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Resumo

A aplicacdo da Terapia Fotodindmica é uma metodologia emergente na
conservacdo de alimentos tem ganhando atencdo recentemente, por ser uma
técnica barata, de facil aplicacdo, que ndo submete o alimento ao aquecimento, e
gue pode controlar o crescimento microbiolégico baseado na fotosensibilizagao.
Esse método € baseado na acdo combinada de corante ndo toxico (Chamado
fotossensibilizador) e luz visivel que na presencga de oxigénio, leva a producéo de
oxigénio singlete, que por sua vez apresenta efeito citotoxico nas células
microbianas (efeito fotodinamico). Portanto, o este trabalho teve como objetivo
avaliar a utilizacdo de peliculas comestiveis acrescidas de 100 uM de eritrosina
conjuntamente com terapia fotodindmica na conservacao de queijos. As peliculas
foram obtidas a partir da solucéo filmogénica de alginato acrescida de eritrosina,
aplicadas em fatias de queijo e submetidas a luz com uma lampada de LED verde
(comprimento de onda maximo de 510 nm; poténcia do LED de 0,4 W), o tempo
de fototorradiacdo foi de 15 min. Foram avaliadas propriedades mecanicas e
permeabilidade ao vapor de agua (PVA). A adicdo de &acido as peliculas de
alginato e eritrosina, ndo alterou a elongacdo e a permeabilidade ao vapor de
agua. Em contrapartida a adi¢cdo de acido diminuiu em média 35% a resisténcia a
tracdo na ruptura e 40% a rigidez das peliculas. Foi possivel produzir peliculas
resistentes com a presenca de acido citrico e latico.

Introducéo

Um dos principais desafios na industria alimenticia € produzir alimentos de
alta qualidade, mantendo a seguranga alimentar e nutricional por um longo
periodo de tempo. Neste ambito sdo utilizadas varias técnicas de conservacao
como aplicacdo de calor, diminuicdo de temperatura, adicdo de conservantes,
altas pressodes, radiacfes ionizantes, novas tecnologias na area de embalagens e
outras. Em relagédo as inovagcdes em embalagens, podemos destacar a utilizacdo
de coberturas comestiveis que tem ganhado interesse pois 0s revestimentos
podem manter intactas as caracteristicas do produto como textura, cor, sabor,
hidratacdo, além disso servem como transportadores de agentes antimicrobianos.
As coberturas comestiveis sdo produzidas a partir de biopolimeros naturais, tais
como os polissacarideos, proteinas e lipideos. Estes, podem melhorar a vida util e
a qualidades dos alimentos, proporcionando barreiras seletivas de umidade,
absorcdo de oxigénio, oxidacdo lipidica, perdas de aroma e sabores volateis,
melhorar o aspecto e visual e redugédo de crescimento de microrganismos. Uma
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estratégia nova e promissora para erradicar 0s microrganismos € a Inativacao



Fotodindmica. Uma técnica que emprega a combinacdo de uma fonte de luz
visivel em um comprimento de onda apropriado, um tinte ou fotossensibilizador
ndo téxico (PERUSSI, 2007 e HUANG et. al., 2012). A interacdo entre a luz e o
fotossensibilizador gera a producao de oxigénio singlete que resulta na inativacao
celular e morte (CELLI et. al., 2010). A eritrosina apresenta rendimento quéantico
de oxigénio singlete, parece ser um excelente composto, para ser usado como
agente antibacteriano em conservacao de queijos com presenca de Salmonella, E
coli e Staphilococus aureus em terapia fotodinamica.

Materiais e métodos
Teste in vitro

Inicialmente a efetividade das coberturas de alginato na presenca ou
auséncia de eritrosina, acido citrico e luz foi testada para inativacdo Escherichia
coli, a cepa foi armazenada a -20 °C no caldo de infusdo de coragéo cerebral (BHI,
Difco) com 20% (vol/vol) de glicerol. A bactéria foi cultivada durante a noite a 37
°C em 5 mL de caldo de soja triptico (TSB; Difco), colhido por centrifugacédo a
5000xg durante 4 minutos, lavado trés vezes e ressuspenso em 1 mL de solucdo
salina tamponada com fosfato estéril (PBS, pH 7.4). Posteriormente, o inéculo foi
padronizado usando um espectrofotometro a 580 nm (% T 25-30) e produziu uma
suspensao celular da bactéria com aproximadamente 10 unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL. Esta suspensdo padronizada foi diluida em PBS a
aproximadamente 10’ UFC/mL para uso nos experimentos.

Uma aliquota (50 pL) de suspensdo bacteriana a 10’ UFC/mL foi
homogeneizada com 950 pL de solugdes filmogénicas (controle, Tratamento 1 e
Tratamento 2), e mantidos no escuro durante 10 minutos. Apés a incubacéo, 500
ML de cada amostra foi colocada em pocos inferiores e iluminadas com uma
lampada de LED verde (comprimento de onda méaximo de 510 nm; poténcia do
LED de 0,4 W), e tempo de fotorradiacdo de 15 min.

O efeito antibacteriano da fotossensibilizacdo em E. coli foi avaliado pelo
método da placa de queda. As diluicdes apropriadas das amostras tratadas e dos
grupos de controle foram inoculadas em placas de agar de soja triptico (TSA,
Difco) e incubadas a 37 °C durante 24 h. As populacdes de células sobreviventes
foram enumeradas e expressas como log UFC/mL. O experimento sera realizado
em duplicata.

Preparo das amostras de queijo

As amostras de queijo foram adquiridas na cidade de Doutor Camargo-Pr,
as pecas foram cortadas em pedacos regulares. As amostras acondicionadas em
embalagens de poliestireno expandido recoberto com filme de PVC. As demais
amostras foram destinadas para o processo de aplicagdo de cobertura comestivel.
Cobertura comestivel

No tratamento controle as fatias de queijo ndo receberem a aplicacdo de
pelicula, e nos demais tratamentos as fatias de queijo receberam a pelicula com
100 puM de eritrosina. A solubilizacdo do alginato (2%) em &gua se deu pelo
aguecimento prévio da suspensdo em temperatura de 70°C até a dissolucdo
completa do polissacarideo. Nas fatias de queijo as solu¢des contendo alginato de
sodio (2%) foram aplicadas seguida da solucédo de cloreto de célcio (2,0%), e as
diferentes concentracdes de eritrosina.



O excesso de solucéao foi eliminado, e, apds a aplicagdo das coberturas, as
amostras permaneceram em repouso por 30 minutos, na sequéncia cada amostra
foi submetida a terapia fotodindmica submetidas a luz com uma lampada de LED
verde (comprimento de onda maximo de 510 nm; poténcia do LED de 0,4 W), o
tempo de fototorradiacdo foi de 15 min. na presenca oxigénio, em ambiente
fechado. Apos a terapia as amostras foram armazenadas em B.O.D.

Andlise estatistica

Aandlises estatistica foi realizada com o software estatistico do programa
STATISTICA® verséo 8.0, com nivel de significancia para rejeicdo da hipotese de
nulidade de 5% (p<0.05).

Resultados e Discusséo

As coberturas formuladas com alginato acrescida de &cido citrico e lactico
(pH final de 4,0) e eritrosina (100micromol), foram testadas in vitro para avaliar a
inativagcdo de células E. coli, ap0s a aplicacdo de luz. As trés coberturas testadas
apresentaram efeito inibitério no controle de células E. coli.

As solugbes filmogénicas foram depositadas em placas de acrilico e
submetidas a secagem a 50°C, os filmes obtidos foram caracterizados quanto as
propriedades mecéanicas e de barreira ao vapor de agua.

Propriedades Mecéanicas dos filmes

Através da andalise das propriedades mecéanicas das peliculas, se fez
possivel identificar e caracterizar as peliculas tanto a resisténcia quanto ao
comportamento do material ao ser aplicado uma tragdo até o rompimento. As
propriedades mecéanicas foram avaliadas em tratamento padrdo, com &cido latico
e acido citrico. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 1.
Tabela 1 — Resultados da Trag&o na Ruptura, Alongamento e M6  dulo de
Young das peliculas de alginato com eritrosina com e sem a adi¢céo de &cido

TRACAO MODULO DE YOUNG ALONGAMENTO

AMOSTRAS (MPa) (Mpa) (%)
PADRAO 9,722 78,35% 248,40°
ACIDO LATICO 6,15" 45,89" 242,27%
ACIDO CITRICO 6,48" 50,03" 311,972

Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferencga significativa ao nivel de 5%.

Verifica-se, portanto, que a adicdo de acido tanto citrico quanto latico diminuiu a
resisténcia a tracdo na ruptura (em média 35% de reducado) e a também a rigidez
(em média 40% de reducdo) das peliculas. Além disso, a elasticidade nao foi
afetada em todos os casos.

Permeabilidade ao Vapor de Agua dos filmes



Avaliou-se a facilidade com que um material pode ser penetrado pelo vapor
de agua, através da andlise de Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA).
Comprovou-se que a adi¢do de acido ndo alterou a permeabilidade ao vapor de
agua das peliculas submetidas a avaliac6es, como consta na tabela 2.

Tabela 2 — Permeabilidade ao vapor de 4gua das peli  culas de alginato com

eritrosina com e sem a adicéo de acido.

AMOSTRAS Permeabilidade ao vapor
de agua (g/m.Pa.s)
Amostra Padrio 19,80x10" 2 +1,93x10°’
Acido Latico 7,19X10°8 2 +2,24x10®
Acido Citrico 7,83 x10%%+3,71x101°

Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa ao nivel de 5%.

Conclusdes

Confirmou-se que a adicdo de acido as peliculas de alginato e eritrosina,
ndo alterou a elongacgéo e a permeabilidade ao vapor de dgua. Em contrapartida a
adicdo de acido diminuiu em média 35% a resisténcia a tracdo na ruptura e 40% a
rigidez das peliculas. Mesmo ocorrendo diminui¢cao a tracdo na ruptura e também
na rigidez das peliculas, foi possivel produzir peliculas resistentes com a presenca
de &cido citrico e latico.
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