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RESUMEN

Las contaminaciones microbianas son un grave problema cada vez mas extendido no solo en el &mbito médico, sino también
en la industria alimentaria. Se requiere la bisqueda de nuevas tecnologias capaces de acabar con dichos microorganismos,
pero sin producir dafios en los productos tratados, como es el caso de alimentos y materiales termosensibles. Por ello, una
tecnologia con una elevada temperatura o que modifique las propiedades nutricionales o sensoriales de los productos
alimentarios no es adecuada. En este sentido, esta tesis doctoral estudia la aplicacién de Plasma Atmosférico Frio (PAF) tanto
para la inactivacién de microorganismos del &mbito médico y alimentario como para la descomposicién de moléculas quimicas
procedentes de la industria enoldgica. Por un lado, se ha investigado el poder antimicrobiano de la aplicacién directa de PAF
sobre mascarillas y barricas de vino. Por otro, se ha analizado el Agua Activada por Plasma (PAW) como método indirecto de
aplicacion de PAF frente a microorganismos y moléculas quimicas, todos ellos procedentes del sector alimentario y, mas
concretamente, relacionados con el vino. Las mascarillas son un aliado fundamental a la hora de prevenir la propagacion de
enfermedades y evitar contraer infecciones. Su utilizacion se increment6 tras la pandemia de la COVID-19 y, como
consecuencia, las reacciones cutaneas como enrojecimiento, picor 0 maskné (mask + acné) se intensificaron. Debe tenerse
en cuenta que las condiciones de temperatura humedad o CO2 que se dan en la atmdsfera entre la mascarilla y la piel son
ideales para la proliferacion bacteriana. Asi, en el primer articulo de esta tesis se ha estudiado la efectividad del PAF en la
inactivacion de bacterias patdgenas inoculadas en mascarillas KN95 y FFP2 con el fin de permitir su reutilizacion segura y
evitar la contaminacién ambiental a la hora de su desechado. Los resultados sugirieron que el gas utilizado, la potencia o el
tiempo de tratamiento deben ser considerados para determinar el grado de inactivacion bacteriana. Asi, a mayores tiempos y
potencias de tratamiento se obtuvieron mayores inactivaciones. En cuanto al mejor proceso, el uso de plasma de nitrégeno,
300 W de potenciay 1,5 min de tratamiento fueron los pardmetros de plasma dptimos para la inactivacion total de las bacterias.
Ademas, el estudio térmico confirmé que tanto P. aeruginosa PAO1 como E. coli ATCC25922 fueron inactivadas
principalmente mediante el efecto térmico. Por el contrario, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RONS) generadas
en el plasma fueron la principal causa de inactivacion de Staphylococcus spp. En concreto, el radical NO« parecié ser el mas
biocida. Por Gltimo, tanto las pruebas de respirabilidad y capacidad de filtracion como los analisis SEM vy visuales, después
de uno y cinco ciclos de tratamiento con plasma, mostraron que los tratamientos de PAF no afectaron negativamente ni la
morfologia ni la capacidad funcional de las mascarillas.

Posteriormente, se aplicd PAF directamente en duelas de madera pertenecientes a barricas de vino para inactivar bacterias
y levaduras presentes. Las barricas se utilizan en la etapa de envejecimiento del vino ya que aportan los caracteristicos olores
y sabores, enriqueciendo el producto final y aportando estabilidad fisica y quimica. El PAF directo se aplicé sobre
microorganismos causantes del deterioro del vino (Pediococcus pentosaceus, Acetobacter pasteurianus y Brettanomyces
bruxellensis). Se estudiaron varias potencias (90 Wy 500 W) y gases de plasma (aire, nitrégeno y argén). Con los tratamientos
de aire y nitrégeno se logré una inactivacion total de la levadura. Asimismo, se sugiri6 que las RONS generadas durante el
proceso de generacién de plasma parecian desempefiar un papel principal en la inactivacién microbiana. Por Gltimo, no se
identificaron modificaciones morfoldgicas en la superficie de la madera tras los tratamientos con PAF. Los resultados de esta
investigacion fueron publicados en el segundo articulo de esta tesis.

En relacion al tercer articulo, se trataron duelas de madera naturalmente contaminadas con B. bruxellensis utilizando PAW,
esto es, aplicando PAF de forma indirecta. Fragmentos de duelas de madera se sumergieron durante 3 h en cuatro PAW con
tiempos de generacion distintos (1,5 min; 5 min; 15 min y 30 min). Se realizaron ensayos de Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento (HPLC) demostrando la existencia de radicales secundarios como OHe, NO« y NO2+. Ademas, se sugirié que
estas especies reactivas juegan un papel crucial en la inactivacion microbiana. Por ultimo, se eligié la PAW generada durante
5 min como la mejor en términos econémicos y de consumo de tiempo, logrando una reduccion de 3,49 + 0,83 unidades
logaritmicas en la poblacion de B. bruxellensis.

Por Gltimo, en el &mbito de la industria enoldgica, el corcho con el que se cierran las botellas tiene un papel fundamental en
la etapa final de maduracién del vino. Sin embargo, en ocasiones, el corcho aporta olores desagradables y modifica
negativamente la composicion del vino siendo una de las principales causas por las que se produce el descarte de vinos
embotellados. El 2,4,6-Tricloroanisol (TCA) es la molécula mas conocida responsable de este problema. En la cuarta
publicacién presentada en esta tesis doctoral, tapones de corcho contaminados artificialmente con haloanisoles se
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sumergieron en cuatro PAW (tiempos de generacién: 1,5 min; 5 min; 15 min y 30 min) durante 3 h. Se eligi la PAW generada
durante 5 min como la mejor alcanzando mas del 72% de TCA descompuesto. Ademas, tras observar los productos de OHe,
NO- y NO2¢ con fenol mediante HPLC se sugirié el OH+ como la principal especie reactiva que descomponia el TCA. Por
(ltimo, se examinaron otras moléculas de cloroanisol y clorofenol tras los tratamientos con PAW mostrando reducciones
satisfactorias en casi todas las moléculas.

La investigacion llevada a cabo permite concluir que el tratamiento con PAF utilizado en esta tesis tiene efectos
antimicrobianos frente a microorganismos de origen clinico y alimentario. Asimismo, se ha comprobado su capacidad para
descomponer moléculas quimicas. De este modo, la tecnologia del PAF podria ser una alternativa innovadora y sostenible
frente a microorganismos patogenos o alterantes de alimentos y moléculas quimicas tanto en el &mbito clinico como en la
industria alimentaria.
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ABSTRACT

Microbial contaminations are a widespread problem not only in medical area but also in food industries. New technologies
capable of killing those microorganisms are needed, and so is avoiding the damage of the treated products, for instance, food
or thermosensitive materials. Therefore, technologies that reach high temperatures or modify food nutritional and sensorial
properties are not suitable. For that reason, this doctoral thesis studies the Atmospheric Pressure Cold Plasma (PAF) to
inactivate microorganisms from the medical and food field and to decompose chemical molecules. On the one hand, the
antimicrobial effect of PAF directly applied over face masks and wine barrels was investigated. On the other hand, Plasma
Activated Water (PAW), as an indirect method of PAF, was applied against microorganisms and molecules from the food field,
specifically, the wine industry.

Face masks are essential to prevent the spreading of diseases and to avoid microbiological infections. Moreover, their use
increased during the COVID-19 pandemic and consequently, skin reactions such as itching, stinging or maskne (mask+acne)
were intensified. Specific temperature, humidity or CO2 conditions, created between the mask and the skin, favour the
proliferation of bacteria. Then, the first paper studied the effectiveness of PAF to inactivate pathogenic bacteria inoculated on
KN95 and FFP2 masks to safely reuse them and to avoid an environmental contamination when they are discarded. Results
suggested that the gas, power and treatment time of PAF were required to determinate the bacterial inactivation degree. Then,
the longer the treatment time and power, the higher the inactivation rate. Regarding the best PAF treatment, nitrogen, 300 W
and 1.5 min were the optimal plasma parameters to totally inactivate bacteria. The thermal study also confirmed the inactivation
of P. aeruginosa PAO1 and E. coli ATCC25922 by temperature effect. On the other hand, the reactive oxygen and nitrogen
species (RONS) generated during plasma treatment were involved in Staphylococcus spp. inactivation. NO+ seemed to be the
most biocidal reactive specie. Finally, neither breathing and filtration capacity tests nor SEM and visual analysis showed
modifications in the morphology or functional capacity of masks.

PAF was applied directly in wood staves of wine barrels to inactivate bacteria and yeasts. The barrels are employed during the
wine aging step, and transfer characteristic odours and flavours to wines. The final product is enriched by giving physical and
chemical stability. Direct PAF was executed against wine spoilage microorganisms (Pediococcus pentosaceus, Acetobacter
pasteurianus and Brettanomyces bruxellensis). Different powers and gasses were considered (90 W and 500 W; air, nitrogen
and argon). A total inactivation of the yeast was achieved after air and nitrogen plasma treatments, and RONS generated
during plasma process was proposed as the main cause of microbial inactivation. No morphological modifications were shown
in wood surfaces after PAF practices.

Regarding the third article, naturally contaminated wood staves were subjected to PAW treatment to eliminate B. bruxellensis.
The wood staves were immersed in four different PAW (generation times: 1.5 min; 5 min; 15 min and 30 min) during 3 h. High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) analyses were performed confirming the presence of secondary radicals such
as OHe, NO+ and NO-. Furthermore, a crucial role of these reactive species to microbial inactivation was suggested. Finally,
the PAW generated during 5 min was selected as the best one by economic and time cost consuming concepts, and reached
3,49 + 0,83 log reduction of B. bruxellensis.

In the oenological industry, corks that close the wine bottles play an important role during the last stage of wine processes.
Nevertheless, corks could transfer undesirable odours and flavours modifying chemical wine composition, which involves the
discarded bottled wines. 2,4,6-Trichloroanisole (TCA) is the most known molecule responsible for this problem. In this fourth
published article, artificially contaminated cork stoppers with haloanisoles were immersed in four PAW (generation times: 1.5
min; 5 min; 15 min and 30 min) during 3 h. PAW generated during 5 min was the optimal since it achieved more than 72% of
TCA decomposed. Subproducts of OHe, NO+ and NO2+ were observed with phenol by HPLC analysis, and OH+ was suggested
to be the main reactive specie to decompose TCA. Then, other chloroanisole and chlorophenol molecules were examined after
PAW treatments, and satisfactory decreases in the concentration of almost all molecules were observed.

The performed investigation concludes that PAF treatment used throughout this project has antimicrobial effect against clinical
and food microorganisms, and the capacity to decompose chemicals was also confirmed. Thereby, PAF could be an innovative
and sustainable alternative against pathogenic and food spoilage microorganisms, and chemicals in the medical area and food
industries.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

AP Agua Purificada

APPJ Jet de Plasma Atmosférico Frio (del inglés “Atmospheric Pressure Plasma Jet”)
ATCC Coleccion de Cultivos Tipo Americana (del inglés “American Type Culture Collection”)
BAC Bacterias Acido Acéticas

BAL Bacterias Acido Lécticas

BHI Infusion Cerebro Corazén (del inglés “Brain Heart Infusion”)

CD Descarga de Corono (del inglés “Corona Discharge”)

CECT Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

CF Capacidad de filtracién

CIBIR Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja

COVID-19 Enfermedad de Coronavirus 2019 (del inglés “Coronavirus Disease 2019”)

CLSI Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (del inglés “Clinical and Laboratory Standards Institute”)
DBD Descarga Dieléctrica de Barrera (del inglés “Dielectric Barrier Discharge”)

EC Conductividad Eléctrica (del inglés “Electric Conductivity”)

EPS Exopolisacéaridos

FNS Primer Sistema Negativo (del inglés “First Negative System”)

GFP Proteina Verde Fluorescente (del inglés “Green Fluorescent Protein”)

GYP Glucosa Levadura Peptona (del inglés “Glucose Yeast Peptone”)

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (del inglés “High Performance Liquid Chromatography”)
Maskné Mascarilla (del inglés “Mask”) y Acné

MD Descarga por Microondas (del inglés “Microwave Discharge”)

MH Mueller Hinton

MRS Medio “Man, Rogosa y Sharpe”

NaCl Cloruro de sodio

OES Optical Emission Spectroscopy

ORP Potencial de Oxido Reduccion (del inglés “Oxygen Reduction Potential”)

PAC Plasma Atmosférico Caliente

PAF Plasma Atmosférico Frio

PAW Agua Activada por Plasma (del inglés “Plasma Activated Water”)

PBS Solucién Salina tamponada con fosfato (del inglés “Phosphate Buffer Saline”)
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés “Polymerase Chain Reaction”)
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gPCR
RNS
ROS
RONS
SEM
sim
SOz
SPS
TCA
TCP
TSB
UFC
UV-vis

Reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa (del inglés “quantitative Polymerase Chain Reaction”)
Especies Reactivas de Nitrdgeno (del inglés “Reactive Nitrogen Species”)

Especies Reactivas de Oxigeno (del inglés “Reactive Oxygen Species”)

Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno (del inglés “Reactive Oxygen and Nitrogen Species”)
Microscopia Electronica de Barrido (del inglés “Scanning Electron Microscopy”)

Litros Estandar por Minuto (del inglés “Standard Liter per Minute”)

Di6xido de Sulfuro

Segundo Sistema Positivo (del inglés “Second Positive System”)

2,4,6-Tricloroanisol

2,4,6-Triclorofenol

Caldo de Tripticaseina de Soja (del inglés “Trypticasein Soy Broth”)

Unidades Formadoras de Colonias

Ultravioleta visible
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

Los microorganismos son protagonistas de la emergencia sanitaria en todo el mundo al ser responsables de enfermedades
infecciosas en animales y en el ser humano en particular; asi como por causar contaminaciones microbioldgicas en
alimentacion. La incidencia se ha reducido con los afios gracias al saneamiento ambiental, el control sanitario de los alimentos,
la correcta higiene personal, la implantacion de vacunas y el uso de antimicrobianos y desinfectantes. Sin embargo, existen
casos en los que el control y erradicacion microbiana presenta grandes dificultades, como en las infecciones causadas por
bacterias multirresistentes a los antibiéticos.

Por otra parte, también existen alteraciones y defectos en los alimentos causadas por microorganismos o moléculas quimicas
que no suponen un alto riesgo para la salud de los consumidores. Sin embargo, influyen de forma negativa en el producto,
aportando malos olores y sabores, reduciendo su vida util, alterando sus propiedades fisico-quimicas y, en resumen,
haciéndolos inadecuados para su consumo.

Por todo ello, se buscan nuevas soluciones y tecnologias con actividades antimicrobianas que eviten la infeccién, la
contaminacion, el deterioro y la propagacion de los distintos microorganismos con aplicacion en salud humana, salud animal
y en la industria alimentaria.

El interés de esta tesis es la busqueda de una tecnologia con capacidad desinfectante frente a bacterias implicadas en
infecciones de piel que, junto con las infecciones de las vias respiratorias, son las infecciones mas frecuentes en clinica
humana. Asi mismo, dicha tecnologia debe poder aplicarse en los procesos de elaboracidn y conservacion de los vinos para
evitar la contaminacion microbiana o quimica de superficies.

1.2. INFECCIONES BACTERIANAS ASOCIADAS AL USO DE MASCARILLAS

El uso de mascarillas faciales se ha visto incrementado durante los Ultimos afios y promovido por la pandemia de la COVID-
19 [1]. Sin embargo, un uso inadecuado de éstas ha provocado la aparicion de enfermedades cutdneas como enrojecimiento
o0 sequedad del cutis o incluso el acné asociado a la mascarilla, conocido como maskné (mask + acné). Esta Ultima se ve
incrementada por cambios en los niveles de CO> o la humedad de la piel; factores que favorecen la proliferacion de bacterias
cutaneas especificas pudiendo causar problemas respiratorios u otras enfermedades [2-4]. Estas infecciones cutaneas
pueden estar producidas por una amplia variedad de microorganismos que forman parte de la microbiota de la piel y de las
mucosas, e incluso proceden del medio ambiente. Concretamente, algunas especies como Cutibacterium acnes,
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli pueden desencadenar enfermedades como el maskné.
El uso prolongado y la incorrecta reutilizacion de las mascarillas, como causa de la escasez de las mismas durante la
pandemia de la COVID-19, agravé los problemas anteriormente mencionados. Por otro lado, en relacion con el
medioambiente, no solo una correcta reutilizacion de mascarillas conlleva la reduccion de los recursos necesarios para la
fabricacion y transporte de materiales, si no que su desinfeccion facilita el manejo de residuos hiologicos evitando la
propagacion de enfermedades de origen bacteriano [5,6].

En las heridas agudas como en las cronicas, tradicionalmente se consideran potencialmente patégenos a Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., estreptococos beta-hemoliticos, Bacillus anthracis, Pseudomonas aeruginosa y otros bacilos
Gram-negativos como las Enterobacteriaceae. En esta tesis se han estudiado especies bacterianas cutaneas y nasofaringeas,
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es decir aquellas bacterias comensales y patdgenas que pueden estar presentes en la piel y las secreciones nasales y causar
enfermedad al individuo:

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa perteneciente al grupo Enterobacteriaceae. Es un agente comensal, cuyo
habitat mas comln es el tracto gastrointestinal de animales y humanos; sin embargo, también es uno de los patdgenos
humanos y animales mas frecuente y responsable de un amplio espectro de enfermedades. Durante los dltimos afios, se ha
visto un incremento mundial de E. coli multirresistentes a antimicrobianos. Este hecho complica el tratamiento de diversas
infecciones causadas por dicha bacteria, particularmente en hospitales [7,8].

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo con una gran versatilidad metabdlica y extraordinaria habilidad para crecer en
variados ambientes (como suelos, aguas, articulos de limpieza, combustible, alimentos, fomites, etc.) desde los que son
facilmente transmisibles de forma cruzada. Es un patégeno oportunista causante de graves infecciones de elevada morhi-
mortalidad a nivel mundial. La trascendencia de P. aeruginosa viene marcada por su gran resistencia a antimicrobianos y
antisépticos y a la presencia de factores de virulencia. En los Gltimos afios, se ha visto incrementada la resistencia de esta
bacteria a antimicrobianos [8,9].

Staphylococcus spp. son bacterias Gram-positivas comensales de la piel y mucosas de humanos y animales sanos, pero
también pueden actuar como patdgenos oportunistas, causando infecciones de diversa severidad. Las especies S. aureus y
S. epidermidis estan ampliamente implicadas en infecciones desde leves a graves y son cada vez mas dificiles de tratar,
asociandose con infecciones crdnicas [10]. Un problema importante es la creciente aparicidn de cepas altamente virulentas y
multirresistentes.

En cuanto a las tecnologias empleadas con el fin de desinfectar mascarillas, las més estudiadas son: radiacion ultravioleta,
radiacion microondas, etanol o vapor de peréxido de hidrogeno. Sin embargo, se observo que la mascarilla perdia su
capacidad funcional e incluso se encontraron residuos del propio tratamiento en mascarillas tras todos los tratamientos
anteriores [11-14].

1.3. ALTERACIONES DEL VINO Y SUS CAUSAS

El nimero de consumidores que demandan vinos de alta calidad ha aumentado durante los Ultimos afios. Como consecuencia,
la industria enoldgica ha visto incrementada su competitividad lo que le ha hecho mejorar tanto las condiciones de manufactura
como las de calidad y seguridad alimentaria, sin perder el caracter tradicional que hace que cada vino sea especial.

Entre las causas fisicas, quimicas y microbiolégicas que afectan a la produccion de vinos, esta tesis pretende dar soluciones
para reducir la presencia de bacterias y levaduras; asi como de haloanisoles y halofenoles alterantes de los vinos.

e (Causas bioldgicas: Microorganismos alterantes

El envejecimiento en barrica es una etapa en la elaboracion del vino que juega un papel fundamental, pues aporta atributos
organolépticos caracteristicos al producto final. Durante este proceso se producen intercambios entre la madera y el vino
consiguiendo enriquecer este Ultimo con aromas y sabores. Ademas, se produce una microoxigenacion que provoca
estabilidad fisica y quimica y deriva en la complejidad y el balance de aromas tan buscados por los consumidores. En este
proceso, la diferenciacion entre el uso de barricas nuevas y barricas ya utilizadas es muy importante. Las primeras ayudan a
impulsar la fermentacion malolactica, los taninos o los polisacaridos; sin embargo, las reusadas desarrollan la acidez volatil
de los vinos [15]. Ademas, en términos econdmicos, en muchas ocasiones se hace necesario el uso de barricas viejas ya que
la inversion para la compra de nuevas es inasumible.

En relacion a la reutilizacion de barricas, la correcta limpieza y desinfeccion de las mismas es de total importancia. La
estructura de la madera es muy porosa por lo que facilita la penetracion de microorganismos hasta los 8 mm de profundidad,
provocando contaminaciones hiologicas en grietas y hendiduras de la superficie. Algunas de las bacterias y levaduras mas
comunes son las bacterias acido lacticas (BAL), las bacterias acido acéticas (BAC) y la levadura Brettanomyces bruxellensis
(B. bruxellensis) [16-18].

En particular, la etapa de envejecimiento en barrica se ha identificado como la etapa mas propensa a la contaminacion por B.
bruxellensis [19-21]. Asi, ésta se ha descrito como la principal levadura alterante en vinos habiendo aumentado el nimero de
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vinos contaminados como consecuencia de cambios en el proceso de los vinos, como por ejemplo un aumento del contenido
de azlcar o la eliminacion del filtrado [22,23].

En esta tesis se han realizado ensayos frente a bacterias y levaduras pertenecientes a los tres grupos mas comunes que
provocan contaminaciones en barricas:

Las levaduras son las encargadas de la fermentacién alcohélica en la elaboracion de los vinos, que consiste en convertir el
azlcar en etanol. Durante los Gltimos afios, B. bruxellensis ha sido foco de estudio debido a su papel en diferentes
aplicaciones industriales. Sin embargo, esta levadura también puede contribuir negativamente en las caracteristicas del vino
siendo asociada con la produccién de compuestos volatiles y aportando aromas indeseables (caracter “Brett”). Su resistencia
a las condiciones enoldgicas de pH y oxigeno bajos y altas concentraciones de etanol y su capacidad para generar
compuestos indeseados, representan un desafio para los expertos de la industria del vino. La adicién de diéxido de azufre
(SO2) es el método mas comln utilizado en la industria enolégica para la eliminacion de microorganismos. Sin embargo,
algunas cepas de B. bruxellensis estan desarrollando resistencia a este agente antiséptico [24].

Pediococcus es un género de las BAL Gram-positivas de la familia Lactobacillaceae. Este género puede mejorar o deteriorar
la calidad de muchas bebidas. Asi, la bacteria estudiada en esta tesis, Pediococcus pentosaceus, contribuye a la
maduracion de los vinos aportando caracteristicas de sabores particulares. Sin embargo, una poblacién elevada de este
microorganismo reduce la calidad de los vinos ya que provoca una formacion excesiva de diacetilo, exopolisacéridos (EPS),
aminas y sabores amargos, entre otros [25].

Acetobacter pasteurianus pertenece a las BAC. Estas bacterias afectan a la calidad del vino al influir en la composicién del
mosto vy alterar el crecimiento de levaduras y bacterias del acido lactico durante la fermentacion. Ademas, el principal
componente de la acidez volatil de vinos y mostos es el 4cido acético. Este puede formarse como subproducto de la
fermentacion alcohdlica o como producto del metabolismo de las bacterias del &cido acético y del &cido lactico pues
metabolizan el etanol y los azdcares [26].

Entre los métodos empleados para la eliminacion de bacterias y levaduras en barricas de vino el mechado de sulfuroso es el
més extendido. Este método tiene multiples desventajas como la generacién de compuestos no deseables en el vino, las
reacciones alérgicas tanto para trabajadores como para consumidores o los problemas de residuos de sulfitos que se detectan
en los productos finales. Por ello, la Comision Europea propuso su prohibicion; aunque ain no es ilegal su uso [27]. Por estos
motivos, la industria enoldgica se encuentra en la bisqueda de alternativas, algunas de ellas son: agentes oxidantes, peréxido
de hidrédgeno, ozono, agua caliente (80-90 °C), vapor de agua (105 °C) o ultrasonidos [28]. Pese a que todos estos métodos
son ampliamente utilizados en bodegas, presentan inconvenientes como: a) alteracion de la composicion de la madera, b)
largos tiempos de tratamiento debido al bajo coeficiente de conductividad térmica de la madera, c) elevados costes
econdmicos, d) productos finales téxicos para los consumidores o e) baja efectividad del tratamiento debido al caracter
superficial del mismo.

e Causas quimicas: presencia de TCA en corchos

En relacion al embotellado, Ultima etapa de la produccién de vinos, los tapones de corcho son muy efectivos para la
conservacion del vino ya que permiten su desarrollo y envejecimiento a lo largo del tiempo. Sin embargo, estos corchos
pueden sufrir contaminaciones tanto quimicas como biologicas desencadenando la formacién de haloanisoles, siendo el
2,4,6-tricloroanisol (TCA) el mas conocido. Esta molécula produce la denominada “enfermedad del corcho”, aportando olor a
moho al vino y modificando negativamente su composicion final [29,30]. El limite de deteccion de esta molécula es muy bajo
(1-2 ng/L) por lo que una pequefia cantidad puede afectar a las propiedades sensoriales del vino final. Es conocido que entre
el 1y el 7% de los vinos embotellados son descartados como consecuencia de esta molécula [29,31,32).

En relacion con el origen del TCA, existen publicaciones en las que se describen algunos como la biosintesis de compuestos
clorofenolicos en los bosques o tras la recoleccion del corcho. No obstante, la dnica via de formacion cientificamente probada
es la sintesis de TCA debido a la biometilacién del 2,4,6-triclorofenol (TCP) [33]. Cuando el TCP se encuentra en los troncos
de los arboles o0 ya en los corchos, microorganismos de su microbiota como Penicillium spp., Aspergillus spp., Actinomyces
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spp. y Streptomyces spp., entre otros, transforman el TCP en TCA mediante la enzima clorofenol O-metiltransferasa a través
de un proceso de metilacion [34].

Por lo anterior, la industria del corcho esta tratando de prevenir, controlar y erradicar el TCA. Sin embargo, la mayoria de los
tratamientos se centran en la prevencion de estos defectos mas que en la eliminacion de los mismos. Algunas de las técnicas
utilizadas son: aplicacién de flujos de etanol y agua, utilizacién de fluidos supercriticos, vapor sobrecalentado o empleo de
métodos electroquimicos [32,35-40]. El problema de estas tecnologias radica en su falta de efectividad y su alto coste
econdmico.

1.4. PLASMA ATMOSFERICO FRIO

En el contexto anteriormente descrito, resulta imprescindible la bisqueda de nuevas tecnologias que eviten la contaminacion
microbiana o quimica de superficies, para a su vez, evitar la alteracion de los vinos y la propagacion de los distintos
microorganismos en los diferentes nichos estudiados. Dichas tecnologias no deben afectar negativamente al producto objeto
de estudio: no deben modificar las propiedades nutricionales o sensoriales de los productos alimenticios, ni deben alterar las
propiedades termosensibles, de filtracion o respirabilidad del producto estudiado. La tecnologia del plasma atmosférico frio
(PAF) se presenta en esta tesis como una nueva alternativa para inactivar microorganismos y descomponer moléculas
quimicas.

El plasma es conocido como el cuarto estado de la materia (precedido por sélido, liquido y gas), siendo el mas energético de
todos ellos [41]. El estado de plasma se alcanza tras aplicar energia a un gas consiguiendo la reorganizacion de atomos y
moléculas con el objetivo de excitar iones y otras especies que se encuentran en el gas activado. Generalmente, el plasma
se divide en dos tipos: plasma atmosférico caliente (PAC) y PAF. En el primero, la temperatura puede alcanzar los 1000 °C
debido a que los electrones estan a temperaturas cercanas a las de particulas mas pesadas como son iones, moléculas
neutras y atomos. Por otro lado, el PAF se genera cuando la mayor parte de la energia es transmitida a los electrones,
quedando las moléculas neutras e iones con una cantidad de energia insignificante, por lo que las temperaturas maximas
alcanzadas estan cercanas a los 100 °C [42]. Esta particular caracteristica hace que materiales termosensibles (como
plasticos o la piel humana) puedan ser tratados mediante la tecnologia de PAF y, por ello, es la tecnologia que se ha utilizado
para esta tesis.

El PAF es descrito como un gas ionizado generado a presion atmosférica. Durante el proceso, radicales y electrones libres,
iones positivos y negativos y radiacion ultravioleta y visible colisionan y se combinan entre si dando como resultado especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno (Reactive Oxygen and Nitrogen Species, RONS) causantes de la quimica del plasma
[42,43].

Como su denominacion indica, los equipos que generan este plasma trabajan a presion atmosférica lo que reduce costes y
simplifica el proceso. Son muy variados los equipos de PAF que se han disefiado desde que en el siglo XIX se construyera el
primero [44]. Los mas comunes son descarga de barrera dieléctrica, descarga de corona y chorro de plasma.

e a) Descarga de barrera dieléctrica (Dielectric Barrier Discharge, DBD): este equipo se caracteriza por tener dos
electrodos de metal en paralelo separados por una distancia de escasos milimetros y al menos uno esta recubierto
con una capa de material dieléctrico. Este sistema se ha utilizado para el tratamiento de diferentes materiales, asi
como la deposicion de polimeros, entre otros. Sin embargo, debido a la poca uniformidad del plasma generado, su
uso se limita a casos en los que no sea necesario una superficie lisa [45].

e b) Descarga de corona (Corona discharge, CD): esta configuracion se caracteriza por la posicion perpendicular de
los electrodos ya que normalmente la descarga ocurre cerca de la punta de éstos, por lo que se le conoce a esa
zona como region de ionizacion. En la practica se utiliza la configuracion con maltiples electrodos (multi-electrodes
corona), lo que aumenta la eficacia de produccion de especies reactivas ya que, en el sistema con dos electrodos,
la zona tan restrictiva en la que se produce el plasma conlleva limitaciones. La configuracion de descarga de corona
ha sido utilizada para descontaminacion biol6gica, tratamiento de superficies y procesado en la industria alimentaria
[46].

e ) Chorro de plasma (Atmospheric Pressure Plasma Jet, APPJ): en este caso, el gas de plasma fluye entre dos
electrodos coaxiales separados por un material dieléctrico y transporta las especies reactivas generadas hacia un
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espacio abierto lo que provoca una interaccion directa entre el plasma y la superficie del objeto a tratar. Una de las
grandes ventajas de este equipo de plasma es la capacidad de trabajar con objetos de diversos tamafios y formas
[45].

Fig. 1. Esquema de los tres equipos de plasma descritos: [a] Descarga de barrera dieléctrica; [b] Descarga de corona y [c] Chorro de
plasma.
En esta tesis se ha utilizado un equipo de plasma tipo Jet, es decir, chorro de plasma. El tratamiento con PAF se puede
realizar aplicando el chorro de plasma directamente sobre la superficie a estudiar o indirectamente, a través de un liquido,
que en esta tesis ha sido agua purificada (AP) tratada con plasma (PAW, del inglés “Plasma Activated Water”). En el primer
caso, el gas ionizado es dirigido hacia la superficie de estudio como se observa en la Fig. 2a. En relacién con la generacion
de PAW, el plasma es conducido hasta el recipiente que contiene el agua a tratar (Fig. 2b).

Fig. 2. Métodos de aplicacién de PAF: [a] directo y [b] PAW.

Es importante mencionar que las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RONS) formadas durante la ionizacién dependen
de diferentes parametros tales como el tipo y flujo de gas utilizado, el voltaje y tiempo de tratamiento o la distancia (gap) desde
la salida del plasma (conocido como noozle) hasta el area de tratamiento. Es también importante recalcar que caracterizar las
RONS en cualquiera de las zonas de interaccion (fase gaseosa, interfase gas-liquido y fase acuosa) es una tarea complicada.
Si bien es cierto que la composicion y riqueza de las especies reactivas depende en gran medida del tipo de equipo de plasma
utilizado, las mas comunes encontradas en la fase gaseosa son: Oz, Nz, O, 10z, Oz, 03, NO¢, H202, OH¢, H20* [42]. Una vez
estas particulas activadas interaccionan con la atmdsfera que les rodea y/o con el agua, se desencadenan reacciones
biogquimicas provocando un aumento en la concentracion de las RONS ya descritas y generando la aparicidn de nuevas
especies reactivas.

En relacion a la PAW, estas especies reactivas penetran y se disuelven en el liquido para iniciar nuevos procesos [47]. Todas
estas especies reactivas son dependientes de las propiedades fisico-quimicas de cada PAW y a su vez éstas de las RONS
formadas. Entre las propiedades mas estudiadas destacan el pH, la conductividad eléctrica (EC, del inglés “Electric
conductivity”) y el potencial de 6xido-reduccion (ORP, del inglés “Oxygen Reduction Potential”). El pH se caracteriza con el fin
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de conocer la acidez o alcalinidad del liquido. Durante la generacién de PAW, las reacciones quimicas que tienen lugar
promueven la acidificacion del medio y producen una drastica reduccién de pH, siendo mayor cuanto mas largo es el tiempo
de tratamiento [48-51] . En este sentido, algunos autores indican que la acidificacion de la PAW favorece la formacion de
especies reactivas como el acido nitrico (HNOs) [49]. Cabe destacar que, dependiendo del gas utilizado para generar plasma,
la disminucién en los valores de este parametro puede variar [52]. En cuanto a la EC, ésta es una medida de la capacidad
de la PAW para conducir electricidad a través de los iones disueltos. En este caso, se produce un aumento de la misma tras
generar PAW por la presencia de iones en el agua [53]. Se ha observado que cuando se utiliza aire como gas de plasma, el
incremento de EC es atribuido a la formacion de peroxinitrito, sin embargo, si el gas utilizado es nitrégeno, se debe a iones
HsO*, pues no se ha encontrado la presencia de 6xidos de nitrégeno [54]. Por (iltimo, el ORP sigue la misma tendencia al alza
que la EC. En este contexto, el ORP indica la capacidad para oxidar o reducir sustancias. Asi, a mayor tiempo de tratamiento,
mayor capacidad de oxidacion-reduccidn, por lo que los valores de este parametro se incrementan [55].

A continuacion, se explica la formacion de RONS en la PAW, asi como el motivo por el que los efectos antibacterianos y de
descomposicion quimica de la misma persisten en el tiempo. En primer lugar, es importante mencionar que no todas las
RONS se forman durante la generacion del plasma, es decir, hay efectos sinérgicos de estos procesos, asi como reacciones
posteriores a la finalizacion del tratamiento en el interior de la PAW. Las reacciones [a-]] indican las vias por las que se forman
las especies reactivas durante la generacion de plasma.

Osgas — Osiig [a]

NOz + H202+ H* — 0=N-O0- + H30* [b]
OHe + NO2 — 0=N-00" + H* [

02+ + NO» — 0=N-00 [d]

H202gas — H202iiq €]

OHrgas + OH-gas — H202iiq [f]

Osgas + H20 + OH — OH+ + HOz* + O [a]
Osgas + H202 + OH — OH+ + HO2¢ + Oz + OH- [h]
OHsgas — OHeiig [I]
e+0;—10t+e Ml

Ademas, de estas reacciones, la existencia de radiacién UV da lugar a otros procesos, denominados procesos fotoquimicos
(reacciones [k-t]) [56].

O3+ hv — Oz + O(!D) K]
O('D) + 20 — 20H- 1
H202 + hv — 20H- [m]

OHe + H202 — H20 + HOz* [n]
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HOz + H202 — Oz + H20 + OHe

NOz + hv — NO¢ + O~
NOs + hv — NOz* + O~
NOs +hv— NOz + O
0+ H20 — 20H-
O+ + H20 — OH« + OH-
2NOz + H202 — NO2 + NO3 + 2H*

Segun la literatura las especies reactivas que poseen las capacidades mas elevadas de descontaminacion bioldgica y quimica
tienen una vida muy corta (micro o nanosegundos), es decir, el tiempo que transcurre entre que se forman y que reaccionan
con otras especies es muy corto [47,57,58]. Sin embargo, se ha comprobado que la PAW tiene actividad bactericida o de
descomposicién de quimicos durante un tiempo prolongado, llegando a ser activa tras varios meses [59]. Es por ello, que es
importante mencionar las reacciones secundarias por las que se forman estas RONS, ya que existen reacciones ciclicas en
constante generacion (reacciones [u-ag]).

NOz + H* — HNO2
2HNO2 — NO-< + NO2z* + H20
HNO2 + H* — H2NO2* — NO* + H20
2NO2* + H20 — NOs + NO2 + 2H*
4NQ+ + Oz + 2H20 — 4NO7 + 4H*
4NOz + Oz + 2H20 — 4NOs" + 4H*

0O=NOOH + H202 — O2NOOCH + H.0
02NOOH — O:NOO-
02NOO- — 102 + NOz
02NOO" — NO2* + Oz

202+ 2H — 102 + H202

02+ NO* <> 0=NOO- <> O=NOOH <> OHe + NO2*

[u]
[v]

[aa]
[ab]
[ac]
[ad]
[af]

[ag]

Destacan las reacciones [u-z] ya que son conocidas como nitritos &cidos (acidified nitrites) y tienen lugar a pH menores de

35.

Por Ultimo, la Fig. 3 indica las RONS mas conocidas e identificadas tanto en la fase gas y liquida como en la interfase gas-

liquido.
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Fig. 3. Especies reactivas identificadas en la fase gas, la interfase gas-liquido y la fase liquida. Fuente: [47].

La tecnologia del PAF se emplea para numerosas aplicaciones en diferentes areas. Por ejemplo, dentro del ambito médico,
se utiliza para reducir melanomas y atacar directamente a células tumorales debido a su especificidad, asi como desinfectar
equipos y utensilios de laboratorios. Por otro lado, el plasma ayuda a desinfectar y cicatrizar heridas, asi como limpiar y
desinfectar encias o canales bucales. Ademas, en el campo de la industria alimentaria se emplea para incrementar la vida (til
de los productos (sin afectar negativamente a sus propiedades fisico-quimicas), desinfectar materiales y superficies,
incrementar la germinacion de semillas y el crecimiento de plantas, entre otras muchas aplicaciones [60,61].

1.5. JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA

La tecnologia del PAF abre un mundo de posibilidades como alternativa para evitar la contaminacién microbiana o quimica
de superficies, pero requiere un mejor conocimiento de sus mecanismos de actuacion y sus efectos sobre las superficies
tratadas. Por ello, con esta tesis, se pretende contribuir al conocimiento y comprension de: a) el efecto antimicrobiano del PAF
sobre microorganismos de interés clinico y alimentario, b) el impacto de esta tecnologia en la descomposicién de moléculas
quimicas relevantes en el sector vitivinicola y c) la influencia de PAF en las caracteristicas de las superficies tratadas.

En esta tesis, la primera publicacién se encuentra dentro del &mbito clinico y pretende reducir problemas cutaneos, como el
maskné, derivados de largas exposiciones a mascarillas faciales. Para ello, se ha investigado la aplicacion directa de la
tecnologia de PAF para la inactivacion de bacterias comensales y patégenas de la piel preservando las propiedades fisicas y
morfoldgicas de las mascarillas.

Las tres siguientes publicaciones se centran en el sector vitivinicola. Dos de ellas ponen el foco en la etapa de envejecimiento
en barrica de los vinos, en las que se ha analizado el efecto del uso directo de la tecnologia de PAF y de PAW en la eliminacion
de bacterias y levaduras con el objetivo de poder limpiar y reutilizar las barricas. El dltimo articulo se dirige hacia las etapas
finales del embotellado y almacenamiento del vino. Mediante el empleo de PAW, se persigue descomponer moléculas
quimicas indeseables de los corchos, como los haloanisoles, causantes de olores y sabores desagradables en el vino.
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2. OBJETIVOS/OBJECTIVES

2.1. OBJETIVOS

o Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es buscar nuevos tratamientos, basados en el plasma atmosférico frio, con actividad
antimicrobiana frente a microorganismos de interés clinico y alimentario y con capacidad de descomposicidn de moléculas
quimicas alterantes de alimentos.

e Objetivos especificos

1. Analizar el efecto antimicrobiano del tratamiento del plasma atmosférico frio sobre microorganismos de interés clinico
y alimentario.

2. Estudiar el efecto de descomposicion del tratamiento del plasma atmosférico frio sobre moléculas quimicas de interés
alimentario, en concreto de la industria enoldgica.

3. Determinar las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las superficies tras el tratamiento con PAF.

4. Analizar las caracteristicas fisico-quimicas del PAF en cada tratamiento.

2.2. OBJECTIVES

e Main objective

The general objective of this work is to search for new treatments, based on atmospheric cold plasma, with antimicrobial activity
against clinical and food microorganisms, and with decomposition activity of chemical molecules involved in food areas.

o Specific objectives
1. Toanalyze the antimicrobial effect of atmospheric cold plasma treatment in microorganisms of clinical and food interest.

2. To study the decomposition effect of atmospheric cold plasma treatment against chemical molecules within the food
field, specifically in the wine industry.

3. To determine the morphological and nutritional characteristics on the studied surfaces after atmospheric cold plasma
treatment.

4. To analyze the PAF physical-chemical characteristics in each treatment.
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3. METODOLOGIA

3.1. MEDIOS DE CULTIVO Y OTROS COMPUESTOS UTILIZADOS

En esta tesis se han empleado diferentes medios de cultivo segin el microorganismo objeto de estudio. A continuacién, se
indican los ingredientes de cada uno de ellos.

e  Solucion salina tamponada con fosfato (PBS, del inglés “Phosphate Buffer Saline”) (Gibco): cloruro sédico, fosfato
sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio.

e  Medio MRS agar (desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe) (MRS broth: Scharlau y agar: Panreac Applichem): agar
bacterioldgico, peptona, dextrosa, extracto de carne, extracto de levadura, fosfato dipotasico, sulfato magnésico,
sulfato de manganeso, acetato de sodio, Tween 80, citrato amonico.

e Medio GYP agar (del inglés “Glucose Yeast Peptone”): peptona 20 g/L, peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
agar 20 g/L.

e (Caldo TSB (del inglés “Trypticasein Soy Broth”) (CondalLab, Madrid, Espafa): glucosa monohidratado, cloruro
sodico, hidrogenofosfato dipotésico, digerido pancreatico de caseina, digerido papaico de soja.

e  Caldo Mueller Hinton (MH) (CondaLab): infusién de carne, hidrolizado de caseina y almidén.

e Medio Mann agar: manitol 25 g/L, peptona 3 g/L, extracto de levadura 5 g/L, agar 20 g/L.

e  Medio BHI agar (del inglés “Brain Heart Infusion Agar”) (Condalab): agar, extracto de cerebro y corazon, digerido
péptico de tejido animal, digerido pancreatico de caseina, glucosa, fosfato disodico de hidrégeno y cloruro de sodio.

e Solucién Ringer (Oxoid): cloruro sddico, bicarbonato sddico, cloruro potasico, cloruro calcico dihidrato.

Por otro lado, para el estudio de desinfeccidn de duelas de madera mediante plasma directo, se utiliz6 vino sintético
cuyos ingredientes son: 4 g/L extracto de levadura, 2 g/L glicerol, 6 g/L DL-Malic, 100 mL/L etanol.

3.2. MICROORGANISMOS ESTUDIADOS

La Tabla 1 muestra las bacterias y levaduras empleadas en esta tesis y el trabajo en el que se han incluido. Ademas, se
indican los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento de cada microorganismo.

Las cepas S. epidermidis W213, S. epidermidis W232, S. aureus W1570 y S. aureus W1623 presentaron un fenotipo de
multirresistencia antimicrobiana (resistentes a al menos tres familias de antibiéticos). Especificamente, S. epidermidis W213
fue resistente a beta-lactdmicos, oxazolidinonas, aminoglucésidos y fenicoles; S. epidermidis W232 fue resistente a beta-
lactamicos, oxazolidinonas, lincosamidas y aminoglucésidos; S. aureus W1570 fue resistente a beta-lactdmicos, macrélidos,
lincosamidas, aminoglucésidos y fluoroquinolonas, y S. aureus W1623 fue resistente a beta-lactdmicos, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas. El resto de cepas estudiadas presentaron un fenotipo de sensibilidad a todos los antibiéticos testados segun
CLSI [62].
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Tabla 1. Lista de los microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento estudiados en esta tesis doctoral.

Microorganismos

Publicaciones cientificas

Sainz-Garcia,
A, etal

(2022)

Sainz-Garcia,
A, etal.

(2021)

Sainz-Garcia,
A, etal

(2024)

Medios de
cultivo y
condiciones de
crecimiento

E. coli ATCC25922

v

BHI agar
37°C/24h

P. aeruginosa PAO1

BHI agar
37°C/24 h

P. aeruginosa ATCC15692GFP

BHI agar
suplementado
con 300 mg/L
de ampicilina

37°C/24h

Staphylococcus aureus ATCC29213

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus hominis W220

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus haemolyticus W1493

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus saprophyticus W1498

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus epidermidis W213

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus epidermidis W232

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus epidermidis W1346

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus aureus W1623

BHI agar
37°C/24 h

Staphylococcus aureus W1570

BHI agar
37°C/24 h

Pediococcus pentosaceus CECT 923

MRS agar
28°C/48 h

Acetobacter pasteurianus CECT 824

Mann agar
25°C/48 h

Brettanomyces bruxellensis CECT 11045

GYP agar
28°C/48 h

Brettanomyces spp.

GYP agar
28°C/48 h
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3.3. MOLECULAS QUIMICAS ESTUDIADAS

Para el articulo Sainz-Garcia, A., et al. (2023) se han utilizado diferentes moléculas quimicas pertenecientes al grupo de los
haloanisoles (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de moléculas quimicas utilizadas en esta tesis doctoral (CPAChem).

Cloroanisoles Clorofenoles
2,4,6-Tricloroanisol (TCA) 2,4,6-Triclorofenol (TCP)
2,4,5-Tricloroanisol 2,3,4-Triclorofenol
2,3,4,5-Tetracloroanisol 2,3,4,5-Tetraclorofenol
2,3,4,6-Tetracloroanisol 2,3,4,6-Tetraclorofenol
2,3,5,6-Tetracloroanisol 2,3,5,6-Tetraclorofenol

Pentacloroanisol

3.4. SUPERFICIES ESTUDIADAS Y CONTAMINACION DE LAS MISMAS

3.4.1. MASCARILLAS

Se estudiaron mascarillas KN95 (Chinese standard: GB/T 32610-2016) y FFP2 (EN 149:2001; Certificate: 20/3212/00/0161;
CE-0161FFP2). Las primeras fueron utilizadas tanto en discos (26 y 10 mm de didmetro) como completas para analisis
microhioldgicos. En cambio, como consecuencia de la prohibicion de las mascarillas KN95 en Espafia desde enero de 2021,
las mascarillas FFP2 se usaron para los andlisis de filtracion y respirabilidad. Los estudios se realizaron en triplicado.

Los discos de mascarillas se inocularon con 10 pl de una solucién 108 UFC/mL de bacteria en PBS (Gibco) de E. coli
ATCC25922, P. aeruginosa PAO1, S. aureus ATCC29213, S. hominis W220, S. haemolyticus W1493, S. saprophyticus
W1498, S. epidermidis W213, S. epidermidis W232, S. epidermidis W1346, S. aureus W1623 y S. aureus W1570. Para cada
tratamiento, tres bacterias fueron inoculadas en cada disco, como se muestra en la Fig. 4. Como control positivo de
crecimiento bacteriano, se utilizaron discos inoculados a los que no se les aplicé tratamiento de plasma y como control
negativo, discos sin inocular y sin aplicar plasma con el fin de evaluar posibles contaminaciones.

Fig. 4. Esquema de la inoculacién de bacterias sobre los discos de mascarilla.
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La inoculacién bacteriana de las mascarillas KN95 se realizd en cinco puntos de la parte interior de cada mascarilla (Nariz,
Boca, Menton, Pomulos). Se inocularon en cada punto 10 pl de una suspension 108 UFC/mL de bacteria en PBS (Gibco).
Tres bacterias (E. coli ATCC25922, P. aeruginosa PAOL y S. aureus ATCC29213) se inocularon por mascarilla para cada
tratamiento. Ademas, las mascarillas sin tratar, pero inoculadas con bacteria, fueron utilizadas como controles de crecimiento
positivo. Una vez secas las gotas bajo condiciones estériles se aplico el tratamiento de plasma.

Fig. 5. Esquema de la inoculacion de bacterias sobre las mascarillas.

3.4.2. DUELAS DE BARRICAS DE VINO

En esta tesis se han realizado dos publicaciones en las que el objeto de estudio fueron duelas de madera.

En la segunda publicacién (Sainz-Garcia, A., et al. 2024), las duelas empleadas se obtuvieron de barricas de madera de roble
empleadas en la produccién de vino envejecido que estaban contaminadas de forma natural con B. bruxellensis. Las muestras
consistian en porciones de 5x5 cm cortadas de las duelas. Para determinar el nivel de poblacion viable de B. bruxellensis en
la madera, se analizé una muestra compuesta por tres porciones de duelas.

3.4.3. CORCHOS DE BOTELLAS DE VINO

Corchos naturales de alcornoque (@24x45 mm) con garantia de estar libres de cloroanisoles y clorofenoles fueron adquiridos
en Lafitte Cork Portugal (Pagos de Brand&o, Portugal).

Para su contaminacion artificial se utilizé una solucién stock (CPA Chem Ltd., Stara Zagora, Bulgaria) preparada en etanol
(96% de pureza, Labbox Labware S.L., Premia de Dalt, Barcelona, Espafia) que contenia 400 ppt de cada molécula de
cloroanisoles y clorofenoles (Tabla 2). Esta solucion se diluy6 hasta los 400 ng/L en agua purificada para contaminar los
corchos.

El procedimiento de contaminacion fue el siguiente: cada corcho fue introducido en un bote (@44x94,8 mm) y sumergido en
80 mL de solucion 400 ng/L de cloroanisoles y clorofenoles rotando a 50 rpm (Multi Bio RS-24, Biosan, Riga, Letonia). Tras 4
h, los corchos se secaron a temperatura ambiente durante 24 h.

3.5. TRATAMIENTOS CON PAF

Todos los trabajos que se incluyen en esta tesis han utilizado el mismo equipo de plasma, PlasmaSpot500 (MPG, Luxemburg).
Este consiste en un electrodo externo conectado a una fuente de alto voltaje, un electrodo interno conectado a tierra y un tubo
dieléctrico de dxido de aluminio entre ambos electrodos como se muestra en la Fig. 6.
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Fig. 6. [a] Equipo de generacion de plasma; [b] Equipo de plasma aplicando tratamiento directo y [c] Equipo de plasma generando PAW.

A continuacion, se explican los tratamientos de plasma directo e indirecto que se han llevado a cabo para cada una de las
publicaciones en las que se ha utilizado esta tecnologia.

3.5.1. TRATAMIENTOS DE PLASMA DIRECTO

3.5.1.1. MASCARILLAS

La Tabla 3 muestra los tratamientos realizados a las mascarillas. Para el estudio microbiol6gico en discos de mascarillas se
utilizaron nitrégeno, aire y argdn como gases de plasma a 80 y 60 sim durante tiempos diferentes de tratamiento. En cuanto
al analisis de inactivacion en mascarillas enteras, se utiliz6 el tratamiento N2, consistente en nitrégeno a 80 slm, 300 W durante

1,5 minutos.

La aplicacion de los tratamientos de plasma se realiz6 una vez secas las gotas de solucién bacteriana depositadas en las

mascarillas (bien en los discos, Fig. 7, bien en las mascarillas completas, Fig. 8).

Tabla 3. Tratamientos de plasma directo aplicados sobre las mascarillas.

Tratamiento Gas de plasma

Flujo de gas
(slm)

Gas de cooling

Potencia de
plasma (W)

Tiempo de
tratamiento
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CT - -
N1 Nitrégeno 80 Aire 300 45s
N2 Nitrégeno 80 Aire 300 1,5 min
N3 Nitrégeno 80 Aire 300 2,5 min
N4 Nitrégeno 80 Aire 220 5 min
Al Aire 80 Aire 300 45s
A2 Aire 80 Aire 300 1,5 min
Arl Argbn 60 Aire 90 1,5 min
Ar2 Argon 60 Aire 60 5min

Fig. 7. [a] Equipo de plasma y [b] Equipo de plasma tratando discos de mascarilla.
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Fig. 8. [a-c] Esquema del tratamiento de plasma y el tratamiento térmico de las mascarillas y [e] Equipo de plasma tratando mascarillas.

3.5.2. TRATAMIENTOS DE PLASMA INDIRECTO (PAW)

Los tratamientos con PAW se estudiaron en dos de las cuatro publicaciones incluidas en esta tesis (Sainz-Garcia, A., et al.
2023y 2024).

La PAW se generé exponiendo 2000 mL de agua purificada (AP) a la pistola de plasma con un gap de 30 mm durante 1,5; 5;
15y 30 min (Fig. 9). El gas de plasma utilizado para ambos estudios fue aire con un flujo de 60 slm y una potencia de 500 W.
Dependiendo del tiempo de exposicion del AP, se consiguieron 4 PAW diferentes; es decir, PAW-1,5, PAW-5; PAW-15 y
PAW-30.
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Fig. 9. Sistema de plasma generando PAW.

En relacion al estudio de las duelas de madera, para cada tratamiento de PAW o AP, tres muestras de madera contaminadas
se sumergieron en 450 mL de PAW o AP. En cuanto al tratamiento con dioxido de sulfuro (SO2), tres duelas contaminadas se
introdujeron en jarras de 4000 mL y 5 g de una pastilla de SO2 fueron quemados en el interior durante 30 minutos. El AP y el
SOz se utilizaron como controles.

En el caso de los corchos, éstos se introdujeron en 80 mL de PAW o AP durante 3 h. Seguido se mantuvieron a temperatura
ambiente 24 h para su secado. El AP fue empleado como control.

3.6. CARACTERIZACION DEL TRATAMIENTO DE PAF

Las caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos con PAF y PAW se analizaron empleando diferentes equipos y
tecnologias, como se indican a continuacion:

3.6.1. CARACTERIZACION DEL PAF DIRECTO

3.6.1.1. OES

Con el fin de caracterizar la fase gas de los tratamientos de PAF se emple6 la espectrometria de emision optica (OES del
inglés “Optical Emission Spectrometry”).

Esta técnica consiste en el andlisis de un espectro de luz separado por longitudes de onda. Asi, el OES identifica las RONS
producidas por cada plasma en la fase gas. El equipo utilizado fue un espectrémetro HR4PRO-XR-ES (Ocean Insight, Orlando,
Florida, EE.UU.) conectado a una fibra dptica (QP600- 2SR-Ocean Optics) con una lente que recolecta la informacion de cada
flujo de plasma (Fig. 10). Los datos fueron procesados con el software SpectraWiz (StellarNet, Tampa, Florida, EE.UU.).
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Fig. 10. Equipo de OES y fibra dptica.

3.6.2. CARACTERIZACION DE LAS PAW

3.6.2.1. MULTIMETRO PORTABLE

Un multimetro portable senslON MM150 DL con una sonda 50 48 (Hach Company, EE.UU.) se utilizd para medir los
parametros descritos a continuacion:

e  pH:indica el grado de acidez o alcalinidad.

e ORP: indica el potencial de 6xido reduccién.

e EC:indica la capacidad para dejar pasar la corriente eléctrica.
e T2 indica el grado de frio o calor.

Fig. 11. Equipo multimetro portable.

3.6.2.2. MEDIDOR DE IONES PORTATIL

Para la cuantificacion de NOs- se utilizé un equipo denominado Imacimus® Multilon analyser (NTsensors S.L., Espafia) con
electrodo selectivo. Estos dispositivos detectan y miden concentraciones especificas de iones en diversas soluciones. A través
de una membrana selectiva generan un potencial eléctrico que es directamente proporcional a la concentracion de nitratos
basandose en la ecuacion de Nernst.

E=E° —ﬂln(Q)
nF

Donde E es el potencial corregido del electrodo, E® el potencial en condiciones estandar, R la constante de gases, T la
temperatura (K), n la cantidad de moles, F la constante de Faraday (~ 96500 Coulomb/mol) y Q:

[c]°[D]*

¢= AFBp
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Donde [C] y [D] son las presiones parciales y/o concentraciones molares de los iones disueltos y [A] y [B] para los reactivos.
Ademas, los exponentes son los coeficientes estequiométricos de la reaccion.

Fig. 12. Equipo medidor de iones portatil.

3.6.2.3. ESPECTROFOTOMETRIA

Este ensayo fue utilizado para el andlisis de NOz y H202. Se us6 un espectrofotometro Onda V-11 SCAN (Giorgio Bormac
s.r.l., ltalia).

El método colorimétrico de Griess fue empleado para la determinacion de NO2 en cada PAW. Mediante este procedimiento,
los nitritos son detectados por la reaccidn de la muestra con &cido sulfanilico bajo condiciones &cidas para formar el ion
diazonio. Este se enlaza con a-naftilamina para formar un compuesto de color magenta que es cuantificado
espectrofotométricamente a 548 nm [63].

Por otro lado, para cuantificar el H202, fue necesaria la determinacion de la absorbancia del peroxido de titanio a 407 nm.
Este método se basa en la reaccion del sulfato de titanilo para formar sulfato de peroxititanilo de color amarillento.

El reactivo de Griess y el oxisulfato de Titanio (IV) fueron adquiridos en Sigma Aldrich (EE.UU.).

Fig. 13. Equipo de espectrofotometria UV-vis.

3.6.2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Esta técnica permite separar sustancias de una mezcla compleja para identificarlas y cuantificarlas.

En esta tesis, se empled un HPLC con deteccion UV (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, Espafia) para detectar RONS
secundarias con un método basado en la reaccion entre el fenol (CeHs-OH) y los radicales OHe, NO+ y NO2¢ [57]. Se detecto
la presencia del fenol y los productos primarios de su degradacion (benzoquinona (fenol + OHe), 4-nitrosofenol (fenol + NO¢)
and 2-nitrofenoal (fenol + NO2¢)).

A continuacion, se detallan las caracteristicas del ensayo:
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Se utilizé una columna Supelcosil C-18 de fase inversa de 5 um (25 cm x 2,4 mm; Supelco Inc. EE.UU.). El limite de deteccidn
para el analisis por HPLC fue de 0,01-0,1 uM (dependiendo del compuesto y de la deteccién utilizada). Se prepard una solucion
de 2-102 M de fenol (Monplet & Esteban S.A., Espafia) en agua; 5,0 mL de esta solucion se mezclaron con 95 mL de PAW y
se incubaron a 50 °C durante 24 h. A continuacidn, la solucion se filtr6 (0,45 um) y se midié mediante analisis HPLC utilizando
una elucion en gradiente (Tabla 5) y las siguientes condiciones: volumen de inyeccion de 20 L, caudal a 1,0 mL/min de fase
mavil; tiempo total 16 min; P: =90 bar a 90-100, =60 bar a 60-40; y un detector a 260 nm (referencia: 699 nm). Los tiempos
de retencion fueron los siguientes: benzoquinona 5,0 min, 4-nitrosofenol 5,4 min, fenol 8,2 min y 2-nitrofenol 11,2 min. Para
cuantificar los subproductos de la degradacién, se prepararon diferentes curvas de calibracion con soluciones de
concentracion conocida de benzoguinona (Sigma Aldrich, EE.UU.) (1,35-10- M), 4-nitrosofenol (TCI Chemicals, Japdn)
(2,54-104 M) y 2-nitrofenol (Sigma Aldrich, EE.UU.) (2,54-10 M) (Tabla 4).

Fig. 14. Equipo HPLC con deteccion UV.

Tabla 4. Curvas de calibracion de los subproductos del fenal.

Subproducto de degradacion Curva de calibracion R?
Benzoquinona A (mAU) = 0,09 + 6,99 x 105 ¢ (M) 0,9996
2-nitrofenol A (mAU) =-0,24 + 1,50 x 105 ¢ (M) 0,9997
4-nitrosofenol A (mAU) =-1,00 + 3,78 x 105 ¢ (M) 0,9997

Tabla 5. Gradientes de elucion para el andlisis HPLC.

t (min) Acido acético: 1% (VIV) Acetonitrilo
0 90 10
7 60 40

13 90 10
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3.7. OTROS ESTUDIOS Y ENSAYOS REALIZADOS

3.7.1. ESTUDIO TERMICO

En el estudio relacionado con la inactivacion bacteriana en mascarillas (Sainz-Garcia, A. et al., 2022) se realiz6 a su vez una
caracterizacion térmica con el fin de evaluar si se producia la muerte microbiana debido al efecto térmico o del tratamiento de
plasma. Para ello se control6 la temperatura durante los tratamientos de plasma. La superficie exterior de la mascarilla fue
caracterizada mediante el uso de una cadmara de imagen térmica (TESTO 871) (Testo SE & Co. KGaA, Alemania). Las
imagenes obtenidas se analizaron con el software IRSoft (version 4.3). Por otro lado, la temperatura de la parte interior de la
mascarilla también fue determinada con una sonda de teflon tipo-K conectada a un data logger (Testo 167T4).

Una vez conocida la temperatura maxima del tratamiento de plasma, se sometié a las mascarillas a esa misma temperatura,
Unicamente mediante tratamiento de calor y se evaluo la actividad antimicrobiana de este tratamiento térmico.

Fig. 15. Camara termogréfica.

También se realiz6 estudio térmico para la caracterizacion de las duelas de madera en Sainz-Garcia, A., et al. (2021) para
comprobar la temperatura maxima alcanzada utilizando la sonda tipo-K conectada al data logger (Testo 167T4).

3.7.2. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

Esta técnica se empled en la publicacién Sainz-Garcia, A., et al. (2022) relacionada con la inactivacion bacteriana en
mascarillas de la cepa de P. aeruginosa ATCC15692GFP. El equipo utilizado fue un microscopio de fluorescencia (Nikon)
(Fig. 16) con el software ImageJ para la recogida de fotografias.

La bacteria P. aeruginosa ATCC15692GFP posee un vector multicopia que codifica para la proteina verde fluorescente
GFPmut3. El objetivo de este ensayo fue conocer sila intensidad de la fluorescencia de la proteina GFP se veia afectada tras
la aplicacion de PAF.



43

Fig. 16. Microscopio de fluorescencia.

3.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA  DEL
TRATAMIENTO CON PAF Y PAW

3.8.1. MASCARILLAS

En la publicacion Sainz-Garcia, A., et al. (2022) relacionada con mascarillas, una vez aplicado el tratamiento de plasma a
cada disco, cada area inoculada se recort6 y se lavaron independientemente en tubos Eppendorf con 300 ul de caldo MH
durante 24 h. A continuacidn, se realizaron diluciones seriadas que se cultivaron en BHI agar a 37 °C durante toda la noche
para determinar las UFC/mL. En cuanto a las mascarillas completas el procedimiento fue el mismo una vez cortados los
puntos en los que se habian inoculado las bacterias. En ambos estudios se incluyeron discos y mascarillas completas
inoculadas, pero sin tratamiento con PAF, como controles positivos de crecimiento.

3.8.2. DUELAS DE BARRICAS DE VINO

En la publicacién Sainz-Garcia, A., et al. (2024), las duelas de madera tratadas con PAW, AP y SO2 se cepillaron hasta
alcanzar una profundidad de 1 cm. Se pesaron las virutas en bolsas de plastico estériles, se afiadieron 600 mL de medio TSB
y las bolsas selladas se incubaron a 28 °C en un agitador orbital a 100 rpm durante 24 h. La suspension se centrifugé (10000
rpm; 30 min; 4 °C) y el pellet obtenido se resuspendio en una solucién de Ringer hasta un volumen de 15 mL en tubos de
plastico estériles. Las muestras se enviaron a un laboratorio externo (Excell Ibérica S.L., Logrofio, La Rioja) alli fueron tratadas
con monoazida de propidio (PMATM, Biotium, Fremont, CA) y sometidas a un protocolo de extraccion de ADN, para
posteriormente cuantificar la poblacion viable de Brettanomyes spp. presente en la madera mediante una PCR cuantitativa
(gPCR) usando Eva Green®.
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3.9. DETERMINACION DEL GRADO DE DESCOMPOSICION QUIMICA TRAS
TRATAMIENTO CON PAW

En la publicacién Sainz-Garcia, A., et al. (2023) se determind la capacidad del tratamiento con PAW para descomponer las
moléculas de haloanisoles y halofenoles contaminantes de los corchos de botellas de vino. Para ello se siguieron dos métodos
quimicos.

e Método OIV-MA-AS315-16. Determinacion de 2,4,6-Tricloroanisol en vino procedente de tapones de corcho;
Resolucion OIV/OENO 296/2009 [64]

e Método OIV-MA-AS315-17. Determinacion de policlorofenoles y policloroanisoles en vinos, tapones de corcho,
madera y bentonitas utilizadas como adsorbentes de esos compuestos en la atmésfera; Resolucion OIV/ OENO
37472009 [64].

Estos métodos simulan la migracion de 2,4,6-Tricloroanisol, 2,4,6-Triclorofenol, 2,3,4,6-Tetracloroanisol, 2,3,4,6-
Tetraclorofenol, pentacloroanisol y pentaclorofenol susceptibles de producirse entre el vino embotellado y los tapones de
corcho.

En primer lugar, se realizé una extraccion alcohdlica con un sistema de microextraccion en fase sélida (SPME Fibras ARROW:
50/30pm DVB/CAR/PDMS) con un "liner" (SPME Injection Sleeve 0,75 mmID). A continuacion, las muestras se analizaron por
cromatografia de gases (AGILENT TECHNOLOGIES. Modelo 8890; Inyector: Agilent Technologies. PAL-System Modelo PAL
Il Series 2) con deteccion por espectrometro de masas (Agilent Technologies. Modelo 7000C).

3.10. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS (MASCARILLAS,
DUELAS Y CORCHOS)

3.10.1. ANALISIS DE FILTRACION DE MASCARILLAS

El estudio relativo a las mascarillas incluye andlisis de filtracion de las mismas con el fin de comprobar si el tratamiento con
plasma afect6 negativamente a dicho parametro. Segun su eficacia de filtracion pueden clasificarse en: FFP1, FFP2 y FFP3
siendo las FFP3 las que mayor poder de filtracion poseen y las FFP1 las que menor.

La prueba de filtracion se realizé por penetracion del filtro con aceite de parafina siguiendo la norma EN 149:20 01 + A1:20
09. La incertidumbre expandida fue de £10% del valor medido para una probabilidad de cobertura del 95%. La Tabla 6 indica
el porcentaje maximo de penetracion de aceite de parafina del material filtrante segin la clasificacion de mascarilla.

Tabla 6. Porcentaje maximo de penetracion de aceite de parafina del material filtrante.

Clasificacion 95 L/min (Porcentaje max.)
FFP1 20
FFP2 6

FFP3 1
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3.10.2. ANALISIS DE RESPIRABILIDAD DE MASCARILLAS

La prueba de resistencia a la respiracion se llevé a cabo siguiendo la norma EN 149:20 01 + A1:20 09 asi como los requisitos
segUn la RfU PPE-R/02.075.02. En este caso, la incertidumbre expandida fue de £18% del valor medido para una probabilidad
de cobertura del 95%. Cada andlisis se realiz cinco veces.

Tabla 7. Valores de maxima resistencia permitida segn la norma indicada.

Clasificacion Inhalacién 30 L/min Inhalacion 95 L/min Exhalaciéon 160 L/min
FFP2 0,7 2,4 3,0
FFP3 1,0 3,0 3,0

3.10.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Esta técnica se ha utilizado en tres de los cuatro estudios incluidos en esta tesis.

Para los trabajos Sainz-Garcia, A., et al. (2021) y Sainz-Garcia, A., et al. (2022), se utiliz6 el microscopio electrénico de barrido
HITACHI S-2400 trabajando a 18 kV. En el primer caso, se observaron muestras de mascarillas a las cuales se les habia
aplicado cinco ciclos de tratamiento de plasma. Tanto para los discos de mascarilla como para los fragmentos de duelas de
madera, previo al estudio SEM, las muestras fueron recubiertas con una fina capa de oro y paladio para hacerlas conductivas.

Para el estudio Sainz-Garcia, A., et al. (2024) se emple6 el microscopio COXEM EM-30N trabajando a 10 kV. En este caso,
las muestras de madera se recubrieron con una capa de oro con el fin de hacerlas conductivas.

Fig. 17. Equipo de microscopia electrénica de barrido.
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4. RESULTADOS: TRABAJOS PUBLICADOS

4.1. DESINFECCION DE MASCARILLAS MEDIANTE PLASMA ATMOSFERICO
FRIO

e Mask disinfection using atmospheric pressure cold plasma. Ana Sainz-Garcia, Paula Toledano, Ignacio Muro-
Fraguas, Lydia Alvarez-Erviti, Rodolfo Mugica-Vidal, Maria Lopez, Elisa Sainz-Garcia, Beatriz Rojo-Bezares,
Yolanda Séenz, Fernando Alba-Elias. International Journal of Infectious Diseases 123 (2022) 145-156.

El uso de mascarillas faciales estd muy extendido en el ambito médico, ya que previene la propagacion de enfermedades.
Estos complementos ayudan a evitar contraer infecciones de microorganismos del ambiente que se respira. Ademas, forman
parte de la estrategia de control y prevencién para eliminar las contaminaciones cruzadas, por ejemplo, en hospitales.

Por otro lado, el uso de mascarillas se ha visto incrementado durante los Gltimos afios debido, en gran parte, a la pandemia
de la COVID-19 [1]. Como resultado, se ha observado que el 93,64% de las reacciones cutaneas faciales (como
enrojecimiento, picor 0 acné) se describieron tras la exposicion a mascarillas [2,65]. Es por ello que en este trabajo se ha
aplicado PAF directamente sobre el interior de mascarillas (FFP2 y KN95) con el fin de eliminar bacterias patégenas y que
pueden ser causantes de enfermedades faciales como el maskné (Mask + Acné).

Se analizaron doce microorganismos diferentes (de las especies P. aeruginosa, E. coli y Staphylococcus spp.) los cuales
fueron inoculados en discos de mascarillas. Varios parametros del tratamiento con PAF se modificaron para estudiar como
afectaban a la inactivacion; desde el gas utilizado (nitrégeno, argén y aire) y la potencia del plasma (90 — 300 W), hasta el
tiempo de tratamiento (45 s — 5 min). Luego se eligio el mejor tratamiento de PAF, siendo el generado por gas N2, 300 W, 80
simy 1,5 min para analizar su efecto sobre mascarillas completas. Ademas, se llevaron a cabo pruebas de capacidad de
filtracion (FC) y de respiracion que no mostraron efectos negativos después de 5 ciclos de mascarillas tratadas con PAF. Por
dltimo, no se identificaron modificaciones morfoldgicas ni deformaciones visuales en las mascarillas después de los
tratamientos con plasma.

Fig. 18. Resumen grafico del articulo I.
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Objectives: Mask usage has increased over the last few years due to the COVID-19 pandemic, resulting in
a mask shortage. Furthermore, their prolonged use causes skin problems related to bacterial overgrowth.
To overcome these problems, atmospheric pressure cold plasma was studied as an alternative technology
for mask disinfection.

Methods: Different microorganisms (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus spp.), differ-

Keywords: ent gases (nitrogen, argon, and air), plasma power (90-300 W), and treatment times (45 seconds to 5
Cold plasma minutes) were tested.
Plasma treatment Results: The best atmospheric pressure cold plasma treatment was the one generated by nitrogen gas
Mas_k ) at 300 W and 1.5 minutes. Testing of breathing and filtering performance and microscopic and visual
Antibacterial treatment . PP K
Disinfection analysis after one and five plasma treatment cycles, highlighted that these treatments did not affect the
morphology or functional capacity of the masks.
Conclusion: Considering the above, we strongly believe that atmospheric pressure cold plasma could be
an inexpensive, eco-friendly, and sustainable mask disinfection technology enabling their reusability and
solving mask shortage.
© 2022 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases.
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
Introduction by sebum, increase in pH, changes in CO, levels, and skin humid-

Masks that cover the nose and mouth are one of the main bar-
riers to avoid the acquisition and transmission of microbial dis-
eases, reducing viral transmission by 95% (Catching et al., 2021;
Feng et al, 2020; Ng et al, 2020; Suess et al, 2012). During the
last few years, the use of masks has increased due to the COVID-
19 pandemic (Feng et al, 2020). However, 93.64% of individuals
hadskin reactions, like itching, stinging, dryness, and acne after
mask exposure (Choi et al., 2021; Damiani et al, 2021). Maskne
(mask+acne) is considered as the skin disease that provokes the
highest number of dermatologist visits, and it could be aggravated
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ity (Choi et al., 2021; Damiani et al., 2021; Hua et al., 2020; Kutlu
et al., 2020; Mutalik and Inamdar, 2020). These conditions favor
the growth and proliferation of specific skin bacteria that cause
respiratory diseases (Bao et al., 2020; Choi et al., 2021; Wei et al.,
2021). Daou et al. (2021) found that Cutibacterium acnes is the
main bacterium responsible for maskne; however, other bacteria
such as Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Es-
cherichia coli can also cause the disease (Daou et al, 2021; Jusuf
et al., 2020; Sun and Chang, 2017). These problems are exacer-
bated by the prolonged use of masks during the COVID-19 pan-
demic because of mask shortage (Dharmaraj et al, 2021; Feng
et al., 2020). Thus, correct and secure mask reuse is fundamental to
reduce the consumption of manufacturing resources, facilitate the
management of biological residues, and hence protect the environ-
ment. Masks are made of nondegradable plastic material, most of
which ends up in the oceans and causes damage to the ecosys-
tem (Dharmaraj et al, 2021). However, not only recycling but also
the destruction of the pathogens of the mask is important to re-
duce environmental pollution and the spread of microbial diseases

1201-9712/© 2022 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases. This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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(Dharmaraj et al., 2021; Sangkham, 2020). In short, mask disinfec-
tion promotes environmental sustainability.

Researchers worldwide have studied mask disinfection sys-
tems against viruses and bacteria during the COVID-19 pandemic
(Battelle, 2016; Cassorla, 2021; Heimbuch et al., 2011; Kenney et al.,
2020; Lin et al, 2018, 2017; Lore et al, 2012; Mills et al, 2018). A
previous study investigated different mask decontamination meth-
ods (bleach, UV irradiation, autoclave, dry heating), achieving com-
plete inactivation of Bacillus subtilis spores (Lin et al, 2018). An-
other study analyzed different methods (UV radiation, dry heat,
70% ethanol, and vaporized hydrogen peroxide [VHP]) to reduce
SARS-CoV-2 infection. The greatest inactivation results were ob-
tained with VHP, which maintained the filtration characteristics
even after three treatment cycles (Fischer et al, 2020).

Other researchers have also pointed out the functional degra-
dation of masks and the presence of residues after ethanol,
UV irradiation, blenching, microwave heating, or VHP treatments
(Battelle, 2016; Bergman et al., 2010; Smith et al, 2020; Viscusi
et al., 2009).

Low-temperature plasmas have been used for mask disinfec-
tion, with hydrogen peroxide gas plasma technology being the
most widely used. Most authors have used the Sterrad 100NX
plasma generator, which requires a vacuum atmosphere and long
treatment times (Ibafiez-Cervantes et al, 2020; Kumar et al.,
2020; Viscusi et al., 2009; Wigginton et al., 2021). Viscusi et al.
(2009) analyzed mask deterioration after a 55 minutes of hy-
drogen peroxide gas plasma treatment and observed no nega-
tive impact either on filter aerosol or on filter airflow resistance.
In some studies, more than one cycle of hydrogen peroxide gas
plasma treatment affected the filtration and breathing capacity of
masks (Bergman et al., 2010; Kumar et al, 2020; Wigginton et al.,
2021).

In this regard, atmospheric pressure cold plasma (APCP) tech-
nology has been a focus of increased research in recent years for
disinfection applications. The most important investigations on the
use of APCP for mask disinfection have been examined to further
elaborate on the novelty of the current study, which, in conclusion,
is scarce in the literature. Indeed, to our knowledge, there are only
two publications. In the first publication, a dielectric barrier dis-
charge plasma generator was used to generate ozone to treat KF94
mask portions (30 x 35 mm size) at different durations (10-300
seconds) against virus and bacteria (Lee et al., 2021). The authors
observed a total inactivation of S. aureus (10 seconds). Neither the
structural characteristics of the filter layer nor the functional prop-
erties of the mask altered negatively after five 60-second treatment
cycles in KF94 masks. In the second publication, plasma was gener-
ated using a dielectric barrier discharge plasma equipment to treat
SARS-CoV-2 inoculated on N95/ filtering face piece 2 (FFP2) and
N99/ filtering face piece 3 (FFP3) mask portions (4 x 4 cm size).
No significant negative effect was detected on filtration efficien-
cies. Plasma was characterized by analyzing the optical emission
spectrum, and it was observed that reactive oxygen and nitrogen
species (RONS) such as OH*, NO, and ozone had a viricidal effect
(Kim et al., 2021).

In this study, an APCP equipment known as atmospheric pres-
sure plasma jet was used. Different combinations of plasma power,
plasma gas, and treatment time were tested on the inner surface
of KN95 and FFP2 masks to disinfect them. E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, and different Staphylococcus spp. were evaluated.

The original contribution of this work was the determination of
the optimal plasma treatment parameters to achieve a total inac-
tivation of all bacteria while preserving the physical and morpho-
logical properties of the masks.

For this purpose, the antimicrobial activity of both plasma-
treated and thermally treated inoculated samples was analyzed. In
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addition, plasma-treated samples were analyzed by scanning elec-
tron microscopy (SEM), visual evaluation, as well as filtration and
breathing tests.

Materials and Methods
Sample masks

Mask disks (diameter 26 mm and 10 mm) and/or complete
masks were used in this study (Figures 1-3). KN95 (Chinese stan-
dard: GB/T 32610-2016) masks were used for all microbiological
analyses. However, from January 2021, KN95 masks were with-
drawn from the Spanish market. Therefore, FFP2 (EN 149:2001;
Certificate: 20/3212/00/0161; CE-0161FFP2) masks were used for
the breathing and filtration analysis.

Plasma and thermal treatments

Different plasma treatments were applied to sets of three sam-
ple masks (Table 1). The APCP equipment used was PlasmaSpot500
(MPG, Luxemburg) for mask disks and complete mask treatments
(Sainz-Garcia et al., 2021). It consists of one external electrode con-
nected to a high voltage source, one internal grounded electrode,
and an aluminum oxide (Al,03) dielectric tube between them.
Figures 2 and 3 illustrate the APCP equipment and how mask disks
and complete masks were treated, respectively.

The effect of the heat flow generated by the plasma was studied
by controlling the temperature during the plasma treatment and
by applying thermal treatments in complete masks. The outer sur-
face of the mask (layer 1) subjected to the best plasma treatment
(nitrogen plasma 2 [N2]) was characterized by thermography using
a thermal imaging camera (TESTO 871) (Testo SE & Co. KGaA, Ger-
many). The obtained images were analyzed with the [RSoft (ver-
sion 4.3) software. The temperature of the inner surface of the
mask (layer 5) was monitored during each second of the 1.5 min-
utes of plasma treatment by a K-type Teflon-coated thermocouple
connected to a data logger (Testo 167T4) (Figure 3c). This study
was performed to determine the maximum temperature reached
for each treatment. Heated gas thermal treatments were applied
on inoculated complete masks to analyze the antimicrobial activity
of the heat flow (Figure 3d).

Antimicrobial activity of plasma treatments on mask disks

Mask disks were inoculated with 10 ul of 0.5 McFarland suspen-
sion (108 Colony Forming Units/ml [CFU/ml]), performed in phos-
phate buffer saline (PBS, Gibco), of E. coli ATCC25922, P. aeruginosa
PAO1, S. aureus ATCC29213, Staphylococcus hominis W220, Staphy-
lococcus haemolyticus W1493, Staphylococcus saprophyticus W1498,
S. epidermidis W213, S. epidermidis W232, S. epidermidis W1346,
S. aureus W1623, and S. aureus W1570. The strains W213, W232,
W1570, and W1623 presented a multidrug resistance phenotype
(resistant to at least three families of antibiotics). Specifically,
S. epidermidis W213 was resistant to beta-lactams, oxazolidinones,
aminoglycosides, and phenicols; S. epidermidis W232 was resis-
tant to beta-lactams, oxazolidinones, lincosamides, and aminogly-
cosides; S. aureus W1570 was resistant to beta-lactams, macrolides,
lincosamides, aminoglycosides, and fluoroquinolones, and S. aureus
W1623 was resistant to beta-lactams, aminoglycosides, and fluoro-
quinolones.

Three bacteria were inoculated per disk for each treatment as
shown in Figure 2. Three inoculated disks were used for each
plasma treatment, including the CT treatment (Table 1) to con-
trol bacterial growth (positive control, CT-positive). In addition,
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Layers #3 & #4: Electrostatic melt-blown fabric
- @10 mm mask (FFP2) disks (Section 3.6)

Layer #5: Polypropylene non-woven fabric
- @26 mm mask (KN95) disks (Section 3.1 & 3.2)
- @10 mm mask (FFP2) disks (Section 3.6)

Complete mask:

- KN95: Microbiclogical analysis of plasma & thermal
treatments (Section 3.3)

- FFP2; Physical and morphological tests (Section 3.5)

Figure 1. Scheme of the different lavers of a mask (KN95 and FFP2) and description of masks used in each paper result section.

FFP2 = filtering face piece 2.

| Inoculation of disks (Layer #5) |

| Bacteria#2 | | Bacteria #3 |
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Electrode #1
Electrode #2 : £ |
Plasma flow — : ;L_
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Power
(90-300 W)
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Figure 2. (a) KN95 mask from which @ 26 mm disks were extracted, Disks and holders needed to treat the disks inoculated with Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus
gureus ATCC29213, and Pseudomonas ceruginose PAO1 suspensions; (b) Atmospheric pressure cold plasma equipment scheme; (c) Plasma equipment treating mask disks.

untreated disks without bacteria were used to analyze the pres-
ence of possible contaminants (negative control, CT-negative). No
colonies were seen in the negative controls regardless of the treat-
ment studied. Plasma treatments were applied after the inoculum
was dry. Then, each inoculated area was independently washed
in Eppendorf tubes with 300 pl of Mueller-Hinton broth (Con-
dalab) for 24 hours. After that, serial dilutions were performed
and cultured in Brain Heart Infusion agar at 37° C overnight to de-
termine the CFU/ml. Furthermore, the antimicrobial effect of the
APCP treatments N2 and N3 was also analyzed by quantifying the
fluorescence levels of the green fluorescent protein (GFP) in the

P. geruginosa strain ATCC15692GFP. For this purpose, mask disks
were inoculated with 10 pl of P aeruginosa ATCC15692GFP, dried,
and then treated with APCP. GFP was quantified before and after
the treatment by digital image analysis on a fluorescence micro-
scope (Nikon) using the Image] software.

Antimicrobial activity of plasma treatments on complete masks

Five points were selected on the inner side of the masks (Nose-
N; Mouth-M; Chin-CH, and both Cheeks-C1 and C2) as shown
in Figure 3a. Each spot was inoculated with 10 pl of 0.5 McFar-
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Figure 3. (a) Inoculation points on the inner layer of masks (Nose-N; Mouth-M; Chin-CH and both Cheeks-C1 and C2). Three bacteria were inoculated in each circle;
(b) Mask holder; (c) and (d) Scheme of plasma and thermal treatments on masks; (&) Plasma equipment treating complete masks.

land suspension of E coli ATCC25922, S. aureus ATCC29213, and
P aeruginosa PAO1. Three bacteria were inoculated per mask for
each treatment. Untreated masks were used as positive controls
for growth. Plasma treatment was applied after the inoculum was
dried under sterile conditions. Subsequently, each area was cut and
the viable bacteria CFU/ml were determined using the procedure
described for mask disks.

Optical emission spectroscopy

Optical emission spectroscopy analysis was used to identify the
RONS produced by N2, Arl, and A2 plasma treatments (Table 1).
The equipment used was the spectrometer F600-UVVIS-5R (Stellar-
Met, Tampa, Florida, USA), connected to an optical fiber (QP600-
2SR-Ocean Optics) with a lens that collected information of the
plasma flux as shown in Figure 2b. Data were processed with the
SpectraWiz software (StellarNet, Tampa, Florida, USA).
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Physical and morphological characteristics of the mask after
treatment

Filtration properties and breathing resistance of complete
masks were measured by an external laboratory (AITEX, Spain).
The filtration test was done by filter penetration with paraffin oil
following the EN 149:2001+A1:2009 standard. The expanded un-
certainty was £ 10% of the measured value for a 95% probability
of coverage. The breathing resistance test was done following the
same standard. In this case, the expanded uncertainty was + 18%
of the measured value for 95% probability of coverage. Each analy-
sis was performed five times.

For morphological analysis, a HITACHI S-2400 SEM was used.
Untreated and 5-time-plasma-treated (N2) (Table 1) mask disks
from layers 4 and 5 were tested. Before SEM examination, mask
disks were coated with a thin layer of gold and palladium, us-
ing a sputtering apparatus to make them conductive. In addition,
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visual analysis was performed to detect any alterations in the
treated masks.

Results and Discussion
Inactivation on mask disks by plasma treatments

The degree of bacterial inactivation was influenced by the bac-
terial species analyzed and the modification of the plasma treat-
ment parameters. Figure 4 shows the antimicrobial activity of the
plasma treatments against E. coli ATCC25922, P geruginosa PAOT,
and S. aureus ATCC29213 on mask disks in comparison with the
CT-positive.

The best treatments were the nitrogen plasma treatments (N2
and N3) as they achieved total inactivation regardless of the tar-
get bacteria. Furthermore, all studied treatments achieved com-
plete inactivation of E coli and P aeruginosa, with S. aureus be-
ing the most resistant species, consistent with other studies (Han
et al, 2016; Huang et al, 2020; Kayes et al, 2007; Lunov et al,
2016). For instance, Huang et al. (2020) and Han et al. (2016) found
higher inactivation values in Salmonella Typhimurium and E. coli,
respectively, than in 5. aureus after plasma treatment of 96-well
microtiter plates and Petri dishes, respectively (Han et al, 2016;
Huang et al., 2020).

Several authors consider the morphological characteristics of
bacteria as one of the factors responsible for the differences in
bacterial inactivation (Huang et al, 2020). Both Gram-positive
and Gram-negative bacteria possess cell wall peptidoglycans, but
Gram-positive bacteria have a thick peptidoglycan wall that al-
lows them to resist plasma damage. Besides, other researchers
have identified different action mechanisms depending on Gram-
positive and Gram-negative bacteria. For Gram-positive bacteria,
it has been suggested that RONS play the main role in provok-
ing lipid membrane disturbances after lipid peroxidation of unsat-
urated fatty acids. Amino acid oxidation results in protein modi-
fication, followed by DNA damage and cell death (Arjunan et al.,
2015; Simondicova et al, 2018; Yong et al, 2015). However, in the
case of Gram-negative bacteria, with irregular surfaces, electro-
static disruption is the most effective effect (Lunov et al, 2016;
Mai-Prochnow et al, 2016). This effect involves the rupture of the
membrane when the outer membrane acquires sufficient electric
charge. Regarding the bacteria analyzed in our work, E. coli and
P. geruginosa are Gram-negative bacteria, and 5. aureus is Gram-
positive, which could explain the differences in the inactivation
rates.

In addition, plasma treatment time, power, or gas, influenced
the bacterial inactivation results, as many authors have previously
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indicated (Han et al, 2016; Huang et al, 2020; Lunov et al., 2016;
Miao and Jierong, 2009; Surowsky et al, 2014; Wiegand et al,
2014). Han et al (2016) demonstrated that the longer the exposure
time, the higher the bacterial damage (Han et al, 2016). This is
in accordance with our results as N1 treatment (45 seconds) only
achieved 4.96 log (CFU/ml) reductions, whereas N2 (1.5 minutes)
or N3 (2.5 minutes), caused total inactivation. Although the treat-
ment time for N4 plasme treatment was the longest (5 minutes),
the plasma power was not enough to inactivate all bacteria (220
W) N2 treatment (300 W; 1.5 minutes) resulted in higher inactiva-
tion values than N4 (220 W; 5 minutes), indicating that treatment
power plays a more important role than treatment time. In this
regard, another previous study reported that when the power was
increased from 75 W to 125 W, inactivation by plasma treatment
against L monocytogenes, E. coli, and S. Typhimurium also increased
(Kim et al, 2011). Plasma power provides energy to generate RONS.
Thus, the higher the power, the larger the amount of RONS gener-
ated to inactivate the bacteria (Laroussi and Leipold, 2004; Lu et al,
2016).

Finally, plasma gas played one of the main roles in terms of an-
timicrobial activity. Comparing the studied gases (nitrogen, air, and
argon), the best was nitrogen because it achieved total inactivation
regardless of the bacteria used.

The effect of N2 and N3 treatments against P ageruginosa
ATCC15692GFP was also studied by analyzing their antimicrobial
activities and the fluorescence levels of GFP (Figure 5). This bac-
terium possesses a multicopy vector encoding the green fluores-
cent protein GFPmut3. Both plasma treatments achieved antimi-
crobial activity (= 7 logarithmic reductions, data not shown), and
they also reduced protein concentration. GFP signals after N2 and
N3 treatments were 43% and 54% respectively, in comparison with
signal control (100%) with statistically significant differences (p =
0.05). Hence, it is confirmed that both treatments were effective
against P aeruginosa ATCC15692GFP.

Inactivation of different species of Staphylococcus

Staphylococcus species are one of the most important causes of
nasopharyngeal infections and can be implicated in the most ag-
gressive types of maskne (Daou et al., 2021; Jusuf et al,, 2020; Revai
et al., 2008; Sun and Chang, 2017). For that reason, we investigated
different Staphylococcus spp. strains (S. hominis W220, S. haemolyti-
cus W1493, S. saprophyticus W1498, 5. epidermidis W213, W232 and
W1346, and S. aureus W1623 and W1570) from the clinical col-
lection of Molecular Microbiology Area of the Biomedical Research
Center of La Rioja (CIBIR), to determine their resistance to plasma
treatment. Among them, the methicillin and linezolid-resistant
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Figure 5. Fluorescence microscope digital images of GFP quantification: (a1, b1, and c1) before and (a2, b2, and c2) after CT, N2, and N3 plasma treatments, respectively;

(d) GFP signal percentage of these treatments (*, p = 0.03).
GFP = green fluorescent protein.

S. epidermidis W213 and W232, and the methicillin-resistant 5. au-
reus W1570 and W1623 presented multidrug-resistant phenotypes.
Tests were performed applying the best plasma treatment iden-
tified in section 3.1 (N2) and following the same procedures. All
strains, including the multidrug-resistant strains, were completely
inactivated after 1.5 minutes of N2 treatment.

Inactivation of the complete mask by plasma and thermal treatments
N2 plasma treatment was chosen to study the antibacterial ac-

tivity on complete masks as more than six logarithmic reductions
were observed against E. coli ATCC25922, S, aureus ATCC29213, and
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P aeruginosa PAO1 (Figure 4). In addition, the thermal effect was
studied to determine the antimicrobial capacity associated with
the flow of heat generated by the plasma.

On the one hand, the thermal images of the outer layer of the
mask (layer 1) with the N2 treatment at different times showed a
homogeneous thermal distribution (Figure 6), indicating a homo-
geneous plasma treatment. The temperatures on the outer surface
of the mask at the end of the N2 treatment ranged from 80 °C
to 90 °C (Figure Gd). On the other hand, the maximum tempera-
ture of the inner mouth zone of the mask during the N2 plasma
treatment was 100 °C (Figure 7). This temperature was used as a
guide to heat an 80 standard liter per minute -nitrogen flux using
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Figure 6. Mask outer surface thermography (layer 1) during N2 plasma treatment at different times: {a) 0 seconds, (b) 30 seconds, (c) 60 seconds, and (d) 90 seconds.

Table 1
Conditions of plasma treatments

Treatment code Plasma Gas Gas Flow (slm)  Cooling Gas Plasma Power (W)  Treatment time
cT - - = - -

N1 Nitrogen 80 Air 300 45 seconds

N2 Nitrogen 80 Air 300 1.5 minutes
N3 Nitrogen 80 Air 300 2.5 minutes
N4 Nitrogen 80 Air 220 5 minutes

Al Alr 80 Air 300 45 seconds

A2 Air 80 Alr 300 1.5 minutes
Arl Argon 60 Air 90 1.5 minutes
Ar2 Argon 60 Air 60 5 minutes

slm, standard liter per minute.

Table 2

Comparison of the antimicrobial activity of plasma (M2) and thermal treatments against §. aureus ATCC29213, E. coli ATCC25922,

and P aeruginosa PAO1 inoculated in complete masks

Recuperated bacteria in

Recuperated bacteria after treatment

Bacteria control samples (control-positive)’ (logarithmic reduction)®

CcT Thermal treatment N2 Thermal treatment
Stophylococcus oureus ATCC29213  8.75 9.13 1.54 (7.21) 8.51 (0.62)
Escherichia coli ATCC25922 559 528 0 (5.99) 0 (5.28)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 831 3.11 0(8.31) 0 (B.11)

4 The data are showed in log (CFUjml).
CFU = colony forming units.

a thermal system controlled by a temperature regulator, and sub-
sequently, each bacterium was subjected to that nitrogen flux for
1.5 minute. The thermal effect was the main cause of the inactiva-
tion of P aeruginosa and E. coli as both treatments (plasma and
heat flux) produced total inactivation of both bacteria (Table 2).
However, heated flow was insufficient to inactivate 5. aureus, and
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it could be affirmed that plasma treatment was necessary for the
total inactivation of 5. gureus in addition to heat flux treatment.
To our knowledge, bacteria can be inactivated by a combination of
several factors, including time and heat treatment. In this regard,
some authors have studied how thermal treatment affects the in-
activation of different bacteria (P. aeruginosa PAO1, S. Typhimurium,
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and E coli) in different environments (sardinella meat, snail meat,
and cells). They concluded that the higher the temperature and the
time, the greater the bacteria reduction {Gabriel and Alano-Budiao,
2019; Gabriel and Ubana, 2007; Marcén et al., 2017).

Optical emission spectroscopy

Figure 8 shows optical emission spectra (200-500 nm) of nitro-
gen, argon, and air plasma. It was possible to identify which rele-
vant RONS appeared for each plasma gas and justify the antimicro-
bial activity. N2 treatment spectrum (Figure 8a) showed different
species namely: (i) NO* radical (200-280 nm), (ii) Second positive
system (SPS) of nitrogen (296-405 nm), and (iii) First negative sys-
temn (FNS) of nitrogen (at 394 and 427 nm). SPS and FNS need to
be taken into account because of their role in ozone {03) genera-
tion, a species with biocidal capacity and one that does not gen-
erate an excited state that emits light (Girgin Ersoy et al, 2019;
Marino et al, 2018; Porto et al,, 2020; Wen et al,, 2020). O3 gener-
ation is explained as follows (Kim et al., 2021).

N; + e - Nit+ete
Nj+0;—+ Nj+0+0

04+0:4+M =03+ M

On the other hand, Arl (Figure 8b) showed the same
species as N2, in addition to the OH* radical (309 nm). Finally,
Figure 8c shows the spectrum of A2, where only the nitrogen
species SPS and FNS were detected.

1 T

60 90

Time (s)

Figure 7. Temperature of the inner surface (layer 5) of a mask during plasma treatments (N2, Arl, and A2) and thermal treatment measured by a type K thermocouple
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In this study, masks were treated using an assembly that con-
ducts the plasma flow to the inner surface of the mask. There-
fore, the combined antimicrobial effect of positive and negative
ions, RONS, electrons, excited and neutral ions, heat, molecules,
and UV photons can be leveraged (Scholtz et al, 2015). Most au-
thors propose that the effect of RONS is most likely responsible for
the inactivation capacity of atmospheric pressure plasma jet (luchi
et al, 2018; Sainz-Garcia et al, 2021). In fact, it has been previously
reported that the NO*, OH®, and O3 species confirmed antimicro-
bial activity {Kaushik et al., 2018; Laroussi and Leipold, 2004; Porto
et al., 2020; Wen et al, 2020; Wu et al,, 2017; Zhang et al, 2016).

The following conclusions might be drawn when comparing
treatments: (i) N2 treatment achieved the best bacterial inactiva-
tion (Figure 4), and among all the reactive species identified, the
MNO* radical could be the most ocidal RONS, as it has the high-
est peak and intensity (Figure 8a). (ii) The antimicrobial capacity
of Arl was similar to that of A2 despite generating a significantly
lower heat flow than the other treatments (Figure 7). In this case,
OH* radicals and Oy from nitrogen species SPS and FNS seem to
balance out the lower Arl inactivation effect due to the low tem-
perature. (iii) Notwithstanding the lower relative intensities for all
RONS (NO*, OH*, and 03), the inactivation performed by treatment
A2 could benefit from heat flux (highest temperature) (Figure 7).

Physical and morphological characteristics of the mask after
treatment

Filtration capacity (FC), breathing resistance, visual modifica-
tions, and adaptability to the face were assessed after plasma
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Filtration capacity and breathing resistance after one (KN95) and five (FFP2) trearment cycles

Type of mask Resistance to inhalation (mbar)  Resistance to exhalation (mbar)  Paraffin cil penetration (%)
30 Ifmin 95 |{min 160 1jmin
KNA5 Control 0387 + 0.02 1.217 = 0.05 2.160 + 0.02 7.148 + 0.31
1 cycle 0420 = 0.01 1.350 + 0.02 2277 = 0.09 7.135 + 0.22
FFP2 Control 0.466 = 0.03 2.020 + 0.05 2.986 = 0.1 1.418 + 018
5 cycles 0410 + 0.03 1.918 + 0.05 2.954 + 0.01 1.468 £+ 0.21

FFP2 = filtering face piece 2.

Figure 9. SEM images with a magnification of 150x and 1500x detail of samples: (a, c) Untreated layers 5 and 4, respectively, and (b, d) Layers 5 and 4 of a complete mask

(FFP2) after five cycles of plasma treatment (N2).

FFP2 = filtering face piece 2; N2 = nitrogen plasma 2; SEM = scanning electron microscopy.

treatments. Table 3 shows FC and breathing resistance after one
and five treatment cycles. Data obtained revealed that plasma
treatment did not affect either breathing resistance or FC of masks
for at least five treatment cycles. It was observed that the resis-
tance to inhalation (30 Ifminutes) increased from 0.387 mbar to
0420 mbar after one cycle and decreased from 0.466 mbar to
0.410 mbar after five cycles, which were not significant differences.
In contrast, in the study of inhalation 95 |/min and expiratory re-
sistance, there was a slight increase in one cycle but a decrease
after five cycles. Finally, the number of cycles did not affect the FC
which was similar to the control masks. These results seem reason-
able, and a slight increase in respiration implies a small decrease
in FC. Nevertheless, this reduction could be neglected considering
that FC of treated masks during five cycles only lost 3.4% of FC
with regard to the control masks (FC = 1.418). Our study demon-
strated that treated masks maintained a FC of 1468, similar to
FFP3 (FC = 1). These findings are in line with previous results that
applied five cycles (60 seconds) of Oy plasma treatment on masks
without observing modifications in the structural characteristics,
functional properties and inhalation resistance of the filter layer

(Lee et al, 2021). Moreover, previous studies observed no modi-
fication in the functional characteristics of masks after one cycle
of plasma treatment, suggesting that after one cycle, it is possible
to reuse masks in terms of FC and breathing resistance (Bergman
et al, 2010; Osaili et al, 2020; Wigginton et al., 2021). It is worth
noting that we succeeded with five plasma treatment cycles, as
few studies have evaluated more than one plasma treatment cy-
cle without affecting the functional properties of the masks. Other
researchers have studied the effect of more than one cycle of
other decontamination technologies on the masks. Wigginton et al.
(2021) demonstrated a maintained filtration efficacy and proper fit
after 10 cycles of VHP and moist heat (Wigginton et al, 2021).
Bergman et al (2010) showed no differences in FC with three cy-
cles of UV, ethylene oxide or microwaves (Bergman et al, 2010).
Other authors applied 10 cycles of either ozone or steam and 20
cycles of microwaves without affecting filtration efficiency (Blanco
et al, 2021; Ou et al, 2020; Zulauf et al., 2020).

Furthermore, it was observed that the plasma treatment ap-
plied in this research had no impact on the mechanical and face
comfort capacity as well as visual modifications. There were no
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differences between control masks and treated masks: no frag-
mented or stretched elastic trips and no degradation in mask color
(data not shown). On the contrary, Viscusi et al. (2009) observed
that metallic nosebands were tarnished and not as shiny as in the
control masks after a 55-minute plasma treatment.

SEM analysis

Layers 5 and 4 from untreated and plasma-treated samples (five
cycles) were analyzed with SEM to determine the possible im-
pact of plasma on surface morphology. SEM images of the samples
with a magnification of 150x and 1500x, showed no differences
(Figure 9). These results demonstrated no negative impact on the
fibers of the treated masks, which is probably related to the fact
that their FC was maintained. Therefore, it can be concluded that
plasma treatment can be applied without provoking a noticeable
damage on mask surfaces.

Conclusions

Due to the COVID-19 pandemic, mask-wearing has increased
over the last few years. In this scenario, there has also been a huge
increase in facial diseases caused by masks. In addition, there is
a shortage of masks due to massive use. In this regard, in this
study we investigated the effectiveness of an atmospheric pres-
sure plasma jet equipment in disinfecting masks and maintain-
ing their functional properties. It is worth mentioning that, to the
best of our knowledge, this is the first study in which a complete
FFP2 mask was disinfected using APCP. Our results suggested that
plasma power, plasma gas, and treatment time must be consid-
ered to determine the degree of bacterial inactivation. The longer
the treatment time and plasma power, the higher the inactiva-
tion. Regardless of the type of bacteria, the use of nitrogen plasma,
300 W power, and 1.5 minutes of treatment were the optimal
plasma parameters for total inactivation of bacteria. Furthermore,
the thermal study confirmed that both P. aeruginosa PAO1 and
E. coli ATCC25922 were inactivated mainly by means of the ther-
mal effect. In contrast, RONS generated in plasma were the main
cause of Staphylococcus inactivation. Specifically, NO* radical seems
to be the most biocidal radical.

FC, breathing resistance analysis and SEM images confirmed
that neither reduction in FC nor morphological modifications oc-
curred in the masks even after five cycles of plasma treatment.
In conclusion, disinfection of used masks with APCP could be an
emergency solution to reduce facial infections and to solve mask
shortages as well as the environmental problems associated with
discarding masks. Moreover, this disinfecting technology could be
applied to other objects and personal protective equipment used in
hospitals.
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4.2. DESINFECCION MICROBIANA Y DESCONTAMINACION  QUIMICA
MEDIANTE PLASMA ATMOSFERICO FRiIO EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

e Plasma Activated Water for wine barrels disinfection. Ana Sainz-Garcia, Ana Gonzalez-Marcos, Ignacio Muro-
Fraguas, Rodolfo MUgica-Vidal, Félix Gallarta-Gonzalez, Lucia Gonzalez-Arenzana, Isabel Lépez-Alfaro, Pilar
Santamaria, Rocio Escribano-Viana, Fernando Alba-Elias, Elisa Sainz-Garcia. LWT - Food Science and Technology
198 (2024) 116024,

En este estudio se utilizé PAW con el fin de eliminar B. bruxellensis presente en duelas de madera contaminados naturalmente.
El objetivo fue limpiar y desinfectar barricas de vino empleadas en la etapa del envejecimiento del mismo para poder
reutilizarlas y aprovechar las caracteristicas identificativas de cada vino que le aporta dicho proceso. Se generaron cuatro
PAW con tiempos de generacion desde los 1,5 min hasta los 30 min. El tratamiento consistié en sumergir fragmentos de
duelas de madera durante 3 h en cada una de estas PAW. La PAW-5 min logré una reduccion de 3,49 unidades logaritmicas
de B. bruxellensis y las PAW de 15 min y 30 min consiguieron la inactivacion total de la levadura. Se estudiaron las
caracteristicas fisico-quimicas de cada una de las PAW y se relacionaron con los resultados de la capacidad biocida de cada
PAW. Asi, la capacidad biocida podria verse afectada por un efecto sinérgico de las especies reactivas identificadas (OHe,
NO- y NO2¢, entre otras).

Fig. 19. Resumen gréfico del articulo Ill.
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e  Wine corks decontamination using plasma activated water. Ana Sainz-Garcia, Ana Gonzélez-Marcos, Rodolfo
Mugica-Vidal, Ignacio Muro-Fraguas, Félix Gallarta-Gonzalez, Lucia Gonzalez-Arenzana, Isabel Lopez-Alfaro, Pilar
Santamaria, Rocio Escribano-Viana, Elisa Sainz-Garcia, Fernando Alba-Elias. Current Research in Food Science 7
(2023) 100639.

Los tapones de corcho con los que se cierran las botellas de vino pueden sufrir contaminaciones tanto quimicas como
biolégicas. En relacién a las primeras, el compuesto denominado 2,4,6-Tricloroanisol (TCA) es uno de los mas conocidos ya
que deriva en la denominada “enfermedad del corcho”. Este compuesto aporta sabores desagradables al vino (olor a moho y
establo) y, como consecuencia, la composicién del vino es alterada [29,30]. Este defecto es tan importante que entre el 1%y
el 7% de las botellas de vino son descartadas por esta razén [29].

En esta investigacion se ha evaluado la capacidad de la PAW para descomponer moléculas quimicas (haloanisoles y
halofenoles) en tapones de corcho con el fin de disminuir la cantidad de botellas de vino eliminadas en la industria enoldgica.

Se empleé PAW para reducir principalmente el TCA y otras diez moléculas quimicas (haloanisoles y halofenoles) de los
corchos utilizados en el embotellado del vino. Se estudiaron cuatro PAW diferenciadas por el tiempo de generacion de cada
una de ellas (1,5; 5; 15 y 30 min). El tratamiento de PAW se aplicé mediante inmersién de corchos contaminados en un
recipiente con PAW durante 3 h. Tras el estudio de capacidad de descomposicién quimica de cada PAW, se sugirid que la
especie reactiva que jugaba un papel fundamental era el radical OH. Finalmente, se eligi6 la PAW generada durante 5 min
como la mejor, alcanzando una disminucion del 75,2% de TCA en corchos artificialmente contaminados.

Fig. 20. Gréfico resumen del articulo IV.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION CONJUNTA

En este capitulo se detallan y discuten los resultados de cada uno de los articulos incluidos en esta tesis en funcion de los
cuatro objetivos especificos planteados. Cada apartado se ha dividido a su vez en subapartados con el fin de describir cada
una de las publicaciones individualmente.

5.1. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL TRATAMIENTO DEL PLASMA
ATMOSFERICO FRIO SOBRE MICROORGANISMOS DE INTERES CLINICO Y
ALIMENTARIO

Se describen los resultados de inhibicion del crecimiento o inactivacion de cada microorganismo segln la publicacion en la
que se ha estudiado.

5.1.1. MASCARILLAS

Se evaluo la capacidad antimicrobiana de tratamientos directos de PAF generados con nitrgeno, aire y argon durante tiempos
y potencias diferentes (Tabla 3) sobre las bacterias E. coli ATCC25922, P. aeruginosa PAOL y S. aureus ATCC29213
inoculadas sobre los discos de mascarillas KN95. La Fig. 21 muestra los resultados obtenidos en comparacién con sus
respectivos controles-positivos.

Fig. 21. Actividad antimicrobiana de los tratamientos de plasma en discos de mascarillas frente a S. aureus ATCC29213, E. coli
ATCC25922 y P. aeruginosa PAO1.

Se observé que el grado de inactivacion bacteriana estuvo influido por las especies bacterianas analizadas y a su vez por los
pardmetros del tratamiento de plasma. Asi, los tratamientos con N2 (N2 y N3) fueron los mejores ya que consiguieron la
inactivacion total de todas las bacterias (E. coli ATCC25922, P. aeruginosa PAO1 y S. aureus ATCC29213). Ademas, las
bacterias E. coli y P. aeruginosa llegaron a una letalidad total con cualquiera de los tratamientos de plasma aplicados, mientras
que S. aureus fue la especie bacteriana mas resistente al tratamiento de PAF, como también describieron estudios previos
[67-70]. Varios autores consideran las caracteristicas morfolégicas de los microorganismos como uno de los factores
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[67-70]. Varios autores consideran las caracteristicas morfologicas de los microorganismos como uno de los factores
responsables de las diferencias en inactivacion [68]. En este sentido, tanto las bacterias Gram-positivas como las Gram-
negativas poseen peptidoglicanos en la pared celular; sin embargo, las bacterias Gram-positivas tienen una pared gruesa de
peptidoglicanos que les permite resistir mejor el dafio del plasma. Se han identificado diferentes mecanismos de accién para
su inactivacion dependiendo de que se trate de bacterias Gram-positivas o Gram-negativas [71,72]. Asi, en el caso de las
bacterias Gram-positivas, se ha sugerido que los RONS desempefian el papel principal en la provocacion de alteraciones de
la membrana lipidica tras la peroxidacion lipidica de los acidos grasos insaturados. La oxidacién de aminoacidos provoca la
modificacién de proteinas, seguida de dafios en el ADN y muerte celular [73-75]. En el caso de las bacterias Gram-negativas,
cuya superficie es irregular, se ha descrito la disrupcion electrostatica como el efecto mas eficaz [61,70]. Este mecanismo
implica la ruptura de la membrana cuando ésta adquiere suficiente carga eléctrica. En cuanto a las bacterias analizadas en
este trabajo, E. coli y P. aeruginosa son bacterias Gram-negativas, y S. aureus es Gram-positiva, lo que podria explicar las
diferencias en las tasas de inactivacion.

Por otro lado, el tiempo de tratamiento con plasma, la potencia o el gas, influyeron en los resultados de inactivacion bacteriana,
como otros autores han indicado [67,68,70,76-78]. Algunos demostraron que cuanto mayor era el tiempo de exposicion,
mayor era el dafio bacteriano [67]. Esto concuerda con los resultados de este trabajo, pues el tratamiento N1 (45 seg, 300 W)
consiguié una reduccion de 4,96 log UFC/mL mientras que el N2 (1,5 min, 300 W) o el N3 (2,5 min, 300 W), provocaron una
inactivacion total. Sin embargo, aunque el tiempo de tratamiento con plasma N4 fue el mas largo (5 min, 220 W), la potencia
del plasma no fue suficiente para inactivar todas las bacterias. El tratamiento con N2 (300 W; 1,5 minutos) produjo valores de
inactivacion superiores a los de N4 (220 W; 5 min), indicando que la potencia del tratamiento desempefia un papel mas
importante que el tiempo de tratamiento. En esta linea, un estudio anterior observo que al aumentar la potencia de 75 W a
125 W del tratamiento de plasma, también aumenta la inactivacion frente a L. monocytogenes, E. coli y S. Typhimurium [79].
Por tanto, como la potencia del plasma proporciona energia para generar RONS, cuanto mayor sea la potencia, mayor seré
la cantidad de RONS generados para inactivar las bacterias [80,81].

Por (ltimo, el gas de plasma desempefié uno de los papeles principales en términos de actividad antimicrobiana. Comparando
los gases estudiados (nitrgeno, aire y argon), el mejor fue el nitrbgeno ya que consiguié una inactivacion total
independientemente de las bacterias utilizadas. También se estudié el efecto de los tratamientos con N2 y N3 contra P.
aeruginosa ATCC15692GFP analizando sus actividades antimicrobianas y los niveles de fluorescencia de la GFP (Fig. 22).
Ambos tratamientos con plasma consiguieron alta actividad antimicrobiana (>7 log UFC/mL) y también redujeron la
concentracion de proteina. Las sefiales de GFP tras los tratamientos N2 y N3 fueron del 43% y 54% respectivamente, en
comparacion con la sefial control (100%) con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Por lo tanto, se confirmé
que ambos tratamientos fueron eficaces contra P. aeruginosa ATCC15692GFP.

Teniendo en cuenta que especies de Staphylococcus son causantes de infecciones cutneas y nasofaringeas, que ademas
pueden estar implicadas en los tipos mas agresivos de maskné, se eligieron diferentes cepas de Staphylococcus spp. para
evaluar el efecto del mejor tratamiento de PAF que fue N2. Se trataron discos de mascarillas inoculados con S. hominis W220,
S. haemolyticus W1493, S. saprophyticus W1498, S. epidermidis W213, S. epidermidis W232, S. epidermidis W1346, S.
aureus W1623 y S. aureus W1570 y todas ellas, incluyendo las bacterias multirresistentes a los antibiéticos, mostraron
crecimiento cero tras la aplicacion de PAF.

Ademas, se utilizaron mascarillas enteras inoculadas con E. coli ATCC25922, P. aeruginosa PAO1 y S. aureus ATCC29213
consiguiendo mas de 6 logio de reduccion. Con el fin de discernir entre el efecto térmico del plasma y el efecto directo del
mismo (RONS, luz UV, etc.), se caracterizo la temperatura maxima a la que llegaba el tratamiento N2.
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Fig. 22. Imégenes digitales de microscopio de fluorescencia de la cuantificacion de GFP: antes (al, b1y c1) y después (a2, b2 y c2) de
los tratamientos con plasma CT, N2 y N3, respectivamente y (d) Porcentaje de sefial de GFP de estos tratamientos (x, p < 0,05).

La Fig. 23 muestra las imagenes térmicas de la capa exterior de la mascarilla con el tratamiento de N2 a diferentes tiempos
donde se observa una distribucién térmica homogénea, indicando un tratamiento de plasma homogéneo. Las temperaturas
en la superficie exterior de la mascarilla al final del tratamiento con N2 oscilaron entre 80 °C y 90 °C. Por otra parte, la
temperatura maxima alcanzada en la capa interior de la mascarilla fue de 100 °C y dicha temperatura se aplicé al flujo de
nitrégeno durante 1,5 min sobre las mascarillas inoculadas.

Fig. 23. Termografia de la capa externa durante el tratamiento de plasma N2 a diferentes tiempos: (a) 0 segundos, (b) 30 segundos, (c)
60 segundos y (d) 90 segundos.

Con los datos obtenidos en la Tabla 8 se puede sugerir que el efecto térmico fue la causa principal de la inactivacion de P.
aeruginosa y E. coli, ya que ambos tratamientos (plasma y flujo térmico) produjeron la eliminacién total de ambas bacterias.
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Sin embargo, el flujo térmico fue insuficiente para inactivar S. aureus, pudiendo afirmar que el tratamiento con plasma fue
necesario para la eliminacion total de esta bacteria ademas del tratamiento con flujo térmico. Hasta donde se sabe, las
bacterias pueden inactivarse mediante una combinacion de varios factores, entre ellos el tiempo y el tratamiento térmico. En
este sentido, algunos autores han estudiado cémo afecta el tratamiento térmico en la inactivacién de diferentes bacterias y
han concluido que cuanto mayor sea la temperatura y el tiempo de tratamiento, mayor serd la inactivacion bacteriana [82-84].

Tabla 8. Comparacion de los resultados de actividad antimicrobiana de N2 y del tratamiento térmico frente a S. aureus ATCC29213, E.
coli ATCC25922, y P. aeruginosa PAO1 inoculadas en mascarillas completas. Los datos estan mostrados en UFC/mL.

. Bacteria recuperada tras cada tratamiento de
Bacteria recuperada en las muestras control B o
Bacteria plasma (reduccion logaritmica)
Control Tratamiento térmico N2 Tratamiento térmico
S. aureus ATCC29213 8,75 9,13 1,54 (7,21) 8,51 (0,62)
E. coli ATCC25922 5,99 5,28 0(5,99) 0(5,28)
P. aeruginosa PAO1 8,31 8,11 0(8,31) 0(8,11)

5.1.2. DUELAS TRATADAS CON PAW

En esta publicacion se aplicaron cuatro PAW con diferentes tiempos de generacidn contra la levadura B. bruxellensis.

En la Fig. 24 se muestran los resultados obtenidos tras la aplicacion de PAW en comparacion con el tratamiento de SOz y
una muestra control en AP. Tras aplicar la PAW generada durante 1,5 min (PAW-1,5), la poblacion de B. bruxellensis se
redujo 1,46 + 0,27 unidades logaritmicas. Sin embargo, la reduccién fue enorme con PAW-5, PAW-15 o PAW-30. Asi, se
consiguieron reducciones de 3,49 + 0,83 logio con PAW-5 y una inactivacion total (4,35 + 0,00 logso) con la PAW generada
durante 15y 30 min (no se mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas).
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Fig. 24. Reduccion microbiana de B. bruxellensis en duelas de madera tras 3 h en contacto con: AP (PW), SO2 y tratamientos de PAW.
Las letras a, b, ¢ y d indican las diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05).
En este trabajo se explica que las caracteristicas fisico-quimicas de cada PAW desempefiaron un papel clave para entender
por qué la respuesta de los microorganismos no fue la misma con todas las PAW.

A mayor tiempo de tratamiento, mayores las concentraciones de OHs, NO+ y NO2¢. Se sabe que esas especies reactivas, asi
como el peroxinitrito, tienen una fuerte actividad antimicrobiana [56,58,85]. Son capaces de desencadenar tanto reacciones
de oxidacion y nitracion en las células bioldgicas, como la peroxidacion de lipidos, proteinas y dafios en el ADN [48,57,86—
88]. En este sentido, se sugirié la muerte de la levadura como consecuencia de las RONS al afectar al estado de oxidacion-
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reduccién de los antioxidantes, el dafio de la membrana y la alteracion de la estructura celular [89,90]. Ademas, se demostrd
que las ROS intrinsecas aumentan tras el tratamiento con PAW dentro de las células de levadura provocando una
sobreacumulacién que puede causar estrés oxidativo y muerte celular [68,91]. Asi, en este trabajo se sugirié un mecanismo
por el cual muere la levadura estudiada. EI mecanismo podria iniciarse por una peroxidacion lipidica en la membrana celular,
seguida de una ruptura y dafio de la membrana celular que da lugar a una fuga; entonces los RONS podrian entrar facilmente
en la célula y acumularse provocando un choque de potencial de membrana y finalmente produciendo la muerte celular [91].

5.2. EFECTO DE DESCOMPOSICION DEL TRATAMIENTO DEL PLASMA
ATMOSFERICO FRIO SOBRE MOLECULAS QUIMICAS DE INTERES
ALIMENTARIO, EN CONCRETO DE LA INDUSTRIA ENOLOGICA.

En este apartado se describen los resultados obtenidos tras la aplicacion de PAW a corchos de botellas de vino con el fin de
descomponer haloanisoles (Sainz-Garcia, A., et al. 2023).

Se probaron cuatro PAW diferentes contra corchos contaminados artificialmente; estas PAW son las mismas que las utilizadas
en el articulo Sainz-Garcia, A., et al. (2024). Como controles se utilizaron tres corchos contaminados artificialmente y se
empled AP para evaluar los posibles efectos del lavado. La Fig. 25 muestra la concentracion media de TCA en muestras de
corcho después de 3 h de contacto con PAW y APy la concentracion de TCA en corchos contaminados (como control). El
compuesto principal que se analiz6 fue el TCA ya que es el mas importante en la industria enologica. Para el tiempo de
generacion de PAW mas corto (PAW-1,5) tnicamente se eliming el 18,1% del TCA, mientras que para PAW-5, PAW-15y
PAW-30 no hubo diferencias estadisticamente significativas, alcanzandose un 75,2%, un 65,0 %y un 72,6% de eliminacion
del TCA, respectivamente. Por Ultimo, los tapones tratados con AP no mostraron cambios en el contenido de TCA con respecto
al control, lo que significa que no se produjo un efecto de lavado.

Fig. 25. Concentracion media de TCA (ng/L) en corchos tras 3 h de inmersion en PAW y AP (DW) y concentracion de OHe de cada PAW.
Las letras a, b y ¢ indican las diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05).

Algunos autores cuantificaron los productos de reaccion de OH+ con &cido salicilico [92], indicando que la medicion de 2,3-
DHBA y 2, 5-DHBA deberia proporcionar una estimacion precisa de la cantidad de OHe, con lo que encontraron
concentraciones mas altas cuando se utilizaba aire y oxigeno como gases de plasma y tiempos de tratamiento mas largos.
En este trabajo de la tesis se propuso el radical OH¢ como la especie reactiva que juega el papel principal en la descomposicion
del TCA. Como consecuencia, los valores mas bajos de TCA se obtuvieron con PAW-1,5 porque el nivel de OHe era el minimo
(Fig. 25). Por otro lado, la mayor descomposicion podria esperarse para el tratamiento con PAW-30; sin embargo, parece que
una alta concentracion de OHe no produjo la maxima descomposicion. Diferentes autores indicaron que un exceso en la
generacion de OHe provocaba el apagado del OHe [93]. Esto es o que probablemente ocurre en el caso de la PAW generada
durante los tiempos de activacién mas altos, 15 y 30 min. Por lo tanto, PAW-5 logrd la mayor descomposicion del TCA.
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Asimismo, en este trabajo se sugirié un mecanismo por el cual el radical OH+ ataca a las moléculas de TCA. EI OHe tiene un
alto potencial oxidativo y es conocido por oxidar moléculas que otros radicales ni siquiera pueden hacer reaccionar. Teniendo
en cuenta lo dicho por algunos autores, el primer ataque del OH+ a la molécula de TCA seria en los sitios donde el cloro no
esté enlazado [94]. Por lo tanto, se propuso que el grupo -OCHs podria ser el objetivo. Esto concuerda con lo sugerido por
otros investigadores, quienes mostraron la reaccién entre OHe y el grupo -OCHs por abstraccion de H, seguida de una reaccién
con Oz formando radicales peroxilo y finalmente una desprotonizacion, quizas a través del mecanismo de Russell [95].
También, se sugirié una desmetilacion por hidroxilacién; asi, el OH+ podria ser capaz de eliminar el grupo metilo del TCA [96].
Una vez atacado el grupo -OCHs, el OHe se dirigiria a los enlaces de cloro [96,97]. Ademas, existen dos mecanismos posibles
para atacar a los &tomos de cloro. El primero tiene lugar cuando los tres atomos de cloro se sustituyen por OHe [98]. El
segundo se caracteriza por una disociacion de atomos de cloro [94].

Asimismo, en este articulo se analizaron otras moléculas quimicas importantes de la industria enologica alcanzando su
descomposicidn como se muestra en las Fig. 26 y Fig. 27.

Fig. 26. Concentracion media de cloroanisoles (ng/L) en corchos tras 3 h de inmersion en PAW y AP.

Fig. 27. Concentracion media de clorofenoles (ng/L) en corchos tras 3 h de inmersion en PAW y AP.
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5.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PAF EN LAS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LAS SUPERFICIES TRATADAS

En este subapartado se procede a describir las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las superficies tratadas con PAF,
bien directo o indirecto en comparacion con ellas mismas sin tratar. Como se ha comentado anteriormente, en la presente
tesis se han estudiado estas caracteristicas en mascarillas y fragmentos de duelas de madera.

5.3.1. MASCARILLAS

En la publicacién Sainz-Garcia, A., (2022) se realizaron ensayos para comprobar las caracteristicas fisicas, morfolégicas y
funcionales de las mascarillas aplicando 5 ciclos del tratamiento de PAF N2 caracterizado por ser plasma de Nz durante 1,5
min a 300 W.

El andlisis SEM mostro que el tratamiento con plasma no impacté negativamente en la morfologia de la superficie de las capas
4y 5 de las mascarillas (Fig. 28). No se observaron diferencias entre las fibras de las mascarillas a las que se aplicaron los 5
ciclos de tratamiento de plasma en comparacion con la mascarilla control, es decir una mascarilla sin tratamiento.

En esta misma linea, se hicieron pruebas con el fin de comprobar si el tratamiento con plasma aplicado en esta investigacion
reducia la capacidad de confort mecanico y facial y si aparecian modificaciones visuales. No se observaron diferencias entre
las mascarillas control y las tratadas; es decir, no se produjeron fragmentos ni estiramientos de las tiras elasticas ni
degradacion del color de la mascarilla.

Fig. 28. Imagenes SEM con magnificacion 150x y 1500x de: [a,c] Capas 5y 4 sin tratar y [b,d] capas 5y 4 de mascarillas completas tras 5
ciclos de tratamiento directo con PAF N2.

En cuanto a las caracteristicas funcionales, las mascarillas se sometieron a un test de capacidad de filtracion (CF) y de
resistencia a la respiracion. La Tabla 9 indica los valores obtenidos en estos andlisis tras uno y cinco ciclos de tratamiento y
de ellos se revela que ninguno de los tratamientos aplicados afecta a la CF o a la resistencia a la respiracion. Asi se comprueba
que la resistencia a la inhalacion (30 L/min) aumentd de 0,387 mbar a 0,420 mbar después de un ciclo y disminuy6 de 0,466
mbar a 0,410 mbar después de cinco ciclos, diferencias que no fueron significativas (p < 0,05). Por el contrario, en el estudio
de la inhalacién 95 L/min y la resistencia a la respiracion, se produjo un ligero aumento tras un ciclo, pero una disminucion
después de cinco ciclos. Por Gltimo, el nimero de ciclos no afectd a la CF, que fue similar a la de las mascarillas de control.
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Un ligero aumento de la respiracion implica una pequefia disminucién de la CF. No obstante, esta reduccién podria
despreciarse teniendo en cuenta que la CF de las mascarillas tratadas durante cinco ciclos sélo perdio un 3,4% de CF con
respecto a las mascarillas de control (CF = 1,418). El estudio demostré que las mascarillas tratadas mantuvieron una CF de
1,468; similar a la de FFP3 (CF = 1).

Tabla 9. Capacidad de filtracion y respirabilidad tras 1 (KN95) y 5 (FFP2) ciclos de tratamiento con plasma.

. . . I Resistencia a la Porcentaie de
i i Resistencia a la inhalacion 9 I
Tipo de mgscanlla y exhalacion penefracion de
tratamiento - - , ,
30 L/min 95 L/min 160 L/min parafina
Control 0,387 £ 0,02 1,217 £ 0,05 2,160 + 0,02 7,148 £ 0,31
KN95
1 ciclo 0,420 £ 0,01 1,350 +£ 0,02 2,277 £ 0,09 7,135+ 0,22
Control 0,466 £ 0,03 2,020 + 0,05 2,986 £ 0,01 1,418 +0,18
FFP2
5 ciclos 0,410+ 0,03 1,918 £ 0,05 2,954 + 0,01 1,468 + 0,21

5.3.2. DUELAS DE MADERA

Fragmentos de duelas de madera de barrica de roble fueron las superficies de estudio para dos de las publicaciones incluidas
en la presente tesis. Asimismo, en ambos estudios se analizaron las muestras mediante la técnica SEM para comprobar si el
tratamiento con plasma aplicado afectaba negativamente a las caracteristicas morfoldgicas de las mismas.

En Sainz-Garcia, A., et al. (2024) se sumergieron las muestras en cuatro PAW durante 3 h. El anélisis SEM se realiz6 para la
PAW maés potente, es decir, la generada durante 30 min (PAW-30) en comparacion con la muestra control (AP) y la muestra
tras aplicarle el mechado de sulfuroso (SO2) (Fig. 29).
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Fig. 29. Imagenes SEM con magnitud 1000x de las muestras tratadas con [a] agua purificada; [b] sulfuroso y [c] PAW-30.

Por un lado, comparando el tratamiento PAW-30 y el tratamiento AP no se encontraron diferencias morfologicas. Asi, después
de ambos tratamientos se observo una superficie lisa con fibras y vasos de madera bien definidos. Por otro lado, se observo
una estructura diferente tras el tratamiento con SO2. En este caso, estos rasgos se caracterizaron por un aumento de la
rugosidad de la madera, asi como por la presencia de aglomerados de madera. Se sugirié que estas formas se crean debido
al dafio quimico que el mechado de sulfuroso provoca en la estructura de la madera. De este modo, se produce una rotura
de la madera tras el SO, que genera enormes vasos y grupos de madera desprendida.

5.4. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL PLASMA ATMOSFERICO FRIO
EN CADA TRATAMIENTO

Otro de los objetivos de esta tesis fue entender los resultados de inactivacién microbiana y descomposicién quimica obtenidos.
Para ello, se estudiaron las caracteristicas de cada tipo de plasma (directo y PAW).
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En relacién al PAF directo (Sainz-Garcia, A., et al. 2022), se empled espectrometria de emision dptica (OES) para conocer
las especies reactivas que se formaban durante la fase gas. La Fig. 30 muestra los espectros de emision dptica (200-500 nm)
del plasma de nitr6geno, argén y aire. Se identificaron las RONS mas relevantes para cada gas de plasma y que podian
justificar la actividad antimicrobiana. El espectro del tratamiento con nitrégeno mostré diferentes especies: a) NO+ (200-280
nm), b) Segundo sistema positivo (SPS) del nitrégeno (296-405 nm) y ¢) Primer sistema negativo (FNS) del nitrégeno (a 394
y 427 nm). El SPS y el FNS juegan un destacado papel en la generacion de ozono (Ozs), una especie con capacidad biocida
Yy que no genera un estado excitado que emita luz.

Fig. 30. Espectro de emision optica de los tratamientos de plasma: [a] plasma de nitrégeno; [b] plasma de argdn y [c] plasma de aire.

El plasma de argon mostrd las mismas especies que el de N2, ademas del OH« (309 nm). Por Gltimo, la Fig. 30c muestra el
espectro del PAF de aire, donde sélo se detectaron las especies nitrogenadas SPS y FNS.

Por otro lado, en los estudios Sainz-Garcia, A., et al. (2024) y Sainz-Garcia, A., et al. (2023) se realizd un andlisis profundo
de las caracteristicas fisico-quimicas de cada una de las PAW aplicadas. En la Tabla 10 se muestran los datos de pH, EC,
ORP, nitratos y nitritos de cada una de ellas.

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de cada PAW a temperatura ambiente.
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PAW pH EC (uS/cm) ORP (mV) NOs (mg/L) NO2z (mg/L)
PAW-1,5 4,46 +0,15 25+5 315+ 13 367+031 0.74 0,05
PAW-5 4,01+0,17 52+7 355+ 10 4,13 +0,15 2,58 +0,27
PAW-15 3,58 0,09 103 +13 383+9 9,90 +1,30 347+0,13
PAW-30 3,10+0,12 190 £ 15 408 + 21 17,90 £ 2,05 5,01 +0,87

El pH del AP descendi6 de 7,00 a 4,46 tras la exposicion al plasma durante 1,5 min y baj6 a 3,10 tras 30 min, lo que demostr6
que el tratamiento con plasma acidificd el agua. Se observd un aumento lineal de la EC con el tiempo de activacion del plasma,
que paso6 de 5 pS/cm a 25 pS/cm después de 1,5 min de tratamiento y aument6 a 190 uS/cm después de 30 min. El valor
ORP aument6 de 299 mV a 315 mV tras la activacion del plasma durante 1,5 min y alcanz6 408 mV después de 30 min. Los
cambios en los valores de todos esos parametros se deben principalmente a la formacion de iones activos y especies
oxidantes (NOz, H*, NOg’) durante la generacion de PAW.

En relacion con el anélisis quimico de la PAW para NOsy NO2, se produjo un aumento significativo de ambas concentraciones
durante el tiempo de activacion del plasma. Asi, las concentraciones mas altas se alcanzaron para PAW-30 siendo 17,90
mg/L (NOs-) y 5,01 mg/L (NO2). Por (ltimo, no se detectd H202 en ninguna de las PAW analizadas. Se sugirié que en caso
de exceso de NOz, el H202 podria haber reaccionado por completo para generar peroxinitrito.

Con el fin de analizar otras especies reactivas secundarias, se siguio un procedimiento de HPLC. Asi, la deteccion de fenol y
sus subproductos de degradacién se utilizé como método analitico indirecto para evaluar la presencia de OHe, NO+ y NO2¢
(Fig. 31).
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Fig. 31. Cromatogramas HPLC de cada PAW: [a] PAW-1,5; [b] PAW-5; [c] PAW-15 y [d] PAW-30.

La Tabla 11 indica la concentracion de los subproductos del fenol para cada PAW analizada. Se observé una tendencia
comun, ya que los tres subproductos mostraron un aumento conforme al incremento del tiempo de generacion de la PAW. En
cuanto a la benzoquinona, la PAW-1,5 generé 8,2 pg/L en comparacion con los 91,7 pg/L de la PAW-15y con los 168,1 pg/L
de PAW-30. Ademas, el rango de concentracion de 4-nitrosofenol fue entre 227,0 p/L y 3404,8 ug/L. Por ultimo, el 2-nitrofenol,
vario de 209,5 g/l a 1729,6 ug/L cuando el tiempo de generacion de PAW aument6 de 1,5 a 30 min. Estos productos
confirmaron la formacion de OHe, NO+ y NOz-.

Tabla 11. Cuantificacion de los subproductos del fenol para cada PAW.

Concentracion de cada subproducto del fenol (pg/L)
PAW
Benzoquinona (OHe) | 4-nitrosofenol (NO¢) | 2-nitrofenol (NO2e)
PAW-1,5 8,2 227,0 209,5
PAW-5 23,1 465,1 2539
PAW-15 91,7 1873,0 696,1
PAW-30 168,1 3404,8 1729,6
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Se han identificado dos posibles teorias sobre el origen de las especies reactivas identificadas mediante cromatografia: a) la
inestabilidad de los nitritos acidificados a pH acido y b) reacciones fotoquimicas inducidas por la radiacion UV del plasma con
0zono, nhitratos y nitritos.

Por otro lado, es conocida la corta vida (nanosegundos) de estas especies reactivas; sin embargo, estan implicadas en
reacciones ciclicas que podrian justificar su presencia en la PAW durante varias horas y dias [56]. Las reacciones ciclicas por
las que se cree que estas especies secundarias estan presentes en la PAW pese a su corta vida se presentaron en el apartado
de la “Introduccién” (Reacciones [u-ag]).

Los NO2 son inestables a pH bajo y reaccionan con el HNO2 mediante la reaccién 2HNO2 — NO« + NO2* + H20 [v] generando
un radical de 6xido nitrico (NO¢) y un radical de didxido de nitrégeno (NO2¢). Se produce una hidrélisis de NO2¢ para producir
NO2 y NOs (reaccion 2NOz+ + H20 — NOs + NO2z + 2H* [x]). Ademas, los radicales secundarios NO+ y NO2¢, que se conocen
como "nitritos acidificados”, pueden reaccionar con el oxigeno disuelto y formar NO2¢ y NOs,, respectivamente (reacciones
4NOe + O2 + 2H20 — 4NO2 + 4H* [y] y 4NO2 + Oz + 2H20 — 4NOs + 4H* [2]) [58]. Por Ultimo, mediante la reaccién Oz - +
NO+ <> O=NOO- <> O=NOOH «> OH+ + NO2* [ag], el peroxinitrito se transforma en OH+ y NO°.

Finalmente, se sometieron las PAW a espectroscopia UV-vis para identificar la presencia de otras especies reactivas,
concretamente en el rango de 280-400 nm. Fig. 32 muestra el espectro de cada PAW analizada. Asi, el espectro de la PAW-
30 mostrd los mayores valores de absorbancia, seguido de la PAW-15, PAW-5y PAW-1,5. Cabe destacar el caracteristico
grupo de cinco picos entre 330 nm y 395 nm que varios investigadores han asociado a la presencia de un solapamiento de
HNO2 y NO2 ([88,99-101]. Estos picos podrian ser una indicacion de la presencia de "nitritos acidificados”, como muestran
las reacciones [u] y [v]. Cabe destacar un solapamiento adicional que se produce en torno a 302 nm, en el que intervienen
NOs" y peroxinitrito ([100,102].

Fig. 32. Espectro UV-vis de cada PAW.
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6. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

6.1. CONCLUSIONES

En esta tesis se ha investigado la tecnologia del plasma atmosférico frio (PAF) directamente aplicado sobre superficies e
indirectamente aplicado mediante agua activada por plasma (PAW). Se ha analizado el grado de inactivacién microbiana que
esta tecnologia es capaz de alcanzar frente a microorganismos de interés clinico y de la industria alimentaria. Asimismo, se
ha evaluado la capacidad de la PAW para descomponer moléculas de haloanisoles relacionados con la industria enolgica.

Se han realizado analisis de filtracion y respirabilidad en las mascarillas estudiadas y ensayos SEM tanto en las mascarillas
como en las duelas de madera con el objeto de comprobar si el tratamiento de PAF directo afecta negativamente a las
propiedades morfologicas y funcionales de las superficies tratadas.

Se ha caracterizado tanto la fase gas como la fase liquida de los tratamientos de plasma mediante OES, HPLC y
espectrometria UV-vis, identificando las especies reactivas (RONS) mas importantes y su papel frente al objetivo perseguido.

Tras todo lo anteriormente comentado, las conclusiones de esta tesis son:

1. Latecnologia del PAF es capaz de inactivar tanto bacterias como levaduras en distintas superficies como mascarillas o
duelas de madera.

2. Elgrado de inactivacién de los microorganismos depende de factores como el gas utilizado en la generacion del plasma,
la potencia o el tiempo de tratamiento. Asi, el argon es el gas menos efectivo en comparacion con el aire y el nitrogeno;
mientras que con mayores potencias y tiempos de generacion de PAF, mayor es la actividad antimicrobiana alcanzada.

3. Cada microorganismo tiene una respuesta diferente al tratamiento con PAF, demostrandose que la inactivacion de las
especies E. coli o P. aeruginosa se debe principalmente al efecto térmico de la aplicacion directa de PAF; mientras que la
inhibicion de S. aureus se consigue con la suma del efecto térmico y las RONS producidas por el PAF.

4. Se ha demostrado que la tecnologia del PAF es capaz de descomponer moléculas quimicas como el 2,4,6-Tricloroanisol
de tapones de corcho y se ha sugerido que el radical OHe es el responsable de dicha descomposicion mediante una via
que posiblemente implica una primera desmetilacion del TCA y un ataque posterior del OH+ a los atomos de cloro.

5. Se ha observado un aumento de RONS generadas conforme se incrementa el tiempo de produccion de PAW. En este
sentido, también se han sugerido los mecanismos por los cuales estas RONS reaccionan y se encuentran presentes en
la PAW tras varios dias. Asimismo, se ha detallado el papel que desempafian cada una de ellas en la inactivacion de
microorganismos y descomposicion de moléculas quimicas.

6. Se mantiene la morfologia y la capacidad funcional de las superficies tras los tratamientos con la tecnologia PAF.

Como conclusién general, teniendo en cuenta todo lo anterior, se puede decir que la tecnologia del PAF aplicada directamente
o mediante PAW podria ser una solucién sostenible y econémica para problemas microbianos y quimicos de salud global y
de la industria alimentaria.

En concreto, la desinfeccién con PAF de mascarillas usadas podria ser una solucidén de emergencia para reducir las
infecciones faciales y solucionar la escasez de mascarillas, asi como los problemas ambientales asociados al descarte de las
mismas. Ademas, esta tecnologia desinfectante podria aplicarse a otros objetos y equipos de proteccion personal utilizados
en los hospitales.
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En el &mbito de la industria alimentaria, segun los resultados anteriores, el PAF directo y la PAW son una solucién prometedora
para desinfectar biolégicamente barricas y quimicamente corchos de botellas de vino. Con ello se resolverian en gran medida
algunos problemas descritos en enologia relacionados con la reutilizacién de barricas de vino en la etapa del envejecimiento
y el descarte de vinos embotellados como consecuencia de malos olores aportados por los corchos de dichas botellas.

6.2. CONCLUSIONS

This thesis investigated atmospheric cold plasma (PAF) directly applied over surfaces or indirectly applied through plasma
activated water (PAW). The antimicrobial activity of the PAF treatments has been determined against food and clinical
microorganisms. Furthermore, the PAW activity was evaluated to discompose haloanisole molecules related to the wine
industry.

Filtration and breathing analysis for face masks, and SEM analysis for masks and staves were performed to determine the
effect of PAW versus the morphological and functional properties of treated surfaces.

OES, HPLC and spectrometry UV-vis were used to characterize liquid and gas phases of plasma treatments. Thus, the most
important reactive species (RONS) and their role to achieve the objectives were identified.

The conclusions of this doctoral thesis are:

1. The PAF capacity to inactivate bacteria and yeasts on varied surfaces, such as face masks or wood staves, was
demonstrated.

2. The microbial inactivation degree was dependent on the plasma parameters: plasma gas, power or treatment time. Argon
was the less effective PAF gas in comparison with air and nitrogen, and higher PAF powers and generation times resulted
in higher antimicrobial activity.

3. Each microorganism responds different to PAF treatments. E. coli or P. aeruginosa inactivation was caused by the PAF
thermal effect, whereas S. aureus inactivation was caused by addition of the thermal effect and RONS produced by PAF.

4. PAF has the capacity to discompose chemical molecules such as 2,4,6-Trichloroanisole (TCA) from corks, and the radical
OH- was proposed as the responsible agent of TCA decomposition using a firsty TCA demethylation step and a
subsequent OHe attack to TCA chloro atoms.

5. The RONS quantity increased according to the increasing PAW generation time. To this extent, the mechanisms of RONS
reaction were suggested; as well as their presence in the PAW during several days. The role of each RONS in the microbial
inactivation and chemical decomposition was also detailed.

6. The morphology and functional capacity of all the treated surfaces were maintained after PAF treatments.

In conclusion, taking into account all the above mentioned, the PAF technology directly applied or the use of PAW could be a
sustainable and economic solution to microbial and chemical problems related to global health and food industry.

The disinfection of used masks using PAF could be an emergency solution to reduce facial skin diseases and deal with mask
shortage and environmental problems associated with mask discard. Moreover, this technology could be applicable to other
devices and personal protection equipment manipulated in hospitals.

Regarding the food industry, direct plasma and PAW are a promising solution to disinfect wood barrels and wine corks.
Therefore, oenological problems related to barrel reusing during wine aging and bottled wine exclusion due to undesirable odor
will be avoided.



93

. FUTURAS INVESTIGACIONES

7.1. ESTUDIO Y SIMULACION DE NUEVOS METODOS DE GENERACION DE
PAW Y SU CAPACIDAD DE INACTIVACION

Se ha investigado un nuevo método de generacién de PAW mediante el uso de una pieza impresa en 3D con orificios por los
cuales pasa el gas de plasma formando burbujas en el interior del volumen de agua a tratar. Se ha realizado un estudio con
diferentes configuraciones de agujeros, tanto en nimero como en disposicidn.

La eleccion de la mejor configuracion se hace con estudios de capacidad de inactivacion bacteriana, de manera que la mejor
configuracion de orificios es aquella con la cual se genera la PAW con mayor poder bactericida. Asi, se esta observando que
la mejor pieza contiene el maximo ndimero de orificios y con la configuracién equidistante de los mismos.

Por otro lado, también se esta realizando un estudio de flujos. Es decir, se modifica el flujo de gas de plasma con el cual se
genera cada PAW (60, 80, 100 y 120 sIm) con el fin de observar si el flujo es un parametro clave a la hora de generar PAW
con alto poder bactericida.

De la misma manera, se ha realizado la simulacién numérica de la generacion de las PAW con diferentes flujos de plasma.
En estos momentos se esta investigando el tamafio de burbuja, la forma de las mismas al entrar en el tubo central asi como
el sistema dinamico donde las burbujas se forman, se desprenden, ascienden, y colapsan en la superficie libre y el area total
de la interfaz aire-agua.

[.2. BUSQUEDA DE ESPECIES REACTIVAS EN LA PAW

Con el fin de entender y poder explicar la capacidad antibacteriana de cada PAW se estan realizando pruebas para demostrar
cuales son las diferentes especies reactivas que se cree juegan un papel fundamental en la capacidad para inactivar
microorganismos de cada PAW.

Para ello se utilizan scavengers especificos capaces de atrapar una especie reactiva especifica y se analiza la capacidad
antimicrobiana de ambas PAW.

En este sentido, también se estan haciendo pruebas de capacidad inactivadora de microorganismos con determinadas PAW
y soluciones artificiales. Con estos ensayos se quiere comprobar que un agua artificial con las mismas concentraciones de
nitratos, nitritos y pH no es tan efectiva, en términos de inactividad bacteriana, como la PAW generada, ya que esta Ultima
contiene otras muchas especies reactivas, las cuales son las principales responsables de su capacidad antimicrobiana
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ANEXO |: PUBLICACION V

Este anexo adjunta la publicacién V. Esta fue escrita con los resultados obtenidos de las investigaciones realizadas durante
la estancia de la doctoranda en la Universita di Bologna, Italia.
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Abstract

The food industry, as a consequence of globalization and in particular with the outbreak
of the COVID-19 pandemic, is calling for additional measures to reduce the risks of con-
tamination throughout the steps of the food chain. Several methods are used to avoid this
problem, such as hot water or chemical procedures. However, they have some disadvan-
tages like high economic costs or the fact that they are not eco-friendly technologies. For
those reasons, novel strategies are being sought in order to substitute or work in synergy
with conventional decontamination systems. Cold atmospheric pressure plasma (CAP) can
be produced by many various sources for a wide range of different applications, including
decontamination. In this study, a Large-Area Surface Dielectric Barrier Discharge plasma
source has been used with the aim of inactivating Staphylococcus epidermidis inoculated
on polypropylene food packaging samples inside a treatment chamber. Moreover, electri-
cal and chemical analysis of the plasma source has been carried out, as well as tempera-
ture measurements. A homogenous distribution of the reactive species inside the treatment
chamber was suggested, achieving almost 2 log of bacteria reduction for every plasma
treatment. Finally, it was suggested that the inactivation rates reached were not caused by
the thermal effect. Thus, it is strongly believed that CAP could be an eco-friendly, cheap,
and sustainable technology for food packaging and food tools decontamination.

Keywords Surface dielectric barrier discharge - Food industry - Nuclear technology -
Plasma technology - Atmospheric pressure cold plasma - Decontamination

Introduction
Food safety is which has begun to call for additional actions aimed at circumscribing

as far as possible the risk introduced by the presence of potentially contaminated indi-
viduals in food production and marketing environments [1]. In that way, food packaging
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plays a crucial role during the final steps of the food chain preserving food from unde-
sirable microorganisms and maintaining the original taste and odor.

Moreover, there is a globalization trend in the food market, which is beneficial for
the supply and availability of food [2]. However, this fact has some disadvantages, such
as economic or biological issues. Regarding the latter situation, contamination of food
packaging and processing materials by microorganisms is an upsurging problem that
could cause foodborne diseases. Taking into account the global market, contaminated
packaging is known to be a means of transport for spreading diseases. According to the
World Health Organization, 23 million people become ill each year in Europe due to
foodborne diseases, and 5000 die [3]. Regarding the most frequent microorganisms seen
in the food industry, Staphylococcus spp., Listeria spp., E. coli, S. cerevisiae, norovirus
or anisakis are some of them [4, 5].

Traditional methods for the removal and inactivation of surface-attached pathogens
from food contact surfaces are based on thermal, chemical, or mechanical mechanisms,
which are generally time-consuming and energy-consuming [6].

Regarding thermal treatments, dry heat (> 180 °C), hot water and steam (130-150
°C) are the most commonly applied. Although thermal methods do not present residues
of environmental hazards, some spores are resistant to heat [6]. Moreover, they require
a lot of energy and long treatment times, being only possible to employ materials with
high thermal resistance.

Chemical treatments such as hydrogen peroxide, ozone, peracetic acid or ethylene
oxides could be toxic for people when used wrongly. Besides, they are known to leave
residues on the treated surfaces causing resistances to bacteria and increasing their
economic cost [6-8]. Additionally, there are some chemicals used in the food industry
which could react with organic matter present on the surface reducing the efficacy (i.e.
chlorine-based sanitizers) [9].

Therefore, there is a need to identify and develop new strategies, based on non-ther-
mal physical mechanisms. Among these, ultraviolet, high hydrostatic pressure, ionizing
or electron beam radiation and pulsed light have been effectively proven [10]. These
technologies work at high efficiency requiring less energy input compared to the above
technologies, and almost no residue or process waste is produced.

Cold Atmospheric Pressure Plasma (CAP) treatments may be a viable option for
microbial inactivation, as they have antimicrobial active components, such as reactive
oxygen and nitrogen species (RONS), ultraviolet radiation, electrons, radicals, ions,
excited molecules and electromagnetic fields [11]. Several of these components have
been found to be effective, thus it is reasonable to assume that their synergistic action
could be highly beneficial. Moreover, these types of treatments represent an economi-
cal, green, and safe technology, which can allow the avoidance or reduction of tradi-
tional chemical sanitizers [12].

By virtue of the above considerations, it is of great interest to investigate the potential
use of cold plasmas for the decontamination of products, instruments, and packaging in the
food industry. Besides, some authors studied this technology for food-packaging decon-
tamination [13-15].

In particular, many authors investigated the potential use of DBD (Dielectric Barrier
Discharge) and SDBD (Surface Dielectric Barrier Discharge) for the decontamination of
food packaging and food-processing surfaces [1, 16, 17].

Among the characteristics of DBD, they have two electrodes and at least one dielectric
layer between them. They provide a huge homogenous plasma area, being easy to use, sta-
ble, and affordable, making them suitable for surface treatment [18]. Moreover, thin films
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can easily fit in the gap (0.1 mm to several centimeters) between the DBD electrodes, thus
being especially appropriate to be treated by DBD sources.

Additionally, the features of these devices rely on the electrode geometries and dimen-
sions, materials selected, gas characteristics, and the applied electric field. Many different
setups are possible, varying these parameters.

SDBD is one of the several setups possible for DBD. There, both electrodes are in con-
tact with the dielectric material, and plasma is generated on the ground electrode surface.
The main advantage of SDBD configuration, as opposed to DBD presenting a gap between
electrodes, is the fact that the treated surface is kept outside of the electrical circuit, and,
therefore, the working of the plasma source is almost independent of the treated material.
Another benefit of both DBD and SDBD is that they can easily work using air as process
gas. Specifically, the use of ambient air rather than expensive technical gases makes the
difference from an industrial perspective [18].

The present work has characterized an SDBD plasma source from an electrical, chemi-
cal, and physical point of view. Moreover, its anti-bacterial efficacy has been evaluated
against Staphylococcus epidermidis inoculated on polypropylene samples.

Materials and Methods
Plasma System
A Large Area Surface Dielectric Barrier Discharge (LA-SDBD, AlmaPlasma s.r.1., Bolo-
gna, Italy) was used to achieve indirect treatments [19].

The main components of the source are illustrated in Fig. 1. Four rectangular high-volt-
age electrodes (115 cm? each) were embedded in resin, and they were cooled by a glycol

flux provided by a commercial cooling system (EXT-440, Koolance, USA). A dielectric
layer made of mica (2 mm thick) was in contact with both the high-voltage electrodes and

Fig. 1 a Plasma source components: exploded and assembly view; b plasma system components
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ground electrodes. The latter, consisting of a perforated plate, was kept in place thanks to
a metallic coverage. Plasma was generated in correspondence with the holes of the ground
electrode, as depicted in Fig. 1. The plasma source was fed by a sinusoidal high-voltage
generator (AlmaPlasma s.r.l., Bologna, Italy) working with a peak-to-peak voltage of
14 kV and a frequency of 23 kHz.

The plasma source constituted the lid of a PVC treatment chamber with a volume of
17.5 L. During treatments, the plasma source closed the treatment chamber, in order to cre-
ate a confined atmosphere.

The source was designed to produce reactive species at atmospheric pressure, within the
temperature and relative humidity ranges of 5-40 °C and 0-90%, respectively.

Microbial Strain and Sample Inoculation/Recovery

Circular polypropylene (PP) samples (@ 2.5 cm) were contaminated.

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 was selected as the target microorganism.
Bacteria inoculum was cultured in tryptic soy agar (TSA, VWR International, Belgium)
for 24 h at 37 °C. After that, the master suspension was adjusted at OD600nm=0.2
(10’-10% CFU/mL) and assessed with a spectrophotometer (FullTech Instruments, Italy)
[20].

Before treatments, PP samples were sterilized with ethanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)
before 5 min under UV light (Bio II Advance, Telstar, Japan). The master suspension was
used in order to inoculate the PP samples with 20 drops of 1 pL (treatment samples and
control samples). For bacteria recovery, treated and control samples were submerged for
2 min in PBS (Corning, USA)+ 1% Tween 80 solution (Sigma-Aldrich, USA) and dilu-
tions and spreading on agar plates were done. Then, the samples were kept for 24 h at 37
°C and recounted. Control samples followed the same procedure as plasma-treated samples
but with plasma OFF.

The next formula was used to evaluate the antibacterial activity of plasma treatments
after recovery steps:

Log reduction = log NO — log Nt

where NO and Nt are the number of colony-forming units of control and plasma treated,
respectively.

Analytical Determinations
Electrical Characterization

In order to calculate the mean electrical power, voltage, and current waveforms were
acquired. A voltage probe (P6015A, 1000x, Rp=100 MQ, Tektronix, USA) and a cur-
rent probe (Current Monitor 6585, Pearson Electronics, USA) were placed respectively on
the high voltage and the ground cable, and they were both connected to a fast oscilloscope
(MS046, Tektronix, USA) for the detection (Fig. 2).

Waveforms were acquired at the beginning and every five minutes of treatment, with a
total of seven acquisitions for each 30-min test. Every acquisition had a record length of
180 ms, equal to four periods. Three tests were performed.
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Fig.2 Setup for voltage and current waveforms acquisition

Voltage and current values were used to calculate the electrical power at each time
step on the basis of Ohm’s law:

P@t) = V(H)=I(t)

where P is the electrical power, V is the voltage, and I the current.
The average power was calculated over the whole record length for each acquisition,
as follows:

T

1
Paverage = ? / P(t)dt

0

where Tthe average power (P, ) is equal to the time integral of the power at each time

average.

step ( / P(t)dt), divided by the total amount of time (7, record length).

0

The calculation of the average power consumption is useful in order to calculate
the specific power density (SPD) characteristic of the two duty cycles, by dividing the
average power (P,,,,,,.) by the plasma generation area (A):

average

SPD =

where A should be calculated as the multiplication of the total surface of the high voltage
electrodes (S) and the empty coefficient of the ground electrode (¢ =0.33), since plasma is
generated only in the holes of the perforated plate, as already mentioned.

A = Sxe

For the plasma source used in this study, the plasma generation area resulted equal
to 151.8 cm?.
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Optical Absorption Spectroscopy (OAS) and Data Processing

An Optical Absorption Analysis has been performed in order to understand the reactive
species kinetics inside the treatment chamber. Two reactive species were chosen: ozone
(O5) and nitrogen dioxide (NO,). Their kinetics were detected during 30-min treatments
with different plasma conditions.

Two different optical paths were selected, in order to acquire the kinetics at two differ-
ent distances from the plasma generation region, corresponding to the two positions later
illustrated.

Optical Absorption Spectroscopy (OAS) is based on the Lambert-Beer law, which
states that it is possible to quantify the number of a specific type of molecule by measur-
ing the absorption of certain specific wavelengths. The light intensity of a beam passing
through a region where there are molecules that absorb the characteristic wavelength of the
beam is attenuated proportionally to the amount of molecules present in that region.

A similar setup for OAS was previously described by Simoncelli et al. [21] (Fig. 3).
The light source used for ozone detection was a deep-UV led lamp (LEDMOD255.001.V2,
Omicron Laserage, Germany), set at a wavelength of 255 nm. For nitrogen dioxide detec-
tion, a commercial led with an emission wavelength of 400 nm has been used. The light
beam was focused in both cases with a lens in order to obtain a parallel beam under the
mesh and to be able to collect it into a 500 mm spectrometer (Acton SP2500i, Princeton
Instruments).

OAS acquisitions were performed using a grating with a resolution of 150 mm~" or
1800 mm™', respectively, when detecting ozone or nitrogen dioxide, and setting a width of
10 um for the inlet slit of the spectrometer. With the aim of achieving fast acquisition with
a time resolution of 40 ms, a photomultiplier tube (PMT—PD439, Princeton Instruments)
connected to a fast oscilloscope (MSO46, Tektronix, USA) was used as a detector. The
PMT amplification factor was fixed at 585 and kept constant for all measurements. Each
measurement was repeated three times.

The concentration of RONS in the closed chamber can be calculated spectrally by
resolving the collected beam and taking the Lambert-Beer Law into account:

Fig.3 Schematic of the experimental setup for optical absorption spectroscopy
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Table 1 Selected wavelengths

. . Selected wavelength ~ O; cross-section NO, cross-section
and absorption cross-sections of (nm) -
the O and NO, (cm?)
253+1.2 (1.12+0.02)E-17 (1.1+0.3)E-20
400+1.2 (1.12+0.08)E-23 (6.4+0.2)E-19

Table 2 Plasma treatments conditions

Treatment number 1 2 3 4 5 6 7 8

Duty cycle 10-100% 10% 10% 100% 100% 10% 10% 100% 100%

Gap (cm) 20 4 20 4 20 4 20 4
Treatment time (min) 30 30 30 30 30 30 30 30
Fan ON-OFF OFF OFF OFF OFF ON ON ON ON

Each treatment consisted of a group of three samples and was performed three times

I _
I()

—Lon)

where the concentration of the absorbers (n), which has to be quantitatively evaluated, is
correlated with the light absorbed after an optical path length (L) and expressed as the
ratio between the initial light intensity (/) and the residual light intensity (/) after passing
through the absorbers region. The absorption cross-section (o) is a function of the light
wavelength (6=0()A)). In the experiments, the optical path was 25 cm long.

The wavelengths selected to perform the acquisitions and the relative absorption cross-
sections for the absorbers (O; and NO,) are reported in Table 1. These wavelengths were
defined, in accordance with Moiseev [22], to maximise the absorption of the molecules
relevant to our study while minimising the contribution, and thus the disturbance, of other
absorbing molecules. The contribution of background radiation is subtracted from the
measured values of light intensity.

Temperature Measurements

The temperature inside the treatment chamber during the treatment was measured. Two
commercial fibre-optic sensors (MultiSens, OpSens, Canada) were placed inside the treat-
ment chamber in the same positions chosen for the sample placement. The temperature was
monitored for 30 min of plasma treatment under all the different operating conditions. Each
measurement was repeated three times. The probes were connected to a detection device
(MultiSens, OpSens, Canada) for data acquisition.

Plasma Treatments

The contaminated samples were located inside the treatment chamber and laid on plastic
plates. Eight different treatments were carried out depending on the duty cycle (DC),
fan mode, and gap (i.e., the distance between samples and plasma generation region)
selected (Table 2). Two different sample positions were chosen, the first one centred on
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the bottom of the treatment chamber (gap equal to 20 cm) and the second one in prox-
imity to the plasma discharge (4 cm under the ground electrode). They will be hereafter
called “Position 1 and “Position 2”, respectively, as shown in Fig. 4.

The duty cycle (i.e., the ratio between the on-time of the discharge and the sum of on
and off time) was either 10% or 100%.

A fan has been placed inside the treatment chamber in order to evaluate the effect of
a turbulent atmosphere. All the tests were performed, either with the fan working or not.
The fan was located near a short side of the chamber, parallel to it, and facing the other
short side, as shown in Fig. 4.

Statistical Analysis

All experiments were repeated three times. Results are presented as mean value and
standard error. In order to assess statistically significant differences among different
results, a Student’s test was performed (p-value <0.001). Statistical analysis of micro-
biological data was performed using Statgraphics Centurion software (v19, The Plains,
United States).

Fig.4 Views of the plasma system showing the two chosen positions for the tests, indicated by the circles,
and the position of the fan inside the treatment chamber (placed 5 cm apart from one of the short sides of
the chamber, centred with respect to it, moving the air toward the other short side)
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Fig.5 Voltage (blue) and current (orange) waveforms acquired during 45 ps of discharge with DC 100%
(Color figure online)

;'r:sbllet: Average power and SPD DC (%) Average power [W] SPD [W cm™2] Regime
u

10 19+1.6 0.13 Ozone
100 190+16.6 1.25 Nitrogen oxides

Results and Discussion
Electrical Characterization

Figure 5 shows voltage and current waveforms recorded for each duty cycle (10 and 100%).
From those results the mean electric power was calculated as previously explained, result-
ing in values of 19+ 16.6 W and 190+ 1.6 W for DC 10 and DC 100% respectively.

Table 3 shows the SPD values. With DC 10%, the SPD was about 0.1 W ¢m™2, which
is the value identified by the literature [21, 22] as the threshold between the ozone regime
(SPD <0.1 W cm™2) and the nitrogen oxides regime. When DC was set at 100%, the source
was working in a nitrogen oxides regime.

Bacteria Inactivation

This section shows the results of bacteria inactivation after each plasma treatment.

Figure 6 illustrates the inactivation rates achieved with plasma treatments in the
ozone regime. When comparing fan ON and OFF, for position 1 plasma treatments
achieved bacteria reductions of 1.59 +£0.42 log and 0.92 +0.34 log, with fan ON and
OFF respectively. While the inactivation obtained for position 2 was 1.6+0.53 log
with fan ON and 1.38 +0.23 log with fan OFF. They showed no statistically signifi-
cant differences when comparing fan ON and OFF for each gap, which suggested a
homogeneous distribution of the reactive species within the treatment chamber. On
the other hand, when doing an evaluation about the two positions where the samples
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Fig.6 Staphylococcus epidermidis inactivation rates with fan ON and fan OFF and sample position 1 and
2 for DC 10%; no statistically significant differences were observed among the different conditions

were laid, without changing the fan mode, no statistically significant differences were
shown, which is in line with the last suggestion. Since the position of the sample did
not affect the final inactivation rates, it was proposed the idea of an equal mixture of
RONS inside the chamber. Furthermore, Fig. 7 shows S. epidermidis inactivation rela-
tive to each plasma treatment condition, when operating in NOx regimen. For instance,
when the fan was ON and the samples were in position 1, 1.51 +0.59 log reduction
was reached and 1.24 +0.96 log reduction with the fan OFF. No statistically significant
differences were observed among any plasma treatment, neither comparing sample
position nor comparing fan mode.

Those results are in accordance with the ones of other authors such as Min [23],
who observed 0.9 log CFU/tomato of Salmonella wherever the tomatoes samples were
inside the plasma treatment chamber, either the bottom layer or the top layer. Never-
theless, a study carried out by Miao [24], using a DBD plasma system without a treat-
ment chamber, investigated how the gap affected the inactivation rate. They showed
that the higher the gap (cm) the lower the inactivation values which is not in agreement
with the results of this paper. These differences may be due to the fact that in this
work, a plasma treatment chamber was used and RONS could be kept inside the cham-
ber. However, without a chamber, RONS could be dispersed throughout the ambient
atmosphere, not directly contacting the bacteria sample.
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Fig.7 Staphylococcus epidermidis inactivation rates with fan ON and fan OFF and sample position 1 and
2) for DC 100%; no statistically significant differences were observed among the different conditions

Reactive Species Concentrations

OAS measurements of reactive species kinetics in the different conditions were elaborated
in order to calculate the mean concentrations in correspondence of each optical path during
the whole treatment time. Results of calculations with DC 10 and 100% are respectively
shown in Figs. 8 and 9.

Ozone concentration in the nitrogen regime was also measured by OAS resulting in not
significant values (data not shown). Regarding nitrogen dioxide in the ozone regime, the
measured concentrations were considered irrelevant. The presented results suggest that the
reactive species concentration inside the treatment chamber is homogeneous, since no sta-
tistically significant difference was observed among the results relative to different posi-
tions, even without the gas mixing provided by the fan. Indeed, the results obtained in the
two different positions were equal from a statistical point of view even in the “fan OFF”
condition.

Temperature Profiles

In order to evaluate the plasma treatment influence on the temperature of the atmosphere
inside the chamber, thermal measurements with the two fan modes were carried out. As
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Fig.8 Mean ozone concentration in the two selected positions over 30-min treatments (each result is the
average of three replicates) with DC 10%; no statistically significant differences were observed among the
different conditions

Figs. 10 and 11 show, the temperature increase was higher in the case of NOx regime, for
both the investigate positions and the fan modes. This fact is an expected result, since the
higher DC has the effect of a higher power consumption, and thus Joule heating of the
plasma source. Furthermore, it was also expected to observe a greater temperature increase
in correspondence with position 2, due to the reduced distance from the ground electrode.
However, the greatest increase observed was equal to about 10 °C with respect to the ambi-
ent temperature (Fig. 11b, DC 100%).

The results suggested that the temperature reached inside the treatment chamber, can-
not significantly influence the microbial cells viability, since its value was holding below
40 °C. That temperature is much higher than the temperature range of growth of Staphy-
lococci strains, which is 6.5-46 °C [25]. Thus, it is suggested that the inactivation rate
achieved after plasma treatments was not caused by a thermal effect.

Furthermore, the temperature results indicate that the process could be suitable for heat-
sensitive materials, such as polymeric packaging.

Conclusions

In the present work, the effectiveness of an LA-SDBD was studied for decontaminating
food packaging surfaces. Different parameters, such as the gap (20 and 4 cm) or the fan
mode (ON and OFF), were investigated during the plasma treatment. Biological results
showed bacterial inactivations of 1-2 logarithmic reductions, which can be considered
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Fig.9 Mean nitrogen dioxide concentration in the two selected positions over 30-min treatments (each
result is the average of three replicates) with DC 100%; no statistically significant differences were observed
among the different conditions

as a preliminary result for further process optimization. It was also suggested a homog-
enous RONS diffusion inside the treatment chamber since there were no statistically
significant differences in terms of bacteria inactivation for each plasma treatment condi-
tion. This fact was also corroborated by OAS analysis which illustrated no statistically
significant differences for O; and NO, regardless of the operating condition applied.
It is thus possible to conclude that the device can effectively work in both operating
conditions. Moreover, it has been verified that the anti-bacterial action is unvaried in
different positions inside the 17.5 L treatment chamber. This statement suggests that
three-dimensional objects could be sanitized with high efficacy.

Furthermore, since the samples were not in direct contact with plasma and there was
a slight temperature increase, it could be assumed that reactive oxygen and nitrogen spe-
cies play a key role in the antimicrobial efficacy of the plasma source used. Finally, it
is remarkable that the presented homogeneous results were obtained inside a treatment
chamber with a volume of 17.5 L and with a plasma source characterized by a large
electrode area. According to the authors” knowledge, this is the plasma system intended
for food packaging decontamination with the largest discharge area and one of the larg-
est volumes in the literature.
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Fig. 10 Temperature profiles inside the treatment chamber with fan OFF at distances of 20 cm (position 1,
a) and 4 cm (position 2, b) from the ground electrode

Future research may include the optimization of the plasma system and the process in
general, the antimicrobial efficacy evaluation on different types of microorganisms and the
evaluation of potential modification of PP matrix induced by CAP treatment.

In conclusion, disinfecting food packaging and tools by LA-SDBD could be a sustain-
able and cost-efficient electricity-based solution for food chain contamination and thus for
avoiding and reducing foodborne diseases.
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Fig. 11 Temperature profiles inside the treatment chamber with fan ON at distances of 20 cm (position 1, a)
and 4 cm (position 2, b) from the ground electrode
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