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RESUMO

Diversos frutos apresentam caracteristicas de elevada atividade respiratdria, 0 que contribui
significativamente para um rapido amadurecimento e para o desenvolvimento de patdégenos
em um curto periodo de tempo, com consequente reducdo de sua vida Util pos-colheita. Em
virtude disto, métodos alternativos de controle que aumentam a vida Util pés-colheita destes
frutos vém sendo estudados, como a utilizacdo do plasma frio a pressdo atmosférica. Neste
sentido, este trabalho apresentou um estudo experimental in vitro com o objetivo de verificar
acao do plasma frio a pressdao atmosférica por descarga de barreira dielétrica (DBD), quanto a
inativagdo do Colletotrichum brevisporum presentes em diversos tipos frutos, e verificar se a
presenca do revestimento de cera de carnalba iria potencializar ou reduzir sua acdo. Esporos
deste fungo em suspensdo (100 ml de solucdo contendo 4 x 10* conidios x ml?) foram
inoculados tanto em placas de petri contendo meio de cultura BDA quanto em placas
contendo agar batata dextrose (BDA) misturados com cera de carnalba. A descarga foi
produzida por pulsos de tenséo elétrica de 45 kV aplicado na frequéncia de 405 Hz, durante 9
minutos e caracterizado quimicamente por espectroscopia de emissdo Otica (OES). Foi
verificado que o plasma foi efetivo para ambos 0s casos, com e sem cera, imediatamente ap0s
inoculacdo dos fungos. Além do mais, na presenca da cera foi verificado que o plasma foi
efetivo mesmo quando aplicado imediatamente antes da inoculacdo da suspensdo. Esses
resultados indicam que o plasma DBD com e sem a utilizagdo da cera de carnauba
apresentou eficiéncia quanto a inativacdo do Colletotrichum brevisporum e que essa técnica é
promissora no controle antifingico, com potencial de uso em substituicdo aos fungicidas
tradicionais na fase de pos-colheita, e o desafio é aplicacdo em grande escala e estudos devem
ser realizados com este objetivo.

Palavras-chave: pds-colheita, cera de carnalba, plasma.


https://www.forlabexpress.com.br/reagentes-e-meios-de-cultura/agar-batata-dextrose-kasvi-frasco-500g?parceiro=3512

ABSTRACT

Several fruits have characteristics of high respiratory activity, which contributes significantly
to a rapid maturation and to the development of pathogens in a short period of time, with
consequent reduction in their post-harvest shelf life. Because of this, alternative control
methods that increase the post-harvest shelf life of these fruits have been studied, such as the
use of cold plasma at atmospheric pressure. In this sense, this work presented an experimental
in vitro study with the objective to verify the action of cold plasma at atmospheric pressure by
discharge of dielectric barrier (DBD), inactivation of Colletotrichum brevisporum present in
several types of fruits, and to verify if the presence of carnauba wax coating would potentiate
or reduce its action. Spores of this suspension fungus (100 ml solution containing 4 x 104
conidia x ml-1) were inoculated into both petri dishes containing BDA culture medium and
potato dextrose agar (BDA) plates mixed with carnauba wax. The discharge was produced by
pulses of electric voltage of 45 kV applied in the frequency of 405 Hz, during 9 minutes and
characterized chemically by optical emission spectroscopy (OES). It was verified that the
plasma was effective for both cases, with and without wax, immediately after inoculation of
the fungi. Moreover, in the presence of the wax it was found that the plasma was effective
even when applied immediately prior to inoculation of the suspension. These results indicate
that DBD plasma with and without the use of carnauba wax showed efficiency in the
inactivation of Colletotrichum brevisporum and that this technique is promising in antifungal
control, with potential to replace traditional fungicides in the post-harvest phase, and the
challenge is large-scale implementation and studies must be carried out with this goal.

Key words: post-harvest, carnauba wax, plasma.
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1 INTRODUCAO

Diversos frutos possuem elevada atividade respiratoria e producdo de etileno, sendo
assim chamadas de frutos climatéricos. Estes apresentam rapido amadurecimento e possui
facilidade para o desenvolvimento de patdgenos em um curto intervalo de tempo na fase pos-
colheita. Sendo assim, faz-se necessario alguns cuidados no cultivo, manejo e armazenamento
pos-colheita, objetivando-se evitar perdas por danos mecanicos, amadurecimento rapido e
ataque fungico (BAUTISTA-BANOS et al., 2013 ; JACOMINO et al., 2007). Tais problemas
sdo responsaveis pela reducdo na qualidade comercial dos frutos e consequentes perdas

econdmicas para as empresas do setor produtivo

O género Colletrotrichum é um dos principais patdgenos causador da antracnose em
diversas culturas. Como patogenos de frutos, as principais culturas afetadas sdo morango,
manga, abacate, banana e principalmente 0 maméo (CANNON et al., 2012). Essa doenca €
responsavel por importantes perdas pos-colheita, refletindo na reducdo do periodo de
conservacao e consequentemente a ndo aceitabilidade por parte do consumidor final (LUIZA
et al., 2009; MADANI et al., 2015; RETRIEVED, 2016).

Na fase pos-colheita emprega-se diversos tratamentos que visam o controle de doengas
pos-colheita e do amadurecimento rapido dos frutos que, se ndo controlados, afetam sua
qualidade comercial. Entre os diversos compostos que podem ser empregados, estdo aqueles a
base de proteinas, lipideos e polissacarideos. A partir destes € possivel desenvolver filmes
comestiveis, biodegradaveis e ndo toxicos que, quando aplicados, resultam em frutos com
melhor qualidade organoléptica e melhor aparéncia externa, mais atrativa para o consumidor
(FERREIRA et al., 2016; SAUCEDO-POMPA et al., 2007). A cera de carnalba € um lipidio
obtido a partir da palmeira brasileira Copernicia cerifera e ¢ amplamente utilizada como
revestimento filmogénico pelas empresas de beneficiamento de frutos. Por apresentar baixa
polaridade e ser hidrofobica, quando aplicados aos frutos favorece a reducdo de perda de
agua, taxa respiratoria, atividade metabolica e murchamento, além de proporcionar maior
brilho, melhor aparéncia externa e preservando as caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos
(LUVIELMO; LAMAS, 2012; FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2010; PEREIRA et al.,
2006; MAHAJAN et al., 2014).
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A cera de carnauba associada a fungicidas apresenta boa eficiéncia nos controles de
doencas pos-colheita (VIANA et al., 2008). Entretanto, devido a restricdo crescente do uso de
produtos quimicos e uma vez que o uso da cera sem acdo dos fungicidas ndo apresenta acdo
antifungica, sua eficiéncia torna-se limitada. Em virtude disto, métodos alternativos de
controle que aumentam a vida Util pés-colheita dos frutos vém sendo estudados, como plasma
frio a pressdo atmosférica, que quando aplicado aos frutos tende a eliminar a atividade
microbiana na superficie do produto (SCHNABEL et al., 2015; LU et al., 2014) e ainda
modificar as propriedades da superficie dos revestimentos filmogénicos, promovendo
barreiras antimicrobianas (AROLKAR et al., 2015; OH et al., 2016).

O plasma é um gas ionizado e eletricamente neutro constituido de fotons, elétrons,
ions positivos e negativos, radicais livres, moléculas excitadas e ndo-excitadas, radiagdes
UV e calor (MISRA et al., 2014; YUSAF; AL-JUBOORI, 2014; PANKAJ et al., 2015; OH
et al., 2016). Durante a geracdo de plasma podem ser produzidas espécies como oxigénio,
ozonio, nitrogénio, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila e Oxido nitrico. Essas
espécies estdo sendo estudadas na descontaminacgéo de alimentos através da inativacao dos
microrganismos. Estas sdo revertidas a gas atmosférico original no prazo de minutos a
horas apds o tratamento, interagem com macromoléculas celulares tais como lipidios e
proteinas, e comprometem a sua funcionalidade, conduzindo-os a morte celular (KEENER,
2011; LU et al 2014).

Uma das maneiras de se gerar plasma € através da descarga de barreira dielétrica -
DBD. Essa descarga € um plasma frio de ndo equilibrio a pressdo atmosférica. O plasma DBD
ocorre quando uma diferenca de potencial é aplicada entre dois eletrodos preenchidos com
gas, em pressdo atmosférica, em que pelo menos um dielétrico sélido é inserido entre eles
(FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2010; PANKAJ et al., 2015). Os principais dielétricos
usados sao vidro, plastico e quartzo. Ao aplicar uma diferenca de potencial entre os eletrodos,
cargas elétricas se acumulam na superficie dielétrica até um determinado limite, ocorrendo

uma ruptura de rigidez dielétrica do gas, gerando o plasma (BHIDE, 2016).

O plasma frio a pressdo atmosférica elimina a necessidade de um sistema de vacuo,
tornando o processo mais pratico e barato (LU et al., 2014). Uma das caracteristicas
atrativas do plasma atmosférico no estado de ndo equilibrio termodindmico é o seu carater
quimico, produzido pela abundancia de espécies ativas, que elimina a necessidade de

temperaturas elevadas do gas, com temperaturas proximo a ambiente (NASCIMENTO,
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2011; MATTHES et al., 2013) e principalmente por se tratar de um processo que ndo causa
efeitos indesejaveis como toxidade residual e poluicdo ambiental, além de ndo oferecer e
riscos para a saude humana (SCHNABEL et al., 2015; LU et al., 2014; MISRA et al., 2014

)-

Assim, é provavel que a combinacdo dos dois métodos: revestimentos lipidicos
(cera de carnauba) associado ao tratamento por plasma pode oferecer uma alternativa

promissora para aumentar a conservagdo e manter a qualidade dos frutos.

Deste modo, foi realizado um estudo experimental in vitro com o objetivo de verificar
a acdo do plasma frio a pressdo atmosférica por descarga de barreira dielétrica (DBD), quanto
a inativacdo de um dos principais fungos que se prolifera na pds-colheita de varios frutos,
principalmente no maméo, o Colletotrichum brevisporum. Além disso, o trabalhou objetivou

verificar se o revestimento de cera de carnaiba potencializa ou reduz o efeito do plasma.
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2 REVISAO BLIBIOGRAFICA
2.1 Fruticultura

Os frutos sdo produtos comestiveis de vital importancia e que devem ser consumidos
diariamente por apresentarem valores nutricionais e medicinais elevados, como vitaminas,
minerais, diferentes fibras alimentares, compostos protetores que ajudam a regular o

organismo e antioxidantes que séo nutrientes essenciais.

No processo de beneficiamento dos frutos geralmente para o mercado nacional
praticamente ndo existe instalagbes de armazenamento, fazendo com que as atividades de
operacao pos-colheita acabem sendo realizadas no campo, onde os frutos estdo expostos a luz
do sol, alta umidade relativa e poeira. Diferente do beneficiamento para o mercado externo,
onde as operagOes sdo feitas na empacotadeira sob condigbes controladas de temperatura,
onde 0s mesmos passam por processos bem definidos de tratamento, dependendo da
legislacdo de importacdo do pais de destino (BAUTISTA-BANOS et al., 2013).

Diversos frutos, a exemplo da manga, abacate, banana, goiaba e mamao sédo
classificados como climatéricos que durante a transicdo entre o crescimento e a senescéncia
ocorrem mudancas bioquimicas que sdo iniciadas pela producdo autocatalitica de etileno,
favorecendo um aumento na respiracdo, e consequentemente sua senescéncia, caracterizando
assim, uma vida pos-colheita relativamente curta (CHITARRA e CHITARRA, 2005; SINGH,;
SUDHAKAR RAO, 2011).

Este comportamento climatérico é exemplificado na Figura 1. A menor taxa de
respiracdo acontece na fase minimo pré-climatérico, ainda ndo comestivel. O apice da
maturacdo acontece no pico da taxa de respiracdo, fase maximo climatérico. A partir deste
pico da taxa de respiracdo inicia-se o declinio para a fase pos-climatérica, onde ocorre a

senescéncia do fruto.
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Figura 1-Padrdo de respiracdo de um fruto climatérico
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Fonte:(VERMA et al., 2016)

Apesar da importancia destas culturas, a comercializacdo destes frutos, principalmente
a do mamao, apresentam uma série de limitagbes como amadurecimento rapido, aumento da
suscetibilidade aos danos mecanicos e infecdes patogénicas, durante o0 manuseio e
armazenamento, reduzindo vida util pds-colheita e ocasionando perdas que podem chegar a
40% (SHARMA, 2015; ZERPA-CATANHO et al., 2017).

As infeccBes patogénicas causadas por fungos sdo os problemas mais significativos
durante 0 manuseio e armazenamento dos frutos, especialmente 0 mamao porque, com poucas
excecdes, seus sintomas sdo observados no exterior da fruta (BAUTISTA-BANOS et al.,
2013). Dentre os varios patdgenos que acometem as culturas no periodo pés-colheita, os do
género Colletotrichum sdo os mais comuns. Este foi recentemente eleito o oitavo grupo mais
importante de fungos patogénicos das plantas no mundo, com base na importancia cientifica
(DEAN et al., 2012). E o principal agente microbiano que ocasiona a antracnose e as
principais culturas afetadas s&o morango, goiaba, manga, abacate, banana e mamao
(CANNON et al., 2012; ABAYASEKARA et al., 2013; SOARES-COLLETTI; LOURENCO,
2014; MADANI et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2- A doenga antracnose nos frutos: a) mamao b) banana c) manga d) morango

Fonte: Adaptado:(HOWARD et al., 1992; CANNON et al., 2012; ABAYASEKARA et al.,
2013)

2.1.1 Colletotrichum brevisporum

O género Colletrotrichum é um dos principais patdgenos que atacam frutos de
diversas culturas em pré e pés-colheita (NOIREUNG et al., 2012). Este género apresenta uma
série de espécies, que se diferenciam uma das outras por pequenos tracos morfolégicos e
recentemente por caracteristicas moleculares (PAUL et al., 2014; LIU et al., 2016).

A espécie C. brevisporum apresenta as seguintes caracteristicas morfoldgicas: As
coldnias no anverso apresentam micélios em pequenos tufos, brancos e com conidios, e o lado
reverso um negruzado escuro no centro com bordas brancas a acinzentadas com um halo
branco. Os conidios exibem formatos cilindricos com extremidades claramente redondas, de
paredes lisas, hialinas e variando em tamanho de 12,2 - 24,2 x 2,6 - 6,0 um. As apresorias em

torno de 10,0 - 16,8 x 50 - 9,4 um em culturas de forma irregular, as vezes ovoides,
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tornando-se complexas ao longo do tempo e taxa de crescimento 7,5 - 9,8 (NOIREUNG et al.,
2012; PAUL et al., 2014; ALMEIDA, 2015) (Figura 3).

A espécie C. brevisporum, especificamente, apresentou 0s primeiros registros de
proliferacdo em mamdes no Brasil em 2012 na regido Nordeste (LIMA et al., 2013). Esta
espécie de patdgeno, considerado agente etiologico da doenca antracnose, apresenta como
sintomas les@es cilindricas na superficie do fruto, que gradativamente aumentam de tamanho
e tornam-se elipticas, profundas e com coloracdo de palida a preta (LIMA et al., 2013;
BEZERRA et al., 2015).

Figura 3- Caracteristicas morfologicas do Colletotrichum brevisporum.(A, anverso; B,
reverso); C-E: apresoria; F, G: Conidio (barras de escala C-G = 10 pum).

Fonte:(PAUL et al., 2014)

Devido sua incidéncia nas diversas culturas, existe uma serie de tratamento contra a
proliferacdo fungica pos-colheita, como tratamentos quimicos , fisicos ja estabelecidos , além
de métodos ainda em fases de experimentacdo (BAUTISTA-BANOS et al., 2013b).

Dentre os tratamentos quimicos mais utilizados destaca-se o uso por fungicidas. Existe
uma série que pertencem ao benzimidazol (tiabendazol e benomil), imidazol (Phrochloraz) e
etileno, grupos dithiocarbamate (APDC). Outros fungicidas registrados sdo as dos strobulins

grupo quimico (azoxistrobina) e o composto benzonitrilo (Chlorothalonil). Exceto para o
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benomil, a maioria dos fungicidas séo registrados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos. O Tiabendazol e benomil sdo dois dos fungicidas mais comuns aplicadas
durante a pds-colheita de varias culturas e os fungos mais avaliados sdo os do género
colletrotrichum, Lasiodiplodia theobromae, Alternaria alternata, R. stolonifer e B.
theobromae (EPA)(BAUTISTA-BANOS et al., 2013a).

Quanto aos tratamentos fisicos, o revestimento de frutos sdo os mais utilizados,
oriundos de compostos como proteinas, polissacarideos, lipidios que podem ser empregados
como material estruturante de biofilmes, como proteinas e por representar uma alternativa
potencial na conservacao dos frutos e associar a praticidade e o fator econdmico (VARGAS et
al., 2008).

2.2 Revestimentos de frutos

A maioria dos frutos ao serem colhidos apresenta uma aceleracdo no processo de
maturacdo e deterioracdo de modo inevitavel e irreversivel, devido as mudangas bioquimicas
e fisiologicas, bem como os métodos inadequados de manuseio e armazenamento
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; LUVIELMO; LAMAS, 2012). A tecnologia de aplicacdo
de revestimentos comestiveis tem se destacado, principalmente pelo fato de elevar o tempo de
conservagdo e permitir uma maior flexibilidade de manuseio e comercializagdo (VARGAS et
al., 2008).

Estes revestimentos ou coberturas comestiveis promovem um preenchimento parcial
dos estobmatos e lenticelas dos frutos, gerando uma atmosfera modificada que reduz a
producdo de etileno e a perda da firmeza da polpa, consequentemente retardando o
amadurecimento dos frutos (CHITARRA e CHITARRA, 2005; GORRIS; PEPPELENBOS,
1992; CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012; GALUS; KADZINSKA, 2015), contribuindo,
além disso, para a preservacdo do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas superficiais e
a perda excessiva de peso. O revestimento dos frutos apresenta como umas das principais
vantagens a substituicdo, pelo menos parcial, de embalagens de polimeros sintéticos, que por
ndo serem biodegradaveis geram um grande impacto ambiental. Aproximadamente 40
milhdes de toneladas de embalagens plasticas sdo usadas todos 0s anos e descartadas no meio
ambientes(AZEREDO et al., 2010). Outra vantagem é que 0s equipamentos envolvidos na

producéo de revestimento sao simples, o que extende 0 uso para pequenos produtores rurais.
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Existe uma variedade de compostos que podem ser usados nas formulagdes desses
revestimentos comestiveis, e 0s principais componentes sdo proteinas, polissacarideos, e
lipidios ou a combinacao destes, que proporcionam a vantagem de utilizar as caracteristicas
distintas de cada classe e agregar propriedades desejadas aos revestimentos (VARGAS et al.,
2008; CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012; ASSIS; BRITTO, 2014; HAN, 2014).

Os lipidios comestiveis utilizados para desenvolver revestimentos filmogénicos sdo 0s
mais empregados para frutos. Os mais utilizados sdo cera de abelha, cera de candelila e cera
de carnalba. Entretanto, a cera de carnalba é a mais empregada pelas empresas de
beneficiamentos de frutos por apresentar boa barreira de gases e as melhores propriedades de
barreira a umidade (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012).

2.2.1 Cera de carnauba

A cera de carnauba é um lipidio obtido a partir da palmeira de carnauba, Copernicia
cerifera, espécie nativa do nordeste brasileiro (PUTTALINGAMMA V, 2014). E composta
de ésteres de cadeia linear (85% ésteres alquilicos de diversos tipos), alcoois, acidos e
hidrocarbonetos, sendo encontrada normalmente em p6 amarelo-palido ou flocos. Além
disso, é soluvel em muitos solventes organicos polares. Apresenta aplicacbes nas areas
médica, de cosméticos, limpeza, alimenticia e automobilistica (PINHEIRO, 2012,
PUTTALINGAMMA V, 2014). Na area alimenticia, desde os anos 30, a cera de carnatba
vem apresentando aplicacdes comerciais de revestimentos protetores para frutos e hortalicas
com o objetivo principal de diminuir a abrasividade durante o manuseio dos frutos
(HAGENMAIER; BAKER, 1994).

Os revestimentos de cera de carnalba passaram a ser conhecidos como uma medida
eficiente para aumentar a vida Gtil e manter a qualidade pds-colheita de varios frutos,
principalmente por apresentar como caracteristicas baixa polaridade e hidrofobia,
possibilitando assim retardar os processos metabdlicos associados ao amadurecimento e
melhorar a aparéncia dos frutos proporcionando-lhes um brilho superficial, deixando-os mais
atrativos para o consumidor final (PEREIRA et al., 2006; FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2010;
LUVIELMO; LAMAS, 2012; MAHAJAN et al., 2014).

O revestimento de cera de carnalba aplicado tanto de forma isolada bem como de
forma combinada é bastante eficiente para diversos frutos. Varios estudos comprovaram que

esse lipidio comestivel atua significativamente na reducdo da transferéncia de umidade
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(transpiracéo) e nas trocas gasosas (respiracdo). Pode ser aplicada em produtos dos quais se
consome a casca, devido ao fato de ndo ser toxica, conferir brilho e reduzir a perda de
umidade, além de ser facilmente removida com agua, se necessario. Entretanto, este
revestimento, quando aplicado sozinho, ndo apresenta caracteristicas antifingicas e,
consequentemente, ndo controla as doengas que comumente se proliferam no armazenamento
pos-colheita dos frutos. Em virtude disso, € comum utilizarem associados a este revestimento
fungicidas quimicos convencionais. No entanto, devido ao uso de grandes gquantidades de
fungicidas, da crescente preocupacdo sobre os riscos que podem causar a salide humana, o
dano ambiental, bem como a criacdo de patdgenos flngicos mais resistentes, devido ao seu
uso prolongado, a utilizagdo destes produtos vem se tornando restrita (PALOU et al., 2016).
Como alternativa, pode-se utilizar a aplicacdo de plasma frio a pressdo atmosférica que se
destaca pelo seu enorme potencial de utilizacdo na preservacdo de alimentos, pelo seu alto

potencial antimicrobiano e por ndo apresentar efeitos colaterais.
2.3 Plasma

O plasma foi primeiro observado por William Crookes em 1879 e Irving Langmuir e
Tonks, em 1929, que fizeram a primeira tentativa de introduzir o termo de plasma na fisica
(LIAO et al., 2017). Este é considerado o quarto estado da matéria e consiste em um gas

parcialmente ou totalmente ionizado (LOEB, 1960).

O aumento do nivel de energia na matéria, causa uma transigdo do estado sélido para o
liquido e posteriormente para o estado gasoso. Se mais energia for fornecida nesta fase
gasosa, 0s atomos/moléculas constituintes comecam a colidir violentamente e ocorre a quebra
das moléculas do gas, resultando na formacao de espécies carregadas e neutras, e liberagdo de
radiacdo em comprimentos de onda varidveis conforme ilustra a Figura 4. Esta mistura de
espécies e radiacdo caracteriza o plasma (D’AGOSTINO et al., 2005; LIAO et al., 2017).

Figura 4- Diagrama esquematico de quatro estados da matéria
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Fonte: (LIAO et al., 2017)

O plasma é constituido de d&tomos, moléculas, ions, elétrons, radiagéo ultravioleta e
calor, sendo na média eletricamente neutro (Figura 5) (ALVES JR, 2001). Este compde 99%
da matéria do universo sensivel conhecido, sendo 1% referente aos outros estados da
agregacdo da matéria (sélido, liquido e gasoso). Alguns exemplos de plasma natural que estdo
presentes no nosso universo sdo relampagos, o interior das estrelas e a aurora boreal
(D’AGOSTINO et al., 2005).

Figura 5- Constituintes do Plasma

Plazma
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Fonte: (NEHRA et al., 2008)

A geracdo do plasma consiste na utilizacdo de dois eletrodos e um gas neutro
submetido a uma diferenca de potencial que gera um campo elétrico e acelera os elétrons e 0s
ions (elétrons livres). Estes colidem com particulas neutras transferindo energia, em paralelo,
e devido ao campo elétrico mais elétrons e ions séo liberados e colidem com outras particulas

proporcionando a ionizacao do gas. A equacdo 1 abaixo explica esse processo.

e” + 6" = GT +2e” (1)

Onde G é 0 4&tomo ou molécula do géas no estado fundamental;
G representa um ion deste gas;

e~ representa o elétron.

Para este processo de ionizacao do gas, uma relacdo de corrente elétrica e diferenca de

potencial entre os eletrodos é dado pela curva da Figura 6.
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Figura 6- Curva caracteristica da voltagem X corrente entre dois eletrodos, numa descarga
elétrica em gases
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Fonte: (ALVES JR, 2001)

Podem ser vistas trés regides distintas nesta curva: a primeira regido corresponde a
descarga de Townsend, uma zona onde a corrente auto sustentada aumenta sem um aumento
significativo na tensdo elétrica, gerando o plasma ao momento que o gas se torna brilhante. A
segunda regido € chamada de descarga luminosa (ou luminescente). Essa regido envolve a
descarga luminosa normal, que é apresentada com uma pequena diferenca de potencial,
comparada com a necessaria para geracdo do plasma; e a descarga luminosa ab-normal ou
anbmala, corresponde a um grande aumento da tensdo com a corrente favorecendo uma maior
densidade de corrente e eficiéncia quando utilizadas para aplicaces de deposicdo de plasma.
Por fim, a ultima regido corresponde ao arco elétrico observado para valores altos de corrente

elétrica e baixos de tensdo, proximos ao potencial de ionizagéo dos gases (ALVES JR, 2001).

O plasma pode ser classificado com base na sua temperatura, sendo de baixa

temperatura (LTP- Low Temperature Plasma) ou de alta temperatura (HTP- High
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Temperature Plasma) como mostrado na Tabela 1. O plasma de baixa temperatura € ainda
dividido em plasma térmico e ndo térmico (NEHRA et al., 2008; RUTSCHER, 2008)

Tabela 1- Classificacdo do plasma baseado na Temperatura

Plasma de Baixa Temperatura (LTP) Plasma de alta temperatura (HTP)
LTP Térmico LTP Néo térmico
Tg=Ti=Tes2*104 K Tg=Ti=300K; Ti=Te>107 K

Ti<< Te< 105K

Fonte: (RUTSCHER, 2008)

Onde: Tq= Temperatura das moléculas de gas;
Ti = Temperatura dos ions;

Te = Temperatura dos elétrons.

O LTP ndo térmico é conhecido como Plasma Frio de Pressdo Atmosférica (CAPP -
Cold Atmospheric Pressure Plasma). Por apresentar baixa temperatura no sistema (< 105 K)
as particulas carregadas e neutras ndo colidem frequentemente como acontece com o LTP

térmico e o HTP. Deste modo, o LTP n&o térmico resulta em uma ionizagdo parcial do gas.

Plasmas de alta temperatura e térmicos ndo sdo adequados para uso em alimentos
sensiveis ao calor, porque a transferéncia de calor do plasma para o alimento causa
deterioracdo na qualidade dos mesmos (KEENER, 2011). Deste modo, o CAPP é relatado
como altamente vantajoso para a descontaminagdo microbiana de produtos alimentares,
incluindo organismos esporulantes e patogénicos devido as espécies reativas de oxigénio
(ROS) geradas pelo plasma (CHIZOBA EKEZIE et al., 2017). Além disso, é caracterizado
como pratico e barato por ndo necessitar de um sistema a vacuo (LU et al., 2014). No entanto,
por ser uma tecnologia recente, ainda nao foi totalmente explorada pela industria de

alimentos.

O CAPP pode ser gerado de varias maneiras, mas os trés métodos de geracdo mais
comuns que sdo relatados como efetivos contra contaminantes biol6gicos sdo através de
descarga de barreira dielétrica (DBD), jato de plasma a pressdo atmosférica e descarga de

corona. Entretanto, O CAPP gerado através do DBD apresenta algumas vantagens em relagdo
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aos demais, principalmente a possibilidade de ser utilizado em quase todas as combinacdes de
gases, desde gases nobres, ar, ou vapor de agua, até adicdes especiais de precursores. Destaca-
se ainda a flexibilidade, devido adaptabilidade da geracdo do plasma por diferentes
geometrias dos eletrodos (EHLBECK et al., 2011; CHIZOBA EKEZIE et al., 2017).

2.3.1 Plasma DBD

As descargas da barreira dielétrica (DBD) ou apenas descargas de barreira sao
conhecidas h4 mais de um século (KOGELSCHATZ, 2003). As primeiras investigacdes
experimentais foram focadas para a geracdo de 0zonio que foram obtidas através de um fluxo
de Ar/Oxigénio sob controle de uma descarga de barreira dielétrica por um campo elétrico
alternado com amplitude satisfatéria (SIEMENS, 1857). Por esta razdo, a descarga da

barreira dielétrica também é referida como "descarga ozonizante"(KOGELSCHATZ, 2003).

Esta descarga € um plasma frio de ndo equilibrio a pressdo atmosférica que € gerado
por uma corrente alternada, emitida a partir de uma diferenca de potencial aplicada entre dois
eletrodos, onde uma camada dielétrica é inserida entre eles. Os materiais dielétricos comuns
incluem vidro, quartzo, ceramica e polimeros (CHIZOBA EKEZIE et al., 2017). Quando a
voltagem é aplicada entre os eletrodos, cargas elétricas acumulam-se na superficie do
dielétrico até romper a rigidez dielétrica do géas e provocar microdescargas (FERNANDEZ-
GUTIERREZ et al., 2010; BHIDE, 2016). As microdescargas sdo de curta duragdo e sdo
governadas por processos de ionizacdo e excitagbes atdmicas e moleculares (BARDOS;
BARANKOVA, 2010). Os dielétricos limitam a quantidade de carga e a energia transmitida a
uma microdescarga individual, distribuindo as microdescargas ao longo de toda a area do
eletrodo (KOGELSCHATZ, 2003).

Este plasma DBD pode ser operado em uma ampla gama de configuracdes
geométricas. Dependendo da aplicacgéo, é possivel usar configuracdes planares, coplanares ou

superficiais. A Figura 7 aborda as configuraces tipicas de DBD.
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Figura 7- Configuracdes basicas de DBD a) plano com eletrodos de dielétrico, b) plano com
um unico eletrodo coberto com dielétrico, ¢) plano com dielétrico no espaco de descarga d)
configuragdo coplanar onde ambos os eletrodos sdo incorporados dentro do dielétrico e)
configuracdo para geracao de descarga superficial com um eletrodo incorporado em dielétrico
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Fonte: (EHLBECK et al., 2011)

Além disso, as descargas de barreira dielétrica podem operar em regime filamentar e
regime difuso (ZHANG et al., 2016). O regime filamentar ocorre no momento em que ocorre
tencdo de ruptura e as microdiscargas geradas se acumulam na superficie do dielétrico de
forma ndo uniforme. Se a diferenca de potencial for aumentada, serdo geradas mais
microdiscargas que se acumularam em toda a superficie do dielétrico, caracterizando uma
descarga em regime difuso, que é homogénea, uniforme e luminescente (ZHANG et al.,
2016). Estes regimes séo apresentados na Figura 8.
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Figura 8- Os tipos de regime DBD a) modo difuso b) modo filamentar

a) Modo difuso
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b) Modo filamentar
Fonte: (FRIDMAN, 2007)

A tecnologia DBD recebeu grande atencdo nos Gltimos anos e tem sido utilizada em
uma variedade de aplicacOes, incluindo biologia, medicina e seguranca alimentar. Na
industria alimenticia mostrou grande potencial para inativacdo de microrganismos desde
células bacterianas, esporos e leveduras, modificacdo de componentes alimentares,

embalagem para alimento e germinacdo de sementes (LI et al., 2017).

2.3.2 Aplicacao do plasma na inativacdo de microrganismos

A tecnologia do plasma tem sido aplicada atualmente na inativagdo de
microrganismos. Tal tecnologia depende muito das condigdes operacionais, como poténcia de
entrada (tensdo e frequéncia), tempo de tratamento, tipo de gas, taxa de fluxo e modo de
exposicdo. Estudos mostram que com uma maior poténcia de entrada € possivel obter uma
maior efetividade de inativacdo por plasma, possivelmente, devido a produgdo de uma maior
densidade de energia de entrada. No entanto, 0s mecanismos de inativagdo de microrganismos
por plasma ainda ndo sao totalmente conhecidos devido a sua natureza complexa e dinamica,
mas estudos relatam que o0s mecanismos podem ser divididos em aspectos bioldgicos e
fisicos. E 0s principais mecanismos propostos para esse processo de inativacdo sdo através da
interrupcdo eletrostatica e oxidacdo de constituintes celulares (LIAO et al., 2017).

Na interrupcao eletrostatica, as espécies carregadas geradas pelo plasma acumulam-se

na membrana celular e produzem forcas eletrostaticas que excedem a forca de tracdo da
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membrana celular levando a ruptura das mesmas, seguindo de morte celular (LUNOV et al.,
2015). Ja a oxidacdo de constituintes celulares ocorre quando as espécies reativas como
oxigénio, nitrogénio, superoxido (0?%), peréxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxilicos
(OH), ozb6nio (O3), 6xido nitrico (NO), interagem com macromoléculas celulares, como
lipidios, proteinas e DNA, comprometendo sua funcionalidade e levando & morte celular. As
espécies oxidativas reativas interagem com os lipidios, considerados os mais vulneraveis
devido a localizacdo proxima a superficie celular e a sensibilidade a espécies reativas de
oxigénio (ROS). Na membrana celular inicia-se um processo chamado de peroxidagdo
lipidica que compromete a integridade estrutural da membrana, prejudicando o DNA e as
proteinas de forma irreversivel e consequentemente levando a lise celular (LIAO et al., 2017).

A Figura 9 ilustra esses mecanismos de inativacgéo.

Figura 9- Mecanismos de inativagdo microbiana
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Além destes principais mecanismos, existe ainda o fendmeno de eletroporagdo que
consiste na formacdo de poros a parti de pulso de campo elétrico de alta tensdo
desestabilizando a bicamada lipidica e as proteinas das membranas celulares e provocando
assim a morte celular (SALE; HAMILTON, 1967; ZIMMERMANN et al., 1974; LIAO et al.,
2017).

O plasma ¢ destaque como uma técnica altamente inovadora e desafiadora em varias

aplicacOes. Além da inativacdo de microrganismos, estudos relatam que o plasma ndo térmico
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(NTP) mostram ter grande potencial no aceleramento do processo de oxidacdao lipidica e pode
ser orientado como uma alta correlacdo com o processo de oxidacdo a temperatura ambiente

nas pesquisas para a qualidade dos alimentos.

2.3.3 Oxidacao lipidica por plasma

A oxidacao lipidica ocorre através de um mecanismo complexo bem conhecido que é
referido como auto-oxidacdo. Durante este mecanismo de auto-oxidacdo, os hidroperdxidos
sdo formados como produtos de oxidagdo priméria. A degradacdo destes hidroperdxidos
conduz a formagdo de uma grande variedade de compostos de baixo peso molecular, tais
como alcanos, alcenos, aldeidos, cetonas, alcoois, esteres, epdxidos e acidos carboxilicos
(HELMKE et al., 2009).

Os mecanismos de oxidacao lipidica por processamento de plasma ndo sdo totalmente
estabelecidos e entender as intera¢Ges do plasma com os lipidios e os parametros criticos que

governam a oxidagdo lipidica sdo necessarios (HELMKE et al., 2009)

Segundo HELMKE et al., 2009 a presenca das espécies reativas de oxigénio
(oxigénio singleto, oxigénio atbmico) geradas pelo plasma nao térmico acelera 0 mecanismo
de oxidacéo lipidica, levando a formacdo de compostos que também foram encontrados nas

em amostras oxidadas pelo mecanismo de auto-oxidagéo.

SARANGAPANI et al., 2017 em seus estudos relatou que a oxidagdo dos lipidios
pelo plasma frio apresentou produtos de oxidacdo tipicos identificados que incluiram
ozonetos, aldeidos (hexanal, pentenal, ndoanal e ndo-real) e &cidos carboxilicos (acido 9-
oxononanoico, acido octandico, acido nonanoico), juntamente com hidroperoxidos (9 - e 13-
hidroperoxi-octadecadianoilglicerol) Além disso, observaram a parti da técnica
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) que com aumento do
tempo de tratamento de plasma e a tensdo aplicada ampliam a banda de carbonilo, o que
sugere a formacdo de novos compostos de carbonilo. Isto é atribuido & produgéo de aldeidos
saturados, acidos carboxilicos ou outros produtos secundarios de oxidacdo e enfatizaram que
varios autores também relataram a formacédo de compostos carbdnicos como subprodutos do

tratamento com plasma.

Estes grupos carboxilicos apresentam caracteristicas antimicrobianas e sua toxicidade
estd amplamente relacionada ao dano na membrana dos microrganismos (JARBOE et al.,

2013). A permeabilidade dos grupos carboxilicos na membrana celular tem sido apresentado
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como um dos principais mecanismos de inibicdo microbiana (RICKE, 2003; DESBOIS;
SMITH, 2010).

Logo, a aplicagdo do plasma em revestimentos lipidicos (por exemplo, cera de
carnauba) pode favorecer uma oxidacédo lipidica com a formag&o de grupos carboxilicos que

torne estes revestimentos com caracteristicas antimicrobianas.

Sao as espécies produzidas pelo plasma, como oxigénio, ozdnio, nitrogénio, perdxido
de hidrogénio, radicais hidroxila e ¢xido nitrico que favorece tanto a inativacdo de
microrganismos quanto a oxidacdo lipidica com formacdo de grupos carboxilicos. E estas

podem ser identificadas através da técnica de caracterizacdo de espectroscopia de emissao

Gtica (OES).

2.4 Espectroscopia de emissao optica (OES)

A espectroscopia de emissdo Optica (OES- Optical Emission Spectroscopy) é uma
técnica utilizada para identificar espécies atdbmicas, moleculares e ions formados pelo plasma

e analisar sua intensidade luminosa.

As espécies geradas pelos diferentes tipos de plasma apresentam espectros
caracteristicos para cada espécie presente. Deste modo, 0s espectros opticos tipicos do plasma
frio atmosférico DBD é composto de alguns picos correspondentes a molécula de N2 e se
concentram mais na faixa de 300 nm a 420 nm. A Figura 10 apresenta um espectro

caracteristico do Plasma DBD atmosférico.

Figura 10- Espectro de emissao dptica caracteristico do plasma DBD.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo experimental

Figura 11- Desenho do protocolo utilizado para o experimento |

Fonte: (QIU et al., 2007)

Isolado fingico
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Figura 12- Desenho do protocolo experimental utilizado para o experimento 11
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Fonte: Autoria Propria

Este trabalho foi dividido em duas etapas: experimento 1 e 2. Para o experimento 1, o
isolado fangico C. brevisporum foi repicado para a producdo dos inéculos que foi realizado
apos 7 dias de crescimento da col6nia fungica, as quais foram posteriormente submetidos aos

tratamentos:

Sem tratamento (STv- BDA);

Tratamento apos inoculacdo da suspencdo de esporos (TvPl);

Tratamento 24 horas ap06s inoculado a suspencao de esporos (Tv24l);

Tratamento apos e 24 horas da inoculagdo da suspencdo de esporos (TvP+241).


https://www.google.com.br/search?q=colletotrichum+brevisporum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjIoqKM1enWAhWDg5AKHbtxAowQvwUIIygA
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Em seguida, as placas foram analisadas quanto a presenca e quantidade de UFC (ap6s
72 horas) e as espécies geradas pelo plasma foram identificadas pela analise da técnica de
OES.

O experimento 2 ocorreu de forma semelhante, porém com adi¢do da solucdo de cera
de carnalba que continham em todos os tratamentos misturados ao meio de cultura BDA, com
excecdo da testemunha absoluta (Sem tratamento) que se trata de um controle negativo sem a

presenca do revestimento de cera. Os tratamentos foram os seguintes:

Sem tratamento (ST- BDA SEM CERA)

e Sem tratamento (STc — BDA COM CERA);

e Tratamento antes de inocular a suspencéo de esporos (TcAl);

e Tratamento apos inoculado a suspencgéo de esporos (TcPl);

e Tratamento 24 horas ap0s inoculado a suspencao de esporos (Tc241);

e Tratamento apos e 24 horas depois de inoculado a suspenc¢édo de esporos (Tc P+241).

3.2 Aparato experimental

O aparato experimental apresentado neste trabalho para geracdo do plasma foi o
sistema DBD. A configuracdo utilizada foi do tipo descarga de superficie com eletrodos
incorporados no material dielétrico conforme ilustrado na Figura 13. Um dos eletrodos é
conectado a uma fonte e o outro é conectado ao fio terra. O material dielétrico utilizado foi o
fenolite e os eletrodos pelo material condutor cobre.

Para os experimentos 1 e 2 as placas com a suspencédo de conidios foram submetidos
aos tratamentos STy, TvPI, Tv24l, TyP+24l, ST, ST¢, TcAl, TcPI, Tc24l e Tc P+24l. A placas
foram colocadas sob o aparato e submetidos a uma tenséo de 45 kV a pico a pico e frequéncia
405 Hz por 9 minutos.

Figura 13- Aparato experimental
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Fonte: Autoria propria

3.3 Isolado e producéo do in6culo

O isolado de C. brevisporum (1672) foi obtido da colecdo de culturas da Prof* Maria
Menezes da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, localizado na cidade de
Recife - PE.

Para produgdo do indculo, discos miceliais foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA). As placas foram mantidas em
incubadora BOD a 27 °C por 7 dias para o crescimento da col6nia fungica (Figura 14). As
suspencgdes de conidios foram preparadas com 10 ml de &gua destilada estéril que foi
adicionada a placa de Petri, e posterior raspagem do meio para liberagdo de esporos (Figura
15).

A suspensdo resultante foi diluida em &gua autoclavada, sendo a mesma ajustada para

a concentracéo de 4 x 10*conidios x mI, mediante a utilizagio de uma camara de Neubauer.

As Figuras 13 e 14 apresentam o crescimento fungico do colletotrichum brevisporum
apos 7 dias de modo anverso e inverso e as imagens dos conidios visualizadas a partir de um

microscopio 6ptico com 400X, respectivamente.

Figura 14- Crescimento fangico do colletotrichum brevisporum. Ver lado anverso (esquerda)
e (direita) reverso


https://www.google.com.br/search?q=colletotrichum+brevisporum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjIoqKM1enWAhWDg5AKHbtxAowQvwUIIygA
https://www.google.com.br/search?q=colletotrichum+brevisporum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjIoqKM1enWAhWDg5AKHbtxAowQvwUIIygA
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Fonte: Autoria Propria

Figura 15- Conidios do colletotrichum brevisporum

Fonte: Autoria Propria

O plagueamento foi feito a partir de uma aliquota 100 microlitros da suspensao de
esporos feita anteriormente. Em seguida, com um auxilio de uma al¢ca de drigalski as
suspencdes foram depositadas uniformemente sob as placas de Petri contendo o meio de

cultura BDA. Todos foram tratados por plasma por um tempo de nove minutos conforme
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estudo de DIOGENES (2017). Depois de 72 horas as unidades formadoras de coldnias
(UFC) foram quantificadas em um contador de colénias (CP 600 PLUS PHOENIX) com

auxilio de um contador manual.
3.4 Preparacao do revestimento de cera de carnauba

Para a producdo do revestimento de cera de carnauba foram utilizados cera de
carnauba tipo 1 produzida pela empresa ORTAL, dleo de canola saponificado disponibilizado
pelo laboratério de Processos Quimicos (LPQ) da UFERSA e agua destilada.

Foram utilizadas concentracdes de 10% de cera de carnatba e 5 % do dleo em relacdo
a massa de cera de carnalba. Estes produtos foram misturados em 10 ml de agua destilada e
agitados em um agitador com aquecimento LUKADEMA até solubilizagdo completa da cera
no meio aquoso. Posteriormente, a solucéo foi misturada em 250 ml de meio de cultura BDA,

que foi utilizado apenas para os tratamentos do segundo experimento.
3.5 Analise de Espectroscopia de emissao otica (OES)

A técnica OES foi utilizada para analisar a intensidade luminosa do plasma. As
medicOes foram feitas em um espectrémetro de modelo USB4000 UV-VIS (Ocean Optics)
com auxilios do software SpectraSuite. Para obtencdo do espectro, a fibra Optica do

equipamento foi colocado proximo do plasma gerado pela configuracdo DBD.
3.6 Anélise estatistica

Aos tratamentos foi aplicado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) a 5%
de probabilidade. Cada tratamento constou de cinco repeticdes representada cada uma por
uma placa de Petri. Os dados obtidos foram comparados pelo teste de Tukey com o auxilio do

programa estatistico SISVAR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os conidios de Colletotrichum brevisporum foram tratados com plasma DBD por 9
minutos, com tensdo de 45 kV e frequéncia de 405 Hz nos dois experimentos para observar
tanto a acdo do plasma na inativagcdo deste fungo quanto analisar se a presenca de um

revestimento de cera de carnalba influenciaria sua agéo.

No primeiro experimento, apds os conidios serem tratados por plasma, os tratamentos
TvPl e TvP+241 apresentaram inativagdo completa do crescimento das colbnias C.
brevisporum, diferente do tratamento Tv241 que ndo apresentou reducdo e diferenga

significativa comparada com o sem tratamento STy (Tabela 2).

Tabela 2-Unidade formadora de coldnias por mL (UFC/ml ) do C. brevisporum apds
tratamentos com Plasma

Tratamentos Unidade Formadora de
colonias 102 (UFC/ml)

STv 1414+ 209 a
TVPI 0+00Db

Tv24l 1394+10,1a
TvP+241 0+00Db

Todos os dados sdo expressos como média + desvio-padrdo. Média seguidas
de mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (P <0,05).

Fonte: Autoria propria

A destruicdo celular por plasma ocorre se 0s niveis de exposicdo excedem a
capacidade dos sistemas de defesa celular, afetando as macromoléculas dentro da célula,
incluindo DNA, proteinas e lipidios (SOHBATZADEH et al., 2016). No entanto, tal
destruicdo depende da maneira na qual o plasma frio é gerado, que pode ser através de jatos,

corona e DBD, e parametros tensdo, frequéncia, tipo de gas e tempo de exposicao utilizados.

Possivelmente, os esporos C. brevisporum apés os tratamentos TvPl e TvP+24l,
tiveram sua estrutura celular comprometida como verificado por BERMUDEZ-AGUIRRE et
al., (2013) que estudaram o efeito do plasma frio sobre a inativacdo da bactéria Escherichia

coli, e observaram um alto grau de eletroporacéo, perda e ruptura da membrana e deformacéo
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dos microrganismo. Entretanto, os resultados deste trabalho quanto a inativagdo/reducéo do C.
brevisporum, foi ainda mais promissor ja que foi obtido uma inativacdo de 100% ap0s

tratamento imediato com plasma.

SOHBATZADEH et al., (2016) realizaram estudos com o microrganismo Aspergillus
flavusres e observaram uma reducdo no crescimento apés tratadas com plasma e relataram que
as espécies geradas pelo plasma como oxigénio (0), nitrogénio (N2), oxido nitrico (NO) e
Hidroxila (OH), todos identificados nos espectros da regido UV, colidem com a superficie da
amostra e danificam as paredes fangicas que foram observadas através da técnica Microscopia
Eletrdnica de Varredura -MEV. DEVI et al., (2017) avaliaram o crescimento fungico das
espécies Aspergillus. parasiticus e Aspergillus flavusres tratadas pelo plasma frio e obtiveram
97,9% e 99,3% de reducao no crescimento destes fungos e mostraram que também as especies
reativas geradas pelo plasma favoreciam a desintegragcdo completa da membrana celular dos
esporos.

Por outro lado, no presente estudo o tratamento Tv241 ndo apresentou reducdo e ndo
diferiu estatisticamente do sem tratamento (STv) como pode ser visualizado no Gréfico 1. E
provavel que os esporos tratados 24 horas depois de inoculado na placa de petri tenham criado
uma maior estabilidade ao meio em que se encontravam e 0s niveis de exposicdo de plasma
ndo excederam o sistema de defesa celular deste microrganismo, deixando claro que o plasma
apresenta acdo direta na superficie de aplicacdo, ndo apresentando efeito quando as coldnias

ja estdo em fase de crescimento avancado com multiplas camadas.

O tratamento TvP+241, como ja relatado, apresentou inativacdo completa, entretanto
vale ressaltar que este tratamento equivale a duas aplicagfes de plasma: sendo a primeira
aplicada imediatamente apds inoculado a suspencao fungica na placa de petri e a segunda
depois de 24 horas de inoculacdo. Este tratamento foi realizado com o objetivo de avaliar se
haveria reducdo e/ou inativacdo com apenas uma aplicacdo ou duas aplicacdes. Logo, o
resultado foi bastante satisfatério, pois se o tratamento TPl inibiu totalmente o crescimento
do microrganismo e este apresentava apenas uma aplicacdo de plasma, o tratamento TvP+24l

consequentemente seria eficiente ja que uma de suas aplicagdes foi igual ao tratamento TvPI.

A Figura 16 apresenta imagens das placas comprovando que os tratamentos TvPl e
TvP+241 foram os mais eficientes por apresentarem inativacdo completa do microrganismo

Colletotrichum brevisporum.
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Gréafico 1- Tratamentos x UFC
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Figura 13- Crescimento das unidades formadoras de col6nias (UFC) apds
tratamento com plasma. a) STv, b)TvPI, ¢)Tv24l e d) TvP+24l

Fonte: Autoria propria

No segundo experimento os tratamentos TcAl e TcPl e TcP+241 apresentaram
inativacdo completa do crescimento das colonias C. brevisporum. Os valores das unidades de
colbnias ap0s os tratamentos sdo apresentados na Tabela 3. O tratamento Tc24l néo
apresentou resultado satisfatorio e quando comparado com o sem tratamento sem cera (ST) e
0 sem tratamento com cera (STc) ndo apresentou diferenca significativa, como pode ser

visualizado no Gréfico 2.



Tabela 3- Unidade formadora de col6nias por mL (UFC/ml ) do C. brevisporum

contendo revestimento de cera de carnauba apos tratamentos com Plasma

Tratamentos Unidade Formadora de
colonias 10% (UFC/ml)

ST 158,40 £ 8,82 a
STc 148,4+ 134 a
TcAl 0+£0,0b
TcPI 0+00b
Tc241 143,2+ 139 a
TcP+241 0+00a

Todos os dados sdo expressos como média + desvios-padrdo. Os valores de
significados com as diferentes letras em uma linha diferente diferem
significativamente (P <0,05).

Fonte: Autoria propria
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Grafico 2- Tratamentos x UFC (contendo revestimento de cera de Carnalba)
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Fonte: Autoria prépria

A presenca do revestimento da cera de carnatba no meio de cultura BDA ap0s tratadas
com plasma ndo influenciou a acdo do plasma mais possibilitou um resultado promissor por
permitir a utilizagdo conjunta de ambas técnicas que tende a melhorar a vida util dos frutos. A
inativagdo completa do microorganismo C. brevisporum foi obtida quando o plasma foi
aplicado imediatamente ap6s inoculados (TcPI) e o plasma aplicado imediatamente e 24 horas
apos inoculados (TcP+241) e a justificativa quanto a esta inibicdo das col6nias foi a

anteriormente discutida no primeiro experimento.

O tratamento TcAl (contendo meio de cultura BDA com solucédo de cera de carnauba
antes de inocular a suspencdo fungica) foi equivalente ao tratamento TcPI e o resultado obtido
foi bastante promissor, apesar da acdo do plasma néo ter sido direta sobre os esporos do C.
brevisporum . A inativacdo completa dos esporos nesse tratamento pode ter sido ocasionada
provavelmente pela interacdo das espécies quimicamente reativas do plasma com a cera de
carnatba. Pode-se ter formado grupos funcionais na estrutura da cera de carnauba, que
favoreceu, por exemplo, a oxidacdo lipidica e consequentemente a formacdo de grupos
carboxilicos (HELMKE et al., 2009; VANDAMME et al., 2016; SARANGAPANI et al.,
2017). Estes apresentam caracteristicas antimicrobianas e possivelmente foi o responsavel

pela inativacdo do C. brevisporum neste tratamento.



47

JARBOE et al., 2013 relatou em seus estudos que os acidos carboxilicos saturados e
de cadeia linear, como os acidos hexanoico, octandico, decanoico e laurico podem ter sobre E.
coli e S. cerevisiae, destacando que os principais efeitos incluem danos a membrana celular e
diminuicdo do pH interno microbiano tornando inibitorios. E BEEK et al., 2010 também

mostrou que grupos carboxilicos apresentam atividade antimicrobiana.

Entretanto, estudos ainda devem ser realizados para investigar sobre esta interacdo
cera e plasma, ja que pode oferecer um primeiro passo para tornar o revestimento de cera

carnaliba com caracteristicas antimicrobianas.

A Figura 17 apresenta as imagens das placas ap0s tratadas, ressaltando que o0s
tratamentos TcAl, TcPIl e TcP+24l apresentaram inibicdo completa quanto ao crescimento das

colonias do C. brevisporum.

Figura 14- Crescimento das unidades formadoras de col6nias (UFC) com revestimento
de cera de carnalba ap0s tratamento com plasma a) ST, b) ST, ¢) TcAl, d) TcPIl e) TcP+24l
f) Tc24l

Fonte: Autoria propria
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4.1 Caracterizacgao Optica

A caracterizacdo optica foi realizada para analisar as espécies ativas do plasma gerado
a partir do sistema DBD. No grafico 16 é mostrado o espectro luminoso obtido por OES para

0 sistema DBD com uma tens&o de 45 kV pico a pico e uma frequéncia 405 Hz.

Gréfico 3- OES para o sistema DBD
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Fonte: Autoria prépria

Na anélise de OES, foram observados varios picos incluindo NO (301 e 339), Os
(319), N2 (360 e 405 nm), O2 (381 nm) e O (395 nm), todos na regido do UV. Estas espécies
identificadas segundo MOREAU et al., 2008 e BUTSCHER et al., (2016) sdo conhecidas em
oxidar membranas celulares, moléculas de proteinas e DNA caracterizando como letal para

0S microrganismos.

O resultado obtido quanto a caracterizacdo espectral do plasma foi semelhante ao
estudo de PARK e HWANG, 2013 que avaliou o desempenho antibacteriano através de uma
descarga de barreira dielétrica. Os picos obtidos foram NO (301 e 339 nm), OH (317 e 320
nm), Oz (319 nm), NoO + (356 nm), N> (354, 360, 371, 400, 434 nm), NO2 (378 nm), O (381
nm), O (395 e 533 nm), H2 (407 nm) e N2 + (428 nm) caracterizando 0s espectros das

espécies presentes.
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De acordo com este resultado, podemos confirmar os espectros caracteristicos das
espécies presentes do sistema DBD desta pesquisa e conforme a literatura, os responsaveis

pela ruptura da membrana celular, proteinas e DNA do fungo Colletotrichum brevisporum.

5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos desta pesquisa experimental in vitro foi possivel verificar

que o plasma frio a pressdo atmosféerica por descarga de barreira dielétrica (DBD) apresenta
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eficiéncia quanto a inativacdo do Colletotrichum brevisporum quando realizada em uma

aplicacéo Unica, pos-inoculacdo (TvPI) ou em dupla aplicagédo ( TvP+24l).

Quando associado ao revestimento lipidico permaneceu a eliminacdo de 100% do
microrganismo C. brevisporum quando aplicacdo foi Unica (TcPl) e em dupla aplicacéo
(TcP+24l) e paralelamente a aplicagdo do plasma foi efetiva quando realizada antes da
inoculacdo (TcAl) o que abre possibilidades para o desenvolvimento de novos materiais que

aumente a vida Gtil dos frutos.

Logo, conclui-se a parti deste experimento in vitro, que a associacdo destes dois
métodos em frutos podera apresentar resultados satisfatorios e que a técnica plasma DBD é

promissora no tratamento pds-colheita de frutos, em substituicdo aos fungicidas tradicionais.
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