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RESUMO

Cera de carnalba é utilizada, com sucesso, em revestimento de frutos por formar uma barreira contra a perda
de umidade, troca de gases e agdo antimicrobiana. No presente trabalho, pretende-se melhorar esta Ultima
propriedade através do tratamento por plasma. Plasma produzido por descarga de barreira dielétrica (DBD),
usando pulsos de voltagem de 45 kV, repetidos na frequéncia de 405 Hz, durante 9 min, foi aplicado direta-
mente sobre esporos de fungo Colletotrichum brevisporum (4x10* conidia.cm™) ou sobre superficie dos re-
vestimentos de cera. Verificou-se que o revestimento, apés tratado por plasma, apresentou resisténcia anti-
fungica equivalente aquela existente quando aplicada diretamente sobre os fungos. Este resultado foi justifi-
cado com base na literatura, em que o tratamento com plasma em lipidios estimula a oxidagdo das cadeias
lipidicas, resultando na formagao de compostos carboxilicos, que possuem propriedades antimicrobianas.
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ABSTRACT

Carnauba wax is successfully used in fruit coating to produce a barrier against moisture loss, gas exchange
and microbial action. The present study aims to improve this latter property by plasma treatment. Plasma
produced by dielectric barrier discharge (DBD), using voltage pulses of 45 kV, repeated at the frequency of
405 Hz, for 9 min, was applied directly to spores of the fungus Colletotrichum brevisporum (4x10* conid-
ia.cm™) or on the surface of wax coatings. It was found that the coating, after being treated by plasma, pre-
sented antifungal resistance equivalent to that existing when applied directly to the fungi. This result was
justified based on the literature, in which plasma treatment with lipids stimulates the oxidation of lipid chains,
resulting in the formation of carboxylic compounds, which have antimicrobial properties.

Keywords: DBD Plasma, coplanar electrode, anti-fungal, atmospheric, inactivation.

1. INTRODUCAO

Diversas culturas de frutos apresentam elevada atividade respiratoria e producdo de etileno, sendo assim
chamadas de frutos climatéricos [1]. Estes sdo susceptiveis ao amadurecimento rapido e facilidade para o
desenvolvimento de patdgenos no periodo pds-colheita. O género Colletrotrichum é um dos principais pato-
genos causador da doenca antracnose em diversas culturas de vegetais e frutos [2]. O género foi recentemente
eleito o oitavo grupo mais importante de fungos patogénicos das plantas no mundo, com base na importancia
cientifica [3]. Como patdgenos de frutos, as principais culturas afetadas sdéo morango, manga, abacate, bana-
na e mamdo [4]. Os problemas causados pelas infecgdes patogénicas desse género sdo os mais significativos
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durante 0 manuseio e armazenamento de diversas frutas, principalmente porque, com poucas excecdes, seus
sintomas séo observados no exterior da fruta [5]. No processo pés-colheita existem tratamentos para o con-
trole antiflngicos e de amadurecimento rapido que acometem estes frutos. O revestimento de cera de carnau-
ba é eficiente no aumento da vida Gtil e manutencdo da qualidade pds-colheita de varios frutos, principalmen-
te por apresentar como caracteristicas baixa polaridade e hidrofobia, possibilitando assim retardar os proces-
sos metabélicos associados ao amadurecimento e melhorar a aparéncia do fruto, proporcionando-lhe um bri-
Iho superficial e deixando-o mais atrativo para o consumidor [6]. Entretanto, este revestimento ndo apresenta
caracteristicas antifungicas e, consequentemente, ndo controla as doencas que comumente se proliferam na
pos-colheita dos frutos. Em virtude disso, € comum utilizar, associado a este revestimento, fungicidas quimi-
cas convencionais como dicloro isocianurato de sddio e quaterndrio de amoénio. No entanto, esses produtos
constituem um problema ambiental consideravel, principalmente devido ao impacto potencial a satide huma-
na em virtude da ingestdo de alimentos contaminados e ao meio ambiente, pela contaminagdo do solo e da
agua, além do aumento de fungos mais resistentes, [6]. Técnicas alternativas que reduzam ou eliminem esse
problema estdo sendo buscadas. Dentre elas esta o plasma frio a pressdo atmosférica. A técnica DBD, devido
principalmente ao uso em baixa temperatura de trabalho (~ambiente), é a que vem sendo utilizada em varios
processos, principalmente no ramo alimenticio e na agricultura [8, 9]. Os mecanismos de inativacdo de mi-
crorganismos por esta tecnologia ainda ndo sdo totalmente conhecidos devido a sua natureza complexa e di-
namica, mas estudos relatam que os mecanismos podem ser divididos em aspectos biolégicos e fisicos [10].
Os aspectos biolégicos estdo relacionados principalmente com danos por radiagdo UV na capacidade replica-
tiva do DNA e danos oxidativos da membrana ou componentes intracelulares causados por espécies reativas
de nitrogénio e oxigénio (RONS) [10]. Os aspectos fisicos estdo relacionados com a ruptura da membrana
celular causada por carregamento elétrico de elétrons ou ions na superficie [10]. A interacdo do plasma com
cera de carnalba ja foi estudada na literatura, onde foi constatado a acidificacdo da superficie promovida
provavelmente pela adeséo de espécies NO, do plasma com a superficie da cera [11]. Sabendo-se que a aci-
dez aumenta a acdo microbiana, pressupfe-se que o tratamento por plasma da cera de carnalba, podera ser
uma alternativa para conservacédo e qualidade dos frutos pds-colheita. Deste modo, este trabalho foi realiza-
do a partir de um estudo experimental in vitro com o objetivo de verificar a a¢do do plasma frio & presséo
atmosférica por descarga de barreira dielétrica (DBD-ACP), quanto a inativacdo de um fungo que se prolifera
nos pos-colheita de varios frutos, principalmente do maméo, o Colletotrichum brevisporum. Além de verifi-
car se o revestimento de cera de carnauba potencializa ou reduz o efeito do plasma.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sistema de plasma

O sistema de plasma utilizado foi construido no laboratério de plasma aplicado a agricultura, satde e meio
ambiente (Labplasma) e possui uma configuracdo de eletrodos coplanares, produzido por disco de fenolite
revestido de cobre nas duas faces (Fig. 1). Estas duas faces foram corroidas com solucdo de percloreto de
ferro, de forma a produzir eletrodos alternados (Fig. 1). Na superficie superior do revestimento de cobre foi
colocado uma camada de cola isolante para evitar descargas externas a regido de ensaio. Assim, foi criado
uma descarga por barreira dielétrica (DBD) entre os eletrodos alternados nas duas faces (Fig. 1). Pulsos de
voltagem de 45 kVp-p, repetidos na frequéncia de 405 Hz, foram aplicados entre os eletrodos. Observe que
na parte inferior da placa de Petri foi colocado uma placa de cobre aterrada, para atrair os elétrons do plasma
produzido pela descarga entre os eletrodos coplanares. Para medir a diferenca de potencial aplicada sobre o
sistema foi usada uma ponta de prova de alta tensdo 1000:1. A corrente i em funcdo do tempo na descarga foi
calculada pela Eqg.1 de acordo com a Lei de Ohm, onde foi medida a queda de tensdo Vr sobre um resistor R
de 20 Q em serie com o sistema.

i(t) = &2 &

Para a medida dessa queda de tensdo usou-se uma ponta de prova 10:1 (Keysight N2871A). Uma in-
formacéo muito importante em aplica¢des por plasma DBD é o conhecimento da energia E consumida no
processo, que é dada pela Eq. 2 [12]:

E=[,v()dQ @
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Onde V(t) é a tensdo aplicada entre os eletrodos e dQ a carga infinitesimal armazenada num capacitor em
série com o sistema. No presente trabalho foi utilizado um capacitor de 4,7 nF, em substituigdo ao resistor R.
O valor da quantidade de carga Q no capacitor é calculado pela Eq. 3.

Q(t) = CVc(t) 3)

Onde C ¢é a capacitancia e V¢ a diferenca de potencial medida no capacitor. Com essa medida de carga foi
possivel calcular a energia consumida por ciclo pela descarga usando o método da figura de Lissajous™. Para
o diagndstico de plasma, foi utilizado um espectrometro UV-Vis, USB4000 (Ocean Optics), com o software
SpectraSuite. Uma fibra Optica acoplada ao espectrometro foi colocada a uma distancia radial de 10 mm do
plasma gerado (Fig. 1).
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Figura 1: Aparato experimental utilizado neste trabalho para tratamento por plasma dos esporos

As medidas elétricas do sistema DBD (tensdo, corrente e poténcia) foram feitas usando um oscilos-
copio de dois canais (Keysight DSOX2002A). Os dados capturados pelo osciloscopio foram armazenados em
um dispositivo de memoria removivel e posteriormente visualizados graficamente no PC pelo software Ori-
gin® 8, conforme ja descrito em trabalho anterior [13].

2.2 Tratamento por plasma

O isolado de C. brevisporum foi posto para crescer em incubadora BOD a 27 °C por um periodo de 7 dias em
placa de Petri contendo meio de cultura agar batata dextrose (BDA). Posteriormente foram feitas suspensdes
de esporos do patogeno adicionando-se 10 ml de agua destilada estéril sobre a placa de Petri com raspagem
da colénia para liberacéo de esporos. A suspensdo resultante foi diluida em dgua auto lavada, sendo a mesma
ajustada para a concentracdo de 4 x 10 esporos ml™, mediante a utilizagdo de uma cAmara de Neubauer.
Para a producdo do revestimento, a cera de carnatba foi misturada com 6leo de canola saponificado na pro-
porcéo de 0,5 ml por grama de cera, em 10 ml de agua destilada. A mistura foi agitada sob aquecimento até
completa solubilizac8o da cera em meio aquoso. Esta solucéo foi entdo misturada em 250 ml de meio de cul-
tura BDA, com exceg¢do da amostra controle, em que o substrato era a propria placa de Petri. As suspensdes
de esporos previamente preparadas foram uniformemente depositadas em substratos de vidro ou cera de car-
nauba, ambos contendo 0 meio de cultura BDA, com o auxilio de uma alga de drigalski. Os tratamentos fo-
ram realizados antes ou imediatamente ap6s a inoculagdo dos esporos, em substratos de vidro ou de cera de
carnadba. Outra condicdo utilizada foi o tratamento 24 h ap6s a inoculacao.

Todos os tratamentos por plasma tiveram duracdo de 540 s. Depois de 72 horas de incubacéo, as uni-
dades formadoras de colénias (UFC) foram quantificadas em um contador de colénias CP 600 Plus Phoenix,
com auxilio de um contador manual. Para todos os resultados experimentais, foi aplicado um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 5% de probabilidade. Cada tratamento consistiu em cinco repeti¢des. Os
dados obtidos foram comparados pelo teste de Tukey com o auxilio do programa estatistico Sisvar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na Fig. 2, conforme a tensdo de descarga aumenta, a corrente elétrica aumenta abruptamente, até atingir a
tenséo de ruptura do gas (regido com circulo), quando entdo a corrente diminui lentamente, obedecendo o
tempo de descarga do circuito RC. O amortecimento do pulso de tensdo pelo circuito externo nado foi sufici-
ente para desprezar a inversdo da polaridade, cujo pico foi aproximadamente 80% do pico maximo. Portanto,
a descarga foi produzida por um pulso senoidal. Como a descarga é coplanar, esse fato ndo tem importancia
sobre o resultado da interacdo plasma-superficie, exceto apenas o tempo de duracdo, que sera de 3,3 x 10™s.
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Figura 2: Forma de onda da corrente como resposta ao pulso de voltagem aplicado entre eletrodos coplanares, separados
por fenolite como dielétrico.

A energia/ciclo, calculada a partir do método da figura de Lissajous [11, 12], resultou num valor de 2,2
x 102 J/ciclo. Essa energia foi fornecida para o plasma, uniformemente distribuido em toda &rea do disco de
petri (6,0 x 10° m?), onde estava contido 4000 esporos (0,1 ml de uma suspens&o com 4 x 10 esporos.ml™?).
Ou seja, para a frequéncia de 405 Hz usada neste trabalho, a poténcia fornecida por unidade de esporo foi de
2,2 x 10™ W/esporo. Na analise por espectroscopia de emisséo 6ptica (OES), foram observados picos refe-
rentes a emissdo de espécies oriundos da ionizagdo do ar, incluindo NO (301 e 282,87 nm), OH (295,2 e
308,49 nm), além das bandas referentes ao segundo sistema positivo do N, (SPS), primeiro sistema negativo
de N," (FNS) e primeiro sistema positivo (FPS). O resultado obtido quanto & caracterizacdo espectral do
plasma foi semelhante a outros estudos da literatura, usando plasma DBD em ar [14]. Estas espécies reativas
a base de oxigénio e/ou nitrogénio (RONS) sdo conhecidas por oxidar membranas celulares, moléculas de
proteinas e DNA caracterizando como letal para os microrganismos [15, 16]. Embora 0 mecanismo de inati-
vagdo por plasma frio atmosférico ndo tenha sido totalmente compreendido até o0 momento, sabe-se que efei-
tos fisicos e biol6gicos como fotodesorcdo induzida por radiacdo UV; erosdo quimica causada por reacao
com radicais como NO e OH; disrupcéo eletrostatica, causada pelo acumulo de cargas elétricas na superficie
externa da membrana celular e oxidagdo de macromoléculas, como lipidios da membrana (no caso de bacté-
rias gram-negativas), proteinas e DNA [15-18].
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Figura 3: Espectro de emissdo 6ptica do plasma DBD em ar, V., 45 kV e frequéncia de 405 Hz.

Apos aplicacio da dose de plasma de 2,2 x 10 W/esporo, durante 9 min, nas diferentes condigdes
utilizadas, as UFC’s foram contadas apds 72 h de incubagio (Tabela 1). Todos 0s dados Sdo expressos como
média + desvio padrdo para cinco repeti¢des.

Tabela 1: Nimero de unidades formadoras de coldnias nas amostras tratadas, contadas ap6s 72 h de incubacao

Substrato de vidro Substrato de Cera
Sem tratamento 158,40 + 8,822 148,40 + 13,402
Tratado ap6s inoculagéo 0,00+0,00° 0,00+ 0,00°
Tratado antes da inoculagdo 157,40 £5,32 ® 0,00+ 0,00°
Tratado ap6s 24 h 151,32+ 10,20° 143,20+ 13,90 %

Todos os dados sdo expressos como média + desvio-padrdo. Média seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem signi-
ficativamente (P <0,05).

Comparando-se 0 UFC do substrato de vidro (SV) com o de cera (SC), ambos sem tratamento por
plasma, observa-se que o Ultimo teve um nimero médio de UFC levemente inferior. Apesar de ndo ser uma
diferenca significativa, o resultado pode dar um indicativo de que a cera tenha oferecido alguma resisténcia a
proliferacdo flngica. O plasma aplicado logo ap6s a inoculagdo, mostrou-se eficiente nos dois substratos.
Esse resultado sugere que o mecanismo de inativagdo deve ter ocorrido por interacdo direta das espécies do
plasma com os esporos presentes. Um resultado surpreendente ocorre quando o tratamento foi realizado pre-
viamente a inoculacdo dos esporos. Observa-se que no substrato de vidro o nimero de UFC teve um compor-
tamento parecido com aquele sem tratamento. Entretanto, no substrato de cera houve completa inativacdo dos
esporos. Esse resultado indica que o plasma induziu propriedades antiflngicas na cera. A cera de carnadba é
um lipideo composto por ésteres de cadeia linear que contém 85% de ésteres alquilicos de vérios tipos, além
de alcoois (10-15%), &cidos (3-6%) e hidrocarbonetos (1-3%) [18-19]. A interacdo de espécies quimicamente
reativas do plasma com grupos funcionais desse lipidio pode ter dado origem a grupos com propriedades an-
tifangicas. Varios autores relataram que o tratamento com plasma em lipidios estimula a oxidacdo das cadei-
as lipidicas, resultando na formagéo de compostos carboxilicos [11, 20], que possuem propriedades antimi-
crobianas. A toxicidade de grupos carboxilicos para microrganismos esta amplamente relacionada a ocorrén-
cia de danos na membrana. Sabe-se que reacOes entre espécies reativas do plasma a base de oxigénio e nitro-
génio (RONS) e lipidios, tem uma extremidade hidrofilica que é do grupo acido -COOH carboxilico; a outra
parte € um hidrocarboneto e, portanto, hidrofobica [21]. Diferentemente dos tratamentos realizados imedia-
tamente apos inoculacdo dos esporos, os tratamentos realizados somente 24 h apds a inoculagdo dos esporos
apresentaram baixo desempenho. Nesse caso, tanto no substrato de vidro como no substrato de cera, obser-
vamos que a acdo do plasma nao foi muito eficiente. O periodo de 24 horas apds inoculacéo, foi suficiente
para as colbnias se desenvolverem e estabilizarem em meio de cultura, dando-lhes maior resisténcia a pene-
tracdo das espécies do plasma. Recentemente, em estudos de erradicacdo de biofilme dermatéfitos Tricho-
phyton rubrum e Microsporum canis in vitro, foi relatado que um Unico tratamento por plasma com duracéao
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de 3, 5 ou 8 min. Ele verificou que a melhor condicédo apresentou uma redugdo maxima de apenas 40%, em
relacdo ao biofilme ndo tratado, o que mostra uma dificuldade de eliminacdo total do biofilme. No entanto,
quando esses tratamentos foram repetidos diariamente durante 9 dias, demonstraram inibicdo do crescimento
dos biofilmes [22]. Estes resultados confirmam a menor eficiéncia do plasma apds formacdo das colénias,
conforme observado quando tratado 24 h ap6s inoculagéo.

4. CONCLUSOES

Foi verificado que plasma atmosférico foi efetivo para inativacdo de esporos C. brevisporum, quando estes se
encontravam dispersados em substratos de vidro e de cera. Foi também observado que cera tratada por plas-
ma adquiriu propriedades antifingicas, ao contrario do substrato de vidro, que ndo teve suas propriedades
alteradas. Sendo assim, plasma interagindo com superficie da cera é capaz de induzir propriedades antifingi-
cas. Entretanto, quando o plasma foi aplicado diretamente sobre as col6nias, verificou-se uma reducéo de
baixa significancia estatistica. Um estudo mais detalhado, considerando principalmente o tempo de aplicacéo
do plasma, deve ser conduzido para entendimento desse Gltimo resultado.
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