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Resumo

O plasma atmosférico € um gas parcialmente ionizado, rico em espécies quimicas reativas, capaz de
transferir energia e compostos ativos para liquidos expostos, formando a chamada &gua ativada por
plasma. Este estudo analisou os efeitos da ativagdo da agua deionizada por diferentes tempos de
exposicdo ao plasma e sua acdo sobre microrganismos. Observou-se acidificacdo, aumento do
potencial de oxirreducéo (ORP) e maior concentragdo de ions na 4gua ativada, tornando o ambiente
hostil ao crescimento bacteriano. Ensaios com Escherichia coli e Staphylococcus aureus mostraram
reducgdes significativas da carga bacteriana, especialmente para S. aureus e em tempos de ativagédo
mais longos. Apesar da variabilidade dos resultados, atribuida a sensibilidade do sistema Surfatron, a
agua ativada por plasma demonstrou potencial como agente antimicrobiano. O estudo ressalta a
necessidade de controle experimental rigoroso e sugere a otimizacdo dos parametros para ampliar as
aplicacbes em desinfec¢bes de agua e superficies.

Palavras-chave: Liquidos ativados por plasmas. Atividade antimicrobiana. Plasmas atmosféricos.
Area do Conhecimento: Biomedicina.

Introducéo.

O plasma, definido por William Crooks no final do século XIX como quarto estado da matéria e
nomeado por Langmuir em 1928 descreve um gas parcialmente ionizado, obtido pela aplicagédo de
energia, capaz de gerar espécies reativas e ions excitados. Em termos gerais, plasmas podem ser
distinguidos em frios e quentes, e algumas técnicas podem ser empregadas para energizar um gas
neutro e induzir a formacao de plasma (Mehmood; Kamal; Ashraf, 2018). Entre elas estéo a aplicagédo
de energia térmica ou compresséo adiabéatica do gas, capaz de aquecé-lo o suficiente para induzir a
formagé&o de plasma (Conrads; Schmidt, 2000).

O Surfatron € um sistema amplamente empregado na geracdo de plasma ndo térmico, sendo
baseado em um dispositivo de Descarga Sustentada por Onda Superficial (SWD), que opera por meio
da aplicacdo de micro-ondas na frequéncia de 2,45 GHz. Esse tipo de descarga € caracterizado por
apresentar alta estabilidade e reprodutibilidade a diferentes condi¢cdes operacionais. No entanto, sua
eficacia pode ser influenciada por variaveis experimentais, como o tipo de gas utilizado, a vazao, a
distancia entre o reator e o alvo, bem como o tempo de exposi¢do, o que demanda ajustes especificos
conforme a finalidade da aplicacdo (Boulos; Fauchais; Pfender, 1994).

Quando um liquido é exposto a acao do plasma, ocorre uma interagdo entre a descarga gasosa € a
superficie da solugéo, resultando na transferéncia de energia e de espécies quimicas reativas para o
meio liquido. Esse processo leva a formacédo da chamada agua ativada por plasma. A ativacdo gera
alteracGes em suas propriedades fisico-quimicas, além de produzir radicais livres como peréxido de
hidrogénio e ions nitrato e nitrito (Chen et al., 2017).

Diante do aumento da resisténcia microbiana aos antimicrobianos convencionais, torna-se essencial
investigar alternativas inovadoras, como o plasma atmosférico. Microrganismos, compostos
principalmente por proteinas, acidos nucleicos, lipideos e polissacarideos, podem sofrer danos
celulares significativos quando expostos a liquidos ativados por plasma, ricos em espécies reativas de
oxigénio, resultando em estresse oxidativo e morte celular (Alves; Junior, 2020).
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Este estudo avaliou a interacdo entre a agua ativada por plasma de argdnio e microrganismos,
investigando o potencial antimicrobiano e os mecanismos de inativacdo bacteriana em cepas ATCC de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de caracterizar as alteragdes fisico-quimicas da
solucao tratada, de modo a relacionar seus efeitos com a atividade antimicrobiana observada.

Metodologia

O presente estudo foi conduzido utilizando um sistema de plasma atmosférico do tipo Surfraton,
operando na frequéncia de 2,45 GHz. A geragdo do plasma foi realizada por meio de um gerador de
estado solido Sairem, GMS 200, com poténcia méaxima de 200 W, ajustado para uma poténcia
operacional constante de 70 W durante todos os experimentos.

O reator de plasma foi composto por uma cavidade SWD, onde um tubo de quartzo, com diametro
interno de 4 mm e didmetro externo de 6 mm, canalizava o gas argonio, 99,95% de pureza. A vazéo
do argonio foi controlada por um rotametro, mantendo-se constante em 2,5 L/min. A extremidade do
reator foi posicionada a uma distancia de 17 mm da superficie da agua, permitindo que o jato de plasma
interagisse diretamente com o liquido.

Para cada tratamento, foram utilizados 40 ml de 4gua deionizada, acondicionados em placas de
Petri com 90 mm de didmetro. O plasma foi aplicado diretamente sobre a superficie da agua por 30 e
40 minutos, sob condi¢cbes operacionais constantes de poténcia, vazéo de géas e distancia do reator.

Apés a ativacdo, a agua foi submetida & analise dos principais parametros fisico-quimicos. As
medigdes de pH, condutividade elétrica (o), sélidos dissolvidos totais (TDS) e potencial de oxirreducao
(ORP) foram realizadas utilizando o equipamento 913 pH Meter (Metrohm). As concentracdes de
espécies quimicas de nitrato, nitrito e peréxido foram determinadas utilizando fitas reativas da marca
Quantofix, seguindo as recomendagdes do fabricante.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, utilizaram-se cepas de referéncia de Escherichia coli
(ATCC 10799) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). As suspensdes bacterianas foram preparadas
em solugéo salina estéril (NaCl 0,9%), ajustadas para aproximadamente 10® células/mL por meio de
leituras espectrofotométricas no equipamento AJX-1600, garantindo a padronizacdo da turbidez. O
indculo foi entdo dividido por volume (ml) em microtubos estéreis e centrifugado. Apds a centrifugagao,
0 sobrenadante foi descartado, preservando-se 200 pL da suspensado bacteriana em cada microtubo.
Em seguida, adicionou-se 1 mL da agua ativada aos 200 pL restantes, homogeneizando a mistura e
incubando-a por 30 minutos & temperatura ambiente. Foram estabelecidos controles positivos, nos
quais a agua ativada foi substituida por salina estéril, e controles negativos, nos quais a suspensao
bacteriana foi exposta a solu¢éo de clorexidina.

ApOs o periodo de contato, realizaram-se diluigcdes seriadas 1/10, 1/100 e 1/1000 em solucéo salina
estéril. Uma aliquota de 10 pl de cada diluigdo foi semeada em placas contendo agar Mueller-Hinton,
utilizando a técnica da gota. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas em condi¢des aerobicas.
ApOs a incubacao, realizou-se a contagem de coldnias, expressando os resultados em unidades
formadoras de colbnia por mililitro (UFC/mL). Devido a técnica utilizada, apenas contagens entre 3 e
30 colbnias foram consideradas para analise.

Os dados de contagem bacteriana foram transformados em escala logaritmica (base 10) para
estabilizar a varidncia. Quando a contagem do Tratado era zero, utilizou-se a metade do Limite de
Deteccédo (LOD/2 = 50 UFC/mL) apenas para possibilitar a transformacéo logaritmica. A diferenca entre
Controle e Tratado foi calculada como Log-Reduction (LR), definida por LR = log10 (C) — log10(T), e
a média dos pares foi obtida para cada espécie e tempo. Para verificar a significaAncia estatistica, foi
aplicado o teste t pareado (p < 0,05) aos valores logaritmicos. Nos casos em que o Tratado apresentou
zero coldnias, os resultados foram reportados como “< LOD” e a redugdo como “limite inferior da LR
minima*“, garantindo interpretac@o conservadora dos dados.

Resultados

A ativacdo da &gua por plasma promoveu alteragbes fisico-quimicas marcantes que estéo
diretamente associadas a sua atividade antimicrobiana. Apds 30 minutos de exposi¢cao, observou-se
acidificacdo da solugcdo, aumento da condutividade elétrica, elevacdo do potencial de oxirreducédo e
maior concentracdo de solidos dissolvidos totais, evidenciando a formacédo de espécies reativas e ions
derivados do processo de ativacao. Com 40 minutos, essas mudancas foram ainda mais pronunciadas,
reforcando o efeito cumulativo do plasma sobre a composicao quimica da agua e sugerindo maior
potencial antimicrobiano conforme pode ser verificado na Figura 1.
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Figura 1 - Parametros fisico-quimicos da agua ativada por plasma nos diferentes tempos de ativacéo.
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Também foram realizadas analises das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio utilizando tiras
reagentes semiquantitativas, com deteccéo de perdxido de hidrogénio (H,0,), nitrato (NO3~) e nitrito
(NO;") em todos os tempos de exposi¢do. Os resultados confirmaram a presenca dessas espécies na
agua ativada por plasma, evidenciando a geragcdo de compostos capazes de contribuir para sua acéo
antimicrobiana. Os valores médios obtidos para cada espécie estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Concentracfes médias das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na 4gua ativada.

Espécie Reativa N&o ativada (mg/L) 30 minutos (mg/L) 40 minutos (mg/L)
H202 Né&o detectavel ~30mg/L ~30mg/L
NOs Nao detectavel ~25mg/L ~25mg/L
NO2 N&o detectavel ~1mg/L ~5mg/L

Fonte: O autor

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados utilizando cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, com tempos de ativagdo de 30 e 40 minutos. O volume semeado foi de 10 pL,
utilizando a técnica da gota, e apenas diluicdes com 3 a 30 colbnias foram consideradas para o calculo
da concentracao microbiana e do log de reducao (LR), conforme as formulas:

UFC por ml = n° de colonias contadas * fator de corregdo do volume semeado * Fator de diluicao
LR = 1log10(C) — log10(T)

Nos ensaios com Escherichia coli, observou-se que a agua ativada por plasma promoveu reducao
consideravel da viabilidade bacteriana. Apds 30 minutos de ativacéo, a reducéo foi discreta, indicando
apenas uma diminuicdo parcial da carga microbiana, embora ja com diferenga estatisticamente
significativa conforme teste t pareado (t = 14,20; p = 0,0447). Entretanto, com 40 minutos de ativagéo,
ocorreu um salto expressivo, resultando em redugdes préoximas a 2 logs, também com significancia
estatistica (t = 46,48; p = 0,013).

Para Staphylococcus aureus, os resultados demonstraram um comportamento distinto. J& nos 30
minutos de ativacéo, os valores de log de reducdo foram elevados, em torno de 1,67, mantendo-se
estaveis aos 40 minutos, com diferenca estatisticamente significativa em ambos os tempos (t = 60,20;
p =0,010). Esses achados sugerem que S. aureus apresenta maior sensibilidade a agua ativada desde
0s primeiros tempos, enquanto a E. coli requer um periodo maior para atingir redugdes significativas.

O log de reducéo foi calculado a partir da média dos ensaios validos, utilizando-se a diluicdo 1:10
como referéncia. Os resultados do log de reducdo estdo representados na Figura 2, permitindo
visualizar a diferenca entre os microrganismos e os diferentes tempos de ativacdo. Em todos os
ensaios, os valores de p foram inferiores a 0,05, confirmando a significAncia estatistica dos achados e
reforcando a confiabilidade dos resultados.
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Figura 2 - Média dos valores de log de reducgéo para E. coli e S. aureus ap0s o tratamento
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Fonte: O autor (2025).

Discusséo

A andlise dos parametros fisico-quimicos da 4gua ativada por plasma de argbnio revelou alteragcbes
importantes, que estdo diretamente relacionadas a sua eficacia antimicrobiana. O pH, que indica a
acidez ou alcalinidade da solucdo, € um dos fatores mais fundamentais para a sobrevivéncia
bacteriana. Valores de pH abaixo de 4, como o0s observados neste estudo, criam um ambiente hostil
para a maioria das bactérias, promovendo a desnaturacdo de proteinas e a desestabilizacdo das
membranas celulares (Ma et al., 2015).

O potencial de oxirreducdo (ORP) reflete a capacidade da solucdo de atuar como agente oxidante
ou redutor. Valores elevados de ORP, como os registrados apds a ativacdo por plasma, estdo
associados a presenca de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo capazes de causar danos
oxidativos a componentes essenciais das células bacterianas, levando a sua inativacdo (Liao et al.,
2017; Lukes et al., 2014).

A condutividade elétrica mede a quantidade de ions dissolvidos na &gua, sendo um indicativo
indireto da formacéo de espécies quimicas reativas durante o tratamento com plasma. O aumento da
condutividade apés a ativacdo sugere a geracdo de ions como nitrato, nitrito e perdxidos, que
contribuem para o efeito antimicrobiano (Thirumdas et al., 2018). Os sélidos dissolvidos totais (TDS)
representam a soma de todas as substancias dissolvidas na agua, incluindo sais, minerais e compostos
organicos e inorganicos. O aumento dos TDS apoés o tratamento reforca a ideia de que o plasma
promove a formacao de novas espécies quimicas na solucao, potencializando sua agéo antimicrobiana.

A confirmacéo da presenca de espécies reativas foi possivel por meio das analises com fitas
reagentes semiquantitativas, que detectaram concentracbes proximas de 30 mg/L de perdxido de
hidrogénio (H,0,), cerca de 25 mg/L de nitrato (NO3~) e 5 mg/L de nitrito (NO,~) em todas as amostras
ativadas. Esses resultados confirmam que o processo de ativagcdo por plasma é eficiente na geracao
dessas espécies, reconhecidas por seu papel no estresse oxidativo e morte celular (Guo et al., 2015).

E importante destacar que os resultados apresentaram variacéo entre as repeticdes, o que pode ser
atribuida, em grande parte, a natureza do sistema Surfatron utilizado para a geracdo do plasma.
Sistemas de plasma atmosférico séo altamente sensiveis a fatores operacionais, como temperatura
ambiente, altura de exposi¢do do jato de plasma em relagdo a superficie da agua, vazdo do gas,
umidade relativa e até pequenas variagdes na poténcia aplicada (Lukes et al., 2014; Thirumdas et al.,
2018). Essas flutuagbes podem impactar diretamente a quantidade e o tipo de espécies reativas
formadas, resultando em diferencas significativas nos pardmetros medidos e, consequentemente, na
eficacia antimicrobiana da agua ativada.

A literatura aponta que a reprodutibilidade de sistemas de plasma atmosférico pode ser um desafio,
especialmente em condicdes laboratoriais, onde o controle rigoroso de todas as variaveis nem sempre
€ possivel (Liao et al.,, 2017). Por isso, a padronizacdo dos procedimentos experimentais, o
monitoramento constante das condi¢cdes operacionais e a realizacdo de mudltiplas repeticdes sao
essenciais para garantir a confiabilidade dos resultados.
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No contexto dos ensaios microbiolégicos realizados, a agua ativada por plasma de argdnio
demonstrou efeito antimicrobiano relevante frente as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. A analise dos resultados revela que, para ambos os microrganismos, houve redugdo no nimero
de unidades formadoras de col6nia (UFC) apds o tratamento. Essas reducfes foram confirmadas pela
analise estatistica, que apresentou p < 0,05 em todos os ensaios, reforgando a confiabilidade dos
efeitos antimicrobianos observados.

Os valores de log de reducéo variaram entre os microrganismos testados, com destaque para a
diferenca observada com a E. coli. Nos ensaios com 30 minutos de ativacdo da agua, a média de
reducdo foi modesta, em torno de 0,56 log (72,6%), enquanto apds 40 minutos houve um salto
expressivo, alcancando uma média de 2,25 logs (99,4%) de reducéo. Para S. aureus, 0 comportamento
foi mais consistente, apresentando uma média de 1,67 log (97,9%) tanto em 30 quanto em 40 minutos
de ativacao, indicando elevada sensibilidade do microrganismo ao tratamento desde os primeiros
tempos de exposicao.

E importante ressaltar que, para aplicagbes praticas em ambientes clinicos, alimenticios ou de
saneamento, recomenda-se que 0s métodos antimicrobianos promovam redugdes superiores a 3 logs
(99,9%) para serem considerados plenamente eficazes (Andrews, 2001; Guo et al., 2015). Além disso,
a diferenca de sensibilidade entre as cepas bacterianas testadas também pode ser influenciada por
essas variacfes do sistema.

A menor reducdo observada para E. coli nos 30 minutos de ativacao pode estar relacionada a prépria
estrutura do microrganismo, uma vez que bactérias Gram-negativas possuem membrana externa rica
em lipopolissacarideos, que atua como barreira protetora contra agentes antimicrobianos, dificultando
a penetracao das espécies reativas geradas pelo plasma. Essas limitagdes e caracteristicas biol6gicas
reforcam a importancia de multiplas repeticdes, controles rigorosos e padronizacéo dos procedimentos
para garantir a confiabilidade dos dados (Andrews, 2001).

Concluséo

O presente estudo demonstrou que a aplicacdo de plasma de argbnio em sistema Surfatron
promoveu alteragfes fisico-quimicas significativas na &gua deionizada, resultando em acidificag&do
acentuada, aumento do potencial de oxirreducdo (ORP), da condutividade elétrica e dos sélidos
dissolvidos totais (TDS), além da formacéo de espécies reativas como peréxido de hidrogénio, nitrato
e nitrito. Essas modificagbes criaram um ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano,
evidenciado pelos ensaios microbioldgicos com Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nos quais a
agua ativada apresentou reducdes superiores a 1 log em todas as analises. Os ensaios também
apresentaram valores de p < 0,05, o que confirma a significancia estatistica do estudo e reforca a
confiabilidade dos efeitos antimicrobianos observados.

Apesar do potencial antimicrobiano promissor, observou-se alta variabilidade no desempenho do
sistema Surfatron, possivelmente influenciada por fatores operacionais e ambientais, que impactaram
a reprodutibilidade dos resultados. Assim, recomenda-se a otimizacdo dos parametros do sistema, a
ampliacdo do numero de repeticdes e a avaliagdo da agua ativada em diferentes microrganismos e
matrizes, a fim de consolidar sua aplicagcdo em contextos de desinfeccdo laboratorial, alimentar e
industrial.
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