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RESUMO

A contaminacdo microbiana de alimentos gera impactos sociais, ambientais e na
saude, representando um desafio para a cadeia de producao. A terapia fotodindmica
antimicrobiana é uma tecnologia nao térmica estudada na inativacdo de
microrganismos em diversas areas, requerendo a acdao de uma substancia
fotossensibilizadora ativada por luz visivel em comprimento de onda adequado,
gerando espécies reativas de oxigénio que causam a morte dos microrganismos. O
azul de metileno € um corante seguro e efetivo como fotosensibilizador, além de
aprovado pela Food and Drug Administration. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito antibacteriano da terapia fotodindmica utilizando azul de metileno como
fotossensibilizador e um sistema de LED a 660 nm (vermelho) como fonte de
iluminacao. As bactérias utilizadas foram: Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. As culturas bacterianas foram tratadas com azul de metileno nas
concentragdes 0,05%, 0,01% e 0,001% com 30 minutos de iluminagdo. Foi
determinada a viabilidade celular por contagem de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC/mL) dos grupos tratados comparados aos controles. A TFD
promoveu reducao total de S. aureus (7,7log10 UFC/mL) e P. aeruginosa (7,6log1o
UFC/mL). Para S. Typhimurium, a reducao foi de 3,5log UFC/mL na concentragdo de
0,01% e de 6,0log1o UFC/mL nas concentragbes 0,005% e 0,001%. Conclui-se que a
TFD mediada pelo azul de metileno apresenta elevada eficacia contra S. aureus e P.
aeruginosa e S. Typhimurium.

INTRODUGCAO

A contaminacdo microbiana de alimentos € um problema mundial que causa
grandes perdas para a industria e gera altos custos aos servicos de saude, podendo
ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva, do campo a mesa, e diversos tipos
de alimentos sdo sujeitos a contaminagcdo microbiana, o que representa nao
somente um risco a saude dos consumidores, mas também prejuizos econdmicos e
ambientais (CDC, 2024).
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As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) ou doencas de transmissao hidrica e
alimentar (DTHAs) representam uma importante preocupacgéo, sendo resultantes da
ingestdao de produtos alimenticios contaminados com microrganismos patogénicos
e/ou suas toxinas ou produtos quimicos (Franco e Landgraf, 2023). Os patégenos
comumente envolvidos sdo Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
spp., € Listeria monocytogenes (CDC, 2024).

Outra grande preocupacao é a deterioracdo dos alimentos, que é uma das maiores
causas de perda de alimentos produzidos no mundo, esse desperdicio, além de
trazer prejuizos financeiros as empresas, impacta negativamente a sustentabilidade
dos sistemas alimentares, diminui a disponibilidade, gera menos lucros e eleva os
precos. (Fispal Tecnologia, 2023).

Atualmente, varias tecnologias convencionais sdo usadas para controlar a
contaminacao microbiolégica dos alimentos. No entanto, a qualidade dos alimentos
pode ser afetada, principalmente, pela perda de nutrientes e alteracées sensoriais.
Nesse sentido ha uma necessidade de novas técnicas que sejam eficazes no
controle de microrganismos indesejaveis em alimentos e mantenha as
caracteristicas dos alimentos.

Uma ferramenta emergente para o controle de microrganismos em alimentos é a
terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) (Zhu et al., 2021). A aplicagdo da TFDa
em produtos alimenticios € uma alternativa promissora aos meétodos térmicos e
quimicos convencionais usados para controlar os microrganismos nos alimentos,
pois ndo promove alteracées na matriz alimentar, preservando as caracteristicas
nutricionais e sensoriais. Além disso, a TFDa é caracterizada por alta seletividade,
baixo custo e rapida morte microbiana, aléem de permitir aplicagbes repetitivas pois
nao promove resisténcia bacteriana (Prado-Silva et al., 2022).

A TFDa se mostrou promissora e eficaz contra uma ampla gama de bactérias
transmitidas por alimentos (Saraiva et al. 2023; Prazad et al. 2024). A técnica utiliza
luz visivel para ativar um fotossensibilizador na presenca de oxigénio, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS) que inativam microrganismos por estresse
oxidativo.

O azul de metileno, destaca-se como fotossensibilizador pelo amplo espectro de
absorcéo, alta producédo de ROS, baixo custo, baixa toxicidade, além de ser soluvel
em agua e aprovado pelo FDA. Sua eficacia tem sido demonstrada contra varios
microrganismos incluindo bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e
virus, o que a torna uma alternativa promissora na area de alimentos (Fabio et al.
2023). Sendo assim, considerando que a TFDa demonstrou resultados promissores
e eficazes contra diversas bactérias transmitidas por alimentos, este estudo avaliou
o efeito antibacteriano da terapia fotodinamica empregando azul de metileno como
fotossensibilizador e um sistema de LED vermelho (660 nm) como fonte de
iluminacao.

MATERIAIS E METODOS

Foi preparada uma solugdo estoque de azul de metileno (0,5 mg/mL em solugéo
salina 0,9%) e, para os ensaios, foi diluida a 0,01%, 0,005% e 0,001%. As bactérias
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Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram cultivadas e padronizadas em 107
UFC/mL. Para o controle foi utilizado o in6culo bacteriano adicionado a salina, sem o
fotossensibilizador e incubado por 30 minutos no escuro, sem a acao da luz. Os
testes foram realizados em microplacas de 96 pocos, adicionando diferentes
concentragdes do fotossensibilizador e o indculo bacteriano, incubados no escuro
por 30 minutos e iluminados com sistema LED vermelho (660 nm, 16 mW/cm?) por
30 minutos. Apé6s a iluminagao, foram realizadas diluicbes e, em seguida, as
amostras foram semeadas em Agar Tryptic Soy (TSA) e incubadas a 37 °C por 24 h.
A eficacia foi avaliada pela reducdo da viabilidade celular em comparacdo ao
controle sem tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da viabilidade celular demonstrou reducdo total do crescimento
bacteriano para S. aureus e P. aeruginosa ap6s a utilizacao da terapia fotodindmica
mediada pelo azul de metileno, permanecendo abaixo do limite de deteccdo da
técnica. Para S. aureus, a contagem inicial no controle foi de 7,7logio UFC/mL,
enquanto no grupo tratado ndo foram detectadas colbnias viaveis (reducdo de
7,71og10 UFC/mL). De forma semelhante, P. aeruginosa apresentou contagem de
7,6logi0 UFC/mL no controle, sendo observada uma reducdo completa no grupo
tratado (7,6log10 UFC/mL) (Figura 1).

Ja na analise da viabilidade celular de S. Typhimurium, observou-se que o grupo
controle apresentou contagem de 7,7log UFC/mL. Quando submetida a TFD
mediada pelo azul de metileno na concentracdo de 0,01%, houve reducdo para
4,2log1o UFC/mL. Redugbes ainda mais expressivas foram observadas nas
concentracdes de 0,005% e 0,001%, ambas resultando em valores de 1,7log1o
UFC/mL (reducéo de ~ 6 logio UFC/mL) (Figura 1).
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Figura 1 — Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL) de diferentes
bactérias utilizando terapia fotodinamica mediada pelo azul de metileno em diferentes concentracdes

CONCLUSOES

Os resultados da analise da reducdo da viabilidade celular, em comparagdao ao
controle, evidenciam elevada eficacia da terapia fotodindmica mediada pelo azul de
metileno contra S. aureus, P. aeruginosa e S. Typhimurium.
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