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RAPORTUL STIINTIFIC SI TEHNIC
Titlul proiectului: Eliminarea eficienta a antibioticelor din apa folosind plasma netermica cuplata cu alte procese de oxidare avansata
Partener român: Institutul National pentru Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei, Magurele, Romania (Director de proiect Dr Monica Magureanu)
Partener străin: Groupe de recherches sur l'énergétique des milieux ionisés (GREMI) Orléans, Franta (Responsabil proiect Prof. Dunpin Hong)
Durata proiectului bilateral: 18 luni

Obiectivele generale urmărite: Obiectivul proiectului este dezvoltarea unei metode eficiente de degradare a poluantilor farmaceutici din apa (in special antibiotice), bazata pe plasma netermica, cuplata cu alte procese de oxidare avansata, in particular ozonizarea si cataliza heterogena. Proiectul isi propune sa valideze aceste tehnici de tratament al apei la nivel de laborator si sa evalueze eficienta acestora, atat din punct de vedere al costurilor energetice, cat si in ceea ce priveste mineralizarea antibioticelor investigate (degradarea completa la CO2 si H2O). 
Obiectivele stiintifice specifice: 

· Caracterizarea descarcarii electrice 
· Determinarea ratei de eliminare a antibioticelor din apa prin tratare cu plasma si optimizarea conditiilor experimentale
· Masurarea concentratiei de ozon din gazul efluent si efectul parametrilor experimentali asupra generarii ozonului in plasma

· Determinarea ratei de eliminare a antibioticelor din apa ca urmare a tratarii solutiilor in sistemul plasma-ozonizare
· Determinarea gradului de mineralizare prin masuratori de carbon organic total

· Determinarea eficientei energetice a procesului de tratare a apei contaminate
Descrierea ştiinţifică şi tehnică:
Context: Poluantii farmaceutici sunt priviti cu mare ingrijorare datorita efectelor toxice asupra organismelor acvatice si terestre, precum si a potentialelor efecte asupra sanatatii populatiei, avand in vedere in special biodegradabilitatea scazuta a acestora in statiile de tratare a apelor reziduale observata pentru multi dintre acesti compusi. Antibioticele sunt una dintre cele mai periculoase clase de compusi farmaceutici din punct de vedere al contaminarii apei. Folosirea lor pe scara larga in medicina umana si veterinara conduce la introducerea continua a acestor compusi chimici in mediu si explica bioacumularea si caracterul pseudo-persistent al acestora. In plus, antibioticele pot produce rezistenta bacteriana, cauzand dificultati serioase in tratamentul diferitelor patologii.

Tratarea cu plasma a solutiilor continand antibiotice: Tehnicile conventionale de tratare a apei s-au dovedit relativ ineficiente cu privire la eliminarea antibioticelor, in special in cazul compusilor ce prezinta toxicitate ridicata fata de microorganismele folosite in sisteme biologice de tratare. In consecinta, cercetarile s-au concentrat din ce in ce mai mult pe metode alternative de eliminare a acestora, asa-numitele procedee de oxidare avansata (AOPs), cum sunt ozonizarea catalitica, procesele Fenton si foto-Fenton, fotocataliza, plasma netemica etc. Plasma netermica genereaza o larga varietate de specii oxidante, ce include radicali ·OH, iar ca avantaj comparativ cu alte AOP, plasma produce oxidantii in-situ, fara sa fie necesara introducerea de aditivi din surse externe. Cercetarea actuala este focalizata pe cresterea mineralizarii si imbunatatirea eficientei de degradare a antibioticelor prin combinarea tratamentului cu plasma cu ozonizarea si cataliza heterogena. 
Dispozitivul experimental 

Reactorul de plasma: 
Experimentele au fost realizate folosind o descarcare corona pulsata deasupra apei, la presiune atmosferica si temperatura camerei. Gazul de lucru (oxigen sau aer) este introdus in reactorul de plasma cu un debit de 300 mL/min. Reactorul de plasma (Fig. 1a) este o incinta paralelipipedica ce contine electrodul de masa din aluminiu plasat in interiorul vasului pe partea sa inferioara si electrodul de tensiune inalta, ce consta intr-o retea de 20 fire de cupru (100 m diametru, 6 mm distanta intre fire vecine) plasat deasupra solutiei. Distanta intre fire electrodul de masa este de aproximativ 10 mm iar inaltimea stratului de solutie este de 5 mm, astfel incat spatial de descarcare este in jur de 5 mm. Descarcarea este filamentara, este initiata pe fire si se propaga spre suprafata lichidului.
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	Fig. 1. (a) – Dispozitivul experimental folosit pentru degradarea cu plasma a antibioticelor. Valva este pe pozitia V1 pentru experimentele numai cu plasma si pe pozitia V2 pentru cele de plasma-ozonizare

(b) Circuit electric bazat pe condensator (C = 6 nF); (c) Circuit electric bazat pe linie de formare (C = 1.5 nF), HV – sursa de tensiune continua, SG – comutator, Z –reactor de plasma


Circuitul electric

Pulsurile de tensiune inalta au fost generate folosind doua circuite electrice: 

(1) Folosind un condensator de 6 nF sau 2 nF incarcat la tensiune inalta, care se descarca ulterior cu ajutorul unui comutator cu tiristor (Behlke HTS 240-800-SCR) triggerat printr-un generator de pulsuri de frecventa variabila (ThurlbyThandar Instruments (TTI) TGP-110, 10 MHz) – Fig. 2(b). 

(2) Folosind un cablu coaxial de 10 m sau 5 m lungime si un comutator de tip spark-gap operat in auto-strapungere – Fig. 2(c). 

In toate experimentele au fost folosite pulsuri de polaritate negativa, cu amplitudinea tensiunii de 17-18 kV. In majoritatea experimentelor frecventa pulsurilor a fost 25 Hz, cu o exceptie unde circuitul bazat pe linia de formare a fost folosit la 125 Hz si care va fi detaliata in sectiunea dedicata rezultatelor.

Tensiunea si curentul de descarcare au fost masurate folosind sonde (Tektronix P6015 – pentru tensiune, Tektronix TCP0150 – pentru curent) si au fost monitorizate cu ajutorul unui osciloscop digital (Tektronix DPO 2024). Energia pe puls a fost determinata prin integrarea produsului curent–tensiune pe durata pulsului. Puterea medie disipata in descarcare a fost calculata inmultind energia pe puls cu frecventa. 

Configuratiile de tratare a solutiilor

Solutia de tratat (volum total 330 mL) este circulata continuu intre reactorul de plasma si rezervorul de solutie (reactorul de ozonizare) cu o pompa peristaltica cu debitul de 160 mL/min. Majoritatea experimentelor au fost efectuate numai cu plasma (valva pe pozitia V1), astfel incat gazul efluent din descarcare este extras imediat dupa reactorul de plasma. Pentru comparatie, unul dintre experimente a fost realizat in configuratia plasma-ozonizare (valva pe pozitia V2), cu gazul efluent barbotat prin solutia continuta in reactorul de ozonizare.

Analiza solutiilor

Pentru aceste studii au fost selectate cateva antibiotice, pe baza a diferite criterii, cum ar fi utilizarea/consumul, frecventa de detectie in mediu, biodegradabilitatea, toxicitatea, solubilitatea in apa etc. Antibioticele selectate fac parte din diverse clase: amoxicilina (b-lactam), ciprofloxacina (chinolone), sulfametoxazol (sulfonamide), trimetoprim, doxiciclina (tetracicline). In continuare vor fi prezentate in detaliu rezultatele obtinute cu amoxicilina.

Solutiile continand antibioticele investigate au fost preparate in apa distilata in majoritatea experimentelor. Pentru comparatie, cateva experimente au fost efectuate in apa de robinet, iar aceasta informatie va fi mentionata la momentul respectiv. Conductivitatea solutiei a fost ajustata la nivelul dorit cu Na2SO4. Au fost selectate doua valori ale conductivitatii: 200 S/cm si 500 S/cm. Valoarea initiala a pH-ului solutiei de amoxicilina este 6.5. De asemenea, au fost efectuate experimente la pH acid, ajustat la 3.6 cu H2SO4 si la pH bazic, ajustat la pH 10 cu NaOH. 

Degradarea amoxicilinei a fost evaluata prin cromatografie de lichid (HPLC), folosind un sistem Rigol L-3000 echipat cu o coloana de faza inversa C18 (250 x 4,6 mm, dimensiune particula 5 m). Faza mobila consta in acetonitril (7%) si apa cu 0.1 % acid formic (93%), la debit de 2 mL/min. Temperatura cuptorului a fost setata la 27 oC. Cuantificarea amoxicilinei s-a facut folosind un detector cu arie de diode (DAD) setat la lungimea de unda 210 nm. Spectrul UV-Vis a fost inregistrat intre 210 si 410 nm.

Rezultate

Caracteristicile electrice ale descarcarii

Pulsurile de tensiune si curent folosite in experimente sunt ilustrate in Fig. 3 pentru solutiile de amoxicilina (100 mg/L) de conductivitate initiala 500 S/cm si pH 6.5. Dupa cum s-a mentionat anterior, amplitudinea tensiunii a fost stabilita la 17-18 kV.
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Fig. 3. Pulsurile de tensiune si curent obtinute cu circuitul bazat pe condensatorul de 6 nF (stanga) 

si cu circuitul bazat pe linia de formare de 10 m (dreapta) 

(concentratia initiala de amoxicilina in solutie 100 mg/L, conductivitate initiala 500 S/cm, pH initial 6.5)

Pulsurile de tensiune obtinute prin descarcarea condensatorului au o forma tipica (Fig. 3(a)), un timp de crestere de aproximativ 55 ns (determinata de caracteristicile comutatorului) si o durata la jumatatea inaltimii (FWHM) de aproximativ 300 ns (influentata de conductivitatea solutiei). Amplitudinea pulsurilor de curent este de 325 A. Puterea instantanee (I × V) pe parcursul pulsului de descarcare atinge 4 MW. Energia pe puls, obtinuta prin integrarea puterii instantanee pe intreaga durata a pulsului, a fost de 1.1 J. Rata de repetitie a pulsurilor in aceste experimente a fost 25 Hz, deci puterea medie disipata in descarcare a fost 27.5 W.  

Pulsurile obtinute folosind linia de formare bazata pe cablul coaxial au formele prezentate in Fig. 3(b). Timpul de crestere a pulsurilor de tensiune este de 13.5 ns iar durata (FWHM) este 106 ns. Largimea pulsului depinde lungimea cablului, fiind egala cu dublul timpului necesar undei sa calatoreasca de-a lungul cablului. Astfel, pentru un cablu de 10 m, largimea pulsului este de aproximativ 100 ns, independenta de conductivitatea solutiei. Amplitudinea curentului a fost 155 A. Valorile calculate din formele de unda ale curentului si tensiunii sunt: puterea instantanee 2.3 MW, energia pe puls 207 mJ si puterea medie 5.2 W.

Influenta duratei pulsului asupra degradarii amoxicilinei

Fig. 4 prezinta rezultatele obtinute pentru durate de puls de 106 si 300 ns cu privire la degradarea amoxicilinei (concentratie initiala 100 mg/L) din solutii apoase de conductivitate 500 S/cm si pH 6.5. Experimentele au fost efectuate pentru o rata de repetitie a pulsurilor de 25 Hz. 
Concentratia de amoxicilina din solutiile expuse la plasma scade exponential cu timpul de tratare (Fig. 4(a)). Dupa 60 min de tratare, s-a obtinut 73% degradare a antibioticului folosind pulsurile mai scurte, in timp ce pentru pulsurile de 300 ns eliminarea a fost de 89%. Degradarea mai rapida obtinuta cu pulsurile mai lungi este datorata valorii mai ridicate a puterii introduse in descarcare, 27 W, comparativ cu numai 5-6 W pentru descarcarea operata cu pulsurile de 106 ns. O comparatie mai potrivita este ilustrata in Fig. 4(b), unde datele sunt reprezentate in functie de inputul energetic, definit ca energia totala introdusa in plasma pe parcursul tratarii apei (adica puterea medie inmultita cu timpul de tratare). Se observa clar ca pulsurile mai scurte sunt mai eficiente pentru degradarea contaminantilor, avand in vedere ca in cazul pulsurilor de 106 ns se obtin aceleasi valori ale eliminarii cu un input energetic mai redus.
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Fig. 4. Degradarea amoxicilinei (concentratia initiala 100 mg/L) pentru durate de puls de 106 si 300 ns 

in functie de: (a) – timpul de tratare; (b) – inputul energetic. 

(conductivitatea initiala a solutiei 500 S/cm, pH initial 6.5)

In scopul compararii rezultatelor pentru aceeasi putere medie, s-a efectuat o serie de experimente cu pulsurile scurte la frecventa mai ridicata. Astfel, puterea disipata in descarcare este 27 W in ambele cazuri, cu pulsuri de 106 ns la 115 Hz si pulsuri de 300 ns la 25 Hz. Rezultatele privind degradarea amoxicilinei sunt prezentate in Fig. 5.
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Fig. 5. Degradarea amoxicilinei (concentratie initiala 100 mg/L) pentru largimi de puls de 106 si 300 ns, la aceeasi putere medie (27 W) obtinute prin varierea frecventei pulsurilor (25 Hz / 115 Hz).

(a) concentratia in functie de timpul de tratare; (b) reprezentare logaritmica in functie de inputul energetic. (conductivitatea initiala a solutiei 500 S/cm, pH initial 6.5)

Folosirea pulsurilor mai scurte cu rata de repetitie mai ridicata s-a dovedit benefica pentru eliminarea cu plasma a antibioticelor din apa, conducand la degradarea mai rapida a compusilor (Fig. 5(a)). Intreaga cantitate initiala de amoxicilina a fost eliminata dupa 60 min tratare in plasma. Reprezentarea logaritmica a datelor (Fig. 5(b)) ilustreaza o comportare neliniara in cazul pulsurilor de descarcare mai scurte, in particular accelerarea degradarii pentru timpi de tratare lungi.

Eficienta metodei de tratament poate fi evaluata calculand randamentul energetic, prin definitie egal cu cantitatea de poluant distrus pe unitate de energie introdusa in proces. O comparatie intre datele prezentate pana acum din punct de vedere al eficientei este ilustrata in Fig. 6, pentru concentratia initiala de amoxicilina 100 mg/L, conductivitatea initiala 500 mS/cm si pH-ul initial 6.5. Pulsurile de 300 ns au eficienta cea mai scazuta: la 50% conversie, randamentul energetic a fost 1.9 g/kWh. Operarea descarcarii la aceeasi putere, dar cu pulsuri mai scurte (106 ns) la frecventa mai ridicata conduce la imbunatatirea eficientei, in acest caz randamentul energetic yield pentru degradare de 50% fiind 3.4 g/kWh. Acest efect este legat de formarea speciilor reactive de oxigen (ROS) in plasma si se coreleaza cu caracteristicile plasmei si cu mecanismele de generare si consum ale acestor ROS. 
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	Fig. 6. Randamentul energetic pentru degradarea in plasma a amoxicilinei din apa in functie de rata de eliminare. Comparatie intre diferite largimi ale pulsurilor de descarcare.

Operarea descarcarii la putere scazuta cu pulsuri scurte la frecventa joasa pare a fi cea mai eficienta metoda de degradare. Pentru 50% eliminare a amoxicilinei randamentul energetic a fost de 5.3 g/kWh, aproape de trei ori mai mare fata de valoarea obtinuta cu pulsurile mai lungi. Totusi, eficienta superioara este contrabalansata de degradarea mai lenta: adupa cum s-a mentionat anterior, numai 73% din amoxicilina initiala a fost eliminate dupa 60 min de tratare la putere redusa.


Influenta conductivitatii solutiei

Datele obtinute pentru pulsurile de 106 ns la frecventa de 25 Hz si conductivitatea initiala a solutiei de 500 S/cm sunt comparate cu rezultatele obtinute in solutii de 200 S/cm pentru a ilustra efectul conductivitatii solutiei asupra degradarii (Fig. 7). Datele sunt reprezentate in functie de inputul energetic pentru a tine seama de usoarele diferente ale puterii de descarcare intre diferite experimente (5.7–5.9 W). Pentru o mai buna vizualizare a comportarii degradarii este inclusa de asemenea reprezentarea logaritmica (Fig. 7(b)).

Pentru conductivitatea mai scazuta se observa eliminarea mai rapida a compusului tinta. Dupa 60 min de tratare cu plasma 88% din cantitatea initiala de amoxicilina din solutia de 200 S/cm s-a degradat, comparativ cu 73% in cazul conductivitatii mai ridicate. 
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Fig. 7.  Degradarea amoxicilinei (concentratie initiala 100 mg/L) in functie de inputul energetic pentru conductivitati ale solutiei de 200 si 500 S/cm (pH initial 6.5, largime de puls 106 ns, frecventa 25 Hz)

Conductivitatea mai ridicata a solutiei (concentratie de Na2SO4 mai mare) poate afecta degradarea oxidativa a poluantului investigat prin: (i) diminuarea solubilitatii amoxicilinei in solutia apoasa; (ii) interactia mai eficienta a ionilor sulfat cu radicalii hidroxil. Anionii sulfat sunt in competitie cu moleculele poluantului organic pentru radicalii hidroxil:

HO‧ + SO42− → SO4−‧ + OH−
Totusi, radicalul anion sulfat rezultat este o specie puternic oxidanta. In degradarea amoxicilinei, SO4−· are o rata de reactie (2.9 ‧109 – 3.9 ‧109 M-1s-1) comparabila cu cea a radicallilor OH· (3.9 ‧ 109 – 6.9 ‧ 109 M-1s-1). S-a observat de asemenea o usoara crestere a conductivitatii solutiei pe parcursul tratamentului cu plasma, aceasta atingand 521 S/cm si respectiv 245 S/cm, la sfarsitul celor 60 min de expunere la plasma.

Influenta pH-ului solutiei asupra degradarii amoxicilinei

Efectul pH-ului solutiei a fost de asemenea investigat: pe langa rezultatele mentionate anterior, obtinute pentru pH 6.5, degradarea amoxicilinei a fost studiata si in solutii de pH 3.6 si 10. Datele plotate in functie de inputul energetic, impreuna cu reprezentarea lor logaritmica sunt ilustrate in Fig. 8.

pH-ul solutiei scade pe parcursul tratamentului cu plasma datorita formarii unor produsi de degradare acizi. Pentru solutia de pH initial 6.5, valoarea finala a pH-ului dupa 60 min de expunere la plasma a fost de 4.54. Pentru solutia bazica, pH-ul a scazut la 6.73. In contrast, solutia acida prezinta o usoara crestere a pH-ului ca rezultat al expunerii la plasma, valoarea finala fiind 4.02.
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Fig. 8.  Degradarea amoxicilinei (concentratie initiala 100 mg/L) in functie de inputul energetic pentru valori ale pH-ului solutiei de 3.6, 6.5, 10 (conductivitate initiala 500 S/cm, largime de puls 106 ns, frecventa 25 Hz)

Se observa ca degradarea compusului studiat este usor mai rapida in solutia acida comparativ cu solutia de pH 6.5. In cazul solutiei bazice, eliminarea poluantului este considerabil mai ridicata. Dupa 60 min tratare cu plasma, 94.3% din amoxicilina initiala a fost eliminata din solutia cu pH initial 10, comparativ cu 73% degradare in solutia de pH 6.5. Cauza principala a imbunatatirii degradarii contaminatului pentru pH bazic ar putea fi legata de rata superioara de descompunere a peroxidului de hidrogen si a ozonului, cu formare de radicali hidroxil, mult mai reactivi. Solubilitatea mai ridicata a amoxicilinei la pH bazic (constante de disociere: pK1 = 2.7 and pK2 = 7.2 – 7.4) poate avea de asemenea o contributie la cresterea ratei de degradare.

Comparatie intre apa distilata si apa de robinet

Apa de robinet reprezinta un model foarte folositor in vederea aplicarii tratamentului cu plasma la apele reziduale si la purificarea apei potabile. Astfel a aparut necesitatea unei comparatii intre datele mentionate anterior, obtinute cu apa distilata si rezultatele obtinute pentru solutii preparate in apa de robinet (Fig. 9). Conductivitatea apei de robinet a fost 306 S/cm iar pH-ul 7.75. Prin aditia amoxicilinei pH-ul solutiei devine 6.84, in timp ce conductivitatea a fost ajustata la 500 S/cm cu Na2SO4. Dupa 60 min tratare in plasma valoarea finala a pH-ului a fost 7.35 si s-a observat o usoara crestere a conductivitatii pana la 517 S/cm. Carbonatii prezenti in apa de robinet au efect de tampon pentru solutie, astfel incat pH-ul nu scade pe parcursul tratamentului cu plasma datorita formarii acizilor.
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Fig. 9. Degradarea amoxicilinei (100 mg/L) in solutii preparate in apa distilata si in apa de robinet in functie de inputul energetic (conductivitate initiala 500 mS/cm, largime de puls 106 ns, frecventa 25 Hz)

Cu toate ca sarurile carbonat din apa de robinet reactioneaza cu radicalii ·OH ceea ce ar trebui sa influenteze negativ degradarea compusilor organici, eliminarea amoxicilinei a fost in realitate mai rapida comparatic cu apa distilata. Dupa 60 min de tratare in plasma gradul de degradare a amoxicilinei din apa de robinet a atins 88.2%, fata de numai 73% in cazul apei distilate. Acest rezultat poate fi explicat prin efectul de tampon al bicarbonatului, care pare sa fie dominant, contrabalansand efectele adverse datorate caracterului de scavenger de ·OH. In mod evident, aceasta concluzie reprezinta un avantaj in directia posibilei aplicari in decontaminarea apei.

Influenta atmosferei gazoase

S-a realizat o comparatie intre experimentele efectuate cu plasma generata in oxigen si in aer in ceea ce priveste degradarea amoxicilinei, iar rezultatele sunt prezentate in Fig. 10. 

Diminuarea pH-ului in cazul plasmei produse in aer este mai importanta decat in solutia tratata in oxigen: valoarea finala a pH-ului solutiei (dupa 60 min tratare in plasma) a fost 3.71 pentru aer, fata de 4.54 pentru oxigen. Acest efect este datorat acumularii de acid azotic si azotos in solutie, ca rezultat al dizolvarii oxizilor de azot generati in plasma in aer.

Influenta atmosferei gazoase asupra eliminarii antibioticului studiat este destul de redusa in conditiile experimentale investigate: 77.8% degradare in aer comparativ cu 73% in oxigen dupa 60 min de tratare in plasma. Aceasta nu reprezinta o diferenta semnificativa, deci se poate spune ca ambele gaze au produs rezultate similare. Insa, din punct de vedere al aplicarii practice a metodei in decontaminarea apei, aceasta concluzie este foarte importanta, avand in vedere diferenta de costuri intre aer si oxigen.
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Fig. 10. Degradarea amoxicilinei (concentratie initiala 100 mg/L) in plasma generata in aer si oxigen in functie de inputul energetic (apa distilata, conductivitate initiala 500 S/cm, pH initial 6.5, largime de puls 106 ns, frecventa 25 Hz)

Comparatie intre tratamentul cu plasma si plasma-ozonizare

In continuare, a fost testat sistemul plasma-ozonizare, care se bazeaza pe reciclarea gazului efluent provenit din plasma (Fig. 1a, cu valva pe pozitia V2). Acesta contine ozon in concentratii ridicate si a fost barbotat prin solutia de tratat. Astfel, ozonul care nu reactioneaza cu poluantii in reactorul de plasma (datorita capacitatii relativ reduse de penetrare in lichid) poate fi utilizat eficient si poate juca un rol important in eliminarea compusilor investigati. Ozonul poate contribui la degradare atat prin reactii directe cu moleculele de antibiotic, avand in vedere transferul de masa mai eficient in reactorul de ozonizare, datorat barbotarii, cat si indirect, prin formare de radicali ·OH in reactii cu peroxidul de hidrogen generat in plasma si acumulat in solutie (procesul peroxon).
Concentratia de O3 produs in plasma in faza gazoasa a fost masurata in diverse conditii experimentale. Un parametru important care influenteaza generarea O3 este largimea pulsurilor de tensiune aplicata pe descarcare. Efectul acesteia (in domeniul 54-380 ns) este prezentat in Fig. 11. Evolutia tipica a concentratiei de O3 pe parcursul experimentelor (Fig. 11(a)) este caracterizata de o crestere relativ lenta, urmata de un platou si, dupa intreruperea descarcarii, o scadere, de asemenea lenta. Timpul de crestere si cel de scadere sunt evident influentate de debitul gazului si de distanta pana la detector. Pentru experimente scurte (5 min in Fig. 11(a)) platoul nu este atins. Prin integrare, se calculeaza aria de sub curbele cO3(t), care furnizeaza cantitatea totala de ozon produs in plasma pe durata experimentului (Fig. 11(b)). Aceasta creste liniar cu timpul de operare a plasmei, iar reducerea duratei pulsului are un efect pozitiv, conducand la cantitati de O3 mai ridicate. Avand in vedere tendinta observata in Fig. 11(b), se poate presupune ca o scadere a duratei pulsului sub 50 ns va conduce la concentratii de O3 mai mici si ca maximum a fost atins pentru pulsuri de tensiune de 50-100 ns. Toate aceste experimente au fost efectuate pentru aceeasi frecventa a pulsurilor (25 Hz), deci puterea disipata in descarcare este semnificativ mai mare pentru pulsurile lungi (29 W – 380 ns) comparativ cu cele scurte (2 W – 54 ns).
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Fig. 11. Formarea de O3 in faza gazoasa: (a) – evolutia temporala a concentratiei de O3 pe durata experimentelor; 
(b) – Cantitatea totala de O3 generat in plasma pentru diferite durate de puls in domeniul 54-380 ns
Din punct de vedere al eficientei de generare de ozon, aceasta este superioara cu peste un ordin de marime in cazul pulsurilor scurte: 36 g/kWh (54 ns) comparativ cu ~ 2g/kW (380 ns). Pentru a explica eficienta mai ridicata a pulsurilor scurte, trebuie luate in considerare doua aspecte: cresterea temperaturii pe parcursul pulsului de descarcare si cresterea concentratiei de vapori de apa. Temperatura mai ridicata conduce, pe de o parte, la o generare mai lenta a ozonului, datorita reducerii constantei de viteza a reactiei de formare O + O2 (+M) ( O3 (+M), dependenta de temperatura (k = 6.0 × 10−34 (T/300)−2.8 cm3 molecule-1 s-1) si, pe de alta parte, la descompunerea accelerata a O3 in reactii cu O, ·OH, HO2, ale caror constante de viteza cresc cu temperatura. Cu cat durata pulsului este mai lunga, cu atat cresterea de temperatura este mai pronuntata, ceea ce conduce la scaderea productiei de ozon. In plus, evaporarea apei (datorata incalzirii locale la contactul micro‑descarcarilor cu lichidul) conduce la cresterea concentratiei de vapori si, implicit la formarea de ·OH si HO2. Acestea au un rol important in descompunerea ozonului prin reactiile: ·OH + O3 ( HO2 + O2 si HO2 + O3 ( ·OH + 2O2. Astfel, reducerea eficientei de producere a ozonului observata in cazul pulsurilor lungi poate fi explicata tinand seama de de cresterea temperaturii gazului si a concentratiei de vapori de apa pe durata pulsurilor de descarcare.

Eliminarea antibioticelor si mineralizarea au fost investigate in sistemul plasma-ozonizare in diverse conditii experimentale, iar rezultatele pentru amoxicilina sunt prezentate in Fig. 12 comparativ cu valorile obtinute in etapa anterioara a proiectului, fara reciclarea gazului.
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Fig. 12. (a) – Variatia relativa a concentratiei de amoxicilina in functie de timpul de tratare; (b) – variatia relativa a carbonului organic total (TOC) in functie de timpul de tratare, pentru experimente efectuate in sistemul plasma‑ozonizare si in plasma, fara reciclarea gazului (conditii experimentale: concentratia initiala de amoxicilina 100 mg/L, apa de robinet, durata pulsului 108 ns, frecventa 25 Hz)

Se observa clar accelerarea considerabila a procesului de degradare in cazul reciclarii gazului efluent de la plasma. In experimentele efectuate numai cu plasma, eliminarea antibioticului atinge 95% dupa 60 minute de tratare, in timp ce in sistemul plasma-ozonizare se elimina 90% din compus in doar 5 minute (Fig. 12(a)). Mineralizarea este de asemenea semnificativ imbunatatita in sistemul plasma-ozonizare (Fig. 12(b)), demonstrand potentialul acestei metode de tratare. Referitor la eficienta procesului de degradare, a fost calculate un randament energetic de 35.6 g/kWh pentru plasma-ozonizare, comparativ cu 5.3 g/kWh in cazul plasmei. 

De asemenea, in a doua etapa a proiectului a fost efectuat un studiu cuprinzator de literatura si a fost elaborat un articol de review (in colaborare cu GREMI) care discuta in detaliu rezultatele publicate pana acum referitoare la degradarea cu plasma a antibioticelor din apa. Articolul contine o sectiune ce ilustreaza pe scurt prezenta acestor compusi in mediu, sursele si nivelul de contaminare a apei. Este un fapt general acceptat ca industria farmaceutica, apa reziduala din spitale si alte institutii de sanatate, apa uzata municipala, precum si folosirea pe scara larga a antibioticelor in zootehnie reprezinta surse importante de poluare, de unde acesti compusi ajung in ape de suprafata si de adancime, si chiar si in apa potabila si pot fi de asemenea continute in diverse legume irigate cu apa tratata necorespunzator. Pentru fiecare tip de apa sunt alese cateva exemple, astfel creandu-se o imagine de ansamblu, desi nu exhaustiva, asupra concentratiilor de antibiotice prezente in mediu. Pe langa potentialul toxic al acestor contaminanti pentru un numar de specii acvatice si terestre, este cunoscut riscul ca bacteriile, expuse in mod repetat la concentratii neletale de antibiotice, sa se adapteze, dezvoltand astfel rezistenta. Au fost investigate si sunt descrise pe scurt cele mai importante mecanisme de rezistenta antimicrobiana si modalitatile de raspandire a acesteia.
Partea principala a articolului prezinta rezultatele obtinute folosind plasma netermica in ceea ce priveste degradarea diverselor antibiotice. Tratarea cu plasma a apei ce contine acesti compusi este studiata la nivel mondial de aproximativ 10 ani. In aceasta perioada au fost efectuate cercetari experimentale pe un numar mare de antibiotice, apartinand diferitelor clase: compusii de tip -lactam amoxicilina, ampicilina si ceftriaxona, sulfonamidele sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametoxazol si sulfametazina, fluorochinolonele ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina, ofloxacina, flumechina si levofloxacina, tetraciclinele oxitetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina si tetraciclina si alti cativa compusi, cum sunt lincomicina, trimetoprimul si cloramfenicolul. In majoritatea studiilor au fost utilizate descarcari electrice in contact cu apa. Speciile reactive formate in plasma pot fi transferate din gaz in faza lichida sau pot fi implicate in reactii chimice la suprafata lichidului. Descarcarile cu bariera dielectrica (DBD) au fost folosite frecvent, atat in geometrii foarte simple plan paralele, cu solutia de tratat plasata intr-un vas situat intre cei doi electrozi, cat si in configuratii mai elaborate unde numai un film subtire de lichid este in contact cu plasma, pentru a asigura un raport suprafata-volum cat mai mare, avand in vedere adancimea redusa de penetrare a speciilor active in lichid. Descarcarile corona au fost de asemenea testate adesea in literatura, de obicei generate deasupra lichidului in geometrie varf-plan sau fir-plan, solutia de tratat reprezentand electrodul de masa. Alte configuratii corona des utilizate sunt cele unde plasma este generata in bule de gaz, in interiorul lichidului, sau solutia trece prin zona de plasma sub forma de picaturi, in ambele cazuri scopul fiind de a creste suprafata de contact intre plasma si lichid, implicit eficienta tratamentului. O alta abordare ce are ca rezultat imbunatatirea considerabila a eficientei de degradare a poluantilor este reciclarea gazului efluent de la plasma, care contine o cantitate insemnata de ozon. Astfel, acesta poate fi reutilizat atat in reactii directe cu moleculele de antibiotic, cat si indirect, datorita formarii de radicali hidroxil, foarte reactivi, prin procesul peroxon cu peroxidul de hidrogen generat de asemenea in plasma. O crestere considerabila a eficientei de degradare se obtine de asemenea prin cuplarea plasmei cu cataliza. 
In general, procesul de degradare este caracterizat de cativa parametri esentiali: rata de eliminare a contaminantului, mineralizarea si eficienta / randamentul energetic. Acestia sunt analizati in detaliu, in corelatie cu parametrii experimentali. Unul dintre factorii cheie ce influenteaza degradarea antibioticelor in plasma este inputul energetic sau puterea disipata in plasma. Evident, cresterea puterii conduce la formarea de specii active in concentratii mai ridicate si astfel la o degradare mai rapida a antibioticelor investigate. In ceea ce priveste influenta puterii asupra randamentului energetic, opiniile sunt impartite. Multe dintre datele publicate indica un efect nefavorabil al cresterii inputului energetic asupra eficientei procesului de tratare. Totusi, exista cativa autori care sustin contrariul, valorile obtinute de ei pentru randamentul energetic fiind similare sau uneori chiar mai bune la cresterea puterii disipate in plasma.
Alti factori importanti care afecteaza procesul de tratare cu plasma a antibioticelor se refera la compozitia si proprietatile lichidului, incluzand concentratia initiala a contaminantului, prezenta diferitilor aditivi si pH-ul solutiei. In majoritatea articolelor publicate pe acest subiect, concentratiile initiale de antibiotic se incadreaza intre cateva mg/L si sute de mg/L. Cu toate ca aceste valori sunt cu multe ordine de marime mai ridicate decat concentratiile detectate in mediu si de asemenea mai mari fata de concentratiile tipice din ape reziduale, ele sunt preferate pentru a evita complicatiile legate de analiza probelor foarte diluate si pentru a permite urmarirea poluantului parinte si a produsilor sai de degradare pe o scala temporala masurabila. In general, degradarea compusilor organici pe parcursul tratarii cu plasma respecta o cinetica de ordinul intai in acest domeniu de concentratii. S-a constatat ca rata de eliminare a antibioticelor este puternic afectata de concentratia initiala a acestora, si anume este cu atat mai lenta cu cat concentratia este mai ridicata. O tendinta similara se manifesta si in cazul mineralizarii. Pentru explicarea acestei comportari trebuie avuta in vedere complexitatea mediului creat la interactia intre plasma si lichidul tratat. Speciile active generate in plasma degradeaza treptat contaminantul initial, conducand la formarea unei varietati de produsi intermediari de reactie. In consecinta, pe langa reactiile intre speciile oxidante si compusul parinte, au loc de asemenea reactii cu acesti intermediari, rezultand astfel o competitie intre reactantul initial si produsii sai de degradare. Cu cat concentratia de antibiotic creste, cu atat competitia este mai puternica, datorita concentratiilor mai ridicate de produsi intermediari, ceea ce cauzeaza degradarea mai lenta a antibioticului. In ciuda constantei de rata de reactie mai scazute, cantitatea totala de antibiotic eliminata in plasma este mai mare pentru concentratii initiale mai ridicate, ceea ce se explica prin cresterea probabilitatii de reactie. Astfel, eficienta procesului de tratare cu plasma este mai buna pentru solutii concentrate, intarind concluzia ca apa reziduala contaminata trebuie tratata cat mai aproape de sursa de poluare.
pH-ul solutiei are de asemenea un efect semnificativ asupra degradarii poluantilor in plasma, si in general prin orice proces de oxidare avansata. Exista numeroase moduri in care pH-ul poate influenta degradarea compusilor organici, acesta fiind probabil motivul principal pentru care datele raportate in literatura par oarecum contradictorii. Astfel, in functie de producerea si distributia speciilor active, precum si de structura moleculara a compusului chimic, s-a constatat ca degradarea antibioticelor este favorizata in mediu acid sau in mediu bazic. Totusi, pare necesara continuarea cercetarilor pentru a elucida efectul pH-ului asupra eficientei tratarii in plasma.
Aditia unor oxidanti poate promova descompunerea compusilor investigati, crescand astfel eficienta procesului. O alegere evidenta este peroxidul de hidrogen, care, pe de o parte, poate participa in reactii de oxidare, desi lente, iar pe de alta parte, poate fi descompus in diverse reactii, cu formare de radicali ·OH foarte reactivi. Intr-adevar, rezultatele raportate in literatura demonstreaza ca aditia de H2O2 conduce la accelararea degradarii antibioticelor. Alti oxidanti testati in diverse studii sunt peroxidul de calciu si persulfatul, ambele producand cresteri considerabile ale ratei de eliminare a diverselor antibiotice.
In cazul de fata, cand plasma este generata in faza gazoasa, compozitia gazului este un factor critic pentru procesele chimice ce au loc in plasma. Natura gazului afecteaza generarea speciilor reactive in plasma si influenteaza puternic degradarea moleculelor tinta. Cele mai multe studii privind eliminarea antibioticelor in plasma au fost efectuate folosind aer ca gaz de lucru, insa exista cateva care compara diferite gaze, cel mai frecvent aer, oxigen, azot si combinatii de O2 si N2 in diverse proportii. Concluzia acestor investigatii este unanima: cea mai rapida decontaminare are loc in O2, urmat de aer, iar in N2 degradarea este mult mai lenta. Debitul gazului influenteaza degradarea intr-o masura mai mica. A fost sugerata existenta unui debit optim, corelat pe de o parte cu productia de specii reactive in plasma si pe de alta parte cu timpul de rezidenta al acestora in contact cu lichidul si probabilitatea de transfer intre gaz si lichid.
Combinatia intre plasma si cataliza a fost investigata in numeroase studii, datorita potentialului de accelerare a eliminarii antibioticelor si a mineralizarii. Una dintre sectiunile articolului analizeaza in detaliu rezultatele obtinute in aceste studii. Au fost folositi frecvent fotocatalizatori (TiO2, WO3, Ag3PO4 etc) si, desi potentialul plasmei de a activa fotocatalizatorii reprezinta un subiect controversat, datorita luminozitatii reduse a acestor descarcari, au fost raportate cresteri importante atat ale ratei de degradare, cat si ale mineralizarii comparativ cu valorile obtinute in plasma, in absenta catalizatorilor. Rezultate promitatoare au fost realizate de asemenea prin cuplarea plasmei cu catalizatori pe baza de fier, datorita procesului Fenton ce consta in descompunerea H2O2 generat in plasma, cu formare de radicali ·OH. A treia categorie de catalizatori utilizata in combinatie cu plasma pentru degradarea antibioticelor este cea pe baza de oxid de mangan, cunoscut pentru descompunerea ozonului, de asemenea cu generare de radicali ·OH. Desi accelerarea degradarii este considerabila si in acest caz, imbunatatirea mineralizarii este mai modesta.
Un alt capitol foarte cuprinzator al articolului este dedicat mecanismului de degradare cu plasma a antibioticelor din apa. Deoarece formarea de specii oxidante in descarcari electrice in contact cu lichid a fost deseori analizata in detaliu, nu am insistat pe acest subiect, ci am preferat sa ne concentram atentia pe rolul diferitelor specii active in degradare. Astfel, aditia asa-numitilor scavengeri de radicali (compusi ce reactioneaza preferential cu anumite specii reactive, consumandu-le selectiv) poate furniza informatii importante referitoare la contributia speciilor cu timp de viata scurt la procesul de degradare. Scavenger-ii de ·OH (izopropanol, acid salicilic, fenol, carbonat / bicarbonat de sodiu etc) inhiba puternic degradarea, demonstrand rolul esential al acestor radicali in mecanismul de descompunere al antibioticelor. S-a constatat ca si alte specii active generate in plasma (1O2, ·O2−, etc) contribuie de asemenea semnificativ la degradare. Reactiile post-descarcare (ce conduc la eliminarea compusilor tinta dupa intreruperea descarcarii electrice) pun in evidenta implicarea specilor active cu timp de viata lung in procesul de degradare. Unii autori sugereaza ca procesul peroxon este responsabil de continuarea reactiilor chimice in solutia expusa la plasma mult timp dupa incetarea actiunii directe a descarcarii. Procesul proxon implica doua specii relativ stabile generate in plasma, ozonul si peroxidul de hidrogen, care pot persista in solutie o perioada de timp, iar reactia dintre ele duce la formarea de radicali ·OH. Totusi, reactiile post-descarcare sunt foarte lente comparativ cu degradarea in plasma a moleculelor de antibiotic, ceea ce ilustreaza contributia mult mai redusa a speciilor cu timp de viata lung in distrugerea poluantilor.
Identificarea produsilor intermediari de degradare ai antibioticelor este extrem de importanta atat din punct de vedere fundamental, in investigarea cailor de degradare si a mecanismului de reactie, cat si din punct de vedere aplicativ, in scopul eficientizarii acestei metode si evaluarii toxicitatii solutiei tratate. Multe dintre studiile publicate pana acum trateaza acest subiect, iar review-ul nostru grupeaza rezultatele acestor cercetari pe clasele principale de compusi, construind scheme de degradare generale. Un astfel de exemplu este ilustrat in Fig. 13 pentru sulfonamide. Desi se remarca diversitatea cailor de degradare si a produsilor intermediari, se observa totusi o tendinta comuna pentru compusii aceleiasi clase.
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Fig. 13. Principalele cai de degradare in plasma a antibioticelor din clasa sulfonamidelor (adaptata din Kim et al., Chem. Eng. J. 271 (2015) 31–42; Li et al., Chem. Eng. J. 395 (2020) 125091; Rong and Sun, J. Chem. Technol. Biotechnol. 89 (2014) 1351–1359; Rong et al., Chinese Chem. Lett. 25 (2014) 187–192])
Sectiunea finala a articolului prezinta rezultatele referitoare la toxicitatea solutiilor de antibiotic tratate cu plasma, precum si potentialul acestora de a genera rezistenta antimicrobiana. Din pacate, literatura este destul saraca in astfel de studii, iar cele cateva care exista se refera numai la antibiotice din clasa chinolonelor.

          In general, s-a observat o comportare fluctuanta a toxicitatii solutiilor tratate in plasma (Fig. 14), ce prezinta o scadere initiala, asociata cu eliminarea rapida a compusului parinte, urmata de o crestere atribuita formarii unor produsi intermediari cu potential toxic si in final din nou o scadere a toxicitatii, de aceasta data relativ lenta, ce reflecta degradarea intermediarilor pe masura ce gradul de mineralizare creste. Totusi, nu poate fi exclusa toxicitatea cauzata de eventuala prezenta in solutie a speciilor cu timp de viata lung generate in plasma, dar nu exista pentru comparatie teste efectuate cu apa tratata in plasma, care sa confirme sau sa infirme aceasta ipoteza. Sunt necesare de asemenea studii care sa ateste capacitatea plasmei de a elimina posibilitatea ca solutiile tratate sa genereze rezistenta antimicrobiana.
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	Fig. 14. Evolutia temporala a inhibitiei luminescentei V. fischeri si a gradului de mineralizare pentru solutii de norfloxacina tratate cu plasma (adaptare dupa [Xu et al., Sep. Purif. Technol. 230 (2020) 115862]).


De asemenea, in aceasta etapa a proiectului au fost initiate de catre partenerul francez, in colaborare cu INFLPR, studii de dinamica moleculara dedicate determinarii principalilor pasi de reactie ai radicalilor •OH cu diversi compusi farmaceutici (paracetamol, sulfametoxazol, amoxicilina). Simularile considera un raport de 1:10 intre moleculele de poluant si radicalii •OH, o presupunere rezonabila, in acord cu date publicate in literatura, precum si o rampa de temperatura, care simuleaza o sursa locala de energie ce conduce la depasirea barierelor energetice de disociere. Aceasta tehnica poate este utila pentru intelegerea mecanismelor de degradare in plasma a poluantilor din apa. De asemenea, se pot face previziuni asupra produsilor de degradare, ceea ce este extrem de util din punct de vedere practic pentru evitarea aparitiei unor compusi chimici periculosi pe parcursul degradarii contaminantilor. O parte dintre produsii intermediari obtinuti in degradarea sulfametoxazolului cu sistemul plasma-ozonizare, analizati prin LC-MS, pot fi previzionati prin aceste simulari de dinamica moleculara.
Participarea si atributiile cercetatorilor romani in cadrul proiectului

Dr. M. Nistor si Dr. D. Dobrin au avut atributii stiintifice legate in principal de caracterizarea electrica a descarcarii: masuratori de tensiune si curent de descarcare in diverse conditii experimentale, folosind diverse sisteme de generare de pulsuri, calculul energiei si puterii etc.

Dr. C. Bradu si Drd. F. Bilea au avut ca principala sarcina caracterizarea chimica a solutiilor tratate cu plasma: masuratori de pH si conductivitate, analiza cromatografica, identificarea produsilor de degradare, analiza de carbon organic total etc. Trebuie mentionat ca F. Bilea si-a inceput in 2019 studiile de doctorat in domeniul chimiei analitice, pe o tema legata de degradarea in plasma a amestecurilor de compusi farmaceutici, deci foarte apropiata de obiectivele proiectului.

Dr. M. Magureanu a supervizat activitatea echipei de cercetare si a participat la toate activitatile experimentale.

Vizite de lucru efectuate pe parcursul proiectului
Dr. Monica Magureanu si Dr. Corina Bradu au facut o vizita la GREMI in perioada 20-26 octombrie 2019. Ele au vizitat laboratoarele diferitelor grupuri de cercetare de la GREMI si au discutat principalele subiecte de interes. De asemenea, fiecare dintre ele a prezentat cate un seminar (a se vedea tabelul de indicatori sintetici de realizare a proiectului). In aceasta perioada a fost organizata de asemenea prima sedinta a proiectului in cadrul careia s-au stabilit in detaliu activitatile stiintifice si organizatorice viitoare. 

Dr. Hervé Rabat si Dr. Olivier Aubry au vizitat INFLPR si centrul de cercetare PROTMED din Universitatea Bucuresti (Research Center for Environmental Protection and Waste Management) in perioada 10-15 noiembrie 2019. In timpul acestei vizite fiecare dintre ei a prezentat cate un seminar (a se vedea tabelul de indicatori sintetici de realizare a proiectului).

Din nefericire, situatia sanitara datorata pandemiei de coronavirus din 2020 a impiedicat efectuarea de vizite de lucru intre parteneri, in special stagiile de cercetare ale doctoranzilor Florin Bilea si Noussaiba Korichi, care erau programate pentru acest an. In consecinta, in 2020, colaborarea intre parteneri s-a desfasurat exclusiv on-line.
Prelungirea proiectului in 2021 a reprezentat un mare beneficiu; pe langa publicarea a trei articole stiintifice rezultate din aceasta colaborare, au avut loc vizite de cercetare reciproce. Doctoranda din echipa franceza, Tian Tian, a efectuat un stagiu de cercetare la INFLPR in perioada 09.08-04.09.2021. In cadrul stagiului a fost urmarita degradarea unor compusi organici din apa in plasma descarcarii corona generata in oxigen si in aer, precum si formarea unor specii active cu timp de viata lung. De asemenea, s-au efectuat masuratori spectroscopice pe plasma netermica produsa in aer. Prof. Dunpin Hong a facut o vizita la INFLPR in perioada 29.08-04.09.2021 si a sustinut un seminar intitulat „Broadband absorption measurement of transient plasmas - Development of a compact radiation source” pe 30.08.2021. Au avut loc discutii privind rezultatele obtinute, modalitatile de valorificare a acestora si posibilitatile de continuare a colaborarii dupa finalizarea proiectului. Dr. Corina Bradu a efectuat o vizita la GREMI in perioada 12-19.10.2021 si a sustinut seminarul „RONS generated in non-thermal plasma in contact with liquid”. Doctorandul din echipa romana, Florin Bilea, a efectuat un stagiu de cercetare la GREMI in perioada 10-30.10.2021. Deoarece acest stagiu fusese initial planificat pentru primul an al proiectului, cheltuielile de deplasare au fost sustinute dintr-un alt proiect. In cadrul stagiului a fost investigata degradarea antibioticelor amoxicilina si sulfametoxazol din apa cu ajutorul descarcarii cu bariera de dielectric folosite la GREMI. Rezultatele obtinute vor fi comparate cu cele obtinute in sistemul plasma-ozonizare utilizat in INFLPR si vor face subiectul unui articol.
Posibilităţi de valorificare economică a rezultatelor obţinute:
Se estimeaza ca in viitor cercetarile pe aceasta directie vor continua, urmarindu-se dezvoltarea unui sistem de tratare a apei, ce combina toate cele trei procese de oxidare investigate: plasma, ozonizarea si cataliza. Intr-un astfel de sistem se ia in considerare tratamentul apei reziduale provenite din spitale, ce contine cantitati mari de compusi farmaceutici apartinand diverselor clase terapeutice. Ambii parteneri vor cauta oportunitati de colaborare prin proiecte bilaterale sau europene. 
INFLPR intentioneaza sa extinda cercetarile legate de degradarea cu plasma a antibioticelor spre studiul utilizarii plasmei pentru contracararea rezistentei antimicrobiene, prin eliminarea bacteriilor rezistente la antibiotice si ADN-ului extracelular, ca purtatori ai genelor de rezistenta. O propunere de proiect PED in aceasta directie a fost depusa in competitia 2021.

Dr. Monica Magureanu
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