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RESUMO

A garantia da seguranca microbioldgica de produtos prontos para consumo, especialmente
produtos fatiados, é de suma importancia devido as associa¢cdes com doencas transmitidas por
alimentos, incluindo listerioses, que podem levar a morte. O plasma frio € uma tecnologia de
tratamento superficial ndo-térmica emergente na industria alimenticia devido ao seu efeito
antimicrobiano, e, também, pode-se evitar contaminagdo pos-processo quando o plasma frio é
gerado dentro da prépria embalagem selada (in-package). No entanto, o plasma frio gerado e
sua eficécia é dependente das condi¢des de processo e das propriedades da matriz alimenticia
ao qual é submetido. Diante desse contexto, este estudo investigou a formacao de plasma frio
atmosférico (PFA) utilizando um reator de descarga de barreira dielétrica (DBD), com
aplicacdo direta (dentro da area de incidéncia dos eletrodos) e indireta (fora da area de
incidéncia dos eletrodos) do PFA, dentro de embalagens seladas de presunto fatiado através da
determinacdo do angulo de contato de um polimero (polietileno de baixa densidade - PEBD)
com &gua destilada. Além disso, foram avaliados os efeitos do plasma formado na coloragéo e
pH do presunto, e na inativacao de Listeria monocytogenes logo apds aplicacdo do plasma, ap6s
30 min do tratamento e ap6s armazenamento por 5 dias a 4 °C. Duas condi¢des de processo
foram fixadas para o estudo: 23 kV/45 Hz e 28 kV/120 Hz, nas quais o plasma formado foi
visivelmente estavel. Em 10 s de tratamento direto com plasma frio, o angulo de contato do
PEBD dentro da embalagem reduziu de 91,44 + 4,05° para 63,33 £+ 0,28° e 59,43 + 2,59° na
condicdo de 23 kV/45 Hz e 28 kV/120 Hz, respectivamente. A redu¢do maxima do angulo de
contato ocorreu em 30 s de tratamento, em ambas as condi¢Ges de operacdo, reduzindo o angulo
de contato para aproximadamente 53°, o qual permaneceu praticamente constante até 4 min de
tratamento. N&o houve reducéo dos valores do angulo de contato para os tratamentos indiretos.
A inativacdo de L. monocytogenes no presunto fatiado ocorreu somente com o0 contato
prolongado de 5 dias (4 °C) entre o0 presunto e as espécies reativas, tratado com plasma frio
direto por 4 min, reduzindo até 0,74 + 0,29 log. Porém, quando foi adicionado &gar PCA sobre
0 presunto, houve reducdo em todas as condi¢des de tratamento direto, com maxima reducao
de 1,49 + 0,47 log. N@o houve inativacdo com o tratamento indireto com plasma frio. O pH e a
cor (parametro a*) somente alteraram significativamente (p < 0,05) no tratamento direto com
plasma frio a 28 kV/120 Hz, e a 23 kV/45 Hz, diminuindo o pH de 6,19 + 0,04 para 6,04 + 0,09
e 0 parametro a* de 11,16 + 0,34 para 10,40 £ 0,29, respectivamente. Dessa forma, mesmo
sendo confirmada a formacdo do plasma frio dentro da embalagem, a eficacia de inativacao
bacteriana ird depender, dentre outros fatores, da rugosidade da superficie do alimento, e para
melhor compreenséo desse efeito, mais estudos devem ser realizados.

Palavras-chave: Alimentos prontos para o consumo; In-package; Listeria monocytogenes;
Plasma frio.



ABSTRACT

The guarantee of microbiological safety in ready-to-eat products, especially sliced products, is
fundamental due to their associations with foodborne illnesses, including listeriosis, which can
lead to death. Cold plasma is an emerging non-thermal surface treatment technology in the food
industry because of its antimicrobial effect. In addition, contamination after processing can be
avoided when cold plasma is generated within the already sealed packaging (in-package).
However, the generation of cold plasma and its effectiveness are dependent on the process
conditions and the properties of the food matrix to which it is applied. Thus, this study
investigated the formation of atmospheric cold plasma (ACP) using a dielectric barrier
discharge (DBD) reactor, with direct application (within the electrode's area of incidence) and
indirect application (outside the electrode's area of incidence) of ACP, within sealed packages
of sliced ham through the determination of the contact angle of a polymer (low-density
polyethylene - LDPE) with distilled water. Furthermore, the effects of the formed plasma on
the color and pH of the ham, as well as the inactivation of Listeria monocytogenes immediately
after plasma application, after a 30 min treatment, and after storage for 5 days at 4 °C were
evaluated. Two process conditions were fixed for the study: 23 kV/45 Hz and 28 kV/120 Hz,
in which the formed plasma was noticeably stable. In 10 s of direct treatment with cold plasma,
the contact angle of LDPE inside the packaging decreased from 91.44 + 4.05° to 63.33 + 0.28°
and 59.43 + 2.59° at the conditions of 23 kV/45 Hz and 28 kV/120 Hz, respectively. The
maximum reduction in contact angle occurred at 30 s of treatment, under both operating
conditions, decreasing the contact angle to approximately 53°, which remained almost constant
for up to 4 min of treatment. There was no reduction in the contact angle for the indirect
treatments. The inactivation of L. monocytogenes in sliced ham occurred only with prolonged
5-day contact (4 °C) between the ham and the reactive species, treated with direct cold plasma
for 4 min, resulting in a reduction of up to 0.74 £ 0.29 log. However, when agar PCA was added
over ham, there was a reduction in all direct treatment conditions, with a maximum reduction
of 1.49 + 0.47 log. No inactivation was observed in the indirect cold plasma treatment. pH and
color (parameter a*) only showed significant changes (p < 0.05) in the direct treatment with
cold plasma at 28 kV/120 Hz and 23 kV/45 Hz, with a decrease in pH from 6.19 + 0.04 to 6.04
+ 0.09 and a decrease in parameter a* from 11.16 = 0.34 to 10.40 *+ 0.29, respectively.
Therefore, even though the formation of cold plasma within the packaging was confirmed, the
effectiveness of bacterial inactivation will depend, among other factors, on the surface
roughness of the food. To better understand this effect, further studies should be conducted.

Keywords: Cold plasma; In-package; Listeria monocytogenes; Ready-to-eat foods.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo microbiana em alimentos é uma grande preocupacdo para a inddstria
alimenticia, para as agéncias reguladoras e para 0s consumidores (Song, 2009). As doencas
transmitidas por alimentos (DTA), como resultado da ingestdo de alimentos contaminados, s&o
um problema de satde publica global. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que,
por ano, ocorrem mundialmente cerca de 600 milhdes de casos e 420 mil mortes (Yadav et al.,
2019).

O processamento de alimentos, juntamente com um complexo maquinario e linha de
producdo, oferece altos riscos de contaminagdo cruzada de microrganismos (Zhang et
al., 2021), visto que estes podem sobreviver no ambiente de processamento e podem ser
transferidos para o produto a partir de superficies de equipamentos, como fatiadores (Red et
al., 2012), utensilios e operadores. A preocupacdo se estende aos produtos prontos para
consumo (ready-to-eat - RTE), que geralmente ndo sdo aquecidos pelo consumidor antes do
consumo e que sdo altamente susceptiveis a contaminacéo pds-processo.

A infeccdo associada ao consumo de alimentos contaminados com Listeria
monocytogenes (listeriose) é danosa para mulheres gravidas, recém-nascidos, adultos com mais
de 65 anos ou pessoas imunossuprimidas, podendo levar a morte. Essas doengas sao comumente
associadas a alimentos RTE refrigerados, visto que a contaminacdo pode agravar-se devido ao
longo tempo de armazenamento, comprometendo a seguranca do produto. Segundo o Centro
de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC, 2023), produtos RTE fatiados, como queijos e
presuntos, estdo entre os alimentos com maior risco de contaminagédo, com casos recorrentes de
surtos de listeriose. Portanto, faz-se necessaria a garantia em oferecer um alimento seguro aos
consumidores.

O plasma frio € uma tecnologia emergente e promissora, que tem atraido interesse para
a descontaminacdo ndo térmica da superficie de alimentos (Khani, 2017; Misra et al., 2017),
como meétodo alternativo para aqueles produtos que ndo podem ser higienizados atravées de
métodos convencionais (Ragni et al., 2010). A tecnologia de geracao de plasma frio dentro de
uma embalagem selada é uma aplicacdo que abre muitas possibilidades para a industria,
podendo prolongar o tempo de acdo das espécies reativas do plasma sobre 0s microrganismos,
e evitando, assim, a contaminacao pos-processo (Laroque et al., 2022).

A confirmacao da formacéo do plasma frio dentro de uma embalagem € necessaria para

indicar que o produto alimenticio esta recebendo a descarga do plasma e, assim, reagir com as



16

espeécies reativas formadas e, consequentemente, inativar os microrganismos. A fim de evitar
técnicas complexas e dispendiosas para confirmar a formacéo e a¢do do plasma frio dentro da
embalagem, e considerando a dificuldade de determinacdo do plasma devido aos diversos
interferentes e a instabilidade das espécies reativas, a medi¢do do angulo de contato de uma
amostra de polimero submetido ao tratamento por plasma frio sobre a amostra embalada pode
ser uma técnica simples e adequada para avaliar a formagdo de plasma frio. O plasma frio é
capaz de modificar as propriedades quimicas e fisico-mecanicas de polimeros, aumentando a
sua rugosidade e sua hidrofilicidade (Sani et al., 2023), ou seja, reduz o angulo de contato
superficial do polimero com a gota de agua.

Os efeitos de descontaminagdo da descarga de plasma frio em bactérias, esporos e outros
microrganismos patogénicos sao provenientes da geracdo de coquetéis de espécies reativas,
incluindo espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, fotons UV, radicais livres, cargas
positivas e negativas, sendo que a concentracdo e formacdo dessas espécies dependem dos
parametros de processo, incluindo a tensdo aplicada, composicdo do gas, temperatura, umidade
relativa, duragéo do tratamento e do armazenamento (Park et al., 2018), do material e geometria
dos eletrodos, da barreira dielétrica (Olthoff et al., 1995), do pH, temperatura e da propria
matriz alimenticia (Feizollahi et al., 2020).

As descargas de plasma frio a pressdao atmosférica e a temperatura préxima da
temperatura ambiente tornam o processo de descontaminacdo préatico, barato e adequado para
aplicacdes em que se deseja a preservacdo, inocuidade e seguranca do produto (Ragni, 2010).
Porém, devido a complexidade da composicdo das matrizes alimenticias e das propriedades
dielétricas da embalagem, estudos dos parametros de operacdo sdo necessarios para garantir o
sucesso da aplicacdo do plasma frio nos alimentos, assegurando sua descontaminacdo e

minimizando impactos organolépticos e fisico-quimicos (Laroque et al., 2022).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi investigar a formacdo de plasma frio dentro de
embalagens de presunto fatiado seladas e os efeitos do plasma formado na inativacdo de Listeria

monocytogenes.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Gerar plasma frio dentro de uma embalagem de produtos fatiados utilizando um reator
de descarga de barreira dielétrica;

e Avaliar diferentes condicdes de processo, tais como, frequéncia, tensdo de pico e
distancia entre os eletrodos, para produzir o plasma frio dentro da embalagem selada;

e Montar um aparato de medicdo de angulo de contato e validar com um goniémetro;

e Analisar, a partir da medicdo do angulo de contato, a geracao do plasma frio dentro da
embalagem;

e Auvaliar o efeito do plasma frio na cor e no pH do presunto;

e Investigar o efeito inibitorio do plasma frio em Listeria monocytogenes no presunto

fatiado embalado a partir das melhores condicGes obtidas de formagéo de plasma frio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLASMA

O plasma é descrito como o quarto estado da matéria no universo, ou seja, ao subir o
nivel de energia cinética das moléculas ou a&tomos de um material em estado sélido, obtém-se
o0 estado liquido, por diante o estado gasoso e entdo o plasma (Bittencourt, 2013; Fridman,
2008), proveniente da aplicacdo de uma grande quantidade de energia para ionizar 0 gas
(Chen et al., 2019), o qual possui propriedades complexas e unicas (Misra et al., 2016).

O plasma ¢ constituido por altas concentragdes de espécies quimicas ativas, como
elétrons, ions positivos e negativos, &tomos e moléculas altamente excitadas, particulas neutras
e radicais livres (Bourig, 2009; Khani et al., 2017). E um potencial emissor de radiacdo
eletromagnética do espectro ultravioleta e de luz visivel (Misra et al., 2017), além de ser um
meio propicio para a ocorréncia de diversas reacdes quimicas (Muhammad, et al., 2018).
Porém, o mecanismo, comportamento e composicao de cada plasma é peculiar e depende das
condicdes de formacdo as quais € submetido, como pressdo, configuracdo, fontes de
alimentacdo e a prépria natureza do gas. Devido a presenca de cargas elétricas livres, como
elétrons e ions, o plasma, diferente do gas ndo excitado, torna-se um excelente condutor elétrico,
as vezes até mais que o ouro e o cobre. (Fridman, 2008; Khani et al., 2017). Para ser considerado
plasma, um gas ndo precisa estar totalmente ionizado, mas pode estar parcialmente ionizado, o
que ocorre na maioria dos casos (Arpini, 2017).

O plasma pode ser classificado em duas categorias: plasma térmico (quente) e plasma
ndo térmico (frio), as quais se distinguem pelo estado de equilibrio termodindmico entre os
elétrons e ions que o compdem, onde o0 grau de ionizacdo e a temperatura do elétron estdo
intimamente relacionados (Bittencourt, 2013; Misra et al., 2017). A temperatura do plasma é,
como nos gases, definida conforme a quantificacdo de energia média das particulas carregadas
ou neutras, juntamente com seu grau de locomogéo dentro do sistema. Ademais, Vvisto que o
plasma é um sistema multicomponente, torna-se capaz de possuir distintas temperaturas dentro
do mesmo espaco (Fridman, 2008).

O plasma térmico encontra-se em equilibrio termodindmico local (ETL). Isso significa
que a temperatura dos elétrons é igual a temperatura das particulas mais pesadas, 0s ions
(Fridman, 2008; Tendero et al., 2006). Pode-se dizer que o plasma em condicdes de equilibrio

termodinamico local segue as principais leis de equilibrio da termodinamica, portanto, é
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caracterizado por uma Unica temperatura em cada ponto do espaco do sistema. Essa condicao
de equilibrio termodindmico acontece devido as colisdes de elétrons com as particulas pesadas,
que, devido ao efeito Joule, podem equilibrar suas temperaturas. (Fridman, 2008). O
aquecimento necessario para a geracdo do plasma térmico é na ordem de 20.000 K e requer
altas pressdes (Misra et al., 2016).

Por sua vez, o plasma nédo térmico estd fora do equilibrio termodindmico local (non-
ETL) (Fridman, 2008), isto €, a temperatura global do sistema e dos ions € muito menor que a
temperatura dos elétrons (Lieberman e Lichtenberg, 2005; Misra et al., 2017; Tendero et
al., 2006). O sistema ndo consegue chegar a uma condicdo de equilibrio devido ao tempo ou
energia nao serem suficientes (Fridman, 2008). A temperatura do plasma ndo térmico varia de
300a1.000 K (Chen et al., 2019), e, por isso, é subdividido em plasma de quase-equilibrio, que
varia de 100 a 150 °C, aproximadamente, e plasma de ndo-equilibrio (plasma frio), que se
encontra geralmente a uma temperatura inferior a 60 °C (Misra et al., 2016), com capacidade

de aproximar-se da temperatura ambiente (Fridman, 2008; Lieberman e Lichtenberg, 2005).

3.2 PLASMA FRIO

Os plasmas de ndo-equilibrio - plasmas frios - sdo tipicamente induzidos e sustentados
por meio de descargas elétricas a um gas ou mistura de gases, por meio de fontes de energia de
micro-ondas, radiofrequéncia, corrente pulsada, alternada ou continua (Laroussi, 2002; Misra
et al., 2016). Sdo obtidos em condi¢des atmosféricas ou de pressao reduzida e requerem menos
energia de entrada (Fridman, 2008; Misra et al., 2017).

Os sistemas de plasma frio destacam-se principalmente por sua capacidade de gerar
meios com alta densidade eletronica, agentes quimicamente e biologicamente ativos,
envolvendo milhares de rea¢6es (Misra et al., 2017), mantendo sua temperatura baixa, além da
possibilidade do uso de diferentes gases como gas de formacédo de plasma (Khani et al., 2017),
sem necessidade de formacéo de vacuo (Misra et al., 2017). Devido a sua baixa energia de
ionizacdo, gases como o hélio e o argdnio sdo mais facilmente ionizados na presenca de um
campo elétrico e produzem uma gama de elétrons que podem ser Uteis em reacdes (Khani et
al., 2017). Por outro lado, os plasmas formados com ar atmosférico apresentam diversas
propriedades antimicrobianas e oxidativas devido, principalmente, a formacdo de espécies

reativas do oxigénio e nitrogénio.
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Muitos fatores influenciam a formacdo das espécies reativas e sua concentragdo no
plasma, incluindo o gés no qual o plasma é induzido, a configuragcdo da fonte de plasma, a
injecdo de energia para o gas, a duracdo do tratamento, os niveis de umidade do meio (Moiseev
etal., 2014) e o método de geracdo de plasma (descarga de barreira dielétrica, descarga corona,
plasma a jato, plasma a vacuo, radiofrequéncia, micro-ondas etc.) (Fridman, 2008).

As aplicagdes de tratamentos com plasma frio mostram-se promissoras para diversas
areas, como na industria téxtil (Jelil, 2015) e eletrdnica (Kortshagen, 2016), na medicina (Dolci
et al., 2018) com a esterilizacdo de ferramentas sensiveis ao calor, cicatrizacdo de feridas e
diferenciacdo celular (Adhikari et al., 2020), na modificacdo de superficies para melhorar a
molhabilidade e adesdo de polimeros (Baier et al., 1992; Dumitrascu et al., 2005), na destruicéo
de compostos organicos volateis (Abd Allah et al., 2014), destruicdo de poluentes
(Kogelschatz, 2003; Chirokov et al., 2005), e, inclusive, na industria alimenticia (Tolouie et
al. 2017).

Para a industria alimenticia, diversos estudos relatam a funcionalidade do plasma a frio
para melhorar a qualidade, vida util e a seguranca dos alimentos. O plasma frio € uma tecnologia
potencial para melhorar as propriedades fisico-quimicas e funcionais das proteinas
(solubilidade, formacdo de espuma (Chen et al., 2019), capacidade de retencdo de agua,
geleificacdo e emulsificacdo) (Li et al., 2023), para a modificacdo de amido e biofilmes (Kopuk
et al., 2022; Ji et al., 2019), hidrogenacdo de 6leo vegetal sem produzir acidos graxos trans
(Yepez e Keener, 2016), degradacdo eficiente de agroquimicos (Hu et al., 2013; Sarangapani
et al., 2017), alérgenos (Ekezie et al., 2019; Tammineedi et al., 2013), antinutrientes (Li et
al., 2017) e toxinas (Gao et al., 2013; Shi et al., 2017), ademais, possui propriedades de
inativagéo e ativagdo de enzimas (Khani et al., 2017; Takai et al., 2011) como consequéncia da
dose de plasma aplicada (Adhikari et al., 2020), destacando-se a inativacdo da enzima
peroxidase (Khani et al., 2017).

Devido a sua eficiente atividade antimicrobiana, o plasma pode ser também aplicado de
maneira util na inativacdo de uma ampla gama de microrganismos patégenos ou nao, como
esporos (Patil et al., 2014), biofilmes (Jahid et al., 2014; Niemira et al., 2014) e virus (Bae et
al., 2015) em superficies de alimentos (Chen et al., 2019), em dgua proveniente da lavagem de
aves (Rowan et al., 2007), para a descontaminacdo pds-colheita (Adhikari et al., 2020) de frutas,
hortalicas frescas (Critzer et al., 2007; Chen et al., 2019), grdos, sementes e leguminosas
(Adhikari et al., 2020; Selcuk et al., 2008) sem reduzir suas qualidades sensoriais e nutritivas

(Chen, 2019), devido a sua baixa temperatura (Khani et al., 2017), sendo uma étima alternativa
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para a descontaminacao de alimentos que ndo podem ser higienizados por meios convencionais
ou térmicos. O plasma a condicdo atmosférica e a temperatura préxima da temperatura ambiente
torna a descontaminacao pratica, barata e adequada para aplicagdes que requerem a conservagdo
do produto (Ragni et al., 2010).

Embora o plasma frio vem atraido o interesse da industria e da academia em relacéo a
descontaminacdo de alimentos (Khani et al., 2017), ele é considerado uma tecnologia de
tratamento superficial, ou seja, a profundidade de penetracdo do plasma na superficie das
amostras € baixa e difere-se em alimentos solidos e liquidos (Surowsky et al., 2014),
requerendo, muitas vezes, um longo tempo de processamento (Khani et al., 2017). Além disso,
os efeitos do plasma produzido por cada sistema sdo complexos e Unicos, gerando impactos nos
atributos de qualidade fisicos (morfologia da superficie, textura, sabor, cor), quimicos
(escurecimento enzimatico, degradacdo e oxidacdo ou melhoramento da carga de compostos
antioxidantes, mudanca de pH, valores nutricionais) e fisioldgicos (fotossintese pds-colheita,
respiracdo) distintos em diferentes alimentos, sendo dependentes de sua natureza e composi¢éo
(alimentos frescos, processados, gordurosos, proteicos etc.) (Chen et al., 2019).

Os desafios para o uso industrial do plasma frio incluem a necessidade de otimizagédo
ou padronizacdo de tratamentos (propriedades dielétricas, configuracdo da cémara de
tratamento, caracteristicas do eletrodo), o esclarecimento sobre a toxicidade proveniente de
alimentos tratados com o plasma, aprovacado regulatoria e aceitacdo do consumidor (Cullen et
al., 2017; Laroque et al., 2022), além de minimizar a degradacdo da qualidade dos alimentos e
garantir a inibicdo microbiana combinando o tratamento do plasma frio com outros tratamentos
de descontaminacdo microbiana, visto que a eficacia do plasma frio melhora quando utilizado
em combinacdo de métodos (Jeon et al., 2022), como, por exemplo, 0 processamento térmico
e a aplicacdo de produtos quimicos antimicrobianos.

3.2.1 Mecanismo de geracao do plasma frio

A ionizagdo do gés de formacdo, ou seja, a conversdo de espécies neutras em elétrons e
fons positivos, € a primeira reacdo quimica que deve ser levada em consideracdo
(Fridman, 2008) no mecanismo de geracdo do plasma. Para ocorrer a ionizacao, é necessario
que 0 gas passe por um processo de ruptura, que € descrito pela teoria de Townsend
(Fridman, 2008; Misra et al., 2016; Xiao, 2016). Ao aplicar uma alta diferenca de potencial

entre dois eletrodos separados por uma distancia d, gera-se um campo elétrico com forga
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suficiente para induzir o processo de ionizagdo, gerando inumeros elétrons livres (Khani et
al., 2017).

A teoria de Townsend descreve que ao incidir uma tensdo maior ou igual a tensdo de
ruptura de um gas, a energia cinética das moléculas aumenta, porém, ao invés de ocorrer o
aumento da temperatura do volume de gés, os elétrons sdo os primeiros a absorver a energia
proveniente do campo elétrico formado, devido a sua baixa massa e alta mobilidade (Fridman
et al., 2005). Em oposi¢cdo ao campo elétrico, os elétrons séo liberados da superficie do catodo.
A medida que a tensdo aumenta, a corrente elétrica também aumenta, até atingir um ponto de
saturacdo, onde os elétrons sdo acelerados para a direcdo do anodo. Ate este ponto, as colisdes
entre elétrons e espécies pesadas sdo elésticas, ndo sendo capazes de causar ionizacdo ou
excitacdo (Laroque et al., 2022; Xiao, 2016). A partir do momento em que os elétrons adquirem
certa energia, atraves de colis@es inelasticas, eles transmitem energia para as espéecies pesadas
do gas de fundo (Bourig, 2009; Ragni et al., 2010), fornecendo energia para ionizacéo,
excitacdo, dissociagdo e outros processos quimicos (Fridman, 2008), aumentando
exponencialmente a concentracdo de ions e elétrons no gas (Von Engel, 1994), formando
corrente elétrica e avalanche de elétrons devido a migracdo dos portadores de carga (Laroque
et al., 2022). Havera a ocorréncia de sequenciais avalanches de elétrons devido ao movimento
dos ions e suas colisbes com o catodo, emitindo elétrons secundérios (Von Engel, 1994;
Xiao, 2016), por consequéncia, acontece a ruptura dielétrica do gas, formando microcanais de
descarga altamente condutores, os chamados streamers (Arpini, 2017).

Apds a ruptura, em baixas pressdes, podera ocorrer o fendémeno luminoso de descarga
incandescente (Misra et al., 2016). Quando o anodo captura elétrons, um volume de ions
positivos se forma entre os eletrodos, assim, 0s ions se recombinam com os elétrons livres e,
por consequéncia, fétons sdo emitidos, causando a fotoionizacdo do gas proximo e a geragdo
de mais elétrons. Isto resulta em avalanches autossustentaveis que se juntam a avalanche
principal, formando, entdo, um processo rapido e continuo com formag&o de um canal altamente
condutivo (Laroque et al., 2022).

A ruptura dielétrica do gas submetido a uma diferenca de potencial pode ser predita pela
lei de Paschen (Garner et al., 2020). A lei de Paschen afirma que a voltagem requerida para
iniciar a ruptura dielétrica de um gés especifico entre dois eletrodos é funcdo do produto da
pressdo (p) e distancia entre os eletrodos (d) (Misra et al., 2016). Devido as poucas colisdes que
ocorrem em baixos valores do produto pd, a tenséo de ruptura € grande, necessitando de maior

energia para produzir plasma. Seguindo a mesma légica, para valores do produto pd elevados,
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devido as frequentes colisdes que fazem com que as particulas percam energia rapidamente, é
necessario aumentar a energia fornecida para alcancar a tenséo de ruptura (Nehra et al., 2008),

portanto, um meio termo é requerido.

3.2.2 Descarga de barreira dielétrica

A descarga de barreira dielétrica (DBD) é um dos métodos mais comuns de descarga de
alta tensdo (Chen et al., 2019) de corrente periddica (Bourig, 2009) para a formacéo de plasma
a pressao atmosférica e temperatura ambiente (Arpini, 2017; Bourig, 2009). Consiste em um
dispositivo de dois eletrodos condutores separados por uma distancia d, geralmente alguns
milimetros (Bourig, 2009), no qual uma camada dielétrica cobre um ou ambos os eletrodos
(Ragni, 2010), limitando a corrente de conducao e a transferéncia de carga (Misra et al., 2016).
A DBD é gerada em dispositivos de geometria plano-a-plano ou coaxial (Bourig, 2009),
geralmente com frequéncias entre 0,05 e 500 kHz (Fridman, 2008; Moreau et al., 2008), com
amplitude de tensdo oscilando entre 1 e 100 kV (Feizollahi et al., 2020), e pode tratar as

amostras direta ou indiretamente (Chen et al., 2019), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Diagrama esquematico de (a) tratamento direto e (b) indireto com plasmas DBD

em amostras solidas.
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Fonte: adaptado de Chen et al. (2019)

Sua geometria e configuragdo tem por objetivo evitar a formagdo de caminhos
preferenciais das micro descargas e de formagéo de arco elétrico, que é sempre acompanhado
por um superaquecimento local (Bourig, 2009).

A DBD é um dos métodos de formacédo de plasmas frios mais utilizados (Tendero et
al., 2006), devido a sua capacidade de trabalhar em uma ampla faixa de pressdo (Misra et

al., 2016), voltagens e frequéncias, de utilizar vérias fontes de gas, por obter um plasma
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distribuido de forma mais homogénea, caracterizado por um grande numero de microdescargas
de curta duracdo (Chen et al., 2019). Este dispositivo consegue combinar processos de
ozonizagdo, impacto de elétrons e fotolise ultravioleta (Arpini, 2017). Diante disso, tem grande
potencial para ser comercializado na industria alimenticia (Kogelschatz 2003).

A incandescéncia da DBD ¢é resultante do fenbmeno de colapso de Townsend,
caracterizada pelo plasma difuso e homogéneo e pela presenca de streamers que cobrem
inteiramente a superficie do eletrodo (Gouda et al., 1999).

O tratamento de alimentos embalados, com geracdo de plasma frio dentro da embalagem
selada, € uma aplicacdo que abre muitas possibilidades para o sistema DBD. Esse procedimento
prolonga o tempo de acdo das espécies reativas sobre 0s microrganismos, evita a contaminagédo

pos-processo (Laroque et al., 2022), e a propria embalagem age como uma barreira dielétrica.

3.3 PLASMA FRIO: FERRAMENTA DE DESCONTAMINACAO

Devido as diversas vantagens potenciais em relacdo aos métodos tradicionais de
esterilizacdo e inativacdo microbiana, incluindo baixo custo operacional de processo, curto
tempo de tratamento a baixas temperaturas, reducéo significativa no consumo de dgua (Chiang
etal., 2010; Korachi et al., 2010; Song et al., 2009) e a aplicabilidade em uma gama de produtos
alimenticios, o plasma ndo térmico em pressdo atmosférica vem recebendo uma crescente
atencdo entre as tecnologias emergentes nao térmicas avancadas (Misra et al., 2016).

A maioria dos estudos referentes a reducdo da carga microbiana por plasma frio (ndo
térmico) esta relacionada a Salmonella sp., Campylobacter sp., Escherichia coli, e Listeria
monocytogenes, 0s quais sao 0s principais microrganismos patdgenos responsaveis pela maioria
dos surtos de origem alimentar (Misra et al., 2019).

Devido & complexidade da composicdo das matrizes alimenticias, sdo necessarios
diversos ajustes em relagdo aos parametros de operacéo para garantir o sucesso da aplicacdo do
plasma frio nos alimentos, assegurando sua descontaminagdo e minimizando impactos
organolépticos e fisico-quimicos (Laroque et al., 2022).

Em produtos alimenticios, o plasma frio pode ter efeito letal sobre microrganismos por
exposicao direta (causa danos ao DNA e & membrana celular) ou indireta (radicais, particulas
carregadas e reativas do plasma reagem com a membrana celular) ao gas ionizado (Mandal et
al., 2018).
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3.3.1 Mecanismo de inativacao bacteriana

O efeito antimicrobiano do plasma frio é devido, principalmente, & acdo isolada ou em
combinacéo sinérgica (Laroussi e Leipold, 2004) de diversas espécies reativas, ions, elétrons,
radicais livres e radiacdo UV formados no plasma (Laroque et al., 2022; Ragni et al., 2010),
que atacam de vérias formas as células microbianas (Misra et al., 2016). A composi¢do do
plasma e, consequentemente, sua eficacia germicida, depende de diversos fatores, como: (i) a
matriz alimenticia - pH, umidade, propriedades de superficie e relacdo superficie/volume (Liao
et al., 2017); (ii) parametros de operacdo (Misra et al., 2017) - temperatura, umidade relativa
do meio, tensdo e frequéncia utilizada (Laroque et al., 2022; Misra et al., 2016), material e
geometria dos eletrodos, barreira dielétrica (Olthoff et al., 1995), composicdo e taxa de fluxo
do gas de formacao, gap, headspace; (iii) tempo de exposicdo do produto ao plasma (Feizollahi
et al., 2020; Liao et al., 2017); (iv) uso de tratamento direto ou indireto (Misra et al., 2016);
(v) tamanho do reator de plasma (Laroque et al., 2022); e (vi) tipo de microrganismo, sua
contagem inicial e fase de crescimento (Amini e Ghoranneviss, 2016; Feizollahi et al., 2020).

Devido as complexidades da quimica do plasma e dos sistemas microbianos, varios
mecanismos de inativacdo bacteriana por plasma frio foram propostos, porém, ainda ndo estéo
totalmente elucidados e em concordéncia (Liao et al., 2017). Segundo Deng et al. (2006), a
inativacdo microbiana pode ser causada por cinco mecanismos fisicos: a acdo de espécies
reativas, de particulas carregadas, fétons UV, campo elétrico e calor. De maneira geral, 0s
microrganismos expostos ao plasma frio, devido a acdo da radiacdo UV, particulas carregadas
e das espécies reativas, sdo inibidos por danos oxidativos a membrana celular, clivagem de
ligacBes peptidicas na estrutura celular e do DNA - retardando a replicagdo celular, vazamento
de constituintes intracelulares (Adhikari et al., 2020; Brun et al., 2018), inativacoes
enzimaticas, desnaturacdo proteica e oxidacdo de aminoacidos (Laroque et al., 2022). Os
radicais formados pela quebra das duplas liga¢des lipidicas insaturadas da membrana celular
podem causar lesbes na superficie celular, destruindo-as rapidamente (Misra et al., 2011). A
exposicao a radiagdo UV pode causar modificagdes no DNA e falhas nas replicagdes celulares
(Ragni et al., 2010). Na exposi¢cdo a campos elétricos intensos, a membrana celular da bactéria
pode ser rompida devido & agdo eletrostatica (Misra et al., 2017). Além disso, as particulas
carregadas desempenham um papel importante na ruptura da membrana devido as forgas

eletrostaticas, além da inibicdo da respiragéo (Ragni et al., 2010).
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Ao utilizar o ar atmosférico como gas ionizante para a formacdo de plasma frio,
formam-se espécies reativas do oxigénio e espécies reativas do nitrogénio, uma vez que a maior
parte do ar é composta de nitrogénio e oxigénio (Khani et al., 2017), além de radiacdo UV, ions
energéticos e particulas carregadas (Cullen et al., 2015), produzindo atagues aos componentes
intracelulares e a parede celular microbiana, levando a ruptura celular e oxidacdo de
peptidoglicanos ou lipopolissacarideos (Gan et al., 2021).

Dentre as espécies reativas do oxigénio comumente associadas & atividade
antimicrobiana estdo incluidos a formacao de peréxido de hidrogénio (H202), 0zénio (O3) e 0s
radicais anion superoxido (O2*), hidroperoxil, alcoxil (RO*), peroxyl (RO2*), oxigénio singlete
(*0y), hidroxila (*OH), e anion carbonato (CO3*) (Misra et al., 2017). As espécies reativas do
oxigénio interagem de forma prejudicial com biomoléculas celulares vitais, como DNA,
proteinas e enzimas na célula, podem alterar potencialmente a funcdo das membranas
biolégicas por meio da interacdo com lipidios, causando a formacdo de peroxidos de acidos
graxos insaturados e oxidacdo dos aminoacidos das proteinas (Misra et al., 2016). Dentre as
espécies reativas do nitrogénio comumente associadas a atividade antimicrobiana estdo
incluidos a formacdo de 6xido nitrico (NO®), radical didxido de nitrogénio (*NO-), peroxinitrito
(ONOy), &cido peroxinitroso (OONOH) e alquilperoxinitrito (ROONO) (Arjunan et al., 2015).

Em relacdo a classificacdo Gram da bactéria, diferentes padrdes de mecanismo de dano
celular entre bactérias Gram-negativas (GN) e Gram-positivas (GP), como ilustrado na
Figura 2, foram observados em estudos anteriores (Han et al., 2014; Laroussi, et al., 2003). Para
as células GN, o ataque ao envelope celular é o principal alvo das espécies reativas do oxigénio
(ERO) e da radiagdo UV, causando oxidagdo e danos irreversiveis a parede celular, bem como
liberacdo de compostos intracelulares como proteinas, DNA e lipidios devido a ruptura celular.
Por sua vez, para as células GP, os graves danos séo intracelulares, porém, sem ruptura e
vazamentos (Han et al., 2016). Além disso, a interacdo das espécies reativas do oxigénio com
0 peptidoglicano da parede celular causa quebras de liga¢Oes estruturalmente importantes: C-
O, C-N e C-C (Yusupov et al., 2013; Yusupov et al., 2012).
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Figura 2 - Mecanismo de inativacdo de bactérias gram-negativas e gram-positivas utilizando
plasma frio.
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Fonte: adaptado de Laroque et al. (2022)

3.3.2  Descontaminacao in-package

Dentre varias configuragbes possiveis de se utilizar o plasma frio, a abordagem
comumente chamada in-package vem se destacando na industria alimenticia. O termo in-
package refere-se a tecnologia em que uma embalagem selada — de plastico ou ocasionalmente
vidro (Moutiqg et al., 2020), contendo o produto alimenticio destinado a descontaminacéo
(Misra et al., 2013) serd submetido a uma diferenca de potencial entre dois eletrodos e,
consequentemente, o gas contido dentro da embalagem, podendo ser ar ou gas de atmosfera
modificada, serd ionizado, gerando micro descargas (Pankaj et al., 2015), ou seja, havera a
formacéo de plasma dentro da propria embalagem (Lee et al., 2020; Moutiq et al., 2020).

Sendo assim, a ideia-chave deste processo baseia-se no fato de que as espécies ativas
formadas se concentrardo dentro da embalagem primaria selada, onde o plasma atuara como
agente esterilizante e efetuard a inativacdo microbiana sem afetar a integridade dos materiais
da embalagem (Misra et al., 2019). Ademais, o proprio material polimérico da embalagem atua
como uma barreira dielétrica (Kim, Bang, e Min, 2019; Misra et al., 2015), permitindo a
geracdo de uma descarga estavel (Misra et al., 2014).

Muitas das espécies do plasma tém um tempo de vida longo, variando de minutos a

horas (Moiseev et al., 2014; Park et al., 2018), além de uma alta difusividade, garantindo um
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tratamento uniforme do produto (Moutig et al.,, 2020). No entanto, as espécies ativas
eventualmente se recombinam espontaneamente para formar o gas original, ou seja, 0 processo
comega com uma composi¢do gasosa conhecida e termina com essa mesma composi¢cdo apos
0 tempo necessario para a recombinacéo, eliminando efetivamente uma populacdo significativa
de microrganismos deteriorantes (Misra et al., 2019) ou patdgenos. O tempo de recombinacgéo
depende de alguns fatores, como: da energia das espécies, temperatura, pressdo, tipo e volume
da embalagem, presenca de alimentos, umidade, luz e concentracdo inicial de cada espécie na
embalagem (Attri et al., 2015; Moiseev et al., 2014; Park et al., 2018).

O tratamento de plasma frio in-package atraiu consideravel atencdo de pesquisa para
sua possivel aplicacao na industria de producéo de alimentos (Kim et al., 2019; Li e Farid, 2016;
Min et al., 2017; Pignata et al., 2017), pois a geracdo de plasma dentro de uma embalagem
selada permite: (i) evitar a contaminacdo pds-processamento do alimento ja tratado (Feizollahi
et al., 2020; Li e Farid, 2016), (ii) ter a possibilidade de utilizar o ar como fonte de plasma,
sendo considerada uma tecnologia econdmica (Kang et al., 2021), (iii) diminuir a carga
microbiana do material da embalagem, (iv) utilizar uma variedade de materiais de embalagem
(Pankaj et al., 2014) e atmosferas de gas modificadas (Misra et al., 2014; Shi et al., 2017),
(v) armazenar sob congelamento, refrigeracdo ou diretamente em condi¢Ges de temperatura
ambiente (Misra et al., 2015; Xu et al., 2017), (vi) aumentar a vida util de alimentos (Min et
al., 2018) e (vii) descontaminacdo simultanea do alimento e embalagem, simplificando
eficientemente o processo de producdo (Misra et al., 2019).

Ha estudos que relatam que os sistemas de plasma in-package possuem grande éxito na
inativacdo de uma ampla classe de patégenos e microrganismos deteriorantes em frutas,
vegetais, laticinios, ovos, carne ou produtos a base de carne (Misra et al., 2016).

Este processo destaca-se como uma forma de prevencdo e protecdo adicional da
possibilidade de contaminacdo cruzada por trabalhadores, equipamentos ou outros fatores
causados por eventuais falhas na seguranca e higiene da linha de processamento.

A Tabela 1 apresenta um compilado de estudos reportados na literatura sobre a aplicagao
de plasma frio in-package em condicOes de pressédo e temperatura ambientes.
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Tabela 1 - Estudos da literatura sobre aplicacdo de plasma frio em alimentos embalados em condi¢Ges ambientes.

Inativacéo

Amostra Embalagem Reator CP Condigdes de processo RHA Microrganismo (log UFCIg) Resultados relevantes  Referéncia
. Espessura Tempo Frequéncia Voltagem Gap
Material (mm) (min) (H2) Kv)  (cm)
Bolos PEBD 05+0.1
CorZT"p(;)Zs de PP 70 3 - 21 35 - Mesbfilos 0.7+01 Sem alteracdo de core  Kang et al.
cozidosa  Nylon/PEBD fundido ‘ 1302 firmeza (2021)
vapor Nylon/PP fundido 1.3+0.2
DBD (log UFC/tomate)
(direto) 30 1.5+03
PEBD + nylon (3%)
Mix de 43 S. Montevideo 2.7£02 Kim et al
vegetais PEBD 50 3 60 28,2 6 S. Enteritidis 15+03 - (2019) '
(tomate uva) PET ) S. Typhimurium 15403
PP 1.2+0.2
(log UFC/tomate)
Corona 27 S. Anatum 10+02 Sem alteragao de cor,

Tomate uva PET ) (adaptado de 3 1000 35 ) s' Stanle firmeza, perda de peso, Min et al.
DBD - 7 S Enteritié/is 05+0.2 concentracéo de licopeno (2018)
direto) ) e acido ascorbico residual

(log UFClg)
DBD Mesofilos 2.56+1.82 Mudancadeacorea  Misraetal.
Morangos 50 (indireto) 50 60 4 Lev. e bolores 156 +1.29 firmeza insignificantes (2014a)
5 - Mesofilos 26+03 Sem alteragéo
Pf(;:r?g%e PP - 60 100 - Psicrotroficos 3.0£0.2 significativa de cor, pH, l;/llo(uzt(l)ng;
DBD Enterobacteriaceae 1.3+0.2 CRA ¢ oxidagdo lipidica
(direto)
Frango ) Microrganismos Sem alteracéo Zhang et
assado 25 3 0 8 2,68 totais 391£00 significativa de core pH  al. (2022)

Fonte: Autora (2023)
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3.3.2.1 Influéncia da embalagem na eficiéncia e formacao do plasma frio

A eficacia da inativacdo microbiana in-package, além de ser influenciada pela
composicdo e quantidade de espécies reativas do plasma, bem como pelo contato entre as
espécies reativas e os alimentos (Laroussi e Leipold, 2004), tambem é fortemente influenciada
pelos parametros de embalagem, incluindo o material polimérico e espessura da embalagem,
distancia do eletrodo e da amostra (Kim et al., 2019), formato da embalagem, presenca ou
auséncia de embalagem secundaria e pela propor¢do de volume do headspace e da amostra
(Kang et al., 2021).

Esta tecnologia tem sido estudada utilizando diversos materiais de embalagem, como,
por exemplo, o polietileno de baixa densidade (PEBD), polietileno de alta densidade (PEAD),
poliestireno (PS) (Keener et al., 2011), polipropileno (PP), polietileno tereftalato (PET) e
laminados com nylon (Kang et al., 2021). A diferenca na eficécia da inativa¢do microbiana da
amostra consequente do uso de diferentes materiais poliméricos da embalagem, pode ser
explicada, em parte, pelas diferencas de permissividade dielétrica, as quais podem induzir
diferentes niveis (Li et al., 2007), homogeneidade e estabilidade das micro descargas,
produzindo diferentes composicdes e quantidades de espécies reativas do plasma frio
(Shuiliang et al., 2016). Maiores permissividades dielétricas resultam em maiores micro
descargas e mais espécies reativas no plasma, resultando em maior inativacdo. O efeito do
material de embalagem na inativagdo microbiana também depende do tipo de microrganismo
(Kim et al., 2019).

Kim et al. (2019) investigaram como o material, formato da embalagem, composicao
do gas de formacdo, distancia entre o eletrodo e a amostra, presenca de embalagem secundéria
e a razéo de volume entre headspace e amostra (RHA) afetavam na inativacdo de Salmonella
Montevideo, S. Enteritidis, e S. Typhimurium por plasma frio in-package em uma mistura de
vegetais (alface, repolho roxo, cenoura e tomate uva). A tensdo aplicada foi de 28,2 kV e
60 Hz por 3 min, com tratamento direto, gap de 6 cm e em condig¢des atmosféricas. Os autores
observaram que a inativacdo do patogeno foi mais eficaz na embalagem composta por PEBD
e nylon (3%) do que puramente PEBD, com uma inativacdo de 2,3 = 0,1 e
1,8 £ 0,3 log UFC/tomate, respectivamente. A diferenca na eficicia da inativacdo pode ser
explicada pela diferenca da permissividade dielétrica entre os diferentes materiais, que podem
induzir diferentes niveis de microdescarga (Li et al., 2007) e, portanto, diferentes quantidades

de espécies reativas no plasma frio (Shuiliang et al., 2016), na qual a maior permissividade
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dielétrica do compdsito com nylon (4,0-6,0) (Lampman, 2003) em relagdo ao PEBD (2,3)
(Basri et al., 2017) pode ter levado a maiores microdescargas e maior formacao de espécies
reativas no plasma, resultando em uma maior inativacdo. Os efeitos de RHA mostraram
melhores resultados na inativacdo quando o headspace foi maior, ou seja, 0 aumento do
volume da embalagem levou a um aumento do volume total de gas nela contida, produzindo,
assim, uma maior quantidade de espécies reativas. A inativacdo para RHA de 43:1 e 30:1 foi
de2,7+0,2e 1,5+ 0,3 log UFC/tomate, respectivamente. Uma maior inativacdo também foi
observada no tratamento direto, em que o alimento foi posicionado entre os dois eletrodos,
fazendo com que as espécies reativas de vida curta estejam mais disponiveis para a reagir com
a amostra em comparagdo com o tratamento indireto, no qual a amostra foi posicionada fora
da area dos eletrodos, fazendo com que as espécies reativas de vida curta fossem perdidas ou
reagissem durante seu percurso ao alimento. A inativacdo pelo tratamento direto foi de
3804 log UFC/tomate, enquanto para 0 tratamento indireto foi de
1,5+ 0,3 log UFC/tomate. Além disso, os autores reportaram que o uso de diferentes gases de
formacdo ndo acarretaram em diferencas significativas na inativacdo microbiana.

Kang et al. (2021) avaliaram o efeito do material, formato e presenca de embalagem
secundéria na inativacdo de bactérias aerobicas mesofilas nativas por plasma in-package em
bolos coreanos de arroz cozidos a vapor. A condicdo de processo foi de uma tensao aplicada
de 21 kV por 3 min, com tratamento direto, gap de 3,5 cm e em condi¢des atmosféricas. Os
autores também reportaram que a laminacéo de PP ou PEBD com nylon aumentou a inativacao
microbiana em, pelo menos, 1,8 vezes, ou seja, 0s resultados sugeriram que materiais de
embalagem com altos valores de permissividade dielétrica seriam mais eficazes como
embalagens para alimentos a serem descontaminados pelo tratamento de plasma frio in-
package.

Os autores também relatam que para uma embalagem primaria de PET semirrigida, a
presenca de uma embalagem secundaria reduziu o nivel de inativacdo de 1,2 + 0,1 log UFC/g
para 0,75 £ 0,05 log UFC/g. Portanto, os autores sugerem que as amostras sejam embaladas
apenas por uma Unica embalagem para passar pelo tratamento, e ap6s, se necessario, embalar
com um segundo material. Porém, caso a natureza da linha de producéo exija a presenca de
uma embalagem secundaria antes do tratamento por plasma frio, o espaco entre o primeiro e
0 segundo material de embalagem deve ser minimizado e, o material polimérico deve ser
atenciosamente selecionado de acordo com a permissividade dielétrica de ambos os materiais

de embalagem. O formato da embalagem também interferiu nos resultados da inativacdo
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microbiana, visto que, as embalagens semirrigidas de PET tém contato mais uniforme com o
eletrodo inferior, além de apresentar uma diferenca de altura uniforme em relagéo ao eletrodo
superior. Assim, as descargas elétricas ocorrem em uma darea relativamente grande,
produzindo maior quantidade de espécies reativas de plasma dentro da embalagem,
alcancando maior inativacdo microbiana (Kim et al., 2019).

Por questdes de seguranca e qualidade, é importante que a embalagem mantenha sua
integridade e funcionalidade apos o tratamento com o plasma. De forma geral, o tratamento
por plasma frio in-package nao altera significativamente a permeabilidade da embalagem em
relacdo ao vapor de agua, a taxa de transmissdo de oxigénio, as propriedades de tracdo (Kang
et al., 2021) e a resisténcia dos materiais poliméricos (Puligundla et al., 2016). Todavia, a
avaliacdo de todas as possiveis alteracdes induzidas pelo plasma frio no material é necessaria,

principalmente os limites de migracdo de compostos ao alimento (Pankaj et al., 2014).

3.4  CONTAMINACAO EM PRODUTOS FATIADOS DO TIPO READY-TO-EAT

A preferéncia do consumidor por conveniéncia e praticidade faz com que os produtos
fatiados prontos para o consumo (ready-to-eat - RTE) ganhem for¢a no mercado. No entanto,
este habito de consumo implica no aumento de doengas transmitidas por alimentos (DTA),
visto que esses produtos, apos passarem pelo devido tratamento térmico na linha de producéo,
ainda sdo copiosamente manipulados, mantidos refrigerados por um longo periodo
(Martins, 2009) e geralmente ndo sdo aquecidos pelo consumidor antes do consumo (Lis et
al., 2018).

Produtos alimenticios RTE contaminados, principalmente produtos carneos e frutos
do mar, sdo identificados como produtos de alto risco para a saude humana (Misra et
al., 2016). A contaminagdo da superficie dos produtos prontos para 0 consumo pode ocorrer
durante o poés-processamento, em virtude de diversas bactérias, inclusive a Listeria
monocytogenes, que podem sobreviver no ambiente fabril por meses, podendo ser transferida
para o produto por meio de contaminagdes cruzadas a partir de superficies de equipamentos,
como fatiadores (Rad et al., 2012), utensilios e operadores.

Para controlar as contaminagfes pos-processamento de microrganismos na superficie
de produtos ja tratados, a industria faz uso de diversos tratamentos, incluindo o processamento
térmico, de alta pressao e aditivos antimicrobianos (Jiang et al., 2015). No entanto, cada um

desses processos tem suas desvantagens, por exemplo, os tratamentos térmicos podem
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impactar negativamente a qualidade sensorial e nutricional dos produtos (Pietrasik et al.,
2012). Diante disso, a tecnologia de plasma frio in-package torna-se uma alternativa
promissora para o controle de contaminagdo pds-processo.

Song et al. (2009) avaliaram a eficiéncia do plasma frio na inativacdo microbiana em
queijo e presunto fatiado inoculados com trés cepas de L. monocytogenes. Os testes foram
realizados em diferentes poténcias de entrada (75, 100, 125 e 150 W) e tempos de exposi¢do
(60, 90 e 120 s), em condi¢des atmosféricas. Os autores observaram que o plasma atmosférico
reduziu significativamente a contagem de L. monocytogenes na superficie do presunto e queijo
fatiado, porém, a eficécia da inativacdo foi influenciada pelo tempo de tratamento, poténcia e
tipo de superficie do alimento. A reducdo microbiana aumentou com o aumento da poténcia
de entrada e do tempo de exposicdo ao plasma. Além disso, a inativacdo microbiana da
superficie do queijo foi muito maior que na do presunto, sendo associada a estrutura porosa
do presunto,0 qual pode possuir muitos locais de fixacdo e migracdo bacteriana,
potencialmente protegendo as células da exposi¢do ao plasma.

Nesse sentido, a hipotese do presente estudo foi que a aplicacdo de plasma frio em um
presunto embalado e selado poderia potencializar o efeito do tratamento, uma vez que as
espécies geradas teriam maior tempo para reagir com 0S microrganismos menos expostos.
Além disso, a insercdo de outra barreira dielétrica (no caso, a embalagem) poderia diminuir a
poténcia, e, consequentemente, abrandar os efeitos do plasma frio nas propriedades

organolépticas do produto.

4 MATERIAIS E METODOS

41 PREPARO DA AMOSTRA

Neste estudo, utilizou-se o presunto cozido fatiado Soltissimo (Sadia, BRF S.A.) de
embalagem abre e fecha (Figura 3), adquirido em supermercados locais. O produto foi
armazenado sob resfriamento a 4 °C antes dos testes. O material da tampa da embalagem €
constituido por laminacdo de varios polimeros: PET (12 um), PE (11 pm), adesivo de
coextrusao (15 um), PA (7 um), EVOH (9 um), PA (8 um), adesivo de coextrusao (15 um) e
PE (11 pm). Por outro lado, a base (recipiente) é constituida por laminagdo dos seguintes
polimeros: PET rigido (150 um), PE (8 um), adesivo de coextrusdo (10 um), PA (4 um),
EVOH (6 pm), PA (4 um), adesivo de coextrusdo (10 pum), e PE (9 um). As dimensdes de
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largura, comprimento e profundidade da embalagem s&o de 149,90 mm, 248,65 mm e

17,10 mm, respectivamente.

Figura 3 - Embalagem do presunto cozido fatiado Soltissimo (Sadia, BRF S.A.): vistas (a)
frontal e (b) lateral.

(b) r"' -
S S
—

Fonte: Autora (2023)

A Figura 4 mostra como 0 presunto encontrava-se arranjado originalmente dentro da

embalagem.

Figura 4 - Arranjo original das fatias dentro da embalagem do presunto cozido fatiado
Soltissimo (Sadia, BRF S.A.).

IR DG
Fonte: Autora (2023)

Para uma melhor uniformidade da aplicacdo do plasma frio, as fatias de presunto foram

organizadas dentro da embalagem, como apresentado na Figura 5. Para avaliar o tratamento
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direto, utilizou-se cerca de 9 fatias inteiras do presunto, com dimensdes aproximadas de
112,35 x 123,35 mm, e, para o tratamento indireto, utilizou-se ¥4 das fatias do presunto, com
dimensbes aproximadas de 112,35 x 30,84 mm, ambos com espessura padronizada em
9,08 £ 0,27 mm. O excesso de liquido dentro da embalagem foi removido com papel toalha.
Ap0s, as embalagens foram fechadas com auxilio de fita dupla face com cuidado para que a
tampa da embalagem ndo encostasse no presunto.

Figura 5 - Arranjo padronizado dentro da embalagem das fatias do presunto cozido fatiado
Soltissimo (Sadia, BRF S.A.) para os tratamentos direto (circulo vermelho) e indireto

Fonte: Autora (2023)

42 REATOR DBD DE PLASMA FRIO

Para a aplicagdo do plasma frio, utilizou-se um reator de descarga de barreira dielétrica
(DBD), desenvolvido no Laboratdrio de Propriedades Fisicas dos Alimentos (PROFI, UFSC).
O reator DBD, ilustrado na Figura 6, consiste num sistema composto por uma fonte de alta
tensdo e 2 eletrodos circulares de aco inoxidavel paralelos em uma caixa de acrilico com
16,4 cm de largura e 33,3 cm de altura. Os eletrodos séo fixados em chapas de poliacetal que
se encaixam na caixa de acrilico. O eletrodo superior de 50,9 mm de didmetro € fixado pelo
sistema de roscas, que permite a regulagem da distancia entre os eletrodos. O eletrodo inferior
de 64,50 mm de diametro é acoplado dentro da chapa de poliacetal, a fim de evitar caminhos
preferenciais que possam levar a formacéo de arco elétrico.

A fonte utilizada é de alta tensdo pulsada negativa, modelo Pulse 0130 da empresa

Inergiae, para gerar a descarga elétrica. Essa fonte é capaz de gerar pulsos energéticos com
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um méaximo de 0,2 J de energia, resultando em tensdes de saida de até 32 kV com uma
frequéncia maxima de 1000 Hz. A taxa de repeticdo desses pulsos pode chegar a 500 Hz, o
que se traduz em uma poténcia de saida de até 100 W. A operacéo dessa fonte se baseia no
principio de acumulac&o e descarga de energia. E possivel controlar a tensio e a frequéncia
utilizando um potenciébmetro de multiplas voltas, e monitorar a energia de saida e a

temperatura interna da fonte por meio do painel de exibigdo da fonte (Muller, 2019).

Figura 6 - Reator de descarga de barreira dielétrica (Inergiae, Pulse 0130, Brasil): (i) fio

terra, (ii) fonte de alta tensdo, (iii) fio de alta tensdo, (iv) caixa de acrilico e (v) eletrodos.

PULSEO130

Fonte: Autora (2023)

43  APLICACAO DE PLASMA FRIO DBD NAS EMBALAGENS DE PRESUNTO
FATIADO

A embalagem fechada com o presunto fatiado foi posicionada entre os eletrodos,
dentro do aparato de acrilico, de tal forma que a embalagem ficasse completamente encostada
nos eletrodos, com uma distancia de 3,92 + 0,27 mm da amostra em rela¢do ao eletrodo

superior (Figura 7).
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Figura 7 - Posicionamento da embalagem de presunto no reator de plasma frio DBD.

Fonte: Autora (2023)

Primeiramente, foi realizada uma varredura de distancia dos eletrodos, tensdo e
frequéncia em que era possivel visualizar o plasma dentro da embalagem de presunto. Sendo
selecionado uma distancia e duas condig¢Ges de tenséo e frequéncia do plasma frio para a
realizagdo dos experimentos.

Os experimentos foram realizados em condi¢Ges ambientes de umidade relativa e

temperatura do ar de 62,2 £ 7,7% e 23,3 + 0,2 °C, respectivamente.

44  AVALIACAO DA FORMACAO DE PLASMA FRIO DENTRO DA EMBALAGEM
DE PRESUNTO

Estudos relatam que as particulas energéticas geradas durante o tratamento por plasma
frio em polimeros destroem as ligacOes entre as cadeias poliméricas na superficie de um filme
plastico, aumentando a rugosidade da superficie do filme por meio da corrosdo (Chen et
al., 2020; Pankaj et al., 2014) e aumentam a hidrofilicidade da superficie (Muller, et al., 2022;
Song et al., 2015). Dessa forma, este fendmeno pode ser utilizado como forma de verificacéo
da formacdo de plasma frio dentro da embalagem, comparando a hidrofilicidade anterior e
posterior do polimero a exposicédo ao tratamento.
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4.4.1 Anélise do angulo de contato

A fim de confirmar a formacdo do plasma dentro da embalagem, foi analisada a
alteracdo do angulo de contato do polimero PEBD de 100 um de espessura com agua destilada,
em temperatura ambiente, em funcdo do tempo de tratamento. A amostra do polimero foi
padronizada em um retdngulo com dimensdes de 38 x 9 mm, colocado sobre o presunto na
parte do tratamento direto, de modo que ficasse centralizada entre os eletrodos, e outra amostra
sobre o tratamento indireto (Figura 8). A embalagem foi fechada e submetida ao tratamento,
em duplicatas independentes de amostra, em tempos de até 240 s (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
80, 100, 120, 150, 180, 210, e 240 s), e para cada tempo de tratamento foram realizadas 3

medicOes em cada amostra de polimero.

Figura 8 - Posicionamento do polimero sobre o presunto para a analise do angulo de contato

por tratamento (a) direto e (b) indireto. O circulo vermelho representa a posi¢éo do eletrodo.

Fonte: Autora (2023)

Para a analise do angulo de contato, foi construido um aparato, ilustrado na Figura 9a,
com 0 mesmo principio de um gonidmetro (Figura 9b). O aparato consiste em suportes,
micropipeta, lampada LED, lamina de vidro e um microscépio digital USB de resolucdo
640 x 480.
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Figura 9 - (a) Aparato construido para medi¢do do angulo de contato e (b) gonidbmetro
(Ramé-Hart Inst. Co., 250-F1, USA): (i) micropipeta, (ii) microscopio digital, (iii) lampada

LED, (iv) lamina de vidro e (v) suportes.

(b)

Fonte: Autora (2023)

O polimero previamente higienizado com alcool etilico hidratado 70%, seco com papel
higiénico macio, seguido, ou ndo, pelo tratamento por plasma frio, foi fixado em uma lamina
de vidro com fita dupla face, e entdo levado ao aparato para fotografar com o microscépio
digital a gota proveniente da micropipeta (Figura 10). A micropipeta teve sua gota

padronizada em 5 uL, através da calibragdo com balanca analitica.
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Figura 10 - Fotografia obtida no aparato construido da gota de 5 uL formada sobre a

superficie do polimero.

Fonte: Autora (2023)

Ap0s a obtencdo das fotografias, estas foram salvas e analisadas pelo software ImageJ
v. 1.53t (National Institutes of Health, USA) para a obtencdo do valor do angulo de contato

da gota com a superficie do polimero por meio do plug-in contact angle (Figura 11).

Figura 11 - Tratamento da imagem pelo plug-in contact angle do aplicativo ImageJ v. 1.53t:
(a) selecdo manual dos pontos nas extremidades da gota e (b) formacéo, pelo software, da

elipse que passa pelos pontos.

Fonte: Autora (2023)

Para a validacdo da exatiddo do aparato construido, primeiramente, as imagens obtidas
no goniémetro foram tratadas no software DROPimage Advanced e no software ImageJ para
comparacéo dos valores do &ngulo de contato. Em seguida, o valor do &ngulo de contato inicial

do polimero (sem tratamento) determinado por meio do aparato foi comparado com o0s
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resultados obtidos no gonidémetro, utilizando-se o software ImageJ para o tratamento das

imagens obtidas em ambos os equipamentos.
45  TESTE DE INATIVACAO MICROBIOLOGICA

O microrganismo utilizado para os testes de inativacao atraves da aplicacdo de plasma
frio in-package no presunto fatiado e no agar PCA (Plate Count Agar) foi a Listeria
monocytogenes (CCT 7474), a qual foi isolada de salsichas no Laboratério da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (FEA, UNICAMP),
adquirida na forma liofilizada da Colegdo de Culturas Tropicais (Fundacdo André Tosello).

451 Inbculo

A preparacdo do inoculo foi realizada por meio da incubacdo de uma unidade
formadora de col6nia (UFC), retirada com auxilio de uma alca bacteriologica de uma cepa
estoque de L. monocytogenes, em estufa tipo shaker (Tecnal, TE-4200, Brasil), adicionada em
10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) em tubo Falcon estéril descartavel, mantido sob
agitacdo constante de 210 rpm a 37 °C durante 7 h. O tempo de incubac¢éo foi previamente
definido de forma que a concentragdo final das células ficasse em 10° UFC/mL, que
corresponde ao inicio da fase estaciondria de crescimento da L. monocytogenes
(Massia, 2022). Apds o tempo de incubacdo, o indculo foi submetido a centrifugacao durante
5 min a uma rotacdo de 3300 rpm, a fim de separar as células do caldo BHI. O caldo BHI
(sobrenadante) foi descartado e as células foram ressuspendidas em 10 mL de buffer

(Figura 12), continuando com a concentragdo do indculo em 10° UFC/mL.

Figura 12 - Preparo do indculo de L. monocytogenes.

’ - - @
Q | [ . —& .4

- — - Debscartde d? Re:rsnuzlpf?f??srao
L. Monocytogenes Caldo BHI 10* UFC/mL Centrifugagdo S0 Tanl)an € 10° UFC/mL
- :
estoque 10 mL 5 min a 3300 rpm

Incubacéo em shaker
37°C/7 ha 200 rpm

Fonte: Autora (2023)
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4.5.2 Inoculagdo

4.5.2.1 Inoculacéo no presunto

A conformacgdo e espessura do presunto fatiado dentro da embalagem para o
tratamento direto e indireto de plasma frio foi a mesma ja descrita no item 4.1. Para a anélise
da inativacdo da L. monocytogenes, foram adicionados 30 uL do indculo na concentracao
10° UFC/mL tanto na parte direta quanto na indireta (Figura 13). Ap6s a embalagem ser selada
com fita dupla face, esta foi submetida ao tratamento com plasma frio (Figura 7). As condi¢6es
de tratamento por plasma frio foram definidas com base na visualizacdo do plasma frio
formado e nos resultados obtidos na analise do angulo de contato, sendo selecionadas duas
condicdes de frequéncia e tenséo e dois tempos de tratamento.

Para avaliacdo do efeito antimicrobiano das espécies reativas geradas no plasma frio
dentro da embalagem, amostras foram separadas em 3 grupos: o 1° foi imediatamente
submetido a rinsagem apoés a aplicacdo do plasma; o 2°, a rinsagem foi realizada ap6s 30 min
do tratamento; e 0 3° as amostras foram armazenadas em BOD a 4 °C por 5 dias e entdo

realizada a rinsagem.

Figura 13 - Procedimento para a inoculacdo de L. monocytogenes no presunto fatiado para o

tratamento (a) direto e (b) indireto. As areas inoculadas sdo representadas pelo circulo e

retdngulo em vermelho.

10° UFC/mL

Inoculagdo para tratamento (a) direto e
(b) indireto Embalagem

selada
Fonte: Autora (2023)
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4.5.2.2 Inoculagéo no agar PCA

Para o teste de inativacao microbioldgica no agar, a conformacéo do presunto fatiado
dentro da embalagem para o tratamento direto e indireto foi a mesma ja descrita no item 4.1,
porém, foram retiradas algumas fatias de presunto de tal forma que, ao incluir o &gar (este
retirado de uma placa de Petri de 90 mm de didmetro), a espessura total (presunto + gar)
ficasse na espessura de, aproximadamente, 9 mm (Figura 14), ou seja, na mesma espessura
definida para os outros testes ja descritos, a fim de minimizar as perturbaces e mudancas no

sistema.

Figura 14 - Conformacao para os testes de inativacdo de L. monocytogenes no agar PCA.

Fonte: Autora (2023)

Para a analise da inativacdo da L. monocytogenes, foram inoculados 30 uL do inéculo
na concentracdo 10° UFC/mL no agar, tanto na parte do tratamento direto - de modo que a
inoculacdo ficasse dentro da area de cobertura do eletrodo superior - quanto no indireto
(Figura 15), obtendo amostras com aproximadamente 10’ UFC/amostra. Por fim, apds a
embalagem ser fechada com fita dupla face, esta foi submetida ao tratamento com plasma frio
(Figura 7).
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Figura 15 - Procedimento para a inoculacao de L. monocytogenes no agar PCA para o

tratamento (a) direto e (b) indireto. As areas inoculadas séo representadas pelo circulo e

retangulo em vermelho.

-
=
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10° UFC/mL
Inoculag@o para tratamento (a) direto e
(b) indireto Embalagem
selada

Fonte: Autora (2023)

Para avaliacdo do efeito antimicrobiano das espécies reativas geradas no plasma frio
dentro da embalagem, as amostras foram também separadas em 3 grupos: o 1° foi
imediatamente submetido a rinsagem ap6s o tratamento com plasma; o 2°, a rinsagem foi
realizada ap6s 30 min do tratamento; e o 3°, as amostras foram armazenadas em BOD a 4 °C

por 5 dias e entdo realizada a rinsagem.

4.5.3 Enumeracdo de células microbianas

A enumeracdo de células microbianas nas amostras teve inicio com a adi¢do de 2 fatias
de presunto ou do &gar em sacos para coleta de amostra estéril, e diluicdo em 30 mL de agua
peptonada 1%. As amostras foram massageadas manualmente até sua total desintegracgéo,
obtendo-se a primeira diluicdo. Em seguida, foi realizada diluicdo seriada, no qual 0,1 mL da
diluicdo da amostra foi adicionada em microtubos Eppendorf com 0,9 mL de agua peptonada
1%. Posteriormente, 0,1 mL de cada dilui¢do foi adicionado na superficie de PCA em placas
de Petri de 90 mm de didmetro, descartaveis e estéreis, espalhadas com alca Drigalski estéril
descartavel. Para cada amostra, foram plaqueadas de 2 a 4 diluicdes. As placas invertidas
foram incubadas em BOD a 37 °C por 24 h (Figura 16). Por fim, foram contadas as UFC

resultantes, e os resultados foram expressos em log UFC/amostra. Este procedimento foi
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realizado tanto para a parte que recebeu o tratamento por plasma frio direto como para o
indireto. Como controle, foram utilizadas amostras sem tratamento. Também foram realizadas
rinsagens de amostras sem indéculo e sem tratamento (branco), para confirmacdo que o
presunto ndo apresentava contaminacao, e que toda a contagem bacteriana era proveniente da
inoculacéo da L. monocytogenes.

Para o célculo da concentracdo microbiana ap6s o tratamento (N), a contagem de UFC
foi multiplicada pelo inverso das dilui¢Bes. Os resultados foram expressos em Log(No/N), em

que No é a concentragdo microbiana inicial.

Figura 16 - Procedimento para a rinsagem de L. monocytogenes no presunto fatiado.
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Massageamento Incubagdo em B.0.D
manual 37°Cpor24h

Fonte: Autora (2023)

4.6  TESTES DE QUALIDADE

46.1 Cor

A avaliacédo da cor do presunto foi realizada com um colorimetro (Delta Color, Delta
Vista, Brasil), por meio do qual foi possivel obter os parametros L*, a* e b* do espaco de cor
CIELab definidos pela CIE (Commision Internationale de L’Eclairage) (CIE, 1978). O
parametro L* varia do preto ao branco, o pardmetro a* varia do verde ao vermelho e o

parametro b* varia do azul ao amarelo (Figura 17).
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Figura 17 - Diagrama do espaco de cor CIELab.
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Fonte: adaptado de Beetsma (2020)

A diferenca total de cor (4E£*) foi determinada a partir da Equagéo 1, assumindo como

referéncia a cor do presunto antes do tratamento com plasma frio.

AE* = J(L* — Lyes)? + (@ — @ho)? + (b — bjp)? 1)

A distribuicdo e coleta de dados de coloracgéo foi feita conforme a Figura 18, no qual,
na parte do tratamento direto, foram realizadas 7 medicdes e, do indireto, 5 medicdes. A
andlise foi realizada em duplicata.

462 pH

O pH do presunto antes e apds o tratamento por plasma frio foi avaliado usando um
medidor portatil de pH de superficies (Akso, AK103, Taiwan). As medic¢Ges foram realizadas
conforme apresentado na Figura 18, no qual, na parte do tratamento direto, foram realizadas

7 medigdes e, do indireto, 5 medicGes. A analise foi realizada em duplicata.
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Figura 18 - (a) Tratamento direto/area de cobertura do eletrodo superior, (b) regido de

analise do tratamento indireto e (O) regides de leitura de cor e pH no presunto.

Fonte: Autora (2023)

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de cor, pH e do angulo de contato foram tratados estatisticamente
utilizando o software Statistica 13.5.0.17 (TIBCO, USA), por meio da analise de variancia
(ANOVA). A comparacao das médias das analises foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel
de confianca de 95% (a = 0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  CONDICOES DE OPERACAO DO PLASMA FRIO: TENSAO E FREQUENCIA

Com o objetivo de determinar 0s parametros operacionais necessarios para a geracao
de um plasma frio visualmente estavel e uniforme, foram realizados testes em duas etapas. Na
primeira etapa, alterou-se a distancia entre os eletrodos superior e inferior, com o proposito
de garantir a ocorréncia de descargas elétricas em toda a circunferéncia do eletrodo superior
dentro da embalagem. Como resultado, a distancia entre os eletrodos foi padronizada em
13 mm, de tal maneira que a parte superior e inferior da embalagem ficasse em contato com
os eletrodos. Em seguida, para cada tensao de pico (kV), foram analisados os intervalos de
frequéncia (Hz), no qual a presenca de plasma foi visualmente detectada dentro da

embalagem. A Figura 19 apresenta o intervalo dos parametros de tenséo e frequéncia nos quais
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foram observadas descargas de plasma frio uniformes e estaveis dentro da embalagem
(Figura 20).

Figura 19 - Faixas de frequéncia em diferentes tensdes para geracdo de plasma frio
visualmente uniforme e estavel dentro da embalagem de presunto, com distancia entre 0s
eletrodos de 13 mm e a pressdo atmosférica.
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Fonte: Autora (2023)

Figura 20 - Formac&o de plasma frio (descarga violeta) estavel e uniforme dentro da

embalagem.

Fonte: Autora (2023)
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Como consequéncia, duas condic¢des de operacdo do plasma frio foram selecionadas
para estudo: 23 kV em 45 Hz e 28 kV em 120 Hz.

52  VALIDACAO DO APARATO CONSTRUIDO PARA MEDICAO DO ANGULO
DE CONTATO

A comparacdo dos resultados do angulo de contato das imagens obtidas e tratadas no
software DROPimage Advanced do goniémetro com o software ImageJ apresentaram erros
menores que 1,4%. Além disso, a média dos valores do angulo de contato inicial do polimero
(sem tratamento), determinado por meio do aparato construido (Figura 9a), comparada com o
goniémetro (Figura 9b), apresentou um erro maximo de 4,8%. Portanto, a exatidao do aparato
foi confirmada e seus resultados sdo considerados equivalentes aos resultados do goniémetro.
Dessa forma, o aparato construido para medir o &ngulo de contato pode ser uma alternativa ao
goniémetro de forma efetiva, simples e viavel, necessitando de acessorios de facil acesso e

relativamente baratos.

53  AVALIACAO DA FORMACAO DE PLASMA FRIO DENTRO DA EMBALAGEM
DE PRESUNTO FATIADO POR ANGULO DE CONTATO

A anélise da mudanca do angulo de contato do polimero tem por objetivo confirmar a
formacdo do plasma frio dentro da embalagem, ou seja, € um método indicativo de que o
presunto receberia a descarga do plasma, e, consequentemente, reagiria com as espécies
reativas formadas, podendo prosseguir para os testes de inativacdo microbioldgica.

As analises da alteracdo do angulo de contato da gota de &gua com o polimero foram
realizadas nas duas condicdes definidas do plasma frio (23 kV/45 Hz e 28 kV/120 Hz), para
0 tratamento direto e indireto. O angulo de contato inicial do polimero (sem tratamento) foi
de 91,44 £ 4,05°. Observa-se na Figura 21, que em ambas as condic@es, o tratamento indireto
ndo acarretou em alteracGes significativas no angulo de contato (p > 0,05). Por outro lado, no
tratamento direto, as mudangas foram significativas (p < 0,05), e, em 10 s de tratamento, o
angulo de contato diminui para 63,33 + 0,28° e 59,43 + 2,59° na condicdo 23 kV/45 Hz
(Figura 21a) e 28 kV/120 Hz (Figura 21Db), respectivamente. O menor valor do &ngulo de
contato (aproximadamente, 53°) foi obtido em 30 s de tratamento para as duas condicGes de

operacdo estudadas, permanecendo praticamente constante até os 4 min de tratamento. A
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variacao visual do angulo de contato pode ser observada na Figura 22. Os desvios encontrados
nos dados experimentais podem ser explicados pelo ruido do proprio método de anélise e pela

variacdo natural do angulo de contato inicial do préprio polimero.

Figura 21 - Média e desvio padrdo das duplicatas experimentais da evolucdo temporal dos
valores do angulo de contato do polimero dentro da embalagem de presunto submetidos ao
tratamento por plasma frio na condi¢éo de tratamento de (a) 23 kV/45 Hz e
(b) 28 kV/120 Hz: Tratamento direto (A cinética 1 e < cinética 2); Tratamento indireto

(m cinética 1 e @ cinética 2); - - - média do tratamento indireto.
(a) 120
100
._____;__?_g__-__.____l--__i____._______._______i_______' ______ ;
a *
so| ® L - L .
*:5/60 @% i%
: FETe . gy ] : P
%40
20
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (s)
120
(b)
100 i o i ] =
8 ____1. ’__ B _TJ______ ; _______________ e ____°
LY By
%60 $ s
SEAETPEEE I
ES
& 40
20
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (s)

Fonte: Autora (2023)
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Figura 22 - (a) Angulo de contato inicial do polimero e (b) &ngulo de contato apds aplicagio
do plasma frio durante 4 min na condigéo de 28 kV/120 Hz.

(@) (b)

Fonte: Autora (2023)

Miiller et al. (2022) avaliaram a mudanca de angulo de contato do PEBD linear com
agua, usando o mesmo reator de plasma frio DBD deste estudo, nas condi¢des de operacao de
32 kV/132 Hz, com disténcia entre os eletrodos de 5 mm, e tempo de tratamento de 120 s de
forma direta e sem insercdo de outra barreira dielétrica entre o polimero e os eletrodos,
identificando uma reducéo do angulo de contato de 95,79 + 0,63° para 48,41 + 1,27°.

Pankaj et al. (2015) avaliaram a mudanca do angulo de contato da agua em um filme
de gelatina bovina apds tratamento com plasma frio DBD. Os autores reportaram uma redu¢do
méaxima do angulo de contato de 126,27 + 0,39° para 28,10 + 0,34° sob condi¢do de
80 kV/50 Hz em 5 min de tratamento.

A inalteracdo do angulo de contato do tratamento indireto pode indicar a necessidade
de uma agdo mais intensa (maior concentracao de espécies reativas formadas) ou a incidéncia
direta das microdescargas do plasma frio para que haja mudanca no angulo de contato, ou
seja, € um indicio de que as espécies reativas formadas ndo foram capazes de alterar ou
danificar a superficie do polimero, ou ainda, ndo havia espécies reativas suficientes para
causar essas alteracoes.

A alteracdo do angulo de contato no polimero depositado sobre o presunto embalado,
mesmo que apenas na parte de incidéncia direta do plasma frio, comprova que ha a formagéo
de plasma frio dentro da embalagem e sobre o presunto fatiado. Dessa forma, a técnica de
medicdo de angulo de contato de uma amostra de polimero pode ser um método simples,
rapido, de baixo custo e eficiente para confirmar a formacdo de plasma dentro de uma

embalagem fechada.
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5.4 INATIVACAO MICROBIANA

5.4.1 Inativacdo microbiana no presunto

As condigdes de tratamento direto e indireto (tensdo, frequéncia, tempo de tratamento
e tempo de espera para rinsagem) das amostras de presunto para os experimentos de inativacdo
da L. monocytogenes estdo descritas na Tabela 2, as quais foram definidas com base nos

resultados de formacéo visual do plasma frio e do angulo de contato.

Tabela 2 - CondicGes de tratamento de plasma frio e tempo de espera para a rinsagem do

presunto fatiado embalado.

Condicéo Tempo de tratamento (s) Rinsagem apds aplicacdo do plasma frio

Imediata

10 Ap0s 5 dias

23 kV/45 Hz )
Imediata

240 Apdbs 30 min
Apos 5 dias

Imediata

10 Apo0s 5 dias

28 kV/120 Hz Imediata

240 Apdbs 30 min
Apos 5 dias

Fonte: Autora (2023)

Embora o angulo de contato do polimero tenha sido alterado pelo plasma frio no
tratamento direto, indicando a formacéo de plasma dentro da embalagem, observou-se que nas
condicdes estudadas, ndo houve inativacdo bacteriana na superficie do presunto fatiado logo

apos a aplicacdo do plasma frio (Tabela 3).



Tabela 3 - Concentracdo e reducdo de L. monocytogenes no presunto embalado para os tratamentos diretos e indiretos com plasma frio.

Tratamento Direto

Tratamento Indireto

ica T d i Sem trat t
Condicao tratzmgr?to eis) Rinsagem (Iog TJFré /gmigt(r)a) Concentracio Reducio Concentracio Redugéo
(log UFC/amostra) (logNo/N) (log UFC/amostra) (logNo/N)
10 Imediata 7,80 £0,05 7,70£0,11 0,10 £ 0,08 7,78 £0,09 0,06 + 0,05
23 KV Apos 5 dias 9,42 +0,25 9,07+0,41 0,35+0,41 9,19+0,28 0,23+0,28
Imediata 7,713+0,13 0,07+0,14 7,82+0,11 0,02 +0,08
45 Hz _ 7,80 0,05
240 Apos 30 min 7,81+0,10 0,02 +0,10 7,86 £0,11 0,03 £0,07
Apos 5 dias 9,42 +0,25 8,67 +0,29 0,74+0,29 9,13+0,01 0,29+0,28
10 Imediata 7,80+0,05 7,77+0,24 0,03+0,24 7,718 +0,16 0,06 +0,10
28 KV Apos 5 dias 9,42 £0,25 9,32+0,03 0,10 +£0,03 9,36 £0,14 0,06 0,14
Imediata 7,65+0,25 0,15+0,23 7,69 +0,09 0,15+0,11
120 Hz ) 7,80+ 0,05
240 Apods 30 min 7,70 +£0,20 0,13+0,20 7,97 +£0,12 -0,07 £ 0,12
Apos 5 dias 9,42 £0,25 8,91+0,34 0,51+0,34 9,35+0,18 0,07 £0,18

Fonte: Autora (2023)
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Song et al. (2009) observaram uma reducdo de L. monocytogenes de até
1,73 log UFC/g na superficie do presunto (ndo fatiado) por plasma frio direto (150 W/2 min)
imediatamente apds a aplicacdo. Essa diferenca entre os resultados dos trabalhos pode ser
explicada devido a duas hipdteses: (1) no presente trabalho, o presunto utilizado era fatiado,
ou seja, o processo de fatiamento do presunto pode causar a formagdo de inimeras ranhuras,
estrias e poros, e, visto que o presunto ja € uma matriz alimenticia porosa, a protecdo das
células bacterianas a exposicao ao plasma pode ter sido intensificada; e (2) no estudo de Song
et al. (2009), ndo havia barreiras entre o presunto e o eletrodo superior, assim, a insercao de
uma barreira dielétrica (a propria embalagem), como no presente estudo, pode afetar a
eficiéncia do plasma formado.

Kim et al. (2019) reportaram um aumento significativo na reducdo de Salmonella em
tomate uva com o aumento do RHA, atribuido ao aumento do volume total de gas dentro da
embalagem, que leva a producdo de maiores quantidades de espécies reativas, ou seja, seus
resultados sugerem que o aumento no volume total de gas aumenta a eficicia da inativagdo
microbiana em alimentos embalados. Portanto, o espaco livre dentro da embalagem do
presunto, utilizado no presente estudo, pode néo ter sido grande suficiente para a producéo de
espécies reativas necessarias para inativar a L. monocytogenes no presunto, de forma imediata.

O tempo de contato prolongado (5 dias de armazenamento a 4 °C) entre as espécies
reativas e 0 presunto resultou em uma inativacgdo de até 0,74 + 0,29 log pelo tratamento direto.
Segundo Ziuzina et al. (2014), o armazenamento prolongado pode promover a acdo
prolongada das espécies reativas do plasma sobre as células bacterianas devido ao
confinamento das espécies reativas geradas dentro da embalagem, potencializando a difusdo
de espécies longevas na matriz alimentar e nas células bacterianas, iniciando reacbes em
cadeia nas células bacterianas, levando a danos celulares. Dessa forma, ao longo do
armazenamento de produtos tratados por plasma frio pode ocorrer a diminui¢do bacteriana,

aumentando a seguranca do alimento.

5.4.2 Inativacdo microbiana no gar PCA

Os experimentos de inativacdo de L. monocytogenes em agar PCA sobre o presunto
em embalagem fechada teve como objetivo simular o tratamento com o presunto, em uma
superficie mais lisa, sem porosidade, e, dessa forma, verificar a influéncia da rugosidade da

superficie na inativagdo bacteriana.
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As condigdes de tratamento direto e indireto (tensdo, frequéncia, tempo de tratamento
e tempo de espera para rinsagem) das amostras de agar PCA para as analises de inativacao da
L. monocytogenes estdo descritas na Tabela 4, as quais foram definidas a partir dos resultados

obtidos na inativacdo no presunto embalado (item 5.4.1).

Tabela 4 - Condicdes de tratamento e tempo de espera para a rinsagem do agar PCA.

Condicéo Tempo de tratamento (s)  Rinsagem apos aplicacdo do plasma frio
10 Imediata
23 kV/45 Hz 240 Imediata
Apo6s 30 min
10 Imediata
28 kV/120 Hz Imediata
240 Apo6s 30 min
Apbs 5 dias

Fonte: Autora (2023)

Para as duas condigdes de operagdo do plasma frio (23 kV/45 Hz e 28 kV/120 Hz)
houve inativacdo da L. monocytogenes para as amostras tratadas por 4 min de forma direta
(Tabela 5). As amostras tratadas por apenas 10 s e as amostras tratadas indiretamente nédo
apresentaram reducdo na contagem da bactéria. Além disso, o tempo prolongado de contato
das espécies reativas do plasma com a amostra, nas condi¢cdes de processo testadas, ndo

influenciou na reducdo microbiana.



Tabela 5 - Resultados da reducdo de L. monocytogenes no dgar PCA para 4 min de tratamento direto com plasma frio.

Tempo de

Tratamento Direto

Tratamento Indireto

Sem tratamento

Condicéo Rinsagem Concentracéo Reducéo Concentragédo Reducéo
trat t log UFC/ t
ratamento (s) (log amostra) (log UFC/amostra) (logNo/N) (log UFC/amostra) (logNo/N)
23 kY 10 Imediata 7,36 £ 0,19 0,31+0,16 7,51+0,08 0,08 £ 0,08
Imediata 6,56 + 0,49 1,14+ 0,43 7,64 £ 0,06 -0,05 + 0,06
45 Hz 240
Apo6s 30 min 6,23 £ 0,32 1,44 +0,36 7,61+0,08 -0,02 + 0,08
i 7,67 +£0,10
10 Imediata 7,32+£0,13 0,32+£0,18 7,49 £ 0,32 0,10+0,32
28 kV Imediata 6,18 + 0,36 1,49 £ 0,47 7,49 £ 0,15 0,10+ 0,15
120 Hz 240 Apo6s 30 min 7,11+ 0,59 1,10£0,19 7,67 £0,24 -0,07 £ 0,24
Apos 5 dias 9,70+0,18 8,29 £ 0,04 1,40 + 0,08 9,62 £ 0,02 0,04 £ 0,02

Fonte: Autora (2023)
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Kim et al. (2019) reportaram uma diferenga na inativacdo de Salmonella por
tratamento direto e indireto do plasma frio (28,2 kV/3 min) in-package de tomates uvas,
obtendo uma inativacéo de 3,8 £ 0,4 e 1,5 £ 0,3 log UFC/amostra para o tratamento direto e
indireto, respectivamente. Essa diferenca é explicada pelo fato de que, quando tratadas
indiretamente, as particulas carregadas e as espécies transitorias de vida curta formadas pelo
plasma ndo afetam a amostra sob tratamento, pois recombinam-se antes de alcanca-la,
deixando apenas as espécies reativas estaveis para atuar nas amostras (Misra et al., 2013).
Além disso, no tratamento direto, ha incidéncia da radiacdo UV. Portanto, a ndo reducdo da
contagem microbiana no presente estudo, na parte de tratamento indireto da amostra, pode ser
explicado pelas espécies reativas de vida curta que possam ter sido perdidas ou reagiram em
seu caminho para o alimento posicionado longe dos eletrodos. Além disso, a producdo de
espécies reativas pode ndo ter sido suficiente por conta da RHA.

A maior inativacdo de L. monocytogenes no dgar PCA (superficie lisa sem porosidade)
em relacdo ao presunto fatiado (superficie extremamente porosa com ranhuras), submetidos
as mesmas condicOes de tratamento com plasma frio, comprova que a eficacia germicida do
plasma frio é dependente das caracteristicas superficiais da matriz alimenticia submetida ao

tratamento.

55 TESTES DE QUALIDADE
55.1 Cor

Dentre todos os critérios de qualidade, a cor € um indicador significativo de frescor
e qualidade (Yadav et al., 2019) e agradabilidade (Akhtar et al., 2022). Além disso, a cor da
carne e de produtos carneos tem um impacto direto na aceitacdo e na preferéncia do
consumidor durante a compra (Jayasena et al., 2015). Métodos térmicos de descontaminagdo
geralmente alteram as caracteristicas sensoriais dos produtos. Portanto, o plasma frio, como
uma tecnologia ndo-térmica de descontaminacédo, pode ajudar a manter a qualidade sensorial
dos alimentos. Dessa forma, o objetivo da analise é determinar se o tratamento com plasma
frio altera a coloragéo original do presunto.
Os parametros de cor do presunto fatiado submetido ao tratamento por plasma frio
foram avaliados nas condicdes de operacdo de 23 kV/45 Hz e 28 kV//120 Hz, ambas analises
em duplicatas, analisando a coloracéo inicial do presunto e apos 4 min de tratamento, tanto da

parte de tratamento direto quanto indireto (Tabela 6).
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Tabela 6 - Média e desvio padrao dos parametros de cor (L*, a* e b*) e diferenca total de cor (4E*) do presunto fatiado antes e apds 4 min de

tratamento por plasma frio nas amostras embaladas.

Condicao L” a b” AE
_ Antes do tratamento 56,35 £ 0,92° 11,16 £ 0,34° 6,41 £ 0,83°
Direto ; 0,80
Ap0s o tratamento 56,35 + 0,792 10,40 + 0,29° 6,66 + 0,932
23 kV 45 Hz
) Antes do tratamento 55,53 + 1,87¢ 11,16 + 0,75% 6,60 + 0,672
Indireto 1,01
Apds o tratamento 56,21 + 0,922 10,75 £ 0,36% 6,41 + 0,392
_ Antes do tratamento 55,54 £ 2,20? 11,04 £0,79? 521+0,77%
Direto ) 1,28
Ap0s o tratamento 54,74 + 2,152 10,22 + 0,86% 5,80 £ 0,912
28 kV 120 Hz
) Antes do tratamento 55,76 £ 1,45% 10,95 £ 0,85% 6,61 +1,27°
Indireto 0,60
Apds o tratamento 55,49 + 1,692 10,54 £ 0,70% 6,27 £ 1,102

Nota: médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna representam diferengas significativas (p < 0,05) entre as amostras antes e apds o tratamento, de acordo com o teste
de Tukey.
Fonte: Autora (2023)
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Os resultados demonstram que, para a condi¢do de 23 kV/45 Hz, as mudangas nos
parametros L* e b* ndo foram significantes (p > 0,05), porém, a mudanca no pardmetro a* foi
significativa (p < 0,05), com uma pequena diminuicdo em relagdo ao pardmetro inicial, ou
seja, as amostras tenderam a se afastar da coloracdo vermelha. Yadav et al. (2019) observaram
semelhante comportamento para o tratamento de presunto com plasma frio DBD (28 kV/180
s). O decaimento do valor a*, em amostras de carne tratadas com plasma frio DBD, pode ser
explicado pela formacao de metamioglobina durante o tratamento (Jayasena et al., 2015). De
acordo com Frohling et al. (2012), durante o tratamento da carne com plasma, produz-se
peroxido de hidrogénio, dessa forma, a cor verde (valores negativos de a*) das carnes tratadas
com plasma frio pode ser intensificada devido a reacdo entre o peréxido de hidrogénio e a
mioglobina. Para a condicdo de 28 kV/120 Hz, por sua vez, as mudancas nos parametros L*,
a* e b* ndo foram significativas (p > 0,05).

Cserhalmi et al. (2006) relataram que a mudanca de cor pode ser avaliada, de acordo
com o valor de 4E* como ndo perceptivel (0-0,5), levemente perceptivel (0,5-1,5),
perceptivel (1,5-3,0), visivel (3,0-6,0) e claramente visivel (6,0-12,0) pelos consumidores.
Assim, segundo este critério de avaliacdo, a alteracdo de cor (4E*) do presunto pelo plasma
frio pode ser considerada levemente perceptivel pelos consumidores, para as duas condicoes
de operacdo e para os tratamentos direto e indireto.

552 pH

O pH do presunto fatiado antes e apds o tratamento de 4 min por plasma frio, nas
condicdes de operacédo de 23 kV/45 Hz e de 28 kV/120 Hz, foi avaliado (Tabela 7). Observa-
se que, para todas as condicdes de operacdo, exceto para o tratamento direto da condicdo 28
kV/120 Hz, as mudancas no pH da amostra ndo foram significativas (p > 0,05). Enquanto no
tratamento direto, para a condicao de 28 kV/120 Hz, apresentou uma pequena diminui¢do do
pH, de 6,19 + 0,04 para 6,04 £+ 0,09. A diminuicdo do pH apos o tratamento com plasma frio
pode ser atribuida as moléculas acidogénicas, como NOy, que normalmente séo geradas pelo
plasma frio atmosférico (Stoffels et al., 2008), & formacdo de acidos, como o0s &cidos nitrico
e nitroso, durante a interacdo do plasma frio com liquidos (Oehmigen et al., 2010) ou até
devido a dissociagdo de H* das moléculas bacterianas (Korachi et al., 2010).



60

Tabela 7 - Média e desvio padrdo do pH do presunto fatiado embalado, antes e apds 4 min

de tratamento por plasma frio.

Condicéo Antes do tratamento Apds o tratamento
Direto 6,18 £ 0,03* 6,17 £ 0,03*
23 kV 45 Hz
Indireto 6,20 £ 0,03* 6,21 £ 0,01*
Direto 6,19 £ 0,04% 6,04 + 0,09°
28 kV 120 Hz
Indireto 6,20 £ 0,03? 6,20 £ 0,022

Nota: médias seguidas por letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p < 0,05) entre
as amostras antes e apos o tratamento, de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: Autora (2023)

Moutiq et al. (2020) ndo observaram mudancas no pH de peito de frango tratados com
plasma frio (100 kV/60 Hz/5 min), enquanto, Kim et al. (2013) observaram uma diminuicéo
significativa ap6s o tratamento com plasma frio DBD (3 kV/30 kHz/10 min) em lombo de

porco.
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6 CONCLUSAO

A partir deste trabalho foi possivel formar plasma frio, utilizando um reator DBD, com
descargas homogéneas e estaveis dentro de uma embalagem de presunto fatiado. Através do
aparato construido, que teve sua exatiddo confirmada ao compara-lo com o goniémetro, foi
possivel comprovar a formacdo do plasma frio dentro da embalagem e sobre o presunto a
partir dos experimentos do angulo de contato de forma eficaz, reprodutivel e acessivel.

O tratamento por plasma frio ndo resultou na inativacdo da L. monocytogenes no
presunto fatiado e embalado logo apds o tratamento e com 30 min de contato com as espécies
reativas, enquanto que no agar sobre o presunto embalado, a redugdo méxima de L.
monocytogenes foi de até 1,49 + 0,47 log. Portanto, dada a complexidade da composicao das
matrizes alimenticias, € inegavel de que o plasma frio € uma tecnologia altamente seletiva
quanto a matriz alimenticia, visto que, como observado neste estudo, superficies porosas
dificultam a exposicgdo das celulas bacterianas ao plasma frio e as espécies reativas formadas,
enquanto superficies lisas obtém mais sucesso na inativacdo microbiana. Além disso, o
tratamento indireto ndo apresentou efeito na inibi¢do da bactéria. Por outro lado, a exposicao
prolongada as espécies reativas na embalagem fechada, armazenada sob refrigeracéo por 5
dias, resultou em uma reducéo de até 0,74 + 0,29 log na condi¢do de 23 kV/45 Hz/4 min.

O tratamento por até 4 min com o plasma frio ndo apresentou efeitos negativos na
cor e no pH do produto. As alteracdes observadas foram sutis e provavelmente nao seriam
perceptiveis aos consumidores.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a formagao de plasma frio
dentro de uma embalagem pode ser um método inovador, efetivo e vidvel para a garantia da
seguranca microbioldgica de alimentos, desde que sejam consideradas as condi¢fes
adequadas de processo, parametros operacionais e as propriedades singulares da matriz
alimenticia.

Visando uma futura implementacdo préatica dessa tecnologia em escala industrial,
como uma tecnologia sustentavel, a grande sensibilidade do método em relacdo aos
parametros de processo e aos alimentos, faz com que demais estudos sejam imprescindiveis,
a fim de assegurar a eficacia antimicrobiana do plasma frio, a qualidade dos alimentos e a
seguranca dos consumidores, reduzindo os riscos de doengas transmitidas por alimentos, e,

além disso, para que requisitos regulatorios sejam aprovados.
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Dessa forma, com o objetivo de melhorar a compreenséo dos fenémenos envolvidos
na aplicacdo do plasma frio em produtos embalados, possiveis dire¢cdes para pesquisas futuras
sdo: (i) estudar a inativacdo microbiologica em alimentos com diferentes rugosidades
superficiais, como queijo e mortadela; (ii) analisar a influéncia da RHA dentro da embalagem;
(i) testar diferentes materiais de embalagem; (iv) comparar os resultados com o tratamento
em alimento ndo embalado; (v) analisar a formacao das espécies reativas dentro da embalagem
por espectrometria de absorcdo e emissdo optica e relacionar com a alteracdo do angulo de
contato de um polimero sobre o alimento; (vi) estudar a cinética de crescimento/reducao da
bactéria no presunto ap6s a aplicagdo do plasma frio em diferentes temperaturas de
armazenamento; e (Vii) testar diferentes gases de formacao do plasma frio atmosférico.
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