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1. UvVOD

S ciliem smanjivanja potencijalnih rizika tijekom proizvodnje hrane te kako bi se
zadovoljila globalna potraznja za zdravstveno ispravnim i nutritivno vrijednim prehrambenim
proizvodima sve je veca potreba za inovativnim pristupima tijekom proizvodnje i prerade
istih. Primjenom netoplinskih tehnologija umanjuje se negativan toplinski u¢inak na nutritivni

profil namirnica.

Hladna plazma je netoplinska tehnologija koja je kemijski i ekoloski prihvatljiva. Na temelju
brojnih studija na temu antimikrobne aktivnosti plazme, odnosno primjene plinske plazme
izravno na namirnicu dokazana je maksimalna ucinkovitost plazme u pogledu mikrobne
inaktivacije (Thirumdas i sur., 2018). Primjenom plazma tretmana na Cistu vodu dogada se
aktivacija vode te se takva voda naziva plazmom aktivirana voda (PAW). PAW ima razlicit
kemijski sastav od vode te se takoder moze primjenjivati kao alternativna metoda za
dezinfekciju prehrambenih proizvoda. Kemijske komponente nastale u PAW-u i oksidacijski

stres izazvan PAW-om imaju glavnu ulogu tijekom sterilizacije i inaktivacije mikroorganizama.

Svoju je primjenu pronasla u prehrambenoj industriji u pogledu inaktivacije mikroorganizama
na razli¢itim supstratima uz odrzavanje senzorskih svojstava i oCuvanje svjezeg izgleda
namirnica te u pogledu inaktivacije endogenih enzima odgovornih za procese posmedivanja
(polifenoloksidaze i peroksidaze) (Thirumdas i sur., 2014). Osim u prehrambenoj industriji
plazmom aktivirana voda ima Siroki spektar djelovanja u biotehnologiji, poljoprivredi i
medicini. PAW omogucuje dezinfekciju ljudske koze, rana, korijenskih kanala u zubima itd.
Bududi da plazmom aktivirana voda ne ostecuje krute podloge, primjenjuje se za dezinfekciju
medicinskih instrumenata, povrsine i opreme (Kamgang-Youbi i sur., 2008). Na temelju toga
uspostavljena je nova "plazma medicina" koja se koristi kao terapija za smanjenje tumora te
kao terapija u lijeCenju infektivnih bolesti usne Supljine (Machala i Graves, 2017). Prisutnost
dusikovih spojeva u plazma aktiviranoj vodi omogucuje potencijalnu primjenu u poljoprivredi
kao gnojivo za usjeve, za povecanje biljnog rasta te poboljSanje klijavosti sjemena
(Thirumdas i sur., 2018). Takoder PAW se moZze koristiti kao dodatno antimikrobno sredstvo

u postupku pranja svjezeg voca i povréa (Andrasch i sur., 2017).

Svrha ovog rada bila je proizvesti PAW pri atmosferskim uvjetima primjenom
visokonaponskog plazma praznjenja u plinskoj fazi koriStenjem Cetiri radna plina te definirati

fizikalno-kemijske parametre plazmom aktivirane vode s obzirom na koristeni plin.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. HLADNA PLAZMA

Materija na Zemlji postoji u tri razliCite faze (plinovita, tekuca i kruta), ali ako se u
obzir uzme i svemir onda govorimo o Cetvrtom stanju tvari. Upravo je plazma Cetvrto stanje
tvari te ujedno najrasprostranjeniji oblik u svemiru. Tvari u stanju plazme emitiraju svjetlost

npr. zvijezde, munje ili suncevi bljeskovi.

Plazma se sastoji od elektricki nabijenih elektrona, iona, neutralnih atoma i molekula ¢ija su
gibanja opisana fizikalnim zakonima poznatima od kraja 19. stolje¢a. Sama rijec plazma znaci
tvorba ili oblikovanje, a pojam "plazma" prvi je puta upotrijebio Irvin Langmuir 1928. godine
u Clanku ,, Osdillations in Ionized Gases" u kojem je opisao plinove s odredenim stupnjem
ionizacije, odnosno opisao je pojavu elektricnog praznjenja (Langmuir, 1928). Mozemo reéi
da je plazma elektricki neutralna jer sadrzi jednak broj pozitivno i negativho nabijenih iona.
Medutim, sadrzZi slobodne nosioce naboja (elektroni, pozitivno i negativno nabijeni ioni) te je

radi toga elektricki vodljiva.

2.1.1. Kako nastaje plazma

Zagrijavanjem plina ili njegovim izlaganjem elektrichom polju moze se proizvesti
plazma. Stvaranje plazma polja ukljuCuje dovodenje odredene koli¢ine energije plinu u obliku
razliCitih vrsta zracenja. Primjenom toplinske energije, elektricnog polja, magnetskog polja,
radio i mikrovalnih frekvencija povecava se kineticka energija elektrona u plinu (Thirumdas i
sur., 2014). Pri ve¢im termalnim energijama atomi se u sudarim rastavljaju na negativno
nabijene elektrone i pozitivno nabijene ione (slika 2.). Elektricno polje prenosi energiju na
najpokretljivije nabijene Cestice elektrone. Rezultat toga je povecan broj sudara elektrona s
drugim cCesticama tijekom kojih se energija elektrona prenosi na njih. Time se povecava ili
smanjuje broj elektrona, nastaju radikali i zracenja razli¢itih valnih duljina. Ovisno o jacini
energije sudara ovisi pobuda atoma ili molekula, tj. prijelaz vezanog elektrona atoma u visu
atomsku orbitalu. Sudari mogu biti elasticni i neelasticni (Braithwaite, 2000). Kod elasti¢nih
sudara kineticka se energija ne mijenja, dok kod neelasti¢nih sudara elektroni gube energiju
koja se prenosi na Cestice s kojima se sudaraju. Veca energija sudara znadi i veca
vjerojatnost razdvajanja atoma koji ¢ine molekulu ili veca vjerojatnost izbacivanja elektrona
iz atoma tj. molekula. Energije pobude atoma iznose od minimalno 1,5 do 4-5 eV, a energije

ionizacije se kre¢u od 5-15 eV (Bardos i sur., 2010). Pobudeni atomi i molekule u takvom
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stanju zive kratko (nekoliko nanosekundi) te se vracaju u svoje osnovno pocetno stanje.
Nastali ioni i radikali (atomi kisika, vodika, OH) takoder zive kratko te se rekombiniraju
stvarajudi izvorne stabilne molekule (dvoatomska molekula kisika, vodika). Medutim, takvi se
radikali mogu vezati i s drugim ¢esticama u plazmi. Pozitivni ioni hvataju nedostatni elektron i

nastaju atomi u visoko pobudenom stanju. Glavni rezultat je emisija fotona tj. svjetlosti iz
plazme.

o IS \.\;{
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PLIN *  PLAZMA

Slika 1. Razlika izmedu plina i plazme (Brewer i Pankavich, 2011)

Za odrZavanje plina u stanju plazme potrebno je stalno dovoditi energiju cija kolicina i nacin
dovodenja mijenjaju svojstva plazme (MiloSevic, 2008).

2.1.2. Podjela plazme

Plazme je mogucée Kklasificirati prema energiji i gustoci nabijenih Cestica, prema

temperaturi i tlaku plina pri kojem plazma nastaje (Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009). Na slici 3.
prikazane su odredene vrste plazmi.

Magnetosfera pulsara
Fuzijau magnetskom
poljutokamak

Van Allenovi ‘
pojasi

Fuzijalaserima

Medugalasckn Sunceva Unutrasnjost

prostor ‘oronn ® Sunca
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il @
vietar ’ munje Bijeli

patuljci
Magnetosfera Laserska .

Zemije lonosfer: .
-Plamen  ablacija

Tigla

Temperatura (° C)

i ' Elektroniu
Plazmena metalu
igla

103 10° 1015 102! 1027 10%°

Gustoca elektrona (m2)

Slika 2. Razlicite vrste plazmi s obzirom na gustocu elektrona i temperaturu (Milosevic, 2008)
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Prema temperaturi pri kojoj nastaju plazme dijelimo na vruce i hladne plazme. Vruée se
plazme nalaze u stanju termodinamicke ravnoteze, odnosno temperatura svih Cestica
(elektrona, iona i neutralnih Cestica) je jednaka samo u nekim dijelovima plazme te se jo$
naziva LTE - local thermodynamic equilibrium plasma. Hladna plazma naziva se
netermalnom ili neravnoteznom plazmom (ron local thermodynamic equilibrium plasma) te
je kod nje temperatura elektrona visa od temperature iona i neutralnih Cestica. Svoju
primjenu je pronasla u prehrambenoj industriji,ali se i dalje ispituje njezin utjecaj na pojedine
supstrate. Zbog jednostavnosti i relativno niskih cijena uredaja smatra se nekom vrstom
"skromne tehnologije", odnosno "Stedljive inovacije" (Machala i Graves, 2017). Primjer
"Stedljive plazme" je plazma aktivirana voda o kojoj e biti rije¢ u nekom od sljedecih

poglavlja.

Prema radnom tlaku plazme dijelimo na niskotlacne i atmosferske plazme (Rahman i sur.,
2014).

2.2. PLINSKA PLAZMA

S obzirom na tlak u plazmi plinska se plazma moze klasificirati na vruci i hladnu plazmu.
Visoki tlak plina podrazumijeva velik broj sudara u plazmi dok niski tlak rezultira nekolicinom
sudara (Bogaerts i sur., 2002). Posliedica toga su razliCite temperature plazme zbog
neucinkovitog prijenosa energije. Niskotlacne plazme su hladne ili ne-LTE ravnotezne plazme
i koriste se gdje toplina nije pozeljna. Temperatura tezih Cestica je niza od temperature
elektrona koji se lako ubrzavaju primjenom elektromagnetskog polja. Neelasti¢ni sudari
izmedu elektrona i tezih Cestica su pobudujuéi. Porastom tlaka broj sudara se povecava te
preko elasti¢nih sudara dolazi do zagrijavanja Cestica. VisokotlaCne plazme su vruce plazme
ili LTE plazme koje se obi¢no primjenjuju gdje je potrebna toplina kao Sto su rezanje i

zavarivanje (Bogaerts i sur., 2002).
Plinska plazma se moze generirati mijenjanjem nekoliko parametara (Bogaerst i sur., 2002):

a) Radni plin

b) Tlak

c) Elektromagnetsko polje

d) Konfiguracija reaktora

e) Trenutno ponasanje (npr. pulsiranje)



Za iniciranje praznjenja mora postojati napon izmedu dvije elektrode. Kada se primijeni
dovoljno velika razlika potencijala izmedu dvije elektrode smjesStene u reaktoru ispunjenom
plinom dolazi do elektricnog raspada plina. Elektricni raspad ovisi o vrijednosti P x d pri
cemu je P tlak, a d razmak izmedu elektroda. Ovaj proces je popracen svjetlosnim bljescima
i zvukovima. Potencijalna razlika i elektricno polje ubrzavaju elektrone koji se sudaraju s
atomima plina pri ¢emu nastaju novi elektroni. Pri tome su najvazniji neelasticni sudari
odgovorni za karakteristicni iscjedak, tj. "sjaj" plazme. Zbog povecanja snhage elektrinog
polja povecava se i kolizijska ionizacija koja je glavni mehanizam raspada. Time nastaju
nezavisni elektron valovi sve dok u prostoru izmedu dvije elektrode ne dode do pojave
plazme (Tendero i sur., 2006).

Ovisno o vrsti ispusnog plina (argon, helij, kisik, dusik, zrak ili njihova smjesa), reaktivne
vrste kisika i duSika nastaju u razliCitim koncentracijama u plazmi ili u plazma-tekucina
kontaktnoj zoni (Vlad i Anghel, 2017). Frekvencija primijenjenog elektricnog polja utjece na
ponasanje elektrona i iona (Tendero i sur., 2006). Prolaz elektricne struje kroz ionizirani plin
dovodi do plinovitog praznjenja. Izvori plinske plazme klasificirani su s obzirom na nacin
pobude: istosmjerna struja (DC) i niskofrekventna praznjenja, radio-frekventne plazme (RF) i
mikrovalna praznjenja (MW) (Tendero i sur., 2006). Plazme pobudene mikrovalnom snagom
su mikrovalno inducirane plazme. Izvor radio-frekventne plazme moze biti struja visoke ili

niske snage, Sto utjee na njezina svojstva i primjenu (Tendero i sur., 2006).

Ovisno o dizajnu, praznjenja mogu biti kontinuirana i pulsiraju¢a pri ¢emu kod pulsirajuceg
nacina rada razlikujemo korona praznjenje (eng. corona discharge) i praznjenje izolatorske
pregrade (eng. dielectric barrier discharge — DBD) koje je razvijeno zbog nedostataka korona
praznjenja.

Uredaj za korona praznjenje sastoji se od katodne igle i anodne ploce te se koristi pulsirajuci
izvor napajanja istosmjerne struje. Naj¢eS¢a konfiguracija elektroda jest igla smjestena
nasuprot plosnatoj elektrodi (tocka — plo¢a geometrija) pri ¢emu je tockasta elektroda
visokonaponska, a plocasta je uzemljenje. U tekuéinu moze biti uronjena visokonaponska
elektroda ili ploCasta elektroda. Npr. ukoliko je samo jedna elektroda uronjena u tekucinu
onda govorimo o praznjenju u plinskoj fazi s tekucinskom elektrodom. Ako se na iglu
primijeni elektricno polje visokog intenziteta tada dolazi do ubrzavanja slobodnih elektroda.
Tako ubrzani elektroni ulaze u neelastiCne sudare s molekulama okoline Sto rezultira
ionizacijom atoma ili molekula pri ¢emu nastaju slobodni elektroni koji ovaj postupak mogu

ponoviti. Na taj se nacin inicira elektric¢ni izboj (engl. streamer).



Medu tipovima elektri¢nih ispustanja najcesée se ispituje pulsirajuce korona praznjenje koje
je jedno od najboljih nacina produkcije hladne atmosferske plazme te jedna od

najperspektivnijih metoda za procis¢avanje vode.

2.3. PLAZMA U TEKUCINAMA

Mehanizam nastajanja plazme u tekucini je objasnjen sa dvije glavne teorije: teorija
mjehuri¢a i teorija direktne ionizacije (Gasanova, 2013). Teorija mjehurica se odnosi na
c¢injenicu da tekuéina sadrzi veliki broj mikro-mjehurica te da se elektricno praznjenje odvija
u njima. Mikro-mjehuriéi su u obliku otopljenih plinova ili necistoca. Nasuprot tome, teorija
direktne ionizacije nema potrebu za mjehuri¢ima ve¢ dolazi do direktne ionizacije atoma i

molekula u tekudini.

Neposrednim dodirom vode s iscjetkom plazme dolazi do disocijacije molekule vode te do

nastanka reaktivnih vrsta (Hwang i sur., 2017).

S obzirom na konfiguracije elektroda, elektricna praznjenja u tekuéinama se dijele na

(Bruggeman i Leys, 2009):

1) Izravna praznjenja u tekucoj fazi
2) Praznjenja u plinskoj fazi sa tekucom elektrodom (elektrodama)

3) Praznjenja u mjehuri¢ima u tekudcini

Tijekom izravnog praznjenja u tekucini zbog sudara s visokoenergetskim elektronima dolazi
do disocijacije i ionizacije molekula vode pri ¢emu nastaju kisikovi, vodikovi i hidroksilni
radikali te nastaje vodikov peroksid i ozon. Elektricnim praznjenjem u vodi mogu se
inaktivirati mikroorganizmi te se mogu razgraditi organske tvari, npr. toluen, fenol, benzen
itd. U slucaju praznjenja u plinskoj fazi dusik se moze oksidirati u nitrat te otopiti u vodi kao
dusicna kiselina. Takoder, N,O je detektiran u uzorku vode tretiranom korona praznjenjem.
Moze se zakljuciti da su nitrati kao produkti praznjenja u plinskoj fazi prisutni u manjim, ali

detektibilnim koncentracijama (Malik i sur., 2001).

Na elektricno praznjenje u tekuéini vazan utjecaj imaju oblik, raspored i udaljenost izmedu
elektroda, hrapavost njihove povrSine, necistoée prisutne u tekuéini te elektricna
provodljivost. Provodljivost vode ima vaznu ulogu na korona praznjenje i na stvaranje

kemijski aktivnih vrsta. U deioniziranoj vodi praznjenje je relativno slabo. Odredena



koncentracija iona povecava provodljivost Sto rezultira snaznijim praznjenjem, duzim

elektricnim izbojima te povedanim stvaranjem kemijski aktivnih vrsta (Malik i sur., 2001).

Praznjenje u plinskoj fazi troSi manje energije od elektricnog praznjenja u vodi. Nastali ioni i
slobodni radikali proizvedeni u plinu mogu lako u¢i u vodu i oksidirati necistoce prisutne u
nekom vodenom sustavu. Elektricno praznjenje u vodi cine jednostavniji sustavi koji
proizvode kemijski aktivne vrste u vodi koje mogu izravno utjecati na prisutne onecis¢ujuce
tvari.

Elektricna praznjenja se obi¢no povezuju s jakim elektricnim poljima, Sok valovima, UV
zraCenjem, Os, H,O, pri ¢emu svaki od njih moze inaktivirati mikroorganizme. Kombinacija
spojeva nastalih elektricnim praznjenjem moze stvoriti sterilizacijski medij koji se primjenjuje
u prehrambenoj industriji za uniStenje mikroorganizma pri ¢emu ¢e hranjiva vrijednost neke

namirnice ostati nepromijenjena (Malik i sur., 2001).

2.4. PLAZMOM AKTIVIRANA VODA (PAW)

Voda nastala elektricnim praznjenjem je plazmom aktivirana voda koja je zbog svojih
svojstava ucinkovita u ocuvanju i sigurnosti hrane. Ovisno o vrsti praznjenja, njegovoj
energiji i kemijskom sastavu plinovite i teku¢e faze mogu se formirati brojne primarne i
sekundarne kemijske vrste koje svojim otapanjem u vodi iniciraju kemijske procese.
Praznjenjem nastaju udarni valovi, UV svjetlo O, OH, H*, H,0,, nitrati, nitriti, peroksinitriti.
Plazma aktivirana voda uobicajeno ima pH u rasponu od 0 do 7 i oksido-redukcijski potencijal
od 200 do 800 mV (Pemen i sur., 2016). Proizvodnja plazma aktivirane vode moguéa je
primjenom zraka, struje i vode bez drugih kemikalija te je to ujedno i njezina prednost
(Pemen i sur.,, 2016). Medutim, kada se koriste plazma uredaji koji stvaraju velike
koncentracije antimikrobnih, ali i potencijalno toksi¢nih spojeva (Os ili NO,) javljaju se
sigurnosni problemi jer dugotrajnom izlozenosti javljaju se Stetni ucinci na zdravlje (Machala i
Graves, 2017).

Antimikrobna svojstva PAW-a pripisuju se sinergistickom ucinku niskog pH, H,0, i
nitrita/nitrata. Tocan mehanizam i doprinos tih vrsta jos uvijek nije u potpunosti razumljiv.
Bioloski ucinci PAW-a rezultat su kompleksnih reakcija do kojih dolazi na sucelju plina i
tekucine te reakcija u samoj tekudini (Lukes i sur., 2014). Na sucelju plinovite i tekuce faze

praznjenjem se formiraju prolazne vrste poput OH:, NO, i NO- te dugotrajne kemijske vrste



kao $to su 03, H,0,, NO i NO% Nitrati i nitriti u plazmom tretiranoj vodi nastaju otapanjem
dusikovih oksida nastalih u plinovitoj fazi reakcijom disociranog N, i O,. Rekombinacijom OH-
radikala u PAW-u nastaje vodikov peroksid prema reakciji (1) OH- + OH- — H,0, (Lukes i
sur., 2014). Stvarne koncentracije H.0,, NO2 i NO™ ovise o pH vrijednosti tretirane vode. U
kiselim uvjetima NO i H,0, su prisutni u nizim koncentracijama dok za NO™ vrijedi suprotno.
U razdoblju nakon ispustanja, pri niskom pH, koncentracije H,0, i nitrita se smanjuju, a
nitrata povecavaju te pri viSem pH koncentracije NO? i H,O, ostaju nepromijenjene (Lukes i
sur., 2014). Buduci da je nitritna kiselina u kiselim uvjetima nestabilna, raspada se na
dusikov oksid NO- i dusikov dioksid NO,- putem reakcije (2) 2HNO, — NO- + NO,- + H,O .
Nastali NO- i NO,» mogu reagirati s otopljenim kisikom i na taj nacin stvoriti nitritne i

nitratne ione reakcijama (3) i (4) (Lukes i sur., 2014):
4NO: + O, + 2H,0 — 4NO;, + 4H" 3)
4NO, + O, + 2H,0 — 4NO5” + 4H" 4)

Reakcijom nitrita s vodikovim peroksidom nastaje peroksinitrit putem reakcije (5) NO, +
H,O, + H+ — O=NOOH + H, . Reaktivnost peroksinitrita ovisna je o pH te anionski
(O=NOO" peroksinitritni anion) i protonirani oblici (O=NOOH, peroksinitritna kiselina)
sudjeluju u oksidacijskim reakcijama. Osim Sto moze reagirati izravno, peroksinitrit moze

djelovati posredno kroz reakcije OH- i NO,- radikala (Lukes i sur., 2014).

Ozon kao dugotrajna vrsta nastala plazmom u plinovitoj fazi moze se prenijeti u vodu te na
taj nacin sudjelovati u inaktivaciji bakterija, virusa, spora i uniStavanju organskih
kontaminanata. Razgraduje se u luznatim uvjetima pri ¢emu nastaju OH- radikali, Sto se
opisuje reakcijom (5) 205 + H,O0 + OH  — OH- + HO,» + 20, + OH . Povecanje
koncentracije OH- radikala i raspadanje ozona ubrzava prisutnost H,0,. To je tav.
peroksonski proces opisan jednadzbom (6). Odvija se vrlo sporo pri niskom pH dok se pri pH
iznad 5 ubrzava (Lukes i sur., 2014).

O; + H,0;, + OH" — OH- + HO,: + O, + OH™  (6)

Iako je ozon dugotrajna vrsta, tijekom reakcije s nitritom nakon praznjenja (NO; + O; —

NO; + 0,), ima slabiji doprinos u kemijskim reakcijama u vodi (Lukes i sur., 2014).



N,/O, mixtures

Slika 3. Shematski prikaz kemijskih procesa u vodi (Lukes i sur., 2014)

Aktivirana voda je karakterizirana fizikalno-kemijskom i bioloskom aktivno$¢u. Modifikacija
fizikalno-kemijskih svojstava vode odvija se u blizini elektrode uz prisutnost elektricnog polja
u sustavu koji se temelji na elektrolizi. Modificirani oksido-redukcijski potencijal i kriticni pH
Cine vodu ili vodene otopine prikladnima za razli¢ite primjene u prehrambenoj industriji i

biotehnologiji.
Plazma aktivirana voda djeluje na dva razli¢ita nacina (Pemen i sur., 2016):

- kao vrlo snazan dezinficijens unutar 15 minuta nakon aktivacije plazme
- kao umijereni dezinficijens koji svoja svojstva ¢uva kroz period od 1,5 godinu ili viSe,

ukoliko je pravilno pohranjen (na hladnom, tamnom i izoliran od zraka)

Reaktorski sustav plazma aktivirane vode sadrzi reakcijsku komoru (plazma reaktore) koja
obuhvaca odvojene ulaze za plin i vodu, izlaz za plin i vodu, elektrodu uzemljenja i
visokonaponsku elektrodu. Reaktor osigurava ucinkovito mijeSanje vode i reaktivnog plina,
¢ime se omogucava dobro otapanje i iskoriStavanje nastalih reaktivnih vrsta (Pemen i sur.,
2016).

Proizvodnja plazma aktivirane vode ukljucuje upotrebu vruée i hladne plazme pri ¢emu se
dva nacina plazme mogu proizvesti istodobno ili pojedinacno (Pemen i sur., 2016). Oba
nacina plazme mogu se kontrolirati Sto omogucuje dobru kontrolu nad koncentracijama
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reaktivnih vrsta kisika i dusika, omogucuje kontrolu pH i oksidacijsko-redukcijskog potencijala
(Pemen i sur.,, 2016). Oksidacijsko-redukcijski potencijal se odnosi na koncentraciju
oksidansa i njihovu aktivnost te sposobnost za dekontaminaciju (Guo i sur., 2017). Visoki
oksidacijsko-redukcijski potencijal plazmom aktivirane vode ostecuje vanjsku i unutarnju
membranu mikrobnih stanica, stoga ucinkovito reducira broj bakterija, bakteriofaga, virusa,
kvasaca i gljivica (Guo i sur., 2017). Elektricnim praznjenjem u neposrednoj blizini vode pri
sobnoj temperaturi i pri atmosferskom tlaku nastaju kisele ( pH 2-3 ) otopine koje sadrze
vodikov peroksid, nitratne i nitritne anione. Takva kisela otopina pokazuje antibakterijsko
djelovanje koje se snizava pri pH iznad 3-4 (Traylor i sur., 2011).

S obzirom na Siroku mogucnost primjene PAW, potrebno je klasificirati nacine proizvodnje
kao i fizikalno-kemijske karakteristike dobivene PAW. Glavni cilj ovog rada bio je
okarakterizirati PAW dobivenu visokonaponskim plazma praznjenjem s Cetiri koriStena plina
(Ar, zrak, N,, O,) te odrediti fizikalno-kemijske karakteristike proizvedene PAW.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije za odredivanje koncentracije
slobodnih radikala

a) Titanov reagens za odredivanje koncentracije vodikova peroksida
Sastav: titan (IV) oksid, sumporna kiselina (1:1), destilirana voda

Priprema: Titan test reagens je pripremljen otapanjem 1g titanij praha, odnosno titan
(IV) oksida (Sigma Aldrich, CAS: 13463-67-7) u 100 mL vru¢e sumporne kiseline (1:1).
Reakcijska se smjesa zagrijavala na oko 190°C i mijeSala se kroz 20h. Titanij je otopljen kada
bijela otopina postane prozirna (moze se dodati destilirana voda tijekom zagrijavanja ako se
uoci znacajan gubitak vode). Nakon Sto se sav titanij otopio, reagens otopina se hladila na
sobnu temperaturu i razrijedila destiliranom vodom na volumen od 500 mL. Reagens otopina

se zatim skladisti na hladnom mjestu (hladnjak +4°C).

b) Indikator listi¢i

- za odredivanje vodikova peroksida (Quantofix Peroxyde 25, Macherey-Nagel
Germany)

3.1.2. Oprema i uredaji

Spektrofotometar (SECOMAM UviLine 9400 Spectrophotometer, Secomam Groupe Aqualabo,
France), pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK), digitalni pH metar HANNA edge,
infracrveni mjerac ,,PCE instruments PCE-777", No0.12121199,

3.1.3. Izvor plinske plazme

Za generiranje plazme koristen je pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK).
Strujni krug se sastojao od visokonaponskog napajanja, 1 elektrolitskog kondenzatora
kapaciteta 0,75 nF, serijski spojenih otpornika od ukupno 9,5 MQ, rotirajuce sklopke tzv.
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.spark — gap" komore spojene na elektromotor s regulatorom frekvencije te kontrolne
jedinice napajanja. Tijekom eksperimenta varirana je frekvencija (60, 90, 120 Hz). KoriSten
je reaktor volumena 1000 mL s gumenim cepom s prilagodenim otvorom za elektrodu
uzemljenja. Konfiguracija elektroda u reaktoru bila je postavljena u obliku tocka-ploca, tj. s
iglicnom visokonaponskom elektrodom (igla od nehrdajuceg Celika Microlance TM 3,81 cm)
te plocastom elektrodom uzemljenja od nehrdajuceg celika promjera 4,5 cm. Kroz iglicnu

elektrodu upuhivan je plin.

3.2. METODE

3.2.1. Obrada uzorka plinskom plazmom

Destilirana voda tretirana je plinskom plazmom kao Sto je prikazano na slici 5. Prije i
nakon tretmana mjerila se temperatura, pH, elektricna provodljivost i zasicenost kisikom, dok
se koncentracija vodikova peroksida odredivala samo nakon tretmana. Ovisno o tretmanu u
reaktor se propustao plin (argon, kisik, dusik ili zrak). Uzorak je tretiran s tri varijabilna
parametra. Prvi je vrijeme tretiranja koje je bilo 5 i 10 minuta (200 mL) odnosno 10 i 20
minuta (500 mL), drugi je frekvencija od 60, 90 i 120 Hz, a tredi je plin (argon, kisik, dusik ili
zrak).

Slika 4. Tretman destilirane vode plazmom generiranom u plinskoj fazi (viastita slika)
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3.2.2. Odredivanje pH

Vrijednosti pH mjerene su prije i nakon tretiranja na digitalnom pH-metru (HANNA
instruments, Woonsocket, RI, SAD elektroda HI11310). Mjerenje je provedeno na nacin da

se elektroda uronila u uzorak te su se vrijednosti oCitale nakon stabilizacije.

3.2.3. Odredivanje elektricne provodljivosti

Vrijednosti elektricne provodljivosti odredivane su prije i nakon tretiranja na
digitalnom pH-metru (HANNA Instruments, Woonsocket, RI, SAD, elektroda HI763100).
Mjerenje je provedeno na nacin da se elektroda uronila u uzorak te su se vrijednosti ocitale

nakon stabilizacije.

3.2.4. Odredivanje zasi¢enosti kisikom

Odredivanje zasicenosti kisikom netretiranog uzorka, kao i svih tretiranih uzoraka,
mjereno je digitalnim mjeratem (HANNA Instruments, Woonsocket, RI, SAD, elektroda
HI764080). Mjerenje je provedeno uranjanjem kombinirane elektrode u uzorak i nakon

stabilizacije zasi¢enost kisika se ocitala na zaslonu uredaja.

3.2.5. Odredivanje temperature

Digitalnim infracrvenim termometrom (InfraRed Thermometer, PCE-777, PCE
Instruments, SAD) odredivana je temperatura svih netretiranih i tretiranih uzoraka. Mjerenje
je provedeno direktnim pozicioniranjem termometra iznad uzorka te ocitanjem temperature

na zaslonu uredaja.

3.2.6. Metoda odredivanja slobodnih radikala

Koncentracija vodikovog peroksida odredivana je spektrofotometrijski pri 410 nm.
Titan reagens volumena 1 mL (Sigma Aldrich, CAS: 13463-67-7) pomijeSao se sa 2 mL
uzorka te se na temelju izradenog bazdarnog pravca prikazanog na slici 5. oditala

koncentracija vodikovog peroksida.
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Slika 5. Ovisnost apsorbancije (nm) o koncentraciji vodikovog peroksida (mg/L)

3.2.7.

Provodenje eksperimenta

Eksperiment je proveden s volumenom destilirane vode od 500 mL. Definirani

parametri bili su frekvencija, vrijeme tretiranja, polaritet i plin Sto je vidljivo u tablici 2.

Tablica 1. Prikaz definiranih parametara eksperimentalnog rada za volumen od 500 mL

Volumen Polaritet Vrijeme Frekvencija plin
uzorka (mL) tretiranja (Hz)
(min)
0 10 20 60

Argon

500 + 0 10 20 90 Zrak
Kisik
0 10 20 120 Dusik
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je kroz odredivanje fizikalno-kemijskih parametara karakterizirati PAW
vodu dobivenu primjenom visokonaponskog plazma praznjenja u plinskoj fazi pri
atmosferskim uvjetima pri ¢emu su kao radni plinovi koristeni kisik, dusik, argon i zrak.

Rezultati analize prikazani su tablicom 3 te graficki na slikama od 6 do 11.

Iz fizikalno-kemijskih parametara prije i nakon provedenih plazma tretmana uocen je
znacCajan porast temperature nakon svih tretmana pri ¢emu je najvisi porast zabiljeZen nakon
tretmana plinskom plazmom s dusikom (21,7°C), a najmanji sa zrakom (6,3°C). Zabiljezen je
pad pH vrijednosti nakon svih tretmana. Najveci pad pH je zabiljezen kod plazma tretmana
sa zrakom (-4,23), a najmanji nakon tretmana s kisikom (-0,18). Nakon tretmana destilirane
vode plinskom plazmom s kisikom doslo je do najvece produkcije vodikova peroksida (8,86
mg/L). Najvedi porast elektricne provodljivosti (218,87 uS/cm) zabiljezen je nakon 20 minuta
tretmana plinskom plazmom sa zrakom pri frekvenciji od 120 Hz. Najveca zasi¢enost kisikom
je izmjerena nakon tretmana s kisikom (>300%) dok je najmanja zabiljezena nakon

tretmana s plinom argonom.

U tablici 2 prikazan je pad pH vrijednosti tijekom plazma tretmana sa sva Cetiri radna plina.
Smanjenje pH vrijednosti je posljedica odvijanja kemijskih reakcija izmedu kemijskih vrsta
formiranih u plazmi i vodi koje dovode do zakiseljavanja. Kada se kao radni plin koristi zrak
predvida se nastajanje ROS kao i RNS (Oehmigen i sur., 2010). Nagli pad pH vrijednosti
zabiljezen je nakon 20 minuta obrade destilirane vode plinskom plazmom s argonom i
zrakom pri frekvenciji od 60 Hz, a nakon toga nije zabiljezen znacajan pad pH vrijednosti
tijekom tretmana s oba plina pri 90 Hz i 120 Hz. Najveci pad (-4,23) pH vrijednosti je
zabiljezen kod tretmana plinskom plazmom sa zrakom pri 60 Hz zbog nastanka RNS-a u vodi
Sto dovodi do formiranja dusic¢ne kiseline (Tian i sur., 2014). Promjena pH vrijednosti kod
tretmana sa zrakom pri 90 Hz i 120 Hz je jednaka (-2,91). Najmanja promjena pH vrijednosti
zabiljeZena je tijekom tretmana plinskom plazmom s kisikom pri ¢emu je najveci pad pH
vrijednosti tijekom tog tretmana od 20 minuta pri 60 Hz iznosio -0,48. Kada se kao radni plin
koristio dusik najvedi pad pH vrijednosti je zabiljeZzen pri frekvenciji od 90 Hz nakon tretmana
od 20 minuta. Tretiranjem vode plinskom plazmom sa zrakom ili duSikom formiraju se
reaktivne dusSikove vrste. Nastali nitrati i nitriti, uz prisutnost H,0,, u PAW-u imaju vaznu
ulogu u rastu biljaka. Odnosno, nitrati i nitriti djeluju kao gnojivo tj. apsorbiraju se putem
korijenja poput hranjivih tvari te promicu rast biljaka. Pad pH vrijednosti uzrokuju dusikasta
kiselina i dusi¢na kiselina nastala iz NO putem NO, Druga mogucnost koja dovodi do pada
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pH vrijednosti je i nastanak kiselog H;O" reakcijom molekula vode sa H,0O, generiranim u
zraku ili vodi. Upravo je niski pH vazan ¢imbenik koji doprinosi antimikrobnoj aktivnosti PAW-
a. Iako PAW ima antimikrobni ucinak, nema negativan utjecaj na biljne stanice, a razlog
tome jest razlika u gradi i debljini stani¢nih stijenki bakterijske i biljne stanice. Bakterijska
stanicna stijenka je gradena od peptidoglikana, a biljna od celuloze i hemiceluloze pa je
otporna na reaktivne vrste. RNS vrste sudjeluju u stimulacijskim putevima zajedno s biljnim
hormonima i nekim rekativnim kisikovim vrstama te poticu klijavost, a zaustavljaju dormaciju

sjemena (Thirumdas i sur., 2018).

Tablica 2. Prikaz pH vrijednosti i elektricne provodljivosti za netretirane i tretirane uzorke

plinskom plazmom sa cetiri radna plina (O, N, Ar i zrak) pri 60 Hz, 90 Hz i 120 Hz

Frekvencija Volumen Plin pHo pH2o el.provod., el.provod.,o
(Hz) (mL) (uS/cm) (uS/cm)
Kisik 7,07 6,59 2,88 3,32
Dusik 6,15 4,68 2,05 16,4
60 Argon 7,63 4,36 17,60 27,10
Zrak 7,63 3,4 17,60 198,40
Kisik 7,07 6,89 2,88 2,65
Dusik 6,30 3,33 2,17 69,3
920 500 Argon 6,26 4,22 1,43 33,50
Zrak 6,26 3,35 1,43 216,90
Kisik 7,07 6,81 2,88 2,18
Dusik 6,30 3,47 2,17 76,90
120 Argon 6,26 4,15 1,43 42,40
Zrak 6,26 3,35 1,43 220,30

Takoder u tablici 2 prikazane su promjene vrijednosti elektricne provodljivosti nakon 20
minuta tretmana plinskom plazmom sa Cetiri radna plina. Najvedi porast elektricne
provodljivosti zabiljeZzen je nakon tretmana plinskom plazmom sa zrakom pri frekvenciji od
120 Hz (218,87 uS/cm). Tijekom tretmana sa svim radnim plinovima osim s kisikom
zabiljezen je porast elektrine provodljivosti pri cemu su najvece vrijednosti odredene pri 120
Hz. Iznimka je tretman s kisikom tijekom kojeg je doslo do pada elektricne provodljivosti (-

0,7 pS/cm). Ovisno o radnom plinu tijekom tretmana destilirane vode plinskom plazmom na
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mjestu kontakta plazme i tekucine formiraju se ROS i RNS vrste koje se otapaju u vodi i
doprinose povecanju provodljivosti PAW-a. Na sucelju plinovite i tekuce faze praznjenjem se
formiraju dusikovi oksidi (NO,) nastali u plinovitoj fazi reakcijom disociranog N, i O, (Lukes i
sur., 2014). Kada se kao radni plin ne koristi dusik onda se povelanje elektricne
provodljivosti pripisuje H30" ionima (Thirumdas i sur., 2018). Moze se zakljuciti kako je
porast elektricne provodljivosti proporcionalan broju nabijenih Cestica i slobodnih iona u
tekucini te povecanju temperature.
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Slika 6. Promjena zasicenosti kisikom tijekom plazma tretmana sa O- i zrakom

Na slikama 6 i 7 prikazana je promjena zasi¢enosti kisikom tijekom plazma tretmana.
Najveca ocitana vrijednost zasi¢enosti kisikom je veca od 300 % nakon tretmana s kisikom
kao radnim plinom. Nakon tretmana s ostalim radnim plinovima (N, Ar i zrak) zasi¢enost
kisikom se smanjuje. S obzirom na to najveca je promjena zabiljeZzena nakon tretmana od
20 minuta pri 120 Hz s argonom (- 44,7%), a najmanja nakon tretmana sa zrakom (-1,8 %).
Iz rezultata se moze zakljuciti kako se vrijednosti smanjuju s produljenjem vremena

tretiranja i s povecanjem frekvencije osim za tretmane s kisikom kod kojih vrijedi obrnuto.
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Slika 7. Promjena zasicenosti kisikom tijekom plazma tretmana s N, i Ar

Na temelju dobivenih vrijednosti najveéi pad pH vrijednosti je zabiljeZzen pri frekvenciji od 60
Hz, osim za tretman s dusikom kod kojeg je najveéi pad zabiljezen pri 120 Hz. Najveci pad
zasicenosti kisikom kao i najvedi porast temperaturne vrijednosti kao i vrijednosti elektricne
provodljivosti je zabiljezen pri najvecoj upotrijebljenoj frekvenciji (120 Hz). Tijekom plazma
tretmana pri 120 Hz se proizvede najveca koncentracija H,0,, koja je zabiljezena kada se kao
radni plinovi koriste kisik i argon. Koncentracija H,O, je nakon plazma tretmana s kisikom i
argonom nakon 10 minuta iznosila 3,86 mg/L za kisik te 3 mg/L za argon, dok je nakon 20
minuta tretmana iznosila 8,86 mg/L za kisik te 7,79 mg/L za argon. Odnosno, koncentracija
vodikova peroksida je nakon 20 minuta tretmana 2,5 puta veca u odnosu na koncentraciju
nakon 10 minuta tretmana. Dobivene koncentracije H,O, nakon tretmana plinskom plazmom
sa zrakom iznose 18,81 puM (60 Hz), 29,4 UM (90Hz) te 33,51 UM (120 Hz) Sto je priblizno
jednako koncentraciji od 22,4 M koju su u svom radu procijenili Shen i sur., pri ¢emu

oscilacije u vrijednostima ovise o upotrijebljenoj frekvenciji.
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Slika 8. Porast temperature tijekom plazma tretmana s radnim plinovima (O, N, Ar, zrak)

Na slici 8 prikazan je porast temperaturnih vrijednosti nakon tretmana plinskom plazmom sa
sva Cetiri radna plina (O, Ny, Ar i zrak) pri tri razlicite frekvencije. Izmjerene temperaturne
vrijednosti PAW-a nakon tretmana se razlikuju s obzirom na koristeni radni plin. Najveci
porast temperature, koji iznosi 21,7 °C, zabiljezen je nakon 20 minuta tretmana plinskom
plazmom s dusikom pri frekvenciji od 120 Hz. Porast temperature nakon 20 minuta tretmana
je gotovo jednak kada se kao radni plinovi koriste zrak i argon, a iznosi 8,8°C za zrak te
8,9°C za argon. Kada se kao radni plin koristi kisik porast temperature nakon 20 minuta
tretmana iznosi 9,7°C Sto je priblizno jednako temperaturnom porastu kod tretmana s
argonom i zrakom. Vidljivo je da temperaturne vrijednosti opadaju sa smanjenjem
frekvencije. Temperatura plina u plazmi je uglavnom vec¢a od temperature vode te se toplina
prenosi od plina do tekucine (Bruggeman i sur., 2016). Buduci da dolazi do povecanja
ukupne kineti¢ke energije elektrona sto posljedicno povecava broj sudara u samom plinu,
energija iz plina (u obliku ioniziranih, uzbudenih ili disociranih molekula) uzrokuje

zagrijavanje i isparavanje tekucine (Bruggeman i sur., 2016).
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Slika 9. Ovisnost koncentracije H,0, o vremenu tretiranja tijekom tretmana plinskom

plazmom s radnim plinovima (O, N,, Ar i zrak) pri frekvenciji od 60 Hz
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Slika 10. Ovisnost koncentracije H-O- o vremenu tretiranja tijekom tretmana plinskom

plazmom s radnim plinovima (O, N,, Ar i zrak) pri frekvenciji od 90 Hz
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Slika 11. Ovisnost koncentracije H>O, o vremenu tretiranja tijekom tretmana plinskom
plazmom s radnim plinovima (O, N,, Ar i zrak) pri frekvenciji od 120 Hz

Na slikama od 9 do 11 prikazan je porast koncentracije vodikovog peroksida tijekom
tretmana plinskom plazmom s O,, N,, Ar i zrakom. Najveca vrijednost koncentracije H,0,
zabiljezena je kod tretmana od 20 minuta pri 120 Hz s kisikom (8,86 mg/L). Koncentracije
H,0, ovise o pH vrijednosti tretirane vode. U kiselim uvjetima H,O, je prisutan u nizim
koncentracijama (Lukes i sur., 2014). Nakon tretmana plinskom plazmom sa zrakom pri
¢emu je zabiljezen najvedi pad pH vrijednosti odredena je najmanja koncentracija H,0,. Dok
je nakon tretmana plinskom plazmom s kisikom zabiljezen najmanji pad pH vrijednosti te
ujedno i najveca koncentracija H,0,. Koncentracije vodikovog peroksida nisu zabiljezene
nakon tretmana plinskom plazmom s dusikom. Rekombinacijom OH- radikala, nastalih
disocijacijom molekula vode u PAW-u nastaje vodikov peroksid (Lukes i sur., 2014).
Pretpostavlja se da je prisutnost ‘OH radikala ve¢a u plazmi kisika i argona u odnosu na
preostale dvije plazme (Vlad i Anghel, 2017). Poluzivot H,0, se kre¢e od 8 h do 20 dana (Sun
i sur., 2012) dok je istrazivanjima dokazano kako PAW djeluje kao umijereni dezinficijens
unutra 1,5 godine ukoliko je pohranjen u odgovarajuéim uvjetima (Pemen i sur., 2016). Na
vremensku stabilnost PAW-a utjeCe mala koncentracija nitrita koji u kiselim uvjetima reagira
s vodikovim peroksidom te prema reakciji NO,” + H,0, + H" > HNOs; + H,O + H* nastaje
nitrat (Vlad i Anghel, 2017). Sinergistickim djelovanjem ROS i RNS plazmom aktivirana voda
pospjesuje klijavost sjemena zaustavljajuéi dormaciju, ima sposobnost bakterijske
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dekontaminacije te sposobnost degradacije organskih boja i pesticida. Vodikov peroksid i OH
radikali izravnom oksidacijom degradiraju pesticide (Zhou i sur., 2018), medutim razgradnja
pesticida ovisi o funkcionalnim skupinama koje reaktivne vrste mogu napasti. Antibakterijsko
djelovanje ROS i RNS temelji se na niskom pH zbog prisutnosti dusicne kiseline te H,0, koji
razara strukturno vazne veze peptidoglikana Sto rezultira razgradnjom bakterijske stanicne
stijenke (Zhou i sur., 2018).
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5. ZAKLJUCCI

e Primjenom plinske plazme ovisno o radnom plinu mijenjaju je fizikalno-kemijski
parametri PAW vode.

e Vodikov peroksid H,O, je dominanta kisikova reaktivna vrsta koja je u najvecoj
koncentraciji proizvedena pomocu kisikove (8,86 mg/L) i argonove (7,79 mg/L)
plazme dok su dusikove reaktivne vrste generirane pomocu zracne i dusikove
plazme.

® Frekvencija od 120 Hz najbolja je za proizvodnju vodikova peroksida te je pri istoj
zabiljezen najveéi porast vrijednosti elektricne provodljivosti (218,87 uS/cm) i
temperature (21,7°C) te najveci pad zasi¢enosti kisikom (-44,7%) osim kada se kao
radni plin koristi kisik.

e Frekvencija od 60 Hz tijekom plazma tretmana biljezi najveci pad pH vrijednosti za
tri radna plina (O, Ar i zrak).

e Na osnovu dobivenih karakteristika PAW vode moguca je Siroka primjena u raznim

poljima prehrambene industrije.
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