UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS
MESTRADO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS

MAGDA JORDANA FERNANDES

APLICACAO DE PLASMA ATMOSFERICO EM DESCARGA POR BARREIRA
DIELETRICA PARA DESCONTAMINACAO DE AGUA DE COCO

MOSSORO
2020



MAGDA JORDANA FERNANDES

APLICACAO DE PLASMA ATMOSFERICO EM DESCARGA POR BARREIRA
DIELETRICA PARA DESCONTAMINACAO DE AGUA DE COCO

Dissertacdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Engenharia de Materiais do Programa
de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Linha de Pesquisa: Aplicacdes tecnoldgicas de
materiais regionais

Orientador: Clodomiro Alves Junior, Prof. Dr.

Co-orientador: Francisco Marlon Carneiro
Feijo, Prof. Dr.

MOSSORO
2020



© Todos os direitos estao reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de sangdes administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
que regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O conteudo desta obra tomar-se-a de dominio publico apés a data de defesa e homologagao da sua respectiva

ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

F363a Fernandes, Magda Jordana.
Aplicagdo de plasma atmosférico em descarga por
barreira dielétrica para descontaminag¢do de agua
de coco / Magda Jordana Fernandes. - 2020.
52 f£. : il.

Orientador: Clodomiro Alves Junior.

Coorientador: Francisco Marlon Carneiro Feijd.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal
Rural do Semi-arido, Programa de Pds-graduagdo em
Ciéncia e Engenharia de Materiais, 2020.

1. Plasma frio. 2. Descontaminag¢do de
alimentos. 3. Cocos nucifera L.. 4. Inativagdo
microbiana. I. Alves Junior, Clodomiro, orient.
II. Feijd, Francisco Marlon Carneiro, co-orient.
III. Titulo.

O servico de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC's) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computacéo da Universidade de Sao Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagao
e Comunicagéo (SUTIC) sob orientagédo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduagao e Programas de P6s-Graduagdo da Universidade.



MAGDA JORDANA FERNANDES

APLICACAO DE PLASMA ATMOSFERICO EM DESCARGA POR BARREIRA
DIELETRICA PARA DESCONTAMINACAO DE AGUA DE COCO

Dissertagdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Engenharia de Materiais do Programa
de P6s-Graduag@o em Ciéncia e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Linha de Pesquisa: Aplicagdes tecnoldgicas de
materiais regionais

Defendida em: 26 / 03 / 2020.

BANCA EXAMINADORA

e e
Clodomiro Afves Junior, Prof. Dr. (UFERSA)
Presidente

A CLL

Rui Sales Junior, Prof. Dr. (UFERS
Membro Examinador

Francisco Marlon Carneigo Feijy, Prof. Dr. (UFERSA)
Membro inador




AGRADECIMENTOS

A Deus, por me amar de um modo que ndo posso compreender, € por me dar muito além
do que merego! Pelas béngdos e sofrimentos ao longo dessa jornada. Por me permitir a
realizacdo de um sonho. Sem o Senhor, nada disso seria possivel.

A meus pais, Maria Liicia e Junior, pela dedicagdo incansavel de todos os dias, em dar
sempre o melhor de vocés a mim. Sou grata por todo o amor expresso em cuidado. Espero um
dia retribuir um pouco de tudo que sonharam e dedicaram a mim. E a minha irma Larissa, por
compartilhar da vida diaria comigo. Amo vocés!!

Ao meu amor, Vidal Neto, pela compreensao e paciéncia diante dos meus estresses com
a rotina sufocante. Obrigada por todo amor e cuidado. Pelos conselhos e incentivo em tudo que
faco. Por cada momento alegre e descontraido, que me ajudaram a esquecer os problemas e me
deram animo para continuar até o fim. Vocé é demais! Te amo.

Ao meu orientador, Prof. Clodomiro Alves Junior, pela persisténcia em tudo que faz.
Por ser um pesquisador exemplar. Pela forma de conduzir sua equipe de laboratorio,
estimulando o vinculo e ajuda mutua. Aprendi valores e reafirmei outros um pouco esquecidos.
Obrigada pela ajuda e orientacdo no desenvolvimento desta pesquisa.

Ao meu co-orientador, Prof. Marlon Feijé, pela paciéncia e prontiddo em ajudar em
tudo que se fez necessario. Pelo exemplo de dedicagdo e comprometimento com a pesquisa.

Ao amigo Aleft Verlanger, pelo incentivo para participar da selecdo deste mestrado.

Aos colegas e amigos de mestrado, pelos momentos partilhados juntos, tanto com
trabalhos e pesquisas, como momentos descontraidos de conversas nos corredores.

A equipe do LabPlasma, que foi uma familia para mim durante esses dois anos. Mesmo
tao diferentes, trabalhamos juntos e compartilhamos momentos descontraidos, que foram
fundamentais para aguentar a jornada até o fim. A Jussier, que me acompanhou em todos os
experimentos, ensinando sobre o plasma e dando ideias para o trabalho. A Kristy, pelo bom
humor de sempre e pelas risadas que nos causava mesmo nos dias mais desesperadores. A
Rodrigo ¢ Anne, também sempre presentes nas manhds ou tardes de trabalho e de lanches
caprichados.

Em especial, as amigas Liliane e Richelly, que fizeram os dias pesados se tornarem
mais leves, que ouviram meus desabafos, compartilharam do meu choro e desespero em dias
de desanimo. E que me aconselharam a seguir, a sorrir. Obrigada por tudo. Amo vocés!

A equipe do LAMIV, em especial ao professor Marlon Feijo e ao técnico Caio Sérgio,

pelos ensinamentos na area de microbiologia, que foi um mundo novo descoberto ao lado de



vocés. Obrigada pela paciéncia e ajuda em todos os experimentos desenvolvidos. Os momentos
que estive no LAMIV foram muito especiais. Conheci pessoas incriveis e cresci também.

A Leonardo, técnico do Lab. de Processos Quimicos, pela prontidao no auxilio a tantos
detalhes que foram exigidos ao longo da pesquisa, e pelo esclarecimento de muitas davidas.

Ao técnico Gustavo, do Laboratério de alimentos, que pacientemente me ensinou a
respeito de algumas técnicas e me ajudou no desenvolvimento de algumas analises.

A Chagas, técnico responsavel pela administra¢do da Fazenda Experimental da
UFERSA na comunidade Alagoinha. Meu muito obrigada pelo acesso permitido as plantagoes,
enquanto foi necessario.

Ao prof. Rui Sales, membro da banca examinadora, pelo convite aceito, e pela
disposi¢do em participar e dar contribui¢des para a presente pesquisa.

A todos que direta ou indiretamente me ajudaram e comigo conviveram durante estes

anos. A todos vocés, o meu muito obrigado!



Existem coisas melhores adiante do que
qualquer outra que deixamos para tras.

C. S. Lewis



RESUMO

Devido ao consumo crescente de dgua de coco em embalagens plasticas, € o risco de
contaminag¢do microbiana que isso traz, ha a preocupacao de utilizar etapas de descontaminagao
desta agua durante o processo de envase. Sabendo-se das limitagdes e desvantagens dos
processos térmicos convencionais, a tecnologia de plasma atmosférico vem sendo amplamente
estudado como processo alternativo para descontaminagdo de alimentos, tanto solidos como
liquidos. Assim, no presente trabalho foi estudada a eficiéncia do plasma atmosférico na
descontaminacdo da agua de coco, em configuracdo de descarga por barreira dielétrica de
superficie, usando ar atmosférico como gas de trabalho, a uma tenso de 10,3 kV e frequéncia
de 4 kHz. Foram usadas cepas padrdo de Escherichia coli e Candida albicans para testar a
inativacdo das mesmas, inoculadas em dgua de coco e tratadas com tempos de 7,5 min, 15 min
e 22,5 min. Também foram analisadas as concentragdes de nitrito e nitrato, sédio e potéssio,
variacdes no pH, condutividade elétrica, agucares soluveis totais, agucares redutores e sélidos
soluveis totais. Foi observado que, para o tempo de 22,5 min, E. coli sofreu inativacdo de 100%,
e C. albicans de 90,3%. A espectroscopia de emissdo Optica indicou forte presenca de espécies
reativas de nitrogénio e oxigénio na faixa UV (300 a 400 nm), o que contribui para a inativa¢do
dos microrganismos. Variagdes fisico-quimicas minimas foram observadas nas amostras
tratadas a plasma, o que € positivo para o consumo da bebida. Esses resultados demonstram um
caminho potencial para o desenvolvimento de tratamentos a plasma frio extremamente eficazes
para preservar alimentos liquidos em geral, sendo necessaria logistica para aplicagdo em larga
escala.

Palavras-chave: Plasma frio. Descontaminac¢do de alimentos. Cocos nucifera L. Inativagdo
microbiana.



ABSTRACT

Due to the increasing consumption of coconut water in plastic packaging, and the risk of
microbial contamination, there is a concern to use decontamination steps of the coconut water
during the industrial process. Knowing the limitations and disadvantages of conventional
thermal processes, atmospheric plasma technology has been widely studied as an alternative
process for solid or liquid food decontamination. Thus, in the present work, the efficiency of
atmospheric plasma in coconut water decontamination was studied, in a surface dielectric
barrier discharge configuration, using atmospheric air as the working gas, at a voltage of 10.3
kV and frequency of 4 kHz. Standard strains of Escherichia coli and Candida albicans were
inoculated in coconut water and treated with times of 7.5 min, 15 min and 22.5 min, to test their
inactivation. The concentrations of nitrite and nitrate, sodium and potassium, variations in pH,
electrical conductivity, total soluble sugars, reducing sugars and total soluble solids were also
analyzed. It was observed that, for the time of 22.5 min, E. coli had inactivation of 100%, and
C. albicans of 90.3%. Optical emission spectroscopy indicated a strong presence of reactive
nitrogen and oxygen species in the UV range (300 to 400 nm), which contributes to the
inactivation of microorganisms. Minimal physical-chemical variations were observed in the
plasma treated samples, which is positive for the consumption of the drink. These results
demonstrate a potential path for the development of extremely effective cold plasma treatments
to preserve liquid food in general, requiring logistics for large-scale application.

Keywords: Cold plasma. Food decontamination. Cocos nucifera L. Microbial inactivation.
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1. INTRODUCAO

O plasma ¢ formado através da aplicagdo de energia a um gés, para reorganizar a
estrutura eletronica das espécies (atomos, moléculas) e produzir espécies e ions excitados.
Existem varias formas de energia para esta formag@o, incluindo calor, corrente elétrica ou
radiagdo eletromagnética. Dentre os agentes formados durante a aplicagdo do plasma, tem-se
por exemplo, 0zénio (O3), hidroxila (OH), espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS), radiacdo UV, particulas carregadas. Varios tipos de fontes de plasma tém sido
desenvolvidos para uma variedade de aplicagdes (CONRADS; SCHMIDT, 2000; EHLBECK
etal.,2011).

A descarga por barreira dielétrica (DBD) ¢ uma das configuragdes de aplicagdo de
plasma mais utilizadas. E gerada a partir de uma descarga de corrente elétrica entre dois
eletrodos, separados por um material dielétrico solido (plastico, vidro, etc) (SCHOLTZ et al.,
2015).

Esta sendo cada vez mais difundida a aplicagdo de plasma atmosférico na area de
alimentos, motivado pela sua eficidcia recentemente comprovada sobre a inativacdo de
microrganismos presentes nos mesmos. A combinag@o de varios agentes formados pelo plasma
pode criar fatores de estresse para as células dos microrganismos, levando a morte celular e
esterilizando os alimentos contaminados. Ha trés mecanismos bésicos desencadeados pelo
plasma que contribuem para a inativagdo microbiana: (a) interagdo quimica entre a superficie
celular e os radicais, espécies reativas ou particulas carregadas; (b) dano a membrana celular e
componentes internos, por UV; e (c¢) destruicdo de material genético através do UV formado
durante a recombina¢do de espécies (MOISAN et al., 2002; COUTINHO et al., 2018).

Devido as interagdes comprovadas entre plasma e liquidos, e plasma com
microrganismos, ha estudos recentes com a aplicagdo de plasma em alimentos liquidos, como
por exemplo: suco de maca, suco de laranja, leite. Entre estes, se enquadra a agua de coco, que
¢ uma bebida tropical, comercializada in natura como também industrializada (KIM et al.,
2015; LIAO et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Apesar do consumo da dgua de coco diretamente no fruto ainda ser muito frequente,
esta sendo cada vez mais difundido o envasamento desta em recipientes plasticos, para que
possa ser transportada e/ou armazenada refrigerada por vérias horas antes do consumo. Durante
0 envasamento a agua fica exposta no meio ambiente, com uma grande possibilidade de

contaminagdo com bactérias patogénicas (AWUA; DOE; AGYARE, 2012).
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O processo industrial pelo qual a 4gua de coco passa para ser embalada, em algumas
empresas conta com uma etapa de descontaminagdo, seja por esterilizagdo, pasteurizacdo ou
outros, que sdo métodos baseados principalmente no aquecimento. Porém, algumas vezes, estes
métodos causam efeitos negativos para os valores nutricionais, propriedades sensoriais ou
fisico-quimicas do alimento (DAMAR; BALABAN; SIMS, 2009; SCHOLTZ et al., 2015).

Diante desse cenario, tratamentos ndo-térmicos t€m sido explorados como alternativas
para garantir a qualidade de alimentos sem modificar as suas propriedades fisico-quimicas,
nutricionais e sensoriais desejadas. Assim, o plasma frio atmosférico pode ser uma opg¢ao no
processamento de alimentos, j4 que tem a garantia de manter a temperatura ambiente que a
maioria dos produtos precisa, para evitar que algumas propriedades fisico-quimicas importantes
sejam degradadas (SCHOLTZ et al., 2015; BERISTAIN-BAUZA et al., 2018).

Deste modo, o objetivo da presente pesquisa foi investigar a eficiéncia do plasma
atmosférico na descontaminagdo da dgua de coco, em configuracdo de DBD, analisando os
efeitos causados em microrganismos (Escherichia coli e Candida albicans) inseridos na agua

de coco, e as possiveis varia¢des nas propriedades fisico-quimicas da agua de coco.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos do plasma frio atmosférico em configuragdo de DBD em agentes

microbioldgicos e nas propriedades fisico-quimicos da dgua de coco.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial de descontaminagdo da agua de coco através do plasma, fazendo
testes microbiologicos com E. coli e C. albicans;
e Investigar variagdes em propriedades fisico-quimicas da dgua de coco, com a aplicagdo

do plasma DBD.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plasma

3.1.1 Defini¢ao e fundamentos

O termo ‘plasma’ foi usado pela primeira vez por Langmuir (1928) para designar
oscilagdes observadas no gas ionizado, que ele considerou como uma regido contendo cargas
balanceadas de ions e elétrons. A grande maioria da matéria no universo se encontra em estado
de plasma, como por exemplo os relampagos, a aurora boreal, e o interior de estrelas como o
Sol (D’AGOSTINO et al., 2005).

O plasma ¢ gerado através da ionizagdo de um gas puro ou mistura de gases, quando
uma energia ¢ aplicada a estes. A energia necessaria para ionizar um determinado gas pode ser
alimentada de qualquer fonte, como por exemplo, por aquecimento ou sujeito a campo
eletromagnético (NIEMIRA, 2012; MISRA et al., 2018; BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020a).

Quando ¢ aplicada uma diferenga de potencial em um gas neutro entre dois eletrodos
(catodo e anodo), ¢ gerado um campo elétrico, que causa a acelerag@o de elétrons livres e fons
carregados, os quais ganham energia cinética e colidem com outras moléculas, o que resulta em
compartilhamento de energia, reacdes de deslocamento e trocas de carga, provocando assim a
liberagdo de mais ions e elétrons, que mais uma vez sdo afetados pelo campo elétrico, colidindo
com novas particulas, levando a ionizagdo do gas (ALVES JR., 2001; GAVAHIAN et al.,
2018).

Isto causa a formacgdo de vdrias espécies radicais. Estas criam o que é chamado de brilho
no plasma. Entre estas espécies ativas estdo: radiagdo UV, elétrons, protons, néutrons, radicais
livres ativos e outros compostos, dependendo do gas de trabalho (NIEMIRA, 2012; PANKAJ;
KEENER, 2017; MISRA et al., 2018; BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020a).

Esse efeito de ionizacdo do gas ¢ representado pela equagdo (HOWATSON, 1965):

e”+ G° = G* + 2e”
Onde G° ¢ 0 4tomo ou molécula do gis no estado fundamental;

G representa um fon deste gas;

e representa o elétron.
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O plasma pode ser classificado em térmico e ndo-térmico com base no equilibrio
termodinamico (FRIDMAN, 2008; SCHOLTZ et al., 2015). No plasma térmico, a energia ¢
suficientemente alta para que todas as particulas estejam em equilibrio local e ndo transfiram
energia entre si. Assim, a temperatura dos elétrons (Te) € quase a mesma das particulas neutras
pesadas (Tn) e a mesma do gas (Tg), onde a temperatura pode chegar a milhares de Kelvin.
Como exemplos de plasmas térmicos, pode-se citar uma tocha de corte a plasma e o sol. No
plasma nao-térmico, ha um desequilibrio termodindmico, onde os elétrons tém temperatura
muito mais alta que as particulas mais pesadas (Te >> Tn) e que o gas total (T. >> T), onde as
colisdes ndo sdo tio frequentes (BARDOS; BARANKOVA, 2010; NIEMIRA, 2012;
SCHLUTER; FROHLING, 2014; SCHOLTZ et al., 2015; LIAO et al., 2017). Assim, a
temperatura do plasma ¢ relativamente baixa, gerando o que ¢ chamado plasma frio; por isso, é
considerada uma tecnologia nao-térmica (BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020a).

O plasma pode ser gerado em diferentes niveis de pressdo, sendo estas em pressdo
superior a pressdo atmosférica, a pressdo atmosférica e a baixa pressdo e vacuo. O plasma de
pressdo atmosférica € caracterizado como pratico e barato por ndo necessitar de um sistema a
vacuo, e ¢ mais frequentemente gerado por descarga de corona, descarga por barreira dielétrica
e jato de plasma (SCHLUTER; FROHLING, 2014).

Os parametros de aplicacdo do plasma, como por exemplo: densidade de particulas
carregadas (elétrons e fons) e sua distribuicdo de energia, temperaturas, poténcia, composi¢cao
quimica, tipo de energia (corrente alternada, corrente continua, pulsada, frequéncia, etc.), tipo
de gas, duracdo do tratamento, niveis de umidade, devem ser projetados especificamente para
uma determinada aplicacdo. A escolha da fonte de plasma e seu design especifico dependem
dos requisitos especificos de cada aplicagdo. As propriedades do plasma, como as espécies
reativas formadas e sua concentra¢do, variam de acordo com estes fatores a serem definidos
previamente (CONRADS; SCHMIDT, 2000; MISRA; JO, 2017; MISRA et al., 2018).

No caso de aplicacdo de plasma em liquidos € preciso entender os processos basicos de

interagdes das espécies reativas formadas no plasma com as particulas contidas no liquido.
3.1.2 Interagdo plasma - liquido
O plasma a pressdo atmosférica, que produz gases parcialmente ionizados, contém

variedades de radicais e espécies quimicas ativas, como 6xidos nitricos (NOx e NxOy), O3,

radicais OH, ROS, RNS, radiagdo UV e particulas carregadas, o que seria uma técnica de
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descontaminacio eficiente e alternativa para meios aquosos, como a agua (THIYAGARAJAN;
SARANI; GONZALES, 2013).

Devido a natureza dindmica altamente complexa da interface plasma-liquido, a
compreensdo da interacdo plasma-liquido e a fisica associada sdo limitadas (BRUGGEMAN;
LEYS, 2009).

De acordo com Samukawa et al. (2012), alguns processos de interagcdo plasma-liquido
dependem da polaridade (liquido atuando como catodo ou como anodo).

Conforme estudos de Bruggeman et al. (2016), radicais diferentes terdo profundidades
de penetragdo diferentes de acordo com a vida ttil e, portanto, a espessura da camada interfacial
pode variar para diferentes processos e espécies.

Assim, a Figura 1 mostra uma visdo geral dos processos de interag@o principais entre o

liquido e as espécies formadas pelo plasma, segundo descobertas de Samukawa et al. (2012).

Figura 1. Esquema representativo de processos de interac@o entre plasma e liquido, e compostos

formados
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Fonte: Adaptado de Samukawa et al. (2012).

Diante da aplicagao de plasma em superficies liquidas ¢ importante ressaltar que existem
diversas configuracdes de descargas elétricas para geracdo de plasma ndo-térmico, sendo as
mais comuns: a descarga corona, a DBD, a descarga de micro-ondas e jato de plasma. Dentre

estas, tem-se 0 DBD como uma das mais utilizadas (SCHOLTZ et al., 2015).
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3.1.3 Plasma em descarga por barreira dielétrica

O plasma DBD, também conhecido como ‘“descarga silenciosa”, normalmente ¢
composto por dois eletrodos, um conectado a uma fonte de alta tensdo e o outro aterrado
(ARJUNAN; SHARMA; PTASINSKA, 2015). Um ou dois dos eletrodos sdo cobertos por
algum material dielétrico, pelo qual praticamente ndo passa corrente elétrica, impedindo assim
um arco elétrico (jato direto de elétrons), e facilitando a ionizagdo do gas no espago entre
eletrodos. Micro-descargas conectam os eletrodos por um curto periodo de tempo e distribuem
a carga elétrica na superficie do dielétrico (KUCHENBECKER et al., 2009; MISRA et al.,
2019).

Os eletrodos do sistema DBD podem ser arranjados em uma configurag@o horizontal ou
cilindrica, e sdo separados por um pequeno espaco que ¢ preenchido com um gés a pressao
atmosférica. Uma alta voltagem ¢ aplicada aos eletrodos e quando esta ultrapassa a energia de
ionizacdo do gas, o gas entre eletrodos ¢ ionizado. Sdo formados elétrons durante este processo,
0s quais reagem com as moléculas do gas, formando ions, espécies quimicas ativas, radiagao
UV e calor (SCHLUTER; FROHLING, 2014).

De acordo com as configuragdes de eletrodos e barreiras, pode-se fazer uma DBD ou
uma descarga por barreira dielétrica de superficie (SDBD). As geometrias transformam um
DBD em um modelo volumétrico de descarga, ja o SDBD ¢ limitado a uma superficie. Cada
uma dessas configuragdes tem seu proprio design e méritos operacionais (MISRA ez al., 2019).

A Figura 2 apresenta alguns arranjos mais comuns para sistemas DBD horizontais,
conforme Ehlbeck et al. (2011). O sistema DBD pode ser aplicado a materiais bioldgicos sem
causar nenhum dano (KUCHENBECKER et al., 2009), e ja vem sendo amplamente utilizado
na area de alimentos (KIM et al., 2015; LIAO et al., 2018).
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Figura 2. Arranjos tipicos de eletrodos para descarga por barreira dielétrica. (a) Planar com dielétrico
em ambos eletrodos; (b) Planar com dielétrico em um eletrodo; (c) Planar com dielétrico no espago de
descarga; (d) Coplanar, com ambos eletrodos embutidos no dielétrico; (e) Descarga superficial, com

um eletrodo no dielétrico
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Fonte: Adaptado de Ehlbeck ef al. (2011).

3.2 Técnicas de conservacio de alimentos

3.2.1 Técnicas convencionais de conservagdo de alimentos

Surtos de infeccdo bacteriana patogénica e doencas relacionadas, como cdlera e
gastroenterite bacteriana sdo transmitidos através de alimentos e dgua ingeridos. Na maioria
dos paises, o maior risco de infecgdes bacterianas s3o provenientes de alimentos
comercializados em beira de estrada e da manipulag@o incorreta de alimentos (AWUA; DOE;
AGYARE, 2012).

As tecnologias de conservag@o de alimentos podem ser classificadas como térmicas e
ndo térmicas, dependendo do uso ou ndo de calor. Alguns exemplos de tratamentos térmicos
sd0 aquecimento 6hmico, micro-ondas, radiofrequéncia, infravermelho e aquecimento indutivo
(ALVES FILHO; DE BRITO; RODRIGUES, 2020).

Dependendo da intensidade, os processos térmicos sdo divididos em duas categorias:

pasteurizagdo e esterilizagdo. A pasteurizagdo ocorre a uma temperatura relativamente amena,
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geralmente na faixa de 70 a 100 °C. Essa técnica consegue destruir células vegetativas dos
microrganismos, mas tem pouco efeito nos esporos. A esteriliza¢do se da em alta temperatura
(acima de 100 °C), e com isso tem a finalidade de destruir todas as formas de microrganismos,
incluindo esporos (BERK, 2018).

Esses tratamentos convencionais térmicos podem causar sérios efeitos colaterais no
valor nutricional e nas qualidades sensoriais, como textura, dos alimentos (FRfAS etal.,2020),
fazendo-se necessdria a busca por processos alternativos. Vdrias tecnologias emergentes no
processamento de alimentos inativam microrganismos por tratamentos fisicos sem calor
(RITTER et al., 2018). Alguns exemplos de tratamentos ndo-térmicos sdo: alta pressdo
hidrostatica, campos eletrificados pulsados, luz de alta intensidade, raios X pulsados, tecnologia
de membrana, campos magnéticos oscilantes, ultrassom, ozonio e plasma (ALVES FILHO; DE
BRITO; RODRIGUES, 2020).

A aplicagdo bem-sucedida de uma técnica ndo-térmica deve alcangar inativacio
microbiana eficaz e perda minima de qualidade dos alimentos (LIAO et al., 2018).

Dentre todas as tecnologias ndo-térmicas emergentes, o plasma frio atmosférico ¢ uma
intervencdo relativamente nova para garantir a qualidade e a seguranga dos alimentos, eficaz
em relacdo as tecnologias térmicas convencionais, para a inativacdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes encontrados nos produtos alimenticios, devido a vérias vantagens,
como sua eficdcia de inativag@o antimicrobiana, subprodutos ndo toxicos, etc. (LIAO ef al.,

2017,2018; NIEMIRA, 2012; PANKAJ; KEENER, 2017).

3.2.2 Plasma frio atmosférico como alternativa para tratamento de alimentos

O plasma, enquanto tecnologia alternativa, apresenta muitas vantagens para a industria
de alimentos: ndo gasta agua no processo, com residuo minimo ou nenhum; ¢ acessivel se
comparado a outras tecnologias de descontaminacio; ndo sdo necessarios produtos quimicos
quando o ar atmosférico ¢ usado como gas de trabalho; € facil de operar; ¢ ndo-térmico e ndo
entra em contato com o alimento; e ¢ considerada uma tecnologia verde (BERMUDEZ-
AGUIRRE, 2020a).

O plasma frio, por ser gerado proximo a temperatura ambiente, ndo causa danos
térmicos aos alimentos ou bactérias associadas (NIEMIRA, 2012). Além disso, os compostos

formados pelo plasma desaparecem apds o tratamento e possuem multiplos mecanismos de

inativacdo de células de microrganismos (FERNANDEZ; THOMPSON, 2012).
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Estudos anteriores com o uso de plasma frio foram focados na descontaminagdo de
alimentos sélidos, onde alguns autores sugerem que a inativa¢do de microrganismos ¢ mais
facil quando as células sdao depositadas em superficie sélida, e ndo dentro de um meio liquido,
devido ao contato direto do microrganismo com as espécies ativas do plasma. No entanto, nos
ultimos anos, houve varios relatos de plasma frio usado para inativar microrganismos em
alimentos liquidos (BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020b).

Diversos alimentos liquidos, como sucos de uva, maga, laranja, caju, roma ou tomate,
leite e agua de coco ja foram tratados a plasma em diferentes configuragdes para verificacdo de
variagdes em compostos fisico-quimicos e/ou inativa¢do de alguns microrganismos patégenos
especificos (BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020b; DASAN; BOYACI, 2018; LIAO et al., 2018;
PANKAIJ et al., 2017).

Portanto, ¢ importante entender como se desdobram alguns mecanismos do plasma

atmosférico capazes de levar a inativa¢do de microrganismos contaminantes de alimentos.

3.3 Inativa¢do de microrganismos por plasma frio atmosférico

A inativacdo de bactérias por plasma em superficies solidas ja ¢ amplamente pesquisada,
usando uma variedade de gases operacionais, principalmente Hélio ou Argdnio; porém, ainda
sdo limitadas as pesquisas sobre a inativacdo de bactérias em ambientes liquidos, usando plasma
a pressdo atmosférica, e particularmente usando ar atmosférico como gas de trabalho
(THIYAGARAJAN; SARANI; GONZALES, 2013).

E dificil evitar a interagio do plasma com liquidos em muitas aplicagdes de plasma a
pressdo atmosférica relacionadas a inativagdo de bactérias (TSCHANG; THOMA, 2020), pois
os meios liquidos sdo parte fundamental do meio bioldgico, onde as duas principais aplicagdes
de plasma em pesquisas biomédicas sdo: o pré-tratamento de meios liquidos aplicados a tecidos
ou bactérias; e a exposi¢do direta de amostras bioldgicas a jatos de plasma (GORBANEV;
O’CONNELL; CHECHIK, 2016).

E valido ressaltar que, embora a maioria das espécies formadas por plasma possa
interagir com os alimentos, uma grande parte delas também se recombina ou se difunde em fase
liquida (GAVAHIAN et al., 2018).

O principal efeito do plasma frio nas células bacterianas, fingicas ou de esporos esta
relacionado a interacdo das espécies reativas do plasma com os componentes celulares, como
membranas celulares ou revestimento de esporos (BERMUDEZ-AGUIRRE, 2020a). Entre as

vantagens do plasma atmosférico estdo a geracdo de espécies reativas a pressdo atmosférica
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sem equipamentos caros de vacuo, geracdo seletiva de espécies reativas a depender da escolha
do gas de trabalho, geragao eficiente de espécies reativas em ambientes liquidos e alta eficiéncia
de inativagdo por parte dos radicais (LEE ez al., 2015).

A eficiéncia do plasma na inativagdo de microrganismos depende de varios fatores,
como o tipo de fonte, mecanismo de geracdo do plasma, poténcia, densidade, gas utilizado, tipo
de microrganismo a ser inativado, e o tipo de meio em que estdo contidos (THIYAGARAJAN;
SARANI; GONZALES, 2013).

Liao ef al. (2017) mostraram que, conforme estudos anteriores, os mecanismos de
inativagdo microbiana por plasma ndo-térmico tém efeitos bioldgicos e fisicos (Figura 3).
Embora o mecanismo néo tenha sido totalmente compreendido até 0 momento, sabe-se que seus
principais efeitos sdo devidos a: fotodesorc¢do, erosdo, ataque quimico, perfuracdo da
membrana, disrupg¢do eletrostatica, oxidacdo de macromoléculas, difusdo de espécies reativas

e efeitos danosos ao DNA (SCHLUTER; FROHLING, 2014).

Figura 3. Principais compostos gerados pelo plasma e seus efeitos para a inativagdo de

microrganismos

Particulas carregadas .
Efeitos no DNA

Perfuragdo da célula / @ @ Quebra das ligacdes de DNA
Disrupgao eletrostatica

CO COOH
H20 P )X CH  H,
Cco Fotodesorgao
Co; oq ©© o
Ataque ‘ | ) -
P | Proteinas
quimico | |
Corpos de I | o
| Lipidi
inclusao i
o DNA Ribossomos
[+
uv Ca
VoY) Liberagdo
\NO/ O,H/ de ions
. AN
OH o
. . Interrupgdo do transporte membranar
Ra d |Ca IS Rompimento da membrana celular Interrupgéo da respiragéo

Rompimento do potencial de membrana
Lise celular

ROS

Difusdo de espécies reativas
Oxidacdo de macromoléculas

Fonte: Adaptado de Schliiter; Frohling (2014).
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Entender um pouco do principio basico por tras dos principais aspectos se faz
importante, para justificar a inativacdo de microrganismos que o plasma causa quando aplicado

nos alimentos.

3.3.1 Fotodesor¢ao

A fotodesor¢do intrinseca ¢ uma desorcdo (retirada de compostos) induzida por fotons
da irradiagdo UV, e leva a quebra de ligacdes quimicas nos microrganismos e, em seguida, a
formag¢do de compostos volateis, como CO e CHy, a partir de atomos intrinsecos dos
microrganismos. O que ocorre ¢ uma espécie de erosdo do microrganismo, atomo a atomo

(MOISAN et al., 2002; SCHLUTER; FROHLING, 2014).

3.3.2 Ataque quimico

Este processo se da pelo bombardeio da membrana celular por radicais (OH ou NO), os
quais sofrem rea¢des quimicas na superficie bacteriana. A erosd@o dos microrganismos atomo a
atomo, através do ataque quimico, forma compostos volateis como resultado da combustio
lenta usando atomos de oxigénio ou radicais que emanam do plasma. Os produtos volateis
formados incluem, por exemplo, COz e H>O. A taxa de inativacdo de microrganismos aumenta
em alguns casos se o ataque for ativado por fétons UV, com estes agindo sinergicamente com

as espécies reativas (MOISAN et al., 2002; SCHLUTER; FROHLING, 2014).

3.3.3 Disrupgao eletrostatica

Ha um acumulo de particulas carregadas geradas pelo plasma na superficie externa da
membrana celular, quando algumas irregularidades produzem regides com maior curvatura
local, o que gera forgas eletrostéticas. E estas, excedendo a resisténcia a tracdo da membrana,
resultam em sua ruptura (SCHLUTER; FROHLING, 2014; LIAO et al., 2017; HERTWIG;
MENESES; MATHYS, 2018).

3.3.4 Oxidagao de macromoléculas

As ROS geradas por plasma reagem com macromoléculas celulares, como lipidios da

membrana (no caso de bactérias gram-negativas), proteinas e DNA. Elas reagem com os
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lipidios, talvez por serem as macromoléculas mais vulneraveis nas células, devido sua
localizacdo mais proxima da superficie celular. Esse dano oxidativo aos lipidios afeta sua
capacidade de regular o transporte de massa para dentro e fora da célula, o que leva ao
vazamento de macromoléculas internas para fora da célula. As ROS também causam oxidagao
de aminoécidos e dcidos nucleicos (SCHLUTER; FROHLING, 2014; HERTWIG; MENESES;
MATHYS, 2018; MISRA et al., 2018).

3.3.5 Difusdo de espécies reativas

Sugere-se que a camada espessa de polissacarideos na superficie externa das células de
bactérias Gram-positivas seja resistente a alteragdes fisicas e quimicas, mas € possivel uma
difusd@o de ROS na membrana. Chegando ao interior das células, as ROS podem reagir com
materiais intracelulares, resultando em células comprometidas, levando a perda de
cultivabilidade (células vidveis, mas ndo cultiviveis) ou morte celular (SCHLUTER,;

FROHLING, 2014).

3.3.6 Danos ao DNA

A radiagdo UV, com fotons emitidos pelo plasma, é capaz de destruir o material genético
dos microrganismos, quebrando as bases das fitas do DNA e impedindo assim a capacidade das
células se replicarem. Porém, o efeito mais comprovado da emissdo UV foi através de plasma
a baixa pressdo, enquanto o UV do plasma atmosférico tem efeitos mais reduzidos (MOISAN
et al., 2002; SCHLUTER; FROHLING, 2014; HERTWIG; MENESES; MATHYS, 2018).

Conhecidos os processos fundamentais de inativacdo microbiana por plasma, segue-se
na busca da aplicacdo cada vez mais segura do plasma frio atmosférico em alimentos, de forma
a té-los livres de contaminagdo, ideais para o consumo humano, sem compostos quimicos
indesejados, nem perca de qualidade fisico-quimica ou sensorial. Nesse contexto, um dos
alimentos liquidos mais ingeridos e que sofre com problemas de contamina¢do microbiana € a

agua de coco.
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3.4 Problemas de contaminacio de agua de coco por microrganismos

3.4.1 Agua de coco

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma das plantas mais utilizadas no mundo (OCHOA-
VELASCO et al., 2018). Em 2018, a quantidade produzida de coco no Brasil foi de 1.564.500
toneladas, das quais a regido Nordeste ¢é responsavel por 1.114.359 toneladas, que corresponde
a71,23% (IBGE, 2018).

A dagua de coco ¢ o endosperma liquido do coco-verde (ADUBOFUOR; AMOAH;
OSEI-BONSU, 2016), sendo uma bebida nutritiva consumida por seu sabor e pela busca de
inclusdo de habitos saudaveis por parte da populacdo brasileira (MARTINS; JESUS JUNIOR,
2011). E uma bebida rica em nutrientes, sendo composta de 93% de dgua, 5% de acucares, além
de pequenas fracdes de proteinas, vitaminas e sais minerais (JESUS ez al., 2018), sendo tratada
como uma bebida isotonica natural, devido a seus eletrdlitos, como sodio e potassio (DAMAR;
BALABAN; SIMS, 2009).

Os constituintes nutricionais da dgua de coco presentes em maiores quantidades sdo os
acucares redutores (glicose e frutose), ndo-redutor (sacarose) e minerais. Em quantidades
menores, estdo as vitaminas hidrossoluveis, como acido nicotinico, biotina, riboflavina, acido
folico e acido ascdrbico (ou vitamina C) (AROUCHA; VIANNI, 2002). Entre os minerais,
podem estar presentes o potassio, sddio, calcio, fosforo, ferro, cobre, enxofre e cloreto, entre
outros (KANNANGARA; CHANDRAIJITH; RANAWEERA, 2018). Os teores de cada
composto na dgua de coco variam muito, a depender do solo onde o coqueiro esteja plantado,
estagio de maturagdo, entre outros fatores.

A Instru¢do Normativa n° 9, de 30 de janeiro de 2020 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, estabelece caracteristicas minimas de qualidade para a 4gua de coco,
a qual deve ser submetida a processo tecnoldgico adequado que assegure sua apresentacio e
conservagdo até o momento do consumo (BRASIL, 2020), possuindo as caracteristicas fisico-

quimicas expressas na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos para agua de coco em sua concentrag@o natural, sem adicao de

agua ou agucares

Parametros Minimo Maximo
Graduagao alcoolica, em %, i 0.5
em v/va20 °C ’
pH 4,0 6,5
Solidos soluveis, em Brix 4,0 29
Potassio, em mg/100 mL 140 230
Sédio, em mg/100 mL 2 30

Fonte: Brasil (2020).

E considerada um produto perecivel, que deve ser processado adequadamente para ser
direcionado com seguranca aos consumidores, o que faz necessario a busca de novas
alternativas para o seu processamento, no lugar dos tratamentos térmicos convencionais, para
proporcionar ao consumidor um produto com prazo de validade estavel, sem afetar suas
propriedades sensoriais e nutricionais (OCHOA-VELASCO et al., 2018).

Os cocos verdes, apos colhidos, podem ser mantidos por um periodo de 15 dias sem
deterioragdo, em condi¢cdes ambiente, e estando o fruto ndo danificado, a agua de coco
permanece estéril e estavel. Depois disso, a fermentagdo ocorre e a dgua de coco se torna
impropria para o consumo. Mas se a dgua € extraida do fruto, pode se tornar instavel e se
estragar em alguns dias, por causa da contaminagdo externa por microrganismos (REDDY;

DAS; DAS, 2005; AWUA; DOE; AGYARE, 2011).

3.4.2 Contaminagdo de agua de coco

A demanda por processamento de agua de coco estd aumentando, devido as suas
propriedades naturais de reidratacdo, composi¢do nutritiva, sabor Unico e crescente
conscientizacdo dos consumidores quanto aos efeitos deletérios a saude de bebidas artificiais,
como refrigerantes. A composicdo nutritiva da dgua de coco apresenta uma elevada
sensibilidade ao crescimento microbiano e, portanto, um prazo de validade (de prateleira) muito
curto (MAHNOT et al., 2019).

A Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), em vigor até dezembro de 2020, dispde sobre os

padrdes microbioldgicos para alimentos. No caso da d4gua de coco, sdo estabelecidos valores de
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referéncia para coliformes termotolerantes e Salmonella sp. (BRASIL, 2001), conforme

expresso na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros microbiologicos para agua de coco in natura, sem adi¢do de agua ou aglicares

Microrganismos Minimo Maximo
Coliformes a 45 °C - 10> UFC/mL
Salmonella sp. Ausente em 25 mL

Fonte: Brasil (2001).

Estudo realizado por Silva ef al. (2017a) em amostras de dgua de coco envasadas,
provenientes do municipio de Aracaju - SE, mostrou a presenca de microrganismos
contaminantes. Silva et al. (2018) avaliaram a qualidade microbiologica da agua de coco
comercializada na cidade de Juazeiro do Norte - CE. Os resultados obtidos neste estudo
indicaram que tanto em amostras industrializadas como em amostras ndo industrializadas foram
detectadas a presenga de Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e E. coli, em aproximadamente
30% das amostras analisadas.

Posteriormente, Jesus et al. (2018) avaliaram amostras de d4gua de coco comercializadas
por ambulantes no municipio de Ouro Preto do Oeste - RO, através da andlise de coliformes
totais e termotolerantes, Sa/monella sp. e bolores e levedura. Foi evidenciado que 75% das
amostras analisadas estavam contaminadas com teores acima do permitido, sendo consideradas
impréprias para o consumo humano.

Diante desse cenario, pode-se perceber a facilidade de contaminacdo da dgua de coco
em diferentes ocasides, sendo importante e necessario uma solucdo para reduzir ou eliminar
esses contaminantes

A utilizagdo do processamento térmico, método mais adotado atualmente pela industria,
¢ eficaz para matar microrganismos, mas altera as caracteristicas nutritivas e de sabor da dgua
de coco MAHNOT ez al., 2019). Assim, pesquisadores vém buscando estratégias ndo-térmicas
para processar agua de coco (DAMAR; BALABAN; SIMS, 2009; GAUTAM et al., 2017;
BERISTAIN-BAUZA et al., 2018; DONSINGHA; ASSATARAKUL, 2018; GABRIEL et al.,
2018). Dentre as tecnologias ndo-térmicas, se destaca o plasma frio atmosférico, como ja
descrito anteriormente.

No trabalho desenvolvido por Gabriel et al. (2016), com tratamento de 4gua de coco por
jato de plasma atmosférico gerado por micro-ondas, os resultados expressaram que o tratamento

por plasma atmosférico pode ser usado como um método ndo-térmico alternativo para
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descontaminar a agua de coco, inativando as bactérias causadoras de deterioragdo e doencas.
Recentemente, Mahnot ef al. (2019) pesquisaram a respeito da aplicacdo de plasma atmosférico
de alta voltagem por configuragdo DBD em dgua de coco, com foco na inativagdo de Salmonella
sp. Os resultados permitiram concluir que a tecnologia de plasma atmosférico seria uma
intervenc¢ao eficaz no processamento nao térmico para a inativagdo microbiana na agua de coco.

Mesmo com diversas pesquisas sobre aplicacdo de plasma frio atmosférico em
microrganismos, seus mecanismos de a¢do ainda ndo sdo claros, impedindo seu maior
desenvolvimento e aplicagdo mais intensa, o que faz necessario o desenvolvimento de estudos
mais completos. Além disso, a tecnologia do plasma nio-térmico também possui suas proprias
limitagdes, como a distancia de trabalho relativamente curta, baixa penetracdo de espécies
reativas no alimento, etc. E importante a otimizagdo dos dispositivos, condi¢des e pardmetros
operacionais. Quando esta interacdo do plasma com microrganismos e alimentos for mais
esclarecida, essa tecnologia alcancard maior desenvolvimento e aplicagdo mais segura na

industria de alimentos (LIAO et al., 2017).
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4. METODOLOGIA

4.1 Extracio e preparaciao das amostras

Foram coletados 6 cocos verdes com tempo de maturagdo na faixa de 6 a 8 meses, em
plantacdo existente na Fazenda Experimental Rafael Fernandes, localizada na comunidade
Alagoinha, Mossoro-RN.

Os frutos foram lavados com detergente neutro e agua corrente, € sua superficie foi
esterilizada com alcool 70 %. Depois, foram abertos com furador esterilizado de aluminio,
sendo a dgua de coco extraida com ponteiras estéreis, e transferida para um béquer esterilizado,
segundo metodologia adaptada de Awua; Doe; Agyare (2011); Silva ef al. (2018).

Amostras de 80 mL da agua de coco foram acondicionadas em potes plasticos estéreis
e refrigeradas a 4 °C, para andlises posteriores, as quais foram realizadas em triplicata. As

amostras ficaram armazenadas em refrigeracido durante cerca de 1 hora, antes das analises.

4.2 Preparaciio dos microrganismos

Foram realizadas andlises microbioldgicas, sendo as amostras contaminadas com E. coli
e C. albicans, para verificar o efeito do tratamento por plasma em cada microrganismo
separadamente, inoculado em agua de coco. Além destas, foram separadas amostras controle
de cada microrganismo, as quais ndo sofreram nenhum tipo de intervengdo por tratamento a
plasma ou outro tratamento.

A escolha dos microrganismos se deu devido E. coli ser um dos microrganismos
patdgenos mais representativos entre as bactérias. C. albicans, por sua vez, ¢ uma levedura
encontrada no microbioma humano normal, porém um sistema imunologico deficiente pode
levar a quadros de infec¢do pela mesma, sendo assim patdgena (LAURITA et al., 2015). Tanto
E. coli como bolores e levedura sdo andlises comumente realizadas em alimentos para se
detectar contaminagao.

A preparag@o dos microrganismos utilizados, bem como as andlises microbioldgicas,
foram executadas no Laboratério de Microbiologia Veterinaria (LAMIV) da UFERSA-
Mossord, utilizando metodologia adaptada de Silva et al. (2017b), sendo realizadas dilui¢des
de 107, 102 ¢ 107, em série, das amostras.

A esterilidade de cada amostra de agua de coco extraida foi testada para verificacdo de

presenca de (i) coliformes totais, sendo aplicada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP); e
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de (ii) bolores e levedura, inoculando as diluicdes em 4agar batata dextrose (BDA) +
cloranfenicol.

Foram usadas as cepas padrao E. coli ATCC 25922 e C. albicans ATCC 10231, sendo
estas reativadas a partir das culturas originais e postas em 3 mL de caldo infusdo cérebro-
coracdo (BHI) em tubos de ensaio com capacidade de 10 mL, a uma temperatura de 37 °C em
estufa bacterioldgica por 24h.

O indculo padrao da bactéria e da levedura foram obtidos por segunda semeadura em
caldo BHI na fase log (crescimento exponencial). Para a padronizacdo da densidade inicial de
unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) utilizou-se a turbidez correspondente a 0,5
da escala de MacFarland, a qual estd associada a uma faixa de absorbancia de 0,08 a 0,1 u.a.
(unidades de absorbancia), em um comprimento de onda de 625 nm, adaptado de Machala et
al. (2009). A absorbancia foi verificada em um espectrofotometro Biospectro SP-22, com o

comprimento de onda citado.

4.3 Aparato de aplicacio de plasma

O tratamento das amostras por plasma foi realizado no Laboratério de Plasma Aplicado
(LabPlasma), UFERSA-Mossord. O aparato experimental utilizado para geragdo do plasma
atmosférico foi um sistema DBD. Este sistema foi projetado em configuracdo de descarga de
superficie, com eletrodos incorporados no material dielétrico, conforme mostra a Figura 4.

Um dos eletrodos é conectado a uma fonte de alta tensdo DC pulsada, que para os
tratamentos foi configurada com voltagem de 10,3 kV e frequéncia de 4 kHz; e o outro eletrodo
¢ aterrado. Utilizou-se para isso um material dielétrico (fenolite) revestido com cobre
(eletrodos). As amostras de dgua de coco, em volume de 10 mL, foram colocadas em uma placa

de Petri com dimensdes de 80 mm de diametro por 15 mm de altura (Figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo do sistema de tratamento de agua de coco por plasma DBD de

superficie
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A Figura 5 mostra uma foto da luminescéncia emitida pelo plasma DBD gerado na
superficie dos eletrodos.

Figura 5. Luminescéncia do plasma formado por DBD de superficie
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As medidas elétricas de voltagem e frequéncia foram realizadas com uma sonda de alta
voltagem (Agilent N2771B 1000:1), e todos os sinais foram exibidos e gravados por um
osciloscdpio digital Keysight DSO-X 2022-A.

Foram feitos tratamentos nos tempos de 7,5 min, 15 min e 22,5 min, e ao término de
cada um, as amostras foram recolocadas em potes plasticos estéreis e refrigeradas novamente a

4 °C, para analises posteriores.

4.4 Analises microbiologicas

As amostras contaminadas com os microrganismos (12 amostras por microrganismo,
sendo 3 de cada tempo de tratamento e 3 de controle), apos serem tratadas por plasma, seguiram
para a analise para contagem das unidades formadoras de colonia (Figura 6).

Foram utilizadas as dilui¢cdes em série feitas em 107!, 102 ¢ 10, das amostras controle
e tratadas, em tubos contendo 9 mL de soluc¢@o salina (0,85% NaCl). De cada amostra diluida
foram plaqueados 0,1 mL em placas de Petri contendo o meio de cultura apropriado ao

crescimento de cada microrganismo.

Figura 6. Esquema representativo da dilui¢@o em série da 4gua de coco para posterior contagem de

microrganismos em placa
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Os meios de cultura usados foram: (i) 4gar EMB (Eosina Azul de Metileno) para E. coli;
e (i) agar dextrose Saboraud para C. albicans. A contagem de microrganismos em placa foi

feita em triplicata, de forma manual, apos 24h de incubagdo para E. coli e 48h para C. albicans.

4.5 Espectroscopia de emissio optica (OES)

Para verificag@o de espécies quimicas formadas na superficie do eletrodo com a geragao
de plasma, foi realizado um diagndstico do plasma por espectroscopia de emissao optica (OES),
utilizando um espectrometro de emissao dtica Ocean Optics USB 4000 UV-VIS, de resolucio
optica de 0,1 a 10 nm, ao qual foi acoplado um cabo de fibra dptica de silica, 0,6 mm de
diametro, e um detector Toshiba TCD1304AP com resposta optica de 200 a 1100 nm. O cabo

de fibra oOptica foi aproximado do eletrodo de formacdo do plasma a uma distancia de 0,5 cm.

4.6 Analises fisico-quimicas

No caso das analises fisico-quimicas, foram tratadas por plasma amostras ndo
contaminadas, para se perceber apenas o efeito do tratamento na modificac¢do das propriedades,
sem interferéncia dos microrganismos.

4.6.1 Nitrito (NO2) e nitrato (NO3")

A faixa de concentracdo de ions nitrito (NO2") e nitrato (NO3") presentes nas amostras
foi identificada por tiras de teste semi-quantitativas Quantofix® Nitrato/Nitrito, Macherey-
Nagel, que expressam um resultado rdpido em 1 minuto, mergulhando-as diretamente na
amostra, e comparando com uma faixa de cores contida na embalagem. O resultado ¢ dado em

mg/L.

4.6.2 pH e condutividade elétrica (CE)

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, mediante a utilizagdo de um
pHmetro de bancada Bel Engineering PHS3BW, conectado a um eletrodo de vidro Kasvi K38-
1465, devidamente calibrado.

As medicdes de condutividade elétrica foram feitas através de um medidor portatil
impermeavel de CE/Resistividade/TDS/NaCl, Hanna HI98192, com resultados expressos em

mS/cm.
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4.6.3 Sodio (Na") e Potassio (K*)

As leituras das concentragdes de ions sddio (Na) e potassio (K) presentes nas amostras
foram feitas através de fotometria de chama, por um fotometro de chama Digimed DM-62, o
qual faz as andlises de ambos os elementos de forma simultdnea, com gasto aproximado de
volume de 2 mL da amostra. Foram usadas solugdes padrdes de concentragdo de 2, 4, 6, 8 e 10

ppm para curva de calibracdo.

4.6.4 Agucares soluveis totais (AST), agtcares redutores (AR) e solidos soluveis totais

(SST)

Os agucares soluveis totais foram determinados pelo método da Antrona, conforme
Yemm e Willis (1954). Utilizou-se 1g de amostra diluida em dgua destilada até¢ 100mL, em
seguida retirou-se uma aliquota de 100 pL, que foi colocada em um tubo de ensaio com 900 pL.
de 4gua destilada. Apos isso, os tubos foram postos em um banho de gelo, onde permaneceram
enquanto se colocava 2 mL do reagente de antrona nos mesmos. Os tubos foram agitados,
sempre voltando ao banho de gelo. Depois, foram levados para aquecimento em banho maria
fervente, por 8 minutos. Por ultimo, foram resfriados em banho de dgua gelada e foram feitas
as leituras de absorbancia em espectrofotdmetro a 620 nm, sendo o resultado expresso em
porcentagem (%).

A determinag@o dos agucares redutores foi realizada com base no método Somogyi-
Nelson (MALDONADE et al., 2013), onde uma aliquota de 1g de amostra foi diluida em adgua
destilada até completar 100mL, depois foram inseridos em tubos de ensaio 100 pL. da amostra
diluida, 900 pL de 4agua destilada e 500 pL de reativo ctprico. Os tubos foram postos em banho
maria em ebuli¢do por 20 minutos, sendo posteriormente resfriados em gelo. Em seguida, aos
mesmos tubos foram adicionados 500 pL de reativo arseno-molibdico, e por tltimo, 3,5 mL de
dgua destilada. Depois, foram feitas as leituras de absorbancia destas solugdes em
espectrofotometro, em comprimento de onda de 540 nm, sendo o resultado das andlises
expresso em porcentagem (%). A analise foi realizada em triplicata.

O teor de solidos soluveis totais, que inclui os acidos e os agticares contidos na agua de
coco, teve as medidas determinadas pelo método refratométrico, em triplicata, usando um
refratometro digital de bolso, Atago PAL-1, com faixa de leitura de 0 a 53 %, volume de
amostra gasto de 0,3 mL e tempo de leitura de 3 segundos. Os resultados sdo expressos em

porcentagem (%) de grau Brix.
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4.7 Tratamento dos resultados e analise estatistica

Para o tratamento dos dados e a apresentacdo dos resultados através da geragdo de
graficos, utilizou-se o software OriginPro, versao 8.5.

Com respeito a andlise estatistica, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) de um fator. A comparagdo de médias se deu através do teste de Tukey, a um nivel
de significancia de 5%, usando o software Statistica, versdo 12. Foram considerados com

diferenca significativa os dados em que p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Espectroscopia de emissdo optica (OES)

O espectro de emissdo Optica gerado pelo plasma atmosférico em sistema DBD ¢
mostrado na Figura 7. Os picos de maior intensidade foram identificados proximo a regido UV

(300 — 400 nm), e representam algumas RNS (N2 ¢ N>") ¢ ROS (OH).

Figura 7. Espectro de emissdo optica do plasma DBD aplicado em agua de coco, com fibra 6ptica

uma distancia de 0,5 cm do eletrodo de formagao do plasma
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Os estudos desenvolvidos por Qiu ef al. (2007), Moutiq et al. (2020) e Ziuzina et al.
(2020), com plasma DBD, gerado em ar atmosférico, obtiveram espectros de emissao Optica
com picos de predominancia de RNS, similares aos resultados encontrados no presente trabalho,

as quais sao conhecidas por oxidar membranas celulares, moléculas de proteinas ¢ DNA, sendo
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consideradas fundamentais para inativar microrganismos. E o OH também tem efeitos de

descontaminagdo consideraveis (SOHBATZADEH et al., 2016).

5.2 Analises microbiologicas

O teste realizado para verificagdo de presenca de coliformes totais e de bolores e
levedura nas amostras de agua de coco extraidas dos frutos em laboratdrio, obteve resultado
negativo para ambos, garantindo assim que a Unica contamina¢do nas amostras fosse a
densidade de microrganismos inserida para os tratamentos, de E. coli e C. albicans

separadamente.

5.2.1 Inativagdo de Escherichia coli

Apoés 24 horas de incubagdo, foi realizada a contagem de E. coli em placa, cujos
resultados estdo expressos na Figura 8, onde pode-se perceber uma redu¢do do nimero de
unidades formadoras de colonia (UFC) por mL, entre cada tempo de tratamento comparado
com o controle. J& os trés tempos entre si ndo apresentaram diferenga significativa. Do controle
para o tempo de 7,5 min, a redu¢do foi de 98,6 %, e de 100 % para o tempo de 22,5 min em

relacdo ao controle.

Figura 8. Contagem de E. coli inoculada na agua de coco, para diferentes tempos de tratamento por

plasma DBD
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Nota: Letras diferentes representam valores que possuem diferenga significativa (p < 0,05). Média para 3
repetigdes.
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Diversos estudos ja foram realizados utilizando plasma DBD para inativagdo de E. coli
em alimentos liquidos. No estudo desenvolvido por Liao et al. (2018) com tratamento por
plasma DBD em E. coli inoculada em suco de maca, os resultados indicaram que durante o
tratamento, a membrana celular da E. coli foi severamente danificada por espécies ativas
produzidas pelo plasma, como perdxido de hidrogénio, 0zonio e nitrato. Neste mesmo ano,
pesquisas realizadas por Yannam et al. (2018), com aplicacdo de plasma DBD em suco de
tangerina inoculado com E. coli, variando tensdes, frequéncias de descarga e temperaturas das
amostras. Nos parametros ideais encontrados pelos autores, de 30kV, 40Hz e 25 °C, E. coli
obteve reducdo maxima dentro de 3 minutos. Os resultados também indicaram, através da
microscopia eletronica de varredura, alteracdes na morfologia celular apds o tratamento,
sugerindo que E. coli pode ser inativada por danos na parede celular causados por ondas de

choque produzidas pelo plasma.
5.2.2 Inativagdo de Candida albicans
Os resultados da contagem de C. albicans em placa sdo mostrados na Figura 9. Os
tempos de 7,5 min e 15 min ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Do controle para
o tempo de 7,5 min, a inativagdo de C. albicans foi de 56,5%, enquanto, para o tempo de 22,5

min, foi de 90,3%.

Figura 9. Contagem de C. albicans inoculada na agua de coco, para diferentes tempos de tratamento

por plasma DBD
30x10%) &
2,5x10*1
2 oo
& 20x10' N
5 n AN
2 15x10 b .
=
S 1,0x10' + ______
S -
E 3 RN
U S,OXIO N S o - C
0,0 @
0,0 75 15,0 25
Tempo (min)

Nota: Letras diferentes representam valores que possuem diferenga significativa (p < 0,05). Média para 3
repetigdes.
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No trabalho desenvolvido por Kostov ef al. (2015), foram testadas sete cepas diferentes
de C. albicans, inoculadas em agar e submetidas a diferentes tempos de aplicagcdo de jato de
plasma com géas Hélio. Foi comprovada a eficacia das espécies reativas geradas no plasma, para
a inativacdo deste fungo, através de zonas de inibi¢do medidas em placas de Petri.

A diferenga entre o aparato de plasma adotado por Kostov et al. (2015) e o plasma DBD
do presente trabalho ¢ que o jato de plasma, induzido por um fluxo de gas inerte, além de ser
mais pontual e alcangar uma area muito restrita de amostra, tem um gasto maior, devido ao
custo de uso do gés utilizado. J& o plasma DBD abrange uma superficie maior de tratamento, e
economiza, utilizando o proprio ar atmosférico para gerar o plasma.

Com a extensdo do tempo de tratamento, a taxa de diminuicdo do nimero de E. coli
vidveis foi maior e, em seguida, de C. albicans. O motivo pode ser explicado pelas diferentes
estruturas da parede celular. C. albicans ¢ um fungo unicelular cuja parede celular ¢ composta
por uma estrutura de quatro estratos, com microfibra de quitina como estrato interno, depois
proteina, glicoproteina e aminoglicosideo como estrato externo. Sua parede celular é mais
compacta comparada com E. coli, que ¢ uma bactéria gram-negativa, ¢ possui parede celular
com uma camada de peptideoglicano, lipoproteinas, lipopolissacarideos, € uma membrana
externa. Portanto, E. coli ¢ o microrganismo mais suscetivel deste trabalho ao tratamento com
plasma atmosférico, enquanto C. albicans ¢ o menos suscetivel (SHI et al., 2011).

Os alvos potenciais nas células fingicas incluem a parede celular, a membrana
plasmatica, ribossomos, RNA, DNA e proteinas estruturais e funcionais. A destrui¢do celular
pelo plasma ocorre se os niveis de exposi¢do excederem a capacidade dos sistemas de defesa
celular, afetando as muitas macromoléculas dentro da célula, incluindo DNA, proteinas e
lipidios. Um dos mecanismos mais importantes sdo as lesdes de DNA por induc¢do de quebras

no DNA. Outro mecanismo ¢ a peroxidagdo lipidica (SOHBATZADEH et al., 2016).

5.3 Analises fisico-quimicas

5.3.1 Nitrito (NOy") e nitrato (NO3")

Os resultados das concentracdes de nitrato (NO3") e nitrito (NO2") para os diferentes
tempos de tratamento por plasma estdo expressos na Figura 10. Nas amostras ndo tratadas,
pode-se perceber a auséncia de ambos os ions, confirmando que estes sdo formados apds a
aplicagdo do plasma. Os teores de NO3™ na dgua de coco se intensificam conforme o tempo de

tratamento aumenta, enquanto o teor de NO>™ permanece inalterado com o aumento dos tempos.
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Figura 10. Concentragdes de nitrito e nitrato na agua de coco, para diferentes tempos de tratamento
por plasma DBD
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As medigdes semi-quantitativas de espécies reativas representam uma ferramenta de
medi¢do rapida e menos sofisticada, com baixa precisdo, mas em todos os casos considerados
no trabalho desenvolvido por Laurita ef al. (2015), as concentragdes medidas com métodos
quantitativos se enquadraram dentro da faixa medida pelas tiras.

Estudos mostram que o nitrito age sinergicamente com o peroxido de hidrogénio
também gerado pelo plasma, induzindo a morte celular de alguns fungos e bactérias (NAITALI
etal.,2010; LAURITA et al., 2015).

A concentragdo relativamente alta de nitrato em comparagdo com o nitrito pode ser
explicada pela decomposi¢do moderadamente rapida do ozonio em contato com o nitrito
(TSCHANG; THOMA, 2020):

NO2 + O3 — NO3 + O2

A produg@o de nitrito e nitrato na 4gua de coco deve ser controlada para se evitar o risco
potencial a satide. Nesse caso, os niveis mais altos produzidos na dgua de coco neste trabalho
foram: 100 mg/L de nitrato e 1 mg/L de nitrito. O consumo diario aceitavel para nitrato € o
maximo de 3,7 mg/kg do individuo, enquanto de nitrito o maximo ¢ de 0,07 mg/kg (FAO;

WHO, 2002).

5.3.2 pH e condutividade elétrica (CE)

As variacdes de pH e condutividade elétrica induzidas pelo tratamento a plasma em

diferentes tempos estdo expressas na Figura 11. Uma leve acidificagdo (reducdo de pH) e
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aumento da condutividade foram causados pelo tratamento por plasma, e intensificados a

medida que o tempo de tratamento era maior.

Figura 11. Variacdes de (a) condutividade elétrica e (b) pH na agua de coco, para diferentes tempos

de tratamento por plasma DBD
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Nota: Letras diferentes representam valores que possuem diferenga significativa (p < 0,05). Média para 3
repeti¢des.

O valor de pH da agua de coco apos o processamento por plasma reduziu, apos 22,5 min
de tratamento, de 5,37 para 5,22, o que representa uma redugao de 2,8% em relacdo ao controle.
Os valores de pH das amostras tratadas a 7,5 min e a 15 min ndo foram estatisticamente
diferentes da amostra no tratada. As médias de pH estdo dentro da faixa esperada para agua de
coco processada industrialmente para consumo (4,0 a 6,5) (BRASIL, 2020).

A condutividade elétrica aumentou, apos 22,5 min de tratamento, de 7,30 mS/cm para
7,46 mS/cm, o que representa um acréscimo de 2,1% em relacdo ao controle. As amostras
tratadas a 7,5 min e a 15 min ndo foram estatisticamente diferentes da amostra ndo tratada.

No trabalho desenvolvido por Pankaj et al. (2017), com plasma DBD aplicado em suco
de uva branca, o aumento da condutividade elétrica observado para o tratamento a 80 kV por 4
min, pode ser explicado pela solubilizagdo das espécies reativas geradas durante a descarga de
formacdo do plasma. J4 a amostra tratada pelos autores por pasteurizacdo ndo teve variagcido
significativa em relacdo ao controle.

Na interface plasma-liquido, as espécies neutras do plasma reagem com o liquido e
levam a formacao de concentragdes baixas de acidos, como acido nitroso (HNO>) e 4cido nitrico
(HNO3), diminuindo assim o pH do meio liquido (PERINBAN; ORSAT; RAGHAVAN, 2019;
WAN et al., 2019). A formagao dos acidos ocorre a partir da dissolu¢do em agua de espécies

NxOy formadas na fase gasosa (MOUTIQ et al., 2020):
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NOy(g) + NOz@g + H,0 - NO,™ s + NO3‘(aq)+2H+
NOy(g) + NOy(aq) + H20 = 2NO, ™+ 2H*
NO,” + H* & HNOyqq
NO;~ + H* & HNOs@q

Existem véarios estudos nos quais foram relatadas redugdes dos valores de pH em
amostras liquidas tratadas com plasma (IKAWA; KITANO; HAMAGUCHI, 2010), o que
reforca os resultados obtidos na presente pesquisa, onde houve reducdo leve, porém
significativa, do pH na agua de coco apds a aplicacdo de diferentes tempos de tratamento.

Conforme estudo realizado por Dasan e Boyaci (2018), com jato de plasma aplicado em
alguns tipos de sucos diferentes, os valores de pH no suco de laranja apresentaram reducao

significativa, de 3,95 a 3,93, para um tratamento de 120s de aplicag@o de plasma.
5.3.3 Sddio (Na*) e Potassio (K*)

Os teores de Na™ e K' presentes na agua de coco estdo expressos na Figura 12. A
concentra¢do de fons Na* teve um leve aumento nas amostras tratadas em rela¢do ao controle,

e nos tempos de 15 min e 22,5 min, essa diferenca foi considerada significativa.

Figura 12. Concentragdo de ions (a) Sédio e (b) Potassio na agua de coco, para diferentes tempos de
tratamento por plasma DBD

10 3000
| (a) 7, (b)

a
T
7077

V/’

o
Z
.
/
.
.
.
/

_

0,0 7,5 15,0 22,5 0,0 7,5 15,0 22,5
Tempo (min) Tempo (min)

Nota: Letras diferentes representam valores que possuem diferenga significativa (p < 0,05). Média para 3
repetigdes.
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O controle estava com 6,44 ppm, enquanto os tratamentos obtiveram 7,72 ppm e 7,28
ppm, a 15 min e 22,5 min, respectivamente. J4 o teor de K" ndo teve nenhuma diferenga apos o
tratamento por plasma. Este leve aumento, porém, significativo, na concentragdo de sodio nos
tempos de 15 min e 22,5 min de tratamento, deve estar associado a uma possivel evaporagdo da
amostra nesses intervalos de tempo.

Essa composicdo Unica da dgua de coco, rica em sodio e potassio, ¢ importante, por
exemplo, no tratamento de diarreia humana em regides pobres do planeta, hidratando a
populagdo e protegendo o trato gastrointestinal contra varias infec¢des (PRADO et al., 2015).
Saber que o tratamento a plasma afeta muito pouco ou praticamente nada dessas substancias na

agua de coco ¢ um fator extremamente positivo.

5.3.4 Acutcares soluveis totais (AST), agucares redutores (AR) e sélidos soluveis totais

(SST)

Os teores de agucares soluveis totais, acucares redutores e solidos soluveis totais em

func¢do do tratamento por plasma estdo expressos na Figura 13.

Figura 13. Varia¢des de AST, AR e SST na agua de coco para diferentes tempos de tratamento por

plasma
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Média para 3 repetigdes.
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Nenhum dos trés teores expressaram diferenga significativa entre os controles e as
amostras tratadas por plasma. Desta forma, o tratamento por plasma ndo modificou as
caracteristicas de agucares presentes na agua de coco, o que ¢ um resultado relevante para a
industria diante da busca por tecnologias que afetem somente 0s microrganismos, para
descontaminacdo do produto, sem perca de suas propriedades originais. Assim, a aceitabilidade
por parte dos consumidores é maior.

Na pesquisa realizada por Adubofuor, Amoah e Osei-Bonsu (2016), foram analisadas
amostras de agua de coco de duas variedades de coqueiros, pasteurizadas a trés modos distintos:
90 °C por 5 minutos, 80 °C por 15 minutos e a 70 °C por 25 minutos, além das amostras controle
(ndo pasteurizadas). Em andlise sensorial, diante dos parametros de clareza, aroma, sensacdo
na boca, sabor residual e aceitabilidade geral das amostras, a que obteve melhor aceitagdo geral
foi uma amostra ndo-pasteurizada. Eles puderam concluir que a pasteurizagdo reduziu a carga
microbiana, mas também teve um efeito redutor nas propriedades sensoriais € no conteudo
nutricional da 4gua de coco. Foi observada uma redugdo nos agucares soluveis totais, vitamina
C, fendis totais e acidez titulavel (AT) apds a pasteurizagao.

Foi observado no trabalho de Yannam er al. (2018), que as caracteristicas fisico-
quimicas do suco de tangerina ndo foram alteradas apds o tratamento com plasma DBD, quando
comparado ao suco ndo tratado. Por outro lado, houve alteragdes significativas observadas na
acidez total, acido ascorbico e teor total de fenol no suco de tangerina pasteurizado. Diante
disso, entende-se que o plasma é capaz de manter algumas propriedades nutricionais de
alimentos liquidos, que geralmente sdo afetadas pelo processo de pasteurizagio.

Os resultados para SST estdo coerentes com o observado por Shi ef al. (2011), que
descobriram que o tratamento por plasma DBD nio teve efeito significante sobre o °Brix de
suco de laranja. No trabalho desenvolvido por Mahnot ef al. (2019) com plasma aplicado em

agua de coco, ndo houve variagdo significativa do teor de SST apos o tratamento.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir, com a execugdo do trabalho, que:

O plasma frio atmosférico, em configuragcdo DBD, foi eficaz na inativacdo de E. coli
em 100%, ao tempo de 22,5 min;

C. albicans sofreu redu¢do maxima de 90,3%, ao tempo de 22,5 min;

As espécies reativas geradas pelo plasma causaram leve reducdo de pH na dgua de
coco, mas nao ultrapassou o limite aceitavel;

Os teores de aguicares da dgua de coco nao foram alterados apos exposi¢do ao plasma
DBD nos diferentes tempos de tratamento;

A utilizagdo de plasma frio atmosférico tem potencial na aplicacdo para

descontaminag¢do de dgua de coco.
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