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Uvod

Plazma zpravidla vznika za pomoci ionizace neutralniho plynu. Energie, ktera je nezbytna
pro ionizaci mize byt dodavana v riznych forméch. V praxi jsou ovSem rozliSovany dva
zplisoby generovani plazmatu, a to termickym ohfevem ¢i vybojem v elektrickém nebo
elektromagnetickém poli. Pfi dodani tepelné¢ energie dochdzi ke vniku plazmatu.
Rozlisujeme termodynamické rovnovazné a nerovnovazné plazma (zalezi na teplotach ionta
a elektronti). Typickym zdrojem nerovnovazného plazmatu jsou elektrické vyboje. Pravé

nerovnovazné vybojové plazma je velmi dobie uplatnitelné v technologiich plazmatu.

Vyboj, zde konkrétné kladny strimer, probiha v mezielektrodovém prostoru. Elektrody maji
rozdilny potencial konstantni v ¢ase, kdy anodou je oznacCovana elektroda s vysSSim
potencialem a elektroda s niz§im potencialem katodou. Zavislost napéti na vybojovém
proudu popisuje zakladni chovani vyboje. Tato volt-ampérova charakteristika je zavisla

na fad¢ parametrt (tlak, druh pracovniho plynu, geometrie elektrod).

V této praci je zkouman vliv netermdlniho plazmatu, generovaného stejnosmérnym
vybojem, na inaktivaci mikroorganizmi. Zkoumdn je vliv netermalniho plazmatu,
za pomoci oreganové silic, na bakteriich Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans,
Escherichia coli) a kvasinky (Saccharomyces cerevisiae), které jsou umistény

na kultivaénim médium

Kultiva¢nim povrchem je zde minén Miieller-Hintonliv agar, ktery je povazovan za zivné
médium slouzici k testovani antimikrobidlni citlivosti metodou difuze v agaru nebo dilu¢ni

metodou [1].

Osetieni kontaminovaného povrchu je provadéno za pomoci 5% Tweenu 80 a koncentrace

silic v 5% Tweenu 80.

Pro ucely inaktivace bakterii byla specidln¢ sestavena aparatura, kterda obsahuje davkovac,
zdroj napéti, rotani stolek, dutou anodu a plochou katodu. K wvyboji dochézi
v mezielektrodovém  prostoru. Proud vybojem zdvisi na pfiloZeném napéti

a mezielektrodové vzdalenosti.

Pro optimalni vysledky métfeni bylo nutné¢ vSechny parametry zafixovat na konkrétni

hodnoty (napt. hloubka zasunuti kapilary, mezielektrodova vzdalenost atd.).



1 Plazma

Pod terminem plazma podle klasické definice rozumime kvazineutrdlni plyn nabitych
a neutralnich castic, ktery vykazuje kolektivni chovani [2]. Hovofime o ¢tvrtém skupenstvi

latky.

Ve viditelném vesmiru je vétSina atomové latky ionizovana a nachazi se ve forme plazmatu.
Nitra i obalky hvézd, mlhoviny aj. jsou tvoreny plazmatem. Na Zemi se plazma pfirozené
vyskytuje ve vybojovych kanalech blesk, pii srSeni z ostrych koncu rostlin pii bouice dale
v ionosféte, v e slune¢niho vétru, ktery neustale atakuje magnetické pole Zemé, v polarnich
zatich a samoziejm¢ dokazeme do tohoto skupenstvi dostat v uméle vytvofenych zdrojich
od doutnavek v schodistovych vypinacich ptes tsporné zarovka a zativky, plazmové

displeje televizort a oblouky pfii svarovani az po epicentra vybuchti jadernych zbrani.

Aby bylo mozné povazovat ionizovany plyn za plazma, musi vykazovat kvazineutralitu
a kolektivni chovani. Pro soubor nabitych i1 neutralnich ¢astic v riznych kvantovych stavech

tak musi platit, ze celkovy prostorovy naboj je piiblizné roven nule.

Pod pojmem kolektivni chovani se rozumi skute¢nost, Zze kazdy pohyb nabité Castice
V plazmatu ovlivni pohyb ostatnich ¢astic. Na plazma tak vnéjSimi poli pisobime jako
na celek. Pro pfevahu kolektivniho chovani musi byt kolektivni puisobeni, charakterizované
elektronovou plazmovou frekvenci, ktera je silngjsi nez binarni ptisobeni, charakterizované

srazkovou frekvenci.

Castice obsazené v plazmatu jsou nejen elementarni (napf. elektrony &i protony), ale spadaji

sem také kladné a zdporné ionty, neutralni atomy a molekuly.

Schopnost odstinit vloZené elektrické potencidly je jednou z charakteristickych vlastnosti
plazmatu. V okoli nabité elektrody, ktera je vloZena do plazmatu, dochazi k vytvareni vrstvy
prostorového naboje a nédslednému odstinéni pole elektrody. Tato stinici vzdéalenost
je Debyeova délka, ktera je definovana jako

gokpTe

e2ne

kdy ¢, je permitivita vakua, kg je Boltzmannova konstanta, T, teplota elektrond, e naboj
elektronu a n, koncentrace elektronii [3]. Definovany vztah je platny pouze pti dostatec¢ném

poctu nabitych ¢astic ve sféfe o poloméru Debyeovy délky [4]



Tneol) > 1 (1.2)

V oblastech vzdalenéjSich nez je ' J i ' T T
x 10 I

zminovana Debyeova délka, dochazi [ Contambliy potenctll Vete = T

y . ‘oo y 4L ASVRRE T '
k tomu, ze celkové mnozstvi kladné Debyedv potenciél  Vodo =0 - T

i zZaporn& nabitych &astic je piiblizng [ Potenciél prostorovéno néboje.
stejné a plazma je opé€t kvazineutralni.
Charakteristicky rozmér plazmatu
musi byt vétsi nez Ap.

DalSimi dilezitymi parametry
plazmatu jsou stupenl jeho ionizace

ateploty iontl a elektrond, které

nemusi byt vzdy stejné. Pod pojmem

stupent ionizace plazmatu rozumime

pomér poctu ionizovanych ¢éstic

K celkovému poctu castic. Teplota | %
elektront ¢i ionttll je vyjaddiena pomoci  Obrazek 1.1: Verifikace elektrického potencionalu kolem iontu
pFitomného v plazmatu [4].

parametru Maxwellova rozdéleni (T)

rychlosti ¢astic, kde m zna¢i hmotnost ¢astice a kg je Boltzmannovou konstantou:

m \3 m(v3,vivz)
f(vx’ Uy vz) - (anBT) exp (_ 2k73"1 ) (1.3)
kdy je pfedpokladame, ze toto rozdéleni bylo normovano na jedni¢ku [3].

fff_-:,o f(vx: Uy, vz)dvx: dvy: dv, =1 (1.4)

Mrve

Linearni zavislost kinetické energie Castice na teploté kzT je pfic¢inou toho, ze teplota je
obvykle vyjadfovdna za pomoci jednotek energie. Ve fyzice plazmatu je teplota casto
udavana v elektronvoltech (eV), kdy plati pfevodni vztah 1eV=1,6x1071?] =

11 600 K.
1.1 Rozdéleni plazmatu

Plazma lze rozdé€lit podle teploty na nizkoteplotni a vysokoteplotni, kdy nizkoteplotni se déle

d¢€li na termalni a netermalni plazma.



NiZKOTEPLOTNIi PLAZMA VYSOKOTEPLOTNI
(LTP) PLAZMA (HTTP)
TERMALNI NETERMALNI

T,=T=300K

. = 7
TEzTIzTSZX1O4K Tl Te~10K

T; « T, S 10°K

Tabulka 1.1: Rozdéleni plazmatu podle teploty[4].

Teploty riznych druhii ¢astic obsazenych v plazmatu se mohou liSit. V dasledku riznych
frekvenci srazek ¢astic mezi sebou a piedevs§im rozdilnych hmotnosti, mize dojit k ustaleni
rozdilnych teplot pro jednotlivé slozky plazmatu. Z tohoto divodu je zaveden parametr

anizotermicity plazmatu, tedy

_Ti
=

Ta (1.5)

pficemz T, znaci teplotu elektronti a T teplotu iontd. Pro rizné hodnoty parametru
anizotermicity jsou rozliSovany dva druhy plazmatu a to izotermické (7, = 1), kdy vSechny
typy ¢astic maji stejnou teplotu, a neizotermické (7, << 1), kdy teplota elektronti prevazuje

nad teplotou ostatnich typa castic [3].
1.2 Netermalni plazma

V plazmatu je teplota ur€ena primérnou energii neutralnich a nabitych ¢astic, které jsou
V ném pfitomny a jejich piislusnych stupiii volnosti (translacni, rotacni, vibracni a téch,

které souviseji s elektronovou excitaci).

Elektrické pole urychluje nahodné se objevujici elektrony, které by mohly byt produkovany
kosmickym zarenim, k energiim nékolika eV. Po srazce elektronti s molekulami plynu, jako
je napiiklad N, a 0, ve vzduchu, mize dojit k ionizaci, disociaci ¢i odd€leni molekuly
Excitované stavy molekul a atomi pak emituji fotony. Tyto chemické procesy zahrnuji jak
ionizaéni procesy, které produkuji dalsi elektrony, tak rekombinace a zachycovaci procesy,

které elektrony spotfebovavaji.

Netepelné plazma generované pii atmosférickém tlaku produkuje smés reaktivnich
a nabitych ¢astic, elektrické pole, viditelné a UV zéfeni a teplo. Role vSech zminénych
slozek byla Siroce studovéana a zkoumana [5, 6]. Bylo zjisténo, Ze pii pouziti nékterych druhii

vyboji (korénovy vyboj, dielektricky bariérovy vyboj, plazmové trysky), ucinnost
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inaktivace zavisi hlavné na pfitomnosti nabitych ¢astic (v ptipadé pokojovych podminek),

avSak ucinek zareni je zanedbatelny [7].
1.3 Generace plazmatu vybojem

V pozemskych podminkach se v ptirod¢ plazma nevyskytuje. Generace plazmatu je délena

do dvou skupin [8]:

¢ Ohfevem plynu na vysokou teplotu (tisice K) dochazi k termické ionizaci. Vzniklé
plazma se tak nachazi ve stavu termodynamické rovnovahy, kdy je mozné popsat jeho

vlastnosti metodami statistické fyziky.

% Za pomoci vyuziti elektrickych vyboji vznika plazma, které neni v rovnovazném stavu
atak jeho vlastnosti nejsou termodynamicky popsatelné. Takové plazma je mozné piesné
popsat pouze metodami fyzikdlni kinetiky (rozdélovaci funkce pro rychlost nabitych

¢astic v elektrickém poli).
1.3.1 Sameostatny a nesamostatny vyboj

Prostor, ve kterém dochazi k elektrickému vyboji je nazyvan jako vybojovy. Pokud
vezmeme Vv uvahu makroskopické prostory a asové projevy, jsou elektrické vyboje déleny

do nékolika hlavnich typu.

Elektricky proud protéka prostorem pii kazdém elektrickém vyboji. Vyboje lze rozdélit
na dva hlavni typy, a to na nesamostatny a samostatny vyboj. Toto rozdé¢leni je zalozeno
na tom, zda dochazi k vytvotfeni nabitych ¢astic, tedy i elektrického proudu v zavislosti
na ionizacnim c¢inidle ¢i nikoli. Ioniza¢ni €inidlo mize byt tvofeno ionizaénim zafenim

(rentgenové, UV, radioaktivni) nebo ohfevem plynu plamenem [9].

Nesamostatny vyboj je tedy takovy, ktery piestane pravé v okamziku pteruseni ptisobeni

ioniza¢niho ¢inidla. I ptesto, ze elektrické pole mezi elektrodami stale trva.

K samostatnému vyboji dochazi v ptipadech, kdy i ptesto, Ze ionizacni €inidlo nepusobi,
ke vzniku audrzeni elektrického vyboje, tj. dochdzi k lavinové ionizaci. Jinak feceno,
zejmeéna elektrony predchozi ionizace ziskaji takovou energii, Ze samy ionizuji pfitomny

plyn jesté pfed dopadem na elektrodu. Samostatny vyboj zanika pti zhaSecim napéti.

Samostatné vyboje mohou byt déleny bud’ podrobnéji, viz tab. 1.2, nebo dle intenzity proudu

na hlavni tfi typy - vyboj doutnavy, jiskrovy a obloukovy.
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Procesy vznikajici pii samostatném vyboji vedou nejen ionizaci, ale i excitaci ¢astic plynu,
kdy nasledné¢ dochazi k vyslani elektromagnetického zafeni, tj. vyboj sviti (Casto

ve viditelném spektru).

ELEKTRICKY VYBOJ

NESAMOSTATNY | SAMOSTATNY
temny
doutnavy
obloukovy
Jiskrovy
koréna

vysokofrekvencéni
Tabulka 1.2: Rozdéleni elektrického vyboje.

1.3.2 Vyboje v plynech

Pti dosazeni prirazného napéti vznika vyboj, kdy jeho charakter zavisi nejen na slozeni
a tlaku plynu, ale také na tvaru elektrod a vlastnostech zdroje napéti. Ustaleny stav vyboje
je mozny diky toku elektrického proudu vybojem. Energie vyboje, dopliiovana elektrickym
proudem, se uvoliiuje do okoli ve formé tepla a svétla. Po pieruseni vyboje dochazi
K rychlému tibytku az Gplnému zaniku energie a vzajemné rekombinaci ¢astic. V zasade jsou
rozeznavany tfi druhy vyboje: koronovy, doutnavy a obloukovy vyboj. U téchto vybojil
se predpokladd napdjeni stejnosmérnym proudem. Je vSak mozné pouZivat proudy

stiidavé [8].

K tomu, aby plyny byly schopné vést elektricky proud, je nutna jejich ionizace. Pii vysokém
tlaku dochazi k ionizaci velmi obtizné, protoZe je vyZadovana znacna intenzita elektrického
pole. Pravé diky tomuto faktu se Castéji vyuziva nizky tlak, kdy elektrony maji mnohem
vEtsi stiedni volnou drdhu a mohou tak ze srazek ziskat vice kinetické energie. Diky tomu
je plyn ionizovany v celém objemu. Velkou nevyhodou vyboji o nizkém tlaku je vakuova
aparatura. Pravé proto byla vytvofena treti alternativa — vyboje za atmosférického tlaku.

Jednim z typt vyboje za atmosférického tlaku je jiskrovy vyboj.

K jiskrovému vyboji dochazi pii dostatecné intenzité elektrického pole mezi elektrodami,
ktera je potfebna pro lavinovou ionizaci. Zdroj pole vSak neni schopen dodavat elektricky
proud trvale. Diky pteskoku jiskry vznikd zvukova vlna, kterd je vnimana jako praskani

(malé vyboje) Ci tiesk (silné vyboje). Povrch elektrod je naruSovan diky vysokeé teploté.
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1.3.3 Towsendovo kritérium priirazu plynu

Po uvolnéni primarniho elektronu z katody dochdzi k jeho urychleni v elektrickém poli,
které je dle predpokladi pied prirazem homogenni. Muze tak dojit k ionizaci atomu plynu
s typickou stfedni vinovou drahou A;, kdy pfi tomto procesu dochazi k vytvoreni elektron-
iontového paru. Dochazi k urychlovani dvou elektrontl, které vytvareji étyfi elektrony v dalsi
generaci atd., pak cely tento proces vytvaii elektronovou lavinu. Ionty jsou urychlovany
smérem ke katod¢, kdy nastava moznost uvolnéni nového elektronu, ktery nahradi primarni

elektron a dojde tak ke spusténi dalsi laviny.

Za pomoci ioniza¢niho ¢inidla je emitovano n,, elektronti. Pfi pruletu mezi elektrodami
dochazi u narazové ionizace ke zvySovani poctu elektront. Pravé pii tomto déji na draze d,,
vytvoti pfi srazkach dn, novych elektronti. Po zanedbani rekombinace i difuze je ziskan

vztah [10]

dn, = an,dz , (1.6)

coz vede k exponencidlnimu ristun, = an,oe*, kde a = 1/4; (1/4; - sttedni pocet srazek)
je pocet dvojic nosicl vytvorenych elektronem na draze 1 cm ve sméru pole. Tento faktor

byl zaveden Townsendem.

Elektrony jsou emitovany z katody vné&j$im ioniza¢nim cinidlem, kdy pocet elektront

dopadajicich z anody je n,. Tok elektronti na kladné elektrodé [10]

[(d) = ne(d)peE 1.7
opoustéjici vzdalenost z = d.
Skute¢nost, ze stejné mnozstvi iontt a elektronti bylo vyrobeno v procesu laviny vyzaduje,
Ze iontovy tok na katodé je dan vztahem I;(0) = —I,(d) + I,(0), proto [10]

I;(0) = I, (0)(e® — 1) (1.8)

Pravdépodobnost, ze dojde k uvolnéni elektronu z katody za pomoci iontového narazu je
popsana koeficientem y, ktery je definovany jako pomér emitovaného elektronového toku
na predchozim iontovém toku, neboli y = |I,(0)/I;(0)|. U samostatného vyboje mize

Vv pribéhu laviny dojit k priirazu. Tato bilance je popsana rovnici 1.9

y(e*-1)=1 (1.9)

Townsend pouziva vSak empiricky zakon pro zavislost a na elektrickém poli, tedy [10]
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a

“_ 4e7) (1.10)

s konstantami A, B, které jsou charakteristické pro kazdy plyn. A = a/p ptedstavuje
multiplikator stfedni vlnové drahy pro elektrony, B = E /p energeticky zisk pro stfedni

vlnovou dréhu, < E2,, ¢, coz Cini (1.10) nezavisle na tlaku plynu.

Pti pouziti Townsendovy stacionarni podminky, z rovnice 1.9 a definovaného priurazného

napéti U,y = Epgqd, 1ze napsat znamy Paschentiv zakon (dle Fridricha Paschena) [10].

_ Bpd _ A
Usa = v kde C=In <ln(1+%)> (111)

Priirazové napéti zavisi na soucinu tlaku p a vzdalenosti elektrod d, pii homogennim poli
za konstantni teploty. Pfi vykresleni Paschenovy kiivky, obr.1.2, je viditelné vyrazné

minimum. Minimélni napéti je zavislé na zpisobu kombinace plynu a materialu katody.

| [ ] 1%
100 I df
| /K ]
|— 4
1
l 4
= | X 7
& Yoy (112
s 7
1 \ ZE
o 18]
/ é { |
-~ l
" go1 o1 1 10 100 1000

— pd [kPa ¢m]

Obrazek 1.2: Paschenova kfivka. Zavislost priirazového napéti U,, v homogennim poli pro vzduch (plna ¢4ra -
experimentalné zjisténa, preruSovana ¢ara - vypoctena) [11].

1.4 Stejnosmérny vyboj

Tato prace je zaméfena vyhradné na vyboj pii stejnosmérném napéti (pfechodova jiskra),
ktera je pro ptrehlednost zndzornéna volt-ampérovou charakteristikou vybojt, obr. 1.3.
Charakteristika je uvedena pro sniZeny tlak, pfi kterém je mozné docilit pomérné velké

mezielektrodoveé vzdalenosti.

Zékladni chovani vyboje je popséano jiz zminénou volt-ampérovou charakteristikou, kdy jeji
ptesnd podoba je zavisla na mnozstvi parametrt (geometrie elektrod, druh pracovniho plynu,

tlak), obr. 1.3. Je zde znazornéno pét oblasti a to Townsendiv (nesamostatny, temny) vyboj,
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koréna, doutnavy vyboj (subnormalni, normalni, anormalni), pfechodové oblast
a obloukovy vyboj.
U ( V ) l‘rownsendOV
vyboj } ‘
800 ] c sn ‘ Doutnavy an | P¥echodova
vyboj oblast
600 =1 i —— \ |
' |
400 - SR L
|
200 — |
. ‘a.i_»_y(lblouk
T 1 ' ! : 3
108 107 1072 1 10

| (A)

Obrazek 1.3: Vyvoj stejnosmérného elektrického vyboje s rostoucim proudem [13].

Pro vyboje, kterych bylo dosazeno za atmosférického tlaku, doutnavy vyboj neni

proveditelny. Pti zvySovani napéti se nejprve zazehne korénovy vyboj, dal§im piidanim

napéti se vytvoii veelku stabilni vodiva draha s pomérn€ velkym proudem, tzv. strimer.

Pokud by bylo mozné na zdroji pfidat dalsi napéti, bylo by docileno vyboje s velkou hustotou

proudu.

1.4.1 Tvorba elektronové laviny

Za predpokladu, Ze elektrony opoustéji katodu

nasledkem fotoemise, dochazi za jednotku casu

kemisi N, elektroni zpovrchu katody

s proudovou  hustotou

Jo-

elektrickym polem, mezi anodou a katodou,

Elektrony  jsou
urychlovany od jedné srazky ke druhé, kdy nékteré
srazky jsou ionizaéni (nepruzné). lonizacni srazky
jsou umérné intenzité elektrického pole, tedy ¢im

siln€jsi pole, tim vice srazek. Hovotfime o ionizaci

Obrazek 1.4: Vznik lavinového vyboje [9].

narazem elektronli urychlovanych polem nebo-li ionizaci elektrickym polem.
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Elektron vytvofi ionizacnimi srazkami na jedné draze a novych elektront a o kladnych iontt.
Dojde-li k prachodu N elektronti vrstvickou o jednotkovém prufezu a tloustce dx
ve vzdalenosti x od katody za jednotku ¢asu, dojde ke vzniku dN = Nadx novych elektronti
akladnych iontd. ReSenim a upravou této rovnice dostaneme podet elektront

ve vzdalenosti x [9].
N = Nye®* (1.12)
Kdy pro x = 0 plati N = N,.

Je tedy ziejmé, ze z jednoho elektronu, ktery byl emitovan katodou, se vytvofti celd lavina
novych elektronti. Pocet elektronli exponencidlné roste se vzdalenosti od katody.
P#i vzdalenosti d obou elektrod, dochazi ke vzniku (Nye*? — N,) elektronti a stejnému
poctu kladnych iontd [9]. Je mozné zanedbat ionizaci narazem kladnych iontl, a proto je
mozné zavedeni vztahu Ny(e®® — 1), ktery vyjadiuje zaroven ipocet kladnych ionti

dopadajicich na katodu [9].

Pravé kladné ionty dopadajici na katodu zpusobuji vyvolani emise 7, novych elektrond.
A tedy z katody vystupuje mnohem vé&tsi pocet elektronti (i kladnych iont) nez Ny, cely

tento d& probiha aZ do ustaleného déje.

Pocet elektronti (N;), které¢ v ustdleném stavu vystupuji z katody se skladad zejména z N,
elektronti vystupujicich z katody za pomoci fotoemisi a dale z 1, Ny(e%® — 1) elektrond,

které jsou vyrazeny z katody N, (e*® — 1) dopadem kladnych iontd, jinak feceno [9]

N; = Ny + n,.N;(e%* — 1) (1.13)

ad

Na anodu dopadd nyni N, = N;e** elektront, dle vzorce 1.12. Po dosazeni N;

do vztahu 1.13 a nasledné tupravé je ziskan vztah 1.14 [9].

Noedd
a7 1-nu(evd-1)

(1.14)

Soucinitel 7, charakterizuje vlastnosti materidlu katody, kdy prave tyto vlastnosti ovliviiuji
pravdépodobnost emise elektronii z katody kladnymi ionty. Tento fakt napovidd tomu,
ze pokud je zvolena napi. katoda s velkym 7n, a anoda s malym 7., dochazi k usmérnéni
ucinku vyboje a to tak, Ze od elektrody s malym 7, pote€e mnohem mensi proud nez
od elektrody s velkym n,. Toto zjisténi ma podstatny vyznam pii vzniku samostatného

vyboje.
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1.4.2 Teorie strimeru

V prostoru mezi katodou a anodou, pouze
za ptitomnosti  dostate¢n¢  velké  intenzity A- @ +

elektrického pole (zelektronu uvolnéného

z katody nebo z n&kterého elektronu mezi katodou 8- +
a anodou), vzniké lavina, ktera obsahuje zna¢nou -
koncentraci nabitych &astic. Tyto podminky c~ : :

byvaji  zpravidla  splnény  pii  velkych
i Obriazek 1.5: Vznik strimeru (a — stupiiovity

koncentracich ~ ¢astic v plynu.  Elektrony, Kladny strimer, b, ¢ — zaporny strimer) [9].
které za sebou zanechavaji kladny iontovy prostorovy naboj, se pohybuji velkou rychlosti
k anod¢. Prostorovy naboj, nachazejici se v blizkosti anody, mize vytvofit pole o intenzité
E; > E, pticemz E znaci pravé intenzitu pole vytvoreného elektrickym polem (mezi anodou
a katodou), viz obr. 1.5 [9]. Do tohoto prostoru jsou nyni ptitahovany elektrony, které jsou
tvofeny fotoionizaci v prostoru u Cela laviny a dochdzi tak ke vzniku dil¢i laviny, kterd se
§iti k Celu prvotni laviny (na obrazku znazornéno vinovkou). Pti dosazeni ¢ela laviny nastava
neutralizace kladného naboje a vznika vodivy sloupec plazmatu, tzv. strimer. V piedni ¢asti
strimeru vzrasta kladny prostorovy naboj, zbytkovy efekt z druhotnych lavin. Strimer se $iti
cestou ur¢enou kladnym prostorovym nébojem prvotni laviny, tedy smérem ke katod¢.
K vodivému spojeni mezi katodou a anodou plazmatickym sloupcem dochézi k dosaZeni
katody. Tésné pied timto procesem je z katody uvolnéno fotoionizaci znacné mnozstvi
elektronti. Takovéto mnozstvi elektronil se strimerem §iii k anod¢€ v podob¢ proudové viny.
Zaroven dochazi k ionizaci prostoru strimeru a vzniku vybojového kandlu. Dochazi k ohievu
katody v disledku dopadajicich iontl a nasledné emisi elektronti z katodové skvrny. Strimer
(oznacen na obrazku 1.5 svislymi ¢arami), je Sifen do mista vzniku prvotni laviny. Soucasné
se zvétSuje elektrické pole ve vybojovém prostoru. To je zpisobeno také tim, ze vodivy
strimer efektivné pfiblizil anodu ke katodé. Vyboj zaporného strimeru, ktery vznika
na katod¢, je znazornén na obr. 1.5 pismeny a, b, c. Tento typ strimeru vznika stupfiovité
s neplynulym vyvojem. Nejprve z laviny, kterd vznikla na katod€, dochézi k vytvoteni ¢asti
strimeru. Béhem tohoto procesu kladny prostorovy naboj zesiluje (smérem K zaporné
katod¢€) nebo zeslabuje (smérem ke kladné anod¢€) elektrické pole. Jakmile dojde k dosazeni
katody, vznika vodivy kanal, ktery pomysiné€ posouva katodu o svou délku k anodé¢. Po této

skutecnosti dochazi k opakovani celého déje.

17



Matematicky zapis formulace strimeru vychdzi z ptedpokladu, ze kazdy cyklus udrzujici
samostatny vyboj musi byt schopen po svém probéhnuti zajistit podminky pro stejny novy
cyklus. Tedy fotoelektron, ktery vytvaii sekundarni lavinu, musi byt po dosazeni ¢ela laviny

strimeru nahrazen novym fotoelektronem. Tento fakt vede ke vztahu
Kfelo adx = 1, (1.15)

kde (exp f;c ¥ adx) znadi pocet elektronti vytvorené v sekundarni laviné fotoelektronem
na draze xgx V poli pted strimerem, f je konstantou umérnosti a K je pravdépodobnost,
ze néktery z fotond vytvoii novy fotoelektron [9]. Plati umérnost mezi po¢tem fotonl
vzniklych pti dosazeni strimeru druhotnou lavinou a poctem elektroni v laving. Leva strana
rovnice definuje pocet fotoelektronti vzniklych z jedné sekundérni laviny, ktery je roven
jedné.

Dale také plati, ze pocet fotonii vznikajicich pfed strimerem musi byt vétsi nez urcita
hodnota C, pro niz plati za atmosférického tlaku hodnota C =7.10'" m3s? a napéti prirazu

vyhovuje Paschenovu zdkonu [9].
1.5 Liderovy mechanizmus

Strimer je veelku uzky (1 mm), chladny, ma malou vodivost a znacny potencialovy tbytek
podél jeho drahy. Pifi delSich pribojnych drahdch dochdzi k prertstani strimeru

do vodivéjsiho kanalu tzv. lideru (s malou zménou potencialu). Strimer se dale §ifi v Cele

lideru.

Lider ma v pruméru ccal cm, je fidky a chladny. Pfi fazi lideru je do kandlu pfiveden

elektricky naboj prislusné elektrody.

Boc¢ni strimery a laviny se napojuji na lider. Samotné lidery se mohou §ifit 1 od obou elektrod
soucasn¢. Dochéazi k vytvoreni vysokého potencidlového rozdilu, v misté¢ konecného
propojeni lideru s elektrodou. Nartistajici proud uvoliiuje velké mnozstvi tepla, které
zpiisobuje velmi silnou ionizaci plazmatu v kanale iokolnim plynu. Dochdzi také
Kk rychlému nartstu vodivosti. Vznikly potencialovy rozdil neztstava lokalizovan na jednom

misté, ale presouva se k druhé elektrod€ ve forme tzv. zpétné viny.
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1.6 Elektrospraying

Pod pojmem elektrospraying neboli elektrorozprasovani je minéno elektrické pole vysokého
napéti, které je aplikované mezi kapilarou (sklenéna ¢i kovova), s obsahem roztoku latky
a pritomnou deskovou nebo jinou elektrodou. Roztok je piiveden do vodivé kapilary,
kdy na jejim vystupu pii dostateéné vysokém napéti dochazi k vytvoieni tzv. Taylorova
kuzelu. Tayloriv kuzel vznikd v dasledku interakce elektrického pole S povrchovym
napétim roztoku [13]. Po dalSim zvySovani napéti vznikd na vrcholu kuzelu tryska,
vystrelujici nabité mikroskopické kapky, u kterych béhem letu dochazi k rychlému
odparovani ptitomného rozpoustédla, tedy snizuje se objem i povrch kapky. Diky rychlému
odpatrovani rozpoustédla dochazi v kapickach ke zvySovani povrchové hustoty elektrického
naboje, tento fakt vede k tzv. Coulombovské repulzi, disperze kapicky az na nanocastice.
Naboj, ktery je pfitomen na povrchu kapicek, brani jejich koagulaci (srdzeni). Cely jev je
opakovan az do chvile dopadu kapicky na spodni elektrodu, nebo do odpateni dostate¢ného
mnozstvi rozpoustédla, tedy vzniku pevné faze. V pribchu procesu dochdzi k nahromadéni

vznikajicich kapic¢ek vlivem odpudivych sil stejné nabitych povrchi kapek.

Mnozstvi rozprasenych atomi N, a pocet dopadajicich iontt N, z povrchu elektrody lze

vyjadfit vztahem, viz niZe
Ny = BoNy (1.16)

pticemz B, predstavuje soucinitel katodového rozprasovani [9]. Soucinitel S, je zavisly
na stavu, sloZeni a struktufe povrchu katody. Dale zavisi na dopadajicich iontech 1 jejich

energii a tlaku plynu.

V priibéhu tvorby kapek muze vzniknout nékolik modi rozprasovani, které vyznamné
ovliviiuji vyslednou polydisperzitu a velikost vytvarenych kapek. Mody se od sebe odlisuji
zpisobem vytvofeni menisku® kapaliny a naslednému vytvofeni rozprasujici trysky.

Ptechody mezi jednotlivymi mody nejsou zcela jednoznacné.

Mody dripping, mikrodripping, spindle a pferuSovany cone-jet nevykazuji kontinualni tok
kapaliny z menisku. Pro dripping méd je charakteristicka produkce stejné velkych kapek,

které jsou generovany s nizkou frekvenci a v&tSim primérem nez jaky je primér kapilary.

! Meniskem se nazyva obloukovité prohnuti kapaliny, vznika vlivem mezipovrchového napéti na rozhrani
kapaliny, stény nadoby a vzduchu.
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Tyto mddy nejsou pouzitelné pro vyrobu kvalitnich nanoc¢astic (nizka frekvence produkce,

velka polydisperzita).

Kontinudlni tok kapaliny z menisku je typicky pro pulza¢ni médy. Pii elektrosprayingu je
nejcastéji vyuzivan mod Cone-jet, tzv. Tayloriv kuzel. Tento mod je velmi stabilni a dokaze
produkovat velmi uzkou distribuci kapicek. Hovofime o kuzelovém profilu s vytvaiejici
se tryskou, ktera emituje nabité kapicky a diky Coulombovské repulzi dochazi k rychlému
rozpadu na mensi kapicky (u vSech stejna velikost). Se zvySujicim se napétim se Castéji
projevuji nestability v Tayloroveé kuzelu. Tyto nestability vedou ke vzniku dalSich trysek,
které nasledné generuji kapénky. Takovyto mdd je nazyvan multi-jet mod, ktery je typicky

generovanim velmi malych polydisperznich kapicek.

B: Cone-jet breakup regime
C: Droplet dynamics & fission regime
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Obrazek 1.6: Mody elektrosprayingu [13].
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2 Silice

Silice se v pfirodé vyskytuji jako vonné a tékavé slouceniny ptitomné v rostlinach . Tyto
latky jsou olejovité, lipofilni a tudiz zpravidla ve vodé nerozpustné. Pii pokojové teploté
mivaji tekutou konzistenci. Mlzeme v nich objevit slouceniny zastoupené snad vSemi

chemickymi skupinami, zejména potom nizkomolekularni, a bez vazby na cukry.

V silicich vétSinou byva zastoupen velkou pievahou jeden typ sloucenin (napft. terpenické
uhlovodiky). Pfipady, kdy je dominantni pouze jedina sloucenina, jsou vzacné [14]. Mivaji
anti-invazivni  (definujeme vstup jakéhokoli infekéniho agens do organizmu)
a antimikrobialni aktivitu [15]. Silice mohou inhibovat syntézu DNA a RNA proteint
a polysacharidii v buiikach hub a bakterii [16].

2.1 Oreganova silice

V oreganové silici se z monoterpentt vyskytuji thymol, karvakrol, p-cymen a linaloon.

Ze seskviterpent jsou to potom a- a B-karyotylen, a-bisabolen, p-cymolen [17].

Terpenoidni uhlovodiky neboli izorpenoidy, jsou rozdélovany podle poctu izoprenovych

jednotek

R/

¢ Monoterpeny (2 isoprenové jednotky, 10 C)

% Seskviterpeny (3 isoprenové jednotky, 15 C)

R/

¢ Diterpeny (4 isoprenové jednotky, 20 C)

Hovofime o nejpocetnéjsi skupiné (vice nez 30 000 terpenoidll) vonnych latek. Tyto latky
mohou byt nalezeny u mikroorganizmi, rostlin (slozka antibakteridlni aktivity silic)

I zivo¢icht [18].
2.1.1 Thymol

s Systematicky nazev thymolu je 2-isopropyl-5-methylfenol. Tvofi
\ﬂ R bezbarvé krystalky, je vSak velmi té€Zce rozpustny ve vodé,
\lf ale snadno rozpustny v 96% ethanolu i v etheru, v silicich, olejich

= adale mirn€¢ rozpustny v glycerolu a ve ztfedénych roztocich
alkalickych hydroxida [19].

Obrazek 2.1: Strukturalni
vzorec Thymolu [23].
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Sumarni vzorec thymolu je C;oH;40. Jeho molekulova hmotnost je rovna 150,22. Bod tani
a desinfekénich prostfedkd (zubni pasty, ustni vody) a casto byva kombinovan
s chlorethynolem [21]. Potla¢uje rast hub na Penicillium digitatum. TaktéZ je mutagenem
pusobici na Salmonella typhimurium a s cytotoxickym i antivirovym u¢inkem na lidské

T-lymfoblastoidni buriky (imunitni systém) [22].
2.1.2 Karvakrol

Karvakrol je znamy pod systematickym nazvem jako 5-isopropyl-2-

methylfenol ¢i 2-hydroxy-p-cymol [20]. Je fazen mezi jednoduché

/

alkylfenoly.

\

OH
Hovofime o latce nerozpustné ve vod¢, ale rozpustné v ethanolu

a etheru. Za bézné teploty se vyskytuje v kapalném skupenstvi.

Obrazek 2.2: Strukturalni

vzorec karvakrolu 23] qumarnf vzorec karvakrolu je C;oH;,0. Disponuje molekulovou

hmotnosti 150,22 a bodem tani 2,5 °C [24]. M4 antibakterialni uc¢inky na Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Také ptsobi pozitivné proti Candida albicans, Candida
tropicalis, Penicillium digitatum a Escherichia coli. Zaroven také zabranuje peroxidaci

membranovych lipidd, vyvolané zelezitymi ionty [25].

Mechanismus ucinku latek s obsahem karvakrolu a thymolu na P. aeruginosa a S. aureus je
zalozen na poruSeni membranové integrity a uniku iontd. Zkouman miize byt také vliv

na vnitini pH mikroorganizmu [26].

2.1.3 P-cymen
CH, Systematicky ~ vzorec  odpovidd  nazvu  1-isopropyl-4-
methylbenzen. P-cymen je oznafovan jako monoterpen, ktery je
= CH, : ST
nerozpustny ve vodg, ale je také misitelny s ethanolem a etherem.
o o V piirod¢ je to nejbeznéji vyskytujici se forma cymenu. [27].
3

Strukturalni vzorec je C;oHq4. Co se tyce fyzikalnich vlastnosti,

Obrazek 2.3:Strukturalni
vzorec p- cymenu [23]. p-cymen je znamy pro optickou otaCivost a bodem tani
- 68 °C [28]. Potlacuje rast hub na Penicillium digitatum a je vyuzivany jako analgetikum,

antirevmatikum, sedativum a také jako uc¢inna latka proti bakteriim, virim i plisnim [29].
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2.2 Rozpustnost silic

Silice mivaji mens$i hustotu nez voda. Vzhledem k absenci polarnich skupin jsou ve vodé
nerozpustné. Rozpustné jsou v tucich, chloroformu, etheru benzinu ¢i alkoholu. Nevyhodou
téchto latek je jejich hoflavost a negativni vliv samotného rozpoustéda na bakterie (sama
rozupoustédla piasobi cidn€). Vzhledem k tomuto faktu byl pro rozpusténi silic vyuzit

Tween 80, ktery sdm nema cidni ucinky.
2.2.1 Tween 80

Tween 80, oznaCovany téz polysorbat 80 je synteticka, viskozni, ve vodé ¢i glycerinu
rozpustna slou€enina, povazovdna za aktivni latku a emulgétor, ktery je vyuZivan
V potravinaiské 1 biologické praxi, naptf. povrchova sterilizace, emulgétor potravin,

solubiliza¢ni ¢inidlo (obsazeno v Ustni vod¢), atd [31].

Praveé pro svoji dobrou rozpustnost esencidlnich oleji byl v ptipadé této prace pouzit 5%
roztok Tweenu 80 ve vod¢. Toto mnozstvi polysorbatu 80 se prokazalo jako nejvhodnéjsi
z praktickych divodi, mimo jiné vzhledem k viskozité. Zaroven bylo ovéteno, ze v této
koncentraci neovliviiuje rist bakterii, a tak bylo mozné v kombinaci se silicemi rozpraSovat

ziskany roztok pfimo na povrch kontaminované¢ho kultivaéniho média.
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3 Mikrobiologie

Ke studiu biologickych efektli je v prvni fadé nutné pouziti metodicky jednoduchych
organismu, kdy by mél byt piesné definovan jejich fenotyp. Tento fakt je divodem, proc¢
by vyzkum mél byt provadén primarné na jednobunéénych mikroorganismech. V této praci
byl vyuzit modelovy soubor mikroorganizmu a to grampozitivni a gramnegativni bakterie

a kvasinky.
3.1 Bakterie

Bakterie se vyskytuji vSude v pfirod¢€, kolem nds i v potravé, kterou ptijimame. V piipadé,
ze maji vhodné podminky (Ziviny, vlhkost a ptiznivou teplotu), dochazi k jejich rychlému
mnozeni. Pfi dosazeni ur¢itého poctu se nékteré patogenni baktérie stavaji nebezpe¢nymi
a mohou zplsobit onemocnéni. Pravé diky tomuto faktu jsou snahy zabranit zbyte¢nému
pfemnozeni bakterii (potravinafstvi, aj.). Za nejvhodnéjsi teplotu pro rychly rast bakterii je

povazovano rozmezi teplot 4 az 60 °C [32].

Bakterie patii mezi jednobunécna prokaryota nemaji jadro ani vnitini membranami oddélené
prostory, avSak obsahuji membranu cytoplasmatickou. Maji schopnost tvofit vysoce
rezistivni spory. Zpusob kodovani DNA je odliSuje od eukaryot (jadernych organismii)

i archei. Samostatné bunky baterii (fady mikrometr) jsou rtizného tvaru [33].

Bunécénd sténa bakterii obsahuje vrstvu polysacharidli a peptidld, zndmé pod nazvem
peptidoglykany. Peptidoglykany se nachazi nad cytoplazmaticou membranou, kdy udrzuje
tvar bakterialni buiiky a zaroven plni ochranou funkci. Grampozitivni bakterie jsou vyznaéné
tim, ze obsahuji silnou vrstvu peptidoglykanu obsaZeného v bunécné sténé (Gramovo
barveni sténu barvi do modrofialova). Gramnegativni bakterie maji ten¢i sténu
(peptidoglykanova vrstva a vn¢j$i membrana), avSak celkova stavba bunky

je komplikovanéjsi nez je tomu u grampozitivnich bakterii [34].
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Obrazek 3.1: Stavba buné&né stény bakterii [34].

3.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (zlaty stafylokok) je
grampozitivni, kokova, fakultativné anaerobni,
nendrond, osmoticky resistentni a nesporulujici
bakterie. Jednd se o nepohyblivé koky o priméru
1 mm nachazejicich se v nepravidelnych shlucich. Je
vSak mozné pozorovat i dvojice nebo zcela kratké

fetizky. Ne&které druhy kmenl jsou opouzdiené.

Prenos genetické informace probihd nejcastéji

za pomoci transdukce, byl prokdzan i in-vivo.

Obrazek 3.2: Foto Staphylococca aurea.

Je Castym ptiivodcem riznych infekei v rozsahu od mirnych zanéti kiize a mekkych tkani az
po Zivot ohrozujici sepse. Nepatogenni stafylokoky se Casto vyskytuji u lidi, zvifat i hmyzu.
Hovotime o ristové malo narocném koku, ktery dostal svého pojmenovani podle oranzové

zbarvenych kolonii [35].
3.1.2 Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans, extrémofilni kokovita bakterie, pochazi z kmene

Deinococcus - thermus.

D. radiodurans je vcelku velka, kulovita bakterie, o praméru 1,5 az 3,5 um. Je sloZena
Z bun¢k tvoftici Ctvefice. Bakterie tohoto typu se snadno kultivuji a nejspise nezptlisobuji

zadna onemocnéni [36]. Kolonie jsou hladké, konvexni a narGzovélé az Cervené barvy. Tyto
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bunky jsou fazeny jako grampozitivni, pestoze obsahuji neobvykly obal a bunécnou sténu
ptipominajici gramnegativni bakterii [37]. D. radiodurans netvoti endospory a nevykazuje
pohyb. K ziskani energie z organickych latek ve svém prostiedi vyuziva kyslik [37].

Tato bakterie je dobfe odolnd vic¢i nizké teploté, suchu, vakuu i kyselému prostredi.
Nejznaméjsi je vSak pro svoji velkou odolnosti vaci radioaktivité (prezije dokonce
i absorbovanu davku gama zafeni 15 000 Gy). Pifi ozafeni dochazi k rozlamani DNA,

ale ta je schopna se béhem né¢kolika hodin znovu opravit [38].

Tato bakterie je extrémné¢ odolna proti ionizujicimu zafeni, ultrafialovému svétlu, vysouSeni

a proti oxida¢nim a elektrofilnim ¢inidlim [39].

3.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli (pivodnim nazvem Bacterium coli) je gramnegativni fakultativné
anaerobni spory netvoftici tyCinkovita bakterie pohybujici se pomoci bi¢ikt. Spada pod ¢eled’
Enterobacteriaceae, jez také zahrnuje mnoho patogennich rodt mikroorganismu. E. coli
patii ke stfevni mikrofléie teplokrevnych Zivocichi, vcetné cloveka. Z tohoto diivodu je jeji
ptitomnost v pitné vodg indikatorem fekalniho zne¢isténi. Clovéku je jako soudast pfirozené
mikroflory prospésna, jelikoZz produkuje fadu latek, které brani rozSifeni patogennich

bakterii (koliciny) a podili se i na tvorbé& n€kterych vitaminli (napf. vitamin K).
E. coli patii k nejlépe prostudovanym mikroorganismiim, jelikoZ je modelovym organismem

pro genové a klinické studie. Joshua Lederberg jako prvni r. 1947 pozoroval a popsal

na bakterii E. coli vyménu genetického materialu tzv. konjugaci [40].
3.2 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééna eukaryota s povrchovymi strukturami, které jsou plazmatickou

membranou, bunécnou sténou. V cytoplazmé je pak umistén vnitro-bunéény obsah.

Bunécna sténa plni stejnou funkci jako u baterii, tedy chrani buiiku pfed mechanickymi
vlivy, osmotickym Sokem a udévé ji tvar. Sténa kvasinkové butiky je charakteristicka

tvorbou tzv. jizev (trvalé kruhovité struktury vzniklé pucenim).

Typickym jevem kvasinkovych bunék je flokulace (vysrdZeni necistot) a ndsledna
sedimentace bun¢k. Tohoto jevu je vyuzivano v potravinaiském odvétvi (vyroba piva, vina,

atd.), kde tento jev mize byt zadouci, nebo nezadouci.
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Kvasinky jsou Siroce vyuzivany jako modelové zakladni systémy a aplikace jak ve véde,
tak v medicing ¢i biotechnologii [41]. Mohou byt izolovany z pudy, vody i vzduchu. Pro
nckteré druhy je mozna izolace 1 z extrémnich prostiedi (vysoka koncentrace cukri a soli,

nedostatek kysliku ¢i nizka teplota) [42].
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Obriazek 3.3: Bunééna sténa kvasinek [23].

3.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (pivni, pekaiskd nebo vinnd kvasinka) je druh kvasinky
z oddé¢leni vreckovytrusych hub, kterd je clov€ékem vyuzivana v kvasnych procesech.
Kvasinky S. cerevisiae je mozné rozdé€lit do geneticky sptfiznénych kmend podle toho, jaky
substrat kvasi, pficemz hlavni jsou pivni, pekafské a vinné kvasinky, samotné vinné
kvasinky maji podle analyzy genetické piibuznosti az na nékolik vyjimek spolecny

puvod [43].

Buiiky S. cerevisiae jsou ovalného az kulovitého tvaru, velké 5 — 10 um. Pivni kvasinka

se rozmnozuje specialnim typem déleni, které je typické pro kvasinky — tzv. puceni.

Pivni kvasinka je jednim z nejstudovanéjSich eukaryotnich organismti z hlediska
molekuldrni a bunécné biologie, vyznamna je predevSim pro studium bunécného cyklu,

nitro-buné¢né signalizace a protein-proteinovych interakci [44].
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4 Experimentalni ¢ast

Néplni experimentalni ¢asti byl navrh elektrodového systému a zapojeni spolecné
s provedenim experimentii v oblasti inaktivace mikroorganismii pomoci netermalniho

plazmatu, generovaného stejnosmeérnym vybojem za atmosférického tlaku.
4.1 Aparatura

Elektrodovy systém je tvofen dutou médénou anodou s vnitinim primérem 2 mm. Vnitini
primér anody odpovidd vné&jSimu primeéru kapilary, kterd slouzi k pfivedeni pracovni
tekutiny. Katoda je plocha s otvorem o pruméru 9 mm. Vyboj tedy vznikd mezi dutou
anodou a katodovym prstencem. Proud vybojem zavisi na pfilozeném napéti
a mezielektrodové vzdalenosti. Vzhledem k tomu, Ze cilem experimentu bylo nalezeni
optimalnich podminek pro rozpraseni minimalniho mnozstvi silic pfi soucasném docileni
maximalni inaktivace mikroorganizmii na definovaném povrchu, bylo rozhodnuto
nepouzivat vyboj koronovy, ale strimerovy. Tohoto vyboje je docileno nastavenim
mezielektrodové vzdalenosti 6 mm a proudu 200 pA, pii pfilozeném napéti 13 az 15 kV.
Potfebné napéti zaleZelo na aktudlnich atmosférickych podminkach (atmosférickém tlaku,

teploté a vlhkosti vzduchu).

Pro optimalni rozpraseni pracovni tekutiny na povrch Petriho misky o praiméru 9 cm, bylo
potieba nastavit dal§i parametr, a to zasunuti kapilary vedouci tekutinu dovnitt anody. Tento

parametr, oznaceny jako z, byl po nékolika experimentech nastaven na 2 mm.
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Obrazek 4.1: Rozpraseni 5% Tweenu v mezielektrodové vzdalenosti 6 mm, p¥i hloubce zasunuti kapilary 0 mm
(vlevo nahofe), 1 mm (vpravo nahoie), 2 mm (vlevo dole) a 3 mm (vpravo dole). RozpraSovani bylo provedeno
pii 12 kV, 200 pA.

Pti sestavovani celé aparatury byl kladen diiraz na to, aby mohlo byt dosazeno maximalniho
zkraceni doby oSetfeni kontaminovaného povrchu bakterii a zachovani maximalni mozné
dekontaminace za pomoci vyuZziti minimalniho mnoZstvi silic. Proto pritok média byl
nastaven na pouhych 50 pl/min s celkovou dobou oSetieni 4 min. Omezeni rozpraseného
mnozstvi a minimalniho pritoku bylo dano pouzitou aparaturou (zejména pumpou)
a mikrosttikackou, jejiz maximalni objem je 250 pl. Pro rovnomérné pokryti oSetfované
ploch rozprasenym médiem byl vzorek v Petriho misce umistén na rotaéni stolek a byl

otaCen rychlosti 6 otacek za minutu. Vzdalenost mezi katodou a vzorkem byla nastavena

na30+5mm.
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Obriazek 4.2: Navrzené schéma zapojeni aparatury (vlevo), realna testovaci aparatura (vpravo).

4.2 Priprava vzorki

Kazdé pracovisté i laboratof by mélo splitovat podminky sterility a Cistoty, které jsou

nezbytné pro minimalni kontaminaci vysledki.
4.2.1 Sterilita

Veskeré pouzité ptistroje ¢i nddoby musi byt sterilni. Této sterility bylo dosazeno za pomoci
autoklavu, uzaviratelné tlakové nadoby pro reakce, probihajici za vysokého tlaku a teploty,
kdy laboratorni nddoby (zkumavky, kadinky, atd.) bylo nejprve tfeba fadné¢ omyt. Omyvani
probihalo pod tekouci vodou nékolikrat po sobé, poté nasledovalo omyti destilovanou
vodou. Po dokonceni byly nadoby uzavieny alobalem tak, aby vznikl maly prostor pro
vniknuti pary béhem autoklavovani. Po celkovém procesu bylo pfipravené nadobi
naskladano do autoklavu a ten byl zapnut. Cela sterilizace trvala cca 45 minut, poté byly

nadoby vynaty a uzavieny, aby nemohly byt kontaminovany.

Spi¢ky do pipet byly po provedeni sterilizace v autoklavu dale umistény do horkovzdugného

sterilizatoru piedehiatého na 100 °C a uplné vysusSené.
4.2.2 Priprava kultiva¢niho média

Pro métené vzorky je nejoptimalnéjsi pouziti Cerstvého kultivaéniho média (agaru). Proto

celkova pfiprava probihala minimaln€ 24 hodin pfed zacatkem méteni.

Do destilované vody je rozmichéno ptislusné mnozstvi praskového agaru, dle pokynii
vyrobce. Poté byla nddoba srozmichanym praskem umisténa do mikrovinné trouby
a po dobu cca 10 minut byla ohiivana (az do ptivedeni k varu), kdy zhruba kazdé dvé minuty
bylo nutné roztok promichat. Poté byla nddoba piikryta (napi. alobalem) a umisténa

do autoklavu (opét musi byt umoznény piistup pary do nadoby). Zhruba po 45 minutach
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bylo kultiva¢ni médium vysterilizovano a pfipraveno k praci. Na ptedem pfipravené Petriho
misky bylo pomoci pipety aplikovano 20 ml agaru. Po rozliti na Petriho misky, které byly
umistény v laminarnim boxu bylo nutné nechat agar vyschnout. Jakmile teplota agaru klesla
pod 40 °C, byly Petriho misky umistény do lednice. Méfeni na takto pfipravenych miskach

bylo mozné zacit po 12 hodinach, kdy zkondenzovala nadbyte¢na voda.
4.2.3 Postup pripravy vzorku

Minimalné jeden den pied méfenim bylo nutno pfipravit mikroorganizmy, ze zmrazeného
zasobniho roztoku byl odebrdn 1 ml bakteridlni suspenze a vylit na agar. Po uplném
vstiebani suspenze a vyschnuti nadbyte¢né tekutiny byl vzorek umistén do termostatu,
piedehiatého na 37 °C. Kultivace v tomto pripadé probihala 16 az 20 hodin. Po kultivaci
V termostatu bakterie doséhly saturacni faze svého zivotniho cyklu a bylo mozné tedy pouzit

pro experiment.

Pomoci klicky, jejiz sterilita byla dosazena zahtatim v plameni do cervené¢ho zaru
a naslednym ochlazeni byly bakterie sejmuty z povrchu agaru a rozsuspendovany v 10 ml
sterilniho fyziologického roztoku. Vznikly roztok obsahoval pocéate¢ni koncentraci pro
aktualni méfeni (fadové 108bakterii). Odhad koncentrace bunék v konkrétnim zasobnim
roztoku pro aktualni méfeni byl zjistén za pomoci dozimetru McFarland typu DEN-1, ktery
je uréen pro méfeni zakalu vrozsahu 0,3 az 12,0 MFU (0,3x107-12x10’ CFU/ml)
s ptesnosti 0,1 MFU. MFU, McFarlandova jednotka je jednotka zakalu suspenzi.

Provedené fedéni fadou 1:10, tedy do zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku byl ptidan
1 ml bakteridlni suspenze. Postupnym fedénim bylo dosaZeno koncentrace 10 kolonii

formujicich jednotek (CFU) na 1 ml.

Pro piesnéjSi métfeni koncentrace tii nejvice roziedénych suspenzi, S predpokladanou
koncentraci bakterii 1, 10 a 100 CFU/ml, byly pouzity ke kultivaci. Na Petriho misku
s agarem byl pipetou aplikovan 1 ml bakteridlni suspenze. Poté byl roztok rozprostien
po kultiva¢nim médiu umisténého v Petriho misce tak, aby bylo docileno celkového pokryti

povrchu agaru.

Takto pfipravené vzorky byly umistény do laminarniho boxu a ponechiany do tplného

zaschnuti.

K oSetfeni plazmatem byly pouzity obdobné pfipravené vzorky s tim, ze byla pouZita jina

koncentrace bakterii (vzdy maximalni mozna v ramci aktualniho experimentu).
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4.3 OsSeti‘eni plazmatem

Aby mohlo byt docileno maximalni moZné homogenity rozpraSeni roztoku, byla
uskute¢néna méteni s pridanim 20 pl kapky krystalové violeti pro obarveni dan¢ho roztoku.
Pfi méteni s obarvenou tekutinou byl pouzit bily filtra¢ni papir. Velikost dopadajicich kapek
zalezi na hloubce zasunuti piivodové kapilary do duté anody (optimaln¢ 2 mm od konce),

mezielektrodové vzdalenosti (optimalné 6 mm) a také na vodivosti roztoku.

Obrazek 4.3: . Rozpraseni 5% Tweenu v mezielektrodové vzdalenosti 6 mm (vlevo) a 5% Tweenu
v mezielektrodové vzdalenosti 7 mm (vpravo). Rozprasovani bylo provedeno p¥i 12 kV, 200 pA.

Pro maximalni inaktivaci mikroorganismii bylo dale nutné provedeni nalezeni vhodné

koncentrace silic v daném roztoku, mnozstvi roztoku a optimalni doba oSetieni.
4.3.1 Parametry méreni

Pro optimélni vysledky byly vSechny parametry, jako je napf. proud, napéti,
mezielektrodova vzdalenost atd., zafixovany na konkrétni hodnoty, viz tab. 4.1. Pii takto
nastavenych parametrech bylo nejvhodnéjsi mnozstvi roztoku v poméru 194 ul 5%
Tweenu 80 ve vodé s 6 pl oreganové silice, tedy celkem 200 ul. Takovéto mnozstvi roztoku
bylo rozpraSeno na velkou Petriho misku (primér 9 cm) srychlosti rotace 6 otacek

za minutu. Doba oSetfeni pfi pritoku 50 pl/min byla 4 minuty.
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Parametry | Hodnoty Jednotky

U 11-13 kV

I 200 — 300 HA

d 6 Mm

r 9 Mm

z 2 Mm
Q 50 ul/min

t 4 min

Tabulka 4.1: Hodnoty nastavenych parametri. Kde d zna¢i mezielektrodovou vzdalenost, r primér priiezu
ploché elektrody a z je zasunuti kapilary dovnitf duté elektrody.

4.4 Vysledky méreni

Inaktivace mikroorganizmu byla uskutecnéna rozprasenim definovaného mnozstvi pomoci
netermalniho plazmatu, generovaného stejnosmérnym vybojem, byla uskutecnéna

za ptitomnosti 5% vodného roztoku Tweenu 80, oreganové silicea vody.

4.4.1 Zjisténi optimalniho mnoZstvi roztoku Tweenu 80 a silic oregano

pro inaktivaci maximalni oSetiované plochy

Byly zafixovany hodnoty testovaci aparatury (proud, napéti, mezielektrodova vzdalenost,
prumér prufezu ploché elektrody a hloubka zasunuti kapilary do duté elektrody) na konkrétni
hodnoty a mnozstvi oreganové silice (6 pul). Za téchto podminek bylo zkoumano optimalni
mnozstvi roztoku, ve kterém jsou silice rozpouStény. Vyslednym zjisténim bylo,
ze nejvhodnéjsim pomérem je 194 pl 5% Tweenu 80 ve vod¢ s 6 ul silice, tedy celkem 200
ul vodného roztoku. Takovéto mnozstvi roztoku je rozpraseno na velkou Petriho misku
(pramér 9 cm) s rychlosti rotace 6 otacek za minutu a je tak dosazeno maximalniho oSetieni

plochy. Celkova doba oSetfeni byla stanovena na optimalni ¢as 4 minut.
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Escherichia coli

6 ul silic + 94 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 2 min
Pocet bakterii na plotng 10®

Escherichia coli

6 ul silic + 144 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 3 min
Pocet bakterii na plotng 108

Escherichia coli

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 108

Escherichia coli

100 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 2 min
Pocet bakterii na plotn& 108

Escherichia coli

150 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 3 min
Pocet bakterii na plotng 108

Escherichia coli

200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 108

Tabulka 4.2: Bakterie Escherichia coli kultivovana na MH agaru.
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4.4.2 Inaktivace Staphylococcus aureus pomoci 5% roztoku Tweenu 80 a

oreganové silice

Inaktivace bakterie Staphylococca aurea, kultivované na MH agaru, byla provadéna jak

za pomoci samostatného roztoku 5% Tweenu, tak 5% roztoku Tween 80 a oregdnoveé silice.

Ptislusné velikosti osetfené plochy jsou uvedeny v tabulce 4.3. Ziskané vzorky jsou uvedeny

v tabulce 4.4.
Koncentrace 107 10° 10° 10 103
bakterii [CFU/mI]
5% Oseti'ena plocha
39,2 47,7 50,4 54,7 56,2
Tween 80 [cm?]
OSetiena plocha
62,6 75,0 79,2 86,0 88,3
[%0]
Silice + OSetiena plocha
43,3 39,0 47,2 51,3
5% [cm?]
Tween 80
OSetiena plocha
68,1 61,3 74,2 80,7

[%0]

Tabulka 4.3: Velikosti o$eti‘ené plochy pro konkrétni koncentrace. Pii oSetieni 5% Tweenem 80 bylo pro
koncentraci 10* spoéteno 525 bakterii (pokles o dva Fady), v pfipad& oSetfeni 5% Tweenem 80 s oreganovymi
silicemi pro koncentraci 10* bylo spoéteno 21 bakterii (pokles o 3 ¥ady).
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Staphylococcus aureus

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10’

Staphylococcaus aureus

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Staphylococcus aureus

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Staphylococcus aureus
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotné10’

Staphylococcus aureus

200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Staphylococcus aureus
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet baktrii na plotné 10°

Staphylococcus aureus
Kontrolni méteni
Pocet bakterii na plotng 10°

Staphylococcus aureus
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 10!

Staphylococcus aureus
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 102

Tabulka 4.4: Bakterie Staphylococcus aureus kultivovana na MH agaru.
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4.4.3 Inaktivace Deinococcus radiodurans pomoci 5% roztoku Tweenu 80

a oreganové silice

Inaktivace bakterie Deinococcus radiodurans, kultivované na MH agaru, byla provadéna jak

pomoci samostatného roztoku 5% Tweenu, tak 5% roztoku Tween 80 a silic oregano.

Prislusné velikosti osetiené plochy jsou uvedeny v tabulce 4.5. Ziskané vzorky jsou uvedeny

v tabulce 4.6.
Koncentrace
0’ 106 10°
bakterii [CFU/mI]
5% OSetiena plocha
6,4 34,0 48,7
Tween 80 [cm?]
OSetiena plocha
41,4 53,5 76,6
[%]
Silice + OSetiena plocha
42,8 47,2 54,3
5% [cm?]
Tween 80
Osetiena plocha
67,2 74,2 85,4
[%]

Tabulka 4.5: Velikosti oSetiené plochy pro konkrétni koncentrace. Pokles cca 4 Fady.
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Deinococcus radiodurans
6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 10’

Deinococcus radiodurans
6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Deinococcus radiodurans

6 ul silic + 194 pul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Deinococcus radiodurans
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotné 10’

Deinococcus radiodurans
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Deinococcus radiodurans
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotné 10°

Deinococcus radiodurans
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 10°

Deinococcus radiodurans
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 10!

Deinococcus radiodurans
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotné 102

Tabulka 4.6: Bakterie Deinococcus radiodurans kultivovana na MH agaru.
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4.4.4 Inaktivace Escherichii coli pomoci 5% roztoku Tweenu 80 a silic

oregano

Inaktivace bakterie Escherichii coli, kultivované na MH agaru, byla provadéna jak pomoci

samostatného roztoku 5% Tweenu, tak 5% roztoku Tween 80 a oreganové silice. Ptislusné

velikosti osetfené plochy jsou uvedeny v tabulce 4.7. Ziskané vzorky jsou uvedeny

v tabulce 4.8.
Koncentrace
bakterii 108 107 10° 10° 10* 10°
[CFU/mI]
5% Oseti'ena plocha
17,1 199 28,4 30,0 31,4 34,18
Tween 80 [cm?]
OSetiena plocha
26,9 31,3 44,6 47,1 49,3 53,7
[%0]
Silice + | Oseti‘ena plocha
225 30,7 32,0 37,0 48,3 61,9
5% [cm?]
Tween 80
OSetiena plocha
354 48,3 50,4 58,1 75,9 97,3

[%0]

Tabulka 4.7: Velikosti oSetiené plochy pro konkrétni koncentrace. Tween 10° obsahuje 222 bakterii, Silice 10°
obsahuje 48 bakterii.
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Escherichia coli

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 10®

Escherichia coli

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 10’

Escherichia coli

6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 10°

Escherichia coli

200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 minPocet
bakterii na plotng 10®

Escherichia coli

200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotné 10’

Escherichia coli

200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Escherichia coli
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 10°

Escherichia coli
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 10!

Escherichia coli
Kontrolni méfeni
Pocet bakterii na plotng 102

Tabulka 4.8: Bakterie Escherichia coli kultivovana na MH agaru.
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4.4.5 Inaktivace Saccharomycei cerevisiae pomoci 5% roztoku Tweenu 80

a silic oregano

Inaktivace kvasinky Saccharomycei cerevisiae, kultivované na S agaru, byla provadéna jak

pomoci samostatného roztoku 5% Tweenu, tak 5% roztoku Tween 80 a silic oregano.

Ptislusné velikosti oSetfené plochy jsou uvedeny v tabulce 4.9. Ziskané vzorky jsou uvedeny

v tabulce 4.10.

Koncentrace
107 106 10°
bakterii [CFU/mI]
5% OSetiena plocha
14,5 18,7 29,1
Tween 80 [cm?]
OSetiena plocha
22,8 29,4 45,8
[%]
Silice + OSetiena plocha
23,1 35,5 39,0
5% [cm?]
Tween 80
OSetiena plocha
36,2 55,8 61,2
[%]

Tabulka 4.9: Velikosti oSetfené plochy pro konkrétni koncentrace. Silice pro 10° obsahuje 72 bakterii.
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Saccharomyces cerevisiae
6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotn& 10°

Saccharomyces cerevisiae
6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Saccharomyces cerevisiae
6 ul silic + 194 ul 5%
Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10*

Saccharomyces cerevisiae
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Saccharomyces cerevisiae
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotng 10°

Saccharomyces cerevisiae
200 pl 5% Tweenu

Doba rozpraseni 4 min
Pocet bakterii na plotné 10*

Saccharomyces cerevisiae
Kontrolni méteni
Pocet bakterii na plotng 10°

Saccharomyces cerevisiae
Kontrolni méteni
Pocet bakterii na plotng 10!

Tabulka 4.10: Saccharomyces cerevisiae kultivovana na S agaru.
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5 Zavér

Cilem prace bylo zajistit maximaln¢ u¢innou dekontaminaci povrchu v minimalnim mozném
Case. Pro tento ucel bylo k dispozici netermalni plazma a velmi malé mnozstvi silic, které
mohou zatézovat zivotni prostiedi. Pficemz je znamo, ze silice se pouzivaji v potravinarském

prumyslu bézné, ale jejich pouziti je Casove velice naro¢né.

Elektrodovy systém byl navrzen tak, aby se s jeho pomoci podafilo snizit potiebnou dobu
osetieni ze 24 hodin na pouhé 4 minuty. Rovnéz se podafilo zajistit synergii ptisobeni

produktii vyboje, které maji nezanedbatelny cidni u¢inek, stejné jako silice oregano.

Pro optimalni vysledky tak byly vSechny parametry, jako je napf. proud, napéti,
mezielektrodova vzdalenost atd., zafixovany nakonkrétni hodnoty (tab. 4.1) s
nejvhodnéjsim mnozstvim roztoku v poméru 194 ul 5% Tweenu 80 ve vodé s 6 ul silic
oregano, tedy celkem 200 pl. Na vcelku velké plose povrchu kultivacniho média bylo tedy

mozné docilit rychlé inaktivace bakterii pfi pouziti malého mnozstvi silic.

Dale byl zkouman vliv netermalniho plazmatu, za pomoci oreganové silice, na bakteriich
Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans, Echerichia coli) a kvasince

(Saccharomyces cerevisiae), které byly umistény na kultivacnim médiu.

Pro inaktivaci povrchu kultivaéniho média pomoci 5% roztoku Tweenu 80 a oreganové
silice byly pouzity rizné koncentrace. Pfi vysokych koncentracich pro oSetieni povrchu
za pomoci samotného 5% Tweenu 80 nebyl patrny Zadny ¢i zanedbatelny vliv na bakterie.
U koncentraci nizsich byla patrna nenulova inaktivace bakterii i za pomoci samotného 5%
Tweenu 80. Z ¢ehoz lze soudit, ze roztok nosného média po aktivaci plazmatem ziskava
nékteré cidni UCinky, zaroveil samotné nepfimé plsobeni plazmatu méd maly,
ale nezanedbatelny vliv na bakterie a kvasinky. Tyto Cinky lze pfisoudit reaktivnim

¢asticim (0zon, singletovy kyslik, hydroxidové skupiny apod.).

Zaroven vsak inaktivace bakterii zalezi na mnozstvi silic rozsuspendovanych v nosném
roztoku. Pomér 194 ul 5% Tweenu 80 ve vodé s 6 ul silic oregano byl v tomto piipadé
nejlepsi. Divodem je pravdépodobné delsi doba rozprasovani, tedy delSi doba ptlisobeni
plazmatu na povrch a vétsi mnoZstvi nosné tekutiny, ¢imz je docileno lepSiho pokryti
kontaminovaného povrchu. Vysledky po osetfeni silicemi v roztoku 5% Tweenu 80 ukazuji

velmi dobrou inaktivaci bakterii, kdy dochazi ke snizeni koncentrace bakterii na povrchu
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az o 4 tady (v ptipadé¢ S. cerevisiae) a az o 8 radu (v ptipad¢ E. coli a S aurea). K Gspésné
dekontaminaci bakterii napomohla uzaviena atmosféra, kdy dochdzelo ke kumulaci
produkti vyboje (ozéon, ROS, RNS atd.) v okoli kultivaéniho média, a tak mohlo dojit

k poskozeni bakterie a zrychleni jeji inaktivaci.

Zavérem lze konstatovat skutecnost, ze diky vynikajicim vysledkim méteni, Silice maji
prokazatelné¢ vyznamny vliv pii inaktivaci bakterii a kvasinek. Ve vysledku byla zajisténa
inaktivace az 8 fadl 4 riznych mikroorganizmu, které byly zvolené tak, aby reprezentovaly

grampozitivni a gramnegativni bakterie 1 eukaryotické burky.
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