UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

RAQUEL TAYNAN CUNHA VIEIRA

APLICACAO DE PLASMA FRIO POR DESCARGA LUMINOSA NA INATIVACAO
DE Salmonella Entérica E Escherichia coli EM AGRIAO (Nasturtium officinale R. Br)

FORTALEZA
2026



RAQUEL TAYNAN CUNHA VIEIRA

APLICACAO DE PLASMA FRIO POR DESCARGA LUMINOSA NA INATIVACAO DE
Salmonella Entérica E Escherichia coli EM AGRIAO (Nasturtium officinale R. Br)

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Ceara,
como requisito a obten¢do do titulo de Mestre
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Sueli Rodrigues

FORTALEZA
2026



RAQUEL TAYNAN CUNHA VIEIRA

APLICACAO DE PLASMA FRIO POR DESCARGA LUMINOSA NA INATIVACAO
DE Salmonella Entérica E Escherichia coli EM AGRIAO (Nasturtium officinale R. Br)

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Ceara,
como requisito a obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Aprovada em 23/02/2026

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra Sueli Rodrigues (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Pedro Henrique Campelo Felix
Universidade Federal de Vicosa (UFV)

Profa. Dra. Ana Lucia Fernandes Pereira

Universidade Federal do Maranhao (UFMA)



A Deus. A minha mae Rozangela e meu pai
Luis (in memoriam) que por muito me amarem,

sempre me permitiram voar.



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte de forca, sabedoria e propodsito, por sustentar cada etapa desta
caminhada e permitir a concretizagdo deste trabalho. A Ele sejam dirigidas toda honra e
gratidao.

A minha familia, pelo amor incondicional, apoio constante e incentivo ao longo de
toda a trajetdria académica em especial a minha mae Rozangela e meus irmaos Louana, Rosana,
Leonardo e Leandro que foram meu alicerce durante toda essa trajetdria. A confianga
depositada e o suporte oferecido foram fundamentais para que este objetivo fosse alcangado.
Esta conquista também lhes pertence.

Agradeco ao meu noivo Henrique Junior por todo o suporte ao longo dessa
trajetoria. Seu apoio e presenga foram essenciais e indispensaveis.

A orientagio académica recebida da professora Dra. Sueli Rodrigues pela
dedicagdo, paciéncia, confianga e rigor cientifico, que foram essenciais para o desenvolvimento
desta pesquisa e para minha formagao profissional.

Aos professores e pesquisadores que contribuiram com discussdes, sugestoes e
colaboragdes cientificas relevantes, bem como aos membros da banca examinadora professora
Dra. Ana Lucia e professor Dr. Pedro Campelo, pela disponibilidade e pelas valiosas
consideragdes que enriqueceram este estudo.

Ao grupo de pesquisa ¢ a equipe do laboratorio (LABIOTEC), pelo ambiente
colaborativo, pelo auxilio nos experimentos e pela convivéncia didria, que tornaram o percurso
académico mais leve e enriquecedor. Em especial, agradeco as minhas amigas Elaine, Fatima,
Sannara e Karoline que foram essenciais principalmente nos dias de suporte cientifico e
emocional. Também agradeco a Dr. Thatyane por sempre oferecer suporte cientifico nos
experimentos.

Agradego também aos meus amigos Damicléa, Jorge e Diogo que enfrentaram as
dificuldades nas disciplinas durante o mestrado, vocés foram essenciais para que os trabalhos
fossem cumpridos e entregue com a qualidade e rigor necessario.

Por fim, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a
realizagdo deste trabalho e para a conclusdo de uma etapa significativa da minha formagao

académica.



RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia do plasma frio por descarga luminosa na inativagao de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium e Escherichia coli inoculadas em agrido (Nasturtium officinale
R.Br.), bem como investigou os efeitos do tratamento sobre a viabilidade celular, a estabilidade
microbioldgica durante o armazenamento refrigerado e as alteragdes morfoldgicas induzidas
nos microrganismos. O plasma foi aplicado sob diferentes condi¢des operacionais, variando-se
o fluxo de gas (10, 20 e 30 mL/min) e o tempo de exposi¢do (10, 15 € 20 min). A sobrevivéncia
microbiana foi monitorada ao longo do armazenamento refrigerado por meio de contagens em
meios seletivos. Adicionalmente, a viabilidade celular residual foi avaliada pelo ensaio de
MTT, e os danos estruturais foram analisados por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Os resultados demonstraram que o plasma frio promoveu inativagdo significativa dos
patogenos, sendo observada inativacao completa de E. coli e S. Typhimurium no agrido sob as
condi¢des mais eficazes, correspondendo a F10T20, F20T20 e F30T20 para E. coli e F10T10,
F10T15 e F20T10 para S. Typhimurium. Tratamentos intermediarios também resultaram em
redugdes significativas (p < 0,05). Quando suspensdes microbianas foram tratadas
isoladamente, a inativagao total foi alcangcada em todas as condi¢Oes avaliadas. O ensaio de
MTT confirmou uma perda substancial da atividade metabolica, com valores residuais variando
de 7,68 £ 0,38% a 1,60 + 0,72% para E. coli e de 17,71 + 0,94% a 1,46 + 0,39% para S.
Typhimurium, apresentando redugdo progressiva ao longo de 72 h de armazenamento. As
imagens de MEV evidenciaram danos morfoldgicos pronunciados, incluindo encolhimento
celular, aumento da rugosidade superficial, fissuras na membrana e colapso estrutural das
células bacterianas. Tais alteracdes sdo compativeis com mecanismos de inativagao associados
ao estresse oxidativo e a disrup¢ao da membrana celular promovidos por espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio geradas durante a descarga de plasma. De modo geral, os resultados
indicam que o plasma frio por descarga luminosa constitui uma tecnologia ndo térmica
promissora para o controle de S. Typhimurium e E. coli em hortaligas folhosas, com potencial

aplicacdo como estratégia alternativa de descontaminacdo de vegetais frescos.

Palavras-chave: descarga luminosa; inativagdo; hortalica; seguranca alimentar; tecnologia nao
térmica.



ABSTRACT

This study evaluated the efficacy of cold plasma generated by glow discharge for the
inactivation of Salmonella enterica serovar Typhimurium and Escherichia coli inoculated in
watercress (Nasturtium officinale R.Br.), as well as to investigate its effects on cellular viability,
microbiological stability during refrigerated storage, and plasma-induced morphological
alterations. Plasma treatments were carried out under different operational conditions, varying
gas flow rates (10, 20, and 30 mL/min) and exposure times (10, 15, and 20 min). Microbial
survival was monitored throughout refrigerated storage by selective plate counts. Residual
cellular viability was assessed using the MTT assay, and structural damage was examined by
scanning electron microscopy (SEM). The results demonstrated that cold plasma treatment
promoted significant pathogen inactivation, with complete elimination of cultivable E. coli and
S. Typhimurium in watercress under the most effective conditions, which were F10T20, F20T20
and F30T20 for E. coli and F10T10, F10T15 and F20T10 for S. Typhimurium. Intermediate
treatments also resulted in significant reductions (p < 0.05). When microbial suspensions were
treated independently of the food matrix, total inactivation was achieved under all evaluated
conditions. The MTT assay confirmed a substantial loss of metabolic activity, with residual
viability ranging from 7.68 £+ 0.38% to 1.60 + 0.72% for E. coli and from 17.71 +0.94% to 1.46
+ 0.39% for S. Typhimurium, showing a progressive decrease over 72 h of refrigerated storage.
SEM images revealed pronounced plasma-induced morphological damage, including cell
shrinkage, increased surface roughness, membrane fissures, and structural collapse of bacterial
cells. These effects are consistent with oxidative membrane disruption driven by reactive
oxygen and nitrogen species generated during plasma discharge. Overall, the findings
demonstrate that cold glow discharge plasma is an effective non-thermal intervention for the
control of S. Typhimurium and E. coli in leafy vegetables, highlighting its potential application

as an alternative decontamination strategy for fresh produce.

Keywords: food safety; glow discharge; inactivation; non-thermal technology; vegetable.



2.1
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.2

2.3

24
2.4.1
24.1.1
24.1.2

3.1
3.2

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.2
4.3
4.3.1

4.3.2

4.4
4.4.1
4.4.2
4.4.3
4.5

SUMARIO

INTRODUQGAO ..ottt e e eeee e
REVISAO BIBLIOGRAFICA .........ccovviiiiriiniineiisseseiisssesssisesseses s
MICTOIGANMISINIOS ......oevviiiiieeiiie ettt ee et etae e et ee et ee e e ease e e saaeeesaseeeneee
SAIMONCIIA SPP. .........c..ooooeeaeee ettt e e
Salmonella TYPRIMUFTUNL ..................cccuveeeeiieeiieeiieeiee e
Escherichia coli .......................coccoooueiiiiiiiiiiiiiiiiiieiteeee ettt
Agriao (Nasturtium officinale R.BF.) ................ccccooueevieeesieeicieeiiieeieeesieeens
Tecnologias Térmicas e Sanitizantes ..................c.cccoeoviiiiiie i
Tecnologias NA0 tErmiCAS ...............coooviiiiiiiiiiie e
PlaSIA FFIO ...ttt st
Aspectos Gerais da Tecnologia Plasma Frio ............ccoccoeeeveeesieeecieeciieeneenns
Aplicagao em ALIMENTLOS ........c..oeeeueeeeeieeeiieeeee ettt e
OBJIETIVOS .ottt e e
ODjJEtivo Geral ...........oviiiiiiiiieee e
ODbjetivos eSPecifiCos ...........cocviiiiiiiiiiie e s
MATERIAL E METODOS ....c.ooooomioieeeeeeeeeee oo
Obtencio e preparo do estoque das cepas microbianas ...................cc.ccceeee.
Preparacdo do inoculo de S. Typhimurium ...............ccccoooviiiiiiniiiieneiieeeee,
Preparacdo do inoculo de E.coOli ..........................ooouvevevecveiiiiciieaeeiiieeeeiiieeanns
Obtencgdo das suspensoes microbianas padronizadas .......................................
Preparo do agriao (V. officinale) e inoculacio das cepas ...............ccocueennee.
Processamentos NA0 tErmiCoS ..............cocueeiiiiiiiiinie e
Aplicacao do plasma frio de descarga luminosa para inativagdo de S.
Typhimurium e E.coli inoculadas em agrido ..........................ccccccccocuveeuenne..
Aplicacdo do plasma frio de descarga luminosa para inativagdo das
suspensoes de S. Typhimurium e E.coli ..................cccoocvivviiniiiiniiiiiiiinieenn,
Analises MIcrobiolOgIcas .............cccoooiiiiiiiiiiiiiic e
Enumerac@o de DACIErIaQs .......................ccueeeeeeeeeeaeiiiiieeiiieeeeciieeeeeeieeeseiaeee e
Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT .......................ccccovevveveueeencnnn.
Microscopia eletronica de varredura (MEV) ..........cccccoovviviiiniiiiiieiecne,

ANALISE ESTAtISTICA .....ooooviiniiiie ettt e e e eeveae s

12

14



4.6
4.6.1
4.6.2

5.1
5.2
5.3

5.3.1
5.3.2
5.4
5.5
5.5.1
5.5.2

Modelagem CINELICA ..............ooviiiiiiiiiieiie e e 31
Modelo Weibull .......................cccoooveeimiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 31
Modelo Peleg-Corradini ........................ccoooecueeeeieieeiiiasieeeiieeeiie e eeae e 31
RESULTADOS E DISCUSSAO ......cooooiiiiriiiieiieeesrineeeees s 33
Reducio microbiana de E. coli ..................ccccoevioeiiiiiiiiiiceie e 33
Reducido microbiana de S. Typhimurium ..............c.ccccooviiiiniiinii e, 36

Aplicacdo de um modelo matematico para explicar a eficiéncia de

inativacio durante o tratamento com plasma de descarga luminosa ........... 39
E. COII ...ttt ettt st e et e e e aaeennee e 39
S. TYPRIMUTIURL ..............oooeoeeieeiee ettt eae ettt eseve e saaeeens 41
Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT ................cooooviiiiiiiiineennn. 44
Microscopia Eletronica de Varredura .................cccoooviviiiiniie e, 46
E.COLU ...t ettt ettt ae e 46
S, TYPRIMUFTIURL ..............oooeoeeeeeeee ettt eve e tae et e e sabeeesnaeeans 48
CONCLUSAO .....coooiiiiniiineie ettt st 50

REFERENCIAS oo e e 51



1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por alimentos representam um grave problema de saude
publica mundial, sendo responsaveis por milhdes de casos de enfermidade e mortes todos os
anos. Estima-se que, anualmente cerca de 48 milhdes de casos de doengas transmitidas por dgua
e alimentos (DTHA) ocorrem nos Estados Unidos (CDC, 2025). Apenas na Europa, estima-se
que mais de 23 milhdes de pessoas sejam afetadas anualmente, resultando em cerca de 5.000
mortes relacionadas ao consumo de alimentos contaminados, principalmente por produtos de
origem animal e hortalicas consumidas cruas (CDC, 2024a; Subrahmanyam et al., 2024;
Nurjayadi et al., 2019). No Brasil, embora os nlimeros sejam menores, cerca de 156 mil pessoas
sdo afetadas anualmente por doengas transmitidas por dgua e alimentos. Entre os patogenos de
maior relevancia estao Salmonella enterica € Escherichia coli, amplamente associados a surtos
de infeccao alimentar e a contaminagao de vegetais folhosos (Heredia e Garcia, 2018; Melo, de
et al., 2021).

As bactérias E. coli e Salmonella spp. sao bacilos gram-negativas e estdo
normalmente associadas a contaminagdo fecal-oral (McCoy Sanders et al., 2024). Embora
maior parte dos sorotipos de E. coli sejam consideradas ndo patogénicas, cepas patogénicas
como E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC) sdo capazes
de causar doengas gastrointestinais severas(Heybet et al., 2024; Rani et al., 2021).

Estas bactérias sdo capazes de contaminar os alimentos de diversas formas, como
nas instalagdes de processamento de alim entos, podendo ocorrer por meio agua, matérias-
primas e ingredientes contaminados, roupas e sapatos de funcionarios, superficies de contato e
pela existéncia de pragas (McCoy Sanders et al., 2024).

Quando presentes em condi¢des ideais de atividade de dgua, umidade, pH e
temperatura, as bactérias possuem a capacidade de formar biofilmes. Os biofilmes possuem
habilidades para se fixar em superficies e criar uma barreira protetora, tornando as bactérias
mais resistentes a limpeza e higienizagdo aplicada nas industrias, e com isso, contribuem para
o aumento da probabilidade de contaminagao dos alimentos (Zhu et al., 2022).

Os vegetais in natura e minimamente processados estdo entre os alimentos que
podem atuar como veiculos de transmissdo desses patdgenos, apresentando um envolvimento
cada vez mais frequente em surtos de origem alimentar (Alves et al., 2024). Vegetais
minimamente processados sdo aqueles que, embora permanegam frescos, passam por etapas
como lavagem, descascamento, corte, sanitizacdo, embalagem e armazenamento, visando

facilitar o consumo sem comprometer suas caracteristicas naturais (Ramos et al., 2013).
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Dentre os vegetais, pode-se destacar o agrido (Nasturtium officinale R. BR.) que ¢
um microverde com propriedades nutricionais e bioldgicas importantes e amplamente
conhecidas. Dentre as propriedades, o agrido se destaca por sua elevada concentracdo de
compostos bioativos, entre os quais se destacam os glucosinolatos, isotiocianatos,
especialmente o fenetil-isotiocianato, um composto comumente associado a atividade
anticarcinogénica. Além disso, contém flavonoides, carotenoides, acidos fenolicos, e
compostos sulfurados volateis que contribuem para seu aroma e propriedades antimicrobianas
(Klimek-Szczykutowicz et al., 2018).

Do ponto de vista microbioldgico, o agrido (Nasturtium officinale) ¢ uma hortalica
frequentemente consumida crua, o que aumenta o risco de contaminagdo por microrganismos
patogénicos. De acordo com o Sistema Nacional de Relatorios de Surtos do Centro de Controle
e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos (CDC) identificou os principais patdégenos
transmitidos por alimentos associados a surtos causados por brotos e a recolhimentos
voluntérios envolvendo microverdes. Entre os mais comuns estdo: Listeria monocytogenes,
Norovirus, Salmonella e Escherichia coli produtora de toxina Shiga. A origem dessa
contaminacdo geralmente esta relacionada a irrigacdo com &agua contaminada, manuseio
inadequado ou auséncia de boas praticas agricolas (Rao et al., 2025).

Objetivando garantir a oferta de produtos de qualidade e com uma maior vida de
prateleira, as industrias aplicam agentes quimicos ou tecnologias térmicas para reduzir a carga
microbiana de alimentos. Ambos tratamentos sao considerados métodos importantes para
preservacao garantindo a estabilidade dos alimentos, porém dos agentes quimicos
tradicionalmente utilizados para sanitizagdo nao promovem uma redugdo microbiana
suficientemente eficaz e ainda sdo alvo de criticas por parte dos consumidores, devido a sua
potencial toxicidade a saude humana e aos impactos ambientais adversos que podem causar
(Pinela et al., 2016). Paralelamente, os tratamentos térmicos convencionais, embora sejam
eficazes na inativacdo microbiana, tendem a comprometer importantes atributos de qualidade
dos alimentos, como textura, cor, sabor e valor nutricional, principalmente de vegetais folhosos
(Bezerra et al., 2023).

As tecnologias ndo térmicas emergentes surgem como alternativas aos processos
térmicos, promovendo uma mudanga promissora na melhoria da qualidade de alimentos. Essas
tecnologias vém demonstrando capacidade de inativar ou diminuir a carga microbiana de
patdgenos a nivel seguros para consumo, retencdo de nutrientes, melhoria nos atributos
sensoriais, contribuindo para um meio ambiente mais sustentavel (Niveditha et al., 2021). Além

disso, a adog¢do dessas abordagens estd em consonancia com os Objetivos de Desenvolvimento
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Sustentavel (ODS) das Nagdes Unidas, em particular o ODS 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel), o ODS 3 (Saude e Bem-Estar) e o ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis),
reforcando sua relevancia na promogao tanto da seguranca alimentar quanto da sustentabilidade
(Fernandes e Rodrigues, 2024). Dentre as tecnologias pode-se destacar o plasma frio em suas
diversas configuracdes (Lopes, S. Sant’Ana e Freire, 2023).

O plasma consiste em um gas que pode ser parcial ou totalmente ionizado contendo
em sua composicdo espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, radiagdo
ultravioleta (UV), radicais livres, e particulas carregada. O plasma frio ¢ um processo induzido
por descargas elétricas que nos tltimos anos vem atraindo o interesse da industria de alimentos
por possuir a capacidade de operar sob baixa pressao e baixas temperaturas (Laroque et al.,
2022;Chizoba Ekezie et al., 2017)

O plasma de descarga luminosa ¢ gerado em uma camara de vacuo, onde um gas ¢
continuamente introduzido. A ionizagdo ocorre através da aplicagdo de alta tensdo entre dois
eletrodos, formando ions e elétrons que sustentam o plasma. Fontes de energia de alta
frequéncia mantém o processo, enquanto a bomba de vacuo garante fluxo constante e
estabilidade do sistema. Em particular, oferece vantagens como baixa temperatura de operacao,
estabilidade do campo elétrico e penetragao uniforme na superficie dos vegetais, tornando-se
uma abordagem promissora para produtos frescos(Galaly e Dawood, 2024).

O plasma frio tem sido objeto de estudo para inativagdo de microrganismos
patogenos em varias matrizes alimentares, incluindo de origem vegetal, sem comprometer
significativamente a qualidade sensorial e o valor nutricional dos alimentos. Isso ¢ importante
visto que os métodos tradicionais de processamento térmico podem causar perda de nutrientes
significativas e alteragdes nas caracteristicas sensoriais podendo causar a rejeicao dos alimentos

por parte dos consumidores (Bezerra et al., 2023).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos

As doengas de origem alimentar (infecgdo, intoxicagdo e toxinfec¢do) sao
desenvolvidas através da ingestdo de alimentos ou bebidas com a presenca de microrganismos
viaveis, de seus esporos ou de suas toxinas. Tais doengas estdo relacionadas com os fatores de
viruléncia (Nurjayadi et al., 2019).

Logo, a viruléncia refere-se a capacidade de um microrganismo causar dano
significativo ao hospedeiro, sendo influenciada por fatores bioquimicos, metabdlicos e
estruturais que determinam sua eficiéncia em colonizar, invadir e se multiplicar nos tecidos.
Entre os principais determinantes de viruléncia estdo a capacidade de aderir as células do
hospedeiro, invadir tecidos e evadir mecanismos de defesa. Esses processos sdo especializados
e regulados por ilhas de patogenicidade, que codificam sistemas de secrecao, proteinas efetoras
e fatores que facilitam a sobrevivéncia intracelular e a disseminagdo sistémica. (Fardsanei et
al., 2018; Morasi et al., 2022)

Salmonella spp. e Escherichia coli destacam-se como microrganismos
significativos responsaveis por causar doengas ¢ morte em todo o mundo (Heredia e Garcia,
2018). Esses microrganismos tém sido detectados em diversos alimentos e a industria por sua
vez, movimenta-se para adotar métodos eficazes objetivando aumentar a seguranga e prolongar

a vida util dos alimentos (Olatunde, Shiekh e Benjakul, 2021; Subrahmanyam et al., 2024).

2.1.1 Salmonella spp.

A Samonella spp. € considerada um patdégeno comum que pode ser transmitido por
alimentos causando infec¢ao alimentar e colite em seres humanos. Sorovares de Salmonella sao
capazes de se espalhar e infectar através de alimentos para humanos, causando enormes
prejuizos a seguranca alimentar e a saude publica (Sodagari et al., 2020; Wang et al., 2023).

Salmonella spp. sdo bacilos gram-negativos geralmente mdveis que pertencem a
familia Enterobacteriaceae (Silva et al., 2024). H4 aproximadamente 2500 sorotipos de
Salmonella enterica, baseados nos antigenos O e H, dentre elas, 2000 podem infectar seres
humanos causando sintomas brandos até doengas mais graves (Sodagari et al., 2020).

Infecgdes por Samonella spp. (salmonelose) podem causar comorbidades severas e

até morte ndo apenas em paises subdesenvolvido, mas também em paises desenvolvidos.
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Recentemente, estudos reportam registros de surtos de infeccdo por Samonella Typhimurium
na Europa sendo a causa associada a produtos de chocolate (Korkeala, Koskela e Jalava, 2024;
Wang et al., 2023).

A contaminagdo por Sal/monella spp. ainda prevalece em alimentos de origem
animal, principalmente em aves, carnes cruas, ovos e seus produtos (Sun et al., 2021). Mas
também pode ocorrer contaminagdo desta bactéria em alimentos de origem vegetal (CDC,
2024b; Melo, de etal., 2021). A Salmonella spp. sdo patdgenos responsavel por causar centenas
de milhdes de infecgdoes em todo o mundo, resultando em 100 milhdes de casos
aproximadamente de gastroenterite. Além disso, cerca de 80% das doencas estdo associadas a

alimentos contaminados por Sa/monella spp. (Xu et al., 2024).

2.1.2 Salmonella Typhimurium

Os sorovares Typhimurium (S. Typhimurium) e Enteritidis (S. Enteritidis)
pertencentes ao grupo das Sal/monella enterica nao tifoides e configuram-se como os principais
agentes etiologicos de salmonelose em humanos. Estimativas a nivel global apontam que as
infeccdes nao tifoides resultam em aproximadamente 93 milhdes de casos anuais de
gastroenterite e cerca de 155.000 mortes por ano, evidenciando sua relevancia epidemioldgica
(Shaji, Selvaraj e Shanmugasundaram, 2023).

A manifestacao clinica da doenga pode variar de gastroenterites mais simples a
quadros graves, dependendo de fatores como sorovar envolvido, idade, condi¢cao imunoldgica
e estado nutricional do hospedeiro. A literatura descreve que a dose infectante para lactentes
pode ser extremamente baixa, na ordem de 10? células bacterianas, sendo ainda inferior em
individuos imunocomprometidos, o que refor¢a o elevado potencial de risco associado a este
patogeno, mesmo em contaminagdes de baixa intensidade em alimentos frescos (Fabrega e Vila,

2013; Shaji, Selvaraj e Shanmugasundaram, 2023).

2.1.3 Escherichia coli

E. coli é¢ uma bactéria indicadora de contaminacdo fecal devido a sua prevaléncia
em fezes de humanos e animais que compreende um grupo de bactérias gram-negativas
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Fermentadora da lactose, suas células possuem

formas de bacilos, podendo ser imdveis ou moveis (Heredia e Garcia, 2018; Chen et al., 2024).
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Ainda que algumas cepas de E.coli sejam consideradas benignas, ha existéncia de
variantes patogénicas que causam graves doengas, apresentando risco para populagdo. Dentre
as cepas patogénicas, com base em seus fatores de colonizacdo e mecanismos de viruléncia,
pode-se destacar: E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC) e E. coli aderente difusiva (DAEC) (Heybet et al., 2024).

Dentre as E.coli, a (STEC) tornou-se um dos principais patogenos transmitido por
alimentos e agua. Esta bactéria produz uma toxina denominada toxina Shiga que € responsavel
por 20% dos casos de doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo. Estudos relatam
que a E.coli O157:H7 pode resultar em diarreia com sangue e até¢ doengas graves como colite
hemorragica, pirpura trombocitopenia trombotica e faléncia permanente de 6rgdos. Seu alto
potencial de patogenicidade e capacidade letal torna-se uma ameaga para saude humana, sendo
uma preocupacao de grande magnitude para satide publica em todo o mundo (Rani et al., 2021;

Zhao et al., 2024).

2.2 Agrido (Nasturtium officinale R.Br.)

O agrido (N. officinale) ¢ uma planta pertencente a familia Brassicaceae, originaria
da Asia e da Europa. Caracterizada por caules rastejantes ou flutuante, irregulares e com
comprimento variando entre 10 a 60 cm, suas folhas sdo de coloracao verde-escura, enquanto
a inflorescéncia € composta por flores pequenas, brancas, com quatro pétalas. Tradicionalmente
utilizado na alimentagdo humana em diferentes areas da culinaria como em sopas, pratos de
carne, massas € também em salada, assim como na medicina popular. O agrido tem despertado
crescente interesse da comunidade cientifica devido a sua composi¢ao fitoquimica e aos seus
multiplos potenciais (Klimek-Szczykutowicz; Szopa; Ekiert, 2018).

Do ponto de vista nutricional e funcional, o agrido ¢ uma fonte relevante de
glucosinolatos, flavonoides, polifendis, vitaminas (A, C, E e do complexo B) e minerais (ferro,
calcio, potassio, zinco). Os glucosinolatos, em particular, sdo precursores de isotiocianatos
compostos bioativos com reconhecida agdo antioxidante, anti-inflamatoria e anticarcinogénica.
A presenga de flavonoides como a quercetina e kaempferol também reforga o perfil antioxidante
da planta (Klimek-Szczykutowicz et al., 2019; Zaman et al., 2024)

Além do uso popular, o agrido também vem sendo explorado na industria de
alimentos e farmacéutica, principalmente devido ao seu perfil funcional. Sua incorporacdo em

produtos naturais e nutracéuticos estd em expansdo, sendo valorizado por alegacdes ao seu
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potencial de promover melhorias a saude cardiovascular, auxiliar no fortalecimento do sistema
imune e atuar na prevencao de doencgas cronicas ndo transmissiveis (Klimek-Szczykutowicz et
al., 2019).

Em contrapartida, alguns estudos reportam que o agrido (N. officinale) pode estar
associado a contaminag¢do microbioldgica, especialmente por patdgenos de origem fecal,
devido as condigdes de cultivo em ambientes aquaticos. O agrido ¢ uma hortalica amplamente
consumida, sendo geralmente ingerida crua, sem qualquer tipo de cozimento ou tratamento
térmico, o que agrava os riscos a saude publica associados ao seu consumo (Googoolee et al.,
2020).

Estudos anteriores reforcam os riscos microbiologicos associados ao consumo de
agridao cru. Um exemplo foi o surto ocorrido na Inglaterra, em 2013, onde 19 pessoas
adoeceram, algumas necessitando de hospitalizagdo, apos a ingestdo de agrido contaminado
com a cepa virulenta Escherichia coli O157. A origem da contaminagao foi atribuida as criagdes
de gado nas proximidades e ao escoamento de dgua contaminada para os leitos de cultivo
(Jenkins et al., 2015). Além disso, estudos conduzidos por Donnison, Ross e Dixon (2009)
confirmam essas preocupagoes, ao identificarem E. coli e Campylobacter respectivamente em
amostras de agrido, sendo que mais da metade das amostras coletadas na Nova Zelandia nao
atenderam aos critérios de seguran¢a alimentar estabelecidos.

Figura 1 — Agrido (N. officinale R. Br.) em pleno estagi etativo

Fonte: USDA Plants Database.
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2.3 Tecnologias Térmicas e Sanitizantes

Os tratamentos baseados na utiliza¢do do calor sdo considerados métodos de
conservagdo convencional sendo os mais utilizados nas industrias. O processamento térmico
garante a seguranca alimentar e melhora a vida util, mas também pode afetar adversamente a
qualidade dos alimentos. Esses métodos sdo eficientes no ponto de vista microbioldgico,
principalmente quando submetido ao processo de esterilizagdo, porém causam danos na matriz
alimentar afetando diretamente a composi¢do nutricional, a qualidade sensorial, e em alguns
casos, a estrutura da matriz (Miguel et al., 2023;Lopes, S. Sant’Ana e Freire, 2023).

Ainda que a inativacdo microbioldgica possa ser alcancada com o uso de
tecnologias térmicas, esses métodos ainda apresentam algumas limitagdes podendo resultar na
degradacao da qualidade dos alimentos. Além disso, quando os microrganismos sao capazes de
produzir toxinas ou biofilmes, € requerida condigdes mais severas de temperatura, tornando-se
um problema para o produto, principalmente do ponto de vista nutricional e sensorial. Nesse
sentido, métodos que nao envolvem o calor representa uma abordagem promissora e vém sendo
explorado pela industria de alimentos para manter a qualidade do produto enquanto sao capazes
de descontaminar os alimentos (Subrahmanyam et al., 2024).

Ja os métodos quimicos tradicionais, como a cloragdo, apresentam limitacdes
significativas do ponto de vista microbiologico, toxicoldgico e tecnologico (Ramos et al.,
2013). Embora o hipoclorito de s6dio seja amplamente empregado devido ao baixo custo e a
relativa facilidade de aplicacao, sua eficacia pode ser reduzida na presenca de matéria organica,
nos quais microrganismos patogénicos podem persistir. Além disso, o uso de cloro estd
associado a formagao de subprodutos da desinfec¢do, como trialometanos e acidos haloacéticos,
compostos potencialmente tdxicos, o que levanta preocupagdes em termos de seguranca
quimica (Ramos et al., 2013). Do ponto de vista microbioldgico, hé relatos de microrganismos
com maior tolerancia aos desinfetantes clorados, especialmente quando associados a superficies
vegetais complexas comprometendo a eficacia do tratamento. Quanto a questdo sensorial, o
cloro pode conferir sabor e odor residuais indesejaveis, alterando o perfil sensorial original dos
produtos frescos. Nesse cendrio, torna-se pertinente a busca por tecnologias nao térmicas,
capazes de promover inativacdo microbiana com menor formagdo de subprodutos quimicos e

menor impacto sensorial (Mao et al., 2021; Pinela et al., 2016).
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2.4 Tecnologias nao térmicas

Estudos relacionados ao impacto de novos métodos de conservagdo e de
processamento de alimentos utilizando tecnologias ndo térmicas na promog¢ao da seguranga
alimentar, melhoria nas propriedades funcionais, nutricionais e sensoriais tem sido avaliados.
Como nao ha uma tnica técnica que apresente alto potencial para todos os requisitos avaliados,
a crescente busca por novas tecnologias para substituir os tratamentos térmicos e superar as
limitagdes torna-se fundamental. As principais tecnologias aplicadas sdo ultrassom, plasma ftio,
luz pulsada, ozonio, alta pressao, didxido de carbono supercritico, ultravioleta (UV) e campo
elétrico pulsado (Lopes, S. Sant’Ana e Freire, 2023).

No geral, as tecnologias emergentes promovem a manuten¢do da qualidade
sensorial, melhoria na qualidade nutricional, estabilidade dos alimentos, contribuindo para
otimizar os processos, diminuindo gastos energéticos e melhoria da sustentabilidade ambiental.
Plasma frio, luz pulsada e ultrassom, sdao tecnologias promissoras, ja reconhecidas pelo seu
potencial de reduzir a carga microbiana, inativar atividade enzimatica e contribuir para
concentracdo de compostos bioativos. Com isso, a crescente demanda por alimentos de alta
qualidade tem levado ao desenvolvimento de tecnologias de processamento nao térmico. Logo,
o aprimoramento do uso dessas tecnologias, bem como estudos aprofundados para sua

aplicacao buscando melhores resultados tornam-se necessarios (Pohl et al., 2022; Cai et al.,

2024).

2.4.1 Plasma Frio

2.4.1.1 Aspectos Gerais da Tecnologia Plasma Frio

A tecnologia de Plasma Frio (CP) € caracterizada como processamento ndo térmico
que utiliza eletricidade e gases transportadores reativos e estd sendo atualmente explorada na
industria alimenticia e ¢ aplicada como uma alternativa para inativar enzimas, destruir
microrganismos, preservar alimentos e manter a qualidade sem empregar agentes quimicos
antimicrobianos ou técnicas tradicionais de processamento térmico (pasteurizagdo,
esterilizagdo) para manter os atributos de qualidade sensorial e nutricional dos alimentos (Wang
et al., 2022).

O plasma consiste em um gas que pode ser parcial ou totalmente ionizado. Uma

variedade de gases tem sido empregada como gas de processo para geracao de plasma, como o
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hélio (He), argonio (Ar), nitrogénio (N) ou sua combinagdo com oxigénio, contendo em sua
composi¢do espécies reativas de oxigénio (ROS: O, 02, O3 e OH), espécies reativas de
nitrogénio (RNS: NO, NO2 e NOx), radiacdo ultravioleta (UV), radicais livres, e particulas
carregadas (Bezerra et al., 2023; Saremnezhad et al., 2021).

A acdo antimicrobiana do plasma esta relacionada principalmente a geragao dessas
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). As espécies reativas de oxigénio
(ROS) sdo oxigénio atdmico (O), anion superdxido (O2-), 0zonio (O3), oxigénio singlete (102)
e radical anion carbonato (CO3—). Ja as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo nitrogénio
atomico (N), nitrogénio excitado (N2), 6xido nitrico (NO), radical didéxido de nitrogénio (NO2),
peroxinitrito (ONOO-) e acido peroxinitroso (OONOH). Entre as moléculas carregadas, o
radical hidroxila (OH), o peréxido de hidrogénio (H202) e os elétrons servem como espécies
reativas promissoras que podem descontaminar bactérias (Yang et al., 2020). Esses agentes
atacam alvos bioldgicos essenciais, promovendo peroxidagdo lipidica, desnaturagdo de
proteinas estruturais e enzimadticas, ruptura da parede celular, alteracio do potencial
transmembrana e dano ao DNA por quebras de fita e oxidacao de bases nitrogenadas (Laroque
et al., 2022).Em paralelo, ha a emissao de fotons UV e o impacto fisico de ions e elétrons
acelerados, que contribuem para a desestabilizagdo da célula microbiana (Anuntagool et al.,
2023).

Além do efeito bactericida direto, o plasma frio também exerce efeito
bacteriostatico. Exposi¢ao a niveis subletais pode comprometer a integridade da membrana
celular, reduzir a atividade metabdlica e induzir alteragdes morfoldgicas, como encurtamento
celular e transi¢ao da forma bastonete para esférica, ja relatada em E. coli e Staphylococcus
aureus (Dezest et al., 2017). Tais alteracdes favorecem a entrada dos microrganismos em estado
VBNC, no qual permanecem metabolicamente ativos, porém ndo cultivaveis por métodos
tradicionais, mantendo potencial risco a saude publica. Além disso, estudos indicam que o
plasma pode interromper os sinais de quorum sensing, reduzindo a expressdao de fatores de
viruléncia e a formagao de biofilmes, o que reforca seu potencial como tecnologia de controle
microbiano eficaz e preventiva (Gan et al., 2021).

O processamento utilizando plasma pode ser dividido em térmico e ndo térmico e
difere devido o mecanismo de geracdo. O plasma térmico requer alta temperatura, o que gera
alta energia com todas as espécies quimicas constituintes em equilibrio termodinamico, sem
transferéncia de energia entre si. J4 o plasma ndo térmico, ha um desequilibrio termodinadmico
entre as espécies, € sua geragao ocorre sob pressdo atmosférica ou de vicuo com temperatura

variando abaixo de 60 °C e os elétrons transferem energia dentro de cada colisdo sendo
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requerido pouca eletricidade. Devido a baixa temperatura nas aplicagdes de plasma frio, torna-
se mais adequado para aplicagdo em alimentos, assim como o custo energético ¢ mais baixo se
comparado com as tecnologias mais utilizadas atualmente (Liu et al., 2024; Subrahmanyam et
al., 2024).

A maioria dos tipos de plasma relatados na literatura sdo subcategorias ou
combinagdes de descargas de barreira dielétrica (DBD), plasma de descarga luminosa (glow

plasma), descargas corona, jatos de plasma ou descargas de micro-ondas (fig. 2).

Figura 2 — Diferentes configuracdes de fontes de plasma: a) Descarga de barreira dielétrica
(DBD) b) Descarga de micro-ondas c) Jato de plasma a pressdo atmosférica d) Descarga
corona
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Fonte: Adaptado de Surowsky et al., 2015; Lui et al., 2024.

O plasma de descarga luminosa (glow discharge) ¢ gerado em uma camara sob
vacuo, onde um gas ¢ continuamente introduzido. A ionizagdo ocorre pela aplica¢do de alta
voltagem entre dois eletrodos, formando ions e elétrons que sustentam o plasma. Fontes de
energia em alta frequéncia mantém o processo, enquanto a bomba de vacuo garante o fluxo
constante e a estabilidade do sistema. Em particular, apresenta vantagens como baixa
temperatura operacional, estabilidade do campo elétrico e penetracdao uniforme (fig. 3) (Galaly

e Dawood, 2024).
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Figura 3 — Configuracdo do plasma de descarga luminosa (glow)
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Fonte: elaborado pela autora.

2.4.1.2 Aplica¢do em Alimentos

Estudos mais recentes tém demonstrado uma significativa ampliagdo na
investigacao referente a aplicacdo do plasma frio no processamento de alimentos. Pesquisas
indicam a eficécia deste procedimento na inativagdo de microrganismos patdégenos de origem
alimentar, Subrahmanyam et al. (2024) no acondicionamento de embalagens, Ziuzina et al.
(2020), degradacao de toxinas, Liu et al. (2024) e na inativa¢ao de enzimas degradativas.

A efetividade antimicrobiana promovida pelo CP ¢ determinada por uma série de
parametros, incluindo fatores ambientais como temperatura, umidade, caracteristicas
intrinsecas do alimento, umidade, pH, composi¢do, volume, propriedades de superficies e
parametros de processamento do plasma como voltagem, frequéncia, gas de utilizacdo, fluxo,
tempo de tratamento, tipo de eletrodo utilizado, headspace e caracteristicas do microrganismo.
(Feizollahi, Misra e Roopesh, 2021).

As combinagdes gasosas produzidas durante a CP geram espécies reativas
importantes que desempenham papel essencial para inativagdo por meio da agressao na parede
celular do microrganismo que possui influéncia nos componentes intracelulares. Essas espécies
reativas promovem estresse oxidativo e ruptura da membrana celular por meio de peroxidagao
lipidica, inativagdo de enzimas, desnaturagdo proteica, oxidagdo de aminodcidos e clivagem do

acido desoxirribonucleico (DNA) de acordo com a fig. 4 (Bourke et al., 2018; Gan et al., 2021).



21

Figura 4 — Mecanismo de agdo do plasma frio na célula microbiana
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Fonte: Adaptado de Subrahmanyam et a/,. 2024.

Pesquisas realizadas por Albertos et al. (2019) utilizando como matéria-prima o
peixe arenque do Atlantico observaram que a variacdo da voltagem produzida pelo plasma
possui impacto significativo na redugdo microbiana, na oxidagdo lipidica, bem como na
mudanca de cor. Uma voltagem mais alta de tratamento com o plasma DBD (80 kV por 5 min)
demonstrou uma maior eficdcia na inibicdo de microrganismos. Utilizando uma voltagem
menor (70 kV) resultou em uma menor perda de tonalidade vermelha e um aumento minimo na
tonalidade amarela, sugerindo que ocorreu uma menor oxidagao lipidica.

Kim e Min (2018) ao realizarem estudos da correlagdo entre a vaporizagdo de
umidade e o sistema DBD observaram que a redu¢do microbiana apresentou uma relacao
inversa com a frequéncia (15-35 kHz) e uma relacdo direta com o tempo de tratamento (2—-20
minutos). A aplicagdo do sistema DBD em conjunto com a vaporizacdo de umidade a 15 kHz

de frequéncia por 20 minutos resultou na maior redugdo de S. Enteritidis, E. coli O157 e L.
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monocytogenes (3,1, 1,4 e 1,1 log UFC/cm?, respectivamente) em flocos de cebola, sem
alteracdo na morfologia, cor e umidade.

A inativagdo de E. coli e L. innocua em morangos e folhas de espinafre utilizando
o tratamento DBD em modo estatico e continuo foi investigada por Ziuzina et al. (2020). Os
autores observaram que o tratamento estatico demonstrou alcangar efeitos antimicrobianos
superiores em comparagdo com o tratamento continuo para E. coli e L. innocua ambos
inoculadas em espinafre € E. coli em morangos, com redugdes de (2,20, 1,70 e¢ 2,00 log
UFC/mL), respectivamente. No entanto, para L. innocua inoculada em morangos, o tratamento
continuo mostrou-se mais eficaz, com uma reducdo de 3,80 log UFC/mL. Este efeito
antimicrobiano estd intimamente relacionado com interagdo das espécies reativas formadas com
a matriz durante o processamento com o plasma.

Outro estudo conduzido por Prasad et al. (2017) que avaliaram a qualidade de
tomates inoculados com E. coli, investigou a estabilidade microbiana durante o armazenamento
apos a aplicagdo de descarga de barreira dielétrica (DBD) atmosférica a 15 e 60 kV, por 5, 10,
15 e 30 minutos. O tratamento com DBD a 60 kV por 15 minutos promoveu a maior redugao
de E. coli, alcancando aproximadamente 6 log UFC/mL apds 48 horas de armazenamento a 4
°C.

Estudos utilizando plasma de descarga luminosa sdo mais escassos, porém, Yang
et al. (2020) realizaram um estudo com plasma de descarga luminescente com foco na
degradacao de Escherichia coli resistente a antibidticos contendo genes de resisténcia (tetA,
tetR, aphA) e o gene de transposase (tnpA) em solugao salina estéril. Os autores demonstraram
que o plasma foi capaz de inativar efetivamente a E. coli resistente, promovendo a remogao dos
genes de resisténcia antimicrobiana reduzindo o risco de sua transferéncia horizontal. Apos 15
minutos de tratamento, observou-se uma reducdo de aproximadamente 4,7 log, medida por
quantificagdo de rRNA 16S, evidenciando o forte potencial do plasma por descarga luminosa

para inativacdo microbiana e degradagao genética.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia do plasma frio luminoso na reducdo da carga microbiana de
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium e Escherichia coli inoculadas em

folhas de agrido fresco.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito dos parametros de fluxo de gés e tempo de processamento do plasma
frio para inativagao de S. Typhimurium e E.coli inoculadas em folhas de agrido;

e Auvaliar o efeito dos parametros de fluxo de gés e tempo de processamento da tecnologia
nao térmica para inativagao de S. Typhimurium e E.coli em suspensao;

e Auvaliar a viabilidade celular pelo método MTT e verificar a possivel presenca de células
em estado vidvel, mas nao cultivavel (VBNC);

e Verificar através da microscopia eletronica de varredura a possivel alteracao na célula

dos microrganismos apos 0s processamentos.



24

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e preparo do estoque das cepas microbianas

Os microrganismos foram obtidos do banco da Cole¢do Americana de Cultura de
Tipo. As culturas estoque de cada microrganismo S. Typhimurium ATCC 14028 e E.coli ATCC
25922 foram armazenadas sob temperatura de congelamento em criotubos de 2,0 mL,

conservadas em solucdo de glicerol.

4.1.1 Preparagdo do inoculo de S. Typhimurium

A cepa bacteriana de Salmonella Typhimurium foi cultivada em meio seletivo Samonella-
Shigella (SS) (HiMedia, india) para confirmacio da pureza das colonias, com auxilio da
coloragdo de Gram e observacdo em microscopio optico. Para a ativacdo do microrganismo,
1% da cultura estoque foi inoculado em caldo BHI (HiMedia, India) e incubado a 37 °C por 18
h sob agitagdo a 125 rpm para posterior padronizacdo da cepa a partir das medigdes de

densidade Optica e contagem em placas.

4.1.2 Preparacdo do inoculo de E.coli

Culturas de E.coli foram semeadas em agar MacConkey para isolamento e posterior
confirmacgao das coldnias tipicas através da coloragao de Gram e visualizagdo em microscopio.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida, apds a confirmacao, realizou-se o
processo de ativa¢do em meio de cultura ndo seletivo BHI (HiMedia, India) a partir da adigéo
de 1% da cultura, seguida da incubag@o em sua temperatura 6tima de crescimento (37 °C) sob
agitacdo de 125 rpm por 24 h. Medi¢des de densidade Optica e contagem de placas foram
utilizadas para a padroniza¢do da cepa de acordo com a quantidade de log UFC/ml inicial

desejada.

4.1.3 Obtencgdo das suspensoes microbianas padronizadas

Para obten¢a@o da suspensdo padronizada com 7-8 log UFC/mL, os microrganismos

em fase exponencial de crescimento foram centrifugados a 4500 xg durante 15 min a 4 °C em
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agua peptonada a 0,1% (Alves et al., 2024; Tahi et al., 2021) Apds a centrifugacdo foram
realizadas leituras de absorbancia a partir da densidade dptica em um comprimento de onda de
620 nm, utilizando um espectrofotometro. Cada suspensdo bacteriana preparada para leitura em
espectrofotometro foi submetida a diluigdes seriadas para contagem em placas utilizando a
técnica da gota para S. Typhimurium e E.coli objetivando a obten¢do de uma suspensio ajustada
para ~7-8 log UFC/mL de cada microrganismo respectivamente. Medi¢des de densidade optica
e contagem em placas foram utilizadas para o preparo das suspensdes padronizadas com
concentracao inicial do log de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) que
posteriormente foram inoculadas em agrido e submetidas aos tratamentos ndo térmicos por

plasma frio.

4.2 Preparo do agrido (V. officinale) e inoculagao das cepas

O agrido (N. officinale), adquirido em mercado local na cidade de Fortaleza-CE sem
danos mecanicos visiveis foi selecionado e submetido a processo de higienizagao com solugao
de hipoclorito de s6dio (NaClO, 100 ppm por 15 min) (Mcglynn, 2016). Em seguida, as folhas
foram lavadas com 4gua destilada estéril para remocao de residuos do sanitizante. Apds a
higienizacao, o material vegetal foi transferido para o interior de uma cabine de fluxo laminar
previamente esterilizada, onde permaneceu para secagem sob condi¢des assépticas por 30 min
(Pontes et al., 2026). Posteriormente, aliquotas de aproximadamente 1 g de folhas de agrido
foram pesadas e acondicionadas em placas de Petri estéreis para posterior inoculagdo dos

microrganismos (fig. 5).

Figura 5 — Folhas de agrido acondicionadas em placas de Petri para processamento

Fonte: elaborado pela autora.
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Apos a pesagem das amostras de agrido, procedeu-se a etapa de inoculagdo, a qual
foi realizada apos a padronizagdo das cepas microbianas utilizadas, por meio da adigdo de 100
puL de suspensdo microbiana com concentragdo ajustada para 7 - 8 log UFC/mL. Em seguida,
as placas contendo as amostras inoculadas foram mantidas sob fluxo laminar estéril para
secagem, visando a posterior aplica¢do dos tratamentos de descontaminagao por plasma frio de
descarga luminosa. Placas controle, ndo submetidas a nenhum tipo de tratamento, também
foram preparadas para fins comparativos. A estabilidade microbioldgica do agrido foi avaliada
apos 24, 72 e 120 h de armazenamento sob temperatura de 4 °C, para cada condigdao

experimental testada.

4.3 Processamentos nao térmicos

Os processamentos e analises foram realizados no Laboratdrio de Biotecnologia no
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEAL) e Laboratério de Andlises e
Desenvolvimento de Processos no Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da

Universidade Federal do Ceara.

4.3.1 Aplicacdo do plasma frio de descarga luminosa para inativagdo de S. Typhimurium e
E.coli inoculadas em agridao

O tratamento com plasma frio foi realizado utilizando um sistema de plasma de
descarga de gas PE-50 (Plasma Etch, EUA), operando com ar sintético (grau FID 4.0, pureza
de 99,95%, White Martins, Brasil), a uma radiofrequéncia de 50 kHz e uma diferenca de
potencial elétrico de 80 kV. Folhas de agrido foram colocadas em placas de Petri e introduzidas
na camara de vacuo do sistema de plasma frio de descarga luminosa (19 x 22 x 9 cm), mantida
a uma pressao de aproximadamente 0,3—0,4 bar a temperatura ambiente de 25 °C, utilizando ar

sintético como gés de excitacdo (fig. 6) (Morais, de et al., 2024).
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Figura 6 — Processamento por plasma frio de descarga luminosa
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Fonte: elaborado pela autora.

As amostras foram submetidas a diferentes condi¢des experimentais, variando o
fluxo de gas (10, 20 e 30 ml/min) e o tempo de exposi¢do (10, 15 e 20 min). O tempo de
armazenamento das folhas de agrido, tanto tratadas quanto do grupo controle, também foi
avaliado em 24, 72 e 120 h apds o tratamento com plasma para cada condi¢do experimental,
com todas as amostras armazenadas a 4 °C durante o periodo de avaliagdo. Essas condicdes
foram selecionadas com base em estudos preliminares e nos limites de processamento do
equipamento. As condi¢cdes de tempo e temperatura foram selecionadas considerando o

armazenamento comercial utilizado para o agrido (Tabela 1).



28

4.3.2 Aplicagdo do plasma frio de descarga luminosa para inativagdo das suspensoes de S.
Typhimurium e E.coli

Para os ensaios conduzidos com o plasma frio de descarga luminosa apenas com as
suspensdes microbianas, as mesmas foram submetidas ao tratamento conforme os parametros
estabelecidos no estudo (Tabela 1). Os processamentos foram conduzidos em um gerador de

plasma frio de descarga luminosa como descrito na se¢do 4.3.1.

Tabela 1 — Condigdes experimentais utilizadas no estudo

Caédigo do Fluxo de gas Temp.o fl ¢ . . Tempo de
. exposicao Microrganismos
tratamento (ml/min) . armazenamento
(min)
E. coli,

F10T10 10 10 COtL, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F10T15 10 15 E. coli, 24.72,120 h
S. Typhimurium

F10T20 10 20 E. coli, 24.72,120 h
S. Typhimurium

F20T10 20 10 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F20T15 20 15 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F20T20 20 20 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F30T10 30 10 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F30T15 30 15 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

F30T20 30 20 E. coli, 24,72,120 h
S. Typhimurium

E. coli,
Controle — — S Typhimurium 24,772,120 h

Fonte: elaborado pela autora.

4.4 Analises Microbiologicas

4.4.1 Enumeracdo de bactérias

Dilui¢cdes em série foram realizadas em d4gua peptonada com a suspensdo
microbiana e com as folhas de agrido previamente contaminadas, considerando as amostras de
antes e depois dos tratamentos ndo térmicos para avaliar a carga microbiana de S. Typhimurium
e E.coli. A presenca de colonias tipicas foram avaliadas através da técnica de plaqueamento

com método da gota em meio de cultura seletivo considerando cada microrganismo. As placas
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foram incubadas a 37 °C para S. Typhimurium e E.coli por 24 h (Herigstad; Hamilton; Heersink,
2001; Tavares et al., 2025). Para cada experimento, todas as andlises microbioldgicas foram
realizadas em triplicata. O nimero de colonias para cada patogeno foi calculado e expresso
como o log de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL e/ou g) de suspensao
bacteriana estimadas usando o método de contagem de colonias culturais em placa com limite
de detecgdo de 1,5 UFC/g e/ou mL. A eficacia dos tratamentos ndo térmicos foi avaliada por

meio da redugdo da carga microbiana, conforme expressa na Equacao 1:

Log f = log (NO) — log (N) (1)

Onde NO representa a populagdo inicial de microrganismos antes do tratamento (UFC/mL

e/ou g) e N € a carga microbiana apo6s os tratamentos (UFC/mL e/ou g)

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT

A viabilidade celular das culturas bacterianas de Escherichia coli e S. Typhimurium
foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico com MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio brometo]. Este método baseia-se na capacidade das células metabolicamente
ativas de reduzir o sal de tetrazolio (amarelo) a cristais insoltiveis de formazan (cor roxa), os
quais sdo posteriormente solubilizados e quantificados por leitura espectrofotométrica.

Para realiza¢dao do ensaio foram utilizadas culturas frescas de E. coli e Salmonella,
placas de 96 pogos estéreis, solugdo de MTT (5 mg/mL em PBS estéril), solugao de
solubilizag¢do isopropanol, tampao fosfato salino (PBS), meio BHI, micropipetas e ponteiras
estéreis, incubadora a 37 °C e espectrofotdmetro de microplacas.

Inicialmente, culturas bacterianas frescas foram obtidas a partir da inoculagdo das
cepas em caldo BHI, seguido de incubacdo a 37°C por 16-18h. Apds centrifugacido e
respectivas lavagens com PBS, as suspensdes bacterianas foram ajustadas para uma densidade
celular padronizada correspondendo aproximadamente a 7-8 log UFC/mL. Suspensdes
bacterianas foram submetidas aos processamentos por plasma frio e seguida homogeneizadas
por vortex e utilizadas diretamente no ensaio. Pogos contendo apenas meio de cultura serviram
como controle (branco). Ainda foram preparados controles positivos com células inativadas
através do método de esterilizacdo com autoclave.

Em seguida, 100 pL da suspensdo bacteriana foram distribuidos em cada pogo de

uma placa de 96 pogos estéril. Posteriormente, adicionaram-se 10 uL. da solugdo de MTT
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(5 mg/mL) em cada poco, evitando a formagao de bolhas e protegendo a placa da luz direta. As
placas foram novamente incubadas a 37 °C por um periodo de 2 h, durante o qual as células
viaveis reduziram o MTT, formando cristais insoliiveis de formazan no interior das células.
Apbs a incubagdo, as amostras foram centrifugadas com posterior descarte do
sobrenadante e adicionou-se 100 pL isopropanol como solucdo de solubilizagdo para dissolver
os cristais de formazan. A placa foi suavemente agitada por 10 a 15 minutos até a completa
homogeneizagdo da coloragdo purpura. A absorbancia foi medida em 570nm em
espectrofotometro de microplacas, utilizando 630 nm como comprimento de onda de referéncia
para correcdo do fundo. Todas as amostras processadas foram avaliadas em 0, 24 ¢ 72h apos o

processamento (Oh e Hong, 2022; Xu et al., 2023).

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As suspensdoes microbianas foram preparadas para analise em microscopia
eletronica de varredura (MEV), visando observar as possiveis alteracdes morfologicas apds os
tratamentos nao térmicos, conforme protocolo adaptado de Fonteles et al. (2024) e Tahi et al.
(2021). As células bacterianas foram coletadas por centrifugacao e lavadas sequencialmente
com tampao cacodilato. Em seguida, realizou-se a fixag@o adicionando glutaraldeido 2,5% (v/v)
em tampao cacodilato ao pellet, mantendo-se em contato por, no minimo, 1 h. Apoés a fixagao,
o glutaraldeido foi removido e o pellet lavado com &4gua deionizada. A desidratacao foi
conduzida com etanol em concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). As
amostras foram secas a temperatura ambiente (25 °C), fixadas em suportes de observagdao com
fita condutora de carbono e recobertas com ouro/paladio. A observacdo foi realizada em
microscopio eletronico de varredura para avaliagdo das estruturas superficiais (Miguel et al.,

2023).

4.5 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados sdo
apresentados como média + desvio padrao. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) para determinar o efeito das condi¢des de tratamento com plasma frio (vazdo de gas,
tempo de exposicdo e periodo de armazenamento) na contagem microbiana e na viabilidade
celular. Quando diferencgas estatisticamente significativas foram detectadas (p < 0,05), o teste

de comparagdes multiplas de Tukey foi aplicado para comparar as médias entre os tratamentos.
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O intervalo de confianga de 95% foi adotado para todas as analises. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software Statistica, versao 10 (StatSoft, EUA).

4.6 Modelagem cinética

Para descrever a cinética de sobrevivéncia ndo linear, foram empregados dois
modelos complementares. O modelo de Weibull foi utilizado para avaliar a distribuicdo da
resisténcia na populagdo microbiana, enquanto o modelo de Peleg-Corradini foi selecionado
por sua capacidade de quantificar a recuperagdo microbiana (recrescimento) durante o
armazenamento de acordo com Bermudez-Aguirre e Corradini, (2012), um fenomeno
frequentemente negligenciado por modelos baseados puramente na inativagdo. A capacidade
preditiva e a qualidade do ajuste dos modelos foram avaliadas utilizando o coeficiente de
determinagdo (R?) como critério principal. Todos os pardmetros foram estimados por meio de
regressdo nao linear, utilizando um script personalizado em Python com a biblioteca
scipy.optimize.curve fit. O pré-processamento dos dados incluiu a inser¢ao da coordenada
(0,0) para representar o estado imediatamente ap6s o tratamento, € um limite de detec¢ao de 1,5

UFC/g foi adotado para os célculos.

4.6.1 Modelo Weibull

O modelo de Weibull foi utilizado para avaliar a distribuicao da resisténcia na
populagdo microbiana. Ele ¢ particularmente eficaz para descrever a inativacao irreversivel,

onde a populagao exibe sensibilidade ao estresse oxidativo acumulado.
N t\P
logso (31) = = (5) @)

Onde:
0 (Tempo Caracteristico): Representa o tempo necessario para a primeira redugdo decimal na populagao.
p (Parametro de Forma): Indica a curvatura do grafico de sobrevivéncia (concavo para cima se p <I,

cdncavo para baixo se p >1), refletindo a cinética de achmulo de danos.

4.6.2 Modelo Peleg-Corradini

O modelo de Peleg-Corradini foi selecionado por sua capacidade de quantificar a

potencial recuperagdo microbiana (recrescimento) durante o armazenamento, um fendémeno
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frequentemente negligenciado por modelos baseados puramente na inativagdo. Este modelo

leva em consideragdo o destino metabodlico de células subletalmente lesionadas.

logao () = = (52) + (-0 ®)

a (Taxa Inicial): A inclinagdo da curva no tempo zero, representando o impacto imediato do tratamento
na populag@o.

b (Resisténcia): Uma constante cinética que mede a rapidez com que a taxa de inativagdo diminui a
medida que a populagdo atinge uma assintota.

¢ (Taxa de Recuperagdo): Um parametro que representa o crescimento pds-processamento. Um valor de
¢ > 0 indica a ressuscita¢do ou recrescimento de células danificadas, enquanto ¢ < 0 indica inativacdo

continua durante o armazenamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reducio microbiana de E.coli

Os tratamentos com plasma frio de descarga luminosa resultaram em redugdes
logaritmicas significativas de E. coli em folhas de agrido em compara¢do com o controle ndo
tratado, que ndo apresentou redugdo durante o armazenamento (Tabela 2). Apds 24 h, as
redugdes variaram de 2,44 + 0,07 log (F10T10) a valores abaixo do limite de detecgao (F10T20)
(inativacao completa). Exposicdes de alto fluxo/mais longas também produziram reducdes

acentuadas, como 4,93 + 0,00 log (F30T15) e 4,83 + 0,17 log (F30T20).

Tabela 2 — Redugdo logaritmica de E. coli com e sem agrido apds tratamento com plasma de
descarga luminosa durante 24, 72 e 120 h de armazenamento, variando o fluxo de gas (10, 20
e 30 mL/min) e o tempo de exposi¢ao (10, 15 e 20 min)

Tratamentos 24h (log 24h (log 72h (log 72h (log 120h (log 120h (log
UFC/g) UFC/mL) UFC/g) UFC/mL) UFC/g) UFC/mL)
Com agrido | Sem agrido | Com agrido | Sem agrifo Com agriao Sem agriao
FI10T10 2,4440,07°A8 <LD* 2,00+0,04™® <LD® 2,67+0,07°44 <LD*
FI10T15 3,37+0,06% <LD* 2,65+0,13¢ <LD® <LD®* <LD*
F10T20 7,00+0,00% <LD* <LD* <LD® <LD®* <LD*
F20T10 4,00+0,00°* <LD* 3,90+0,17¢A <LD®* 2,61+0,018 <LD®
F20T15 3,68+0,28A <LD* 3,41+0,119% <LD® 2,44+0,24%8 <LD®
F20T20 3,61+0,36° <LD* <LD* <LD®* <LD®* <LD®
F30T10 4,61+0,28% <LD* 4,34+0,11°8 <LD®* 2,74+0,04C <LD®
F30T15 4,93+0,00%4 <LD* 4,44+0,20°8 <LD* 3,28+0,16°¢ <LD*
F30T20 4,830,178 <LD™ <LD™* <LD* <LD* <LD*
Controle 0,00+0,04"  0,03+0,04°® -0,23+0,07¢®  0,20+0,02°*  -0,37+0,03%  0,23+0,04"*

Os valores representam a média da reducao logaritmica log (NO) - log (N) de UFC/g + desvio padrdo de E. coli. A
inativacdo completa (< LD- Limite de Detecgdo) indica que nenhuma coldnia viavel foi detectada nas condi¢des
testadas.

Letras maiusculas sobrescritas na mesma linha indicam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os dias de
armazenamento das amostras.

Letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Fonte: elaborado pela autora.

Apds 72 h, um efeito letal tardio foi observado sob condicdes especificas. Os

tratamentos (F20T20) e (F30T20) atingiram redu¢do abaixo do limite de detec¢do (inativagao
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completa), semelhante a (F10T20). Em contraste, exposi¢des mais curtas em qualquer taxa de
fluxo resultaram em redugdes menores em 72 h (F10T10) de 2,44 para 2,00 log; (F30T10) de
4,61 para 4,34 log, sugerindo recuperacao parcial de células subletalmente lesionadas durante
o armazenamento a 4 °C.

Em 120 h, valores abaixo do limite de deteccdo foi mantido para (F10T20),
(F20T20), (F30T20) e também foi observada para (F10T15), indicando letalidade cumulativa
de lesdes induzidas por plasma ao longo do tempo. Por outro lado, tempos de exposi¢do mais
curtos em fluxo meédio/alto (F20T10, F20T15, F30T10, F30T15) mostraram reducdes finais
menores (2,44-3,28 logs), consistentes com dano inicial insuficiente e reparo celular
subsequente.

De modo geral, a inativacao de E. coli dependeu fortemente do tempo de exposi¢ao
e do fluxo de gas. Tratamentos de vinte minutos levaram consistentemente a eliminagdo
completa imediata ou tardia, enquanto exposigdes mais curtas permitiram o crescimento parcial
durante o armazenamento. Letras sobrescritas diferentes na Tabela 2 indicam diferencgas
estatisticamente significativas (p < 0,05).

Além disso, a eficidcia do tratamento foi modulada pela estrutura da matriz
alimentar. Superficies rugosas e irregulares, como as de hortalicas folhosas, fornecem barreiras
fisicas a penetracdo de espécies reativas, promovendo a sobrevivéncia microbiana em
microambientes protegidos (Triantaphyllidou; Aggelopoulos, 2025). Esse fator pode explicar
as diferencas na inativagdo observadas entre as suspensdes microbianas, onde redugdes de
aproximadamente 7-8 log foram alcancadas em todos os tratamentos e periodos de
armazenamento, ¢ as folhas de agrido tratadas, que apresentaram redugdes microbianas
variaveis sob condi¢des idénticas (Tabela 2).

As redugdes mais acentuadas observadas em suspensdes microbianas podem ser
atribuidas a auséncia de barreiras fisicas e quimicas, o que permite a interagdo direta entre as
espécies reativas geradas pelo plasma e as células bacterianas. Além disso, hd maior formacgao
de espécies reativas quando em contato com a agua. Nesses sistemas, a difusdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio ocorre de forma homogénea, maximizando o contato célula-
plasma e promovendo danos cumulativos ao DNA, membranas e proteinas. Esse fenomeno tem
sido relatado consistentemente em ensaios conduzidos exclusivamente com microrganismos
em suspensdo, onde redugdes superiores a 6-7 log de E. coli e outros patdgenos foram
alcancadas independentemente da cepa ou do meio de cultura (Ziuzina et al, 2015). Em
contraste, quando o tratamento com plasma ¢ aplicado a matrizes alimentares, tanto as

propriedades estruturais quanto as quimicas da superficie modulam sua eficacia, resultando em
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uma inativa¢do microbiana comparativamente menor (Tabela 2). A morfologia da superficie
demonstrou influenciar significativamente a eficacia do plasma, por exemplo, Perinban et al.
(2022) relataram maiores redugdes de E. coli em folhas de espinafre liso (5,3 log UFC/g) em
comparagdo com folhas de couve crespa (3,8 log UFC/g) tratadas em condicdes idénticas. Esses
resultados destacam que as varia¢des nas caracteristicas da superficie entre hortalicas folhosas
podem ser parcialmente responsaveis pelos diferentes padroes de inativagdo observados neste
estudo (Singh e Thakur, 2024).

Embora o plasma frio apresente forte eficacia antimicrobiana na auséncia de uma
matriz alimentar, a inativagdo microbiana em superficies de produtos deve ser interpretada de
forma diferente, pois ndo implica em esterilizacdo absoluta. Em seguranca alimentar, as
agéncias reguladoras definem a eficacia da sanitizagdo em termos de redugdes logaritmicas
especificas, em vez de eliminacdo microbiana completa. Por exemplo, a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) exige que os sanitizantes aplicados as superficies
alcancem uma reducao de pelo menos 3 log em 5 minutos (Bland et al., 2022).

Em condicdes praticas, as matrizes alimentares geralmente apresentam cargas
microbianas menores do que os modelos experimentais de contaminagdo, com niveis entre 10?
e 10° UFC/g, dependendo das caracteristicas € do manuseio do produto. Portanto, a otimizagao
de parametros do plasma, como duragao do tratamento e fluxo de gas, ¢ essencial para garantir
que as reducdes microbianas alcancadas em matrizes alimentares atendam as expectativas
regulatdrias, apesar das barreiras protetoras naturais que limitam as interagdes diretas entre o
plasma e as células (Yang; Keener; Cheng, 2025).

Esses resultados podem ser explicados mecanicamente pela suscetibilidade da E.
coli ao estresse oxidativo. Essa espécie ¢ vulnerdvel a espécies reativas de oxigénio (ROS),
como radicais hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio (H20:) e oxigénio singlete ('O2), que sdo
gerados durante a exposic¢ao ao plasma (Dharini, Jaspin e Mahendran, 2023; Nicol et al., 2020).
Essas moléculas induzem peroxidacao lipidica, oxidagdo de proteinas e danos ao DNA,
comprometendo a integridade da membrana e a viabilidade celular (Yost e Joshi, 2015). Além
disso, a estrutura relativamente mais simples da camada de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli,
em compara¢do com outras enterobactérias, facilita a penetracdo de ROS e acelera a perda da

integridade celular (Paracini et al., 2022).

5.2 Redu¢io microbiana de S. Typhimurium
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O crescimento de S. Typhimurium foi monitorado por 120 h sob armazenamento a
4 °C para avaliar o efeito residual de espécies reativas geradas pelo plasma frio e o potencial
dano permanente as células bacterianas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3, onde todos
os tratamentos com plasma frio reduziram significativamente a carga microbiana em

comparagdo com o controle que nao apresentou redugao.

Tabela 3 — Redug¢do logaritmica de S. Typhimurium com e sem agrido apds tratamento com
plasma de descarga luminosa durante 24, 72 e 120 h de armazenamento, variando o fluxo de
gas (10, 20 e 30 mL/min) e o tempo de exposi¢do (10, 15 e 20 min).

Tratamentos 24h (log 24h (log 72h (log 72h (log 120h (log 120h (log
UFC/g) UFC/mL) UFC/g) UFC/mL) UFC/g) UFC/mL)
Com agrido Sem agriao Com agrido | Sem agriao Com agrido | Sem agridio
F10T10 3,26+0,00°¢ <LD* 4,170,008 <LD* <LD* <LD*
F10T15 3,50+0,06<¢ <LD* 3,87+0,00%8 <LD* <LD* <LD*
F10T20 3,81+0,10 <LD* 3,97+0,17°A <LD* 3,60+0,0748 <LD™
F20T10 3,87+0,00°8 <LD* <LD* <LD* <LD®* <LD™
F20T15 4,07+0,170A <LD* 3,16+0,06™ <LD* 3,97+0,17¢A <LD™
F20T20 3,31+0,09¢ <LD* 3,50+0,06B <LD* 4,17+0,00°4 <LD™
F30T10 3,97+0,17%A <LD* 3,69+0,00%8 <LD* 3,30+0,03C <LD™
F30T15 3,810,104 <LD* 2,56+0,00¢B <LD® 2,13+0,04¢C <LD®
F30T20 4,17+0,00% <LD* 2,39+0,07¢C <LD® 2,98+0,02® <LD®
Controle 0,00+0,01¢%  0.03+0.02°¢ 0,08+0,024  0.38+0.04°8 -0,70+£0,03"8  1.47+0.03%

Os valores representam a média da reducdo logaritmica log (NO) — log (N) de UFC/g + desvio padrio de S.
Typhimurium. A inativagdo completa (< LD- Limite de Detecc¢do) indica que nenhuma coldnia viavel foi detectada
nas condi¢des testadas.

Letras maitsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os dias de
armazenamento das amostras.

Letras mintsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Fonte: elaborado pela autora.

Apbs 24 h, os tratamentos F30T20 (4,17 = 0,00) e F20T15 (4,07 = 0,17)
apresentaram as maiores reducdes de S. Typhimurium, enquanto F10T10 (3,26 + 0,00) e
F10T15 (3,50 = 0,06) exibiram reducdes significativamente menores (p < 0,05). Apos 72 h, o
tratamento F20T10 manteve a maior redug¢do (abaixo do limite de detec¢do), seguido por

F10T10 (4,17 = 0,00) e F10T20 (3,97 £+ 0,17). Os tratamentos F30T15 (2,56 + 0,00) e F30T20
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(2,39 + 0,07) apresentaram as menores redugdes nesse ponto, indicando diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Ao final de 120 h, F10T10, F10T15 atingiram as maiores redu¢des com contagens
abaixo do limite de detec¢ao, enquanto F20T10 permaneceu com a mesma redugdo de 72 h e
F30T15 (2,13 + 0,04) e F30T20 (2,98 + 0,02) apresentaram redug¢des menores (Tabela 3),
destacando que a eficacia do plasma frio depende tanto da vazdo do gés quanto do tempo de
tratamento, bem como do periodo de armazenamento.

De modo geral, os dados demonstram que vazdes mais altas e tempos de exposi¢ao
mais longos ndo resultam necessariamente em maiores redugdes durante o armazenamento,
enfatizando a importancia de otimizar os parametros de tratamento para maximizar a inativagao
de S. Typhimuriu em agrido.

Os resultados mostrados na Tabela 3, usando a matriz fresca, indicam que fluxos
de gas mais baixos (10 mL/min) foram mais eficazes na inativagcdo de Salmonella, alcangando
redugdes significativas em 10 e 15 minutos, sem beneficio adicional de uma exposi¢do mais
longa (Lee; Jeon; Min, 2021).

Em geral, estudos com plasma frio mostraram que tempos de residéncia de gas
prolongados e altas taxas de fluxo aumentam a geragdo ¢ a liberacao de espécies reativas nas
superficies dos alimentos, melhorando assim a eficiéncia da inativacao microbiana. No entanto,
Fan, Vinyard e Song (2022) relataram que, quando o peroxido de hidrogénio ativado por plasma
frio foi usado como agente oxidante, as populagdes de Salmonella enterica na regiao da cicatriz
do caule de plantas de tomate foram reduzidas, embora o aumento da duragdo da exposi¢cao nao
tenha produzido diferengas estatisticamente significativas entre os tempos de tratamento.

Outro estudo relatado por Sudarsan e Keener (2022) ndo observaram efeito
significativo (p <0,05) na redu¢do microbiana de Salmonella enterica com o aumento do tempo
de exposicdo ao plasma, enquanto uma diminui¢cdo significativa foi observada com o
armazenamento prolongado apds o tratamento, confirmando a atividade antimicrobiana
residual do plasma frio.

Por outro lado, estudos focados na dinadmica fisica do fluxo de plasma sugeriram
que taxas reduzidas de renovagdo de gias podem aumentar a eficiéncia do tratamento,
aumentando o tempo de residéncia de espécies reativas dentro da zona de descarga. Nessas
condi¢des, ocorre excitacdo e formacdo mais eficientes de radicais de alta energia, como Os,
OH e NO, especialmente em plasma de descarga luminescente (Fernandes; Rodrigues, 2021;
Misra; Schliiter; Cullen, 2016; Ziuzina et al., 2015). Além disso, alguns estudos indicam que

niveis de turbuléncia mais baixos podem contribuir para uma melhor estabilidade do campo



38

elétrico, prolongando a interacdo dessas espécies com as superficies microbianas (Pontes ef al.,
2026).

A inativa¢do gradual observada ao longo do tempo ¢ consistente com o dano
subletal cumulativo, caracterizado por lesdes irreversiveis que levam a morte celular tardia (Lv;
Cheng, 2022). Uma tendéncia semelhante foi relatada por Sudarsan e Keener (2022), que
observaram que a reducdo gradual nas populagdes de Salmonella enterica em folhas de
espinafre tratadas com plasma frio atmosférico de alta voltagem (HVACP) durante 14 dias de
armazenamento que foi atribuida a lesdes subletais nos patogenos, prejudicando sua capacidade
de reparo e crescimento.

Em consonancia com os resultados obtidos, a redu¢do progressiva na atividade
metabolica observada no presente estudo sob algumas condigdes especificas de tratamento
corrobora a hipdtese de dano subletal cumulativo, caracterizado por lesdes irreversiveis que
levam a morte celular tardia. Esse comportamento refor¢a que a eficacia antimicrobiana do
plasma frio deve ser avaliada ndo apenas imediatamente apds o tratamento, mas também
durante todo o armazenamento, uma vez que o efeito bactericida residual representa uma
vantagem distinta da descontaminacdo baseada em plasma em comparagdo com outras
tecnologias ndo térmicas (Zhang; Zhang; Han, 2023).

A resposta de Salmonella aos tratamentos com plasma frio foi comparavel a da E.
coli, com redugdes mais acentuadas em suspensdes microbianas do que na matriz vegetal
(Tabela 3). Em suspensao, as células foram totalmente expostas as espécies reativas, resultando
em inativagdes proximas a 7 log em todos os tempos de armazenamento. Nas folhas de agrido,
no entanto, a topografia da superficie, a presenga de compostos antioxidantes e a formacao de
microambientes protegidos limitaram a eficicia do plasma, levando a redugdes mais
heterogéneas e, em alguns casos, menos persistentes (Tabela 3).

Além disso, as superficies das folhas apresentam naturalmente rachaduras e fendas
que atuam como nichos protetores, além da internalizacdo bacteriana dentro das estruturas
estomaticas, conforme relatado em estudos anteriores, o que reduz a acessibilidade das espécies
reativas e contribuindo para persisténcia microbiana. Esse padrdo destaca que a eficiéncia
antimicrobiana do plasma frio depende ndo apenas da intensidade do tratamento, mas também
da complexidade estrutural e quimica do substrato, que pode abrigar microrganismos em

microambientes protegidos (Pontes et al., 2026).
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5.3 Aplicacio de um modelo matematico para explicar a eficiéncia de inativacio durante
o tratamento com plasma de descarga luminosa

5.3.1 E.coli

Os dados experimentais foram descritos utilizando os modelos de Weibull e Peleg
(Eq. 1 e 2) para E.coli, que dependeu do comportamento de inativagdo observado para cada
condi¢do de plasma (Tabela 4). O modelo de Weibull ajustou-se adequadamente ao tratamento
F10T20 (R* = 0,86), indicando inativacdo microbiana rapida e irreversivel, caracterizada por
um tempo caracteristico muito baixo (6 < 0,1). Esse comportamento sugere dano oxidativo
severo e perda da integridade celular, consistente com a inativacdo completa observada

experimentalmente.

Tabela 4 — Parametros cinéticos obtidos a partir dos modelos de Weibull e Peleg ajustados aos
dados de inativagdo microbiana de E. coli sob diferentes condi¢des de plasma de descarga

luminosa
Tratamentos Modelo RZ a(Taxade b (Coeficiente ¢ (Taxa de Interpretacao
inativacdo) de resisténcia) recuperacio) Biolégica
F10T10 Peleg 0,93 1000 455,10 -0,002 Estavel
F10T15  Peleg 0,79 1000 620,61 0,013 Inativagao
continua

F10T20  Weibull 0,86 (6<01) - -

F20T10  Peleg 0,99 0,533 0,07 +0,037 Crescimento
F20T15  Peleg 0,99 0,27 0,021 +0,038 Crescimento
F20T20  Peleg 0,96 0,38 0,05 20,012 Inativagdo
continua
F30T10 Peleg 0,99 0,27 0,18 +0,075 Crescimento
F30T15 Peleg 0,99 0,88 0,21 +0,021 Crescimento
F30T20  Peleg 0,97 0,44 0,09 20,010 Inativagao
continua

Valores que atingem o limiar de otimizagdo (> 1000) indicam uma taxa de inativagdo inicial instantanea em relaco
a escala de amostragem experimental.
Fonte: elaborado pela autora.

Em contraste, a maioria dos tratamentos com plasma foi melhor descrita pelo
modelo de Peleg (R? = 0,79-0,99), indicando respostas microbianas ndo lineares durante o
armazenamento refrigerado e destacando a relevancia dos fendmenos de resisténcia e
recuperagdo. O pardmetro (a) estd associado a taxa inicial de inativagdo, refletindo a intensidade
do efeito letal imediato pds-tratamento, enquanto (b) descreve a resisténcia microbiana,

controlando a curvatura da resposta e a aproximagdo a um platd. Valores elevados de (a) e (b)
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(>900) e (>100) indicam uma inativagdo mais rapida nas primeiras horas, resultante da tentativa
do modelo em ajustar uma transicdo de morte, na qual a populagdo microbiana atinge alta
inativagdo da populacdo microbiana no primeiro intervalo de contagem (24 h).

Tratamentos como FI10T10 foram -caracterizados por altos coeficientes de
inativagdo (a) combinados com parametros de recuperagdo negativos (c), resultando em um
perfil microbiano estdvel ao longo do tempo (Tabela 4). Por outro lado, condigdes como
F10T15, F20T20 e F30T20 exibiram taxas de inativagdo mais baixas e coeficientes de
recuperagdo negativos, embora pequenos, correspondendo a um declinio lento e progressivo na
resposta microbiana durante o armazenamento. Tratamentos realizados com taxas de fluxo de
gas mais altas (20 e 30 mL/min), particularmente em tempos de exposi¢do mais curtos,
mostraram coeficientes de recuperacao positivos (¢ > 0), indicando recrescimento microbiano
parcial ou recuperacdo metabolica. Esse comportamento sugere a persisténcia de células
subletalmente danificadas, capazes de recuperacao sob condigdes de refrigeracao (Tabela 4).

Em geral, esses resultados demonstram que o plasma de descarga luminosa pode
induzir tanto inativagdo irreversivel quanto lesdo subletal, dependendo da interacdo entre a
vazao de gas e o tempo de tratamento. Vazodes de gas mais baixas podem favorecer o acimulo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de longa duragdo, promovendo danos oxidativos
sustentados e supressao microbiana, enquanto vazoes mais altas podem reduzir o tempo de
residéncia do plasma, limitando a interagao das espécies reativas e permitindo a recuperagao
celular durante o armazenamento.

A Figura 7 ilustra os dados experimentais e as curvas ajustadas pelo modelo para
Escherichia coli sob condicdes selecionadas de plasma de descarga luminosa, escolhidas para
representar diferentes comportamentos microbianos pos-tratamento durante o armazenamento
refrigerado. As condi¢des F20T10, F20T15 e F30T20 foram selecionadas como casos
representativos devido as suas respostas contrastantes, permitindo uma visualizacao clara dos
efeitos da vazdo de gias e do tempo de tratamento na dindmica microbiana. Uma redugao
imediata na populacdo de E. coli foi observada em todas as condi¢des, indicando um forte
impacto inicial da exposi¢do ao plasma. No entanto, comportamentos divergentes emergiram
durante o armazenamento. Os tratamentos F20T10 e F20T 15 mostraram uma diminuigao inicial
seguida por um aumento gradual na contagem microbiana, sugerindo recuperagdo parcial ou
recrescimento de células subletalmente lesadas. Em contraste, a condigdo F30T20 exibiu um
declinio pronunciado e sustentado ao longo do armazenamento, consistente com dano oxidativo

aumentado e inativagdo irreversivel. A estreita concordancia entre os pontos experimentais e as
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curvas ajustadas confirma a adequacdo dos modelos matematicos aplicados na descrigdo do

comportamento nao linear da E. coli ap6s o tratamento.

Figura 7 — Dados experimentais e curvas ajustadas ao modelo que
descrevem o comportamento microbiano da E. coli apds o tratamento
com plasma de descarga luminosa durante o armazenamento refrigerado
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3.2 8. Typhimurium

Os dados experimentais para Sa/monella Typhimurium foram predominantemente
bem descritos pelo modelo de Peleg (Eq. 2), com altos coeficientes de determinagdo (R*=0,90—
0,99) (Tabela 5), indicando comportamento microbiano nao linear durante o armazenamento
refrigerado apos o tratamento com plasma de descarga luminosa. No modelo de Peleg, o
parametro (a) representa a taxa inicial de resposta, (b) estd associado a resisténcia e a curvatura,

e (c) determina a direcdo da resposta microbiana durante o armazenamento.
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Tabela 5 — ParAmetros cinéticos obtidos a partir do modelo de Peleg ajustados aos dados de
inativagdo microbiana de S. Typhimurium sob diferentes condi¢cdes de plasma de descarga

luminosa
Tratamentos Modelo R? a (T.axa ~d e b (Co?ﬁfierfte ¢ (Taxa d~e Inte.r pl:et.ag:ﬁo
inativacdo) de resisténcia) recuperacio) Biologica
F10T10 Peleg 0,97 999,99 516,02 -0,041 Inativac¢do continua
F10T15 Peleg 0,94 1000 477,62 -0,038 Inativac¢do continua
F10T20 Peleg 0,99 0,79 0,15 +0,011 Recuperacio leve
F20T10 Peleg 0,99 0,29 0,02 +0,040 Estavel/crescimento
F20T15 Peleg 0,95 999,99 262,84 +0,001 Estavel
F20T20 Peleg 0,99 999,99 331,83 -0,009 Estavel
F30T10 Peleg 0,99 3,57 0,814 +0,009 Crescimento
F30T15 Peleg 0,98 999,99 244,30 +0,018 Crescimento
F30T20 Peleg 0,90 999,99 245,74 +0,012 Crescimento

Valores que atingem o limiar de otimizagdo (> 1000) indicam uma taxa de inativagdo inicial instantanea em relago
a escala de amostragem experimental.
Fonte: elaborado pela autora.

No presente estudo, a obtencdo de valores elevados de (a) e (b) em diversos
tratamentos esta relacionada a baixa variagdo das contagens microbianas, indicando que a
populagdo de Sal/monella permaneceu préxima a um patamar ao longo do periodo avaliado.
Nesses casos, os valores elevados desses parametros refletem uma limitagdo do ajuste
matematico, decorrente da auséncia de uma cinética de inativacdo bem definida, ¢ ndo um
aumento real da resisténcia microbiana ou uma rapida inativac¢ao. Por sua vez, o parametro (c)
mostrou-se determinante para a interpretagao bioldgica, permitindo distinguir claramente entre
condig¢des de inativagdo continua, estabilidade e recuperagdo microbiana durante a estocagem.

Os tratamentos realizados com baixas taxas de fluxo de gas (F10T10 e F10T15)
resultaram em inativagdo continua, conforme indicado pelos coeficientes de recuperagdo
negativos, refletindo uma forte supressao da atividade microbiana ao longo do armazenamento.
Condi¢des intermediarias, como F10T20, F20T15 e F20T20, mostraram comportamento
estdvel ou recuperacdo leve, sugerindo adaptacdo celular parcial ou sobrevivéncia de
populacdes subletalmente lesadas (Tabela 5). Por outro lado, tratamentos realizados com taxas
de fluxo de gés mais altas (30 mL/min) promoveram a recuperacao ou crescimento microbiano,
como evidenciado por coeficientes de recuperagdo positivos. Esse comportamento indica que
taxas de renovacdo de gds mais altas possivelmente reduziram o tempo de residéncia e o
acamulo de espécies reativas de longa duragdo, limitando o dano oxidativo e permitindo

mecanismos de reparo celular.
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A Figura 8 ilustra os dados experimentais e as curvas de ajuste para Salmonella
Typhimurium sob condigdes selecionadas de plasma de descarga luminosa, escolhidas para
representar os distintos padrdes de resposta microbiana observados em todos os tratamentos.
As condi¢des F10T20, F20T10 e F30T10 foram selecionadas como casos representativos de
estabilizacdo microbiana, inativa¢do continua e recuperagdo pds-tratamento, respectivamente,
permitindo uma compara¢do grafica dos efeitos induzidos pelo plasma durante o

armazenamento refrigerado.

Figura 8 — Dados experimentais e curvas ajustadas ao modelo que
descrevem o comportamento microbiano da S. Typhimurium apos o
tratamento com plasma de descarga luminosa durante o armazenamento
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Fonte: elaborado pela autora.

Uma rapida reducdo inicial na contagem de células vidveis foi observada em todos
os tratamentos, refletindo o impacto antimicrobiano imediato da exposi¢do ao plasma. Na
condi¢do F20T10, essa reducdo inicial foi seguida por uma diminui¢ao sustentada na populacao
microbiana ao longo do armazenamento, indicando inativagdo continua e capacidade limitada
de reparo celular. Em contraste, o tratamento F10T20 exibiu uma reducao inicial seguida pela

estabilizacdo dos niveis microbianos, sugerindo adaptagdo parcial ou a persisténcia de células
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subletalmente danificadas. Em contraste, a condicdo F30T10 apresentou um aumento
progressivo na contagem microbiana ao longo do tempo de armazenamento, consistente com a
recuperagdo ou recrescimento celular, em concordancia com o coeficiente de recuperacao
positivo estimado pelo ajuste do modelo de Peleg. A estreita concordancia entre as observagdes
experimentais e as curvas ajustadas confirma a adequagdo dos modelos matematicos aplicados

na descri¢do do comportamento microbiano nao linear durante o armazenamento.

5.4 Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT

A atividade metabdlica de E.coli e S. Typhimurium foi observada em até 72 h, apos
o processamento das suspensdes microbiana objetivando comprovar a eficacia de inativagao do
plasma frio. A aplicagdo de plasma frio por descarga luminosa resultou em diminuigdes
acentuadas na atividade metabolica tanto para S. Typhimurium quanto para E. coli, conforme
determinado pelo ensaio MTT (fig. 9). Para S. Typhimurium (fig. 9B), os valores de viabilidade
variaram de aproximadamente 17,71 £ 0,94% em 0 h para 1,46 £ 0,39% em 72 h,
correspondendo até 98% de inativacdo de células metabolicamente ativas em comparacdo com
o controle ndo tratado (100%). E. coli (fig. 9A) exibiu uma resposta inicial ainda mais forte,
com viabilidade abaixo de 7,68 + 0,38% em 0 h, reduzindo para 1,60 £ 0,72% em 72 h,
indicando uma supressao sustentada da atividade metabolica durante o armazenamento.

Em ambas as espécies, a atividade metabolica foi maior em 0 h do que em tempos
posteriores (24 ¢ 72 h), o que pode ser parcialmente explicado pela presenca de compostos
reativos residuais derivados do plasma que interagem quimicamente com o sal de tetrazélio
(MTT). Apds 24 h e 72 h, os valores de viabilidade permaneceram baixos e relativamente
estaveis entre os tratamentos, ¢ nenhuma célula cultivavel foi recuperada em meios seletivos,
confirmando que o plasma frio eliminou efetivamente S. Typhimurium e E. coli. A pequena
atividade residual de MTT observada nas amostras tratadas € mesmo no controle positivo
inativado pelo calor (~7% em 0 h e 3% em 72 h) reflete uma reducdo ndo enzimatica do
tetrazolio ou de compostos redutores liberados e a possivel presenga de células viaveis, mas
ndo cultivaveis (VBNC), que retém atividade redox minima, mas ndo conseguem proliferar em

condi¢des padrao de cultivo (Pazos-Rojas ef al., 2023; Schottroff et al., 2018).
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Figura 9 — Efeito do tratamento com plasma de descarga luminosa e do tempo de
armazenamento na viabilidade metabodlica pelo ensaio MTT: (A) Escherichia coli e (B) S.
Typhimurium
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5.5 Microscopia Eletronica de Varredura

5.4.1 E.coli

Para entender como o plasma frio afetou a estrutura celular da E. coli, imagens de
MEYV (microscopia eletronica de varredura) de células ndo tratadas e tratadas foram examinadas
(fig. 10). As células nao tratadas apresentaram a morfologia tipica, lisa € bem preservada, em
forma de bastonete, enquanto as cé€lulas tratadas com plasma exibiram extensa deterioragdao
fisica, incluindo envoltdrios colapsados, superficies irregulares e abundantes detritos celulares
ao redor dos remanescentes. Essas caracteristicas indicam perda irreversivel de viabilidade e
integridade estrutural.

Em consonancia com as reducdes microbianas observadas nos resultados, as
alteragdes morfologicas nas coldnias de E. coli apds os tratamentos com plasma (fig. 10) e as
alteragdes na pigmentacao reforcam ainda mais o efeito deletério do plasma frio na integridade
celular. Fendmenos semelhantes foram relatados por Dezest et al. (2017), indicando que essa
tecnologia pode atingir multiplos componentes celulares, afetando ndo apenas a viabilidade,
mas também a morfologia microbiana. A condicdo que induziu o dano estrutural mais
pronunciado em E. coli foi F10T20 (E, F), o que ¢ consistente com os resultados de inativagao
microbiologica em amostras de agrido inoculadas com o patégeno, onde esse tratamento
alcancou reducao completa em todos os tempos de armazenamento avaliados. Notavelmente,
condigdes de fluxo de gas mais elevado em tempos mais curtos resultaram em menor ruptura
morfologica, provavelmente devido a um menor tempo de residéncia das espécies reativas de

RONS (Prasad et al., 2017).
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Figura 10 — Micrografias eletronicas de varredura de células de Escherichia coli submetidas ao
plasma de descarga luminosa sob diferentes condi¢des de fluxo e tempo. As células de controle
ndo tratadas estdo representadas por (O, P). As células tratadas com plasma nas condigdes
F10T10 (A, B), F10T15 (C, D), F10T20 (E, F), F20T15 (G, H), F20T20 (I, J), F30T15 (K, L)
e F30T20 (M, N). Os painéis a esquerda (A, C, E, G, I, K, M, O) correspondem a imagens com
menor ampliacdo, enquanto os painéis a direita (B, D, F, H, J, L, N, P) mostram imagens com
maior ampliacdo das mesmas condicdes.

Fonte: elaborado pela autora.
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5.4.2 8. Typhimurium

O efeito de diferentes condig¢des de fluxo e tempo de plasma na morfologia celular
de Salmonella Typhimurium ¢ apresentado na figura 11. Os painéis M—N mostram as células
ndo tratadas, que mantiveram o formato tipico de bastonete liso e alongado, com estruturas
superficiais intactas e sem sinais de encolhimento ou deforma¢do da membrana. Em contraste,
a exposicdo ao plasma frio causou alteragdes morfologicas progressivas, dependendo dos
pardmetros de tratamento aplicados. No tratamento F10T10 (A, B), a S. Typhimurium
apresentou encolhimento celular, acompanhado por uma camada densa, semelhante a uma
crosta, na superficie, sugerindo o acumulo de detritos celulares resultantes de danos induzidos
pelo plasma. Sob F10T15 (C, D), a redug@o de tamanho permaneceu evidente, com bastonetes
mais curtos e de formato irregular, indicando estresse estrutural. Na condi¢ao F10T20 (E, F),
além da diminui¢do do comprimento celular, as células exibiram uma aparéncia murcha e
colapso superficial parcial (fig. 11). Essa contrag@o € consistente com as respostas ao estresse
oxidativo, onde as células bacterianas expostas a espécies reativas reduzem sua area de
superficie como uma estratégia adaptativa, um fendmeno relatado anteriormente para C.
freundii Surowsky et al. (2014) e S. aureus Han et al. (2016) submetidos a tratamentos com
plasma frio.

Na condi¢ao F20T10 (G, H), além da redugdo no tamanho da célula, fissuras
distintas foram observadas na parede celular, evidenciadas pelo colapso pronunciado de células
individuais na imagem H. Para F20T20 e F30T15 (I, J e K, L), as células nao apenas mostraram
uma redu¢ao no comprimento, mas também uma transi¢ao gradual de morfologias em forma de
bastonete para mais arredondadas, sugerindo intensa contracao e reorganizagdo do envelope
celular (fig. 11). Resultados semelhantes foram relatados por Lv e Cheng (2022), que
demonstraram que a exposi¢ao ao plasma frio induz a contragao das células de S. Typhimurium
e propuseram que essa contracao pode estar relacionada a pressao oxidativa gerada por espécies

reativas de oxigénio (ROS) induzidas pelo plasma.
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Figura 11 — Micrografias eletronicas de varredura de células de Sal/monella Typhimurium
submetidas a plasma de descarga luminosa sob diferentes condi¢des de fluxo e tempo. As
células de controle ndo tratadas (M, N). As células tratadas com plasma nas condigdes F10T10
(A, B), F10T15 (C, D), F10T20 (E, F), F20T10 (G, H), F20T20 (I, J) e F30T15 (K, L). Os
painéis a esquerda (A, C, E, G, I, K, M) correspondem a imagens com menor ampliagao,
enquanto os painéis a direita (B, D, F, H, J, L, N) mostram imagens com maior ampliagdo das
mesmas condigdes.

Fonte: elaborado pela autora.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a descarga de plasma frio ¢ uma intervencao nao
térmica eficaz para reduzir a presenca de S. Typhimurium e E. coli em agrido, embora sua
eficacia dependa fortemente da combinagdo da vazao de gas e do tempo de exposi¢do. Dentre
as condigoes testadas, independente da vazao de gas, tempos de exposi¢ao mais longo foram os
mais eficazes para E. coli, levando a sua completa inativagdo no agrido. Para S. Typhimurium,
vazOes mais baixas e tempos de exposicao mais curtos foram mais eficazes. Quando testada
apenas em suspensdao, a inativagdo foi alcancada em todas as condi¢des para ambos
microrganismos.

Alteragdes estruturais nas células bacterianas, incluindo encolhimento, colapso da
membrana e rachaduras na superficie, indicam que o principal mecanismo de a¢dao envolve a
ruptura oxidativa da parede celular. Essas descobertas corroboram o potencial do plasma frio
como uma estratégia promissora de descontaminacdo para hortalicas folhosas frescas.
Trabalhos futuros devem se concentrar na ampliacao do processo, na avaliagao da viabilidade
industrial e na otimizacao dos parametros operacionais, bem como na integragao do plasma frio

com outras tecnologias para aumentar a eficacia antimicrobiana.
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