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1. UVOD

Tretiranje hladnom plazmom jedna je od novijih netermickih metoda koja se odvija pri niskim
temperaturama i u kratkom vremenskom periodu. Osim u prehrambenoj industriji, primjena

hladne plazme ima velik potencijal u biotehnologiji, agronomiji, fizici te medicini.

Hladna atmosferska plazma emitira elektromagnetno zracenje i sastoji se od mnostva nabijenih
i nenabijenih Cestica. Najznacajnije Cestice koje nastaju su reaktivne dusikove i kisikove vrste.
Reaktivne kisikove vrste najvaznije su za bioloske ucinke plazme kao Sto je inaktivacija
mikroorganizama. Ucinak plazme moze biti selektivan, odnosno moze se podesiti izmedu
osSte¢enja patogenih organizama bez oSte¢enja domacina ili aktivacije razlicitih puteva u

razli¢itim organizmima (Dobrynin i sur., 2009).

Primjenom plazma tretmana na Cistu vodu nastaje plazma aktivirana voda (PAW). Takva voda
ima razli¢it kemijski sastav od obicne vode i moze se koristiti kao alternativna metoda za
dezinfekciju gotovo svih prehrambenih proizvoda. Glavni mehanizam djelovanja
visokonaponskog plazma praznjenja temelji se na produkciji velikog broja slobodnih radikala,

razvoju hidrodinamicke kavitacije, UV svjetla i jakog elektricnog polja.

Netermicka ucinkovitost plazma reaktora ovisi o obliku, rasporedu i udaljenosti elektroda.
Visokonaponska praznjenja nastaju izmedu elektroda koje se mogu rasporediti na razliCite
nacine unutar plazma reaktora gdje se kemijske reakcije odvijaju u tekucoj ili plinskoj fazi i
tako se masa i toplina prenose izmedu faza. Razliiti pristupi koji se koriste za generiranje
plazme ukljuuju korona praznjenje, dielektricna barijerna praznjenja (DBD),
radiofrekvencijsku plazmu (RFP) i klizni luk (Thirumdas i sur., 2014). Obrada koronom jedna

je od najstarijih i najéesc¢e primjenjivanih tehnika obrade plazmom.

Cilj ovog rada bio je okarakterizirati plazmom aktiviranu vodu dobivenu tretiranjem destilirane
vode hladnom plazmom pri atmosferskim uvjetima s kombiniranim plazma praznjenjem u

kisiku i argonu pri razlicitim frekvencijama te u razlicitim vremenskim intervalima.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PLAZMA

Rije¢ plasma grckog je porijekla i u prijevodu znaci samooblikovanje materijala. Pojam plazme
prvi je uveo Irving Langmuir 1928. godine jer ga je viSekomponentni, snazno medudjelujuci
ionizirani plin podsjecao na krvnu plazmu. Plazma se moze okarakterizirati kao djelomi¢no
ionizirani plin koji sadrzi neutralne Cestice, kao i ekvivalentan broj negativnih elektrona i
pozitivnih iona. Slobodni elektri¢ni naboji (elektroni i ioni) Cine plazmu elektricki vodljivom i
snazno reagiraju na elektromagnetska polja. Iako se o njoj najmanje prica, plazma je
najzastupljenije agregatno stanje Sto dokazuje Cinjenica da se 99% tvari u prirodi nalazi u tom
stanju.

Sve tvari u prirodi sastavljene su od molekula i iona. Da bi narusili strukturu krute tvari,
potrebno je previadati energiju veza izmedu molekula od kojih je gradena. PoveCanjem
temperature, odnosno dovodenjem toplinske energije u sustav, Cestice postaju energicnije i
dolazi do prijelaza iz jednog agregatnog stanja u drugi. Kada tekuéina prelazi u neutralni plin,
dio Cestica plina moze se pretvoriti (ionizirati) u nabijene Cestice te se stvara plazma — ,Cetvrto
agregatno stanje" (slika 1).

Plazma moZe biti generirana razlicitim oblicima energije i svi oblici povecavaju kineticku
energiju elektrona te povecavaju broj sudara u samom plinu prilikom cCega se formiraju

komponente plazme poput iona, elektrona ili radikala.
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Slika 1. Ilustracija agregatnih stanja i njihovih promjena (Milosevic, 2008)



2.1.1. Podjela plazme

Postoji mnogo oblika i vrsta plazme te se plazme mogu klasificirati prema vise kriterija. Kljucni
parametar za razlikovanje tehnickih plazmi je tlak neutralnog plina u kojem se krecu ionizirane
Cestice u odnosu na atmosferski tlak. Prema tom kriteriju plazme dijelimo na niskotlacne,
visokotlacne i plazme atmosferskog tlaka (atmosferske plazme). Osim tlaka, plazme se jos
razlikuju prema gustodi nabijenih Cestica, energiji i temperaturi (Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko,
2009).

Prema temperaturi pri kojoj se primjenjuje, plazma se dijeli na hladnu i vru¢u. Hladna plazma
moze se podijeliti na niskotlacnu i atmosfersku plazmu. Niskotlacna plazma je ujedno i primjer
neravnotezne plazme. Energija iz elektricnog polja se najprije akumulira elektronima izmedu
sudara i zatim se prenosi od elektrona do tezih ionskih Cestica tijekom ¢ega se gubi dio energije
Sto znaci da elektroni u plazmi imaju viSu temperaturu od temperature tezih ionskih Cestica u
plazmi. Temperatura u plazmi odredena je prosje¢nim energijama Cestica plazme (neutralne i
nabijene) i njihovim relevantnim stupnjevima slobode koji mogu biti translacijski, rotacijski,

vibracijski i oni vezani uz elektronicku pobudu (Fridman, 2008).

Kod vruce plazme, temperatura elektrona i tezih ionskih Cestica je jednaka i poprilicno visoka
te buduéi da postoji termi¢ka ravnoteZza mozemo ju nazvati ravnoteznom plazmom. Visoka
temperatura razvija se zbog visokog stupnja ionizacije i vrlo je tesko kontrolirati energiju
Cestica kao i optimizirati uvjete proizvodnje. Zbog kontinuiranog kozmickog zracenja postoje
parovi elektron-iona (ionizacija) prisutni i u okolnom zraku pri normalnoj temperaturi i tlaku.
Svojstva plazmi, kao Sto je gustoca nabijenih Cestica i njihove energije opcéenito ovise o snazi,
vrsti energije (npr. AC, DC, pulsnom, frekvenciji itd.) te vrsti plina. U sustavima istosmjerne
struje (DC), proboj plina poCinje u stacionarnom elektricnom polju izmedu elektroda, dok

elektromagnetska snaga (npr. mikrovalovi) moze zraciti u plazmu bez potrebe za elektrodama.

Plazme joS mozemo razlikovati i prema instrumentu za generiranje hladne atmosferske plazme.
Neke od vrsta hladnih atmosferskih plazma su: atmosferski plazmeni mlaz (APPJ, engl.
atmospheric pressure plasma jet), izboji s dielektricnom barijerom (DBD, engl. dielectric barrier
discharge), korona izboji (engl. corona discharge) te mikrovalni izboji (engl. microwave
discharge) (Mance, 2017). U plazma jet izvedbi praznjenje se takoder odvija pomocu
elektromagnetskog polja, udarnog vala ili gradijenta fizikalne veliine poput gustoce Cestica,
tlaka ili temperature. Plazma jet nije ogranicena definiranim prostorom, a sastoji se od dvije

koncentricne elektrode kroz koje se propustaju plinovi. Najcesce koristeni plin je argon.



2.2. PLAZMOM AKTIVIRANA VODA (PAW)

Voda ili vodena otopina tretirana hladnom plazmom atmosferskog zraka naziva se plazmom
aktivirana voda (PAW) ili plazmom aktivirani medij (PAM) (Machala i sur., 2018). Razliciti izvori
plazme koriste se za aktiviranje vode, ukljucujuci istosmjernu struju (DC), niskofrekventno
praznjenje, radiofrekventno praznjenje, pulsirajuce korone, praznjenje dielektri¢ne barijere,
plazma mlazove atmosferskog tlaka i praznjenje mikrovalova. Ovisno o vrsti praznjenja te
njegovoj energiji mogu se formirati brojne primarne i sekundarne kemijske vrste koje dalje
pokre¢u kemijske procese. Plazma aktivirana voda ima pH vrijednosti u kiselom rasponu pa
sve do neutralnog okruZenja koje rezultira promjenama oksidacijsko-redukcijskog potencijala
i elektri¢ne vodljivosti. Medu kemijskim vrstama u PAW, hidroksilni radikali, atomski kisik, ozon
i vodikov peroksid smatraju se glavnim reaktivnim vrstama kisika (ROS). Takoder, prisutne su
i reaktivne vrste na bazi dusika: dusikov oksid i njegovi derivati nastali s vodom, ukljucujuci
nitrite, nitrate i peroksinitrite.

Plazmom aktiviranu vodu moguce je proizvesti primjenom zraka, struje i vode bez drugih
kemikalija (Pemen i sur., 2016). Reaktorski sustav plazma aktivirane vode sadrzi reakcijsku
komoru koja obuhvaca odvojene ulaze i izlaze za plin i vodu, elektrodu uzemljenja i
visokonaponsku elektrodu. Bioloski ucinci PAW-a rezultat su kompleksnih reakcija do kojih
dolazi izmedu plina i tekucine (Lukes i sur., 2014). U reaktoru dolazi do mijeSanja vode i
reaktivnog plina, ¢ime se omogucava dobro otapanje i iskoriStavanje nastalih reaktivnih vrsta
(Pemen i sur., 2016). Reaktivne vrste na bazi dusika i kisika igraju vaznu ulogu u toksi¢nom
ucinku PAW-a, te imaju DNA, RNA, proteine i lipide kao glavne ciljeve. Uvjeti skladistenja vazni
su ¢imbenici koji utjeCu na fizikalno-kemijska svojstva i baktericidno djelovanje PAW, a njihovo
razumijevanje vazno je za prakticnu primjenu u inaktiviranju Stetnih mikroorganizama u

prehrambenoj industriji i poljoprivredi (Shen i sur., 2016).

2.3. KORONA PRAZNJENJE

Konfiguracije koje kombiniraju praznjenje plazme u plinskoj kao i u tekucoj fazi poznate su kao
hibridni sistemi. Hibridni reaktori najéesce se sastoje od igle smjestene iznad i elektrodne ploce
ispod povrsine vode. Primjer takvog reaktora je reaktor za korona praznjenje. Pulsirajuce

korona praznjenje smatra se najucinkovitijim izvorom netermickog praznjenja pri
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atmosferskom tlaku. Korona praznjenje (efekt korone) je elektri¢no praznjenje koje uzrokuje
ionizacija fluida poput zraka koji okruzuje elektricno napunjeni vodic. Ovisi o vrijednostima
napona te obliku elektricnog polja na povrsini vodi¢a. Takoder, korona praznjenje odredeno je
i vrstom plina, temperaturom te tlakom. Prema polaritetu visokonaponske elektrode
razlikujemo pozitivno i negativno korona praznjenje. Korona praznjenje moguce je dobiti uz
AC i DC izvore napajanja. Proces razvijanja DC korone ovisi o polaritetu napona na vodicu, a
najveca razlika izmedu AC i DC korone je promjena polariteta priklju¢enog elektriénog polja i

njegov utjecaj na zaostale prostorne naboje nakon praznjenja.

Katodna igla

Koronarno praznjenje @)

(plazma)

Anodna ploca

Slika 2. Princip koronarnog praznjenja (viastita shema)

Na slici 2. prikazan je uredaj za korona praznjenje koji se sastoji od katodne igle i anodne
ploce te pulsirajuceg izvora napajanja. Najcesce se koristi istosmjerni (DC) izvor napajanja. U
tekucinu moze biti uronjena visokonaponska elektroda ili plocasta elektroda i tada govorimo o
praznjenju u plinskoj, odnosno tekucoj fazi. Tijekom koronarnog praznjenja dolazi do razvoja
svjetla, UV radijacije, razvoja zvuka (Sumova), stvaranja ozona, razvoja nitritne i drugih
kiselina, stvaranja soli te drugih kemikalija ovisno o materijalu izolatora. Takoder su moguce
mehanicke erozije povrsina kao posljedice bombardiranja ionima, razvoj topline te depozit
ugljika (Mayerhoff, 2007). Vazno je spomenuti da koronarno praznjenje rezultira nastankom
kemijski aktivnih vrsta poput kisikovih te dusikovih iona i spojeva koji imaju znacajan utjecaj
na karakteristike PAW-a. Za razliku od praznjenja u luku gdje se stvaraju dusikovi spojevi,
korona praznjenje dovodi do stvaranja ozona i vodikovog peroksida (Machala i sur., 2018).
Nastanak radikala ovisi i o primijenjenom polaritetu pa se tako negativnim korona praznjenjem

proizvedu viSe koncentracije OH i H,O, (Nani i sur., 2018).



2.4. UTIECAJ PLAZME NA INAKTIVACIJU MIKROORGANIZAMA

Tretman plazmom mozZze efektivno inaktivirati Sirok spektar patogenih i drugih
mikroorganizama koji kontaminiraju prehrambene, ali i neprehrambene proizvode. Efikasnost
tretmana ovisi o nizu ¢imbenika kao Sto su: povrsina tretiranog materijala, vrijeme tretiranja,
sastav plina i sam uredaj plazme. Kod tekucih uzoraka bitna su i svojstva otapala koja mogu

pridonijeti inaktivaciji.

Kemijski sastav plazme sastoji se od slobodnih radikala i radijacija izazvanih djelovanjem UV i
vidljivog dijela spektra. Posljedica uniStenja mikroba pomocu UV zracenja je isparavanje
pojedinih komponenti spora i njihova adsorpcija na povrsinu zbog velikog afiniteta istih prema
slobodnim radikalima (Philip i sur., 2002).

Potencijalna uporaba PAW i tekucina raste u razli¢itim primjenama. Kemijska svojstva i ucinci
PAW uvelike ovise o koriStenim plazma izvorima i rezimima praznjenja te njihovoj interakciji s
vodom. Komponente PAW i niski pH imaju dokazane sinergisticke antimikrobne ucinke protiv
bakterija, biofilma, kvasaca i drugih mikroorganizama. Glavni kontaminanti namirnica su
mikroorganizmi. Narusavaju kvalitetu namirnice te izazivaju brojna oboljenja kod ljudi. Utjecaj
plazme na mikroorganizme ocituje se preko generiranih iona i nastalih stanicnih interakcija
nakon same primjene pa se tretmanom plazmom moze efektivno inaktivirati Sirok spektar
mikroorganizama. Reaktivhe vrste nastale generiranjem plazme stvaraju oksidacijski efekt na
vanjskoj povrsini stanice mikroba. Takoder, dovode do rekombinacije DNA mikroorganizama
Sto onemogucuje daljnju replikaciju (Roya i sur., 2014). Tijekom generiranja plazme u
tekucinama, dolazi do stvaranja hidroksilnih radikala koji u kontaktu s obliznjim organskim
molekulama razaraju DNA, stanicne membrane i druge komponente stanice prilikom ¢ega

dolazi do veceg ostecenja (oko 90%) ili potpune inaktivacije.

2.5. PRIMJENA HLADNE PLAZME U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Tretmani koji se primjenjuju kako bi se osigurala mikrobioloska sigurnost hrane odabiru se s
ciliem minimiziranja moguéih promjena nutritivnih i organoleptickih karakteristika (Manas i
Pagan, 2005). Escherichia col, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria



monocytogenes i Enterococcus faecalis samo su neki od patogena koji se prenose hranom i

koji uzrokuju teske bolesti ukoliko se konzumira kontaminirana namirnica.

Tehnologija hladne plazme nudi novi netermicki pristup za smanjenje mikrobne populacije na
povrsini sirovine ili svjeze hrane i materijala za pakiranje bez negativnog utjecaja na senzorska
svojstva istih. Sve se viSe govori i o utjecaju netermicke plazme na inaktivaciju

mikroorganizama na povrSinama abiotskih materijala poput sintetskih membrana ili stakla.

Obrada hladnom plazmom koristi se za povrsinsku sterilizaciju namirnica poput mlijecnih
proizvoda, mesa, voca i povréa kao i za borbu protiv formiranja biofilma. Tehnologija plazme
primjenjuje se za selektivhu modifikaciju strukture proteina te zbog toga ima potencijalnu
primjenu u mljekarskoj industriji. Dokazano je da je kratkim tretiranjem sirovog mlijeka
kontaminiranog s £.colimoguca njena redukcija oko 54% (Gurol i sur., 2012). Mesni proizvodi
te voce i povrée takoder se sve viSe obraduju plazmom Sto im produljuje vijek trajanja jer
dolazi do smanjenja mikrobne populacije na povrsini proizvoda. Primjenom hladne plazme na
svjezim jagodama uoceno je smanjenje prisutnosti plijesni i kvasaca za 44-95% (Misra i sur.,
2014). Takoder koristi se i za dekontaminaciju ambalaze jer omogucuje brzu i sigurnu

sterilizaciju bez promjena na povrsini i Stetnih utjecaja na materijal.

Ucinak PAW-a na brzinu rasta biljaka ispitan je eksperimentalno za primjenu u sustavima
uzgoja biljaka. Znanstvenici su u istrazivanju utjecaja PAW na rast biljke koristili Spinat,
rotkvicu i jagode, tretirali jestive dijelove biljaka te uodili veci porast biljaka u visinu.
Koncentracija nitratnog dusika koja je nastala u PAW-u znacajno je pridonijela poboljSanju
brzine rasta (Takahata i sur., 2014). JoS jedan od primjera koriStenja PAW-a u prehrambenoj
industriji (tretiranje voca) je tretiranje Kineskih bobica. Provodenjem eksperimenta na
Kineskim bobicama istrazivani su ucinci PAW-a na propadanje ploda, mikrobiolosko
opterecenje te kakvocu. Eksperimentalni podaci pokazali su da tretmani PAW-om mogu
smanijiti raspadanje voca i do 50%. Osim toga, voce tretirano PAW-om pokazalo je i puno vecu
¢vrsto¢u u odnosu na ono netretirano (Ma i sur., 2016). Prisutnost reaktivnih dusikovih vrsta
u plazma aktiviranoj vodi omogucuje potencijalnu primjenu i u poljoprivredi. PAW se takoder
moze koristiti kao gnojivo za usjeve, za povecanje biljnog rasta kao i za poboljSanje klijavosti

sjemena ovisno o vrsti i stanju sjemena te ekoloskim ¢imbenicima (Thirumdas i sur., 2018).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

3.1.1.

MATERIJALI I METODE

Kemikalije
Titan reagens (Sigma Aldrich, CAS: 13463-67-7)
Sumporna kiselina
Reagensi NOs3-1 i NOs-2 (Merck KGaA 64271)
Reagens NO-1 (Merck KGaA 64271)

Uzorak

Destilirana voda

Pribor i aparatura
Staklene Case
Epruvete
Kivete
Pipetman

Nastavci za pipetman

Infracrveni termometar (PCEC-777, PCE Instruments, SAD)
pH metar (HANNA instruments, Woonsocket, RI, SAD, elektroda HI11310)
Digitalni konduktometar (HANNA instruments, Woonsocket, RI, SAD, elektroda

HI763100)

Spektrofotometar (SECOMAM UviLine 9400 Spectrophotometer, Secomam Groupe

Aqualabo, France)

Spektrofotometar (Spectroquant Prove 300, Manufactured for Merck KGaA, D-

64293 Darmstadt, Germany)

Pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK)



3.1.4. Izvor plazme

Postoje razli¢ite izvedbe praznjenja plazme, a glavni primjeri su praznjenje u plinskoj i
praznjenje u tekucoj fazi. Generiranje plazme u tekucini odvija se u generatoru koji se sastoji
od dviju elektroda od kojih je jedna uronjena u tekucinu, a drugom se vrSi dobava elektricne
energije. Tijekom naSe analize, za generiranje plazme koristen je pulsni visokonaponski
generator (Spellman, UK). Strujni krug ima 2 elektrolitska kondenzatora kapaciteta 0,75 nF,
visokonaponsko napajanje, serijski spojene otpornike od ukupno 9,5 MQ i rotiraju¢u sklopku,
odnosno komoru spojenu na elektromotor s regulatorom frekvencije te kontrolnu jedinicu
napajanja. Eksperiment se provodio pri tri razlicite frekvencije: 60 Hz, 90 Hz i 120 Hz. KoriSten
je plazma reaktor s kombiniranim praznjenjem. Volumen reaktora je 300 mL, a na vrhu se
nalazi gumeni Cep s prilagodenim otvorom za elektrodu uzemljenja. S donje strane reaktora
nalazi se iglicna visokonaponska elektroda od nehrdajuceg Celika (Microlance TM 3,81 cm) koja

sluZi za upuhivanje odredenog plina (kisik, argon).

3.1.5. Obrada uzorka hibridnom plazmom

Hibridna plazma je po svojoj izvedbi kombinacija plinskog i tekucinskog plazma praznjenja
(slika 3 i 4). Iglicna visokonaponska elektroda uronjena je u tretiranu otopinu. Kroz nju se
upuhivao radni plin te se time omogucavalo i mijeSanje uzorka. Tretiran je volumen destilirane
vode (uzorak) 100 mL pri 5 i 10 minuta, frekvencijama (60 Hz, 90 Hz, 120 Hz) te plinovima
(kisiku i argonu). Prije samog tretmana izmjerena je temperatura, pH i elektricna provodljivost
destilirane vode. Nakon tretmana, mijerila se i koncentracija vodikova peroksida (H.0.),
nitritnih iona (NO") i nitratnih iona (NO3") te nitratnog (NOs-N) i nitritnog (NO,-N) dusika.



Slika 3. Hibridna plazma (viastita slika)

Elektroda uzemljenja

Cep reaktora

Izboj plazme

100 mL uzorka

/

Visok k
NN

Slika 4. Shema izvedbe hibridne plazme (viastita shema)
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3.2. ODREDIVANIE FIZIKALNO-KEMIJSKIH PARAMETARA

3.2.1. Odredivanje temperature

Direktnim pozicioniranjem digitalnog infracrvenog termometra (InfraRed Tehrmometer, PCE-
777, PCE Instruments, SAD) iznad uzorka, izmjerena je temperatura destilirane i plazma

aktivirane vode. Temperatura je oCitana na zaslonu termometra.

3.2.2. Odredivanje pH vrijednosti

Mijerenje pH vrijednosti provedeno je pomocu digitalnog pH metra (HANNA instruments,
Woonsocket, RI, SAD, elektroda HI11310). pH vrijednost izmjerena je prije i nakon tretiranja

uzorka.

3.2.3. Odredivanje elektri¢ne provodljivosti

Elektricna provodljivost netretirane i 10 min plazmom tretirane vode odredena je
konduktometrom (HANNA instruments, Woonsocket, RI, SAD, elektroda HI763100). Mjerenje

je provedeno uranjanjem elektrode u uzorak te ocitanjem vrijednosti nakon stabilizacije.

3.2.4. Odredivanje koncentracije vodikovog peroksida

Nakon tretiranja destilirane vode hibridnom plazmom odredivala se koncentracija vodikovog
peroksida. Uzorak za mjerenje sastojao se od 1 mL Titan reagensa (Sigma Aldrich, CAS: 13463-
67-7) i 2 mL tretirane vode. Apsorbancija navedenog uzorka mijerila se pomocu ESR
spektrofotometra pri 410 nm te se na temelju bazdarnog dijagrama ocitala koncentracija

vodikovog peroksida (slika 5).
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Slika 5. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji vodikovog peroksida

3.2.5. Odredivanje koncentracije nitrata i nitrita

Koncentracije nitrata i nitrita te dusika u nitratnim i nitritnim ionima odredivane su takoder

spektrofotometrijski. Za analizu je koristen spektrofotometar (Spectroquant Prove 300).

Mijerenje je provodeno prema MQuant™ Nitrate Test (mjerno podrucje 0,89-88,50 mgL* NOs
i 0,20-20,00 mgL* NOs-N). Prije mjerenja nitrata u pripremljen je uzorak dodan reagens NOs-
1i 5 mL NOs-2 te 1,5 mL tretiranog uzorka. Nitratni ioni reagiraju s derivatom benzojeve
kiseline i dolazi do crvenog obojenja, odnosno stvara se crveni nitro spoj. Uzorci su ovisno o

obojenju razrjedivani 5 do 10 puta.

Za mjerenje nitrita koriSteno je 5 mL tretiranog uzorka te reagens NO,-1. Nitritni ioni reagiraju
sa sulfanilnom kiselinom te stvaraju diazonijevu sol koja onda reagira s N-(1-naftil)
etilendiamin dihidrokloridom i nastaje crveno-ljubi¢asta boja. Ovo mjerenje provodeno je
prema MQuant™ Nitrite test (mjerno podrucje 0,007-3,28 mgL* NOy i 0,002-1,00 mgL* NO,-
N).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. REZULTATI

Osnovni cilj ovog rada bio je proizvesti te okarakterizirati plazma aktiviranu vodu (PAW)
dobivenu primjenom kombiniranog visokonaponskog plazma praznjenja ionizacijom dvaju
plinova, kisika i argona. Tijekom provodenja eksperimenta odredivani su fizikalno-kemijski
parametri (temperatura, pH, elektricna provodljivost i koncentracije slobodnih radikala) u
dobivenim uzorcima. Netretirana destilirana voda imala je pH=7,11, el. provodljivost 2,65
pScm™ i T=19,5°C.

Rezultati analize prikazani su tablicama 1-2 te graficki slikama 6-13.

Tablica 1. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara (temperatura, pH, el. provodljivost) tretiranog
uzorka hibridnom plazmom uz radni plin kisik pri 60, 90 i 120 Hz

PLIN FREKVENCIJA | VRIJEME | TEMPERATURA pH EL.
(Hz) (min) (°C) PROVODLIJIVOST
(uScm™?)
60 5 31,0 / /
10 40,0 2,50 118,30
90 5 35,5 / /
KISIK 10 46,0 2,54 129,20
120 5 34,3 / /
10 45,2 2,52 212,10
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Tablica 2. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara (temperatura, pH, el. provodljivost) tretiranog
uzorka hibridnom plazmom uz radni plin argon pri 60, 90 i 120 Hz

PLIN FREKVENCIJA | VRIJEME | TEMPERATURA | pH EL.
(Hz) (min) (°C) PROVODLIJIVOST
(pScm™)
60 5 31,7 / /
10 42,8 2,60 220,70
90 5 34,1 / /
ARGON 10 43,2 2,57 200,30
120 5 35,7 / /
10 46,2 2,60 217,00

KISIK-5 min ~ mKISIK-10 min ARGON-5min  ®ARGON-10 min
25,25
19,40

13,80
12,53

10,66 10,84 11,69
6,75 7,05
6,51 5,42 I I 6,39
60 90 120

Frekvencija (Hz)

Koncentracija (mg/L)

Slika 6. Prikaz ovisnosti koncentracije vodikovog peroksida o frekvenciji plazma tretmana za

oba koristena plina
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20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Koncentracija (mg/L)

60 90 120
NO3 8,90 12,40 18,30
NO3-N 2,00 2,80 4,10
NO2 0,67 0,38 3,80
NO2-N 0,20 0,12 1,20

Frekvencija (Hz)

Slika 7. Prikaz ovisnosti koncentracije nitrata i nitrita o frekvenciji nakon 5 minuta tretiranja
kisikom

N
(2]
o
o

’

20,00
15,00

10,00

Koncentracija (mg/L)

5,00
0,00
60 90 120
NO3 29,90 23,10 39,40
NO3-N 6,80 5,20 8,90
NO2 1,84 0,33 1,44
NO2-N 0,56 0,10 0,44
Frekvencija (Hz)

Slika 8. Prikaz ovisnosti koncentracije nitrata i nitrita o frekvenciji nakon 10 minuta tretiranja
kisikom
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mNO3 18,10
m NO3-N 4,10
mNO2 0,04
" NO2-N 0,01

Slika 9. Prikaz ovisnosti koncentracije nitrata i nitrita o frekvenciji nakon 5 minuta tretiranja

argonom

Koncentracija (mg/L)
g

60

mNO3 37,10
B NO3-N 8,40
mNO2 0,36

NO2-N 0,11

Slika 10. Prikaz ovisnosti koncentracije nitrata i nitrita o frekvenciji nakon 10 minuta

tretiranja argonom

H_
90
14,90
3,40
0,69

0,21
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H_
90
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1,08
0,33
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Slika 11. Prikaz ovisnosti koncentracije vodikovog peroksida o vremenu tretiranja pri 60 Hz
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Slika 12. Prikaz ovisnosti koncentracije vodikovog peroksida o vremenu tretiranja pri 90 Hz
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vrijeme (min)

Slika 13. Prikaz ovisnosti koncentracije vodikovog peroksida o vremenu tretiranja pri 120 Hz

4.2. RASPRAVA

4.2.1. Utjecaj radnog plina kisika na fizikalno-kemijske parametre dobivene
PAW

Fizikalno-kemijski parametri mjereni su prije tretmana te nakon 5, odnosno 10
minuta tretiranja plazmom. Povecanjem frekvencije vidljiv je znacajan porast temperature
uzorka. Najvisa izmjerena temperatura nakon 10 minuta tretmana pri 90 Hz iznosila je 46°C
Sto odgovara porastu temperature od 26,5°C. Najveci pad pH vrijednosti zabiljezen je nakon
10 minuta pri 60 Hz gdje je pH iznosio 2,50. Najveci porast elektricne provodljivosti izmjeren
je pri 120 Hz 212,10 pScm. Bududi da je uzorak bio tretiran kisikom, doslo je do produkcije
vodikovog peroksida, a najveca izmjerena koncentracija je 25,25 mgL. Sto se ti¢e dusikovih
reaktivnih vrsta, najveca koncentracija nitrita izmjerena je nakon 5 minuta pri 120 Hz 3,80
mgL? NO; i 1,20 mgL* NO»-N, a nitrata nakon 10 minuta pri 120 Hz 39,40 mgL* NOs i 8,90
mgL* NOs-N.
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Iz tablice 1. vidljivo je da vrijednosti temperature ovise o vremenu tretiranja. Mjerenjem
temperature nakon samo 5 minuta, izmjerene su nize vrijednosti od onih izmjerenih nakon 10
minuta. Porast temperature u vremenu je linearan, medutim ne i prema porastu frekvencija
jer su pri 90 Hz izmjerene vise vrijednosti u odnosu na 120 Hz. Povecanjem temperature dolazi
do povecanja ukupne kineticke energije elektrona Sto posljedicno povecava broj sudara u
samom plinu. Kod svih je tretmana zamijecen znacajan pad pH vrijednosti u kiselo podrucje
(<3). Povedanjem vremena tretiranja, smanjuje se i pH PAW zbog stvaranja jakih kiselina.
Osim reakcija koje ukljucuju organske vrste u vodi i antimikrobne ucinke, stvaranje HNO,/HNOs
tijekom tretmana plazmom smanjuje pH vrijednost (Graves i sur., 2018). Smanjenje pH i
stvaranje kiselih spojeva u PAW-u moze varirati od reaktora do reaktora (Bruggeman i Leys,
2009) te ovisi o plinu za punjenje koji se koristi za stvaranje plazme (Tian i sur., 2015).
Elektri¢na provodljivost raste proporcionalno s porastom frekvencije jer dolazi do poveéanog
broja nabijenih Cestica i slobodnih iona u tekucini. Takoder, povecanje elektricne provodljivosti

moZe se pripisati i H3O* ionima (Thirumdas i sur., 2018).

Udio slobodnih radikala mjeren je spektrofotometrijski pri 410 nm nakon 5 i 10 minuta
tretiranja, a dobivene vrijednosti apsorbancija uvrstene su u jednadzbu bazdarnog pravca
(slika 5) iz koje su dobivene koncentracije vodikovog peroksida izrazene mgL™. Glavni produkt
koji nastaje djelovanjem plazme u vodi je hidroksilni radikal (OH*), a rekombinacijom OH-
radikala nastaje vodikov peroksid (H.0;). Njegova koncentracija ovisi 0 vremenu tretiranja, ali
ne raste proporcionalno s porastom frekvencije. Osim kisikovih, nastaju i dusikove reaktivne
vrste. Reakcijom disociranog N, i O, formiraju se dusSikovi oksidi (NOy) Cijim otapanjem u
plazmom tretiranoj vodi nastaju nitrati i nitriti (Lukes i sur., 2014). Koncentracije H,0,, NO;" te
NOs" ovisne su o pH vrijednostima. Smanjenje pH vrijednosti uglavnom je posljedica prisutnosti
NOs, a prisutnost NO, i H,02 vazna je jer Ce ti spojevi reagirati u uvjetima niskog pH te stvoriti
peroksinitritnu kiselinu. Mala koncentracija nitrita, koji u kiselim uvjetima reagira s vodikovim
peroksidom, utjee na stabilnost tretirane vode. Na slikama 6 i 7 nalazi se graficki prikaz
koncentracija nitrata i nitrita, odnosno njihovih iona (NOs", NO>") te koncentracije dusika unutar
tih iona (NOs-N, NO.-N). Na temelju dobivenih rezultata moZzemo zakljuciti da dusik cini oko
22% nitratnog iona, odnosno koncentracije nitratnog iona su gotovo 4 puta veée od
koncentracija nitratnog dusika. Povecanje vremena tretiranja uzorka takoder pridonosi
povecanju koncentracija dusikovih spojeva. U nasem slucaju, koncentracije nitratnih iona te

njihovih dusika vece su 2 do 3 puta nakon 10 minuta tretiranja.
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4.2.2. Utjecaj radnog plina argona na fizikalno-kemijske parametre dobivene
PAW

Usporedujuci rezultate dobivene upuhivanjem kisika i argona, vidljive su manje
razlike izmjerenih vrijednosti. NajviSa temperatura izmjerena je nakon 10 minuta tretmana pri
120 Hz, a iznosila je 46,2°C. Najveci pad pH pri 90 Hz iznosi -4,54, a najveéa elektri¢na
provodljivost od 220,70 uScm izmjerena je pri 60 Hz. Najmanja koncentracija vodikovog
peroksida bila je pri 5,42 mgL?, a najveéa 11,69 mgL. Nitriti su u najvecoj koncentraciji
previadavali pri 90 Hz, a nitrati pri 60 Hz. Nakon 10 minuta pri 90 Hz izmjereno je 1,08 mgL™!
NO: i 0,33mgL* NO,-N, dok su nitrati bili u najveéim koncentracijama pri 60 Hz 37,10 mgL™
NOs i 8,40 mgL* NOs-N.

Za razliku od uzoraka tretiranih kisikom, kod uzoraka tretiranih argonom temperatura linearno
raste povecanjem vremena, ali i povec¢anjem vrijednosti frekvencije. pH vrijednost jednaka je
pri 60 i 120 Hz, a najmanja vrijednost i najveci pad izmjeren je pri 90 Hz. Elektri¢na
provodljivost je obrnuto proporcionalna frekvenciji, odnosno povecanjem frekvencije ona se
smanjuje. Za razliku od kisika gdje je najveca vrijednost odredena pri 120 Hz, kod argona je

najveca vrijednost izmjerena pri 60 Hz i iznosi 220,70 uScm'.

Ovisno o radnom plinu tijekom tretmana destilirane vode plinskom plazmom na mjestu
kontakta plazme i tekucine formiraju se ROS i RNS vrste koje se otapaju u vodi i doprinose
povecanju provodljivosti PAW. Prilikom tretmana gdje se kao radni plin koristio argon
izmjerene su nize koncentracije vodikovog peroksida. Najveca koncentracija H,O; bila je 11,69
mgL™!, odnosno dva puta manja od najvece izmjerene vrijednosti upuhivanjem kisika. Takoder,
dusSikove vrste u plazma tretiranoj vodi uz upuhivanje argona zastupliene su u nizim
koncentracijama nego uz upuhivanje kisika. Izmjerene koncentracije nitrita te nitritnog dusika
mnogo su manje od koncentracija nitrata i nitratnog dusika. Nakon 5 minuta pri 60 Hz
izmjereno je svega 0,04 mgL! NO, te 0,01 mgL* NO»-N, odnosno udio dusika u nitrithom ionu
je 25%. Formirani dusSikovi radikali NO* i NO,* posjeduju jaka stanicna toksi¢na svojstva i
smatraju se glavnim uzrocima citotoksicnih ucinaka nitrita u kiselim uvjetima (Lukes i sur.,
2014). Nastajanje nitrata iz reakcije izmedu nitrita i vodikovog peroksida tijekom praznjenja

moze dovesti do smanjenja koncentracije vodikovog peroksida (Burlica i sur., 2010).

U kiselim uvjetima H.0; je prisutan u nizim koncentracijama (Lukes i sur., 2014) te zajedno sa
superoksidnim anionom pridonosi najvaznijem dijelu oksidacijskih svojstava PAW-a (Shainsky
i sur., 2010). Nakon tretmana hibridnom plazmom s kisikom zabiljeZzen je najmanji pad pH

vrijednosti te ujedno i najveca koncentracija H.O. (25,25 mgL?). Najmanja koncentracija

20



vodikovog peroksida izmjerena je nakon 5 minuta pri 60 Hz uz upuhivanje argona (5,42 mgL
1). Osim pH vrijednosti, bitno je i vrijeme tretiranja. Povecanje koncentracije vodikovog
peroksida proporcionalno je poveéanju vremena provodenja tretmana. Rezultati su mjereni
nakon 5 i 10 minuta te se u tom vremenskom intervalu koncentracija vodikovog peroksida
gotovo dvostruko povecala.

Tijekom istog tretmana veceg uzorka vode od 500 mL tretiranog 10 i 20 minuta, pri 120 Hz
proizvedena je najveca koncentracija H,O.. Koncentracija H.O, nakon plazma tretmana s
kisikom i argonom nakon 10 minuta iznosila je 3,86 mgL* za kisik te 3 mgL™ za argon, dok je
nakon 20 minuta tretmana bila 8,86 mgL™* za kisik te 7,79 mgL* za argon (Grgi¢, 2018). U
nasem slucaju 100 mL uzorka tretirano je hibridnom plazmom te je nakon 10 minuta tretiranja
pri 120 Hz izmjereno 13,80 mgL* za kisik te 11,69 mgL* za argon. Na temelju dobivenih
vrijednosti mozemo zakljuciti da dobivene koncentracije ovise o volumenu tretiranog uzorka
kao i o vremenu provodenja tretmana, odnosno tretiranjem manjeg volumena uzorka dobivene

su vece koncentracije vodikovog peroksida.

Prisutnost vodikovog peroksida i radikalnih vrsta, ali i prisutno UV zracenje stvaraju uvjete koji
su povoljni za inaktivaciju virusa, kvasaca i bakterija. Poznato je da je optimalni pH za rast
organizama poput £.coli oko 7 pa mozemo reci da su nasim tretiranjem u kojem je doslo do
snizenja pH stvoreni nepovoljni uvjeti za rast bakterijskih stanica. Buduéi da su tretmanom
kisikom dobivene viSe koncentracije vodikovog peroksida, tako tretirana voda bolja je za
povrsinsku sterilizaciju te smanjenje mikrobne populacije na prehrambenim, ali i medicinskim
materijalima. Nakon tretmana kisikom dobivene su i viSe koncentracije dusikovih spojeva, a za
obogacivanje tla i poboljSavanje rasta biljaka vaznu ulogu imaju amonijak i nitrati koji su izvor
dusika. Na temelju rezultata dobivenih ovim eksperimentom mozemo zakljuciti da bi voda
tretirana argonom imala slabiju ucinkovitost kako u prehrambenoj tehnologiji tako i u

agronomiji.
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5. ZAKLJUCAK

Provedbom analize te obradom rezultata moze se zakljuditi sljedece:

e Fizikalno-kemijski parametri plazmom aktivirane vode (PAW) ovise o brojnim
¢imbenicima i mozemo zakljuciti da se mijenjaju ovisno o radnom plinu, vremenu
tretiranja te promjeni frekvencije.

e Do porasta temperature u plazma aktiviranoj vodi dolazi zbog prijenosa vibracijsko
translacijske energije Sto je uzrokovano veéim brojem sudara. Vrijeme tretiranja ima
znacajan utjecaj na temperaturu uzorka.

e Duljim tretiranjem uzorka nastaju vece koncentracije kisikovih i dusikovih reaktivnih
vrsta. Takoder, primjenom vece frekvencije dobivene su viSe koncentracije vodikovog
peroksida, nitrata i nitrita izrazene u mgL!. Koncentracije dusika unutar nitratnih i
nitritnih iona su 20-25% nize u odnosu na koncentracije iona.

e Tretiranjem uzorka uz upuhivanje kisika zabiljezena je najveca koncentracija vodikovog
peroksida, 25,25 mgL™. NajviSa temperatura, kao i najveci pad pH vrijednosti te najvisa
elektricna provodljivost zabiljeZene su tijekom tretiranja uzorka argonom, dok su
koncentracije nitrata i nitrita bile vece kod provedbe tretmana kisikom.

e Voda tretirana kisikom ima bolja svojstva i karakteristike te je ucinkovitija za primjenu

u prehrambenoj industriji.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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