstantni. Po expozici plazmatem byly kyorloZzeny do 10 ml fyziologického
roztoku s Tweenem 80, piepany a ponechany n#pace do druhého dne, aby doslo
K vymyti spor ze vzorku.

3.5 Vyhodnoceni

Pro kvantitativni vyhodnoceni sterilig@ich &inki DBD bylo vyuZito nepimého
stanoveni p&tu mikrobialnich busk plotnovou Zed’ovaci metodou. Principem této metody je
pocitani kolonii vyrostlych na agarovych plotnach. 8ylpracovana séri@dinych vzorki
tak, aby celkovy p&et vyrostlych kolonii na ploths pfimérem 9 cm byl po nadovani
vrozmezi od 20 do 200 (300). Metoda vychéaziredpokladu, Ze z jedné Zivotaschopné
buiky vyrasta jedna kolonie. Pro tyto¢@ély byl vyuzit koeficientredni 10. Kiedéni byl
pouzit sterilni fyziologicky roztok sifilavkem Tweenu. Taktorednd suspenze byla
naatkovana pelivem na sterilni Petriho misky. Pociié dolE bylo mozné stanovit get
vyrostlych kolonii, tzv. CFU (colony forming unitikteré by nély odpovidat pétu prezZivsi
populace mikroorganisin 3, 66].

Pro kazdy vzorek bylyifpraveny 2 uzaviratelné sterilni mikrozkumavky € @0 sterilni
vody a ti Petriho misky. V mikrobiologickém boxu bylo ze orku odebrano 100 ul a
naa:kovano pod plamenem do Petriho miskyl. DalSich 100 ul vzorku byloridano do
prvni mikrozkumavky, promichano a pod plamenem eneslo Petriho misky. 2. Poté bylo
odebrano 100 ul vzorku z prvni mikrozkumavkyemeseno do druhé mikrozkumavky a po
promichani natgkovano pod plamenem do Petriho migkyd. VSechny misky se vzorky byly
pod plamenem zality sterilnim sladinovym agarem. rBoliti byl sladinovy agar jest
krouzivym pohybem promichan se vzorkem v miscemilek média ztuhly, byly misky
ulozeny do termostatu (25 °C). ¢&b kolonii byl pro lepskitelnost speéitan po 3 dnech
kultivace, poté byly kolonie jeStlva neboii dny kontrolovany.

Pro vyhodnoceni byly vybrany plotny sgem kolonii 20—200 (300). Ret kolonii na
plotn¢ (primérna hodnota z paralelnich ploten) byl nasobigslysnymiednim a vyjadovan
jako paet kolonii na jeden mililitr.

3.6 Experimentalni podminky

Opracovani vzork probihalo za fesreé definovanych podminek, které Ize charakterizovat
hustotou plazmového vykonu, exp&rdim ¢asem a druhem pracovniho plynu. Jednotlivé
parametry bylo mozno postupmeénit a sledovat tak jejich vliv na celkovy steriléra (inek
DBD.
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Hustota plazmového vykonu je charakterizovana \erorc

_Uln
V ’

X (14)
kde U znamena napi, | je proud,s je &innost a V je objem plazmatického vyboje. Pro

naSe z#Hzeni se pouZivaji rozry elektrod 90 x 70 mm a vzdalenost elektrod 3 mm.

U¢innost zdizeni je 0,4. Pro vlozena n#po velikosti 60, 70 a 80 V je hustota plazmového

vykonu 2 160 m\wemi®, 2 279 mWem™ a 2 760 mwWwemi® (suchy vzduch), 2 326 m\a™ a

2 850 mWem? (vihky vzduch). Pro studii vlivu teploty a UV ini bylo zvoleno naipi

70 V a hustoty plazmového vykonu 2 563 ntwi® (argon) a 2 044 mveém™ (dusik).

Kazda série vzork byla opracovavanasasech 5, 10, 20, 40, 60, 120, 180 a 240 sekund.
Vzorky byly po dobu 30 s vystavenyinkam DBD, poté byl vyboj vypnut. Vyboj byl vypnut
na cca. 2 min, kdy dochazelo k ochlazovani elekpmad¢ovnim plynem, timto byl eliminovan
vliv teploty. Piatok pracovniho plynu, kterym byl suchy vzduch, wihizduch, argon a dusik
dosahl 3 I-mift. Nosnym materidlem byl papir typu Whatman No. 1.

Pri studii vihkosti bylo jako prvni provedenoéeni s pouzitim suchého vzduchu. Poté
nasledovalo r¥eni s vihkym vzduchem. Vlhky vzduch byl ziskan pampromyvaci lahve
naplrené vodou, pes kterou plyn proudil do DBD reaktoru.

3.7 Studium vlivu UV zéreni a teploty

Studium vlivu UV zé&eni a teploty bylo provedeno veales|é praci (viz.g]) pomoci DBD
buzeného v argonu (2 563 mvh>) a dusiku (2 044 mWem™). Na n¥feni v argonu a
dusiku navazuje tato praceifenim steriliz&nich &inka DBD ve vzduchu (suchy/vihky).

Vliv UV zéateni v kombinaci s teplotou byl studovan v plaznadmoci kemenného skla,
jimz byla ¢ast vzorku zakryta. menné sklo propousti pouze UVierdi a teplo, avSak ne
reaktivnicastice. Z tohoto ivodu bylo zvoleno § této studii. Opracovani vzaikprobihalo
stejnym zisobem, jako je uvedeno v kapitole 2.4 (zvolen&tiajd V). Na takto opracované
vzorky tedy psobilo jen UV z&eni a teplota, kterou nikdy nelze zcela eliminowRto
srovnani bylaast vzorku ponechana veélma tudiz vystavenarimmym &inkam vyboje.

Pri studii teplotni inaktivace byla pomoci terdté@nku prondiena teplota fisobici mezi
elektrodami. Postupovalo se stejnynmiiggbem jako f opracovavani vzoik s tim rozdilem,
Ze byla zndtena vzdy teplotaipd spudinim zd&izeni (teplota 1) a po ukoéeni pisobeni
dielektrického bariérového vyboje (teplota 2). Mekektrody nebyly vkladany vzorky, ale
termailanek. Vyboj byl spugh vzdy na 30 s, poté nasledovala 2 min pauza. @elkglo
proméfeno 6 dvojic teplot § vyboji generovaném v argonu a 6 dvojidi pryboji
generovaném v dusiku. Poté byly v termostatu vzoystaveny tepla@ shodné s teplotou
nantienou mezi elektrodamifip pouziti dusiku jako pracovniho plynu, jelikoz @us
vykazoval vySSi ndisst teplot nez argon.

3.8 Opticka emisni spektroskopie plazmatu
Pti méieni spekter vzduchu byly vyuzityiptroje Ocean Optics HR4000 (250-350 nm) a
Ocean Optics HR4000 (200-1 100 nm). Spektra argandusiku byla mena pomoci
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pristroje Jobin-Yvon TRIAX 550. VSechny pouZzitéigiroje byly vybaveny CCD detektorem.
Pouzité niizky byly 600, 1 200, 2 400 a 3 600 viymm. Spektra UV oblasti byla éfena
v rozsahu 250-350 nm (vzduch) a 200-350 nm (ardosik). Pro tento del byla vyuZita
miizka 2 400 vryp/mm (vzduch) a 3 600 vryggmm (argon, dusik). Na tzce 600 vry/mm
byla mgfena pehledova spektra vzduchu (330-790 nm) a nidzaa 1 200 vryf/mm
piehledova spektra argonu a dusiku (200-800 nm).

Pomoci optické emisni spektroskopie byla provedikagnostika DBD. Spektra vzduchu,
argonu a dusiku byla ¢rena pomoci optického viakna zpémgho kovovou spiralou, které
bylo prostteno skrz plexisklovy kryt.

Spektra byla zgiena Mgr. \¥rou Mazankovou, Ph.D. Vyhodnoceni spekter bylo
provedeno za pouZiti programu Spectrum Analyzer 1.6

3.9 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla sléda mira poskozeni
mikroorganismu vystavenéhoiagobeni DBD a &inek plazmatu na strukturu nosného
materialu. Pro pigzeni snimku byl vyuZit istroj JEOL JSM-7600F. Vodiva vrstva na bazi
Au/Pd byla na vzorky nanesena pomocisipoje Polaron SC 7640. Urychlujici rp
dosahovalo 10 kV, snimky byly fHaeny se z#Senim 500, 2 500, 10-15 000, 25 000 a
100 000.

K analyze byly pouzity vzorkyspergillus nigemanesené na filttaim papfe Whatman
No. 1 a PET. Byl analyzovan neopracovany vzorekaek vystaveny dinkim DBD po
dobu 180 s, vyboj byl buzen ve vihkém a suchém etaduZe vzorku byl vygizen ¢tverec o
rozmerech g@iblizné 0,8x0,8 cm, ten byl upe¥n oboustran® lepici paskou na hlinikovy
valetek o paméru cca. 1 cm. Po potazeni vzorku vrstvou zlatapragovacim zZdzeni byl
pozorovan vliv isobeni plazmatu na spofgpergillus nigei vliv na nosny material.

Parizeni snimku proved! Ing. Martin Zmrzly, Ph.D.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové préce bylo studium steriizigh &inka dielektrického bariérového
vyboje na modelovém mikroorganismi\spergillus niger pii generaci v plynech bez
piitomnosti vihkosti (vzduch, argon, dusik) arggmnosti vihkosti (vihky vzduch). Ziskané
vysledky byly shrnuty do nasledujicich dgraf tabulek.

4.1 Diagnostika plazmatu

Pomoci optické emisni spektroskopie byla provedeli@gnostika DBD buzeného
v suchém vzduchu, vihkém vzduchu, dusiku a arg@pektra UV oblasti byla #&tena
v rozsahu 250-350 nm (vzduch) a 200-350 nm (argusjk), gehledova spektra pak
v rozmezi 330—-790 nm pro vzduch a 200-800 nm pgoraa dusik. Na zakladziskanych
spekter byl zhodnocen vliv jednotlivych agens (aiiticastice — nafp piitomnost OH, O
radikalu; UV zd&eni — gitomnost NO systému, teplota) na celkovy steriidakinek DBD.
Spektra byla vyhodnocena pomoci programu Spectraady&er 1.6. Vysledky spekter jsou
uvedeny v tabulkact 2 a 3.

Volné radikaly (nap O, N,, O;, OH, NO, NO,) maji v procesu sterilizace plazmatem
zdsadni roli. Vzhledem Kk jejich vysoké reaktivijsou nepostradatelnym sterilizdm
¢initelem (Eastnicim se mnoha chemickych reakci, které vedoankan¢ ¢i Uplné ztrad
funk¢nosti dilezitych biomolekul. Htomnost &chto chemickych agens v plazmovém vyboiji
byla owtena pra¥ pomoci optické emisni spektroskopie.
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Obrazek ¢. 9: Optickéemisni spektrum vyboje buzeného v suchém vzdusBu320 nm)

Obrazek ¢. 9 znézofiuje emisni spektrum vyboje buzeného v suchém vaduch
(2 760 mWem®), které bylo mifeno vrozsahu 250-350 nm. V emisnim spektru byl
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identifikovan druhy pozitivni systém dusiku (315387 nm) acéra atomarniho kysliku
(344 nm). Na pehledovém spektru (viz. tabulk& 2) byly identifikovany dalSic¢ary
atomarniho kysliku (399 a 715 nm) a druhého paditis systému dusiku (357, 380 a
405 nm), dale zde byly objeveny atomé&tafy dusiku v oblasti 632 a 674 nmckddliv byla
predpokladana iitomnost OH-systému a N&ystému, nepodio se je detekovat. Snizeni
intenzity NOy-systému mze byt zgisobeno diky tvor® Oz, ktery mize absorbovat zéni i
této vinové délceq0].

Pomoci OES bylo z#iteno i spektrum vyboje buzeného v suchém vzdudihypquziti
niz&iho plazmového vykonu (2 279 mi®). Zde byly oproti spektru vyboje s vy3Sim
vykonem, zjis¢ny nizSi intenzity jednotlivych emisnicar.
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Obrazek ¢. 10: Optickéemisni spektrum vyboje buzeného ve vihkém vzdRsB4350 nm)

Na obrazku ¢. 10 je emisni spektrum vyboje buzeného ve vlhkéaduehu

(2 850 mWem ). Shods, jako ve spektru suchého vzduchu, byl i zd&omen druhy
pozitivni systém dusiku (315 a 337 nm), jeho iniigneSak na rozdil od suchého vzduchu
dosahovaly mnohem vySSich hodnot, navic zde byjeveba emise v oblasti 297 nm. Dalsi
emise druhého pozitivniho systému dusiku (357, 38@05 nm ) byly identifikovany
v piehledovém spektru (viz. tabulka 2), kde byly nalezenydary atomarniho dusiku (438,
632, 652 a 674 nm) &ry atomarniho kysliku (399, 421 a 715 nm). Rdvani zde nebyla
zaznamenénapomnost OH-systému a N&systému.

Také v gipad vlhkého vzduchu bylo z#ieno spektrum vyboje s niz§im plazmovym
vykonem (2 326 m\wem™®). | zde byly, ve srovnani se spektrem vyboje sSigSvykonem,
zaznamenany nizsi intenzity emisnéen.
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Obrazek €. 11: Optickéemisni spektrum vyboje buzeného v argonu (200350 n

Na obrazku ¢. 11 je znazorno emisni spektrum vyboje buzeného v argonu
(2 563 mWcm®), které bylo ndteno v rozsahu 200-350 nm. Spektrum argonu ma esitrige
kolem 308 nm, coz je #gobeno fitomnosti OH-systému. Dale Ize identifikovat druhy
pozitivni systém dusiku (337, 357 a 380 nm).i¥hpedovém spektru (viz. tabulka 3) byl
objeven CN-systém (385-389 nm), argon@agy (oblast nad 690 nm) &ry atomarniho
kysliku (777 nm). &koliv byla predpokladana iifitomnost NQ-systému, nepodido se ho
detekovat.
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Obrazek ¢. 12: Optickéemisni spektrum vyboje buzeného v dusiku (200-+8%0 n
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Obrézeke. 12 znézatuje emisni spektrum vyboje buzeného v dusiku (2r@¥dcm®).
Na tomto spektru byl identifikovan, shagdjako na spektru argonu, OH-systém v oblasti 306—
310 nm. V rozmezi 220-290 nm byla objevena emisg N@lekulového paswimz byla
prokazana pitomnost UV zé&eni a jeho mozny podil na inaktirdm procesu. Tento jev byl
zpasoben stopami kysliku, které mohly byistedkem né&istot v pracovnim plynu, ale vliv na
jejich vznik mohla mit i nésnost aparatury. S pouzivanou konfiguraci nebyldnmoalocilit
Uplné gsnosti. Na emisnim spektru se vyskytuje také drmpbgitivni systém dusiku (315,
337, 357 a 380 nm).

VSechny identifikované systémy &glusné vinové délky byly shrnuty do tabulky?2 a 3.

Na zaklad vysledki meieni sterilizace bylo zji8ho, Ze argon dosahuje lepSich
inaktivatnich &inka nez vzduch a dusik. OES ndm umoznila tyto vysledkgrpretovat. |
kdyZ nebyly ve spektru vyboje buzeného v argonatifikovany ¢ary NO (UV oblast 200—
300 nm, kde je absorpce DNA nejvySSi), bylid pouZziti argonu jako pracovniho plynu
dosazeno sterilizace rychleji, dikiigomnosti radikalu OH. OH-systém byl identifikoviaké
v dusiku, ale v argonu byla jeho intenzita mnoheygsiz V gipact suchého ani vihkého
vzduchu nebyla jitomnost OH-systému zji&ta, zde mdla prav@&podobré na sterilizaci
nej\etsi vliv piitomnost volnych radikél O, N a tvdici se Q. Ten vznika ve dvou krocich.
Nejdtive dochazi k disociaci molekuly kysliku za vznikadikalu (jeho ptomnost je
indikovanacarami O), ten nasledo¥mreaguje s jinou molekulou kysliku zéitpmnosti dalsi
castice, ktera ma funkci katalyzatoru.

Tabulka ¢. 2: Prehled systérhidentifikovanych v suchém a vihkém vzduchu

VInova délka [nm] Suchy vzduch VIhky vzduch

297 — N-2. pozitivni systém (pas 2 — Q)
315 N-2. pozitivni systém (pas 1 — Q) 4. pozitivni systém (pas 1 — 0)
337 N-2. pozitivni systém (pas 0 — Q) »I9. pozitivni systém (pas 0 — Q)
344 cary Ol —

357 N-2. pozitivni systém (pas 0 — 1) 4. pozitivni systém (pas 0 — 1)
380 N-2. pozitivni systém (pas 0 — 2) 4. pozitivni systém (pas 0 — 2)
399 cary O cary O

405 N-2. pozitivni systém (pas 0 — 3) 4. pozitivni systém (pas 0 — 3)
421 — cary O

438 — cary N

632 cary N cary N

652 — cary N

674 sary N sary N

715 cary O cary O
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Tabulka ¢. 3: Prehled systérnidentifikovanych v argonu a dusiku

ViInova délka [nm] Argon Dusik

220-290 — N@-systém

306-310 OH-systém OH-systém
315 — N-2. pozitivni systém (pas 1 — 0)
337 N-2. pozitivni systém (pas 0 — QN,-2. pozitivni systém (pas 0 — 0)
357 N-2. pozitivni systém (pas 0 — 1)N,-2. pozitivni systém (pas 0 — 1)
380 N-2. pozitivni systém (pas 0 — 2N,-2. pozitivni systém (pas 0 — 2)

385-389 CN-systém —
690 Arcary —
777 sary O —

Vysledky sterilizace v argonu a dusiku byly sroehat s vysledky uvejnénymi v praci
[67], bylo tedy mozZno pouzit vysledkotanich a vibréanich teplot z této prace (tabulka
4). Spektra suchého i vihkého vzduchu byk&ena spektrometrem s rozsaherfiaky, ktery
neumoznil rozliit roténi a vibra&ni struktury, proto nebyly tyto teploty u vzduchositany.

Tabulka €. 4: Rota’ni a vibracni teploty pro argon a dusil67]

Plyn — hustota vykonu Tot [K] T vibr [K]
Argon — 2 563 mW- cif 290 + 10 1 650 + 500
Dusik — 2 044 mW-cih 570 + 110 1580 + 150

4.2 Méreni teploty pomoci term@lanku

Cilem tohoto miteni bylo zjiS¢éni teplotnich poréra v pouzitém DBD. Teplotasobici
mezi elektrodami byla pro#hena pomoci termitédnku. Z technickych wvoda nebylo vsak
mozné ndiit teplotu Fimo @i zapnutém vyboji. Zrifené hodnoty tak odpovidaji teplotam
pied zapnutim (teplota 1) a bezpiesirt po vypnuti budiciho zdroje (teplota 2). Vysledky
jsou gehledr uvedeny v tabulceé. 5 a 6.

Pti uziti suchého vzduchu jako pracovniho plynu dacthem 30 s k ofevu o 6-13 °C.
Pfi chladnuti dochazi v prostoru mezi elektrodamioklpsu teploty o 1-6 °C. Vzorky
opracovavané po nejkratsi dobu byly vystaveny tepl@2-38 °C, zatimco ip
180 s dosahovaly hodnot 49-61°Gi. iejvySSim expoznim ¢ase byly nar&eny teploty 56—
66 °C.

Ve vlhkém vzduchu dochazi po 30 s keku o 6-16 °C. # chladnuti se teplota sniZuje o
2—7 °C. Na vzorky opracovavané po dobu 3@sopila teplota 36—42 °C, 180 s expozice
vedla k vystaveni vzotkteplotam 54-65 °C. #nejdelSim jsobeni plazmatu (240 s) byla
zjisténa teplota 63—74 °C.

48



V suchém vzduchu dochéazi k menSimiea nez ve vihkém vzduchu.

Tabulka €. 5: Teploty mezi elektrodamiipryboji generovaném v suchém a vihkém vzduchu

Cislo 5 Suchy vzduch Vihky vzduch
mereni | €28 (Sl | Teplotal | Teplota2 | Teplotal | Teplota 2
[°C] [°C] [°C] [°C]
1 30 31,7 38,1 35,7 41,9
2 60 36,9 45,6 40,1 48,8
3 120 41,7 54,6 44,2 60,6
4 180 48,6 60,5 54,1 65,4
5 240 55,8 66,0 63,2 73,8

Z naméienych hodnot je patrné, Zeigouziti dusiku jako pracovniho plynu dochazi
béhem 30 s k ofevu o 8-12 °C. # chladnuti se prostor mezi elektrodami ochladi@a&-
8 °C. Vzorky opracovavané 30 s byly vystaveny t&pla5-36 °C, zatimco ip delSim
pusobeni plazmatu n&apl80 s fdsobi na vzorky jiz teplota 48-58 °C.

P pouziti argonu dochaziéhem 30 s k olevu 0 7-8 °C. R chladnuti se prostor mezi
elektrodami ochladi asi o 4—6 °C. Vzorky opracova/a&0 s byly vystaveny teptot28—
36 °C, i 180 s fisobila na vzorky teplota 42—49 °C.

V argonu dochazi k menSimuieliu nez v dusiku (viz. tabulka6), to Ize také podyit
vysledky rot&nich teplot. Z dvodu WtSiho nahstu teploty u dusiku byly pouZzity tyto
hodnoty pro dalSi gteni (viz. kapitola 4.4).

Tabulka ¢. 6: Teploty misobici mezi elektrodamFipvyboji generovaném v argonu a dusiku

- Argon Dusik
Cislo x
méreni Cas[s] | Teplotal | Teplota2 | Teplota 1 Teplota 2
[°C] [°C] [°C] [°C]
1 30 28,1 36,2 25,3 35,9
2 60 32,2 39,8 33,5 44,1
3 90 36,1 44.4 38,4 48,5
4 120 38,9 46,0 41,6 53,8
5 150 40,7 47,8 45,8 53,7
6 180 42,3 49,0 47,8 57,7

Srovnanim vysledk nangienych za pouziti jednotlivych pracovnich piytylo zjiS&no,
Ze knejvyssSimu devu dochazi u vlhkého vzduchu, nasleduje suchy clzda dusik.
NejnizSiho okevu bylo dosazeno u argonu. U tohoto plynu doclhéhem 30 s k ofevu
maximalré o 8 °C, zatimco u vihkého vzduchuibe vzhst teplota az o 16°C, u suchého
vzduchu o 13°C a u dusiku o 12 °Gi P80 s expozici byla u vlhkého vzduchu ngena
teplota, kterd dosahovala az 65 °C, coz byla taptoi6 °C vySSi nez u argonu, o 7 °C vyssi
nez u dusiku a o 4 °C vySSi nez u suchého vzduchu.
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4.3 VIliv UV zareni a teploty

V piedeslé pracid] byl studovan vliv teploty a UV zéni na celkovy sterilizai (Cinek
dielektrického bariérového vyboje. DBD byl buzerargonu (2 563 mWm™) a dusiku
(2 044 mWem®). Nejwtsiho sterilizaniho &inku bylo dosaZeno u plazmatu. Co seety
pracovnich plyd, vyssi inaktivani (inek vykazoval argon. Na tyto vysledky jsme naviazal
v diplomové praci réfenim ve vzduchu (suchy/vlhky). Vysledky ziskan& méreni
v predeslé praci byly srovnany s rioxiskanymi daty, proto jsou zde uvedeny.

4.3.1 Vliv UV zareni

Vliv UV zafeni a teploty (tu nelze ve vyboji eliminovat) bylidovan v plazmatu pomoci
kiemenného skla proposgtiho toto z&eni. Nebylo mozno pouzit obgjné sklo, jelikoz
pohlcuje jen UV z#eni o vinové délce pod 320 nm, na rozdil od toliemenné sklo
propousti celou kratkovinnou oblast UV. Uziti UMtrfii popsali ve svych studiich mnozi
autai, nag. Trompeter, Brandenburg, Sa#9| 68, 69.

Opracovani vzonk probihalo obdobnym Zgobem a za stejnych experimentalnich
podminek jako  opracovavani plazmatem, jen s tim rozdilem, &eopracovani bylaast
vzorki zakryta kemennym sklem a&ast ponechana vain Vzorky zakryté kemennym
sklickem tak byly uSéeny pisobeni aktivnicktastic, podléhaly jen dinkim UV z&eni a
teploty, kterou nelze nikdy zcela eliminovat.

Na obrazku¢. 13 je zndzorno srovnani &inka plazmatu a UV Z&ni v kombinaci
steplotou @ vyboji generovaném vargonu (2563 mani®). Zgrafu je patrné, Ze
dielektricky bariérovy vyboj pronikajicitps kemenné skéko mgl mnohem nizsi sterilizani
ucinek nez vyboj psobici pimo na vzorek, jelikoZz na vzorky bez skid pisobily kromg UV
z&eni a teploty i aktivnéastice. B pifimé expozici plazmatu bylo dosazeno redukdédi
jiz za 40 s, zatimco za stejnou dobu byitogiisobeni UV a teploty dosazeno redukce jen o 1
fad. Po 180 s opracovavani pod sklem jsme se @imflpracovali k redukci o necel&ady.

—a— UV + teplota

"\- —e— Plazma
‘\\./.\. .

—p \\\.

10° \
u

CFU/mI
2

0 50 100 150 200
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Obrazek ¢. 13: Srovnani sterilizénich &inki plazmatu a UV z&@ni v kombinaci s teplotou
pri vyboji generovaném v argonu (2 563 mW3gm
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Obrazek ¢. 14 je grafickym srovnanim steril@aich &inka plazmatu a UV zé@ni
v kombinaci s teplotou ip vyboji generovaném v dusiku (2 044 mW:Ym Shodw jako
v piipadt argonu bylo prokazano, ze vySSi steritidialinek vykazuje plazmovy vyboj.iP
piimé expozici plazmatu bylo dosazeno redukc&di za 120 s, zatimco za stejnou dobu
bylo pri pusobeni UV a teploty dosazeno redukce asii@d. Po 180 s opracovavani pod
sklem bylo dosazeno redukce mikroorganism®iady.
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Obrazek €. 14: Srovnani sterilizénich &inksi plazmatu a UV z&@ni v kombinaci s teplotou
pri vyboji generovaném v dusiku (2 044 m\WAem

Jednim z dvoda nizkého dinku UV z&eni na spory plishAspergillus niger je jeho
vysoké odolnost &i UV, diky jehocéerné pigmentaci. Mikroorganismy se vzajenamané
liSi svou odolnosti kdinkaim UV switla, proto by bylo vhodné vyzkouSet tento vliv i na
dalSich mikroorganismech, které vykazuji nizsi adet va¢i UV zéreni.

Pt srovnani vysledk (obrazeke. 13 a 14) ziskanychripstejnych podminkach v argonu a
dusiku byl vysSi sterilizeni (€inek pozorovan v argonu.tiPpiimé expozici plazmatu
s argonem, jako pracovnim plynem, bylo dosazenakas 7radi jiz za 40 s, zatimco
s dusikem bylo této redukce dosazeno az za 12@ ubBobeni UV z#eni v kombinaci
s teplotou dosloip 180 s k redukci 0 2ady u obou pracovnich plyn

Z vysledki vyplyva, ze UV z#eni a teplota se na procesu inaktivace podili @miv
malou ngrou. Ke stejnym vysledkn dosgli také nap. Laroussi, Leipold nebo Den,[6,
57]. Vétsi efektivity sterilizace bylo dosazen#éimpo v plazmatu, kde naviaipobi reaktivni
castice. Ty by tedy mohly byt hlavnim mechanismendilegicim se na inaktivaci
mikroorganisni. Reaktivni ¢astice se adsorbuji na povrch mikroorgariisan dochazi
k leptani povrchu. Leptani bylo zkoumano pomochskaci elektronové mikroskopie. Volné
radikaly obsahujici kyslik Zgobuji oxidaci bu&nych casti jako je cytoplazmaticka
membrana, proteiny a DNA[39].
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4.3.2 Vliv teploty

Separace inaktivaiho vlivu teploty od vlivu ostatnich agens bylosddeno simulaci
podminek vyboje v termostatu.

Jelikoz v argonu dochazi k menSimurehu nez v dusiku (viz. tabulka 7), coz Ize také
podpdit vysledky rot&nich teplot (bylo zji&no, Ze v pipadt argonu jako pracovniho plynu
Ize vliv teploty, vzhledem Kk jeji nizké hod&pha inaktivaci mikroorganisinzanedbat), byly
v tomto n¥feni pouZzity teploty nadtené mezi elektrodamifippouZziti dusiku jako pracovniho

plynu.

Pro gipravu vzork byl pouzit stejny postupifpravy jako u vzork opracovavanych
v plazmatu. Vzorky byly umishy v termostatu, kde byly vystaveny tegloktera byla
namérena mezi elektrodami DBD¥ippouZiti dusiku jako pracovniho plynu. d&beini teplota
byla nastavena na 36 °C. Po 30 s byla z termostd¢brana prvni Petriho miska se vzorky.
Ostatni Petriho misky se vzorky byly odebrany pmi@utach. Po odebrani vzdrkoyla
nantiena teplota 32 °C (teplota se snizila po tgevtermostatu). Poté byl termostat nastaven
na teplotu 44 °C. Po dosaZeni této teploty bylyrkyeloZeny zgt do termostatu. Postup byl
stale stejny. Posledni vzorek byl vystaven tepl68 °C. Takto ziskané vysledky byly
srovnany s vysledky dosazenyniii piimé expozici plazmatem.

Tabulka €. 7: Teploty shodné s teplotami n&mnymi ve vyboji generovaném v dusiku a
teploty ziskané /i méreni v termostatu. Teplota 1 — teplota nastavenateranostatu,
Teplota 2 — teplota ziskana vzdeg@ nastavenim dalSi teploty naf®né mezi elektrodami

Cislo méfeni Cas [s] Teplota 1 [°C] Teplota 2 [°C]
1 30 36 32
2 60 44 40
3 90 49 42
4 120 53 46
5 150 54 48
6 180 58 —

Na obrazkuc¢. 15 je znazormo srovnani sterilizaich (&inkd plazmatu, UV zéeni
v kombinaci s teplotou (nelze ji eliminovat) a &yl samotné. Z grafu je patrné, Ze r&jho
sterilizatniho &inku bylo dosazeno u plazmatu, jeliko# plazmovém vyboji fisobi na
mikroorganismy krord UV z&eni a teploty i aktivntastice. Naopak nejmensi steriina
acinek, ne-li téndit Zadny, byl pozorovanipteplotni inaktivaci. CoZz mohlo byt apobeno
tim, Ze Aspergillus nigerje schopen i@zit teploty 45-47 °C1P]. | kdyz byly tyto teploty
piekrateny, byla doba vystaveni mikroorganismtinkim vysSich teplot natolik kratka, ze
nentla zadny vliv na inaktivaci. &n¢ je horkovzdusSna sterilizace provaad i teplotach
160-180 °C wasovém rozmezi 30 az 120 min. V tomidppd byl tedy vliv teploty zcela
zanedbatelny.iPpiimé expozici plazmatu bylo dosazeno redukéadi za 120 s, zatimco za
stejnou dobu bylo i pasobeni UV a teploty dosaZzeno redukce i@d, vlivem teploty bylo
dosazeno redukce jen o ikémez 1/2radu. Ri pusobeni UV v kombinaci s teplotou bylo po
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180 s dosazeno redukce d@aly, i pusobeni jen samotné teploty bylo dosazeno redukce o
1/2tadu.
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Obrazek ¢. 15: Srovnani sterilizénich &inki plazmatu, UV z&ni v kombinaci s teplotou
a teploty (vyboj generovan v dusiku; 2 044 m\W)cm

4.4 Opracovani ve vzduchu

Vzorky spor plist Aspergillus nigeryly vystaveny ginkam pasobeni vyboje buzeného
ve vzduchu. Byly pouZityit hustoty plazmového vykonu 2 160 moh®, 2 279 mWem® a
2 760 mWem®. Vzorky byly opracovavany sasech od 0 do 240 s.

Z obrazku¢. 16, na 8mzZ jsou zobrazeny inaktigai kiivky v zavislosti nacase a na
velikosti hustoty plazmového vykonu, je patrny @kytCFU vcase. Patrny je row vliv
hustoty plazmového vykonu na efektivitu steriliza&® pouziti nejnizsi hustoty vykonu
2 160 mWem™ bylo dosaZeno redukce fadi za 180 s. Za 180 s bylo dosaZeno sterility také
u vykonu 2279 mWem?. Zhlediska efektivity je nejvhodji hustota vykonu
2 760 mWem®, pii niz byly v8echny mikroorganismy usmrceny za 12@a stejnou dobu
bylo u vykorii 2 160 mWemi® a 2 279 mWem’® dosaZeno redukce jen o 2&lu, avsak po
dalSich 60 s expozice jiz doslo, &chto dvou vykof, k redukci o 4,5adu. Civodem vySSi
acinnosti sterilizace  pouziti vysSiho plazmového vykonuige byt vznik ¥tSiho mnozstvi
aktivnich¢astic, které maji hlavni podil na procesu inakté/a@orovnanim emisnich spekter,
namérenych ve vyboji s vy$Sim a niz§im plazmovym vykonédayly u vysSiho vykonu
Zjistény vyssi intenzity emisnictar.
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Obrazek €. 16: Inaktivacni kfivka v zavislosti n@&ase a pouzité hustoplazmového vykonu
pro suchy vzduch

V prvni fazi steriliz&éniho procesu je get zivotaschopnych mikroorganismedukovan
pomaleji, coz je pravghodobré zpisobeno vlivem stini, které vznika bdito existenci vice
vrstev burk a aglomerdi nebo vlastnostmi materialu. Efekt tiih vede ke sniZzeni penetrace
aktivnich¢astic k bugénym ¢astem, mikroorganismy tak maji zvySenou ochrangoa jici
acinkam plazmatu odokjSi. Ve svych pracich se efektem s&tinzabyvali napp Heise a
Schneider %0, 7Q. V naSem pipads byl efekt stigni zpisoben uz  samotném nanaSeni
spor, kdy byly spory na material naneseny pipet pbr. 8). Toto bodové naneseni nevede
ke vzniku homogenni vrstvy bék, ale aglomerat které vykazuji vySSi odolnostidi
steriliza&nimu zasahu. Efekt stini byl jeSt zintenzivién pouzitim papiru jako nosného
media, v jehoZ porech dochézelo k zadrZzovani sgeré byly takto uchrémy pred vlivem
plazmatu.

Hlavni roli pri inaktivaci mikroorganismu pomoci DBD buzenéhoweeuchu hraji aktivni
castice. Pomoci OES byla stanovei#agmnost volnych radikélkysliku a dusiku (O, H. |
kdyZz nebyla ve spektru vzduchu, vlivem velkého Sumaznamenana Zadna emise NO-
systému, neni zcela vyléen ani vliv UV zdéeni. Navic zde five dochazet ke snizeni
intenzity tohoto systému diky tvarts, ktery mize absorbovat #éni @i této vinové délce.
K tomuto za¥ru dosgl Heise ve své pracbp]. Heise zkoumal sterilizai &inky plazmatu,
generovaného ve vzduchu, argonu a dusiku, na dpq@i&re Aspergillus nigera bakterii
Bacillus subtilis U spor plisa Aspergillus nigerdosahl ve vzduchu¢hem 24 s redukce
4fady, u roduBacillus subtilisdoSlo za tent@as ke snizeni mikroorganisnjen o 1rad.

S pouzitim vzduchu jako pracovniho plynu se mu dejfilo dosahnout sterility ani u jednoho
typu mikroorganismu H0]. Sterilizaci mikroorganisin za pouZziti vzduchu jako nosného
plynu se zabyvali také Choi a Efremov, oba potvrddbré inaktivéni vlastnosti tohoto

plynu [51, 71.
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4.5 Vliv vihkosti

Pri studiu vlivu vihkosti byly vzorky opracovavany DBD generovaném ve vihkém
vzduchu. VIhky vzduch je s&8 suchého vzduchu acittho mnoZstvi vody ve forénsytéci
piehraté vodni pary. V naSem experimentu byl vihky vidatskan pomoci promyvaci lahve
naplréné vodou, pes kterou plyn proudil do DBD reaktoru. Z technickydivodi nebylo
mozné znifit stuper vihkosti pouzitého plynu. Dle tabulkovych hodnod rhkost i teplog
25 °C (laboratorni teplota) hodnotu 23;tmy°> [72]. Vlhkost je z&visla na teplat Teploty
pusobici mezi elektrodami DBD buzeného ve vihkém webdubyly prondieny pomoci
termalanku (viz. kapitola 4.2). Ve vlhkém vzduchu doodldz k wtSimu oltevu nez u
suchého vzduchu (tabulkab).

Obrézeke. 17 srovnava sterilizai (Cinky vihkého a suchého vzduchu. Pro lepSi srovnéni
byly pouzity blizké hodnoty plazmovych vykibonJe evidentni, Zze vihky vzduch ma vysoké
inaktivani G&inky i pro nizsi hustoty vykonu.iPvykonu 2 326 mW-ci do$lo ke sniZeni
mikrobialni kontaminace o fadi za 60 s. Suchy vzduchriphustot plazmového vykonu
2 279 mW-crit dosahuje za tentdas redukce 2adi, k Gplné sterilizaci dochazi po 180 s.
Pokud dojde v fipact suchého vzduchu ke zvySeni hustoty vykonu, vylazwgn silrgjSi
inaktivasni Ginky. Fii husto vykonu 2 760 mW-cidojde k redukci o Tadi v ¢ase 120 s.

U vihkého vzduchu a hustotykonu 2 850 mW-cif bylo sterility dosaZeno, sho#lijako
v pripac nizSiho vykonu, za 60 s. U vihkého vzduchu nehvgjeon Zadnou roli, asgiodle
nami dosazenych vysletlk
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Obrézek & 17: Srovnani sterilizanich @inki vlhkého vzduchu (2 326 mW:Em
2 850 mW-cif) a suchého vzduchu (2 279 mW>3cth 760 mW-cif)

VySsiho sterilizaniho &inku bylo dosazeno u vlihkého vzduchu. Pomoci optieknisni
spektroskopie byla zji&ha gitomnost druhého pozitivniho systému dusiku (pas R)
v oblasti 297 nm, ktery nebyl fip analyze suchého vzduchu nalezen. Také intenzity
jednotlivych druli pozitivniho systému dusiku byly mnohem vysSi nesuichého vzduchu.
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Diky pritomné vihkosti byl posilencinek aktivnichéastic. NejvysSi sterilizai (&inek je
obecr prisuzovan OH-systému (309 nm), nicriénnaSem fipads k zadné emisi v této
oblasti nedochazelo, OH-systém nebyl identifikov&®e stejnému vysledku ip analyze
spekter dosp také Kikuchi, ktery rovdZz prokazal u vlhkého vzduchu vyssi intenzity
druhého pozitivniho systéemu dusiku @&lkéaval gitomnost OH-systému, ale pomoci OES se
mu zadnou emisi nepofil® zaznamenat73]. Kikuchi studoval sterilizéni (&inek DBD na
mikroorganismuBacillus atrophaeuspti generaci ve vzduchu oizném stupni vihkosti.
Zjistil, ze i malé zvySeni vlhkosti ma dramatickyivwna &innost sterilizace, jelikoz
S rostoucim stupgm vihkosti roste i inaktivéni inek aktivniche¢astic [73).

Obrazky¢. 18 a 19 slouzi k porovnanigzivSich koloniiAspergillus niger které byly
vystaveny gsobeni DBD buzeného v suchém a vihkém vzduchu pa 8040, 60 a 120 s.

Obrazek €. 18: Porovnani pezivSich kolonii Aspergillus nigercasech (vyboj generovan
v suchém vzduchu, 2 760 mW3nmA) 0 s, nepditatelné mnozstvi CFU; B) 40 s, 67 CFU;
C)60s, 11 CFU; D) 120 s, 0 CFU
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Obrazek €. 19: Porovnani pezivsich kolonii Aspergillus nigercasech (vyboj generovan ve
vihkém vzduchu, 2 850 mW=mA) 0's, nepdtatelné mnoZstvi CFU; B) 40's, 71 CFU;
C)60s,0CFU; D) 120s, 0 CFU

4.6 Srovnani pracovnich plyni

s vt

V predchozi praci §] byly zkoumany sterilizéni &inky vyboje buzeného v argonu a
dusiku. Tato diplomova prace n&egeslou praci navazujeé&enim ve vzduchu. Srovnani
dosazenych vysledkpro jednotlivé pracovni plyny je zobrazeno na akuit. 20. AZ na
zvoleny pracovni plyn byly vzorky opracovavany zejrsych experimentalnich podminek.
VSechny vzorky byly opracovavanycasech 5, 10, 20, 40, 60, 120 a 180 s, jetiipagt
vzduchu se expoaii ¢as zvysil jedt o dalSich 60 s. Vzdalenost mezi elektrodami byhan3,
vloZzené nagti 70 V, prav pii pouziti tohoto nagti bylo v predeslych mirenich s argonem a
dusikem dosahovano nejlepSich sterdidah &inka (viz. [8, 67). Aby byly vysledky
srovnatelné, bylo toto na&p pouzito i v gipad vzduchu. Pouzité hustoty vykbdrbyly
2 279 mW-cri (pro suchy vzduch), 2 326 mW-én(pro vihky vzduch), 2 563 mW-cin
(pro argon) a 2 044 mW.- ¢i(pro dusik).

Z grafu je patrné, Ze najisiho inaktivéniho &inku bylo dosazenoippouziti argonu jako
pracovniho plynu, kdy doslo k aplné sterilizaci fa 40 s. V tomtatase bylo u vihkého
vzduchu dosazeno redukce pouze ofddh, u dusiku se pg®t mikroorganism snizil o
2tady a v pipact suchého vzduchu byla zaznamenéna redukceéad.1U vihkého vzduchu
doSlo k inaktivaci o Fadi za 60s. V fipact dusiku bylo dosaZzeno sterility po 120 s.
U suchého vzduchu byl zaznamenan nejnizsi stefiliz&inek, inaktivace o Fadi bylo
dosazeno az po 180 s. Jak jiz bylo zZninv kapitole 4.3. Heise semnoval steriliz&nim
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Gcinkam plazmatu buzeného v argonu, dusiku a vzdubbBl Posahoval iiznych vysledk
pro rizné mikroorganismy. iPinaktivaci bakterieBacillus subtilisklesal sterilizani &inek

v fadt argon, dusik a vzduch, k Gplné sterilizaci tohwi&roorganismu nedoSlo v uvedeném
experimentu nikdy. V ifipadt spor plisg Aspergillus nigerbyl nejlepSisterilizaini &inek
zaznamendn v argonu, kdy doSlo k Uplné inaktivakraorganisni, poté nasledoval dusik a
vzduch. Autor také uvadi, Ze vihky vzduch by molit l@psi inaktivéni (¢inky nez vzduch
suchy pQ]. Zatimco u nasievladaji aktivnicastice, Heise prokazal ve svém vyboji vyrazny
vliv UV zageni.
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Obrézek &. 20: Srovnani sterilizenich Ginki vihkého vzduchu (2 326 mW:-8msuchého
vzduchu (2 279 mW-éty argonu (2 563 mW-cipa dusiku (2 044 mW-&n

To Ze argon dosahuje lepSich steritriah (Einka nez vzduch a dusik bylo vy&leno i
pomoci vysledik ziskanych fi OES. Na inaktivaci v argonu se podilelyegevsim OH
radikaly. Ve spektru argonu byly identifikovanyrgl emise kolem 308 nm. OH-systém byl
identifikovan také ve spektru dusiku, jeho intemzi§ak nebyla tak velka. \Fipac vihkého
a suchého vzduchu nebyl&itpomnost OH radikdl zjiSttna, byly zde ale identifikovany
radikaly atomérniho kysliku, které hraji pnaktivaci rovreéz velkou roli, stej tak vznikajici
Os.

Zajimava je podobnost inaktiéaich kivek suchého vzduchu s dusikem a vihkého
vzduchu s argonem. Podobnosivek by mohla ukazovat na podobné procesy prolbhaji
béhem sterilizace. Ve spektru dusiku byla objevenasempasu NO, kter4 poukazuje na
piitomnost UVC zEeni, avSak konkrétni &eni ukazaly, Ze je vliv UV zéni na inaktivaci
velmi maly. Resto vSak nizeme pedpokladat, Ze v dusiku ma na inaktivaci vligasti i UV
z&eni. | kdyz v suchém vzduchu nebyly emise systérauidentifikovany, coz mohlo byt
zpisobeno vzniklym Sumem, e hrat i v pipadt suchého vzduchuipinaktivaci mensi roli
UV zé&eni. U vlhkého vzduchu stgjrtak jako u argonu maji na inaktivaci vlivgaevsim
aktivni ¢astice.
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4.7 SEM

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla stada mira poSkozeni modelového
mikroorganismu Aspergillus niger vystaveného jsobeni DBD a &inek plazmatu na
strukturu nosného materialu.

Pri studiu vlivu plazmatu na sporispergillus nigerbyl pouzit vzorek, ktery ginkam
plazmatu vystaven nebyl, obsahoval tedy nepoSkoseonéy. Druhy vzorek byl vystaven
acinkam plazmatu po dobu 180 s, tedy po dobu, kdy jizy by§echny mikroorganismy
inaktivovany, spory tedy byly vlivem¢inki plazmatu poskozeny. Nosnym materialem byl
papir Whatman No. 1 a PET. Vyboj byl buzen v suclérthkém vzduchu.

Obrazeke. 21 srovnava spory plisnkteré nebyly vystavenyinkim plazmatu se sporami
vystavenymi fisobeni DBD po dobu 180 s, jako nosny material $lquapir. Spora, jez
nebyla @inkam plazmatu vystavena, byla pokryta bratigwni konidiemi. Po vystaveni
spory &inkaim DBD byly tyto brada#ité vystupky odstramy, dale byly na buftné séné
patrné nerovnosti a vypoukliny. Toto ovSem neodgawysledku, ktery byl @ekavan na
zaklad studii jinych autar. Na snimcich, které ve své praci ijail nag. Raballand je
poSkozeni buktné stny plisre Aspergillus nigervice patrné 74]. To vSak niize byt
vykazuje tSi inaktiv&ni inek, dalSim z dvodi muze byt pouZiti plastového nosného
média (absence ochranného efektu) nebo vysSihozgjgwo casu (60 min) a také to, Ze
autor pracuje s nizkotlakym vybojemii Bpracovavani spor na papiru nebylo pozorovano
protrzeni buacné stny, je tedy mozné, Ze poérovitost papiriz@ Vic¢i mikroorganisnim
vykazovat ochranny efekt. Mikroorganismusiza byt vlivem porovitosti papiru zachycen
uvnité materialu,¢imz dochazi k omezeni kontaktu spor s plazmatemslegtigemcehoz je
nizsi &inek plazmovée sterilizace.

Obrazek ¢. 21: Spory Aspergillus niger: A) /pd vystavenim dnkim DBD, B) po
180 s gisobeni vyboje generovaného v suchém vzduchu; nuseyial papir Whatman No. 1

Obrazeke. 22 srovnava spory plisnkterd nebyla vystavenaigkim plazmatu se sporou
vystavenou fisobeni DBD po dobu 180 s, v tomttigact jako nosny material slouzil PET.
Po vystaveni spory éinkim DBD bylo u rkterych bugk rovnéz patrné odstrami
bradavitych vystupki, u dalSich buwk uz vSak bylo patrné i narusSeni ktné stny. Diky
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hladkému celistvému povrchu PET neni mikroorgafimmumozrno schovat se ipd
puasobenim vyboje.

Obrazek ¢. 22: Spory Aspergillus niger: A) /pd vystavenim dinkem DBD, B) po
180 s @isobeni vyboje generovaného v suchém vzduchu; moatsgrial PET; bila Sipka —
buika bez konidii¢erna Sipka — protrzeni lalty

Snimky SEM jsou tkazem poskozeni b&tné sény plisre Aspergillus niger které je
pusobeni je leptani betné stny mikroorganismu. Rozdil mezi poskozenim
mikroorganismu, zjfisobeném $ opracovavani ve vyboji buzeném v suchém vzduclpi a
pouziti vyboje buzeného ve vihkém vzduchu, nebylnamenan. V oboutfpadech bylo
poskozeni butk srovnatelné.

Pri studiu vlivu DBD na nosny material byla analyzoaastruktura filtraniho papiru
Whatman No. 1 a polymeru (PET), na kterych bylyasamy vzorky (viz. obr. 23 a 24). U
papiru, jenz nebyl vystaverigobeni DBD, jsou ve struktel patrna hladka vlakna celul6zy.
Pri sledovéani struktury papiru, ktery byl podrobeiinkim plazmatu po dobu 180 s, nejsou
na vlaknech patrny zadné #ny. Plazma evidentn nijak nenaruSuje strukturu papiru.
K tomuto vysledku dosfhi také Laguardia a Vohrer, Kiese zabyvaji potencialnim vyuzitim
plazmové sterilizaceipp&i o archivalie [5, 74.

Obrazek ¢. 23: Struktura papiru: A) ped pisobenim DBD, B) po vystavenéinkim
plazmatu buzeného v suchém vzduchu po dobu 180 s
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Obréazek ¢. 23 doklada, Ze Usobeni vyboje buzeného v suchém vzduchu v naSem
experimentu nema na strukturu papiru Zadné destnilkéicinky. To Ze nema isobeni
plazmatu na vlastnosti papiru zadny vliv, bychorakvéohli s jistotoutict az po provedeni
dalSich test (testy mechanickych a optickych vlastnosti papieu)vystaveni papiru
podminkdm urélého starnuti.

Z obrazkwé. 24 je patrné, ze polymer, ktery nebyl vystaveéimkiim plazmatu, i hladky
celistvy povrch. U polymeru, ktery byl po dobu 180pracovavan v DBD, byla na povrchu
viditelna gitomnost drobnych idkt. Gadri piSe ve své praci, Ze DBDibe na povrchu
polymefi zpisobovat tzv. dlkovou korozi [f7]. Tato koroze byla prokédzana i v naSem
piipack.

U vzorki polymeru opracovavanych v DBD buzeném v suchénuetzd bylo sledovano
stejné poskozeni nosného média jako u Mzgpkdrobenych {sobeni DBD, ktery byl
generovan ve vzduchu vihkém. Yipadt poSkozeni nosného materialu (PET) plazmatem,
tedy nehrala vlhkost Zzadnou roli.

Obrazek ¢. 24: Struktura PET folie: A) fed pisobenim DBD, B) po vystavendinkim
plazmatu buzeného v suchém vzduchu po dobu 180 s
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo studium vlivu vihkosta rcelkovy sterilizani (&inek
dielektrického bariérového vyboje. Byly studovangréizacni (¢inky DBD na modelovém
mikroorganismu fi generaci v plynech bezipmnosti vihkosti (suchy vzduch, argon, dusik)
a s itomnosti vihkosti (vlhky vzduch). Zvolenym modejon mikroorganismem byly spory
plisné Aspergillus niger Tento mikroorganismus vykazuje zvySenou odolnagti UV
z&eni, které je jednou ze slozek inaktimého procesu. DalSimi slozkami jsou akti¢astice
a teplota. Studium inakti¢aich (&inka teploty a UV zé&eni bylo provedeno pomoci vyboje
buzeného v argonu a dusiku.

Teoreticka ¢ast je ¥novana rozboru standardnich steritizigh postufh, plazmoveé
sterilizaci a plazmatu. Dale je zde popsan prirtglektrického bariérového vyboje a jeho
vyuziti pii sterilizaci mikroorganisiin RovréZz jsou zde popsany analytické metody
pouzivané k vyhodnoceni experiminttedy optickd emisni spektroskopie a skenovaci
elektronova mikroskopie.

Experimentalni ¢ast popisuje experimentalni izzeni, veSkeré nami pouzivané
mikrobiologické postupy a postupi ppracovavani vzoik

V této praci byl pro opracovani vzdrkpouzit dielektricky bariérovy vyboj pracujici za
atmosférického tlaku. Vyboj byl generovan v such@mlhkém vzduchu. Hustota vykonu
dodavaného do plazmatu byla 2 160 re¥iv®, 2 279 mWem® a 2 760 mwem® pro suchy
vzduch a 2 326 m¢m® a 2 850 m\Wwem™ pro vihky vzduch. Nosnym materidlem byl papir
typu Whatman No. 1. Kazda série vzibitkyla opracovavana vzdydasech od 5 do 240 siiP
hustoty vykonu 2 160 mWm?® bylo dosaZeno redukce FAdi za 180s. Za 180 s bylo
dosaZeno sterility také u vykonu 2 279 nowi®. Z hlediska efektivity je nejvhodj$i hustota
vykonu 2 760 m\Wem’®, pii niz byly v&echny mikroorganismy usmrceny za 12Bastejnou
dobu bylo u vykof 2 160 mWcm*> a 2 279 m\Wem® dosaZeno redukce jen o 24slu.

Pri studii vlivu vihkosti byly vzorky opracovavany BD generovaném ve vihkém
vzduchu VIhky vzduch byl ziskdn pomoci promyvativid naplgné vodou, fes kterou plyn
proudil do DBD reaktoru. #® srovnani sterilizénich &inka vihkého a suchého vzduchu bylo
evidentni, Ze vihky vzduch m& vysoké inaktina (€inky i pro niz8i hustoty vykonu.iP
vykonu 2 326 mW-cil doslo ke sniZeni ptu sporAspergillu nigero 7fadi za 60 s. Suchy
vzduch pi hustot plazmového vykonu 2 279 mW-chdosahuje za tenitas redukce Adi,

k Uplné sterilizaci dochazi po 180 s. ¥gadt suchého vzduchu a vysSi hustoty vykonu
2 760 mW-crit dojde k redukci o 7Adi v ¢ase 120 s. U vlhkého vzduchu a hustogkonu

2 850 mW-crit bylo sterility dosaZeno, shodliako v fpads nizsiho vykonu, za 60 s. Dle
nasich vysledk byl vysSi sterilizani (€inek prokazéan u vihkého vzduchu.

V piedchozi pracig] byl studovan vliv teploty a UV zéni na celkovy sterilizai inek
dielektrického bariérového vyboje. DBD byl buzerargonu (2 563 m\Wm?) a dusiku
(2 044 mWem®). Nejwtsiho sterilizaniho @&inku bylo dosaZeno u plazmatu, jeliko#i p
plazmovém vyboji psobi na mikroorganismy krammUV z&eni a teploty i aktivntéstice.
Naopak nejmensi sterilizai Cinek, ne-li téngt Zadny, byl pozorovanipteplotni inaktivaci.
Co se tye pracovnich plyin, vySSi inaktivéni (€inek vykazoval argon. Na tyto vysledky
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jsme navazali v diplomové praciébenim ve vzduchu (suchy/vlihky). Srovnanim dosazenych
vysledki pro jednotlivé pracovni plyny bylo zj&to, Ze nej¥tSiho inaktiv&niho (Einku bylo
dosazeno ifp pouziti argonu, kdy doSlo k Uplné sterilizaci ja 40 s. V tomt@&ase bylo u
vihkého vzduchu dosazeno redukce pouze orddh u dusiku se pt mikroorganism
snizil o 2rady a v pipadt suchého vzduchu byla zaznamenéna redukcéad.1U vihkého
vzduchu doslo k inaktivaci o fadi za 60 s. V fipact dusiku bylo dosazeno sterility po
120 s. U suchého vzduchu byl zaznamenan nejniédlizcni (inek, Uplné sterility bylo
dosazeno az po 180 s.

Pro lepSi pochopeniéph probihajicich ve vyboji byla provedena diagnosikazmatu s
pouzitim optické emisni spektroskopie. Pomoci OKla e vzduchu stanovendifpmnost
volnych radikah kysliku a dusiku (O, M. Ackoliv byla predpokladéana i ifitomnost OH-
systému a N@systému, nepodido se je detekovat. Ve spektru argonu byly idékawany
radikaly dusiku, kysliku a OH-systém. OH-systénadikaly dusiku byly identifikovany také
ve spektru dusiku, kde se navic nachazesry UV oblasti (200-300 nm).

Pomoci termd&ldnku byly zjiSény teplotnich porry v pouzitém DBD. Srovnanim
vysledki, nangfenych za pouziti jednotlivych pracovnich pilynbylo zjiS€no, ze
k nejvy$Simu ofevu dochazi u vlhkého vzduchu, nasleduje suchyalzdudusik. Nejnizsiho
ohtevu bylo dosazeno u argonu.

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byl slédowliv pisobeni plazmatu na
burgé¢nou stnu sporAspergillus nigeri na nosny material (papir, PET). Byly srovnany
vzorky, které nebyly vystavenycimkam plazmatu a vzorky opracovavané DBD vybojem
(generace v suchém i vihkém vzduchu) po dobu 18hsnky SEM jsou tkazem poSkozeni
burg¢né stény plisre Aspergillus niger které je zafi¢inéno pisobenim reaktivnicktastic
generovanych v plazmatutiBtudiu vlivu DBD na nosny material byla analyzoaéstruktura
filtraéniho papiru Whatman No. 1 a polymeru (PET), naykterbyly naneseny vzorky.
V piipact papiru nebyly po expozici plazmatem zaznamenamyn&azngny. Plazma
evidentrg nijak nenaruSuje strukturu papiru. To Ze nenidaopeni plazmatu na vlastnosti
papiru zadny vliv, bychom vSak mohli s jistotidct az po provedeni dalSich tiest vystaveni
papiru podminkam u#&eého starnuti. U polymeru, ktery byl po dobu 18fpsacovavan v
DBD, byla na povrchu zaznamenana tzilkdva koroze.

Z vysledki je patrné, Ze plazmovéa sterilizace za atmosfénickélaku je @innou
alternativou pro sterilizacidginych material.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC - stidavy proud

CCD - charge-coupled device <iz&ni s vazanymi naboji
CDBD - cascaded dielectric barrier discharge —&dsky bariérovy vyboj
CFU - colony forming unit — pget Zivotaschopnych mikroorganifina urtitém objemu
DBD - dielectric barrier discharge — dielektrickgrig¢rovy vyboj
DC — stejnosrérny proud

DNA — deoxyribonukleova kyselina

HF — vysoka frekvence

HSP — heat shock proteins — teptofokové proteiny

IR — infraervené zéeni

MDA — malondialdehyd

OES - opticka emisni spektroskopie

PET — polyethylentereftalat

PS — polystyren

RBD - resistive barrier discharge — odporovy bakigrvyboj
RF — radiofrekvedni

RNA — ribonukleova kyselina

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

UV — ultrafialove

VIS — viditelné s¥tlo

VUV - vakuove UV
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