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RESUMO

A conservacao do leite ¢ um desafio devido a sua alta perecibilidade e complexidade. O
plasma frio surge como uma alternativa ecologicamente amigavel, por operar com baixas
temperaturas, com economia de energia e menor emissdao de gases de efeito estufa, por
preservar componentes nutricionais e funcionais do leite e por promover o uso de novas
tecnologias na industria. Diante desse contexto, o presente estudo objetivou a avaliagdo da
alteracdo de parametros fisico-quimicos e do impacto na redugdo da carga microbiana do leite
cru e da reducao de L. innocua do leite UHT. O sistema utilizado foi o de descarga de barreira
dielétrica com voltagem de 17 kV, frequéncia de 60 Hz e corrente de 30 mA, nos tempos de 0;
1,0 ; 2,5 e 5,0 min. Foram realizadas analise de temperatura, pH, acidez titulavel e atividade
da redutase conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz, e contagem de microrganismo
mesofilos, psicrotroficos e L. innocua pela técnica de plaqueamento em gota em PCA. A
temperatura maxima registrada foi de aproximadamente 23 °C, ndo ultrapassando
temperaturas de pasteurizacao; os valores de pH permaneceram entre 6,69 ¢ 6,80, com leve
aumento conforme o tempo de exposi¢do ao plasma frio; a acidez titulavel manteve-se sem
muita variagdo em 18°D, permanecendo dentro da faixa regulatoria; ndo houveram alteragdes
no teste de redutase, excedendo 5 horas para a transi¢ao de cor. A contagem de psicrotroficos
reduziu significativamente (6,00 = 0,002 log,, - 5,57 + 0,09 log,, UFC/mL, para p <0,1), mas
ndo foi tdo eficaz para os mesofilos (5,816 + 0,003 - 5,701 £ 0,06 log,, UFC/mL, para p <0,1)
e para L. innocua (5,588 + 0,05 - 5,398 + 0,02 log,, UFC/mL). Os efeitos observados podem
estar relacionados as caracteristicas metabolicas e a composi¢do celular destes
microrganismos; eficacia do plasma frio ser maior em contagens microbianas baixas e com a
possibilidade de avaliar o comportamento desses microrganismos ao longo do tempo apos o
tratamento com plasma frio. Dessa forma, o tratamento com plasma frio ¢ inovador e mostrou
potencial para redu¢do microbiana, no entanto, ajustes e estudos adicionais sdo necessarios
para viabilizar sua implementacdo em escala industrial, considerando infraestrutura, custos,
padronizagdo, seguranca alimentar e requisitos regulatorios.

Palavras-chave: tratamento ndo térmico; conserva¢ao de alimentos; Listeria innocua.



ABSTRACT

The preservation of milk is a challenge due to its high perishability and complexity. Cold
plasma emerges as an environmentally friendly alternative, operating at low temperatures,
with energy savings and lower greenhouse gas emissions, while preserving the nutritional and
functional components of milk and promoting the use of new technologies in the industry. In
this context, the present study aimed to evaluate the changes in physicochemical parameters
and the impact on the reduction of the microbial load in raw milk and the reduction of Listeria
innocua in UHT milk. The system used was a dielectric barrier discharge with a voltage of 17
kV, frequency of 60 Hz, and current of 30 mA, for 0, 1.0, 2.5, and 5.0 minutes. Analyses of
temperature, pH, titratable acidity, and reductase activity were performed as described by the
Adolfo Lutz Institute, and the counts of mesophilic, psychrotrophic microorganisms, and L.
innocua were conducted using the drop plating technique on PCA. The maximum temperature
recorded was approximately 23 °C, not exceeding pasteurization temperatures; pH values
remained between 6.69 and 6.80, with a slight increase as the exposure time to cold plasma
increased; titratable acidity showed little variation, remaining at 18°D, within the regulatory
range; there were no changes in the reductase test, exceeding 5 hours for color transition. The
psychrotrophic count significantly reduced (6.00 + 0.002 log;, - 5.57 + 0.09 log,, CFU/mL,
for p < 0.1), but it was not as effective for mesophiles (5.816 + 0.003 - 5.701 + 0.06 log,,
CFU/mL, for p < 0.1) and for L. innocua (5.588 + 0.05 - 5.398 + 0.02 log,, CFU/mL). The
observed effects may be related to the metabolic characteristics and cellular composition of
these microorganisms; the effectiveness of cold plasma being greater at low microbial counts
and the possibility of evaluating the behavior of these microorganisms over time after cold
plasma treatment. Thus, cold plasma treatment is innovative and showed potential for
microbial reduction; however, adjustments and further studies are necessary to enable its
implementation on an industrial scale, considering infrastructure, costs, standardization, food
safety, and regulatory requirements.

Keywords: Non-thermal treatment; food preservation; Listeria innocua.
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1 INTRODUCAO

O leite ¢ frequentemente definido como "alimento perfeito," devido sua rica
composicdo nutricional, incluindo proteinas, vitaminas e minerais (Haug et al., 2007;
Muehlhoff et al., 2013). O leite ¢ de fundamental importancia na piramide alimentar da vida
humana, sendo um dos alimentos mais consumidos (Murphy et al., 2017; Strassburger et al.,
2019). Devido a sua constitui¢do fisico-quimica e microbiologica, o leite ¢ um alimento
perecivel. Assim, ha a necessidade em adotar estratégias que prolonguem sua vida 1til.
Adicionalmente, a ameaca de contaminacdo por patdgenos, como a Listeria monocytogenes,
apresenta desafios significativos em relagdo a seguranga alimentar (FAO, 2013; Nascimento;
Galvao, 2020).

L. monocytogenes contamina o leite, frequentemente, por meio da contaminagdo
cruzada durante a ordenha ou do contato com superficies e equipamentos inadequadamente
higienizados (Borges et al., 2009). A infec¢do em humanos por L. monocytogenes ¢ uma
preocupacao significativa, uma vez que essa bactéria pode causar uma doenga grave chamada
listeriose. Os sintomas da listeriose podem variar desde febre e desconforto gastrointestinal
até complicagdes, como septicemia, meningite e abortos em mulheres gravidas (Constable et
al., 2016; Schoder et al., 2011; Thomas, 2016). Além disso, a L. monocytogenes ¢ conhecida
por sua capacidade de formar biofilmes em superficies. Os biofilmes sdo comunidades de
microrganismos que se aderem a superficies e produzem uma matriz extracelular, tornando-se
altamente resistentes a processos de limpeza e desinfeccao, ou seja, um ambiente continuo de
contaminagdo potencial, mesmo quando as instalagdes sdo aparentemente higienizadas
(Gonzélez-Rivas et al., 2018; Miguel; Almeida, 2022).

No ambito das técnicas de preservagao aplicadas ao leite, sobressaem-se os processos
de tratamento térmico. Estas metodologias sdo amplamente adotadas pela industria de
laticinios para inativar microrganismos patogénicos ¢ enzimas indesejaveis. Entre as praticas
mais notaveis, destacam-se a pasteurizagao e a esterilizacdo UHT (Ultra High Temperature ou
UAT - Ultra Alta Temperatura), os quais se destinam a erradicagao de microrganismos com
potencial patogénico e/ou agentes de deterioracao (Coutinho ef al., 2016).

Existem dois tipos principais de pasteurizacdo: a lenta (62 a 63 °C por 30 a 35
minutos) e a rapida (72 a 75 °C por 15 a 20 segundos) (Brasil, 2017). A pasteurizagdo rapida ¢
notavelmente eficaz na eliminacdo de bactérias patogénicas, mas nao ¢ tdo eficaz contra os
esporos bacterianos. Apesar da pasteurizagdo, o leite ainda precisa ser adequadamente

refrigerado para manter sua qualidade e seguranca (Costa, 2011).
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Além desses, existem os tratamentos UAT, que aplicam temperaturas variando de
130 a 150 °C, por 2 a 4 segundos (Brasil, 2017). Este processo visa a esterilizacdo completa
do leite, eliminando patdgenos e microrganismos termorresistentes, conhecidos como esporos
(Karlsson et al., 2019). O leite é entdo rapidamente resfriado e acondicionado em embalagens
esterilizadas, seladas hermeticamente, seguindo praticas assépticas rigorosas (Brasil, 2017).

Diante desses desafios, tecnologias ndo térmicas de preservacdo de alimentos tém
sido exploradas como alternativas promissoras. Essas tecnologias buscam proporcionar a
seguranca e a qualidade dos alimentos, minimizando as perdas de compostos de interesse e
mantendo a exceléncia sensorial dos produtos. Entre elas estd a microfiltragdo (France et al.,
2021); a tecnologia de luz pulsada (Abida et al., 2014); a irradiacdo, (Odueke et al., 2016) e o
plasma frio (Coutinho et al., 2018). No entanto, a regulamentagdo brasileira nao contempla o
uso isolado dessas tecnologias. Além disso, o processamento térmico esta bem estabelecido e
tem servido muito bem a industria. Qualquer nova tecnologia para substituir um processo
térmico deve oferecer vantagens claras em termos de custos e qualidade do produto, ou deve
ser capaz de realizar fungdes adicionais que nao podem ser realizadas apenas pelo calor
(Deeth; Datta, 2011; Coutinho et al., 2018).

O plasma frio ¢ uma tecnologia ndo térmica relativamente nova, ecologicamente
amigavel e altamente eficiente que continua a atrair a aten¢do da industria de alimentos, uma
vez que ¢ capaz de proporcionar redugdes significativas de microrganismos com um minimo
de deterioracdo na qualidade do produto, especialmente em situagdes em que existe
sensibilidade térmica. Contudo, definir precisamente as condigdes operacionais ¢ uma das
principais dificuldades, impedindo a comparagdo entre estudos e a ampliagdo da escala do
laboratdrio para a industria (Coutinho et al., 2018). Além disso, a avaliagdo econdmica do uso
de plasma frio na industria alimenticia € essencial, considerando o investimento em
equipamentos, consumo de energia e custos gerais de producdo (Barba et al., 2017). Embora
inicialmente mais caras, espera-se que as tecnologias nao térmicas se tornem mais acessiveis
com a comercializag¢do, e as melhorias na qualidade sensorial podem justificar o investimento
(Li; Farid, 2016).

O plasma, também conhecido como o “quarto estado da matéria”, ¢ um gés ionizado
composto por varias particulas, incluindo fotons, elétrons, ions, dtomos, radicais livres e
moléculas. Apesar da diversidade de particulas, o plasma ¢ quase neutro em termos de carga
elétrica. Isso o torna uma opg¢ao promissora para a conservagao e processamento de alimentos,
com o objetivo de produzir produtos de alta qualidade com perda minima de nutrientes e

preservagdo das caracteristicas sensoriais (Coutinho et al., 2016).
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Trabalhos demonstraram o potencial do plasma frio na redu¢do da microbiota de
laticinios. Gurol ef al. (2012) avaliaram o potencial do plasma frio de descarga corona (9 kV
nos tempos 0 e 20 minutos) na inativacdo de Escherichia coli do leite semidesnatado e do
leite desnatado. Os resultados revelaram que houve reducdo de 54% em células viaveis de E.
coli ap6s 3 minutos, independentemente do teor de gordura no leite e sem efeitos no pH e na
cor do leite. Nenhuma célula viavel foi detectada apds uma semana de exame em amostras de
leite e assim permaneceu durante o periodo de armazenamento de 6 semanas. Yong e
colaboradores (2015) avaliaram a inativagdo de patogenos e as mudancas de qualidade em
queijo cheddar fatiado utilizando plasma DBD. O tratamento foi realizado sob uma voltagem
de 15 kV e poténcia de 2 W, com tempos de tratamento de 75 segundos, 4 minutos ¢ 10
minutos. Com o aumento do tempo de tratamento, observou-se uma diminui¢do no pH,
reducdes no sabor e um aumento no odor desagraddvel. A inativagdo de L. monocytogenes foi
alcangada com 10 minutos de tratamento.

Neste contexto, este trabalho propde avaliar a eficacia do PFA na inativagdo de
Listeria innocua no leite ¢ a influéncia desse tratamento na microbiota do leite cru, assim
como algumas andlises de qualidade. L. innocua foi escolhida como espécie modelo,

principalmente pela estreita relacdo com L. monocytogenes (Costa et al., 2018).

2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do plasma frio atmosférico em
parametros fisico-quimicos do leite cru, bem como seu impacto na microbiota e inativagao de

L. innocua no leite.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar alteracdes na temperatura, pH, acidez e atividade da redutase por reducao do
azul de metileno no leite cru;

e Avaliar a redugdo da contagem microbiana em leite cru ap6s 0; 1,0; 2,5 e 5,0 minutos;

e Avaliar a inativagdo de L. innocua no leite esterilizado UAT apoés 0; 1,0; 2,5 e 5,0
minutos;

e Realizar andlises estatisticas para avaliar a eficacia nas redu¢des microbianas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEITE

3.1.1 Conceito e o papel do leite na alimentacdo humana

De acordo com o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), o leite ¢ definido como o produto resultante da ordenha completa
e continua, realizada sob condi¢des higiénicas, de vacas saudaveis, bem alimentadas e
descansadas. Caso provenha de outras espécies, o leite deve ser identificado de acordo com a
espécie de origem (Brasil, 2017).

O leite, produzido pelas glandulas mamarias das fémeas dos mamiferos, ¢ um
alimento nutritivo essencial. Sua fungdo principal ¢ fornecer todos os nutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento dos recém-nascidos. Entre os mamiferos, as vacas se
destacam como uma das principais fontes de leite para o consumo humano (FAO, 2013;
Hue-Beauvais et al., 2021).

A riqueza nutricional do leite e seus produtos lacteos, como iogurte e queijo tem sido
amplamente comprovada (Mozaffarian, 2019; Savaiano; Hutkins, 2020). Eles representam
fontes excepcionais de nutrientes, incluindo minerais essenciais e vitaminas importantes
(Kok; Hutkins, 2018). O leite de vaca também ¢ uma boa fonte de proteinas caracterizadas por
alto valor biolégico, desempenhando diversas fungdes imunologicas, além de contribuir para
o transporte e absor¢do de nutrientes (Pereira, 2014; Qin ef al., 2009; Verduci et al., 2019;
Zimecki; Kruzel, 2007).

De acordo com as estatisticas da Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacao e
Agricultura, o leite e seus produtos derivados sdo os mais consumidos entre todos os tipos de
leite de mamiferos, representando aproximadamente 81,26% da produgdo global (FAO,
2021).

O leite é uma das commodities agropecudrias mais importantes no mundo, estando
entre os cinco produtos de maior comércio em volume e valor. Aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas dependem do leite para sua subsisténcia, enquanto cerca de 600 milhdes vivem em
proximidade a 133 milhdes de propriedades rurais dedicadas a produgao leiteira globalmente.
Consequentemente, cerca de 10% da populagdo mundial esta envolvida na atividade leiteira

(GDP, 2017).
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No Brasil, a produgdo de leite tem apresentado uma média de crescimento anual de
4%, conforme dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdao e Agricultura.
Esse aumento continuo refor¢a a posi¢ao do pais como o quinto maior produtor de leite no
mundo (FAO, 2020). Em 2021, essa expansdo resultou na produgdo de 35,5 milhdes de
toneladas de leite (Carneiro et al., 2022).

3.1.2 Composiciao

Na sua forma liquida, o leite ¢ composto em grande parte por agua, que constitui
aproximadamente 87% de sua composi¢do total. Enquanto isso, a sua fragdo solida abriga
uma constante variedade de elementos, contribuindo com cerca de 12 a 13% do conteudo
integral do leite. Esses componentes abrangem lipidios, proteinas, carboidratos, bem como
vitaminas e minerais (Brito et al., 2021).

Conforme a Tabela 1, a lactose, o principal carboidrato presente, constitui
aproximadamente 5% do leite, com variacdes entre 4,7 € 5,2%. As proteinas, que representam
de 3 a 4% dos so6lidos lacteos, tém sua quantidade influenciada por diversos fatores, incluindo
a raca do animal e a presenca de gordura no leite (Brito ez al., 2021).

A gordura, por sua vez, tem uma concentragdo que geralmente oscila entre 3,5% e
5,3%, dependendo de variaveis como a raga do animal, o estagio da lactacdo e a dieta do
animal. Além disso, o leite € uma fonte significativa de vitaminas como as vitaminas A, D, E
e K, que estdo associadas a gordura, enquanto outras, como as do complexo B e a vitamina C,
estdo associadas a fracdo aquosa do leite. E importante ressaltar que, embora o leite seja uma
fonte relevante de vitamina C, esta ¢ rapidamente oxidada na presenca de cobre,
transformando-se em um produto biologicamente inativo (Brito ef al., 2021).

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns dos constituintes do leite juntamente com seus

respectivos valores de referéncia.
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Tabela 1 - Principais componentes do leite bovino.

Componentes Percentual no leite (m/v)
Agua 87,0
Solidos Totais 12,0a 13,0
Gordura 3,5a5,3
Proteina 3,0a4,0
Lactose 47a5,2
Minerais 0,7a0,8

Fonte: adaptado de Brito et al., (2021) e Ordoiiez et al., (2005)

3.1.3 Qualidade e caracteristicas fisico-quimicas

O leite ¢ uma emulsdo diluida combinada com uma dispersao coloidal em que a fase
continua ¢ uma solu¢do. Suas propriedades fisicas sdo semelhantes as da agua, mas sdo
modificadas pela concentracdo de solutos e pelo estado de dispersdo dos outros componentes
(Bauman et al., 2006; Sherbon, 1988).

Produzido sob condigdes ideais, o leite fresco apresenta uma cor opaca
branco-amarelada, um sabor levemente adocicado € um odor suave e levemente acido.
Adicionalmente, possui uma consisténcia liquida e homogénea, e quando deixado em
repouso, forma uma camada de gordura na superficie (Silva, 1997).

O leite de alta qualidade ¢ caracterizado por sua rica nutricdo e auséncia de
microrganismos patogénicos € contaminantes, como antibidticos e agrotoxicos. Além disso,
ndo deve haver adicdo de dgua ou sujidades. Outros fatores importantes para a qualidade do
leite incluem uma contagem minima de células somaticas, a sanidade do rebanho e a limpeza
dos equipamentos e utensilios utilizados na produgdo. A higiene do local de obtencao do leite,
do ordenhador e a qualidade da agua utilizada na propriedade sdo aspectos cruciais que
podem afetar a qualidade do leite e a saude tanto dos humanos quanto dos animais. Portanto, ¢
essencial estar atento a essas condi¢des higi€nico-sanitarias durante a ordenha e a saude do
animal para garantir a produgdo de leite de alta qualidade, além de avaliar as caracteristicas

fisico-quimicas do produto para verificar o seu estado de conservagao (Venturini et al., 2007).
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A avaliagdo da qualidade do leite envolve uma série de pardmetros. Isso inclui
aspectos fisico-quimicos como a estabilidade ao alizarol, a acidez tituldvel, a densidade
relativa e o indice crioscopico. Além disso, a composi¢ao do leite ¢ avaliada em termos de
gordura, proteina e extrato seco desengordurado. Paralelamente, os padroes
higiénico-sanitarios sdo verificados por meio da contagem total bacteriana, da contagem de
células somaticas e da detec¢ao de residuos de antibidticos (Dias; Antes, 2014).

De acordo com o RIISPOA, o leite ¢ considerado normal quando apresenta
caracteristicas especificas: um teor minimo de gordura de 3%; acidez em graus Dornic entre
15 e 20 °D; densidade a 15 °C variando de 1,028 a 1,033 (g/mL); um teor minimo de lactose
de 4,3%; extrato seco desengordurado de no minimo 8,5%; extrato seco total de no minimo
11,5%:; e indice crioscopico minimo de -0,55 °C (Brasil, 2017).

O leite, em sua complexidade intrinseca, demanda uma manipulacdo cuidadosa e
analises meticulosas para assegurar sua qualidade e seguranca (Brito et al., 2021; Souza et al.,
2021). A avaliagao do leite vai além de suas caracteristicas fisico-quimicas, abrangendo
também os aspectos microbiologicos (Langoni et al., 2011). A microbiota presente no leite
pode exercer um impacto significativo sobre sua qualidade e seguranca, tornando-se um
elemento crucial na analise. Patdgenos como Listeria sp, quando presentes, podem representar
um risco a saude dos consumidores. Ademais, a microbiota do leite pode influenciar as
caracteristicas sensoriais do leite e de seus derivados, reforcando a importancia de sua
consideracdo na avaliagdo da qualidade do leite (Borges et al., 2009; Barancelli et al., 2011,

Brito et al., 2021).

3.1.4  Aspectos microbiologicos

Conforme a Instru¢do Normativa n° 58, de 6 de novembro de 2019, o leite cru
mantido sob refrigera¢do deve respeitar um limite maximo de Contagem Padrdo em Placas de
9 x 10° UFC/mL (novecentas mil unidades formadoras de colonia por mililitro) antes de ser
submetido ao processamento industrial (Brasil, 2019).

O leite cru, quando exposto ao ambiente externo, manifesta-se como um ecossistema
aberto, suscetivel a contamina¢do por uma variedade de microrganismos. Nesse contexto, as
caracteristicas intrinsecas do leite, associadas & temperatura e ao tempo, emergem como
fatores determinantes, delineando quais microrganismos predominardo e se desenvolverao em

detrimento dos demais (Vidal; Netto, 2018). Esta dindmica explica a notavel variacdo na
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composi¢ao bacteriana do leite, influenciada pela origem e niveis de contaminac¢do. Originado
como um fluido estéril nos alvéolos da glandula mamaria de uma vaca saudavel, o leite, ao
passar pelos processos de extracdo, manipulacdo e armazenamento, torna-se suscetivel a
contaminagdo por microrganismos provenientes nao apenas do interior da glandula mamaria,
mas também da superficie dos tetos, ubere, equipamentos de ordenha, armazenamento e
diversas fontes ambientais (Brito et al., 2000). Originando-se de um animal saudavel, sua
contagem microbiana é de aproximadamente 10° UFC/mL, podendo atingir contagem
superiores a 10° UFC/mL se as condigdes de higiene ndo forem mantidas. A superficie dos
tetos é uma fonte significativa de contaminagdo, podendo chegar a 10° UFC/mL quando néo
higienizada corretamente. Contudo, a desinfec¢do e secagem prévia dos tetos proporcionam
uma reducao substancial nessa carga microbiana (Vidal; Netto, 2018).

Sob condic¢des ideais de manuseio e conservagao, as bactérias predominantes no leite
sdo do tipo Gram-positivas (Vidal; Netto, 2018), como Micrococcus spp., Corynebacterium
spp. e Streptococcus spp., pode também incluir bactérias Gram-negativas e esporuladas,
embora em proporcdes geralmente ndo superiores a 10%, assim como, pelo menos, um dos
representantes do grupo dos coliformes (Ordofiez, 2005; Vidal; Netto, 2018).

O intervalo de temperatura entre 25 e 30 °C propicia uma proliferagdo significativa
da microbiota latica e dos coliformes, tornando crucial a refrigeragdo a 4 °C para inibir a
multiplicagdo dos microrganismos mesofilos. Em contrapartida, as bactérias psicrotroficas,
especialmente as aerdbias Gram-negativas como Pseudomonas spp., t€m a capacidade de
proliferar em temperaturas de refrigera¢dao (Jay, 2005). O leite cru, mantido por vérios dias
sob refrigeracdo, pode apresentar uma diversidade de bactérias, incluindo Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Microbacterium,
Propionobacterium, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria (Jay, 2005).

O controle microbiolégico na indlstria lactea assume uma relevancia ampliada
devido ao aumento constante de surtos de toxinfec¢do alimentar, frequentemente relacionados
ao consumo de leite e seus derivados (Camargo et al., 1998). O leite, por ser um produto de
origem animal, apresenta a capacidade de veicular diversos agentes potencialmente
zoonoticos. Além disso, sua riqueza em composi¢do nutricional cria um ambiente propicio

para o desenvolvimento microbiano (Nero ef al., 2000).
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3.2 GENERO Listeria

Até o ano de 2010, o género Listeria era composto por seis espécies distintas,
nomeadamente L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri e L.
welshimeri, das quais duas sdo patogénicas (Guillet et al., 2010): apesar de serem originarias
do ambiente, duas espécies de Listeria spp (L. monocytogenes € L. ivanovii) sdo conhecidas
por causar doencas em humanos e animais. L. monocytogenes ¢ a espécie mais
frequentemente associada a doencas, no entanto, L. ivanovii e L. seeligeri também foram
relatadas como causadoras de infec¢des ocasionais (Franco; Landgraf, 2023). Ao longo dos
anos, foram isoladas, descritas e incluidas no género Listeria novas espécies: Listeria marthii
(Graves et al., 2010), Listeria rocourtiae (Leclercq et al., 2010), Listeria weihenstephanensis
(Halter et al., 2013), Listeria fleischmannii (Bertsch et al., 2013), Listeria floridensis, Listeria
aquatica, Listeria cornellensis, Listeria riparia, Listeria grandensis (Bakker et al., 2014),
Listeria  booriae, Listeria newyorkensis (Weller, 2015), Listeria costaricensis
(Nofiez-Montero, 2018), Listeria goaensis (Doijad et al., 2018), Listeria thailandensis
(Leclercq et al., 2019), Listeria valentina (Quereda, 2020), Listeria portnoyi, Listeria rustica,
Listeria farberi, Listeria immobilis, Listeria cossartiae (Carlin, 2021), e Listeria ilorinensis
(Raufu, 2022) e Listeria swaminathanii (Carlin, 2022).

As espécies pertencentes ao género Listeria, conforme ilustrado na Figura 1, sdo
caracterizadas por células de Gram-positivas com dimensodes que variam de 0,4-0,5 um de
didmetro e comprimento variando entre 0,5 a 2 um. Sdo anaerdbias facultativas e ndo sao
formadoras de esporos (Franco; Landgraf, 2023). Bactérias que pertencem a este género sao
caracterizadas por sua motilidade e a presenga de flagelos peritriquios em temperaturas entre
20 °C e 25 °C. Contudo, a 37 °C, elas tendem a ser imoveis ou exibir uma motilidade
reduzida. A L. fleischmannii € uma exce¢do notavel, pois ¢ imovel nessas condi¢des (Franco;

Landgraf, 2023).
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Figura 1 - Presunto cozido inoculado com Listeria monocytogenes.

Fonte: Hierro et al. (2011).

Bactérias deste tipo exibem um movimento caracteristico chamado tombamento, que
¢ util para a sua identificagao. Quando cultivadas em meio apropriado, elas se apresentam
como se fossem um ‘guarda-chuva aberto’, localizado aproximadamente 0,5 cm abaixo da
superficie do meio. Isso ocorre devido a sua condicdo de microaerofilia, uma caracteristica
distintiva desse microrganismo (Franco; Landgraf, 2023).

L. monocytogenes apresenta ampla faixa de temperatura para multiplicacdo, de 1 a 2

°C a 45 °C, e sobrevive a repetidos congelamentos e descongelamentos (Franco; Landgraf,
2023).

3.2.1 Listeria innocua como um arquétipo biologico de Listeria monocytogenes

L. innocua, em termos filogenéticos, mantém uma proximidade notavel com L.
monocytogenes (Hain et al., 2006). Ambas compartilham uma série de caracteristicas
semelhantes, tanto em aspectos bioquimicos e condi¢des de crescimento, quanto na resisténcia
a diversos fatores ambientais, como acidez, dessecacdo, aquecimento e concentracdo de sais
(Buzrul; Alpas, 2004).

Apesar da L. innocua ser amplamente reconhecida como ndo patogénica (Pereira,
2013; Hu; Gurtler, 2017; Costa et al., 2018; Hasani ef al. 2021) devido a auséncia da Ilha de
Patogenicidade 1 de Listeria (LIPI-1) em seu genoma, regido que contém uma série de
determinantes de viruléncia e que confere o carater de patdgeno intracelular (Figura 2)
(Vazquez-Boland et al., 2001; Pereira, 2013), alguns estudos tém desafiado essa visdo. Esses
estudos relatam casos ocasionais de infec¢des causadas por L. innocua, sugerindo que ela

pode, de fato, ter potencial patogé€nico sob certas circunstancias. Foram relatados casos de
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listeriose causada por L. innocua, incluindo bacteremia fatal (Perrin et al., 2003), meningite
(Favaro et al., 2014) e sepse fatal em um recém-nascido (Arumugam et al, 2001) em
humanos, bem como listeriose cerebral em bovinos destinados a producao de carne (Rocha et

al., 2013).

Figura 2 - Modelo de evolucao de LIPI-1 entre as espécies de Listeria.

Aquisi¢do
de LIPI-1

T # .
T b’ L. monocviogenes

L. innocua

L. welshimeri

Ancestral de Listeria — W L. ivanovii
L. seeligeri

L. grayi

Nota: Os circulos de cor preta denotam a perda deste segmento gendmico, enquanto o circulo de cor branca
representa uma versdo inoperante desta ilha. As proporgdes entre os ramos nao correspondem as distancias
genéticas.

Fonte: adaptado de Vazquez-Boland et al. (2001), Pereira (2013).

Embora seja raro encontrar casos de infec¢do por L. innocua, é crucial realizar mais
estudos para compreender totalmente a capacidade patogénica desta bactéria (Ravindhiran et
al., 2023). Além disso, devido a sua semelhanga genética com L. monocytogenes, L. innocua
¢ frequentemente utilizada como um modelo biolégico em varias pesquisas (Costa ef al.,

2018; Kaszoni-Riickerl et al., 2020; Baldelli et al., 2024).

33 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS APLICADOS AO LEITE

3.3.1 Pasteurizacio

A introdu¢do da pasteurizacdo no processamento do leite foi inicialmente
direcionada para a erradicagdo do Mycobacterium tuberculosis, a bactéria responsavel pela
tuberculose. O método original consistia em aquecer o leite a 61,5 °C por um periodo de 30
minutos. No entanto, foi observado que o patdégeno Coxiella burnetii resistia a esse

tratamento, o que levou a uma modificagdo do processo, aumentando a temperatura para 63
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°C pelo mesmo periodo de tempo. Além da eliminagdo desses patogenos especificos, a
pasteurizagdo também ¢ eficaz na destruicdo de microrganismos sensiveis ao calor, como os
coliformes, e na inativagao da enzima fosfatase alcalina. Embora a pasteurizagdo seja eficaz
na eliminagdo de muitos microrganismos, esporos € bactérias resistentes ao calor podem
persistir apos o tratamento. Isso significa que o leite pasteurizado ainda necessita de medidas
de conservagdo rigorosas para manter sua qualidade e seguranca (Dergal, 2006). Segundo a
Instrucdo Normativa n°® 55/2020, na unidade de beneficiamento de leite e derivados, a
temperatura de conservacdo adequada para o leite cru refrigerado pode atingir até 7 °C, e
mantido a no maximo 5 °C durante o armazenamento em tanques de refrigeracdo. Assim,
mesmo apds a pasteurizacgdo, o controle rigoroso da temperatura desempenha um papel crucial
na garantia da vida util do leite pasteurizado, que € tipicamente limitada a apenas alguns dias
(Brasil, 2020; Dergal, 2006).

Segundo a Instru¢do Normativa n® 76/2018, o Brasil classifica o leite produzido em
duas categorias: leite pasteurizado e leite pasteurizado tipo A. O leite pasteurizado ¢
caracterizado como um produto lacteo fluido que passou por um dos processos de
pasteurizagdo estabelecidos na legislagdo vigente. Este leite ¢ envasado automaticamente em
um circuito fechado e destinado ao consumo humano direto. Por outro lado, o leite
pasteurizado tipo A ¢ um produto lacteo fluido que ¢ produzido, beneficiado e envasado
exclusivamente em granjas leiteiras. Assim como o leite pasteurizado, ele ¢ submetido a um
dos processos de pasteurizacdo previstos na legislagdo vigente e envasado automaticamente
em um circuito fechado (Brasil, 2018).

Conforme estabelecido pelo Decreto n® 9.013, de 29 de marco de 2017, existem dois
processos de pasteurizacao aplicaveis ao leite. O primeiro € a pasteurizagdo lenta, que envolve
0 aquecimento indireto do leite a uma temperatura de 63 a 65 °C por um periodo de 30
minutos, com agitacdo mecanica, sendo um método mais antigo e ¢ empregado geralmente em
laticinios de pequeno porte, onde o volume de leite a ser tratado ¢ menor. O segundo processo
¢ a pasteurizagdo rapida, também conhecida como HTST, como ilustrado na Figura 3. Este ¢
um processo continuo que envolve o aquecimento do leite entre 72 ¢ 75 °C por 15 a 20
segundos. A maioria dos processos de pasteurizacdo utilizados atualmente ¢ do tipo HTST,
realizados em trocadores de calor a placas. Esses equipamentos sdo eficientes, em parte
devido a secdo de regeneragdo. Esta secdo permite que o leite cru entre no processo ja

aquecido, gracas a troca de calor com o leite pasteurizado (Brasil, 2017; Sun, 2012).
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Figura 3 - Fluxograma basico do tratamento térmico da pasteurizagdo rapida.
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Fonte: adaptado de Vidal; Netto (2018)

3.3.2 Esterilizacio UAT

Nesse processo, o leite homogeneizado ¢ submetido a uma temperatura entre 130 e
150 °C por 2 a 4 segundos. Apds o aquecimento, o leite ¢ prontamente resfriado e embalado
em condi¢des assépticas. As embalagens empregadas sdo esterilizadas e hermeticamente
seladas para assegurar a integridade e a seguranca do produto (Brasil, 2017).

Este tratamento ¢ eficaz na eliminagdo de microrganismos patogénicos € esporos,
conferindo ao leite uma estabilidade que impede o crescimento de microrganismos. Isso
possibilita o armazenamento do leite a temperatura ambiente por um periodo prolongado, sem
comprometer a sua seguranga e qualidade (Sun, 2012).

O processo UAT pode ser categorizado como direto ou indireto. No caso do processo
direto, o meio de aquecimento entra em contato direto com o leite, resultando em um
aquecimento quase instantdneo através da adi¢do de vapor. Por outro lado, no processo
indireto, uma barreira fisica separa o leite do meio de aquecimento. Neste caso, o
aquecimento ocorre por meio de trocadores de calor, garantindo que o leite ndo entre em
contato direto com o meio de aquecimento (Walstra et al., 1999).

Na Figura 4 ¢ mostrado o fluxograma de producao de leite pelo processo de UAT.
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Figura 4 - Fluxograma do tratamento térmico de esterilizacdo Ultra Alta Temperatura.
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Fonte: adaptado de Vidal; Netto (2018)

Apesar da pasteurizagdo ser um procedimento térmico de natureza relativamente
branda, ela pode induzir alteragdes sutis tanto nas caracteristicas sensoriais quanto
nutricionais do leite. A consisténcia, a tonalidade e o paladar do leite pasteurizado
assemelham-se em grande parte aos do leite in natura, apresentando uma colora¢ao mais
intensamente branca em decorréncia do processo de homogeneizacdao. Contudo, ¢ importante
notar que ocorre uma diminui¢do de menos de 5% das proteinas presentes (Fellows, 2000;
Sun, 2012), 25% da vitamina C, 10% das vitaminas B1, B6, B9 e B12, e 2% da lisina. Por
outro lado, o processo UAT, embora seja mais eficaz contra os microrganismos, pode reduzir
mais significativamente o valor nutricional e as propriedades sensoriais do leite. As perdas
sdo de aproximadamente 30% de vitaminas C, 20% de B1, B6, B9 e B12, e 6% de lisina
(Fellows, 2018; Damodaran; Parkin, 2019) e isso se deve a aplicacdo de temperaturas mais
altas que podem causar a desnaturagdo parcial das proteinas do soro e mudancas sutis nas
micelas de caseina, afetando a coagulagdo do leite e a estabilidade ao calor. Além disso, o
sabor do leite pode ser alterado, adquirindo um sabor de cozido devido a producdo de
compostos volateis (Lewis; Hepell, 2000; Sun, 2012; Fellows, 2018).

Diferencas entre os processos térmico de pasteurizacdo e esterilizagdo podem ser

observadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tabela comparativa entre o leite pasteurizado pelo processo de pasteurizacio rapida

e o leite submetido a Ultra Alta Temperatura.

Tratamento Térmico

Parametros
Pasteurizacgio Esterilizacdo UAT
Tempo (s) 15a20 2a4
Temperatura (°C) 72a75 130 a 150
Armazenamento Refrigerado Temperatura ambiente
Validade Dias Meses
Aditivos Nenhum Estabilizantes

Microrganismos eliminados

Principais perdas
nutritivas (%)

Vitamina C

Vitaminas do complexo B
Lisina

Enzimas presentes
Fosfatase alcalina

Peroxidase

- Bactérias patogénicas:
Brucella abortis
Mycobacterium tuberculosis
Coxiella burnetti
- Microrganismos deteriorantes

Negativa

Positiva

- Bactérias patogénicas
- Células bacterianas, vegetativas e
esporos (Clostridium botulinum)
- Microrganismos deteriorantes

Negativa

Negativa

Fonte: Adaptado de Damodaran; Parkin, 2019; Fellows, 2018

Essas alteragdes, embora pequenas, destacam a necessidade de explorar alternativas

aos tratamentos térmicos na industria de laticinios. Tecnologias ndo térmicas, como o plasma
frio, podem oferecer uma solugdo promissora para preservar a qualidade nutricional e
sensorial do leite, a0 mesmo tempo que garantem sua seguranca (Coutinho et al., 2016). No
entanto, ¢ necessario investigar sua viabilidade econdmica e a adaptacdo das linhas de
produgdo, porque a implementacdo dessas tecnologias pode exigir investimentos
significativos e ajustes nos processos industriais existentes (Deeth; Datta, 2011; Coutinho et

al., 2018).
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34 PLASMA

O plasma, reconhecido como o quarto estado da matéria, € composto por espécies de
gas parcialmente ou completamente ionizadas, em estados excitados ou fundamentais, com
uma carga liquida neutra. Este estado peculiar da matéria se torna um excelente condutor
elétrico devido a presenca de cargas elétricas livres, como elétrons e ions, superando as vezes
até metais como ouro e cobre (Annapure, 2018; Fridman, 2008; Khani et al., 2017).

O plasma pode ser descrito como um gas ionizado contendo espécies reativas de
oxigénio (ERO: O, O,, O; e OH), espécies reativas de nitrogénio (ERN: NO, NO, ¢ NO,),
radiagdo ultravioleta (UV), radicais livres e particulas carregadas (Bourke et al., 2017; Han et
al., 2016a, 2016b). Tipicamente, o plasma ¢ gerado quando a energia elétrica € aplicada a um
gas presente ou fluindo entre dois eletrodos com uma alta diferenca de potencial elétrico que
causa a ionizagdo do gés devido a colisdo de elétrons livres com essas moléculas de gés

(Laroque et al., 2022; Mandal et al., 2018), como pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 - Estados da matéria - s6lido, liquido, gas e plasma da matéria.
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Fonte: adaptado de Harikrishna et al., (2023)

A classificacao do plasma ¢ baseada em varios fatores, incluindo as condi¢des sob
as quais ¢ gerado. Estas condi¢des incluem a composi¢do do gas que gera o plasma, que pode
ser de um unico componente ou de multiplos componentes, a pressdo atmosférica e a
temperatura, que podem variar de baixa a alta (Dzimitrowicz ef al., 2015; Bourke et al.,

2017).
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A distingdo do plasma com base na temperatura se concentra na temperatura dos
elétrons, conhecida como Te. O plasma de alta temperatura se destaca com uma Te que varia
de 10° a 10® K. Em contraste, o plasma de baixa temperatura apresenta uma Te na ordem de
10* a 10° K (Fridman et al, 2005). Adicionalmente, o plasma de baixa temperatura é
subdividido em plasma térmico (quente) e ndo térmico (frio), uma distingdo que ¢
determinada pelo estado de equilibrio termodinamico entre os elétrons e ions que constituem
o plasma, onde a temperatura do elétron e o grau de ionizagdo estdo profundamente
interligados (Liao ef al., 2017; Misra; Jo, 2017).

O plasma térmico, que ¢ uma mistura de ions, elétrons e moléculas de gés, opera sob
um estado conhecido como equilibrio termodindmico local a temperaturas de cerca de 2 x 10*
K e sob altas pressoes. Neste estado especifico, a temperatura dos elétrons e das particulas
mais pesadas, os ions, sdo iguais. Este equilibrio ¢ alcangado através de colisdes entre elétrons
e particulas pesadas, que permitem o equilibrio de suas temperaturas através do efeito Joule.
Em cada localizagdo espacial dentro do sistema, o plasma em condigdes de equilibrio
termodindmico local apresenta uma temperatura uniforme, aderindo assim as principais leis
do equilibrio termodinamico (Fridman, 2008; Mishra et al., 2016; Tendero et al., 2006).

O plasma ndo térmico, ao contrario do plasma térmico, ndo se encontra em um
estado de equilibrio termodinamico local. Neste estado, a temperatura global do sistema e dos
ions ¢ consideravelmente inferior a temperatura dos elétrons (Fridman, 2008; Lieberman;
Lichtenberg, 2005; Misra; Jo, 2017; Tendero et al., 2006). Esta condi¢do de desequilibrio
surge quando o sistema ndo consegue alcancar um estado de equilibrio, seja devido a falta de
tempo ou a insuficiéncia de energia (Fridman, 2008).

O plasma ndo térmico ¢ subdividido em categorias: o plasma quase-equilibrio, que
opera a temperaturas entre 100 e 150 °C, e o plasma ndo-equilibrio, que funciona a
temperaturas inferiores a 60 °C. No plasma quase-equilibrio, um equilibrio termodindmico
local ¢ observado entre espécies como elétrons e moléculas de gas. Por outro lado, no plasma
nao-equilibrio, os elétrons possuem temperaturas mais elevadas enquanto as moléculas de gas
mantém temperaturas moderadas, sem a presenga de um equilibrio termodinamico local. Isso
resulta em uma temperatura mais baixa para o sistema como um todo. Este tipo de plasma
ndo-equilibrio ¢ conhecido por diversos nomes em diferentes grupos de pesquisa, incluindo
plasma nao-térmico, plasma atmosférico frio ou simplesmente plasma frio (Mishra et al.,

2016).
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3.5 PLASMA FRIO

O plasma frio, uma inovacao tecnoldgica com grande potencial na industria de
alimentos, ¢ gerado utilizando a temperatura atmosférica (Thirumdas et al, 2017). Uma
variedade de gases, incluindo H,, O,, He, N,, Ar, Ne, CF,, CH,, NH;, pode ser convertida em
plasma ao ser submetida a campos elétricos, como corrente alternada (de alta frequéncia),
corrente continua, térmica, micro-ondas, frequéncia de radio e campo magnético. Este
processo produz particulas de plasma, como ions, radicais livres e elétrons, que colidem com
energias cinéticas maiores (Thirumdas et al., 2014).

A singularidade do plasma frio reside na sua capacidade de proporcionar uma agao
antimicrobiana eficiente sem a necessidade de recorrer a temperaturas elevadas, o que
confirma sua adequagao para uso em aplicagdes de processamento de alimentos, onde altas
temperaturas sdo indesejaveis (Mishra et al., 2016; Stoica et al., 2014). Esta caracteristica tem
levado a um crescente interesse na explora¢ao do plasma como uma solugdo ecologica para a
descontaminagdo microbiana de uma variedade de alimentos, abrangendo desde vegetais e
frutas até laticinios e produtos carneos (Baier ef al., 2015; Surowsky ef al., 2015). Além disso,
os tratamentos com plasma frio t€ém beneficios ecoldgicos, como a redu¢do do uso de dgua, a
auséncia de residuos quimicos ¢ a utilizagdo do ar ambiental como gas de trabalho (Mishra et

al., 2016).

3.5.1 Geragao de plasma frio

A tecnologia de plasma frio faz uso de energia elétrica, que ¢ introduzida por meio
de eletrodos em gases condutores, tais como ar, oxigénio, nitrogénio ou hélio. Um sistema
para a producdo de plasma deve ser composto por um géas condutor, uma fonte de energia
apropriada e eletrodos especificos (Mishra et al., 2016). A produgdo padrdao de plasma ¢

representada na Figura 6.
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Figura 6 - Processo de geragdo de plasma.
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Fonte: adaptado de Mandal et al. (2018)

A aplicagdo de corrente elétrica entre eletrodos (catodo e anodo) separados por 1 cm
no ar, a uma tensdo de cerca de 30 kV/cm (limite de ruptura do ar), provoca a ruptura elétrica
e a ignicao do ar atmosférico, resultando na ocorréncia de plasma (Mandal et al., 2018; Misra
et al., 2016). Normalmente, comeca como uma descarga de curta duragdo visivel como uma
faisca e, consequentemente, se transforma em um arco quente de alta corrente em poténcias
mais altas (Stoica et al., 2014). O ar ¢ mantido a pressdo atmosférica ou a vacuo. Este
processo requer menos entrada de energia a baixa pressdo e maior poténcia a pressao
atmosférica. Nos ultimos anos, a maioria dos trabalhos de desenvolvimento de sistemas tem
se concentrado na obten¢cdo de plasma a pressdo atmosférica devido ao baixo custo e
facilidade de operagao (Mandal et al., 2018; Misra et al., 2014).

De uma perspectiva termodinamica, a medida que as moléculas acumulam energia, a
fase da matéria transita de solida para liquida e, posteriormente, para gasosa. Quando a
energia ultrapassa um determinado limiar no estado gasoso, ocorre a ionizagdo das moléculas
de gas, culminando no singular estado de plasma (Mishra et al., 2016). Esta energia pode ser
de natureza mecanica, térmica, elétrica ou eletromagnética, nuclear, raios-X, frequéncia de
radio, entre outras (Afshari; Hosseini, 2014; Stoica et al., 2014), levando ao desenvolvimento
de diversos tipos de sistemas (Mandal et al., 2018). Tais energias dissociam as moléculas de
gas em uma centelha composta por ions, elétrons, radicais livres, moléculas de gés
carregadas/neutras e outras espécies que possuem atividade bioldgica e potencial para
eliminar microorganismos. Parametros operacionais e¢ de design distintos resultam em
diferentes tipos de espécies reativas, associando-se, portanto, a diferentes niveis de

descontaminagdo (Aboubakr ef al., 2015).
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Virias fontes de geragdo de plasma incluem descarga de corona, descarga de
radiofrequéncia, jato de plasma de pressdo atmosférica, descarga de arco deslizante, DBD,
entre outras, t€ém sido usadas para aplicagdes de processamento de alimentos. A geracao de
plasmas usando gases nobres ¢ mais benéfica, pois evita a degradacdo oxidativa dos alimentos
na exposi¢do ao oxigénio. No entanto, isso pode aumentar o custo do tratamento (Misra ef al.

2014).

3.5.1.1 Descarga de Barreira Dielétrica

A producdo de plasma com a DBD esta ganhando destaque devido ao seu
custo-beneficio em escala industrial. Esta tecnologia se destaca como um dos métodos mais
eficazes de geragdo de plasma, oferecendo uma ampla gama de aplicagdes gracas a sua
configuragdo versatil e a flexibilidade quanto a forma do eletrodo e ao material dielétrico
empregado (Misra et al., 2019; Ziuzina et al., 2013).

A DBD opera entre dois eletrodos, separados por camadas dielétricas que impedem o

fluxo de corrente, inibindo assim a geragdo de faiscas, como mostrado na figura 7.

Figura 7 - Esquema ilustrativo do tratamento com plasma DBD.
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Fonte: adaptado de Harikrishna et al. (2023)

A DBD geralmente opera em frequéncias entre 0,05 e 500 kHz ¢ em uma ampla
gama de pressdes de gas que varia de 10* a 10° Pascal (Zhang et al., 2017). O espago entre 0s
dois eletrodos varia de 0,1 mm a varios centimetros (Coutinho ef al., 2018). Trata-se de um
sistema dindmico que pode operar com uma ampla variedade de gases (gases nobres, ar ou

vapor de dgua, misturas especiais de precursores € quase todas as combinagdes de gases), com
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baixo fluxo de gés ou a auséncia de necessidade de fluxo de gés. Produz uma descarga
homogénea em uma grande 4rea e pode ser utilizado para diferentes geometrias possiveis de
eletrodos, todas as quais levam a uma boa adaptabilidade (Phan et al, 2017). Uma
desvantagem ¢ a alta tensdo de igni¢ao de pelo menos 10 kV, dependendo do espago restrito
do eletrodo, o que torna essenciais as precaugdes ou isolamentos (Ehlbeck et al., 2010; Phan
etal.,2017).

Diversos parametros impactam a eficiéncia da DBD, incluindo a tensdo operacional,
o gas utilizado e o espagamento entre os eletrodos. Para grandes superficies, a DBD ¢ a

melhor fonte de plasma (Ehlbeck et al., 2010).

3.5.2 Mecanismo e parametros para a inativacdo microbiana

O plasma frio inativa eficientemente microrganismos, incluindo fungos, leveduras,
bactérias e esporos bacterianos (Segat et al., 2016), em que a susceptibilidade ao processo de
esterilizagdo pode variar entre os microrganismos, at¢é mesmo dentro de espécies e cepas
(Figura 8) (Niediiwiedi et al., 2019).

A eficéacia antimicrobiana do plasma frio € influenciada por uma série de parametros.
Entre eles, destacam-se: (i) fatores ambientais, que incluem a temperatura e a umidade
relativa (Coutinho et al., 2018: Liao et al. 2017); (ii) propriedades dos alimentos, que
abrangem o contetido de umidade, pH, composi¢ao do produto, propriedades da superficie e
relacdo area/volume da superficie; (iii) parametros de processamento, que envolvem a tensao,
frequéncia, composi¢ao do gas, taxa de fluxo, tipo de eletrodo, espago entre eletrodos, espaco
livre e padrio de tempo de exposig¢do; (iv) tempo de exposicdo da amostra ao plasma
(Feizollahi et al., 2020; Liao et al., 2017); (v) tamanho do reator de plasma (Laroque ef al.,
2022); (vi) caracteristicas dos microrganismos, que incluem o tipo, cepa, fase de crescimento
e contagem inicial (Amini; Ghoranneviss, 2016; Feizollahi et al, 2020) e (vii) uso de

tratamento direto ou indireto (Misra et al., 2016).
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Figura 8 - Piramide da sensibilidade dos microrganismos ao plasma.
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Fonte: adaptado de Liao et al. (2017) e Niedtiwiedt ef al. (2019).

Embora varios mecanismos para a inativag¢ao bacteriana por plasma frio tenham sido
sugeridos, devido a complexidade da quimica do plasma e dos sistemas microbianos, a total
elucidagdo e concordancia desses mecanismos ainda ndo foram alcangadas (Liao ef al., 2017).
Cinco mecanismos basicos sdo desencadeados pelo plasma e podem contribuir para a morte
celular, incluindo a corrosao das superficies celulares induzida por espécies reativas formadas
durante a geracdo de plasma, a volatilizacdo de compostos e a fotodegradagdo intrinseca de
fotons ultravioleta (UV) (Laroussi, 2005; Moisan et al., 2002), particulas carregadas, calor e
campo elétrico (Deng et al., 2006).

As espécies reativas, formadas pela quebra do ar como ozoénio (O;), oxigénio
atomico (O), superoxido (O,*), peroxidos (como de hidrogénio - H,0,) e radicais hidroxila
(*OH), desempenham um papel principal na desativagdo microbiana (Deng et al., 2000).
Essas espécies reativas interagem de forma prejudicial com biomoléculas celulares essenciais,
como DNA, proteinas e enzimas. Esta interacdo pode potencialmente alterar a fungao das
membranas bioldgicas. Isso ocorre através da interacdo com lipidios, que resulta na formacao
de peroxidos de 4cidos graxos insaturados e na oxidagdo dos aminoacidos das proteinas
(Misra et al., 2016). Enquanto o 6xido nitrico (NO®) e o dioxido de nitrogénio (*NO,), tém
um papel na inativacdo de microrganismos ao danificar os constituintes quimicos como
proteinas, lipidios e &cidos nucleicos (Afshari; Hosseini, 2014; Mai-Prochnow et al., 2014;
Stoica et al., 2014).

A fotodegradacdo intrinseca, induzida pela irradiagdo UV, conduz a quebra de
ligagdes quimicas em microrganismos, resultando na formagao de subprodutos volateis como
monoxido de carbono (CO) e compostos de carbono e hidrogénio (CH,), a partir dos 4&tomos
intrinsecos dos microrganismos (Schliiter; Frohling, 2014). A contribuicdo aparente da UV

proveniente de fontes de plasma ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo a configuracao
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da fonte de plasma, a pressdo operacional e a escala da descarga de plasma, entre outros
(Misra; Jo, 2017).

As particulas carregadas tém um papel crucial na ruptura da membrana celular
bacteriana, com efeitos variando dependendo do contato direto ou indireto com as amostras
(Dobrynin et al., 2009). O design de tratamento indireto emprega distancia ou malha metélica
para evitar o contato direto das particulas carregadas com as amostras. Neste tratamento, as
particulas carregadas nao participam em grande parte do tratamento, mas se recombinam
antes de atingir a amostra (Laroussi, 2009). No entanto, no contato direto, as particulas
carregadas podem se acumular na superficie e causar estresse eletrostatico, levando a
mudangas na morfologia ao superar a resisténcia a tragdo da membrana celular (Mendis et al.,
2000; Laroussi et al., 2003). A perfuracdo da membrana celular pode aumentar a difusao de
espécies reativas secunddrias formadas na descarga de plasma dentro da célula. A
desestabilizacdo, resultante da reagdo entre os atomos/moléculas excitadas e radicais e
materiais organicos, causa a quebra de ligagdes, particularmente para compostos de
hidrocarbonetos. Isso leva a formacao de fragmentos moleculares e compostos volateis
emanando das células, causando mudangas morfologicas, variando desde a redugdo do
tamanho da célula até a destrui¢do celular completa (Ermolaeva ef al., 2011). O mesmo ocorre
quando exposta a campos elétricos intensos, a membrana celular bacteriana pode sofrer
ruptura devido a agao eletrostatica (Misra et al., 2017)

Esses mecanismos podem atuar de forma independente ou sinérgica para causar a
inativagcdo bacteriana. No entanto, a eficicia de cada mecanismo pode variar dependendo de
varios fatores, incluindo o tipo de plasma, a duragdo do tratamento e o tipo de bactéria
(Bourke et al., 2017)

Pesquisas anteriores (Lu ef al., 2014; Laroussi, et al., 2003) elucidaram diferencas
notaveis nos mecanismos de lesdo celular entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
conforme retratado na Figura 9. No contexto das células Gram-negativas, o envelope celular é
o principal alvo das ERO e da radiacdo UV, culminando em oxidacdo e danos irreparaveis a
parede celular. Este processo resulta na liberagdo de compostos intracelulares, tais como
proteinas, DNA e lipidios, em decorréncia da ruptura celular. Em contraste, as células
Gram-positivas sofrem danos intracelulares graves, mas sem ruptura e vazamentos (Han et al.,

2016a).
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Figura 9 - Mecanismo de inativacdo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas usando

plasma frio.
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Fonte: adaptado de Laroque ef al. (2022)

Embora o plasma frio prove ser bem sucedido na descontaminag¢do microbiana de
alimentos, estes sdo matrizes complexas devido aos seus diferentes compostos (amidos,
proteinas, lipidios, vitaminas, minerais, 4gua € muitos outros microcomponentes). Portanto,
uma aten¢dao cuidadosa ao tipo de alimento, formulacdo e parametros do processo pode
minimizar os impactos fisico-quimicos e sensoriais negativos para o produto (Laroque et al.,

2022).

3.5.3 Aplicacido na industria de laticinios

As doengas infecciosas causadas pela ingestdo de bactérias patogénicas em leite
contaminado continuam sendo uma grande preocupagdo para a saude, especialmente para as
criangcas. As doencas infecciosas mais predominantes causadas pelo leite contaminado
incluem campilobacteriose, salmonelose, yersiniose, listeriose, tuberculose, brucelose,
intoxicagdo por enterotoxina estafilococica, infecgdes estreptocdcicas e Escherichia coli
0157: H7 (Gurol et al., 2012; Ranadheera et al., 2017).

Embora a tecnologia de plasma tenha sido amplamente estudada para
descontaminacdo, a pesquisa sobre seus efeitos em alimentos, especialmente produtos lacteos,
ainda ¢ limitada (Coutinho et al., 2018; Rathod ef al., 2021). O plasma frio, uma tecnologia

complexa com uma variedade de dispositivos, nao foi originalmente desenvolvida para
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aplicagdes bioldgicas (Moreau et al., 2008). No entanto, estudos confirmam seu potencial
para inativar microorganismos prejudiciais em leite e produtos lacteos. Isso ¢ atribuido
principalmente as interagdes entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que causam
efeitos oxidativos fortes nas células microbianas (Phan et al., 2017).

A natureza ndo térmica do plasma frio torna menos provavel que ele afete a cor, o
pH, o valor nutricional e o sabor do leite e dos produtos lacteos, além de inativar
microrganismos € enzimas fosfatase em poucos segundos. Alguns estudos relataram que o
tratamento com plasma frio faz com que o leite se torne mais acido, o que pode ser resultado
de varias interagdes entre a agua e substancias volateis produzidas pelo plasma, como O, NO,
e Os, no contato gas-agua (Harikrishna et al., 2023).

A tabela 3 destaca estudos que aplicaram plasma frio para inativar microrganismos

em produtos lacteos, como queijo e leite UAT.



Tabela 3 - Estudos realizados aplicando o plasma frio no tratamento de laticinios.

41

Aplicacao do Plasma Caracteristicas Resultados

Referéncias

Queijo
Tratamento, a plasma frio atmosférico Exposi¢do direta da amostra em ar seco  Apods 5 minutos a 100 kV, teve redugéo de 1,4 log 10 na
de alta voltagem, de L. innocua ¢ E. ¢ misturas de gases MA 65 (65% de  contagem de L. innocua ¢ 3,5 log 10 na contagem de E. coli
coli K-12 em queijo fresco. 0,, 30% de CO,, 5% de N,) por até 5 K-12 apds 24 horas a 4 °C. O aumento de 60 para 100 kV
minutos a 60 kV, 80 kV e 100 kV. resultou em maior produgdo de substincias antimicrobianas
reativas, levando a uma reducdo mais acentuada das bactérias,
com impacto minimo na qualidade do produto. Poucas
alteragdes no pH, umidade, cor e oxidacéo lipidica, e o perfil
de textura do queijo permaneceu inalterado apos o tratamento
com plasma frio atmosférico de alta voltagem.
Leite

Inativagdo de E. coli (ATCC 25922) Descarga corona com uma fonte de A redugao na viabilidade das células de E. coli (log UFC/mL)
do leite semidesnatado e desnatado. alimentacdo de 9 kV. O plasma frio, a9 no leite desnatado, no leite semi-desnatado e no leite integral
kV, foi aplicado por 0, 3, 6,9, 12, 15¢  foi de 57%, 56% e 54%, respectivamente, apds 3 minutos de
20 minutos a uma baixa temperatura de exposi¢do ao plasma, sem mudangas significativas no teor de

35°C. gordura, no pH e na cor do leite. Nenhuma célula viavel foi

detectada apos uma semana de exame em amostras de leite

integral e assim permaneceu durante o periodo de
armazenamento de 6 semanas.

Esterilizagdo de leite de vaca com  Plasma frio usando gas argdnio gerado E. coli foi completamente destruida pelo plasma frio em leite
plasma liquido a 9 kV. As amostras foram expostas por  cru e leite pasteurizado apos 2 min de exposic¢do a 4kHz.
2 minutos a frequéncias de 2,5 e 4 kHz.

Wan et al. (2021)

Gurol et al. (2012)

Ponraj et al. (2015)

Fonte: Autora (2024)
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Aplicacio do Plasma Caracteristicas Resultados

Referéncias

Leite

Atributos microbianos de seguranga e Plasma DBD encapsulado operado a 15 O tratamento com DBD reduziu a quantidade de E. coli, L.
qualidade do leite apos tratamento  kHz no ar ambiente por 5 e 10 minutos. monocytogenes e Salmonella typhimurium nas amostras em

com plasma de DBD encapsulado por 2,46, 2,40 e 2,43 log UFC/mL, respectivamente, apos
pressdo atmosférica. exposicao de 10 minutos.
Influéncia do plasma frio de DBD na Descarga DBD com uma Os tratamentos com plasma a 70 e 80 V por 120 segundos ¢ a
propriedade fisico-quimica do leite ~ frequéncia de 15 kHz. Categorias de 70 V por 90 e 120 segundos foram equivalentes a
para esterilizagdo. variagdo de voltagem (0, 40, 50, 60, 70 pasteurizagdo e a Ultra Alta Temperatura com base no
e 80 V por 120 segundos) ¢ diferenca numero de coldnias.
nos grupos de tempo ambos receberam Destrui¢do do DNA bacteriano, atividade reduzida de
tratamento de plasma frio de 70 V por enzimas metabdlicas e membrana celular de bactérias
0, 15, 30, 60, 90 e 120 segundos. quebradas.

Kim et al. (2015)

Wu et al. (2020)

Fonte: Autora (2024)
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos utilizando leite cru proveniente de um laticinio,
situado em Biguagu/SC. O leite foi processado/armazenado/manipulado sob rigoroso controle
sanitario, conforme as normas do Sistema Brasileiro de Inspe¢do de Produtos de Origem
Animal (SISBI-POA). Durante a coleta, foram utilizados recipientes estéreis. Adicionalmente,
empregou-se leite integral esterilizado UAT, da marca Aurora, adquirido localmente, para a
inoculacdo de L. innocua e avaliagdo da eficacia do plasma. As andlises foram realizadas nos
laboratorios da Universidade Federal de Santa Catarina, no departamento de Engenharia
Quimica e de Alimentos (EQA), no Laboratorio de Propriedades Fisicas de Alimentos
(PROFI), no Laboratorio de Engenharia Biolégica (LiEB) e no Laboratorio de Microbiologia

de Alimentos 2 do departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

4.1 ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de leite esterilizado, ao serem recebidas, foram armazenadas em
temperatura ambiente até a sua utilizagdo. As amostras de leite cru, ao recebidas, foram
imediatamente armazenadas a 4 = 1 °C, em conformidade com as regulamentacdes sanitérias
e de seguranga alimentar. Antes de serem submetidas ao plasma, as amostras passaram pelo
processo de mistura manual para garantir a uniformidade das amostras e minimizar possiveis

variagoes.

4.2 MONTAGEM DO EQUIPAMENTO COM REATOR DBD

Os experimentos foram conduzidos utilizando um equipamento de DBD, projetado
especificamente para gerar PFA. Operando a uma frequéncia de 60 Hz, uma tensao de 17 kV,
corrente elétrica de 30 mA e o eletrodo de alta tensdo a uma distancia de 1 cm da amostra, o
equipamento foi ajustado para garantir condi¢des ideais de funcionamento durante todo o
experimento. Além disso, um agitador magnético foi empregado para promover uma
dispersdo mais homogénea do plasma, garantindo resultados mais consistentes e

representativos nos experimentos.
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4.3 TRATAMENTO COM PLASMA FRIO

Para avaliar a eficacia do PFA na inativagao de Listeria innocua ¢ sua influéncia na
microbiota do leite, foram realizadas anélises em diferentes intervalos de tempo utilizando
150 mL de leite como amostra. Os tratamentos foram realizados em triplicata e os tempos
selecionados para avaliagdo foram os seguintes: 1 minuto, 2 minutos ¢ 30 segundos e 5
minutos, sob agitacdo de 600 rpm. Esses tempos foram escolhidos com base em estudos

prévios e na literatura cientifica (Gurol ef al., 2012; Wu et al., 2021; Wan et al., 2021).

4.4 ANALISES DE QUALIDADE DO LEITE CRU

Foram realizados testes de qualidade em amostras de leite cru antes e depois da
exposicao ao plasma frio. O objetivo foi avaliar os parametros pH, acidez titulavel e reducao
do azul de metileno, conforme descrito por IAL (2008). Essa analise estabeleceu uma base
para compreender as mudangas que ocorreram apds o tratamento e verificar a conformidade

com os padroes regulatdrios de qualidade do leite cru refrigerado.

44.1 Temperatura

Para garantir a precisdo das medicdes e a confiabilidade dos resultados, foi utilizado
um termometro de imersdao calibrado. Este dispositivo foi inserido diretamente no leite,

permitindo-nos obter leituras da temperatura.

442 pH

Para a determinagdo do pH das amostras de leite, empregou-se um pHmetro digital
da marca Testo, previamente calibrado conforme as orientagdes do fabricante. Foram
utilizados dois padroes de pH, cobrindo as faixas de pH 4 e 7. O eletrodo foi cuidadosamente
inserido no béquer contendo a amostra de leite homogeneizada, assegurando sua completa
imersdo na amostra. Apds aguardar alguns segundos para a estabilizagdo do aparelho,

registrou-se o valor do pH encontrado, com precisao de até duas casas decimais.
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4.4.3 Acidez titulavel

A metodologia para determinar a acidez do leite se baseia na titulagdo com uma
solugdo de NaOH N/9, pelo método Dornic, utilizando a fenolftaleina como indicador. Em
termos praticos, a medi¢do envolve a quantificagdo do volume de hidréxido de sodio
requerido para neutralizar o acido latico contido na amostra de leite.

Para a analise, inicialmente, uma quantidade de 10 mL da amostra de leite foi medida
com uma pipeta volumétrica e transferida para um erlenmeyer de 50 mL. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de solucdo alcodlica de fenolftaleina a amostra de leite no erlenmeyer. A
titulagdo foi entdo realizada com a solu¢do de NaOH N/9 (Dornic), utilizando uma bureta, até
obter uma coloragdo rosa, que indica o fim da titulagcdo e a neutralizacao da acidez presente na
amostra. O volume de NaOH utilizado foi registrado para calcular a acidez do leite, expressa

em graus Dornic (°D).

4.4.4 Redutase

O procedimento se iniciou com a introducdo de 1 mL de azul de metileno em tubos
de ensaio, seguido pela incorporagdo de 10 mL de leite e a subsequente vedacao do tubo com
uma rolha de borracha. Posteriormente, os tubos foram conduzidos a um banho-maria
mantido a uma temperatura constante de 37°C. Durante o periodo de incubag¢do, os tubos
foram periodicamente invertidos para assegurar uma mistura homogénea do corante com o
leite. A reagdo foi monitorada a partir do instante inicial do teste, registrando-se alteragdes a

cada intervalo de 30 minutos, até que % do tubo fique descorado.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.5.1 Determinacao de mesofilos aerdbios e psicrotroficos

Apos a exposicao ao plasma, as amostras de leite cru foram submetidas a contagem
de mesofilos aerdbios e psicrotroficos. Neste processo, 0,1 mL de cada amostra de leite foi
incorporado em microtubos de centrifugacdo, que continham 0,9 mL de agua peptonada a

0,1%. Posteriormente, utilizando uma micropipeta, 0,01 mL de cada dilui¢ao foi depositado
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pela técnica de em gotas na superficie de placas de Petri de 90 mm de didmetro, que ja haviam
sido preparadas com Plate count agar (PCA). Cada dilui¢do foi plaqueada em duplicata. As
placas foram entdo invertidas e incubadas a 35 °C por 48 horas, para analise de mesoéfilos e a
7 °C por 10 dias para psicrotroficos (Figura 10). No final deste periodo, as Unidades
Formadoras de Coldonias (UFC) resultantes foram contadas e os resultados foram expressos
em log UFC/mL, conforme recomendado por Silva et al. (2021). Para controle, amostras nao

tratadas (controle) foram utilizadas para a contagem inicial da carga microbiana.

Figura 10 - Procedimento para as dilui¢des seriadas e para o plaqueamento.
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Fonte: Autora (2024)

4.5.2  Avaliacao de inativacio de Listeria innocua

A aplicagdo de plasma frio em leite UAT foi testada utilizando a L. innocua (CCT
7473). As cepas foram mantidas congeladas na cole¢do do Laboratorio de Engenharia
Bioldgica até o inicio do trabalho. As bactérias descongeladas foram semeadas no dgar BHI e

cultivadas a 35 °C por 24 horas, conforme Figura 11.
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Figura 11 - Reativagdo de Listeria innocua

L ]
0,1 mL

‘—

(‘ /\ M 24h & 35°C
—_—

J |

| . | (B

L. innocua Caldo BHI

Fonte: Autora, 2024.
Apds o periodo de incubagdo, realizou-se dilui¢cdes seriadas e plaqueamento em
gotas no agar PCA com incubagdo a 35 °C por 24 h para determinar o numero inicial de

UFC/mL, conforme Figura 12.

Figura 12 - Procedimento para determinagdo da concentracdo inicial de bactérias.
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Fonte: Autora (2024)

Com base nessa contagem, calculou-se a quantidade adequada de inéculo a ser
adicionada nas amostras de leite, visando alcancar uma populagdo bacteriana de
aproximadamente 10° UFC/mL para as analises subsequentes (Figura 13). Esse procedimento
garantiu que as observacdes e os resultados obtidos fossem exclusivamente atribuidos a

presenca de Listeria innocua.
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Figura 13 - Procedimento para a inoculacdo de Listeria innocua no leite esterilizado.

ﬁ 0,015 mL
f /——\ oAimL D0imL 01mL

— 10! 10 w02 10
| : 0,1 mL
Cuttura de - 150 mL de leite - D20 e Ier ;
i UAT
Mo - 0,07 mL
10 ° uFC/mL 10 7 UFC/mL
1071102 Wash gsvc
i} ..:..: — £=l.
103104
Plagueamento em gotas no agar PCA “’

Fonte: Autora (2024)

4.5.3 Analise estatistica microbioldgica

Para avaliar a reducdo significativa de L. innocua e mesoéfilos aerdbios, foram
realizados os seguintes testes estatisticos: O teste de Kolmogorov-Smirnov verificou a
normalidade dos dados, enquanto o teste de Levene avaliou a homogeneidade das variancias
(Tarinc et al., 2019). Com as premissas atendidas, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para
comparar as medianas dos grupos. Para identificar quais grupos diferem significativamente,
utilizou-se o teste de Dunn para compara¢des multiplas (Dinno, 2015). Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos para p <0,1.

Para avaliar a reducao significativa de psicrotroficos, foram realizados os seguintes
testes estatisticos: O teste de Shapiro-Wilk verificou a normalidade dos dados, enquanto o
teste de Levene (Tarinc et al., 2019) avaliou a homogeneidade das variancias. Com as
premissas atendidas, aplicou-se o teste de ANOVA para comparar as médias dos grupos. Para
identificar quais grupos diferem significativamente, utilizou-se o teste de Tukey (Lee; Lee,
2018) para comparacdes multiplas, considerando diferencas estatisticamente significativas

quando p <0,1. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software Statistica 13.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE QUALIDADE DO
LEITE CRU

Segundo a Instru¢do Normativa n® 76, expedida em 2018 pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o leite cru armazenado sob refrigeracdo deve se
adequar a determinados padrdes fisico-quimicos, os quais sdo elencados na Tabela 4,
definindo assim os padrdes de qualidade requeridos. Além disso, para proporcionar uma
analise mais clara das propriedades fisico-quimicas do leite antes e ap6s o tratamento com

plasma, a Tabela 4 também compila os achados de forma organizada.

Tabela 4 - Resultados da caracterizacao fisico-quimica do leite cru antes e apos a aplicacao do

plasma frio, assim como os parametros estabelecidos pela legislagao vigente.

Tempos de aplicaciio do plasma frio

Parametros Padrao definido . . . .
. L. . ~ 0 min 1 min 2mine30s 5 min

fisico-quimicos pela legislaciao
ph 6,42a6,.8 6,80 £ 0,03 6,80 + 0,01 6,78 + 0,03 6,71 + 0,03
Acidez titulavel (°D

cidez titulavel (D), 15a18 15+ 0,58 16+ 0,58 17+0,58 18+ 0,58
g acido latico/100 mL
Redutase 2h a 4h +5h +5h +5h +5h

Fonte: Brasil (2018), Magalhdes ef al., (2022), Autora (2024)
5.1.1 Temperatura
A exposicdo do leite ao plasma frio resultou em variagdes significativas de

temperatura, conforme a tabela 5.

Tabela 5 - Variacao da temperatura do leite apos tratamento com plasma frio em diferentes

intervalos de tempo.

Intervalos de exposicio ao plasma

0 min 1 min 2mine30s 5 min
5,97 + 0,81 14,53 + 0,80 18,23 £ 0,40 22,60 £ 0,62

Fonte: Autora (2024)
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Os resultados mostraram que, partindo de uma condicao inicial de 6 = 1 °C, o leite
submetido ao plasma frio exibiu um incremento médio de temperatura para 14,53 + 0,80 °C,
ap6s um minuto de exposicao. Em um intervalo de dois minutos € meio, a temperatura média
elevou-se para 18,23 + 0,40 °C, atingindo 22,60 + 0,62 °C ap6s cinco minutos de tratamento.
As variagdes de temperatura podem ser atribuidas aos parametros experimentais previamente
descritos, como a tensdo aplicada, a velocidade de agitacdo e o tempo de exposi¢ao ao
plasma.

O aumento observado na temperatura das amostras de leite pode ser justificado pela
energia dissipada no decorrer da descarga elétrica, resultando na geracdo de calor.
Especificamente, a transicdo do leite refrigerado para 1 minuto revelou um aquecimento
substancial, refletido pelo aumento de temperatura de 6 °C para 14 °C, aproximadamente. Este
fendmeno sugere uma rapida transferéncia de energia térmica no inicio do processo. No
intervalo subsequente, de 1 minuto até 2 minutos e 30 segundos, observou-se um acréscimo
térmico até 18 °C, sugerindo uma taxa de aquecimento menos acentuada. Finalmente, a fase
de 2 minutos e 30 segundos até os 5 minutos caracterizou-se por uma elevacao gradual da
temperatura até aproximadamente 23 °C, destacando a influéncia direta do tempo de
exposi¢do na quantidade de energia térmica transferida para a amostra de leite. Essas
constatacdes evidenciam o mecanismo de acimulo de energia intrinseco ao uso do plasma frio
e sdo cruciais para entender os impactos desse tratamento em amostras lacteas, bem como
suas possiveis utilidades. E importante notar que, em nenhum momento, as temperaturas
alcancadas se aproximaram dos niveis necessarios para a pasteurizagdo, que se situam entre
72 e 75 °C.

Estudos anteriores corroboram esses achados, indicando que a aplicacao do plasma
frio em produtos lacteos ndo eleva a temperatura a niveis comparaveis aos processos térmicos
tradicionais, como a pasteurizacdo. Nos estudos Segat et al., (2016), o plasma, obtido por
descarga de barreira dielétrica, foi aplicado a trés diferentes tensoes, 40, 50 e 60 kV, com
tempos de exposi¢cdo variando entre 15 segundos e 5 minutos. Durante todo o processo, a
temperatura mais alta registrada foi de 30 °C.

Apesar do aumento relativamente baixo na temperatura, ¢ importante considerar que
mesmo pequenas variagdes podem contribuir para condi¢gdes mais favoraveis ao crescimento
microbiano. Portanto, estudos adicionais sdo necessdrios para investigar como essas
mudancgas térmicas influenciam a microbiota do leite submetido ao tratamento com plasma

frio.
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5.1.2 pH

Os valores de pH para as amostras de leite cru e as tratadas com plasma frio variaram
entre 6,69 e 6,80, permanecendo dentro das faixas recomendadas. A faixa de pH ideal para
leite cru se situa entre 6,4 e 6,8, sendo essencial para a qualidade e seguranga do leite (Brasil,
2018). A manuten¢dao do pH dentro dessas faixas apds o tratamento com plasma frio sugere
que esse método ndo altera significativamente a acidez do leite, mantendo suas caracteristicas
sensoriais € nutricionais. Mesmo com a contagem de psicrotroficos sendo alta, o pH se
manteve dentro dos parametros recomendados pela legislacio, uma vez que esses
microrganismos nao causam acidifica¢ao do leite (Marioto, 2020).

Os resultados obtidos indicaram que o pH médio das amostras de leite cru era de 6,8
no tempo inicial. Apdés um minuto de exposi¢ao ao plasma frio, o pH manteve-se em 6,8.
Com dois minutos e trinta segundos de exposi¢do, houve uma ligeira reducao para 6,77, e
apds cinco minutos, observou-se uma diminui¢do adicional para 6,71. Embora tenha sido
observada uma tendéncia de queda no pH com o aumento do tempo de exposicao ao plasma,
os valores permaneceram dentro dos limites recomendados pela legislagdo vigente. Este
comportamento pode ser atribuido a interacdo do plasma com os componentes do leite,
causando alteragdes quimicas que influenciam o pH. A diminui¢do do pH com o aumento do
tempo de exposicdo ao plasma frio atmosférico pode ser associada a formagdo de varias
espécies moleculares e radicais resultantes da interacdo do plasma com a 4gua. Espécies a
base de nitrogénio e oxigénio no plasma, ao interagirem com a agua, geram peroxido de
hidrogénio (H:0:), hidrogénio molecular (H:), oxigénio molecular (O:), radicais hidroxila
(OHe) e NOx. Essas reagdes podem aumentar a concentragdo de ions hidrogénio (H"), que
diminuem o pH do leite. Com maior tempo de exposi¢ao, mais dessas espécies sao formadas,
acentuando a reducdo do pH (Alves Junior, 2020). Outra possivel explicacdo reside na
oxidacdo dos componentes do leite, como proteinas e lipidios, causada pelos radicais livres
gerados durante a exposicdo ao plasma frio. Esse processo de oxidacdo pode resultar na
formagdo de produtos de degradacao acidos, que, por sua vez, contribuem para a diminuigao
do pH. Sarangapani et al. (2017) demonstraram que em produtos lacteos com alto teor de
gordura, as moléculas de oxigénio geradas pelo plasma frio de barreira dielétrica reagem com
os produtos, resultando em oxidacdo. A geracdo de plasma frio pode impactar as
concentragdes de diversos ions no leite, incluindo os ions de hidrogénio (H'), que

desempenham um papel crucial na determinagdo do pH. Durante os estudos de Wu et al.
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(2020), quando a voltagem aumentou para 80 V, o pH da amostra mostrou uma diminuigao.
Isso demonstrou que a intensidade do plasma DBD elevada a um valor alto pode excitar mais
ions H" da agua presente no leite. Durante o tratamento com plasma DBD, as moléculas de
agua e o vapor de dgua do leite foram parcialmente ionizados, levando ao enriquecimento de
ions de hidrogénio no leite, resultando em uma diminui¢ao do valor do pH (Ji et al., 2018).
Gurol e colaboradores (2012) avaliaram a aplicagdo de plasma em pressao
atmosférica com 9 kV e fonte de alimentagdo AC e verificaram que os valores de pH das
amostras de leite cru inoculadas com E. coli permaneceram aproximadamente 6,7 + 0,05
durante os intervalos de 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 20 minutos de aplicagcdo de descarga de plasma,
indicando que ndo houve mudangas significativas no pH, sugerindo que a lise microbiana niao
¢ afetada pela acidez ou alcalinidade do leite. Outro estudo de Kim et al. (2015) objetivou
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite tratado com plasma de descarga de barreira
dielétrica (DBD) encapsulado. O plasma foi aplicado as amostras de leite por periodos de 5 e
10 minutos, e apds os 10 minutos, o pH do leite diminuiu de 6,90 a 6,60. Wu et al. (2020),
investigaram as influéncias do plasma frio de DBD na estrutura e no desempenho
fisico-quimico do leite. Comparando os valores de pH do controle (pH 6,74), as amostras de
leite submetidas ao plasma (UAT e pasteurizado), apresentaram valores menores, variando
conforme a voltagem e o tempo de tratamento. Ponraj ef al. (2017) observaram uma ligeira
diminui¢do no pH de leite submetido a 4 kHz por intervalos de 30, 60, 90 e 120 segundos.
Essa pequena variacao foi atribuida a presenca dos sistemas fosfato e proteinas de caseina,
que oferecem resisténcia as mudancas de pH, diferentemente da 4gua. Portanto, a diminui¢ao
do pH ¢ um fendmeno complexo e multifatorial, e sua compreensdo requer analises quimicas

detalhadas para identificar as causas especificas e suas interagdes.

5.1.3 Acidez titulavel

A acidez ¢ um fator crucial na avaliagao da qualidade do leite, afetando diretamente
seu sabor, capacidade de conservacdo e propriedades fisicas no produto final (Alfonso et al.,
2017). Apo6s ser extraido do ubere, o leite apresenta uma leve acidez, atribuida a componentes
como caseina, fosfatos, citratos e CO,, além de uma reacdo interna durante a titulagdo com
solucdo alcalina (Pacheco et al., 2022). Conforme estabelecido pela IN 76/2018, essa acidez

natural do leite cru geralmente varia entre 14 e 18 graus Dornic (°D).
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O pH e a acidez titulavel sdao conceitos interligados que abordam a acidez do leite,
predominantemente influenciada pelo acido latico. Este permanece amplamente dissociado
até que o pH desca abaixo de aproximadamente 5,5. Embora o pH seja um dos principais
fatores que influenciam a integridade inicial das micelas de caseina no leite, a acidez titulavel
¢ um indicador mais preciso do impacto do acido latico no sabor (Tyl; Sadler, 2017; Sharma;
Singh, 2022).

Para quantificar a acidez, utiliza-se a solugdo Dornic, onde cada 0,1 mL consumido
na titulagdo corresponde a 1 grau Dornic (°D). Cada incremento de 1°D equivale a 0,01% de
acidez, expressa como acido latico, conforme descrito por Alfonso et al. (2017).

Ao longo de todos os periodos investigados, a acidez titulavel manteve-se sem muita
variacdo em 18°D, permanecendo dentro da faixa regulatéria de 14°D a 18°D. Isso indica uma
estabilidade notavel nas amostras de leite tratadas com plasma frio. No entanto, ¢ importante
destacar que a acidez titulavel apresentou um leve aumento a medida que o tempo de
exposicdo ao plasma foi prolongado. Esse aumento da acidez provavelmente se deve a
formagdo de componentes acidos, como acido nitrico, acido nitroso e perdxido de hidrogénio,
a partir da reagdo das espécies reativas geradas pelo plasma com a 4gua. Além disso, pode
ocorrer a producdao de grupos carboxilicos pela degradacdo de aminoacidos e oxidagdo de
aldeidos por O; e OH" gerados pelo plasma (Coutinho et al., 2019; Muhammad et al., 2018;
Muhammad et al., 2019; Ozen; Singh, 2020). As ERO podem levar a quebra das proteinas e
difusdo de aminoacidos no meio, causando aumento da acidez (BuBler ez al., 2015).

Sharma e Singh (2022) avaliaram o efeito do plasma frio gerado usando
Nitrogénio-Oxigénio e Nitrogénio como gases de alimenta¢do nas propriedades do leite
desnatado tratado por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. O tratamento com plasma N,-O, aumentou
significativamente a acidez titulavel do leite, com valores médios finais de 0,22%. O tempo de
tratamento demonstrou ter um efeito significativo neste caso. Por outro lado, o tratamento

com plasma N, aumentou a acidez titulavel de 0,14% para 0,20% de forma significativa.

5.1.4 Redutase

O teste de redutase ¢ um método rapido e eficaz para indicar o nivel aproximado de
contaminagdo microbiana no leite. Esse método baseia-se no consumo de oxigénio pelas
bactérias presentes no leite, resultando na redugcdo do potencial de oxirredu¢do e na

consequente descoloracdo de uma solucdo de azul de metileno (Magalhaes et al., 2022). O
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azul de metileno, quando oxidado (na presenca de oxigénio), ¢ azul, mas na sua forma
reduzida (auséncia de oxigé€nio), torna-se incolor. Portanto, uma maior quantidade de
bactérias no leite consome mais oxigénio, acelerando o desaparecimento da cor azul (Brito et
al., 2021). Tabela 6 apresenta a classifica¢do da qualidade do leite pelo método de redugdo de

azul de metileno.

Tabela 6 - Classificacao da qualidade do leite através do teste de azul de metileno.

Tempo de descoloracio Classificacao do leite Estimativa da CPP (Contagem
Padrao de Placas)
>5,5h Bom <500 mil UFC/mL
2h-2,5h Regular 500 mil - 400 milhdes UFC/mL
20min-2h Ruim 4 - 20 milhdes UFC/mL
<20 min Muito ruim > 20 milhdes UFC/mL

Fonte: adaptado de Magalhaes et al., (2022)

Apesar da revogacdo da Instrucdo Normativa n°® 52/2002 pela subsequente IN
76/2018, ¢ essencial destacar, que para propositos académicos, a normativa anterior continha
informagdes detalhadas acerca da avaliacdo da qualidade microbioldgica do leite, as quais nao
sdo explicitamente abordadas na legislagao atual. A titulo de ilustragdo, segundo a Tabela 6 da
IN 52/2002, um leite considerado de qualidade microbiolégica superior demonstraria um
tempo de redutase excedendo 5,5 horas. Adicionalmente, a mencionada instru¢do normativa
prescrevia um tempo redutase minimo de 90 minutos para que o leite fosse aceito pelas
industrias processadoras (Brasil, 2002).

Neste estudo, os resultados do teste de redutase indicaram que ndo foram observadas
diferencas significativas entre as amostras tratadas com plasma frio e as ndo tratadas. Em
todos os tempos de exposicao analisados, o tempo necessario para a transi¢cao da cor de azul
para branco excedeu 5 horas. No entanto, ¢ importante destacar que coliformes, Bacillus
cereus € Lactococcus lactis tém uma maior capacidade de reduzir o corante (Magalhaes et al.,
2022). Isso pode justificar por que o azul de metileno ndo foi reduzido mais rapidamente,
mesmo com a presenga significativa de psicrotroficos, conforme apresentado na sec¢ao 5.2.

Embora ndo tenha sido possivel encontrar referéncias especificas sobre o uso de

plasma frio em conjunto com o teste de redutase, Kakati et al. (2021) investigaram a
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qualidade do leite cru vendido em Guwahati e arredores (india) utilizando o método de
redu¢do do azul de metileno. Os resultados mostraram que, das 200 amostras analisadas,
14,5% reduziram o corante entre 5 e 8 horas, sendo classificadas como de boa qualidade. De
Aquino e colaboradores (2021) também examinaram a aplicagdo do teste de redutase em
amostras de leite cru coletadas de trés diferentes laticinios. Todas as amostras levaram mais de

5 horas para perder a coloragdo azul, indicando uma boa qualidade microbiologica do leite.

52 ANALISES DE REDUCAO MICROBIOLOGICAS DO LEITE CRU

O leite cru analisado apresentou uma contagem inicial de microrganismos meséfilos
de 6,6 x 10° UFC/mL, valor abaixo do limite maximo estabelecido pela IN n° 58/2019. Além
disso, a contagem inicial de microrganismos psicrotroficos foi de 1,0 x 10° UFC/mL.

A Tabela 7 apresenta os resultados da contagem inicial e o impacto do PFA na

reducdo microbiana.

Tabela 7 - Resultados da avaliagdo da redugao de bactérias mesofilas e psicrotroficas do leite

cru antes e apds submissdo ao tratamento de plasma frio.

Mesofilos aerobios Psicrotroficos

Tempo de tratamento Sem tratamento Concentracio obtida Sem tratamento Concentracéo obtida

(min) (log ;o UFC/mL) (log ;o UFC/mL)  (log ;o UFC/mL) (log ;o UFC/mL)
1 5,70 + 0,09* 5,68 = 0,03°
2,5 5,82 +0,003" 5,71 +0,11° 6,00 = 0,002° 5,62 = 0,05°
5 570 + 0,06 557 £ 0,09

Nota: médias seguidas por letras diferentes no mesmo grupo de bactérias analisadas representam diferencas
significativas (p < 0,1) entre as amostras antes e apds o tratamento, conforme o teste de Kruskal-Wallis, seguido

pelo teste de Dunn, para o mesofilos aerobios e conforme o teste de Tukey para psicrotréficos.

Fonte: Autora (2024)

A Figura 14 apresenta a comparagdo das contagens de bactérias mesofilas e

psicrotroficas ao longo dos diferentes tempos de exposi¢ao ao plasma frio.
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Figura 14 - Grafico das contagens de bactérias mesofilas e psicrotroficas (log;, UFC/mL) ao

longo dos tempos de exposicao ao plasma frio.
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Fonte: Autora (2024)

Neste estudo, a contagem inicial de mesofilos aerdbios foi de 5,816 = 0,003 log
UFC/mL. Apds os tratamentos com plasma frio, as contagens foram de 5,698 + 0,09 log
UFC/mL (1 minuto), 5,714 + 0,11 log UFC/mL (2,5 minutos) ¢ 5,701 + 0,06 log UFC/mL (5
minutos). Os resultados do teste de Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste de Dunn, revelaram
que as reducdes observadas na amostra controle em comparagdo aos tempos 1 minuto, 2,5
minutos € 5 minutos ndo foram significativas (p < 0,1). Esses resultados sugerem que o
plasma frio ndo foi eficaz na reducdo da carga microbiana inicial, sugerindo a necessidade de
otimizar os parametros de tratamento.

Quanto aos microrganismos psicrotroficos, a legislagcdo brasileira ndo estabelece um
padrdo de identidade e qualidade para a enumeragdo destas bactérias (Brasil, 2018),
entretanto, a importancia de manter a carga bacteriana de psicrotréficos no leite pos-ordenha
abaixo de 10% da microbiota de mesofilos aerobios ¢ fundamental, pois, com o tempo de
estocagem sob refrigerag¢do, esses microrganismos tendem a predominar no leite cru (Pinto et
al., 2016). Neste estudo, observou-se que as bactérias psicrotroficas atingiram 1,0 x 10°
UFC/mL, enquanto a contagem total de bactérias foi de 6,6 x 10° UFC/mL. Isso indica que a

proporcao de psicrotroficos superou o limite de 10% recomendado.



57

Esses resultados podem ser justificados pela presenca de condi¢des que favorecem o
crescimento de psicrotroficos durante a estocagem e a necessidade de melhorias nos processos
de controle microbiologico pds-ordenha para garantir a qualidade do leite. No entanto, Cousin
(1982) e Furtado (1999), afirmam que alteracdes somente sdo perceptiveis sensorialmente
quando ha contagens de psicrotroficos superiores a 1,0 x 10 UFC/mL.

Os resultados do estudo mostraram uma redugdo significativa na contagem de
psicrotroficos apos a aplicagdo do plasma frio atmosférico no leite. Isso € importante porque
esses microrganismos crescem em temperaturas de refrigeragdo, representando um desafio
continuo para a qualidade e seguranga do leite na industria de laticinios (Montanhini, 2016),
uma vez que se tornam predominantes durante o armazenamento refrigerado, produzindo
enzimas, cuja acao podem prejudicar as qualidades nutricional, sensorial e de textura dos
produtos lacteos elaborados com esse leite (Chen et al., 2003). A eficicia do plasma frio sobre
os psicrotroficos, em relagdo aos mesoéfilos, pode ser atribuida a uma combinacdo de fatores
relacionados as caracteristicas intrinsecas desses microrganismos € as condigdes
fisico-quimicas impostas pelas baixas temperaturas. Em ambientes de baixa temperatura, a
solubilidade do oxigénio e das ERO aumenta, conforme descrito por Collins e Margesin
(2019), ou seja, mais oxigénio e outras ERO podem estar presentes na solug¢do. O plasma frio
¢ conhecido por gerar diversas ERO e em baixas temperaturas, a maior solubilidade dessas
ERO facilita sua interacdo com as células bacterianas, potencializando assim o efeito
antimicrobiano.

Além disso, Russell (2008) e Jin et al. (2022) descrevem que a capacidade dos
psicrotroficos de crescer em baixas temperaturas estd diretamente relacionada com uma maior
proporcao de dacidos graxos insaturados na membrana celular. As adaptagdes dos
psicrotroficos ao frio incluem aumentos no nimero de grupos insaturados e grupos metila nas
cadeias lipidicas, modificacdes que sdo cruciais para manter a fluidez da membrana em baixas
temperaturas. Essas alteragdes, embora necessarias para a sobrevivéncia em ambientes frios,
resultam em uma maior vulnerabilidade as oxidagdes lipidicas causadas pelas ERO geradas
pelo plasma frio. Esses danos oxidativos levam a desestabilizagdo da membrana celular,
resultando em ruptura e morte celular. Esta diferenca na composi¢do lipidica torna as
membranas dos mesofilos menos suscetiveis a oxidacdo induzida pelas ERO.
Consequentemente, a eficacia do plasma frio € menor contra os mesoéfilos, resultando em uma

redugdo nao significativa desses microrganismos em compara¢ao com os psicrotroficos.



58

Além do impacto imediato do tratamento, o armazenamento pds-tratamento ¢ um
fator critico para avaliar a continuidade da acdo antimicrobiana das espécies reativas formadas
pelo plasma frio. Trabalhos como os de Han et al. (2016c¢) e Yadav et al. (2020) investigaram
o efeito do armazenamento em diferentes alimentos, temperaturas e tempos, observando que
as espécies reativas geradas pelo plasma podem continuar a inativar microrganismos durante
o armazenamento. Esses estudos indicam que a eficacia do tratamento com plasma frio pode
ser aumentada ao considerar o armazenamento adequado dos produtos tratados, no entanto
esta condi¢ao nao foi avaliada neste trabalho.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o uso de plasma frio pode ser
uma alternativa vidvel para a reducdo de microrganismos mesofilos e psicrotroficos no leite
cru. No entanto, a auséncia de reducdes adicionais significativas com tempos de exposicao
mais longos sugere que ajustes nos parametros do plasma frio, como a voltagem e o tempo de
aplicacdo, assim como testes de armazenamento podem ser necessarios para melhorar a
eficiéncia do processo.

Adicionalmente, no momento da coleta, foi informado que o leite possuia uma
concentragdo elevada de gordura. Apos 5 minutos de aplicacdo do plasma, observado odor de
queimado e formagdo de grumos escuros na superficie do leite. Esses efeitos podem ser
atribuidos a interagdo das espécies reativas geradas pelo plasma com os lipidios presentes,
resultando em alteracoes fisicas e sensoriais no leite tratado.

Além disso, a concentragdo inicial de microrganismos ¢ um pardmetro importante
para determinar a eficiéncia do processamento com plasma frio. Uma concentragdo inicial
mais alta diminui o efeito de inativagdo do plasma frio, provavelmente porque contagens mais
altas de microrganismos agrupam mais cé€lulas juntas, reduzindo a capacidade dos
ingredientes ativos do plasma de alcangar as células (Liao ef al., 2017). No experimento, a
baixa reducdo das bactérias pode também ser atribuida a agdo protetora das moléculas de
gordura, impedindo a penetracdo efetiva do plasma no leite. Portanto, é necessario realizar
mais analises para compreender melhor como o plasma frio interage com a composicao
lipidica do leite.

Estudo conduzido por Wang et al. (2022) avaliou os impactos do tempo de
processamento do plasma frio DBD (poder de entrada de 40 = 0,25 W por 30 s, 180 s e 300 s),
na inativagdo microbiana do leite cru de ovelha, utilizando leite de ovelha pasteurizado como

controle positivo. Apds 300 s, a amostra apresentou uma taxa de inativacdo microbiana
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similar a do leite pasteurizado, além de ter micelas de caseina significativamente menores e
um indice de polidispersidade reduzido.

Outro estudo realizado por Lee e colaboradores (2024) avaliaram o potencial do
plasma frio de descarga corona na reducdo da microbiota do leite integral. O valor inicial da
contagem padrdo em placas foi de 5,30 logs UFC/mL, que diminui para 2,57 logs UFC/mL
apds 5 minutos de tratamento com plasma frio. Por outro lado, resultados semelhantes aos
deste estudo foram encontrados por Silva (2021), em que avaliou-se a influéncia do nivel das
células somaticas e microrganismos psicrotroéficos em lotes de leite cru, sobre a qualidade do
leite antes e apds processamento UAT, com contagem de mesofilos de 6,7 x 10° e de
psicrotroficos entre 1,4 x 10° e 6,7 x 10° UFC/mL UFC/mL, abaixo do limite maximo

estabelecido pela legislagdo para leite cru refrigerado para contagens de microrganismos.

53 ANALISES DE REDUCAO DE Listeria innocua NO LEITE UAT

Para assegurar que apenas L. innocua estivesse presente nas amostras, utilizou-se
leite UHT, que ndo apresentou crescimento microbiano em nenhuma das dilui¢des analisadas,
confirmando sua esterilidade inicial.

A Tabela 8 apresenta os resultados da contagem média e desvio padrao de amostras
de leite UAT, adicionadas de L. innocua e tratadas com plasma frio por diferentes tempos de

€Xposicao.

Tabela 8 - Resultados da avaliagdo da reducdo de Listeria innocua do leite UAT antes e ap6s

submissdo ao tratamento de plasma frio.

Tempo de tratamento (min) Sem tratamento Contagem média
(log n UFC/mL) (log n UFC/mL)

1 5,43 £0,05°

2,5 5,59 +0,05° 5,37+0,01%

5 5,40 + 0,02°

Nota: médias seguidas por letras iguais ndo representam diferencas significativas (p < 0,1) entre as amostras

antes e apos o tratamento, conforme o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.

Fonte: Autora (2024)
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Neste estudo, a contagem inicial média de L. innocua foi de 3,5 x 10° UFC/mL. Ap6s
os tratamentos com plasma frio, as contagens foram de 2,71 x 10° UFC/mL (1 minuto), 2,33 x
10° UFC/mL (2,5 minutos) e 2,50 x 10° UFC/mL (5 minutos). Os resultados do teste de
Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste de Dunn, revelaram que as redugdes observadas na
amostra controle em comparacdo aos tempos 1 minuto, 2,5 minutos € 5 minutos ndo foram
significativas. Esses resultados indicam que a aplicagdo do plasma frio, nas condigdes
empregadas, ndo resultou em uma inativacdo substancial de L. innocua, sugerindo a
necessidade de otimizar os parametros de tratamento, como o tempo de exposicdo e a
voltagem, para aumentar a eficacia.

A configuragdo especifica dos pardmetros do plasma e a resisténcia intrinseca dessa
bactéria podem ter contribuido para a eficacia limitada observada, uma vez que, estudos
demonstraram que o plasma frio ¢ mais eficiente na inativacdo de bactérias gram-negativas
em comparacdo com bactérias gram-positivas (Liao et al., 2017; Schliiter; Frohling, 2014),
como a L. innocua.

Parametros como as condi¢des de processamento, os parametros do produto e do
equipamento devem ser considerados para a eficiéncia do tratamento com plasma frio na
inativagdo microbiana (Misra; Jo, 2017). Liao et al. (2017) e Nishime et al. (2017) afirmam
que as condigdes elétricas (voltagem, frequéncia, poténcia) influenciam na inativacao
microbiana pelo plasma frio e que quanto maiores as condi¢des elétricas, maior a eficiéncia
do tratamento. Moreau et al. (2008) afirmam que a selecio do material do eletrodo
desempenha um papel em termos de eficacia da descontaminagdo. Uma camada de 6xido
pode rapidamente cobrir a superficie do eletrodo, levando a formagdo de uma barreira
dielétrica que pode modificar o potencial do eletrodo e, consequentemente, as propriedades da
descarga. Eletrodos de prata e latdo podem ser mais eficazes do que ago inoxidavel ou
vidro/latdo.

No trabalho realizado por Wu et al. (2020), foi investigada a influéncia do plasma
frio atmosférico de descarga de barreira dielétrica na propriedade fisico-quimica do leite e na
inativacao de Escherichia coli, Listeria monocytogenes ¢ Staphylococcus aureus. Aplicando
15kHz, diferentes voltagens (0, 40, 50, 60, 70 e 80 V) e tempos (0, 15, 30, 60, 90 e 120
segundos). Os resultados revelaram que tratamentos com plasma a 70 e 80 V por 120
segundos, bem como a 70 V por 90 e 120 segundos, foram equivalentes a pasteurizagdo ¢ a
Ultra Alta Temperatura, com base na contagem de col6nias. Além disso, observou-se

destruicdo do DNA bacteriano, atividade reduzida de enzimas metabdlicas e ruptura da
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membrana celular das bactérias. As taxas de letalidade de S. aureus e E. coli apresentaram
100%, enquanto que para L. monocytogenes foi de 98,75%. Essa diferenga pode ser explicada
pelo fato de L. monocytogenes pertencer ao filo Firmicutes, cujas bactérias possuem paredes
celulares mais resistentes em comparagao a S. aureus e E. coli.

Em um estudo conduzido por Kim et al. (2015) avaliou-se os atributos microbianos
de seguranca e qualidade do leite apds tratamento com plasma de DBD encapsulado por
pressdo atmosférica, operado a 15 kHz no ar ambiente por 5 ¢ 10 minutos. Apoés uma
exposicdo de 10 minutos ao tratamento com DBD, observou-se uma redugdo de 2,46 log
UFC/mL para E. coli, 2,40 log UFC/mL para L. monocytogenes e 2,43 log UFC/mL para

Salmonella typhimurium nas amostras.
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6 CONCLUSAO

Durante as analises de qualidade, a temperatura maxima registrada foi de 23 °C, abaixo das
temperaturas de pasteurizagdo. O pH permaneceu dentro das faixas recomendadas pela
legislagdo, indicando que o plasma frio ndo alterou significativamente a acidez do leite,
preservando suas caracteristicas sensoriais ¢ nutricionais. A acidez titulavel das amostras
aumentou com o tempo de exposi¢cdo ao plasma frio, mas dentro dos limites regulatorios. Os
resultados do teste de redutase ndo apresentaram diferencas significativas entre as amostras
tratadas com plasma frio e as ndo tratadas. O plasma frio reduziu significativamente os
microrganismos psicrotroficos, mas foi menos eficaz contra os microrganismos mesofilos.
Essa diferenca pode ser atribuida as caracteristicas metabolicas e a composicdo celular
distintas desses grupos, além dos pardmetros experimentais como tempo de exposicdo e
voltagem. Os resultados da analise estatistica indicaram que ndo houve redugdes significativas
na contagem de L. innocua usando plasma frio. Esta limitacdo de eficacia pode ser atribuida a
configuragdo especifica dos parametros do plasma ou a resisténcia intrinseca dessa bactéria.
Em suma, o tratamento com plasma frio pode ser um método inovador e promissor para a
reducdo microbiana, mas ajustes nos parametros, consideracdes sobre a composi¢ao do leite e
do efeito durante o armazenamento sdo necessarios para viabilizar sua aplicagdo em escala
industrial, garantindo a eficacia antimicrobiana e atendendo aos requisitos regulatorios.
Portanto, para otimizar e aprimorar a eficdcia do plasma frio na inativacdo de microrganismos
em leite, futuras pesquisas podem focar em: (i) a coleta de amostras provenientes de
diferentes laticinios, proporcionando uma maior representatividade dos resultados; (ii) a
repeticdo do experimento, garantindo a robustez e a confiabilidade dos dados obtidos; (iii) a
investigacdo de diferentes tempos de tratamento, permitindo a identificacdo das condigdes
ideais para a inativagdo microbiana; (iv) a variagdo de pardmetros como frequéncia, poténcia
e voltagem; (v) testes com distintos gases formadores de plasma frio para revelar alternativas
mais eficazes; (vi) a realiza¢do de testes de armazenamento para observar a continuidade das
reagOes das espécies reativas e sua eficacia prolongada na inativagdo de microrganismos; €
(vil) a execugdo de mais testes de qualidade, incluindo peroxidase e fosfatase alcalina, para

uma avalia¢ao abrangente do impacto do tratamento no leite cru.
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