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Efficiency of using non-thermal plasma in microbiology and medicine

Abstract: Plasma is a partially or totally ionized gas which occurs in nature (e.g. lightning discharge, outer space), but can be also created in
the laboratory conditions. Non-thermal plasma generates free radicals of oxygen, nitrogen, high energy electrons and uncharged particles
such as atoms and molecules, in aquatic and gas environment. Thus, plasma exerts its effect on both prokaryotic and eukaryotic cells. In
many studies, non-thermal plasma was applied mainly to achieve the sterilization effects of e.g. surfaces and medical tools. The results
obtained were largely dependent upon the applied parameters of plasma (e.g. frequency, voltage, type of gas). Non-thermal plasma can be
applied in microbiology and also in medicine where it can be used to speed up wound healing process or as an effective tool in oncology.
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1. Wstep

Pojecie plazmy, rozumianej jako stan rozproszenia
materii (czwarty stan skupienia) wprowadzit w 1928 roku
amerykanski fizykochemik Irving Langmuir, noblista
z 1932 roku [31]. Stanowi ona materie, ktora jest zlozona
z czasteczek obojetnych, mieszaniny zjonizowanych
i niezjonizowanych atoméw w stanie podstawowym
i wzbudzonych, wolnych rodnikéw oraz elektronow.
Podziatu plazmy dokonuje sie przede wszystkim z uwagi
na ci$nienie, temperature i gaz, w ktérym jest ona gene-
rowana. Ze szczegélowym opisem jej rodzajow mozemy
sie zapozna¢ w wielu publikacjach [2, 11, 50, 53, 60].

W przypadku plazmy termicznej wysokotempe-
raturowej, elektrony oraz inne czasteczki wchodzace
w jej sklad maja taka samg temperature. Do jej powsta-
nia niezbedne jest wytworzenie wysokiego cisnienia
i utrzymanie réwnowagi termodynamicznej miedzy
ciezszymi czasteczkami chemicznymi a elektronami.
W przypadku zimnej plazmy, niskotemperaturowej
(CAP - cold atmospheric plasma), generowanej w cis-
nieniu atmosferycznym badz w warunkach préznio-
wych, energia zewnetrzna wykorzystana jest do wytwa-
rzania wysokoenergetycznych elektronéw. Elektrony te
majg wyzsza temperature niz inne czgsteczki wchodzace
w sklad zimnej plazmy w zwigzku z czym temperatura
catego procesu podnosi si¢ nieznacznie.

Charakterystyczna dla CAP, niska temperatura pro-
cesu wraz z wygenerowanymi wlasciwosciami: biomo-
dulujgcymi, stymulujgcymi, dezynfekcyjnymi i steryli-
zacyjnymi; umozliwia jej wykorzystanie w medycynie
[17, 26, 22], technologii Zywnosci [3, 14, 16, 18, 24, 42,
45, 60] i ochronie $rodowiska [50]. Jej wykorzystanie
w nowych obszarach badawczych wymusza dostosowa-
nie technologii wytwarzania CAP. Schematy podstawo-
wych urzgdzen wykorzystywanych w procesach stoso-
wanych do generowania niskotemperaturowej plazmy
przy ci$nieniu atmosferycznym przedstawiono narys. 1.

Oddzialywanie zimnej plazmy na zywe organizmy
jest procesem zlozonym. Polega ono na dzialaniu:

a. wysokoenergetycznych elektrondw nabywajacych

energie w polu elektrycznym,

b. zjonizowanych atomow i czasteczek, ktdre ulegaja
jonizacji wskutek uderzen wysokoenergetycznych
elektronow,

c. dzialaniu wolnych rodnikéw w tym tlenu, azotu
— RONS (reactive oxygen nitrogen species), czy
rodnikéw hydroksylowych,

d. promieniowania UV,

e. nadtlenku wodoru,

f. ozonu [17].

Skuteczno$¢ procesu zalezy przede wszystkim od

takich elementow jak: moc i budowa urzadzenia, czgsto-
tliwo$¢ pradu, dlugo$¢ trwania pojedynczego impulsu
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Rys. 1. Podstawowe schematy konstrukcyjne stosowane do generowania niskotemperaturowej plazmy przy ci$nieniu atmosferycznym

a — wyladowanie dielektryczne barierowe DBD; b — wytadowanie koronowe; ¢ — wyladowanie w uktadzie Plazma JET

wzbudzajacego, czasu oddziatywania plazmy na ko-
morki i tkanki oraz rodzaju uzytego gazu [21]. Bada-
nia przeprowadzone nad eliminacjg Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans oraz
Microsporium canis, wykazaly iz krétkie impulsy (30 ns)
generujace plazme przy wyzszym napieciu (14,1 kV) sa
bardziej skuteczne niz impulsy diuzsze (2 ps) ale o niz-
szym napieciu (10,3 kV). Helmke i wsp. sugeruja, ze
wyzsze napiecia generujg bardziej energetyczne elek-
trony, ktore w efekcie daja wiecej wysoko reaktywnych
czasteczek [21], i to wlasnie im, najczesciej przypisuje sie
efekt dziatania na zywe komoérki. W znacznie mniejszym
stopniu uwzglednia si¢ oddzialywanie pola elektromag-
netycznego szczegdlnie w przypadku plazmy generowa-
nej promieniowaniem mikrofalowym czy radiowym.
W ocenie efektywnosci dzialania CAP, nalezy row-
niez uwzgledni¢ modyfikacje wtasciwosci fizyko-
-chemicznych i fizyko-mechanicznych prowadzacych
do zmian strukturalnych plazmowanego $rodowiska.
Sugestie naukowcow dotycza przede wszystkim cie-
czy, w tym wody [12, 23, 39]. W przeprowadzonych
bowiem badaniach wykazano, ze w wodzie poddanej
promieniowaniu koronowemu dochodzi do znacznego
obnizenia pH, pojawiajg si¢ nadtlenek wodoru, ozon
oraz reaktywne formy tlenu i azotu - RONS [17]. Efek-
tem plazmowania jest wigc powstanie wody o wiasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych [29, 47]. Cechy
dekontaminacyjne, wzgledem Staphylococcus epider-
midis, Escherichia coli oraz C. albicans, woda utrzymuje
nawet przez czas l-miesiecznego przechowywania,
pomimo zanikania nadtlenku wodoru i ozonu [23].

2. Mechanizm dzialania zimnej plazmy
na drobnoustroje

Zasadnicze wykorzystanie zimnej plazmy w nau-
kach przyrodniczych i medycynie koncentruje si¢ na
jej wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Bada-

nia te prowadzone sa dwu kierunkowo: dzialanie ste-
rylizacyjne, np. w leczeniu zakazen u ludzi oraz mozli-
wo$¢ dekontaminacji mikrobiologicznej Zywnosci oraz
nasion i cebulek roslin.

Pierwsze badania wskazujgce na aktywnos$¢ steryli-
zujacy plazmy pod cisnieniem atmosferycznym zostaly
opublikowane w 1996 roku przez Laroussi i wsp. z Uni-
wersytetu w Tennessee. Plazma generowana byla przez
zrédlo fal radiowych - RF (radio frequency) przy napie-
ciu (od 1kV do 5kV). Zakres czestotliwosci, w ktérym
otrzymano stabilne wytadowanie w calej przestrzeni
pomiedzy elektrodami wynosit od 300 Hz do 4 KHz.
Efektem tych badan byla eliminacja drobnoustrojow
zachodzaca w ciggu kilku minut plazmowania [33].
Dalsze badania wykazaly skutecznos$¢ sterylizujaca
dzialania zimnej plazmy na komorki wegetatywne bak-
terii i ich spory oraz drozdze, plesnie i wirusy [47, 54,
28, 56]. Wielu autoréw zwraca uwage na istotng role
gazéw w srodowisku ktorego dochodzi do wygenerowa-
nia zimnej plazmy [34, 37]. Zastosowanie znalazty: O,,
N,, powietrze, halogeny, H,0, CO,, SO, oraz Ar, Ne, He.
W przypadku gazéw szlachetnych ich dziatanie steryli-
zacyjne zwieksza si¢ po dodaniu 2-5% O,. Proces stery-
lizacji jest zwykle prowadzony bezposrednio w miejscu
wygenerowania zimnej plazmy. Dzialaja wtedy pro-
mieniowanie UV, elektrony, RONS oraz zjonizowane
atomy i czasteczki. Metoda ta najczesciej stosowana jest
w przypadku generowania plazmy promieniowaniem
RF (1-100 MHz) oraz mikrofalami (> 300 MHz), ponie-
waz wysokie czestotliwosci powoduja znaczny wzrost
temperatury napromieniowywanego $rodowiska [37].

Niszczgce dziatanie zimnej plazmy w stosunku do
drobnoustrojow, ttumaczone jest mechanizmami zacho-
dzacymi w réznych obszarach komoérki — uszkodzenie
$ciany komorkowej, blony cytoplazmatycznej, DNA
i aparatu enzymatycznego. Z przeprowadzonych badan
na sporach Bacillus sp. wynika, ze w procesie plazmo-
wania kinetyka zabijania drobnoustrojow zachodzi
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dwu lub trzy etapowo. Poczatkowo sugerowano, ze
podstawowym procesem jest zniszczenie DNA poprzez
promieniowanie UV. Mechanizm dzialania promie-
niowania ultrafioletowego jest dobrze znany. Jego
destrukcyjne dzialanie na kwasy nukleinowe wynika
z wysokiej warto$ci energetycznej i duzego stopnia
absorbancji tego rodzaju promieniowania przez czg-
steczki DNA i RNA. Najczesciej zachodzace zmiany
prowadza do powstania dimeréw tyminy i fragmentacji
nukleoidu. Znaczace i gwaltowne zmiany w struktu-
rze DNA majace miejsce jedynie pod wplywem UV
nie daja zawsze skutecznego efektu letalnego wsku-
tek ograniczonej penetracji fotonéw promieniowania
przez struktury spor [38]. Dlatego tez, destrukcji DNA
drobnoustroju muszg towarzyszy¢ zmiany wynikajace
z aktywnosci rodnikéw utleniajacych i energii elektro-
néw. Na przykladzie mechanizméw zmian zachodzg-
cych w strukturze DNA Citrobacter freundii, Surowsky
i wsp. ustalili, ze zwigzki generowane w plazmie takie
jak np. H O, oraz rodniki wodorotlenowe réwniez przy-
czyniajg si¢ do uszkadzania DNA, co moze by¢ jedna
z przyczyn $mierci bakterii [52]. Obecnie sugeruje sie,
ze w procesie sterylizacji plazmowej promieniowanie
UV odgrywa minimalng role [32].

Obserwacje w mikroskopie elektronowym i skanin-
gowym wykazujg, ze proces plazmowania uszkadza
zewnetrzne struktury bakterii. Zachodzi to wskutek
dezintegracji struktur powierzchniowych - $ciany
komorkowej i btony komorkowej. Charakteryzuje sie
ona najwolniejsza kinetyka, w zwigzku z tym jest to
faza, ktéra determinuje szybko$¢ catego procesu steryli-
zacji. Dezintegracja powierzchni drobnoustrojow przez
wytrawianie i fotodesorpcje jest procesem niszczenia
ich ,,atom po atomie”. Reaktywne skladniki plazmy
zderzajac si¢ z drobnoustrojami, powodujg powazne
i trudne do naprawienia uszkodzenia btony komdrko-
wej. W konsekwencji moga prowadzi¢ do przerwania
jej ciaglosci. Efekt ten jest rowniez nastepstwem gro-
madzenia si¢ fadunku elektrycznego na zewnetrznej
powierzchni blony komérkowej. W tym procesie naj-
wieksze dziatanie letalne wykazujg tlen atomowy oraz
rodniki hydroksylowe [38]. Podobny efekt uzyskuje
sie w wyniku zajscia elektroporacji, inaczej okresla-
nej elektropermeabilizacjg. Proces ten polega na elek-
trycznie indukowanym powstaniu nowych mikrospor
w blonie komdrkowej oraz na wzroscie juz istniejacych.
Destrukeyjne dzialanie tego mechanizmu, opisane na
przykladzie Salmonella enterica subsp. enterica sero-
war Typhimurium i Listeria monocytogenes, polega na
zwiekszeniu przepuszczalno$ci membrany cytoplazma-
tycznej komorki. Bezposrednio wplywa to na poten-
cjal transblonowy komorek i ich zdolnosci do regulacji
wewnatrzkomorkowej pH [46]. W przypadku fotode-
sorpcji, w $cianie i blonie komdrkowej drobnoustrojow
ulegaja zerwaniu wigzania chemiczne zwigzkéw budu-
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jacych te struktury. W dalszym etapie, z uszkodzonych
biatek, cukrow i tluszczéw powstaja lotne zwigzki
wegla, ktore stopniowo ,wyparowujg” z powierzchni
bakterii. Wykazano, ze tworzenie sie¢ dwutlenku wegla
i innych lotnych zwigzkéw, wzrasta wraz z tempera-
turg powierzchni. Oznacza to, ze wyzsza temperatura
powierzchni znacznie zmniejsza czas zabicia drobno-
ustrojow [37]. W mechanizmie wytrawiania docho-
dzi takze do zmian natury oksydacyjnej w lipidach
i biatkach budujacych drobnoustroje. Moreau i wsp.
uwazajg, ze ma to ogromny wplyw na procesy enzy-
matyczne, a zwiazku z tym i na procesy metaboliczne
zachodzace w komorce [38]. Ginigcie drobnoustrojow
tlumaczy si¢ takze zmianami pH $rodowiska. Liu i wsp.
poddali ekspozycji plazmowej w ukladzie mikroJET
wode z zawiesing bakteryjna S. aureus. Bezposrednia
obrdbka plazmowa, podczas ktdrego zmianie uleglo
pH srodowiska, skutecznie inaktywowala S.aureus
w ciggu 20 minut. Przy czym najlepszy efekt steryliza-
cyjny uzyskano przy pH 4,5. Wedtug autoréw, zabicie
bakterii wynikalo ze zmiany kwasowosci ptynu oraz
interakcji reaktywnych zwiazkéw generowanych przez
plazme, w gléwnej mierze rodnika hydroksylowego
(HOO) z komorka. Rodnik ten jest odpowiedzialny
za peroksydacje kwasow ttuszczowych wystepujacych
w komorce bakteryjnej [35].

Szczegdlowa analiza obrazéw w mikroskopii fluo-
rescencyjnej daje podstawy do wnioskowania, ze przy-
czyna destrukeji komorki na poziomie blony komorko-
wej jest utrata jej integralno$ci. W przypadku B. subtilis,
jest to mechanizm oparty na reakcji blony komorko-
wej ze zwigzkami reaktywnymi wydzielanymi przez
plazme. Obserwacji dokonali Lackmann i Bandow, sto-
sujac dysze plazmowe JET [30]. W tym typie, plazma
wystepuje poza ukladem elektrod a otaczajgce powietrze
pozwala wysokoenergetycznym fotonom na glebokie
dotarcie w glab drobnoustroju. Warto podkresli¢, role
genow oxyR lub soxS w reakcji komorki na dzialanie
zimnej plazmy. Mutanty pozbawione tych gendw sa bar-
dziej podatne na dziatanie zimnej plazmy z wykorzysta-
niem mieszanki helu z tlenem. Bialko SoxS jest regu-
latorem kontrolujacym geny gléwnie odpowiedzialne
za detoksykacje nadtlenkéw i tlenkéw azotu, natomiast
gen oxyR jest regulatorem proceséw transkrypcyjnych
zachodzacych podczas aktywacji gendw w odpowiedzi
na stres oksydacyjny. Dlatego tez mutanty z brakuja-
cym regulatorem SoxS sg wrazliwe na zabicie przez
nadtlenki i tlenki azotu, natomiast bakterie z brakuja-
cym genem oxyR s3 wrazliwe na reaktywne formy tlenu.
Btona komoérkowa bakterii nie jest jedynym uszkadza-
nym miejscem, poniewaz zostaje rowniez uruchomio-
nych az 18 genéw nalezacych do odpowiedzi SOS, ktory
obejmuje rozne systemy naprawcze DNA [30]. Sharma
i wsp. zaobserwowali zwigkszong ekspresje genow
odpowiedzi SOS i genéw w odpowiedzi na stres oksy-
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Rys. 2. Wewnatrzkomdrkowy efekt dziatania reaktywnych form tlenu wytwarzanych podczas obrébki plazmowej

dacyjny (oxyS, katG, sodA) u E. coli po dzialaniu zimnej
plazmy. Taka odpowiedz komdrkowa moze sugerowac
znaczne uszkodzenia DNA u tego drobnoustroju. Auto-
rzy réwniez postuluja, ze skuteczno$¢ obrobki zimnag
plazma drobnoustrojéow ma zwigzek z synergicznym
dziataniem fotonéw UV oraz rodnikéw tlenowych
[49]. Odpowiedz komodrkowg po zastosowaniu zimnej
plazmy zauwazyli réwniez Cooper i wsp. Analizowali
oni biologiczna odpowiedz bakterii Bacillus stratosphe-
ricus na obrobke plazmowg z uzyciem wyladowania
dielektrycznego (DBD - dielectric barrier discharge).
Autorzy zaobserwowali przejscie komorek bakteryjnych
w stadium zyjacych ale nie dajacych si¢ hodowac (sta-
dium VBNC - viable but nonculturable) juz 2 godziny
po procesie obrdébki plazmowej [9]. Prawdopodobnie
jest to reakcja na stres oksydacyjny jakiemu poddane
s3 komorki. Na Rys. 2 przedstawiono schemat steryli-
zacyjnego dzialania reaktywnych form tlenu.

Kluczowg rol¢ rodnikéw tlenowych oraz hydroksy-
lowych w eliminacji drobnoustrojow podkreslajg réw-
niez Weiyuan i wsp. Badali oni wplyw obrébki plazmo-
wej pod ci$nieniem atmosferycznym na E. coli. Uzyto
do tego celu specjalnie zaprojektowanego przenosnego
urzadzenia wytwarzajacego plazme w wielodyszowym
ukladzie JET. Urzadzenie to sktada sie z wolframowych
elektrod przechodzacych przez otwory w dielektryku
z ALO,. Jednocze$nie przez otwory te wylatuje zjoni-
zowany gaz. Autorzy podkreslaja, ze plazma o tak spe-
cyficznej budowie byla skuteczna w zabiciu bakterii
znajdujacych sie na plytce z pozywka. Za przyczyne
tego efektu, uznano zwigzki reaktywne zawierajace
tlen, ktore byly w stanie zniszczy¢ wigzania C-C lub
C-H wystepujace w komorce, a nastepnie powodowac
rozklad zwigzkow organicznych [59].

Wykorzystanie mikroskopii sit atomowych jedno-
znacznie wskazuje, ze jednym kryteriéw destrukeji
$ciany komorkowej i blony cytoplazmatycznej jest

rodzaj gazu lub jego mieszanina. Zespdt naukowcow
pod kierunkiem Galvin ustalil, ze 5-minutowa eks-
pozycja z zastosowaniem helu powoduje powstanie
w $cianie komorkowej S.aureus wglebien znacznie
mniejszych niz ma to miejsce w srodowisku mieszaniny
helu i powietrza. Tym niemniej wyniki te wykazuja, ze
dzialanie sterylizacyjne plazmy zwigzane jest nie tylko
z dzialaniem wolnych rodnikéw, poniewaz zachodzi
ono takze w srodowisku zjonizowanych gazow szlachet-
nych. W procesie tym nie bez znaczenia jest rowniez
budowa $ciany komérkowej, w ktorej réznice w budo-
wie peptydoglikanu i stopien jego acetylacji wptywaja
na efekt sterylizujacy [15]. W przypadku E. coli i B. sub-
tilis zastosowanie zimnej plazmy DBD doprowadzito
do znacznego zniszczenia blony komorkowej i uwolnie-
nia cytoplazmy do otaczajacego medium jedynie u bak-
terii Gram-ujemnej. W przypadku B. subtilis, w obrazie
mikroskopowym nie stwierdzono znaczacych zmian
morfologicznych. Zaobserwowano jedynie redukcje
zywotnosci komorek [32].

W opinii wielu autoréw publikacji naukowych,
procesy zachodzace w komorce sg wynikiem synergi-
stycznego dzialania czynnikéw powstajacych podczas
generowania plazmy, peroksydacji lipidow w blonie
komorkowej, uszkodzenie genomowego DNA i dena-
turacji biatek [15, 32, 37, 38, 52]. Laroussi i wsp. suge-
rujg rowniez, ze poza liza komorek, ktéra powoduje
zimna plazma ma miejsce proces dyfuzji reaktywnych
zwigzkow do wnetrza komorki bakteryjnej. Moga one
powodowa¢ $mier¢ komorki lub tez wprowadzi¢ ja
w stan zyjacej ale nie dajacej sie hodowac [32].

2.1. Efektywnos¢ dzialania sterylizujacego
Metoda sterylizacji z zastosowaniem zimnej plaz-

my, generowanej w warunkach ci$nienia atmosferycz-
nego jest coraz czesciej badana w aspekcie eliminacji
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drobnoustrojéw i ich produktéw metabolicznych z zyw-
nosci. W przeciwienstwie do obecnie uzywanych metod
termicznych proces ten nie powoduje znaczgcych
zmian sensorycznych, koloru lub tez utraty wartosci
odzywczych produktu.

Poddanie zywnosci procesowi plazmowania wpro-
wadza koniecznos$¢ uwzglednienia dodatkowych czyn-
nikéw ograniczajacych jej efektywnos$¢. Testy prze-
prowadzone przez Fernandez i wsp., jednoznacznie
wskazujg, ze skuteczno$¢ zimnej plazmy moze zaleze¢
od poziomu zréznicowania struktury powierzchni
badanych produktéw zywnosciowych. W badaniu
wykorzystano salate, truskawki oraz ziemniaki, ktdre
zaszczepiono Salmonella ser. Typhimurium. W wyniku
15-minutowej obrobki plazmowej liczebnos¢ bakterii
obnizyla si¢ o 2,72log na salacie, na truskawkach
o0 1,76 log. Najmniejsza za$ redukcje uzyskano na ziem-
niakach - 0,94log. Za przyczyne takich rozbieznosci
autorzy podaja zréznicowanie budowy powierzchni. Na
podstawie analizy obrazéw uzyskanych w mikroskopie
skaningowym stwierdzili, ze aparaty szparkowe w sala-
cie, pofaldowania powierzchni truskawek czy ziem-
niaka moga przyczyniac si¢ do ,chowania” komoérek
bakteryjnych przez co zmniejsza si¢ ich ekspozycja na
czynniki sterylizujace plazmy [14]. Podobne wnioski
wynikajg z badan Ziuzina i wsp., ktérzy dziataniu CAP
poddali pomidory i truskawki. Poziom niewykrywal-
nosci drobnoustrojéw na pomidorach uzyskano juz
po 10 sekundach plazmowania szczepdéw Salmonella,
60 sekundach E. coli i po 120 sekundach L. monocy-
togenes. W przypadku truskawek (bardziej ztozona
struktura powierzchni), znaczng redukeje liczebnosci
mikroflory patogennej uzyskano dopiero po 300 sekun-
dach plazmowania. Z powierzchni produktu izolowano
0 3,5log mniej E. coli, 3,8 log Salmonella ser. Typhimu-
rium oraz 4,2 log L. monocytogenes [63].

W tym miejscu nalezalo by réwniez wspomnie¢
o znaczeniu budowy $ciany komodrkowej i zwiazanej
z tym skutecznosci dzialania zimnej plazmy. W litera-
turze bowiem nie ma jednoznacznej opinii dotyczacej
tych zalezno$ci. Wedlug Ermolaeva i wsp., stosujacych
plazme nietermiczng w leczeniu zakazen ran u ludzi,
skuteczno$¢ jej dzialania jest uzalezniona od gatunku
i pochodzenia szczepu. W przeprowadzonych przez
autorow badaniach wykorzystano izolaty kliniczne
oraz pochodzace z kolekcji szczepy bakterii Gram-
-ujemnych: P, areuginosa, Burkholderia cenocepacia,
E. coli oraz bakterii Gram-dodatnich: S. epidermidis,
S. aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium.
Wszystkie testowane szczepy bakterii Gram-ujemnych
wykazywaly podobng podatnos¢ na obrobke plazmowa.
Po 5 minutach plazmowania stwierdzono ich catkowita
eliminacje. W przypadku szczepéw Gram-dodatnich,
autorzy wyrdznili poziomy wrazliwosci drobnoustrojow
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na wygenerowang plazme. Do $rednio wrazliwych zali-
czono S. epidermidis i E. faecium, natomiast kliniczne
izolaty S.pyogenes i pochodzacy z kolekeji szczep
S.aureus do najmniej podatnych [13]. Odmienne
wyniki badan w swojej pracy przedstawili Daeschlein
i wsp. Wykazali oni bowiem, ze bakterie Gram-dodatnie
sa znacznie bardziej wrazliwe niz Gram-ujemne. Jedno-
cze$nie wykazali, brak zwigzku efektywno$ci dziatania
wygenerowanej plazmy z opornoscig na okreslone anty-
biotyki [10]. Nieco inne efekty badan uzyskali Galvin
i wsp. Oceniali oni wpltyw zimnej plazmy z zastoso-
waniem helu oraz mieszaniny helu z powietrzem na
szczepy odporne na metycyling (MRSA — methicyllin-
-resistant S. aureus) 1 wrazliwe na metycyling (MSSA
— methicillin-sensitive S. aureus) oraz spory Clostridium
difficile. Autorzy zaobserwowali brak wplywu rodzaju
uzytego gazu na skutecznos¢ bakteriobojcza wobec kli-
nicznego szczepu S. aureus MRSA, ktdrego liczebno$é
zmniejszala si¢ od 5 do 1log w tych samych warunkach
sterylizujacych, wyzsza przezywalno$¢ zaobserwowano
natomiast dla szczepow S. aureus MSSA i brak istotnych
zmian w liczebnosci dla C. difficile [15].

Kolejnym bardzo istotnym zagadnieniem jest wplyw
plazmy na biofilm bakteryjny. Analiza mikroskopowa
wykazala bowiem, ze w wielowarstwowej strukturze
drobnoustrojéw zmniejszenie ich liczebnosci naste-
puje w ograniczonym stopniu. Wynika to z bariery
ochronnej, powstajacej z gornej warstwy obumieraja-
cych komorek, ktore ograniczajg dzialanie plazmy [14].
W zwigzku z tym pojawiaja si¢ sugestie, Ze metoda ste-
rylizacji zimng plazma moze by¢ jedynie zastosowana
w przypadku niskiego poziomu kontaminacji [27].
Innych obserwacji dokonali Alkawareek i wsp., wedlug
ktorych skuteczno$¢ dzialania omawianej techniki zalezy
od rodzaju drobnoustrojéw tworzacych biofilm oraz
mechanicznej stabilno$ci macierzy zewnatrzkomoérko-
wej. Badania przeprowadzone na 48 godzinnej hodowli
Vibrio alginolyticus oraz Vibrio proteolyticus wskazuja
na mozliwo$¢ catkowitego zniszczenia biofilméw bak-
teryjnych, co uzyskano w czasie 60-120 sekundowego
procesu plazmowania. Na uwage zastuguje réwniez fakt,
iz stopien wrazliwosci V. alginolyticus byt znacznie wiek-
szy niz w przypadku biofilmu V. proteolyticus. Sugeruja
réwniez, ze zimna plazma pod ci$nieniem atmosferycz-
nym moze by¢ obiecujgcym narzedziem w usuwaniu
biofilmu morskiego jak réwniez biofilmu tworzacego
sie na powierzchni bedacej w bezposrednim kontakcie
ze srodowiskiem wodnym [1].

Eliminacja drobnoustrojow zazwyczaj powigzana
jest z miejscem ich namnazania. Wykorzystanie zimnej
plazmy w dekontaminacji mikrobiologicznej produktéw
zywnosciowych pozwala jednoczesnie na zachowanie
podstawowych atrybutéw produktu. Bardzo interesujace
prace dotycza dziatania plazmy na przyprawy. Wedlug
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danych amerykanskich 5% importowanych z krajow
afrykanskich probek pieprzu jest zanieczyszczonych
bakteriami Salmonella [8], co wymusza na producentach
wprowadzenie sterylizacji. Jednakze, wysoka tempera-
tura znaczaco zmienia ich teksture oraz wlasnosci sen-
soryczne. Zastosowanie w tym procesie zimnej plazmy
minimalizuje pojawianie si¢ nieporzadkach cech i ogra-
nicza znaczgco liczebnos¢ np. zarodnikéw grzybow ple-
$niowych. Przeprowadzone przez Kim i wsp. badania
dotyczace redukeji zarodnikéw A. flavus i spor B. cereus
jednoznacznie wskazujg iz dzialanie zimnej plazmy
spowodowalo obnizenie ich liczebnosci, odpowiednio
02,5log i 3,4log [25]. Na podkreslenie zastuguje row-
niez fakt, Ze proces plazmowania nie wplynat istotnie
na wartosci smakowe i zapachowe dekontaminowanych
przypraw [16]. Podobne wnioski technologiczne uzy-
skano w eksperymencie przeprowadzonym przez Kim
i wsp. W tym przypadku, sterylizacji poddano bekon,
a inaktywowanymi bakteriami byly: L. monocytogenes,
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Salmonella ser. Typhimurium oraz E. coli. Zastosowanie
mieszaniny gazow helu z tlenem zredukowalo liczeb-
nos¢ drobnoustrojéw o 2-3 cykle logarytmiczne [24].
Zastosowanie plazmy nietermicznej ma réwniez
miejsce w przemysle mleczarskim tym bardziej, ze
coraz czg$ciej pojawia si¢ na rynku ,,mleko prosto od
krowy” - nie poddane obdrce termicznej. Odkazanie
mleka, ze wzgledu na jego specyficzng strukture jest
procesem bardzo trudnym. Krétki czas oraz uzyski-
wane temperatury podczas procesu plazmowania nie
wplywaja w znaczacy sposob na wlasnosci tego pro-
duktu przy jednoczesnej redukeji drobnoustrojow [18].
Przeprowadzone przez Gurol i wsp. badania wskazuja,
ze liczebno$¢ E. coli w mleku (3,0% ttuszczu) zostala
obnizona z poczatkowej wartosci 7,78 log CFU/ml do
3,63 log CFU/ml w czasie 20 minutowej obrobki. Nieco
mniejszg skutecznos$¢ czynnikow sterylizujacych ozna-
czono w mleku o mniejszej zawartosci ttuszczu i mleku
odtluszczonym [18]. Zestawienie danych dotyczacych

Tabela I
Przyktadowe publikacje dotyczace zastosowania zimnej plazmy do zabijania drobnoustrojéw w Zywnosci
Drobnoustréj Sposéb generowania plazmy Srodowisko Stopier redu'k,c] ! Pls.mlen—
drobnoustrojéow nictwo
Citrobacter freundii Plasmajet Ar+0,1%0, Sok jabtkowy 5 log [52]
Escherichia coli Wyladowanie koronowe, powietrze | Salata, marchew, pomidory | 1,6 log (4]
Escherichia coli Wytadowanie koronowe, powietrze | Mleko 5log [18]
Listeria innocua Wytadowanie koronowe He+5%O, | Migso, skora drobiowa 1 log skora, 3 log migso [42]
Ogolna liczba psychotrofow, |Reaktor plazmy pulsacyjnej He,  |Mieso wieprzowe 2-3log [57]
grzybow i plesni N, Ar
Spory Aspergillus flavus, Reaktor mikrofalowy Mielona czerwona papryka | A. flavus 2,5+ 0,3 log [25]
Bacillus cereus N,,N,+0,, He, N +O,, He+O, B. cereus 3,4+0,7 log
Salmonella Enteridis, Wytadowanie DBD Powierzchnia skorup jaj  |S. Enteritidis 4,5 log [44]
Salmonella ser. Typhimurium kurzych S. Typhimurium 2,5 log
Listeria innocua Wyladowanie DBD, Breasola-plasterkowane 0,8-1,6 log [45]
Ar 70%+30% O, migso
Aspergillus spp., Reaktor niskoci$nieniowy, Nasiona pomidoréw, 3 log [48]
Penicillum spp. powietrze, SF6 pszenicy, fasoli, grochu,
so0i, jeczmienia, owsa, zyta,
soczewicy, kukurydzy
Aspergillus parasiticus Reaktor niskoci$nieniowy;, Orzechy laskowe, ziemne, |1 log [3]
powietrze, SF6 pistacje
Escherichia coli, Wyladowanie DBD, powietrze Pomidory, truskawki Pomidor - Salmonella [63]
Salmonella ser. Typhimurium, -3,1log, E. coli - 6,3 log
Listeria monocytogenes L. monocytogenes - 6,7 log,
Truskawki - E. coli - 3,5 log,
Salmonella - 3,8 log,
L. monocytogenes - 4,2 log
Salmonella ser. Typhimurium | Reaktor mikrofalowy, 0, Szpinak, safata, pomidory, |Szpinak - 3,0 log [62]
ziemniaki Safata - 2,7 log
Pomidor - 2,3 log
Ziemniaki - 2,2 log
Listeria monocytogenes, Wytadowanie DBD, He, He+O, Plasterkowany bekon Hel - 1-2 log, [24]
Escherichia coli, Mix hel i tlen - 2-3 log
Salmonella ser. Typhimurium
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dziatania plazmy na drobnoustroje wystepujace w zyw-
nosci przedstawiono w tabeli I.

Wykorzystanie zimnej plazmy w technologii zyw-
nosci nie powinno ograniczac si¢ jedynie do procesow
niszczenia zywych drobnoustrojow w $rodowisku.
Basaran i wsp., w swoich badaniach zwracaja uwagg,
ze poza faktem eliminacji Aspergillus parasiticus, wyni-
kiem procesu plazmowania jest rowniez redukcja ich
produktéw metabolicznych. Stwierdzili oni zmniej-
szenie o 50% iloéci aflatoksyn: B1, B2, G1 i G wyste-
pujacych w orzechach [3]. Surowsky i wsp., natomiast
wykazali redukcje aktywnosci oksydazy polifenolowej
i peroksydazy - enzyméw odpowiedzialnych za enzy-
matyczne brazowienie owocow i warzyw oraz wyrabia-
nych z nich $wiezych sokéw [51].

3. Zastosowanie zimnej plazmy w medycynie

W efekcie dzialania plazmy na zywe organizmy pod-
kresla sie gtéwnie ich wpltyw na biopolimery wystepu-
jace w komorkach. Obrébka plazmowa moze doprowa-
dzi¢ do: sieciowania, czyli tworzenia nowych wigzan,
wytrawiania — usuniecia z polimeru pewnych sktado-
wych badz wstawiania — dotaczania sie zjonizowanych
czastek do makromolekut [55].

Bardzo intensywnie prowadzone sa prace nad
zastosowaniem zimnej plazmy w medycynie. Dowo-
dem zainteresowania tg problematyka jest pojawienie
sie terminu ,,plazma oncology”. Badania te ogniskuja
sie na okre$laniu bezposredniego dzialania plazmy na
stan fizjologiczny komorek prawidlowych i nowotwo-
rowych, hamowaniem rozwoju nowotwordw i przyspie-
szeniem gojenia si¢ ran. W tym ostatnim przypadku
dodatkowym elementem jest dziatanie plazmy na bak-
terie rozwijajace si¢ w zranionej tkance [17].

Mai-Prochnow i wsp. podzielili dziatanie plazmy na
komorki organizméw wyzszych w zaleznosci od mocy
dawki. Przy niskich dawkach, dochodzi do zabicia bak-
terii lecz nie ma to wptywu na komorki ssakéw. Przy
$rednich, zachodzi proces przyspieszenia gojenia ran,
zwigkszenia proliferacji komoérek, zwigkszenia wydzie-
lania czynnika wzrostu oraz apoptozy komorek nowo-
tworowych. Wysokie dawki plazmy powodujg $mier¢
komorek ssakow i nekroze tkanek. Szczegdlnie wazng
role przeciwnowotworowa przypisuje si¢ aktywnej for-
mie tlenku azotu NO-, ktéra ma hamowac angiogeneze,
metastazy, zwiekszac apoptoze, cytotoksycznos¢ i che-
miowrazliwo$¢ [36].

Ze wzgledu na duze zainteresowanie plazmg przez
chirurgéw i dermatologéw podjeto badania nad jej
wplywem na ludzkie keratynocyty. Stwierdzono, ze
plazma generowana przez 1-5min technikg DBD nie
wplywata na apoptoze komoérek HaCaT, natomiast
poddawanie dzialaniu zimnej plazmy przez 10 do
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20 min powodowalo wzrost apoptozy, zmienialo mor-
fologie tych komorek i ich zywotnos¢. Interesujace
przy tym jest to, ze wymiana podloza po dzialaniu
plazmy znacznie obnizala destrukcyjne dziatanie pro-
cesu co jest dowodem na wpltyw plazmy na Srodowi-
sko wodne. Autorzy wykazali, ze w podlozu tworzone
sa reaktywne formy tlenu, ktére odpowiedzialne sg za
efekt destrukcyjny [5].

Haertel i wsp. badali wplyw DBD z uzyciem argonu
i tlenu na apoptoz¢ komdrek HaCaT oraz na koncen-
tracje integryn na ich powierzchni. Stwierdzili, ze
tlen wzmaga apoptoze komorek i zwigksza koncen-
tracje wyzej wymienionych bialek adhezyjnych na
ich powierzchni [19]. Grupa tego samego badacza
analizowala takze dzialanie plazmy DBD na szczurze
mononuklearne komorki sledzionowe. Autorzy zano-
towali rozng wrazliwo$¢ tych komdrek na plazme.
W 24 godziny po naswietleniu najmniejsza zywotno$¢
wykazywaly limfocyty T helper w przeciwienstwie do
limfocytéw B [20]. W dalszych badaniach prowadzo-
nych na ludzkich komérkach CD4+ oraz monocytach
linii THP-1 wykazano, ze plazma zwigksza ilos¢ ko-
morek ulegajacych apoptozie wskutek aktywacji pro-
-apoptotycznych biatek sygnalowych. Intrygujacym
byto to, ze dochodzilo takze do aktywacji pro-proli-
feracyjnych czastek sygnalowych co moze ttumaczy¢
pozytywne dzialanie plazmy w gojeniu si¢ ran [7].
Analizujac dziatanie mikrodysz plazmowych z zasto-
sowaniem helu na mysie komoérki nowotworowe TC-1
i fibroblasty CL.7 wykazano, ze komérki nowotworowe
s3 znacznie bardziej wrazliwe nizeli fibroblasty. Istot-
nym jest, ze plazma indukowata apoptoze komorek nie
dzialala natomiast bezposrednio nekrotycznie [26].
Plazmowanie moze takze przyspiesza¢ rozmnazanie
i migracyjnos¢ fibroblastow wskutek stymulacji wydzie-
lania FGF 1 (czynnik wzrostu fibroblastow — fibroblast
growth factor) [41]. Walk i wsp. badali wplyw zimnej
plazmy na mysig neuroblastome¢. W warunkach in vitro
zanotowali zmniejszenie metabolicznej aktywnosci
komoérek nowotworowych i wzrost apoptozy. In vivo
zanotowano zmniejszenie wielko$ci rozwijajacego sie
guza oraz ponad dwukrotne przedluzenie zycia zwie-
rzat [58]. Zachecajace wyniki uzyskali réwniez Brulle
i wsp. zajmujgcy si¢ nowotworem trzustki. Plazmowa-
nie powodowalo zahamowanie namnazania komoérek
nowotworowych trzustki MIA PaCaz2 in vitro za$ in vivo
efekt byl wzmacniany poprzez zastosowanie gemcita-
biny-antynowotworowego chemioterapeutyku [6]. Inte-
resujace badania z uzyciem nanosekundowej plazmy
w ukladzie JET przeprowadzili Xiong i wsp. Materia-
tem badawczym byly mysie komérki nerwowe, ktére
poddane ekspozycji na plazme¢ wykorzystujaca wyta-
dowania impulsowe, wykazywaly szybka proliferacje
- ulegaly réznicowaniu z powstaniem dluzszych neu-
rytoéw a takze powstaniem komorek formujacych sieci
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neuronowe. Autorzy podajg, Ze zastosowana plazma
nanosekundowa w uktadzie JET byla w stanie rézni-
cowac okolo 75 % komoérek nerwowych w neurony, co
wazne, z wigksza skuteczno$cig niz przy zastosowaniu
czynnika wzrostu nerwu [61].

Interesujace wyniki badan in vitro oraz in vivo na
zwierzetach zaowocowaly probami wprowadzenia tech-
nologii zimnej plazmy do kliniki. Obecnie najwieksze
zainteresowanie wykazujg dermatolodzy, chirurdzy,
kosmetolodzy oraz stomatolodzy. Prébuje sig¢ ja stoso-
wac do leczenia przewleklych ran w tym odlezyn oraz
dezynfekcji kanatow korzeni zebowych [22]. Niewat-
pliwym zacheceniem wprowadzania techniki zimnej
plazmy do klinik jest taka praca Ngo i wsp., ktérzy
wykazali znaczne zwiekszenie angiogenezy i odtwarza-
nie nablonka w ranach oparzeniowych u myszy [40].
W celu ograniczenia zakazen wewnatrzszpitalnych,
sugeruje sie takze zastosowanie technologii plazmy
nietermicznej do mikrobiologicznej dekontaminacji
$rodowisk szpitalnych [43].

Plazma niskotemperaturowa znajduje juz prak-
tyczne zastosowanie w sterylizacji narzedzi medycz-
nych. W urzadzeniach tego typu wstepnie wytwarza
sie prozni¢ po czym nastepuje wypelnienie stery-
lizatora gazowym nadtlenkiem wodoru. Nastep-
nym etapem jest generowanie plazmy wskutek czego
powstaje wysoka koncentracja aktywnych rodnikéw.
Do gléwnych zalet tego procesu nalezy zaliczy¢ bar-
dzo niskie koszty eksploatacji, bezpieczenstwo procesu
sterylizacji oraz ograniczenie korozji i uszkodzen ste-
rylizowanych przedmiotéw.

4. Podsumowanie

Zimna plazma generuje w $rodowisku gazowym
i wodnym powstawanie wolnych rodnikéw tlenu, azotu
oraz wysokoenergetycznych elektronow. Wywiera przez
to dzialanie na komorki prokariotyczne jak i eukario-
tyczne. Uzyskiwane efekty zaleza od zrodla zimnej
plazmy, mocy urzadzenia, czestotliwosci pradu, dhu-
gosci trwania pojedynczego impulsu wzbudzajacego,
czasu oddziatywania plazmy na komorki i tkanki oraz
rodzaju uzytego gazu. W przypadku prokariontow
dochodzi do uszkodzenia struktur zewnetrznych jak
$ciany i blony komoérkowej, DNA oraz aparatu enzy-
matycznego. W zwigzku z tym wigkszo$¢ badan skupia
sie na efektywnosci procesu sterylizacji. W medycynie
badana jest mozliwos¢ eliminacji drobnoustrojow
z zakazonych ran, kanaléw zebowych oraz srodowiska
szpitalnego. W technologii Zywnosci dekontaminacja
patogenow i mikroflory zepsucia ma na celu zwiek-
szenie trwalosci i bezpieczenstwa zywnosci. Dziala-
nie plazmy na komorki eukariotyczne daje wielorakie
efekty. W przypadku nowotwordéw zmniejsza angioge-

neze¢ i metastazy oraz zwieksza apoptoze, cytotoksycz-
no$¢ i chemiowrazliwo$¢ komorek nowotworowych.
W przypadku komoérek nienowotworowych wplywa
na ich réznicowanie, tempo podziatéw oraz produkeje
cytokin. Z tego wzgledu uznaje si¢ ta technike za nowe
narzedzie w medycynie a w szczegdlnosci w onkologii.
Technologia ta jednak wymaga wielu dalszych badan
i optymalizacji przed wdrozeniem jej do rutynowego
zastosowania w medycynie, przemysle spozywczym jak
i wielu innych dziedzinach nauki.
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