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Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

Zu den zahlreichen physikalischen Energiequellen, die Anwendung zu therapeutischen
Zwecken gefunden haben, gesellt sich im letzten Jahrzehnt das nicht-thermische
Atmospharendruckplasma.

Als zentrale Herausforderung kristallisiert sich das Aufdecken von Mechanismen bei der
Wechselwirkung dieser Plasmen mit Zellen und Geweben heraus. Hierbei gilt es,
vergleichbar mit der Strahlentherapie ', zwischen der direkten und der indirekten Einwirkung
zu unterscheiden. Im Gegensatz zu den meisten physikalischen Quellen fir eine
physikalische Therapie entsteht durch ein Plasma eine grofe Anzahl von reaktiven Spezies,
so dass die moglichen Reaktionen deutlich an Komplexitdt gewinnen. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die indirekte Einwirkung eines Plasmas auf Zellen via Flussigkeits-

Phase erstmals detailliert zu untersuchen.

In der Physik wird Plasma als ein ganz oder teilweise ionisiertes Gas definiert. Es besteht
folglich aus neutralen und geladenen Teilchen in Form von Anionen, Kationen und
Elektronen. Weiterhin kann es Radikale enthalten, wie z. B. Stickstoffmonoxid (NO®) und das
Superoxid-Anion (O,"). Plasmen koénnen elektromagnetische Felder, (V)UV-Strahlung,
sichtbares Licht und thermische Strahlung erzeugen. ! Sie werden in thermische und nicht-
thermische Plasmen eingeteilt. Weiterhin erfolgt eine Klassifizierung nach den
Umgebungsdriicken, in denen sie geziindet werden, in Niederdruck- und Atmosphéaren-
druckplasmen.? 4

Aufgrund der komplexen Chemie und vielfaltigen Eigenschaften resultiert eine Menge an
Einsatzmdglichkeiten fur Plasmen in der heutigen Zeit. So wird Plasma zum Beispiel in der
Lampentechnik, fir Plasmabildschirme, zur Oberflachenmodifizierung von diversen
Werkstoffen, zum Plasma-SchweiRen und -Schneiden eingesetzt. ' Auch der wachsende
Bereich Plasmamedizin gewinnt mehr und mehr an Bedeutung. Dieses neue
Forschungsgebiet untersucht die biomedizinische Anwendung von physikalischen Plasmen
fur therapeutische Zwecke. Die drei plasmamedizinischen Anwendungsfelder Modifikation
von biologisch relevanten Oberflachen, Dekontamination und Sterilisation sowie die
therapeutische Anwendung kdnnen nicht immer scharf voneinander getrennt werden. Im
Teilgebiet der Oberflachenmodifikation werden Plasmen zur Gestaltung und Optimierung
biologisch relevanter Oberflachen genutzt. So kann die Biokompatibilitat und -funktionalitat
von Medizinprodukten (z. B. Implantate), Labormaterialien und -geraten verbessert werden.
Weiterhin ist es mdglich, physikalisches Plasma zur Desinfektion oder Sterilisation von
medizinischen Instrumenten, Medizinprodukten und Verpackungsmaterialien einzu-
setzen. '*'® F{ir diese Anwendungsfelder sind auch Niederdruckplasmen geeignet, welche

unter trockenen Bedingungen agieren. Bei der therapeutischen Anwendung, z.B. der
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Wundheilung, ist die Plasmabehandlung sehr viel komplexer, da sich lebende Zellen und
Gewebe immer in feuchter bis fliissiger Umgebung unter Atmosphéarendruck befinden. ['”!

Diese Tatsachen kdnnen die Effektivitat einer Plasmabehandlung beeinflussen, da einerseits
die Lebensbedingungen fiir Zellen in Anwesenheit von Wasser besser sind und andererseits
Wasser eine zusatzliche Barriere fir direkte Plasma-Zell-Wechselwirkungen sein kann.
Schlussfolgernd miuissen die plasmainduzierten Effekte Uber die extrazellulare Matrix
vermittelt werden. UV-Strahlung und reaktive Spezies, welche im Plasma generiert werden
kénnen, missen in die Flissigkeit penetrieren oder diffundieren, um dort mit den Zellen zu
interagieren. Weiterhin besteht die Méglichkeit, dass eine plasmagenerierte Veranderung der
Flissigkeits-Phase zu biologischen Effekten flihrt. Dieses zentrale Problem in der

plasmamedizinischen Grundlagenforschung ist in Abbildung 1 graphisch dargestellit.

Plasma

b ’ ‘.‘b PLASMA
Radikale und nieder- 2 .\

molekulare chemische T DNA
Reaktionsprodukte y

....... Zellwand/ Extrazelluldre

UV-Strahlung' ‘{ 9 Membran Matrix

lonen
e
Elektronen °° [+ ] o —
') °° (-} ) Proteine
(-]
(+] O,

Abbildung 1: Mechanismen der Plasmawirkung auf lebende Systeme, © INP Greifswald e. V.

Plasma-FlUssigkeits-Wechselwirkungen wurden schon von einigen Wissenschaftlern

t. '®23 Jedoch beruhen alle diese Untersuchungen auf einem direkten Plasma-

untersuch
Flissigkeitskontakt, bei denen die Flussigkeits-Phase als Elektrode fungiert. Weiterhin gibt
es heilke Lichtbogenentladungen, welche zwischen zwei Metallplatten erzeugt werden und
mittels eines Arbeitsgases zur Fliissigkeit geblasen werden. ** %! In diesem Fall agiert die
Flussigkeit nicht als Elektrode und reaktive Spezies kénnen mit dem Arbeitsgas zur
Flissigkeit getragen werden.® Solche Lichtbogenentladungen werden erfolgreich
eingesetzt, um organische Verbindungen aus wassrigen Lésungen zu entfernen und um
pathogene Bakterien zu inaktivieren. 42

Diese heilRen Plasmen kénnen nicht fir alle plasmamedizinischen Zwecke eingesetzt
werden, da Temperaturen ab 40 °C auf physiologische Stoffe wie z. B. Eiweile, Vitamine,

wie auch auf Arzneistoffe, negative Auswirkungen haben kénnen. Deshalb ist fir die in

2
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dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen eine kalte/nicht-thermische Plasmaquelle

(30 — 40 °C), die unter Atmospharendruckbedingungen geziindet werden kann, notwendig.

Die plasmamedizinischen Einsatzmoglichkeiten stehen noch
ganz am Anfang. Deshalb ist es wichtig, die Eigenschaften von
Plasma zu untersuchen und die Wirkung/Wirkmechanismen auf
biologische Systeme zu erforschen. Hierbei darf die Gas-Phase,
in der das Plasma geziindet wird, nicht auler Acht gelassen
werden, da deren Bestandteile ganz oder teilweise bei einer
Plasmaziindung ionisiert werden und damit die anschlieRenden
chemischen Prozesse malgeblich beeinflussen. Weiterhin sind
lebende biologische Systeme, wie z. B. Biofilme und Gewebe,
auf Wasser angewiesen und normalerweise immer mit einem
mehr oder weniger dicken Flussigkeitsfilm benetzt. Folglich hat
Kontakt mit

(Abbildung 2). Es sind also neben der Plasmadiagnostik und

das Plasma Kkeinen direkten den Zellen

der Charakterisierung zellularer Effekte die Untersuchungen der
Gas-Phase und vor allem der Flissigkeit von wichtiger

Bedeutung.

Plasma

Gas-Phase

Fliissigkeits-Phase

Zellen

Abbildung 2: Phasen, die
bei der Untersuchung
biologischer Effekte durch
Plasma von Bedeutung
sind

In der vorliegenden Arbeit sollen daher die Veranderungen von Flussigkeiten durch die
Plasmabehandlung und resultierende biologische Effekte untersucht werden.

Da diese Untersuchungen in dieser systematischen Form erstmalig durchgefiihrt wurden,
musste ein geeignetes experimentelles Modellsystem gefunden werden. Hierzu wurde eine
Plasmaquelle bendtigt, die unter Atmospharendruckbedingungen und in verschiedenen
Gasen gezlindet werden kann, und ein Modell fur ein einfaches biologisches System.
Mégliche Anordnungen nicht-thermischer Atmospharendruck-Plasmaquellen zur Plasma-
behandlung sind z. B. der Atmospharendruck-Plasma-Jet (APPJ, atmospheric pressure
plasma jet) und die dielektrisch behinderte Entladung (DBE).” * ** Beim APPJ handelt es
sich um eine punktférmige Plasmaquelle, die eine ortlich gezielte Behandlung mdglich
macht, mit der eine grof’flachige Behandlung jedoch nur durch Abrastern realisiert werden
kann. Dieses Abrastern macht es jedoch schwierig, Behandlungszeiten pro Flache zu
definieren (z. B. bei der Wundbehandlung). Weiterhin wird das Plasma bei dem APPJ durch
einen Gasstrom aus der Elektrodenanordnung heraus getrieben, welcher zur Austrocknung
der behandelten Oberflache flhrt. Daher ist ein APPJ flr diese Untersuchungen ungeeignet.
Eine dielektrisch behinderte Entladung eignet sich hingegen gut zur flachigen Anwendung.
Hierbei wird zwischen dielektrisch behinderter Volumenentladung und Oberflachenentladung
unterschieden. Bei der dielektrisch behinderten Volumenentladung erfolgt die Entladung

zwischen der Hochspannungs- und Gegenelektrode, wobei sich die Probe zwischen den
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beiden Elektroden befindet. Die Entladungsfilamente ,tanzen® wahrend der
Plasmabehandlung Uber die gesamte Flache und bieten somit in Summe eine homogene
Behandlung. Der einzige Nachteil der dielektrisch behinderten Volumenentladung ist, dass
die Entladung durch die Probe hindurchgeht. Das heif’t, eine Beeinflussung durch elektrische
Felder, ahnlich wie bei der Elektroporation, kann nicht ausgeschlossen werden. Somit ist
auch die dielektrisch behinderte Volumenentladung keine geeignete Plasmaquelle fur die
Untersuchungen. Bei der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung (Abbildung 3)
befinden sich die Hochspannungs- und die Gegenelektrode auf einer Seite (lUber) der Probe.
Das Plasma (Abbildung 3, magenta) wird auf der Oberflache der Elektrodenanordnung
geziindet. Es erfolgt keine direkte Entladung durch die Probe hindurch. ®" 34 Mit der
dielektrisch behinderten Oberflachenentladung ist folglich eine geeignete Plasmaquelle
gefunden worden, um mit definierten Behandlungszeiten eine flachige Behandlung zu
ermdglichen und ohne direkte Einflisse, wie z. B. Austrocknung, durchgehende Entladungen
zu haben. Mit dieser Elektrodenanordnung ist es moglich, das Plasma dicht an die
Flissigkeit heranzubringen, ohne in einem direkten Kontakt zu stehen. Daher sind die

einzelnen Phasen Plasma, Gas, FlUssigkeit gut zu trennen und zu untersuchen.

Gegenalekirode

Dielektnkum
Hochspannungs-
elektrode

s Petrischale

Probe

Abbildung 3: Dielektrisch behinderte Oberflichenentladung

Weiterhin war es mdglich, die Elektrodenanordnung so zu konfigurieren, dass sie fir die
Behandlung von Proben in einer Petri-/Zellkulturschale geeignet ist.

Fir die Plasmabehandlung mit der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung wurde nun
ein geeignetes biologisches Modell gesucht, bei dem es méglich war, relativ schnell, einfach
und reproduzierbar biologische Effekte des Plasmas zu erfassen. Hierflir wurden
Mikroorganismen-Suspensionen gewahlt. Mikroorganismen lassen sich unter geeigneten
Bedingungen gut anziichten. Es lassen sich Suspensionen hoher Zellzahlen einstellen. Sie
sind, im Gegensatz zu tierischen/menschlichen Zellen, in sehr einfachen Medien wie
physiologischer Kochsalzldsung und Phosphatpuffer (ohne weitere Nahrstoffe) fir eine
gewisse Zeit lebensfahig. Diese ,einfachen® Medien sind notwendig fir die Untersuchungen,
um Interaktionen des Plasmas mit Zuckern, Vitaminen, Aminosauren etc., die z.B. in

Zellkulturmedien enthalten sind, auszuschlief’en. Die Einfachheit dieser Salzldsungen durfte
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folglich die Chemie und deren resultierenden Effekte kaum beeinflussen. Auch der Analytik
der Flussigkeits-Phase kommen diese einfachen Medien zugute. So werden mdgliche
Nebenreaktionen weitestgehend unterbunden und es besteht die Moglichkeit, mit dieser
Arbeit erstmalig einen Einblick in die Komplexitat der Plasma-Gas-Flussigkeits-Chemie zu
bekommen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss eines nicht-thermischen Plasmas in Form einer
dielektrisch behinderten Oberflachenentladung unter Atmospharenbedingungen auf
Flissigkeiten darzustellen, mogliche Mechanismen flir die chemische Veranderung der
Flissigkeit herzuleiten und anschlieliend geeignete analytische Methoden zu finden, um die
mdglichen Produkte zu detektieren. Weiterhin sollen biologische Effekte dieses Plasmas auf
ausgewahlte Mikroorganismen erforscht werden. Hierbei soll der direkte Einfluss des
Plasmas auf Mikroorganismen-Suspensionen mit den biologischen Effekten von
plasmabehandelter Flissigkeit auf Mikroorganismen verglichen werden, um somit den
indirekten Einfluss von Plasma auf Zellen Uber Veranderungen der flissigen Phase

aufzudecken.



Material und Methoden

2 Material und Methoden
2.1 Plasmaquelle: Dielektrisch behinderte Oberflachenentladung
(DBE)

Als Plasmaquelle wurde eine Anlage, die nach dem Prinzip der dielektrisch behinderten
Oberflachenentladung funktioniert, genutzt, welche im weiteren Text als DBE bezeichnet
wird. Der Aufbau der DBE-Anlage 1 ist schematisch in der Abbildung 4 dargestellt. Die
Elektrodenanordnung besteht aus einer 1,5 mm dicken Epoxy-Glasfaser-Scheibe mit einem
Durchmesser von 50 mm, welche als Dielektrikum fungiert. Auf dieser Scheibe befinden sich
zwei 35 um dicke Kupferelektroden mit 35 mm Durchmesser. Auf der Hochspannungsseite
sind vier konzentrische Ringe, 0,75 mm breit, mit einem Abstand von 3 mm durch ein
Atzverfahren geformt worden. Auf der anderen Seite des Dielektrikums befindet sich eine
unstrukturierte Gegenelektrode. Das Plasma brennt auf der Hochspannungsseite der
Elektrodenanordnung um die konzentrischen Ringelektroden. Ein Foto des geziindeten
Plasmas ist in Abbildung 4, rechts dargestellt. Die Elektrodenanordnung wurde auf der
strukturierten Hochspannungsseite mit einem hochisolierenden Schutzlack (Plastik 70®,
CRC Kontakt Chemie) versehen. Dieser wurde nach einer 30-mindtigen Betriebsdauer mit
Aceton (99,5 %; Carl Roth GmbH + Co. KG) entfernt und erneuert. Die Elektrodenanordnung
kann mit einer Schraubenkonstruktion im Oberteil einer Petrischale befestigt werden. Damit
ist der Abstand zwischen der Hochspannungselektrode und der Oberflache einer im Unterteil
der Petrischale befindlichen Flussigkeit zwischen 2 und 5 mm verstellbar. Mit dieser
Versuchsanordnung kann die Plasmaerzeugung nur mit atmospharischer Luft als Arbeitsgas

erfolgen.

Elektroden-
Kontakt

—— Arretisr-Schrauben
s

" +— Petrischalen-Deckel
il —F— Dielelrikum

L Flussigkeit
Elektroden

50,00 mm

Abbildung 4: DBE — Aufbau 1 (links: Dielektrikum mit Elektroden; mittig: Versuchsanordnung;
rechts: geziindetes Plasma auf der Elektrodenoberflache)

Die Experimente in Luft wurden mit einer sinusférmigen Spannung von 10 kV ek (20 kHz) mit
einer gepulsten Plasma-on-/Plasma-off-Zeit von 0,413/1,223 s durchgefiihrt. Die aktive
Plasmaleistung betrug 2,4 mJ pro Zyklus, dies entspricht einer Leistung von 0,25 W - cm™.
Die fliissigen Proben wurden in einer 55 mm Petrischale (aus Polystyren, Héhe 14 mm, ohne

Nocken, steril, VWR International GmbH) mit der gepulsten Oberflachen-DBE-Quelle mit

6
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einem Abstand von 5 mm zwischen Elektrodenanordnung und Flissigkeitsoberflache Uber
verschiedene Zeiten (0 — 30 min) behandelt. Der Boden der Petrischale mit einer Flache von
ca. 23,75cm? wurde vom Probevolumen vollstdndig bedeckt. Es wurden
Fliissigkeitsvolumen zwischen 2,5 und 10,0 ml verwendet. >

Fir Plasmabehandlungen in stromender Luft, Argon- und Argon-Sauerstoff-Atmospharen
wurde der in Abbildung 5 dargestellte DBE-Aufbau 2 genutzt.

Die Elektrodenanordnung entspricht der Anordnung in Aufbau 1. Diese ist in ein Gehause
eingebettet, welches einen Gaseinlass und Gasauslass hat. Die Konstruktion lasst sich auf
dem Unterteil einer 55 mm-Petrischale platzieren. Durch Gummidichtungen wird ein
Gasaustausch mit der Raumluft verhindert. Um bei Gasfluss ein ,Abheben“ des Gehauses
vom Petrischalenunterteil zu verhindern, kann die Anordnung in eine Schraubvorrichtung
eingespannt werden. Der Gasfluss betrug bei allen Versuchen mit dieser Anordnung
0,5 Standardliter pro Minute (sl - min™") und die Vorsplilzeit 5 min, d. h. mit dem Arbeitsgas
wurde das Experimentiersystem 5 min lang ohne Plasmazindung (vor)gespult, um die
Umgebungsluft aus diesem zu verdrangen. Das Plasma wurde in Argon-Atmosphéare durch
eine Spannung von 3 kVpeac Und in Argon-Sauerstoff-Gemischen mit 6 kVpeax €rzeugt, die

Frequenz betrug jeweils 40 kHz und die Plasma-on-off-Zeit war identisch mit der in Luft.

Gaseinlass
Elektrodenkontakt

Arretierschrauben

’7 Gasauslass

Gummidichtung
Gehiduse

Gummidichtung
Dielektrikum
Elektroden

——————— Petrischalenunterteil
mit Flissigkeitsprobe

Abbildung 5: DBE - Aufbau 2
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2.2 Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase

Um zu untersuchen, welche Komponenten und reaktiven Spezies im Plasma sowie in der
Gas-Phase (zwischen Plasma und Flissigkeitsoberflache) entstehen und welche dann
anschlie®end mit der Flissigkeits-Phase bzw. den biologischen Systemen interagieren
kénnten, wurde eine Diagnostik mittels Optischer Emissionsspektroskopie (OES), Fourier-

Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR) und Massenspektrometrie (MS) durchgefihrt.

2.2.1 Optische Emissionsspektroskopie (OES)

OES ist Ublich fur die Charakterisierung von Plasma. Mit ihr kbnnen Atome und Molekdile
erfasst werden, die nach Anregung durch Energie elektromagnetische Strahlung einer
spezifischen Wellenlange emittieren. Anhand dieser spezifischen Wellenlangen kdnnen
Atome und Molekile identifiziert werden. Diese Methode dient der Erfassung einiger
kurzlebiger Spezies, wie z. B. Radikale. Die OES wurde im UV-Bereich von 200 - 450 nm
und im VIS/IR-Bereich von 450 - 900 nm mittels des Kompaktspektrometers AvaSpec-2048
(Avantes) durchgeflihrt. Es besitzt eine Eintritts6ffnung von 25 ym und eine Auflésung von
0,6 nm. Die Belichtungszeit betrug 10 s und die Ergebnisse entstanden aus der Mittelung
von zwei Messwerten. Genutzt wurde flr diese Messungen der DBE-Aufbau 2 mit einer
speziell angefertigten Petrischale, in deren Boden ein Quarzfenster eingebaut wurde, um das
Plasma wahrend der Behandlung von unten durch die Petrischale zu vermessen. Um bei der
Messung die Bedingungen einer mit Flissigkeit geflllten Petrischale und somit eines
feuchten Gasraumes zu realisieren, aber nicht das Quarzfenster mit Wasser zu bedecken,
wurde ein Ring in die Petrischale eingesetzt. Der aullere Ring der Petrischale wurde so hoch
mit Wasser geflllt wie es dem Fillstand einer normalen Petrischale mit 5 ml Wasser
entspricht  (Abbildung 6). Nach Plasmazindung wurden dann die optischen
Emissionsspektren  (Kapitel 3.1.1) im Wellenlangenbereich von 200 — 900 nm

aufgenommen.

Plasma

| - Elektroden-
anordnung
Petrischale
Wasser
Quarzfenster
Aussparung
| optisches

Linsensystem

| optisches Emissionsspekirometer |

Abbildung 6: links: schematischer Aufbau bei der OES-Messung; rechts: Foto der
wassergefiillten Petrischale mit Quarzfenster
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2.2.2 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Die FT-IR-Spektroskopie kann zur Detektion von Stoffen in der Gas-Phase verwendet
werden. Hierbei wird die Absorption von Frequenzbereichen durch Stoffe bei Bestrahlung mit
elektromagnetischen Wellen im Infrarotbereich detektiert. Die Absorption fihrt zu einer
Schwingungsanregung der Stoffe. Diese wird durch ein Interferogramm dargestellt und
anschlieflend mit Hilfe der Fourier-Transformation in ein Spektrum Gberflhrt. Im Vergleich
mit Referenzspektren kénnen detektierte Stoffe identifiziert werden. Die FT-IR-Spektroskopie
wurde mittels des Multicomponent FT-IR Gas analyser Gasmet CR-2000 (anysco)
durchgefiihrt. Die FT-IR-Spektren (Kapitel 3. 1. 2) wurden im Bereich von 4238 - 594 cm™
aufgenommen, das entspricht einem mittleren Infrarotbereich mit Wellenlangen von
2,36 - 16,84 ym. Fir die Aufarbeitung der Daten wurde die Software CALCMET benutzt. Fir
die Untersuchungen wurde der DBE-Aufbau 2 genutzt. Der Gasfluss von Luft, Argon bzw.
Argon-Sauerstoff-Gemischen betrug 0,5 sl - min™', womit die plasmamodifizierte Gas-Phase
durch einen Schlauch Uber den Gasauslass zur Messzelle des FT-IR-Spektrometers geleitet
wurde (Abbildung 7).

2.2.3 Massenspektrometrie (MS)

Mit der Massenspektrometrie werden Massen gemessen, die zur ldentifizierung von Atomen
und Molekilen beitragen. Fir die MS-Untersuchungen wurde das Quadrupolspektrometer
OmniStar™ GSD 300 O (Balzers Instruments) verwendet. Der Messbereich lag zwischen
1-100 amu. Es wurde der DBE-Aufbau 2 genutzt und das plasmamodifizierte Gas (Luft)
mittels des Gasflusses (0,5sl min”) ber den Gasauslass zum Massenspektrometer
beférdert (Abbildung 7).

FT-IR-Spekirometer
bzw.
Massenspekirometer

Abbildung 7: schematischer Versuchsaufbau der FT-IR-spektroskopischen bzw. der
massenspektrometrischen Messungen wahrend DBE-Behandlung
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2.3 Untersuchungen der Flussigkeits-Phase

2.3.1 Photometrische Methoden

Die photometrischen Messungen wurden einerseits direkt mit der plasmabehandelten
Flissigkeit ~durchgefihrt und andererseits nach Zusatz von Testkits und
Nachweisreagenzien. Hierbei wurden Gesamtspektren im UV-VIS-Bereich und
Absorptionsmaxima bei definierten Wellenlangen aufgenommen sowie Kalibrationskurven
erstellt.

Zur Durchfiihrung dieser photometrischen Messungen diente das SPECORD S600 von
analytikjena (Abbildung 8). Das Photometer besitzt einen 8-fach Kuvettenwechsler. Fir die
Messungen wurden Einmalkivetten von VWR International GmbH und Einmal-UV-Kivetten
von Brandt GmbH + Co. KG verwendet.

At A i it it i i s

Abbildung 8: Photometer SPECORD S600

2.3.1.1 Aufnahme von Gesamtspektren

Die Aufnahme der Gesamtspektren erfolgte im Wellenlangenbereich von 190 bis 1020 nm. In

den Diagrammen (Kapitel 2. 3. 1. 2 und 3. 2) wurden nur die relevanten Bereiche dargestellt.

2.3.1.2 Photometrische Nachweise von Nitrat, Nitrit und

Wasserstoffperoxid

Die photometrischen Detektionen von Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid wurden durch
Farbreaktionen mit verschiedenen Reagenzien realisiert.

Es wurden Kalibrationskurven und Gesamtspektren der Nachweistests in den Medien
destilliertes Wasser, physiologische Kochsalzlésung und PBS aufgenommen. Destilliertes
Wasser wurde verwendet, um Nebenreaktionen bei der Plasmabehandlung und Stérungen
der farbgebenden Nachweisreaktionen auszuschlieRen. Die beiden anderen wassrigen
Medien wurden analysiert, da sie bei den mikrobiologischen Untersuchungen benutzt
wurden, um osmotische Effekte auf die Mikroorganismen wahrend der Plasmabehandlung

auszuschlieBen. Die physiologische Kochsalzlésung enthalt neben reinem Wasser 8,5 g
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NaCl pro Liter. Der Phosphatpuffer nach Sérensen pH = 7,2 enthalt neben reinem Wasser
0,1 M Phosphat (entspricht 7897 mg ‘I”'; 3,729 g Kaliumdihydrogenphosphat und 12,923 g
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat pro Liter Wasser). Diese hohen Salzkonzentrationen
konnen sich stérend auf die farbgebenden Nachweisreaktionen auswirken. Die
Durchfuhrbarkeit der Nachweismethoden in den beiden mikrobiologischen Medien NaCl-
Lésung und PBS wurden mittels der Aufnahme von Kalibrationenkurven und
Gesamtspektren nach Farbreaktion mit den lonen/Molekilen Utberprift.

Zur Berechnung der Konzentrationen (c) aus den gemessenen Absorptionen (A) diente die
entsprechende Kalibrationskurvengleichung. Zusatzlich wurden die Konzentrationen mittels
eines Faktors (F) bestimmt, da die Hersteller der Fertig-Testkits (Spectroquant®) einen
solchen Faktor zur Konzentrationsberechnung angeben. Die Ermittlung des Faktors erfolgte
nach Erstellung der Kalibrationskurve und anschlieliender Mittelung der Quotienten aus den
vorgegebenen Konzentrationen und den dazugehérigen gemessenen Absorptionen:
F=c A"

Nitrat-Test

Der Nachweis erfolgte mittels des Spectroquant® Nitrat-Tests (Art.-Nr. 109713;
Merck KGaA). Bei diesem Test bilden Nitrat-lonen in schwefel- und phosphorsaurer Losung
mit 2,6-Dimethylphenol (1) das farbige 4-Nitro-2,6-dimethylphenol (2) (Gleichung 1), welches

photometrisch bei einer Wellenlange von 340 nm bestimmt wird (Diagramm 1, rechts).

OH oH
+ NOgy + HY — +  HO (1)
NO,

1 2
Der Messbereich des Tests fur die 10 mm Kivette befindet sich zwischen 4,4 und
110,7 mg ‘I Nitrat. Innerhalb dieser Konzentrationsspanne wurden die Absorptionen der
Proben nach Reaktion mit den Reagenzien des Spectroquant®-Tests gemessen und eine

Kalibrationskurve erstellt (Diagramm 1, links).

Absorption Absorpticn
Y [%]

12 18

L] 340 .
—Nitrat-N\V in Wasser
1,0 4
0.6 1 10 /_ \
Messwellenlange
0,6

y=0,01x + 0,0005
0,4 C.5 1 \

02 1 | k—\

0,0 T . . . €0 T
0 20 40 60 80 100 120 200 500 700 900
Konzentration [mg - 1] Wellenlange [nm]

Diagramm 1: links: Kalibrationskurve des Nitrat-Tests; rechts: Absorptionsspektrum der
Reaktionsmischung des Nitrat-Tests (in Wasser)
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Zum Erstellen der Ausgangskonzentrationen der Kalibrationskurve wurde eine Stammlésung
von Natriumnitrat (0,1 g-I") hergestellt und entsprechend verdiinnt. Der hierbei ermittelte
Faktor in Wasser betrug F = 98,9 (86,8 It. Merck).

Die Durchfiihrbarkeit des Nitrat-Tests in Natriumchlorid-Lodsung wurde Uberprift. Es konnte
jedoch kein linearer Zusammenhang zwischen vorgegebener Konzentration und ermittelter
Absorption gefunden werden (Diagramm 2, links). Nach Zugabe der Reagenzien trat eine
andere Farbung des Reaktionsgemisches (rot-violett) als in Wasser auf (orange). In der
Uberlagerung der Gesamtspektren der Nachweise in Wasser und physiologischer
deutlich

rechts). Bei der

Kochsalzlésung sieht man eine Verschiebung der Absorptionsmaxima

(Diagramm 2, Messwellenlange von 340 nm liegt nun Kkein
Absorptionsmaximum mehr, sondern ein lokales Minimum.

Auch die unterschiedlichen Farbungen der Ansatze lassen sich anhand der Spektren
erklaren. Der Nitrat-Nachweis in Wasser absorbiert unter anderem zwischen 450 und
550 nm, im blau-griinen Bereich. Sichtbar werden die Komplementarfarben gelb und rot, die
die Orangefarbung der Reaktionslésung ergeben. In Natriumchlorid-Lésung verschiebt sich
dieses Maximum in langwelligere Bereiche (griin-gelb), die Mischung erscheint rot-violett.
Laut Merck (Spectroquant®) stért NaCl beim Nitrat-Test ab einer Konzentration von 0,2 %.
Der Nitrat-Test ist aufgrund der zu hohen Fremdstoffkonzentration in Kochsalzlésung nicht

anwendbar, es musste im Weiteren auf die Daten in Wasser zurtickgegriffen werden.

Absorption Absorption
[*%] [%]

05

04
03
0z
01 A

00 9/
W

01

0

20

40 60 80
Konzentration [mg - 1]

100

120

15

0,0

{

340

300

——Nitrat-NW in Wasser
—Nitrat-NW in NaCl-L&sung

Messwellenlange

500 700 900
Wellenlédnge [nm]

links: Kalibrationskurve des Nitrat-Tests; rechts: Absorptionsspektren der
Reaktionsmischungen der Nitrat-Teste (in NaCl-Lésung)

Diagramm 2:

Laut Merck (Spectroquant®) stért PO,> beim Nitrat-Test ab 1000 mg ‘I”'. Die Methode diirfte

folglich in PBS nicht anwendbar sein. Jedoch zeigten die Untersuchungen eine
Durchflihrbarkeit des Nitrat-Nachweises in PBS. Das Absorptionsmaximum bleibt im
Vergleich der Gesamtspektren in Wasser und PBS nahezu identisch. Die Farbe ist in
Phosphatpuffer etwas gelber (in Wasser orange). Diese Beobachtung begriindet sich auf der
geringen Verschiebung des Nebenmaximums in den blauen Spektralbereich (Diagramm 3,

rechts).
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Absorption Absorption
%] [%]
1,4 20 530

——Nitrat-N\W in Wasser

1,2 A

1.0 4 / 18 f —Nitrat-NW in PBS
/

0,8 1 y=0,0127x + 0,0085

Messwellenlanges

0,6 1
0,4 4 054
0,2 4

T T T T 00— —
0 20 40 60 80 100 120 300 500 700 900
Konzentration [mg - '] Wellenldnge [nm]

0,0

Diagramm 3: links: Kalibrationskurve des Nitrat-Tests; rechts: Absorptionsspektren der
Reaktionsmischungen der Nitrat-Teste (in PBS)

Die Nitrat-Konzentration lasst sich auf der Basis der Kalibrationskurve mit der Formel
¢ =(A-0,0085)/0,0127 berechnen oder mittels Multiplikation der gemessenen Absorption mit
dem ermittelten Faktor F = 76,0.

Im Vergleich zu der in Wasser aufgenommenen Kalibrationskurve unterscheidet sie sich

etwas (Diagramm 3, links).

Nitrit-Test

Der Nachweis erfolgte mittels des Spectroquant® Nitrit-Tests (Art.-Nr. 114776; Merck
KGaA).

Nitrit-lonen bilden in saurer Lésung mit Sulfanilsaure (3) Azosulfanilsaure (4) (Gleichung 2),
welche mit N-(1-Naphthyl)-ethylendiaminhydrochlorid (5) zu einem rotvioletten Azofarbstoff
reagiert (6) (Gleichung 3). Diese Verbindung wird photometrisch bei einer Wellenlange von

525 nm in Wasser bestimmt (Diagramm 4, rechts).

o 0 o0
- S
HO HO
+ NO, + 2H* — + 2H0 (2)
+
NH N
2 N
3 4
NH,*CI NH5*CI

Der Messbereich des Nitrit-Tests fir die 10 mm Kuvette liegt zwischen 0,07 und 3,28 mg 17,
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Absorption Absorption
[%] %]
3.5
3.0 30 525
25 —Nitrit-NWin Wasser
25
2,04
2.0 4 Messwellenlange
R 15
y=0,7238x + 0,0295 1
1.0 1 1.0
0.5 1 05 -
0,0 ; . . 0.0 -
0 1 2 3 4 300 500 700 900
Konzentration [mg - I1] Wellenlidnge [nm]

Diagramm 4: links: Kalibrationskurve des Nitrit-Tests; rechts: Absorptionsspektrum der
Reaktionsmischung des Nitrit-Tests (in Wasser)

Es wurden die Absorptionen fir Proben von 0,05-3,5 mg'l'1 nach Reaktion mit den
Reagenzien des Spectroquant®-Tests gemessen und eine Kalibrationskurve erstellt
(Diagramm 4, links). Eine Nitrit-Standardlésung (Art.-Nr. 119899; Merck KGaA) diente nach
Verdinnung zum Erstellen der Kalibrationskurve. Der von uns ermittelte Faktor in Wasser
betragt F = 1,37 (1,22 It. Merck).

Beim Nitrit-Test in  Natriumchlorid-Losung wurden verschiedene bekannte Nitrit-
Konzentrationen in 0,85 prozentiger NaCl-Lésung vorgelegt, der entsprechende
Spectroquant®-Test durchgefiuhrt und die Absorption bei 525 nm gemessen (Diagramm 5,
rechts). Im angegebenen Messbereich verlauft der Graph linear (Diagramm 5, links), jedoch
unterscheiden sich die Geradengleichung und der Faktor (F=1,23) im Vergleich zu den in
Wasser aufgenommenen Werten. Die Absorptionsmaxima der Nachweislésungen bei
Durchfuihrung in Wasser und in NaCl-Lésung sind deckungsgleich (Diagramm 5, rechts).
Laut Merck (Spectroquant®) stort NaCl ab einer Konzentration von 20 % Natriumchlorid. Der

Nitrit-Test ist in physiologischer Kochsalzlésung folglich durchfiihrbar.

Absorption Absorption
g
3.0 e 525
304 —Nitrit-NWin Wasser
25 "
2.5 4 —Nitrit-NWin NaCl-Lésung
2,0
201 Messwellenlange
151 y=0,8016x + 0,0108 15 ]
1.0 1 1.0
0,5 1 0.5
0,0 - 0.0 r
0 1 2 3 4 300 500 700 <00
Konzentration [mg - 1] Wellenldnge [nm]

Diagramm 5: links: Kalibrationskurve des Nitrit-Tests; rechts: Absorptionsspektren der
Reaktionsmischungen der Nitrit-Teste (in NaCl-Lésung)

Die Durchfihrbarkeit des Nitrit-Tests in Phosphatpuffer nach Sérensen wurde Uberprift. Es
konnte jedoch kein linearer Zusammenhang zwischen vorgegebener Konzentration und
ermittelter Absorption gefunden werden (Diagramm 6, links). Laut Merck (Spectroquant®)
stért PO,* beim Nitrit-Test ab 1000 mg - I”.
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Absorption Absorption
[%] [%]
0,0 3,5

30 525 —Nitrit-NW in Wasser
-0,1 4 !

01 25 —Nitrit-NW in PBS
0.2 4 207 Messwellenlange
-0,2 4 1.5 4
.03 A PR —a 1,0 A
-0,3 A 0,5 1

-0,4 T T T 0,0
0 1 2 3 4 300 500 700 900

Konzentration [mg - I''] Wellenlénge [nm]

Diagramm 6: links: Kalibrationskurve des Nitrit-Tests; rechts: Absorptionsspektren der
Reaktionsmischungen der Nitrit-Teste (in PBS)

Nach Zugabe der Reagenzien trat eine andere Farbung des Reaktionsgemisches (gelblich)
als in Wasser auf (pink).

In der Uberlagerung der Gesamtspektren der Nachweise in Wasser und PBS sieht man eine
Verschiebung der Absorptionsmaxima in den blauen Bereich (Diagramm 6, rechts).

Sichtbar wird die Komplementarfarbe gelb, statt magenta. Der Nachweis ist aufgrund der zu

hohen Phosphatmenge in dieser Art und Weise in PBS nicht anwendbar.

Wasserstoffperoxid-Tests

Zum Nachweis des H,O, wurden verschiede Methoden benutzt.

Der erste Nachweis erfolgte mittels des Spectroquant® Wasserstoffperoxid-Tests
(Art.-Nr. 118789; Merck KGaA).

Wasserstoffperoxid reduziert in Gegenwart eines Phenanthrolin-Derivates (7) Kupfer(ll)-
lonen zu Kupfer(l)-lonen. Diese bilden einen orangefarbenen Komplex (8) (Gleichung 4), der

photometrisch bei einer Wellenlange von 445 nm bestimmt wird (Diagramm 7, rechts).

7 8
Kupfer(l) erlangt durch die Komplexbindung mit den freien Elektronenpaaren des
Phenanthrolin-Stickstoffs eine stabile Edelgaskonfiguration.
Der Messbereich des Tests fiir die 10 mm Kiivette liegt zwischen 0,03 —6 mg ‘I”. Innerhalb
dieser Konzentrationsspanne wurden die Absorptionen der Proben nach Reaktion mit den
Reagenzien des Spectroquant®-Tests gemessen und eine Kalibrationskurve erstellt
(Diagramm 7, links). Wasserstoffperoxid-Losung 30 % (Art.-Nr. 107209; Merck KGaA) wurde

nach Verdiinnen mit destilliertem Wasser (auf 0,05-6,0mg-I") zur Erstellung der
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Kalibrationskurve genutzt. Der von uns ermittelte Faktor in Wasser betragt F = 2,16 (2,67 It.
Merck). Uber eine Wasserstoffperoxid-Konzentration von 6,0 mg 1" hinaus flacht die Kurve
zum Plateau ab. Um Proben mit héheren Konzentrationen an Substrat zu vermessen,

mussen sie zuvor entsprechend verdinnt werden.

Absorption Absorption[%]
[%] 2,00

25
20 l

15

445

1,50

1,00

1,0
y=0,3674x + 0,132 0,50 1

05 A

00 : : : 0,00 : : :
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

0 2 4 6 8
Konzentration [mg - I"'] Wellenlidnge [nm]

Diagramm 7: links: Kalibrationskurve des Wasserstoffperoxidtests; rechts: Absorptions-
spektrum der Reaktionsmischung des Wasserstoffperoxid-Tests (in Wasser)

Da bei der Reaktion 4 Sauerstoff entsteht, welcher sich in Form von Gasblasen in der
Losung oder an der Kivettenwand befindet und folglich das Messergebnis verfalschen
koénnte, wurde nach weiteren Alternativen gesucht.
Der zweite Nachweis erfolgte mittels der Reaktion von H,O, mit schwefelsaurer Titanylsulfat-
Lésung (1 g I'"; Riedel-de-Haén AG und Schwefelsdure 95 - 97 %; 140 g I'"; Merck KGaA).
In schwefelsaurer Umgebung 18st sich das Titanoxidsulfat unter Bildung von [Ti(OH),]**-
und [Ti(OH)s]*-lonen, die zusatzlich komplexgebundenes Wasser und/oder Hydrogensulfat
enthalten. Vereinfacht Iasst sich der Vorgang durch Reaktionsgleichung 5 darstellen:

TiOSO4 ) + 5 H0 < [Ti(OH)3(H20)3]" (aq) + HSO4 (aq) (5)
Es bildet sich der oktaedrische Triaquatrihydroxotitan(lV)-Komplex.
Bei Zugabe von Wasserstoffperoxid zu der Lésung kommt es in dem Komplex zu einem
Ligandenaustausch. Es bildet sich der gelb-orange Triaquahydroxoperoxotitan(IV)-
Komplex (9) (Gleichung 6):

[Ti(OH)3(H20)s] " (ag) + H202 ¢ [Ti(O2)(OH)(H20)s]"(ag) + H20 (6)

Das Absorptionsmaximum dieser Verbindung liegt bei 405 nm.

OH, ¥
o _OH
O/E \OH2

oH,

9

Es werden 3,0 ml der Probe mit 250 pl schwefelsaurer Titanylsulfat-Lésung (1 g - I'") versetzt

und nach 10 min Reaktionszeit die Absorption bei 405 nm gemessen (Diagramm 8, rechts).
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Bei Vermessung von Proben mit einer H,O,-Konzentration zwischen 5 und 20 mg'l'1
entstand das Diagramm 8, links. Der Graph ist im Bereich von 1—5mg I" und von
5-20mg 1" linear. Bei der Aufnahme des Gesamtspektrums wurde ein
Absorptionsmaximum bei 405 nm detektiert, welches in der Gelbfarbung der Ldsung

resultiert (Diagramm 8, rechts).

Absorption Absoorptlon
o
[%] o

03

03 ——\Wasserstoffperoxid-NWin Wasser
' } 405
0.2 4 0.2

Messwellenlange

024" y=0,01x +0,0372

0,1 0.1 1

0,1 A

y =0,0166x + 0,0032
0,0 T T T T c0 T
a 5 10 15 20 25 300 500 700 900
Konzentration [mg ' '] Wellenldnge [nm]

Diagramm 8: links: Kalibrationskurven des Wasserstoffperoxid-Tests; rechts: Absorptions-
spektrum der Reaktionsmischung des Wasserstoffperoxid-Tests mit
schwefelsaurem Titanylsulfat (in Wasser)

Der Messbereich fir Wasserstoffperoxid umfasst durch den Test mit schwefelsaurem
Titanylsulfat und den Spectroquant®-Test einen Bereich von 0,03 — 20 mg 'I”.

Die Wasserstoffperoxid-Tests wurden in den beiden anderen wassrigen Medien (NaCl-
Lésung und PBS) nur noch mit schwefelsaurem Titanylsulfat durchgefiihrt, da die beim
Spectroquant®-Test gebildeten Gasblasen an der Kivettenwand den Strahlengang des
Photometers erheblich storten.

Der Nachweis mit schwefelsaurem Titanylsulfat wurde durch das NaCl stark beeinflusst, so
dass keine Messung der Wasserstoffperoxid-Konzentration mit diesen Verfahren maéglich ist,
obwonhl die Absorptionsmaxima in Wasser und in Kochsalzlésung bei gleicher Wellenlange

liegen (Diagramm 9). Die Griinde fur diese Beeinflussung bleiben somit offen.

Absorption
[%1
0,3
—\Wasserstoffperoxid-NWin Wasser
02 | 405 —\Wasserstoffperoxid-NVWin NaCl-Lésung
Messwellenlange

0,1 A
0,0 ;

300 500 700 900

Wellenlange [nm]

Diagramm 9: Absorptionsspektren der Reaktionsmischungen der Wasserstoffperoxid-Tests
mit schwefelsaurem Titanylsulfat (in NaCl-Losung)
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Die Aufnahme der Kalibrationskurve von Wasserstoffperoxid in Phosphatpuffer nach

Sérensen (Diagramm 10, links) resultiert im Konzentrationsbereich von 5 - 20 mg ‘I in einer

Bestimmbarkeit der Wasserstoffperoxid-Konzentration mit folgender Gleichung:
c=(A+0,0712)/0,0161

Die Absorptionsmaxima der Gesamtspektren der Reaktionsmischungen in Wasser und in

PBS sind identisch (Diagramm 10, rechts), jedoch ist das Maximum in PBS stark

abgeschwacht.

Absorption Absorption
[%] %]

0,4 03
0,4
0.3 | 405 —Wassearstoffperoxid-NWin PBS
0,3
0,2 A

02 01 ]
o1 | y=0,0161x-0,0712

0,0 : : 0.0 .

0 10 20 30 40 300 500 700 900
Konzentration [mg - 1] Wellenldnge [nm]

—Wasserstoffperoxid-NWin Wasser

Messwellenlange

Diagramm 10: links: Kalibrationskurve des Wasserstoffperoxid-Tests; rechts: Absorptions-
spektren der Reaktionsmischungen der Wasserstoffperoxid-Teste mit
schwefelsaurem Titanylsulfat (in PBS)

Zusammenfassend ist die Durchfihrbarkeit der in diesem Abschnitt beschriebenen
Methoden in Tabelle 1 dargestellt (+ durchflihrbar, - nicht durchfihrbar).

Analyt
Nitrat Nitrit Wasserstoffperoxid
Destilliertes Wasser + + +
Medium | Kochsalzlésung - + -
PBS + - +
Tabelle 1: Durchfiihrbarkeit der Nitrat-, Nitrit- und Wasserstoffperoxid-Tests in Wasser,

Kochsalzl6sung und PBS

2.3.2 pH-Wert-Messungen

Fir die Messungen der pH-Werte wurde eine Halbmikro-pH-Elektrode mit einem
Durchmesser von 4,5 mm verwendet (SENTEK P13; Sentek Ltd.; UK). Diese wurde in
Verbindung mit dem Mikroprozessor pH-Meter 196 (WTW GmbH) benutzt.

2.3.3 Untersuchung der Ausbreitung von reaktiven Spezies in

Wasser

Fir die Untersuchungen der zeitabhangigen Ausbreitung von Protonen und Nitrit-lonen in
der FlUssigkeit wahrend der Plasmabehandlung wurde ein spezielles Becherglas verwendet,

welches ein Volumen von 100 ml destilliertes Wasser fasst und auf welches die
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Elektrodenanordnung (Abbildung 4) mit einem Abstand von 5 mm zur Flussigkeitsoberflache
aufgesetzt werden konnte.
Dem Wasser wurden verschiedene farbgebende Substanzen zugesetzt. Anschlieffend
wurden die Loésungen plasmabehandelt (0-30min) und die Farbveranderungen
fotographisch zu den Zeitpunkten 0 min, 2,5 min, 5min, 10 min, 20 min und 30 min
festgehalten.
Farbgebende Substanzen:
. Methylorange (0,1 g I™)
Der Farbumschlag tritt in einem pH-Bereich von 3,1 bis 4,4 von rot nach
gelb(orange) ein. In neutralem Wasser ist der Indikator folglich gelb (10). Durch die
Anlagerung eines Protons an den Indikator (pH-Wert-Erniedrigung) resultiert eine
Verschiebung der Doppelbindungen (Gleichung 7), damit ein bathochromer Effekt

und die Lésung erscheint rot (11):

0 ) Nat 00" Nat
10 11
o Spectroquant®-Test flr Nitrit (20 Portionsléffel pro 100 ml Wasser)

Bei Reaktion von Nitrit mit den Nachweisreagenzien des Tests entsteht aus der

farblosen Ldsung eine pinke Azoverbindung (Gleichungen 2 und 3).

2.3.4 Bestimmung von Chlorid in NaCl-Losung

Die Chlorid-Konzentrationen von NaCl-Lésung (0,85 %) wurden vor und nach 30 minutiger
Plasmabehandlungszeit argentometrisch nach Mohr bestimmt (AgNO3; 0,1 M; Merck KGaA
und K,CrQOy4; Merck KGaA).

2.3.5 Behandlung von Wasser mit DBE-Abgas

Fiar die Behandlung mit DBE-Abgas (0 — 30 min) wurden zwei Behandlungskammern
entsprechend Abbildung 5 genutzt, die Uber einen 30 cm langen Schlauch (@ 4 mm)
verbunden wurden (Abbildung 9). In der ersten Kammer, mit einer leeren Petrischale, wurde
das Plasma geziindet. Mittels eines Gasflusses von 0,5 sl - min” (Luft oder Argon) wurde das

DBE-Abgas (plasmabehandeltes Arbeitsgas) in die zweite Kammer geleitet, in der sich 5 ml
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destilliertes Wasser befanden. Die Proben wurden dann wie unter 2.3.1.2 und 2. 3.2

beschrieben untersucht.

DBE Abgas-Kammer

mit Probe

Abbildung 9: Aufbau der DBE-Abgas-Behandlung

2.3.6 Begasung von Wasser mit Stickstoffmonoxid (NO°)

Es wurden verschiedene Volumina (11,5; 12,5 und 13,5 ml) destilliertes Wasser in einem
Kulturréhrchen (16 x 100 mm, konstante Flissigkeitsoberflachen von 1,33 cm?) mit einer
Flussrate von 0,004 sl - min™ mit NO® (N25, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH) fiir 15, 30, 45
und 60 s begast. Nach diesen Perioden wurde das Kulturréhrchen sofort mit einem
Schraubdeckel verschlossen und geschiittelt. AnschlieRend wurden in Wasser der pH-Wert
(2. 3. 2) und die Konzentrationen von NOj;, NO, und H,O, mittels der oben genannten
Methoden (2. 3. 1. 2) analysiert. Die unterschiedlichen Flissigkeitsvolumina wurden gewabhlt,

um unterschiedliche Gasvolumina bzw. NO°’-Mengen in dem Kulturréhrchen zu erhalten

(Abbildung 10).

|:| Gasraum

[] Frassigkeit

11,5 12,5 13,5
ml ml ml

L A LY A LY A

Abbildung 10: Fiillhéhe der Kulturréhrchen mit Fliissigkeit und daraus resultierender Gasraum
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2.3.7 Begasung mit Ozon (O;)

Fir die Ozonbegasung wurde ein Ozonisator (Laborozonisator 300, Erwin Sander
Elektroapparatebau GmbH, Ueltze-Eltze) genutzt und die eingestellten Ozonkonzentrationen
mittels des FT-IR-Spektrometers (ansyco-Gasmet™ CR-2000, Multicomponent FTIR Gas
Analyzer; Software zur Datenerfassung: Calcmet) Gberwacht. Der experimentelle Aufbau ist
in Abbildung 11 dargestellt. Zu Beginn wurde das System mit Argon gespllt, um den Einfluss
von Stickstoff auszuschlielen. Dann wurde die gewlinschte Ozonkonzentration eingestellt,
anschlielfend wurde die DBE-Behandlungskammer fir 1 —30 min mit Ozon durchspuilt
(0,5 sl - min™") und mittels des FT-IR-Spektrometers (iberwacht:

1. Messung der Ozonkonzentration vor der Behandlungskammer: (Abbildung 11, rot)
Dazu werden die Hahne 1, 2 und 3 gedffnet und 4, 5, 6 und 7 geschlossen.
Diese Messung dient zur Einstellung der gewlnschten Ozonkonzentration und zur
Kontrolle.

2. Messung der Ozonkonzentration nach der Behandlungskammer: (Abbildung 11, blau)
Diese Messung erfolgt im direkten Anschluss. Dazu werden die Hahne 1, 4, 5 und 6
geoffnet und 2, 3 wund 7 geschlossen. Diese Messung dient zur
Ozonkonzentrationsermittiung, wenn das Ozon durch die Behandlungskammer
geleitet wird, in welcher sich eine mit 5 ml Probe gefillte Petrischale befindet. Die
Messung dauert bis zu 30 Minuten, was der maximalen Plasmabehandlungszeit

entspricht.

Oronisator

O7OniSator  fe{ e @:

i

Abbildung 11: Experimenteller Aufbau der Ozonbehandlung; links: Messung der
Ozonkonzentration vor der Behandlungskammer (rot); rechts: Messung der
Ozonkonzentration nach der Behandlungskammer (blau)

Fur die Untersuchungen wurden verschiedene Ozonkonzentrationen im Bereich von
145 — 1900 ppm eingestellt und das Wasser in der Behandlungskammer mit einem Fluss von
0,5 sl min” begast. Die Proben wurden dann wie unter 2. 3. 1.2 und 2. 3. 2 beschrieben

untersucht.
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2.4 Mikrobiologische Untersuchungen

2.4.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

Es wurden die Testorganismen Bacillus atrophaeus Sporen (Bacillus subtilis ATCC 9372),
Escherichia coli NCTC 10538 und Staphylococcus aureus ATCC 6538 fur die Versuche
benutzt. B. atrophaeus Sporen-Suspensionen wurden nach herkémmlichen Methoden selbst
hergestellt. *! E. coli und S. aureus wurden vom |Institut fir Hygiene und Umweltmedizin
(Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald) bereitgestellt. Fiur die Anzucht der
Ubernachtkulturen wurde CASO-Bouillon (Merck KGaA) mit 1-2 Kolonien des
entsprechenden Mikroorganismus beimpft und ca. 18 Stunden im Brutschrank (BD 115;
Binder GmbH) bebriitet, anschlieBend zentrifugiert (Multifuge 1S; Heraeus), der Uberstand
verworfen und die Mikroorganismen in physiologischer Kochsalzlosung (NaCl-Lésung
0,85 %; 8,5g'ml'1; Carl Roth GmbH + Co. KG) oder Phosphatpuffer nach Soérensen
pH =72 (PBS; 12,92 g I" Na,HPO, und 3,73 g I KH,PO,4; Carl Roth GmbH + Co. KG)
resuspendiert.

Nach der Behandlung mit Plasma oder Chemikalien wurden Verdinnungsreihen (1:10) mit
Verdiinnungsfliissigkeit (NaCl 8,5g 1" und Trypton 1,0 g I"") hergestellt und die Zahl der
koloniebildenden Einheiten (KBE) je Verdiinnungsstufe mittels des Ausstrichverfahrens nach
Ph. Eur. 6.0, Kapitel 2.6.12, Methode B (Spatelplattenmethode) bestimmt. Hierfir wurden
Petrischalen (90 mm Durchmesser; Polystyrol; VWR International GmbH) mit CASO-Agar
(Merck KGaA) verwendet. Es wurden pro Verdlnnungsstufe 100 pul Mikroorganismen-
Suspension auf einer CASO-Agar-Platte ausgestrichen und zusatzlich 1,0 ml unverdinnter
Suspension pro Verdunnungsreihe. Es erfolgte eine Doppelbestimmung jeder Probe. Zur
Rickrechnung auf die Ausgangskonzentration der (verbleibenden) Mikroorganismen in
Suspension wurden die Verdinnungsstufen genutzt, bei denen sich zwischen 10 und 350
koloniebildenden Einheiten auf den Agar-Platten auszéhlen lieBen. Die Summe der
ausgezahlten koloniebildenden Einheiten der einzelnen Verdunnungsstufen wurde mit der
geringsten Verdlinnung multipliziert und anschlie3end durch einen Wichtungsfaktor (0,1 bei
einem Summanden, 0,11 bei mehreren Summanden) dividiert. Die theoretische
Nachweisgrenze liegt bei diesem Verfahren bei 10 KBE ml™.

Die Inaktivierungskinetiken der Mikroorganismen sind in halblogarithmischen Diagrammen
dargestellt. Liegt die Zahl der koloniebildenden Einheiten unter der Nachweisgrenze, ist das

Ergebnis aus Griinden der Darstellbarkeit mit 5 KBE ‘ml™ visualisiert.
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2.4.2 Plasmabehandlung von Mikroorganismen

Stammsuspensionen der B. atrophaeus Sporen sowie Ubernachtkulturen von E. coli und
S. aureus wurden mit NaCl-Losung 0,85 % oder PBS auf Konzentrationen von
10° - 10® KBE ‘ml™" verdiinnt. Verschiedene Volumina dieser Suspensionen (5 und 10,0 ml)
wurden 1 — 30 min plasmabehandelt. Die Warteperiode zwischen Plasmabehandlung und
Herstellung der Verdiinnungsreihe (1:10) mit Verdiinnungsflissigkeit (NaCl 8,5g I’ und
Trypton 1,0g°I") betrug 15 min. Die Verdiinnung der Proben diente gleichzeitig der
Reduktion weiterer antimikrobieller Wirkungen durch eventuell in der Flissigkeit enthaltene
reaktive Spezies.

Die Plasmabehandlungen erfolgten in Petrischalen mit einem Durchmesser von 55 mm bei
einem konstant  gewahlten Abstand zwischen Elektrodenoberflache und
Flussigkeitsoberflache (5 mm) mit variierender Behandlungszeit in verschiedenen
Arbeitsgasen (Luft, Argon, Argon-Sauerstoff-Gemische). Die Plasmabehandlungen in
stationarer Luft wurden mit der DBE-Anlage 1 (Abbildung 4) durchgefihrt. Die
Plasmabehandlungen in stromender Luft und den anderen Arbeitsgasen bzw.
Gasgemischen wurden mit der DBE-Anlage 2 (Abbildung 5) durchgefiihrt. Es wurde jeweils
eine Vorspllzeit von 5 min mit einem Gasfluss von 0,5 sl - min™ eingehalten, um die
Raumluft komplett aus dem Experimentiersystem zu verdrangen. AnschlieRend wurde die
Behandlung bei weiterstromendem Gas durchgefiihrt oder stationar, indem der Gaseinlass

und Gasauslass verschlossen wurden.

2.4.3 Behandlung von Mikroorganismen mit DBE-Abgas

Fir die Behandlung mit DBE-Abgas (0 — 30 min) wurden zwei Behandlungskammern
entsprechend Abbildung 5 genutzt, die Uber einen 30 cm langen Schlauch (@ 4 mm, PTFE)
verbunden wurden (Abbildung 9). In der ersten Kammer, mit einer leeren Petrischale, wurde
das Plasma geziindet. Mittels eines Gasflusses von 0,5 sl - min™ (Luft oder Argon) wurde das
DBE-Abgas (plasmabehandeltes Arbeitsgas) in die zweite Kammer geleitet, in der sich 5 ml
Probe befanden (E. coli suspendiert in physiologischer Kochsalzlésung). Die Proben wurden

dann wie unter 2. 4. 1 beschrieben untersucht.

2.4.4 Behandlung von Mikroorganismen mit plasmabehandelter
NaCl-Losung

Je 5 ml NaCl-Lésung wurden Uber verschiedene Zeiten (1 — 12 min) plasmabehandelt. Sofort
nach der Behandlung wurden 2,45ml dieser Loésung auf 50 pl einer E. coli-
Stammsuspension (10° KBE ‘ml™") gegeben und 15 min inkubiert. Danach wurde die

Verdiinnungsreihe (1:10) mit Verdiinnungsfliissigkeit (NaCl 8,5g " und Trypton 1,0 g I")
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hergestellt und die Zahl der koloniebildenden Einheiten bestimmt. Der zweite Teil der
behandelten NaCl-Lésung wurde 30 min stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurden 2,45 ml
dieser Ldsung adaquat wie der erste Teil der plasmabehandelten NaCl-Lésung
weiterverwendet.

Als Kontrolle galt eine Suspension, die aus 50 pl der E. coli-Stammsuspension und 2,45 ml
unbehandelter NaCl-Lésung bestand. Die Proben wurden dann wie unter 2. 4. 1 beschrieben

untersucht.

2.4.5 Chemische Behandlung von Mikroorganismen
Die Mikroorganismen wurden mit verschiedenen Chemikalien behandelt:

(@) Salzsaure (HCI; Merck KGaA)

(b)  Natriumnitrat (NaNOs; Merck KGaA)

(c)  Natriumnitrit (NaNO,; Merck KGaA)

(d)  Wasserstoffperoxid (H,O»-Losung 30 %; Merck KGaA)

(e)  Stickstoffmonoxid (NO*; N25; AIR LIQUIDE Deutschland GmbH)

(H Ozon (mit Laborozonisator aus O,, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH)

2.4.5.1 Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid (neutral und bei pH 3)

(a) bis (d): E.coli wurde mit diesen Chemikalien einzeln und in verschiedenen
Kombinationen 15 und 60 min lang inkubiert. Hierfur wurden 50 pl E. coli-Stammsuspension
(10° KBE -ml™) mit je 1 ml der entsprechenden Chemikalien-Stammlésung (250 mg 1" NOj,
7,5mg ‘I"NO, und 12,5 mg I" H,0,) versetzt und auf 5 ml mit NaCl-Lésung aufgefiillt, um
Endkonzentrationen von 50 mg - I""'NO3’, 1,5 mg "' NO, und 2,5 mg ' I'' H,0, zu erhalten. Fiir
die Ansduerung auf pH =3, wurden 10 ul HCI-Lésung (54 g 'I") zugesetzt. Nach der
Inkubationszeit (tz) von 15 bzw. 60 min wurden Verdinnungsreihen (1:10) mit
Verdiinnungsfliissigkeit (NaCl 8,59 I und Trypton 1,0 g I"") hergestellt und die Zahl der
koloniebildenden Einheiten wie unter 2. 4. 1 bestimmt. Die Kontrollsuspension setzt sich aus
50 ul E. coli-Stammsuspension (10° KBE ‘ml™"), die auf 5ml mit NaCl-Lésung aufgefiillt

wurde, zusammen.

2.4.5.2 Begasung mit Stickstoffmonoxid (NO°)

(e): Es wurden verschiedene Volumina (11,5; 12,5 und 13,5 ml) Mikroorganismen-
Suspension in einem Kulturréhrchen (16 x 100 mm, konstante Flissigkeitsoberflachen von
1,33 cm?) mit einer Flussrate von 0,004 sl- min™ mit NO"® fir 15, 30, 45 und 60 s begast.

Nach diesen Perioden wurde das Kulturrohrchen sofort mit einem Schraubdeckel
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verschlossen und geschuttelt. Die unterschiedlichen Flussigkeitsvolumina wurden gewahlt,
um unterschiedliche Gasvolumina bzw. NO°-Mengen in dem Kulturréhrchen zu erhalten
(Abbildung 10).

Als Proben wurden in physiologischer Kochsalzldsung suspendierte B. atrophaeus Sporen
sowie Ubernachtkulturen von E. coli und S. aureus (10’ — 10° KBE ‘ml™") verwendet und mit
NO® begast. Nach einer Wartezeit von 15 min wurde die Zahl der koloniebildenden Einheiten
bestimmt (siehe 2.4.1). Als Kontrollen wurden die entsprechenden unbehandelten

Mikroorganismen-Suspensionen verwendet.

2.4.5.3 Begasung mit Ozon (O5)

(f): Fur die Ozonbegasung wurde ein Ozonisator (Laborozonisator 300, Erwin Sander
Elektroapparatebau GmbH, Ueltze-Eltze) genutzt und die eingestellten Ozonkonzentrationen
mittels des FT-IR-Spektrometers (ansyco-Gasmet™ CR-2000, Multicomponent FTIR Gas
Analyzer; Software zur Datenerfassung: Calcmet) Gberwacht. Der experimentelle Aufbau ist
in Abbildung 11 dargestellt. Zu Beginn wurde das System mit Argon gespllt, um den Einfluss
von Stickstoff auszuschliellen. Dann wurde die gewlinschte Ozonkonzentration eingestellt,
anschlielfend wurde die DBE-Behandlungskammer fir 1 —30 min mit Ozon durchsplilt
(0,5 sl - min™") und mittels des FT-IR-Spektrometers (iberwacht (vgl. 2. 3. 7).

Fur die Untersuchungen wurden verschiedene Ozonkonzentrationen im Bereich von
145 — 1900 ppm eingestellt und die Probe in der Behandlungskammer mit einem Fluss von
0,5sl min”" begast. Als Proben wurden 5ml E.coli suspendiert in physiologischer

Kochsalzlésung genutzt. Die Proben wurden dann wie unter 2. 4. 1 beschrieben untersucht.
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3 Ergebnisse und Diskussion: ANALYTISCHER TEIL

Auf den folgenden Seiten werden die Interaktionen des Plasmas mit der Gas-Phase und der
Flissigkeits-Phase dargestellt und diskutiert. Das Ziel ist es, einen Einblick in die
Komplexitdt der Chemie zwischen Plasma-Gas-Flissigkeits-Phasen zu bekommen,

chemische Spezies zu detektieren und mdgliche Reaktionswege aufzudecken.

Bei der Plasmabehandlung von Flissigkeiten mit einer dielektrisch behinderten Entladung

mussen verschiedene Punkte beachtet und betrachtet werden:

. Das Plasma wird auf der Oberflache der Elektrodenanordnung generiert.

. Zwischen dem Plasma und der Flussigkeitsoberflache befindet sich ein gasgefiillter
Raum, welcher von der Plasmaphase nicht scharf abgrenzbar ist, jedoch bei der
Interaktion zwischen Plasma und Flussigkeit nicht vernachlassigt werden darf. Die in
der Petrischale befindliche Flissigkeit steht in keinem direkten Kontakt mit dem auf
der Elektrodenoberflache generierten Plasma.

Somit wurden in dieser Arbeit die Plasma- und Gas-Phase untersucht und verschiedene

Methoden zur Analyse der Flissigkeits-Phase durchgefiihrt. Anschlielfiend wurden maégliche

Reaktionswege und Interaktionen zwischen und in den einzelnen Phasen hypothetisiert und

diskutiert.

3.1 Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase
Die Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase wurden mittels Optischer
Emissionsspektroskopie (OES), Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR) und

Massenspektrometrie (MS) durchgefuhrt.

3.1.1 Optische Emissionsspektroskopie

Die optische Emissionsspektroskopie des Plasmas zeigt bei der Plasmabehandlung in Luft
(mit wassergeflllter Petrischale) im UV-Bereich Emissionsbanden des zweiten positiven
Systems von Stickstoff (297,4 nm; 315,7 nm; 336,9 nm; 357,4 nm; 380,1 nm) und des ersten
negativen Systems des Stickstoff-Kations (391,4 nm). ¥ %l Das heiRt, dass das in Luft
geziindete DBE-Plasma UV-Strahlung durch die angeregten Stickstoffsysteme emittiert. Im
UV-Bereich (200 — 450 nm) sind keine Emissionen des Hydroxylradikals bei Ay = 308,9 nm
oder y-Banden von Stickstoffmonoxid im Bereich von A =200 -300 nm zu detektieren.
Weiterhin sind keine Emissionen im VIS/IR-Bereich (450 — 900 nm) zu finden (Diagramm
11). Mit der OES kdénnen nur die Emissionen von angeregten Stoffen detektiert werden, das
heifl3t, dass Stoffe, die keine Emission aussenden, auch nicht mit dieser Methode erfasst

werden, jedoch vorhanden sein kénnen. Folglich kann die Anwesenheit von z. B. HO® und
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NO® mit dieser Methode nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund missen weitere

erganzende Methoden zur Untersuchung der Plasma- und Gas-Phase durchgeflihrt werden,

z. B. mittels FT-IR-Spektroskopie und Massenspektrometrie.

Intensitat [10° x Zahlimpuls]

20042, positives System von N,

150

1o 1.negatives

Systemivon N,*
50 g

| UV-Spektrometer |

)

VIS-Spektrometer
-50

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 200 1000

Wellenlange [nm]

Diagramm 11: Optisches Emissionsspektrum der Plasma-Phase

in Luft (wassergefiillte

Petrischale)

Das visuell eher weillliche Argon-Plasma unterscheidet sich vom violetten Luft-Plasma durch
die Banden im VIS/IR-Bereich von A = 667 - 922 nm (Ar (4s-4p)-Zustande) und die Emission

des Hydroxylradikals (OH (A-X)) bei Anax =308,9 nm

Petrischale).

(Diagramm 12, wassergeflllte
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Diagramm 12: Optisches Emissionsspektrum der Plasma-Phase in Argon (wassergefiillte
Petrischale)

Im Plasma sind energiereiche Elektronen in der Lage, durch Sto3 Argon aus dem

Grundzustand  Ar (3s2-3p°) in

die angeregten Ar (4s-4p)-Zustdande zu Uberfihren
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(AuBenelektronen werden auf héhere Energieniveaus gestoflen). Beim spontanen Ruckfall
der Elektronen in den Grundzustand (oder auch in einen anderen energetisch niedrigeren
Zustand) wird Energie frei. Je nach freiwerdender Energie (E) werden verschiedene
Wellenldngen (A) emittiet (E=hv; A=c/v; h=Plancksches Wirkungsquantum;
v = Frequenz; c = Lichtgeschwindigkeit). Die Vielzahl der Banden kommt folglich durch die
Vielzahl der Anregungsniveaus der Aul3enelektronen zustande. Die unterschiedlichen Hohen
der Banden resultieren aus der Wahrscheinlichkeit der Ruckkehr der Elektronen auf ein
energetisch niederes Niveau. *® * Dieses Prinzip der Anregung durch ElektronenstoRe trifft
auch fur viele andere Stoffe zu.
Bei Molekilen gibt es nicht nur Elektronenlbergange, sondern auch Vibrations- und
Rotationslibergange zwischen den Atomen des Molekils durch/nach Anregung. Diese treten
z.B. bei HO® beim Ubergang zwischen dem 1. angeregtem Zustand (A) und dem
Grundzustand (X) auf und emittieren Licht spezifischer Wellenlange. Die Emissionsbande
des Hydroxylradikals wurde bei Amay = 308,9 nm detektiert (OH (A-X); Diagramm 12). ¥ Das
Auftauchen von HO® in reiner Argon-Atmosphare konnte damit erklart werden, dass die
angeregten Argonatome Wassermolekule in der Gas-Phase, die entweder aus der
Flussigkeit in der Petrischale und/oder der Restfeuchte des Arbeitsgases/Schlauchsystems
stammen, in Protonen und Hydroxylradikale spalten: !

Ar+H,O+e +hy & Ar+H" + HO' + 2¢ (8)
Sind die entstehenden HO®-Radikale angeregt und emittieren sie Strahlung, kénnen sie
mittels OES erfasst werden. Wie oben im Text beschrieben, werden nur emittierende Stoffe
erfasst. Folglich macht die Hohe der Emissionsbande bei Ay = 308,9 nm keine Aussage
Uber die quantitative Mengen der Hydroxylradikale, denn auch nicht-emittierende HO®
kéonnen nach Gleichung 8 entstanden sein. Der Vergleich der Hoéhen der HO'-
Emissionsbanden von Argon-Plasmen in der wassergefiillten Petrischale (Diagramm 12) und
der leeren Petrischale (Diagramm 13, roter Graph) zeigt in der Letzteren eine hoéhere
Intensitat. Daraus resultiert, dass HO® (It. Gleichung 8) aus der Restfeuchte des
Arbeitsgases/Schlauchsystems gebildet werden kann, jedoch lasst sich keine Aussage
daruber treffen, ob angeregte Argonatome auch mit Wassermolekilen aus der gefillten
Petrischale interagieren oder bei welcher der beiden Methoden quantitativ mehr HO'-
Radikale entstehen.
Neben dem Spektrum des Argon-Plasmas sind in Diagramm 13 die UV- und VIS/IR-
Spektren von Luft und Argon-Sauerstoff-Gemischen in einer leeren Petrischale mit
Quarzfenster dargestellt. Auch hier sind im UV/VIS/IR-Spektrum des Luft-Plasmas
(Diagramm 13, schwarzer Graph) nur die beiden Stickstoffsysteme (297,4 nm; 315,7 nm;
336,9 nm; 357,4 nm; 380,1 nm; 391,4 nm) detektiert worden. Weiterhin wurden optische

Emissionsspektren von Argon-Plasmen aufgenommen, denen verschiedene
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Sauerstoffkonzentrationen (0 - 40 %) beigemischt wurde. Der Gasfluss von 0,5 sl - min™ und
die eingetragene Leistung blieben konstant. Im UV-Spektrum des Argon-Plasmas
(Diagramm 13, roter Graph) und dem mit 5 % Sauerstoffbeimengung (Diagramm 13, griiner
Graph) sind als Artefakte die Banden des zweiten positiven Systems von Stickstoff sichtbar
(297,4 nm; 315,7 nm; 336,9 nm; 357,4 nm; 380,1 nm), diese sind héchstwahrscheinlich auf
Luftreste aus der Versuchsanordnung und dem Schlauchsystem zurtickzuflhren. Folglich ist
es notwendig, vor Beginn der Untersuchungen das gesamte System ausreichend lange mit

dem Arbeitsgas vorzuspllen.
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Fortsetzung: Diagramm 13
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In den VIS/IR-Spektren des Argons und der Argon-Sauerstoff-Gemische sind die Linien des
Ar (4s - 4p) im Bereich von A = 667 - 922 nm zu sehen. *® Die Emission dieser Linien nimmt
mit steigender Sauerstoffzumischung ab. Dieser Effekt ist einerseits darauf zurlickzufihren,
dass molekularer Sauerstoff vergleichsweise leicht mit Elektronen in Wechselwirkung treten
kann (Dissoziation, Anregung, lonisierung). Diese Prozesse stellen in der Bilanz der
die Dichte der

Sauerstoffmolekilile, desto intensiver deren Wechselwirkung mit Elektronen und desto

Anregung von Argon-Linien einen Verlustkanal dar. Je hdher
geringer die Anregung der Argon-Molekile. Auf der anderen Seite steigt mit zunehmendem
Sauerstoffanteil im Gasgemisch die Wahrscheinlichkeit fir Quenching-Prozesse, d. h., dass
angeregte Atome oder Molekile strahlungslos (emissionsfrei) in den Grundzustand
zurlckkehren. Insbesondere kénnen so sehr effektiv Stufenanregungsprozesse zwischen
den s- und den p-Niveaus gestort werden. Dies fuhrt im Folgenden zu einer geringeren
Besetzung der strahlenden p-Niveaus, was sich in geringerer Emission der zugehorigen
Argon-Linien duRert. “**" Es nimmt folglich nicht nur die detektierbare Emission der Argon-
Linien bei steigendem Sauerstoffanteil ab, sondern vermutlich auch die Anzahl der

angeregten Argonatome selbst und die daraus resultierenden weiteren Prozesse, wie z. B.
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die Bildung von HO® und H* aus Wasser (Gleichung 9). Deutlich wird die Abnahme der
emittierenden HO® in der Verringerung der Intensitdt der Emissionsbande des
Hydroxylradikals bei Anax = 308,9 mit steigender O,-Zumischung zum Arbeitsgas Argon
(Diagramm 14, leere Petrischale). Vermutlich besteht, wie oben beschrieben, ein
Zusammenhang zwischen der O,-Zumischung zum Arbeitsgas und den damit reduzierten
Emissionen von Argonatomen und Hydroxylradikalen. Ein quantitativer Nachweis fir diese
Vermutung kann mit dieser Methode jedoch nicht erbracht werden und muss weiter
untersucht werden, z.B. durch die quantitative Bestimmung der nach Gleichung 9

entstehenden Protonen.
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Diagramm 14: Intensitit der Emissionsbande des Hydroxyliradikals bei 308,9 nm in
Abhangigkeit von der prozentualen O,-Zumischung zum Arbeitsgas Argon
(leere Petrischale)
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3.1.2 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Bei der FT-IR-Spektroskopie der Gas-Phase werden nur langlebige Spezies detektiert.
Aufgrund des Versuchsaufbaus und der experimentellen Bedingungen werden diese durch
den Fluss des Arbeitsgases Uber einen Schlauch zur Messzelle getragen. Bei der
Plasmabehandlung in Luft (leere Petrischale) wurden Ozon (O,), Distickstoffoxid (Lachgas,
N,O), Kohlendioxid (CO,) und Salpetersdure (HNOj) bzw. ihr Isomer Pernitrosdure
(ONOOH) detektiert (Diagramm 15). 2!

Hierbei kann Kohlendioxid als Luftbestandteil bzw. als Artefakt aus dem Schlauchsystem
betrachtet werden. Die anderen Analyten wurden neu durch das Plasma generiert. Die
nachfolgenden Reaktionen 9 — 14 im Plasma waren moglich (hv = eingetragene Energie).
Sauerstoff kann mit sich selbst unter Energiezufuhr in Ozon und ein Sauerstoffatom (O°)
Uberfihrt werden (Gleichung 9). Mit Stickstoff kann O, Lachgas und O bilden (Gleichung 10).
Letzteres ist in der Lage, Stickstoff in weiteres Lachgas umzusetzen (Gleichung 11) und mit
dem entstandenen N,O zu Stickstoffmonoxid (NO®) zu reagieren (Gleichung 12). NO® kann
durch Ozon in Stickstoffdioxid (NO;") und Sauerstoff Gberfuhrt werden (Gleichung 13). Die
entstehenden Endprodukte kénnen mit Wasser in Salpetersaure (HNO;) und/oder
Pernitrosdure (ONOOH) resultieren (Gleichung 14). 1432

20,+hv S O;+ 0O’ 9)
N2+02+ hv & N20+O. (10)
N, + O° & N.O (11)
N,O + O° = 2 NO* (12)
NO® + O, & NO," + O, (13)
4NO,"+0,+2H,0 & 4 HNO; & 4 ONOOH (14)
0,35
- 0,30 - N,O 5
w025 3
EE ’ (:()2
S 020 - i
E 015 1 HNO3
S ONOOH
g 0,10 -
g 0,05 - / \
2 0,00

3800 3300 2800 2300 1800 1300 800
Wellenzahl [cm™]

Diagramm 15: FT-IR-Spektrum der Gas-Phase (Luft)
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In reiner Argon-Atmosphare (leere Petrischale) hingegen kdnnen keine stickstoff- und
sauerstoffhaltigen Verbindungen mittels FT-IR-Spektroskopie detektiert werden (Diagramm
16), da keines dieser beiden Elemente im Arbeitsgas vorhanden ist.

In reiner Argon-Atmosphare wurde kein Oj; detektiert. Wird dem Argon jedoch anteilig
Sauerstoff beigemengt, ist Ozon detektierbar, welches z. B. durch die dargestellt Reaktion in
Gleichung 9 entstehen kann. *? Die relativen Ozonkonzentrationen (Absorptionseinheiten)
steigen mit steigender Sauerstoffzugabe (Diagramm 16, Diagramm 17).

Es wird umso mehr Ozon bei der Plasmabehandlung gebildet, je mehr Sauerstoff zur
Verfligung steht (Diagramm 16, Diagramm 17). Jedoch scheint mit steigender
O,-Konzentration die Os-Konzentration nicht proportional anzusteigen und die Kurve flacht
ab (Diagramm 17). Dies konnte an der konstant eingekoppelten Energie liegen. Mit
steigender O,-Konzentration reicht die Energie vermutlich nicht mehr aus um gleichbleibend
steigende Ozonkonzentrationen zu bilden. Das CO,, welches leicht durch die Wandungen
des Schlauchsystems diffundiert, kann auch hier als Artefakt betrachtet werden

(Diagramm 16).
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Diagramm 16: FT-IR-Spektren der Gas-Phase (in Argon und Argon-Sauerstoff-Gemischen)
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Diagramm 17: Abhangigkeit der Ozonabsorption (gemessen bei 1035nm) von der
prozentualen Sauerstoffzumischung zum Arbeitsgas Argon

In einem Probeexperiment (Daten nicht gezeigt) wurde getestet, in welchem Zeitfenster der
Plasmabehandlung (zwischen 0 und 30 min) sich stabile Ozonkonzentrationen im
Experimentiersystem einstellen. Nach 2 min Plasmabehandlungszeit waren konstante
Ozonkonzentrationen erreicht, deshalb wurden die nachfolgenden Versuche in diesem
Zeitfenster durchgeflhrt.

Wahrend einer 2-minltigen DBE-Behandlung (mit und ohne 5 ml Wasser in der Petrischale)
in verschiedenen Arbeitsgasen (Luft, Argon, Argon+5-40 % Sauerstoff) wurden
unterschiedliche Ozonkonzentrationen in der Gas-Phase detektiert. Diese variieren nicht nur
mit dem Gasgemisch, sondern sind auch davon abhangig, ob die DBE-Behandlung in einer
leeren oder in einer mit 5 ml Wasser geflillten Petrischale durchgefiihrt werden. In den leeren
Petrischalen steigt die Ozonkonzentration mit der Sauerstoffzumengung zum Arbeitsgas
Argon bis auf 1841 ppm bei Ar+40% O, (Diagramm 18). Der Anstieg der
Ozonkonzentrationen verlauft proportional zum Sauerstoffanteil im Arbeitsgas, d. h. je mehr
Sauerstoffmolekile vorhanden sind, desto mehr Ozon kann wahrend der Plasmabehandlung
gebildet werden. In Luft und Ar+5 % O, werden nach 2 min DBE-Behandlung stabile
nahezu identische Ozonkonzentrationen von ca. 510 ppm erreicht.

Ist die Petrischale hingegen mit 5 ml Wasser gefllt, sind die Werte fur die Arbeitsgase Luft
und Ar+5 % O, geringer (ca. 168 ppm). In den anderen Ar-O,-Gemischen stagnieren die
Ozonkonzentrationen im Bereich 400 — 500 ppm (Diagramm 19). Die Verringerung der
Ozonkonzentrationen kénnte an der Verkleinerung des Gasvolumens in der
Versuchskammer durch das Wasservolumen liegen. Folglich sind in dem kleineren
Gasvolumen weniger Sauerstoffmolekile vorhanden und weniger Ozon kann gebildet
werden. Jedoch erklart die Verringerung des Gasvolumens nicht die Stagnation der

Ozonkonzentrationen. Diese werden vermutlich vor allem durch das
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Diffundieren/Penetrieren/Losen des Ozons in die/der Wasserphase hervorgerufen. Im

Arbeitsgas Argon selbst wird in beiden Fallen kein Ozon detektiert.
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Diagramm 18: FT-IR-Messungen der Ozonkonzentrationen in verschiedenen Arbeitsgasen
waéahrend 2-miniitiger DBE-Behandlungen in leeren Petrischalen (PS)
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Diagramm 19: FT-IR-Messungen der Ozonkonzentrationen in verschiedenen Arbeitsgasen
wahrend 2-miniitiger DBE-Behandlungen von mit 5 ml Wasser gefiillten
Petrischalen (PS)

3.1.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie der Gas-Phase wurde wahrend der Plasmabehandlung von 5 ml
Wasser mit Luft als Arbeitsgas durchgefiihrt. Hierbei lag ein Luftstrom von 0,5 sl - min™ an,
der das zu vermessende Gas Uber einen Schlauch (1 m) in das Massenspektrometer leitete
(Kapitel 2. 2. 3). Vom MS wurden wahrend der Plasmabehandlung verschiedene Massen mit
zugehorigen Intensitdten erfasst. Beispielhaft wurden den detektierten Peaks der

30 minlitigen DBE(Luft)-Behandlungszeit in Diagramm 20 mdgliche Atome und Molekdile
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zugeordnet. Es wurden u.a. Wasserstoff-, Stickstoff-, Sauerstoffatome detektiert.
Kohlenmonoxid und molekularer Stickstoff (28 g mol”), sowie Kohlendioxid und Lachgas
(44 g mol”) kénnen aufgrund der gleichen molaren Massen nicht eindeutig zugeordnet
werden. Mdogliche Unterscheidungen dieser Molekule konnen durch weitere analytische
Methoden, z. B. FT-IR-Spektroskopie, durchgefuhrt werden. Weiterhin wurden angeregte
Molekiile, wie N, und O, detektiert. Das Quadropol des Massenspektrometers, welches ein
statisches, elektrisches Feld erzeugt und in der Lage ist, Molekllbindungen zu spalten,
kénnte die atomaren Bestandteile, wie z. B. H, N, C, O (Diagramm 20) aus Luftbestandteilen
erzeugen. Es ist folglich nicht eindeutig, ob diese durch die analytische Methode MS oder

durch das Plasma entstanden sind.
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Diagramm 20: Massenspektrum der Gas-Phase nach 30 min Behandlungszeit (Luft)

Mit steigenden Plasmabehandlungszeiten sind ein leichter Anstieg der Intensitat von
atomarem Stickstoff und eine Abnahme von molekularem Stickstoff zu verzeichnen (Daten
nicht gezeigt). Diese Beobachtung bestétigt die lonisation von N,, wie sie auch schon durch
die emittierenden Stickstoffsysteme im optischen Emissionsspektrum gezeigt werden
konnten (vgl. Kapitel 3. 1. 1).

Durch den langen Weg vom Entstehungsort bis zur Messzelle konnen nur langlebende
Spezies detektiert werden. Die Passage des 1 m langen Schlauches mit einem Durchmesser
von 4 mm dauert bei einem Gasfluss von 0,5 sl - min” mindestens 90,50 ms (0,0905 s). Die
Erfassung von Radikalen, wie z. B. Hydroxylradikalen (HO®, Lebensdauer von 107 s %) ist
mit dieser Versuchsanordnung folglich nicht moglich, da diese nur kurze Lebensdauern
besitzen. Zur Detektion solcher kurzlebenden Spezies missen in Zukunft andere Methoden

gefunden werden.
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3.1.4 Schlussfolgerungen zu den Untersuchungen der Plasma- und

Gas-Phase

Zusammenfassend ist zu sagen, dass fur die analytischen Untersuchungen der Plasma- und
Gas-Phase mehrere Methoden notwendig sind, da einzelne Verfahren nicht alle
Komponenten erfassen. Folglich erganzen sich die Methoden, bestatigen einander oder
lassen auch Komponenten ausschlieen. Die Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase
mittels OES, FT-IR-Spektroskopie und MS resultierten bei der Zlindung von Plasma in Luft in
den detektierten Spezies Ozon, Sauerstoffatomen, Lachgas, Kohlendioxid, Salpetersaure
und/oder Pernitrosaure. Weiterhin wurde UV-Strahlung durch emittierende Stickstoffsysteme
detektiert. Bei der ZUndung des Plasmas in Argon hingegen konnte nur UV-Emission durch
HO® und VIS/IR-Emission durch angeregte Argonatome detektiert werden. Wurde dem Argon
Sauerstoff zugemischt, erlosch die HO*-Emission, jedoch kam Ozon hinzu. Aufgrund der
experimentellen Anordnungen und der verwendeten analytischen Methoden konnten nur
emittierende Spezies (OES) und langlebige Spezies (FT-IR-Spektroskopie, MS) detektiert
werden. Diverse (kurzlebige) Zwischenprodukte und Radikale werden nicht erfasst. Diese
konnen aufgrund ihrer Kurzlebigkeit und ihrer &hnlichen chemisch-physikalischen
Eigenschaften analytisch nur schwer detektiert und selektiert werden.
Auf der Basis dieser Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase sollen nun theoretische
Ausfuihrungen zu moglichen Wechselwirkungen der detektierten Komponenten mit der
Flussigkeit folgen. Die Molekile, die in der Plasma- und Gas-Phase gefunden wurden,
konnten in die Flussigkeit penetrieren/diffundieren und/oder mit ihr interagieren/reagieren
und weitere chemische Spezies in sekundaren Reaktionen generieren.
Im Luftplasma wird Sauerstoff zu Sauerstoffatomen (O°) gespalten. Diese konnten mit den
oben genannten Methoden (OES, FT-IR-Spektroskopie, MS) nicht detektiert werden, sind
aber in der Plasma-/Gas-Phase vorhanden. Die Sauerstoffatome reagieren dann mit
weiteren O,-Molekilen zu Ozon (Oj3). Ozon konnte mittels FT-IR-Spektroskopie (Kapitel
3. 1. 2) detektiert werden und ist in Wasser besser l6slich als Sauerstoff sowie eine stark
oxidierende Substanz, wobei nur eins der drei Sauerstoffatome als oxidierendes Agens
agiert. ¥ Dieser Effekt wird in saurem Milieu intensiviert. Weiterhin kann Oz bzw. O° mit
Lachgas reagieren und Uber Distickstoffdioxid (N,O,) Stickstoffmonoxid (NO®) generieren
(Gleichung 15), sowie NO* zu NO," oxidieren (Gleichung 13): 1+ 4547481

O* + N0 <::> N,O, o 2NO* (15)

NO® + O, & NO," + O, (13)
Wird zu NO," weiteres Oz bzw. O° zugegeben, entsteht wieder NO*. **! Stickstoffmonoxid ist
gut 16slich in H,O und kann in Gegenwart von O, Salpetrige Saure bilden (Gleichung 16): *°!

4NO°+0,+H,O & 4 H" + 4 NOy (16)
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Auch NO,;* kann mit Wasser und Sauerstoff reagieren. Hierbei entsteht Salpetersaure
und/oder Pernitrosaure (Gleichung 17): 1°

4NOy, +0,+H,O 4 H" +4 NOs

& 4 H* + 4 ONOO (17)

Weiterhin ist eine Reaktion von NO® mit NO," mdglich, welche in der Bildung von
Distickstofftrioxid (N,O3) resultiert (Gleichung 18). Dieses kann dann in einer nachfolgenden
Reaktion mit Wasser Salpetrige Saure bilden (Gleichung 19); 24 44 46.54-59]

NO* + NO,* @ N,O; (18)

N,O3 + H,0O g 2H"+2NOy (19)
N>O; kann mit Ozon (ber Distickstoffhexoxid (N.Og) Stickstofftrioxid (NO3*) bilden
(Gleichung 20), welches wiederum mit NO," zu dem toxischen Distickstoffpentoxid (N,Os)
reagiert (Gleichung 21). Dieses besitzt starke oxidierende Eigenschaften und bildet mit

Wasser HNO; und/oder ONOOH (Gleichung 22): 14 48]

N,O; + O3 & NOg & NOs (20)
NO;* + NO," & N,Os (21)
N,Os + H,0 &  2H'+2NOy

& 2H'+2O0NOO (22)

HNO; und/oder ONOOH wurde mittels FT-IR-Spektroskopie detektiert und kénnte von der
Gas-Phase in die Flissigkeit diffundieren. Weiterhin kann (im Wasser geldstes) CO,
Reaktionen mit z. B. Peroxynitrit (ONOQO") eingehen und Uber Nitrosoperoxycarbonat
(ONOOCO;) zu NO;" und dem Carbonatradikal (CO;") zerfallen (Gleichungen 23
und 24). % |etzteres initiiert viele zerstérende Reaktionen und ist fiir Zellen schadlicher als
HO". ¥ ONOO" + CO, = ONOOCO, (23)

ONOOCO, o NO," + COz” (24)
Peroxynitrit (pK, = 6,8) liegt im sauren Milieu vorwiegend als ONOOH vor und kann spontan
zu NO,* und HO® zerfallen (Gleichung 25): 24 46.61.62

ONOOCH & NO," + HO® (25)
Reaktionen verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies mit Wasser konnten z.B. HO®
entstehen lassen. Das Hydroxylradikal kann dann mit Ozon weiter zum Hydroperoxidradikal
(HOQO®) reagieren. Dieses kann in ein Proton und das Superoxidradikal dissoziieren. Es hat
einen pK;-Wert von 4,8. Weiterhin koénnen HO® und HOO® zur Bildung von
Wasserstoffperoxid (H,0,) filhren (Gleichungen 9 und 26 bis 30). 24 31 44.48.6367]

20,+hv &  03+0° (9)

O’ + H,0 & 2HO (26)
2 HO® & H.0, (27)
HO" + O5 &  HOO'+ 0, (28)
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2 HOO® & H,O, + O, (29)

HOO* < H* + O,” pK,=4,8 (30)
Basierend auf den Reaktionsgleichungen 9, 13 und 15 — 30 wurden mdgliche Plasma-Luft-
Wasser-Wechselwirkungen aufgezeigt. Diese werden Ubersichtlich in Abbildung 12
dargestellt. *® ¥ Viele dieser (Zwischen-)Produkte in der Fliissigkeits-Phase sind kurzlebig.
Als stabile Reaktionsprodukte wirden sich analytisch einerseits nach den
Reaktionsgleichungen 9, 13 und 15 - 30 die Bildung von Protonen in einer Ansduerung
manifestieren, andererseits mussten sich auch Nitrat und Nitrit als Endprodukte vieler

Reaktionen sowie Wasserstoffperoxid im luftplasmabehandelten Wasser detektieren lassen.

0, cO;
CO,
0, HNO, 0" HNO;
w—/
; N,O + O
4NO"+0,+2H,0 &> 4 H' +4NO; 0" + H,0 & 2 HO"
4NO;"+0;+2H;0 < 4H" +4 NOy v HO® + 03 <> HOO" + O,
NO" + NO;" < N;O, & anoe = 2HOO" & H,0; + 0,
N:D;"‘ H:0H2“02-+2H. -3 02 +203 H'DO-HH++ OZP
N,O; + O3 > N,Og > 2 NO5" v NO* + 0,” <> ONOO"
2 NO,'
NOy' + NOy + Hy0 ¢> NyOg+ H0 2= NO,* + HO" <> ONOOH
N,O;s+ H,0 «» 2 NO; + 2 H' -20; { +20°  ONOOH « HNO; > NOy + H'

¢~ 2NO* — ONOO +CO; «» ONOOCO;
ONOOCO; «» NO;" + CO,™

Abbildung 12: mogliche Plasma-Luft-Wasser-Wechselwirkungen

Bei der Plasmaziindung in Argon-Atmosphare durften hingegen nicht so viele Reaktionen
wie in Luft stattfinden, da die Atmosphare nur aus dem Edelgas besteht und nicht wie in Luft
aus Ny, O,, Ar, CO,, H,und Spuren von anderen Gasen. Dieser Unterschied zeigte sich in
den Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase, in denen au3er HO® (UV-Strahlung) und
angeregten Argonatomen (VIS/IR-Strahlung) mit den gewahlten Methoden keine weiteren
Komponenten detektiert wurden.

Laut Definition ist Plasma ein ganz oder teilweise ionisiertes Gas, welches aus lonen und
Elektronen besteht. Diese freien Elektronen kdnnten Argonatome in einen angeregten (Ar*),
metastabilen (Ar™) oder ionisierten (Ar) Zustand versetzen, welche in folgenden
Interaktionen mit Wasser H* und HO'-Radikale bilden kénnten (Gleichung 8).** Die
Entstehung dieser Produkte ware auch durch eine Photolyse des Wassers moglich

(Gleichung 31). ! Zwei HO*-Radikale kdnnten dann weiter zu Wasserstoffperoxid reagieren
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(Gleichung 27). #* 7 "1 Graphisch wurden die mdglichen Plasma-Argon-Wasser-
Wechselwirkungen in Abbildung 13 dargestellt.

Ar+e +H,O+hy H*"+HO +Ar+2¢ (8)

2 H,O + hv g 2H " +2HO +2¢ (31)
Diesen Theorien nach misste die Flussigkeitsanalytik nach Argon-Plasma-Behandlung in

der Detektion von Wasserstoffperoxid und einer Ansauerung resultieren.

(WAT/AVARLY)
Ar Ar+e — Ar Ar
*Im 4 + Ar+H,0
AI’ H20 2 2 H20
{ l .
H*+ HO" +2- +Ar O+ Tt
H*+ HO* +2¢ + Ar IH* +2 HO* + 2
H202 H202

Abbildung 13: mogliche Plasma-Argon-Wasser-Wechselwirkungen

Bei der Zumischung von Sauerstoff zum Arbeitsgas Argon musste theoretisch die Bildung
von Wasserstoffperoxid durch Ozon, welches mittels FT-IR detektiert wurde, verstarkt sein
(Gleichungen 26 und 27). Der pH-Wert misste im Vergleich zur Flissigkeitsbehandlung in
reiner Argon-Atmosphare leicht sinken, da hierbei vermutlich die Argon-initiierten Reaktionen
8, 31 und 27 (siehe auch Abbildung 13) ablaufen wirden und zusatzlich die Sauerstoff-
/Ozon-initiierten Reaktionen 9 und 26 bis 29 (siehe auch Abbildung 12), welche zur
Protonenbildung fiihren, 24 314448, 63-67]

Folglich missten nach diesen theoretischen Betrachtungen in luftplasmabehandeltem
Wasser als stabile Spezies Protonen (in Form einer Ansauerung), Nitrat, Nitrit und
Wasserstoffperoxid detektiert werden koénnen. Im argonplasmabehandeltem Wasser
hingegen durften nur eine pH-Wert-Absenkung und Wasserstoffperoxid zu detektieren sein,
welche sich vermutlich durch die Zumischung von Sauerstoff zum Arbeitsgas Argon

verstarken.
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3.2 Untersuchungen der Flussigkeits-Phase
Um diese theoretischen Reaktionen zu bestatigen, wurde im nachsten Schritt mittels
ausgewahlter Methoden die plasmabehandelte Flissigkeit untersucht. Hierbei sollen stabile
Endprodukte der Reaktionen aus Abbildung 12 und Abbildung 13 nachgewiesen werden:

- Protonen (H") in Form von Ansduerung

- Nitrat (NO3)

- Nitrit (NOy)

- Wasserstoffperoxid (H,O,)
Diese wurden in plasmabehandelter Flussigkeit mittels pH-Wert-Messungen und
photometrischer Verfahren untersucht und detektiert. Da diese Spezies nebeneinander
auftreten kénnen, wurde vorab geprift, ob mit den verwendeten Nachweisreagenzien eine

Parallelbestimmung moglich ist.

3.2.1 Nachweise der einzelnen lonen/Molekiile nebeneinander in

Wasser

Nach Findung von geeigneten photometrischen Nachweisverfahrenen (s. Kapitel 2. 3. 1)
wurde untersucht, wie sich Nitrit-, Nitrat-lonen und H,O, nebeneinander bei diesen Verfahren
verhalten, um Stérungen und Reaktionen der lonen/Molekile untereinander im Messbereich
auszuschlieRen.

Fir diese Versuche wurde eine konstante Konzentration einer Testsubstanz vorgelegt und
ein anderes lon/Molekul in aufsteigender Konzentration hinzugegeben (auf x-Achse
dargestellt, Tabelle 2). Fur die Testsubstanz mit der konstant vorgelegten Konzentration
wurde das entsprechende Nachweisreagenz hinzugegeben und die Absorptionen der
Proben gemessen. AnschlieRend wurden die Konzentrationen in mg - I'' berechnet und auf

der y-Achse aufgetragen (Diagramm 21 A - F).

Testsubstanz mit lon/Molekiil in
Diagramm Konzentration . Konzentrationen
konstanter . ansteigender .
21 [mg " I7] [mg " I7]
Konzentration Konzentration
A Nitrat 50,0 Nitrit 0-35
B Nitrat 70,0 Wasserstoffperoxid 0-0,9
C Nitrit 3,0 Nitrat 0-90,0
D Nitrit 3,0 Wasserstoffperoxid 0-0,6
E Wasserstoffperoxid 0,5 Nitrat 0-90,0
F Wasserstoffperoxid 0,5 Nitrit 0-3,5
Tabelle 2: Ubersicht iiber die Testsubstanzen mit konstanten Konzentrationen und die

zugegebenen lonen/Molekiilen in ansteigenden Konzentrationen
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Nitrat-Nachweis neben Nitrit-Anwesenheit B Nitrat-Nachweis neben H,0,-Anwesenheit
¢NO; [mg - 1] ¢NO; [mg - I]
50.00 100,00
6000 | - 80.00 | L
60,00 -
40,00 -
y = 0,8865x +50,073 40,00 1 y=-1,8931x+ 72,726
20,00
20,00 4
00 10 20 30 40 0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
. ! ! N ' 0,00 0.20 0,40 0,60 0,80 1,00
¢ NOy [mg - IM] ¢ H,0, [mg - 1]
Nitrit-Nachweis neben Nitrat-Anwesenheit D) Nitrit-Nachweis neben H,0,-Anwesenheit
¢ NO, [mg - I"] \
¢ NO, [mg - 1]
10.00 4,00
8.00 1
3,50 A
6,00
3,00 A M == e o
4.00 1 y = -0,3453x + 3,1637
2,50 A
2.00 1 y = 0.0005x +3.181
0.00 . . . . 2,00 T T T T T T
0.00 20,00 40,00 60,00 80,00 100.00 000 010 020 030 040 050 060 070
¢ NO; [mg - I1] ¢ H,0, [mg - I]
E) H,0,-Nachweis neben Nitrat-Anwesenheit F H,0,-Nachweis neben Nitrit-Anwesenheit
¢ H,0,[mg - ] ¢ H,0,[mg - I]
1,00 1,00
0,80 A
060 1
0.50 Yo—o—e V= -0,0011x + 0.5238
= -2E-05x + 0,4827 0,40
0,20 A
0,00 ‘ . ‘ ‘ 0.00 : : :
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
¢ NO; [mg - 1] ¢NO, [mg - I"]

Diagramm 21: Nitrat-/Nitrit-/H,0,-Nachweise in Anwesenheit von Nitrat/Nitrit/H,O,

Die Nitrat-Konzentration bleibt beim Zusatz von Nitrit relativ stabil, jedoch bei Nitrit-
Konzentrationen > 2 mg ‘I steigt diese gering an (Diagramm 21 A). Vermutlich wird ein Teil
des Nitrits zu Nitrat oxidiert. Laut Merck soll sich erst eine NO,-Konzentration ab
5mg ‘1" stérend auswirken.

Beim Zusatz von Wasserstoffperoxid verandert sich die NOjs-Konzentration kaum
(Diagramm 21 B). Mdgliche Schwankungen der Ergebnisse des Nitrat-Nachweises kdnnten
durch die grole Menge an Reagenz NO3;-1 des Spectroquant® Nitrat-Tests (im Verhaltnis
zur Probenmenge; 4,0 ml:0,5ml) und der daraus folgenden Verdinnung zustande
kommen.

Auch die NO,-Konzentration veranderte sich nach Zusatz von NOs in verschiedenen
Konzentrationen kaum (Diagramm 21 C), ebenso wenig die Wasserstoffperoxid-
Konzentration nach Zugabe von Nitrat (Diagramm 21 E).

Eine Abnahme der Nitrit-Konzentration wurde nach Zusatz von Wasserstoffperoxid
beobachtet (Diagramm 21 D). Moégliche Ursachen flir die Abnahme der Nitrit-Konzentration
kénnten die Oxidation zu Nitrat oder die Reaktion mit H,O, im sauren Milieu (durch
Nachweisreagenzien des Spectroquant®-Nitrit-Tests) zu Peroxynitrit sein (Gleichung 32).
[24, 46, 62] NO, + H0, + H* & ONOO™ + H" + H,0 (32)
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Beruht diese Beobachtung auf der Reaktion von Nitrit mit Wasserstoffperoxid, musste
folglich auch die H,O,-Konzentration nach Nitritzugabe sinken. Doch der Effekt ist in nur
schwach sichtbar (Diagramm 21 F). Der Grund fur den schwachen Effekt ist vermutlich das
Fehlen des sauren Milieus des Spectroquant®-Test fur Wasserstoffperoxid (neutraler pH-
Bereich). Um diese Vermutung zu Uberprifen, wurden die Versuche zur Bestimmung von
Wasserstoffperoxid neben Nitrat oder Nitrit erneut mit dem Nachweisreagenz
schwefelsaures Titanylsulfat (saurer pH-Bereich) durchgefihrt (Daten nicht dargestellt).
Hierbei trat keine Veranderung der H,O,-Konzentration bei Nitratzugabe auf, jedoch senkte
sich diese bei Zugabe von Nitrit im sauren Milieu, was auch schon beim Nachweis von Nitrit
neben Wasserstoffperoxid auffiel (vgl. Diagramm 21 D). Um diese Beobachtung deutlich
sichtbar  darzustellen, wurden in einem neuen Versuch 4-fach hohere
Ausgangskonzentrationen von Nitrit (12 mg ‘1™') als im vorhergehenden Versuch verwendet.
Die Absorptionen der einzelnen Proben wurden nach verschiedenen Zeiten (5, 15, 155,
208 min) gemessen (Diagramm 22). Aus den Ergebnissen kann man schlief3en, dass NO,
und H,O, im sauren Milieu miteinander reagieren, da sich von beiden Stoffen die
Konzentrationen verringern. Dies bestatigt auch die Reaktionsgleichung 32. Zwischen den
Vermessungen der Proben nach 5 und nach 15 min Reaktionszeit konnten nur geringfligige
Verringerungen der Nitrit-Konzentrationen festgestellt werden (@ 0,3mgI"). Eine
Zeitabhangigkeit ab 15 bis 208 min konnte nicht detektiert werden. Sichtbar wird diese
Feststellung in nahezu deckungsgleichen Kurvenverlaufen der Nitrit-Konzentrationen in
Diagramm 22.

Folglich werden die Konzentrationen von Nitrit und Wasserstoffperoxid bei gleichzeitigem
Vorhandensein in einer neutralen Probe durch die Zugabe von sauren Nachweisreagenzien
verandert (verringert) und verfalschen das Messergebnis. Hat die Probe vor Zugabe der

Nachweisreagenzien einen sauren pH-Wert, kann den Messergebnissen vertraut werden.

H,0,-NW neben Nitrit-Anwesenheit

¢ NO, [mg - 1]
16,00
12,00 B ---s--=-- Hmmmmmmmm e Hommmm e m = m = Y= = m = S
8,00 A |
4,00 A
0,00 T T -
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

¢ H,0, [mg - 1]
—+— nach 5 min RZ —®— nach 15 min RZ
nach 155 min RZ —=— nach 208 min RZ

- ey = A sgangskonzentration

Diagramm 22: Wasserstoffperoxid-Nachweis in Nitrit-Anwesenheit

Um diesen Vorgang zusatzlich qualitativ mit einem anderen Messverfahren zu Uberprifen,

wurden Gesamtspektren der Einzelstoffe und deren Mischung in Wasser (ohne Zugabe von
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Nachweisreagenzien) aufgenommen (Diagramm 23). Wasserstoffperoxid hat ein
Absorptionsmaximum bei 307 nm (Diagramm 23 A), Nitrit bei 359,5 nm (Diagramm 23 B)
und Schwefelsaure bei 293 nm (Diagramm 23 C). In der Mischung dieser Stoffe sind die
Maxima der Einzelkomponenten im Gesamtspektrum nicht mehr sichtbar, jedoch ist ein
neues Absorptionsmaximum bei 302,5 nm entstanden, folglich eine neue Verbindung
(Diagramm 23 D).

Laut Daiber und Ullrich kann durch Mischung einer angesauerten Wasserstoffperoxid- mit
einer Nitrit-Losung Peroxynitrit hergestellt werden, welches bei 302 nm quantifiziert werden

kann. Das Peroxynitrit-Anion soll nach unmittelbarem Alkalisieren der Ldsung stabil

bleiben.®

Wasserstoffperoxid Natriumnitrit
(A) P (B)
A [%] A [%]
4,00 1,00
307 359,5
3,00 -
2,00 1 0,50
1,00 - 0,00
0,00 -
-1,00 T ‘ ‘ -0,50 - ‘ - -
275 475 675 875 275 475 675 875
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
(C) Schwefelsaure (D) H,0, + NO," + H,SO,
A [%] A [%]
1,50 4,00
293 302.5
1,00 - 3,00
2,00
0,50
1,00
0,00 "\ 0,00
-0,50 r ‘ ‘ -1,00 - ‘ ‘ -
275 475 675 875 275 475 675 875
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
(E) (F)
Salpetersaure Natriumnitrat
A [%] A [%]
4,00 1,50
305,5
3,00 1,00 {30°
2,00
0,50
1,00
0,00 0,00
-1,00 - r ‘ ‘ -0,50 - ‘ - -
275 475 675 875 275 475 675 875

Wellenlange [nm]

Wellenlange [nm]

Diagramm 23: Absorptionsspektren von H,0, (A), NaNO, (B), H,SO,(C) und deren Gemisch (D),

sowie von HNO; (E) und NaNO; (F)
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Aufgrund des mittels des Photometers Specord S600 ermittelten Absorptionsmaximums bei
302,5nm ist zu vermuten, dass im Gemisch von Nitrit-lonen, Wasserstoffperoxid und
Protonen (Schwefelsaure) Peroxynitrit entsteht, wodurch die Konzentrationsabnahme von
H,O, und Nitrit im sauren Milieu erklarbar wére.

Eine Isomerisierung von ONOOH zu HNO; ist méglich.*®! Um auszuschlieRen, dass die
Reaktion von NO, + H,O, + H" nicht zu Salpetersaure oder Nitrat fiihrte, nahmen wir fur
diese beiden Stoffe je ein Gesamtspektrum auf (Diagramm 23 E und F). Das
Absorptionsmaximum fir Salpetersaure liegt bei 305,5 nm und fir NaNO3; bei 305 nm und

unterscheidet sich somit von dem des Peroxynitrits.

= Nach weitestgehender Klarung dieser analytischen Randbedingungen wurden die
Voraussetzungen geschaffen, die lonen/Molekile nebeneinander detektieren zu kénnen. Der
Nachweis von Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid ist prinzipiell mit den gewahlten
farbgebenden Testreagenzien photometrisch mdglich, jedoch sollte bei der Bestimmung von
Nitrit und Wasserstoffperoxid auf den pH-Wert der Probe geachtet werden. Ist dieser vor der
Bestimmung im sauren Bereich, kann der Richtigkeit der Messwerte vertraut werden.
Weiterhin wurde durch die photometrischen Nachweise der lonen/Molekile nebeneinander
und der anschlieRenden Aufnahme der Gesamtspektren von H,O,, NO,', H,SO,4, HNO;, NO5
und deren Mischungen festgestellt, dass Nitrit und Wasserstoffperoxid im sauren Milieu zu
Peroxynitrit reagieren konnen. Diese Beobachtung ist eine erste wichtige Erkenntnis zur
Aufklarung  von moglichen Reaktionsmechanismen bei Plasma-Flussigkeits-
Wechselwirkungen.

In den folgenden Abschnitten sollen nun plasmabehandelte Flissigkeiten mit diesen

photometrischen Methoden (2. 3. 1) und pH-Wert-Messungen (2. 3. 2) untersucht werden.
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3.2.2 Analytik von wassrigen Fllussigkeiten nach

Plasmabehandlung in Luft

Kleine Flussigkeitsvolumina (2,5 - 10,0 ml) wurden in einer 60 mm Petrischale Uber
verschiedene Zeiten mittels der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung (Kapitel 2. 1)
in atmospharischer Luft behandelt. Die Flissigkeitsoberflache entspricht in diesem Behaltnis
etwa 23,75 cm? und der Abstand dieser zur Elektrodenanordnung wurde konstant bei 5 mm
gehalten. Von den Proben wurde mit einer pH-Elektrode der pH-Wert bestimmt und die
photometrische Analytik von Nitrat- und Nitrit-lonen sowie Wasserstoffperoxid durchgefihrt.
Es wurden Behandlungszeiten von 0 — 30 min gewahlt. Um Wechselwirkungen mit anderen
Stoffen auszuschlieRen, wurde anfangs mit destilliertem Wasser gearbeitet.

Im luftplasmabehandelten Wasser wurden die laut Hypothesen erorterten ,stabilen
Endprodukte® (Abbildung 12) detektiert - eine Ansduerung, sowie Nitrat, Nitrit und
Wasserstoffperoxid.

In den Experimenten fiel der neutrale pH-Wert bei allen vier untersuchten Volumina innerhalb
der ersten flnf Minuten auf pH = 3,42 (2,5 ml); 3,60 (5,0 ml); 3,60 (7,5 ml); 4,00 (10,0 ml)
rapide ab. Danach (bis 30 min) flachten die pH-Wert-Kurven auf Endwerte von pH = 2,72 ab
(Diagramm 24 A). Bei den farbgebenden photometrischen Untersuchungen konnten Nitrat-
und Nitrit-lonen sowie Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden. Die Nitrat-Konzentration
stieg innerhalb von 30 min Behandlungszeit auf 127 mg I" (10,0 ml); 155 mg ‘I’ (7,5 ml);
175 mg I’ (5,0 ml) und 190 mg ‘I’ (2,5 ml) an (Diagramm 24 B). Die Wasserstoffperoxid-
Konzentration stieg in diesem Behandlungszeitraum auf 1,8 mg I’ (10,0 ml); 8,0 mg 1"
(7,5ml); 16,4 mg 1" (5,0 ml) und 19,0 mg ‘"' (2,5 ml) an (Diagramm 24 C).

Die Nitrit-Konzentrationen zeigten in den verschiedenen Volumina unterschiedliche
Kurvenverlaufe. Ein Nitrit-Maximum von 3,0 mg ‘I’ wurde in dem Behandlungszeitraum
jedoch nicht Uberschritten (Diagramm 24 D). Diese instabilen Kurvenverlaufe koénnten
einerseits durch eine Reaktion mit z. B. H,O, nach Gleichung 32 (wie im vorherigen Kapitel
3. 2. 1 beschrieben) verursacht werden und/oder andererseits durch die Oxidation von Nitrit
zu Nitrat. Weiterhin kann Nitrat in Form von Eigenkatalyse die Oxidationsreaktionen von Nitrit
zu Nitrat begunstigen. Da in den verschiedenen Flissigkeitsvolumina unterschiedliche
Konzentrationen an Nitrat gemessen wurden, konnte diese Oxidationsreaktion
unterschiedlich stark beeinflusst werden und folglich die Unterschiede im Verlauf der

Graphen der Nitrit-Konzentrationen in den Volumina von 2,5 — 10,0 ml hervorrufen.
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A)so B) 2500
=4=25ml =f=2.5ml
=o=5.0ml —o=5.0ml
6.0 ——75ml _ 0071 75mi
—~10.0ml - —~10.0ml
i=)
= £
S 40 =
— o
=
o
2,0
0,0 + T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Behandlungszeit [min] Behandlungszeit [min]
25,0 3,0
C) =*¥=2.5ml D) =*=2.5ml
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- 20,0 1 —_—75ml ==7.5ml
= ==10.0ml I 50 {[-100m
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]
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0,5
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Diagramm 24: Volumenabhidngige pH-Wert-Absenkung (A), Nitrat-Konzentrationen (B),
Wasserstoffperoxid-Konzentrationen (C) und Nitrit-Konzentrationen (D) in
plasmabehandeltem Wasser in Abhédngigkeit von der Plasmabehandlungszeit

= In luftplasmabehandeltem Wasser (2,5 — 10,0 ml) konnte die Bildung von Protonen (in
Form von pH-Wert-Absenkung), Nitrat, Wasserstoffperoxid und Nitrit nachgewiesen werden.
Bei den ersten drei lonen/Molekilen ist eine Volumenabhangigkeit festzustellen — je gréler
das Volumen, desto geringer die Konzentrationen der lonen/Molekulen. Nitrit nimmt hierbei
eine Sonderstellung ein. Seine Konzentrationen sind vermutlich durch weitere chemische
Reaktionen beeinflusst und verursachen somit instabile Kurvenverlaufe
(Diagramm 24 D).

Da mit identischen Flissigkeitsoberflachen gearbeitet wurde, ist die beobachtete
Volumenabhangigkeit bei identischen Behandlungszeiten ein Hinweis auf Reaktionen an der
Flussigkeitsoberflache.

Die zuvor aufgestellten Hypothesen zur Entstehung der vier ,stabilen Endprodukte“ -
Protonen, Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid - bestatigen sich durch die durchgeflihrten

Untersuchungen.
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Im Weiteren war zu klaren, wodurch die Ansduerung zustande kam. Da mit gleichzeitigem
pH-Wert-Abfall die Konzentration von Nitrat anstieg, liegt die Vermutung der Bildung von
Salpetersaure nahe. Die Entstehung von Salpetersaure konnte, wie im vorangegangenen
Text hypothetisiert, aus folgenden Reaktionen 33 —35 herrihren (vgl. Abbildung 12,

Gleichungen 17 und 20 - 22); [2446.59.61.62,6567,71,72]

HO" + NO,* &  ONOOH & HNO; (33)
NO* + O," & ONOO (34)
ONOO™ + H* &  ONOOH & HNO; (35)

Diese Vermutung ist sinnvoll, da dquimolare Konzentrationen von H* und NOs in z. B. 5 ml
plasmabehandeltem Wasser vorherrschen. Die Nitrat-Konzentration (114 mg-I") in 5ml
Wasser nach 20 min Plasmabehandlungszeit entspricht 0,0018 mol lonen pro Liter. Geht
man von der Theorie der Ansauerung der Lésung Uber Salpetersdure aus, bei der das
Verhaltnis der Anionen zu den Protonen 1:1 ist, wiirde der negative dekadische Logarithmus
der gefundenen Konzentration einen pH-Wert von 2,75 ergeben. Der von uns gemessene
pH- Wert nach der Plasmabehandlungszeit von 20 min betragt 2,79. Diese Ubereinstimmung
bekraftigt die Theorie. Nach 30 min Plasmabehandlungszeit entspricht die Nitrat-
Konzentration in 5ml Wasser jedoch 0,0028 mol I (176 mg - I'"). Diese Konzentration
wurde in einen errechneten pH-Wert von 2,55 resultieren. Der gemessene pH-Wert stagniert
jedoch nahezu und liegt nach 30 min Plasmabehandlungszeit bei pH = 2,75. Salpetersaure
ist eine starke Saure (pK, =-1,3). Starke Sauren liegen in wassriger Ldosung vollstandig
dissoziiert vor, d. h. bei ansteigender Nitrat-Konzentration misste der pH-Wert weiter
abfallen. Jedoch stagnieren die pH-Werte bei den Plasmabehandlungen bei ca. 2,8. Bei der
Betrachtung dieses Aspekts miusste es sich um eine schwache Saure handeln.

Als weitere stickstoffhaltige Saure fir die Ansauerung wirde Salpetrige Saure in Betracht
kommen (vgl. Reaktionsgleichungen in Abbildung 12). Sie ist eine schwache Saure.
Ublicherweise wird fiir HNO, in der Literatur ein pK,-Wert von 3,15 — 3,3 angegeben. 1+
Jedoch zeigten neuere Untersuchungen, dass dieser bei 2,8 + 0,1 liegt. > ™ Der aktuelle
pKs-Wert von HNO, deutet auf die Bildung der Salpetrigen Saure hin, da der in den
Experimenten gemessene pH-Wert bei diesem Wert stagniert. Das heif3t, bei diesem pH-
Wert liegen die dissoziierte (H* + NO,") und die undissoziierte Form (HNO,) im Gleichgewicht
vor und es entstehen mengenmalflig nicht noch mehr Protonen durch Dissoziation — der pH-
Wert bleibt folglich bei diesem Wert konstant. Nach dieser Theorie wéare Salpetrige Saure als
Grund fur die Ansduerung anzusehen.

Um diese Annahme mit einer weiteren analytischen Methode zu bestatigen, wurde ein
Spektrum der plasmabehandelten Flissigkeit (je 5 ml Wasser und NaCl-Lésung) im

Vergleich zur Salpetrigen Saure aufgenommen (Diagramm 25). Bei allen drei wassrigen
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Phasen wurde ein deckungsgleiches Absorptionsmaximum bei 227 nm detektiert, was die

Bildung von HNO;, in luftplasmabehandelter Flissigkeit belegt.

2,50
257 002 o™ ™ - Salpetrige Sdure
200 A (pH=2.8)
| = 0,01

15091 a ~ 30min
—_ plasmahehandeltes
Z._“, 1.00 - 0.00 ‘ \Wasser

250 300 350 )
Wellenlidnge [nm] — 30 min
0,50 ~ plasmabehandelte
302 NaCl-Lésung
0,00
_0.50 T T T T T T T

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Wellenlange [nm]

Diagramm 25: photometrisches Spektrum von Salpetriger Saure, luftplasmabehandeltem
Wasser und NaCl-Lésung

Dies widerspricht jedoch der Tatsache, dass im Vergleich zu Nitrit sehr viel Nitrat detektiert
wurde. Ein moéglicher Grund daflr kénnte der spontane Zerfall von HNO, zu HNO; im sauren
Milieu sein (Gleichung 36):
3 HNO, & HNO; + 2 NO* + H,0O (36)

Eine weitere Hypothese ist, dass durch den Spectroquant®-Nitrat-Test Nitrat-lonen
quantitativ umgesetzt und die Gleichgewichte vieler Reaktionen auf die Seite von Nitrat
verschoben wurden. Aus dieser Verschiebung resultierte wahrend der 10-mindtigen
Reaktionszeit (vor Vermessung der Absorption) die Bildung von weiterem Nitrat, welches
dann von der photometrischen Methode mit erfasst wurde. Es ware auch denkbar, dass laut
Abbildung 12 (Gleichungen 13, 15, 24 und 25) hypothetisch entstandene NO,’-Spezies, z. B.
NO,’, am photometrischen Nachweisreagenz 2,6-Dimethylphenol in Parastellung substituiert
wurden und folglich die gleiche Verbindung wie beim farbgebenden Nitrat-Nachweis
entstand.

Weiterhin gab es in den plasmabehandelten Flissigkeits-Phasen ein Absorptionsmaximum
bei 302 nm (Diagramm 25, Insert). Dieses deutet, wie schon unter 3. 2. 1 beschrieben, auf
die Bildung von Peroxynitrit hin. ® Peroxynitrit kann einerseits aus der Gas-Phase in die
Flissigkeit gelangt, aber auch im Wasser entstanden sein, z. B. durch die Isomerisierung
von HNO; zu ONOOH oder durch die Reaktionen von NO,” mit ROS (Abbildung 12,
Gleichungen 17 und 22). 3 Auch Peroxynitrit kénnte aufgrund seiner Ahnlichkeit zum Nitrat
mit dem Nachweisreagenz des Spectroquant®-Nitrat-Tests reagiert haben und falsch

positive Ergebnisse liefern.
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G. Friedman et al. fihrten 2010 den Begriff ,plasma acid“ fur die Ansauerung an. Hierbei
wurde Wasser mit Luft-, Sauerstoff- und Argon-Plasmen behandelt und ein pH-Wert-Abfall
auf ca. 2 detektiert. Als Anionen fir die Protonen werden Superoxidradikale (O,")
vermutet. " Die korrespondierende Saure ware folglich das Hydroperoxidradikal (HOO®) mit
einem pK, = 4,8 (Gleichung 30). ® Dieser pK,-Wert widerspricht dem gefundenen pH von G.
Friedman et al. Deshalb kann die Theorie der ,plasma acid* weitestgehend als alleiniger
Ansauerungsgrund ausgeschlossen werden.

Die analytischen Untersuchungen dieser Arbeit sowie die Angaben in der Literatur
resultieren in vielfaltigen Moglichkeiten der Ansauerung von Wasser durch Behandlung mit
einem Luftplasma. Die Ergebnisse variieren je nach angewendeter analytischer
Nachweismethode und lassen schlussfolgern, dass die Ansduerung vermutlich aus
mehreren Reaktionskanalen resultiert. Folgende Gleichungen 37 bis 39 und 30 fassen

mogliche Protonenbildungen nach Luftplasmabehandlung von Wasser zusammen:
[24, 35, 36, 45, 46, 48, 57, 75]

HNO; &  H +NOy pK.=-1,3  (37)
ONOOH &  H'+ONOO pK,= 6,8 (38)
HNO, &  H +NOy pK,=2,8 (39)
HOO® & H" + O,” pKa=4,8 (30)
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Die vorhergegangenen Untersuchungen von luftplasmabehandeltem Wasser haben eine
Volumenabhangigkeit der Konzentrationen der detektierten Spezies gezeigt. Es wird
angenommen, dass die Spezies grofdtenteils an der Grenzflache Gas-Flissigkeit entstehen
und sich anschlieRend in der Flussigkeit verteilen. Da bei der durchgefihrten
Luftplasmabehandlung von 2,5-10,0 ml Wasser die Flissigkeitsoberfliche durch das
Experimentiergefa® konstant gehalten wurde (23,75 cm?), blieben folglich auch die
Reaktions(grenz)flachen gleich und die entstandenen Spezies wurden in den gréfReren
Volumina verdiinnt. Um diese Annahme zu bestatigen und zu untersuchen, wie sich
beispielsweise die Protonen und Nitrit im Wasser ausbreiten, wurde die folgende Methodik
entwickelt. Es wurde ein spezielles Becherglas genutzt, das ein Volumen von 100 ml fasst,
auf welches die DBE-Elektrodenanordnung vergleichbar mit einem Abstand von 5 mm zur
Flissigkeitsoberflache aufgesetzt werden kann. Um die Kinetik der Ansduerung zu
visualisieren, wurde der pH-Indikator Methylorange genutzt (Abbildung 14 A), bei welchem in
einem pH-Bereich von 3,1 bis 4,4 ein Farbumschlag von rot nach gelborange auftritt. In
neutralem Wasser ist der Indikator folglich gelb. Wahrend der Plasmabehandlung sinkt der
pH-Wert und durch die Anlagerung eines Protons an den Indikator resultiert eine
Verschiebung der Doppelbindungen (Gleichung 7, Kapitel 2. 3. 3), damit ein bathochromer
Effekt und die Lésung erscheint rot. In der Abbildung 14 B wurde der in Kapitel 2. 3. 1. 2
beschriebene Spectroquant® Nitrit-Test verwendet, um die Ausbreitung von Nitrit-lonen zu
visualisieren. Bei Anwesenheit von Nitrit entsteht aus der farblosen Lésung eine pinkfarbene
Azoverbindung (Gleichung 2 und 3). Es ist zu sehen, dass die Farbung an der Grenzflache
zwischen Gas- und Flissigkeits-Phase beginnt und sich dann in die Tiefe der Flussigkeit
ausbreitet (Abbildung 14). I’

0 min 2.5 min 5 min 10 min 20 min 30 min

L

Abbildung 14: Visualisierung der Kinetiken von Protonen (A) und von Nitrit-lonen (B) mittels_
farbgebender Substanzen in Wasser wahrend der DBE-Behandlung in Luft
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Die beobachteten Bulk-Effekte lassen sich durch 4 Phasen der Ausbreitung charakterisieren:

f=m  Grenzfldchenreaktion

durch gerichteten Eintrag des Plasmas Ausbildung einer Front an der Oberflache

Piasme
Ausbreitungsphase

Ausbreitung der Front durch Diffusion in die Tiefe

Plasia
== Gradientenbeeinflusste Diffusion

»1ropfen-

Piasma

W und Strukturbildung®

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestdtigen die Annahme, dass die chemischen
Reaktionen an der Grenzflache zwischen Gas- und FlUssigkeits-Phase ablaufen und sich die
Diffusionsfront in die Tiefe ausbreitet (0 — 2,5 min). Ab 2,5 min Plasmabehandlungszeit wird
die Diffusionsfront durch Gradienten, wie z. B. Temperatur, Magnetfelder, beeinflusst, was
folglich zu einer Tropfen- und Strukturbildung fiihrt. Diese sind bei dem Versuch mit dem
Spectroquant® Nitrit-Test als Indikator ausgepragter als beim Versuch (A), da die
entstehende violette Azoverbindung in der gebildeten Konzentration, im Gegensatz zum
I6slichen Methylorange, agglomeriert und durch die Schwerkraft zusatzlich zum Boden

sedimentiert. I"®

Die Plasmabehandlung von Wasser resultierte in einer Ansduerung und der Bildung von
Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid. Da aber fir die im Kapitel 4 folgenden
mikrobiologischen Untersuchungen aufgrund der osmotischen Effekte kein destilliertes
Wasser flir die Suspension der Mikroorganismen verwendet werden konnte, sondern
physiologische Kochsalzlésung und Phosphatpuffer, wurden diese beiden wassrigen
Lésungen ebenfalls analytisch nach der DBE-Behandlung in Luft untersucht. Hierbei wurden
wie fur die mikrobiologischen Untersuchungen Volumina von 5 ml, ein Abstand zwischen
Elektrode und Wasseroberflache von 5 mm und Behandlungszeiten von 0 — 30 min genutzt.

Wie die photometrischen Voruntersuchungen (Kapitel 2. 3. 1. 2) gezeigt haben, konnte in
NaCl-Lésung nur fur den Nitrit-Nachweis eine Kalibrationskurve erstellt werden und in PBS
fur den Nitrat-Nachweis und den Wasserstoffperoxid-Nachweis. Aus diesem Grund wurden
im Folgenden nur diese Nachweise flr die entsprechenden wassrigen Lésungen betrachtet

sowie die Messung der pH-Werte.
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Bei der Behandlung von physiologischer Kochsalzlésung fiel der pH-Wert der Lésung von
6,0 auf 2,7 ab (Diagramm 26 A). Die pH-Wert-Veranderung ist somit nahezu identisch zu der
in luftplasmabehandeltem Wasser. Die Konzentration von Nitrit stieg anfangs an, fiel jedoch
nach dem Maximum von 0,08 mg ‘I" (3 min) bis in den negativen Bereich ab (Daten s.
Anhang). Dieses Phanomen deutet darauf hin, dass Stérungen durch andere Stoffe
entstehen, die z. B. den gebildeten Farbstoff zerstéren und somit die negativen Werte ab ca.
15 min Behandlungszeit begriinden. Eine Stérung durch Natriumchlorid schlossen wir
weitgehend aus, da es moglich war, in den Vorversuchen eine Kalibrationskurve
aufzunehmen (Diagramm 5). Jedoch ist der Unterschied zu den in Wasser gefundenen
Werten (Wasser s5min: 1,5 mg |7 (Diagramm 24 D,); NaCl-Lsg. 5min: 0,08 mg |7 (Diagramm
26 B)) sehr gro3. Der quantitative Nachweis fir Nitrit ist folglich gestoért, jedoch wurde der
qualitative Nachweis fur die Entstehung von HNO, bei der Aufnahme des Gesamtspektrums

der DBE(Luft)-behandelten Kochsalzlésung erbracht (Diagramm 25).
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Diagramm 26: Analytik von plasmabehandelter NaCl-Lésung in Luft

Weiterhin wurde untersucht, ob sich das Chlorid der physiologischen Kochsalzlésung
wahrend der Plasmabehandlung verandert. Vom Plasma kdnnten hypothetisch verschiedene
Sauerstoffspezies erzeugt werden, die das Chlorid z. B. zu Perchlorat (ClOy),
Chlorat (ClOj3’) und/oder Hypochlorit (CIO") oxidieren kénnten. In saurem Milieu, das wahrend
der Plasmabehandlung entsteht, ware es denkbar, dass die Chlorate und Chlorit Chlorgas
(Cl,) entwickeln. Wirde dieser Vorgang standfinden, ware dies durch eine
Gasblaschenbildung in der Flussigkeit sichtbar. Diese Cl,-Blaschen wirden aus der NaCl-
Losung entweichen. Folglich musste sich in der plasmabehandelten Probe weniger Chlorid
als in der unbehandelten befinden. Weiterhin werden die oben genannten Stoffe zur
Desinfektion eingesetzt, d. h. sie sind antimikrobiell wirksam. Um den antimikrobiellen Effekt
dieser Verbindungen auszuschliefen, wurde die Chlorid-Konzentration argentometrisch nach
Mohr bestimmt. Es wurde keine Veranderung im Vergleich zur unbehandelten Probe
festgestellt (Daten s. Anhang) sowie keine Blaschenbildung beobachtet. Somit kann die
Entstehung von CIO,, CIO; und CIO™ und eine dadurch resultierende antimikrobielle Wirkung

ausgeschlossen werden.
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Bei der Behandlung von PBS mit der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung in Luft
zeigte der pH-Wert nach 30 min eine pH-Wert-Differenz von nur 0,11 (Diagramm 27 A).
Folglich reicht die Pufferkapazitat in 5 ml PBS aus, um eine Ansauerung wie in Wasser und
Kochsalzlésung (auf pH = 2,8; vgl. Diagramm 24 A und Diagramm 26 A) zu verhindern. Die
Wasserstoffperoxid-Konzentration stieg innerhalb der ersten Behandlungsminute auf
6,5 mg I an. Danach stieg die Wasserstoffperoxid-Konzentration nur noch gering an und
erreichte nach 30 min 8 mg I" (Diagramm 27 B). In luftplasmabehandeltem Wasser
hingegen verlief der Anstieg der Wasserstoffperoxid-Konzentration nahezu linear bis auf
16,4 mg 'I'" nach 30 min (Diagramm 24 C).

Der Nitrat-Test sollte laut Merck bei dieser Phosphat-Konzentration nicht funktionsfahig sein,
doch das Erstellen einer Kalibrationskurve gelang und es wurden nach der
Plasmabehandlung &hnliche Konzentrationen wie in behandeltem Wasser festgestellt

(Diagramm 27 C; vgl. Diagramm 24 B).
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Diagramm 27: Analytik von plasmabehandeltem PBS in Luft
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= Bei der Analytik von wassrigen Flussigkeiten nach Plasmabehandlung in Luft
konnten, wie zuvor hypothetisiert, Protonen, Nitrat- und Nitrit-lonen, sowie
Wasserstoffperoxid in destiliertem Wasser detektiert werden. Weiterhin wurde eine
Volumenabhangigkeit fir die Konzentrationen der entstehenden lonen/Molekile im
plasmabehandelten Wasser festgestellt. Grundsatzlich war zu verzeichnen, dass, je groRer
das Flussigkeitsvolumen war, desto geringer die gemessenen Spezies-Konzentrationen pro
Milliliter waren. Es wurde hergeleitet, dass die Ansauerung von luftplasmabehandeltem
Wasser offenbar vorrangig durch stickstoffhaltige Sauren (HNO, und HNO3) verursacht wird.
Bei den Untersuchungen wurde auch Peroxynitrit detektiert. Weiterhin konnte die
Ausbreitung von Protonen und Nitrit im Wasser wahrend der Luftplasmabehandlung visuell
dargestellt werden. Es war erstmalig mdglich zu zeigen, dass wahrend der
Luftplasmabehandlung von Wasser Interaktionen an der Gas-Wasser-Grenzflache beginnen
und die entstehenden Protonen und Nitrit-lonen sich anschlieRend im Gesamtvolumen der
Flissigkeit ausbreiten. Die visuellen Untersuchungen lassen schlussfolgern, dass der Eintrag
der plasmagenerierten Spezies Uber die bzw. an der Wasseroberflache erfolgt und
vermutlich deren GréRRe der limitierende Faktor ist. Die eingetragenen Spezies werden dann
in Abhangigkeit vom Flussigkeitsvolumen verdinnt, was ebenfalls die zuvor detektierte
Volumenabhangigkeit der Spezies-Konzentrationen bestatigt.

In physiologischer Kochsalzlésung wurde wie in Wasser eine Ansauerung detektiert, sowie
die Bildung von HNO,. Die Nachweise von H,O, und NO3; waren aufgrund der stérenden
Na*-/Cl-lonen mit diesen Methoden nicht moglich.

Im PBS erfolgte keine merkliche pH-Wert-Absenkung, jedoch wurden &hnliche Nitrat-
Konzentrationen wie in Wasser detektiert und geringere H,O,-Konzentrationen. Der
Nachweis von NO,  war aufgrund der stérenden Phosphat-lonen mit diesen Methoden nicht
madglich.

Die Analytik von luftplasmabehandeltem Wasser bestatigt die zuvor aufgestellten
Hypothesen und gibt einen Einblick in die komplexen Plasma-Luft-Wasser-
Wechselwirkungen. In NaCl-Losung sowie in PBS stolen die gewahlten analytischen

Methoden an Grenzen, jedoch bestatigen auch diese Untersuchungen unsere Theorien.

55



Ergebnisse und Diskussion: ANALYTISCHER TEIL

3.2.3 Analytik von Wasser nach Plasmabehandlung in Argon und

Argon-Sauerstoff-Atmospharen

Laut den analytischen Plasma- und Gas-Phasen-Untersuchungen und den nachfolgenden
hypothetischen Betrachtungen (Kapitel 3. 1 und Abbildung 13) laufen in Plasmen, die in
Argon und Argon-Sauerstoff-Gemischen geziindet werden, andere chemische Reaktionen
ab als in Luft. Folglich sollte auch eine andere Chemie im Wasser resultieren. Da bei den
nachfolgenden Experimenten nur die Elemente Argon, Wasserstoff und Sauerstoff
vorkommen, besteht die Theorie, dass durch die Plasmabehandlung nur eine Ansauerung
(H") und Wasserstoffperoxid (H,O,) detektiert werden konnen.

Die Plasmabehandlung von 5 ml destiliertem Wasser wurde mittels des Aufbaus in
Abbildung 5 durchgefuhrt. Um die Luft aus der Anordnung zu entfernen, wurde vor jeder
DBE-Behandlung 5 min mit dem Arbeitsgas vorgespllt. Es wurden verschiedene
Vorspllzeiten getestet. Nach 5 min waren kein Nitrat und Nitrit in der plasmabehandelten
Flissigkeit mehr detektierbar. Folglich musste der Luftstickstoff nach dieser Zeit aus der
Kammer gespllt worden sein. In den folgenden Versuchen wurden dann nur noch die pH-
Werte und die Wasserstoffperoxid-Konzentrationen der Proben bestimmt, da die Bildung von

Nitrat und Nitrit durch Entfernung von Luftstickstoff ausgeschlossen wurde.

3.2.3.1 Analytik von Wasser nach Plasmabehandlung in Argon-

Atmosphare
Bei der DBE-Behandlung von Wasser in Argon-Atmosphare wurden binnen 30 minutiger
Plasmaeinwirkung ein pH-Wert-Abfall auf 3,91 (Diagramm 28 A) und ein Anstieg der H,O.-
Konzentration auf ca. 55mg I’ detektiert (Diagramm 28 B). Auffillig ist, dass — im
Unterschied zur Luftplasmabehandlung - der pH-Wert deutlich langsamer und

kontinuierlicher absinkt und nicht unter pH = 4 abfallt (vgl. Diagramm 24 A).
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Diagramm 28: Analytik von plasmabehandeltem Wasser in Argon-Atmosphare

Freie Elektronen konnten Argonatome in einen angeregten (Ar*), metastabilen (Ar") oder

ionisierten (Ar’) Zustand versetzen, welche in folgenden Interaktion mit Wasser Protonen und
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Hydroxylradikale bilden kénnten (Gleichung 8). *Y Die Entstehung dieser Produkte wére
auch durch eine Photolyse des Wassers durch Einwirkung von UV-Strahlung mdglich
(Gleichung 31). ! Zwei HO*-Radikale kdnnten dann weiter zu Wasserstoffperoxid reagieren
(Gleichung 27). #* 7 ™ Graphisch wurden die méglichen Plasma-Argon-Wasser-

Wechselwirkungen in Abbildung 13 dargestellt.

Ar+e +H,O+hyr & H*+HO" + Ar+ 2 e (8)
2 H,0 + hv ®  2H +2HO +2e (31)
2 HO® & H0, (27)

In Summe entstehen nach den Theorien pro Wassermolekil ein Proton und ein
Hydroxylradikal, zwei HO® reagieren zu einem H,O,-Molekdl. Folglich misste ein Verhaltnis
von H*:H,0, von 2:1 vorliegen. Equimolare Berechnungen eines pH-Werts von 3,91
resultieren in einer Protonen-Konzentration von 1,23 10*mol " und 55mg I" der
gemessenen Wasserstoffperoxid-Konzentration resultiert in 3,06 - 10* mol - I". Das wiirde
einem H" : H,0,-Verhaltnis von 1 : 2,5 entsprechen. Diese Berechnungen deuten darauf hin,
dass entweder weniger Protonen oder mehr Wasserstoffperoxid-Molekile als theoretisch
erwartet gebildet werden bzw. beides gleichzeitig passiert. Mogliche Griinde flr diese
Feststellung kénnten ein Abreagieren von Protonen mit unbekannten Spezies sein, die
Existenz weiterer Mechanismen fir die Wasserstoffperoxidbildung oder dass das
schwefelsaure Titanylsulfat des Wasserstoffperoxidtests mit anderen ROS reagiert, z. B.
auch HO® erfasst und damit zu einem falsch positiven Ergebnis fihrt. Folglich ist die
Messmethode nicht fir H,O, spezifisch oder der Weg zur Entstehung des
Wasserstoffperoxids ist nicht korrekt bzw. unvollstandig. Um dies zu klaren, missen weitere
Verfahren und Methoden zur Detektion und spezifischen Selektierung von ROS in

Flissigkeiten gefunden werden.
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3.2.3.2 Analytik von Wasser nach Plasmabehandlung in Argon-

Sauerstoff-Atmospharen

Fir diese Untersuchungen wurden zum Argon 5 bis 40 % Sauerstoff zugemischt. Der
Gesamt-Gasfluss von 0,5 sl - min™ blieb hierbei konstant (z. B. Ar + 20 % O, = 0,4 sl - min™
Argon und 0,1 sl min” Sauerstoff). Nach dem 5 miniitigen Vorspiilen wurde das Plasma
gezindet und anschliefend der pH-Wert und die Wasserstoffperoxid-Konzentration im
plasmabehandelten Wasser gemessen.

Die Kurvenverlaufe der pH-Werte und Wasserstoffperoxid-Konzentrationen ahneln sich allen
Gasgemischen. Die neutralen pH-Werte des Wassers fielen innerhalb der ersten 5 min
Plasmabehandlung um 2-3 pH-Stufen ab. Langere Behandlungszeiten (bis 30 min)
resultierten in einer weiteren Absenkung um ca. 0,5 pH-Stufen auf pH-Werte von 3,08 bis
3,54, je nach Arbeitsgasgemisch (Diagramm 29 A, Tabelle 3). Die pH-Werte wurden mit
steigendem Sauerstoffgehalt im Arbeitsgas weniger stark abgesenkt. Die pH-Wert-
Kurvenverlaufe dieser Untersuchungen ahneln denen in luftplasmabehandeltem Wasser (vgl.
Diagramm 24 A). Diese Ahnlichkeiten lassen vermuten, dass der Sauerstoff der Gas-Phase
(aus Luft und Argon-Sauerstoff-Gemischen), in der das Plasma gezlindet wird, eine wichtige
Bedeutung bei der Ansauerung hat.

Die  Wasserstoffperoxid-Konzentrationen  stiegen  innerhalb der ersten 5 min
Plasmabehandlungszeit stark an. Wurde das Wasser langer als 5 min behandelt
(bis 30 min), verringerten sich die Anstiege der Kurven der H,0,-Konzentrationen
(Diagramm 29 B). Die Messwerte stiegen nach 30 min Plasmabehandlung von Wasser auf
Konzentrationen zwischen 13,44 bis 16,33 mg I’ an (Tabelle 3). Im Vergleich zur
Luftplasmabehandlung von Wasser entstand hingegen ein anderer Kurvenverlauf, jedoch lag
die Wasserstoffperoxid-Konzentration nach 30 minutiger Luftplasmabehandlung in ahnlicher

GréRenordnung (Diagramm 24 C).

pH ¢ H,0, [mg " I"]
(nach 30 min DBE-Behandlung) (nach 30 min DBE-Behandlung)
Ausgangswerte 6,35 0,00
Ar+5% 0O, 3,08 16,33
Ar+10 % O, 3,17 15,74
Ar+20 % O, 3,23 16,88
Ar+30 % O, 3,35 13,44
Ar+40 % O, 3,54 13,92
Tabelle 3: pH-Werte und H,0,-Konzentrationen nach 30 min DBE-Behandlung in Argon-

Sauerstoff-Atmosphiren
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Diagramm 29: Analytik von plasmabehandeltem Wasser in Argon-Sauerstoff-Atmosphare

Um die Abhangigkeiten zwischen dem zugemischten Sauerstoffanteil zum Arbeitsgas Argon
und den resultierenden pH-Werten bzw. Wasserstoffperoxid-Konzentrationen zu
untersuchen, wurden die Messwerte nach 2 mindtiger Plasmabehandlung verglichen und in
Diagramm 29 C und D graphisch dargestellt. Mit der Plasmaziindung begannen die
chemischen Interaktionen der Phasen Plasma, Gas und Flissigkeit. Deutlich wurden diese
Wechselwirkungen in den Resultaten der pH-Wert-Messungen und bei den Nachweisen von
H,0,. Innerhalb der ersten 5 min Plasmabehandlung wurden die pH-Werte stark abgesenkt
bzw. die Wasserstoffperoxid-Konzentrationen stiegen stark an. Ab 5 min Plasmabehand-
lungszeit nahmen die Anstiege der Kurven im Betrag ab (Diagramm 29 A und B). Zu Beginn
der Plasmabehandlungen bzw. vor dem Abflachen der Kurven wurden die deutlichsten
Unterschiede der pH-Werte bzw. Wasserstoffperoxid-Konzentrationen in Abhangigkeit vom
Sauerstoffanteil im Arbeitsgas vermutet. Darum wurden die Messwerte der 2 mindtigen
Plasmabehandlungszeiten zum  Vergleich miteinander gewahlt. Mit steigender
Sauerstoffbeimengung zum Arbeitsgas zeigt sich im Diagramm 29 C, dass sich der pH-Wert
weniger stark abgesenkte (positiver Anstieg der pH-Trendlinie; Trendlinie der
Protonenkonzentration hatte folglich einen negativen Anstieg) und im Diagramm 29 D, dass

weniger Wasserstoffperoxid (negativer Anstieg der Trendlinie) gebildet wurde. Grund fir
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diese Resultate kdnnte, wie schon bei der OES wahrend der Plasmabehandlung in diesen
Gasgemischen diskutiert (Diagramm 13, Kapitel 3. 1), die abnehmende Anregung der
Argonatome mit steigendem O,-Anteil im Arbeitsgas sein. Es wird angenommen, dass einer
Reduktion der Anzahl der angeregten Argonatome weniger Interaktionen mit Wasser folgen
und sich somit auch die Endprodukte H" und H,O, reduzieren (vgl. Gleichung 8). Mit
steigendem O,-Anteil zum Arbeitsgas Argon misste folglich der pH-Wert weniger stark
abgesenkt werden (Abnahme der Produktion von Protonen) und die Wasserstoffperoxid-
Konzentration abnehmen. Diese Annahmen bestatigen die Vergleiche der Messwerte (pH-
Werte und H,O,-Konzentrationen) der 2 minltigen Plasmabehandlungen von Wasser in den
verschiedenen Arbeitsgasen (Diagramm 29 C und D).

Die Analytik von in Argon-Sauerstoff-Atmosphare plasmabehandeltem Wasser resultierte in
einer etwas starkeren pH-Wert-Absenkung und in einer doppelt bis dreifach so hohen
Wasserstoffperoxid-Konzentration als in reinem Argon. Diese Unterschiede kdnnten
einerseits durch die verschiedenen eingekoppelten Leistungen/Spannungen (Ar: 3 kV;
Ar + O.: 6 kV) hervorgerufen worden sein, welche in einer vermehrten Speziesbildung
resultierten. Andererseits kdnnten durch den Sauerstoff im Arbeitsgas mehr ROS in der
Flussigkeit entstanden sein, welche vom schwefelsauren Titanylsulfat in den Messungen
erfasst wurden. Zusatzlich zum H,O, und HO® kénnte unter diesen Versuchsbedingungen
das Hydroperoxid- (HOO®) und/oder Superoxidradikal (O,") dazugekommen sein. Diese

beiden ROS kdénnen durch folgende Reaktionen 40 und 41 gebildet werden (M = Ar'™ bzw. e
+M= Ar—). [22, 24, 44, 63-65, 71]

O,+e +M & 0,"+M (40)

O, +H' & HOO® (41)
Weiterhin kann der molekulare Sauerstoff, welcher Diradikalcharakter besitzt, in der Gas-
Phase durch das Plasma zu Sauerstoffradikalen (O°) getrennt werden. O° kann mit Wasser
Hydroxylradikale bilden (Gleichung 26), oder auch mit O, Ozon (Gleichung 42), welches

dann mit HO® Hydroperoxidradikale bilden kann (Gleichung 28) und dann weiter zu

Wasserstoffperoxid reagiert (Gleichung 29): % %4 %]
0" + H,0 & 2HO' (26)
o'+ 0, © 0, (42)
HO™ + O, ®  HOO'+0, (28)
2 HOO® & H,O, + O, (29)

Es gibt folglich bei der DBE-Behandlung von Wasser in Argon-Sauerstoff-Atmospharen, im
Vergleich zur Argonplasmabehandlung, noch weitere theoretische Mechanismen, die in der

Bildung von Wasserstoffperoxid resultieren.
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= Die im Kapitel 3. 1.4 aufgestellten Hypothesen bestatigten sich auch in den
Experimenten, in denen Argon und Argon-Sauerstoff-Gemische als Arbeitsgase bei der
Plasmabehandlung von Wasser eingesetzt wurden. Durch die Plasmabehandlung von
Wasser wurden eine Ansauerung und die Bildung von Wasserstoffperoxid hervorgerufen.
Die pH-Werte in 5ml DBE-behandeltem Wasser sanken nicht so stark ab wie bei
Verwendung von Luft als Arbeitsgas, weiterhin wurde erwartungsgemaf kein Nitrat und Nitrit
gebildet. Bei den Experimenten in Argon-Atmosphare wurde, wie vermutet, weniger
Wasserstoffperoxid im plasmabehandelten Wasser detektiert als bei Versuchen in Argon-
Sauerstoff-Atmospharen. Weiterhin konnte eine Abhangigkeit zwischen dem Sauerstoff-
Anteil im Arbeitsgas und der Bildung von Protonen und Wasserstoffperoxid beobachtet und
erklart werden. Die nachweisbaren Konzentrationen dieser beiden Spezies verringerten sich
mit steigendem Sauerstoff-Anteil im Arbeitsgas. Diese Ergebnisse erklaren sich, wie schon
nach den OES-Messungen diskutiert, durch die Verringerung der angeregten Argonatome
mit steigendem O,-Gehalt im Arbeitsgas und der reduzierten folgenden Interaktion mit
Wasser zu den Produkten H" und HO® (Gleichung 30), sowie der Anschlussreaktion der
Hydroxylradikale zu H,O, (Gleichung 31). Ein weiterer Weg =zur Bildung von
Wasserstoffperoxid in Argon-Sauerstoff-plasmabehandeltem Wasser durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) wurde diskutiert (Gleichungen 26, 28, 29 und 40 bis 42).

Zusammenfassend gibt die Analytik von plasmabehandeltem Wasser in Argon- und Argon-
Sauerstoff-Atmospharen einen weiteren Einblick in die komplexen Plasma-Gas-Wasser-
Wechselwirkungen. Auch hier sto3en die gewahlten analytischen Methoden an ihre

Grenzen, jedoch bestatigen diese Untersuchungen die zuvor aufgestellten Theorien.

3.2.4 Analytik von Wasser nach DBE-Abgas-Behandlung

Um zu untersuchen, welche Einflisse die chemischen Veranderungen der Gas-Phase durch
die DBE-Behandlung auf die Chemie der Flissigkeit haben, wurde die Behandlung von
Wasser mit plasmabehandeltem Gas (DBE-Abgas) durchgefihrt. Hierbei sollte untersucht
werden, ob das Plasma einen direkten Einfluss auf die Flissigkeit hat oder ob ,nur‘ das
plasmabehandelte Gas mit der Flussigkeits-Phase interagiert. Weiterhin kann dieses
Experiment einen Aufschluss darliber geben, ob fir die Wechselwirkungen der Plasma- und
Gas-Phase mit der Flussigkeit lang- und/oder kurzlebige Spezies verantwortlich sind.

Zur Erzeugung des DBE(Luft/Argon)-Abgases wurden zwei experimentelle Kammern des
DBE-Aufbau 2 genutzt (Abbildung 5, Abbildung 9). In der ersten Kammer, die auf eine leere
Petrischale aufgesetzt wurde, war die Elektrodenanordnung eingebaut. In dieser mit
Arbeitsgas geflllten Kammer wurde das Plasma geziindet. Das DBE-behandelte Arbeitsgas
(DBE-Abgas) wurde iiber einen Schlauch durch einen Arbeitsgasstrom von 0,5 sl - min™ in

die zweite Kammer geleitet. Diese Kammer enthielt keine Elektrodenanordnung, jedoch 5 ml
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Wasser in der Petrischale. Firr die Uberleitung des plasmabehandelten Gases wurde ein
30 cm langer Schlauch mit einem Durchmesser von 4 mm genutzt. Es resultiert daraus ein
Volumen von 3,77 cm® Um das Lumen des Schlauches mit einem Gasstrom von
0,5sl min" komplett zu passieren, wurden mindestens 27,14 ms (0,0271s) benétigt.
Hierbei wurden die Volumia der beiden Behandlungskammern (Abbildung 9) aulRer Acht
gelassen und nur der minimale Wert der Passage betrachtet. Folglich diurften Spezies, die
eine Lebensdauer unterhalb dieser Passagezeit haben, die Proben nicht erreichen und mit

ihnen interagieren.

Die Analytik des direkt DBE(Luft)-behandelten und des DBE(Luft)-Abgas-behandelten
Wassers resultierte in ahnlichen Konzentrationen und zeitabhangige Kurvenverlaufen von
Protonen (pH-Wert), Nitrat und Nitrit (Diagramm 30). Die Nitrat-Konzentration stieg in direkt
luftplasmabehandeltem Wasser nach einer Behandlungszeit von 30 min auf 109 mg ‘I’ an
und in DBE(Luft)-Abgas-behandeltem Wasser auf 79 mg ‘I’ (Diagramm 30 A). Die Nitrit-
Konzentrationen resultierten nach diesen Behandlungszeiten in ca. 1,0mg I (direkte
Luftplasmabehandlung) und 1,4 mg ‘I (DBE(Luft)-Abgas-Behandlung) (Diagramm 30 B) und
der pH-Wert sinkt auf 2,64 (direkte Luftplasmabehandlung) und 2,73 (DBE(Luft)-Abgas-
Behandlung) (Diagramm 30 D).

A) 1200 B) 20
—o—DBE-Abgas ,(l) 1,8 —o—DBE-Abgas

100,0 — - -DBE "direkt" , 1,6 --0-=-DBE "direkt"
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- o)
o =
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o
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50 o 8,0
——DBE-Abgas ’,' —— DBE-Abgash
4,0 1 ---DBE "direkt" _
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- e
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1.0 1 ,D"
giieg ﬁ
0,0 &= . T . - J 0,0 T T . . .
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Diagramm 30: Analytik von Wasser nach DBE(Luft)-Abgas-Behandlung und nach

Plasmabehandlung in Luft (0,5 sl - min'1)
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Lediglich die Bildung von Wasserstoffperoxid war nur in direkt DBE(Luft)-behandeltem
Wasser zu verzeichnen (Diagramm 30 C). Bei der DBE(Luft)-Abgas-Behandlung wurde nach
5 miniitiger Behandlungszeit eine Wasserstoffperoxid-Konzentration von nur knapp 1 mg - I’

detektiert, deren Ursache ungeklart ist (Diagramm 30 C).

= Die Bildung von NOs;, NO, und H* verlauft schlussfolgernd Uber Spezies aus
plasmabehandelter Luft, die eine langere Lebensdauer (t) als 0,0271 s haben. Hierzu
kénnten z. B. die in Abbildung 12 aufgefiihrten Verbindungen NO* (t =5 - 500 s ), NO,’
(t=mehrere Minuten bis Tage™ ") und ONOO (t=1-7s®) gehdren.
Wasserstoffperoxid wurde hingegen im Unterschied zur direkten DBE(Luft)-Behandlung
durch die DBE(Luft)-Abgas-Behandlung nicht gebildet (Diagramm 30 C). Dieses wurde bei
der direkten Behandlung vermutlich durch UV-Strahlung produziert (Gleichung 31 und 27)
und/oder durch sehr kurzlebige Spezies (t< 0,0271s) in der Gas-Phase gebildet (siehe
Abbildung 12). Hierzu kénnten z. B. angeregte Sauerstoffatome (t < 10°s), HO® (t=10"s)
und O, (t = 50 ps) gehéren. 3

2 H,0 + hv & 2H"+2HO' +2 e (31)

2 HO" & HO, (27)
Das heildt, stickstoffhaltige Spezies, die letztlich mit Wasser zur Bildung von Salpetersaure
und Salpetriger Saure fihren, sind, im Gegensatz zu ROS, in der Gas-Phase stabil genug,
um in die zweite Kammer zu gelangen.
In stickstofffreien Arbeitsgasen (z. B. Argon) durften dann hypothetisch, neben der
Abwesenheit von Nitrat und Nitrit, auch kein Wasserstoffperoxid und keine Ansauerung zu

detektieren sein.

Um diese Hypothesen zu bestatigen wurde die Analytik von DBE(Argon)- und DBE(Argon)-
Abgas-behandeltem Wasser durchgeflhrt.
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Diagramm 31: Analytik von Wasser nach DBE(Argon)-Abgas-Behandlung und nach
Plasmabehandlung in Argon (0,5 sl - min'1)
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Es wurden nur die pH-Wert-Messungen und der Wasserstoffperoxid-Test durchgeflihrt, da
sich in Argon-Atmosphare kein Stickstoff befindet (Verzicht auf die Nachweise von Nitrat und
Nitrit). Im DBE(Argon)-Abgas-behandelten Wasser wurde im Vergleich zum direkten
DBE(Argon)-behandeltem Wasser eine schwachere Ansauerung detektiert (Diagramm 31 B),
jedoch kein Wasserstoffperoxid (Diagramm 31 A). Es wurde nach 5 mindtiger
Behandlungszeit eine Wasserstoffperoxid-Konzentration von ca. 2mg - I" detektiert

(Diagramm 31 A), dessen Ursache ungeklart ist.

= Die Bildung des Wasserstoffperoxids bei der direkten DBE(Argon)-Behandlung verlief
vermutlich auch hier wie oben beschrieben durch UV/VUV-Strahlung und resultierende
Photolyse des Wassers (Gleichung 31) bzw. durch angeregte Argonatome und/oder -
Molekile (Gleichungen 8 und 27). Bei der DBE(Argon)-Abgas-Behandlung erreichten die
UV/VUV-Strahlung bzw. angeregte Argonatome und/oder Argonmolekiile die Probe nicht.
Folglich entstand kein H,O,.
Ungeklart bleibt bei diesen Untersuchungen jedoch die Ansduerung des Wassers nach
DBE(Argon)-Abgas-Behandlung. Bei den Arbeiten in Luft lieBe sich die pH-Wert-Absenkung
durch die Bildung von Salpetersaure und Salpetriger Saure erklaren, jedoch nicht beim
Arbeiten in Argon-Atmosphare. In diesem Fall missten im Argonplasma unbekannte
langlebige Spezies (t> 0,0271 s) gebildet worden sein, die durch den Gasstrom in die
Probenkammer gelangten und dort eine Ansauerung hervorgerufen haben. Friedman et al.
erklaren die Ansauerung Uber die ,plasma acid“ (Gleichung 43, M" = beliebiges Plasmaion):
[75]

M* + H,0 = H,O" + M (43)
Jedoch wirde das H,O'-lon dann weiter mit anderen Wassermolekilen reagieren und
schlieRlich Uber die Bildung von HO® (Gleichung 44) ™ wieder in Wasserstoffperoxid
(Gleichung 27) " enden:

H,O" + H,O g H*(H,0) + HO® (44)

2 HO® o H.O, (27)
Eine andere Moglichkeit der Ansauerung ware die Bildung von Kohlensaure (H,CO;), da
mittels der FT-IR-Messungen CO, detektiert wurde, das vermutlich durch die
Gaszuleitungsschlauche diffundierte. Jedoch besitzt H,CO3 einen pKs-Wert von 6,35. 4! Der
gemessene pH-Wert nach 30 min Behandlungszeit betrug aber 5,07 im Wasser, dieser liegt
also unter dem pKs-Wert von H,CO3;. Folglich kann die Kohlensaure nicht der einzige Grund
fur die Ansduerung sein. Durch welche unbekannte Spezies, die im Argonplasma (und
eventuell auch im Luftplasma) gebildet wird, die Ansauerung des Wassers zustande kommt,

bleibt hiermit vorerst offen und muss weiter untersucht werden.
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3.2.5 Analytik von Wasser nach Stickstoffmonoxidbehandlung

Wie schon zuvor in dieser Arbeit beschrieben, besitzt NO® antimikrobielle Effekte. Weiterhin
kann es mit Luftsauerstoff zum zelltoxischen NO," reagieren. Y Beide Radikale kénnen mit
Wasser interagieren und Salpetrige Saure und Salpeterséure bilden. ¢!

Um analytische Untersuchungen durchzufGhren, wurde destilliertes Wasser mit
Stickstoffmonoxid begast. AnschlieBend wurden pH-Wert, Nitrat-, Nitrit- und
Wasserstoffperoxid-Konzentrationen gemessen. Die Begasung fir 15, 30, 45 und 60 s der
Flussigkeiten (11,5; 12,5 und 13,5 ml) erfolgte in einem Kulturréhrchen. Das ,Restvolumen®
des RoOhrchens wurde mit NO® geflllt (vgl. 2.4.5.2). Aus den unterschiedlichen
Flissigkeitsvolumen in den Kulturréhrchen resultierten unterschiedliche Fillhéhen. Je hdher
die Fullhéhe war, desto weniger NO*-Gas passte noch in das Roéhrchen hinein. Auch die
Verdinnung des Stickstoffmonoxids nach dem Verschlielen und Schitteln stieg mit
steigender Flllhéhe bzw. grélkerem Flissigkeitsvolumen. Folglich wurden mit aufsteigendem
Flissigkeitsvolumen geringere Konzentrationen an Protonen, Nitrat und Nitrit erwartet. Es
wurde aufgrund der theoretischen Reaktionsmechanismen, angenommen, dass kein
Wasserstoffperoxid bei der Kombination von NO® und Wasser gebildet wird. Der analytische
Test auf H,O, wurde jedoch zur Uberpriifung dieser Theorie bei den nachfolgenden

Experimenten durchgefihrt.

Bei der Analytik des stickstoffmonoxidbegasten Wassers wurde eine pH-Absenkung auf
pH = 2,39 detektiert (Diagramm 32 A), bis zu 241 mg " I NO, (Diagramm 32 C), 527 mg " I’
NO; (Diagramm 32 D) und wie erwartet kein Wasserstoffperoxid (Diagramm 32 B).

Das NO*-Gas reagierte mit Luftsauerstoff zu NO,’. Es war makroskopisch sichtbar, wie das
farblose NO* zu braunem NO,® oxidiert wurde. Ein GroR3teil dieser beiden Radikale 16ste sich
in der Flussigkeit (Vorgang durch Schutteln beschleunigt). In der anschlieBenden Analytik
des Wassers wurden eine Ansauerung (H"), sowie Nitrat und Nitrit detektiert. Jedoch sind die
Werte der beiden Anionen im Vergleich zur Luftplasmabehandlung von Wasser (vgl. Kapitel
3. 2. 2) sehr hoch. Dies kdnnte einerseits tatsachlich auf sehr viel gebildetes Nitrat und Nitrit
hinweisen oder andererseits auch durch Nebenreaktionen von NO® und NO,” mit den
photometrischen Testkits Uber eine direkte Nitrierung des 2,6-Dimethylphenols (Nitrat-Test)
bzw. eine Azokupplung (Nitrit-Test) verursacht werden (siehe Gleichung 1 — 3; vgl. Kapitel
3.2.2).

Die analytischen Ergebnisse bekraftigen die Theorien, dass NO® und NO," mit Wasser zu

Salpetriger Saure und Salpetersaure reagieren (Gleichungen 16 — 19).
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Diagramm 32: Analytik von NO*-behandeltem Wasser

= Wie erwartet, wurden in dem kleinen Flissigkeitsvolumen (11,5 ml) die starkste
Ansauerung und hochsten Nitrat- und Nitrit-Konzentrationen detektiert. Mit aufsteigenden
Flissigkeitsvolumen (und folglich keiner werdenden Gasrdumen) verringerten sich die

Ansaduerung sowie Nitrat- und Nitrit-Konzentrationen.

3.2.6 Analytik von Wasser nach Ozonbehandlung

Um die Rolle von Ozon bei den Plasma-Flissigkeits-Interaktionen besser zu verstehen,
wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt. Fir diese wurde ein Ozonisator
genutzt, der aus Sauerstoff Ozon produzierte. Es konnten verschiedene
Ozonkonzentrationen eingestellt werden, die mittels eines FT-IR-Spektrometers Uberwacht
wurden (Diagramm 33; 145 ppm: Ozonkonzentration A; grine Kurven; 380 — 550 ppm:
Ozonkonzentrationen B1 und B2; violette und pinke Kurven; 864 — 1020 ppm:
Ozonkonzentrationen C; hellblaue Kurven; 1695 — 1900 ppm: Ozonkonzentrationen D; gelbe
Kurven).

Um die Vergleichbarkeit zur DBE(Luft)-Behandlung zu wahren, wurden die Begasungen von
5 ml Probe in einer Petrischale in der Behandlungskammer nach Abbildung 5 mit einem
Gasfluss von 0,5 sl - min™ durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die Analytik von ozonbegastem

Wasser durchgefiihrt.
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Die Ozonbehandlung von 5 ml Wasser resultierte nach 30 min in einer maximalen pH-
Wertabsenkung auf 4,7 (Diagramm 33 B). Die maximale Wasserstoffperoxid-Konzentration

lag unter 1 mg " I'" (Diagramm 33 C). Es wurde kein Nitrat oder Nitrit detektiert.
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Diagramm 33: oben: mittels FT-IR-Spektroskopie gemessene Ozonkonzentrationen (145 ppm
(A), ~ 380 ppm (B1), ~ 550 ppm (B2), 864 — 1020 ppm (C), 1695 — 1900 ppm (D));
unten links: dazugehoérige pH-Wert-Analytik des ozonbehandelten Wassers;
unten rechts: dazugehorige Wasserstoffperoxid-Analytik des ozonbehandelten
Wassers

Ozon ist in Wasser besser l0slich als Sauerstoff und ist eine stark oxidierende Substanz,
wobei nur eins der drei Sauerstoffatome als oxidierendes Agens agiert (Gleichung 45). 14
Dieser Effekt wird in saurem Milieu intensiviert. Es resultieren zwei HO®-Radikale bei der
Reaktion des oxidierenden Sauerstoffatoms mit Wasser (Gleichung 26). Das Hydroxylradikal
kann dann mit Ozon weiter zum Hydroperoxidradikal (HOO®) reagieren (Gleichung 28). HOO®
kann in ein Proton und das Superoxidradikal dissoziieren. Der pK,-Wert dieses
korrespondierenden Systems liegt bei 4,8. Folglich kénnte die Reaktion der Gleichung 30
eine mogliche Erklarung fur die Ansduerung des Wasser sein, da die gemessenen pH-Werte
des ozonbehandelten Wassers nahe dem pK,-Wert von HOO®*/H* + O," liegen. Die Bildung
von H,O, kénnte eine Rekombination von Hydroxyl- und/oder Hydroperoxid-Radikalen sein

(Gleichungen 27 und 29). 124 31, 3544, 48,6367, 69]
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O, @ O+ 0, (45)
O*+ H,O @ 2 HO® (26)
HO® + O, & HOO"+ O, (28)
HOO* & H" + O,” (pKa = 4.8) (30)
2 HO" & HO, (27)
2 HOO® & H2O,+ O; (29)
= Die Ansauerung und die Wasserstoffperoxidbildung der Ozonbegasung von Wasser

sind geringer als die wahrend der Luftplasmabehandlung (vgl. Diagramm 24 A und C). Die
maximale Ansauerung auf pH = 4,7 bestatigt die Ansauerung Uber das korrespondierende
Saure-Base-System Hydroperoxidradikal-Superperoxidradikal + Proton, deren pK,-Wert 4,8
betragt (Gleichung 30).

3.2.7 Schlussfolgerungen zu den Untersuchungen der

Flussigkeits-Phase
Zusammenfassend ist zu sagen, dass flr die analytischen Untersuchungen der Flissigkeits-
Phase mehrere Methoden notwendig sind, da einzelne Verfahren Grenzen haben und nicht
alle Komponenten erfassen bzw. nicht spezifisch genug fir eine Verbindung sind.
Die chemischen Veranderungen der FlUssigkeit, die nach Analyse der Plasma- und Gas-
Phasen im Vorfeld hypothetisiert worden sind, konnten in Form von Protonen, Nitrat, Nitrit
und Wasserstoffperoxid (Arbeitsgas: Luft) und Protonen und Wasserstoffperoxid
(Arbeitsgase: Argon und Argon-Sauerstoff-Gemische) nachgewiesen werden. Dies ist
grundséatzlich in Ubereinstimmung mit Literaturangaben zu chemischen Veranderungen von
Flissigkeiten nach Plasmabehandlung, die nach Beginn der Experimente dieser Arbeit
erschienen. [#% 24.26.62,64,69,71.75.79.80] Fine direkte Vergleichbarkeit mit diesen Literaturdaten
ist aber nicht mdglich, da sehr unterschiedliche Plasmaquellen und experimentelle
Anordnungen verwendet wurden.
Alle vier Parameter sind zur orientierenden Beurteilung der ,chemischen Reaktivitat® einer
Plasmabehandlung sehr gut geeignet:
Wasserstoffperoxid als ,Indikator” fir die Bildung von ROS, Nitrat/Nitrit als ,Indikator far
RNS und der pH-Wert zur Charakterisierung des (reaktiven) Milieus.
Durch die Wechselwirkung von Wasser mit Luftplasma kdnnen folglich in der Flussigkeit
RNS und ROS entstehen und die Ansauerung verlauft Gber die Bildung von HNO,, HNO;,
ONOOH und HOQO? (Gleichungen 37 bis 39 und 30). Argon- und Argon-Sauerstoff-Plasmen
resultieren hingegen in der Flissigkeit ,nur in der Bildung von ROS. Bei Experimenten in

Argon-Atmosphare stammt der Sauerstoff aus dem H,O (Molekile aus der Flissigkeit und
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Restfeuchte des Arbeitsgases), auch die Protonen resultieren aus dem Wasser. Zusatzlicher
Sauerstoff gelangt durch die Zufuhr dieses Gases zum Arbeitsgas (Argon-Sauerstoff-
Gemische) in das Experimentiersystem.

Die Behandlung von Wasser mit plasmabehandelter Luft (DBE(Luft)-Abgas) resultierte in der
Bildung von Protonen, Nitrat und Nitrit in &ahnlicher GréRenordnung wie die direkte
Luftplasmabehandlung von Flussigkeit. Das Fehlen von Wasserstoffperoxid lasst darauf
schlielten, dass H,O, vermutlich aus kurzlebigen Spezies aus der Gas-Phase oder durch den
direkten Einfluss des Plasmas (z. B. Photolyse) auf Wasser gebildet wurde (Kapitel 3. 1. 4).
Auch nach Behandlung mit argonplasmabehandeltem Gas (DBE(Argon)-Abgas) fehlte das
Wasserstoffperoxid in der Flissigkeit, jedoch wurde eine ahnliche Ansauerung wie bei der
direkten Plasmabehandlung detektiert. Vermutlich entsteht die Ansduerung teilweise Uber
H,CO; (aus dem Artefakt CO,), jedoch bleibt der Hauptmechanismus fir diese pH-Wert-
Absenkung weitestgehend ungeklart.

Die NO’-Begasung bestatigte die Hypothesen, dass Stickstoffmonoxid mit Wasser und
Sauerstoff Salpetersaure und Salpetrige Saure bilden kann. Weiterhin ahnelt sich die
Ansauerungskinetik von NO®-begastem Wasser (pH-Wert-Kurve, Diagramm 32 A) der von
luftplasmabehandeltem Wasser (Diagramm 24 A).

Die Begasung von Wasser mit Ozon bestatigt Hypothesen der Ansauerung und der
Wasserstoffperoxidbildung (Gleichungen 26 —30 und 45). Werden jedoch die bei der
Luftplasmabehandlung entstehenden Ozonkonzentrationen mit den bei der Ozonbegasung
eingesetzten Konzentrationen verglichen, so verursacht die Luftplasmabehandlung eine

deutlich starkere Ansauerung und Wasserstoffperoxid-Bildung im Wasser.

Wasser spielt folglich flr die chemischen Prozesse und Reaktionen eine sehr bedeutende
Rolle. Die chemischen Wechselwirkungen zwischen Plasma, Arbeitsgas und Wasser
beeinflussen vermutlich auch die Plasmawirkung auf z. B. biologische Systeme malRgeblich.

Die Beeinflussungen sollen im folgenden Teil dieser Arbeit untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion: BIOLOGISCHER TEIL

Im analytischen Teil wurde dargestellt, welche chemischen Veranderungen der Flissigkeits-
Phase durch Plasmabehandlung in den verschiedenen Gas-Phasen resultieren. In wie weit
diese chemischen Veranderungen durch das Plasma Einfluss auf biologische Systeme
haben oder ob biologische Effekte direkt Uber das Plasma vermittelt werden, soll im
biologischen Teil dieser Arbeit geklart werden. Da diese Untersuchungen in dieser
systematischen Form erstmalig geschahen, musste ein geeignetes biologisches Modell
gefunden werden, bei dem es mdglich ist, relativ schnell, einfach und reproduzierbar
biologische Effekte des Plasmas zu erfassen. Hierfir wurden Mikroorganismen-
Suspensionen gewahlt. Mikroorganismen lassen sich unter geeigneten Bedingungen gut
anzlchten. Es lassen sich Suspensionen hoher Zellzahlen einstellen. Mikroorganismen sind,
im Gegensatz zu tierischen/menschlichen Zellen, in sehr einfachen Medien wie
physiologischer Kochsalzlésung und Phosphatpuffer (ohne weitere Nahrstoffe) fur gewisse
Zeit lebensfahig.

Zur Untersuchung der direkten Plasmaeffekte wurden 5ml und 10ml einer
Mikroorganismen-Suspensionen in physiologischer Kochsalzlésung oder Phosphatpuffer in
einer Petrischale mit der DBE-Elektrodenanordnung in verschiedenen Arbeitsgasen bis zu
30 min behandelt und deren Inaktivierungskinetiken bestimmt (s. a. Kapitel 2. 4. 2). Weiterhin
wurden die biologischen Effekte der durch das Plasma chemisch veranderten Flissigkeit auf
die Mikroorganismen untersucht (s.a. Kapitel 2.4.4). Abschiellend wurden die
Mikroorganismen-Suspensionen verschiedenen Einflissen und Chemikalien ausgesetzt
(s. a. Kapitel 2. 4. 3 und 2. 4. 5), um einen Einblick in die Wirkmechanismen des komplexen

Systems Plasma-Gas-Flissigkeit-Zelle zu bekommen.

4.1 Plasmabehandlung von Mikroorganismen-Suspensionen

Es wurden drei verschiedene Mikroorganismen aufgrund charakteristischer Unterschiede im
Aufbau ihrer Zellwande fir die Untersuchungen der Wirkung von Plasma auf
Mikroorganismen ausgewahlt - Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Bacillus
atrophaeus Sporen.

E. coli ist ein fakultativer Anaerobier der Familie Enterobacteriaceae. Er ist ein
saurebildendes, Gram-negatives, stabchenférmiges, oxidase-negatives und peritrich
begeilleltes Bakterium, das physiologisch im menschlichen und tierischen Darm vorkommt.
Aulerhalb des Darmes, besonders bei Abwehrschwache, kann es jedoch Infektionen
hervorrufen (fakultativ pathogen).

Die Zellwand Gram-negativer Bakterien besitzt nur eine diinne Gerlstschicht. Bei ihnen ist

die plastische Schicht der Zellwand ausgepragt und komplex. Von pharmazeutischer
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Bedeutung sind hier die hitzestabilen Lipopolysaccharide ihrer duReren Membran, die bei
Zelluntergang freigesetzt werden (Endotoxine) und Fieber verursachen (Pyrogene). #'%4

Als zweiter vegetativer Vertreter wurde S. aureus untersucht. Er ist ein kugelférmiges, Gram-
positives Bakterium. Staphylokokken sind unbeweglich und bilden keine Sporen. Die GroRke
des Bakteriums liegt zwischen 0,8 — 1,2 pm.

Gram-positive Bakterien besitzen eine starke Gerilstschicht aus Murein, einem
Peptidoglykan, in dem Polysaccharidketten durch Aminosaureketten verknlpft sind.
S. aureus kommt fast Uberall in der Natur und auch bei vielen Menschen auf der Haut und in
den oberen Atemwegen vor. Die Pathogenitat einiger Stamme wird durch die Bildung
zahlreicher Stoffwechselprodukte und Exotoxine verursacht. Bekommt der Mikroorganismus
durch glnstige Bedingungen oder ein schwaches Immunsystem die Gelegenheit, sich
auszubreiten, kommt es beim Menschen zu Hautinfektionen (Furunkel, Karbunkel), im
Koérper zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Lungenentziindung, Endokarditis,
Toxisches Schock-Syndrom und Sepsis. Insbesondere Bakterienstdmme von S. aureus, die
Resistenzen gegen mehrere wichtige Antibiotika erworben haben (sogenannte MRSA-
Stamme), stellen durch schlechte Behandelbarkeit eine Gefahr dar. "84

B. atrophaeus ist ein Gram-positives, Endosporen bildendes, ubiquitar verbreitetes,
stabchenformiges, begeilleltes Bakterium. Bei lebensbedrohlichen Umweltbedingungen wird
durch Einschnirung der Cytoplasmamembran ein Sporenprotoplast in der Bakterienzelle
gebildet, der in der Mutterzelle umwachsen wird. Innen liegt ein vielschichtiges Gerust von
Peptidoglykan, die dulere Schicht bilden Polypeptide. Nach Autolyse der Mutterzelle werden
stoffwechselinaktive Sporen freigegeben, die jahrelang als Dauerform resistent gegen Hitze,
Strahlung und chemische Desinfektionsmittel sind. Bei gunstigeren Lebensbedingungen
bilden sie wieder die vegetative Form. B. atrophaeus weist Ublicherweise eine Grolle von
ca. 2 bis 3 um auf, die Dicke liegt bei ca. 0,6 um. Auf Grund dieser resistenten Eigenschaften
gegen externe Einflisse (vermutlich auch gegeniber Plasma) werden Bakteriensporen als

Bioindikatoren zur Sterilisationskontrolle verwendet. '8

Nach der Plasmabehandlung der Mikroorganismen-Suspensionen wurde die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KBE - ml™") wie unter 2. 4. 1 beschrieben bestimmt
und gegen die Plasmabehandlungszeit in Diagrammen aufgetragen (Inaktivierungs-
kinetiken). Lag die Anzahl der koloniebildenden Einheiten unter der Nachweisgrenze, wurden
die Werte zur besseren Darstellung auf 5 KBE -ml" gesetzt. Die Inaktivierungskinetiken
wurden mehrmals mit n = 2 bestimmt (Messdaten und Diagramme im Appendix). Da jedoch
methodisch bedingt die Ausgangskonzentrationen der Mikroorganismen-Suspensionen der
einzelnen Versuche bei gleichem Verlauf der Kinetiken schwankten (10°- 10° KBE - mI™),

wurde jeweils beispielhaft eine typische Inaktivierungskinetik aus Mittelwerten eines
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Versuchs dargestellt. Da der einzelne Versuch aus n = 2 Messwerten besteht, wurde auf die
Darstellung der Standardabweichung verzichtet. Es wurden jedoch das Minimum (-) und das
Maximum (+) des jeweiligen Versuches mit angegeben.

Die Versuche wurden in physiologischer Kochsalzlésung (0,85 %) und Phosphatpuffer nach
Sorensen (pH = 7,2) durchgeflihrt, da reines Wasser die Mikroorganismen durch osmotische

Effekte beeinflussen kann.

4.1.1 Plasmabehandlung von Mikroorganismen in Luft-Atmosphare
Bei der Luftlasmabehandlung von E. coli in physiologischer NaCl-Lésung (Diagramm 34,
durchgezogene Linien) war in beiden Volumina (5 und 10 ml) nach einer Minute kaum eine
Reduktion der Kkoloniebildenden Einheiten zu verzeichnen. Jedoch mit steigender
Behandlungsdauer erhohte sich die Anzahl der inaktivierten Mikroorganismen. Nach 7 min
(5,0 ml) und 15 min (10,0 ml) Plasmaeinwirkung wurde jeweils die Nachweisgrenze
unterschritten.

In luftplasmabehandelter E. coli-PBS-Suspension (Diagramm 34, gestrichelte Linien) sank
die Anzahl der koloniebildenden Einheiten geringer. Im Volumen von & ml wurde nach
30 min Plasmabehandlung eine Reduktion von ca. 6 Log-Stufen erzielt, wobei bis zu einer
Behandlungszeit von 20 min nur eine Inaktivierung um ca. 1,5 Log-Stufen zu verzeichnen
war. Im doppelten Volumen (10 ml) wurde nach dieser Behandlungszeit nur maximal 1 Log-

Stufe reduziert.
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Diagramm 34: Plasmabehandlung von E. coli-Suspensionen

In der Literatur wurden durch Yasuda et al. ®® Sakiyama et al. ! und lkawa et al. ©*/

ahnliche Inaktivierungskinetiken fur luftplasmabehandelte E. coli-Suspensionen beschrieben.
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Unter den gewahlten Versuchsbedingungen ist zusammenfassend zu sagen, dass E. coli
suspendiert in NaCl-Losung schneller durch die DBE-Behandlung in Luft inaktiviert wurde als
in Phosphatpuffer. Weiterhin wurde beobachtet, dass mit steigendem Volumen langere

Behandlungszeiten zur Erzielung des gleichen Effekts bendtigt werden.

Die Inaktivierungskinetiken von Staphylococcus aureus nach Behandlung mit der
dielektrischen behinderten Oberflachenentladung in Luft verhielten sich in den beiden
Medien (NaCl-Lésung und PBS) ahnlich wie die von E. coli.

In Kochsalzlésung suspendierte S. aureus (Diagramm 35, durchgezogene Linien) wurden mit
steigender Plasmabehandlungszeit starker inaktiviert. Nach 10 min (5 ml) bzw. 15 min
(10 ml) Plasmabehandlung lag die Anzahl der koloniebildenden Einheiten unter der
Nachweisgrenze. In Phosphatpuffer hingegen war der inaktivierende Effekt durch die
Plasmabehandlung vermindert (Diagramm 35, gestrichelte Linien). Nach 30 min
Plasmaeinwirkung auf 5 ml Suspension wurde die Mikroorganismenanzahl um ca. 4 Log-
Stufen reduziert, wobei bei Plasmabehandlungszeiten bis 20 min nur eine geringe
Inaktivierung zu verzeichnen war. Die gleiche Plasmabehandlung von 10 ml S. aureus

suspendiert in PBS veranderte die Anzahl der koloniebildenden Einheiten kaum.
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Diagramm 35: Plasmabehandlung von S. aureus-Suspensionen

Ahnliche Inaktivierungskinetiken fiir S. aureus wurden durch Liu et al. “ gefunden.

Bei den Experimenten mit S. aureus wurden im Vergleich zu den Versuchen mit E. coli
langere Behandlungszeiten bis zur Inaktivierung bendétigt. Es zeichnete sich auch hier ein
schnellerer/besserer inaktivierender Effekt in NaCl-Lésung ab als in PBS und fir grofiere
Volumina wurden langere Behandlungszeiten bendtigt, um den gleichen antimikrobiellen

Effekt zu erzielen.

73




Ergebnisse und Diskussion: BIOLOGISCHER TEIL

Die Plasmabehandlungen von B. atrophaeus Sporen verursachten in beiden Medien (NaCl-
Lésung und PBS) und Volumina (5 und 10 ml) kaum eine Reduktion der Sporenzahl
(Diagramm 36).

Im Vergleich zu den Experimenten mit E. coli und S. aureus war bei der DBE(Luft)-
Behandlung der B. afrophaeus Sporen-Suspension keine Abhangigkeit von der Wahl des
Mediums und des Volumen im gewahlten Behandlungszeitraum zu verzeichnen, da nach

30 min Behandlung keine Reduktion der Sporenanzahl erfolgte.
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Diagramm 36: Plasmabehandlung von B. atrophaeus Sporen-Suspensionen

= Zusammenfassend ist zu sagen, dass es maoglich ist durch die Plasmabehandlung mit
Luft als Arbeitsgas suspendierte Mikroorganismen in kleinen Flissigkeitsvolumina zu
inaktivieren. Hierbei muss jedoch das vorliegende Medium und die Art des Mikroorganismus
beachtet werden.

In ungepufferter physiologischer Kochsalzlésung konnten die vegetativen Mikroorganismen
E. coli und S. aureus innerhalb weniger Minuten DBE-Behandlung inaktiviert werden. Fur
E. coli wurden kurzere Zeiten bendtigt als fur S. aureus. Diese Beobachtung lasst sich
vermutlich aufgrund der baulichen Unterschiede der Zellwande dieser beiden
Mikroorganismen erklaren. Da Gram-positive Bakterien (S. aureus) eine dickere
Gerustschicht besitzen als Gram-negative (E. coli), liegt die Vermutung nahe, dass die
dickere Zellwand die inaktivierenden Effekte des Plasmas langer herauszégern konnte und
dadurch langere Behandlungszeiten fiir die Inaktivierung von S. aureus benétigt wurden als
fur E. coli. Weiterhin kommt es bei pH-Erniedrigung des Mediums zu Veranderungen vieler
Zellstrukturen und Funktionen. Es resultiert ein anderes Membranpotential. Proteine und
DNA werden protoniert, wodurch sich ihre rdumlichen Strukturen andern. Dies kann zur

Folge haben, dass sie nicht mehr funktionsfahig sind. Molekiile, die metabolisiert werden,
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wie z. B. viele organischen Sauren, kdnnen protoniert werden, wodurch sich ihre chemischen
und physikalischen Eigenschaften andern und es so zur Stérung des Stoffwechsels kommit.
Bakterien messen den pH-Wert direkt durch das Membranpotential, durch bestimmte
Membranproteine, zytosolische Proteine und durch den Protonierungsgrad von
aufgenommenen organischen Sauren. Gram-positive Bakterien und Gram-negative
Bakterien haben verschiedene Strategien, um auf pH-Stress zu reagieren. Gram-negative
Bakterien (z. B. E. coli) missen flir normale Stoffwechselvorgange einen konstanten pH von
7,6 - 7,8 im Zytosol haben. Dieses leicht alkalische Zytosol wird durch eine starke Pufferung
und einen Austausch von Protonen gegen lonen durch die Zellmembran Gber
Antiportproteine gewahrleistet. Gram-positive Bakterien (z. B. S. aureus) kénnen einen
niedrigen pH-Wert besser als Gram-negative Bakterien ertragen. Bei ihnen muss der pH-
Wert des Zytosols 0,5 bis 1 pH-Einheit gréfier als der des Mediums sein. Dieser pH-Gradient
wird nicht durch Antiporter, sondern durch die ATPase kontrolliert. 7 %

Diese Vermutungen werden noch verstarkt, wenn die Inaktivierungskinetiken von
B. atrophaeus Sporen betrachtet werden. Wie erwartet, war bei diesen Sporen unter den
gewahlten Bedingungen keine Inaktivierung zu verzeichnen. Die Sporenbildung dient dem
Schutz des Mikroorganismus vor auf3eren Einflissen. Durch ihre vielschichtige Hulle und
den niedrigen Wassergehalt sind sie relativ unempfindlich gegeniber einer pH-Erniedrigung.
Auch nach 30 minutiger DBE-Behandlung zeigte sich keine nennenswerte Reduktion der
Sporenzahl.

Fur gréRere Volumen an Mikroorganismen-Suspensionen wurden langere Plasma-
behandlungszeiten zur Erzielung des gleichen inaktivierenden Effekts bendtigt als in
kleineren Volumen. Besonders deutlich wurde diese Beobachtung bei den Behandlungen
von E. coli-Suspensionen. Bei diesen  Experimenten verlangerte sich die
Plasmabehandlungszeit von 7 auf 15 min bis zur Inaktivierung unter die Nachweisgrenze
nach VergroRerung des Volumens von 5 auf 10 ml (suspendiert in NaCl-Lésung). Auch in
PBS suspendierte E.coli wurden in kleineren Volumen nach gleichen
Plasmabehandlungszeiten starker inaktiviert als in groReren. Dieser volumenabhangige
Unterschied war bei der Plasmabehandlung von S. aureus (in NaCl-Lésung und PBS) etwas
geringer ausgepragt.

Die verzogerten Inaktivierungskinetiken bei Volumenverdopplung geben einen Hinweis
darauf, dass die Inaktivierungen der Mikroorganismen auf die chemischen Veranderungen in
der Flussigkeit zurickzufihren sind. Die unter Kapitel 3.2.2 beschriebenen
volumenabhangigen Konzentrationen von Protonen, Nitrat, Wasserstoffperoxid (und Nitrit)
bestatigen diese Theorie. Hier wurden bei gleicher Plasmabehandlungszeit und steigendem
Volumen geringere Konzentrationen dieser Stoffe detektiert. Vermutlich treffen diese

Verdinnungseffekte bei Volumenerhéhung auch flr andere im analytischen Teil
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hypothetisierte Spezies zu. Zur gleichen Behandlungszeit lagen folglich in 5 ml
plasmabehandelter Mikroorganismen-Suspension mehr reaktive Spezies vor als in 10 ml. Es
wurden also in dem kleineren Volumen starkere inaktivierende Effekte durch reaktive
Spezies erzielt als im groften Volumen (nach gleicher Plasmabehandlungsdauer) bzw. es
musste das groRere Volumen langer behandelt werden, um eine &quivalente
Spezieskonzentration mit daraus resultierenden Inaktivierungen der Mikroorganismen zu
erzielen.

Die verminderten Inaktivierungen der Mikroorganismen in PBS im Vergleich zu NaCl-Ldsung
lassen sich auch anhand der im analytischen Teil entstandenen Daten erklaren. In Wasser
und physiologischer NaCl-Losung wurde nach der Plasmabehandlung mit der DBE eine
nahezu identische Ansauerung detektiert (Diagramm 24 A, Diagramm 26 A). In PBS konnte
kaum eine pH-Wert-Absenkung gemessen werden (Diagramm 27 A). Vermutlich spielt die
Ansauerung eine bedeutende Rolle bei der Inaktivierung der Mikroorganismen, da in
ungepufferter Suspension (mit pH-Wert-Absenkung durch die Plasmabehandlung) starkere
antimikrobielle Effekte gefunden wurden als in Phosphatpuffer-Suspensionen. Nach langeren
Behandlungszeiten (=20 min) war bei den vegetativen Mikroorganismen in PBS eine
Reduktion der koloniebildenden Einheiten bei weiter stabilem pH-Wert (Diagramm 27 A) zu
verzeichnen. Hier wirkten vermutlich andere, von einer Ansauerung unabhangige

Inaktivierungsmechanismen, welche weiter untersucht werden mussen.

4.1.2 Plasmabehandlung von Mikroorganismen in Argon-
Atmosphare
Die Mikroorganismen-Suspensionen wurden einerseits stationar und zum anderen in
stromender Argon-Atmosphéare mittels des Versuchsaufbaus 2 (Abbildung 5) behandelt.
Stationare Plasmabehandlung heil3t, dass ein 5 minitiges Vorspllen der Kammer mit einem
Fluss von 0,5 sl - min™ Argon erfolgte, dann der Fluss gestoppt, Gaseinlass und Gasauslass
verschlossen und das Plasma gezindet wurde. Wahrend der strébmenden
Plasmabehandlung hingegen wurde der Gasfluss beibehalten.
Zum Zunden eines Plasmas in Argon-Atmosphare wurden geringer Leistungseintrage als in
Luft bendtigt. Deshalb sind die Plasmabehandlungen in den verschiedenen Gasen nicht
direkt vergleichbar, kénnen aber zur Aufklarung von Mechanismen beitragen.
Bei der stationaren Behandlung war, im Vergleich zur strémenden, eine Ansduerung des
Mediums auf pH = 3,91, sowie eine Inaktivierung der Mikroorganismen um eine Log-Stufe
nach 30 min DBE-Behandlung zu verzeichnen (Diagramm 37 A). Im strémenden System
hingegen wurde eine pH-Wert-Absenkung auf 5,35, jedoch keine Inaktivierung von E. coli
detektiert (Diagramm 37 B).
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Diese Unterschiede im pH-Wert und den antimikrobiellen Effekten lassen sich mit der
Versuchsdurchfihrung erklaren. Bei der Plasmabehandlung in Argon-Atmosphare kénnen
Uber Reaktionen in der Gas-Phase reaktive Sauerstoffspezies (ROS, Abbildung 13),
wie z.B. HO®-Radikale (Diagramm 12) und H,O, in der Flussigkeit entstehen
(Diagramm 24 C). [#+26.59711 Bgj der stationdren Behandlung ist zu vermuten, dass aufgrund
der nicht-strdémenden Gas-Phase die Wechselwirkung mit der flissigen Phase intensiver
war, was in einer pH-Absenkung sowie in einer antimikrobiellen Wirkung resultierte. Bei der
stromenden Variante hingegen wurden in der Gas-Phase erzeugte Spezies vermutlich
grofitenteils mit dem Gasstrom aus der Kammer heraus gesplult und wurden deshalb in der
Flissigkeit weniger wirksam.

Weiterhin ist auch hier zu erkennen, dass der inaktivierende Effekt des Plasmas (stationares
Argon) auf in NaCl-Lésung suspendierte E.coli starker war als in PBS
(vgl. 4.1.1). Diese Beobachtung ist wiederum auf die notwendige Ansauerung
zurickzufuhren (Diagramm 37, A). Bekraftigt wird diese Theorie durch die
Plasmabehandlungen in stromendem Argon. Hier war, trotz gleichem Argonplasma, die
Ansauerung der Flussigkeit geringer (als im stationaren System) und es manifestierte sich
gleichzeitig eine reduzierte Inaktivierung der E. coli (Diagramm 37, B). Folglich spielt der pH-

Wert eine wichtige Rolle bei den Mechanismen zur Inaktivierung von Mikroorganismen.
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Diagramm 37: Plasmabehandlung von E. coli-Suspensionen in  Argon-Atmosphire;
A) stationar; B) stromend
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Bei der Plasmabehandlung von S. aureus in NaCl-Lésung war sowohl bei der stationaren
(Diagramm 38 A) als auch bei der stromenden Variante (Diagramm 38 B) nur eine geringe
Reduktion der Bakterienanzahl zu detektieren, obwohl eine Absenkung des pH-Wertes
wahrend der Plasmabehandlung zu verzeichnen war. Bei in PBS suspendierten

Mikroorganismen war kein inaktivierender Effekt zu detektieren.
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Diagramm 38: Plasmabehandlung von S. aureus-Suspensionen in Argon-Atmosphare;
A) stationar; B) strémend

Wahrend der 30 minltigen Plasmabehandlungen (Argon) erfolgte keine Reduktion der
suspendierten B. atrophaeus Sporen (Daten und Diagramm siehe Anhang). Auf die

Darstellung der Experimente mit B. atrophaeus Sporen wurde daher verzichtet.

= Bei der Plasmabehandlung in Argon konnten im Vergleich zur Behandlung in Luft
keine bzw. nur geringe Reduktionen der Mikroorganismenanzahl festgestellt werden. Diese
Resultate liegen vermutlich einerseits an der geringeren eingekoppelten Energie, die zur
Zandung des Argonplasmas notwendig ist und andererseits am verwendeten Arbeitsgas, in
welchem im Unterschied zur Umgebungsluft nur Argon zur Anregung/lonisierung und damit
ein geringeres Spektrum an mdglichen antimikrobiellen Spezies wie z. B. zur Bildung von

RNS zur Verfigung stand.

= Hypothese: Fir die (schnelle) Inaktivierung von Mikroorganismen in Flissigkeiten ist

neben dem sauren pH-Wert die Bildung von RNS notwendig.
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4.1.3 Plasmabehandlung von Mikroorganismen in Argon-

Sauerstoff-Atmospharen
Um zu untersuchen, ob tatsachlich RNS fur die Inaktivierung von Mikroorganismen
erforderlich sind oder ob nur die geringen ROS/H,O,-Konzentrationen (Diagramm 29 B) fir
den geringen antimikrobiellen Effekt in Argon-Atmosphare verantwortlich sind, wurden
weitere Versuche in Argon-Sauerstoff-Atmospharen durchgefihrt. Die analytischen
Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die Zumischung von Sauerstoff zum Arbeitsgas
Argon die ROS/H,O.-Bildung verstarkt werden kann (Tabelle 3, Diagramm 29 B). Die
Plasmabehandlungen von jeweils 5 ml E. coli-Suspension (in NaCl-Lésung und PBS) wurden
in strémender Argon-Atmosphare mit Sauerstoffzumischungen von 1 bis 40 % im
experimentellen Aufbau 2 (Abbildung 5) durchgefuhrt. In den nachfolgenden Diagrammen
sind die Inaktivierungskinetiken von E. coli in physiologischer Kochsalzlésung (Diagramm

39 A) und PBS (Diagramm 39 B) bei Verwendung verschiedener Gasgemische dargestellt.
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Diagramm 39: Plasmabehandlung in Ar-O,-Atmospharen; links: von E. coli suspendiert in
NaCl-Lésung; rechts: von E. coli suspendiert in PBS

Wie erwartet wurden die Mikroorganismen in ungepufferter Suspension schneller inaktiviert
als in PBS. Hierbei wurde die Nachweisgrenze bei allen Gasgemischen nach 5 minutiger
DBE-Behandlung erreicht. Auch in PBS-Suspension war eine Inaktivierung der
Mikroorganismen zu verzeichnen, hier wurden hingegen bis zu 30 min bendétigt. Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass ROS/H,O, nicht nur an den Inaktivierungen der
Mikroorganismen in ungepufferter NaCl-Loésung beteiligt sind, sondern auch die
(langsameren) Inaktivierungsprozesse in weniger stark saurem bis neutralem Milieu (PBS)

initiileren.

= Hypothese: Fur die (langsamere) Inaktivierung von Mikroorganismen in Flissigkeiten

bei neutralem pH-Wert sind vermutlich ROS/H,O, verantwortlich.
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Um herauszufinden, welche Argon-Sauerstoff-Mischung unter den beschriebenen
Versuchsparametern den starksten antimikrobiellen Effekt auf E. coli in NaCl-Lésung bewirkt,
wurde eine Behandlungszeit (2 min) gewahlt, bei der nur ca. 3 -4 Log-Stufen inaktiviert
wurden, um noch eine Aussage Uber die Effektivitdt treffen zu koénnen. In
Diagramm 40 ist die Anzahl der lebenden Mikroorganismen nach 2 minutiger
Plasmabehandlung in Abhangigkeit von der Sauerstoffzumischung dargestellt. Aus den
Ergebnissen dieses neuen Experiments ist zu erkennen, dass mit steigendem
Sauerstoffanteil im Arbeitsgas die Anzahl der lebenden Mikroorganismen anfangs abnimmt,
aber ab 5 % wieder ansteigt. Folglich resultiert daraus, dass ein Argon-Arbeitsgas mit4 - 5 %
Sauerstoffbeimengung  die  starksten  antimikrobiellen Effekte  unter  diesen

Versuchsbedingungen besitzt.
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Diagramm 40: 2 miniitige Plasmabehandlung von E. coli suspendiert in NaCl-L6sung in Ar-O,-
Atmosphiren

Die Beobachtung, dass mit dem Arbeitsgas Argon + 5 % O, die starksten antimikrobiellen
Effekte zu verzeichnen sind, deutet sich auch in Diagramm 39 B (violette Kurve) an. Um
dieses Phanomen zu bestatigen, wurden die Versuche auch mit E. coli-PBS-Suspensionen
durchgefuhrt. Hierfur wurde eine Plasmabehandlungszeit von 7 min gewahlt, da bei dieser
Zeit eine Inaktivierung um wenige Log-Stufen erfolgte, jedoch die Nachweisgrenze nicht
erreicht wurde. Die Anzahl der lebenden Mikroorganismen nach der Plasmabehandlung
wurde gegen die Sauerstoffzumischung zum Arbeitsgas Argon aufgetragen (Diagramm 41).
Auch die 7 minltigen Plasmabehandlungen zeigen ein Inaktivierungsmaximum/-optimum bei

ca. 5 % Sauerstoffbeimengung zum Argon.
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Diagramm 41: 7 miniitige Plasmabehandlung in Ar-O,-Atmosphéaren von E. coli suspendiert in
PBS

= Es ist folglich mdglich, in Kochsalzlésung und PBS suspendierte E. coli unter den
gewahlten Versuchsbedingungen innerhalb von 30 min Behandlungszeit mit Argon-
Sauerstoff-Plasmen zu inaktivieren. Die besten antimikrobiellen Effekte wurden bei der DBE-
Behandlung in einem Arbeitsgas von Argon mit 4 — 5 % Sauerstoffzumischung beobachtet.
Auch in diesen Versuchen zeigte sich, dass die Mikroorganismen schneller in
physiologischer Kochsalzlésung als in PBS inaktiviert werden kdénnen.

Ein direkter Vergleich der Plasmabehandlungen in den verschiedenen Arbeitsgasen (Luft,
Argon, Argon-Sauerstoff-Gemische) ist jedoch aufgrund der unterschiedlichen
eingekoppelten Energien zum Zinden der Plasmen nicht mdglich. Es kénnen aber anhand
der analytischen Daten Schnittstellen gefunden werden, mit denen ein Vergleich der
biologischen Ergebnisse der Plasmabehandlungen mit verschiedenen Arbeitsgasen denkbar
ware. So wurden in den Arbeitsgasen Luft und Argon + 5 % Sauerstoff wahrend der FT-IR-
Messungen Uber die Plasmabehandlungszeit fast identische Konzentrationen an Ozon
detektiert (Diagramm 18), vermutlich besteht hierbei ein Zusammenhang mit den
antimikrobiellen Effekten. Fir die antimikrobiellen Effekte kdnnte daher das Ozon
verantwortlich sein. 2 Auf die inaktivierenden Effekte von Ozon wird im Kapitel 4. 4. 3

eingegangen.
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4.2 Behandlung von Mikroorganismen mit DBE-Abgas

Im analytischen Teil wurden chemische Veranderungen der Gas-Phase durch das Plasma
detektiert (Kapitel 3. 1). Weiterhin wurden im anschlielenden biologischen Teil durch die
Plasmabehandlungen suspendierte Mikroorganismen inaktiviert (Kapitel 4.1). Um zu
untersuchen, welchen Einfluss die chemischen Veranderungen der Gas-Phase durch die
DBE-Behandlung auf die Inaktivierung der Mikroorganismen haben, wurde die Behandlung
von suspendierten E. coli mit plasmabehandeltem Gas (DBE-Abgas) durchgefihrt. Hierbei
sollte untersucht werden, ob das Plasma einen direkten Einfluss auf die Flissigkeit hat oder
ob ,nur‘ das plasmabehandelte Gas mit der Flissigkeits-Phase und den Mikroorganismen
interagiert.

Zur Erzeugung des DBE-Abgases wurden zwei experimentelle Kammern des DBE-
Aufbaus 2 genutzt (Abbildung 5, Abbildung 9). In der ersten Kammer, die auf eine leere
Petrischale aufgesetzt wurde, war die Elektrodenanordnung eingebaut. In dieser mit
Arbeitsgas gefullten Kammer wurde das Plasma geziindet. Das DBE-behandelte Arbeitsgas
(DBE-Abgas) wurde Uber einen Schlauch durch einen Arbeitsgasstrom von 0,5 sl min™” in
die zweite Kammer geleitet. Diese Kammer enthielt keine Elektrodenanordnung, jedoch 5 ml
Probe in der Petrischale. Fir die Uberleitung des plasmabehandelten Gases wurde ein
30 cm langer Schlauch mit einem Durchmesser von 4 mm genutzt. Es resultierte daraus ein
Volumen von 3,77 cm®. Um das Lumen des Schlauches mit einem Gasstrom von
0,5sl min”" komplett zu passieren, wurden mindestens 27,14 ms (0,0271s) bendtigt.
Hierbei wurden die Volumia der beiden Behandlungskammern (Abbildung 9) aufler Acht
gelassen und nur der minimale Wert der Passage betrachtet. Folglich dirften Spezies, die
eine Lebensdauer unterhalb dieser Passagezeit haben, die Proben nicht erreichen und mit

ihnen interagieren.

Der Vergleich der direkten DBE(Luft)-Behandlung von E. coli-Suspension (in
Kochsalzlésung, Diagramm 42, rote Kurve) mit der DBE(Luft)-Abgas-Behandlung (Diagramm
42, blaue Kurve) zeigte in beiden Fallen eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten unter
die Nachweisgrenze. Bei direkter Plasmabehandlung der Mikroorganismen-Suspension
wurde diese Grenze nach 7 min Behandlungszeit erreicht. Bei der DBE(Luft)-Abgas-
Behandlung war die Reduktion unter die Nachweisgrenze im Vergleich zu der direkten
Behandlung um 10 min retardiert und erreichte sie erst nach 17 min Behandlungszeit. Bei
der Analytik des DBE(Luft)-Abgas-behandelten Wassers wurden Nitrat, Nitrit und eine
Ansauerung detektiert, Wasserstoffperoxid fehlte (Kapitel 3. 2. 4, Diagramm 30).

Das heildt, stickstoffhaltige Spezies, die letztlich mit Wasser zur Bildung von Salpetersaure

und Salpetriger Saure fluhren, waren, im Gegensatz zu ROS, in der Gas-Phase stabil genug,
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um in die zweite Kammer zu gelangen und dort eine Inaktivierung der Mikroorganismen zu

verursachen.
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Diagramm 42: Gegeniiberstellung der Behandlungen von E. coli suspendiert in NaCl-Lésung
mittels DBE(Luft) (direkt - rot) und mittels DBE(Luft)-Abgas (30 cm langer
Schlauch - blau)

Der Unterschied zwischen direkter DBE(Luft)-Behandlung und DBE(Luft)-Abgas-Behandlung
konnte einerseits aus dem Fehlen des direkten Einflusses der DBE und/oder andererseits
aus den fehlenden reaktiven Spezies, die die Abgas-Behandlungskammer aufgrund ihrer
kurzen Lebensdauer nicht erreichten, resultieren. Der retardierte antimikrobielle Effekt wurde
dann vermutlich durch andere, langlebigere Spezies kompensiert. Zusatzlich kénnte ein Teil
der Verzogerung des Erreichens der Nachweisgrenze durch die Zeit des Fillens der zweiten

Kammer mit DBE-Abgas zustande gekommen sein.

Bei der Analytik der DBE(Argon)-Abgas-behandelten Wassers blieb die Bildung von Nitrat,
Nitrit und Wasserstoffperoxid aus, es wurde jedoch eine schwache Ansauerung detektiert
(Kapitel 3. 2.4, Diagramm 31). Folglich dirften unter diesen Bedingungen auch keine
antimikrobiellen Effekte zu detektieren sein.

Die Behandlungen von suspendierten E. coli (in Kochsalzlésung) mit der DBE(Argon) und
mit DBE(Argon)-Abgas resultierten, wie vermutet, in keiner Reduktion der koloniebildenden

Einheiten (Messdaten und Diagramme im Anhang).

83




Ergebnisse und Diskussion: BIOLOGISCHER TEIL

4.3 Behandlung von Mikroorganismen mit plasmabehandelter

NaCl-Losung
Im analytischen Teil wurden chemische Veradnderungen der Flissigkeits-Phase durch das
Plasma detektiert (Kapitel 3. 2. 2). Weiterhin wurden im anschlielenden biologischen Teil
durch die Plasmabehandlungen suspendierte Mikroorganismen inaktiviert (Kapitel 4. 1. 1).
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die chemischen Veranderungen der Flussigkeit durch
die DBE(Luft)-Behandlung auf die Inaktivierung der Mikroorganismen haben, wurde die
Behandlung von E. coli mit plasmabehandelter Kochsalzlésung durchgefiihrt. Hierbei wurde
nur die Flussigkeit behandelt und die Mikroorganismen erst nach der Plasmabehandlung
zugegeben, um damit eventuelle direkte Effekte des Plasmas auszuschlieBen. In den
Experimenten wurde die direkte DBE(Luft)-Behandlung der E. coli-Suspension im Vergleich
mit der Behandlung der Mikroorganismen mit luftplasmabehandelter NaCl-Lésung untersucht
(Diagramm 43). Die Kochsalzlésung (5 ml) wurde 1, 3, 5, 7, 10 und 12 min mit der DBE(Luft)
behandelt und danach in zwei Halften geteilt. Die eine Halfte wurde sofort (innerhalb von
max. 10 s) nach der Plasmabehandlung (Diagramm 43, rote Kurve) zu den Mikroorganismen
gegeben und die andere Halfte wurde nach einer Wartezeit von 30 min mit den

Mikroorganismen vermengt (Diagramm 43, blaue Kurve).
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Diagramm 43: Vergleich der Inaktivierungskinetiken von E. coli nach direkter DBE-Behandlung
(griin) mit Behandlung mit plasmabehandelter NaCl-Losung (sofortige Zugabe —
rot; Zugabe mit 30 min Verzégerung - blau)

Nach der Plasmabehandlung bzw. nach der Vermengung mit den Mikroorganismen wurden
alle Proben 15min vor Herstellung der Verdinnungsreihen stehen gelassen
(Inkubationszeit), um eine konstante Einwirkzeit auf die Mikroorganismen zu haben. Die Zeit
von 15 min wurde aus arbeitsorganisatorischen Griinden frei gewahlt. Anfangliche Versuche,

bei denen keine festgesetzte Inkubationszeit vor Herstellung der Verdinnungsreihen gewahlt
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wurde, wiesen starke Schwankungen in den Ergebnissen auf. Aus den anfanglichen
Versuchen resultierte folglich eine Abhangigkeit der Einwirkzeit auf die Inaktivierung der
Mikroorganismen. Diese Beobachtung sollte aber nicht Gegenstand dieser Arbeit sein,
deshalb wurde bei allen nachfolgenden Experimenten die Inkubationszeit auf 15 min
festgesetzt, um reproduzierbare und miteinander vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Aus dem Diagramm 43 kann man entnehmen, dass die direkte Plasmabehandlung der
Mikroorganismen-Suspension nach 7 min Plasmabehandlung in einer Reduktion unter die
Nachweisgrenze resultierte (griine Linie). Die sofortige Zugabe von plasmabehandelter
NaCl-Lésung erzielte eine ahnliche Inaktivierungskinetik von E. coli (rote Linie) wie die
direkte Plasmabehandlung der Suspension. Der geringfiigige Unterschied resultierte
vermutlich aus der minimalen Zeitspanne zwischen Ende der Plasmabehandlung und
Uberfiihrung der Kochsalzlésung zu den Mikroorganismen (max. 10 s). In dieser Zeit war
vermutlich ein Teil der kurzlebigen Spezies zerfallen oder abreagiert und stand zur
Inaktivierung der Mikroorganismen nicht mehr zur Verfligung. Folglich misste die
Inaktivierung der Mikroorganismen reduziert sein, wenn die Zeitspanne zwischen
Plasmabehandlung und Zugabe zu den Mikroorganismen steigt. Diese Annahme bestatigt
die um 30 min verzdgerte Zugabe der NaCl-L6ésung zu den Mikroorganismen. Hier war ein
antimikrobieller Effekt zu verzeichnen (blaue Linie). Dieser Effekt war zwar abgeschwacht,
jedoch erzielte eine 12 min lang DBE(Luft)-behandelte Kochsalzldsung nach einer halben

Stunde noch eine Reduktion von 4 Log-Stufen. ©*°!

= Mit den erzielten Resultaten konnte erstmalig gezeigt werden, dass der inaktivierende
Effekt des Plasmas Uber die Flussigkeit vermittelt wird und die Flussigkeit durch die
Plasmabehandlung selbst antimikrobiell wirksam wird. Der zeitabhangige Effekt ist
vermutlich der Lebensdauer der in die Flissigkeit eingetragenen Spezies geschuldet. Je
langer der Zeitabstand zur Plasmabehandlung ist, desto mehr verschwinden die reaktiven
Spezies, die die antimikrobiellen Effekte verursachen, und reagieren zu unwirksameren
Spezies ab. Basierend auf diesen gefundenen Ergebnissen publizierten Traylor et al. im
August 2011 ahnliche Resultate. *® Sie fanden heraus, dass das durch eine DBE ,plasma-
aktivierte Wasser (PAW)* seine antibakterielle Wirkung flr mehrere Tage behalt, und dass
mit Verlangerung der Inkubationszeit der Mikroorganismen die Verminderung der

inaktivierenden Wirkung kompensiert werden kann.

Die Abhangigkeiten und
Mechanismen dieser Zusammenhange sollten in Zukunft genauer untersucht werden.

Durch diese Resultate eréffnen sich einerseits ein zentraler Weg zur Aufklarung biologischer
Plasmaeffekte und andererseits weitere Mdoglichkeiten des Plasmaeinsatzes z. B. zur

Herstellung antimikrobiell wirksamer Zubereitungen. 1
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4.4 Chemische Behandlung von Mikroorganismen

4.4.1 Behandlung mit Nitrat, Nitrit, Wasserstoffperoxid und Saure
Die vorhergehenden Kapiteln 4.2 und 4. 3 zeigten, dass die antimikrobiellen Effekte des
Plasmas Uber chemische Veranderungen der Gas-Phase und Flissigkeit vermittelt werden.
In luftplasmabehandeltem Wasser wurden die stabilen Spezies Nitrat, Nitrit,
Wasserstoffperoxid und Protonen detektiert (Kapitel 3. 2. 2). Ob diese detektierten Spezies
die Inaktivierung der Mikroorganismen unmittelbar verursachten, soll in diesem Kapitel
untersucht werden.

Die Luftplasmabehandlung von E. coli in physiologischer Kochsalzlésung (5 ml) resultierte
nach 7 min in einer Inaktivierung dieser Mikroorganismen unter die Nachweisgrenze
(Diagramm 34), wenn die Suspension nach Behandlung 15 min vor Herstellung der
Verdinnungsreihen stehen gelassen wurde (Inkubationszeit). Auch luftplasmabehandelte
NaCl-Lésung hatte einen antimikrobiellen Effekte auf E. coli (Diagramm 43). Daraus ergibt
sich die Frage, welche Spezies (lang- und/oder kurzlebige) flr die Inaktivierung
verantwortlich sind. In Abbildung 12 (Luft) und Abbildung 13 (Argon) sind eine Vielzahl an
madglichen Reaktionen und Interaktionen der Plasma- und Gas-Phase mit der Flussigkeit
dargestellt. Es enden alle Wechselwirkungen in Protonen, Nitrat, Nitrit und
Wasserstoffperoxid. Sind diese Endprodukte verantwortlich fir die Inaktivierung der
Mikroorganismen? Um diese Frage zu klaren, wurde der Einfluss von Saure (Protonen),
Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid einzeln und in Kombination miteinander auf die
Mikroorganismen getestet. Da ab 7 min (E.coli) bzw. ab 10min (S. aureus)
Plasmabehandlung die Zahl der koloniebildenden Einheiten unter der Nachweisgrenze
lagen, wurden fir die folgenden Experimente die Konzentrationen der Stoffe nachgestellt, die
nach einer 10 mindtigen DBE(Luft)-Behandlung in 5 ml Wasser detektiert wurden (pH = 3;
50mg-I" NOs; 1,5mg I’ NO; und 2,5mg I’ H,0,). Diese Stoffe allein und in
verschiedenen Kombinationen wurden zu den Mikroorganismen gegeben und damit 15 min
inkubiert (fur E. coli zusatzlich 60 min). Balkendiagramme stellen die Anzahl der lebenden
Mikroorganismen (KBE  ml"; Héhe der Balken auf der y-Achse) fiir jede chemische
Behandlung der Mikroorganismen (zugefligte Chemikalien; x-Achse) dar. Der erste Balken
von links (schwarz; Ausgangskonzentration) zeigt die unbehandelte Kontrolle zum Vergleich
mit den behandelten Proben (Diagramm 44 und Diagramm 45).

In Diagramm 44 ist der Einfluss der Chemikalien in verschiedenen Kombinationen auf E. coli
dargestellt. Nach einer 15 minltigen Inkubationszeit wurden keine Reduktionen der
Mikroorganismen erzielt. Die Inkubationszeit wurde auf 60 min verlangert. Im neutralen
Milieu hatten Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid einzeln und in Kombination in den

vorgelegten Konzentrationen keinen antimikrobiellen Effekt. Auch ein pH-Wert von 3
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resultierte in keiner Reduktion von E. coli. Wirkten Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid bei
einem pH-Wert von 3 auf diese Mikroorganismen ein, erfolgten Reduktionen zwischen
1 und 3,5 Log-Stufen. Die geringste Reduktion erfolgte durch die Einwirkung von Nitrat bei
pH=3 (ca. 1 Log-Stufe) und die starkste Inaktivierung war bei Wasserstoffperoxid in
Kombination mit Nitrit bei pH=3 (ca. 3,5 Log-Stufen) zu detektieren (tz =60 min;
Diagramm 44).

& 15 min Inkubationszeit I 60 min Inkubationszeit

Ausgangskonzentration

Anzahl der lebenden Mikroorganismen
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Wasserstoffperoxid + Nitrat + Nitrit mit HCI

Diagramm 44: Behandlung von in NaCl-Lésung suspendierten E. coli mit Chemikalien
(15 und 60 min Inkubation)

S. aureus zeigten schon nach 15 min Inkubationszeit eine Reduktion durch
Wasserstoffperoxid mit Nitrit bei pH = 3 (~ 1,6 Log-Stufen). Der Zusatz von Nitrat zu dieser
Kombination inaktivierte die Mikroorganismen auch, jedoch geringer (~ 1,2 Log-Stufen). Alle
anderen Reagenzienzugaben zeigten nur geringflgige bis keine Inaktivierungen bei einer
Inkubationszeit von 15 min (Diagramm 45).

Die B. atrophaeus Sporen wurden durch eine Inkubation (tz = 15 min) mit den zugegebenen
Chemikalien wie erwartet nicht inaktiviert (Messdaten im Anhang).
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E & 15 min Inkubationszeit
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Diagramm 45: Behandlung von in NaCl-Lésung suspendierten S. aureus mit Chemikalien
(15 min Inkubation)

Grundsatzlich sind diese Ergebnisse mit denen von anderen Wissenschaftlern im Einklang.
Der Einfluss des pH-Wertes auf Mikroorganismen wurde auch schon in Foerster et al. 2008
untersucht. Hierbei lieR man E. coli, S. aureus und B. atrophaeus Sporen in salpetersauren
und salzsauren Lésungen von pH 2 — 7 zwei Stunden lang inkubieren. Nach zweistlindiger
Inkubationszeit zeigte sich bei allen getesteten pH-Werten keine Reduktion bei S. aureus
und B. atrophaeus Sporen. Nur bei E. coli resultierte bei einem pH-Wert von 2 nach einer
Stunde (HNO;) bzw. nach 30 min (HCI) eine Reduktion unter die Nachweisgrenze. > %!
Penna et al. setzte E. coli verschiedenen chemischen Reagenzien aus. Fur eine 6 Log-
Stufen-Reduktion wurde eine minimale inhibitorische Konzentration (MIC) von 0,25 % H,O.-
Lésung (2505 mg - I'") bendtigt. @ Eine 10 miniitige Plasmabehandlung von Wasser
resultierte nur in 2,5 mg - I". ®° Diese Konzentration allein ist folglich nicht ausreichend fiir
eine erfolgreiche Inaktivierung der Bakterien. ! |kawa et al. setzten Bakterien NO, und
H,O, aus und fanden ebenfalls keine Inaktivierung. **

Aus den Experimenten resultiert, dass NO, und H,O,, abhangig vom pH-Wert, eine
Schlisselrolle in der Inaktivierung von Bakterien spielen. Laut Literatur liegt der pK,-Wert von
der schwachen S&aure HNO, im Bereich von 2,8 — 3,3. P*% 3.7 Das heilt, sie liegt bei

niedrigem pH-Wert nicht (vollstandig) dissoziiert vor. Unter diesen Bedingungen kann
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Salpetrige Saure spontan Uber Distickstofftrioxid (N,O3;) zu NO® und NO," zerfallen
(Gleichungen 46 und 47); 4661971

HNO, & H,O + N,O; (46)

N2O; & NO® + NO,* (47)
Distickstofftrioxid kann als “nitrosating agent” mit Thiolen, als auch mit primaren und
sekundaren Aminen reagieren. " *® Gut bekannt sind auch die biologischen Effekte von
NO°. Es kann durch Zellmembranen penetrieren und ist in biologischen Systemen fir wenige
Sekunden stabil. ©® % % NO* kann mit Sauerstoff, welcher in der Fliissigkeit gelost ist,
reagieren und generiert somit weiteres zytotoxisches NO,’ (Gleichung 48), welches eine
Lebensdauer von einigen Tagen haben kann: ['"}

2NO*+ 0O, & 2NO;* (48)
Die Entstehung von zytotoxischem Stickstoffmonoxid und -dioxid durch den Zerfall von
Salpetriger Saure kénnte eine Erklarung fiir die antimikrobiellen Effekte der Inkubation mit
Nitrit bei pH=3 sein. Komplett unabhangig von Studien zu Plasma-Flissigkeits-
Behandlungen wurde auch von anderen Wissenschaftlern gezeigt, dass Ansauerung eine
Grundvoraussetzung fiir Nitrit ist, um als antimikrobielles Agens zu fungieren. [5+°¢ 61 100
Dieser zytotoxische Effekt von Nitrit in saurem Milieu kann durch Wasserstoffperoxid
intensiviert werden. Nitrit kann mit Protonen zum Nitrosooxidanium (H,NO,") reagieren,
welches zu Wasser und dem Nitrosonium-Kation (NO*) zerfallen kann (Gleichung 49). 71
NO™ ist bekannt daflr, mit verschiedenen Biomolekilen zu interagieren, weiterhin kann es
mit H,O, das toxische ONOOH bilden (Gleichung 50): ¢ 57971

2H" +NOy g H,NO," & H,O + NO*  (49)

NO™ + H,0, & ONOOH + H* (50)
Die Bildung von Pernitrosdure wurde im Kapitel 3. 2.1 und Diagramm 23 D durch die
Mischung von Natriumnitrit, Wasserstoffperoxid und Schwefelsdure photometrisch bei
302,5 nm nachgewiesen. Weiterhin konnte eine Konzentrationsabnahme von Nitrit und
Wasserstoffperoxid bei dieser Mischung beobachtet werden (Diagramm 22), welche die
Bildung eines neuen Stoffes bestatigt. *® ONOOH und seinem korrespondierenden Anion
Peroxynitrit werden in der Literatur direkte oxidierende Eigenschaften von Lipiden,
Fettsduren und Proteinen nachgesagt. “® °" " Der pK,-Wert des korrespondierenden
Systems ONOOH/ONOO™ + H* liegt bei 6,8. ' In saurem Milieu liegt ONOO" gréRtenteils
als ungeladenes ONOOH vor. " %% 92 Djeses kleine ungeladene Molekiil ist fahig,
Zellmembranen zu passieren. Innerhalb der Zelle kann ONOOH in wenigen Sekunden in
zelltoxisches HO® und NO," zerfallen (Gleichung 25): 24 46.61.62
ONOOH < NO;* +HO* (25)

HO" kann organische Komponenten angreifen und bakterizide Effekte auslésen. ! 1% 104
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ONOOKH st ein starkes Oxidations- und ein starkes Nitrierungsmittel. Pernitrosdure bzw.

Peroxynitrit kann spontan zu weiteren Radikalen (NO* und HOO®/O,"™) zerfallen (Gleichungen
51 Und 52) [24, 46, 57, 61, 62, 65, 66, 72, 101]

ONOOH =g NO*® + HOO® (51)

ONOO & NO* + O,” (52)
Weiterhin kann ONOOH/ONOO™ mit geléstem CO, zum COj;" reagieren (Abbildung 12).
. [57]

Letzteres initiiert eine Vielzahl von zerstérenden Reaktionen und ist toxischer als HO".
Auch HOO® liegt, wie ONOOH, im sauren Milieu (pK, =4,8) als undissoziiertes kleines
Molekidl vor und kann Zellmembranen passieren. Im Zellinneren hingegen herrscht ein
physiologisch neutrales Milieu vor. Hier dissoziiert das Hydroperoxidradikal schnell zu einem
Proton und dem zelltoxischen Superoxidradikal und kann viele Zellstrukturen im Innern

schadigen. 1663 ¢4

= Schlussendlich besteht die Moglichkeit, dass aus H,O, und NO, in saurem Milieu
sekundare reaktive chemische Spezies wie NO°, NO,*, NO*, ONOO/ONOOH, HO*, HOO",
0," (und CO3") gebildet werden, welche fir die antimikrobielle Wirkung bei der Behandlung
von Mikroorganismen mit diesen Chemikalien verantwortlich gemacht werden kdnnen. Diese
reaktiven Spezies kénnen auch bei der Plasmabehandlung von Flissigkeiten entstehen und
biologische Effekte verursachen, da bei den analytischen Untersuchungen (Kapitel 3. 2) Nitrit
und Wasserstoffperoxid sowie eine Ansauerung detektiert wurden.

Diese Zusammenhange erklaren auch, warum die vegetativen Mikroorganismen in NaCl-
Lésung besser inaktiviert werden als in PBS. Der saure pH-Wert des Mediums ist eine
grundlegende Voraussetzung fir diese Vielzahl an Reaktionen, deren pK,-Werte kleiner als
7 sind. In PBS laufen die oben beschriebenen Reaktionen vermutlich nur bedingt ab
und/oder erst, wenn die Konzentrationen der Ausgangsstoffe ausreichend hoch sind, um
biologische Effekte zu erzielen. Folglich tritt bei in PBS suspendierten Mikroorganismen die
beobachtete zeitverzbgerte Inaktivierung auf.

Zur chemischen Behandlung der Mikroorganismen wurden Konzentrationen an Nitrat, Nitrit,
Wasserstoffperoxid und Protonen genutzt, die nach einer 10 mindtigen Luftplasma-
behandlung in Wasser detektiert wurden. Innerhalb dieser Plasmabehandlungszeit hatte die
Anzahl der lebenden E. coli und S. aureus die Nachweisgrenze erreicht (suspendiert in
NaCl-L6ésung). Die chemischen Behandlungen der beiden Mikroorganismen erzielten
weitaus geringere antimikrobielle Effekte als die Plasmabehandlung selbst. Folglich missen
noch weitere reaktive Spezies und/oder Mechanismen existieren, die die Inaktivierung der
suspendierten Mikroorganismen durch die Plasmabehandlung hervorrufen. Dieses Resultat
bekraftigt ebenfalls die Annahme, dass die im analytischen Teil detektierten Protonen,

Wasserstoffperoxid, Nitrat- und Nitrit-lonen ,nur Endprodukte der verschiedenen
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hypothetisierten Reaktionen (Abbildung 12 und Abbildung 13) sind. Es muissen also in
Zukunft die reaktiven Spezies in der Flissigkeit (ggf. auch in der Plasma- und Gas-Phase)
detektiert werden, die zur Bildung von Nitrat, Nitrit, Wasserstoffperoxid und Protonen fiihren.
Die reaktiven Spezies sind aufgrund ihrer Reaktivitdt und Kurzlebigkeit wahrscheinlich nur
sehr schwer zu erfassen. In Zukunft sollten hier Lésungen der Analytik gefunden werden.
Weiterhin mussen die biologischen Effekte dieser reaktiven Spezies einzeln und in
Kombination untersucht werden, um die komplexen Plasma-Gas-Flissigkeit-Zell-
Wechselwirkungen zu verstehen.

Ein Anfang soll in den nachfolgenden Kapiteln mit der Begasung von Flissigkeiten bzw.

Mikroorganismen-Suspensionen mit NO* (4. 4. 2) und O; (4. 4. 3) gemacht werden.

4.4.2 Begasung mit Stickstoffmonoxid

Wie schon zuvor in dieser Arbeit beschrieben, besitzt NO*® antimikrobielle Effekte. Weiterhin
kann es mit Luftsauerstoff zum zelltoxischen NO," reagieren. Y Beide Radikale kénnen mit
Wasser interagieren und Salpetrige Saure und Salpetersaure bilden (vgl. Kapitel 3. 2. 5). In
diesem Kapitel soll untersucht werden, welchen Einfluss Stickstoffmonoxid auf suspendierte
Mikroorganismen hat. Hierfir wurde NO®-Gas mit der Suspension in Kontakt gebracht. In
Kapitel 3.2.5 wurde destilliertes Wasser mit Stickstoffmonoxid begast, um analytische
Untersuchungen durchzufihren. Es wurden pH-Wert, Nitrat-, Nitrit- und Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen bestimmt. Diese analytischen Messwerte der NO*-Begasung von Wasser
wurden benutzt, um eine Vergleichbarkeit der mikrobiologischen Daten zur
Luftplasmabehandlung zu schaffen.

Die Begasung fur 15, 30, 45 und 60 s der Flussigkeiten (11,5; 12,5 und 13,5 ml) erfolgte in
einem Kulturréhrchen. Das ,Restvolumen® des Roéhrchens wurde mit NO® gefullt (vgl.
2. 4. 5. 2). Aus den unterschiedlichen Flissigkeitsvolumen in den Kulturrbhrchen resultierten
unterschiedliche Fullhéhen. Je hoher die Fullhéhe war, desto weniger NO*-Gas passte noch
in das Roéhrchen hinein. Auch die Verdinnung des Stickstoffmonoxids nach dem
Verschlielen und Schitteln stieg mit steigender Fullhéhe bzw. groflerem
Flussigkeitsvolumen. Folglich wurden mit aufsteigendem Flissigkeitsvolumen geringere

antimikrobielle Effekte erwartet.

Die Behandlung von E. coli, suspendiert in NaCl-Lésung, resultierte nach der Begasung
eines Volumens von 11,5 ml nach 60 s in einer Inaktivierung der Mikroorganismen unter die
Nachweisgrenze (> 7 Log-Stufen). Bei einem Volumen von 12,5 ml war eine ahnliche

Inaktivierungskinetik zu detektieren, jedoch wurde die Nachweisgrenze innerhalb von 60 s
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Begasungszeit nicht erreicht (5 Log-Stufen). In einem Volumen von 13,5 ml wurde keine
Reduktion erzielt (Diagramm 46 A).
Die mikrobiologischen Ergebnisse bestatigten die Hypothese:
Je hdher das Flussigkeitsvolumen in dem Kulturréhrchen war, desto geringer
e war der Gasraum,
o waren die Konzentrationen der wirksamen Komponenten und

e waren die antimikrobiellen Effekte.

Bei den Untersuchungen mit S. aureus Suspensionen wurden ahnliche Reduktionen und

Inaktivierungskinetiken detektiert (Diagramm 46 B).

B) 100

=O=115ml

03 ==125ml

——135ml

1 \T 1
10 Nachweisgrenze 10 Nachweisgrenze
T T 1 T T 1

0 20 40 60 0 20 40 60

Behandlungszeit [s] Behandlungszeit [s]

Anzahl der lebenden Mikroorganismen

Anzahl der lebenden Mikroorganismen

Diagramm 46: NO*-Begasung verschiedener Volumina von E. coli-Suspension (A) und
S. aureus-Suspension (B)

Diese Versuche wurden auch mit B. afrophaeus Sporen durchgefihrt, jedoch nur mit
11,5 ml, da in diesem Volumen die starksten Effekte erwartet wurden. Es wurde jedoch keine
Reduktion unter den gewahlten Versuchsbedingungen erzielt (Messdaten und Diagramm im
Anhang). Das Inaktivierungsverhalten der drei Mikroorganismen ist prinzipiell mit dem der
Plasmabehandlung vergleichbar. E. coli lie3 sich effektiver/schneller inaktivieren als

S. aureus und bei den suspendierten B. atrophaeus Sporen wurde keine Reduktion erzielt.

= Wie erwartet wurden in dem kleinen Flissigkeitsvolumen (11,5 ml) die starksten
antimikrobiellen Effekte detektiert, sowie die starkste Ansduerung und hochsten Nitrat- und
Nitrit-Konzentrationen (Kapitel 3. 2. 5).

Vergleicht man die analytischen Werte (Protonen-, Nitrat- und Nitrit-Konzentrationen,
Diagramm 32) mit denen der DBE(Luft)-Behandlung von Wasser (Diagramm 24), so sind
diese sehr viel hoher. Betrachtet man dazu in Relation die antimikrobiellen Effekte der
Stickstoffmonoxidbegasung (Diagramm 46), ist die Luftplasmabehandlung der suspendierten
Mikroorganismen (Diagramm 34) effektiver.

Vermutlich resultierten diese Beobachtungen aus dem Mangel an anderen reaktiven

Spezies, die bei der Plasmabehandlung zusatzlich erzeugt wurden, wie z. B. die reaktiven
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Sauerstoffspezies Ozon und das detektierte Wasserstoffperoxid in der Flissigkeits-Phase,
welches bei der NO*-Begasung nicht vorhanden war. Folglich war die Uber die Flissigkeit
vermittelte antimikrobielle Wirksamkeit des Plasmas das Ergebnis des Zusammenwirkens
mehrerer Komponenten.

Um einen Teil des Einflusses der reaktiven Sauerstoffspezies zu untersuchen, wurden in den
folgenden Experimenten Flissigkeiten mit Ozon begast, welches mittels FT-IR-

Spektroskopie in der Gas-Phase detektiert wurde (3. 1. 2).

4.4.3 Begasung mit Ozon

Ozon ist bekannt fiir seine antimikrobiellen Effekte. ¥ %) Um die Rolle von Ozon bei den
Plasma-Flussigkeits-Interaktionen  besser zu verstehen, wurden die folgenden
Untersuchungen durchgefiihrt. Hierfir wurde ein Ozonisator genutzt, der aus Sauerstoff
Ozon produziert. Es konnten verschiedene Ozonkonzentrationen eingestellt werden, die
mittels eines FT-IR-Spektrometers Uberwacht wurden (Abbildung 11). Um die
Vergleichbarkeit zur DBE(Luft)-Behandlung zu wahren, wurden die Begasungen von 5 ml
Probe in einer Petrischale in der Behandlungskammer der Abbildung 5 mit einem Gasfluss
von 0,5sl min”" durchgefiihrt. AnschlieRend wurden Inaktivierungskinetiken der
Mikroorganismen (am Beispiel von in NaCl-Losung suspendierten E. coli) bestimmt.

Es wurden verschiedene Ozonkonzentrationen (145— 1900 ppm, Diagramm 47 A)
0 — 30 min lang Uber die Probe (5 ml) in der Petrischale geleitet und anschlieltend die Anzahl
der koloniebildenden Einheiten bestimmt (2. 4. 1 und 2. 4. 5. 3). Der eingesetzte Ozonisator
bildete aus Sauerstoff Ozon. Da das produzierte Gasgemisch, je nach Ozonkonzentration,
anteilig aus O, und O; bestand, wurde zusatzlich eine Kontrolle mit reiner
Sauerstoffbegasung durchgefiihrt. Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten wurde gegen
die Begasungszeit in Form von Inaktivierungskurven aufgetragen (Diagramm 47 B). Aus den
Resultaten ist ersichtlich, dass mit steigender Ozonkonzentration die Mikroorganismen
schneller inaktiviert wurden. Im Bereich von 380 -550 ppm (Diagramm 47,
Ozonkonzentrationen B1 und B2; violette und pinke Kurven) wurde die Nachweisgrenze
nach 15 min Begasungszeit erreicht, im Bereich von 864 — 1020 ppm nach 7 min (Diagramm
47; Ozonkonzentrationen C; hellblaue Kurven) und im Bereich von 1695 — 1900 ppm schon
nach 3 min (Diagramm 47; Ozonkonzentrationen D; gelbe Kurven). Die reine
Sauerstoffbegasung hatte keinen Effekt auf die Mikroorganismen (Diagramm 47 B;
dunkelblaue Kurve).

Die Ozonkonzentration (A) (grine Kurven) ist vergleichbar mit der DBE(Luft)-Behandlung
(gestrichelte Kurven), jedoch unterscheiden sich die Inaktivierungskinetiken stark
voneinander (Diagramm 47). Durch eine Begasung mit vergleichbaren Ozonkonzentration

wie bei der Luftplasmabehandlung wurden nach 30 min nur ca. 3 Log-Stufen reduziert, bei

93



Ergebnisse und Diskussion: BIOLOGISCHER TEIL

der Luftplasmabehandlung hingegen lag die Anzahl der koloniebildenden Einheiten nach
7 min unter der Nachweisgrenze. Um eine mit der Luftplasmabehandlung vergleichbare
Reduktion der suspendierten Mikroorganismen zu erzielen, wurden fir die Begasung ca.

7-fach héhere Ozonkonzentrationen benétigt werden als bei der Plasmabehandlung selbst

erzeugt werden.
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Diagramm 47: links: mittels FT-IR-Spektroskopie gemessene Ozonkonzentrationen (145 ppm
(A), ~ 380 ppm (B1), ~ 550 ppm (B2), 864 — 1020 ppm (C), 1695 — 1900 ppm (D));
rechts: dazugehorige Inaktivierungskinetiken von E. coli

= Die Ozonbegasung von E. coli-Suspensionen (in NaCl-Lésung) resultierte in einer

ozonkonzentrationsabhangigen Inaktivierung der Mikroorganismen. Die Luftplasma-

behandlung war effektiver als die Ozonbegasung, wenn die Ozonkonzentration in der Gas-

Phase (vgl. Kapitel 3. 1. 2) als BezugsgroRe herangezogen wurde. Die Ansauerung und die

Wasserstoffperoxidbildung (Diagramm 33) waren geringer als die wahrend der

Luftplasmabehandlung (Diagramm 24). Die maximale Ansauerung auf pH = 4,7 bestatigte

die Ansauerung uUber das korrespondierende Saure-Base-System Hydroperoxidradikal-

Superperoxidradikal + Proton, deren pK,-Wert 4,8 betragt (Gleichung 30). Diese beiden

Radikale verursachten vermutlich einen Teil der antimikrobiellen Wirkung.
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4.5 Schlussfolgerungen zu den mikrobiologischen

Untersuchungen

Schlussendlich wurde mit den Mikroorganismen-Suspensionen ein geeignetes biologisches
Modell gefunden, um die Wirkung von Plasmen auf Zellen zu untersuchen. Es ist moglich,
suspendierte vegetative Mikroorganismen (E. coli und S. aureus) mittels Plasmabehandlung
zu inaktivieren. Hierbei wurde wie erwartet festgestellt, dass sich Gram-negative E. coli
aufgrund ihres Zellwandaufbaus (dinnere Gerlstschicht) und ihrer hdéheren pH-
Empfindlichkeit schneller inaktivieren lassen als Gram-positive S. aureus (dickere
Gerustschicht, pH-unempfindlicher). Die baulichen Eigenschaften von gegen
Umwelteinfliisse resistenten B. atrophaeus Sporen stellten die inaktivierenden Effekte von
Plasma vor eine groRe Herausforderung. Luft- und Argonplasma zeigten kaum eine
Reduktion der Sporen nach 30 min Behandlung.

Weiterhin konnte bei den Plasmabehandlungen der vegetativen Mikroorganismen ein
Unterschied in Abhangigkeit von der umgebenden Flissigkeit gefunden werden. In
ungepufferter physiologischer Kochsalzlésung konnten die Mikroorganismen innerhalb
kirzerer Plasmabehandlungszeiten inaktiviert werden als in Phosphatpuffer. Ein Resultat
des analytischen Teils dieser Arbeit war die Ansauerung der ungepufferten Flissigkeit durch
die Plasmabehandlung. PBS pufferte diese Ansduerung ab. Vermutlich wurden pH-
abhangige Gleichgewichte der chemischen Reaktionen aus Abbildung 12 und Abbildung 13
verschoben und es mussten sich Uber die Plasmabehandlungsdauer erst (pH-unabhangige)
reaktive Spezies aufkonzentrieren, um die zeitverzdgerte Inaktivierung der in PBS
suspendierten Mikroorganismen hervorzurufen. Die unterschiedlichen Inaktivierungen der
Mikroorganismen in NaCl-Losung und PBS lassen darauf schlieRen, dass ein saurer pH-
Wert der Flussigkeit die Inaktivierung begunstigt.

Neben dem verwendeten Mikroorganismus und dem verwendeten Medium spielte das
Arbeitsgas eine bedeutende Rolle bei der Plasmabehandlung. Die Behandlungen in Luft-,
Argon- oder Argon-Sauerstoff-Atmospharen waren zwar aufgrund ihrer zur Plasmaziindung
eingekoppelten Energien nicht direkt vergleichbar, jedoch zeigten sie Tendenzen auf und
leisteten einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der Mechanismen in Plasma-Gas-
Flissigkeits-Zell-Wechselwirkung. Wie schon im analytischen Teil betrachtet, entstanden bei
der Luftplasmabehandlung von (ungepufferten) Flissigkeiten RNS, ROS und Protonen, bei
der Argonplasmabehandlung ROS und Protonen und bei den Argon-Sauerstoff-
Plasmabehandlungen (mehr) ROS und Protonen, welche biologische Effekte hervorrufen
kénnen. Die Kombination dieser analytischen Resultate mit den biologischen
Inaktivierungskinetiken lassen schlussfolgern, dass die Ansauerung (Protonen; im Vergleich
von ungepuffertem und gepuffertem Medium) und die Bildung von RNS (im Vergleich von

Luft- und Argonplasma) die Inaktivierung der Mikroorganismen beginstigten. Durch das
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Zumischen von Sauerstoff zum Arbeitsgas Argon wurde die Menge an ROS erhéht, was in
eine gesteigerte Inaktivierung der Mikroorganismen resultierte. Bei diesen Untersuchungen
wurde ein Optimum bei der Zumischung von 4 —5 % Sauerstoff zum Arbeitsgas Argon
detektiert. Weiterhin lielen die Ergebnisse der biologischen Experimente darauf schliel3en,
dass ROS nicht nur an den Inaktivierungen der Mikroorganismen in ungepufferter NaCl-
Lésung beteiligt waren, sondern auch die (langsameren) Inaktivierungsprozesse in weniger
stark saurem Milieu (PBS) initiierten.

Durch die Zindung eines Plasmas resultierten Veranderungen der Gas-Phase (vgl. 3. 1),
welche wiederum chemische Veranderungen der angrenzenden Flissigkeits-Phase
verursachen (vgl. 3. 2) und letztendlich biologische Effekte erzielten (vgl. 4. 1). Ob diese
Interaktionskette der Phasen Plasma-Gas-Flissigkeit nur zusammen funktioniert oder ob
auch biologische (und chemische) Effekte erzielt werden, wenn nur plasmabehandeltes Gas
oder eine plasmabehandelte Flussigkeit eingesetzt werden, wurde erstmalig systematisch
untersucht und diskutiert (Kapitel 4. 2 und 4. 3).

Die Behandlung von Wasser (Kapitel 3.2.4) bzw. E. coli-Suspension (in NaCl-Lésung,
Kapitel 4. 2) mit plasmabehandelter Luft resultierte in die Bildung von Protonen, Nitrat und
Nitrit in ahnlicher GréRenordnung wie die direkte Luftplasmabehandlung von Flussigkeit. Die
Inaktivierung der Mikroorganismen war leicht zeitverzogert, was vermutlich aus dem Fehlen
von H,O, resultiert, welches aus kurzlebigen Spezies aus der Gas-Phase oder durch den
direkten Einfluss des Plasmas (z. B. Photolyse) auf Wasser gebildet werden kann. Auch
nach Behandlung mit argonplasmabehandeltem Gas fehlte das Wasserstoffperoxid in der
Flissigkeit, jedoch wurde eine ahnliche Ansauerung wie bei der direkten Plasmabehandlung
detektiert. Vermutlich entstandt die Ansduerung teilweise Uber H,CO; (aus dem Artefakt
COy,), jedoch bleibt der Hauptmechanismus fir diese pH-Wert-Absenkung weitestgehend
ungeklart. Es wurde wie bei der direkten Argonplasmabehandlung keine Reduktion der
Mikroorganismen detektiert (Kapitel 4. 2).

Die sofortige Zugabe von luftplasmabehandelter NaCl-Losung zu E. coli (Kapitel 4. 3)
resultierte in einer nahezu deckungsgleichen Inaktivierungskinetik wie die der direkten
Plasmabehandlung von Mikroorganismen. Auch eine um 30 min verzogerte Zugabe des
plasmabehandelten Mediums zu den Mikroorganismen zeigte noch inaktivierende Effekte.
Durch diese Ergebnisse konnte erstmalig gezeigt werden, dass die biologischen Effekte
direkt Uber das umgebende Flissigkeitsmedium bzw. Uber die darin entstehende Chemie
vermittelt wurden und kein Kontakt der Zellen mit dem Plasma notwendig war.

Im anschlielenden Kapitel (4.4) wurde untersucht, welche der im analytischen Teil
detektierten chemischen Spezies die Inaktivierung der E. coli durch die Plasmabehandlung,
Behandlung mit plasmabehandeltem Gas oder Flissigkeit hervorgerufen haben kénnte. Fir

diese Untersuchungen wurden vergleichbare Konzentrationen (zur Plasmabehandlung) an
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Nitrat, Nitrit, Wasserstoffperoxid bei saurem pH-Wert den suspendierten E. coli zugesetzt.
Weiterhin wurden die Mikroorganismen-Suspension (zur Untersuchung biologischer Effekte)
und Wasser (zur analytischen Untersuchung) mit Stickstoffmonoxid und Ozon begast. Um
die inaktivierende Wirkung der Begasungen mit NO® und O; mit denen der
Luftplasmabehandlung vergleichen zu kénnen, wurden als Referenz die analytischen
Konzentrationen von Nitrat, Nitrit und Protonen in der Flissigkeit (NO®-Begasung,
Plasmabehandlung) und die Ozonkonzentration in der Gas-Phase (0O3;-Begasung,
Plasmabehandlung) herangezogen. Sowohl bei der chemischen Behandlung (4. 4. 1), als
auch bei den Begasungen mit NO* (4. 4. 2) und O3 (4. 4. 3) konnten auf Basis der oben
beschriebenen Vergleichsgrundlagen nicht die gleichen inaktivierenden Effekte auf
suspendierte E. coli detektiert werden wie bei der Plasmabehandlung bzw. den
Behandlungen mit plasmabehandeltem Gas und Flussigkeit selbst. In diesen
Gegenuberstellungen wurden mit Luftplasma die besseren inaktivierenden Effekte erzielt.
Dieses Resultat Iasst schlussfolgern, dass der inaktivierende Effekt des Luftplasmas nicht
auf einem einzigen Mechanismus beruht, sondern auf der Summe vieler chemischer
Reaktionen und Interaktionen.

Die Untersuchungen von chemischen Behandlungen von Mikroorganismen (Kapitel 4. 4)
bestatigten einen Grofteil der hypothetischen Reaktionen des analytischen Teils (Abbildung
12 und Abbildung 13) und auch deren inaktivierenden Wirkungen auf Mikroorganismen. Sie
bekraftigten z. B. die Annahmen, dass ein saurer pH-Wert inaktivierende Effekte verstarkt
und dass RNS und ROS zusammen (in geringen Konzentrationen) wirksamer sind als diese
einzeln.

Schlussfolgernd resultierten die biologischen Effekte des Plasmas (Inaktivierung der
Mikroorganismen) aus chemischen Veranderungen der Flissigkeits-Phase, die wiederum
aus chemischen Veranderungen der Gas-Phase durch das Plasma hervorgingen. Die
biologischen Wirkungen wurden durch reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) und reaktive
Stickstoff-Spezies (RNS) hervorgerufen. Diese zeigten einzeln inaktivierende Wirkungen auf
die Mikroorganismen, jedoch wurde ihre Wirkung durch Kombination miteinander verstarkt.
Weiterhin wirkte sich ein saurer pH-Wert des Mediums positiv auf die biologischen Effekte
des Plasmas aus, da viele chemische Gleichgewichtsreaktionen der ROS und RNS
pKs-Werte unter 7 haben.

Diese Untersuchungen der vorliegenden Arbeit geben erstmalig einen systematischen
Einblick Uber mdgliche Reaktionen und Interaktionen der Phasen Plasma, Gas und
Flissigkeit mit anschliefenden biologischen Effekten. In Zukunft sollten weitere analytische
Methoden und biologische Modelle gefunden bzw. angewendet werden, um die aufgestellten

theoretischen Mechanismen nachzuweisen.
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5 Ausblick

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein Grundstein in den Untersuchungen der Plasma-Gas-
Flissigkeits-Zell-Wechselwirkungen gesetzt.

In Zukunft sollten analytische Methoden gefunden bzw. entwickelt werden, um die komplexe
Chemie in den Phasen Plasma, Gas und Flissigkeit naher zu untersuchen.

Ein Schwerpunkt liegt hierbei in der Analytik der Flussigkeit. Plasmabehandeltes Wasser
kénnte z. B. mit Hilfe von Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie)
untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit der Radikaldiagnostik ware der Einsatz von
stabilen Radikalen, z. B. das 2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl-Radikal (DPPH). Das stabile
Radikal koénnte mit Radikalen in der Flussigkeit reagieren, welche durch die
Plasmabehandlung erzeugt wurden. Anschliefend ware es denkbar diese Flissigkeiten
mittels  Flissigchromatographie mit  Massenspektrometrie-Kopplung  (LC/MS)  zu
untersuchen. Anhand der Massendifferenzen zum DPPH koénnten die Radikale dann
identifiziert werden.

Eine analytische Methode zur Qualifizierung und Quantifizierung von lonen ware die
lonenchromatographie (IC). Diese koénnte zur Detektion der lonen z.B. an einen
Leitfahigkeits- und/oder UV-VIS-Detektor gekoppelt sein. Diese Methode eignet sich
vermutlich nicht nur zur Untersuchung von plasmabehandeltem Wasser, sondern auch fir

physiologische Kochsalzlésung, Puffer und Nahrmedien.

Auch der Einfluss des Plasmas auf Mikroorganismen sollte weiter untersucht werden. Fir die
Untersuchungen konnten einerseits weitere Mikroorganismen oder auch Zellen untersucht
werden, andererseits wéaren auch die biochemischen Reaktionen und Prozesse der
Mikroorganismen und Zellen nach der Plasmabehandlung sehr interessant. Diese
Untersuchungen koénnten sowohl auf der Basis der direkten Plasmabehandlung von
Mikroorganismen-/Zell-Suspensionen durchgefiihrt werden, als auch auf der Basis der
Behandlung mit plasmabehandelter Flissigkeit. Bei Letzterem ware die Betrachtung von
zeitabhangigen Effekten (Variation des Zugabezeitpunktes nach der Plasmabehandlung der

Flissigkeit zu den Zellen und Einwirkdauer) in Zukunft von Bedeutung.

Weiterhin ware es in Zukunft denkbar, plasmabehandelte Fliussigkeiten zur Desinfektion von
Medizinprodukten (z. B. Endoskopen) oder vielleicht sogar von Wunden einzusetzen. Dieser
Einsatz hatte den Vorteil, dass keine toxischen oder organischen Rickstadnde wie bei
anderen Antiseptika oder Desinfektionsmitteln verbleiben, sondern letztendlich vermutlich
,nur® salpetersaures und/oder salpetrigsaures Wasser mit etwas Wasserstoffperoxid

resultiert.
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Eine weitere Anwendungsidee ware die Modifikation von Arzneistoffen. Plasma kénnte z. B.
bei der Arzneistoffsynthese zum Einsatz kommen oder auch Prodrugzubereitungen von
sonst instabilen Arzneistoffen kurz vor/nach der Applikation aktivieren. In dem Review-Artikel
-Plasma pharmacy — physical plasma in pharmaceutical applications” von Th. von Woedtke

et al. werden viele pharmazeutische Anwendungen fiir Plasma Uibersichtlich dargestellt. **

Folglich gibt es zu dem Thema Plasma-Flissigkeits-Wechselwirkungen viele Teilgebiete in

der Grundlagenforschung und moégliche Anwendungen. Es ist also interessant dieses Feld in

Zukunft weiter zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig systematische Untersuchungen zum
Thema ,Plasma-FlUssigkeits-Wechselwirkungen® dargestellt. Es gelang mit Hilfe einer
geeigneten kalten Atmospharendruckplasmaquelle in Form einer dielektrisch behinderten
Oberflachenentladung (DBE) ein Plasma in verschiedenen Arbeitsgasen (Luft, Argon, Argon-
Sauerstoff-Gemische) zu zinden und Flissigkeiten (destilliertes Wasser, physiologische
Kochsalzlésung, Phosphatpuffer) ohne direkten Plasmakontakt zu behandeln.

Um einen Einblick in die komplexen Mechanismen der Plasma-Flissigkeits-
Wechselwirkungen zu bekommen, wurde im analytischen Teil dieser Arbeit das Plasma
mittels optischer Emissionsspektroskopie (OES) untersucht, die angrenzende Gas-Phase
mittels FT-IR-Spektroskopie (FT-IR) und Massenspektrometrie (MS), und anschlieRend die
Flissigkeit unter Nutzung photometrischer Methoden und pH-Wert-Messungen. Die
Ergebnisse dieser analytischen Untersuchungen variierten je nach eingesetztem Arbeitsgas.
Aufgrund der experimentellen Anordnungen und der verwendeten analytischen Methoden
konnten nur emittierende Spezies (OES) und langlebige Spezies (FT-IR-Spektroskopie, MS,
Photometrie, pH-Wert-Messungen) detektiert werden.

Die Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase resultierten bei der Zundung von Plasma
in Luft in den detektierten Spezies Ozon, Sauerstoffatomen, Lachgas, Kohlendioxid,
Salpetersaure und/oder Pernitrosaure. Weiterhin wurde UV-Strahlung durch emittierende
Stickstoffsysteme detektiert. Bei der Zindung des Plasmas in Argon hingegen konnte nur
UV-Emission durch HO® und VIS/IR-Emission durch angeregte Argonatome detektiert
werden. Wurde dem Argon Sauerstoff zugemischt, erlosch die HO®-Emission mit steigendem
Sauerstoffanteil und Ozon kam hinzu.

Auf der Basis dieser Untersuchungen der Plasma- und Gas-Phase folgten theoretische
Ausfuhrungen zu moglichen Wechselwirkungen der detektierten Komponenten mit der
Flissigkeit. Die Molekule, die in der Plasma- und Gas-Phase gefunden wurden, kénnten in
die Flussigkeit penetrieren/diffundieren und/oder mit ihr interagieren/reagieren und weitere
chemische Spezies generieren. Theoretisch entstehen bei der Luftplasmabehandlung von
Wasser, Uber Zwischenprodukte (reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive
Stickstoffspezies (RNS)) wie z. B. HO®, HOO®, NO°®, NO,*, schlussendlich Protonen, Nitrat,
Nitrit und Wasserstoffperoxid. Bei der Argon- und Argon-Sauerstoff-Plasmabehandlung von
Wasser dirften aufgrund des Stickstoffmangels nur ROS entstehen, die in der Entstehung
von Protonen und Wasserstoffperoxid enden. Diese Hypothesen zur Bildung der Spezies
Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid, sowie die Ansauerung der Flissigkeit wurden mittels
photometrischer Methoden und pH-Wert-Messungen tberprift und bestatigt.

Im anschlieBenden biologischen Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der

Plasmabehandlungen in den verschiedenen Arbeitsgasen auf in physiologischer
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Kochsalzlésung und Phosphatpuffer suspendierte Mikroorganismen (E. coli, S. aureus und
B. atrophaeus Sporen) untersucht. In ungepuffertem Medium wurden die vegetativen
Mikroorganismen innerhalb weniger Minuten Plasmabehandlung inaktiviert. In PBS hingegen
wurden langere Behandlungszeiten bendétigt. Das Plasma hatte auf die suspendierten
Sporen wie erwartet kaum eine inaktivierende Wirkung. Der Einsatz der verschiedenen
Arbeitsgase (Luft, Argon, Argon-Sauerstoff-Gemische) fir die Plasmabehandlungen und die
resultierenden Inaktivierungskinetiken lassen schlussfolgern, dass fir die Inaktivierung der
Mikroorganismen verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen. Die zwei vermutlichen
Hauptwege laufen einerseits Uber reaktive Stickstoffspezies (RNS) und andererseits Uber
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Beide Spezies kdnnen mit Wasser interagieren und
resultieren in einer Protonenbildung im Medium. RNS kénnen in Wechselwirkung mit Wasser
Uber diverse zelltoxische Zwischenprodukte wie z. B. NO®, NO,", N,O3;, ONOOH, ONOO™ zu
Nitrat und Nitrit umgesetzt werden. ROS in Interaktion mit Wasser resultieren in Bildung von
Wasserstoffperoxid und Protonen. Auch hier wird angenommen, dass eine Vielzahl an
antimikrobiellen Komponenten entsteht, z. B. HO®, HOO®, O,". Weiterhin besteht die
Mdglichkeit, dass in Rekombination mit CO, das hochzelltoxische Carbonatradikal generiert
wird. Es gibt folglich sehr viele Reaktionen und Interaktionen zwischen plasmagenerierten
reaktiven Spezies und Wasser, welche in zelltoxischen Komponenten enden und die
inaktivierende Wirkung des Plasmas auf suspendierte Mikroorganismen erklaren.

Um die Interaktionen zwischen den Phasen Plasma-Gas-Flissigkeit besser zu verstehen
und Hypothesen zu prifen, welche reaktiven Spezies die inaktivierenden Effekte auf
vegetative Mikroorganismen hervorrufen, wurden die Mikroorganismen-Suspensionen und
destilliertes Wasser nur mit plasmabehandeltem Gas behandelt. Es wurde festgestellt, dass
die Behandlung von suspendierten Mikroorganismen in einer zeitverzégerten Inaktivierung
im Vergleich zur direkten Plasmabehandlung resultierte. Es entstanden durch diese
Behandlungsmethode Nitrat, Nitrit und eine Ansauerung des Wassers in ahnlicher
GroRRenordnung wie bei der direkten Plasmabehandlung. Jedoch blieb die Bildung von
Wasserstoffperoxid hierbei aus. Begriinden lassen sich das Fehlen des Wasserstoffperoxids
und die zeitverzdgerte Inaktivierung der Mikroorganismen mit der Kurzlebigkeit der ROS, die
die Flussigkeitsphase bei dieser Behandlungsmethode nicht erreichten und/oder dem
Mangel an UV-Strahlung des Plasmas (Photolyse). Weiterhin wurden fir die
Untersuchungen der Interaktionen zwischen den Phasen Plasma-Gas-Flussigkeit die
Mikroorganismen plasmabehandelter Fliussigkeit ausgesetzt. Die sofortige Zugabe der
plasmabehandelten Flissigkeit resultierte in nahezu identischen Inaktivierungskinetiken wie
die direkte Plasmabehandlung von suspendierten Mikroorganismen. Eine verzégerte Zugabe
der plasmabehandelten Flissigkeit zeigte retardierte biologische Effekte. Die Retardierung

lasst sich durch die Lebensdauer der reaktiven Spezies bzw. deren Zerfall erklaren.
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Hervorzuheben ist, dass die Untersuchungen mit plasmabehandeltem Gas bzw.
plasmabehandelter Flissigkeit deutlich zeigten, dass die plasmainitiierte Chemie und damit
die biologischen Effekte des Plasmas auf das Gas bzw. in Flissigkeit Ubertragen werden.
Folglich werden biologische Effekte des Plasmas uber die Gas- und Flissigkeits-Phase
vermittelt und Plasma-Flussigkeits-Wechselwirkungen mussen immer im zusammen-
hangenden chemischen System Plasma-Gas-Flussigkeit(-Zelle) betrachtet werden.

Weiterhin wurden chemische und mikrobiologische Effekte durch den Einfluss von
gasformigem Stickstoffmonoxid und Ozon auf Wasser bzw. suspendierte Mikroorganismen
untersucht und mit der Luftplasmabehandlung verglichen. Die Begasung mit
Stickstoffmonoxid sollte die Chemie und Mechanismen der RNS nachstellen und resultierte,
wie erwartet, in einer Ansduerung des Wassers, der Bildung von Nitrat und Nitrit sowie einer
Inaktivierung von Mikroorganismen. Auf der Basis der analytischen Daten wurde ein
Vergleich der Inaktivierungskinetiken mit denen der Luftplasmabehandlung vorgenommen.
Hierbei zeigte die Stickstoffmonoxidbegasung deutlich geringere inaktivierende Effekte als
die Luftplasmabehandlung. Nach der Ozonbegasung, die die Chemie und Mechanismen der
ROS reprasentieren sollte, wurden eine geringere Ansauerung und Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen in Wasser detektiert als nach der Luftplasmabehandlung, auch die
Begasung von Mikroorganismen-Suspensionen zeigte geringere Inaktivierungen. Als
Vergleichsbasis wurden fir diese Versuche die Ozonkonzentrationen herangezogen, die
mittels der FT-IR-Messungen aufgezeichnet wurden. Die Begasung von Mikroorganismen
mit Stickstoffmonoxid und Ozon und die Analytik von begastem Wasser geben einen
detaillierten Einblick in die Chemie und Mechanismen der RNS und ROS. Die Behandlung
mit der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung in Luft vereint diese zwei Hauptwege
dber RNS und ROS und resultierte somit in effektiveren antimikrobiellen Wirkungen.

Durch die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde ein geeignetes biologisches Modell
gefunden und validiert, um den Einfluss von Plasma auf lebende Zellen zu untersuchen und
Mechanismen von Plasmabehandlungen aufzudecken. Anhand des Modells
.Mikroorganismen-Suspension“ konnte gezeigt werden, dass die Gas-Phase (Behandlungen
mit DBE-Abgas) und die extrazellulare Flissigkeit (Behandlungen mit plasmabehandelter
Flissigkeit) eine bedeutende Rolle bei der Vermittiung der Plasmaeffekte spielen. Die
Spezies aus dem Plasma gelangten Uber die Gas-Phase durch Diffusion/Penetration/
Interaktion in die FlUssigkeits-Phase, reagierten teilweise zu anderen reaktiven Spezies
weiter und erreichten so die Zellen. Die verschiedenen analytischen Methoden und
anschlieRende theoretische Betrachtungen der Phasen Plasma-Gas-Flussigkeit gaben einen
detaillierten Einblick in die chemischen Mechanismen von Plasma-FlUssigkeits-

Wechselwirkungen und zeigten biologisch wirksame Komponenten auf.
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WeiterflUhrende Untersuchungen in Zukunft sollten sich einerseits der komplexen
(Radikal-)Chemie und weiterer analytischer Methoden zu deren Detektion widmen und

andererseits den Mechanismen, die diese Chemie an und in Zellen auslosen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen Beitrag zur Aufklarung grundlegender
Wirkungsmechanismen von kaltem Atmospharendruckplasma auf lebende Systeme.
Darlber kénnen insbesondere die Erkenntnisse Uber die Mdglichkeit der plasmabasierten
Erzeugung antimikrobiell wirksamer Flissigkeiten dazu dienen, neue pharmazeutische und

medizinische Anwendungsmadglichkeiten von physikalischem Plasma zu eréffnen.
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APPENDIX

Chemikalien und Reagenzien

als PDF-Datei auf beliegendem Datentrager

Messdaten

% Chemikalien und Reagenzien

als PDF-Dateien auf beiliegendem Datentrager
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2. 3. 1. 1 Nachweise der einzelnen lonen oder Molektile in Wasser

2. 3. 1. 2 Nachweise der einzelnen lonen oder Molekiile in Natriumchlorid-
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3

Lésung

Nachweise der einzelnen lonen oder Molekiile in Phosphatpuffer nach
Sdrensen

Optische Emissionsspektroskopie

FT-IR-Messung (Argon, PS mit 5 ml H20)

FT-IR-Messung (Argon, PS)

FT-IR-Messung (Argon+5% O2, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+5% 02, PS)
FT-IR-Messung (Argon+10% O2, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+10% O2)

FT-IR-Messung (Argon+15% 02, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+15% 02)

FT-IR-Messung (Argon+20% 02, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+25% 02)

FT-IR-Messung (Argon+30% 02, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+30% O2)

FT-IR-Messung (Argon+35% 02, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+35% 02)

FT-IR-Messung (Argon+40% 02, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Argon+40% O2)

FT-IR-Messung (Luft, PS mit 5 ml H20)
FT-IR-Messung (Luft, PS)

FT-IR-Spektren (Luft, leere und wassergefillte PS)
FT-IR-Spektrum (Argon)

FT-IR-Spektrum (Argon+5% 0O2)

FT-IR-Spektrum (Argon+10% O2)

FT-IR-Spektrum (Argon+15% 0O2)
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