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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 25µA - 150µA 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 ºC 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. 
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1. ÚVOD 
 

Již delší dobu je známo, že elektrické výboje a jimi generované plazma mají 

cidní účinky na mikroorganismy. Aplikace generovaného plazmatu na různé objekty 

nebo jejich povrchy způsobuje úbytek na nich přežívajících mikroorganismů, tj. 

dekontaminaci až sterilizaci těchto objektů.  

Sterilizační systémy vyvinuté v 70-80-tých letech nejsou založeny jen na plazmatu. 

Používají směsi plynů, obsahující H2O2 a další látky, které mají germicidní účinky samy 

o sobě a v kombinaci s plazmatem se jejich účinky jen zvyšují. Sterilizace založená na 

plazmatu používá plyny, které germicidní vlastnosti nemají, ale po zapálení výboje a 

generaci plazmatu se cidními stávají. Dobrým příkladem je vzduch nebo vzduch ve 

směsi s heliem. 

Společnost vědců zabývajících se výzkumem v oblasti fyziky plazmatu je v posledním 

desetiletí svědkem obrovského nárustu zájmu o vyšetřování baktericidních účinků 

plazmatu. Tento zájem je podmíněn touhou porozumět mechanismům, pomocí nichž 

působí plazma na buňky mikroorganismů. Velkou motivací jsou možnosti využití na 

poli medicíny. Plazma by mohlo nahradit současné metody sterilizace termolabilních 

nástrojů, které se spoléhají na toxické plyny. V potravinářském průmyslu by použití 

plazmatu při balení potravin vedlo k prodloužení jejich životnosti. Dalším zajímavým 

využitím plazmatu je  možná sterilizace sond vesmírných lodí. (SCHOLTZ 2007, 

LAROUSSI 2005, MONTIE at al. 2000) 

 

 

1.1. cíle diplomové práce 

 

Tato diplomová práce navazuje na výzkum dekontaminačních účinků korónového 

výboje na mikroorganismy popsaný 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 PEKÁREK a KHUN 2004, 2006, ALEXEFF at al. 1999). 

Především práce (SCHOLTZ 2007, SCHOLTZ at al. 2007, JULÁK at al. 2005, 

2006a,b) poskytuje komplexní charakteristiku dekontaminačních vlastností korónového 

výboje na sadě modelových typů mikroorganismů. Zde je také popsán zajímavý jev 

deformace kultivačních polotuhých médií vznikající při expozici. Povrch agaru se 

prohýbá a vytváří se tak v místě působení korónového výboje důlek. Tento jev je 

způsobený iontovým větrem, tedy kolektivním pohybem nabitých částic v temné části 

koróny způsobeným elektrickým polem.. Hloubka důlku v agaru se zvětšuje s 

rostoucí dobou expozice. Prohýbáním se povrch agaru, který představuje rovinnou 

elektrodu, oddaluje od hrotu jehly – koronující elektrody. Následkem této změny 

mezielektrodové vzdálenosti klesá proud protékající výbojem při nastaveném 

konstantním napětí mezi elektrodami. 

Protože tento děj ovlivňuje podmínky samotné expozice, jak změnou mezielektrodové 

vzdálenosti, tak i následně výbojového proudu, vyvstala otázka, jaké vybrat vhodné 

vstupní parametry pro dekontaminační experimenty, prováděné metodiku analogickou 

diskové metodě posuzování citlivosti na antibiotika. Při těchto experimentech se 

korónou působí na polotuhé médium s inokulem v koncentraci, dostatečné pro 
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vytvoření kontinuálního povlak na plotně po inkubaci. V místech ošetřených výbojem 

se vytváří inhibiční zóna (podobně jako v oblastech s dostatečnou koncentrací 

antibiotika u diskové metody). 

Cílem této diplomové práce bylo posoudit hypotézu:Velikost inhibiční zóny je z dvojice 

vstupních parametrů počáteční proud a exponovaný náboj při zachování ostatních 

nezávislých vstupních parametrů určena pouze exponovaným nábojem. 
 Úkolem bylo provést řadu experimentů, při kterých bude korónový výboj působit na 

mikroorganismy. Prvním nastavovaným parametrem byla velikost náboje, který má 

výbojem projít. Vzorky budou exponovány náboji 6, 12 a 18 milicoulombů. Napětí 

mezi elektrodami bylo nastavováno tak, aby výbojem na začátku expozice protékal 

proud v rozmezí od 25µA do 150 µA, s krokem 25 µA. Všechny experimenty byly 

prováděny opakovaně pro omezení vlivu náhodných chyb. Výsledky byly statisticky 

zpracovány. Zadání a přesný postup jsou blíže uvedeny v kapitole č.4.3 Metodika a 

v kapitole 5 Výsledky. 
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3. Teoretická část 

3.1.  Kapitoly z mikrobiologie 

 

 

3.1.1. Místo bakterií v soustavě živých organismů. 

 

Předmětem studia mikrobiologie je vše „malé, mikro“. Mikroorganismy jsou velká a 

rozrůzněná skupina organismů žijících samostatně jako jednotlivé buňky nebo jako 

shluky nediferencovaných buněk. Do skupiny mikroorganismů jsou zahrnovány viry, 

bakterie, sinice, houby, řasy a prvoci, pokud se k jejich studiu používají metody 

mikrobiologické. Pokud jsou však studovány metodami botanickými nebo 

zoologickými, jsou potom předmětem botaniky a zoologie. 

Metodické pokroky biologie poskytly zcela nový pohled na rozdělení organismů a 

vyústily v jednoznačný závěr, že existují dva typy buněčné organizace, prokaryota a 

eukaryota. Nebuněčné formy života: viry, viroidy a priony stojí zvlášť. 

Protože se tato diplomová práce zabývá jen bakteriemi, zástupci prokaryotních 

organismů, bude popis a charakteristika zaměřen na bakteriální buňku. Podrobnosti o 

ostatních mikroorganismech je možno nalézt v učebních textech (BEDNÁŘ at al. 1996, 

JULÁK 2006, KAPRÁLEK 1986, 1999, ALBERTS at al. 1994, KARLSON 1981), 
http://www.my-edu2.com/eduframe.htm, http://www.bact.wisc.edu/microtextbook/index.html. 
 

3.1.2. Prokaryota a eukaryota. 

 

Rozdíly mezi  prokaryotními a eukaryotními organismy jsou zásadnější než jsou rozdíly 

mezi rostlinami a živočichy. Oba tyto světy organismů jsou od sebe ostře odděleny a 

neexistují mezi nimi přechodné formy. Kromě řady dalších znaků, jakými jsou 

například přítomnost plastidů nebo struktura plasmatické membrány a buněčné stěny 

(tab. 3.1), je zásadním rozlišujícím znakem jádro, jeho organizace. 

 
Tab. 3.1: Rozdíly mezi prokaryotní a eukaryotní buňkou. 

 

Charakteristika PROKARYOTA EUKARYOTA 

jádro (karyon) bez membrány 

 

ohraničeno jadernou 

membránou 

chromosomy 1 cyklická DNA 

(haploidní) 

bez histonů 

páry chrom., mitóza 

(diploidní) 

histony přítomny 

Buněčné organely: 

mitochondrie, plastidy, 

endoplazmatické retikulum 

NE ANO 

velikost buňky malé, 0,5-2 µm větší, 2-200 µm 

organismus jednobuněčný Jedno i mnohobuněčný 

metabolismus anaerobní, aerobní převážně aerobní 

buněčná stěna peptidoglykan bez peptidoglykanu 

http://www.my-edu2.com/eduframe.htm
http://www.bact.wisc.edu/microtextbook/index.html
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Eukaryota jsou organismy, které mají ve svých buňkách jádro ohraničené membránou. 

Tato skupina v sobě zahrnuje jednobuněčné i mnohobuněčné organismy od kvasinek a 

prvoků přes rostliny a živočichy až k člověku. Druhou skupinou jsou organismy 

s neohraničeným jádrem, zvané prokaryota, jsou to vždy jednobuněčné organismy, 

netvoří tedy tkáně. Prokaryotická buňka je typ buňky charakteristický pro bakterie a 

archea., což jsou velmi staré, často extrémofilní organismy. 

 

Prokaryotní (bakterialní) buňka 

 

Stavba bakterialní buňky se liší od buňky rostlinné a živočišné podstatně 

jednodušší vnitřní strukturou. Co do složitosti a velikosti je řádově menší než 

eukaryotní. Kromě rozpustné cytoplazmy má vlastně jen čtyři struktury, jádro, 

ribosomy, cytoplazmatickou membránu a buněčnou stěnu. Je tvořena jediným, 

membránami dále neděleným prostorem (obr. 3.1). 

 
cytoplazma nukleoid

buněčná

stěna

cytoplazmatická

membrána

ribosomcytoplazma nukleoid

buněčná

stěna

cytoplazmatická

membrána

ribosom

 
 

Obr. 3.1: Schéma bakteriální buňky. (http:// www.microbiology.com.) 
 

 

Nepatrná velikost bakteriální buňky má své důsledky: velký poměr povrchu 

k objemu, z toho plynoucí velkou plochu kontaktu buňky s prostředím a z toho plynoucí 

vysokou rychlost výměny molekul mezi buňkou a prostředím. Časy, potřebné pro 

vnitrobuněčnou dopravu molekul na místo interakce, jsou minimální a proto mají 

vysokou rychlost metabolismu (například doba potřebná pro zdvojení hmotnosti 

biomasy rostoucích bakterií je 30 minut). 

Tvarová rozmanitost bakterií není velká. Nejčastěji se vyskytují ve tvaru koule 

(koky) nebo válce (tyčinky), které mohou být nepravidelné, zahnuté nebo stočené do 

šroubovice. Některé druhy bakterií zůstávají po skončeném buněčném dělení 

pospojovány a mohou tvořit různá seskupení (dvojice, čtveřice, řetízky, shluky apod.).  

Cytoplasma bakteriální buňky je velice koncentrovaný viskózní vodný roztok ve vodě 

rozpustných molekul, které spolu interagují. Jsou v ní jen tři druhy strukturních 

útvarů: jádro, ribosomy a granula zásobních látek. 

Jádro bakteriální buňky (nukleoid, bakteriální chromozom) je jediná obrovská a do 

kruhu kovalentně uzavřená dvouřetězcová molekula DNA neoddělená od 

cytoplasmy membránou. Genetická informace v něm uložená je 

haploidní.Bakterie nezná mitosu ani meiosu ani sexuální rozmnožování 

v eukaryontním slova smyslu, i když určitá forma výměny genetické informace 

mezi bakteriemi existuje. 

Bakteriální ribosom je místem překladu genetické informace nesené molekulou 

mRNA v primární strukturu bílkovin (sekvence AMK). 
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Cytoplazmatická membrána obaluje povrch bakteriální cytoplasmy. Je silná asi 8 nm 

a její stavba se nijak neliší od stavby jiných biologických membrán: dvojitá vrstva 

fosfolipidů, uvnitř nepolární, hydrofobní, zevně polární, hydrofilní, a v ní jsou 

zanořeny molekuly bílkovin (obr. 3.2). 

 

 
 

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

 

Buněčná stěna. Nad cytoplazmatickou membránou se nachází buněčná stěna. Má roli 

vnějšího buněčného skeletu, je mechanicky pevná, uděluje buňce tvar a chrání ji 

pře nepříznivými vlivy vnějšího prostředí. Za pevnost a odolnost je odpovědný 

peptidoglykan, který je specifický jen pro prokaryota. Stěna uděluje bakterii i 

odolnost chemickou, proti záření, vyschnutí, kompenzuje vnitřní osmotický 

přetlak, není však nepropustná pro molekuly, ale její propustnost je selektivní.  

Je dvojího konstrukčního typu: grampositivního a gramnegativního. Toto dělení objevil 

Hans Christian Gram při pokusu nalézt univerzální metody barvení bakterií v živočišné 

tkáni. Dodnes se Gramovo barvící metoda (BEDNÁŘ at al.1996) (obr.3.3) používá 

k diferenciaci mezi bakteriemi. 

 

1. 2. 3.1. 2. 3.

 
 
Obr. 3.3: Gramovo barvení 

1. Obarvení preparátu krystalovou violetí a následné působení jodidového roztoku. 

    Výsledkem je obarvení preparátu modrofialovou. 

2. Promývání obarveného preparátu acetonem. 

    Grampozitivní bakterie zůstávají obarvené modrofialově. 

    Gramnegativní bakterie se acetonem odbarví. 

3. Obarvení preparátu safraninem. 

    Růžově se obarví už jen Gram-negativní bakterie. 

 

 

Příčinou jsou rozdíly ve stavbě buněčné stěny G+ a G- bakterií (obr. 3.4).  
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Buněčná stěna grampositivních bakterií je asi 20 nm tlustá a je tvořena mohutnou 

vrstvou peptidoglykanu skrze níž až na povrch pronikají lineární řetězce teichoových 

kyselin. Neobsahuje lipidy ani bílkoviny. 

Buněčná stěna gramnegativních bakterií je tenčí, asi 10 nm silná, méně hmotná, ale 

složitější stavbou. Je tvořena tenkou vrstvou peptidoglykanu nad níž je membrána 

tvořená podobně jako jiné biologické membrány dvojvrstvou fosfolipidů a bílkovinami. 

Nazývá se vnější membrána  na její vnější straně jsou lipopolysacharidy, které ukotvují 

tuto vnější membránu k peptidoglykanu. Buněčná stěna gramnegativních bakterií je sice 

mechanicky křehčí než stěna grampositivních, ale je chemicky a osmoticky odolnější. 

 

 
 
Obr. 3.4: Schematické znázornění cytoplazmatické membrány grampozitivních  

a gramnegativních bakterií (SCHOLTZ 2007). 

 

 

Některé bakterie mohou mít nad buněčnou stěnou ještě pouzdro, sliz nebo glykokalyx,  

tyto vrstvy nesoucí antigenní vlastnosti bakterie plní například ochrannou funkci, či 

umožňující adhesi, a tím pádem mohou být faktorem patogenity kokrétního 

bakteriálního kmene. 

Žádná z bakterií studovaných v práci však bakteriální pouzdro netvoří a proto zde tyto 

struktury nebudou podrobněji popsány (BEDNÁŘ at al. 1996). 

V nepříznivých vnějších podmínkách umějí některé bakterie přetvořit svoji fyziologicky 

aktivní buňku na buňku klidovou s téměř nulovým metabolismem nazývanou 

bakteriální spóra, která je schopná se v případě vhodných podmínek zpětně navrátit do 

vegetativní formy. 

Při procesu sporulace, kdy se aktivní buňka přetváří v spóru, se z buňky vyloučí téměř 

všechna voda a vytváří se masivní obal spóry, nazývaný kortex, což je peptidoglykan 

specifické stavby, zajišťující spóře její vysokou odolnost. 

 

 

3.1.3. Metody kultivace a detekce mikroorganismů 

 

Na tyto metody se vztahují následující legislativní dokumenty: 

 

Zákon č. 258/2000 Sb. O ochraně veřejného zdraví. 

Prováděcí předpis č. 440/2000 Sb., kterým se upravují podmínky předcházení vzniku a 

šíření infekčních onemocnění a hygienické požadavky na provoz zdravotnických zařízení 

a ústavů sociální péče. 
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Pro metody studia mikroorganismů je charakteristické, že na rozdíl od rostlin a 

živočichů se zpravidla nestudují vlastnosti jednoho jedince, ale vlastnosti celé populace 

daného biologického druhu. 

Obvykle se k tomu používá tzv. bakteriální kmen, tj. klon, vzniklý z jediné buňky 

vegetativním množením v tekutých nebo polotuhých kultivačních půdách, nebo v 

živých eukaryotních buňkách. 

Životní projevy jedné mikrobiální buňky, samy o sobě obtížně registrovatelné, jsou v 

takových kulturách zesíleny natolik, že je možno je dobře měřit a studovat. 

 

V této práci jsou používány a popsány pouze přímé detekční metody založené na 

kultivaci bakterií na polotuhých kultivačních půdách. 

Bakterie jsou přitom ve formě vodné nebo jiné suspenze naneseny (vyočkovány, 

inokulovány) na povrch polotekutého média. Medium je tvořené vodou s rozpuštěnými 

živinami, růstovými faktory, podle potřeby i dalšími látkami a je zahuštěno speciálním 

polysacharidem získávaným z mořské řasy Agar agar, který půdě uděluje polotuhou 

gelovitou konzistenci. Toto polotuhé médium se nazývá kultivační půda, kultivační 

médium nebo krátce agar. Nalévá se obvykle do sterilních Petriho misek nebo 

zkumavek, ve kterých pak probíhá vlastní kultivace bakterií. 

Podrobný popis i další techniky kultivace a jejich použití jsou popsány v (JULÁK 

2003). 

V této práci byly použity kultivační půdy vyráběné průmyslově a do Petriho misek 

nalévané centrálně ve varně Ústavu imunologie a mikrobiologie 1.LF UK (dále jen 

UIM). 

Jejich složení a přípravu popisuje VOTAVA (2000). 

 

Po nanesení (inokulaci) na kultivační půdu z ní bakterie začnou využívat potřebné 

živiny a při vhodné teplotě (obvykle 35 až 37ºC) se rychle množí. 

Po dostatečné době (u běžných bakterií 12 až 24 hodin) vznikne na povrchu agaru na 

místě každé živé bakterie tzv. kolonie bakterií, což je shluk dceřinných bakterií 

vzniklých množením původně inokulované bakterie. 

Kolonie však vznikají z jediné izolované bakterie pouze v ideálním případě, často je 

základem kolonie větší či menší shluk bakterií označovaný pojmem colony forming 

unit (cfu). 
 

Při dostatečně nízké plošné hustotě inokulovaných bakterií vzniknou vzájemně 

izolované kolonie, což umožňuje jednoduché vizuální stanovení počtu a místa 

původních bakterií. 

Zvyšováním koncentrace inokula se vzniklé kolonie začnou zmenšovat a roste jejich 

hustota, jednotlivé kolonie se začnou vzájemně dotýkat a při dostatečné koncentraci 

vznikne na inokulovaných místech povrchu živné půdy souvislý bakteriální povlak. 

 

 

3.1.4. Klasické metody dekontaminace a možnosti jejich použití 

 

Na tyto metody se vztahují následující legislativní dokumenty: 

 

 

Zákon č. 125/1997 Sb. O nakládání s odpady. 

Prováděcí vyhláška č. 338/1997 Sb. 
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Způsob vedení evidence a ohlašování, shromažďování a skladování odpadů musí  

splňovat podmínky dané vyhláškou MŽP č.338/1997 Sb. 

 

Jako dekontaminace se označuje soubor metod a postupů vedoucích k částečnému nebo 

úplnému zahubení nebo odstranění mikroorganismů z daného místa. 

Jedná se o proces odstraňování mikroorganismů, kterými mohou být viry, bakterie, 

jednobuněčné eukaryotní organismy i mnohobuněčné drobné organismy jako plísně 

nebo roztoči. 

Univerzální metoda sterilizace ani dekontaminace neexistuje, v důsledku často 

protichůdných požadavků na kvalitu dezinfekčního či sterilizačního postupu, tj. na 

požadovaný stupeň dekontaminace, a na zachování vlastností zpracovávaného 

materiálu. 

Při výběru metody dekontaminace je nutno postupovat uvážlivě a omezit nežádoucí 

vedlejší účinky procesu, zejména poškození předmětů nevhodnou sterilizací. 

Známých metod dekontaminace je velké množství. Pro konkrétní aplikaci se vhodná 

metoda volí podle požadovaného stupně dekontaminace, vlastností dekontaminovaných 

materiálů, časové a ekonomické náročnosti nebo jiných kritérií. (ADLER at al. 1998). 

 

Podle stupně účinnosti se dekontaminační metody zhruba dělí do následujících 

kategorií:  Sanitace, Dezinfekce, Sterilizace. 

 

Sanitace je snížení koncentrace mikroorganismů na úroveň považovanou ze 

zdravotního hlediska za bezpečnou. Obyčejně zahrnuje mechanické čištění, 

mytí a částečnou dezinfekci. 

Dezinfekce je úplné odstranění původců infekcí, tj. patogenních i podmíněně 

patogenních mikroorganismů. 

Provádí se působením fyzikálních nebo chemických dezinfekčních 

prostředků, které patogenní organismy hubí nebo zbavují patogenity. 

Dezinfikovaný předmět nesmí obsahovat patogenní organismy, může však 

obsahovat organismy nepatogenní. 

Sterilizace je úplné odstranění všech životaschopných forem na povrchu nebo 

uvnitř daných systémů při použití fyzikálních nebo chemických prostředků. 

 

Dalším dělením dekontaminačních metod je na mechanické, fyzikální a chemické. 

Mechanické: Úklid, mytí a praní mechanicky odstraňuje mikroby za použití horké 

vody a případně povrchově aktivních látek. Mokrým úklidem a omytím se 

dosahuje snížení počtu mikrobů jen asi o 90 %. Používá se však k 

předsterilizační očistě předmětů, neboť odstraňuje mechanické nečistoty, 

které mohou mikroby chránit před působením sanitačních, dezinfekčních a 

sterilizačních prostředků. 

 

Fyzikální metody: 

Plamen: Rozžhavení kovového předmětu do červeného žáru, resp. spálení 

hořlavého materiálu je spolehlivý způsob sterilizace. Není ho však možno 

použít pro tepelně labilní materiály. Bývá však standardně používán ke 

sterilizaci infekčního materiálu např. z nemocnic, určeného k likvidaci. 

 

Var pod tlakem: Tento způsob sterilizace je založen na působení přehřáté 

vodní páry. Protože bod varu vody závisí na tlaku, je při přetlaku 200 kPa (2 

atmosféry) teplota páry vroucí vody 121 ºC, při přetlaku 300 kPa (3 
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atmosféry) 134 ºC. Těchto tlaků a teplot se dosahuje v tlakových 

sterilizátorech neboli autoklávech. 

Pro bezpečné zničení všech forem mikroorganismů obvykle vyhovuje 

expoziční doba 20 minut při 121 ºC nebo 10 minut při 134 ºC. 

Autoklávování je možno použít pro větší množství materiálů než plamen, 

nelze jej však použít pro termolabilní materiály ve kterých dochází při 

použité teplotě k degradaci. 

 

Pasteurizace: Spočívá v zahřátí kapaliny na poměrně nízkou teplotu, např. 

na 62 ºC po dobu 30 minut, obvykle na 80 ºC  po dobu několika vteřin. 

Používá se ke krátkodobé konzervaci termolabilních tekutin, hlavně 

potravinářských. Poměrně spolehlivě hubí většinu vegetativních forem 

bakterií, přežívají však spóry a některé viry. Tzv. ultrapasteurizace spočívá v 

mžikovém zahřátí kapaliny vstříknutím vodní páry přehřáté na 150 ºC, které 

ničí prakticky všechny mikroby včetně spór. 

 

Var: Prostý var za normálního tlaku ve vodě (někdy s přídavkem detergentů 

nebo NaHCO3) při 100 ºC hubí po 2-30 minutách většinu vegetativních 

forem bakterií, virů a kvasinek 

 

Horký vzduch: Provádí se v horkovzdušných sterilizátorech, přístrojích 

s nuceným oběhem vzduchu a s termostatickým ohřevem do 200 ºC. Protože 

suché teplo je méně účinné než vlhké, používá se oproti autoklávům delší 

doba, až 2 hodiny. Spolehlivě ničí i spory. Nevhodné pro termolabilní 

materiály. 

 

Elektromagnetické záření: (LAROUSSI 1996) Mikrovlnné, ultrafialové, 

gama záření nebo rentgenové záření působí baktericidně. Na většinu 

materiálů nemají negativní vliv. Používají se na sterilizaci potravin nebo 

medicínských produktů. Nejsou však účinné na některé viry (např. 

hepatitida, HIV). 

 

Elektronový paprsek: Paprsek elektronů o energii 3 až 10 MeV se používá 

ke~sterilizaci medicínských produktů. Zabalený výrobek je ozářen 

elektronovým paprskem, který proniká obalem a interakcí s materiálem 

uvnitř buněk vytváří sekundární elektrony, iontové páry a volné radikály, 

které narušují DNA buněk a tím objekt sterilizující (CALHOUN at al. 1997, 

KELLY-WINTENBERG at al.1998). 

 

Chemická činidla: Nevyžadují obvykle zvýšenou teplotu i když s rostoucí teplotou 

jejich účinnost stoupá. Jejich účinnost  závisí též na koncentraci, na době 

působení.Vhodných chemických prostředků je velké množství, vybrané metody je 

možno použít v některých případech i k úplné dezinfekci, mohou však chemicky 

reagovat s dezinfikovaným materiálem nebo jej jinak znehodnotit (potraviny). Používají 

se k dezinfekci a sterilizaci termolabilních látek. Nejběžnějšími prostředky jsou 

anorganické kyseliny, zásady a některé soli, organické kyseliny, aromatické uhlovodíky, 

aldehydy (formaldehyd), alkoholy a některé kovy. Ozón O3, který je účinný, ale labilní, 

používá se k dezinfekci vody a potravin. Efektivnost ozonu v ničení bakterií spočívá v 

narušení jejich buněčného dýchání. (LAROUSSI 1996, JULÁK 2003, MASUDA at al. 

1988, MASUDA at al. 1990, TICHÝ 2003). Sterilizace plynem ethylenoxidem je 
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založena na alkylaci organických sloučenin v bakteriální buňce. Alkylace je výměna 

vodíkového atomu za alkylovou skupinu. Tato substituce je pro bakteriální buňku 

smrtelná (TICHÝ 2003). 
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3.2. Kapitoly z fyziky plazmatu 

 

 

3.2.1. Elektrické výboje v plynech 

 

Elektrický výboj v plynu je jev, kdy se plyn nebo pára stávají elektricky vodivými. 

Znamená to, že v plynu nebo páře jsou volně pohyblivé, elektricky nabité částice 

(elektrony, ionty). Tyto částice se vlivem elektrického a magnetického pole nebo difúze 

pohybují ve velkých množstvích ve směru působících sil. Vzniká elektrický proud. 

Základem nauky o elektrických výbojích v plynu je nauka o fyzikálním plazmatu.  

Nejvýraznější vlastností elektrického výboje registrovatelnou bezprostředně lidskými 

smysly je vyzařování elektromagnetického vlnění v oboru viditelné části spektra 

(KRACÍK at al.1964, KRACÍK a TOBIÁŠ 1966). 

 

 

Elektrický výboj je definován jako fyzikální jev, který je 

charakterizován vznikem elektrického proudu 

v plynném prostředí. 

 

 

 

3.2.2. Rozdělení výbojů 

 

Podle doby trvání rozdělujeme výboje na přechodné a ustálené.  

Ustálené podle vzniku a udržení výbojové dráhy na samostatné a nesamostatné. 

Samostatné výboje jsou schopny samostatně existovat, nepotřebují zevní zdroj nosičů 

náboje. 

Nesamostatné výboje potřebují buď zevní zdroj nabitých částic nebo zevní zdroj energie 

schopný ionizovat atomy nebo molekuly ve výbojové dráze (GROSS 1967). 

 

 

3.2.3. V-A charakteristika výboje 

 

Každému výboji je přiřazená určitá dvojice hodnot:  napětí na elektrodách U[V] a proud 

protékající výbojem I[A]. Změní-li se proud, musí se změnit i napětí na elektrodách a to 

tak, aby dvojice hodnot určovala bod na voltampérové charakteristice (na obr.3.5 je 

ukázán učebnicový příklad voltampérové charakteristiky doutnavého výboje). Při 

malém napětí většina iontů zaniká rekombinací dříve, než dorazí na elektrody. 

S rostoucím napětím se pohyb iontů zrychluje, až při napětí U1se nestačí nekombinovat 

a doletí k elektrodám. K dalšímu zvýšení proudu dochází při tzv. zápalném napětí U2, 

nová ionizace molekul, nastává samostatný výboj. 
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Obr. 3.5: Voltampérová charakteristika doutnavého výboje za nízkého tlaku mezi rovinnými 

eletrodami. 

 

 

3.2.4. Plazma výbojů  

 

Podle obsahu tepelné energie můžeme hmotu rozdělit do čtyř skupenství (obr. 3.6) 

(GROSS 1967): 

pevné skupenství. V pevném skupenství jsou atomy látky uspořádány do pravidelné 

mřížky, každý atom má své místo a omezený pohyb. Kinetická energie tohoto 

pohybu je měřítkem teploty látky. 

kapalné skupenství. Zahříváním pevné látky se urychlí pohyb atomů, poruší se 

struktura a látka přechází v kapalinu. Vzdálenost jednotlivých atomů se zvětší, což 

se projeví zvětšením objemu. 

plynné skupenství. Při přechodu kapalné látky v plynnou se zvětší vzdálenosti atomů 

zhruba stokrát. částice se pohybují chaoticky, protože dochází ke vzájemným 

srážkám, tedy k výměně energie a změně směru pohybu. Kinetická energie 

molekul látek v plynném skupenství je malá a nezpůsobuje tedy změny ve vnitřní 

struktuře částic. 

plazmatické skupenství. Dalším zahříváním plynné látky zvyšujeme kinetickou energii 

molekul, která při vzájemných srážkách způsobuje rozdělení na částice jednodušší, 

disociace. Vzniklé atomy mají kinetickou energii dostačující při srážkách 

k nabuzení atomu. Takto nabuzený atom budící energii vyzáří jako světlo. Některé 

srážky dodají atomům či molekulám tak velkou kinetickou energii, že dostačuje 

k vytržení elektronu z obalu atomu, ionizaci.  

Jesliže bylo ionizace v plazmatu dosaženo díky ohřevu, hovoříme o termálním, 

vysokoteplotním nebo též izotermickém plazmatu. Elektrony, ionty i neutrální 

částice mají zhruba stejnou teplotu. 

Jestliže je energie v ionizovaném plynu selektivně dodávána především 

elektronům (například srážkami, elektrickým polem či elektromagnetickým 

zářením) vzniká neizotermické (netermální, nízkoteplotní) plazma. Elektrony mají 

řádově vyšší teplotu než ionty a neutrální částice. 
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Ionizací vznikají v plynu elektricky nabité částice, elektrony se záporným nábojem a 

kladné ionty. Kvazineutrální plazma značí, že je stejný počet kladných a záporných 

iontů, takže plazma jako celek se chová elektricky neutrálně. 

V látce v ionizovaném stavu, tj. v plazmatickém stavu se částice pohybují také 

chaoticky, ale ve větších vzdálenostech od sebe, protože u nabitých částic působí 

elektrostatické síly. Stupeň ionizace plazmatu ovlivňují tlak a teplota. 

Termální plazma je hmota s velkým obsahem tepelné energie. 

 

 

Termální plazma je tedy plyn zahřátý na vysokou teplotu s velkým stupněm ionizace a 

s elektricky nabitými částicemi. Jeho hlavními znaky jsou dobrá elektrická 

vodivost a intenzivní vyzařování. 

Netermální plazma je stav hmoty, kdy plyn vykazuje dobrou elektrickou vodivost 

v důsledku ionizace částic, přičemž na vysokou teplotu jsou zahřáty pouze 

elektrony. Ionty a neutrální částice mají teplotu blízkou k okolnímu plynu. 
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Obr. 3.6 : Závislost tepelné energie hmoty na teplotě (GROSS 1967). 

 

 

 

3.2.5. Pohyb částic v plynech a jejich vzájemné působení 

 

Každý výboj se skládá z elektrod a prostoru mezi elektrodami vyplněného plynem, 

výbojová dráha. V této výbojové dráze, v plynu, probíhají výbojové procesy vedoucí 

k ionizaci mezi neutrálními částicemi a nosiči elektrického náboje. Nejčastěji k těmto 

procesům dochází při vzájemných srážkách částic, ze kterých je výbojový plyn složen. 
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V plazmatu elektrického výboje hořícího v chemicky čistém plynu jsou tyto částice: 

neutrální atomy, elektrony, ionty a molekuly. Tyto částice do sebe navzájem narážejí  a 

při srážkách se mění jejich energie a vznikají částice nové (obr. 3.7). 

 

Urychlování elektronů a iontů v el.poli. Pohyb elektronů a iontů ve směru  el.pole se 

nazývá drift (unášení) 

Pružné srážky. Při pružné srážce si částice zachovávají stejnou vnitřní strukturu, mění 

se pouze směr a velikost rychlostí, tedy kinetická energie částic 

Nepružné srážky. Při srážkách nepružných dochází ke změně vnitřní struktury částic. 

Kinetická energie se mění v potenciální energii vazebných elektronů atomového 

obalu. Tato změna se projeví excitací nebo ionizací atomu. 

Atom mohou takto excitovat nebo ionizovat elektrony, tepelná ionizace jiným 

atomem, ionizace zářením fotonem. 

Rekombinace a srážky třech částic. Rekombinace, tj. děj opačný ionizaci, kdy se 

nesouhlasně nabité částice navzájem přitahují a vytváří tak opět neutrální molekuly. 

Podrobněji v (GROSS 1967). 

 

ionizace nabuzení rekombinace

rychlé

atomy

kladné iontyzáporné ionty

pružné

srážky

záření

nabuzení

teplo

ionizace

elektrony

ANODA

KATODA

elektrony

 
 
Obr. 3.7: Vzájemné působení plazmatu a elektrod (GROSS 1967). 
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3.2.6. Základní vlastnosti koronového výboje 

 

Korónový výboj je příkladem ustáleného samostatného výboje, to znamená, že 

nepotřebuje ke své existenci vnější zdroj nosičů náboje.  

Korónový výboj vzniká i při atmosférickém tlaku při uspořádání vodičů vytvářejícím 

silně nehomogenní elektrické pole.  

Koróna vznikne při určitém napětí nazývaném počáteční, nebo též zápalné napětí. Při 

zvyšování napětí na elektrodách se zvětšuje svítící oblast výboje vytvářející 

charakteristický tvar korunky (latinské corona znamená koruna) při určité výši napětí 

nastane průraz a vznikne jiskra, tento děj je vysvětlen  teorií strimerů (viz níže v textu). 

Makroskopické projevy výboje: šum, praskot, světélkující vrstva kolem vodiče, v níž 

dochází k ionizaci plynu nárazem elektronů. 

 

 

Nehomogenní elektrické pole 
Hlavní podmínkou vzniku koróny je nehomogenní elektrické pole ve výbojové 

dráze, které vzniká v bezprostředním okolí elektrody s malým poloměrem křivosti 

povrchu (tzv. aktivní nebo koronující elektroda). Bývá realizována jehlou (hrotová 

elektroda, point elektroda), drátkem nebo hranou. Druhá elektroda může být 

libovolná, například plošná (plane elektroda, rovinná elektroda), realizovaná 

jakýmkoli plošným vodičem. 

 

Rozdělení korónového výboje podle polarity nosiče náboje 

Unipolární – na vedení proudu se podílí pouze nosiče náboje jedné polarity. Závisí 

na geometrii elektrod, kdy jedna elektroda má velmi malý poloměr křivosti a 

druhá elektroda má velký poloměr křivosti, například. hrot-rovina, jehla-rovina, 

drát-rovina, hrana-rovina. 

Bipolární – obě elektrody mají malý poloměr zakřivení. Na vedení proudu se 

podílí kladné i záporné nosiče náboje, například hrot-hrot, drát-drát. 

Tato práce se zabývá pouze unipolárním korónovým výbojem. 

 

Korónový výboj jako zdroj nízkoteplotního plazmatu 

Jak už bylo výše uvedeno, je plazma plyn obsahující neutrální i nabité částice, tj. 

ionty a elektrony. K ionizaci dochází v případě, že je elektronu udělena dostatečná 

energie k uvolnění z atomu nebo molekuly. Pokud je tato energie tepelná, mají 

elektrony i ionty přibližně stejnou vysokou teplotu a plazma se nazývá termálním 

nebo izotermickým. Pokud je ionizační energie dodávána jen elektronům, pak 

mají elektrony výrazně vyšší teplotu než  ionty a plazma je nazýváno jako 

nízkoteplotní nebo netermální. 

Ke generaci nízkoteplotního plazmatu se používá elektrických výbojů v plynech, 

kde volné elektrony získávají kinetickou energii z pohybu v elektrickém poli a 

následnými srážkami dochází k ionizaci jiných atomů a molekul a tudíž ke 

generaci dalších volných elektronů.  

Protože je jenom malá část energie obsažena v energii iontů a tedy teplotě 

plazmatu, nedochází k termálnímu ohřevu materiálů, které přicházejí 

s nízkoteplotním plazmatem do styku. Přítomné energetické elektrony jsou však 

vysoce reaktivní a způsobují oxidaci, excitaci atomů a molekul nebo produkci 

volných radikálů (SCHOLTZ 2007, KHUN 2007). 
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Záporně polarizovaná koronující elektroda 

Následující text popisuje jen děje týkající se záporné koróny, protože kladná 

koróna nebyla při provádění experimentů v této práci použita.  

V oblasti okolo koronující elektrody (jehla) je aktivní oblast s vysokou intenzitou 

elektrického pole a v důsledku tohoto velkého potenciálního gradientu dochází k 

ionizaci. Vzniklé volné elektrony jsou urychlovány silným elektrickým polem, 

získávají kinetickou energii a jsou přitahovány směrem k rovinné elektrodě. 

Elektrony driftují do oblasti s malou intenzitou elektrického pole, tedy nízkým 

potenciálním gradientem. Tam se přichycují k neutrálním a elektronegativním 

molekulám plynu a vytváří tak záporné ionty, které jsou přitahovány k rovinné 

elektrodě. V této oblasti nedochází k dalším ionizacím. 

 

Elektronová lavina, teorie strimerů:  

Pro udržení výboje je potřeba generovat další elektrony (sekundární). Tyto 

vznikají emisí z povrchu koronující elektrody. Zdrojem energie pro emisi jsou 

fotony, deexcitující z atomů a molekul plynu.  

V prostoru mezi katodou a anodou se při dostatečné intenzitě elektrického pole 

vyvíjí lavina z elektronu uvolněného z katody. Lavina musí mít dostatečnou 

koncentraci nabitých částic. Elektrony se pohybují značnou rychlostí k anodě. 

Zanechávají za sebou kladný iontový prostorový náboj. 

Do tohoto prostoru jsou nyní přitahovány elektrony, které vytvoří dílčí laviny, 

šířící se v opačném směru než k anodě. Vytváří vodivý sloupec plazmatu, strimer, 

který postupuje směrem ke katodě. Po dosažení katody se tak katoda vodivě spojí 

s anodou plazmatickým sloupcem. 

 

Warburgův zákon: 

Empiricky bylo zjištěno, že proudové rozložení na rovinné elektrodě je možno 

popsat Warburgovým zákonem. 

Platí pro stejnosměrný, kladný i záporný, korónový výboj ve vzduchu. Geometrie 

elektrod: hrot-rovina (obr. 3.8). 

 

j = k
U ( U – U0 )

d n
cos m θj = k

U ( U – U0 )

d n
cos m θ

 
 

j radiální rozložení proudové hustoty na rovinné elektrodě 

U napětí mezi elektrodami 

U0 napětí potřebné pro zapálení korónového výboje 

d vzdálenost mezi hrotem a rovinnou elektrodou 

θ θ = arctan (r/d)  

úhel mezi hranou kužele výboje a vertikální osou výboje 

r radiální rovinná proměnná 

m,n  mocniny zvoleny tak, aby vyhovovaly experimentálním 

výsledkům 

k konstanta úměrnosti 
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Obr. 3.8: Schematické znázornění geometrie elektrod hrot-rovina s parametry figurujícími ve Warburgově 

zákonu. 

 

 

3.2.7. Složky plazmatu 

 

Procesy, fyzikální i chemické, probíhající v hořící koróně jsou komplikované a jejich 

podstata, i přes intenzivní výzkum, není doposud dostatečně objasněná. (MILES at al. 

2001, LAROUSSI 2002, 2005, LAROUSSI a LEIPOLD 2004, LAROUSSI  at al. 2003, 

LAROUSSI  at al. 2006, MENDIS at al.2000, MOISAN at al. 2001, MOISAN at al. 

2002). 

Možných mechanismů dekontaminačního působení je uváděno několik, zejména 

působení UV záření, nabitých částic, reaktivních částic a tepla. Není však dosud zcela 

jasné poměrné zastoupení těchto mechanismů ve~výsledném efektu nebo možnosti 

jejich synergického zesilování. 

Expozice může probíhat dvojím způsobem. V prvním případě, je vzorek v přímém 

styku s plazmatem a tedy se všemi generovanými částicemi. Ve druhém provedení je 

vzorek umístěn v sousední komoře, většina tepla je zredukována a nabité částice nehrají 

roli, protože se rekombinují ještě před dosažením vzorku. 

UV záření: UV záření v rozmezí vlnových délek 200-300 nm způsobuje smrtelné 

poškození bakteriálním buňkám. Nejzávažnějším účinkem na buňku je dimerizace 

thyminových bází v jejich DNA a to má za následek neschopnost replikace, tedy 

další reprodukce. Cidní účinky UV záření jsou prokázané, ale v práci LAROUSSI 

a LEIPOLD (2004) bylo měřením zjištěno, že UV záření okolo 260 nm hraje 
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významnou roli ve sterilizačním procesu. Není jednoznačný názor na to, jakou 

měrou přispívá k celkovému účinku nízkoteplotního plazmatu.  

Nabité částice: Nabité částice hrají důležitou roli při dekontaminaci bakterií. Způsobují 

prasknutí vnější membrány bakteriální buňky. V pracích (LAROUSSI  at al. 2003, 

MENDIS at al.2000, MOISAN at al. 2002) bylo ukázáno, že právě vlivem 

elektrostatické síly, která se naakumuluje na povrchu membrány, dojde 

k překonání vnitřního tlaku buňky a následkem tohoto tlaku membrána praskne. 

Reaktivní částice: Nízkoteplotní plazma je zdrojem reaktivních částic, zejména 

reaktivních forem kyslíku a dusíku. Tyto částice mají silné oxidační účinky na 

vnější strukturu membrány. Buněčná membrána je tvořena lipidovou dvojvrstvou. 

Důležitým komponentem jsou nenasycené mastné kyseliny, které dávají 

membráně tekutý (fluidní) charakter. To dovoluje transport produktů skrze 

membránu. Hydroxylové radikály (OH•) mění funkci membrány coby bariéry 

v řízení transportu látek. Ozon (O3) je také silné oxidační činidlo a je ve větší 

koncentraci pro živé organismy jedovatý. Jeho cidní účinky jsou známy již 

dlouhou dobu. Přirozeně vzniká bleskem, uměle elektrickým výbojem v plynu. 

Běžně se užívá k desinfekci vody (CHALMERS at al. 1994). 

Podle závěrů uvedených v citovaných článcích je prokázaný synergický účinek všech 

částic generovaných elektrickým výbojem. 
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4. Materiál a metody  
 

Tato diplomová práce vychází z vědeckých prací (SCHOLTZ 2007, MÜLLER 2008, 

LAROUSSI 2005, JULÁK at al. 2005, 2006, LEROUGE at al. 2001, SLADEK a 

STOFFELS 2005, STOFFELS a FLIKWEERT 2002), ve kterých jsou popsány 

předběžné pokusy. Na základě těchto studií byla sestavena a optimalizována aparatura a 

převzata část metodiky použité v této diplomové práci. 

 

4.1. Materiál 

 

4.1.1. Druh testovaných bakterií 

 

Při pokusech byly použity kmeny bakterií izolované v ÚIM. Tyto kmeny jsou 

označované jako „divoké“, protože nejsou z definované sbírky kmenů České sbírky 

mikroorganismů (Czech Collection of  Microorganisms, Catalog of  cultures. 

Masarykova Universita Brno, 1999), takové jsou označované jako CCM a příslušným 

katalogovým číslem. Konkrétně byly použity dva druhy bakterií: Escherichia coli a 

Staphylococcus epidermidis. Tyto kmeny netvoří bakteriální spóry. 

 

mikroorganismus Typ buněčné stěny Tvar buňky 

Staphylococcus epidermidis G + kok 

Escherichia coli G – tyčinka 

 

4.1.2. Koncentrace bakterií 

 

Pro udržení stejných podmínek bylo zapotřebí vytvořit dostatečnou zásobu kultur, které 

byly po dobu experimentů uchovávány v mrazícím boxu. Abychom udrželi  bakterie po 

celou dobu ve vegetativním stavu, uchovávali jsme je jako suspenzi bakterií ve vodném 

roztoku glycerinu (10%). Glycerin (1,2,3 -propantriol; dobře rozpustný ve vodě) 

zabraňuje zamrznutí celého objemu a tím poškození buněk bakterií. Inhibiční zóny jsou 

ostře ohraničeny až při koncentracích bakterií inokula v rozmezí řádově 104 – 107 cfu 

cm-2 , viz práce (SCHOLTZ 2007a, SCHOLTZ at al. 2007b, 2007c , LAROUSSI 1996, 

LAROUSSI at al. 2000). Byla připravena zásoba suspenzí kultur o koncentraci cca 106 

cfu cm-2, po jejíž inokulaci byla kultivační půda pokryta souvislou vrstvou bakterií. 

Takto bylo dosaženo stejné koncentrace inokulovaných bakterií po celou dobu 

provádění pokusů.  

 

4.1.3. Příprava pevných půd na očkování 

 

Při pokusech byly používány skleněné Petriho misky o průměru 5 cm. Petriho misky 

byly před naplněním požadovaného média sterilizovány v horkovzdušném sterilizátoru 

STERIODENT 400 (Chirana) při 180 ºC po dobu 2 hodin. Kultivační půdy byly 

připravovány z průmyslově vyráběných základů podle příslušných návodů a sterilně 
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rozplněny do Petriho misek ve varně ÚIM. Z každé sady byla jedna plotna s čistým 

agarem dána přes noc do termostatu pro kontrolu sterility celé sady. Předběžné 

experimenty ukázaly, že pro kultivaci lze stejně dobře použít krevní agar nebo živný 

agar, ale pro metody odečítání velikosti inhibiční zóny prosvěcováním (příloha 1) se 

ukázal nejvhodnější Mueller-Hinton agar, protože je transparentní.  

Jeho složení:  

Hovězí maso,infuse        2,0g 

Kyselý kaseinový hydrolyzát   17,5g 

Škrob          1,5g 

Agar      17,0g 

pH 7,3 

Příprava: Suspenduje se 38 g přípravku v 1 litru purifikované vody, důkladně promíchá 

a za častého třepání zahřívá a 1 minutu povaří. Sterilizuje se autoklávováním 15 minut 

při 116 ºC a vyleje do misek v takovém objemu, aby výška agarové vrstvy činila 4 mm. 

 

 

4.2. Experimentální zařízení 

 

4.2.1. Aparatura 

 

Pro získávání korónového výboje byla použita aparatura skládající se ze zdroje 

stejnosměrného vysokého napětí HT 2103 (Utes, Brno) (příloha 2), který umožňuje 

nastavení napětí do 10 kV s maximálním proudem 0,5 mA. Negativní point-to-plane 

korónový výboj (kapitola 3.2) byl generován na hrotu lékařské hypodermální jehly  

Medoject 0,7 x 35 mm (Chirana T. Injecta, Stará Turá) jako point-elektrodě. Jehla byla 

upevněná v laboratorním stojanu vertikálně nad horizontálním povrchem plošné anody, 

která byla tvořena kultivační plotnou. Vzdálenost hrotu jehly od povrchu anody byla 

nastavována mikrometrickým šroubem. Pro utlumení náhodných změn proudu a napětí 

na elektrodách výboje se do okruhu výboje zařazuje stabilizační odpor. Schéma a 

fotografie aparatury jsou na obrázku 4.1. a v příloze 4. Další varianty aparatury jsou 

v pracích (ROTH at al. 1992, KANAZAWA at al. 1988) 

 

 

 
Obr.4.1: Schéma a fotografie aparatury (SCHOLTZ at al. 2007). 
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4.2.2. Měřící a záznamové přístroje 

 

Na získávání informací o průběhu pokusu byl použit digitální multimetr METEX M-

387 OD (bližší specifikace neuvedena)( příloha 3). Přístroj poskytuje informace o 

zvolené měřené veličině, její hodnotě, měřícím rozsahu a další údaje, které zobrazuje na 

LCD displeji. Multimetr komunikuje s PC pomocí programu .Tento program byl napsán 

jazykem Q-BASIC. Aplikaci vyvinul Vítězslav Kříha z Elektrotechnické fakulty ČVUT 

pro účely této diplomové práce. Program umožňuje zaznamenávání naměřených hodnot, 

ze kterých můžeme později vytvořit graf nebo je jinak vyhodnocovat (popis viz níže).  

 

 

4.3. Metodika 

 

Průběh experimentu probíhal v dále popsaných krocích, schematicky znázorněných na 

obrázku 4.2. 

 

 

 
 

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

 

 

4.3.1. Inokulace bakterií 

 

Bakteriální kultura byla odebrána mikropipetou ze zásobní suspenze o objemu 340 µl a 

rozlita po celém povrchu agaru na Petriho misku. Po kultivaci takto aplikovaného 

inokula bude celý povrch agaru pokryt kontinuální vrstvou bakteriálních kolonií a bude 

tak možné odečítat velikost inhibičních zón, způsobených působením koronového 

výboje. 
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4.3.2. Expozice koronovému výboji 

 

V kapitole č.1 Úvod byl zmíněn jev, který mění počáteční nastavené zadání 

konstantních veličin. Ukázalo se, že exponováním agaru se zvětšuje mezielektrodová 

vzdálenost, tedy že elektrody se od sebe oddalují. Následkem tohoto procesu, při 

konstantním napětí mezi elektrodami, proud protékající výbojem a velikost přeneseného 

náboje klesá.  

Velikost inhibičních zón závisí na velikosti prošlého náboje. Otázkou je, je-li tato 

závislost ovlivněna právě a jen tímto parametrem. Z definice víme, že změna náboje je 

dána součinem dvou veličin, proudu a  časového intervalu. [ ΔQ = I Δt ] (LEPIL a 

ŠEDIVÝ 1993). Pokud zdvojnásobíme dobu expozice, potom stačí poloviční konstantní 

proud,, aby velikost prošlého náboje byla stejná (tab.4.1). Problém nastává při výše 

zmíněném jevu deformace agaru v důsledku iontového větru. Jestliže při expozici agaru 

klesá zvolený proud, musíme prodloužit dobu expozice a to přesně do té doby, kdy 

projde výbojem požadované množství náboje. Zmíněnou problematiku demonstruje 

příklad (viz níže).  

 
Tab. 4.1: Závislost prošlého náboje na čase a proudu. 

t [min] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

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

Q = I · t ·60·0,01 [mC] 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 

 

Příklad :    d = 4 mm 

U = 4,8 kV 

Iref  = 50 μA 

tref = 12 min = 720 sec 

 

Blíže ukázáno na konkrétním příkladu, kde vzdálenost elektrod byla nastavena na  

d = 4 mm a napětí na zdroji vysokého napětí U = 4,8 kV. Při konstantní vzdálenosti 

elektrod nedochází po celou dobu expozice t = 12 min ke změně proudu protékajícího 

výbojem, I = 50 μA. Velikost prošlého náboje je těmito hodnotami daná. 
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graf č.4.1: Na grafu je znázorněný předpokládaný průběh experimentu při 

zachování ideálních podmínek. Při konstantním proudu a konstantní 

vzdálenosti elektrod projde za 12 minut (720 sekund) výbojem náboj o 

velikosti Q = 36 mC. 
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graf č.4.2: Skutečný průběh experimentu.Vzorek byl dle zadání exponován 12 

minut. Z naměřených dat bylo zjištěno, že velikost prošlého náboje 

nedosahuje předpokládané hodnoty. Důvodem je klesající proud 

následkem postupného oddalování elektrod od sebe (viz výše v textu). 

Pro srovnání: při tomto experimentu prošel výbojem náboj o velikosti 

jen Q = 31,5 mC. 
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graf č.4.3: Tyto naměřené hodnoty zobrazují průběh experimentu, kde byla do 

programu zadána velikost prošlého náboje zadáním referenčních 

podmínek, Q = 36 mC. Předpokládaná doba expozice byla 

prodloužena. na cca 14 minut. 

 

 

 

Pro splnění požadavku, aby výbojem prošel náboj o zadané velikosti, byl použit PC 

program. Do programu byla zadána velikost prošlého náboje zadáním referenčních 

podmínek. Funkcí programu bylo průběžně vypočítávat velikost doposud prošlého  
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náboje, protože referenční hodnota proudu se s časem expozice snižovala. Informace 

byla programem zobrazována procenty vzhledem k celkovému požadovanému 

náboji. To mělo za následek prodloužení doby expozice, dokud výbojem neprošel 

požadovaný náboj. Na tuto skutečnost bylo upozorněno audiosignálem. Každá expozice 

má svůj kód. Naměřená data vypovídající o průběhu expozice byla přenesena do PC a 

uložena do souboru pod tímto kódem.  

Programem bylo dosaženo, že jedinou proměnnou veličinou je doba expozice a tomu 

úměrné velikosti inhibičních zón.Misky byly uzemněny krokosvorkou a vloženy pod 

point-elektrodu (jehlu), mikrometrickým šroubem byla nastavena požadována 

vzdálenost hrotu jehly od povrchu půdy, byl zapálen korónový výboj. Všechny expozice 

probíhaly v laminárním boxu, kde vzduch proudil přes HEPA-filtr (high efficiency 

particulate air), pro zamezení kontaminace exponovaného materiálu ze vzduchu. 

 

 

4.3.3. Kultivace  

Po expozici byly Petriho misky kultivovány přes noc v termostatu při 37 ºC. Tyto 

podmínky jsou optimální pro růst obou studovaných kmenů bakterií. 

 

4.3.4. Vyhodnocování 

Po kultivaci, tj. dostatečném namnožení přeživších bakterií, byly vzorky vizuálně 

vyhodnocovány. Prosvícením světelnou plochou REFLECTA L 230 LIGHT PANEL 

(bližší specifikace neuvedena) (příloha 1), na které byl milimetrový papír, byly zřetelně 

viditelné inhibiční zóny. U každé plochy bylo spočítáno jakou zaujímá plochu pomocí 

milimetrového papíru (obr.4.3). 

Exponované vzorky byly po kultivaci vyfoceny a fotografie uloženy pod příslušným 

kódem pokusu, blíže v kapitole č.6 Diskuse.  

Výsledky jsou popsány v kapitole č.5 Výsledky. 

 

 

 

inhibiční zóna Petriho miska

s agarem

milimetrový papír

kolonie bakterií

inhibiční zóna Petriho miska
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kolonie bakterií

 
 

Obr.4.3: Schéma odečítání velikosti plochy inhibiční zóny. 
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4.3.5. Statistické zpracování dat 

 

Data byla zpracována metodou ANOVA (Analysis of variance), analýzou rozptylu, 

postupem umožňujícím analýzu zdrojů variability a lineárních statistických modelů. 

Podstatou analýzy rozptylu je rozklad celkového rozptylu dat na složky objasněné 

(známé zdroje variability) a složky neobjasněné, které jsou náhodné.  Následně se testují 

hypotézy o významnosti jednotlivých zdrojů variability. Více podrobných informací o 

statistickém zpracování v MELOUN a MILITKÝ 1994, REKTORYS 1995. 

Experimentální data byla třízena dvojným tříděním pro ANOVA, tedy podle dvou na 

sobě nezávislých proměnných, počátečního proudu a náboje. Tyto pevně dané 

proměnné se nazývají pevné efekty, vliv ostatních proměnných včetně interakcí se 

označují jako náhodné efekty. Výstupem je tabulka analýzy rozptylu vygenerovaná 

aplikací MS Excel. Podmínkou je normalita dat, které bylo dosaženo úpravami, viz 

kapitola Zpracování výsledků a diskuze. Výsledky ze statistického jsou v téže kapitole.  
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5. Výsledky 
 

Z provedených experimentů (viz. Kapitola 4.3. Metodika) byla získána data umožňující 

posoudit vliv náboje, který výbojem prošel, na velikost inhibičních zón. Pro vyloučení 

jakéhokoli dalšího působení, které by ovlivnilo výsledky vlastních experimentů, bylo 

třeba provést předběžné pokusy. 

 

 

5.1. Předběžné pokusy 

 

Byla provedena kontrola růstu bakterií na exponované a neexponované kultivační půdě. 

Polovina ploten s M-H agarem ze stejné sady byla exponována korónovým výbojem, 

druhá polovina zůstala beze změny, přičemž doby expozic byly prodlužovány. Potom 

byli obě poloviny naočkovány a kultivovány. Vizuálním porovnáním narostlých kolonií 

bylo zjištěno, že bakterie rostou na exponovaných i neexponovaných půdách bez 

rozdílu.  

Předběžnými pokusy bylo také zjištěno, že pro odečítání velikosti plochy inhibičních 

zón, způsobené korónovým výbojem je optimální použít zásobní inokulum bakterií o 

vysoké koncentraci 106 cfu cm-2. Po jejich expozici a následné kultivaci jsou inhibiční 

zóny ostře ohraničené (obr. 5.1). 

 

 

 
 
Obr. 5.1: Vzhled inhibičních zón. 

 

 

 

5.2. Způsob uspořádání a provedení jednotlivých experimentů 

 

Metodika, kterou se řídilo provedení experimentů je detailně popsána v kapitole č. 4.3.  

Hned po absorpci inokula byly mikroorganismy exponovány koronovému výboji. 
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Konstantním parametrem byla velikost náboje, který má výbojem projít. Napětí mezi 

elektrodami bylo nastavováno tak, aby výbojem protékal proud v rozmezí od 25 µA do 

150 µA s krokem 25 µA. Vzorky byly exponovány po dobu, která odpovídala expozici 

6, 12 a 18, případně 9 minut při konstantním proudu 50 µA (jinými slovy byl 

exponován náboj 18, 36 a 54, případně 27 mC). Na začátku každého experimentu byla 

nastavována mezielektrodová vzdálenost d = 4 mm. Všechny experimenty byly 

provedeny opakovaně pro odstranění náhodné chyby. Způsob uspořádání jednotlivých 

experimentů popisuje tabulka 5.2.1. Tabulka 5.2.2 obsahuje hodnoty konečných proudů, 

které byly zaznamenány po provedení předběžných pokusů. Tyto hodnoty konečných 

proudů jsou vzhledem k nastavené hodnotě počátečních proudů nižší, což potvrzuje již 

zmíněný jev, který byl blíže popsán v kapitole 4.3.2. V tabulce 5.2.3 jsou zaznamenané 

skutečné doby expozic. Jak již vysvětleno v kapitole 4.3.2, abychom získali požadované 

množství náboje, který má výbojem projít, musíme při postupném snižování proudu 

prodloužit dobu expozice a naopak při vyšším proudu se doba expozice zkrátí. Podle 

hodnot získaných z předběžných experimentů jsme odhadli a naplánovali uspořádání 

jednotlivých pokusů. 

Experimenty s exponovaným nábojem 18, 36 a 54 mC byly předem naplánovány a 

provedeny na obou testovaných kmenech. Experimenty s exponovaným nábojem 27 mC 

byly provedeny dodatečně pouze pro S.epi v rozsahu do 125 µA. 

 

Prakticky to znamená, že konkrétní pokus označený v tabulce červeně měl tyto 

parametry zadané do programu a těmito hodnotami je dána velikost náboje:  

I ref = 50 µA 

d ref = 4 mm 

t ref = 6 min. 

 

Skutečné hodnoty veličin při provedení tohoto pokusu byly: 

I real = 50 → 47,1 µA 

d real ↑ (oddálení elektrod) 

t real = 6,7 min. 

 

Do tabulky byla po proběhnutí expozice a následné kultivaci zapsána velikost plochy 

inhibiční zóny, jejíž hodnota v tomto konkrétním pokusu byla IZ = 20 mm2.  

 

 
Tab.5.2.1: Způsob uspořádání jednotlivých experimentů.  
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Tab. 5.2.2: Hodnoty konečných proudů v mikroampérech, získané z předběžných experimentů. 
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Tab. 5.2.3: Hodnoty skutečných časů expozic v minutách, získané z předběžných experimentů. 
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5.3. Výsledné hodnoty velikostí ploch inhibičních zón  

 

Výsledky v této kapitole obsahují informace o velikosti ploch inhibičních zón (dále jen 

IZ). Tyto hodnoty jsme naměřily metodou popsanou v kapitole 4.3.4. pro bakterie 

Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli (dále jen S. epi, E. coli ).  

Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji 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 IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.2.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.3.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.4.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.5: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.6.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro S.epi 
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Graf 5.3.7.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.8.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.9.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.10.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.11.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.12.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
 

 

 



 - 42 - 

0

5

10

15

20

25

30

35

0 50 100 150
I, μA

IZ
, 

m
m

 2 18 mC

36 mC

54 mC

 
 
Graf 5.3.13.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Graf 5.3.14.: Velikosti ploch IZ v závislosti na počátečním proudu a exponovaném náboji pro E.coli. 
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Histogram 5.3.3 ukazuje rozložení jednotlivých hodnot velikostí ploch IZ získaných 

celkem ze 139ti expozic provedených na bakterii S. epi. Stejně je pak v histogramu 

5.3.5 ukázáno rozložení hodnot velikostí ploch IZ celkem ze 141 expozic provedených 

na bakterii E. coli. Rozložení dat není normální, protože hodnoty jsou měřené za 

různých podmínek, jak ukazují grafy 5.3.4 pro S.epi a 5.3.6 pro E.coli. Tyto grafy jsou 

rozšířenou informací předchozích dvou histogramů 5.3.3, 5.3.5., kde jsou jednotlivé 

hodnoty velikostí ploch IZ barevně odlišené podle velikosti exponovaného náboje. 
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Graf 5.3.3: Četnosti hodnot jednotlivých velikostí ploch inhibičních zón pro S.epi. 
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Graf 5.3.4: Četnost jednotlivých velikostí ploch inhibičních zón rozdělených do čtyř skupin, které jsou 

barevně rozlišené podle toho, jakým celkovým nábojem byly exponovány, pro S.epi.Pro 

zpřehlednění jsou jednotlivé hodnoty četností spojeny hladkou křivkou. 
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Graf 5.3.5: Četnosti hodnot jednotlivých velikostí ploch inhibičních zón pro E.coli. 
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Graf 5.3.6: Četnost jednotlivých velikostí ploch inhibičních zón rozdělených do tří skupin, které jsou 

barevně rozlišené podle toho, jakým celkovým nábojem byly exponovány, pro E.coli. Pro 

zpřehlednění jsou jednotlivé hodnoty četností spojeny hladkou křivkou. 
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6. Zpracování výsledků a diskuse 

6.1. Obecná rozvaha 

 

V kapitole č. 4 byla popsána aparatura generující korónový výboj. Optimalizace jejích 

parametrů byla předmětem práce (MŰLLER 2008, SCHOLTZ 2007). Důvodem použití 

jen jedné koronující elektrody bylo provedení experimentů za co nejjednodušších 

podmínek. Pokud bychom použili větší počet koronujících elektrod, měli bychom příliš 

mnoho veličin zadávaných na vstupu, které ovlivňují výstupní data a následně 

interpretaci celkového výsledku.  

S přihlédnutím k výsledkům výše zmíněných prací byla zvolena mezielektrodová 

vzdálenost 4 mm, protože ze závislosti protékajícího proudu při různých počátečních 

vzdálenostech elektrod se ukázala jako nejoptimálnější. Také časy expozic byly zvoleny 

s přihlédnutím na výsledky těchto prací.  

Součástí vyhodnocování inhibičních zón bylo zhotovení fotodokumentace. Exponované 

vzorky byly po kultivaci vyfoceny a fotografie uloženy pod příslušným kódem pokusu. 

Podnětem byla možnost jiného zpracování výsledků z fotografií. Toto hodnocení by 

bylo provedeno pomocí programu, který by kvalitativně porovnával velikosti ploch 

inhibičních zón. K realizaci této varianty nedošlo vzhledem k dostačujícím 

informacím získaných vizuální metodou. 

 

Pro experimenty provedené v této práci, popsané v kapitole č.4, byly zvoleny dva druhy 

bakterií, Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. Tento soubor je možné rozšířit 

o další zástupce mikroorganismů, které reprezentují např. bakterie schopné sporulace 

(Geobacillus stearothermophilus) nebo eukaryotní organismy, např. kvasinky (Candida 

albicans). Realizace pokusů s výše navrhovanými organismy by byla časově náročná a 

proto jsme výběr zúžili. Tento výběr byl zvolen tak, aby byly zastoupeny bakterie lišící 

se jak tvarem, tak typem bakteriální stěny. E.coli je Gram-negativní tyčinka, S. 

epidermidis je Gram-pozitivní kok, neboť jsme předpokládali, že právě jejich vnější 

morfologie bude hrát roli v odolnosti korónovému výboji. Porovnání účinků 

korónového výboje na bakterie s rozdílným tvarem a typem buněčné stěny však nebylo 

předmětem této práce. 

 

6.2. Základní statistické charakteristiky naměřených dat 

6.2.1. Kvartily a průměry 

 

Popis základních statistických charakteristik výsledků měření, poskytuje první 

představu jak o závislosti velikosti inhibičních zón na obou vstupních parametrech, 

exponovaném náboji a počátečním proudu, tak o rozložení náhodných faktorů 

ovlivňujících měření. Grafy naznačují možnost, že plochy inhibičních zón se zvětšují 

s nárůstem velikosti exponovaného náboje  a rovněž  s nárůstem počátečního proudu 

nad 100 µA. 

 



 - 46 - 

x 0,25 25-tý percentil  dolní kvartil (I.Q) 

x 0,5 50-tý percentil  medián  (II.Q) 

x 0,75 75-tý percentil  horní kvartil (III.Q) 

 

 

  
 

Graf 6.2.1.: Grafické znázornění mediánu a kvartilů pro S.epi 

 

0102030405060

I. Q 18 mC

median 18 mC

III. Q 18 mC

I. Q 27 mC

median 27 mC

III. Q 27 mC

I. Q 36 mC

median 36 mC

III. Q 36 mC

I. Q 54 mC

median 54 mC

III. Q 54 mC

IZ, mm2

25
 μ

A

50
 μ

A

75
 μ

A

10
0 

μA

12
5 

μA

15
0 

μA



 - 47 - 

 
 

Graf 6.2.2: Grafické znázornění mediánu a kvartilů  pro E.coli 
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Graf 6.2.3: Porovnání aritmetického průměru a mediánu pro S.epi 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0 50 100 150 200

proud, μA

IZ
, 
m

m
 2

průměr 18 mC

průměr 36 mC

průměr 54 mC

median 18 mC

median 36 mC

median 54 mC

 
 

Graf 6.2.4: Porovnání aritmetického průměru a mediánu pro E.coli 
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6.2.2. Odchylky inhibičních zón od průměru 

 

Dalším krokem analýzy výsledků je posouzení, jak jsou velikosti IZ odchýlené 

od průměru, přičemž průměrované byly vždy jen hodnoty v dané skupině s konkrétní 

hodnotou počátečního proudu a exponovaného náboje. Následující histogramy udávají 

parciální četnosti odchylek v jednotlivých skupinách rozdělených podle velikosti náboje 

18, 27, 36 a 54 mC. Souhrnné četnosti odchylek jsou  v histogramech 6.2.10 pro S.epi a 

6.2.13 pro E.coli. Histogramy jsou seřazené 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 

Souhrnně Graf 6.2.10 Graf 6.2.13 
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Graf 6.2.5: Odchylky od průměru pro náboj 18 mC pro S.epi. 
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Graf 6.2.6: Odchylky od průměru pro náboj 27 mC pro S.epi. 
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Graf 6.2.7: Odchylky od průměru pro náboj 36 mC pro S.epi. 
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Graf 6.2.8: Odchylky od průměru pro náboj 54 mC pro S.epi. 
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Graf 6.2.9: Odchylky od průměru pro náboj 18 mC pro E.coli. 
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Graf 6.2.10: Celkový histogram s četnostmi odchylek od průměru pro S.epi. 
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Graf 6.2.11: Odchylky od průměru pro náboj 36 mC pro E.coli. 
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Graf 6.2.12: Odchylky od průměru pro náboj 54 mC pro E.coli. 

 

V  případě pokusů prováděných s E.coli jsou v dílčích histogramech pro jednotlivé 

náboje 6.9, 6.11 a 6.12  a především v souhrnném histogramu 6.13 patrné akcentované 

hodnoty odlehlé od aritmetického průměru. Výsledná distribuce odchylek od průměru 

svědčí o kladné šikmosti rozdělení. Zároveň jsou v případě experimentů prováděných 

s E.coli na grafu 6.4 patrné rozdíly mezi mediány a aritmetickým průměry v závislosti 

na exponovaném náboji a počátečním proudu, který rovněž svědčí pro odchylku 

naměřených dat od normálního rozdělení náhodných chyb. (Tuto skutečnost by bylo 

možné lépe znázornit například Q-Q grafem, kde bychom odchylku rozdělení 



 - 54 - 

posuzovali jako odchylku od lineárního průběhu, nicméně vzhledem k omezeným 

možnostem vyloučení odlehlých vstupních dat se spokojíme s pouhým posouzením 

histogramů.) 

 

 
 
Graf 6.2.13: Celkový histogram s četnostmi odchylek od průměru pro E.coli. 

 

V rámci kritického posouzení naměřených dat máme možnost omezit vliv odlehlých 

hodnot buď vyloučením odlehlých individuálních měření pomocí předem daného 
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kritéria, nebo vyloučením celých experimentů, které generují data v průměru odlehlá od 

průměru odpovídajících měření. S ohledem na následující zpracování analýzou rozptylu 

a s tím spojenou snahou získat vyvážený soubor měření, byly pro E. coli pro potřeby 

dalšího zpracování z výchozího souboru vyloučeny pro každou hodnotu náboje vždy 

dva kompletní experimenty (tj. zahrnující hodnoty pro všechny náboje i počáteční 

proudy) s nejvíce odlehlými průměry.  Výsledný histogram je znázorněn na grafu 

6.2.14. 

 

 
 
Graf 6.2.14: Celkový histogram s četnostmi odchylek od průměru bez odlehlých měření pro E.coli po 

vyloučení vždy dvou nejvice odlehlých experimentů pro každou hodnotu exponovaného náboje.   
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6.3. Statistické zpracování experimentálních dat – analýza 
rozptylu (ANOVA) 

 

Hypotézy  H0 i , H0 q , H0 iq testujeme na 5–procentní hladině významnosti. 

 

H0 q : Velikost inhibičních zón, respektive jejich odchylky od průměru, nezávisí na 

velikosti náboje prošlého výbojem. (Tzn., že ostatní faktory mají na velikost 

inhibičních zón nulový vliv, neboli, že velikost inhibičních zón na nich nezávisí). 

 

H0 i : Velikost inhibičních zón nezávisí na počátečním proudu. 

 

H0 iq : Velikost inhibičních zón není ovlivněna synergickým účinkem obou veličin, 

počátečním proudem spolu s nábojem. 

 

 

Tabulka 6.3.1: I. ANOVA pro S.epi. 

Faktor 25 50 75 100 125 150 Celkem 

18               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 93 93 88 94 97 103 568 

Průměr 15.5 15.5 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               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 152 149 158 162 167 197 985 

Průměr 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               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 212 215 227 234 262 288 1438 

Průměr 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            

Počet 18 18 18 18 18 18  

Součet 457 457 473 490 526 588  

Průměr 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.        

Zdroj variability SS Rozdíl MS F 
Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95  

H0 q : Náboj 10518.5 2 5259.25 372.4584 2.93E-44 3.097698  

H0 i : Poč.proud 718.5278 5 143.7056 10.17718 9.49E-08 2.315689  

H0 iq : 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               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 43 47 43 50 53 57 293 

Průměr 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               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 93 99 98 109 108 128 635 

Průměr 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               

Počet 6 6 6 6 6 6 36 

Součet 128 129 138 145 148 183 871 

Průměr 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            

Počet 18 18 18 18 18 18  

Součet 264 275 279 304 309 368  

Průměr 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        

Zdroj variability SS Rozdíl MS F 
Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95  

H0 q: Náboj 4692.074 2 2346.037 77.87914 2.33E-20 3.097698  

H0 i : Poč.proud 393.4907 5 78.69815 2.612467 0.029736 2.315689  

H0 iq : Interakce 103.5926 10 10.35926 0.343886 0.966321 1.937567  

Dohromady 2711.167 90 30.12407     

        

Celkem 7900.324 107          

 

α = 0,95 S.epi. E.coli. 

H0 q zamítá se  zamítá se  

H0 i zamítá se  zamítá se  

H0 iq zamítá se  nezamítá se 

 

Hypotézu  H0 q pro S.epi i E.coli na 5–procentní hladině významnosti zamítáme, tzn., že 

velikost inhibičních zón je ovlivněna exponovaným nábojem. 

 

Hypotézu H0 i : pro S.epi i E.coli na 5–procentní hladině významnosti zamítáme, tzn. že 

velikost inhibičních zón je ovlivněna počátečním proudem.(Za pozornost stojí, že na 

hladině 0,01 už v případě E. coli tuto hypotézu zamítnout nemůžeme.) 
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Hypotézu H0 iq pro S.epi na 5–procentní hladině významnosti zamítáme,  že velikost 

inhibičních zón je ovlivněna společným účinkem jak počátečního proudu, tak náboje. 

(Za pozornost stojí, že na hladině 0,01 už tuto hypotézu zamítnout nemůžeme.)  

Nezamítnutím této hypotézy pro E.coli bereme v úvahu alternativu. Společný vliv 

počátečního proudu a náboje na velikost inhibiční zóny nemáme statisticky doloženy. 

 

 

6.3.1. Redukované V-A charakteristiky výbojů jednotlivých 
experimentů 

 

Voltampérové charakteristiky zachycují průběh výboje při jednotlivých experimentech. 

Pro porovnání průběhů s empirickým Warburgovým zákonem (viz kapitola 3.2.6), který 

platí pro proudové rozložení korónového výboje, bylo napětí na výboji vztaženo 

k počátečnímu proudu. Červeně označené body jsou mimo linearní průběh a nevyhovují 

tak Warburgovu zákonu. To ukazuje na změnu režimu korónového výboje při proudech 

vyšších nad 100–125 µA. Modře označené hodnoty jsou diskutovány níže 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 výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf 6.3.2: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf6.3.3: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf 6.3.4: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf 6.3.5: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf 6.3.6: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro S.epi 
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Graf 6.3.7: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.8 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.9 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.10 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.11 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.12 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.13: Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 
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Graf 6.3.14 : Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů pro E.coli. 

 

 

Redukované  VA charakteristiky výbojů jednotlivých experimentů ukazují, že při 

proudech vyšších nad 100-125 µA se nacházejí hodnoty nevyhovující Warburgovu 

zákonu pro korónový výboj. Vysvětlením je, že v této oblasti vyšších proudů se mění 

režim výboje a to výrazně ovlivňuje velikost inhibiční zóny.  

 

Toto zjištění dalšího vlivu, tedy vlivu počátečního proudu, bylo potvrzeno i výsledky 

z analýzy rozptylu, kde hypotéza, že velikost IZ není  ovlivněna počátečním proudem 

byla na pětiprocentní hladině významnosti zamítnuta. 

 

Grafy 6.2.1. až 6.2.4 naznačují, že na velikosti inhibičních zón má počáteční proud vliv 

především v proudovém rozsahu, kdy již dochází k odchylkám od Warburgova zákona.  

Protože náboj při proudech, které nevyhovují W.Z. může působit synergicky s tímto 

„nonwarburgovým“ proudem. 

 

Dalším logickým krokem bylo posoudit vliv odklonu od Warburgova zákona. K odhadu 

tohoto vlivu zopakujeme metodu ANOVA, s tím rozdílem, že do výběru nezahrneme 

proudy vyšší nad 100 µA. Testujeme stejné hypotézy H0 i , H0 q , H0 iq na 5–procentní 

hladině významnosti. 
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6.3.2. ANOVA pro experimenty vyhovující Warburgovu zákonu 

 

Tabulka 6.3.3: II. ANOVA pro S.epi 

Faktor 25 50 75 100 Celkem  

18            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 93 93 88 94 368  

Průměr 15.5 15.5 14.66667 15.66667 15.33333  

Rozptyl 11.5 6.3 7.066667 3.866667 6.405797  

       

36            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 152 149 158 162 621  

Průměr 25.33333 24.83333 26.33333 27 25.875  

Rozptyl 21.46667 2.166667 12.66667 8 10.375  

       

54            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 212 215 227 234 888  

Průměr 35.33333 35.83333 37.83333 39 37  

Rozptyl 34.66667 19.76667 16.16667 19.6 21.91304  

       

Celkem           

Počet 18 18 18 18   

Součet 457 457 473 490   

Průměr 25.38889 25.38889 26.27778 27.22222   

Rozptyl 89.31046 81.4281 105.2712 105.3595   

       

       

ANOVA pro S.epi       

Zdroj variability SS Rozdíl MS F 
Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95 

H0 q: Náboj 5634.694 2 2817.347 207.1156 1.16E-27 3.150411 

H0 i : Poč.proud 41.375 3 13.79167 1.013886 0.392934 2.758078 

H0 iq : 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: II. ANOVA pro E.coli 

Faktor 25 50 75 100 Celkem  

18            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 43 47 43 50 183  

Průměr 7.166667 7.833333 7.166667 8.333333 7.625  

Rozptyl 11.36667 4.566667 8.966667 15.06667 8.940217  

       

36            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 93 99 98 109 399  

Průměr 15.5 16.5 16.33333 18.16667 16.625  

Rozptyl 3.9 15.5 19.46667 8.966667 11.375  

       

54            

Počet 6 6 6 6 24  

Součet 128 129 138 145 540  

Průměr 21.33333 21.5 23 24.16667 22.5  

Rozptyl 31.06667 14.7 34.4 11.36667 21.30435  

       

Celkem           

Počet 18 18 18 18   

Součet 264 275 279 304   

Průměr 14.66667 15.27778 15.5 16.88889   

Rozptyl 49.41176 43.97712 63.08824 55.51634   

       

       

ANOVA pro E.coli       

Zdroj variability SS Rozdíl MS F 
Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95 

H0 q: Náboj 2694.25 2 1347.125 90.14219 8.37E-19 3.150411 

H0 i : Poč.proud 47.61111 3 15.87037 1.061958 0.37205 2.758078 

H0 iq : Interakce 12.97222 6 2.162037 0.144672 0.989435 2.254053 

Dohromady 896.6667 60 14.94444    

       

Celkem 3651.5 71         

 

 

α = 0,95 S.epi. E.coli. 

H0 q zamítá se  zamítá se  

H0 i nezamítá se nezamítá se 

H0 iq nezamítá se nezamítá se 

 

Výsledek této analýzy v návaznosti na předešlý text potvrzuje, že vliv počátečního 

proudu na velikost inhibiční zóny je statisticky neprůkazný pouze v oblasti platnosti 

Warburgova zákona, , při proudech nad 100 µA je třeba počítat s vlivem počátečního 

proudu, připadně i vzájemnou synergií s nábojem. 
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6.3.3. ANOVA pro experimenty s nezahořeným systémem 

 

V grafech voltampérových charakteristik pro S.epi. jsou modře označeny průběhy 

výbojů v experimentech, kde výbojem procházel náboj 27 mC. Tato sada experimentů 

byla provedena dodatečně, s cílem zpřesnit měření. Na tyto experimenty byla do 

aparatury vsazena nová jehla, tedy koronující elektroda a to na celkový průběh výboje 

mělo evidentní vliv. Proto tyto hodnoty nebyly zavzaty do statistického zpracování. To, 

že inhibiční zóny jsou při použití nové jehly větší, nemá z praktického hlediska význam, 

neboť se předpokládá dlouhodobé využití elektrodového systému, kde dochází k jeho 

zahoření. V průběhu zahoření lze předpokládat korozi mikrohrotů v důsledku čehož 

dojde k výraznému poklesu elektrického pole ve formující části koróny. Tato data jsme 

zpracovali metodou ANOVA – jeden výběr.  

 

 

H0: Velikost IZ nezávisí na počátečním proudu. 

 

Tuto hypotézu jsme testovali také na pětiprocentní hladině významnosti. Metodu 

ANOVA jsme provedli jako v předchozím zpracování (pro 18, 36 a 54 mC) dvakrát. 

V prvním zpracování jsme nulovou hypotézu zamítli, ve druhém nezamítli. To 

koresponduje s předchozím zjištěním, že vliv počátečního proudu na velikost IZ je 

významný až při omezeném výběru dat, tedy při výbojích probíhajících při proudech 

nad 100 µA. 

 

 

 

Tabulka 6.3.5: I.ANOVA pro S.epi – 27 mC (jeden výběr) 

Faktor       

Výběr Počet Součet Průměr 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 
variability SS Rozdíl MS F 

Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95 

Mezi výběry 198.4853 4 49.62133 5.746047 0.002018 2.75871 
Všechny 
výběry 215.8933 25 8.635733    

       

Celkem 414.3787 29         
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Tabulka 6.3.6: II.ANOVA pro S.epi – 27 mC (jeden výběr) 

Faktor       

Výběr Počet Součet Průměr 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 
variability SS Rozdíl MS F 

Hodnota 
P 

F krit  
 α = 0,95 

Mezi výběry 51.52 3 17.17333 1.666667 0.206122 3.098391 
Všechny 
výběry 206.08 20 10.304    

       

Celkem 257.6 23         
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7. SOUHRN 
 

V současnosti je známa a laboratorně i průmyslově prakticky používána řada různých 

metod dekontaminace nebo sterilizace, založených na fyzikálních nebo chemických 

principech. Žádnou ze známých metod však není možné užívat univerzálně, ať už kvůli 

jejich nízké účinnosti nebo jejich nepřiměřenému vlivu na dekontaminovaný objekt 

nebo povrch. Ještě pořád jsou oblasti průmyslu, ve kterých dekontaminace není 

dosahována plně vyhovujícím způsobem. Jak ukazují výsledky dosavadního výzkumu, 

mohlo by být potenciální alternativou k dosavadním dekontaminačním metodám použití 

plazmatu, zvláště pak nízkoteplotního.  

Výhoda netermálního plazmatu za atmosférického tlaku spočívá zejména v nezvyšování 

teploty dekontaminovaného materiálu, tzn. že při aplikaci na většinu materiálů 

nezpůsobuje jejich degradaci. Neznečisťuje povrch chemicky agresivními látkami, 

protože při jeho aplikaci nevznikají nežádoucí vedlejší produkty. Z ekologického 

hlediska jsou významné nízké pořizovací a provozní náklady a fakt, že odpadá problém 

se skladováním plazmatu.  

 

Zmíněné výhody použití netermálního plazmatu v praxi motivují k dalšímu výzkumu. 

Citované prameny jsou toho důkazem. I přes intenzivní výzkum je stále kladeno nemálo 

otázek. 

 

Jak již bylo v úvodu uvedeno, v této diplomové práci byla posuzována hypotéza: 

Velikost inhibiční zóny je z dvojice vstupních parametrů počáteční proud a exponovaný 

náboj při zachování ostatních nezávislých vstupních parametrů určena pouze 

exponovaným nábojem. 

 

Byly provedeny předběžné experimenty, nutné k bližšímu seznámení s metodami a 

aparaturou. Na jejich základě bylo vypracováno schéma postupu při jednotlivých 

pokusech, časový harmonogram a předpokládané výstupy. Tento předběžný krok byl 

obzvláště důležitý, protože primární data bylo potřeba posbírat za stejných podmínek. 

Dodatečnými experimenty nelze původních podmínek již dosáhnout a tato dodatečná 

data nelze s primárními daty porovnávat. 

 

Naměřená data bylo potřeba zpracovat tak, abychom porovnali vliv obou veličin na 

sobě nezávislých, vliv exponovaného náboje a vliv počátečního proudu a jejich 

případnou interakci. V zásadě jsme se ptali na to, na který parametr z těchto dvou je 

třeba hledět při nastavování parametrů pro expozici korónovému výboji, abychom 

dosáhli optimálních podmínek pro baktericidní účinky koronového výboje, tedy co 

největších inhibičních zón a který parametr zůstával při dosažení stejného efektu 

volitelný (například malé proudy pro šetrnou dekontaminaci, nebo naopak větší proudy 

pro rychlé ošetření povrchu). 

 

Zvolena byla metoda dvojného třídění dat pro analýzu rozptylu ANOVA. Data byla  

rozdělena dvojným tříděním podle dvou na sobě nezávislých proměnných, podle 

exponovaného náboje a podle počátečního proudu a zpracována metodou ANOVA. 
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Hypotézy o nulovém vlivu obou proměnných jsme testovali na 5-tiprocentní hladině 

významnosti. 

 

Na exponovaném náboji velikost inhibičních zón závisí statisticky významně, ale 

výchozí hypotézu jsme vyvrátili, neboť jsme na zvolené hladině nemohli vyvrátit vliv 

počátečním proudu na velikost inhibiční zóny. 

 

Závěry a doporučení: 

 

1. Velikost inhibiční zóny obecně záleží jak na působícím náboji, tak na 

počátečním proudu výboje. 

 

2. Zohlednění voltampérové charakteristiky výboje s ohledem na Warburgův 

zákon při výběru posuzovaného souboru dat mění výsledek analýzy rozptylu. 

 

3. Stav povrchu korónující elektrody podle očekávání ovlivnil velikost inhibiční 

zóny v absolutních hodnotách, z hlediska statistického chování souboru dospěla 

opakovaná analýza rozptylu bez a se zohledněním Warburgova zákona 

k stejnému závěru jako hlavní studie prováděná se zahořelou jehlou.  

 

4. Režim korónového výboje charakterizovaný odklonem od Warburgova zákona 

je velice zajímavý z hlediska dalšího studia dekontaminačních vlastností výboje, 

neboť vedle prokázaného vlivu počátečního proudu připouští možnost 

synergického působení obou vstupních parametrů. 
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Příloha 1: Světelná plocha REFLECTA L 230 LIGHT PANEL použitá pro vizuální 

vyhodnocování vzorků. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příloha 2: Zdroj stejnosměrného vysokého napětí HT 2103. 



 - 77 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příloha 3: Multimetr METEX M-387 OD, digitální měřící zařízení. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příloha 4: Aparatura. 
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