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Tl'tulo: Sistema y método para generar liquido activado por plasma, y uso de dicho liquido activado
por plasma

@Resumen:

Sistema y método para generar liquido activado por
plasma, y uso de dicho liquido activado por plasma.
La presente invencion se refiere a un sistema para
generar liquido activado por plasma (LAP), que
comprende un generador de plasma (1) en el que se
introduce un flujo de gas (2) para generar un flujo de
gas activado por plasma (4), un reactor (6) dispuesto
para contener un liquido (7), un difusor de burbujas
(10), comprendiendo el reactor (6) una entrada de
liquido (9), una salida de liquido (19) para la salida de
liquido activado por plasma (18) a partir del reactor (6)
y una salida de gas (13) para la salida de gas (17)
tras su reaccién con el liquido (7) dentro del reactor
(6). La presente invencion también se refiere a un
método para generar liquido activado por plasma y su
uso.
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DESCRIPCION

Sistema y método para generar liquido activado por plasma, y uso de dicho liquido

activado por plasma

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de la produccién de liquidos activados por
plasma, tales como agua activada por plasma. Estos liquidos activados por plasma
encuentran uso, por ejemplo, aunque no de manera limitativa, como liquidos

desinfectantes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El plasma es el cuarto estado de la materia. Estd compuesto por iones positivos vy
negativos, electrones, atomos excitados y neutros, radicales libres, moléculas en los
estados fundamental y excitado y fotones UV. El plasma puede clasificarse en plasma
térmico (caliente) y plasma no térmico (frio) segun el equilibrio termodinamico de
temperatura de sus constituyentes. La temperatura del plasma frio nunca supera una
temperatura de 100 °C. Algunas de las fuentes de plasma no térmicas ampliamente
utilizadas, por ejemplo, para aplicaciones alimentarias, son las descargas de barrera

dieléctrica (DBD), los chorros de plasma y las descargas de corona.

La presente invencioén se refiere al campo del tratamiento de liquidos mediante tecnologia
de plasma, un area de creciente interés cientifico e industrial debido a su notable
versatilidad y eficacia. Esta tecnologia innovadora aprovecha las propiedades Unicas de la
interaccion plasma-liquido para inducir cambios fisicos y quimicos en medios liquidos,
ofreciendo soluciones avanzadas a una amplia gama de desafios en multiples sectores. La
tecnologia de plasma puede aplicarse, por ejemplo, en el ambito del tratamiento de aguas
y efluentes en el que demuestra un potencial significativo para la purificacion y
descontaminacion. En el sector biomédico, esta tecnologia encuentra aplicacion para la
esterilizacion de instrumentos y fluidos médicos, asi como para el tratamiento de heridas y
la desinfeccion de tejidos biologicos. Ademas, la produccion de liquidos activados por
plasma abre nuevas vias para terapias innovadoras, incluyendo tratamientos contra el

cancer, representando un avance significativo en la medicina moderna. Por otro lado, en la
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industria alimentaria, el tratamiento con plasma ofrece métodos novedosos para la
descontaminacion de alimentos tanto sélidos como liquidos y superficies en contacto con
los alimentos, contribuyendo a la extensién de la vida util de productos perecederos.
Asimismo, permite la modificacion controlada de propiedades organolépticas y
nutricionales de bebidas, abriendo nuevas posibilidades en el desarrollo de productos
alimenticios. Otro sector de aplicacion importante para la tecnologia de plasma consiste en
la sintesis y modificacién de materiales, en las que facilita la produccién de nanoparticulas
metalicas y 0xidos en suspension, asi como la sintesis de nanoestructuras de carbono en
medios liquidos. La funcionalizacion de superficies en contacto con liquidos amplia el
espectro de aplicaciones, desde la mejora de propiedades de mojabilidad hasta la creacion
de superficies con funcionalidades especificas. Por su parte, en el ambito de la catélisis y
la quimica verde, el tratamiento de liquidos con plasma demuestra un potencial
considerable para la activacién de reacciones quimicas en fase liquida, la sintesis de
compuestos organicos de alto valor y la mejora de la eficiencia de procesos cataliticos.
Esto no sélo contribuye al avance de la guimica sostenible, sino que también ofrece nuevas
rutas para la produccion de compuestos de interés industrial y farmacéutico. El sector
agricola y medioambiental también se benefician de esta tecnologia a través del
tratamiento de agua de riego y soluciones nutritivas, la estimulacién del crecimiento de
plantas mediante liquidos activados por plasma, y la descontaminacién de suelos y aguas
subterraneas. Estas aplicaciones prometen mejorar la productividad agricola y contribuir a
la conservacion del medio ambiente. Por ultimo, la industria textil y de materiales también
se benefician de la tecnologia de plasma, que ofrece soluciones para el tratamiento de
efluentes de tintoreria, la modificacion de propiedades superficiales de fibras y tejidos, y la
funcionalizacion de materiales poliméricos en fase liquida. Esto no sélo mejora la eficiencia
de los procesos industriales, sino que también permite el desarrollo de materiales textiles
y otros materiales con propiedades avanzadas (Plasma-liquid interactions: a review and

roadmap. P. J. Bruggeman et al., Plasma Sources Sci. Technol. 25 (2016) 053002).

A partir de la técnica anterior se conoce el uso de plasma para el tratamiento de liquidos
con el fin de generar liquidos activados por plasma (LAP), por ejemplo, agua activada por
plasma (AAP). Esta tecnologia de generacion de liquidos activados por plasma puede
aplicarse a cualquiera de los sectores anteriormente descritos, entre otros. Los documentos
CN115154626, CN114656077 y ES2869598, entre otros, dan a conocer algunos sistemas
y métodos para la generacion de AAP conocidos en la técnica anterior. Sin embargo, los

sistemas y métodos conocidos presentan una serie de inconvenientes, tales como un
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rendimiento insuficiente o un coste elevado, que hacen que su implementacion a nivel

industrial no esté optimizada.

Por tanto, sigue existiendo en la técnica la necesidad de un sistema y método alternativos
para la generacién de liquido activado por plasma que permitan producir una solucién con

un alto nivel desinfectante, que presente un alto rendimiento, asi como un coste reducido.

SUMARIO DE LA INVENCION

Para resolver los problemas mencionados de la técnica anterior, el presente documento da
a conocer, en un primer aspecto, un sistema para generar liquido activado por plasma
(LAP) tal como se describe en la reivindicacion independiente 1 adjunta. En concreto, el
sistema para generar liquido activado por plasma (LAP), tal como agua activada por plasma
(AAP), segun el primer aspecto de la presente invencién comprende:

- un generador de plasma en el que se introduce un flujo de gas para generar un flujo
de gas activado por plasma;

- un conducto que conecta el generador de plasma con un reactor;

- unos medios antirretorno dispuestos en el conducto para que el liquido del reactor no
retroceda hasta el generador de plasma cuando se aumente la presién en el interior
de dicho reactor;

- un reactor dispuesto para contener un liquido;

- undifusor de burbujas dispuesto en una entrada de gas al reactor a partir del conducto,
para producir burbujas de gas activado por plasma dentro del liquido;

comprendiendo el reactor:

- una entrada de liquido que puede taparse para la introduccion de liquido en el reactor;

- una salida de liquido para la salida de liquido activado por plasma del reactor; y

- una salida de gas para la salida de gas tras su reaccion con el liquido dentro del

reactor.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un método para generar liquido
activado por plasma (LAP) segun la reivindicacién independiente 9 adjunta. En concreto,
el método para generar liquido activado por plasma (LAP), tal como agua activada por
plasma (AAP), segun el segundo aspecto de la invencion comprende:

- introducir un volumen deseado de liquido a tratar en un reactor;

- introducir un flujo de gas deseado en un generador de plasma,;
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- activar el generador de plasma para generar un flujo de gas activado por plasma;
- burbujear el gas activado por plasma en el liquido contenido en el reactor para producir
liquido activado por plasma; y

- evacuar el liquido activado por plasma.

Segun un tercer aspecto de la presente invencién, se da a conocer un uso de un liquido
activado por plasma (LAP), tal como el agua activada por plasma (AAP), tal como se
describe en la reivindicacién independiente 16, producido mediante el sistema segun el
primer aspecto de la invenciébn o mediante el método segun el segundo aspecto de la

invenciéon, como desinfectante.

Las reivindicaciones dependientes adjuntas se refieren a realizaciones preferidas de la

presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La presente invencion se entenderd mejor con referencia a los siguientes dibujos que
ilustran una realizacion preferida de la invencién, proporcionada a modo de ejemplo, y que

no debe interpretarse como limitativa de la invencién de ninguna manera.

La figura 1 muestra de manera esquematica el sistema de generacion de liquido activado

por plasma (LAP) segun la realizacion preferida de la presente invencion.

La figura 2 muestra cromatogramas de los productos de la reaccién del fenol con las
especies reactivas OH* (benzoquinona), NO* (4-nitrosofenol) y NO>* (2-nitrofenol)
contenidas en distintas AAP generadas a distintas sobrepresiones (0, 1 y 3 bares) por

encima de la presion atmosférica.

La figura 3 es un gréfico de barras que representa la concentracion en mg/l de los productos
de la reaccion del fenol con las especies reactivas OH* (benzoquinona), NO* (4-
nitrosofenol) y NOx* (2-nitrofenol) contenidas en las distintas AAP generadas a distintas

sobrepresiones (0, 1y 3 bares) por encima de la presion atmosférica.

La figura 4 es un grafico de barras que representa la inactivacion bacteriana (expresada en

base logaritmica 10) producida por distintas AAP generadas a distintas sobrepresiones (O,
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1y 3 bares), por encima de la presion atmosférica, cuando se ponen en contacto con una
solucién contaminada artificialmente con una concentracién de 107 unidades formadoras
de colonias (UFC) de Listeria monocytogenes durante 5, 15, 30 y 60 minutos. Las barras
de error indican la desviacién estandar (ensayo de inactivacion realizado por triplicado).
Las relaciones con asterisco indican que existen diferencias estadisticamente significativas
(* = p<0,05; ** = p<0,001; *** = p<0,0001). Las relaciones que no estan relacionadas con
asterisco indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. La figura 4a
corresponde al ensayo de inactivacion realizado justo después de generar las AAP y la
figura 4b corresponde al ensayo de inactivacion con las AAP almacenadas durante 24
horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas o componentes. Ademas, la palabra
“‘comprende” incluye el caso “consiste en”.

A lo largo del presente documento, los términos “liquido activado por plasma”, “liquido
tratado por plasma”, “LAP” y “LTP” se usan de manera intercambiable y se refieren a
cualquier liquido que se ha sometido a un tratamiento con plasma.

Los términos “agua activada por plasma”, “agua tratada por plasma”, “AAP” y “ATP” se
usan de manera intercambiable a lo largo del presente documento y se refieren a un
ejemplo especifico del término “liquido activado por plasma” en el que el liquido es agua.
Tal como entenderan los expertos en la técnica, se pretende que el término “agua activada
por plasma” y similares, cuando se usa a lo largo del presente documento, también incluya
el término “liquido activado por plasma” y similares en otras realizaciones alternativas de
la invencion.

A lo largo del presente documento, los términos “gas activado por plasma”, “gas ionizado
por plasma” y similares se usan de manera intercambiable y se refieren a cualquier flujo de
gas que se ha sometido a un tratamiento con plasma. Asimismo, los términos “aire activado
por plasma”, “aire ionizado por plasma” y similares se usan de manera intercambiable a lo
largo del presente documento y se refieren a un ejemplo especifico del término “gas

activado por plasma” en el que el gas es aire. Tal como entenderan los expertos en la
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técnica, se pretende que el término “aire activado por plasma” y similares, cuando se usa
a lo largo del presente documento, también incluya el término “gas activado por plasma” y

similares en otras realizaciones alternativas de la invencion.

Para los expertos en la técnica, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion. Ademas, la presente invencion cubre todas las posibles

combinaciones de realizaciones aqui indicadas.

Tal como se defini6é anteriormente, la presente invencion se basa en un nuevo sistema para
el tratamiento de liquidos empleando plasma que mejora la eficiencia de los dispositivos
actuales gracias a un aumento de la diluciéon en el liquido de las especies reactivas
funcionales generadas por el plasma. Segun una realizaciéon preferida de la presente
invencion, este aumento de la concentracion de especies reactivas disueltas en el liquido
se obtiene mediante el aumento de la presidn en el reactor de mezclado del gas activado

por plasma y el liquido.

En la realizacién preferida descrita mas adelante en el presente documento, se muestra
cémo este incremento de las especies reactivas disueltas en el agua activada por plasma
(AAP) permite aumentar la capacidad desinfectante de dicho liquido frente a una solucién

contaminada artificialmente con Listeria monocytogenes.

Antes de realizar una descripcion especifica de las realizaciones preferidas de la presente
invencién, se proporcionara una descripcion general de la tecnologia de AAP. Esta
tecnologia presenta numerosas ventajas respecto de los actuales métodos de
desinfeccion. En primer lugar, se trata de una tecnologia de bajo coste, pues Unicamente
consume electricidad y aire para la generacion del plasma en muchos casos y no precisa
de productos quimicos, filtros u otros materiales consumibles. Ademas, segun la técnica
anterior, se genera a presion atmosférica y temperatura ambiente, por lo que no se
requieren instalaciones auxiliares. Por otro lado, se puede aplicar con los actuales sistemas
de lavado de depositos (por ejemplo, lanzas de agua a presion), por lo que se pueden
limpiar e higienizar al mismo tiempo, proporcionando un ahorro de agua, energia y tiempo
de proceso. Por ultimo, es una tecnologia respetuosa con el medio ambiente ya que no se

producen productos quimicos toxicos o de desecho.



10

15

20

25

30

35

ES30651/5A1

Sin embargo, se trata de una tecnologia emergente que aun no se ha estudiado
profundamente ni aplicado a nivel industrial, y los sistemas y métodos conocidos en la
técnica anterior presentan como inconveniente un rendimiento y una eficiencia

relativamente bajos y/o un coste de implementacion relativamente alto.

Los liquidos activados por plasma se generan de manera habitual al poner en contacto una
fuente de plasma con un liquido. Esta interaccién produce una generacion y/o transferencia
de especies quimicas reactivas al liquido. Las soluciones activadas por plasma se pueden
utilizar, por ejemplo, con fines desinfectantes en las industrias alimentarias. El liquido
activado por plasma més estudiado es el agua activada por plasma (AAP), y numerosas
publicaciones han demostrado sus efectos antibacterianos (véase, por ejemplo, M.J.
Traylor et al., “Long-term antibacterial efficacy of air plasma-activated water”, J. Phys. D.
Appl. Phys. 44 (2011) 472001).

El AAP presenta una composicion y propiedades fisicoquimicas diferentes a las del agua.
De forma habitual presenta un pH acido, cambios en el potencial redox y conductividad y
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) (A. Mai-Prochnow et
al., “Microbial decontamination of chicken using atmospheric plasma bubbles”, Plasma
Process. Polym. 18 (2020) 202000052).

La capacidad antimicrobiana del AAP se produce mediante varias etapas: [a] fase gaseosa:
formacion de especies reactivas en fase gaseosa por la interaccién de las particulas
cargadas (electrones, neutrones, etc.) y la radiacién ultravioleta con el gas del plasmay la
atmésfera circundante, [b] fase de gas-liquido: dilucién en el agua de las especies quimicas
reactivas generadas en fase gaseosa o las generadas por la interaccion plasma-liquido,
especialmente aquellas que tienen una vida util relativamente larga, como el ozono,
oxigeno atémico u 6éxido nitrico que actian como precursores de otras ROS y RNS, como
el peroxido de hidrégeno, los nitratos o los nitritos y [c] fase liquida: reacciones secundarias
de las especies reactivas de larga vida, originadas, por ejemplo, por la inestabilidad de los
nitritos en medio acido. Estas reacciones ciclicas justifican la presencia durante dias de
especies reactivas citotdxicas de corta vida, por ejemplo, radicales hidroxilo (OH*), nitritos
acidificados (NO*, NO*) y peroxinitritos (O=NOOH).

Algunas de las especies quimicas mas biocidas del AAP (OH*, NO*, NO2* y O=NOOH) se
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generan una vez desactivada la fuente de plasma (ECV, especies reactivas de “corta vida”).
Las ECV pueden producirse durante la generacion del AAP (cuando el plasma se pone en
contacto con la atmdsfera y el agua) pero presentan una vida tan corta (del orden de
milisegundos) que su presencia en el AAP no puede ser consecuencia de su dilucién en el
agua. Las ECV que finalmente se encuentran en el AAP se generan a partir de reacciones
de las especies reactivas de “larga vida”’ (peréxido de hidrégeno, nitratos y nitritos)
producidas en el AAP una vez desactivada la fuente de plasma. Las ECV producto de estas
reacciones secundarias son especies reactivas “transitorias” que poseen propiedades
altamente citotoxicas y provocan una actividad antimicrobiana prolongada del AAP, incluso
varios dias después de la exposiciéon del agua a la descarga de plasma.

Las principales reacciones secundarias se originan debido a que los nitritos no son estables
en condiciones &cidas (pH < 3,5). A continuacion, se presentan los esquemas de las
principales reacciones secundarias que tienen lugar en el AAP. El &cido nitroso (HNO3),
que se encuentra en equilibrio acido-base con los nitritos [a], se descompone en
condiciones &cidas para formar el radical 6xido nitrico (NO*) y el radical di6xido de
nitrogeno (NO2*) a través de la reaccion [b]. El radical di6xido de nitrégeno (NO2*)
experimenta ademas hidrdlisis en medio acuoso para producir ion nitrito (NO2) como
producto final a través de la reaccion [c]. EI NO* y el NO2* también pueden reaccionar con
el oxigeno disuelto para producir iones de nitrito (NO) y nitrato (NO3’) de acuerdo con las
reacciones generales [d] y [€], respectivamente. Los radicales de nitrdgeno NO* y NO2*
formados en estas reacciones secundarias poseen fuertes propiedades citotoxicas y son
probablemente una de las principales causas de los efectos citotoxicos de los nitritos en
condiciones &cidas. Por esta razon, se denominan “nitritos acidificados”. Ademas, en
condiciones acidas, la reaccion de los nitritos (NO2) con el peréxido de hidrogeno (H202)
puede generar peroxinitritos (O=NOOH) segun la reaccién [f]. Los peroxinitritos pueden
reaccionar directamente con los microorganismos o indirectamente mediante su
descomposicion en OH* y NO.>* como indica la reaccion [g]. Esta es una de las vias de

generacion de los radicales hidroxilo (OH*).

NO, + H* <> HNO, [a]
2 HNO, — NO* + NO2* + H,0 [b]
2 NO* + H,0 — NOs + NO; + 2 H* [c]
4 NO* + O, + 2 H,0 — 4 NOy + 4 H [d]
4 NOs* + O + 2 H,0 — 4 NOg + 4 H [e]
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NO, + H,0O, + H — O=NOOH + H,0 [ﬂ
O=NOOH — OH* + NO* [q]

La formacién de nitritos acidificados (NO* y NO2*) y radicales OH* mediante reacciones

secundarias, son la clave de las propiedades biocidas del AAP prolongadas en el tiempo.

Radical hidroxilo (OH¥*)

Los radicales OH* son probablemente las especies reactivas mas importantes producidas
por el tratamiento con plasma de soluciones acuosas. Pueden oxidar de forma no selectiva
la mayoria de los compuestos organicos con los que entran en contacto y, por
recombinacion de radicales, son la principal fuente de peréxido de hidrégeno en los
sistemas de plasma. En relacién con su capacidad biocida, la parte mas afectada por los
radicales OH* es la pared celular externa de los microorganismos, incluida la membrana
celular. La membrana celular, compuesta en gran parte por compuestos organicos como
lipidos, proteinas y polisacaridos, es susceptible al ataque de los radicales OH*. Los lipidos
son las macromoléculas de la membrana celular mas vulnerables a la oxidacion. Las
reacciones de los lipidos con los radicales OH* se producen por la extraccion de H de los
enlaces de carbono insaturados de los &acidos grasos que, en presencia de oxigeno,
provocan la peroxidacién de los lipidos. De manera similar, los radicales OH* pueden dafiar
las proteinas de la membrana mediante la abstraccién de H del carbono a de los enlaces
peptidicos —-CO-NH- entre los amino&cidos de cadena unidos a péptidos. El ataque de los
radicales OH* conduce a la peroxidacién y escision de la columna vertebral de las

proteinas. El efecto combinado de estas afecciones acaba en muerte celular.

Radicales NO* y NO2* (“nitritos acidificados”)

Los nitritos acidificados poseen un importante efecto antimicrobiano contra una amplia
gama de organismos patdgenos, incluyendo virus (como el SARS-CoV-1y SARS-CoV-2),
bacterias y hongos. Algunos de los dafios que producen a los microorganismos son:
oxidacion de las proteinas de las membranas, reaccién con las metaloenzimas, lo que
provoca el consumo del hierro disponible, inactivacion de las enzimas metabdlicas,
afectacion del ADN por dafios oxidativos, peroxidacion de lipidos que dafian las
membranas celulares, etc. Estos dafios multifactoriales dan como resultado severas

disfunciones y, en Ultima instancia, la muerte celular.

10
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A continuacion, se describiran las realizaciones preferidas de la presente invencion.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion, se da a conocer un método para

generar agua activada por plasma (AAP) que comprende:

- introducir un volumen deseado de agua a tratar en un reactor de mezclado;

- introducir un flujo de gas deseado en un generador de plasma para generar el plasma;

- activar el generador de plasma con una potencia establecida para generar un flujo de
gas activado por plasma,;

- burbujear el gas activado por plasma para mezclarlo con el agua contenida en el
reactor de mezclado;

- estrangular la salida del gas activado por plasma (una vez que ha atravesado el agua
contenida en el reactor) con el consiguiente aumento de presion y, segun la ley de
Henry, aumento de la dilucién de las especies reactivas en el agua, bajada del pH,
generacion de reacciones secundarias, etc.;y

- evacuar el agua activada por plasma por la salida del reactor de mezclado.

El agua activada por plasma puede emplearse con algun propésito posterior (desinfeccion
de superficies, curado de alimentos, fomento del crecimiento de semillas, esterilizacion de
material quirdrgico, etc.) o simplemente evacuarse de forma controlada (tratamiento de

aguas y efluentes).

Aunque en la realizacion preferida anteriormente descrita se aplica el método a la
generacion de agua activada por plasma, los expertos en la técnica apreciaran que la
presente invencion no se limita a esto y puede aplicarse a la generacion de cualquier tipo
de liquido activado por plasma (LAP), tales como medio de crecimiento, solucién tampon,

aceite, etc.

Segun una realizacion preferida de la presente invencién, el método de generacion de LAP
se realiza de manera continua y automatizada. El volumen de LAP generado puede
ajustarse facilmente a escala, y permite obtener de manera rapida, sencilla y econémica

altos volumenes de liquido activado por plasma.

Tal como se mencioné anteriormente, las especies reactivas causantes del efecto

desinfectante del AAP pueden encontrarse presentes durante un periodo relativamente
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prolongado, por ejemplo, de varios dias. Por tanto, el método dado a conocer en el presente
documento puede realizarse independientemente del lugar donde se vaya a utilizar el AAP
producida, pudiendo realizarse por un proveedor comercial externo que genere el AAP
requerida. Esta posibilidad es de gran utilidad si existen limitaciones técnicas que impidan
la realizacion del método (es decir, la instalacion del sistema segun la presente invencion)

en la ubicacion donde se vaya a emplear el AAP generada.

La figura 1 adjunta muestra esquematicamente un sistema para generar liquido activado
por plasma (por ejemplo, agua activada por plasma) segun la realizacion preferida de la

presente invencion.

El generador de plasma (1) (en este caso un dispositivo APPJ-DBD, chorro de plasma a
presion atmosférica con descarga de barrera dieléctrica, con una potencia de 700 W) se
alimenta con un flujo de gas (2) (en este caso un flujo de aire de 115 sIm de aire) con el
que se genera un chorro de plasma (3) de unos 15 mm de longitud a la salida del generador

de plasma (1).

De manera preferible, se emplea aire como gas para la produccion de plasma ya que es el
gas que produce mas especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y ademas es el mas

barato.

El flujo de gas mas alla del chorro de plasma (3), cuando éste ya no es visible, se denomina
gas activado por plasma. Este flujo de gas activado por plasma (4) se transporta por el
conducto (5) hasta el reactor (6) (en este caso, un depésito de acero inoxidable de 30 litros
de capacidad que soporta una presion de hasta 10 bares). Este flujo de gas activado por
plasma (4) contiene las moléculas quimicas funcionales que interaccionan con el liquido
(7) contenido en el reactor (6). Este conducto cuenta con unos medios antirretorno (8), en
concreto una valvula antirretorno, para que el liquido (7) del reactor (6) no retroceda hasta
el generador de plasma (1) cuando se aumente la presion en el interior de dicho reactor
(6). El flujo de gas ionizado se introduce preferiblemente en el reactor (6) a través de un
difusor de burbujas (10). En este caso, el un difusor de burbujas (10) consiste en un difusor
flexible de burbujas finas de EPDM, sin embargo, en otras realizaciones puede consistir en

una piedra sinterizada o un disco con pequefios orificios de cualquier material adecuado.

El difusor flexible permite al inflarse una apertura de cientos de pequefios agujeros por los
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que pasa el gas. Para que este difusor funcione, es preciso contar con un minimo de flujo

gas para que se “infle” y “abra” dichos agujeros.

El tamafio pequefio de la burbuja ayuda a la dilucién del gas en el liquido. Cuando la
burbuja sea mas pequefia, se genera mas area de gas expuesta para su dilucion en el
liquido.

Segun la realizacion preferida, se emplea agua destilada como liquido que va a someterse
a tratamiento de activacion por plasma, sin embargo, la invencion no se limita a esto y
puede emplearse cualquier otro liquido que pueda someterse a activacion por plasma, tal
como medio de crecimiento para cultivos celulares, solucion tampén, aceite, etc. El liquido
(7) del reactor (6) (en este caso, 5 litros de agua destilada, aunque con el sistema empleado
en la realizacion preferida segun la presente invencién pueden tratarse hasta 25 litros o
mas) se introduce por una entrada de liquido (9) que puede taparse con tapén. El agua
destilada es util para realizar los ensayos descritos en el presente documento ya que no
cuenta con el efecto biocida del cloro presente en agua de red. Sin embargo, segin una
realizacion preferida adicional de la presente invencién, se usa agua de red como agua de

partida para la produccién de AAP.

El difusor de burbujas (10) esta dispuesto en una entrada de gas al reactor (6) a partir del
conducto (5), y convierte el flujo de gas activado por plasma (4) en burbujas finas (11)
dentro del liquido (7) contenido en el reactor (6). Parte de este gas (junto con las moléculas
generadas por el plasma), se disuelve en el liquido (7) contenido en el reactor (6). El resto
del gas (12), después de pasar por el liquido (7) contenido en el reactor (6), sale por una
salida de gas (13) en la parte superior del reactor (6). Segun la realizacién preferida de la
presente invencion, esta salida de gas (13) cuenta con una valvula (14) (en este caso, una
valvula de estrangulamiento) que, mediante la reduccién del flujo del gas, puede aumentar
la presién del gas y del liquido contenidos en el reactor (6) (indicado mediante las flechas
(15) en la figura 1). Ademas, el reactor (6) cuenta con un indicador de presion (16) para

medir la presion del interior del reactor (6).

Cuando se abre totalmente la valvula (14), no se genera sobrepresion en el interior del
reactor (lectura de 0 bar en el indicador (16)). A medida que se va cerrando la valvula (14)
y se va limitando el flujo de salida, la sobrepresion puede alcanzar los 10 bares (en los

ensayos realizados por los inventores, se alcanzé una sobrepresion en el interior del
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reactor de 3 bares por encima de la presién atmosférica). El flujo de gas (17) que sale del
reactor (6) puede dirigirse opcionalmente hacia un sistema de tratamiento de gases (por
ejemplo, filtros de carbén activo). Una vez que el liquido (7) contenido en el reactor presenta
la concentracion objetivo de moléculas procedentes del gas activado por plasma, puede
denominarse liquido tratado o activado por plasma, LTP o LAP (segun la realizacién
preferida de la presente invencion, agua tratada o activada por plasma, ATP o AAP) (18).
Aungue se emplean los nimeros de referencia (7) y (18), el experto en la técnica entendera
que el liquido (7) y el liquido activado por plasma (18) se encuentran en ambos mezclados
en el reactor (6) durante la realizacién del método de activacion por plasma de la presente
invencién. Al comienzo del método, todo el liquido contenido en el reactor (6) sera liquido
de partida (7), y poco a poco ira activandose por plasma a medida que se burbujea gas
activado por plasma (4) en el reactor (6) hasta que la totalidad o sustancialmente la
totalidad del liquido contenido en el reactor (6) sera liquido activado por plasma (18).

Este liquido activado por plasma (18) se extrae a través de la salida de liquido (19) en la
parte inferior del reactor (6), que cuenta preferiblemente con una valvula (20) que
permanece cerrada durante el método de generacion de AAP. A esta salida de liquido (19)
se le puede conectar, por ejemplo, una pistola de limpieza (no mostrada) que puede
emplearse para limpiar y desinfectar una superficie empleando AAP a presion (la presion

alcanzada en el interior del reactor).

Los parametros empleados para la generacion de AAP segun la realizacion preferida de la

presente invencion son los siguientes:

Gas de plasma Aire

Flujo de gas de plasma (aire) 115 sIm
Potencia de plasma 700 W
Volumen de agua tratada 5 litros

Liquido a tratar Agua destilada
Tiempo de procesamiento 30 min
Presiones alcanzadas en el reactor de mezclado 0,1y 3 bares

La tabla 1 a continuacion muestra la nomenclatura de las tres muestras de AAP producidas
mediante los ensayos descritos en el presente documento y la presién alcanzada en el

reactor de mezclado para la produccion de cada una de dichas muestras:
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Tabla 1
AAP Presion en reactor de mezclado (bares)
AAP-Obar 0
AAP-1bar 1
AAP-3bar 3

En la realizacion preferida de la presente invencion, se muestra como este incremento de
las especies reactivas disueltas en el agua activada por plasma (AAP) permite aumentar la
capacidad desinfectante de dicho liquido frente a una solucion contaminada artificialmente

con Listeria monocytogenes.

Tal como se demuestra en los ejemplos descritos a continuacién en el presente documento,
se determin6 que las caracteristicas fisicoquimicas de un AAP que reduce
significativamente la carga de Listeria monocytogenes son: pH < 3, CE (conductividad
eléctrica) > 1000 uS/cm, ORP (potencial de oxidacién-reducciéon) > 500 mV, NOs; >
180 mg/l y NO2 > 3 mgl/l.

Ejemplos

A continuacion, se describen varios ejemplos de aplicacion tratamiento con un AAP

generada mediante el método dado a conocer en el presente documento.

1) Andlisis para la cuantificacion de las especies reactivas presentes en el AAP:

En primer lugar, se llevé a cabo un ensayo de cuantificacién de las especies reactivas
presentes en una Unica muestra de cada AAP preparada tal como se describid

anteriormente.

La alta reactividad de las especies secundarias mas biocidas presentes en el AAP (OH*,
NO* y NO,*) hace que su deteccidn y cuantificacion, especialmente en la fase liquida, deba
realizarse de manera indirecta. Los principales métodos de deteccion de estas especies
emplean productos quimicos que reaccionan selectivamente con estos radicales para

generar productos relativamente estables que pueden detectarse espectroscopicamente
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por resonancia paramagnética de electrones, fluorimetria o cromatografia de liquidos de

alta resolucién (HPLC).

En este caso, para la deteccién y cuantificacion indirecta de las especies reactivas
presentes en el AAP, se tom6 como referencia el método descrito por Lukes et al.
(“Aqueous-phase chemistry and bactericidal effects from an air discharge plasma in contact
with water: evidence for the formation of peroxynitrite through a pseudo-second-order post-
discharge reaction of H.O, and HNO", Plasma Sources Sci. Technol. 23 (2014) 015019).
Este método se basa en la reaccion entre el fenol (C¢Hs-OH) y los radicales OH*, NO* y
NO_*. Se prepara una solucién de fenol en agua (= 2 x 102M) de la que se toman 5 ml para
mezclarse con 95 ml de AAP y a continuacién se calienta la mezcla a 50 °C durante 24
horas. Posteriormente, se filtra la solucién con un disco filtrante de 0,45 um y se somete a
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC): 20 pl; columna C18; fase movil de 1,0

ml/min usando el siguiente gradiente de elucién:

t, min | Acido acético: 1 % (V/V) | Acetonitrilo

0 90 10
7 60 40
13 90 10

Tiempo total: 16 min; presion: ~ 90 bares a 90/10, ~ 60 bares a 60/40; detector DAD a 260

nm (referencia: 699 nm).

Los productos de reaccion son: benzoquinona (fenol + OH¥*), 4-nitrosofenol (fenol + NO*) y

2-nitrofenol (fenol + NO*).

Los tiempos de retencion son: hidroquinona: ~ 5 min, 4-nitrosofenol: = 5,4 min, fenol: ~

8,2 min y 2-nitrofenol: ~ 11,2 min.

Para la cuantificacion de los productos de reaccion (mg/l) se prepararon las
correspondientes rectas de calibracién a partir de la identificacion de los valores de
absorbancia de soluciones de productos de reaccion de concentraciones conocidas. Los
patrones de benzoquinona y 2-nitrofenol con una pureza > 98 % se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia) y el patron de 4-nitrosofenol con una pureza > 98 % se obtuvo de

TCI (Tokio, Japén). El metanol (> 99,5 %) se adquirié de Scharlab (Sentmenat, Barcelona,
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Espafna).

Se prepararon soluciones madre individuales a una concentracién de 102 M en agua-

metanol (95-5) y se almacenaron en botellas de vidrio a 8 °C.
Las rectas de calibracion se prepararon por dilucion con agua desionizada con las
siguientes concentraciones: benzoquinona 1,35x10° M, 2-nitrofenol 1,60x10* M y 4-

nitrosofenol 2,54x10* M.

Las rectas de calibracion fueron las siguientes:

Compuesto Ecuacién R
Benzoquinona A (MAU)= 0,09 + 6,99x10°c (M) 0,9996
2-Nitrofenol A (mAU)=-0,24 + 1,50x10°c (M) 0,9997
4-Nitrosofenol A (mAU)=-1,00 + 3,78x10°c (M) 0,9997

Se obtuvieron los cromatogramas de las diversas muestras de AAP objeto de estudio (AAP-
Obar, AAP-1bar y AAP-3bar) en las que se identificaron las sefales relativas a los productos
de reaccion con el fenol de las especies reactivas mas importantes en relacion con la
capacidad desinfectante/descontaminante de la AAP: radicales hidroxilo (OH?*;
benzoquinona), nitritos acidificados (NO¥*; 4-nitrosofenol y NO*; 2-nitrofenol) y el propio

fenol (figura 2).

Finalmente, se cuantificaron indirectamente (a partir de los productos de reaccién con el
fenol) cada una de las especies reactivas presentes mediante el método descrito

anteriormente y los resultados se muestran en la figura 3.

En la figura 3 se observa:

e Para AAP-3bar y AAP-1bar, la especie reactiva con mayor concentracion es el NO*
(producto de la mezcla con fenol, 4-nitrosofenol), seguida por el NO>* (2-nitrofenol) y
el OH* (benzoquinona).

e La muestra AAP-3bar posee la mayor concentracion de todas las especies reactivas
biocidas, seguida por AAP-1bar y AAP-Obar.
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2) Ensayos relativos a la inactivacién de una solucion bacteriana:

Andlisis de la inactivacion microbiana del AAP

Se realiz6 una solucién bacteriana de 102 UFC/mI. Posteriormente, a 4,5 ml de cada AAP
y al agua destilada (siendo ésta el control de crecimiento bacteriano) se le afiadieron 0,5
ml de solucién bacteriana con el fin de realizar una dilucion 1/10 y poner en contacto el
AAP con 10" UFC/ml de Listeria monocytogenes. Cada ensayo se realiz6 por triplicado en
dias diferentes.

Una vez transcurridos los tiempos de contacto AAP/bacteria (5, 15, 30 y 60 minutos en
todos los casos), se procedio a realizar diluciones seriadas (1/10) en agua destilada de
cada una de las muestras. A continuacion, se sembraron 5 pl de cada muestra en placa de

BHI agar para proceder a su incubacién a 37 °C durante 24 h.

Finalmente, se llevé a cabo el recuento microbiano mediante el conteo de colonias crecidas
de Listeria monocytogenes tras las 24 h de incubacién, expresando la poblacion bacteriana

en unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml).

Resultados obtenidos

Para analizar la efectividad de las AAP una vez generadas (tiempo de almacenamiento),
se analizaron las mismas AAP nada mas generarse (figura 4a) y pasadas 24 horas (figura
4b).

En la figura 4a se observa lo siguiente:

e Los tratamientos con todas las AAP obtienen una inactivacion total (7 log) con tiempos
de contacto AAP/bacteria de 30 y 60 minutos.

e Para 15 minutos de contacto, el Unico tratamiento que alcanza la inactivacion total es
la muestra AAP-3bar, siendo este tratamiento casi 3 log mayor que AAP-1bar y casi 5
log que AAP-Obar. Las diferencias de inactivacién entre las distintas AAP son
estadisticamente significativas en todos los casos y evidencian que, a mayor presion
en el reactor de mezclado, mayor inactivacién bacteriana.

e Para 5 minutos de contacto AAP/bacteria, no existen diferencias de inactivacion

estadisticamente significativas.
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En la figura 4b se observa lo siguiente:

e Los resultados de inactivacion de las muestras después de 24 horas de
almacenamiento (a temperatura ambiente) siguen siendo relevantes, aunque
ligeramente inferiores para algunas muestras y tiempos de contacto.

¢ Los tratamientos con todas las AAP obtienen una inactivacion total (7 log) con tiempos
de contacto AAP/bacteria de 60 minutos.

e Para 30 minutos de contacto, el Unico tratamiento que alcanza la inactivacion total es
la muestra AAP-3bar, siendo este tratamiento 3,5 log mayor que AAP-1bar y casi 4,5
log que AAP-Obar. Las diferencias de inactivacién entre las distintas AAP son
estadisticamente significativas en todos los casos y, al igual que en los resultados
expuestos en la figura 4a, evidencian que, a mayor presion en el reactor de mezclado,
mayor inactivacion bacteriana.

e Para 15 minutos de contacto AAP/bacteria, la muestra AAP-3bar alcanza una
inactivacion de 1 log mayor que la muestra AAP-Obar, siendo esta diferencia de

inactivacion estadisticamente significativa.

Tal como se observa a partir de los resultados anteriores, el mejor de los tratamientos
realizados es aquel cuya presion en el reactor de mezclado es mayor, es decir, AAP-3bar.
Es importante resaltar que la mayor inactivacion bacteriana obtenida con la muestra AAP-
3bar se ha obtenido sin ningun coste adicional, pues lo Unico que se hizo fue estrangular
la salida del gas ionizado en el reactor de mezclado. Es decir, esta mayor inactivacion no
ha supuesto ningun gasto energético extra. Se ha empleado la misma potencia de plasma
y mismo tiempo de tratamiento (para el mismo volumen de agua) que los empleados para

la generacién de las muestras AAP-Obar y AAP-1bar.

A partir de los resultados obtenidos en este ejemplo es posible afirmar que a mayor presion
en el reactor de mezclado (gas ionizado/liquido), mayor concentracion de especies
reactivas biocidas presentes en la AAP (figuras 2 y 3), y por lo tanto, mayor capacidad de

inactivacion de las AAP (figura 4).

Sin embargo, la elecciébn de una u otra de las AAP dadas a conocer en el presente
documento, todas las cuales se encuentran dentro del alcance de proteccion de las
reivindicaciones adjuntas, dependera de las preferencias y restricciones técnicas de la

aplicacion especifica en la que vaya a aplicarse el método de tratamiento dado a conocer
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en el presente documento.

Para determinar los valores de pH, CE (conductividad eléctrica), ORP (potencial de
oxidacién-reduccion) y la concentracibn de NOz y NO;, se han utilizado técnicas

ampliamente conocidas en la técnica.

Por tanto, la realizacién preferida el sistema y método dados a conocer en la presente
invencidn, se refiere al uso del AAP generada como agente desinfectante.

Tal como puede apreciarse a partir de las ensefianzas proporcionadas anteriormente en el
presente documento, la presente invencion aporta diversas ventajas con respecto a la
técnica anterior, tales como:

a. Mejora, sin costes adicionales, de la eficiencia de los tratamientos de liquidos
empleando plasma pues el incremento de presion (una de las caracteristicas
principales de la presente invencién) se obtiene simplemente estrangulando el gas
ionizado en su salida del reactor de mezclado.

b. Generacién de un gran volumen por unidad de tiempo, mucho mas que la mayoria de
los dispositivos conocidos en la técnica anterior. Este hecho es de vital importancia
para la aplicacion industrial del nuevo dispositivo.

c. La generacion de un liquido presurizado permite la limpieza a presiéon empleando un
liquido desinfectante (agua activada por plasma, AAP).

d. La efectividad desinfectante (y presumiblemente la concentracion de especies
reactivas biocidas disueltas en el liquido tratado) permanece en el tiempo con una leve
disminucion de su efectividad.

e. Eldispositivo y método son facilmente escalables y se pueden automatizar totalmente.

En el presente documento se han dado a conocer diversas realizaciones del dispositivo y
del método de la presente invencién. Sin embargo, el experto en la técnica entendera
facilmente que las caracteristicas dadas a conocer en realizaciones de método pueden

aplicarse igualmente a realizaciones de dispositivo y viceversa.

Aungue se ha descrito la invencion con referencia a una realizacion preferida de la misma,
el experto en la técnica entenderd que pueden aplicarse modificaciones y variaciones a
dicha realizacion sin por ello salir del alcance de proteccion definido por las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Sistema para generar liquido activado por plasma (LAP), que comprende:

- un generador de plasma (1) en el que se introduce un flujo de gas (2) para generar
un flujo de gas activado por plasma (4);

- un conducto (5) que conecta el generador de plasma (1) con un reactor (6);

- unos medios antirretorno (8) dispuestos en el conducto (5);

- un reactor (6) dispuesto para contener un liquido (7);

- un difusor de burbujas (10) dispuesto en una entrada de gas al reactor (6) a partir
del conducto (5), para producir burbujas de gas activado por plasma (4) dentro del
liquido (7);

comprendiendo el reactor (6):

- una entrada de liquido (9) para la introduccion de liquido (7) en el reactor (6);

- una salida de liquido (19) para la salida de liquido activado por plasma (18) a partir
del reactor (6); y

- una salida de gas (13) para la salida de gas (17) tras su reaccién con el liquido (7)

dentro del reactor (6).

Sistema segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende ademas una
valvula (14) en la salida de gas (13) para reducir el flujo de gas (17) que sale del reactor

(6), aumentando de ese modo la presion en el reactor (6).

Sistema segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la valvula (14) es una valvula

de estrangulamiento.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3, caracterizado porque
comprende ademas un indicador de presién (16) para indicar la presion en el interior

del reactor (6).

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado porque la valvula
(14) permite aumentar la presion en el reactor (6) entre 0 y 10 bar por encima de la

presion atmosférica, preferiblemente entre 0y 4 bar.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el

difusor de burbujas (10) es un difusor flexible de burbujas finas de EPDM.

Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el

liquido (7) empleado es agua.
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Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el

gas (2) empleado es aire.

Método para generar liquido activado por plasma (LAP), que comprende:

- introducir un volumen deseado de liquido a tratar en un reactor;

- introducir un flujo de gas deseado en un generador de plasma;

- activar el generador de plasma para generar un flujo de gas activado por plasma;

- burbujear el gas activado por plasma en el liquido contenido en el reactor para
producir liquido activado por plasma; y

- evacuar el liguido activado por plasma.

Método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque comprende ademas la etapa
de aumentar la presion en el reactor mientras se burbujea el gas activado por plasma

en el reactor.

Método segun la reivindicacion 10, caracterizado porque la etapa de aumentar la
presion en el reactor comprende aumentar la presion entre 0 y 10 bar por encima de

la presion atmosférica, preferiblemente entre 0 y 4 bar.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11, caracterizado porgue
comprende ademas mantener el reactor a presién después de burbujear el gas

activado por plasma en el reactor a presion aumentada.

Método segun la reivindicacién 12, caracterizado porque se mantiene el reactor a
presion durante al menos 1 hora después de burbujear el gas activado por plasma en

el reactor a presion aumentada.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado porque el

liquido introducido en el reactor es agua.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizado porque el gas

introducido en el generador de plasma es aire.
Uso de liquido activado por plasma (LAP) producido mediante el sistema segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o mediante el método segun cualquiera de las

reivindicaciones 9 a 15, como desinfectante.
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[a] Tiempo transcurrido entre la generacion de la AAP y la
puesta en contacto con la bacteria: 0 horas

kkk
: *% ’ k% :
7 - —
=)
= i
g s
= i
o)
.g 3.
= i
3
e 17
= | _ =
AAP-Obar AAP-1bar AAP-3bar

[I5min  []15min [ 30min [l 60min

[b] Tiempo transcurrido entre la generacion de la AAP y la
puesta en contacto con la bacteria: 24 horas
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