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Germicidal effects of corona discharge on microorganisms.

Abstract:

This thesis following up the studies about decontamination effects of low-temperature
plasma generated by corona discharge. Two species of bacteria, Escherichia coli and
Staphylococcus epidermidis, were exposed in two separate sets of experiments.
Bacterial suspensions were treated by point-to-plane corona discharge directly on
surface of semisolid culture medium, the Mueller-Hinton agar, placed in Petri Dishes of
5 cm diameter.

The point electrode was realized by the tip of a 0.7 mm syringe needle, connected to the
source of direct current high voltage. The plane electrode was formed by the surface of
an ion-conducting semisolid cultivation medium. A micrometer screw allowed precise
setting the 4 mm distance of the point electrode from the anode surface.

The samples were exposed to the corona discharge with current of 25pA - 150pA range.
The treatment duration is given by constant exposed charge (18, 27, 36 and 54 mC)
condition.

After exposition, all Petri dishes were immediately cultivated at 37 °C overnight. After
cultivation followed evaluation of inhibition zone areas, that was caused by action of
electric charge. The state of the cultures was quantitatively assessed by measuring of the
growth inhibition zones, where a complete growth inhibition took place.

The behaviors of these exposures were investigated. Motivation of these measurements
was considering or rejection of following hypothesis: Is the size of the inhibition zone
areas given only by the magnitude of exposed the electric charge for various initial
currents? This hypothesis was tested by a balanced two-way ANOVA and rejected
(p<0.05) for both tested bacteria cases.

Key words: bacteria, inokulace, kultivace, sterilization, corona discharge, inhibition
zone area, exposition, electric charge, semisolid cultivation medium,

Klic¢ova slova: bakterie, ockovani, kultivace, sterilizace, koréonovy vyboj, inhibi¢ni
zona, expozice, elektricky naboj, polotuh¢ kultivacni médium,
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1. UVOD

Jiz delsi dobu je znamo, ze elektrické vyboje a jimi generované plazma maji
cidni ucinky na mikroorganismy. Aplikace generovaného plazmatu na rtizné objekty
nebo jejich povrchy zptsobuje ubytek na nich pfezivajicich mikroorganismu, t;.
dekontaminaci az sterilizaci té€chto objekti.

Steriliza¢ni systémy vyvinuté v 70-80-tych letech nejsou zalozeny jen na plazmatu.
Pouzivaji smési plynt, obsahujici H202 a dalsi latky, které maji germicidni uc¢inky samy
0 sobé a v kombinaci s plazmatem se jejich ucinky jen zvySuji. Sterilizace zalozena na
plazmatu pouziva plyny, které germicidni vlastnosti nemaji, ale po zapaleni vyboje a
generaci plazmatu se cidnimi stavaji. Dobrym piikladem je vzduch nebo vzduch ve
smési s heliem.

Spole¢nost védcu zabyvajicich se vyzkumem v oblasti fyziky plazmatu je v poslednim
desetileti svédkem obrovského narustu zajmu o vySetfovani baktericidnich ucinkt
plazmatu. Tento zdjem je podminén touhou porozumét mechanismim, pomoci nichz
pusobi plazma na builkky mikroorganismti. Velkou motivaci jsou moznosti vyuziti na
poli mediciny. Plazma by mohlo nahradit sou¢asné metody sterilizace termolabilnich
nastrojii, které se spoléhaji na toxické plyny. V potravinaiském primyslu by pouziti
plazmatu pfi baleni potravin vedlo k prodlouzeni jejich Zivotnosti. Dal§im zajimavym
vyuzitim plazmatu je mozna sterilizace sond vesmirnych lodi. (SCHOLTZ 2007,
LARQUSSI 2005, MONTIE at al. 2000)

1.1. cile diplomové prace

Tato diplomova prace navazuje na vyzkum dekontaminaénich u¢inkd korénového
vyboje na mikroorganismy popsany v (SCHOLTZ 2007, LAROUSSI 1995, 1996, 2002,
2005, LAROUSSI at al. 2000, 2003, 2006, LAROUSSI a LEIPOLD 2004, LAROUSSI
a LU 2005, LU a LAROUSSI 2006, FRIDMAN 2005, 2007, BIRMINGHAM 2004,
GOREE at al. 2006 PEKAREK a KHUN 2004, 2006, ALEXEFF at al. 1999).
Piedev§im prace (SCHOLTZ 2007, SCHOLTZ at al. 2007, JULAK at al. 2005,
2006a,b) poskytuje komplexni charakteristiku dekontaminacnich vlastnosti korénového
vyboje na sadé¢ modelovych typli mikroorganismill. Zde je také popsan zajimavy jev
deformace kultiva¢nich polotuhych médii vznikajici pifi expozici. Povrch agaru se
prohyba a vytvaii se tak v mist¢ pusobeni koronového vyboje dulek. Tento jev je
zpusobeny iontovym vétrem, tedy kolektivnim pohybem nabitych ¢astic v temné ¢asti
korény zplisobenym elektrickym polem.. Hloubka dilku v agaru se zvétSuje s
rostouci dobou expozice. Prohybanim se povrch agaru, ktery pfedstavuje rovinnou
elektrodu, oddaluje od hrotu jehly — koronujici elektrody. Nasledkem této zmény
mezielektrodové vzdalenosti klesa proud protékajici vybojem pii nastaveném
konstantnim napéti mezi elektrodami.

ProtoZe tento d&j ovliviiuje podminky samotné expozice, jak zménou mezielektrodové
vzdalenosti, tak 1 nasledné vybojového proudu, vyvstala otazka, jaké vybrat vhodné
vstupni parametry pro dekontaminacni experimenty, provadéné metodiku analogickou
diskové metod¢ posuzovani citlivosti na antibiotika. Pfi téchto experimentech se
korénou pusobi na polotuhé médium s inokulem v Koncentraci, dostate¢né pro
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vytvofeni kontinualniho povlak na plotn¢ po inkubaci. V mistech oSetienych vybojem
se vytvafi inhibi¢ni zéna (podobné jako v oblastech s dostatecnou koncentraci
antibiotika u diskové metody).

Cilem této diplomové prace bylo posoudit hypotézu: Velikost inhibi¢ni zony je z dvojice
vstupnich parametri pocdtecni proud a exponovany naboj pFi zachovani ostatnich
nezavislych vstupnich parametrii uréena pouze exponovanym ndabojem.

Ukolem bylo provést fadu experimentt, pii kterych bude korénovy vyboj piisobit na
mikroorganismy. Prvnim nastavovanym parametrem byla velikost naboje, ktery ma
vybojem projit. Vzorky budou exponovany naboji 6, 12 a 18 milicoulombt. Napéti
mezi elektrodami bylo nastavovano tak, aby vybojem na zacatku expozice protékal
proud v rozmezi od 25pA do 150 pA, s krokem 25 pA. Vsechny experimenty byly
provadény opakované pro omezeni vlivu nahodnych chyb. Vysledky byly statisticky
zpracovany. Zadani a piesny postup jsou blize uvedeny V kapitole ¢.4.3 Metodika a
v kapitole 5 Vysledky.
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3. Teoreticka cast

3.1. Kapitoly z mikrobiologie

3.1.1. Misto bakterii v soustavé zivych organism.

Predmétem studia mikrobiologie je vSe ,,malé, mikro“. Mikroorganismy jsou velka a
rozruznéna skupina organismil zijicich samostatné jako jednotlivé buiiky nebo jako
shluky nediferencovanych bun¢k. Do skupiny mikroorganismi jsou zahrnovany viry,
bakterie, sinice, houby, fasy a prvoci, pokud se kjejich studiu pouzivaji metody
mikrobiologické. Pokud jsou vSak studovany metodami botanickymi nebo
zoologickymi, jsou potom piedmétem botaniky a zoologie.

Metodické pokroky biologie poskytly zcela novy pohled na rozd€leni organismi a
vyustily v jednozna¢ny zavér, ze existuji dva typy bunécné organizace, prokaryota a
eukaryota. Nebunécéné formy Zivota: viry, viroidy a priony stoji zvIast'.

Protoze se tato diplomova prace zabyva jen bakteriemi, zéastupci prokaryotnich
organismil, bude popis a charakteristika zaméfen na bakteriadlni buiiku. Podrobnosti o
ostatnich mikroorganismech je mozno nalézt v uéebnich textech (BEDNAR at al. 1996,

JULAK 2006, KAPRALEK 1986, 1999, ALBERTS at al. 1994, KARLSON 1981),
http://www.my-edu?2.com/eduframe.htm, http://www.bact.wisc.edu/microtextbook/index.html.

3.1.2. Prokaryota a eukaryota.

Rozdily mezi prokaryotnimi a eukaryotnimi organismy jsou zasadnéjsi neZ jsou rozdily
mezi rostlinami a Zivo€ichy. Oba tyto svéty organismil jsou od sebe ostie oddéleny a
neexistuji mezi nimi prechodné¢ formy. Kromé ftady dalSich znakl, jakymi jsou
napiiklad pfitomnost plastidii nebo struktura plasmatické membrany a bunécné stény
(tab. 3.1), je zasadnim rozliSujicim znakem jadro, jeho organizace.

Tab. 3.1: Rozdily mezi prokaryotni a eukaryotni butikou.

Charakteristika PROKARYOTA EUKARYOTA
jadro (karyon) bez membrany ohraniceno jadernou
membranou
chromosomy 1 cyklickd DNA pary chrom., mit6za
(haploidni) (diploidni)
bez histonll histony pfitomny
Bunécné organely: NE ANO

mitochondrie, plastidy,
endoplazmatické retikulum

velikost buiky malé, 0,5-2 um vetsi, 2-200 pm
organismus jednobunécny Jedno i mnohobunécny
metabolismus anaerobni, aerobni prevazné aerobni
bunécna sténa peptidoglykan bez peptidoglykanu
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Eukaryota jsou organismy, které maji ve svych bunkéch jadro ohrani¢ené membranou.
Tato skupina v sob¢ zahrnuje jednobunééné i mnohobunééné organismy od kvasinek a
prvoka pfes rostliny a zivoCichy az k ¢lovéku. Druhou skupinou jsou organismy
S neohranicenym jadrem, zvané prokaryota, jsou to vzdy jednobunécéné organismy,
netvoii tedy tkané. Prokaryoticka bunka je typ bunky charakteristicky pro bakterie a
archea., coz jsou velmi star¢, ¢asto extrémofilni organismy.

Prokaryotni (bakterialni) burika

Stavba bakterialni bunky se li§i od bunky rostlinné a Zzivocisné podstatné
jednodussi vnitini strukturou. Co do slozitosti a velikosti je fadové mensi nez
eukaryotni. Kromé rozpustné cytoplazmy ma vlastné jen Ctyii struktury, jadro,
ribosomy, cytoplazmatickou membranu a bunéfnou sténu. Je tvofena jedinym,
membranami dale nedélenym prostorem (obr. 3.1).

cytoplazma nukleoid ribosom

cytoplazmaticka

bunééna ’
membrana

sténa

Obr. 3.1: Schéma bakterialni bunky. (http:// www.microbiology.com.)

Nepatrna velikost bakteridlni buiikky ma své dusledky: velky pomér povrchu

k objemu, z toho plynouci velkou plochu kontaktu buiiky s prostiedim a z toho plynouci

vysokou rychlost vymény molekul mezi buiikou a prostiedim. Casy, potiebné pro

vnitrobunéénou dopravu molekul na misto interakce, jsou minimalni a proto maji
vysokou rychlost metabolismu (naptiklad doba potiebnd pro zdvojeni hmotnosti
biomasy rostoucich bakterii je 30 minut).

Tvarova rozmanitost bakterii neni velkd. NejCastéji se vyskytuji ve tvaru koule

(koky) nebo valce (ty€inky), které mohou byt nepravidelné, zahnuté nebo stocené do

Sroubovice. Nekteré druhy bakterii zastavaji po skonfeném bunéném déleni

pospojovany a mohou tvofit rizna seskupeni (dvojice, Ctvetice, fetizky, shluky apod.).

Cytoplasma bakterialni buriky je velice koncentrovany viskdézni vodny roztok ve vodé
rozpustnych molekul, které spolu interaguji. Jsou v ni jen tfi druhy strukturnich
utvard: jadro, ribosomy a granula z4sobnich latek.

Jadro bakterialni buiiky (nukleoid, bakteridlni chromozom) je jedind obrovskd a do
kruhu kovalentné uzaviena dvoufetézcovd molekula DNA neoddélena od
cytoplasmy  membranou.  Genetickd  informace vném uloZzend je
haploidni.Bakterie nezna mitosu ani meiosu ani sexudlni rozmnozovani
Vv eukaryontnim slova smyslu, i kdyZ urcitd forma vymény genetické informace
mezi bakteriemi existuje.

Bakteridlni ribosom je mistem piekladu genetické informace nesené molekulou
MRNA v primérni strukturu bilkovin (sekvence AMK).
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Cytoplazmaticka membrana obaluje povrch bakterialni cytoplasmy. Je silna asi 8 nm
a jeji stavba se nijak nelisi od stavby jinych biologickych membran: dvojita vrstva
fosfolipidli, uvniti nepolarni, hydrofobni, zevné polarni, hydrofilni, a v ni jsou
zanoteny molekuly bilkovin (obr. 3.2).

bilkovina fosfolipid

Obr. 3.2: Schéma biologické membrany (SCHOLTZ 2007).

Buné¢na sténa. Nad cytoplazmatickou membranou se nachdzi bunécné sténa. M roli
vngjsitho bunécného skeletu, je mechanicky pevna, udéluje bunce tvar a chrani ji
pfe nepifiznivymi vlivy vnéjsiho prostfedi. Za pevnost a odolnost je odpovédny
peptidoglykan, ktery je specificky jen pro prokaryota. Sténa ud€luje bakterii i
odolnost chemickou, proti zafeni, vyschnuti, kompenzuje vnitini osmoticky
pretlak, neni vSak nepropustna pro molekuly, ale jeji propustnost je selektivni.

Je dvojiho konstrukéniho typu: grampositivniho a gramnegativniho. Toto déleni objevil

Hans Christian Gram pfi pokusu nalézt univerzalni metody barveni bakterii v zivocisné

tkani. Dodnes se Gramovo barvici metoda (BEDNAR at al.1996) (obr.3.3) pouziva

k diferenciaci mezi bakteriemi.

Q A o
© 0% 4

Obr. 3.3: Gramovo barveni

1. Obarveni preparatu krystalovou violeti a nasledné ptisobeni jodidového roztoku.
Vysledkem je obarveni preparatu modrofialovou.

2. Promyvani obarveného preparatu acetonem.
Grampozitivni bakterie zlistavaji obarvené modrofialove.
Gramnegativni bakterie se acetonem odbarvi.

3. Obarveni preparatu safraninem.
Ruzove se obarvi uz jen Gram-negativni bakterie.

Pfic¢inou jsou rozdily ve stavbé bunétné stény G+ a G- bakterii (obr. 3.4).
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Bunécna sténa grampositivnich bakterii je asi 20 nm tlustd a je tvofena mohutnou
vrstvou peptidoglykanu skrze niz az na povrch pronikaji linedrni fetézce teichoovych
kyselin. Neobsahuje lipidy ani bilkoviny.

Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je ten¢i, asi 10 nm silna, méné hmotna, ale
tvotena podobn¢ jako jiné biologické membrany dvojvrstvou fosfolipidii a bilkovinami.
Nazyva se vnéjSi membrana na jeji vnéjsi strané jsou lipopolysacharidy, které ukotvuji
tuto vnéj$i membranu k peptidoglykanu. Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je sice
mechanicky kieh¢i nez sténa grampositivnich, ale je chemicky a osmoticky odolnéjsi.

ivni bakterie

A

Gram-negativni bakterie Gram-pozit

vnéjsi membrana
g
teichoova kyselina
S—— urstva i

peptidoglykanu

e cytoplasmaticka
membrana

Obr. 3.4: Schematické znazornéni cytoplazmatické membrany grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii (SCHOLTZ 2007).

Nekteré bakterie mohou mit nad bunéénou sténou jesté pouzdro, sliz nebo glykokalyx,
tyto vrstvy nesouci antigenni vlastnosti bakterie plni napfiklad ochrannou funkci, ¢i
umoziujici adhesi, a tim paddem mohou byt faktorem patogenity kokrétniho
bakterialniho kmene.

Zadna z bakterii studovanych v praci viak bakteridlni pouzdro netvofi a proto zde tyto
struktury nebudou podrobnéji popsany (BEDNAR at al. 1996).

V neptiznivych vnéjsich podminkach uméji nékteré bakterie pretvofit svoji fyziologicky
aktivni builku na bunku klidovou s téméf nulovym metabolismem nazyvanou
bakterialni spora, ktera je schopna se v pfipadé¢ vhodnych podminek zpétné navratit do
vegetativni formy.

Pti procesu sporulace, kdy se aktivni buiika pfetvaii v sporu, se z buniky vylouci téméf
vSechna voda a vytvaii se masivni obal spory, nazyvany kortex, coZ je peptidoglykan
specifické stavby, zajist'ujici spoie jeji vysokou odolnost.

3.1.3. Metody kultivace a detekce mikroorganismii

Na tyto metody se vztahuji ndsledujici legislativni dokumenty:

Zakon ¢. 258/2000 Sb. O ochrané verejného zdravi.

Provadeci predpis ¢. 440/2000 Sb., kterym se upravuji podminky predchazeni vzniku a
Sireni infekcnich onemocneéni a hygienické pozadavky na provoz zdravotnickych zarizeni
a ustavii socialni péce.
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Pro metody studia mikroorganismti je charakteristické, Ze na rozdil od rostlin a
zivoCicht se zpravidla nestuduji vlastnosti jednoho jedince, ale vlastnosti celé populace
daného biologického druhu.

Obvykle se k tomu pouziva tzv. bakteridlni kmen, tj. klon, vznikly z jediné bunky
vegetativnim mnoZenim v tekutych nebo polotuhych kultiva¢nich ptdach, nebo v
zivych eukaryotnich bunikach.

Zivotni projevy jedné mikrobialni buiiky, samy o sob& obtizné registrovatelné, jsou v
takovych kulturach zesileny natolik, Ze je mozno je dobie méfit a studovat.

V této praci jsou pouzivany a popsany pouze piimé detekéni metody zaloZené na
kultivaci bakterii na polotuhych kultiva¢nich ptadach.

Bakterie jsou pfitom ve formé vodné nebo jiné suspenze naneseny (vyockovany,
inokulovany) na povrch polotekutého média. Medium je tvofené vodou s rozpusténymi
zivinami, rustovymi faktory, podle potfeby i dalSimi latkami a je zahus$téno specialnim
polysacharidem ziskavanym z moiské fasy Agar agar, ktery pudé udéluje polotuhou
gelovitou konzistenci. Toto polotuhé médium se nazyva kultivacni pida, kultivacni
médium nebo kratce agar. Nalévad se obvykle do sterilnich Petriho misek nebo
zkumavek, ve kterych pak probiha vlastni kultivace bakterii.

Podrobny popis i dalii techniky kultivace a jejich pouziti jsou popsany v (JULAK
2003).

V této praci byly pouzity kultiva¢ni pady vyrabéné primyslové a do Petritho misek
nalévané centralné ve varng Ustavu imunologie a mikrobiologie 1.LF UK (dale jen
UIM).

Jejich slozeni a ptipravu popisuje VOTAVA (2000).

Po naneseni (inokulaci) na kultivaéni pidu z ni bakterie zacnou vyuzivat potfebné
Ziviny a pii vhodné teploté (obvykle 35 az 37°C) se rychle mnoZi.

Po dostate¢né dobé (u béznych bakterii 12 az 24 hodin) vznikne na povrchu agaru na
misté kazdé zivé bakterie tzv. kolonie bakterii, coZ je shluk dcefinnych bakterii
vzniklych mnozenim ptivodné€ inokulované bakterie.

Kolonie vSak vznikaji z jediné izolované bakterie pouze Vv idedlnim piipad¢, Casto je
zakladem kolonie vétsi ¢i mensi shluk bakterii oznacovany pojmem colony forming
unit (cfu).

Pii dostatecné nizké plosné hustoté inokulovanych bakterii vzniknou vzajemné
izolované kolonie, coZ umoZiuje jednoduché vizudlni stanoveni poctu a mista
puvodnich bakterii.

ZvySovanim koncentrace inokula se vzniklé kolonie za¢nou zmenSovat a roste jejich
hustota, jednotlivé kolonie se zatnou vzajemné dotykat a pii dostatecné koncentraci
vznikne na inokulovanych mistech povrchu zivné pidy souvisly bakteridlni povlak.

3.1.4. Klasické metody dekontaminace a moznosti jejich pouziti

Na tyto metody se vztahuji ndsledujici legislativni dokumenty:

Zdkon ¢. 125/1997 Sb. O nakldddni s odpady.
Provadeci vyhlaska ¢. 338/1997 Sb.
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Zpiisob vedeni evidence a ohlasovani, shromazdovani a skladovani odpadu musi
spliovat podminky dané vyhlaskou MZP ¢.338/1997 Sb.

Jako dekontaminace se oznacuje soubor metod a postuptl vedoucich k ¢aste¢nému nebo
uplnému zahubeni nebo odstranéni mikroorganismii z daného mista.

Jedna se o proces odstranovani mikroorganismi, kterymi mohou byt viry, bakterie,
jednobunécné eukaryotni organismy i mnohobunécné drobné organismy jako plisné
nebo roztoci.

Univerzalni metoda sterilizace ani dekontaminace neexistuje, v dusledku Ccasto
protichtidnych pozadavki na kvalitu dezinfekéniho ¢i sterilizacniho postupu, tj. na
pozadovany stupeni dekontaminace, a na zachovani vlastnosti zpracovavané¢ho
materialu.

Pii vybéru metody dekontaminace je nutno postupovat uvazlivé a omezit nezadouci
vedlejsi ucinky procesu, zejména poskozeni predméti nevhodnou sterilizaci.

Znamych metod dekontaminace je velké mnoZstvi. Pro konkrétni aplikaci se vhodna
metoda voli podle pozadovaného stupné dekontaminace, vlastnosti dekontaminovanych
materialt, casové a ekonomické naroénosti nebo jinych kritérii. (ADLER at al. 1998).

Podle stupné¢ ucinnosti se dekontamina¢ni metody zhruba déli do nasledujicich
kategorii: Sanitace, Dezinfekce, Sterilizace.

Sanitace je snizeni koncentrace mikroorganismi na Groven povazZovanou ze
zdravotniho hlediska za bezpecnou. Obycejné zahrnuje mechanické €isténi,
myti a ¢asteCnou dezinfekci.

Dezinfekce je uplné odstranéni pivodct infekei, tj. patogennich i podminéné

patogennich mikroorganismil.
Provadi se plsobenim fyzikdlnich nebo chemickych dezinfekénich
prostiedki, které patogenni organismy hubi nebo zbavuji patogenity.
Dezinfikovany pfedmét nesmi obsahovat patogenni organismy, mizZe vSak
obsahovat organismy nepatogenni.

Sterilizace je uplné odstranéni vSech zivotaschopnych forem na povrchu nebo
uvnitt danych systémi pii pouziti fyzikalnich nebo chemickych prostiedkd.

Dalsim délenim dekontamina¢nich metod je na mechanickeé, fyzikalni a chemické.
Mechanické: Uklid, myti a prani mechanicky odstrafiuje mikroby za pouziti horké
vody a piipadné povrchové aktivnich latek. Mokrym uklidem a omytim se
dosahuje sniZzeni poc¢tu mikrobi jen asi o 90 %. Pouziva se vSak k
predsterilizacni ocist¢ predmétii, nebot’ odstrafiuje mechanické necistoty,
které mohou mikroby chranit pfed pisobenim sanita¢nich, dezinfek¢nich a
sterilizacnich prostredkda.

Fyzikalni metody:
Plamen: Rozzhaveni kovového piedmétu do Cerveného Zaru, resp. spaleni
hoflavého materidlu je spolehlivy zplsob sterilizace. Neni ho vSak mozno
pouzit pro tepeln¢ labilni materidly. Byva vSak standardné pouzivan ke
sterilizaci infekéniho materidlu napf. z nemocnic, uréeného k likvidaci.

Var pod tlakem: Tento zpusob sterilizace je zalozen na pusobeni piehraté

vodni pary. Protoze bod varu vody zavisi na tlaku, je pfi pretlaku 200 kPa (2
atmosféry) teplota pary vrouci vody 121 °C, pii pfetlaku 300 kPa (3
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atmosféry) 134 °C. Téchto tlakii a teplot se dosahuje v tlakovych
sterilizatorech neboli autoklavech.

Pro bezpecné zniceni vSech forem mikroorganismi obvykle vyhovuje
expozi¢ni doba 20 minut pii 121 °C nebo 10 minut pii 134 °C.
Autoklavovani je mozno pouzit pro vétSi mnozstvi materidlli nez plamen,
nelze jej vSak pouzit pro termolabilni materidly ve kterych dochazi pii
pouzité teploté k degradaci.

Pasteurizace: Spociva v zahiati kapaliny na pomérné nizkou teplotu, napf.
na 62 °C po dobu 30 minut, obvykle na 80 °C po dobu né¢kolika vtefin.
Pouziva se ke kratkodobé konzervaci termolabilnich tekutin, hlavné
potravinaiskych. Pomérné¢ spolehlivé hubi vétSinu vegetativnich forem
bakterii, pfezivaji vSak spory a n€které viry. Tzv. ultrapasteurizace spociva v
mzikovém zahtati kapaliny vstiiknutim vodni pary piehraté na 150 °C, které
nici prakticky vSechny mikroby véetné spor.

Var: Prosty var za normélniho tlaku ve vodé (n€kdy s pfidavkem detergentii
nebo NaHCO3) pii 100 °C hubi po 2-30 minutach vétSinu vegetativnich
forem bakterii, virt a kvasinek

Horky vzduch: Provadi se v horkovzduSnych sterilizatorech, pfistrojich
S nucenym ob&hem vzduchu a s termostatickym ohtevem do 200 °C. Protoze
suché teplo je méné uc¢inné nez vlhké, pouziva se oproti autoklavim delsi
doba, az 2 hodiny. Spolehlivé nic¢i i spory. Nevhodné pro termolabilni
materialy.

Elektromagnetické zareni: (LAROUSSI 1996) Mikrovinné, ultrafialové,
gama zafeni nebo rentgenové zafeni pusobi baktericidné. Na vétSinu
materiali nemaji negativni vliv. PouZzivaji se na sterilizaci potravin nebo
medicinskych produktli. Nejsou vSak 0€inné na nékteré viry (napf.
hepatitida, HIV).

Elektronovy paprsek: Paprsek elektrond o energii 3 az 10 MeV se pouziva
ke~sterilizaci medicinskych produktl. Zabaleny vyrobek je ozafen
elektronovym paprskem, ktery pronikd obalem a interakci s materidlem
uvnitf bunék vytvari sekundarni elektrony, iontové pary a volné radikaly,
které narusuji DNA bunék a tim objekt sterilizujici (CALHOUN at al. 1997,
KELLY-WINTENBERG at al.1998).

Chemicka ¢inidla: Nevyzaduji obvykle zvysenou teplotu i kdyz s rostouci teplotou
jejich ucinnost stoupa. Jejich uclinnost  zavisi téz na koncentraci, na dobé
pusobeni.Vhodnych chemickych prostredk je velké mnozstvi, vybrané metody je
mozZno pouzit v nékterych piipadech 1 k uplné dezinfekci, mohou vSak chemicky
reagovat s dezinfikovanym materidlem nebo jej jinak znehodnotit (potraviny). Pouzivaji
se kdezinfekci a sterilizaci termolabilnich latek. NejbéznéjSimi prostiedky jsou
anorganické kyseliny, zdsady a n¢které soli, organické kyseliny, aromatické uhlovodiky,
aldehydy (formaldehyd), alkoholy a nékteré kovy. Ozon Os, ktery je ucinny, ale labilni,
pouziva se k dezinfekci vody a potravin. Efektivnost ozonu v niceni bakterii spociva v
naruseni jejich bunééného dychani. (LAROUSSI 1996, JULAK 2003, MASUDA at al.
1988, MASUDA at al. 1990, TICHY 2003). Sterilizace plynem ethylenoxidem je
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zalozena na alkylaci organickych sloucenin v bakteridlni bunice. Alkylace je vymeéna
vodikoveho atomu za alkylovou skupinu. Tato substituce je pro bakteridlni bufiku
smrtelna (TICHY 2003).
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3.2. Kapitoly z fyziky plazmatu

3.2.1. Elektrické vyboje v plynech

Elektricky vyboj v plynu je jev, kdy se plyn nebo para stavaji elektricky vodivymi.
Znamena to, Ze V plynu nebo pafe jsou voln¢ pohyblivé, elektricky nabité castice
(elektrony, ionty). Tyto Castice se vlivem elektrického a magnetického pole nebo difize
pohybuji ve velkych mnozstvich ve sméru ptsobicich sil. Vznika elektricky proud.
Zakladem nauky o elektrickych vybojich v plynu je nauka o fyzikalnim plazmatu.
Nejvyraznéjsi vlastnosti elektrického vyboje registrovatelnou bezprosttedné lidskymi
smysly je vyzafovani elektromagnetického vinéni v oboru viditelné casti spektra
(KRACIK at al.1964, KRACIK a TOBIAS 1966).

Elektricky vyboj je definovan jako fyzikalni jev, ktery je
charakterizovan vznikem elektrického proudu
V plynném prostiedi.

3.2.2. Rozdéleni vyboju

Podle doby trvani rozdélujeme vyboje na ptfechodné a ustalené.

Ustalené podle vzniku a udrzeni vybojové dradhy na samostatné a nesamostatné.
Samostatné vyboje jsou schopny samostatné existovat, nepotiebuji zevni zdroj nosici
naboje.

Nesamostatné vyboje potiebuji bud’ zevni zdroj nabitych ¢astic nebo zevni zdroj energie
schopny ionizovat atomy nebo molekuly ve vybojové draze (GROSS 1967).

3.2.3. V-A charakteristika vyboje

Kazdému vyboji je pfifazena urcita dvojice hodnot: napéti na elektrodach U[V] a proud
protékajici vybojem I[A]. Zméni-li se proud, musi se zménit 1 napéti na elektrodach a to
tak, aby dvojice hodnot urcovala bod na voltampérové charakteristice (na obr.3.5 je
ukazan ucebnicovy piiklad voltampérové charakteristiky doutnavého vyboje). Pii
malém napéti vétSina iontl zanikd rekombinaci diive, neZ dorazi na elektrody.
S rostoucim napétim se pohyb iontl zrychluje, az pii napéti Uise nestaci nekombinovat
a doleti k elektrodam. K dalsimu zvySeni proudu dochazi pfi tzv. zapalném napéti Uy,
nova ionizace molekul, nastava samostatny vyboj.
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Obr. 3.5: Voltampérova charakteristika doutnavého vyboje za nizkého tlaku mezi rovinnymi
eletrodami.

3.2.4. Plazma vyboju

Podle obsahu tepelné energie mizeme hmotu rozdélit do ¢tyi skupenstvi (obr. 3.6)

(GROSS 1967):

pevné skupenstvi. V pevném skupenstvi jsou atomy latky uspotfadany do pravidelné
miizky, kazdy atom ma své misto a omezeny pohyb. Kinetickd energie tohoto
pohybu je métitkem teploty latky.

kapalné skupenstvi. Zahtivanim pevné latky se urychli pohyb atomt, porusi se
struktura a latka prechdzi v kapalinu. Vzdalenost jednotlivych atomi se zvétsi, coz
se projevi zvétSenim objemu.

plynné skupenstvi. Pfi pfechodu kapalné latky v plynnou se zvétsi vzdalenosti atomt
zhruba stokrat. Castice se pohybuji chaoticky, protoZze dochazi ke vzijemnym
srazkam, tedy k vyméné energie a zméné¢ sméru pohybu. Kinetickd energie
molekul latek v plynném skupenstvi je mald a nezptisobuje tedy zmény ve vnitini
struktufe castic.

plazmatické skupenstvi. Dal§im zahtivanim plynné latky zvySujeme kinetickou energii
molekul, kterd ptfi vzajemnych srazkach zplisobuje rozdéleni na ¢astice jednodussi,
disociace. Vzniklé atomy maji kinetickou energii dostacujici pii srazkach
k nabuzeni atomu. Takto nabuzeny atom budici energii vyzaii jako svétlo. Nekteré
srazky dodaji atomim ¢i molekulam tak velkou kinetickou energii, Ze dostacuje
k vytrzeni elektronu z obalu atomu, ionizaci.
Jeslize bylo ionizace Vv plazmatu dosazeno diky ohievu, hovoifime o termalnim,
vysokoteplotnim nebo téZ izotermickém plazmatu. Elektrony, ionty i neutralni
¢astice maji zhruba stejnou teplotu.
Jestlize je energie Vionizovaném plynu selektivné doddvana piedevSim
elektronim (naptiklad srazkami, elektrickym polem ¢i elektromagnetickym
zafenim) vznikd neizotermické (netermalni, nizkoteplotni) plazma. Elektrony maji
fadove vyssi teplotu nez ionty a neutralni Castice.
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Ionizaci vznikaji v plynu elektricky nabité Castice, elektrony se zapornym nébojem a
kladné ionty. Kvazineutralni plazma znali, Ze je stejny pocet kladnych a zapornych
iontd, takze plazma jako celek se chova elektricky neutralné.

V latce vionizovaném stavu, tj. Vv plazmatickém stavu se Castice pohybuji také
chaoticky, ale ve vétSich vzdalenostech od sebe, protoze u nabitych castic pilisobi
elektrostatické sily. Stupeii ionizace plazmatu ovliviuji tlak a teplota.

Termalni plazma je hmota s velkym obsahem tepelné energie.

Termalni plazma je tedy plyn zahfaty na vysokou teplotu s velkym stupném ionizace a
s elektricky nabitymi c¢asticemi. Jeho hlavnimi znaky jsou dobra elektricka
vodivost a intenzivni vyzafovani.

Netermalni plazma je stav hmoty, kdy plyn vykazuje dobrou elektrickou vodivost
v dusledku ionizace castic, pfiCemz na vysokou teplotu jsou zahtaty pouze
elektrony. Ionty a neutrdlni ¢astice maji teplotu blizkou k okolnimu plynu.

A
> ionizace
o
1S
=
Q
S var
23
Q
©
c
©
o
Q Z -
= tani
pevné kapalné plynné plazmatické
skupenstvi skupenstvi skupenstvi skupenstvi teplota

T

Obr. 3.6 : Zavislost tepelné energie hmoty na teploté (GROSS 1967).

3.2.5. Pohyb ¢astic v plynech a jejich vzajemné pusobeni

Kazdy vyboj se sklada z elektrod a prostoru mezi elektrodami vyplnéného plynem,
vybojova drédha. V této vybojové draze, v plynu, probihaji vybojové procesy vedouci
k ionizaci mezi neutralnimi ¢asticemi a nosici elektrického naboje. Nejcastéji k témto
procestim dochazi pii vzdjemnych srazkéach ¢astic, ze kterych je vybojovy plyn slozen.
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V plazmatu elektrického vyboje hoficiho v chemicky ¢istém plynu jsou tyto Castice:
neutrdlni atomy, elektrony, ionty a molekuly. Tyto castice do sebe navzajem narazeji a
pii srazkach se méni jejich energie a vznikaji ¢astice nové (obr. 3.7).

Urychlovani elektronu a ionti v el.poli. Pohyb elektrond a iontd ve sméru el.pole se
nazyva drift (unaseni)

Pruzné srazky. Pti pruzné srazce si Castice zachovavaji stejnou vnitini strukturu, méni
se pouze smér a velikost rychlosti, tedy kinetické energie ¢astic

Nepruzné srazky. Pii srazkach nepruznych dochazi ke zméné vnitini struktury ¢astic.
Kineticka energie se méni v potencialni energii vazebnych elektroni atomového
obalu. Tato zména se projevi excitaci nebo ionizaci atomu.
Atom mohou takto excitovat nebo ionizovat elektrony, tepelnd ionizace jinym
atomem, ionizace zafenim fotonem.

Rekombinace a srazky tiech ¢astic. Rekombinace, tj. déj opa¢ny ionizaci, kdy se

nesouhlasné nabité Céstice navzdjem pfitahuji a vytvari tak opct neutralni molekuly.

Podrobngji v (GROSS 1967).

KATODA
elektrony
A 4
‘ ionizace ‘ ‘ nabuzeni ‘ ‘ rekombinace
A A A A A
rychlé [Zéfem
atomy v t
pruzné —
il srazky ‘ nabuzeni ‘
zaporné ionty ‘ ‘ kladné ionty l
4 A\ 4 A4
teplo
A4
ionizacﬂ
A4
elektrony
ANODA

Obr. 3.7: Vzajemné plsobeni plazmatu a elektrod (GROSS 1967).
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3.2.6. Zakladni vlastnosti koronového vyboje

Korénovy vyboj je prikladem ustadleného samostatného vyboje, to znamena, Zze
nepotiebuje ke své existenci vnéjsi zdroj nosicli ndboje.

Korénovy vyboj vznika i1 pti atmosférickém tlaku pii usporfadani vodi¢t vytvarejicim
silné nehomogenni elektrické pole.

Korona vznikne pfi ur¢itém napéti nazyvaném pocatecni, nebo téz zépalné napéti. Pii
zvySovani napéti na elektroddch se zvétSuje svitici oblast vyboje vytvarejici
charakteristicky tvar korunky (latinské corona znamena koruna) pri ur€ité vysi napéti
nastane pruraz a vznikne jiskra, tento déj je vysvétlen teorii strimert (viz nize v textu).
Makroskopické projevy vyboje: Sum, praskot, svétélkujici vrstva kolem vodice, v niz
dochazi k ionizaci plynu ndrazem elektronil.

Nehomogenni elektrické pole
Hlavni podminkou vzniku kordény je nehomogenni elektrické pole ve vybojové
draze, které vznikéa v bezprostfednim okoli elektrody s malym polomérem kiivosti
povrchu (tzv. aktivni nebo koronujici elektroda). Byva realizovana jehlou (hrotova
elektroda, point elektroda), dratkem nebo hranou. Druha elektroda muze byt
libovolna, napiiklad plosna (plane elektroda, rovinna elektroda), realizovana
jakymkoli plosnym vodi¢em.

Rozdéleni koronového vyboje podle polarity nosi¢e naboje
Unipoléarni — na vedeni proudu se podili pouze nosi¢e naboje jedné polarity. Zavisi
na geometrii elektrod, kdy jedna elektroda mé& velmi maly polomér kiivosti a
druha elektroda ma velky polomér kiivosti, napiiklad. hrot-rovina, jehla-rovina,
drat-rovina, hrana-rovina.
Bipolarni — obé elektrody maji maly polomér zakiiveni. Na vedeni proudu se
podili kladné 1 zaporné nosice naboje, naptiklad hrot-hrot, drat-drat.
Tato prace se zabyva pouze unipolarnim korénovym vybojem.

Koronovy vyboj jako zdroj nizkoteplotniho plazmatu
Jak uz bylo vySe uvedeno, je plazma plyn obsahujici neutralni 1 nabité Castice, tj.
ionty a elektrony. K ionizaci dochazi v ptipadé¢, Ze je elektronu udélena dostatecna
energie k uvolnéni z atomu nebo molekuly. Pokud je tato energie tepelnd, maji
elektrony i ionty pfiblizné stejnou vysokou teplotu a plazma se nazyva termalnim
nebo izotermickym. Pokud je ionizacni energie doddvéana jen elektroniim, pak
maji elektrony vyrazné vys$si teplotu nez ionty a plazma je nazyvano jako
nizkoteplotni nebo netermalni.
Ke generaci nizkoteplotniho plazmatu se pouziva elektrickych vyboja v plynech,
kde volné elektrony ziskavaji kinetickou energii z pohybu v elektrickém poli a
naslednymi srdazkami dochéazi k ionizaci jinych atomii a molekul a tudiz ke
generaci dalSich volnych elektroni.
ProtoZze je jenom malad cast energie obsaZena v energii iontd a tedy teploté
plazmatu, nedochdzi ktermalnimu ohfevu materidld, které pfichazeji
S nizkoteplotnim plazmatem do styku. Pfitomné energetické elektrony jsou vSak
vysoce reaktivni a zpusobuji oxidaci, excitaci atomit a molekul nebo produkci
volnych radikaltt (SCHOLTZ 2007, KHUN 2007).
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Zaporné polarizovana koronujici elektroda

Nasledujici text popisuje jen d&je tykajici se zaporné kordny, protoze kladna
kordéna nebyla pti provadéni experimentl v této praci pouzita.

V oblasti okolo koronujici elektrody (jehla) je aktivni oblast s vysokou intenzitou
elektrického pole a v disledku tohoto velkého potencidlniho gradientu dochazi k
ionizaci. Vzniklé volné elektrony jsou urychlovany silnym elektrickym polem,
ziskavaji kinetickou energii a jsou pfitahovany smérem k rovinné elektrodg.
Elektrony driftuji do oblasti s malou intenzitou elektrického pole, tedy nizkym
potencidlnim gradientem. Tam se pfichycuji k neutrdlnim a elektronegativnim
molekuldm plynu a vytvaii tak zaporné ionty, které jsou ptitahovany k rovinné
elektrod¢. V této oblasti nedochazi k dal$im ionizacim.

Elektronova lavina, teorie strimeri:
Pro udrzeni vyboje je potifeba generovat dalsi elektrony (sekunddrni). Tyto
vznikaji emisi z povrchu koronujici elektrody. Zdrojem energie pro emisi jsou
fotony, deexcitujici z atomt a molekul plynu.
V prostoru mezi katodou a anodou se pti dostateéné intenzit¢ elektrického pole
vyviji lavina z elektronu uvolnéného z katody. Lavina musi mit dostate¢nou
koncentraci nabitych castic. Elektrony se pohybuji znacnou rychlosti k anodé.
Zanechavaji za sebou kladny iontovy prostorovy naboj.
Do tohoto prostoru jsou nyni pfitahovany elektrony, které vytvori dil¢i laviny,
Sifici se v opaéném sméru nez k anod€. Vytvati vodivy sloupec plazmatu, strimer,
ktery postupuje smérem ke katod¢. Po dosazeni katody se tak katoda vodive spoji
s anodou plazmatickym sloupcem.

Warburgiiv zikon:
Empiricky bylo zjiSténo, Ze proudové rozloZeni na rovinné elektrodé je mozZno
popsat Warburgovym zakonem.
Plati pro stejnosmérny, kladny i1 zaporny, koronovy vyboj ve vzduchu. Geometrie
elektrod: hrot-rovina (obr. 3.8).

U(U=U,)
dn

cosm@

] =k

J radidlni rozloZeni proudové hustoty na rovinné elektrodé
U napéti mezi elektrodami
Uo napéti potiebné pro zapaleni korénového vyboje
d  vzdalenost mezi hrotem a rovinnou elektrodou
0 0 =arctan (r/d)
uhel mezi hranou kuzele vyboje a vertikalni osou vyboje
r  radidlni rovinna proménna
m,n mocniny zvoleny tak, aby vyhovovaly experimentalnim
vysledkiim
k  konstanta tmérnosti
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/koronujl’ci elektroda

aktivni oblast

iontovy tok-
-driftova oblast

uzemnéna rovina-
-rovinna elektroda

Obr. 3.8: Schematické znazornéni geometrie elektrod hrot-rovina s parametry figurujicimi ve Warburgové
zékonu.

3.2.7. Slozky plazmatu

Procesy, fyzikalni i chemické, probihajici v hotici koroné jsou komplikované a jejich
podstata, i ptfes intenzivni vyzkum, neni doposud dostate¢né objasnéna. (MILES at al.
2001, LAROUSSI 2002, 2005, LAROUSSI a LEIPOLD 2004, LAROUSSI at al. 2003,
LARQUSSI at al. 2006, MENDIS at al.2000, MOISAN at al. 2001, MOISAN at al.
2002).

MozZnych mechanismii dekontaminaniho plsobeni je uvadéno nékolik, zejména

pusobeni UV zéfeni, nabitych castic, reaktivnich ¢astic a tepla. Neni vSak dosud zcela

jasné pomérné zastoupeni téchto mechanismii ve~vysledném efektu nebo moznosti
jejich synergického zesilovani.

Expozice muze probihat dvojim zplGsobem. V prvnim piipadé, je vzorek v pfimém

styku s plazmatem a tedy se vSemi generovanymi ¢asticemi. Ve druhém provedeni je

vzorek umistén v sousedni komote, vétSina tepla je zredukovana a nabité ¢astice nehraji
roli, protoZe se rekombinuji jesté pred dosaZzenim vzorku.

UV zareni: UV zifeni vrozmezi vlnovych délek 200-300 nm zplisobuje smrtelné
thyminovych bazi v jejich DNA a to ma za nasledek neschopnost replikace, tedy
dalsi reprodukce. Cidni G¢inky UV zéfeni jsou prokazané, ale v praci LAROUSSI
a LEIPOLD (2004) bylo métfenim zjisténo, ze UV zafeni okolo 260 nm hraje
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vyznamnou roli ve sterilizacnim procesu. Neni jednozna¢ny nézor na to, jakou
meérou piispiva k celkovému ucinku nizkoteplotniho plazmatu.

Nabité ¢astice: Nabité ¢astice hraji dileZitou roli pfi dekontaminaci bakterii. Zptisobuji
prasknuti vnéj$i membrany bakterialni bunky. V pracich (LAROUSSI at al. 2003,
MENDIS at al.2000, MOISAN at al. 2002) bylo ukazano, ze pravé vlivem
elektrostatické sily, kterd se naakumuluje na povrchu membrany, dojde
k piekonani vnitiniho tlaku buiiky a nasledkem tohoto tlaku membrana praskne.

Reaktivni cCastice: Nizkoteplotni plazma je zdrojem reaktivnich Castic, zejména
reaktivnich forem kysliku a dusiku. Tyto Céstice maji silné oxida¢ni Gc¢inky na
vngj$i strukturu membrany. Bunééna membrana je tvotena lipidovou dvojvrstvou.
Dilezitym komponentem jsou nenasycené mastné kyseliny, které davaji
membrané tekuty (fluidni) charakter. To dovoluje transport produktti skrze
membranu. Hydroxylové radikaly (OH’) méni funkci membrany coby bariéry
Vv fizeni transportu latek. Ozon (O3) je také silné oxidacni ¢inidlo a je ve vétsi
koncentraci pro zivé organismy jedovaty. Jeho cidni U¢inky jsou znamy jiz
dlouhou dobu. Pfirozené vznika bleskem, uméle elektrickym vybojem v plynu.
Bézné se uziva k desinfekci vody (CHALMERS at al. 1994).

Podle zavért uvedenych v citovanych Clancich je prokazany synergicky ucinek vsech

¢astic generovanych elektrickym vybojem.
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4. Material a metody

Tato diplomova prace vychazi z védeckych praci (SCHOLTZ 2007, MULLER 2008,
LAROUSSI 2005, JULAK at al. 2005, 2006, LEROUGE at al. 2001, SLADEK a
STOFFELS 2005, STOFFELS a FLIKWEERT 2002), ve kterych jsou popsany
piredbézné pokusy. Na zakladé téchto studii byla sestavena a optimalizovéana aparatura a
pfevzata ¢ast metodiky pouzité v této diplomové préci.

4.1. Material

4.1.1. Druh testovanych bakterii

Pii pokusech byly pouzity kmeny bakterii izolované v UIM. Tyto kmeny jsou
oznaGované jako ,,divoké“, protoze nejsou z definované sbirky kmenti Ceské sbirky
mikroorganismi (Czech Collection of  Microorganisms, Catalog of  cultures.
Masarykova Universita Brno, 1999), takové jsou oznac¢ované jako CCM a pfislusnym
katalogovym c¢islem. Konkrétné byly pouzity dva druhy bakterii: Escherichia coli a
Staphylococcus epidermidis. Tyto kmeny netvofii bakterialni spory.

mikroorganismus Typ bunécné stény | Tvar bunky
Staphylococcus epidermidis | G + kok
Escherichia coli G- tycinka

4.1.2. Koncentrace bakterii

Pro udrZeni stejnych podminek bylo zapotiebi vytvofit dostate¢nou zasobu kultur, které
byly po dobu experimentii uchovavany v mrazicim boxu. Abychom udrzZeli bakterie po
celou dobu ve vegetativnim stavu, uchovavali jsme je jako suspenzi bakterii ve vodném
roztoku glycerinu (10%). Glycerin (1,2,3 -propantriol; dobie rozpustny ve vod¢)
zabranuje zamrznuti celého objemu a tim poskozeni bun¢k bakterii. Inhibi¢ni zony jsou
ostfe ohraniteny aZ pii koncentracich bakterii inokula v rozmezi fadové 10* — 107 cfu
cm, viz prace (SCHOLTZ 2007a, SCHOLTZ at al. 2007b, 2007¢c , LAROUSSI 1996,
LAROUSSI at al. 2000). Byla pfipravena zasoba suspenzi kultur o koncentraci cca 10°
cfu cm?, po jejiz inokulaci byla kultivaéni ptida pokryta souvislou vrstvou bakterii.
Takto bylo dosazeno stejné koncentrace inokulovanych bakterii po celou dobu
provadéni pokust.

4.1.3. Priprava pevnych pud na oc¢kovani

Pti pokusech byly pouzivany sklenéné Petriho misky o priméru 5 cm. Petriho misky
byly pfed naplnénim pozadované¢ho média sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru
STERIODENT 400 (Chirana) pii 180 °C po dobu 2 hodin. Kultiva¢ni pidy byly
piipravovany z prumyslové vyrabénych zakladl podle ptislusnych navoda a sterilné
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rozplnény do Petriho misek ve varné UIM. Z kazdé sady byla jedna plotna s &istym
agarem dana pfes noc do termostatu pro kontrolu sterility celé¢ sady. Predbézné
experimenty ukézaly, ze pro kultivaci Ize stejné dobfe pouzit krevni agar nebo Zivny
agar, ale pro metody odecitani velikosti inhibi¢ni zoény prosvécovanim (piiloha 1) se
ukazal nejvhodné&jsi Mueller-Hinton agar, protoze je transparentni.

Jeho slozeni:

Hovézi maso,infuse 2,09
Kysely kaseinovy hydrolyzat 17,59
Skrob 1,59
Agar 17,09
pH 7,3

Ptiprava: Suspenduje se 38 g ptipravku v 1 litru purifikované vody, dikladné promicha
a za Castého tfepani zahtiva a 1 minutu povaii. Sterilizuje se autoklavovanim 15 minut
pii 116 °C a vyleje do misek v takovém objemu, aby vyska agarové vrstvy Cinila 4 mm.

4.2. Experimentalni zarizeni

4.2.1. Aparatura

Pro ziskavani korénového vyboje byla pouzita aparatura skladajici se ze zdroje
stejnosmérného vysokého napéti HT 2103 (Utes, Brno) (pfiloha 2), ktery umoziuje
nastaveni napéti do 10 kV s maximalnim proudem 0,5 mA. Negativni point-to-plane
korénovy vyboj (kapitola 3.2) byl generovan na hrotu lékafské hypodermalni jehly
Medoject 0,7 x 35 mm (Chirana T. Injecta, Stard Turd) jako point-elektrod€. Jehla byla
upevneéna v laboratornim stojanu vertikdlné nad horizontalnim povrchem plosné anody,
ktera byla tvofena kultivacni plotnou. Vzdalenost hrotu jehly od povrchu anody byla
nastavovana mikrometrickym Sroubem. Pro utlumeni nahodnych zmén proudu a napéti
na elektrodach vyboje se do okruhu vyboje zatazuje stabilizacni odpor. Schéma a
fotografie aparatury jsou na obrdzku 4.1. a v pfiloze 4. Dal$i varianty aparatury jsou
v pracich (ROTH at al. 1992, KANAZAWA at al. 1988)

vysoké napéti

point elektroda .\
A—’ ~_ koréna
o | _ vzorek
zem —
s »>

Obr.4.1: Schéma a fotografie aparatury (SCHOLTZ at al. 2007).
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4.2.2. Mérici a zaznamové pristroje

Na ziskévani informaci o pribéhu pokusu byl pouzit digitdlni multimetr METEX M-
387 OD (blizsi specifikace neuvedena)( priloha 3). Pfistroj poskytuje informace o
zvolené méfené veli¢ing, jeji hodnoté, méficim rozsahu a dalsi udaje, které zobrazuje na
LCD displeji. Multimetr komunikuje s PC pomoci programu .Tento program byl napsan
jazykem Q-BASIC. Aplikaci vyvinul Vitézslav Kiiha z Elektrotechnické fakulty CVUT
pro ucely této diplomové prace. Program umoznuje zaznamenavani naméienych hodnot,
ze kterych miizeme pozd¢ji vytvorit graf nebo je jinak vyhodnocovat (popis viz nize).

4.3. Metodika

Pribéh experimentu probihal v dale popsanych krocich, schematicky znézornénych na
obrazku 4.2.

» Expozice
\ 37
: @
Inokulace : Kultivace
Vyhodnoceni <

Obr. 4.2: Schéma experimentu (SCHOLTZ at al. 2007Db).

4.3.1. Inokulace bakterii

Bakterialni kultura byla odebrana mikropipetou ze zasobni suspenze o objemu 340 ul a
rozlita po celém povrchu agaru na Petriho misku. Po kultivaci takto aplikovaného
inokula bude cely povrch agaru pokryt kontinudlni vrstvou bakterialnich kolonii a bude
tak mozné odecitat velikost inhibi¢nich zo6n, zplsobenych plsobenim koronového
vyboje.
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4.3.2. Expozice koronovému vyboji

V kapitole ¢.1 Uvod byl zminén jev, ktery méni pocateéni nastavené zadani
konstantnich veli¢in. Ukazalo se, Ze exponovanim agaru se zvétSuje mezielektrodova
vzdalenost, tedy Ze elektrody se od sebe oddaluji. Nasledkem tohoto procesu, pfi
konstantnim napéti mezi elektrodami, proud protékajici vybojem a velikost pfeneseného
naboje klesa.

Velikost inhibi¢nich zon zavisi na velikosti pro§lého naboje. Otazkou je, je-li tato
zavislost ovlivnéna pravé a jen timto parametrem. Z definice vime, Ze zména naboje je
dana soucinem dvou veli¢in, proudu a ¢asového intervalu. [ AQ = | At ] (LEPIL a
SEDIVY 1993). Pokud zdvojnasobime dobu expozice, potom staéi poloviéni konstantni
proud,, aby velikost proslého naboje byla stejna (tab.4.1). Problém nastava pii vyse
zminéném jevu deformace agaru v dusledku iontového vétru. Jestlize pii expozici agaru
klesd zvoleny proud, musime prodlouzit dobu expozice a to presné¢ do té doby, kdy
projde vybojem pozadované mnozstvi naboje. Zminénou problematiku demonstruje
ptiklad (viz nize).

Tab. 4.1: Zavislost pro§lého naboje na ¢ase a proudu.

t [min] 1 2 3 4 |5 |6 |7 s 9 |10

I[pA] 250,0 | 125,0 | 83,33 | 62,5 | 50,0 | 41,6 | 35,7 | 31,25 | 27,7 | 25,0

Q=1-t-60-0,01 [mC] | 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

Priklad : d =4 mm
U=4_8kV
|ref = 50 I,LA
tref = 12 min = 720 sec

BliZe uk4azéano na konkrétnim ptikladu, kde vzdalenost elektrod byla nastavena na

d = 4 mm a napéti na zdroji vysokého napéti U = 4,8 kV. Pfi konstantni vzdalenosti
elektrod nedochazi po celou dobu expozice t = 12 min ke zmén¢ proudu protékajiciho
vybojem, I = 50 pA. Velikost proSlého naboje je témito hodnotami dana.

52
50 -
48 -
46 -
44 -

| [MKA]

42
40 A
38 A

36 T T T T T T T T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 780 840

doba expozice t[sec]

proud

graf ¢.4.1: Na grafu je znazornény piredpokladany pribéh experimentu pfi
zachovani idedlnich podminek. Pfi konstantnim proudu a konstantni
vzdalenosti elektrod projde za 12 minut (720 sekund) vybojem néboj o
velikosti Q =36 mC.
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38 -
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proud

doba expozice t[sec]
graf ¢.4.2: Skutecny pribé¢h experimentu.Vzorek byl dle zadani exponovan 12
minut. Z naméfenych dat bylo zjisténo, Ze velikost pro§lého naboje
nedosahuje pfedpokladané hodnoty. Diivodem je klesajici proud
nasledkem postupného oddalovani elektrod od sebe (viz vyse v textu).
Pro srovnani: pifi tomto experimentu prosel vybojem néboj o velikosti
jen Q =31,5mC.
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proud

graf ¢.4.3: Tyto naméfené hodnoty zobrazuji pribéh experimentu, kde byla do
programu zadana velikost pro§lého néboje zadanim referencnich
podminek, Q = 36 mC. Pfedpokladand doba expozice byla
prodlouzena. na cca 14 minut.

Pro splnéni poZadavku, aby vybojem proSel naboj o zadané velikosti, byl pouzit PC
program. Do programu byla zadana velikost proSlého naboje zadanim referen¢nich
podminek. Funkci programu bylo pribéZzné vypocitavat velikost doposud proslého
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naboje, protoze referenéni hodnota proudu se s ¢asem expozice snizovala. Informace
byla programem zobrazovana procenty vzhledem Kk celkovému poZadovanému
naboji. To mélo za nasledek prodlouzeni doby expozice, dokud vybojem neprosel
pozadovany naboj. Na tuto skute¢nost bylo upozornéno audiosignalem. Kazda expozice
ma sviij kod. Namétena data vypovidajici o pribéhu expozice byla ptenesena do PC a
ulozena do souboru pod timto kodem.

Programem bylo dosazeno, Ze jedinou proménnou veli¢inou je doba expozice a tomu
umérné velikosti inhibi¢nich zén.Misky byly uzemnény krokosvorkou a vlozeny pod
point-elektrodu (jehlu), mikrometrickym Sroubem byla nastavena poZadovana
vzdalenost hrotu jehly od povrchu piidy, byl zapalen korénovy vyboj. VSechny expozice
probihaly v laminarnim boxu, kde vzduch proudil pies HEPA-filtr (high efficiency
particulate air), pro zamezeni kontaminace exponovaného materialu ze vzduchu.

4.3.3. Kultivace

Po expozici byly Petriho misky kultivovany pies noc v termostatu pii 37 °C. Tyto
podminky jsou optimélni pro rist obou studovanych kmeni bakterii.

4.3.4. Vyhodnocovani

Po kultivaci, tj. dostateéném namnozeni ptezivSich bakterii, byly vzorky vizudlné
vyhodnocovany. Prosvicenim svételnou plochou REFLECTA L 230 LIGHT PANEL
(blizsi specifikace neuvedena) (pfiloha 1), na které byl milimetrovy papir, byly zietelné
viditelné inhibi¢ni zoény. U kazdé plochy bylo spocitano jakou zaujimé plochu pomoci
milimetrového papiru (obr.4.3).

Exponované vzorky byly po kultivaci vyfoceny a fotografie uloZzeny pod ptisluSnym
koédem pokusu, blize v kapitole €.6 Diskuse.

Vysledky jsou popsany v kapitole ¢.5 Vysledky.

Petriho miska

inhibiéni z()na\
s agarem

kolonie bakterii

milimetrovy papir

¥

Obr.4.3: Schéma odecitani velikosti plochy inhibi¢ni zony.
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4.3.5. Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana metodou ANOVA (Analysis of variance), analyzou rozptylu,
postupem umoziujicim analyzu zdroji variability a linedrnich statistickych modelt.
Podstatou analyzy rozptylu je rozklad celkového rozptylu dat na slozky objasnéné
(znamé zdroje variability) a slozky neobjasnéné, které jsou ndhodné. Nasledné se testuji
hypotézy o vyznamnosti jednotlivych zdrojui variability. Vice podrobnych informaci o
statistickém zpracovani v MELOUN a MILITKY 1994, REKTORYS 1995.
Experimentalni data byla tfizena dvojnym tfidénim pro ANOVA, tedy podle dvou na
sobé nezavislych proménnych, pocatecniho proudu a ndboje. Tyto pevné dané
proménné se nazyvaji pevné efekty, vliv ostatnich proménnych vcetné interakci se
oznacuji jako ndhodné efekty. Vystupem je tabulka analyzy rozptylu vygenerovana
aplikaci MS Excel. Podminkou je normalita dat, které bylo dosaZeno Upravami, viz
kapitola Zpracovani vysledku a diskuze. Vysledky ze statistického jsou v téze kapitole.
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5. Vysledky

Z provedenych experimentl (viz. Kapitola 4.3. Metodika) byla ziskdna data umoziiujici
posoudit vliv ndboje, ktery vybojem prosel, na velikost inhibi¢nich zén. Pro vylouceni
jakéhokoli dal$iho pisobeni, které by ovlivnilo vysledky vlastnich experimentt, bylo
tteba provést predbézné pokusy.

5.1. Pfedbézné pokusy

Byla provedena kontrola riistu bakterii na exponované a neexponované kultiva¢ni ptd¢.
Polovina ploten s M-H agarem ze stejné sady byla exponovana korénovym vybojem,
druha polovina zlstala beze zmény, pticemz doby expozic byly prodluZzovany. Potom
byli ob€ poloviny nao¢kovany a kultivovany. Vizualnim porovnanim narostlych kolonii
bylo zjiSténo, Ze bakterie rostou na exponovanych i neexponovanych pidach bez
rozdilu.

PredbéZnymi pokusy bylo také zjiSténo, Ze pro odecitani velikosti plochy inhibi¢nich
z6n, zpusobené koronovym vybojem je optimalni pouzit zasobni inokulum bakterii o
vysoké koncentraci 10° cfu cm™. Po jejich expozici a nasledné kultivaci jsou inhibiéni
zony ostfe ohrani¢ené (obr. 5.1).

kolonie bakterii | % kontinuéini poviak kolonif

>

nhibic¢ni zéna

Obr. 5.1: Vzhled inhibi¢nich z6n.

5.2. Zpusob usporadani a provedeni jednotlivych experimentu

Metodika, kterou se fidilo provedeni experimentt je detailné popséana v kapitole €. 4.3.
Hned po absorpci inokula byly mikroorganismy exponovany koronovému vyboji.
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Konstantnim parametrem byla velikost naboje, ktery ma vybojem projit. Napéti mezi
elektrodami bylo nastavovano tak, aby vybojem protékal proud v rozmezi od 25 pA do
150 pA s krokem 25 pA. Vzorky byly exponovany po dobu, ktera odpovidala expozici
6, 12 a 18, piipadné¢ 9 minut pii konstantnim proudu 50 pA (jinymi slovy byl
exponovan naboj 18, 36 a 54, ptipadné 27 mC). Na zacatku kazdého experimentu byla
nastavovana mezielektrodova vzdalenost d = 4 mm. Vsechny experimenty byly
provedeny opakované pro odstranéni ndhodné chyby. Zpusob uspofadani jednotlivych
experimentl popisuje tabulka 5.2.1. Tabulka 5.2.2 obsahuje hodnoty kone¢nych proudi,
které¢ byly zaznamenany po provedeni predbéznych pokust. Tyto hodnoty konecnych
proudi jsou vzhledem k nastavené hodnoté pocatecnich proudid nizsi, coz potvrzuje jiz
zminény jev, ktery byl blize popsan v kapitole 4.3.2. V tabulce 5.2.3 jsou zaznamenané
skutecné doby expozic. Jak jiz vysvétleno v kapitole 4.3.2, abychom ziskali pozadované
mnozstvi naboje, ktery mé vybojem projit, musime pii postupném snizovani proudu
prodlouzit dobu expozice a naopak pii vys$Sim proudu se doba expozice zkrati. Podle
hodnot ziskanych z ptedbéznych experimentii jsme odhadli a naplanovali uspofadani
jednotlivych pokust.

Experimenty s exponovanym nabojem 18, 36 a 54 mC byly pfedem naplanovany a
provedeny na obou testovanych kmenech. Experimenty s exponovanym nabojem 27 mC
byly provedeny dodate¢né pouze pro S.epi v rozsahu do 125 pA.

Prakticky to znamena, Ze konkrétni pokus oznaceny v tabulce Cervené mél tyto
parametry zadané do programu a témito hodnotami je dana velikost naboje:

Iref:50 MA
d ref:4mm
tref:6 min.

Skute¢né hodnoty veli¢in pfi provedeni tohoto pokusu byly:
| real — 50 — 47,1 j.,lA
d real 1 (oddéleni elektrod)
Trea = 6,7 min.

Do tabulky byla po probéhnuti expozice a nasledné kultivaci zapsana velikost plochy

inhibiéni zony, jejiz hodnota v tomto konkrétnim pokusu byla 1Z = 20 mm?,

Tab.5.2.1: Zpusob uspoiadani jednotlivych experiment.

| [UA] | 25 | 50 | 75 |100|125|150

t [min] o
(20 mm?)
6 (30\, )

9
12
18
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Tab. 5.2.2: Hodnoty koneénych proudt v mikroampérech, ziskané z predbéznych experimentt.

| [MA] | 25 | 50 | 75 |100|125|150
t [min] -
6 21,8 \47,1)/65,2 | 89,3 |109,8(125,6
9 19,2 | 41,2|64,2 | 84,7(98,2 [114,4
12 15,5 | 34,7|55,8 | 82,9 |97,4 [111,9
18 12,7 |30,2|52,5 [68,2 | 85,1 1025

Tab. 5.2.3: Hodnoty skute¢nych &asti expozic v minutach, ziskané z pfedb&znych experimentil.

| [uA] | 25 | 50 | 75 [100]125]150
t [min] P
6 14,3 (\6;7) 43 (32 |26 | 2.3
9 229 (10,5 | 6,5 | 48 | 40 | 3,7
12 31,6 |139| 9.0 |69 |55 | 48
18 56,1 (21,3 [14,4 | 11,1] 8,9 | 7.8
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5.3. Vysledné hodnoty velikosti ploch inhibi¢nich zén

Vysledky v této kapitole obsahuji informace o velikosti ploch inhibi¢nich zon (dale jen
1Z). Tyto hodnoty jsme naméfily metodou popsanou v kapitole 4.3.4. pro bakterie
Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli (dale jen S. epi, E. coli).

Velikosti ploch 1Z v zavislosti na poc¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
jsou zobrazené na grafech 5.3.1.- 5.3.6., pro E.coli pak na grafech 5.3.7.- 5.3.14.
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Graf 5.3.1.: Velikosti ploch |Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.2.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.3.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.4.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.5: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ateénim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.6.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro S.epi
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Graf 5.3.7.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na pocateénim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.8.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.9.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na pocateénim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.10.: Velikosti ploch IZ v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.11.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.12.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.13.: Velikosti ploch 1Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Graf 5.3.14.: Velikosti ploch |Z v zavislosti na po¢ate¢nim proudu a exponovaném naboji pro E.coli.
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Histogram 5.3.3 ukazuje rozlozZeni jednotlivych hodnot velikosti ploch IZ ziskanych
celkem ze 139ti expozic provedenych na bakterii S. epi. Stejné je pak v histogramu
5.3.5 ukézéano rozlozeni hodnot velikosti ploch 1Z celkem ze 141 expozic provedenych
na bakterii E. coli. Rozlozeni dat neni normalni, protoze hodnoty jsou méfené za
raznych podminek, jak ukazuji grafy 5.3.4 pro S.epi a 5.3.6 pro E.coli. Tyto grafy jsou
rozsifenou informaci predchozich dvou histogramii 5.3.3, 5.3.5., kde jsou jednotlivé
hodnoty velikosti ploch IZ barevné odliSené podle velikosti exponovaného naboje.

Cetnost

2+
il I]I]III]
LI

Graf 5.3.3: Cetnosti hodnot jednotlivych velikosti ploch inhibi¢nich zén pro S.epi.
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Graf 5.3.4: Cetnost jednotlivych velikosti ploch inhibi¢nich z6n rozdélenych do &tyi skupin, které jsou
barevné rozlisené podle toho, jakym celkovym nabojem byly exponovany, pro S.epi.Pro
zprehlednéni jsou jednotlivé hodnoty cetnosti spojeny hladkou kiivkou.
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Graf 5.3.5: Cetnosti hodnot jednotlivych velikosti ploch inhibi¢nich zén pro E.coli.
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Graf 5.3.6: Cetnost jednotlivych velikosti ploch inhibi¢nich zon rozdélenych do tii skupin, které jsou

barevné rozliSené podle toho, jakym celkovym nabojem byly exponovany, pro E.coli. Pro
zprehlednéni jsou jednotlivé hodnoty Cetnosti spojeny hladkou krivkou.
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6. Zpracovani vysledku a diskuse

6.1. Obecna rozvaha

V kapitole ¢. 4 byla popsana aparatura generujici koronovy vyboj. Optimalizace jejich
parametrii byla pfedmétem prace (MULLER 2008, SCHOLTZ 2007). Diivodem pouziti
jen jedné koronujici elektrody bylo provedeni experimentii za co nejjednodusSich
podminek. Pokud bychom pouzili vét§i pocet koronujicich elektrod, méli bychom pfilis
mnoho veli¢in zadavanych na vstupu, které ovliviluji vystupni data a nésledné
interpretaci celkového vysledku.

S ptihlédnutim k vysledkiim vySe zminénych praci byla zvolena mezielektrodova
vzdalenost 4 mm, protoze ze zavislosti protékajicitho proudu pii riznych pocatecnich
vzdalenostech elektrod se ukazala jako nejoptimalnéjsi. Také Casy expozic byly zvoleny
s ptihlédnutim na vysledky téchto praci.

Soucasti vyhodnocovani inhibi¢nich zon bylo zhotoveni fotodokumentace. Exponované
vzorky byly po kultivaci vyfoceny a fotografie ulozeny pod prislusnym koédem pokusu.
Podnétem byla moznost jiného zpracovani vysledkll z fotografii. Toto hodnoceni by
bylo provedeno pomoci programu, ktery by kvalitativné porovnaval velikosti ploch
inhibi¢nich zén. K realizaci této varianty nedoSlo vzhledem k dostacujicim
informacim ziskanych vizualni metodou.

Pro experimenty provedené v této praci, popsané v kapitole ¢.4, byly zvoleny dva druhy
bakterii, Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. Tento soubor je mozné rozsifit
o dal$i zastupce mikroorganismi, které reprezentuji napt. bakterie schopné sporulace
(Geobacillus stearothermophilus) nebo eukaryotni organismy, napt. kvasinky (Candida
albicans). Realizace pokust s vySe navrhovanymi organismy by byla ¢asové naroc¢na a
proto jsme vybér zuzili. Tento vybér byl zvolen tak, aby byly zastoupeny bakterie liSici
se jak tvarem, tak typem bakteridlni stény. E.coli je Gram-negativni tycinka, S.
epidermidis je Gram-pozitivni kok, nebot’ jsme piedpokladali, ze pravé jejich vnéjsi
morfologie bude hrat roli v odolnosti korénovému vyboji. Porovnani uUc¢inka
koronového vyboje na bakterie s rozdilnym tvarem a typem bunécné stény vSak nebylo
pfedmétem této prace.

6.2. Zakladni statistické charakteristiky namérenych dat

6.2.1. Kvartily a priiméry

Popis zakladnich statistickych charakteristik vysledki méfeni, poskytuje prvni
pfedstavu jak o zévislosti velikosti inhibi¢nich zén na obou vstupnich parametrech,
exponovaném naboji a pocatecnim proudu, tak o rozloZeni nihodnych faktorti
ovlivityjicich méfeni. Grafy naznacuji moznost, Ze plochy inhibi¢nich zon se zvétSuji
s narGstem velikosti exponovaného ndboje a rovnéz s nartistem pocatecniho proudu
nad 100 pA.
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Graf 6.2.1.: Grafické znazornéni medianu a kvartila pro S.epi
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Graf 6.2.2: Grafické znazornéni medianu a kvartila pro E.coli
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Graf 6.2.3: Porovnani aritmetického priméru a medianu pro S.epi
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Graf 6.2.4: Porovnani aritmetického priméru a medianu pro E.coli
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6.2.2. Odchylky inhibi¢nich zén od priméru

Dalsim krokem analyzy vysledkli je posouzeni, jak jsou velikosti 1Z odchylené
od priméru, pficemz pramérované byly vzdy jen hodnoty v dané skupiné s konkrétni
hodnotou poc¢atecniho proudu a exponovaného néboje. Nasledujici histogramy udévaji
parcialni Cetnosti odchylek v jednotlivych skupinach rozdélenych podle velikosti naboje
18, 27, 36 a 54 mC. Souhrnné Cetnosti odchylek jsou v histogramech 6.2.10 pro S.epi a
6.2.13 pro E.coli. Histogramy jsou sefazené podle schématu:

S.epi: E.coli:
18 mC Graf 6.2.5 Graf 6.2.9
27 mC Graf 6.2.6 ~  -------—--

36 mC Graf 6.2.7 Graf 6.2.11

54 mC Graf 6.2.8 Graf 6.2.12
Souhrnné Graf 6.2.10 Graf 6.2.13
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Graf 6.2.5: Odchylky od praméru pro naboj 18 mC pro S.epi.

- 49 -



12 T

10 +
whd 8 +
2]

o
c 6
it
(]
QO

Lo o U nﬂ

-16 -14 -12 -10 8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Odchylka, mm?

Graf 6.2.6: Odchylky od praméru pro naboj 27 mC pro S.epi.
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Graf 6.2.7: Odchylky od priméru pro naboj 36 mC pro S.epi.
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Graf 6.2.8: Odchylky od pruméru pro naboj 54 mC pro S.epi.
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Graf 6.2.9: Odchylky od priméru pro naboj 18 mC pro E.coli.
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Graf 6.2.10: Celkovy histogram s ¢etnostmi odchylek od priméru pro S.epi.
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Graf 6.2.11: Odchylky od praméru pro naboj 36 mC pro E.coli.
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Graf 6.2.12: Odchylky od pruméru pro naboj 54 mC pro E.coli.

V piipadé pokust provadénych s E.coli jsou v dil¢ich histogramech pro jednotlivé
naboje 6.9, 6.11 a 6.12 a pfedevs§im v souhrnném histogramu 6.13 patrné akcentované
hodnoty odlehlé od aritmetického priméru. Vysledna distribuce odchylek od pruméru
svédc¢i o kladné Sikmosti rozdéleni. Zaroven jsou v pfipadé experimentii provadénych
s E.coli na grafu 6.4 patrné rozdily mezi mediany a aritmetickym pruméry v zavislosti
na exponovaném naboji a pocateCnim proudu, ktery rovnéz svéd¢i pro odchylku
naméfenych dat od normalniho rozdé€leni ndhodnych chyb. (Tuto skute¢nost by bylo
mozné lépe znazornit napiiklad Q-Q grafem, kde bychom odchylku rozdéleni
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posuzovali jako odchylku od linearniho prabehu, nicméné vzhledem k omezenym
moznostem vylouceni odlehlych vstupnich dat se spokojime s pouhym posouzenim
histogramii.)
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Graf 6.2.13: Celkovy histogram s ¢etnostmi odchylek od priméru pro E.coli.

V ramci kritického posouzeni naméfenych dat mame moZznost omezit vliv odlehlych
hodnot bud’ vyloucenim odlehlych individualnich méfeni pomoci piredem daného
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kritéria, nebo vyloucenim celych experimentt, které generuji data v praméru odlehla od
pruméru odpovidajicich méfeni. S ohledem na nasledujici zpracovani analyzou rozptylu
a s tim spojenou snahou ziskat vyvazeny soubor méfeni, byly pro E. coli pro potieby
dalsiho zpracovani z vychoziho souboru vylouceny pro kazdou hodnotu niboje vidy
dva kompletni experimenty (tj. zahrnujici hodnoty pro vSechny naboje i pocatecni
proudy) s nejvice odlehlymi priméry. Vysledny histogram je znazornén na grafu
6.2.14.
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Graf 6.2.14: Celkovy histogram s ¢etnostmi odchylek od priméru bez odlehlych méfeni pro E.coli po
vylouceni vzdy dvou nejvice odlehlych experimenti pro kazdou hodnotu exponovaného naboje.
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6.3. Statistické zpracovani experimentalnich dat — analyza
rozptylu (ANOVA)

Hypotézy HO', HO 9, HO ' testujeme na 5—procentni hlading vyznamnosti.

HO 9 : Velikost inhibi¢nich zon, respektive jejich odchylky od priméru, nezavisi na
velikosti naboje proslého vybojem. (Tzn., Ze ostatni faktory maji na velikost
inhibi¢nich z6n nulovy vliv, neboli, ze velikost inhibi¢nich zon na nich nezévisi).

HO ' : Velikost inhibiénich zon nezavisi na podate¢nim proudu.

HO '@ : Velikost inhibiénich zén neni ovlivnéna synergickym tuéinkem obou veliéin,

pocate¢nim proudem spolu s ndbojem.

Tabulka 6.3.1: I. ANOVA pro S.epi.

Faktor 25 50 75 100 125 150 Celkem
18

Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 93 93 88 94 97 103 568
Pramér 15.5 155 14.66667 15.66667 16.16667 17.16667 15.77778
Rozptyl 11.5 6.3 7.066667 3.866667 2.566667 10.56667 6.577778
36

Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 152 149 158 162 167 197 985
Pramér 25.33333 24.83333 26.33333 27 27.83333 32.83333 27.36111
Rozptyl 21.46667 2.166667 12.66667 8 8.566667 51.76667 22.12302
54

Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 212 215 227 234 262 288 1438
Pramér 35.33333 35.83333 37.83333 39 43.66667 48 39.94444
Rozptyl 34.66667 19.76667 16.16667 19.6 8.666667 8.8 36.33968
Celkem

Pocet 18 18 18 18 18 18

Soucet 457 457 473 490 526 588

Pramér 25.38889 25.38889 26.27778 27.22222 29.22222 32.66667

Rozptyl 89.31046 81.4281 105.2712 105.3595 140.3007 188.7059

ANOVA pro S.epi.

Hodnota F krit

Zdroj variability SS Rozdil MS F P a=0,95
HO?:Néboj 105185 2 5259.25 372.4584 2.93E-44 3.097698
HOf: Poc.proud  718.5278 5 143.7056 10.17718 9.49E-08 2.315689
HO 'Y Interakce  287.0556 10 28.70556 2.032918 0.038747 1.937567
Dohromady 1270.833 90 14.12037

Celkem 12794.92 107
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Tabulka 6.3.2: I. ANOVA pro E.coli.

Faktor 25 50 75 100 125 150 Celkem
18
Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 43 47 43 50 53 57 293
Primér 7.166667 7.833333 7.166667 8.333333 8.833333 9.5 8.138889
Rozptyl 11.36667 4.566667 8.966667 15.06667 13.76667 13.9 10.40873
36
Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 93 99 98 109 108 128 635
Primér 15.5 16.5 16.33333 18.16667 18 21.33333 17.63889
Rozptyl 3.9 15.5 19.46667 8.966667 50 38.66667 23.20873
54
Pocet 6 6 6 6 6 6 36
Soucet 128 129 138 145 148 183 871
Primér 21.33333 21.5 23 24.16667 24.66667 30.5 24.19444
Rozptyl 31.06667 14.7 34.4 11.36667 87.46667 159.1 58.04683
Celkem
Pocet 18 18 18 18 18 18
Soucet 264 275 279 304 309 368
Prdmér 14.66667 15.27778 15.5 16.88889 17.16667 20.44444
Rozptyl 49.41176 43.97712 63.08824 55.51634 89.08824 140.4967
ANOVA pro E.coli

Hodnota F krit
Zdroj variability SS Rozdil MS F P a=0,95
HO q Naboj 4692.074 2 2346.037 77.87914 2.33E-20 3.097698
HOf: Po&.proud  393.4907 5 78.69815 2.612467 0.029736 2.315689
HO '9: Interakce  103.5926 10 10.35926 0.343886 0.966321 1.937567
Dohromady 2711.167 90 30.12407
Celkem 7900.324 107
a=0,95 | S.epi. E.coli.
HO ¢ zamita se | zamita se
HO ' zamita se | zamita se
HO '@ zamita se | nezamita se

Hypotézu HO 9 pro S.epi i E.coli na 5—procentni hladin¢ vyznamnosti zamitame, tzn., Ze
velikost inhibi¢nich z6n je ovlivnéna exponovanym nébojem.

Hypotézu HO ' : pro S.epi i E.coli na 5—procentni hladiné vyznamnosti zamitame, tzn. Ze
velikost inhibi¢nich zén je ovlivnéna pocate¢nim proudem.(Za pozornost stoji, Ze na
hladin¢ 0,01 uz v ptipad¢ E. coli tuto hypotézu zamitnout nemuizeme.)
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Hypotézu HO '@ pro S.epi na 5—procentni hlading vyznamnosti zamitame, Ze velikost
inhibi¢nich zo6n je ovlivnéna spole¢nym uc¢inkem jak pocatecniho proudu, tak naboje.
(Za pozornost stoji, ze na hladin€ 0,01 uz tuto hypotézu zamitnout nemtzeme.)
Nezamitnutim této hypotézy pro E.coli bereme vuvahu alternativu. Spole¢ny vliv
pocatecniho proudu a ndboje na velikost inhibi¢ni zony neméame statisticky dolozeny.

6.3.1. Redukované V-A charakteristiky vyboju jednotlivych
experiment

Voltampérové charakteristiky zachycuji priabeh vyboje pii jednotlivych experimentech.
Pro porovnani pribéhi s empirickym Warburgovym zakonem (viz kapitola 3.2.6), ktery
plati pro proudové rozloZeni korénového vyboje, bylo napéti na vyboji vztaZzeno
k po¢atednimu proudu. Cervené oznaéené body jsou mimo linearni priibéh a nevyhovuiji
tak Warburgovu zakonu. To ukazuje na zménu rezimu korénového vyboje pti proudech
vyssich nad 100-125 pA. Modfe oznacené hodnoty jsou diskutovany nize v textu. V-A
charakteristiky pro experimenty provedené na S.epi jsou v grafech 6.3.1 - 6pro E.coli
pak v grafech 6.3.7 — 14.
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Graf 6.3.1: Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimenti pro S.epi
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Graf 6.3.2: Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimentii pro S.epi
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Graf6.3.3: Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimentd pro S.epi
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Graf 6.3.4: Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentd pro S.epi
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Graf 6.3.5: Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentd pro S.epi
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Graf 6.3.6: Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentd pro S.epi
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Graf 6.3.7: Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentt pro E.coli.
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Graf 6.3.8 : Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentd pro E.coli.
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Graf 6.3.9 : Redukované VA charakteristiky vyboju jednotlivych experimentt pro E.coli.

-62 -




/U, NS

25
20 -
15 -
10 -

@
e
&
1 018 mC
0 + 36 mC
x 54 mC
[ [ |
5 6 7

U, kV

Graf 6.3.10 : Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimenti pro E.coli.
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Graf 6.3.11 : Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimentt pro E.coli.
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Graf 6.3.12 : Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimentt pro E.coli.
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Graf 6.3.13: Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimenti pro E.coli.
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Graf 6.3.14 : Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimenti pro E.coli.

Redukované VA charakteristiky vyboji jednotlivych experimenti ukazuji, Ze pii
proudech vyssich nad 100-125 pA se nachdzeji hodnoty nevyhovujici Warburgovu
zakonu pro korénovy vyboj. Vysvétlenim je, Ze v této oblasti vysSich proud se méni
rezim vyboje a to vyrazn¢ ovliviiuje velikost inhibi¢ni zony.

Toto zjisténi dal§iho vlivu, tedy vlivu poc€ate¢niho proudu, bylo potvrzeno 1 vysledky
Z analyzy rozptylu, kde hypotéza, Ze velikost IZ neni ovlivnéna pocatecnim proudem
byla na pétiprocentni hladiné vyznamnosti zamitnuta.

Grafy 6.2.1. az 6.2.4 naznacuji, Ze na velikosti inhibi¢nich zon mé pocatecni proud vliv
predevsim v proudovém rozsahu, kdy jiz dochazi k odchylkdm od Warburgova zakona.
ProtoZe naboj pti proudech, které nevyhovuji W.Z. mlze plisobit synergicky s timto
,honwarburgovym* proudem.

Dalsim logickym krokem bylo posoudit vliv odklonu od Warburgova zakona. K odhadu
tohoto vlivu zopakujeme metodu ANOVA, s tim rozdilem, Ze do vybéru nezahrneme
proudy vyssi nad 100 pA. Testujeme stejné hypotézy HO ', HO 9, HO 9 na 5—procentni
hladiné vyznamnosti.

- 65 -



6.3.2. ANOVA pro experimenty vyhovujici Warburgovu zakonu

Tabulka 6.3.3: 11. ANOVA pro S.epi

Faktor 25 50 75 100 Celkem
18

Pocet 6 6 6 6 24
Soucet 93 93 88 94 368
Pramér 15.5 155 14.66667 15.66667 15.33333
Rozptyl 11.5 6.3 7.066667 3.866667 6.405797
36

Pocet 6 6 6 6 24
Soucet 152 149 158 162 621
Pramér 25.33333 24.83333 26.33333 27 25.875
Rozptyl 21.46667 2.166667 12.66667 8 10.375
54

Pocet 6 6 6 6 24
Soucet 212 215 227 234 888
Prameér 35.33333 35.83333 37.83333 39 37
Rozptyl 34.66667 19.76667 16.16667 19.6 21.91304
Celkem

Pocet 18 18 18 18

Soucet 457 457 473 490

Pramér 25.38889 25.38889 26.27778 27.22222

Rozptyl 89.31046 81.4281 105.2712 105.3595

ANOVA pro S.epi

Hodnota F krit

Zdroj variability SS Rozdil MS F P a =095
HO q Naboj 5634.694 2 2817.347 207.1156 1.16E-27 3.150411
HOf: PoC.proud 41.375 3 13.79167 1.013886 0.392934 2.758078
HO '9: Interakce  32.41667 6 5.402778 0.397182 0.877988 2.254053
Dohromady 816.1667 60 13.60278

Celkem 6524.653 71
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Tabulka 6.3.4: 11. ANOVA pro E.coli

Faktor 25 50 75 100 Celkem
18
Pocet 6 6 6 6 24
Soucet 43 47 43 50 183
Primér 7.166667 7.833333 7.166667 8.333333 7.625
Rozptyl 11.36667 4.566667 8.966667 15.06667 8.940217
36
Pocet 6 6 6 6 24
Soucet 93 99 98 109 399
Primér 15.5 16.5 16.33333 18.16667 16.625
Rozptyl 3.9 15.5 19.46667 8.966667 11.375
54
Pocet 6 6 6 6 24
Souget 128 129 138 145 540
Primér 21.33333 21.5 23 24.16667 22.5
Rozptyl 31.06667 14.7 34.4 11.36667 21.30435
Celkem
Pocet 18 18 18 18
Soucet 264 275 279 304
Primér 14.66667 15.27778 15.5 16.88889
Rozptyl 49.41176 43.97712 63.08824 55.51634
ANOVA pro E.coli
Hodnota F krit
Zdroj variability SS Rozdil MS F P a=0,95
HO ?: Naboj 2694.25 2 1347.125 90.14219 8.37E-19 3.150411
HO!:Poc":.proud 47.61111 3 15.87037 1.061958 0.37205 2.758078
HO ' : Interakce 12.97222 6 2.162037 0.144672 0.989435 2.254053
Dohromady 896.6667 60 14.94444
Celkem 3651.5 71
a=0,95 | S.epi. E.coli.
HO ¢ zamita se zamita se
HO! nezamita se | Nezamita se
HO 'd nezamita se | Nezamita se

Vysledek této analyzy v ndvaznosti na piedesly text potvrzuje, ze vliv pocate¢niho
proudu na velikost inhibi¢ni zony je statisticky neprikazny pouze v oblasti platnosti
Warburgova zakona, , pfi proudech nad 100 pA je tfeba pocitat s vlivem pocate¢niho
proudu, pfipadné i vzdjemnou synergii s nabojem.
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6.3.3. ANOVA pro experimenty s nezahofenym systémem

V grafech voltampérovych charakteristik pro S.epi. jsou modife oznaCeny pribchy
vybojii v experimentech, kde vybojem prochazel ndboj 27 mC. Tato sada experimentil
byla provedena dodatecné€, s cilem zpiesnit méfeni. Na tyto experimenty byla do
aparatury vsazena nova jehla, tedy koronujici elektroda a to na celkovy prubéh vyboje
mélo evidentni vliv. Proto tyto hodnoty nebyly zavzaty do statistického zpracovani. To,
ze inhibi¢ni zony jsou pii pouziti nové jehly vétsi, nemaé z praktického hlediska vyznam,
nebot’ se piredpoklada dlouhodobé vyuziti elektrodového systému, kde dochazi k jeho
zahoteni. V prubéhu zahoteni lze ptfedpokladat korozi mikrohrotid v disledku ¢ehoz
dojde k vyraznému poklesu elektrického pole ve formujici ¢asti korény. Tato data jsme
zpracovali metodou ANOVA — jeden vybér.

HO: Velikost IZ nezavisi na poc¢ate¢nim proudu.

Tuto hypotézu jsme testovali také na pétiprocentni hladin€ vyznamnosti. Metodu
ANOVA jsme provedli jako v pifedchozim zpracovani (pro 18, 36 a 54 mC) dvakrat.
V prvnim zpracovani jsme nulovou hypotézu zamitli, ve druhém nezamitli. To
koresponduje s ptedchozim zjisténim, ze vliv pocate¢niho proudu na velikost 1Z je
vyznamny az pii omezeném vybéru dat, tedy pfi vybojich probihajicich pti proudech
nad 100 pA.

Tabulka 6.3.5: .,ANOVA pro S.epi — 27 mC (jeden vybér)

Faktor

Vybér Pocet Soucet  Primér Rozptyl

25 6 104.8 17.46667 17.25867

50 6 122.4 20.4 9.664

75 6 119.2 19.86667 7.274667

100 6 128.8 21.46667 7.018667

125 6 152 25.33333 1.962667

ANOVA

Zdroj Hodnota F krit
variability SS Rozdil MS F P a=0,95
Mezi vybéry  198.4853 4 49.62133 5.746047 0.002018 2.75871
VSechny

vybéry 215.8933 25 8.635733

Celkem 414.3787 29
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Tabulka 6.3.6:
Faktor

I1LANOVA pro S.epi — 27 mC (jeden vybér)

Vybér Pocet Soucet  Primér Rozptyl

25 6 104.8 17.46667 17.25867

50 6 122.4 20.4 9.664

75 6 119.2 19.86667 7.274667

100 6 128.8 21.46667 7.018667

ANOVA

Zdroj Hodnota F krit
variability SS Rozdil MS F P a =095
Mezi vybéry  51.52 3 17.17333 1.666667 0.206122 3.098391
Vsechny

vybéry 206.08 20 10.304

Celkem 257.6 23
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7. SOUHRN

V soucasnosti je zndma a laboratorn¢ i pramyslové prakticky pouzivana fada riznych
metod dekontaminace nebo sterilizace, zaloZzenych na fyzikalnich nebo chemickych
principech. Zadnou ze znamych metod viak neni mozné uZzivat univerzalng, at’ uz kvili
jejich nizké ucinnosti nebo jejich nepfiméfenému vlivu na dekontaminovany objekt
nebo povrch. Jeste potad jsou oblasti prumyslu, ve kterych dekontaminace neni
dosahovana pln¢ vyhovujicim zpisobem. Jak ukazuji vysledky dosavadniho vyzkumu,
mohlo by byt potencialni alternativou k dosavadnim dekontamina¢nim metodam pouziti
plazmatu, zvlasté pak nizkoteplotniho.

Vyhoda netermalniho plazmatu za atmosférického tlaku spoc¢iva zejména v nezvySovani
teploty dekontaminovaného materidlu, tzn. Ze pii aplikaci na vétSinu materidlii
nezpusobuje jejich degradaci. Neznecistuje povrch chemicky agresivnimi latkami,
protoze pii jeho aplikaci nevznikaji nezddouci vedlejsi produkty. Z ekologického
hlediska jsou vyznamné nizké pofizovaci a provozni naklady a fakt, ze odpada problém
se skladovanim plazmatu.

Zminéné vyhody pouziti netermalniho plazmatu v praxi motivuji k dal$imu vyzkumu.
Citované prameny jsou toho ditkazem. I pfes intenzivni vyzkum je stale kladeno nemalo
otazek.

Jak jiz bylo vvodu uvedeno, v této diplomové praci byla posuzovana hypotéza:
Velikost inhibicni zony je z dvojice vstupnich parametrii pocatecni proud a exponovany
naboj pri zachovani ostatnich nezavislych vstupnich parametrii urcena pouze
exponovanym nabojem.

Byly provedeny ptedbézné experimenty, nutné k bliz§imu seznameni s metodami a
aparaturou. Na jejich zékladé¢ bylo vypracovano schéma postupu pii jednotlivych
pokusech, ¢asovy harmonogram a ptfedpokladané vystupy. Tento pfedbézny krok byl
obzvlasté dilezity, protoze primarni data bylo potfeba posbirat za stejnych podminek.
Dodate¢nymi experimenty nelze pivodnich podminek jiz dosdhnout a tato dodate¢na
data nelze s primarnimi daty porovnavat.

Nameétena data bylo potieba zpracovat tak, abychom porovnali vliv obou veli€in na
sob¢ nezavislych, vliv exponovaného ndboje a vliv pocate€niho proudu a jejich
pfipadnou interakci. V zasad¢ jsme se ptali na to, na ktery parametr z téchto dvou je
tteba hledét pfi nastavovani parametrii pro expozici korénovému vyboji, abychom
dosahli optimalnich podminek pro baktericidni Uc¢inky koronového vyboje, tedy co
nejvetSich inhibi¢nich zén a ktery parametr zlstaval pii dosazeni stejného efektu
volitelny (naptiklad malé proudy pro Setrnou dekontaminaci, nebo naopak vétsi proudy
pro rychlé oSetfeni povrchu).

Zvolena byla metoda dvojného tiidéni dat pro analyzu rozptylu ANOVA. Data byla

rozdélena dvojnym tiidénim podle dvou na sobé nezédvislych proménnych, podle
exponované¢ho ndboje a podle pocatecniho proudu a zpracovana metodou ANOVA.
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Hypotézy o nulovém vlivu obou proménnych jsme testovali na 5-tiprocentni hladiné
vyznamnosti.

Na exponovaném naboji velikost inhibi¢nich zo6n zavisi statisticky vyznamné, ale
vychozi hypotézu jsme vyvratili, nebot’ jsme na zvolené hladin¢ nemohli vyvratit vliv
pocateCnim proudu na velikost inhibicni zony.

Zavéry a doporuceni:

1. Velikost inhibi¢ni zony obecné zalezi jak na puasobicim naboji, tak na
pocatecnim proudu vyboje.

2. Zohlednéni voltampérové charakteristiky vyboje s ohledem na Warburglv
zakon pii vyberu posuzovaného souboru dat méni vysledek analyzy rozptylu.

3. Stav povrchu korénujici elektrody podle ocekavani ovlivnil velikost inhibi¢ni
zony v absolutnich hodnotéch, z hlediska statistického chovani souboru dospéla
opakovand analyza rozptylu bez a sezohlednénim Warburgova zakona
k stejnému zavéru jako hlavni studie provadéna se zahoielou jehlou.

4. Rezim korénového vyboje charakterizovany odklonem od Warburgova zékona
je velice zajimavy z hlediska dal$iho studia dekontaminac¢nich vlastnosti vyboje,
nebot vedle prokdazaného vlivu pocatecniho proudu pfipousti moznost
synergického plisobeni obou vstupnich parametrti.
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9. PRILOHA

Ptiloha 1: Svételnd plocha REFLECTA L 230 LIGHT PANEL pouzité pro vizualni
vyhodnocovani vzorkd.

Ptiloha 2: Zdroj stejnosmérného vysokého napéti HT 2103.
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Piiloha 3: Multimetr METEX M-387 OD, digitalni méfici zafizeni.

Ptiloha 4: Aparatura.
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