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RECENZOVANE ODBORNE CLANKY

TESTOVANI DEZINFEKCNICH UCINKU DCSBD PLAZMATU

NA PAPIR

Rebeka Zembjakova' - Adéla Maresova' - Nikola Sipo-
Sova’ - Jitka Neoralova' - Véra Jandova?

" Narodni knihovna CR
2 Ustav chemickych procesti AV CR, v. v. i.

Ing. Rebeka Zembjakova vystudovala Slovenskou technickou
univerzitu v Bratislavé, obor Ochrana materialQ a objektt dédic-
tvi. Vsoucasnosti pasobijako mikrobiolozka v Narodni knihovné
CR, kde se vénuje mikrobiologickému hodnoceni a problemati-
ce biodeteriorace knihovnich fondt. Je doktorandkou na Vysoké
$kole chemicko-technologické v Praze (Ustav chemické techno-
logie restaurovani pamatek, pficemz vyzkum realizuje na Usta-
vu biochemie a mikrobiologie). (rebeka.zembjakova@nkp.cz)

Papirové dokumenty jsou nachylné k napadeni plisnémi, pficemz
konvencni dezinfekéni metody mohou mit omezenou ucinnost
nebo zplsobovat nezddouci zmény materidlu. Pfedlozena stu-
die proto zkouma ucinnost nizkoteplotniho plazmového vyboje
typu DCSBD jako alternativniho, setrného zplsobu dezinfekce
papiru. V experimentu byly vzorky papiru kontaminovany tfemi
béznymi druhy vlaknitych hub a o3etfeny plazmatem pfirliznych
nastavenich za standardni i zvysené relativni vihkosti vzduchu.
Dezinfek¢ni Uc¢innost byla hodnocena jak u vzorkl osetfenych
bezprostfedné po inokulaci, tak u vzorkl s prekultivaci, ktera si
mulovala jiz rozvinutou kontaminaci. Plazmové oSetieni vedlo
kvyrazné redukciaz Uplné inhibici ristu vsech testovanych plisni,
pficemz ucinnost zavisela na parametrech osetieni a odolnosti
jednotlivych mikroorganismu. Zvyseni relativni vlhkosti vzduchu
béhem plazmovani navic dale zesililo dezinfekeni Ucinek, zejmé-
na u odolnéjsich spor. Analyza materidlovych vlastnosti o3etre-
ného papiru ukazala, ze u ¢isté celulézového papiru doslo vlivem
plazmatu k poklesu nékterych vlastnosti, konkrétné viskozitnf
ho priimérného polymerac¢niho stupné a pevnosti v ohybu po
umélém starnuti. Naproti tomu u dfevitého papiru byly pozoro-
vény jen mirné zmény. Vysledky tedy potvrzuji, ze DCSBD plaz-
ma muze ucinné dezinfikovat papir, zaroven vsak ukazuji, Ze tato
metoda neni zcela bez rizika pro osetfovany material. Efekt plaz-
matu se také vyrazné liSi podle typu oSetfeného materidlu. Pro
praktické vyuziti je proto nezbytné nalézt kompromisni podmin-
ky osetfeni, které zajisti dostate¢nou dezinfekci pfi souc¢asném
zachovani integrity papiru.

Kli¢ova slova: nizkoteplotni plazma, DCSBD, dezinfekce papiru,
mikrobialni kontaminace, materialové vlastnosti

TESTING THE DISINFECTION EFFECTS OF DCSBD PLASMA
ON PAPER

Paper-based documents are susceptible to fungal contaminati-
on, while conventional disinfection methods may have limited
effectiveness or cause undesirable changes to the material. This
study therefore investigates the effectiveness of low-tempera-
ture DCSBD plasma discharge as an alternative, gentle method
for paper disinfection. In the experiment, paper samples were
contaminated with three common filamentous fungi and tre-
ated with plasma under various settings at both standard and
elevated relative humidity. Disinfection efficiency was evalua-
ted both in samples treated immediately after inoculation and
in samples that had undergone pre-cultivation to simulate esta-
blished contamination. Plasma treatment led to a significant re-
duction or complete inhibition of the growth of all tested fungi,
with effectiveness depending on the treatment parameters and

the resistance of individual microorganisms. Increasing relative
humidity during plasma treatment further enhanced the disin-
fection effect, particularly against more resistant spores. Analy-
sis of the material properties of the treated paper showed that,
in the case of purely cellulosic paper, plasma exposure resulted
in a decrease in certain properties, specifically the viscometric
average degree of polymerization and bending strength after ar-
tificial ageing. In contrast, only minor changes were observed in
the case of wood-containing paper. The results thus confirm that
DCSBD plasma can effectively disinfect paper; however, they also
indicate that this method is not entirely without risk to the trea-
ted material. The effect of plasma also varies significantly depen-
ding on the type of material treated. For practical application, it is
therefore essential to identify compromise treatment conditions
that ensure sufficient disinfection while preserving the material
integrity of the paper.

Keywords: low-temperature plasma, DCSBD, paper disinfection,
microbial contamination, material properties

Papirové materidly patfi k nejrozsifenéjsSim nosi¢im kulturniho
dédictvi. Zaroven jsou viak vzhledem ke své organické povaze,
porézni struktufe a schopnosti sorbovat vodu i organické latky
vyrazné ohrozZeny biologickou degradaci. Mikrobialni kontami-
nace je jednim z klicovych degradacnich faktor(, ktery mGze vést
nejen k estetickym zméndm (skvrny, barevné alterace, zapach),
ale také k postupné ztraté mechanické stability a chemickym
zménam celulézového substratu. Tyto procesy mohou v krajnich
pfipadech vyustit az v nevratnou ztratu citelnosti ¢i informacni
hodnoty dokumentu [Zyska, 1997; Pinheiro et al., 2019].

V prostiedi archiv(, knihoven a muzei je dlouhodobé potvrzovan
casty vyskyt vlaknitych hub rodd Aspergillus, Penicillium a Clado-
sporium, které jsou schopné kolonizovat papir (zejména pii zvy-
Sené relativnivlhkosti vzduchu, nevhodné ventilaci a pfitomnosti
organickych nedistot). Spory téchto hub mohou v depozitdrnim
prostiedi dlouhodobé prezivat a pfi vhodnych podminkéch zno-
vu germinovat, coz predstavuje riziko opakované kontaminace
i po konzervacnim zasahu [Zyska, 1997; Pinheiro et al., 2019].
Soucasné nejde pouze o problém materidlovy. Plisiova konta-
minace je v literatufe opakované diskutovdna také z hlediska
moznych zdravotnich dopadl na ¢lovéka (alergenni a drazdivé
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ucinky bioaerosold, riziko pfi manipulaci s kontaminovanymi
fondy). Proto je dezinfekce a prevence mikrobidlniho rlistu rele-
vantni nejen pro ochranu objektd, ale i pro zajisténi bezpecnych
pracovnich podminek v pamétovych institucich [Camargo-Caice-
do et al.,, 2024; Pinheiro et al., 2019].

Zajisténi ucinné dezinfekce papiru je nezbytnou soucasti preven-
tivni i zdsahové konzervace. V praxi se ¢asto vyuzivaji chemické
postupy (alkoholy, biocidy ¢i jejich kombinace) a fyzikalni pfistu-
py (napf. UV zafeni, fizené mikroklima). Kazda z téchto metod
vsak mUiZe nést urc¢itd omezeni: vedle potencialni nedostatecné
uc¢innosti u rezistentnich forem (spory) se diskutuji také mozné
vedlejsi ucinky na material — zmény barevnosti, pH, urychleni de-
gradacnich procest celulézy nebo riziko nehomogenniho osetie-
ni u poréznich struktur. Potfeba hledani alternativnich, u¢innych
a soucasné Setrnych metod je proto v konzervétorské literature
dlouhodobé akcentovana [Sequeira, 2016; Pinheiro et al., 2019].
Nizkoteplotni (netermalni) plazma se v poslednich letech dosta-
véa do popfedi zdjmu v oblasti ochrany kulturniho dédictvi, a to
zejména diky kombinaci antimikrobidlniho ucinku, bezkontakt-
ni povahy osetfeni a minimalni tepelné zatéze oSetfovaného
materidlu. Plazma je caste¢né ionizovany plyn obsahujici elek-
trony, ionty, excitované castice a UV zafeni. V atmosférickych
plazmatech jsou navic vyznamné i reaktivni formy kysliku a du-
siku (RONS), které mohou indukovat oxida¢ni stres a narusovat
bunécné struktury mikroorganismG [Hoppanovéa a Krystofova,
2022; Jiao et al., 2023].

Z hlediska dezinfekce je klicové, ze ucinek plazmatu nenizalozen
na jedné slozZce, ale na soubéhu mechanism( (oxidace, posko-
zeni membran, proteind a nukleovych kyselin, zmény permea
bility bunécnych obald a dalsi). U sporulujicich mikroorganism0
se opakované ukazuje, ze spory byvaji odolnéjsi nez vegetativni
bunky, coz klade zvysené naroky na volbu parametr(i osetreni
a kontrolu procesnich/pracovnich podminek [Hoppanova a Krys-
tofova, 2022; Ezzati et al., 2025].

V této préci je vyuzita technologie DCSBD (Diffuse Coplanar Sur-
face Barrier Discharge), ktera patii mezi typy dielektrického ba-
riérového vyboje generované pii atmosférickém tlaku. DCSBD
je popisovano jako makroskopicky homogenni, nerovnovazné
plazma s vysokou hustotou dodaného vykonu v aktivhim ob
jemu, coz je vyhodné pro rovnhomérné osetieni povrchd. Tyto
vlastnosti vedou k ¢astému vyuziti DCSBD v oblasti povrchovych
Uprav materiadld a testovani antimikrobidlnich Ucinkd na rdznych
typech substratli [Tucekova et al., 2016].

Pro aplikace na papiru je soucasné podstatné, ze plazma mize
pUsobit nejen na mikroorganismy, ale i na samotny celul6zovy
povrch. Z literatury zamérené na plazmové upravy celulézovych
vldken vyplyvd, ze plazma muze indukovat zmény v povrchové
chemii (napft. oxidace, tvorba polarnich funkénich skupin), mor-
fologii a smacivosti, pficemz rozsah zmén zavisi na parametrech
vyboje a dobé expozice. V oblasti ochrany kulturniho dédictvi je
proto nezbytné hodnotit antimikrobidlni efekt vzdy v souvislos-
ti s dopadem na materialové vlastnosti osetfeného papiru [San-
thosh et al., 2025; Peji¢ et al., 2020].

V oblasti papiru je plazma zkoumano nejen pro dezinfekci, ale
i pro povrchové cisténi ¢i modifikaci vlastnosti. Dostupné studie
ukazuji, ze dosazena redukce mikrobidlni kontaminace muze byt
vyrazng, avsak Uplna inaktivace nemusi byt vzdy dosazena a je
silné zavisla na typu matrice, nerovnostech povrchu a dalsich
proménnych. To je dlilezité zejména uporéznich avlaknitych ma-
terial(, kde mikroorganismy mohou byt chranény v mikropérech
¢i ve strukture vldken [Jiao et al., 2023; Gontcharova et al., 2016].
Z tohoto dlvodu je v konzervacni praxi nezbytné posuzovat ne-
jen mikrobiologickou U¢innost plazmového osetieni, ale také jeho
vliv na materidl pomoci vhodnych analytickych metod (barevnost,
FTIR analyza, mechanické vlastnosti,pH vyluhu,drsnost apod.), aby
bylo mozné odlisit povrchovou aktivaci od nezadouci degradace.
Mezi dlilezité faktory ovliviiujici plazmovou inaktivaci patfi okol-
ni podminky, zejména relativni vihkost vzduchu (RH). V litera
tufe je opakované uvedeno, ze vyssi RH muize vyznamné zvysit
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ucinnost inaktivace spor, pravdépodobné diky zméné spektra
a vytéznosti reaktivnich ¢astic (napf. vyssi tvorbé hydroxylovych
povrchu spor (napt. hydratace) usnadnujicim poskozeni obalo-
vych struktur [Hahnel et al., 2010; Patil et al., 2014].

Z praktického hlediska to znamena, Ze kontrola a dokumentace
vlhkostnich podminek béhem plazmatického osetfeni mlize byt
klicova pro reprodukovatelnost i interpretaci vysledka.

MATERIAL A METODIKA

Material pro inokulaci

Modelovym materidlem pro tuto etapu experimentl byl zvolen
filtracni papir typu Whatman Grade 1, a to zejména s ohledem
na jeho dobrou dostupnost, finanéni nenaro¢nost pfi vyssi spo-
trebé vzorkl béhem optimalizace experimentéalnich podminek
a moznost snadné sterilizace materidlu. DalSim vyznamnym fak-
torem byla jeho homogenni struktura a dobra propustnost Zivin
pfi kultivaci mikroorganism( na agarovych plotnach, coz umoz-
fuje reprodukovatelné a dobie kontrolovatelné experimentalni
podminky.

Plazmaticka pistole a podminky plazmatického osetieni
Plazmatické osetfeni bylo provadéno pomoci plazmatické pis-
tole RPS40 (Roplass, s. . 0.), generujici atmosférické nizkoteplot-
ni plazma na principu DCSBD (Diffuse Coplanar Surface Barrier
Discharge). Maximalni vykon zafizeni ¢inil 40 W a mérny vykon
ptesahoval 200 W/cm?. Plazma bylo generovano nad keramickou
destickou umisténou v hlavici zafizeni.

Osetfeni vzorkl probihalo v digestofi na posuvném stolku s ma-
nudlni regulaci vzdélenosti mezi povrchem vzorku a plazmovym
vybojem, coZz umoziovalo reprodukovatelné nastaveni experi-
mentélnich podminek. BEhem o3etfeni byla zajisténa stabilni po-
loha vzorkd a konstantni expozi¢ni podminky.

V rdmci vybranych experiment( byla RH béhem plazmatického
osetieni cilené zvy$ena pomocizvlihcovace na hodnoty 60-70 %.
Prabéh RH byl kontinualné monitorovén po celou dobu experi-
mentu s cilem vyhodnotit vliv zvysené vihkosti na Ucinnost plaz-
mového osetfeni.

Pouzité kmeny mikroorganismu a kultivaéni média

K hodnoceni antimikrobidlniho ucinku byly pouzity kmeny
vlaknitych hub pochézejici ze Sbirky kultur hub (CCF, Pfirodové-
decka fakulta Univerzity Karlovy, Praha).

Aspergillus niger - CCF 3264

Cladosporium cladosporioides — CCF 3419

Penicillium chrysogenum — CCF 3209

Pro kultivaci byl pouzit Malt Extract Agar (MEA, HiMedia).

Pfiprava suspenzi testovanych mikroorganismi

Vybrané kmeny vlaknitych hub byly pred pfipravou sporovych
suspenzi kultivovany na agarovych plotnach s MEA pri teploté
25 + 0,5 °C. K pripravé testovaci suspenze byla vyuzita dvouden-
ni kultura, ktera byla na povrchu plotny zalita sterilnim vodnym
roztokem polysorbatu 0,05 % (w/v) (Tween 80, HiMedia) za tce-
lem zvyseni smacivosti. Spory byly nédsledné mechanicky uvolné-
ny pomoci sterilni sklenéné tycinky. Koncentrace spor v ziskané
suspenzi byla stanovena mikroskopicky za pouziti Blrkerovy
komlrky a suspenze byla nasledné upravena redénim ve steril
nim fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl) na cilovou koncentraci
10° spor/ml. Dal$im desitkovym fedénim byla pFipravena suspen-
ze o koncentraci 10* spor/ml. U obou ptipravenych koncentraci
byl pocet Zivotaschopnych spor ovéien kultivacné na médiu MEA
[Sykorova et al., 2022].

Pfiprava inokulovanych vzorkii a plazmatické oSetieni
Plazmatické oSetfeni inokulovanych vzorkd bylo realizovano
ve vice navazujicich experimentélnich sériich, které se lisily
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pfitomnosti/absenci prekultivace a podminkami plazmovani
(vzdalenost od aktivni oblasti plazmatu, doba expozice a relativ-
ni vihkost prostiedi). Parametry byly v priibéhu prace postupné
zpresnovany na zakladé predbéznych orientacnich testl, pii-
¢emz v metodice jsou nize uvedeny vsechny pouzité rozsahy.
Plazmatické osetieni bylo provadéno na sterilnich ctvercich filt-
ra¢niho papiru Whatman Grade 1 o rozméru 2 X 2 cm. Na kazdy
vzorek bylo pipetou naneseno 20 pl sporové suspenze pfislusné-
ho mikroorganismu o koncentraci 10° spor/ml nebo 10* spor/ml.
Daéle byly vzorky zpracovany ve dvou rezimech podle toho, zda
nasledovala prekultivace.

Vzorky bez prekultivace

Vzorky uréené k o3etfeni bez prekultivace byly béhem inokula-
ce umistény na sterilni sklenéné podlozce a nasledné prekryty
druhou sklenénou podlozkou. Tim bylo minimalizovédno zvinéni
papiru zplsobené vlihkosti a zajisténa stabilni geometrie pfi oset-
feni v definované vzdalenosti od aktivni oblasti plazmatu. Po né-
kolikahodinovém suseni za laboratornich podminek byly vzorky
jednotlivé vystaveny Gc¢inkdim plazmatické pistole.

V ramci orientac¢niho screeningu byly u této série testovany expo-
zi¢ni ¢asy 2-30 s a vzdalenosti mezi vzorkem a plazmovym vybo-
jem 1-10mm. V navazujicich experimentech byl testovany rozsah
zUzen na vzdélenosti T mm a 2 mm a expozi¢ni ¢asy 15-45s.
Soucasti testl bez prekultivace byla i varianta provadéna pfi zvy-
$ené RH. V téchto pfipadech byl do digestofe umistén zvihéovac
vzduchu a RH byla béhem plazmatického osetieni cilené udrzo-
véna nad 60 % a jeji hodnoty byly prabézné monitorovany.

Vzorky s prekultivaci

Vzorky uréené k prekultivaci byly po inokulaci (20 pl suspenze,
10° nebo 10* spor/ml) bezprostfedné pfeneseny na agarové mé-
dium MEA a ponechény k prekultivaci po dobu 24 h nebo 48 h,
aby doslo k rozvoji vegetativniho mycelia na papirovém substra-
tu. V den plazmatického osetieni byly vzorky vyjmuty z agaro
vych ploten a vystaveny ucinkiim plazmatické pistole.

U vzorkd se 48h prekultivaci byly testovany vzdalenosti 1T mm
a 2 mm a expozi¢ni ¢asy v rozsahu 2-30 s. Na zékladé této série
byla nasledné navrzena navazujici etapa s kratsi dobou prekulti-
vace (24 h), ve které byly pouzity stejné vzdalenosti (1 a 2 mm)
a delsi expozi¢ni ¢asy 15-45 s. Cast experimentl se 24h prekuk
tivaci byla provedena rovnéz pfi zvy3ené RH v digestofi (nad
60 %), zajisténé zvlhc¢ovacem. RH byla béhem osetieni priibézné
monitorovana.

Kontrolni kultivace a hodnoceni

Po plazmatickém osetfeni byly vzorky pfeneseny na cerstvé aga-
rové médium MEA, kde byla zahajena kontrolni kultivace. Rlst mi-
kroorganism byl posuzovan vizualné porovnanim s referen¢nim
(neosetfenym, inokulovanym) vzorkem po 72 h od dezinfekce.

Méreni vlastnosti papiru po osetieni plazmatem

Pro pfipravu vzork( urc¢enych k hodnoceni materidlovych vlast-
nosti byly pouzity dva typy papiru: filtra¢ni papir Whatman Grade
1 a drevity papir Holmen Book Cream 2.0. Pro kazdou variantu
osetreni byly pfipraveny dvé sady po deseti vzorcich ve formé
prouzkli o rozmérech 10 x 1,5 cm. Osetfeni bylo provedeno plaz-
movou pistoli Roplass RPS40 s vyuzitim stolku s plynulou regula-
ci vysky za zvysené RH (60-70 %). Keramicka desti¢ka plazmové
pistole méla rozméry 5 x 2 cm, proto byla plazmé exponovana
pouze stredni ¢ast kazdého vzorku.

V experimentu byla zvolena vzdéalenost keramické desticky od
povrchu 2 mm a doba osetfeni 15-30 s. Tyto parametry byly ur-
ceny na zékladé predbéznych testd, ve kterych se pfi mensi vzda-
lenosti projevily vyrazné zmény vlastnosti materialu, zatimco pfi
vétsi vzdalenosti byla u¢innost osetfeni nedostate¢na. Jedna ze
dvou sad byla po o3etfeni podrobena umélému starnuti dle ISO
5630-1 (144 h, 105 °C). Béhem starnuti byly vzorky zavéseny na
roStech komory pomoci Inéné nité.

RECENZOVANE ODBORNE CLANKY

Barevnost byla méfena na kazdém vzorku spektrofotometrem
Konica Minolta CM-700d/600d za pouziti apertury MAV (méfici
clona o priméru 8 mm) v rezimu SCE. Byly zaznamenany hod
noty L*, a* a b* v barevném prostoru CIELAB pied osetfenim i po
osetfeni a nasledné byl vypocten celkovy rozdil barevnosti AE*.
Drsnost povrchu byla hodnocena pomoci 3D laserového skeno-
vaciho mikroskopu Keyence VK-X3000 pfi zvétSeni 10x a 50x; pro
kazdou sadu byla provedena tfi méreni, ze kterych byly stanove-
ny parametry Ra, Rz a RzJIS.

U jednoho vzorku z kazdé sady bylo potizeno FTIR spektrum na
spektrometru Bruker Alpha Il metodou ATR, diamantovy krystal,
24 skend, rozliseni 4 cm™; na zakladé spekter byl stanoven oxi-
dacni index celuldzy [Lojewska et al., 2005]. Pevnost vohybu byla
stanovena jako pocet dvojohybi do poruseni vzorku na pfistro-
ji pro zkousku dvojohybem dle Schoppera (RycoLab RL-TFT-A).
Pfed mérenim byly vzorky kondicionovédny minimalné 12 h podle
normy CSN EN ISO 187 (500303) pfi 23 °C a 50 % RH.
Mikroskopické analyzy byly provedeny pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM, Tescan Indusem) s urychlova-
cim napétim 15 kV. Vzorky o velikosti 1 x 1 cm byly upevnény na
nerezovy substrat pomoci vodivé uhlikové pasky a potazeny ten-
kou vrstvou chromu pro zvyseni povrchové vodivosti.

Po provedeni mechanickych zkousek byly vzorky nasledné roz-
stfthdny na &asti o velikosti pfiblizné 1 X 1 mm a pouzity ke sta-
noveni pH studeného vyluhu. Do kadinky bylo navdzeno 1,00 g
materialu a pfidano 50 ml destilované vody. Po 60 minutach byla
kapalina dekantovana do jiné kadinky a pH vyluhu bylo zmére-
no ponornou elektrodou WTW SenTix 60 s pH-metrem InoLab
pH7310.

Vzorky urcené pro stanoveni viskozitné primérného polyme-
ra¢niho stupné byly pfipraveny samostatné. Vzorky o rozmérech
2 x 5 cm umoznily plosné osetreni plazmatem v celém rozsa
hu. Po osetfeni byly vzorky ponechany po dobu jednoho tydne
v laboratornich podminkach a nasledné nastfihany na ctvereé
ky o velikosti pfiblizné 1 x 1 mm. Do banky bylo navazeno vzdy
0,15 g vzorku. Obsah susiny byl stanoven na susicich vahéch
Ohaus MB27 jako primér ze dvou méreni (kazdé z navazky 1 g
vzorku). Do banky bylo déle pfiddno 15 ml destilované vody
a 15 ml 1M roztoku CED. Nasledné byly vlozeny tfi kousky médé-
ného dratku a atmosféra v barnce byla vytésnéna dusikem. Barika
byla tfepana po dobu 30 minut. Po Gplném rozpusténi byl roztok
pfeveden do viskozimetru typu lc atemperovén ve vodni lazni pfi
25 °C po dobu 10 minut. Poté byla ve vodni Iazni stanovena doba
pritoku roztoku kapilarou viskozimetru, ze které bylo vypocte-
no limitni viskozitni ¢islo dle 1ISO 5351:2010. Z hodnoty limitni
ho viskozitniho ¢isla byl nasledné vypocten viskozitné priimérny
polymeracni stupen podle vztahu PPS%® = 1,1* [n] [Kolar et al.,
2000]. Pro kazdy roztok byla provedena dvé opakovana méreni.
Pro kalibraci byla na stejném viskozimetru stanovena také doba
pratoku slepého roztoku bez pfitomnosti papiru.

Béhem osetteni byl povrch keramické desticky a povrch mate-
ridlu sledovan termokamerou Testo 871s pro zjisténi dosazené
teploty.

VYSLEDKY A DISKUSE
Antimikrobialni a¢inek DCSBD plazmatu na inokulovany papir

Vzorky bez prekultivace

V Uvodni orientacni sérii byly na vzorcich inokulovanych sporo-
vou suspenzi bez prekultivace testovany kombinace vzdalenosti
keramické desticky od povrchu (1, 2, 5a 10 mm) a expozi¢nich
¢asl (2-30 s) s cilem vymezit vhodny rozsah parametrd pro na-
vazujici experimenty. Na zékladé pozorovanych trendd byla dal-
Si série experiment(l zamérena na kratsi vzdalenosti (1-2 mm)
a delsi expozi¢ni casy. Podrobné vysledky orientacni série ne-
jsou déle kvantitativné prezentovany, nebot mély optimalizacni
charakter.
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Prezentované vysledky navazujici série vychazeji ze ¢tyf biologic-
kych replikatG. Vzorky byly inokulovany dvéma koncentracemi
sporové suspenze (10° a 10* spor/ml; 20 pl na vzorek) a o3etfeny
ve vzdalenostech 1 mm a 2 mm pfi expozi¢nich ¢asech 15, 20,
30 a 45 s. Po osetieni byla provedena kontrolni kultivace na MEA
a rdst byl hodnocen vizualné po 72 h ve srovnani s neosetienym,
inokulovanym referen¢nim vzorkem. Reprezentativni fotografie
Petriho misek ilustrujici vizudlni hodnoceni rlistu po osetfeni za
vybranych expozi¢nich podminek jsou uvedeny na obr. 1. Sou-
hrnné vysledky viech testovanych kombinaci jsou uvedeny vtab.
1. Jako soucdst navazujici série byla u vybranych expozi¢nich
podminek testovana také varianta pfi zvySené RH (> 60 %); jeji
metodické provedeni a podrobnéjsi interpretace jsou uvedeny
v Casti Vliv zvysené vihkosti.

Viysledky ukazuji, Ze mira inhibice ristu byla vyrazné zévisla na
kombinaci expozi¢nich parametra (vzdalenost, ¢as) a zaroven
se lisila mezi testovanymi druhy. Obecné plati, Ze pfi vzdalenosti
1 mm dochdzelo prevazné k ¢astecné inhibici, zatimco pii vzda
lenosti 2 mm a delsich expozi¢nich ¢asech se inhibice rlstu vy-
razné prohlubovala az k ipIné inhibici u citlivéjsich kmen(. Tento
trend mize souviset sgeometrii aktivni oblasti vyboje a stabilitou
plazmatu v bezprostifedni blizkosti povrchu, kdy pfi mensi vzda-
lenosti nemusi byt expozice povrchu optimalni. Mezi sledovany-
mi mikroorganismy vykazoval nejvyssi citlivost P. chrysogenum,

Druh plisné Reference | Plazma20s | Plazma45s

A. niger

P. chrysogenum

C. cladosporioides

Rust mikroorganismu po pusobeni DCSBD plazma-
tickou pistoli
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oobr. 1 Reprezentativni fotografie Petriho misek — vzorky bez pre-
kultivace p¥istandardni RH (10° spor/ml, vzddlenost 2mm,
expozice 20 a 45 s) / Representative photographs of Petri
dishes — samples without pre-cultivation under standard
RH (10°spores/mL, distance 2 mm, exposure times 20 and
45s)

Tab. 1 Stupen ristu mikroskopickych hub u vzorkt bez prekulti-
vace po osetfeni DCSBD plazmatickou pistoli za riznych
expozicnich podminek (hodnoceno po 72 h kultivace na
MEA od osetreni). Stupnice hodnoceni: +++ rist srov-
natelny s referenci (bez pozorovatelného dezinfek¢niho
ucinku); ++ mirné inhibovany rist mycelia; + vyrazné
inhibovany rust; — bez pozorovatelného ristu (tpind in-
hibice v podminkdch testu); N nelze hodnotit / Degree of
growth of microscopic fungi in samples without pre-cul-
tivation after treatment with a DCSBD plasma jet under
various exposure conditions (evaluated after 72 h of cul-
tivation on MEA following treatment). Rating scale: +++
growth comparable to the reference (no observable di-
sinfection effect); ++ slightly inhibited mycelial growth;
+ strongly inhibited growth; — no observable growth
(complete inhibition under the test conditions); N not
evaluable
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u kterého bylo mozné pozorovat Uplnou inhibici jiz pfi kratSich
expozi¢nich ¢asech. Naproti tomu A. niger vykazoval vy3$si odol-
nost a ani pfi delich expozi¢nich ¢asech nebyla inhibice zcela
uplna. C. cladosporioides se pohyboval mezi témito dvéma ex-
trémy a jeho odpovéd na osetreni byla vyrazné zavisla na nasta-
veni parametrd. Vliv pocatec¢niho zatizeni (koncentrace inokula
10° vs. 10* spor/ml) se projevil zejména u podminek s hrani¢nim
ucinkem, kdy vyssi koncentrace ¢astéji vedla k pozorovatelnému
zbytkovému rdstu pfi stejném nastaveni o3etfeni.

Vzorky s prekultivaci

Vzorky filtra¢niho papiru inokulované sporovou suspenzi byly po
naneseni inokula (10% a 10* spor/ml; 20 pl na vzorek) ponech&
ny k prekultivaci v termostatu pfi teploté 25 + 0,5 °C na médiu
MEA po dobu 48 h, aby doslo k rozvoji vegetativniho mycelia na
papirovém substratu. Po ukonceni prekultivace byly vzorky vy-
jmuty z agarovych ploten a osetfeny DCSBD plazmatickou pistoli
pfi vzdalenostech 1 mm a 2 mm a expozic¢nich ¢asech 2, 5, 10,
15, 20 a 30 s. Po osetieni byly vzorky pfeneseny na cerstvé MEA
a rst byl hodnocen vizualné po 72 h kultivace ve srovnani s ne-
osetfenym, inokulovanym referen¢nim vzorkem. Tato série byla
provedena ve dvou biologickych replikatech.

V testovaném rozsahu parametrl nebyl u vzorkd se 48h prekul
tivaci pozorovan rozdil mezi neosetirenym referencnim vzorkem
a plazmaticky oSetfenymi vzorky. Tento vysledek naznacuje, ze
pfi jiz rozvinutém myceliu mohou byt kratké expozi¢ni ¢asy (fadu
jednotek az desitek sekund) a povrchové o3etfeni plazmatem za
atmosférického tlaku nedostate¢né k dosazeni inhibice rlstu.
V literature je opakované uvadéno, ze vldknité houby (zejména
ve formé mycelia ¢i struktur s vyssi biomasou) mohou vyzadovat
delsi expozice, pfipadné opakované osetreni, protoze hyfalni sit
a vyssi tloustka biomasy mohou plsobit jako bariéra vici reaktiv-
nim &asticim a snizovat u¢innost zasahu na hlubsi vrstvy [Nowin-
ski et al., 2024; Boonyawan et al., 2025].

Vliv zvysené relativni vlhkosti

Na zakladé orientacni série experimentld bez prekultivace, ve
které se jako perspektivni ukdzaly kratsi vzdalenosti a delsi ex
pozi¢ni Casy, byla do navazujiciho experimentalniho uspofadani
zafazena varianta plazmatického osetreni pfi zvysené RH. Tento
krok byl motivovan i literdrnimi udaji, podle nichz mdze vy3$si RH
zvysSovat inaktivacni Gc¢inek atmosférického plazmatu, zejména
vUci odolnéjsim formam mikroorganismd. Uvadény efekt byva
vysvétlovan zménou spektra a vytéznosti reaktivnich ¢astic a od-
liSnou interakci plazmatu s povrchem mikroorganismu [Patil et
al., 2014; Muranyi et al., 2008].

Na zakladé predchozich orientacnich testl byla ve varianté pfi
zvysené RH zvolena vzdéalenost 2 mm a expozi¢ni ¢asy 15, 20, 30
a 45 s. RH v digestofi byla béhem osetieni cilené udrzovéna nad
60 % pomoci zvlh¢ovace a prabézné monitorovana. Pfi zvysené
RH bylo oproti standardnim podminkam, pfi shodnych expozi¢-
nich parametrech, pozorovano vyraznéjsi potlaceni rdstu. Repre-
zentativni fotografie pro srovnani standardni a zvysené RH jsou
uvedeny na obr. 2. Vysledky pro vzorky bez prekultivace pfi stan-
dardni a zvySené RH jsou shrnuty v tab. 1.

U vzorkd s prekultivaci byla zvolena krat$i doba prekultivace
(24 h) a soucasné byly upraveny expozi¢ni podminky tak, aby
bylo mozné posoudit Ucinek v ranéjsi fazi rGstu. Testovany byly
vzdalenosti 1 a 2 mm a expozi¢ni ¢asy 15, 20, 30 a 45 s, pficemz
varianta pii zvysené RH (> 60 %) byla zafazena jako dalsi faktor
potencialné podporujici inaktivaci. Reprezentativni fotografie
Petriho misek po 24 h prekultivace a oSetfeni pf¥i zvy$ené RH jsou
uvedeny na obr. 3. Souhrnné vysledky pro vzorky se 24h prekulti-
vaci pfi zvysené RH jsou shrnuty v tab. 2.

Pfi zvySené RH (> 60 %) byl u vzorki bez prekultivace ve srovna-
ni se standardnimi podminkami pozorovan vyraznéjsi inhibi¢ni
efekt, zejména pfi vzdalenosti 2 mm a ¢asech 30-45 s. U A. niger
a C. cladosporioides doslo u vybranych kombinaci parametrt ke
snizeni stupné rastu az k uplné inhibici, zatimco pfi standardni
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RH byl casté&ji patrny zbytkovy rist. P. chrysogenum vykazoval vy-
sokou citlivost jiz za standardni RH a pfi zvySené RH zlstaval rast
ve vétsiné podminek na Urovni Uplné inhibice.

U vzork(l se 24 h prekultivaci pfi zvysené RH byl ucinek plazmo-
vani zavisly na vzdalenosti a dobé expozice, pricemz vyraznéjsi
inhibice byla pozorovéna pfi delSich ¢asech (30-45 s). U A. niger
bylo pfi vzdalenosti 1 mm dosaZeno Uplné inhibice pfi 30-45 s,
zatimco pfi2 mm prevazovala spiSe ¢astecna inhibice.U P. chryso-
genum a C. cladosporioides vedly delsi ¢asy k poklesu rlstu, pfi-
¢emz Uplna inhibice byla zaznamendna zejména pfi nejdelsich
expozicich.

S ohledem na to, ze atmosférické DCSBD/DBD plazma muze kro-
mé antimikrobidlniho plsobeni vyvoldvat i zmény na celulézo-
vych materiadlech (napf. povrchova oxidace, zmény smacivosti ¢i
morfologie) a Ze rozsah téchto zmén roste s intenzitou a dobou

Standardni

o,
RH > 60 % RH

Druh plisné

A. niger

P. chrysogenum

C. cladosporioides

Obr.2 Reprezentativni fotografie Petriho misek — vzorky bez
prekultivace pfi standardni a pfi zvysené RH (10° spor/
ml, vzddlenost 2 mm, expozice 30 s). Pozn.: U jednoho
vzorku inokulovaného C. cladosporioides byl soucasné
pozorovdn rust bakteridini kolonie, ktery mohl lokdlné
ovlivnit rozsah ndrdstu mycelia / Representative pho-
tographs of Petri dishes — samples without pre-cultiva-
tion under standard and increased RH (10° spores/mL,
distance 2 mm, exposure time 30 s). Note: In one of the
samples inoculated with C. cladosporioides, concurrent
growth of a bacterial colony was observed, which may
have locally affected the extent of mycelial growth

Druh plisné Reference | Plazma20s | Plazma45s

A. niger

P. chrysogenum

C. cladosporioides

Obr. 3 Reprezentativni fotografie Petriho misek — vzorky po 24
h prekultivace a osetreni plazmou pfi zvysené RH (kon-
centrace 10° spor/ml, vzddlenost 1 mm) / Representative
photographs of Petri dishes — samples after 24 h pre-cul-
tivation and plasma treatment under increased RH (spo-
re concentration 10®spores/mL, distance 1 mm)
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expozice, je v dalsi ¢asti prace posuzovan také dopad zvolenych
dezinfek¢nich podminek na materidlové vlastnosti papiru [Ter-
pitowski et al., 2022; Shepherd a Frey, 2018; Flynn et al., 2013].

Zména vlastnosti papiru po osetfeni plazmatem

Celkova zména barevnosti (AE) u nestarnutych vzorkd po osetre-
ni plazmatem byla nulova az nizka (obr. 4). U papiru Whatman do-
sahovala AE maximélné hodnoty 0,4 a u osetfenych vzorkd nebyl
zaznamenan narUst oproti referen¢nim vzorkim. U nestarnutého
papiru Holmen se projevil mirny nartst AE po t = 20 s, pficemz
zmény zlstaly v celkové nizkém rozsahu.

Po umélém starnuti se u papiru Whatman zvysila AE u neo3etre-
nych vzork( na 0,8 a po plazmovém osetieni byl patrny rostouci
trend s prodluzujici se dobou expozice: od t = 20 s AE déle na
rdstala az na 3,2 u vzorkl osetfenych t = 30 s. U papiru Holmen
byly po starnuti zaznamendny vyraznéjsi zmény barevnosti jiz
u referencnich vzorkd (AE = 4,8), po plazmovém osetfeni hodno-
ty AE vzrostly pfiblizné na 6,0-6,7. Pfevazna ¢ast zmén barevnosti
(u nestarnutych i starnutych vzork() souvisela s pozitivnim posu-
nem na ose b*, tj. zezloutnutim vzorkd; v mensi mife byl pozoro-
van také pokles L*, indikujici ztmavnuti.

(=2
—m—

= =

HEH

@ Whatman nestarnuté
® Whatman starnuté

© Holmen nestamuté

2 I ® Holmen starnuté
]
: '
[ ] i ®
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Obr.4 Celkovd zména barevnosti AE* papiru Whatman a Hol
men po plazmovém osetieni (t=15-30s), pred apo umé-
lém stdrnuti / Overall colour change (AE¥) of Whatman
and Holmen paper after plasma treatment (t = 15-30s),
before and after artificial ageing

Tab. 2 Stupen rastu mikroskopickych hub u vzorkd se 24h pre-
kultivaci po oSetfeni DCSBD plazmatickou pistoli pri
zvysené RH (> 60 %) za ruznych expozicnich podminek
(hodnoceno po 72 h kultivace na MEA od osetreni). Stup-
nice hodnoceni: +++ rust srovnatelny s kontrolou (bez
pozorovatelného dezinfekéniho dcinku); ++ mirné inhi-
bovany rist mycelia; + vyrazné inhibovany rist; - bez
pozorovatelného ristu (Uplnd inhibice v podminkdch
testu)/ Degree of growth of microscopic fungiin samples
with 24 h pre-cultivation after treatment with a DCSBD
plasma jet under increased RH (> 60%) and various ex-
posure conditions (evaluated after 72 h of cultivation
on MEA following treatment). Rating scale: +++ growth
comparable to the control (no observable disinfection
effect); ++ slightly inhibited mycelial growth; + strongly
inhibited growth; — no observable growth (complete in-
hibition under the test conditions)
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Hodnoty oxida¢niho indexu celulézy stanovené z FTIR (ATR)
spekter se u papiru Whatman po osetfeni plazmatem nezméni-
ly. U papiru Holmen byl po umélém starnuti zaznamenan mirny
narlst oxida¢niho indexu u viech osetfenych variant. Parametry
drsnosti povrchu (Ra, Rz a RzJIS) nevykazovaly po osetfeni sys-
tematické zmény nad rdmec variability méreni, kterd byla vzhle-
dem k nehomogenité povrchu vysoka.

Pevnost papiru byla hodnocena jako pocet dvojohybt do poru-
seni (tab. 3). U nestarnutych vzork( obou typU papiru vedly kratsi
doby osetieni (t =15 a 20 s) ke zvyseni pevnosti ve srovnani s ne-
osetfenymi vzorky. Pfi delsich dobéach osetfeni se pevnost hodno-
tové priblizila referen¢nim vzork(m, pfipadné se od nich nelisila.
Po umélém starnuti byl u papiru Whatman pozorovan vyrazny
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pokles pevnosti; pfi t = 20 s a vice vzorky nevydrzely ani jeden
dvojohyb. U papiru Holmen se po starnuti projevil pouze mirny
pokles pevnosti u osetfenych vzorkl ve srovnani s referencnimi.
Hodnoty pH studeného vyluhu se po plazmovém osetfeni vyraz-
né neménily (tab. 4). U papiru Whatman doslo po starnuti k mir-
nému poklesu pH u viech o3etfenych variant. U papiru Holmen
byl mirny pokles pH zaznamenan pouze u ¢asti nestarnutych
osetrenych vzork(.

Viskozitné prlimérny polymeracni stupen celulézy (PPS) byl sta-
noven pouze pro nestarnuty papir Whatman (tab. 5). S prodluzu-
jici se dobou plazmové expozice PPS klesal; nejvyraznéjsi pokles
Cinil ptiblizné 30 % oproti pivodni hodnoté. Je vsak tieba uvést,
ze viskozimetrické stanoveni PPS vyzaduje rozpusténi celulézy

Pevnost (pocet dvojohybt do pretrhu)
£(s) Whatman Whatman Holmen Holmen
nestarnuté starnuté nestarnuté starnuté
X 6 +1 6 +1 77 +19 51 +26
15 9 +2 4 +1 180 +79 45 +26
20 8 +3 0 *0 194 +58 52 +13
25 6 +2 0 +0 90 +22 37 +14
30 6 +2 0 +0 74 +29 45 +22
Tab. 3 Pevnost papiru vyjddiend jako poclet dvojohybu do poruseni po plazmovém osetfeni (t = 15-30 s), nestdrnuté a stdrnuté vzorky /
Paper strength expressed as the number of double folds to failure after plasma treatment (t = 15-30 s); unaged and artificially aged
samples
pH vyluhu
£(s) Whatman Whatman Holmen Holmen
nestarnuté starnuté nestarnuté starnuté
X 5,8 6,5 7,0 7,1
15 5,6 53 6,3 7,0
20 5,2 53 6,1 72
25 54 54 7,2 7,3
30 5,6 53 7,0 73
Tab. 4 pH studenéhovyluhu poplazmovém osetreni(t = 15-30 s), nestdrnuté astdrnutévzorky / pHof the cold extractafter plasmatreatment
(t=15-305); unaged and artificially aged samples
Viskozitni prdmérny polymeracni stupen (PPS)
t(s) [n] (ml/g) PPS PPS primér
786 2850
X 2857 +9
789 2864
682 2412
15 2408 £5
680 2405
633 2211
20 2203+ 11
629 2195
567 1943
25 1935+ 10
564 1928
578 1984
30 19797
575 1974
Tab. 5 Limitni viskozitni cislo [n] a viskozitné primérny polymeracni stupen (PPS) papiru Whatman po plazmovém osetreni (t = 15-30s)/

Intrinsic viscosity [n] and viscosity-average degree of polymerisation (DPv) of Whatman paper after plasma treatment (t = 15-30's)
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v silné zésaditém roztoku CED, coz mize u oxidovanych vzork(
vést ke zkreslenivysledkl v dlsledku odlisné stability polymerni-
ho fetézce v alkalickém prostredi.

Na detailnich snimcich povrchu potizenych skenovacim elektro-
novym mikroskopem nebyly pozorovany zmény ve strukture vla-
ken ani jiné zndmky mechanického poskozeni pred (Ref) ani po
plazmovém o3etfeni (30 s, 45 s) (obr. 5, 6).

Ref 30 s 45 s

obr. 5 SEM snimky povrchu papiru Whatman pred (Ref)
a po plazmovém oSetreni (dvé zvétseni, doba oSetieni
30 s5a 45s) (autor snimkdi:Ing. Véra Jandovd, Ph.D., Ustav
chemickych procest AV CR, v. v. i.) / SEM images of the
surface of Whatman paper before (Ref) and after plasma
treatment (two magnifications; treatment times 30 s and
45 s) (image author: Ing. Véra Jandovd, Ph.D., ICPF CAS)

ZAVER

Z vysledkl vyplyva, ze plazmové osetieni predstavuje slibnou
metodu dezinfekce papirovych materidlt napadenych plisnémi.
Zaroven vsak vysledky ukazuji, Ze U¢innost o3etieni i jeho piipad-
ny dopad na material je nutné posuzovat s ohledem na konkrétni
typ papiru a jeho stav. Mira zmén materidlu je zavisla predevsim
na jeho slozeni a strukture. Cisté celulézovy papir s otevienou
strukturou (Whatman) po expozici plazmatu vykazoval vyrazny
pokles pevnosti, zejména po urychleném umélém starnuti, asou-
casné doslo ke snizeni polymera¢niho stupné, zatimco drevity
papir Holmen vykdzal pouze mirnou zménu barevnosti a mini
malni pokles pevnosti. Tato zjisténi potvrzuji, ze plazma dokéze
ucinné inaktivovat plisfiovou kontaminaci papiru, avsak zaroven
muiZe nepfiznivé ovliviiovat i samotny materidl; je tedy nutné
hledat kompromis mezi dezinfek¢ni Gcinnosti a zachovanim fyzi-
kaIni integrity papirovych dokumentd. Probihajici vyzkum proto
zahrnuje dalsi testy, v¢etné opakovaného stanoveni primérné-
ho polymerac¢niho stupné pomoci kalibrovaného viskozimetru
a rozsiteni experimentd na dalsi druhy papiru. Cilem téchto akti-
vit je optimalizovat podminky plazmového o3etfenipro jeho bez-
pecné a efektivni vyuziti v praxi.
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Pfi méfeni termokamerou bylo na povrchu keramické desticky
pistole ode¢teno maximalné 36,7 °C po nepietrzitém provozu
po dobu 40 s. Na povrchu papiru Whatman osetfeném ve vzdale-
nosti 2 mm od desti¢ky na sklenéné desce bylo naméreno 29 °C
po 30 s osetfeni. Po ukonceni odetfeni teplota pomérné rychle
klesala. Ve stfedu keramické desti¢ky byla dosazend teplota lehce
vy3si nez v okoli.

Ref 30s 45s

Obr. 6 SEM snimky povrchu papiru Holmen pred (Ref) apo plaz-
movém osetreni (dvé zvétseni, doba osetieni 30 s a 45 s)
(autor snimk(i Ing. Véra Jandovd, Ph.D., Ustav chemic-
kych procesti AV CR, v.v. i.) | SEM images of the surface of
Holmen paper before (Ref) and after plasma treatment
(two magnifications; treatment times 30 s and 45 s)
(image author: Ing. Véra Jandovd, Ph.D., ICPF CAS)
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