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LISTA DE ABREVIAGOES

pH - Potencial hidrogeniénico

ROS - Reactive oxygen species
RNS - Reactive nitrogen species
PAW - Plasma activated water

ORP - Oxirreductive potential

CIM - Concentragéo inibitoria minima
S.I. - Sem inibigao

T (°C) - Temperatura em graus Celsius

RESUMO



Em 2023, a industria cervejeira no Brasil registrou um crescimento de 6,8%,
alcancando uma producdo nacional de mais de 15 bilhdes de litros. Esse avanco
destacou a necessidade de métodos inovadores para garantir a qualidade
microbioldgica e a seguranga alimentar na produgdo de cerveja. Neste contexto, o
presente trabalho experimentou a agua ativada por plasma (PAW) como um agente
antimicrobiano. O trabalho aborda a importdncia do controle microbiolégico na
producdo de cerveja, os principais contaminantes e a versatilidade do plasma como
ferramenta quimica. O plasma frio gera espécies reativas em solugéo que podem ser
utilizadas para controlar a qualidade microbioloégica na industria alimenticia. Durante
os testes, a PAW foi gerada em laboratério e utilizada em testes de concentragao
inibitéria minima (CIM) contra Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus brevis e
Brettanomyces bruxellensis. Também foram realizados testes com exposi¢ao direta
de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus brevis ao plasma por 25 minutos.
Dentre os microrganismos testados por CIM, a PAW s¢ teve efeito mensuravel na
inibicado dos Lactobacillus brevis. Ja nos testes com exposigdo direta dos
microrganismos ao plasma, os mesmos sofreram clara inibicdo na sua capacidade
de multiplicagdo. Os Lactobacillus brevis novamente foram os mais afetados,
sofrendo inibicdo total em menos de 10 minutos de exposicdo, enquanto as
Saccharomyces cerevisiae sofreram apenas inibicdo parcial no tempo total de

exposigao do experimento.

Palavras-chave: descontaminag&o, cerveja, plasma
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1 INTRODUGAO

Em 2023, a industria cervejeira no Brasil experimentou um crescimento de
6,8%, resultando na abertura de 118 novos estabelecimentos cervejeiros,
consolidando o Brasil como um dos principais produtores de cerveja no mundo. Com
um total de 1.847 cervejarias em operagao, o pais atingiu o volume de producéo

declarado nacionalmente de mais de 15 bilhdes de litros em 2023.

Os o6timos resultados do setor em 2023 sdo ainda mais animadores quando
olhamos para 2022, quando as cervejarias brasileiras se consagraram, novamente,
como um dos mais importante pilares econémicos para o crescimento do Brasil,
contribuindo com a geragdo de mais de 2 milhdes de empregos diretos, indiretos e
induzidos, tornando o setor uma importante forca motriz do desenvolvimento de
nosso pais, representando 2% do Produto Interno Bruto Nacional (Anuarios da

Cerveja 2022 e 2023 — Ministério da Agricultura e Pecuaria).

Entretanto, o crescimento da industria cervejeira também traz desafios,
especialmente no que diz respeito a seguranca alimentar e a garantia da qualidade
do produto final. Nesse contexto, o controle microbiolégico adequado nas industrias
de alimentos e bebidas € essencial para evitar organismos patogénicos e
degradadores, que afetam a qualidade e a seguranca dos seus produtos
(FORSYTHE, 2013). Portanto, torna-se evidente a necessidade de inovagdes na
industria cervejeira, como o desenvolvimento de novos métodos avancados de
descontaminagdo microbioldgica dos materiais e equipamentos empregados nesse

importante setor.

Uma abordagem promissora é o uso de Agua Ativada por Plasma (PAW),
que devido ao seu potencial oxidante, demonstra propriedades antimicrobianas e,
portanto, potencial para ser empregada em diversas aplicagdes tecnoldgicas,
inclusive na industria de alimentos e bebidas (OLIVEIRA et al., 2022). Nesse
trabalho serdo testadas as propriedades antimicrobianas da PAW a fim de
futuramente desenvolver um novo método de descontaminagdo microbiolégica de
equipamentos de cervejarias. A tecnologia de plasma frio, em contraste com os
métodos tradicionais de sanitizacdo, tem se mostrado eficiente na remogcao de
contaminantes, tem baixo custo de operacdo e impacto ambiental e portanto um

passo importante rumo a uma industria sustentavel.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Processo de producao da cerveja

De acordo com o decreto n.° 9.902 de 2019,

“Cerveja é a bebida resultante da fermentacgao, a partir da levedura cervejeira,
do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido previamente
a um processo de cocgao adicionado de lupulo ou extrato de lupulo, hipotese
em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (BRASIL, 2019).

A figura 1 ilustra resumidamente as etapas basicas envolvidas na producao
de uma cerveja. O processo de fabricacdo da cerveja pode ser resumido em
algumas etapas distintas. Inicia-se com a elaboracdo do mosto cervejeiro, seguido
pela fermentagdo, maturagcédo, pasteurizagdo e envase (GOMES, P.; SOUZA, D.,
2010).

Figura 1: Visao simplificada das etapas envolvidas no processo de producao da cerveja.

Moagem
Preparo do mosto
Maite e dgua
Lipulo
F
Maite moido ——| Mosturacao ervura[:n

.

Leveduras
Estabilizacdo biolbgicaervasamento

Barris Pasteurizador flash

(trocador de placas)
@ Fermentagao
Fitracio -—
ﬁ Maturagio

\ Garrafas e latas

Pasteurizador de tinel Enchedora

Fonte: VAUGHAN et al., (2005). Adaptado por DRAGONE et al., (2007).
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2.1.1 Leveduras e a etapa de fermentagao

Durante a etapa de mosturagao, o amido presente nos graos utilizados como
matéria prima é hidrolisado através da agao de enzimas presentes no mosto. Ao final
desta etapa, o mosto torna-se um extrato rico em diversos agucares com diferentes
tamanhos de cadeias glicosidicas. As leveduras se alimentam destes agucares para
criar etanol e diéxido de carbono, mas as fontes de agucar e sua complexidade
resultardo em condi¢cdes de fermentagao variadas (GABRIEL GERBER HORNINK,
2024 e WHITE; JAMIL ZAINASHEFF, 2010).

Via de regra, acgucares mais simples (como monossacarideos e
dissacarideos) sdo mais fermentesciveis do que agucares de cadeia mais longa e
mais complexa (polissacarideos). Dentre os agucares fermentesciveis do mosto
estdo a glicose e a maltose, sendo a segunda presente em maior quantidade devido
a especificidades das enzimas presentes no malte de cevada usado na produgao de
cerveja. Ja os agucares nao fermentesciveis ou pouco fermentesciveis sdo em sua
maioria dextrinas soluveis provindas da quebra enzimatica do amido. Ao final da
fermentacao, as dextrinas sdo em grande parte responsaveis pelo corpo da cerveja
(WENZEL, 2024, p. 3. e WHITE; JAMIL ZAINASHEFF, 2010).

A fermentagdo € uma etapa essencial na produgéo de cerveja. Nessa fase
as leveduras realizam intensa atividade metabdlica, convertendo quase todo o
acucar fermentescivel do extrato em alcool e gas carbbnico. Nesse periodo, também
ocorrem reagdes que resultam na formacao de subprodutos que influenciam o sabor
da cerveja (LINKO et al., 1998). A figura 2 mostra um desenho esquematico do

metabolismo de uma levedura.
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Figura 2: Metabolismo celular de uma levedura:
Acucares, oxigénio, compostos nitrogenados e minerais sdo absorvidos pela célula;

Etanol, diéxido de carbono e compostos de sabor/aroma sao secretados.

i Maitotriose J’u/’/—\/— ~—
\ Maltose e - ~
wort ____\ Sucrose vsogen \\
Sugar \ Fructose —M/f N
\ Glucose u \
Nk chirn = ————————» Glucose — » Trehalose N

( NAD+

NADH

Oxygen —

Nitrogen
{amino acids,
ammonium ions,
peptides)

Minerals
{zinc, potassium,
caicium, biotin}

Fonte: Yeast, - The Practical Guide to Beer Fermentation (Capitulo 2, p. 23)

As leveduras desempenham um papel crucial na fabricagdo de cerveja
durante a etapa de fermentacédo. Esses micro-organismos unicelulares, tipicamente
do género Saccharomyces, sao responsaveis por uma fungdo primordial: a
conversao dos acucares presentes no mosto em etanol, a fermentacédo alcodlica.
Tradicionalmente, as cepas de Saccharomyces cerevisiae sao as mais utilizadas na
producao de cerveja, seja para cervejas Ale ou Lager, moldando o perfil de sabor e
textura do produto final (JACKSON, 2010; AQUILANI et al., 2015; CAPECE et al.,
2018).

A presenca e atividade das leveduras sao essenciais para a transformacao
do mosto em cerveja, uma vez que convertem os agucares em etanol e didxido de
carbono, adicionando dimensdes sensoriais fundamentais a bebida, como o teor
alcoodlico e os aromas caracteristicos. Portanto, as leveduras desempenham um
papel central na produgdo de cerveja, influenciando significativamente suas
caracteristicas finais (DIAS et al., 2010). A figura 3 mostra a equagao da reagao
global da converséo da glicose em etanol e didxido de carbono que pode ser usada

como exemplo para as reagdes de conversido de agucares realizadas pela levedura.
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Figura 3: Reacao global simplificada da fermentac&o alcoolica da glicose.

““‘\\OH o
” Leveduras //O
— e, SO 7. 1 B

+  2ADP  + 2
HO/‘ “IOH
L

“n, e

Fonte: figura elaborada pelo autor utilizando aplicativo KingDraw Chemistry.

A temperatura da fermentagédo, a composi¢cdo do mosto, o nivel de oxigénio
inicial, a viabilidade celular e a concentracdao de etanol sdo fatores que podem
influenciar a fermentacéo do mosto cervejeiro (GOMES, P.; SOUZA, D., 2010).

Inicialmente, as leveduras passam por uma fase aerdbica, na qual o oxigénio
desempenha um papel essencial na reproducdo celular. Durante essa fase, o
oxigénio é fundamental para a formagao de componentes essenciais da membrana
celular, como acidos carboxilicos e esterois, contribuindo para a viabilidade das

leveduras e o equilibrio de componentes sensoriais (MUNROE, 1994).

A medida que o oxigénio & consumido, as leveduras passam para a
fermentagcdo anaerodbica, convertendo agucares em etanol, gas carbdnico e calor
(MUNROE, 1994; VARNAM, A.H.; SUTHERLAND, J.P. 1997).

2.1.2 Pontos de contaminagao

Os principais pontos de contaminacdo na producdo de cerveja incluem
matérias-primas (malte, adjuntos, etc), recipientes, equipamentos, mangueiras e
linhas de transferéncia. As contaminagdes podem ocorrer em diferentes estagios do
processo, como na maturacdo, no armazenamento € no envase. Cerca de metade
dos problemas microbiolégicos documentados sido atribuidos a contaminagdes
secundarias (ou seja, originam-se do préprio processo de produgdo, nao tendo
relagdo com as matérias primas), muitas vezes ocorrendo durante fases criticas

como envase ou maturacao (VAUGHAN et al., 2005).
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Para aprimorar a cerveja recém-fermentada, € necessario passar por um
processo de maturacdo em tanques especificos, conhecido como "lagering" para
cervejas lagers (MUXEL, 2022). Quando contaminagbes ocorrem nesta fase o
produto pode chegar até o cliente e se nao houver o devido controle,
microrganismos patogénicos podem chegar ao consumidor. Além disso,
microrganismos deteriorantes podem alterar um lote inteiro tornando-o desagradavel

ao consumidor.

Antes de passar pelo processo de pasteurizagdo, a cerveja € denominada
chope, podendo ser direcionada a barris € comercializada de forma rapida. No
envase em garrafas de vidro ou latas de aluminio, a cerveja passa pelo processo de
pasteurizacdo, onde é aquecida a 60 °C e depois resfriada. Esse método busca
conferir maior estabilidade microbiolégica ao produto, permitindo uma validade de
seis meses apods a fabricagao, em contraste com o chope, que possui validade de
apenas sete dias. A pasteurizagao € amplamente adotada na industria de alimentos
e bebidas, sem alterar a composicao do produto (GOMES, P.; SOUZA, D., 2010).

Durante a producgao da cerveja € necessario realizar a sanitizagao para evitar
contaminantes como bactérias, bolores e leveduras selvagens. Uma das
métodologias mais utilizados na produgédo caseira de cerveja e as vezes até na
industria consiste nas seguintes etapas: 1) limpar os equipamentos delicadamente,
usando um pano embelecido com agentes a base de percarbonato de sodio (um
alcali leve que contem oxigenio ativo em sua formulagad) ou outro agente limpante;
2) higienizar todos os equipamentos com o uso de um desinfetante, tendo cuidado
para ndo deixar restos de residuos caso o sanitizante ndo seja volatil o bastante
para evaporar do equipament. (RICHARDS, K. 2015).

Outra forma de controlar os contaminantes comum na industria é a utilizagao
de aco inoxidavel na construgcao dos equipamentos de producdo cervejeira, pois 0
inox facilita o processo de limpeza. As etapas da metodologia de limpeza que pode
ser usada sdo: 1) lavar os equipamentos com agua sob pressdo; 2) tratar os
equipamentos com solugao quente de soda caustica, junto com hipoclorito de sddio;
3) ringagem com agua, a fim de arrastar qualquer residuo de produtos (AQUARONE
etal.,, 2017 p. 112).
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Muitos dos meétodos de limpeza e sanitizagdo citados utilizam produtos
quimicos que podem apresentar risco ambiental quando despejados
inadequadamente e em grandes quantidades. Alguns desses quimicos podem
causar impacto ambiental mesmo em pequenas quantidades, apresentar toxidade e
podem ser corrosivos ou urticantes. Portanto, € imprescindivel buscar novos
métodos de esterilizagdo mais baratos, eficientes e menos agressivos ao meio

ambiente.

Neste contexto, a tecnologia de plasma frio vem demonstrando ser uma nova
alternativa para sanitizacdo de materiais através do uso de agua ativada (OLIVEIRA
et al., 2022).

2.1.3 Principais contaminantes na cerveja

A presenca de microrganismos contaminantes, como bactérias e leveduras
selvagens, € uma preocupagao na produgao de cerveja. As bactérias gram-positivas,
especialmente Lactobacillus e Pediococcus, sao particularmente problematicas,
podendo produzir acido latico e acético, prejudicando a qualidade da cerveja, além
de didxido de carbono, etanol e glicerol, que se produzidos para além do esperado
pelas leveduras utilizadas na cerveja podem desequilibra-la e prejudicar a
palatabilidade do produto (DRAGONE e ALMEIDA E SILVA, 2010). A figura 4 mostra
a equacgao da reacgao global da conversao da glicose em acido latico através das
bactérias laticas. Esta reagdo pode ser usada como exemplo para as reagdes de

conversao de agucares em compostos que podem prejudicar o perfil da cerveja.

Figura 4: Reagéo global simplificada da fermentagéo latica da glicose.

(o]

WOH -
H Bactérias laticas
+ 2ADP  + 2 Ao, 2 OH + 2ATP + 2H.0 + 2H
iy, HO l “OH
'OH A

OH

Fonte: figura elaborada pelo autor utilizando aplicativo KingDraw Chemistry.
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Além disso, leveduras selvagens podem acelerar a fermentacdo, alterar a
atenuacao, a floculacédo e paladar do produto final. Importante mencionar ainda que
leveduras ndo cervejeiras podem gerar compostos indesejaveis, assim como as
bactérias (DRAGONE e ALMEIDA E SILVA, 2010).

Leveduras diferentes das culturas utilizadas industrialmente na elaboragao de
cerveja sao consideradas selvagens. Leveduras selvagens podem ter origem nos
mais variados habitats. Além de varias espécies de Saccharomyces, sao
encontradas também espécies dos géneros Brettanomyces, Candida, Debaromyces,
Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora e Zygosaccharomyces.
Dentre as leveduras selvagens pode haver espécies ou estirpes com caracteristicas
tecnolégicas e perfil metabdlico adequado para a producédo de cerveja. Porém,
quando presentes como contaminantes, as leveduras selvagens podem causar
problemas que variam de acordo com cada contaminante, como turbidez, odores e
sabores indesejados, atenuacdo incompleta e floculagdo. Algumas leveduras
selvagens podem ainda apresentar caracteristicas distintas, como a capacidade de
produzir glucoamilases (que as permitem utilizar dextrinas como alimento causando
super-atenuagao) ou de descarboxilar acidos fendlicos (dando a caracteristica de
aromas fendlicos ao produto que muitas vezes remetem a estrebarias) (AQUARONE
et al.,, 2001; DRAGONE et al., 2010).



18

Na industria cervejeira as bactérias Gram-negativas aerdbias também tem seu
destaque como microrganismos degradadores, principalmente as bactérias acido-
acéticas Gluconobacter e Acetobacter. Isso porque bactérias acéticas sdo capazes
de converter etanol em acido acético, resultando em um desagradavel odor de
vinagre na cerveja (SAKAMOTO, K.; KONINGS, W. N, 2003). As bactérias do acido
acético costumam apresentar resisténcia aos compostos do Iupulo, aos acidos
produzidos na fermentacdo e ao etanol. Podem contaminar a cerveja com a
presenga de ar no headspace (espagco vazio no topo de recipientes) de
fermentadores, barris, garrafas e latas, como resultado de envasamento imperfeito
(VAUGHAN et al., 2005). A figura 5 mostra a equagédo da reagao conversdo do
etanol em acido acético através das bactérias acéticas.

Figura 5: Reacao global simplificada convergéo de etanol em acido acético.

@)

Bactérias acéticas
\/OH + O—0 : OH + HQO

\

Fonte: figura elaborada pelo autor utilizando aplicativo KingDraw Chemistry.

A tabela 1 traz alguns exemplos de bactérias degradadoras que podem ser
encontradas em diversas etapas do processo e alguns efeitos comumente

observados no produto final.

Tabela 1: Exemplos de bactérias degradantes na industria cervejeira.

Género Espécie Efeito Observado

Bactérias Gram-Positivas

Lb. brevis
Acidez elevada, super

Lactobacillus atenuagao.

Lb. lindneri
P damnosus Acidez elevada, super
Pediococcus atenuacdo, mudancga da
P inopinatus viscosidade, produgéo de
=iHepinat) diacetil.
Micrococcus M. kristinae Atipico aroma de frutas.
Bactérias Gram-Negativas
P. cerevisiiphilus Inibigao da levedura
cervejeira
Pectinatus P. frisingensis Turbidez
P. portalensis Cheiro de “ovo podre”
Megasphaera M. cerevisiae Cheiro de “ovo podre”

Fonte: DRAGONE et al., (2007) modificado pelo autor.
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2.2 Plasma: uma ferramenta quimica versatil

O plasma consiste em um gas de alta energia formado por cargas elétricas
livres (ions positivos e elétrons), moléculas neutras, espécies radicalares, moléculas
eletronicamente excitadas e fotons. Frequentemente nomeado como 4° estado da
matéria, o plasma pode ser produzido por elétrons primarios sob a acado de fortes
campos elétricos. Esses campos aceleram os elétrons que colidem em alta
velocidade com moléculas de um gas e geram um efeito cascata no qual elétrons
liberados por este gas colidem com outras moléculas resultando em ions, radicais e
espécies excitadas. O plasma produzido desta forma pode ser referenciado como
“‘plasma frio” ou “ndo térmico”, pois a temperatura translacional dos elétrons no gas é
muito maior que a dos outros componentes (FRIDMAN, 2008 e CHU; LU, 2013).
Sendo assim, ao contrario do plasma térmico, o plasma frio é utilizado em processos
que ocorrem proximos a temperatura ambiente ou menos. O plasma frio nao

necessita de aquecimento para iniciar a ionizagado do gas ou para manté-la.

Para produzir plasma, pode-se utilizar uma fonte de alta tensdo e corrente
alternada alimentada pela prépria rede elétrica de um laboratério. Quando o gas de
interesse é submetido ao campo elétrico da fonte 0 mesmo libera alguns elétrons
dando inicio ao efeito cascata. A partir disso o gas antes neutro passa para um
estado de baixa ionizagdo (na faixa de 107 a 10 partes de gas ionizado por parte
de gas neutro), aumentando drasticamente sua condutividade. A formagcao de um
caminho de baixa resisténcia elétrica permite a passagem de corrente que sustenta
o estado de plasma que pode ser entdo direcionado para aplicacbes especificas,
independentemente do estado fisico do alvo (FRIDMAN, 2008 e CHU; LU, 2013).
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2.2.1 Reagoes de plasma atmosférico sobre meio aquoso

Por estar em desequilibrio termodindmico (com os elétrons ocupando niveis
de energia mais altos que dos outros componentes) o plasma frio pode inserir
energia em sistemas quimicos sem a necessidade de aquecé-los (FRIDMAN, 2008 e
CHU; LU, 2013). Dessa forma, o plasma frio quando gerado na interface liquido-gas
€ capaz de produzir espécies quimicamente ativas de interesse em meio aquoso,
que podem ser direcionadas para aplicagbes desejadas. A dinamica das espécies

quimicas geradas na interface liquido-gas é exemplificada na figura 2:

Figura 6: Dindmica de desenvolvimento das espécies quimicas

energéticas geradas pelo plasma frio em uma interface liquido-gas.

eletrodo

L-L=moléculas do liquido
G=moléculas do gas G’ + e

G* e L*= espécie excitada plasma
G’ eL’'= espécie radicular
Gt e Lt= cation
G eL =anion
L-L L-L
— fase gasosa
oo eeoeeseonaeneneneaienstesesasesioaeaiotstaaasasttaiaetettttuaetstsannnes |
fase liquida
L'+L° L-L* L +Lt
L-L- Lt+eL"
eletrodo

Fonte: o autor, feito com o Freeform.
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As técnicas de geragao de plasma frio atmosférico em agua séo consideradas
tecnologias de oxidagdo avangada, pois geram espécies quimicas oxidantes
bastante reativas. Ao aplicar o plasma utilizando gas atmosférico sobre agua,
algumas espécies excitadas e reativas podem ser geradas a partir da colisdo dos
elétrons primarios com os gases presentes na superficie da solugdo e o vapor da
mesma. Alguns exemplos de espécies quimicas formadas nesta etapa sdo NO°,
‘NO,, O°, No* H,O', H, 07, O* e OH’ Tais espécies sé@o bastante instaveis e podem
ser rapidamente extintas ou podem reagir entre si formando espécies secundarias
que, devidos a proximidade com a agua, podem ser solvatadas e estabilizadas em
solugdo. Alguns exemplos de espécies secundarias formadas séo O3, H,O,, HNO,

HNO3, dentre outros.

A presencga de gases atmosféricos no plasma induz a formagéao de 2 grupos
de espécies reativas que sao solvatadas para o seio da solucdo. A introducéo de O,
no plasma leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen
species em inglés ou ROS), como H,0, e Os. Ja a insergao de atmosferas contendo
N> resulta na formacao de espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species
RNS), como os NOx, acidos nitroso (HNO;), nitrico (HNO3) e peroxinitroso
(ONOOH). Estas espécies sao altamente oxidantes reagindo com a superficie dos
materiais presentes no sistema ou com substancias que estejam dissolvidas na
solugdo. (BRUGGEMAN et al.,, 2016 e THIRUMDAS, 2018). A tabela 2 mostra
algumas reagbes que ocorrem durante a aplicagdo do plasma, divididas entre
aquelas que ocorrem pela colisdo dos elétrons primarios e as que se devem ao

desenvolvimento das espécies reativas formadas.
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Tabela 2. Reagdes tipicas envolvendo espécies reativas formadas durante aplicacéo

de plasma frio sobre uma interface ar-agua.

Reacoes de iniciagao (colisdes com elétrons primarios)

N,+e — Nyx+e 0,+e 0" +0+2e O,+e" =0 +0

H,O+e¢ —-OH+H-+¢" H,O+e = H'+-OH+ 2e”

Reacodes de desenvolvimento das espécies

N," + 2H,0 — 2NO- + 4H- 0+0,—+0; OH- + OH: = H,0,
0+N, +NO-+N 2NO- + 0, — 2NO, NO- + OH: = HNO,
03 + NO- = NO, + 0, 3NO; + H,0 — 2HNO; + NO- NO, + OH- — HNO;

H,0, + H* + NO,” — ONOOH + H,0 OH: + NO; = ONOO™ + H*

Fonte: THIRUMDAS, (2018)

Espécies reativas, como H;O,, HNO3;, HNO,, ONOOH e ainda outras,
apresentam relativa estabilidade em comparagdo aos radicais que dao origem a
essas espécies. Sendo assim, apdés a extincdo do plasma, estas espécies
permanecem em solucdo por um certo tempo. O efeito da permanéncia dessas
substancias na solugdo bem como a capacidade reativa da solugcdo € conhecido
como efeito pds descarga. A solugdo aquosa afetada pelo plasma pode ser
armazenada e usada, como uma alternativa para utilidades nas quais o plasma nao
possa ser aplicado diretamente, tal como um reagente quimico. Essa solugdo pode
ser denominada de “agua ativada por plasma”, ou PAW (Plasma Activated Water)
(BRUGGEMAN et al., 2016 e THIRUMDAS, 2018).
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2.2.2 Aplicagdo da PAW para a melhoria da qualidade microbiolégica na

industria alimenticia

A utilizac&do do plasma e da PAW é promissora na industria de alimentos para
controlar a qualidade microbiologica dos produtos, para descontaminar materiais de
embalagens e para descontaminar superficies de contato com alimentos. Embora o
mecanismo exato pelo qual a PAW pode inativar os microrganismos ainda n&o tenha
sido completamente elucidado, existe um consenso na comunidade cientifica de que
as ROS e RNS presentes na PAW desempenham um papel central nesse processo
(OLIVEIRA et al., 2022). As espécies reativas exercem seu efeito oxidativo
especialmente sobre os acidos graxos poli-insaturados da membrana citoplasmatica,
gue sao muito suscetiveis aos fenbmenos de peroxidagao lipidica. A peroxidacao
lipidica pode comprometer a viabilidade celular, modificando as propriedades da
membrana, diminuindo sua permeabilidade e até mesmo sua integridade (LOPEZ et
al., 2019).

A figura 7 mostra de forma genérica o mecanismo de inativagdo microbiana
pela PAW. No esquema, a exposi¢cao da ceélula de microrganismo a PAW é seguida
pela peroxidagéao lipidica da membrana citoplasmatica. No caso de exposigéo direta
dos microrganismos ao plasma, ha ainda nesta etapa o fendmeno de eletroporagao
da membrana, que é caracterizado pelo aumento da permeabilidade da mesma.
Estes fatores contribuem para a entrada das espécies reativas da PAW permitindo
que elas interajam destrutivamente com outras estruturas da célula. A interagdo das
ROS e RNS com as estruturas intracelulares pode causar danos as proteinas destas
bem como a fragmentacdo das moléculas de DNA. A peroxidagao lipidica pode
ainda gerar compostos toxicos para a célula causando danos na célula (HERIANTO
et al., 2020).
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Figura 7: Mecanismo de inativagdo microbiana por PAW dividido em trés estagios principais,
incluindo ruptura da membrana celular, ruptura de componentes intracelulares e liberagao dos

materiais € componentes para o meio extratracelularer.
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Fonte: HERIANTO et al., (2020)

A tecnologia de plasma frio por gas atmosférico foi usada pela primeira vez
para o processo de esterilizagao por Laroussi, M. (1996). Desde entado, estudos vém
demonstrando excelentes resultados na inativagdo de microrganismos como a
Escherichia coli (CUBAS, A. L. et al. 2019.). Em (CUBAS, A. L. et al. 2019. e 2021.)
foram testados diferentes tipos de reatores de plasma utilizando misturas de ar
atmosférico e argbnio. Nestes trabalhos concluiu-se que a descarga elétrica e a
geracdo de luz UV foram fatores que contribuiram para a inativagdo dos
microrganismos. Porém, a inativagdo da Escherichia coli foi apenas parcial quando
utilizado apenas argdnio como gas plasmogénico, o que indica que RNS e ROS séao

muito importantes no processo.
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Um dos primeiros artigos académicos a explorar o uso da PAW como
descontaminante de superficies de alimentos (Non-thermal plasma-activated water
inactivation of food-borne pathogen on fresh produce, por MA et al., 2015) buscou
estudar a sua eficacia na descontaminagdo de morangos contaminados com
Staphylococcus aureus. Devido a sua complexa estrutura topografica, a superficie
dos morangos é dificil de ser descontaminada, no entanto, o estudo mostrou que o
contato com uma PAW que fora tratada por 10 minutos com plasma frio foi o
suficiente para reduzir as unidades bacterianas cerca de 1,7 e 2,5 unidades
logaritmicas a depender do tempo de exposicdo. Esses resultados demonstraram
um efeito bactericida da PAW comparavel ao dos tratamentos com solugdes de

hipoclorito de sodio.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Aplicar plasma frioe  agua ativada como desativadores  de

microrganismos contaminantes na industria cervejeira.

3.2 Objetivos especificos

Produzir um sanitizante a base de agua ativada por plasma frio utilizando um
reator de plasma hibrido gas-liquido operando com ar atmosférico e agua

deionizada;

Avaliar o poder sanitizante da agua ativada por plasma no combate a

microrganismos contaminantes tipicos da industria cervejeira;

Avaliar o potencial do plasma no combate a microrganismos contaminantes
tipicos da industria cervejeira através da exposigdo direta dos mesmos ao plasma

em uma solugdo salina utilizando nitrogénio como gas plasmogénico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e equipamentos
A maior parte dos materiais utilizados para os testes microbiolégicos foram

cedidos pela empresa de biotecnologia cervejeira Levteck Tecnologia Viva Ltda.
Dentre estes materiais estdo placas de cultivo, meios de cultura, solucdes
esterilizadas para microrganismos, micropipetas, starter de microrganismos,
ponteiras de micropipeta descartaveis, dentre outros. Além dos materiais a empresa
também cedeu o espago e os equipamentos para a manipulagao de microrganismos
(estufas de cultivo, capela de fluxo laminar e autoclave para esterilizagdo de
materiais).

Para além dos materiais fornecidos pela empresa, um conjunto de placas de
elisa foi adquirido para a realizagao dos testes de CIM. O conjunto foi adquirido pelo
aluno e cedido ao projeto. Os demais equipamentos e reagentes utilizados,
localizavam-se no Departamento de Quimica da UFSC e foram eles: o equipamento

de plasma, pHmetro multifungdo, banho termostatico e agua deionizada.

4.1.1 Geragao e aplicagao do Plasma e obtencao da PAW

O plasma pode ser gerado de diferentes formas a depender do objetivo da
sua utilizacado. Os principais parametros operacionais do reator de plasma sao o gas
plasmogénico utilizado, a distancia entre os eletrodos ou entre o eletrodo e a
superficie de aplicagdo (gap de descarga), o arranjo dos eletrodos e a presséo
interna do reator, a fonte de energia (corrente continua ou alternada e a frequéncia)
e em que meio o plasma esta se propagando (eletrodos submersos, por exemplo)
(CUBAS, A. L. et al. 2021).

Estudos anteriores realizados pelos pesquisadores SILVA, A.F.F. (2019);
GRETTER, C. (2023) e BENETOLI, L. O. B. (2011) mostraram a efetividade de
reatores do tipo ponta-plano operando com ar atmosférico ou nitrogénio puro e agua
na geragcdo de espécies oxidantes em meio aquoso. Em reatores deste tipo, o
plasma € gerado acima da interface gas-liquido e a descarga elétrica é gerada em
diregdo a agua. Essas pesquisas também apontaram os parametros elétricos
(poténcia elétrica, gap de descarga) de maior eficiéncia na geragao dessas espécies.
As pesquisas também determinaram quais as qualidades e os parametros quimicos

dentro do reator de plasma e na PAW gerada.
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O esquema do reator de plasma frio esta ilustrado na figura 3. O reator
consiste de uma camara cilindrica de borossilicato com uma tampa de teflon no topo.
A caémara possui parede dupla para permitir o controle da temperatura interna do
reator por meio de um banho termostatizado. Um transformador de alta tensao
(Neonena de 12 kV) foi acoplado a um controlador de tensao primaria que por sua
vez foi ligado na rede elétrica (220 V a 60 Hz). O controlador de tens&o foi ajustado
para 200 V, o que gerou uma tensao alternada de cerca de 11 kV entre os polos do
transformador. Estes equipamentos elétricos foram utilizados para gerar uma
diferenca de tenséao elétrica entre os dois eletrodos de tungsténio fixados na tampa
do reator, sendo um posicionado na atmosfera gasosa acima da interface ar-agua e
o outro, submerso na agua e protegido por um tubo de vidro. Uma bomba de aquario
foi empregada no bombeamento de ar pelo tubo de vidro que cobria o segundo
eletrodo. Posteriormente a bomba foi substituida por um cilindro de nitrogénio
durante os testes de exposigao direta dos microrganismos ao plasma. Essa medida

visou minimizar a possibilidade de contaminagdes microbioldgicas.

Figura 3: Esquema do reator de plasma frio
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Fonte: Adaptado de BENETOLI, L. O. B. (2011).
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4.1.2 Cepas e meios de cultura selecionados

As cepas de microrganismos utilizadas foram de Lactobacillus brevis,
Saccharomyces cerevisiae e Brettanomyces bruxellensis. A Lactobacillus brevis
pode ser considerada uma boa representante das bactérias acido-laticas, uma vez
que os Lactobacillus sao os principais contaminantes na industria cervejeira. Para o
cultivo desta cepa tanto em meio liquido quanto sélido utilizou-se do meio de Man,
Rogosa e Sharpe (MRS). O MRS é constituido de dextrose, extrato de levedura,
peptonas, acetato de sodio (Qque age como inibidor) e outros sais minerais para a
nutricdo dos microrganismos. Trata-se de um meio de cultura projetado para
favorecer o crescimento de Lactobacillus em geral. A Saccharomyces cerevisiae
também pode ser considerada um contaminante, uma vez que a contaminagao
cruzada entre levas de cervejas diferentes pode resultar na alteracédo do perfil das
mesmas. A Brettanomyces bruxellensis trata-se de uma levedura de origem
selvagem normalmente considerada estranha devido a sua capacidade de
descarboxilar acidos fendlicos gerando odores desagradaveis no produto. Para os
cultivos de leveduras, tanto sdlidos quanto liquidos, utilizou-se de um meio
constituido de extrato de levedura, peptona e dextrose (referido pela sua sigla em

inglés YPD - Yeast, Peptone and Dextrose).

4.2 Métodos experimentais

A primeira metodologia adotada para testar o potencial antimicrobiano do
plasma, consistiu em gerar o reagente de agua ativada por plasma para em seguida
ser testado como agentes antimicrobianos. Para testar o potencial da PAW, foi
utilizado um método de determinagao de concentragao inibitéria minima (CIM), para
3 cepas de microrganismos comuns na industria cervejeira, que podem agir como
contaminantes degradantes. As cepas utilizadas foram dos microrganismos

Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus brevis e Brettanomyces bruxellensis.

A segunda metodologia concentrou-se em avaliar o potencial da exposicao
direta do plasma sobre os microrganismos. Para isso duas cepas foram expostas ao
plasma em reatores previamente esterilizados contendo uma solugdo com
microrganismos na concentragdo de 10° células por mililitro. As cepas utilizadas

foram de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus brevis.
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4.2.3 Determinagao da concentragao inibitéria minima

Baseado nos estudos realizados por SILVA, A.F.F. (2019); GRETTER, C.
(2023) e BENETOLI, L. O. B. (2011), a producao da PAW seguiu com o seguinte
procedimento: 100 mL de agua deionizada, adicionada ao reator. Apos o ajuste dos
parametros elétricos, a descarga de plasma frio foi entdo gerada sobre a superficie
da agua e mantida ligada pelo intervalo de tempo de 30 minutos. A agua exposta ao
plasma (PAW) foi transferida para recipientes apropriados e entdo armazenada até

sua utilizagao futura.

A determinacdo da CIM comumente ocorreu através da inoculacdo de
microrganismos em uma série de tubos de cultura contendo concentracdes
decrescentes do agente antimicrobiana. Apos um determinado tempo de incubacgéo,
verificou-se a auséncia de crescimento nas culturas com menor concentragao do
agente possivel. Os tubos de menor concentracdo do agente nos quais ndo sao
observados crescimento (aumento de turbidez ou mudanga de coloragédo) estédo

préximos da concentragdo inibitdria minima.

Uma substituicdo adequada para os tubos € uma placa de elisa, que consiste
em uma placa com varios orificios nos quais os microrganismos sao inoculados junto
ao meio de cultura com o agente antimicrobiano. A figura 4 mostra uma ilustragao de
uma placa de elisa para melhor compreensao do processo de diluicdo e inoculagao

para os testes.

Figura 4: Placa de elisa para o teste de CIM
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Fonte: “Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) de antibidticos para oito estirpes de bactérias
diazotréficas da Colec¢ao de Culturas da Embrapa Agrobiologia”, (2000)
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Para a diluicdo seriada do agente antimicrobiano (nesse caso a PAW), o
agente foi adicionado em uma determinada quantidade a coluna 3 com o auxilio de
uma micropipeta. Antes disso, os orificios da placa foram semipreenchidos com um
meio de cultura pré-selecionado e inoculados com 0s microrganismos respectivos
aos meios de cultura. Os tubos foram inoculados com os microrganismos da coluna
2 a 12. A coluna 1 foi estabelecida como o controle negativo, além de certificar a
esterilidade do meio de cultivo. Ja a coluna 2 foi estabelecida como controle positivo
e serviu também para certificar-se de que as cepas de microrganismos estavam
ativas.

Apods a adicdo da PAW nos tubos da coluna 3 (inicio da diluigdo), com o
auxilio de uma micropipeta, metade do conteudo dos tubos foi transferido para os da
coluna 4 e assim sucessivamente até a coluna 12. Dessa forma, o agente teve uma
diluicdo seriada de 1/2 a cada coluna.

Para evitar erros por distracdo e para melhorar a visualizacdo dos resultados
optou-se por manter um espaco de 1 linha entre os cultivos nas placas. A fim de
comparar a eficacia da PAW com um produto comercial, na ultima linha de cada
placa foi utilizado acido peracético (comercializado pela Agéncia Enoldgica
Bresciana - AEB) como reagente em uma concentracdo de 0,4%, concentragao
comum de uso no laboratério. Todo o processo de diluicao foi realizado em uma
capela de fluxo laminar para evitar contaminagdes pelo exterior. Apds a montagem
das placas, as mesmas foram mantidas em estufa de crescimento a 30° C por 48
horas. Os resultados foram obtidos observando o aumento da turbidez da solucéo
nos pogos da placa. Um fluxograma na figura 5 mostra de forma ilustrativa o

processo para o cultivo nas placas de elisa.
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Figura 5: Fluxograma de processos: preparo do cultivo em placas de elisa
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Fonte: figura elaborada pelo autor utilizando aplicativo Canva. (2024)

4.1.3 Exposicao direta dos microrganismos seguida de cultivo

A metodologia utilizada para esta etapa foi adaptada dos estudos de CUBAS,
A. L. etal. (2019). e CUBAS, A. L. et al. (2021). Nestes artigos, testou-se a eficiéncia

de diferentes reatores de plasma na desativacdo de bactérias de Escherichia coli

utilizando diferentes gases.
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Os microrganismos foram diluidos em frascos previamente esterilizados
contendo 250 mL cada de solugao salina de 0,85%, também estéril. A concentracao
apos a diluicdo foi de 10° células/mL. Estes frascos foram armazenados em gelo e

transportados até o laboratério da UFSC para a aplicagao do plasma.

Os arredores do equipamento foram sanitizados com alcool 70 INPM e com o
auxilio de uma chama um dos frascos foi aberto. O frasco foi utilizado como reator
durante o experimento, por conta disso nao foi possivel controlar a temperatura do
reator. A solugdo contendo os microrganismos foi exposta ao plasma por 25 minutos
e ao longo desse tempo amostras foram retiradas a cada 5 minutos. Com o auxilio
de uma micropipeta, 400 uyL de amostra foram retirados do reator a cada etapa da
exposicdo. As amostras foram armazenadas em eppendorfs previamente
autoclavados e colocadas no gelo para transporte. O mesmo processo foi realizado

para 0s 2 microrganismos nos seus respectivos frascos.

As amostras foram entao levadas até uma capela de fluxo laminar onde 100
ML de cada foram inoculadas em placas de cultivo sélido. Uma aliquota das solugdes
de antes da exposi¢cao ao plasma também foi inoculada em placas de cultivo. Os
meios de cultura foram de YPD para Saccharomyces cerevisiae e MRS para
Lactobacillus brevis. As culturas foram incubadas por 48 horas em estufa a 30°C.
ApoGs esse periodo o numero de colbnias formadas foi contado visualmente pelo
pesquisador com o auxilio de uma caneta e um contador manual. A figura 6 mostra

uma ilustragao dos processos realizados nesta etapa.
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Figura 6: Fluxograma de processos: exposigao direta.
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4.4 Seguranca e tratamento de residuos

Embora o reator de plasma possa gerar campos elétricos de alta tensao, a
corrente gerada por este € pequena, ndao apresentando risco de vida ao operador.
Porém os cuidados basicos relativos a  utilizagdo da rede elétrica e
manipulagdo de componentes eletronicos foram levados em consideragdo. Com
relacdo aos reagentes utilizados tanto nos experimentos quanto nas analises e
quanto aos cuidados gerais também é importante destacar que (por conter uma
certa quantidade de peroxido de hidrogénio) a PAW pode apresentar atividade
corrosiva e urticante. Outras substancias que foram utilizadas também podem
apresentar carater urticante, como surfactantes industriais ou outros peroxidos,
como o acido peracético.

Quanto ao descarte dos residuos, a PAW podera ser descartada na rede
municipal apés uma diluicdo adequada, tendo em vista que seus compostos sao
biodegradaveis. Ja para os residuos biologicos gerados € recomendavel a
descontaminagao por calor humido antes do descarte em residuo organico ou na

rede municipal de esgoto.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os testes de exposicao direta se mostraram mais elucidativos com relacao as

propriedades antimicrobianas do plasma. Ao decorrer dos testes microbiologicos, os
mesmos equipamentos elétricos foram utilizados de diferentes formas e mostraram
diferentes resultados. Nos testes de CIM nao foi possivel observar claramente a
diminuicdo ou auséncia de crescimento dos microrganismos, em comparagao ao
controle positivo, apos a aplicagao da PAW. Apenas 1 dos microrganismos testados
(Lactobacillus brevis) apresentou auséncia de crescimento onde a PAW foi aplicada
na sua maior concentragéo (agua ativada por plasma diluida em meio de cultura na
proporcdo de 1 parte de PAW para 1 parte de meio de cultura levando a uma
diluicao de 1/2 da PAW).
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Utilizando o método de exposicao direta dos microrganismos ao plasma, foi
possivel observar uma diminuigdo gradativa na capacidade de multiplicagdo dos
mesmos. O microrganismo mais afetado pela exposicdo ao plasma também foi o
Lactobacillus brevis, tendo sua total inativacdo em menos de 10 minutos de
exposicdo. A Saccharomyces cerevisiae também teve sua capacidade de
crescimento reduzida consideravelmente, porém sua inativagao foi apenas parcial

para o tempo total de exposig¢ao (25 minutos).

5.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima
5.1.1 Caracteristicas da PAW gerada pelo reator de plasma frio utilizado

As caracteristicas do reator de plasma a frio foram definidas em estudos
realizados por SILVA, A.F.F. (2019); GRETTER, C. (2023) e BENETOLI, L. O. B.
(2011) antes dos experimentos desta pesquisa. Nestes estudos foram avaliados
parametros referentes a capacidade do reator de gerar espécies oxidativas em
diferentes condi¢des. Estes estudos foram importantes para definir como foi a
geragao da PAW (vide item 4.2.3).

Em GRETTER, C. (2023) estabeleceu-se uma correlacdo entre o tempo de
exposicao da agua ao plasma e a alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas.
Os dados do experimento e as relagdes observadas estdo no grafico 1. Observou-se
que o potencial hidrogeniénico (pH) diminuiu ao longo da exposi¢ao, o que sinaliza o
surgimento de espécies de aumentar a concentracdo de ions hidrénio na solugao.
Outra propriedade quimica verificada no estudo foi o potencial oxirredutivo (ORP -
Oxirreductive potential) da solugao, que teve um aumento ao longo da exposicao. O
aumento da ORP sinaliza que houve formacdo de espécies oxidantes durante a
exposicao e que estas foram incorporadas a solugao. A ORP representa a soma dos
potenciais de oxirreducdo das espécies presentes na PAW. Ela apresenta uma
relagdo logaritmica com a concentragado das espécies oxidantes da solugéo, o que
significa que um pequeno aumento pode representar uma grande mudanga na
concentracdo das espécies. A ORP da solugdo exposta ao plasma aumenta
rapidamente no inicio da exposi¢cdo. Porém a taxa de crescimento da ORP diminui

exponencialmente até se estabilizar em um plato.
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Grafico 1: Evolugéo temporal de pH e ORP da PAW
ao longo da exposigcéo ao plasma atmosférico.
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Fonte: GRETTER, C. (2023).

O potencial oxidativo de uma espécie oxidante representa a capacidade desta
de remover elétrons de outras substancias. Entre as substancias passiveis de
oxidagado estdo moléculas bioldgicas presentes nos microrganismos. Assim, a ORP
pode representar indiretamente um dos parédmetros para medir a capacidade
antimicrobiana da PAW. Os radicais gerados pelo plasma promovem a ruptura da
membrana plasmatica, a desnaturagao proteinas e a fragmentagao do DNA, além de
gerar substancias toxicas no interior das células.

Outro parametro importante na acado antimicrobiana da PAW ¢é o pH apds a
exposicao. Assim como a ORP o pH representa uma escala logaritmica, porém
inversamente proporcional a concentragao de ions hidronio na solugao. A diminui¢cao
do pH em uma solugao contendo microrganismos pode acarretar na desnaturagao
de proteinas presentes em suas estruturas. O pH da solugdo exposta ao plasma

também sofre uma mudanga acentuada no inicio, mas estabiliza apés 30 minutos.
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5.1.2 Testes de concentragao inibitéria minima

As placas dos testes de CIM foram fotografadas apds os testes e suas
imagens editadas para melhor compreensdo dos resultados. As figuras 7, 8 e 9
apresentam os resultados das placas contendo respectivamente os microrganismos
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus brevis e Brettanomyces bruxellensis. Nas
legendas sobrepostas as imagens tem-se as seguintes informacgdes: canto superior,
grau de diluicdo; canto inferior, nUumero dos pogos nas coordenadas da placa; canto
direito, letra da linha utilizada na placa; canto esquerdo, reagente utilizado e diluicdo
da CIM no teste (S.I. -.Sem inibi¢do). Os pogos onde houveram inibigéo total dos

microrganismos (CIM), foram marcados com um X na cor verde.

Figura 7: Resultados dos testes de CIM para Saccharomyces cerevisiae
(foto da placa de elisa ap6s a incubagéo).
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Fonte: Fotografia registrada pelo autor com um telefone portétil e editada no aplicativo Paint. (2024)
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Figura 8: Resultados dos testes de CIM para Lactobacillus brevis
(foto da placa de elisa apds a incubagéo).

ontrole | controle

1/1024 (1/512 |1/256 |1/128 [1/64 |1/32 | 1/16| 1/8| 1/4| 1/2] +

Linha

PAW 1 A
(cm =1/2)

Linha
PAW 2 D
(CIM = 1/2)
PAW 3 F
(cmM=1/2)

Linha
Peracético H
(c1M = 1/32)

Fonte: Fotografia registrada pelo autor com um telefone portatil e editada no aplicativo Paint. (2024)

Figura 9: Resultados dos testes de CIM para Brettanomyces bruxellensis
(foto da placa de elisa apds a incubagéao).
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Nao foi observada diminuicdo ou auséncia de crescimento, em
comparacgao ao controle positivo, nos pocos onde a PAW foi aplicada para as placas
de Saccharomyces e Brettanomyces. Somente a placa contendo Lactobacillus teve
auséncia de crescimento nos pogos de concentragdo maxima da PAW (1/2). No
entanto, os pogos contendo acido peracético apresentaram auséncia de crescimento
desde a concentragdo mais elevada (1/2 ou 0,2%) até a concentracédo diluida em
1/32 (0,0125%). Ja na placa contendo Saccharomyces o acido peracético diluido
apresentou CIM de 1/8 (0,05%). Para a placa contendo Brettanomyces nem mesmo
0 acido peracético pode inibir completamente o crescimento do microrganismo, mas

foi possivel observar uma redugao na turbidez nos primeiros pogos.

ApoOs a incubagao dos microrganismos em placas de elisa, foi feito o repique
do cultivo de alguns pogos para um meio de cultura solido da placa contendo
Saccharomyces. Selecionou-se uma das linhas da placa na qual foi aplicada a PAW.
Para critério de comparagao, o mesmo procedimento foi realizado para a linha onde
o acido peracético foi aplicado. A figura 10 apresenta o resultado do cultivo sélido
dos microrganismos da placa de elisa contendo Saccharomyces .cerevisiae. A
imagem foi editada para melhor compreensao dos dados. Na legenda sobreposta é
possivel ver a coordenada na placa de elisa de onde foi retirado o inéculo do cultivo
soélido (canto superior esquerdo dos espagos), o local de aplicagdo dos in6culos que
nao apresentaram crescimento e o reagente que foi utilizado na fileira da placa de

elisa.

A placa de petri contendo o cultivo sdlido foi marcada com circulos na parte
posterior. Em cada um dos circulos foi transferido uma aliquota de 10 pyL de pocos
pré-selecionados. Apds a secagem das gotas, o cultivo foi incubado por 48 horas a
30°C. O critério de selecdo dos pogos teve em vista o objetivo de verificar
visualmente a redugdao na capacidade de crescimento dos microrganismos
(formacao de coldnias maiores em concentragbes mais baixas de reagentes). Em
teoria, a medida que a concentracdo do reagente utilizado fosse menor, seria
possivel ver pequenas colbnias sendo formadas até se aglutinarem em um halo
formado por microrganismos. Porém houve pouca ou nenhuma diferenga entre o

crescimento das Saccharomyces no cultivo sélido.
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Figura 10: Resultado do cultivo sélido dos microrganismos da placa de elisa contendo
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Fonte: Fotografia registrada pelo autor com um telefone portatil e editada no aplicativo Paint. (2024)

5.2 Exposicao direta dos microrganismos ao plasma

Ao final do experimento, utilizou-se um pHmetro multifulgdo para medir o pH,
a ORP e a temperatura das solugbes de microrganismos. Além de um termémetro
digital, o pHmetro contava com um eletrodo de vidro especifico para afericdes de pH
e um eletrodo da marca Instrutherm modelo ORP- 897 (especifico para afericbes de
ORP) que pode ser acoplado no lugar do eletrodo de pH ap6s a medida do mesmo.
Os valores relacionados as propriedades fisico-quimicas das solugdes ao final do
experimento estdo na tabela 3 juntamente com o valor aproximado das mesmas
propriedades analisadas por GRETTER, C. (2023). Ao serem comparados com a
literatura, os valores obtidos confirmam que as solugcbdes presentes nos reatores

atingiram o estado de ativagéo esperado.
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Tabela 3: Valores de pH, ORP e temperatura das solucbes

contendo microrganismos ao final do tempo total de exposigcéo

Microrganismo presente pH ORP (mV) T (°C)
no reator

Saccharomyces cerevisiae 3,30 542 39,2

Lactobacillus brevis 3,42 549 36,0

Dados da PAW coletados 2,27 581
por GRETTER, C. (2023)
apos 30 minutos de
exposig¢ao ao plasma
(aproximado)

Fonte: Dados coletados pelo autor. (2024)

Os Lactobacillus se mostraram mais sensiveis ao plasma que as leveduras.
Com menos de 10 minutos de exposi¢cao os Lactobacillus presentes na solucdo do
reator perderam totalmente a sua capacidade de multiplicagdo. As bactérias, em
geral, costumam apresentar menos resisténcia a agentes quimicos ou adversidades
do meio em que estao inseridas em comparagao as leveduras. Isso ocorre, pois as
bactérias possuem barreiras mais frageis separando o meio do seu citoplasma ou do

seu material genético.

A parede celular de uma levedura, como a Saccharomyces cerevisiae, é
composta por uma camada interna estruturada por glucanos e quitina e uma camada
externa de manoproteinas ligadas a camada interna (SANTOS, 2013). Dessa forma
a parede celular das leveduras se torna uma robusta estrutura capaz de proteger a
célula de agentes de superficie danosos. Esta € uma possivel explicacdo para a

Saccharomyces apresentar maior resisténcia ao plasma e a agua ativada.
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Os dados dos cultivos solidos feitos a partir de inécuos expostos ao plasma
sdo apresentados nas tabelas 4 e 5, sendo elas respectivamente relativas aos
microrganismos Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus brevis. Nas imagens
presentes na tabela 4, é possivel observar a redugdo gradual da quantidade de
colonias de Saccharomyces cerevisiae (pontos brancos dentro da placa) ao decorrer
do tempo de exposicdo. Porém, também é possivel observar que houve uma
ocorréncia significativa de sobreposi¢cao das colonias, oque que impede uma relagéao
direta do numero de colénias com o numero de unidades formadoras de colbnia e
dificulta a contagem. Este fato pode explicar porque ndo houve reducédo na
contagem de colbénias nos tempos de exposigdo de 5 para 10 minutos e de 15 para
20 minutos. Ja nas imagens da tabela 5 pode-se observar que a sensibilidade da
cepa de Lactobacillus brevis ao plasma foi alta o bastante para inibir o crescimento
de colbnias maiores e mais visiveis no mesmo tempo de cultivo que foi usado para a

Saccharomyces cerevisiae.
Tabela 4: Dados da contagem visual de coldnias dos cultivos sélidos feitos

a partir de inéculo de Saccharomyces cerevisiae exposto ao plasma

Tempo de 0 5 10 15 20 25
exposicao
(minutos)
Contagem 2839 1993 2035 1014 1089 511

das coldnias

Imagem das
placas

Fonte: Dados coletados pelo autor e fotografias registradas pelo autor com um telefone portétil
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Tabela 5: Dados da contagem visual de colbnias dos cultivos sélidos feitos

a partir de indculo de Lactobacillus brevis exposto ao plasma

Tempo de 0 5 10 15 20 25

exposicao

(minutos)

Contagem 258 20 0 0 0 0
das colénias

Imagem das
placas

Fonte: Dados coletados pelo autor e fotografias registradas pelo autor com um telefone portatil
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6 CONCLUSAO

O estudo analisou a eficacia da Agua Ativada por Plasma (PAW) como agente
antimicrobiano na industria cervejeira. O trabalho incluiu a produgdo de um
sanitizante a base de PAW utilizando um reator de plasma hibrido gas-liquido que
operou com ar atmosférico e agua deionizada. Além disso, foram realizadas
exposic¢oes diretas dos microrganismos ao plasma em uma solug&o salina, utilizando
nitrogénio como gas plasmogénico. A avaliagdo do poder sanitizante do plasma e da
PAW no combate de microrganismos degradadores seguiu através das duas
metodologias citadas: CIM utilizando PAW contra os microrganismos estudados e
exposigao direta dos mesmos ao plasma sobre uma solugao salina.

Embora a PAW, na concentracdo’ maxima do teste de CIM, tenha
demonstrado sucesso na inativagao de Lactobacillus brevis, o acido peracético teve
uma eficiéncia significativamente maior. O acido peracético teve sucesso em inibir o
crescimento de Lactobacillus brevis e Saccharomyces cerevisiae com maior
eficiéncia contra as Lactobacillus brevis.

As leveduras de Saccharomyces cerevisiae e Brettanomyces bruxellensis
demonstraram maior resisténcia aos testes de CIM. Além disso, a Saccharomyces
cerevisiae sofreu apenas inibicado parcial quando exposta diretamente ao plasma.
Essa resisténcia pode ser atribuida a robustez da parede celular das leveduras, que
oferece uma protecgao adicional contra agentes antimicrobianos.

A metodologia utilizando exposicao direta foi mais elucidativa com relagao as
propriedades antimicrobianas do plasma. Ja os testes de CIM mostraram que a PAW
teve uma eficiéncia menor que a de um sanitizante comercial. A baixa eficiéncia da
PAW em inibir o crescimento dos microrganismos nos testes de CIM pode ter
relacdo com 3 fatores: baixa concentracdo de compostos oxidantes e acidificantes
na PAW produzida, dilui¢do inicial da PAW muito alta e reagdes imprevistas dos

compostos oxidantes com a matéria organica do préprio meio de cultivo.
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Em estudos futuros da PAW, novos testes microbiolégicos podem ser
aplicados com enfoque na descontaminagdo de superficies. Um destes estudos
pode ser realizado utilizando analises de diluicdo de uso. Este tipo de analise se
baseia na introdugdo de cilindros carreadores, previamente contaminados com
microrganismos, em tubos de ensaio contendo o sanitizante. Posteriormente os
cilindros séo transferidos para tubos de ensaio contendo meio de cultura adequado
para a incubacdo. Outras linhas de estudo também podem envolver a aplicagéo
direta do plasma a outros materiais de importancia microbiolégica (como mosto
cervejeiro ou meios de cultura contaminados) e a analise dos compostos formados
apos a aplicacao. Uma destas futuras linhas de pesquisa utilizando exposicéo direta
de materiais ao plasma pode consistir em produzir lotes de cerveja utilizando plasma
para descontaminagdo da agua ou do mosto, seguida de analises microbiologicas e

posteriormente uma analise sensorial.
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