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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania modyfikowanej ex situ bionanocelulozy
(BNC) wytwarzanej w warunkach hodowli stacjonarnej lub dynamicznej z wykorzystaniem szczepu
z rodzaju Komagataeibacter (wczesniej Gluconacteobacter), korzystnie Komagataeibacter xylinus
o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych i przeciwwirusowych. Materiaty BNC wy-
tworzone metoda wedtug wynalazku zapewniajg inaktywacje czynnika zakaznego dzieki funkcjonali-
zacji membrany BNC za pomoca plazmy niskocisnieniowej, czyli zjonizowanych czasteczek gazu
i moga znalez¢ zastosowanie miedzy innymi w medycynie np. jako materiat opatrunkowy w terapii
zakazonych, przewlektych i trudno gojacych sie ran. Zaleta metody opracowanej wedtug wynalazku,
jest wykorzystanie na wszystkich jej etapach tylko tzw. ,zielonych” technik, niewymagajacych zasto-
sowania szkodliwych substancji chemicznych i nie generujacych toksycznych odpaddw czyniac caty
proces w petni proekologicznym. Istotnym aspektem opracowanego rozwiazania jest ponadto mozliwosé
wykorzystania odpaddéw przemystu rolno-spozywczego jako nowych zrédet sktadnikéw odzywczych
dla bakterii syntetyzujacych celuloze (jako przyktad, pozywki produkcyjnej na bazie soku komorko-
wego z bulw ziemniakdéw, w tym jako produktu odpadowego przemystu krochmalniczego, opisanej
w zgtoszeniu patentowym PL 433327).

Wykorzystanie BNC w medycynie, miedzy innymi jako materiatu opatrunkowego oraz sztucznych
organdéw, jest mozliwe dzieki takim jej wtasciwosciom jak wysoka czystos¢, wytrzymatosé mechaniczna,
zdolnos¢ chioniecia cieczy, nietoksycznosé i biokompatybilnosé. Ponadto materiat uzyskiwany z BNC
jest porowaty, elastyczny, w petni biodegradowalny, tatwy w zastosowaniu i przechowywaniu, zapewnia
optymalng wilgotno$¢ sprzyjajaca gojeniu sie ran i moze by¢ sterylizowany termicznie. Wiasciwie
oczyszczone btony celulozowe, wytworzone metoda hodowli stacjonarnej, moga stanowi¢ materiat opa-
trunkowy spetniajacy standardy przypisane nowoczesnym opatrunkom. Btony celulozowe sa réwniez
bardzo dobrymi nosnikami stuzacymi do immobilizacji réznorodnych substancji bioaktywnych, przyspie-
szajacych proces gojenia lub o charakterze przeciwdrobnoustrojowym.

W opisie patentowym PL 171952 przedstawiono sposob wytwarzania BNC w postaci bton na dro-
dze hodowli stacjonarnej bakterii Acetobacter xylinum P23 na podtozu agarowym opartym o glukoze.
Uzyskane biony o zawartosci 90-97% a-celulozy moga by¢ stosowane jako srodek opatrunkowy w chi-
rurgii i dermatologii. Opis patentowy PL 185337 dotyczy sposobu wytwarzania BNC z zastosowaniem
szczepu Acetobacter xylinum w postaci bton stosowanych jako biomateriat opatrunkowy. Prezentowana
metoda jest dwuetapowa, przy czym w pierwszym etapie przygotowania inokulum stosowana jest eza
szczepu na 25-50 cm?® podtoza (czas inkubacji 40—-48 h), za$ w drugim etapie przygotowania inokulum,
pozywka z utworzong na niej btona, po intensywnym zmieszaniu, zaszczepia sie podioze (5-10% wag.
zawiesiny na 200-300 cm? podtoza; czas inkubacji 40-48 h). Zastosowanie tej metody pozwala na uzy-
skanie wysokokrystalicznej a-celulozy bakteryjnej w postaci folii o grubosci 0,01-0,5 mm, o czystosci
wynoszace] ~97 %, o stopniu polimeryzacji 2000—6000 oraz cechujacej sie wysoka jednorodnoscia i ge-
stoscig powierzchniowa (22—-24 g-m2). Z opisu patentowego PL 216180 znany jest sposéb wytwarzania
BNC o wiasciwosciach opatrunku na uszkodzenia skory, przeznaczonej do zastosowania dla wyrobow
medycznych i dermatologiczno-kosmetycznych w postaci czystych, wilgotnych, suszonych, liofilizo-
wanych lub napawanych z uzyciem substancji czynnych i/lub pomocniczych lub ich kombinacji, ktory
charakteryzuje sie tym, ze BNC wytwarza sie na drodze hodowli szczepu bakterii G. xylinus Ezs,
przechowywanym w postaci liofilizatu z 5-15% odtluszczonego mleka lub w postaci liofilizatu z 5-15% gli-
cerolu, z ktérych przygotowuje sie inokulum starterowe do zaszczepienia podtoza hodowlanego zawie-
rajacego: 2% glukozy, 0,90% etanolu, 0,10% kwasu cytrynowego, 0,50% ekstraktu drozdzowego
oraz sole mineralne: 0,05% MgSQ4x7H20, 0,30% Na:HPO4. W zgtoszeniu patentowym PL 430888
przedstawiono sposéb wytwarzania modyfikowanej BNC, ktéry polega na impregnacji oczyszczonej
BNC w mieszaninie 20% roztworu kwasu cytrynowego, a nastepnie przeprowadzeniu reakcji sieciowa-
nia w obecnosci 5-15% roztworu wodorofosforanu disodu i/lub wodoroweglanu sodu jako katalizatora
(korzystnie w stosunku wagowym kwasu cytrynowego do katalizatora od 1:1 do 6 : 1, w temperaturze
120-200°C). Chemicznie modyfikowana poprzez reakcje sieciowania BNC, z zastosowaniem kataliza-
toréw, posiada wiasciwosci, ktére ukierunkowuja jej zastosowanie w medycynie lub kosmetyce, jako wy-
sokochtonne materiaty o dowolnym ksztatcie i kompozycji: w formie czystej lub jako no$niki wysycane
réznego rodzaju substancjami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym, nawilzajacym
lub tagodzacym. Tak modyfikowane btony BNC moga by¢ szczegdlnie przydatne do przygotowania
opatrunkéw znajdujacych zastosowanie w leczeniu rozlegtych, trudno gojacych sie ran oraz tagodzeniu
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uszkodzen skory po zabiegach leczniczych oraz dermatologiczno-kosmetycznych. Opatrunki takie
moga znalez¢ rowniez zastosowanie w leczeniu ran wysokowysiekowych, gdyZ sa w stanie pochtania¢
przez diugi okres duze ilosci substancji ptynnych (np. wysiek z rany). Z opisu patentowego US 7390499 B2
znany jest sposob otrzymywania celulozy mikrobiologicznej w warunkach statycznej hodowli z zastoso-
waniem szczepu A. xylinum charakteryzujacej sie zdolnoscig do oddawania nadmiaru ptynéw na rzecz
stopniowego wysychania, ale i do pobierania nadmiaru ptynu po wyschnieciu, a tym samym znajdujace;
zastosowanie do produkcji opatrunkéw przeznaczonych do leczenia ran przewlektych, owrzodzenio-
wych, odlezynowych i stopy cukrzycowej.

Pomimo opisanych powyzej sposobow otrzymywania BNC i mozliwych aplikacji tego unikal-
nego biomateriatu jako opatrunkdw lub nosnikéw dla substancji bioaktywnych, istnieje ciagta potrzeba
doskonalenia jego wtasciwosci w celu zwiekszenia mozliwosci jego zastosowania w specyficznych
aplikacjach medycznych i biotechnologicznych. Zwigzane jest to z faktem, iz istniejace metody i tech-
nologie ciagle nie pozwalajg osiagna¢ maksymalnych, a czesto nawet wystarczajacych parametrow,
jakie mozna uzyskac¢ w przypadku biomateriatéw na bazie BNC, a tym samym w petni wykorzystac
ich potencjat aplikacyjny.

Jednym ze znanych sposobdw, pozwalajgcych na modyfikacje polimeréw, w tym biopolimerow
takich jak BNC, w celu poprawy ich wtasciwosci fizycznych i biologicznych jest modyfikacja za pomoca
plazmy, czyli zjonizowanych czasteczek gazu (Cools i in., 2019). Najczesciej stosowana jest plazma
niskotemperaturowa, okreslana powszechnie jako ,zimna” plazma, ktéra moze by¢ generowana w pro-
cesach niskocisnieniowych lub przy cisnieniu atmosferycznym. Obecnie znanych i skomercjalizowanych
jest wiele metod otrzymania plazmy, opartych o wytadowania koronowe, wytadowania jarzeniowe
lub wykorzystujace generatory o czestotliwosci radiowej i generatory mikrofalowe. W technologii tej row-
niez szeroko stosowane sg réznego rodzaju gazy i ich mieszaniny jak np. powietrze atmosferyczne,
tlen, azot, argon, hel, wodor czy amoniak. Jako sposob modyfikacji powierzchni, plazma jest metoda
»Zielong” poniewaz w procesie nie stosuje sie rozpuszczalnikéw organicznych, produkt nie wymaga do-
gtebnego ptukania, a sam proces jest niskoodpadowy.

W sektorze ochrony zdrowia, zastosowanie plazmy jest znane od lat 1960, poczgwszy od opisu
wynalazku US3383163A przedstawiajacego sterylizacje wnetrz pojemnikow szklanych lub polimero-
wych za pomoca plazmy argonowej lub azotowej. Kolejnym bardzo istotnym zastosowaniem plazmy
w tym sektorze jest wykorzystanie plazmy tienowej, azotowej, halogenowej oraz ich mieszanin do funk-
cjonalizacji powierzchni polimeréw oraz metali w celu otrzymania wybranych grup funkcyjnych, co zo-
stato ujawnione w opisie wynalazku US4452679A. Przyktadowo, technika ta moze by¢ zastosowana
do nadawania wiasciwosci adhezyjnych pojemnikom lub szalkom polistyrenowym wykorzystywanym
w hodowli komérek oraz tkanek.

W opisie patentowym US10016533B2 przedstawiono dwuetapowy sposéb powlekania plazmo-
wego urzgdzehn medycznych, w tym stentow, cewnikow, rozrusznikéw serca i biosensoréw, w celu uzy-
skania powierzchni o polepszonej dtugoterminowe] biokompatybilnosci.

Nie ma jednak Zadnych doniesien literaturowych pokazujacych mozliwosci zastosowania mody-
fikacji w materiatach na bazie BNC. W artykule naukowym pt. ,Hydrophobic modification of bacterial
cellulose using oxygen plasma treatment and chemical vapor deposition” (Leal i in., 2020), opisano
metode, w ktorej BNC byta poddawana aktywacji za pomocg plazmy tlenowej (przez 15 minut przy re-
gulowanym przeptywie gazu w celu utrzymania statego cisnienia w reaktorze 100 Pa), natomiast dalsza
modyfikacja krzemoorganiczna byta przeprowadzona poprzez konwencjonalne chemiczne osadzanie
z fazy gazowej.

W publikacji naukowej pt. ,Surface modification of bacterial cellulose by nitrogen-containing pla-
sma for improved interaction with cells” (Pertile i in., 2010), opisano mozliwos¢ zastosowania plazmy
azotowej (proces prowadzono przez 30 minut, przy przeptywie gazu 10 sccm), w celu zwiekszenia wtasci-
wosci adhezyjnych tego biopolimeru wobec komorek zwierzecych. Z kolei w innym artykule pt. ,Biofunctio-
nalized bacterial cellulose membranes by cold plasmas” (Kurniawan i in., 2012), BNC byta poddawana
dziataniu plazm z szerszego zakresu gazow (azot, tlen, CF4), (proces prowadzono przez 60 s, przy prze-
ptywie gazu 20 sccm) réwniez w celu dalszego polepszenia wtasciwosci adhezyjnych.

Sposoéb wytwarzania modyfikowanej bionanocelulozy (BNC), wediug wynalazku, polegajacy
na przygotowaniu inokulum poprzez zaszczepienie na podtozu ptynnym Hestrin-Schramm zawieraja-
cym glukoze, ekstrakt drozdzowy, pepton bakteryjny, kwas cytrynowy, Na:HPO4, MgSO-H20, w ptynnej
wysterylizowanej pozywce hodowlanej bakterii fermentacji octowej z rodzaju Komagataeibacter,
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korzystnie szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus. Nastepnie wymieszaniu przez 15 minut i inku-
bowaniu przez 7 dni w temperaturze 25-30°C, ponownym wymieszaniu przez 5 minut, i, przeniesieniu
tak otrzymanego inokulum w ilosci 5-20% objetosciowych do podtoza produkcyjnego i prowadzeniu
hodowli stacjonarnej przez 3—20 dni w temperaturze 25-30°C. Nastepnym oczyszczaniu za pomoca 0,1 M
roztworu NaOH w 80°C przez 30 min i przeptukiwaniu woda destylowana do momentu ustabilizowania
pH na poziomie 6,5-7,5 i wysuszeniu. Istota wynalazku polega na tym, ze materiat BNC poddaje sie mody-
fikacji za pomoca plazmy niskoci$nieniowej, czyli zjonizowanych czasteczek gazu przez czas 1-30 minut.
Proces prowadzi sie w generatorze plazmy przy przeptywie gazu w zakresie 5-50 sccm.

Jako zjonizowane czasteczki gazu stosuje sie argon albo azot albo mieszanke azot/wodoér albo
powietrze albo hel.

Sposoéb produkcji biomateriatow BNC wedtug wynalazku, dzieki modyfikacji z wykorzystaniem
PNC pozwala na uzyskanie materiatu o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Wytworzony mate-
riat jest biokompatybilny, co oznacza, ze nie wykazuje on efektu cytotoksycznego wzgledem hodowli
komorek in vitro. Materiaty BNC wytworzone metoda wedtug wynalazku zapewniajg inaktywacje czyn-
nika zakaznego dzieki funkcjonalizacji membrany BNC za pomoca PNC, czyli zjonizowanych czaste-
czek gazu i moga znalez¢ zastosowanie miedzy innymi w medycynie np. jako materiat opatrunkowy
w terapii zakazonych, przewlektych i trudno gojacych sie ran.

Przykiad 1

Przygotowano inokulum. W tym celu na podtozu H-S zaszczepiono bakterie K. xylinus. Podtoze
H-S zawierafo: glukoze (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas
cytrynowy (0,115 w/v%), Na2HPOs (0,27 w/v%), MgSO4-H20(0,05 w/v%). Podtoze byto wysterylizowane
oraz wzbogacone alkoholem etylowym (1 v/v%). Bakterie K. xylinus, przechowywane byty na statym
podiozu o sktadzie: glukoza (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%),
kwas cytrynowy (0,115 w/v%), Na:HPO4 (0,27 w/v%), MgSOs-7H20O (0,05 w/v%) agar bakteriolo-
giczny (2 w/v%), réwniez wysterylizowanym i wzbogaconym alkoholem etylowym (1 v/v%). Po zaszczepie-
niu bakterii hodowle mieszano na wytrzasarce laboratoryjnej przez 15 minut i inkubowano przez kolejne
7 dni w temperaturze 25-30°C. Po 7 dniach inkubacji uzyskang hodowle ponownie mieszano na wy-
trzasarce typu worteks przez 5 minut. Otrzymane w ten sposéb inokulum przenoszono na $wieze
podtoze produkcyjne oparte na glukozie i jej pochodnych (np. medium H-S o takim samym sktadzie
jak podano powyzej). Hodowle produkcyjne prowadzono w pojemnikach hodowlanych o dowolnym
ksztalcie i rozmiarze, korzystnie na tacach ze stali nierdzewnej, lub naczyniach laboratoryjnych (szklanych
i plastikowych), wyposazonych w pokrywki posiadajace filtry membranowe umozliwiajacych wymiane
gazowag w warunkach sterylnych (pory o srednicy 0,22 um), w warunkach stacjonarnych lub dynamicz-
nych (mieszanych/wytrzasanych) w temperaturze 25-30°C w czasie 3—20 dni.

Po zakoriczeniu hodowli uzyskany materiat zwazono na wadze analitycznej, a nastepnie otrzy-
mane membrany celulozowe przenoszono do czystych pojemnikéw i przemywano woda destylowana.
W kolejnym etapie celuloze oczyszczono poprzez inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze NaOH w tem-
peraturze 80°C przez 30 minut i ponownie wazono. Oczyszczong celuloze ptukano w wodzie destylo-
wanej do momentu ustabilizowania pH na poziomie 6,5-7,5. Nastepnie, celuloze suszono i poddawano
modyfikacji za pomoca plazmy niskocisnieniowej (PNC), z wykorzystaniem argonu przez 10 min
przy przeptywie gazu 10 sccm.

W celu potwierdzenia skutecznosci modyfikacji za pomoca PNCA membrany celulozowe anali-
zowano technika spektroskopii w podczerwieni wykorzystujacej zjawisko ostabionego catkowitego od-
bicia promieniowania IR (ATR-FTIR). Metoda ta pozwala na doktadna analize powierzchni otrzymanych
membran BNC i potwierdzenie obecnosci na jej powierzchni okreslonych grup funkcyjnych. W wyniku
modyfikacji powierzchni materiatdbw BNC przez PNCA na otrzymanych widmach ATR-FTIR stwierdzono
obecnos¢ grup karbonylowych (tym samym potwierdzono skutecznos$¢ zastosowanej metody modyfikacii).
Potwierdzono, Ze membrany przechowywane w warunkach ze swobodnym dostepem powietrza atmos-
ferycznego, jak i warunkach prézniowych charakteryzuja, sie wysoka stabilnoscia (trwatoscia) zastoso-
wanych modyfikacji (minimum 3 miesiace).

Witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe analizowano wzgledem bakterii patogennych zréznicowa-
nych po wzgledem ksztattow, rozmiaréw oraz budowy $ciany komorkowej: Gram dodatnie ziarniaki Sta-
phyloccocus aureus ATCC 6538, Gram ujemne pateczki Escherichia coli ATCC 8739, a takze grzyby
Candida albicans ATCC 10231. Analizowano réwniez wiasciwosci przeciwwirusowe wzgledem 6 roz-
nych bakteriofagdw rézniacych sie ksztattem i rozmiarem. Wykorzystano takze bakteriofaga Pseudo-
monas phi6, ktory ze wzgledu na swoj rozmiar i otoczke biatkowg stanowi modelowy mikroorganizm
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rekomendowany w badania dotyczacych wirusa SARS-CoV-2. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
analizowano wedtug normy /SO 20743:2013 — Wyznaczanie aktywno$ci antybakteryjnej wyrobow
witdkienniczych. Ustalono, ze modyfikowane materiaty wykazywaty 100% redukcje liczby analizowa-
nych bakterii i bakteriofagow. Probki modyfikowane PNCA zachowywaty petng aktywnos$¢ przeciw-
drobnoustrojowa przez minimum 3 miesigce przechowywania (nie wykazano roznic w aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej w przypadku préb przechowywanych w opakowaniach z dostepem powie-
trza lub w opakowanych prézniowych).

BNC modyfikowana z wykorzystaniem PNCA nie wykazywata rowniez wtasciwosci cytotoksycz-
nych, co potwierdzono testami toksycznosci wzgledem komdrek mysich fibroblastow w warunkach in vitro.
Przykiad 2

Sposob jak w przyktadzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie z wykorzystaniem
PNC wytworzonej poprzez jonizacje czasteczek azotu. Zastosowanie azotu nie zmieniato wtasciwosci
materiatowych BNC, w poréwnaniu do metody opisanej w Przyktadzie 1, natomiast skutecznos$¢ redukcji
liczby S. aureus, E. coli, C. albicans wynosita 90%, a bakteriofagdw 100%.

Przykiad 3

Sposob jak w przyktadzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie z wykorzystaniem
plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacje czasteczek mieszanki gazéw azot/woddr. Za-
stosowanie mieszanki azot/wodoér nie zmieniato wtasciwosci materialowych BNC, w poréwnaniu do me-
tody opisanej w Przykiadzie 1, natomiast skutecznos$¢ redukcji liczby S. aureus, E. coli, C. albicans
wynosita 80%, a bakteriofagdw 100%.

Przykiad 4

Sposob jak w przyktadzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie z wykorzystaniem
plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacje czasteczek powietrza. Zastosowanie powie-
trza nie zmieniato wtasciwosci materiatowych BNC, w porownaniu do metody opisanej w Przyktadzie 1,
natomiast skutecznosc¢ redukcji liczby S. aureus, E. coli, C. albicans wynosita 70%, a bakteriofagow 100%.
Przykiad 5

Sposob jak w przyktadzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie z wykorzystaniem
plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacje czasteczek helu. Zastosowanie helu nie zmie-
niato wtasciwosci materiatowych BNC, w poréwnaniu do metody opisanej w Przyktadzie 1, natomiast
skutecznos¢ redukcji liczby S. aureus, E. coli, C. albicans wynosita 90%, a bakteriofagéow 100%.
Przykiad 6

Sposob jak w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo piatym, z tym,
Ze jonizacje prowadzi sie przez czas 30 minut przy przeptywie gazu 5 sccm. Zastosowane parametry pro-
cesu jonizacji nie zmieniaja wtasciwosci materialowych oraz przeciwdrobnoustrojowych BNC w poréwnaniu
do parametréw opisanych w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo piatym.
Przykiad 7

Sposob jak w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo pigtym z tym,
Ze jonizacje prowadzi sie przez czas 1 minuty przy przeptywie gazu 50 sccm. Zastosowane parametry
procesu jonizacji nie zmieniajg wtasciwosci materiatowych oraz przeciwdrobnoustrojowych BNC w po-
réwnaniu do parametréw opisanych w przykiadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym
albo piatym.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania modyfikowanej bionanocelulozy (BNC) polegajacy na przygotowaniu ino-
kulum poprzez zaszczepienie na podtozu ptynnym Hestrin-Schramm zawierajacym glukoze,
ekstrakt drozdzowy, pepton bakteryjny, kwas cytrynowy, Na2HPO4, MgSO-H20, w ptynnej wy-
sterylizowanej pozywce hodowlanej bakterii fermentacji octowe] z rodzaju Komagataeibacter,
korzystnie szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus, nastepnie wymieszaniu przez 15 mi-
nut i inkubowaniu przez 7 dni w temperaturze 25-30°C, ponownym wymieszaniu przez 5 mi-
nut, i, przeniesieniu tak otrzymanego inokulum w ilosci 5-20% objetosciowych do podtoza
produkcyjnego i prowadzeniu hodowli stacjonarnej przez 3—20 dni w temperaturze 25-30°C,
nastepnym oczyszczaniu za pomocg 0,1 M roztworu NaOH w 80°C przez 30 min i przeptuki-
waniu woda destylowang do momentu ustabilizowania pH na poziomie 6,5-7,5 i wysuszeniu
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znamienny tym, ze materiat BNC poddaje sie modyfikacji za pomocg plazmy niskocisnienio-
wej przez czas 1-30 minut, a proces prowadzi sie w generatorze plazmy przy przeptywie gazu
w zakresie 5-50 sccm.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Ze jako zjonizowane czasteczki gazu stosuje sie argon.
Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu stosuije sie azot.
Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu stosuje sie
mieszanke azot/wodor.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu stosuje sie
powietrze.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czagsteczki gazu stosuje sie hel.



	Bibliographic data
	Description
	Claims

