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1. INTRODUCERE

1.1. Motivatie si obiective

Plasma reprezinta o materie fascinanta, care detine proprietati speciale. Componentele sale
foarte energetice o recomanda pentru aplicatii in domenii diverse. Plasma in contact cu lichide
reprezintd un domeniu de cercetare recent care necesitd cercetdri atat pentru a descrie procesele
fundamentale, cat si pentru imbogatirea domeniului aplicatiilor. La interfata dintre plasma si lichid
sunt generate o multitudine de specii active. Apa, speciile reactive de oxigen si azot pot reactiona si
forma o serie de alte molecule si pot difuza 1n solutia tratatd producand modificarea acesteia.

Teza de fatd urmareste largirea domeniului de cunoastere cu privire la interactiunea plasmelor
cu lichide pe baza de apa si marirea gradului de aplicare ale acestora. Tn consecinti, principalele
obiective ale tezei sunt:

o Identificarea principalelor specii formate in faza lichida si In cea gazoasa in timpul expunerii

apei la plasma.

o Caracterizarea apei activate cu plasma.

o Degradarea colorantilor organici prin tratament cu plasma si prin expunere la apa activata cu
plasma.

. Evaluarea efectului apei activate cu plasma si a descarcarii directe asupra unor molecule de

origine biologica.
. Decontaminarea bacteriilor prin expunerea microorganismelor la apa activata cu plasma.
o Sinteza de nanoparticule la interactiunea plasma-lichid.

1.2 Structura tezei

Aceasta teza prezinta rezultatele experimentale obtinute ca efect al interactiunii plasma-lichid.
Incluzand aceasta sectiune introductiva, lucrarea e structurata in sase capitole care descriu baza
teoreticd, conditiile experimentale si rezultatele experimentale impreuna cu discutiile si concluziile
corespunzatoare. Primele trei capitole introduc aspectele teoretice referitoare la domeniul de
cercetare si detaliile experimentale, iar ultimele capitole detaliazd rezultatele experimentale,
discutiile si concluziile.

Capitolul 2 prezinta o scurta introducere a plasmei, incluzand procesele principale care au loc
in plasma, o decriere a plasmelor non-termice si a principalelor metode de generare a acestora. In
plus, acest capitol prezintd interactiunile specifice care au loc la interfata plasma-lichid si metodele
de generare a plasmelor in contact cu lichide. In incheiere, capitolul descrie principalele aplicatii ale
plasmelor in contact cu lichide, inclusiv aplicatiile de mediu, aplicatii in domeniul materialelor sau

cel biomedical.



Capitolul 3 este dedicat conditiilor experimentale. Acesta descrie sursele de plasma, metodele
de investigare a fazelor gazoase si lichide, dar si materialele si procedurile de lucru.

Capitolul 4 include rezultatele referitoare la diagnosticarea fazei lichide si a celei gazoase.
Principalele specii formate in cele doua faze sunt identificate, iar efectele tratamentului cu plasma
asupra apei distilate sunt evaluate.

Capitolul 5 este destinat aplicatiilor plasmei in contact cu lichide. Mai intai este evaluat
efectul apei activate cu plasma si a tratamentului direct asupra a 5 coloranti organici. In continuare
este verificatd influenta plasmei asupra a doud proteine prezente in corpul uman. Deasemenea,
efectul apei activate cu plasma asupra bacteriilor este testat. In final, tratamentul cu plasma este
utilizat pentru sinteza de nanoparticule de aur.

Capitolul 6 este rezervat concluziilor finale si perspectivelor de viitor ce corespund acestei
lucrari.

Ultima parte contine o serie de anexe care incld o lista a abrevierilor, o listd a resurselor

software, lista figurilor si tabelelor, precum si o lista a rezultatelor stiintifice ale autoarei.

Cuvinte cheie: plasma non-termica, specii reactive, apa activatd cu plasma, degradarea

colorantilor, inhibarea bacteriilor, sinteza nanoparticulelor.



2. ASPECTE TEORETICE

2.1. Plasma la presiune atmosferica
2.1.1. Aspecte fundamentale

Plasma este consideratd cea de-a patra stare energeticd a materiei. Din punct de vedere
macroscopic, aceasta este neutrd, insa in compozitia ei intrd particule neutre, ioni, electroni si fotoni.
Mai mult, aceasta este caracterizata si prin permanenta prezenta a campurilor electrice si magnetice.
Energia transferata de cétre sursa externa plasmei este distribuita neuniform intre procesele ce au loc
in plasmd. Parti ale acesteia sunt utilizate in miscarile de translatie, rotatie, pentru ionizare sau
disocieri. Stiind ca temperatura este o0 masura a energiei, in plasma pot fi definite mai multe tipuri de
temperaturi, iar in functie de relatia dintre ele plasmele pot fi clasificate in trei categorii: plasme n
echilibru termodinamic complet, plasme in echilibru termodinamic local si plasme de ne-echilibru.
2.1.2. Plasma non-termica

Plasma de ne-echilibru mai este numitd si plasma non-termicd sau plasma rece, este
caracterizata de o relatie de inegalitate intre temperaturile sale si are proprietati specifice.

Presiunea gazului in care are loc descércarea este foarte importantd, deoarece influenteaza
tensiunea de generare a descarcarii. La presiune atmosferica, frecventa ciocnirilor dintre particule
este mai mare decat la presiune scazuta, redistribuind energia acestor particule.

2.1.3. Dispozitive experimentale pentru generarea plasmei non-termice

O multitudine de sisteme au fost dezvoltate pentru generarea plasmelor non-termice. Dintre
acestea, cele mai folosite pentru aplicatii in contact cu lichide sunt descarcarile corona, descarcarile
cu bariera dielectrica, jeturile la presiune atmosferica si microplasmele.

2.2.  Plasma in contact cu medii lichide
2.2.1. Dispozitive experimentale pentru generarea plasmei in contact cu medii lichide

Mai multe tipuri de aparate sunt folosite pentru a genera plasma in contact cu medii lichide.

Cele mai utilizate sunt reprezentate in Figura 2.1.

_‘L\_ﬁ...

Figura 2.1. Reprezentare schematici a abordarilor folosite pentru generarea plasmelor in contact cu lichide [1].

Se folosesc trei abordari principale: (a) generarea descarcdrii in lichid, (b) generarea

descarcarii intr-o faza gazoasa la suprafata unui lichid si (c) generarea descarcarii in sisteme de tip
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multi-faza. Mai multi parametri sunt variati, intre care putand fi inclusi: timpul de generare, tipul de

gaz, temperatura plasmei si lichidul tratat.

2.2.2. Procese elementare la interfata plasma-lichid
Procesele ce au loc la interactiunea dintre plasma si lichide sunt foarte complexe si sunt
reprezentate in Figura 2.2. Multe specii trec din faza lichida in cea gazoasa si invers, contribuind la

efectele plasmei asupra materialelor cu care iau contact.
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Figura 2.2. Reprezentare schematici a proceselor ce au loc la interactiunea plasma-lichid [1].

2.2.3. Apa activata cu plasma

Lichidele supuse tratamentului cu plasma sunt denumite lichide activate cu plasma. Un caz
particular n constituie cel in care lichidul este apa, in care se foloseste denumirea de apa activata cu
plasma (PAW). Toate solutiile de PAW au proprietati specifice si sunt considerate un ,,cocktail” sau
0 ,,supa” de specii active deoarece contin mai multe tipuri de compusi chimici. In PAW se formeaza
specii cu timp de viatd limitat, precum radicalul superoxid, radicalul hidroxil, nitritul sau
peroxinitritul, dar si specii cu timp de viatd mai lung precum ionul hidrogen, apa oxigenata si
nitratul. Toate aceste specii depind de parametrii folositi pentru generarea descarcarilor.

2.3.  Aplicatii ale plasmelor in contact cu medii lichide

In ultimii 20 de ani, au fost identificate multiple aplicatii ale plasmelor in contact cu lichidele.
Pot fi incluse remedierea mediului [2], chimia analitica [3], [4], dezinfectarea [5], sterilizarea [6],
treatmentul medical [7], sinteza si procesarea materialelor [8],[9], [10].
2.3.1. Aplicatii in protectia mediului

Aceste tipuri de aplicatii implicd In special eliminarea unor produsi nocivi din lichidele

expuse la plasma.



2.3.2. Aplicatii biomedicale

Aplicatiile biomedicale ale plasmelor in contact cu lichidele includ coagularea sangelui,
inactivarea bacteriilor si tratarea celulelor umane. Tratamentele directe sunt foarte eficiente pentru
distrugerea bacteriilor, iar de curdnd s-a inceput si testarea efectului PAW asupra microorganismelor.
2.3.3. Sinteza si procesarea materialelor

Aceste aplicatii se referd la sinteza si modificarea proprietdtilor nanomaterialelor care pot fi

obtinute atat din precursori lichizi cat si solizi.



3. DETALII EXPERIMENTALE
3.1.  Sistemele de generare a plasmei

3.1.1. w-jetul in gaz nobil

Aparatul experimental folosit pentru generarea micro-jetului in heliu sau argon este

reprezentat schematic in Figura 3.1 si are la baza un generator de semnal prezentat in detaliu in [11].

rf generator
1.7 kV, 10.2 MHz

Gas

flow-rate
control p-jet discharge
= Plasma gas

Electrode
(syringe needle)

e(an)

e

Distilled-
water

Fiber optic
- I, Spectrometer

Figura 3.1. Reprezentare schematicd a aparatului folosit pentru generarea micro-jetului in He si Ar.
3.1.2. w-arcul in aer

Aparatul folosit pentru generarea micro-arcului in aer este similar cu cel din cazul micro-
jeturilor si este prezentat in Figura 3.2.

rf generator
1.7 kV, 10.2 MHz

» Electrode

Fiber optic

\

Distilled—{5

Spectrometer
water

Figura 3.2. Reprezentare schematica a aparatului folosit pentru generarea micro-arcului in aer.
3.1.3. Plasmain argon in lichid

Generatorul de plasma in lichid difera de celelalte generatoare prin electrod si prin
modalitatea de generare a plasmei in interiorul lichidului, in bule de argon (Figura 3.3).

rf generator

2 kV, 10 MHz ]l I

Gas Plasma gas
O flow-rate f————p
= control
.
<

Fiber optic
Treated Spectrometer
liquid

Figura 3.3. Reprezentare schematici a aparatului folosit pentru generarea plasmei in lichid.
3.1.4. Micro-jetul in curent continuu

Aparatul folosit pentru generarea plasmei in curent continuu (DC-SE PRO Setup) este ilustrat
in Figura 3.4. Acesta a fost folosit pentru sinteza nanoparticulelor de aur.



DC Power He

Anode Cathode
(capillary tube)

Figura 3.4 Reprezentare schematica a aparatului DC-SE Pro.

3.2.  Caracterizarea plasmei

Caracterizarea plasmei a fost realizatd prin intermediul spectroscopiei optice de emisie,
utilizdnd doua spectrometre Ocean Optics High-Resolution Fiber Optic.

3.3.  Caracterizarea materialelor
3.3.1. Spectroscopia UV-vis

Masuratorile de absorbtie au fost realizate folosind spectrometrele Perkin Elmer Lambda
650S si Jasco V-630.
3.3.2. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

Spectrele Infrarosu au fost colectate cu ajutorul unui spectrometru Jasco 4000 FTIR, folosit
pe modul attenuated total reflectance (ATR).
3.3.3. Spectroscopia XPS (X-ray photoelectron spectroscopy)

Masuratorile XPS au fost realizate folosind un aparat SPECS PHOIBOS 150 MCD.
3.3.4. Microscopia de transmisie electronica (TEM)

Masuratorile TEM au fost realizate utilizand microscoapele de inaltd rezolutie JEOL JEM-
2100F si Tecnai F20.
3.3.5. Determinarea proprietatilor fizico-chimice ale lichidelor

Toate marimile caracteristice lichidelor au fost masurate folosind instrumente specifice.

3.4.  Alte metode analitice
3.4.1. Deterinarea peroxidului de hidrogen

Peroxidul de hidrogen format in PAW a fost determinat folosind o metoda colorimetrica
detaliata in [12]-[14].
3.4.2. Estimarea nitratului

Solutiile au fost investigate prin masuratori UV-vis, urmarind peak-ul de la 301 nm.

3.5. Materiale

Mai multe tipuri de substante chimice au fost folosite pentru experimente. Acestea au calitate

superioara si au fost achizitionate de la comencianti recunoscuti.
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3.6.  Proceduri experimentale
3.6.1. Activarea apei

Apa a fost activata prin tratament cu plasma pentru intervale de timp intre 2 si 50 de minute.
3.6.2. Degradarea colorantilor

Cinci coloranti organici diferiti au fost folositi: methylene blue, rose bengal, congo red,
malachite green and crystal violet. Acestia au fost degradati prin tratament direct si prin expunere la
PAW.
3.6.3. Modificarea proteinelor

Solutii de colagen si albumina serica de la bovine (BSA) au fost expuse la tratament direct
sau la PAW.
3.6.4. Decontaminarea bacteriilor

Efectul de inhibare al PAW asupra microorganismelor a fost estimat expunand
Staphylococcus aureus (S.aureus) la apa activata cu plasma.
3.6.5. Sinteza de nanoparticules

Nanoparticule de aur goale si acoperite cu colagen au fost obtinute prin tratarea cu plasma a
unui precursor de aur — gold (I11) chloride trihydrate (HAuCl4+3H,0) — pentru intervale de timp intre

5 s1 30 minute.
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4. REZULTATE SI DISCUTII - PLASMA TN CONTACT CU APA

4.1. Diagnosticarea plasmei
4.1.1. p-jetul in gaz nobil

Pot fi observate linii si benzi de emisie corespunzitoare azotului, heliului, argonului,
oxigenului, hidrogenului si radicalului OH.
4.1.2. p-arcul in aer

Emisia opticad este dominatd de benzile azotului molecular ce depasesc cu mult emisia
radicalului OH. Linii ale hidrogenului si oxigenului sunt si ele vizibile.
4.1.3. Plasmain lichid

Spectrul de emisie al descarcarii generate in apa contine linii ale atomilor de O, H, Ar si benzi
ale OH.
4.1.4. Discutii

Profilul spectral este rezultatul a trei tipuri de procese ce au loc in plasma: (a) ionizarea si
excitarea gazului descarcarii, (b) disocierea si ionizarea moleculelor ce intrd in descércare din aerul
ambiant si (c) disocierea si ionizarea moleculelor de apa. Astfel, spectrele identifica prezenta azotului
a oxigenului, a hidrogenului si a radicalului OH, dar si a atomilor specifici gazului in care are loc
descarcarea. Aceste specii sunt foarte importante pentru procesele ce urmeaza.
4.1.5. Concluzii

Descarcarile au fost diagnosticate prin emisie optica. Mai multe tipuri de benzi si linii de
emisie au fost atribuite diferitor specii. Ar si He sunt atomi ce intrd in descarcare deoarece sunt
specifici gazului in care are loc descarcarea. OH si H apar ca urmare a patrunderii si disocierii apei in
descarcare, iar O si azotul patrund in plasma din aerul ambiant. Proprietatile caracteristice plasmei au
fost si ele determinate. Relatia de inegalitate intre temperaturile din plasma corespunde caracterului
non-termic al acesteia. Caracteristicile plasmelor sunt similare altor descarcari din literatura.
Proprietatile descarcarilor sunt foarte dependente de configuratia folosita si de gazul descarcarii. In
timp ce argonul stimuleazd emisia de OH, celelalte gaze favorizeaza emisia azotului. Indiferent daca
plasmele produc mai multe specii de azot sau de oxigen, acestea au dovedit capacitatea lor de
generare a speciilor active si potentialul de a influenta alte medii cu care intra in contact, solid sau
lichid.

4.2.  Activarea apei
4.2.1. Dependenta de timpul de tratament

Evaporarea apei

Expunerea prelungita a apei la plasma rezulta in evaporarea unei cantitati semnificative de

lichid. Pe masura ce timpul de tratament creste, si cantitatea evaporatd este mai mare. Diferente
12



importante apar intre efectele celor trei descarcari folosite, descarcarea in aer evaporand cea mai
mare cantitate de apa.

Conductivitatea electrica si valoarea pH-ului

Conductivitatea electrica depinde in mod asemanator de toate cele trei descarcari: pe masura
ce creste timpul de tratament, creste si marimea investigatd. Totusi, rata de crestere difera
semnificativ, putandu-se observa ca dupa 40 de minute dupa tratament conductivitatea apel tratate cu
micro-arcul in aer este mult mai mare decat valorile inregistrate pentru celelalte doua descarcari.

Masuratorile de pH arata ca in primele minute de tratament are loc o scadere apreciabild a
acetuia. De la 5,9 unitati de pH acesta poate scadea pana la valori sub 2. Efectul decarcarii 1n aer este
cel mai intes, comparativ cu celelalte descarcari

Formarea RNS

Rezultatele arata ca concentratia de nitrat creste foarte rapid cu timpul de tratament, dupa 40
de minute depasind limita ce poate fi detectatd. Totusi, nitritul nu are un comportament similar,
neputand fi detectat nici pentru cele mai mari intervale de tratament. Descarcarea in aer are efect mai
pronuntat decat celelalte descarcari.

Formarea H,0O,

S-a observat ca concentratia de H,O, creste cu timpul de tratament. Spre deosebire de
celelalte marimi masurate, in acest caz, cel mai important efect de generare de peroxid il are
descarcarea in argon.

4.2.2. Dependenta de volum

S-a putut observa ca in cazul volumelor mai mici, concentratia de specii active formate este
mai mare decat in cazul volumelor mai mari. S-a putut deduce ca modificarile lichidului se datoreaza
strict zonei de interfata plasma-lichid si ca speciile formate aici sunt apoi transferate in lichid.

4.2.3. Evolutia in timp

S-a observat ca toate marimile mésurate sunt stabile in timp pentru intervale de cel putin 21
de zile. Mici variatii sunt vizibile in primele 2 zile dupd tratament. Stabilitatea in timp nu e afectatd
de concentratiile speciilor formate in PAW.

4.2.4. Activarea apei prin tratarea cu plasma in lichid

Probele de apa tratate cu plasma in lichid s-au modificat similar cu cele tratate cu plasma la
suprafata lichidului. Dupa 30 de minute de tratament, conductivitatea atinge valoarea 240 uS/cm,
pH-ul 3.02, concentratia peroxidului este mai mare de 100 mg/I.

4.2.5. Discutii
Rezultatele obtinute prin diagnosticarea celor doud faze distincte se completeaza reciproc.

Emisia ridicatd a radicalului OH in faza gazoasa si cea limitatd a azotului molecular observate in
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plasma in argon are ca rezultat formarea a mari concentratii de H,O, in faza lichida. In acelasi timp,
emisia ridicatd de azot si cea scazutd a radicalului OH 1n plasma in aer este legatd de concentratii
ridicate ale speciilor de azot din PAW. Descarcarea in heliu are un efect intermediar. Se poate
deduce ca nvele ridicate OH in faza gazoasa a plasmei rezulta in formarea unor nivele ridicate H,O,
in faza lizhida, iar prezenta predominantd a azotului in faza gazoasa duce la formarea nitratilor in
faza lichida. Conductivitatea electrica si valoarea pH-ului sunt in special dependente se concentratia
acidului nitric din solutie, care la pH scazut atinge un echilibru cu speciile H" si NOs".
4.2.6. Concluzii

PAW a fost generatd folosind trei micro-descarari in He, Ar si aer. Spectroscopia optica de
emisie a fost folosita pentru a evidentia diferente importante intre aceste descarcari referitoare la
formarea de specii de oxigen si azot in starea gazoasd. Emisia radicalului OH a fost asociatd cu
formarea de peroxid de hidrogen in PAW, iar emisia dominanta a azotului cu formarea de nitrati. S-a
dovedit si ca modificarea conductivitatii electrice si a pH-ului sunt dependente de formarea de specii
de azot. Speciile active se formeaza la interfata plasma-lichid si nu depind de volumul tratat. Solutiile
de apa activate cu plasma au proprietati stabile in timp pentru mai mult de 21 de zile, interval mai
lung decat cele din literatura de specialitate comparabild. Aceasta stabilitate sugereaza cd PAW cu o

durata de viatd lunga poate fi obtinutd alegand cu grija conditiile de tratament.
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5. REZULTATE SI DISCUTII — APLICATII ALE PLASMELOR TN CONTACT CU
LICHIDE

5.1. Degradarea colorantilor

Au fost folositi cinci coloranti diferiti: methylene blue (MB), crystal violet (CV), malachite
green (MG), rose bengal (RB) si congo red (CR).
5.1.1. Degradarea cu apa activata cu plasma

Au fost formate solutii de PAW si colorant si au fost investigate prin spectroscopie de
absorbtie pentru mai multe zile. S-a observat ca decolorarea acestora incepe imediat dupa ce iau

contact cu PAW, iar dupa cateva zile isi pot pierde complet culoarea (Figura 5.1).

-

Figura 5.1. Aspectul probei de control si a unei solutii PAW-MB la 2 zile dupi preparare.
Tn Figure 5.2 si Figure 5.3 se pot observa curbele de degradare a unor solutii PAW-colorant si

acid azotic-colorant. CR si RB sunt degradate exclusiv datorita pH-ului scazut al solutiei, insd pentru
MB, CV si MG, pH-ul scazut nu este explicatia degradarii. A fost determinat si potentialul de stocare
al PAW 1naintea aplicdrii acesteia pentru degradarea colorantilor si s-a observat cd pentru cel putin 2

zile, acesta nu se schimba.

0 1 2 3 4
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Figure 5.2. Colorant degradation by PAW treated for 50 minutes.
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Figure 5.3. Colorant degradation by nitric acid solutions with a pH value of 1.79.
5.1.2. Degradarea prin expunerea directa la plasma

Solutii ale celor cinci coloranti au fost expuse tratamentului direct cu plasma. S-a observat ca
acestia pot fi degradati complet in mai putin de 30 de minute.
5.1.3. Discutii

In cazul degradarii colorantilor prin expunere la plasma exista douad tipuri de agenti ce trebuie
sa fie considerati: speciile cu timp lung de viata si speciile cu timp redus de viata. In prima categorie
sunt incluse ionul de hidrogen, peroxidul de hidrogen, ozonul si nitratul. in cea de-a doua categorie
sunt incluse ionul superoxid, radicalul OH, peroxinitritul si nitritul. Trebuie considerati si electronii
energetici care pot ineractiona cu moleculele rupand legaturi moleculare sau modificand mediul in
care se afla colorantii.

Se poate observa ca PAW afecteaza toti colorantii si cd cu cat e mai lung timpul de tratament,
cu atat e mai intens efectul asupra colorantului. Mai mult, in primele ore, degradarea este mai rapida,
decat in orele care urmeaza. In acest caz, colorantul poate fi afectat doar de speciile cu timp de viata
mai ridicat. In cazul CR si RB decolorarea poate fi atribuita direct valorii scizute a pH-ului. Tn cazul
CV si MG, pH are doar o influenta partiald, iar in cazul MB, acesta nu este afectat de pH.

Speciile acumulate in PAW sunt in cantitate limitatd. Ele pot fi consumate pe parcursul
interactiunii PAW-colorant. Astfel poate fi explicat faptul ca pentru PAW tratata 10 minute, se
obtine doar o degradare partiala a colorantilor. Deasemenea, poate fi explicatd varierea ratei de
degradare a colorantilor, care are o valoare mai ridicata la inceput si apoi scade treptat. Decolorarea
mai poate fi afectatd si de timpul de viata a agentului. Astfel dacd agentul degradant are un timp de
viatd limitat, si degradarea este limitata temporal.

In cazul tratamentului direct, plasma constituie o sursi nelimitati de RONS, H" si de electroni
care pot interactiona in mod continuu cu moleculele de colorant. Degradarea colorantilor este
completa Intr-un timp foarte scurt Astfel se poate deduce ca speciile cu timp de viatd scurt

influenteaza remarcabil procesul de degradare.
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5.1.4. Concluzii

Efectul tratamentului cu plasma asupra a cinci coloranti organici a fost evaluat. Colorantii au
fost expusi atat la PAW cat si la tratament direct. Rezultatele arata ca timpul de tratament este foarte
important pentru procesul de decolorare deoarece acesta dicteaza cantitatea de specii active ce iau
contact cu moleculele de colorant. Speciile cu timp de viatd mai lung si-au dovedit importanta in
experimentele cu PAW, iar cele cu timp de viatd scurt in experimentele cu tratamentul direct. Fiecare
abordare are propriile sale avantaje si dezavantaje. Tratamentul direct este foarte rapid, insa
tratamentul cu PAW nu necesitad prezenta generatorului de plasma si poate fi folosit pentru mai multe
zile dupa activarea apei.

5.2.  Modificarea proteinelor
5.2.1. Colagen

Tratamentul cu plasma modifica proprietitiile apei inclusiv valoarea pH-ului, facilitand
dizolvarea proteinei. Structura tertiard a acestora este afectatd. Spectrele FTIR aratd ca benzile
specifice amidelor sunt prezente in spectre, insa pozitia peak-urilor este modificata datorita
interactiunii cu plasma si PAW.

Probele de colagen au fost analizate si prin spectroscopie XPS. Spectrele au aratat ca
compozitia elementald a acesteia se modificd datorita expunerii la plasma. Tabel 5.1 prezinta
rapoartele elementale ale contributiilor atomice calculate din spectrele XPS. Se poate observa ca
concentratia azotului si oxigenului creste in comparatie cu carbonul. Este evidentiata si formarea de
noi legaturi C-O.

Tabel 5.1. Rapoartele elementale obtinute din spectrele XPS.

Proba Cls (%) N1s (%) O1s (%) N1s/Cls O1s/Cls 0O1s/N1s
Collagen control 78.2 3.1 18.7 0.04 0.24 6.03
Col-PAW-20 75 3.5 21.5 0.05 0.29 6.14
Col-D-20 72.1 4.5 23.4 0.06 0.32 5.20
5.2.2. Albumina

Albumina este caracterizati de prezenta benzilor Amida I la 1652 cm™, Amida Il la 1542 cm™
si Amida 11l la 1237 cm™. Alte peak-uri sunt vizibile la 1396 cm™, 1454 cm™. Se poate observa ci
atat PAW cat si tratamentul direct genereaza modificari la nivel spectral. Benzile specifice sunt inca
prezente in spectre insa pozitia peak-urilor este modificata si aspectul general al spectrelor este
schimbat.

Masuratorile XPS ale probei de control, probei tratate direct si a probei expuse la PAW arata
ca principalele elemente care formeaza aceasta proteina sunt carbon, oxigen, azot si sulf. Datele din

spectrele XPS (Tabel 5.2) arata ca se produc modificari de concentratic a elementelor. Cele mai
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semnificative se refera la oxigen. Concentratia acestuia creste foarte mult datoritd formarii de noi

legaturi ce contin O.

Tabel 5.2. Rapoartele elementale obtinute din spectrele XPS.

Cls Nis Ols o
Proba (%) (%) (%) S2p (%) N1s/Cls O1s/Cls 0O1s/N1s S2p/Cls

BSA 679 145 169 07 0.214 0.25 117 0.010
control
BSA- 638 139 216 07 0.218 0.34 155 0011
PAW-20 : : ' ' ' : : '
BSA-D-20 608 135 248 09 0.222 0.41 184 0015

5.2.3. Discutii

Cele doua proteine studiate sunt foarte diferite. Colagenul este o moleculd rezistentd cu o
formd fibrilard iar BSA este o proteind globulard care este foarte susceptibilda la mediul sau
inconjurdtor. Aceste diferente au rezultat in comportamentul diferit al celor doud molecule la
expunerea la PAW si tratament direct cu plasma.

Tn cazul primului set de experimente, cand proteinele au fost introduse In PAW, colagemul
pare sa nu fie afectat. Spectrele sale FTIR aratd doar modificari minore ale pozitiilor benzilor. BSA-
ul este mai puternic afectat. Se produc schimbari majore ale pozitiilor maximelor, dar mai mult se
formeaza si noi benzi de absorbtie. Datele XPS au aratat ca se formeaza noi legaturi C-O in urma
expunerii ambelor proteine la PAW.

Tratamentul direct s-a dovedit a fi mai agresiv decat PAW. in cazul BSA poate fi observati
formarea unei noi benzi foarte intensa si larga in spectrele FTIR. Aceasta poate fi atribuita formarii
unei noi legaturi moleculare. Datele XPS confirma formarea unor noi functionalitati C-O si COOH si
aratd cd concentratia oxigenului in molecula creste. Datele XPS arata ca se produc modificari si la
nivelul moleculei de colagen. Noi legaturi C-O se formeaza chiar daca nu sunt vizibile in spectrul
FTIR. Toate modificarile produse de tratamentul direct sunt mai remarcabile decat cele generate de
PAW.

Proteinele sunt molecule complexe, motiv pentru care mecanismele exacte prin care
interactioneaza cu plasma sunt greu de identificat. Totusi, pot fi identificati doi factori ai denaturarii.
Primul este pH-ul scazut, care se stie ca afecteaza proteine ca BSA [16]. Cel de-al doilea factor este
reprezentat de speciile reactive de oxigen. Efectul ROS cu timp de viata ridicat poate fi observat
datorita modificarilor generate de PAW, cand cel mai probabil sursa acestora este H,O,. Efectul
speciilor cu timp de viatd mai scurt este mai ridicat, fapt ce rezulta din intensitatea mai ridicata a
efectelor tratamentului direct comparativ cu cele ale PAW. Tn spectrele de emisie ale plasmei s-au

putut observa linii si benzi ale O si radicalului OH. Aceste specii sunt generate in mod continuu in
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timpul tratamentului si chiar daca timpul lor de viatd este scurt, pot induce formarea a noi
functionalitati la suprafata proteinelor.
5.2.4. Concluzii

Doua proteine, colagen si BSA au fost expuse la tratament direct cu plasma si la tratament cu
PAW. Efectele tratamentului diferd de la moleculd la moleculd. In cazul colagenului nu se observa
modificari ale structurii secundare in spectrele FTIR cu toate ca masuratoriile XPS demonstreaza ca
concentratia oxigenului la suprafata proteinei creste datorita formarii de noi legaturi C-O. Tn cazul
albuminei efectele plasmei sunt mai evidente decat in cazul colagenului. Masuratoriile FTIR arata
modificarea benziilor Amide si formarea unui nou peak. Masuratoriile XPS confirma crearea de noi
legaturi C-O si COOH. O tendintd comuna in cazul celor doua proteine priveste efectul mai intens al
tratamentului direct cu plasmad 1n comparatie cu expunerea la PAW a moleculelor. Modificari
importante sunt induse la nivelul fiecarei proteine insd structura lor nu este afectatd in mod
fundamental.

Tntr-un context in care aplicatiile biomedicale ale plasmelor se dezvoltd continuu, efectul
tratamentului cu plasma asupra componentelor sale principale trebuie studiat in detaliu.

5.3.  Decontaminarea bacteriilor

Lucrarea de fatd investigheaza potentialul utilizarii PAW pentru inhibarea Staphylococcus
aureus.
5.3.1. Dependenta de raportul volumic

La folosirea unor cantitati foarte mici de PAW se pare cd aceasta poate ajuta dezvoltarea
microorganismelor. Tn cazul in care agentul inhibitor depaseste mediul de culturd ca volum, efectul
tratamentului cu plasmd isi pierde relevanta deoarece bacteriile sunt inhibate de modificarea
concentratiei de nutrienti si a proprietatilor osmotice ale lichidului [17]. Raportul volumic pentru
care efectul activarii cu plasma a apei este cel mai bine evidentiat este 1:1.
5.3.2. Dependenta de timpul de tratament

Se poate observa cd pentru timp scurt de tratament PAW pare sa fie benefica
microorganismelor si s le stimuleze dezvoltarea. Prin cresterea timpului de tratament la mai mult de

30 de minute apa activata devine daunatoare, iar dezvoltarea bacteriilor este inhibata.

5.3.3. Influenta tipului descarcarii
Trei tipuri de descarcari au fost folosite pentru activarea PAW. Rezultatele sunt diferite
pentru fiecare dintre aceste trei plasme. Se poate observa ca descarcarea in aer ofera cea mai mica

ratd de inhibare, iar descarcarea 1n argon are cel mai intens efect.
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5.3.4. Potentialul de stocare

Potentialul de stocare al PAW a fost investigat. Inaintea adaugarii apei activate asupra
bacteriilor, probele au fost stocate la temperatura camerei, in ntuneric, in containere de plastic.
Figura 5.4, prezinta rezultatele. Se observa ca, chiar daca raportul de inhibare variaza putin, efectul
PAW este considerabil.
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Figura 5.4. Efectul de inhibare al PAW asupra bacteriilor — dependenta de timpul de stocare.
5.3.5. Discurii

Rezultatele arata ca o cantitate micd de specii active ale PAW adaugate mediului de crestere
al bacteriilor nu le afecteaza dezvoltarea sau, contrar asteptarilor, le ajuta procesul de dezvoltare.
Aceasta tendintd poate fi observata atat in cazul folosirii unor rapoarte volumice mici, cat si in cazul
timpilor de tratament redusi. Cu toate acestea, o cantitate ridicata de specii active rezulta in inhibarea
considerabila a S.aureus. Cel mai evident este in cazul in care timpul de tratament folosit este de 50
de minute.

S-a dovedit ca peroxidul de hidrogen este principala specie activd careia i se datoreaza
inhibarea microorganismului. Literatura de specialitate prezinta opinii diferite cu privire la principalii
factori de inhibare a bacteriilor. Poate fi considerat ca existda mai multe mecanisme ce pot contribui la
procesul de inhibare. Valoarea pH-ului, speciile reactive de oxigen si speciile reactive de azot pot fi
toate responsabile pentru efectul antibacterian. Depinzadnd de speciile generate de plasma si de
proprietatile PAW, unul din acesti agenti poate deveni dominant, caz similar cu cel din aceasta
lucrare in care H,0, este agentul principal de inhibare.

S-a dovedit ca potentialul de stocare al PAW este de cel putin 7 zile. Acest fapt contrasteaza
cu rezultatele din [18] si [19], unde efectul de inhibare al PAW este redus in primele 30 de minute
dupa expunerea la plasma. Shen et al. [20] au investigat posibilitatea stocarii PAW la temperaturi
diferite si au concluzionat cd pastrarea la temperatura camerei duce la pierderea eficientei

antimicrobiene Tn cateva zile. lar stocarea la -80 deg. C creste potentialul de stocare. Traylor et al.
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[21] au aratat ca daca PAW interactioneaza cu culturiile de bacterii pentru intervale scurte de timp,
efectul de inhibare scade cu timpul de stocare. Insd daci PAW interactioneaza cu microorganismele
pentru 3 ore, potentialul de stocare poate atinge 7 zile. Considerand proprietdtile foarte stabile ale
apei activate cu plasma [22], ca principalul agent de inhibare este H,O,, si ca timpul de interactiune
dintre PAW si microorganisme este de 24 de ore, potentialul de stocare aritat de PAW poate fi
explicat.

5.3.6. Concluzii

Apa distilata activata prin expunere la plasma non-termicd a demonstrat un efect important de
inhibare asupra S. aureus. Timpul de tratament a esantioanelor lichide asociat cu concentratii diferite
de specii active modifica efectul PAW asupra culturilor de bacterii. Tn timp ce un timp de tratament
scurt corespunde unui efect aproape inexistent, un timp de tratament de 50 de minute are ca rezultat
un efect de inhibare a microorganismelor considerabil. Descédrcarea in argon a aratat cel mai
semnificativ efect antibacterian, iar ca principal agent de inhibare a fost identificat peroxidul de
hidrogen. Potentialul antimicrobian al solutiilor de PAW s-a dovedit a fi foarte stabil, chiar daca
probele au fost stocate la temperatura camerei. Lichidele activate cu plasma reprezinta un mediu
foarte complex deoarece contin multiplii agenti chimici. Cand iau contact cu celulele bacteriene, mai
multe mecanisme antimicrobiene pot fi stimulate, iar dezvoltarea acestora este inhibata. Procesele nu
sunt comple intelese, insa fiecare lucrare reprezinta un pas inainte.

5.4.  Sinteza de nanoparticule de aur

Ruta chimica folositd pentru sinteza de nanoparticule din metal nobil presupune schimbul de
electroni dintre o sare metalici si un agent reducator in prezenta unui agent de stabilizare. In cazul
aurului, HAUCI, este transformat in AuCly in solutii apoase si apoi redus la Au®. Atomii de aur
nucleaza si cresc, fiind mai apoi stabilizati de prezenta unui agent specific.

5.4.1. Nanoparticule goale

Nanoparticule de aur stabilizate electrostatic au fost sintetizate pentru prima data folosind o
metoda asistatd de plasma de catre Patel et al. [23]. Aurul este redus si stabilizat fara adaugarea unor
substante chimice, doar prin interactiunea dintre HAUCl, si plasma.

Dependenta de pH si de concentratia precursorului au fost investigate. Pozitia maximului de
absorbtie variaza de la 537 la 588 nm dovedind formarea unor nanoparticule cu un interval larg de
dimensiuni si forme.

Imaginile TEM inregistrate pentru determinarea formei si a dimensiunii nanoparticulelor la
pH extrem de mic, extrem de mare si nemodificat dezvaluie proprietatile nanoparticulelor rezumate
in Tabel 5.3. Pot fi observate diferente semnificative in ceea ce priveste formele si marimile

nanoparticulelor.
21



Tabel 5.3. Dimensiunile si formele nanoparticulelor obtinute pentru conditii variate de pH si de concentratie a
precursorilor. Simbolurile din coloana Formai se referi la reprezentarea bidimensionali a nanoparticulelor in
imaginile TEM: A = triunghi, ¢ = romb, o = cerc, r = bastonas, 5 = pentagon, 6 = hexagon, i = neregulat.

Concentratie HAuCl, pH Interval dimensiuni  Dimensiune medie Forma
mM nm nm
2 1.5-75 4 o
0.0025 N 1.2-19 9.7 Ao
12 1.1-10.8 3.3 o
2 1-29.8 4 o
0.05 N 1.1-47.4 14.2 AQ056ri
12 1-12.8 4.9 o
2 1.6-57.3 14.7 oA
0.1 N 2.6-268 42 AQ056ri
12 1.1-75 2.8 o
2 1.1-8.9 3.7 o
1 N 1.6-300 73.4 00A65
12 1-16.7 6.3 o

5.4.2. Nanoparticule invelite in colagen

Nanoparticule de aur Tnvelite Tn colagen au fost sintetizate prin expunerea precursorilor la
plasma in lichid. Precursorul initial este compus din HAUCl,, colagen si NaOH, care are rolul de a
controla pH-ul solutiei. in doar 10 minute de tratament solutia isi schimba culoarea, devenind rosu
intens si indicand formarea nanoparticulelor. Coloidul prezinta un peak de absorbtie cu un maxim la
532 nm. Modificarea timpului de tratament duce si la modificarea pozitiei maximului de absorbtie.

Figura 5.5 prezinta imaginile TEM obtinute pentru 10, 20 si 30 de minute de expunere la
plasma. Timpul mai lung de tratament pare sa rezulte in formarea unor nanoparticule mai mici si mai
rotunjite. Nanoparticule purificate au fost supuse masuratorilor XPS si FTIR, dovedind ca mijlocul
de aur este intr-adevar acoperit de un strat de proteind. S-a observat si ca nanoparticulele obtinute

pentru 10, 20 si 30 de minute au o stabilitate foarte ridicata.
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Figura 5.5. Imagini TEM ale nanoparticulelor invelite in colagen, obtinute pentru intervale diferite ale timpului
de tratament.
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5.4.3. Discurii

Nanoparticulele de aur pot fi generate printr-o metoda foarte simpla la interactiunea dintre
plasma si un precursor lichid. Atat nanoparticulele goale, cat si cele stabilizate cu proteind, au fost
obtinute dupd doar 10 minute de expunere la plasma. O distributie larga de particule a fost obtinuta.
Nanoparticulele pot avea dimensiuni incepand cu 1 nm si ajungand la cateva sute de nm. Formele
particulelor sunt si ele variate astfel ca proiectiile TEM bidirectionale ale acestora sunt circulare,
triunghiulare, pentagonale sau hexagonale. Deasemenea, nanoparticule de tipul bastonas au fost
formate prin metoda fara stabilizator.

Valoarea pH-ului solutiei este un factor foarte important pentru proprietatiile finale ale
nanoparticulelor. In primul rind, aceasta influenteaza gradul in care este redus aurul, aparent
impiedicand acest proces la valori de pH foarte mici. Deasemenea, acesta influenteaza si
dimensiunea si forma nanoparticulelor. Conditiile extreme contribuie la formarea unor nanoparticule
cu dimensiuni limitate si cu forme rotunjite. Stabilitatea solutiilor coloidale este si ea afectatd de
caracteristicile initiale ale precursorului. Concentratii mari de HAUCl; rezultd in aglomerarea
nanoparticulelor imediat dupd preparare. Acelasi tip de comportament se poate observa si pentru
valori mici ale pH-ului. Tn contrast, folosirea unor parametri optimi faciliteaza formarea unor solutii
coloidale care sunt stabile pentru mai multe zile.

5.4.4. Concluzii

Doua tipuri de nanoparticule de aur au fost sintetizate dintr-un precursor lichid folosind
tratamentul cu plasma. Descarcarea s-a dovedit a fi un agent de reducere al aurului foarte eficient,
atat in configuratia AC cat si in cea DC. Sinteza asistata de plasma este una care se efectueaza intr-un
singur pas, implici un numir minim de substante chimice si este foarte rapida. In ambele cazuri,
nanoparticulele au fost generate in doar 10 minute de expunere la plasma. Proprietatile
nanoparticulelor pot fi modificate, ele depinzand de parametri precum concentratia precursorului,
pH-ul solutiei si timpul de tratament. Valoarea pH-ului precursorului si concentratia de peroxid de
hidrogen in solutia tratatd sunt interconectate si influenteaza proprietatiile finale ale nanoparticulelor.
Au fost obtinute forme variate incluzand sfere, poligoane si bastonase si nanoparticule cu dimensiuni
de la cativa nm la dimensiuni de mai mult de 100 nm.

Tratamentul cu plasmd pentru generarea de nanoparticule reprezintd o metodd de sinteza
foarte promititoare. Dezvoltarea unor nanoparticule goale si cu proprietati complet controlabile ar
permite utilizarea nanoparticulelor intr-o arie de aplicatii mult mai largi. In plus, sinteza
nanoparticulelor invelite in colagen reprezinta primul pas catre obtinerea unor proceduri care sa

genereze nanoparticule personalizate pentru un scop specific.
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6. CONCLUZII FINALE SI PERSPECTIVE

Plasmele non-termice la presiune atmosfericd in contact cu lichide s-au dovedit a fi
instrumente versatile pentru mai multe aplicatii practice precum activarea apei, degradarea
colorantiilor, modificarea proteinelor, inhibarea bacteriilor si sinteza de nanomateriale.

Faza gazoasa a plasmelor in contact cu lichide este caracterizatd prin prezenta a multiple
specii reactive de oxigen si azot, care depind de parametrii descarcarii. Aceste specii interactioneaza
intre ele sau cu alte molecule si apoi difuzeaza in lichidul tratat schimbandu-i proprietatile si
reactivitatea. Apa activata cu plasma este caracterizatd de valori ale pH-ului acidice, de conductivitati
electrice mari si de concentratii mari de peroxid de hidrogen, nitriti si nitrati, care se formeaza la
interfata plasma-lichid. O caracteristica importantd a noilor proprietati ale apei este aceea ca acestea
sunt constante pentru intervale lungi de timp, chiar si la temperatura camerei.

Reactivitatea apei activate cu plasma o recomanda pentru aplicatii de degradare a unor
coloranti organici. Cinci coloranti diferiti au fost degradati prin tratament direct cu plasma si prin
interactiune cu PAW. Efectul apei nu este la fel de rapid ca cel al tratamentului direct, insa PAW are
avantajul cd nu necesitd interactiunea directd dintre colorant si descarcare si cd isi pdstreaza
proprietatile de degradare pentru mai multe zile dupa activare.

Tratamentul cu plasma a dovedit ca poate afecta materialele de provenientd biologica cu care
intrd in contact. BSA si colagenul au fost ambele afectate de interactiunea cu descarcarea si
interactiunea cu PAW. Chiar daca structura fundamentald a proteinei nu este afectatd, modificari
importante ale acesteia sunt inregistrate deoarece se formeaza noi legdturi C-O si COOH la suprafata
proteinelor.

PAW a dovedit si ca este foarte eficienta pentru decontaminarea bacteriilor. Staphylococcus
aureus a fost inhibat de prezenta unor volume suficient de mari de PAW in timp ce volume mai mici
au ajutat bacteria sd se dezvolte. Proprietatile de inhibare ale PAW sunt semnificative pentru cel
putin 7 zile dupa activare. Cea mai importantd specie pentru procesul antibacterian formata in PAW
este peroxidul de hidrogen.

Speciile active generate de catre plasma s-au dovedit importante si pentru sinteza de
nanoparticule. Nanoparticule goale si nanoparticule invelite in colagen au fost obtinute la
interactiunea plasma-lichid. Proprietdtile finale ale acestora depind de precursor si de conditiile de
expunere la plasma. Nanoparticulele sunt caracterizate de forme si dimensiuni variate, insa,
controland timpul de tratament, pH-ul si concentratia de H,O,, gradul de dispersie al acestora poate fi
ingustat. Mai mult, nanoparticulele au aratat o stabilitate temporald remarcabild; nanoparticulele

goale rezista pentru cateva zile, iar cele invelite In colagen rezista cateva luni, fara a agrega.
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Proprietatiile plasmelor in contact cu lichide le recomanda pentru numeroase aplicatii. Totusi,
cateva dintre mecanismele de actiune necesitd investigatii viitoare. Acesta este un domeniu de
cercetare care se afla la inceputul existentei sale, ceea ce Inseamna ca perspectivele de viitor sunt
nelimitate. In domeniul aplicatiilor de mediu, tratamentul cu plasma isi poate gisi utilitatea in
purificarea apelor uzate. Cu toate acestea, trebuie acordata o mare atentie produsilor secundari care
pot rezulta In urma degradarii poluatilor. Investigatii ale structurii, toxicitatii si efectelor acestora
trebuie si fie ficute. In domeniul aplicatiilor biomedicale pot fi investigate efectele PAW pentru
sterilizarea unei game mai largi de microorganisme. Deasemenea, tratamente ale unor biofilme si ale
unor substrate solide trebuie sa fie considerate deoarece se cunoaste cd organizarea
microorganismelor le schimba comportamentul. Domeniul aplicatiilor biomedicale ale plasmei este
unul care necesitd investigatii viitoare. Mecanismele de baza ale interactiunii dintre plasma si
biomolecule trebuie evaluate in conditii asemdnatoare cu cele intdlnite In corpul uman. Mai mult,
trebuie sa se faca o discriminare a efectului plasmei asupra unor tesuturi sanatoase sau bolnave, astfel
incat efectele benefice si efectele diunitoare ale tratamentului cu plasma si fie identificate. In final,
domeniul sintezei si modificarii materialelor poate fi imbunatatit prin dezvoltarea unor noi materiale
si prin aducerea celor deja existente la noi niveluri. Nanoparticulele de aur ar putea sa fiec mai bine
particularizate in ceea ce priveste forma si dimensiunile lor si ar putea beneficia de o largire a

spectrului de agenti de stabilizare folositi.
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