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RESUMO

A deterioragdo de alimentos por microrganismos causa grandes perdas
para industrias. Entdo, para diminuir os prejuizos causados por
deterioragdo, é importante conhecer o principal microrganismo
deteriorante do alimento, bem como conhecer técnicas para inativagéo do
mesmo. Os tratamentos térmicos e o uso de aditivos quimicos estdo entre
as técnicas mais utilizadas para conservacao de alimentos. Porém, o uso
de calor pode alterar as caracteristicas sensoriais e nutritivas dos
alimentos como alteragdo da cor, perda de aromas e perda de compostos
benéficos a salde do consumidor. Aditivos quimicos também sdo
amplamente utilizados e possuem inimeras desvantagens como depdsito
de residuos prejudiciais a saude, assim como ao ambiente quando
descartados, além da produgdo de gases toxicos prejudiciais ao
manipulador destes alimentos. Diante disso, € necessario 0 uso de
tecnologias alternativas a essas tradicionais, como tratamentos nao
térmicos, com destaque para 0 uso da radiacdo ultravioleta (UV-C). Esta
age diretamente sobre o DNA dos microrganismos causando a morte das
células. Um exemplo de alimentos altamente pereciveis que necessitam
de tratamentos para sua conservacdo sao o0s produtos carneos. Juntamente
com a magd e seus produtos, os produtos carneos estdo entre os alimentos
mais economicamente importantes para o estado de Santa Catarina. O
estado é o maior produtor de macas do pais e onde estdo localizadas as
mais importantes empresas de carnes. Além da importancia para o estado,
0s principais microrganismos deteriorantes destes alimentos ja tém sido
estudados pelo grupo de pesquisa no qual o trabalho foi desenvolvido. O
contaminante mais encontrado em magcas no periodo pds colheita é o
fungo Penicillium expansum, enquanto os produtos carneos embalados a
vacuo apresentam ambiente de microaerofilia, ideal para o
desenvolvimento de bactérias acido laticas (BAL), com destaque a
bactéria Weissella viridescens. Uma ferramenta que pode ser utilizada
para descrever a inativacdo de microrganismos tanto pela acdo de calor
ou uso de aditivos quimicos, como pela acdo da radiacdo UV-C ¢ a
microbiologia preditiva. Esta possibilita, através de modelos
matematicos, prever o comportamento dos microrganismos em fungéo da
aplicacdo de radiacdo UV-C. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi
estudar, com o uso da microbiologia preditiva, a inativacdo dos
microrganismos deteriorantes de magas e produtos carneos, P. expansum
e W. viridescens, respectivamente, realizada pela aplicacdo de UV-C.
Primeiramente, foi desenvolvido um equipamento com 10 lampadas de
mercurio de baixa pressdo com emissdo no comprimento de onda de 254



nm e controle de temperatura, para inativacdo de microrganismos
deteriorantes de alimentos. A variacdo do nimero de lampadas permite a
variacdo da intensidade de radiacdo (W/m?) aplicada a amostra. Com o
uso deste equipamento, foram realizados testes de inativagdo dos
microrganismos contaminantes in vitro e em alimentos. Os resultados
obtidos mostraram, para as cinco intensidades de radiacdo avaliadas (2,
4, 6, 8 e 10 lampadas acesas), que a inativacdo de esporos de P. expansum
in vitro foi possivel. Foram, entdo, realizados testes em macas e a técnica
mostrou-se pouco eficiente, uma vez que foram necessarios 60 minutos
para obtencdo de uma reducdo decimal do nimero de esporos inoculados.
O tempo € alto se comparado as técnicas de sanitizagdo quimica
apontadas pela literatura, como o uso de sanitizantes a base de cloro, por
exemplo. Uma vez que a técnica ndo foi promissora para inativacdo do
contaminante de macd na propria fruta, foi verificada a aplicacdo de
radiacdo UV-C no seu principal produto, o suco de maca. Apesar de ndo
haver muita diferenca no efeito das maiores intensidades de radiagédo
avaliadas, foi constatada a possibilidade da técnica ser utilizada para
preservacdo do suco. A inativacdo da bactéria deteriorante de produtos
carneos, W. viridescens, por UV-C também foi estudada. Cinco curvas
foram obtidas para descrever a inativacao de indculo de W. viridescens in
vitro, sendo cada curva correspondente a uma intensidade fixa de radiacao
UV-C. Além desses, foram realizados experimentos em produtos carneos
com a aplicacdo de 1,93 W/m? (10 lampadas), em diferentes tempos. O
uso de radiacdo UV-C ndo foi eficiente para inativacdo da bactéria
avaliada em presunto, nas condic¢Ges estudadas no presente trabalho. J& os
testes realizados em salsicha e linguica mostraram a possibilidade da
utilizacdo da técnica para prolongar a vida Util destes alimentos, mesmo
guando embalados. Diante disso, foram realizados estudos de vida Util de
salsicha embalada a vacuo, comparando amostras irradiadas e amostras
ndo irradiadas e foi verificado um aumento de cerca de 70% no tempo de
vida atil do produto devido a diminuicdo da concentracdo inicial de
microrganismo. Para todas as curvas experimentais de inativacdo de
ambos os microrganismos testados, 0 modelo primario de Weibull
apresentou um bom ajuste aos dados. Apds o ajuste primario para a
bactéria &cido latica (BAL) estudada in vitro e para o fungo em suco de
macd, quatro modelos secundarios foram testados para descrever a
influéncia da intensidade de radiagdo sobre os pardmetros o (fator de
forma) e B (fator de escala). Com base nos modelos primarios e
secundarios, 0 modelo dindmico proposto por Peleg (2006) foi adaptado
e utilizado para a predigéo dos dados obtidos pela aplicagéo de UV-C com
intensidades de radiac&o variando com o tempo. Com isto, foram obtidos



e validados os modelos dindmicos da inativacdo de P. expansum em suco
de maca e de W. viridescens in vitro pela aplicacdo de radiagdo UV-C em
diferentes intensidades de radiacdo variando com o tempo. Esses modelos
tém grande potencial para aplicagdo industrial.

Palavras-chave: Weissella viridescens; Penicillium expansum;
Microbiologia preditiva; UV-C; Magé; Produtos carneos.






ABSTRACT

Foods deterioration by microorganisms causes great losses for industries.
Thus, in order to reduce the damage caused by deterioration, it is
important to know the main deteriorating microorganism of the food, as
well as to know techniques for its inactivation. Thermal treatments and
the use of chemical additives are among the most used techniques for food
preservation. However, the use of heat may alter the sensory and
nutritional characteristics of foods such as color changes, aroma losses
and beneficial compounds to the health of the consumer losses. Chemical
additives are also widely used and there are innumerable disadvantages
such as disposal of harmful to health residues as well as to the
environment when discarded, in addition to the production of toxic gases
harmful to the manipulator of these foods. Therefore, it is necessary to
use alternative technologies to these traditional ones, such as non-thermal
treatments, with emphasis on the use of ultraviolet radiation (UV-C). It
acts directly on the DNA of the microorganisms causing the death of the
cells. Highly perishable foods example that require treatments for their
conservation are meat products. Meat products, apple and apple products
are among the most economically important foods for the Santa Catarina
state. The state is the largest producer of apples in the country and where
the most important meat companies are located. Besides the importance
for the state, the main deteriorating microorganisms of these foods have
already been studied by the research group in which the work was
developed. The contaminant most frequently found in apples in the post-
harvest period is the fungus Penicillium expansum, while the vacuum-
packed meat products present a microaerophilic environment, ideal for
the development of lactic acid bacteria (BAL), with emphasis on the
bacterium Weissella viridescens. A tool that may be used to describe the
inactivation of microorganisms by either the heat action, or chemical
additives use, or by the UV-C radiation action is the predictive
microbiology. This allows, through mathematical models, to predict the
microorganisms behavior as a function of the application of UV-C
radiation. Thus, the general objective of this work was to study the
inactivation of the apples and meat products deteriorating
microorganisms, P. expansum and W. viridescens, respectively, using
UV-C radiation, using the predictive microbiology. Firstly, an equipment
for deteriorating food microorganisms inactivation was developed. It has
10 low pressure mercury lamps with emission at 254 nm wavelength and
temperature control. The variation of the number of lamps allows the
variation of the radiation intensity (W/m?) applied to the sample. By the



use of this equipment, contaminating microorganisms inactivation tests
were carried out in vitro and in food. The obtained results showed that
inactivation of P. expansum spores in vitro was possible for the five
radiation intensities evaluated (2, 4, 6, 8 and 10 lamps). Tests were then
carried out on apples and the technique proved inefficient, since it took
60 minutes to obtain a decimal reduction in the number of inoculated
spores. The time is high compared to the chemical sanitization techniques
pointed out in the literature, such as the use of chlorine-based sanitizers,
for example. Since the technique was not promising for inactivation of
the apple contaminant in the fruit itself, the application of UV-C radiation
in its main product, apple juice, was verified. Although there was not
much difference in the effect of the highest radiation intensities evaluated,
it was verified the possibility of the technique being used to preserve the
juice. Inactivation of the deteriorating bacteria of meat products, W.
viridescens, by UV-C has also been studied. Five curves were obtained to
describe inactivation of W. viridescens inoculum in vitro, each curve
corresponding to a fixed intensity of UV-C radiation. In addition to these
experiments, experiments were carried out on meat products with the
application of 1.93 W/m? (10 lamps) at different times. The use of UV-C
radiation was not efficient for inactivation of the evaluated bacteria in
ham, in the conditions studied in the present work. Already the tests
carried out on sausages showed the possibility of using the technique to
prolong the shelf life of these foods, even when packed. Therefore,
vacuum packed sausage shelf life studies were performed comparing
irradiated samples and non-irradiated samples. An increase of about 70%
in the shelf life of the product was verified due to the decrease of the
initial microorganism concentration. For all the experimental inactivation
curves of both tested microorganisms, the Weibull primary model
presented a good fit to the data. After the primary adjustment for lactic
acid bacteria (BAL) studied in vitro and for fungus in apple juice, four
secondary models were tested to describe the influence of radiation
intensity on o (form factor) and B (scale factor). Based on the primary and
secondary models, the dynamic model proposed by Peleg (2006) was
adapted and used to predict the data obtained by applying UV-C with
varying radiation intensities over time. Thus, the P. expansum in apple
juice and W. viridescens in vitro inactivation dynamic models were
obtained and validated by the UV-C radiation application at different
radiation intensities varying by the time. These models have great
potential for industrial application.



Keywords: Weissella viridescens; Penicillium expansum; Predictive
microbiology; UV-C inactivation; Apple; Meat products.
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1 INTRODUCAO

A deterioracdo de alimentos por microrganismos causa grandes
perdas para industrias (MARTINS, 2015), determinando, na maioria dos
casos, o final da vida Util dos alimentos. Para diminuir estes prejuizos, é
necessario conhecer o principal deteriorante do alimento, bem como
encontrar processos para inativar ou dificultar seu crescimento.

Os tratamentos térmicos e 0 uso de aditivos quimicos estdo entre
as técnicas mais utilizadas para conservacao de alimentos (GUERRERO-
BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004; ALLENDE et al., 2009;
OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). O uso de calor pode alterar as
caracteristicas sensoriais e nutritivas dos alimentos como alterag&o da cor,
perda de aromas e perda de compostos benéficos a satide do consumidor
(BAHCECI; ACAR, 2007; GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-
CANOVAS, 2004). Sanitizantes quimicos como cloro também sio
amplamente utilizados e possuem inimeras desvantagens como depdsito
de residuos prejudiciais a salde do consumidor, ao ambiente quando
descartados, além da producdo de gases toxicos prejudiciais ao
manipulador destes alimentos (BARBOSA-CANOVAS et al., 1998).

Uma promissora alternativa aos tratamentos citados, de facil
aplicacdo, sem efeitos prejudiciais a0 meio ambiente ou ao consumidor
do alimento é o uso de radiacéo ultravioleta na faixa de comprimento de
onda de 200 a 280 nm (UV-C) (BARBOSA-CANOVAS et al., 1998;
MANZOCCO et al., 2016). Uma vez que o tratamento é superficial, se
faz necessério o conhecimento do alimento a ser irradiado.

A aplicacdo de UV-C como uma técnica ndo térmica para
prolongar a vida util de alimentos carneos foi encontrada em diversos
estudos (CHUN et al., 2009; WAMBURA; VERGHESE, 2011; CARLI
et al., 2013), porém esta técnica é mais comumente utilizada para a
conservacdo de bebidas, sucos e frutas (TREMARIN; BRANDAO;
SILVA, 2016; SYAMALADEVI et al., 2013; GABRIEL, 2012; GOMEZ
etal., 2010; GRACA, etal., 2013; IBARZ et al., 2014; MANZOCCO et
al., 2011; MULLER et al., 2014; ORLOWSKA et al., 2015; UKUKU;
GEVEKE, 2010; YIN et al., 2015).

Alguns alimentos de grande importancia comercial no estado de
Santa Catarina sdo os produtos carneos € maca e seus produtos. Santa
Catarina é o maior produtor brasileiro de maca e estima-se que, no ano de
2017, tenha produzido 50% do volume nacional. Em relagdo &
guantidade, a safra foi praticamente igual a 2016, quando foram colhidas
552 mil toneladas em 16 mil hectares. O grande destaque estd na
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qualidade das frutas colhidas, uma das mais altas da historia (GOVERNO
DE SANTA CATARINA, 2017).

Com forte tradicdo na pecudria, Santa Catarina é berco das
principais empresas do setor de carnes do Brasil. O estado conta com 18
mil produtores integrados as agroindstrias e o setor de carnes gera quase
60 mil empregos diretos em frigorificos e indUstrias de beneficiamento.
Como maior produtor nacional de carne suina e o segundo maior de carne
de frango, Santa Catarina atende o mercado brasileiro e o exterior, com
presenca em mais de 120 paises (GOVERNO DE SANTA CATARINA,
2017).

Para reduzir perdas por deterioracdo e conseguir aumentos
significativos na vida til de produtos frescos e curados, principalmente
carnes vermelhas, embalagens a vacuo sdo amplamente utilizadas
(MANTILLA et al., 2010). Os produtos carneos embalados a vécuo,
como os embutidos, geralmente passam pelo processo térmico para
inativacdo de microrganismos. Aqueles que sobrevivem ao processo
térmico sdo controlados pela utilizacdo de sais de cura, que auxiliam na
inibicdo de microrganismos anaerdbios, porém podem favorecer o
crescimento de outras bactérias Gram positivas, como as bactérias laticas
(BAL), bolores e leveduras. BAL acabam tornando-se dominantes nestes
produtos por serem relativamente insensiveis aos nitritos e por serem
microaerofilas (GOMES, 2007; JAY, 2005).

As BAL causam alteracGes indesejaveis no sabor, odor e
aparéncia dos alimentos, com diminuicdo da sua vida Util. A bactéria
Weissella viridescens destaca-se como uma das principais BAL
deteriorantes. Diante disso, o estudo da deterioracdo de carnes e produtos
carneos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada deve ser baseado
no desenvolvimento dessas bactérias (CAMARGO, 2015).

J& o contaminante e deteriorante citado em diversos trabalhos
como o mais encontrado em macas é o Penicillium expansum (LABUDA
et al., 2005; AMIRI; BOMPEIX, 2005; SALOMAO et al., 2014), um
fungo conhecido como responsavel pelo aparecimento da “podridao azul”
e pela producdo da micotoxina patulina.

Para estudar a inativagdo dos principais deteriorantes dos
alimentos, como os citados, através da aplicagdo de um tratamento como
a radiacdo UV-C, faz-se uso da Microbiologia Preditiva. Esta é uma
ferramenta que engloba conhecimentos de matematica, engenharia,
guimica e biologia para tratar e prever comportamento microbiolégico em
determinadas condic@es através de modelos matematicos (McDONALD;
SUN, 2008).
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Né&o foi encontrado na literatura estudo que indique a aplicacao
de radiagdo UV-C, para inativacdo de BAL, como uma alternativa para
prolongar a vida Util de produtos carneos embalados a vacuo. Assim como
ndo foi encontrado trabalho que descreva através de modelos matematicos
a inativacdo de P. expansum em suco de maca pela aplicacdo de radiacao
UV-C.

Diante da importancia econdmica de magds e carnes para o
estado de Santa Catarina e do grupo de pesquisa em que O presente
trabalho estd sendo desenvolvido, em que diversas pesquisas foram
desenvolvidas com BAL (CAMARGO, 2015; MARTINS, 2015; SILVA,
2015; MENEZES, 2016) e com contaminantes de maca e seus produtos
(SALOMAO, 2009; TREMARIN, 2013), foram escolhidos dois grupos
de alimentos para inativacdo de seus principais microrganismos
deteriorantes: produtos carneos e fruta (maca e suco).

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar e modelar a inativagdo
de microrganismos deteriorantes de magas e seus produtos (P. expansum)
e produtos carneos (W. viridescens), através do uso de radiacdo
ultravioleta (UV-C).

1.1.1  Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

e Desenvolver um equipamento para aplicacdo de radiacdo
UV-C para inativagao de microrganismos.

o Verificar a eficiéncia de radiagdo UV-C para inativacéo de
P. expansum in vitro, em maca e em suco de maca.

e Obter os parametros de inativacdo por UV-C dos esporos de
P. expansum in vitro, em macd e em suco de maca nas
intensidades de radiacdo fixas estudadas, através do ajuste
do modelo primério aos dados experimentais.

e Descrever a influéncia da intensidade de UV-C sobre os
pardmetros primarios de inativa¢do de P. expansum em suco
de mac4, através de modelos secundarios apropriados.
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Estabelecer e validar o modelo preditivo de inativacdo de P.
expansum em suco de maca sob condi¢fes dinamicas de
variacdo de intensidade de radiagdo, a partir do modelo
primario e secundério selecionados.

Verificar a eficiéncia de radiacdo UV-C para inativacdo de
W. viridescens in vitro e na superficie de produtos carneos
(presunto fatiado, linguica, salsicha e salsicha embalada a
vacuo).

Obter os parametros de inativa¢do por UV-C de inéculo de
W. viridescens in vitro sob diferentes intensidades de
radiacdo fixas, através do ajuste do modelo primario aos
dados experimentais.

Descrever a influéncia da intensidade de UV-C sobre os
parametros primarios de inativacdo de W. viridescens,
através de modelos secundarios apropriados.

Estabelecer e validar o modelo preditivo de inativagdo de W.
viridescens in vitro sob condigdes dindmicas de variagdo de
intensidade de radiacdo, a partir do modelo primario e
secundério selecionados.

Avaliar a possibilidade de aplicar a radiacdo na salsicha ja
embalada.

Estudar a vida util de salsicha embalada a vacuo apés
tratamento superficial com UV-C para inativagdo de W.
viridescens.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Por qué?

Técnicas alternativas ao tratamento térmico para conservagao de
alimentos e que preservem suas caracteristicas naturais sdo necessarias.
UV-C é apontada como uma das principais técnicas nao térmicas para
substituir os tratamentos térmicos ou a utilizagdo de produtos quimicos,
prejudiciais ao meio ambiente e a salde do consumidor, para inativagdo
de microrganismos. Diante dos problemas de deterioracdo e
contaminagdo de macas por fungos e de deterioracdo de produtos carneos
embalados a vacuo por bactérias acido laticas, o estudo sobre a aplicagéo
da técnica alternativa para conservagdo e possivel aumento da vida util
destes alimentos se fez necessario.

Quem ja fez?

Syamaladevi et al. (2014) e Syamaladevi et al. (2015) realizaram
estudos nos quais foram obtidos modelos de inativacdo de P. expansum
em frutas através da aplicacdo de UV-C.

Manzocco et al. (2016) obtiveram resultados relevantes para
aumento da vida Gtil de abacaxi em fatias pela inativacdo de leveduras,
fungos, Enterobacteriaceae e bactérias acido laticas com a aplicacdo de
radiacdo ultravioleta.

Chun et al. (2009) inativaram microrganismos patogénicos de
presunto fatiado usando radiacdo UV-C.

N&o foi encontrado na literatura estudo do efeito da inativacéo de
bactérias &cido laticas na vida Util de produtos carneos embalados a vacuo
tratados com UV-C.

Hipoteses

Ha a possibilidade de inativacdo de esporos de P. expansum e de
W. viridescens in vitro e em alimentos por UV-C, permitindo o aumento
da vida qtil dos alimentos em que esses microrganismos Sd0
contaminantes.

Existe a possibilidade de que o efeito da UV-C sobre a inativacéo
do P. expansum seja positivo e semelhante ao efeito in vitro e na
superficie de alimentos.
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Modelos matematicos que descrevam a inativacdo de esporos de
P. expansum sob diferentes intensidades de UV-C fixas e em condigdes
dinamicas de variacdo séo esperados.

Espera-se que UV-C seja efetivo na inativacdo de W. viridescens
in vitro e em produtos carneos.

Modelos preditivos de inativacdo de indculo de W. viridescens
sob diferentes intensidades de UV-C fixas e em condic¢Ges dinamicas de
variacao sdo esperados.

A aplicacdo de UV-C em produtos carneos embalados a vacuo
pode prolongar a vida Util do produto.

Metodologia

- Inativacdo da suspenséo de esporos de P. expansum in vitro, em
maca e em suco de maca por aplicagdo de UV-C.

- Inativacéo de W. viridescens in vitro e em produtos carneos por
aplicacdo de UV-C.

- Modelagem matematica de inativacdo microbiana.

- Estudo de vida util de salsicha embalada a vacuo com e sem
processamento por radia¢do UV-C.

Respostas

- Possibilidade de inativagdo dos microrganismos alvos pela
aplicacdo de UV-C nas condicdes estudadas

- Obtencéo dos parametros dos modelos primarios de inativacao
para 0s dois microrganismos testados.

- Obtencdo do modelo secundéario para inativacdo de P.
expansum para diferentes intensidades de radiagdo, com posterior
obtengdo do modelo em condi¢Ges dindmicas, ou seja, variando as
intensidades de radiacéo aplicada.

- Obtencdo do modelo secundario para inativacdo de W.
viridescens para diferentes intensidades de radiacdo, com posterior
obtencdo do modelo em condi¢Bes dindmicas, ou seja, variando as
intensidades de radiacdo aplicada.

- Diferenca no tempo de vida Gtil de produtos carneos embalados
a vacuo causada pela aplicagdo de UV-C para inativagdo de BAL.
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2 REVISAO

Esta secdo tem como objetivo fornecer embasamento tedrico
sobre os diferentes assuntos abordados no presente trabalho.

2.1 MACA

Mac& (Malus domestica Borkh), uma das frutas mais produzidas
e consumidas no mundo, de alto valor nutricional e econémico, é uma rica
fonte de compostos antioxidantes, carboidratos, minerais essenciais e
fibras dietéticas (PFANNHAUSER et al., 2001; RICE-EVANS, 2001,
SADIK; SIES; SCHEWE, 2003).

As macieiras sdo cultivadas em todo o mundo, mas estdo
especialmente concentradas no hemisfério norte. O fator determinante no
plantio das macieiras numa regido depende do periodo de baixa
temperatura que € necessario para O repouso vegetativo e quebra de
dorméncia (BARRETT et al., 2005). Devido ao clima frio, a maior
concentracdo do cultivo no Brasil estd na Regido Sul. O estado de Santa
Catarina se destaca por ser 0 maior produtor brasileiro de maca (IBGE,
2017). H& uma expectativa para 2017 que além da quantidade produzida,
cerca de 552 mil toneladas, haja um aumento da qualidade das frutas
produzidas (ESTADO DE SANTA CATARINA, 2017).

As macas podem ser classificadas em comerciais ou industriais,
de acordo com a finalidade. As magas comerciais sdo consumidas frescas
(in natura) e, portanto, devem atender a padrdes rigidos de qualidade. No
Brasil, os pomares ndo produzem frutas exclusivas para diferentes classes
de magds. Na comercializagdo das macas, a etapa de classificacdo gera
um descarte de 15 a 30 % de frutas que nédo alcancaram o padréo exigido
para o consumo, apresentando algum defeito de ordem fisica, fisiologica
ou fitopatologica (NOGUEIRA et al., 2007). Essas frutas fora do padréo
comercial sdo direcionadas a industrializagdo, para a elaboracéo,
principalmente, de sucos que sdo exportados na forma de concentrado
(NOGUEIRA et al., 2007). As magas industriais também s&o usadas na
fabricacdo de sidra, vinagre, puré, geleias, alimentos infantis e demais
produtos (SANTOS et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2004; NOGUEIRA,;
WOSIACKI, 2010; NOGUEIRA; WOSIACKI, 2012).
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2.1.1 Suco de maca

Segundo a Instrugdo Normativa N°1, de 07 de janeiro de 2000, o
suco de maca é definido como bebida nao fermentada e ndo diluida, obtida
da parte comestivel da maca, através de processo tecnolégico adequado.
Deve obedecer algumas caracteristicas, como cor branca e translicida;
sabor e aroma proprio; teor minimo de sélidos sollveis (20 °C) de 10,5
°Brix; acidez total expressa em acido malico minima de 0,15 g/100g;
acucares totais naturais da mac¢d maximo de 13,5 g/100g, e acidez volatil
em &cido acético méxima de 0,04 g/100g (BRASIL, 2000).

O suco de macd pode ser processado e comercializado de
diferentes formas: suco clarificado, suco polposo (ndo clarificado), suco
concentrado congelado (clarificado ou ndo, com aproximadamente
42°Brix) e suco concentrado de alto teor de sélidos soliveis (70°Brix)
(ROOT; BARRET, 2005). Em geral, os sucos de frutas sdo
principalmente comercializados no mercado global na forma
concentrada, pela facilidade de transporte e longa conservacdo (ROSA et
al., 2006).

No Brasil, grande parte do descarte das macas é transformado em
suco concentrado e cerca de 90% deste é exportado para os Estados
Unidos, onde sdo elaborados suco de macad reconstituido e produtos
infantis, cuja matéria prima constitui de cultivares de mesa com baixos
teores de &cidos e taninos e elevados teores de agucares, com corpo de
boa aceitacdo sensorial (NOGUEIRA et al., 2007).

O suco de magd pronto para beber (11,5 °Brix) pode ser feito
tanto a partir do suco recém extraido quanto do suco concentrado
(SANT’ANA, 2007). Para a fabricacdo dos néctares, ocorre a etapa de
formulagéo, onde séo adicionados antioxidantes, como &cido ascoérbico, e
acidulantes, como acido citrico (BRASIL, 1988). O suco (11,5 °Brix) é
comumente pasteurizado em temperaturas entre 90-95°C por poucos
segundos, permitindo a estocagem em temperatura ambiente (BAHCECI;
ACAR, 2007).

A grande preocupacdo na induUstria de sucos de macd esta
principalmente relacionada aos microrganismos deteriorantes que
produzem toxinas e sdo capazes de sobreviver ao tratamento térmico. As
temperaturas necessarias para um processo de pasteurizagdo eficaz, a
partir do ponto de vista microbioldgico, podem também produzir
alteracBes organolépticas indesejaveis. Assim, a investigagdo sobre a
microbiota de sucos inclui o desafio de avaliar a capacidade de
sobrevivéncia e multiplicagdo dos microrganismos resistentes ao calor
(BAHCECI; ACAR, 2007).
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2.1.2 Deterioracdo de maca e suco de maca

As espécies de fungos termorresistentes identificadas como
deteriorantes de produtos a base de frutas sdo: Byssochlamys nivea,
B.fulva, Neosartorya fischeri, Talaromyces sp. e Eupenicillium sp.
(VALIK; PIECKOVA, 2001; SURESH et al., 1996; TOURNAS, 1994).
Micotoxinas como, por exemplo, patulina, &cido bissoclamico, variotina,
fumitremorginas, e verruculogena podem ser produzidas por certas
espécies de fungos termorresistentes. Linhagens de Byssochlamys e
Neosartorya tém se tornado um problema industrial, devido a
deterioracdo e a producdo de micotoxinas (RICE et al., 1977;
PATTERSON et al.,, 1981). N. fischeri ¢ um potencial produtor de
micotoxinas como as fumitremorginas (A, B, C) e a verruculogena
(NIELSEN, 1991; SURESH et al., 1996; TOURNAS, 1994). B. nivea é
conhecida como uma das espécies capazes de produzir patulina (PITT,;
HOCKING, 2009).

A patulina (PAT) é uma micotoxina produzida por algumas
espécies de fungos do género Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys,
gue podem crescer em varios alimentos, sendo o fungo mais importante
0 Penicillium expansum (SOUZA, 2009).

Os principais alimentos infectados sdo macas e peras, assim
como seus derivados, sucos e sidras. A ocorréncia de podriddo nesses
frutos promove a contaminacdo dos mesmos pela patulina. Esta
micotoxina normalmente migra para o tecido sadio e é encontrada em
concentragBes mais altas na parte da fruta ndo deteriorada pelo fungo. Por
esta razdo, recomenda-se a retirada da podrid&o e do tecido sadio proximo
para prevenc¢do da contaminacdo pela patulina. A contaminagéo de sucos
de magd acontece principalmente no periodo de entressafras, onde as
frutas estragadas sdo utilizadas juntamente com as sadias (CASTRO et
al., 2014).

Magcés representam um 4timo substrato para o desenvolvimento
de fungos termorresistentes e a producdo de micotoxinas como a patulina
(SILIHA; ASKAR, 1999). A contamina¢do de sucos de ma¢d com esta
toxina geralmente resulta do uso de frutas com qualidade deficiente no
processamento (WELKE et al., 2008).

2.1.2.1 Penicillium expansum
O género Penicillium foi descrito pela primeira vez na literatura

cientifica por Johann Heinrich Friedrich Link em 1809, significando
“pincel” (LINK, 1809). Link (1809) citou trés espécies P. candidum, P.
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expansum e P. glaucum, todas produzindo um conidi6foro tipo escova
(estrutura de reproducdo assexuada).

Penicilium é um dos géneros de fungos mais comuns, sendo
encontrado no solo, em vegetacdo, no ar, ambientes internos e varios
produtos alimentares. Algumas espécies causam grandes perdas em pré e
poés-colheita em culturas alimentares (FRISVAD; SAMSON, 2004;
PITT; HOCKING 2009), além de produzir uma gama de micotoxinas
(FRISVAD; SMEDSGAARD; LARSEN, 2004). Impactos positivos para
industria de alimentos também sdo observados, como a producdo de
queijos finos, tais como Camembert ou Roquefort (GIRAUD et al., 2010)
e salsichas fermentadas como culturas starters (LUDEMANN et al.,
2010). Sua capacidade de degradacdo de matéria orgéanica levou a testes
de espécies para a producdo de novas enzimas (ADSUL et al., 2007,
TERRASAN et al., 2010). Esse género apresenta grande importancia para
a producdo de penicilina, que revolucionou abordagens médicas para
tratar doencas bacterianas (FLEMING, 1929; THOM, 1945). O género
era classificado como deuteromicetos devido a reproducdo assexuada,
porém este género se divide em mais de 300 espécies (KIRK et al., 2008),
muitas dessas podem também realizar reproducdo sexuada, possuindo
outras classificacOes.

P. expansum, P. digitatum e P. italicum sdo ascomicetos (filo)
filamentosos fitopatogénicos que atacam frutas. Os patdgenos maceram o
tecido do hospedeiro e produzem quantidades significativas de enzimas
hidroliticas, sendo a poligalacturonase especialmente abundante (YAO;
CONWAY; SAMS, 1996).

P. expansum é uma espécie de fungo, do género Penicillium,
economicamente importante por causar danos a macas, mas também é
comumente encontrado em frutas citricas, peras e cerejas. Entre os fungos
isolados por Vifias et al. (1993), P. expansum, causador do "mofo azul”,
foi 0 mais encontrado e responsavel por 70% a 80% das perdas de frutas
armazenadas. Além disso, é considerado o principal produtor de patulina.
Quando as magéds contaminadas por P. expansum sdo usadas para elaborar
produtos de maca (por exemplo, sucos de frutas), esses produtos
provavelmente serdo contaminados com a toxina (MORALES et al.,
2008).

Os locais de infeccdo inicial geralmente ocorrem nas areas
feridas no fruto, em algum lugar que foi perfurado ou ferido, com a
entrada dos conidios (TORRES et al., 2006). Geralmente, os cortes
ocorrem durante a colheita e o processamento da fruta. Conidios podem
ser encontrados em todo o solo, na superficie das plantas, detritos em
decomposicdo, casca de arvore, no ar do pomar, em tanques e agua de
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lavagem das frutas (SPOTTS; CERVANTES, 1993), em caixas de
madeira (bins) contaminadas (SANDERSON; SPOTTS, 1995), nas salas
de empacotamento e na atmosfera (AMIRI; BOMPEIX, 2005). Estes
podem ser encontrados em qualquer estacdo, pois sobrevivem ao frio,
uma vez que os fungos sdo psicotroficos. Como os conidios existem e
sobrevivem em cada passo e ambiente dos processos de cultivo, colheita,
processamento, transporte e armazenamento, as frutas feridas ou
danificadas podem ser inoculadas em qualquer uma dessas fases. Depois
que os conidios tém acesso ao fruto ou ao caule, germinam e formam um
tubo germinativo. Este tubo de germinacéo continuara a crescer em hifas
e eventualmente micélio para colonizar a area.

P. expansum cresce melhor em condi¢des Umidas, frescas e com
acidez. Segundo Larous et al. (2007), este fungo foi 0 mais encontrado
em macad com podriddo. A temperatura e a umidade relativa 6timas para
crescimento encontradas foram 25°C e 90%, respectivamente. O fungo
cresceu de forma mais eficiente a uma faixa de temperatura de 15-25 °C,
com algum crescimento ainda, de forma mais lenta, a temperaturas mais
baixas e superiores.

P. expansum é a espécie microbiana mais comum no periodo pés-
colheita em magés, sendo um produtor de micotoxina patulina em sucos
de frutas pasteurizados (XU; BERRIE, 2005; FUNES et al., 2013).

O Penicillium foi o fungo mais encontrado em macés para
processamento de suco, no estudo de Salomédo et al. (2014). No entanto,
a etapa de pré-concentracdo era suficiente para destruir completamente
esporos de Penicillium uma vez que ndo foram encontrados nos estagios
seguintes. Labuda et al. (2005) investigaram a incidéncia de fungos
toxinogénicos em frutas e Penicillium também foi relatado como o
principal contaminante. Amiri e Bompeix, (2005) observaram que P.
expansum foi a espécie mais prevalente em macds em salas de
armazenamento. Além disso, no estudo de Saloméo et al. (2014), metade
das cepas de Penicillium foram identificadas como P. expansum. Durante
0 periodo de entressafra, as empresas de suco sdo abastecidas com macéas
armazenadas em cameras frias. Portanto, a presenca de P. expansum em
macas deve ser considerada uma possivel consequéncia do manejo pos-
colheita de frutos associados com a extensdo e as condicfes de
armazenamento. Muitas vezes as magds ndo sdo processadas assim que
recebidas na planta de processamento. Esta situacdo associada ao
armazenamento sem nenhuma condicdo de refrigeracdo para, por vezes,
mais de 5 dias, resulta em aumento no nivel de patulina (SYDENHAM et
al, 1995; SYDENHAM et al, 1997; SALOMAO et al, 2014).
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Este fungo tem a capacidade de produzir patulina em maca e seus
produtos (DOORES, 1983; WEIDENBORNER, 2001; MAFTEI et al.,
2014). Patulina é uma micotoxina conhecida por causar danos oxidativos
ao DNA de células humanas, que desempenha um papel na iniciacéo de
mutagénese e cancer (LIU et al., 2003).

Maftei et al. (2014), Syamaladevi et al. (2014) e Syamaladevi et
al. (2015) apontam e estudam a radiacdo ultravioleta como uma técnica
promissora para inativacdo de P. expansum.

2.1.2.2 Métodos de desinfeccao e conservacdo de frutas e suco de maga

Para o controle de P. expansum em macas existem métodos
bioldgicos, quimicos e fisicos.

O controle bioldgico pode ser feito com o uso de indutores de
resisténcia, que estimulam a producdo de substdncias naturais
(MOREIRA et al., 2002; BLUM et al., 2007) como, por exemplo, a
sintese de trans-resveratrol com o uso de elicitores para controle de
podriddes em macas (SAUTTER et al., 2008).

Para o controle quimico, podem ser citados a utilizacdo de
fungicidas em pré e pdés-colheita (PRESTES, 2003) e o cloro para
desinfestacdo da agua de lavagem e do ambiente (BEUCHAT et al.,
1998).

Os fungicidas utilizados em pré e poés-colheita reduzem os
microrganismos patogénicos e, pelo efeito residual, protegem as frutas
durante o armazenamento e o transporte (SANHUEZA, 2018). Contudo,
tém sido observados o alto custo e os riscos de contaminagéo ambiental e
de intoxicagio no momento da aplicagio (ANTONIAZZI,
DESCHAMPS, 2006), além da presenca de residuos nos frutos
(BRACKMANN et al., 2004). Isto resulta em restri¢des cada vez maiores
ao uso de agroquimicos, buscando alternativas que sejam eficazes no
controle de doencgas, mas que ndo comprometam a seguranca do alimento
e do meio ambiente (CONWAY, 2003; PERUCH; SILVA, 2005;
DROBY, 2006).

Nas industrias de frutas, o cloro (hipoclorito de sodio) é o
desinfetante mais utilizado, pois a lavagem com solugdes sanitizantes é a
Unica etapa em que é possivel reduzir a contaminagdo microbiana
(ALLENDE et al, 2009; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). Embora
uma variedade de desinfetantes, incluindo cloro, diéxido de cloro, dgua
calcinada e &cidos organicos, tenham sido estudados por sua capacidade
de reduzir os microrganismos, Varios estudos relataram sua incapacidade
de remover ou inativar alguns patégenos ou deteriorantes em produtos
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frescos (KIM et al., 2000a, 2000b; KOSEKI; ITOH, 2001; PARK et al.,
2001). Alémdisso, o cloro compromete a salide, pois pode deixar residuos
sobre a superficie dos frutos (BEUCHAT et al., 1998). As reacdes
guimicas de cloro com matéria organica podem criar compostos toxicos,
tais como trihalometanos (ALLENDE et al, 2009). Somado a isso, a
preparacdo de solugdes de higienizacdo a partir de produtos perigosos
concentrados envolve riscos para o0s trabalhadores durante o
processamento (ISSA-ZACHARIA et al., 2010). O uso de sanitizantes €
prejudicial ao meio ambiente, devido ao grande consumo de &gua
(CASANI et al.,, 2004) e por conter substancias capazes de afetar
diretamente 0s ecossistemas, alterar a oxigenagdo da agua e até poluir
rios, lagos e mares. Portanto, tem havido um grande interesse na
substituicdo desse método quimico como desinfetante de frutas.

Os tratamentos fisicos incluem o controle da temperatura durante
0 armazenamento, sendo baixas (refrigeracdo em condigdes de atmosfera
controlada) ou alta (com ar e agua aquecidos) (LURIE, 2006). Segundo
Kader (1992), o processo mais indicado para prolongar a vida Gtil pés-
colheita de frutos e hortalicas é a refrigeracdo, pois a temperatura é um
dos fatores ambientais que mais influenciam a qualidade de frutos e
vegetais pos-colheita. No entanto, refrigeracdo ndo controla totalmente as
podridfes, sendo indicada em combinacdo a outros métodos. Outro
aspecto importante, ¢ que o fruto, ao ser recebido nas unidades de
embalagem, deve ser refrigerado o mais rapido possivel para remover o
calor do campo, a fim de reduzir a respira¢do dos frutos e o crescimento
de fungos (KUPFERMAN, 1986).

O tratamento fisico mais utilizado para conservacéo de sucos de
frutas, como suco de maga é a pasteurizagdo. No entanto, a pasteurizacao
pode alterar aroma e sabor de tais produtos devido a temperatura e ao
tempo de processamento, além da destruicdo de compostos fendlicos e
consequente reducdo da atividade antioxidante (GUERRERO-
BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004).

Uma forma de evitar essas perdas das caracteristicas naturais dos
alimentos é o uso de um tratamento fisico ndo térmico. A introducdo de
novas tecnologias na inddstria de alimentos como técnicas ndo-térmicas
pode reduzir o tempo de processamento e melhorar as condicbes de
operacdo industriais permitindo a inativacdo de microrganismos em
temperaturas subletais, resultando em produtos de alta qualidade que
preservam as caracteristicas naturais. Esses produtos apresentam melhor
preservacdo das propriedades sensorial, nutricional e funcionais dos
alimentos (MAFTEI et al., 2014).
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Além disso, tratamentos ndo térmicos sdo considerados mais
benéficos em relagdo aos outros métodos de tratamento, devido a seu
menor consumo de energia, redugcdo do tempo de processamento e por
ndo ser prejudicial ao ambiente. Técnicas ndo térmicas criam um
equilibrio global entre processador e expectativas dos consumidores uma
vez que podem fornecer produtos de melhor qualidade e uma reduzida
degradacdo ambiental, enquanto o processamento reduz custos e aumenta
o valor agregado do produto (PEREIRA; VICENTE, 2010).

Dentre os tratamentos fisicos ndo térmicos inclui-se a destruicao
das estruturas de microrganismos contaminantes com uso de radiacdo
ultravioleta (FDA, 2011). O tratamento com a tecnologia UV-C oferece
varias vantagens aos produtores de alimentos, pois ndo deixa residuos,
ndo tem restri¢Bes legais e ndo requer um amplo equipamento de prote¢édo
ao trabalhador (YOUSEF; MARTH, 1988; WONG et al., 1998). UV-C é
usado como uma alternativa a esterilizagdo quimica e redugdo microbiana
em produtos alimentares e foi aprovado para uso como desinfetante para
o tratamento de superficie de alimentos (FDA, 2011). Tem havido um
interesse de longa data na aplicacdo de UV-C para a desinfeccao de frutas
e vegetais (YAUN et al., 2004). Por exemplo, Wilson et al. (1997)
relataram que era vidvel tratar macas na linha de embalagem durante o
processamento com radiacdo UV-C para controlar as perdas pés-colheita.
Além disso, as lampadas UV-C de alta intensidade tornaram-se
disponiveis e tém potencial para destruir as bactérias superficiais nos
alimentos (KOUTCHMA et al., 2009), podendo ser aplicado até para
conservagdo de produtos carneos.

2.2 PRODUTOS CARNEOS: PRESUNTO, SALSICHA E LINGUICA

Produtos carneos processados sdo aqueles em que as
propriedades originais da carne fresca foram modificadas através de
tratamento fisico, quimico ou bioldgico, ou por meio da combinacdo
destes tratamentos. Normalmente, o processo envolve cortes carneos ou
combinacdo destes, adicdo de condimentos, especiarias e aditivos
diversos (PARDI et al., 1996).

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 20, de 31 de julho de
2000, entende-se por presunto, o produto carneo industrializado obtido
dos cortes do membro posterior do suino, desossado ou ndo, e submetido
ao processo térmico adequado. Quando o membro posterior utilizado ndo
for de suino, o produto é denominado de presunto, seguido do nome da
espécie animal de procedéncia. Trata-se de um produto curado, cozido ou
semi-cozido, defumado ou ndo (BRASIL, 2000).
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O Decreto N° 9.013, de 29 de marco de 2017 define embutido
como sendo produtos carneos elaborados com carne ou com 6rgdos
comestiveis, curados ou ndo, condimentados, cozidos ou ndo, defumados
e dessecados ou ndo, tendo como envoltério a tripa, a bexiga ou outra
membrana animal (BRASIL, 2017).

A producdo de embutidos engloba produtos carneos ou néo
carneos como ingredientes, onde cada um exerce uma fungéo especifica
de acordo com a sua propriedade. Como a matéria prima dos ingredientes
carneos pode ser obtida de diversas fontes, isso acarreta em uma grande
variagdo quanto a sua composic¢éo (REIS, 1999).

Segundo a Instrugdo Normativa SDA - 4, de 31/03/2000, define-
se salsicha como um produto carneo industrializado, obtido da emulséo
de carne de uma ou mais espécies de animais de agougue, adicionados de
ingredientes, embutido em envoltério natural, ou artificial ou por
processo de extrusdo, e submetido a um processo térmico adequado
(BRASIL, 2000).

As salsichas sdo feitas a partir de uma emulsdo que consiste em
misturar ingredientes hidrossollveis e ingredientes lipossoltveis em um
cutter, de preferéncia a vacuo e baixa temperatura. A mistura resultante,
devido a extracdo das proteinas solUveis, torna-se viscosa e 0s pedacos de
carne tornam-se aderentes. A massa carnea é entéo enchida, ou formada,
preferencialmente sob vacuo, para prevenir bolsGes de ar dentro do
produto. As salsichas podem ter como processo alternativo o tingimento,
depelacdo, defumacdo e a utilizacdo de recheios e molhos (OLIVIO;
SHIMOKOMAKI, 2006).

Conforme Instrucdo Normativa N°4 de 2000, a matéria-prima da
salsicha é basicamente composta de carne de diferentes espécies de
animais de acougue, carnes mecanicamente separadas, miudos
comestiveis de diferentes espécies de animais de acougue, tenddes, pele,
gordura e alguns ingredientes opcionais como: agua, proteina vegetal e/ou
animal, agentes de liga, aditivos intencionais, acUcares, aromas,
especiarias e condimentos. Nesta mesma normativa, consta que as
salsichas deverdo ser embaladas com materiais adequados para as
condi¢cdes de armazenamento e que assegure uma protecdo apropriada
contra a contaminagdo (BRASIL, 2000).

A salsicha é considerada o carro chefe da familia dos embutidos
com 27% da producdo total. Teve sua origem na cidade de Frankfurt por
um agougueiro de nome Johann Georghehner, na Alemanha por volta de
1484 e em 1893 o consumo explodiu nos Estados Unidos tornando-se
populares em forma de cachorro quente em estadios de beisebol. Os
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consumidores gostavam do produto porque ele era facil de comer, pratico
e barato (PRICE; SCHWEIGERT, 1994; KORMIKIARIS, 2006).

A salsicha tipo hot-dog destaca-se como um dos produtos
carneos emulsionados mais populares, representando um importante
segmento das carnes industrializadas (OLIVEIRA et al., 2012).

A salsicha ¢ um dos produtos curados de massa fina que se
caracteriza pelo seu elevado grau de divisdo do seu processo de
fabricacdo, como cura, emulsdo e cozimento, etapas que requerem
extrema atencdo com profundos reflexos que interferem na qualidade
final e na conservacdo do produto (TERRA, 2005).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 4, de 31 de marco de 2000,
entende-se por linguica, o produto carneo industrializado elaborado a
partir de carnes de uma ou mais espécies de animais de agougue, obtida
na forma crua ou cozida, dessecada ou ndo, defumada ou néo, curada ou
nao, adicionado ou ndo de gorduras, toucinho, adicionado de ingredientes
e embutidos em tripas naturais ou artificiais. Conforme tecnologia de
fabricacdo (produto seco, curado, cozido, maturado) e composicdo das
matérias-primas, as linguicas podem ser classificadas em: Linguica
Calabresa - é o produto curado obtido exclusivamente de carne suina,
adicionado de ingredientes, devendo ter o sabor picante caracteristico da
pimenta calabresa submetidas ou ndo ao processo de estufagem ou similar
para desidratacdo e/ou cozimento, sendo o processo de defumacgdo
opcional; Linguica Portuguesa - é o produto curado obtido
exclusivamente de carnes suina adicionado de ingredientes, submetido a
acdo do calor com defumacdo (sabor acentuado de alho); Linguica
Toscana - é o produto cru e produto curado obtido exclusivamente de
carnes suina, adicionada de gordura suina e ingredientes; Paio - € 0
produto obtido de carnes suina e bovina (maximo de 20%) embutido em
tripas natural ou artificial comestivel, curado e adicionado de
ingredientes, submetida a acdo do calor com defumacéo (BRASIL, 2000).

O estado de Santa Catarina é o maior produtor nacional de carne
suina e o segundo maior de carne de frango, atendendo ao mercado
brasileiro e o exterior. A proteina animal é o carro chefe do agronegécio
catarinense, sendo o estado bergo das principais empresas do setor de
carnes do Brasil. Santa Catarina conta com 18 mil produtores integrados
as agroindustrias e o setor de carnes gera quase 60 mil empregos diretos
em frigorificos e industrias de beneficiamento (SANTA CATARINA,
2018).

Ao todo, o estado embarcou em 2017 mais de 1,34 milhdo de
toneladas de carnes para cerca de 130 paises, gerando uma receita que
passa de US$ 2,6 bilhdes. No dltimo ano, 40,4% da carne suina exportada
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pelo Brasil teve origem em Santa Catarina. O estado é o maior produtor
de carne suina, porém seu principal produto de exportagdo é a carne de
frango correspondendo a 17,7 % de tudo que o estado exportou em 2017.
Embora ndo seja um grande exportador de carne bovina, o estado
embarcou 2,5 mil toneladas no Gltimo ano e as receitas com as vendas
chegam a US$ 8,3 milhdes (SANTA CATARINA, 2018).

2.2.1 Deterioracao de Produtos Carneos

Os produtos carneos sdo facilmente contaminados por
microrganismos durante a manipulacdo e o processamento. A carne é
considerada um excelente meio de cultura para 0s microrganismos, pois
apresenta fatores intrinsecos que favorecem o crescimento microbiano.
Sendo alguns destes: alta atividade de agua, pH favoravel para a maioria
dos microrganismos e elevado teor de nutrientes. Além disso, ndo possui
constituintes antimicrobianos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Em produtos cérneos, o ponto de deteriora¢do pode ser definido
por um nivel tolerdvel de bactérias presentes, ocorréncia de odores
indesejaveis ou aparéncia inaceitavel. A vida Util desses produtos depende
do numero e do tipo de microrganismos, na sua maioria bactérias,
inicialmente presentes e seu crescimento subsequente (BORCH et al.,
1996).

Carnes e muitos outros alimentos de origem animal sdo
tipicamente deteriorados pelo crescimento e metabolismo de bactérias
Gram-negativas, incluindo Pseudomonas, Acinetobacter e Moraxella.
Entre as Gram-positivas que deterioram carnes estdo Clostridium,
Bacillus e as BAL.

Grande parte da microbiota bacteriana inicial encontrada em
produtos carneos estd firmemente ligada & superficie (GILL, 1982).
Quando se combina temperatura de refrigeragdo e condicBes de
microaerofilia (embalagens a vacuo ou embalagens com atmosfera
modificada) no armazenamento dos processados carneos, sao as bactérias
acido laticas que irdo predominar como deteriorantes daquele alimento
(VERMEIREN; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2004; BORCH et al.,
1996). Segundo Franz e von Holy (1996), tal predomindncia se deve
também, ao fato das BAL serem resistentes ao sal e ao nitrito.

A maioria dos produtos carneos é embalada a vacuo, ou seja, em
condicdo de microaerofilia, com a intengdo de inibir reacfes de oxidacao
e 0 crescimento de microrganismos deteriorantes, como por exemplo as
Pseudomonas, aumentando assim a sua vida Util. No entanto, este meio
torna-se favoravel ao crescimento de alguns microrganismos anaerébios,
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ou aerdbios facultativos deteriorantes. Quando submetidos a refrigeracéo,
as BAL tém uma vantagem consideravel na velocidade de crescimento
comparada com os aer6bios facultativos e com as bactérias gram-
negativas (SADE, 2011; ALCANTARA et al., 2012). Além das BAL,
Enterobacteriaceae e algumas vezes Brochothrix thermosphacta também
podem se favorecer com o ambiente (GRAM et al., 2002).

A deterioragdo de produtos carneos ocorre normalmente de trés
formas: aumento da viscosidade, acidificacdo e aparecimento de manchas
verdes. A deterioracdo viscosa ocorre na parte externa do produto, sendo
que leveduras e BAL dos géneros Lactobacillus, Enterococcus, Weissella
e Brochothrix thermosphacta podem ser encontradas nesse material. A
acidificacdo é resultado da utilizacdo de lactose e outros agucares por
microrganismos como Lactobacillus e Enterococcus, produzindo acidos.
As manchas verdes em carnes processadas sdo causadas pela presenca de
peroxido de hidrogénio (H20>), que pode ser produzido quando o produto
entra em contato com o ar, ou pelo acimulo devido ao crescimento de
microrganismos como Weissela viridescens, Lactobacillus fructivorans e
Lactobacillus jensenii (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os produtos carneos, como por exemplo embutidos, geralmente
passam pelo processo térmico para inativacdo de microrganismos.
Aqueles que sobrevivem ao processo térmico sdo controlados pela
utilizacdo de sais de cura que auxiliam na inibicdo de microrganismos
anaerdbios, porém podem favorecer o crescimento de bolores e leveduras
e de bactérias Gram positivas, como as bactérias laticas. Bactérias laticas
acabam tornando-se dominantes nestes produtos por serem relativamente
insensiveis aos nitritos (GOMES, 2007; JAY, 2005).

As BAL sdo identificadas como a maior populacdo deteriorante
das linguicas cozidas embaladas a vacuo, elas se desenvolvem facilmente
apés 0 seu processamento térmico e também em temperaturas de
refrigeracdo, levando a percepcdo de gosto azedo, exsudado leitoso,
producdo de slime e estufamento da embalagem (MARTINS, 2009;
MATAGARAS et al., 2007).

2.2.1.1 Bactérias acido laticas (BAL)

As BAL tém como principal caracteristica a formacao de acido
latico através da fermentacdo de carboidratos. Estas bactérias séo
microrganismos Gram-positivos, ndo formadores de esporos e
encontrados nas formas de cocos ou bacilos, sdo catalase e oxidase
negativos e microaerofilos e anaerdbicos facultativos (WOOD;
HOLZAPFEL, 1995). Sdo geralmente mesofilas, pois tém a temperatura
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6tima de crescimento entre 30 °C e 35 °C, no entanto conseguem se
desenvolver numa ampla faixa de temperatura entre 5 °C e 45 °C
(MASSAGUER, 2006; SILVA, 2015).

BAL podem ser divididas em quinze géneros, mas
tradicionalmente sdo subdivididas em quatro: Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc e Lactobacillus (JAY, 2005). As espécies
geralmente encontradas de forma natural em produtos carneos sao:
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
sakei, Weissella viridescens (anteriormente denominada Lactobacillus
viridescens) e Lactobacillus curvatus. Dentre essas, a espécie encontrada
mais frequentemente em produtos carneos é a W. viridescens
(MORISHITA; SHIROMIZU, 2008).

O metabolismo das BAL é estritamente fermentativo, podendo
ser classificadas como homofermentativas e heterofermentativas, de
acordo com o produto final da fermentacdo que é gerado. As bactérias
homofermentativas produzem &cido lactico como produto final da
fermentacdo e nesta classificacdo estdo incluidos o0s géneros
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus e Pediococcus. Ja as
heterofermentativas produzem acido lactico, diéxido de carbono, acido
acético e etanol, com isso sdo responsaveis pelo desenvolvimento da
acidez dos produtos e também pelo aparecimento de aromas e sabores
especificos. As bactérias classificadas como heterofermentativas séo:
Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium e Lactosphaera.
Os Lactobacillus apresentam-se tanto na forma homofermentativa quanto
na heterofermentativa (JAY, 2005; MASSAGUER, 2006).

As BAL estdo presentes em pequenas quantidades na microbiota
inicial de alimentos como vegetais, carnes, leite, produtos lacteos, molhos
para saladas, frutos do mar entre outros. Essas bactérias sdo geralmente
associadas com a deterioracdo de produtos carneos, processados, curados
e embalados a vacuo ou atmosfera modificada (AM) e armazenados a
temperaturas de refrigeracdo (BORCH et al., 1996; KORKEALA,;
BJORKROTH, 1997; SAMELIS et al., 2000). CondicGes de
armazenamento como descritas facilitam o crescimento das BAL devido
principalmente & microaerofilia e também & capacidade de crescerem a
temperaturas de refrigeragdo. Varios estudos tém mostrado que as
principais BAL deteriorantes de produtos carneos embalados em AM séo
Lactobacillus curvatus, Leuconostocs mesenteroides e, em alguns casos,
Carnobacterium spp., e Weissella spp. (SAMELIS et al., 2000;
TAKAHASHI et al., 2004; KOORT et al., 2005; VERMEIREN et al.,
2004; VASILOPOULOS et al., 2008; AUDENAERT et al., 2010).
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As salsichas avaliadas por Battistella (2008) possuiam como
concentracao inicial de BAL 2,06 Log10 UFC/g e o fim da sua vida util
foi determinado quando a contagem dessas bactérias chegou a um nivel
de 107 UFC/g em conjunto com a formacdo de viscosidade, a qual
prejudicou visivelmente sua aparéncia. A concentragdo de BAL
identificada no final da vida til das salsichas do trabalho citado foi a
mesma indicada nos trabalhos de Slongo et al. (2009) e Irkin et al. (2011).

Um problema bem conhecido pela indlstria de carne é o
esverdeamento de produtos céarneos, sendo uma das causas do
desenvolvimento do microrganismo W. viridescens que tem sido estudado
por diversos pesquisadores (HAN et al., 2011; HU et al., 2009; SANTOS
et al., 2005; SILVA, 2015; MARTINS, 2015).

As BAL deteriorantes podem causar efeitos indesejados, tais
como sabores e odores estranhos, descoloragdo, producgdo de gas com
perda de vacuo e inchago dos pacotes, diminuicdo do pH, mudangas na
textura e producdo de muco ou limo (liquido com aspecto leitoso),
resultando em degradacdo prematura e reducdo na vida atil do produto
final (BORCH et al., 1996; DAINTY; MACKEY, 1992; EGAN et al.,
1998; KORKEALA; BJORKROTH, 1997; SAMELIS et al., 1998;
SAMELLIS et al., 2000a; SAMELIS et al., 2000b; AUDENAERT et al.,
2010). A velocidade com que esses efeitos indesejados ocorrem é
dependente de uma combinacdo de fatores intrinsecos e extrinsecos. A
composicdo do produto, o método de embalagem e a temperatura de
armazenamento sao fatores citados por Borch et al. (1996). Além desses,
a utilizagdo de técnicas para inativacdo de microrganismos e consequente
preservacdo do alimento podem retardar o surgimento dos efeitos
indesejaveis, aumentando a vida Gtil do produto.

Franz e VVon Holy (1996) estudaram a inativacdo térmica de uma
combinacdo de BAL em salsichas. Patterson et al. (2010) avaliaram o
crescimento de W. viridescens em carne de aves cozida. Milbourne (1983)
verificou a termotolerdncia do mesmo microrganismo em processos
industriais de inativacdo microbioldgica. Os pesquisadores citados
sugerem que a presenca natural de BAL é a principal fonte de
contaminagdo e deterioracdo de produtos carneos e concluiram que nem
todos os processos térmicos utilizados industrialmente sdo efetivos na
inativacdo desses microrganismos.

2.2.1.1.1 Weissella viridescens

O género Weissella foi descrito por Collins et al. (1993)
baseando-se nas sequéncias do gene 16S rRNA, reclassificando
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Leuconostoc paramesenteroides e demais espécies relacionadas, como
Lactobacillus confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus
kandleri, Lactobacillus minor e Lactobacillus viridescens para o novo
género Weissella.

A espécie W. viridescens tem seu crescimento fortemente
influenciado pela temperatura de armazenamento, mesmo em condic¢des
de refrigeracio (KOUTSOUMANIS et al., 2006; CAYRE et al., 2007).
Estudos relataram a capacidade dessa espécie de resistir a tratamentos
térmicos (com Deoec= 14,7 min em mortadela de carne eDesc = entre 5 e
24 min dependendo dos meios de aquecimento e recuperacgao) e a alta
pressdo (400 a 600 MPa a 22 °C durante 10 min), além de conseguir
crescer em temperaturas de refrigeracdo. Estas caracteristicas favorecem
0 crescimento em produtos carneos, causando deterioracdo dos mesmos
(MILBOURNE, 1983; COMI; IACUMIN, 2012; HAN et al., 2010, 2011;
PEIRSON et al., 2003).

Estudos tém associado W. viridescens aos processos de
deterioracdo de lombo suino defumado e embalado a vacuo, bacon,
mortadela, salsichas embaladas a vacuo sob-refrigeracdo (SAMELIS et
al., 2000a), salsicha de sangue espanhola (KOORT et al, 2005; DIEZ et
al., 2009; GOMEZ-ROJO et al., 2015), filés de peito de peru cozido
embalado a vacuo (SAMELLIS et al., 2000b) e salsichas cozidas a vacuo
(IACUMIN et al., 2014).

2.2.2 Métodos de conservacao de produtos carneos

A contaminagdo microbiana pode ser a principal responsavel
tanto por perdas econdmicas, provocadas pela deterioracdo da carne,
como também problemas ligados a sadde do consumidor (JAY, 2005).
Por serem ricos em nutrientes e possuirem alta umidade, os produtos
carneos sdo um ambiente propicio a proliferacdo de microrganismos. Para
garantir a seguranca e integridade desses produtos, sdo utilizados alguns
métodos de inativacdo de microrganismos. Os principais métodos de
conservagdo sdo: tratamento térmico, salga, defumacdo, aditivos e
radiacdes.

O tratamento térmico pode ser aplicado por meio da
pasteurizacdo ou pela esterilizacdo. Na pasteurizacdo, o alimento é
submetido a um aquecimento moderado, podendo alcangar as
temperaturas de 58 °C a 75 °C, inativando todos os patogénicos e mais
uma boa parcela dos microrganismos deteriorantes. J& que a inativagéo
ndo € total, é importante que o produto, depois de pasteurizado, seja
mantido sob refrigeracdo. Na esterilizacdo, o aquecimento geralmente é
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feito com temperaturas acima de 100 °C, deixando o0s produtos
comercialmente estéreis. Este método normalmente é aplicado em
produtos enlatados que, sendo mais estaveis em temperatura ambiente,
ndo precisam de refrigeracdo (ROCA, 2000; OETTERER et al, 2006).

Segundo Drehmer (2005), sanitizantes quimicos sdo utilizados
em carcagas de animais recém-abatidos, destinados ao consumo humano,
na busca de reduzir a presenca de microrganismos patogénicos e
deteriorantes.

Tendo em vista que, ao aplicar calor as caracteristicas sensoriais
e nutritivas sdo alteradas, reduzindo a qualidade do alimento, bem como
0 uso de sanitizantes podem ser prejudiciais ao consumidor, métodos
alternativos a esses tratamentos tém sido estudados. O processo de alta
pressdo hidrostatica (APH) ¢ um método ndo térmico, que consiste em
submeter o alimento & pressurizacdo, em um espago confinado, a partir de
um fluido que atua como meio de transferéncia de pressdo (TORREZAN,
2003).

Outro método alternativo é a radiacdo, utilizado para satisfazer
quatro objetivos principais: esterilizacdo, pasteurizacdo, desinfecgdo e
inibicdo de germinacdo. Existem varias formas de energia radiante,
emitidas de varias maneiras, com comprimentos de onda, frequéncia e
forga de penetracdo diversas, que atuam de formas diferentes sobre o
sistema bioldgico. As radiagfes ionizantes possuem alta frequéncia e
incluem as radiacdes alfa, beta, e gama, raios X e néutrons. Os raios alfa
sdo atomos de hélio sem dois elétrons, com baixo poder de penetrag&o.
Os raios betas sdo mais penetrantes que os raios alfa, porém os raios X
possuem o maior poder de penetracdo (GAVA, 1984). As radiacdes ndo
ionizantes, entre os raios X e a luz visivel, incluem a radiag&o ultravioleta,
gue tem sido bastante estudada por sua eficiéncia na inativacdo de
microrganismos em agua e superficie de diversos materiais (GUEDES et
al, 2009).

2.3 RADIACAO ULTRAVIOLETA

Radiacdo Ultravioleta-C (UV-C 254 nm) é uma alternativa para
substituir desinfeccdo quimica de frutas frescas e produtos carneos ou
tratamentos térmicos destes alimentos e seus produtos (SYAMALDEVI
etal., 2013; CARLI et al., 2013).

A radiacdo ultravioleta foi descoberta em 1801 pelo cientista
aleméo Johan Ritter, que percebeu uma forma invisivel de luz, além do
violeta capaz de oxidar haletos de prata, chamada de luz ultravioleta no
fim do século XIX.
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A fonte natural de luz UV-C vem do sol. As fontes artificiais sao
chamadas de lampadas UV, nas quais a luz UV é gerada pela aplicacdo
de uma diferenga de potencial que gera uma descarga elétrica dentro de
um tubo de quartzo contendo uma mistura de gas (mercurio ou xénon), o
gue excita esses atomos. Estes, ao voltarem ao estado original de energia,
emitem luz em um comprimento de onda de 100 nm a 400 nm (LUCAS,
2003; EPA, 2017).

Segundo Koutchma e Orlowska (2012), a luz é emitida pela
descarga de gas em comprimentos de onda dependentes da sua
composicdo elementar e da excitagdo, ionizagao e energia cinética desses
elementos. As descargas de gas sdo responsaveis pela luz emitida pelas
lampadas UV. O fendmeno de transferéncia de luz UV é definido pelas
caracteristicas de emissdo da fonte UV, além de considerar o
envelhecimento da I&mpada a longo prazo e a absorcdo do produto.
Consequentemente, o desempenho de um sistema UV depende da
correspondéncia correta dos parametros da fonte UV com as demandas
da aplicacdo UV. As fontes de UV comercialmente disponiveis incluem
lampadas de mercurio de baixa e média pressao (LPM e MPM), lampadas
de excimer (EL), lampadas pulsadas (PL) e diodos emissores de luz
(LED). LPM e EL séo fontes monocromaticas, enquanto a emissdo de
MPM e PL ¢ policromatica. N&o ha relatdrios sobre a aplicacdo de EL no
processamento de frutas (KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012).

As fontes de lampadas UV de vapor de mercUrio tém sido usadas
com sucesso em tratamento de agua por quase 50 anos e sdo consideradas
fontes confidveis para outros tratamentos de desinfeccdo que se
beneficiam de seu desempenho, baixo custo e qualidade. Normalmente,
sdo utilizados trés tipos gerais de lampadas UV de mercurio: baixa
pressdo (LPM), alta pressao alta saida (LPHO) e média pressao (MPM).
Estes termos sdo baseados na pressdo de vapor de mercdrio quando as
luzes estdo a funcionar (KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012).

A luz ultravioleta (UV) é uma porcdo do espectro
eletromagnético que varia de 100 nm a 400 nm (Figura 2.1). E subdividida
em UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm),
conhecido como intervalo germicida, uma vez que inativa efetivamente
microrganismos; e UV de vacuo (100-200 nm), que pode ser absorvido
por quase todas as substancias e assim, pode ser transmitido apenas no
vacuo (KOUTCHMA et al., 2009; GUEDES et al., 2009).
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Figura 2. 1 Espectro eletromagnético
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O efeito germicida da radiacdo ultravioleta foi detectado pela
primeira vez em 1878, mas as primeiras unidades de processamento
foram construidas em 1955 na Suica e na Austria (AGUIAR et al., 2002).

No comprimento de onda germicida (200 a 280nm), a radiacdo
UV-C ¢ suficiente para causar deslocamento fisico de elétrons e quebra
de ligacdes no acido desoxirribonucleico (DNA) dos microrganismos.
Isso altera seu metabolismo e reproducdo, ou seja, a injuria aos sistemas
de reproducio das células as leva & morte (GUERRERO-BELTRAN;
BARBOSA-CANOVAS, 2004; BINTSIS; LITOPOULOU-
TZANETAKI; ROBINSON, 2000). Como a composi¢do de DNA varia
entre espécies, existe uma faixa de pico de absor¢do de UV-C (GUEDES
et al., 2009). Comprimento de onda entre 250 e 270 nm é mais eficaz em
termos de efeitos bactericidas, uma vez que, os fétons sdo melhor
absorvidos pelo DNA microbiano nestes comprimentos de onda
especificos (KOUTCHMA; FOMEY; MORARU, 2009).

Segundo Cutler e Zimmerman (2011), o mecanismo de
inativacdo microbiana estabelecido por exposicdo a luz UV-C é a
formacdo de dimeros de DNA. A radiacdo promove a quebra das ligacdes
entre as bases nitrogenadas e a pronta unido entre as bases adjacentes, ou
préximas entre si na mesma fita, por ocasido de uma dobra na cadeia
(Figura 2.2). A estabilidade desta nova ligacdo faz com que as duas fitas
do DNA percam permanentemente o contato entre si nos pontos onde o0s
dimeros sdo formados, prejudicando a codificacdo de RNA,
comprometendo as func¢des da célula ainda em intérfase (interfase entre a
mitose e a meiose, é o periodo do ciclo celular em que a célula aumenta
0 seu volume, tamanho e ndmero de organelas) e impedindo o processo
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de replicacdo do DNA, causando morte celular. Além disso, efeitos
fotoquimicos indiretos, tais como formacdo de radicais livres, também
podem induzir alteragfes ultra-estruturais (CUTLER; ZIMMERMAN,
2011).

Figura 2. 2 Representacdo da radiagdo UV no DNA dos microrganismos
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Os microrganismos quando expostos ao tratamento UV recebem
uma dose de luz. De acordo com EPA (2006) e Keyser et al. (2008) a
dose é a energia de luz incidente por area num determinado tempo e € a
forma de identificar a quantidade de energia recebida, que pode ser
calculada pela Equacéo 2.1.

Dosagem ou dose (J/m?) = Intensidade (W/m?) x tempo (s) (2.1)

A intensidade é relativa ao tipo de lampada UV (mercurio,
amalgama, de alta pressdo, média ou baixa) enquanto o tempo € o tempo
de contato do produto com a energia da lampada (BOLTON, 2000).

Para medir a dose, Koutchma (2009) destacou que sdo instalados
nos equipamentos sensores chamados de radidmetros (térmicos ou
fotbnicos).

Mone (1973) esclareceu que o tratamento UV tem uma série de
vantagens frente a esse para tratamentos de cloracdo da agua, entre 0s
quais: o tratamento com cloro requer cuidados maiores na opera¢do; em
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pequenas instalagcdes as fumacas do gas cloro, se liberadas, podem ser
letais; o cloro por si mesmo ¢ altamente corrosivo e toxico; o cloro é um
aditivo material que pode gerar um gosto indesejavel na agua e uma
diminuicdo do seu pH; é quimicamente ativo e pode reagir com
ingredientes ativos de efluentes, gerando compostos téxicos, como por
exemplo: com a aménia formando cloraminas (altamente toxicas para
peixes mesmo em baixas concentracdes) e com fendis formando
clorofenois (toxico também).

Guerrero-Beltran e Barbosa-Cénovas (2004) esclareceram que a
luz UV, por se tratar de um processo fisico no qual a energia é o meio
germicida, tem diversas vantagens: ndo gera subprodutos que poderiam
alterar o sabor, odor e cor no alimento, no gera residuos quimicos, € um
processo frio, a seco, simples, efetivo e de baixo custo em rela¢do a outros
processos de esterilizacdo, além de ndo gerar qualquer tipo de
radioatividade ionizante (radiacdo gama).

De modo geral, sistemas de desinfeccdo por UV sdo faceis de
instalar, com minimas paradas na planta de processamento; com pequena
manutencdo (apenas substituicdo das lampadas a cada 9 a 12 meses,
dependendo do uso) e de facil uso pela equipe treinada (BERSON, 2005).

Alternativas ao tratamento quimico para a desinfeccdo de
superficie de frutas e legumes frescos foram estudados (NOVAK et al.,
2008; BIALKA; DEMIRCI, 2007) dentre eles a aplicagdo de radiacéo
UV-C, que pode ser eficaz para inativagdo microbiana em superficies de
frutas e vegetais (BINTSIS et al, 2000; GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2001; ALLENDE; ARTES, 2003; ERKAN et al., 2001). Yaun et al.
(2004) utilizaram a radiacdo UV para reduzir a populacdo de Salmonella
spp. e Escherichia coli O157: H7 na superficie de macas e outros vegetais
e descobriram que UV-C foi mais eficaz contra estes patdgenos do que
20-320 ppm de cloro.

Segundo Carli e colaboradores (2013), a radiacdo UV-C é
utilizada em algumas industrias de alimentos para desinfeccdo de
carcacas, mas a profundidade de penetracdo da radiacdo é limitada
(devido as dobras de pele e foliculos pilosos), além de que, deve-se
considerar o impacto sobre a oxidagao de gordura.

Midgley e Small (2006), afirmaram que os tratamentos por UV
foram associados a oxidacdo lipidica acelerada e ao escurecimento devido
a formacdo de metamioglobina, particularmente nas carnes de porco e
aves. Porém Elmnasser et al. (2008) afirmaram que o tratamento com luz
pulsada ndo provocou a oxidacédo de acidos graxos. Wallner-Pendleton et
al. (1994) relataram que o UV ndo causou rancidez oxidativa prejudicial
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em carcacgas de aves, porque a luz UV ndo induz a producédo de radicais
livres oxidantes.

As exigéncias dos consumidores nos Ultimos anos deslocaram-se
para produtos naturais e minimamente processados. Portanto, UV-C pode
ser um método de preservacdo alternativo aos métodos tradicionais que
visa inativar microrganismos indesejaveis e, a0 mesmo tempo manter o
alimento "fresco”, bem como preservar suas propriedades nutricionais e
bioativas. UV-C foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration
gue é o 6rgdo do governo dos Estados Unidos responsével pelo controle
dos alimentos, suplementos alimentares, medicamentos, cosméticos,
equipamentos médicos, materiais biol6gicos e produtos derivados do
sangue humano) para a inativagdo e reducdo de microrganismos na
superficie de alimentos e em alimentos liquidos (FDA, 2011).

Chun et al. (2009) destacaram a falta de estudos que investigue
os efeitos de UV-C para reducdo de microrganismos indesejados em
produtos carneos prontos para consumo. Estes autores realizaram um
estudo para examinar os efeitos desta técnica em presunto fatiado para
inativacdo de patdgenos e constataram que radiacdo ultravioleta pode ser
usada para melhorar a seguranga microbiana do produto.

UV-C inativa eficazmente uma variedade de microrganismos
deteriorantes de alimentos, portanto, estd sendo considerado como
promissor método de conservacdo, como alternativa ndo-térmica. Na
maioria dos estudos, lampadas de mercurio de baixa pressdo (LPM) com
a saida monocromatica a 254 nm foram aplicadas para tratamentos de
sidra (DONAHUE; CANITEZ; BUSHWAY, 2004) e suco de maca
(MURAKAMI et al., 2006; ORLOWSKA et al., 2015).

A eficécia da desinfec¢do por UV-C na superficie dos frutos é
influenciada por varios fatores, incluindo: dose de UV-C (Joules por
metro quadrado), intensidade de UV-C (watts por metro quadrado),
tempo de exposicao (segundo), caracteristicas de superficie, concentracio
inicial de microrganismo (OTTO et al. 2011) e do tipo de microrganismo
(GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004). Uma vez
que a radiacdo UV-C tem a profundidade de penetracdo limitada, as
caracteristicas morfoldgicas do alimento, tais como a aspereza e a
presencga de feridas na superficie dos frutos, por exemplo, interfere na
inativacdo microbiana (WONG et al, 1998; WOODLING; MORARU,
2005; SCHENK et al., 2008).

Tratamento UV-C tem sido utilizado com sucesso por muitos
anos para a descontaminacao de agua potavel (BOLTON, 2010; HIJNEN;
BEERENDONK; MEDEMA, 2006; SONNTAG; SCHUCHMANN,
1992; TEMPLETON; HOFMANN; ANDREWS, 2006). Para outros
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liquidos, tais como sucos de frutas, um dos principais fatores limitantes
para a eficiéncia do tratamento com UV-C ¢ a profundidade de penetragdo
reduzida como um resultado da presenca de solutos e particulas
(WRIGHT et al., 2000).

Outra limitacdo do tratamento UV-C pode ser a formacdo de sub-
produtos indesejaveis (VALAPPIL et al., 2009). Ha relatos de que UV-C
pode modificar componentes de alimentos, levando a formagdo de
compostos como o furano a partir de acidos graxos que foi classificado
pela OMS (Organizacdo Mundial da Salde) como potencialmente
cancerigeno para os seres humanos (BULE et al., 2010; FAN; GEVEKE,
2007; FAN, 2015).

O DNA é mais sensivel aos danos induzidos por UV-C do que
outras biomoléculas. No entanto, hd inimeras observacgdes de que a UV-
C é capaz de modificar uma série de constituintes quimicos alimentares,
conduzindo a formacéo de novos compostos com atividades bioldgicas
desejadas (MULLER et al., 2013). Além disso, no estudo de Miller et al.
(2013), apesar de um ligeiro aumento na concentracdo de um composto
potencialmente genotoxico tais como furano, tratamento com UV-C nas
dosagens testadas ndo resultou em qualquer alteracdo nos efeitos
citotdxicos ou genotoxicos do suco de macad em células intestinais.

UV-C foi aprovado pela FDA para a inativacdo de
microrganismos em superficies de produtos alimentares e para reducéo de
microrganismos em sucos como um tratamento substituto da
pasteurizagdo (FDA, 2011).

Segundo Lagunas-Solar (2014), a natureza da superficie exposta
determina a eficécia da radiacdo UV-C. Em frutas e em muitos vegetais,
a presenca de substdncias quimicas absorventes de UV limita a
profundidade de penetracdo de radiacdo na superficie. Além disso, ceras
naturais e adicionadas (lipidios) contribuem para a refletancia difusa e
especular. Refletancia especular ¢ a reflexdo espelhada de UV (ou outros
tipos de ondas) de uma superficie em que UV de uma Unica direcdo
incidente é refletida em uma Unica direcdo de saida (refletida) e diminui
0s niveis de acdo da radiacdo UV-C. Nédo foram relatadas medicGes de
reflectancia em frutas e vegetais e, portanto, nenhuma estimativa
guantitativa deste mecanismo de perda de energia é conhecida. Barreira
fisica natural também esta presente como tricomas que se combinam com
as camadas naturais cerosas em algumas cultivares e com alguma
rugosidade fisica (isto é, furos e fendas). Esta combinagdo resulta em
sombras ou escudos para microrganismos. Outras limitaces sdo devidas
as caracteristicas geométricas de algumas frutas e vegetais frescos (por
exemplo, cachos de frutas, folhas dobradas em vegetais, etc.). O tecido



57

biolégico ¢ uma barreira eficaz a penetracdo de radiacdo UV-C.
Finalmente, como os fétons de radiagdo UV-C se movem em trajetorias
retas de sua fonte, a geometria redonda ou oval de muitas commaodities
fornece blindagem eficaz que forgca a exposicdo de forma precisa do
caminho de incidéncia da radiacdo UV. As superficies redondas
aumentam os efeitos naturais de blindagem ou sombreamento e
minimizam a interagdo direta dos fétons de UV-C com os patégenos alvo.
Estes efeitos naturais e combinados na superficie das frutas sdo ilustrados
esquematicamente na Figura 2.3.
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Figura 2. 3 Representacdo esquematica dos efeitos de sombreamento de radiacdo
UV nas superficies de frutas arredondadas.
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Manzocco et al. (2011) aplicaram diferentes intensidades de
radiacdo UV-C (1,2, 6,0, 12,0 e 24,0 kJ/m?) em fatias de macas e
obtiveram fatias mais estaveis do que o controle (sem tratamento) em
termos de crescimento microbiano, escurecimento e formagé&o de sabores
desagradaveis. Estes efeitos foram atribuidos, ndo sé a inativacdo direta
de microrganismos e enzimas pela radiagdo UV-C, mas também pela
formacéo de uma pelicula fina e seca sobre a superficie do produto. Esta
pelicula de protecdo comestivel inibiu o crescimento microbiano e
impediu a desidratacdo durante 0 armazenamento e a0 mesmo tempo era
fina o suficiente para ndo haver percepcao pelo consumidor.

A influéncia da radiagdo UV-C em alguns atributos de qualidade
(cor, pH, teor de solidos sollveis, indice de formol, fendlicos totais,
acucares e vitamina C) e nas atividades enzimaticas de suco de magé foi
investigada por Falguera, Pagan e Ibarz (2011). O suco foi irradiado por
120 min com uma lampada de mercurio de alta pressdo de 400 W, que
emite em um intervalo entre 250 e 740 nm. O tratamento foi eficaz na
inativacdo das enzimas analisadas. N&o foram observadas variages em
pH, teor de solidos sollveis, indice de formol, fendlicos totais, aclcares
e cor. A cor do suco ndo variou durante todo o experimento para a cultivar
King David. Porém, os sucos feitos de Golden, Starking e Fuji, a radiacdo
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UV prejudicou alguns dos seus pigmentos. O teor de vitamina C de
algumas cultivares diminuiu por volta de 5% e em apenas uma diminuiu
70%.

Os efeitos da radiacdo ultravioleta sobre os microrganismos
deteriorantes como bactérias acido laticas (MULLER et al., 2015;
PUERTOLAS et al., 2009) e fungos (SYAMALADEVI et al., 2014;
SYAMALADEVI et al., 2015) sdo descritos pelo modelo primario de
Weibull.

2.4 ESTUDO DE VIDA UTIL

Define-se tempo de vida Gtil como o periodo de tempo que o
alimento permanece estavel e mantém todas as caracteristicas desejaveis,
incluindo a seguranca em nivel microbiolégico (DOYLE, 2007). Outra
definicdo seria o periodo de tempo ao fim do qual sdo percebidas
diferengas significativas nas caracteristicas definidas para um
determinado produto (KILCAST; SUBAMANIAM, 2007). Estas
diferencas podem ser em parametros microbiolégicos, quimicos, fisicos
ou diferencas detectadas ao nivel da analise sensorial do alimento
(OLIVEIRA, 2009).

Por se tratarem de material biol6gico de origem vegetal ou
animal, alimentos estdo sujeitos a diferentes processos de deterioracgéo,
sendo os mais emergentes, aqueles de origem microbiana e que, portanto,
recebem sempre 0 maximo de aten¢do. Contudo, mesmo com a prevengao
adequada a esse tipo de deterioracdo, o alimento estara sujeito durante o
seu ciclo de vida atil a uma série de outras reacgGes, cuja velocidade,
variard em funcéo de diversos fatores, tais como: temperatura, umidade,
acidez, teor de oxigénio, embalagem e outros (BATTISTELLA, 2008).

Para garantir a vida util dos alimentos e a sua seguranca
microbioldgica, deve-se minimizar niveis de contaminacéo, limitando ou
impedindo a taxa de crescimento microbiano. Estratégias vém sendo
adotadas pelas industrias alimenticias, introduzindo novas tecnologias,
novas embalagens, métodos de conservagdo, como também em
programas de qualidade (McMEEKIN et al, 1997).

Quando os microrganismos se encontram num ambiente ndo
limitante em termos de nutrientes, como é o caso da maior parte dos
alimentos, e em condi¢Bes ambientais favordveis, reproduzem-se
aumentando de forma acentuada o seu nimero. Esta mudanga no ndmero
de microrganismos é dada pelas curvas de crescimento microbiano, nas
quais é representada a variagdo do nimero de microrganismos em fungéo
do tempo, tendo em conta a influéncia de fatores intrinsecos e/ou
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extrinsecos, dado que se apresentam como condi¢des que ditam a
sobrevivéncia, crescimento e controle sobre 0s microrganismos
desejaveis e/ou indesejaveis nos alimentos. Considerando um meio
adequado em termos de fonte de energia, nutrientes, condicdes fisicas e
quimicas favordveis, o crescimento dos microrganismos é dado pela
representacdo grafica do Log (UFC/g) em funcdo do tempo, e este é
geralmente caracterizado por 4 fases distintas (FERREIRA et al., 1998).
A representacdo de uma curva tipica de crescimento microbiano
confinado encontra-se na Figura 2.4.

Figura 2. 4 Curva de crescimento microbiano
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Como pode ser visto na Figura 2.4, distinguem-se 4 fases, a fase
lag, caracterizada por ndo se verificar crescimento e diz respeito a uma
fase de adaptacdo em termos de ajuste fisiologico e bioquimico dos
microrganismos ao ambiente. Segue-se a fase exponencial (log), em que
as células microbianas reproduzem-se tao rapido quanto possivel a uma
velocidade constante. O valor da taxa especifica de crescimento (l)
mantém-se constante atingindo o seu valor maximo (Umax), € corresponde
ao declive da reta que define o crescimento nesta fase. Apos esta fase de
crescimento exponencial, devido ao esgotar de nutrientes no meio e/ou o
acumular de metabolitos dos microrganismos, 0s quais podem ser
inibitérios, verifica-se o cessar da divisdo dos microrganismos, entrando
entdo numa fase estacionaria. Apos esta fase, devido ao excesso de
metabolitos toxicos e/ou a autélise das células por enzimas liticas, ocorre
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a morte das células, que ¢ definida pela perda irreversivel da capacidade
destas se dividirem, o que resulta nos decréscimos da populacgéo viavel,
fase denominada de declinio ou morte (FERREIRA et al., 1998;
BARANYI, 2009; OLIVIERA, 2009).

2.5 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva descreve, através de modelos
matematicos, o crescimento ou inativacdo de microrganismos submetidos
a determinadas condi¢bes de fatores intrinsecos (pH, aw, etc) e
extrinsecos (temperatura, atmosfera gasosa, etc) constantes e/ou
variaveis. Assim, pode ser considerada uma &rea multidisciplinar por
compreender areas da matematica, engenharia, quimica e biologia para
tratar e prever comportamento microbiolégico em determinados
alimentos e determinadas condi¢des (SCHAFFNER; LABUZA, 1997;
McDONALD; SUN, 2008).

Ha registros de uso de modelos preditivos de microbiologia
desde a década de 20 com a utilizacdo de métodos para calcular o tempo
de destruicéo térmica de microrganismos em alimentos (GOLDBLITH et
al., 1961; NAKASHIMA et al., 2000). Um dos primeiros registos da sua
aplicacdo, foi feito por Esty e Meyer (1922), para descri¢do da destruicéo
térmica de esporos de C. botulinum tipo A, através de um modelo
logaritmico linear, modelo este que tem por base o fato de a determinada
temperatura, a velocidade de morte térmica ser constante ao longo do
tempo, ou seja a percentagem de células inativadas por unidade de tempo
é constante (McMEEKIN, et al., 2002; BARANYI; ROBERTS, 2004).
Um avango posterior, em 1936, por Scott, associou a velocidade de morte
térmica com a disponibilidade de agua na matriz, hoje denominada
atividade de agua. Este orientou posteriormente os seus estudos para a
influéncia da variagdo da temperatura na velocidade de morte dos
microrganismos (MAFART, 2005).

Através de inovagbes tecnoldgicas, tornou-se possivel a
aplicacdo de todas as teorias e conceitos da microbiologia preditiva
(McMEEKIN et al.,, 2008). A década de 80 foi marcada pelo
desenvolvimento da &rea devido a importantes casos de intoxicacéo
alimentar, levando ao aumento da conscientizagéo publica da necessidade
da oferta de alimentos seguros com resultados de qualidade mais rapidos.
Além disso, as aplicagdes praticas comegaram a se materializar e se tornar
mais acessiveis devido a utilizagdo do computador. Esse contexto gerou
investimentos em pesquisas principalmente pelos paises Estados Unidos,
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Australia e paises europeus (ROSS; McMEEKIN, 1999; TIJSKENS et
al., 2001; WHITING; 1995).

Os modelos matematicos utilizados em microbiologia preditiva
podem ser classificados em modelos primarios, secundarios e terciarios
(WHITING; BUCHANAN, 1993). Os modelos primarios descrevem as
mudancas de quantidade de microrganismos ou outra resposta microbiana
com o tempo em um conjunto de condigdes constantes. Os modelos
secundarios descrevem como as respostas de parametros obtidos no
modelo priméario variam com as condi¢bes ambientais como pH,
temperatura, atividade de 4gua ou concentracdo de determinado
sanitizante, por exemplo. Modelos terciarios acoplam modelos primarios
e secundarios com o objetivo de gerar predicdes para condigdes
ambientais variaveis, sendo eles geralmente disponiveis de forma didatica
em softwares.

2.5.1 Modelos primarios de crescimento

Dentre os modelos primarios de crescimento, os mais utilizados
na literatura sdo: modelo de Baranyi e Roberts (BARANYI; ROBERTS,
1994), o modelo de Gompertz (ERKMEN, 2000) e Gompertz modificado
(ZWIETERING et al., 1991), modelo Logistico (ERKMEN, 2000;
GIBSON et al, 1987), modelo Logistico modificado (CORRADINI;
PELEG, 2005), modelo linear de trés fases, conhecido também como
modelo de Buchanan (BUCHANAN et al., 1997) e 0 modelo de Huang
(HUANG, 2008).

2.5.1.1 Modelo de crescimento de Baranyi e Roberts

O modelo de Baranyi e Roberts é um dos mais utilizados devido
a alguns fatores: (i) sua facilidade de uso por ter softwares disponiveis em
que as equacles ja estdo inseridas, (ii) é aplicAvel em condigdes
ambientais dindmicas, (iii) tem uma boa capacidade de ajuste, e (iv) a
maior parte dos parametros do modelo sdo biologicamente interpretaveis
(VAN IMPE et al., 2005; LEBERT; LEBERT, 2006).

O modelo de crescimento de Baranyi e Roberts demonstrado na
Equacédo 2.2, procura entender as causas da fase de laténcia e emprega
novos conceitos, como o estado fisioldgico das células (BARANYI,
ROBERTS, 1994).
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A Equacdo 2.2 descreve 0 modelo de Baranyi e Roberts
(BARANYI; ROBERTS, 1994) e na Equacdo 2.3 esta representada a
funcéo de ajuste deste modelo.

1 eMuF(H_1
In(N) = In(No) +RF(D- In (1+ -
c

In (Nma'x/N 0))

) 2.2)

F(t)=t+= In(eC#0+eCho)l 0]y (2.3)
n

Em que N é a concentragdo celular no tempo t, No € a concentracao
celular inicial, Nmsx (Ymax ) € concentragdo celular méxima, m é o
parametro de curvatura do modelo e o parametro ho é considerado o
estado fisiologico das células e é dado pela Equacéo 2.4:

ho=pr (2.4)
2.5.2 Modelos primérios de inativagédo

Por muito tempo, a inativacdo de microrganismos foi considerada
um processo que seguia 0 modelo cinético de primeira ordem ou modelo
de Bigelow (MCMKELLAR; LU, 2004). Contudo, sabe-se hoje que esse
modelo trata-se de uma excecdo, e que a inativagdo de muitos
microrganismos ndo ocorre de maneira log-linear. Este modelo assume
gue todas as células e esporos na populagdo tém a mesma resposta a um
dado tratamento letal e que sua inativacdo é descrita por uma cinética de
primeira ordem (Equacéo 2.5) (SCHAFFNER; LABUZA, 1997; PELEG,

2006).

dN
L= —kN (25)

t € o tempo, N é a concentracdo de microrganismos e k é a
constante de reagao.

Considerando-se as condi¢des iniciais como: tp=0 e N=No, e
integrando dentro de um determinado intervalo de tempo (0 a t), no qual

foi aplicado o tratamento isotérmico, tem-se a Equagéo 2.6:
InN — InNy, = —kt (2.6)
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Na forma exponencial, a Equagdo 2.6 pode ser escrita pela
Equagdo 2.7:

— ,—kt
N, e (2.7)

ou seja: a destruicdo de microrganismos ocorre de forma
exponencial.

Aplicando-se logaritmo decimal tem-se a Equagdo 2.8 que
descreve a curva de sobreviventes em funcéo do tempo, proporcional a
uma constante k.

g N _ ke
°9N, = 2,303

(2.8)

Em termobacteriologia, define-se o parametro D como tempo de
morte térmica ou tempo de redugdo decimal.

D é definido como na Equacéo 2.9:
——=— (29

Substituindo-se a Equacdo 2.9 na Equacdo 2.8, a curva de
sobreviventes pode ser descrita pela Equagdo 2.10:

N t

Que é a equacdo de Ralm (modelo de Bigellow) para a curva de
sobreviventes.

A teoria de que a inativacdo microbiana segue uma cinética de
primeira ordem tem sido debatida por anos. Curvas de sobrevivéncia
logaritmicas lineares sdo, na realidade, excecfes para células vegetativas
e esporos (PELEG, 2006). Sendo assim, os métodos tradicionais de
primeira ordem para céalculo de esteriliza¢do néo séo apliciveis e métodos
matematicos alternativos devem ser encontrados (CORRADINI et al.,
2005).
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Muitos microrganismos apresentam curvas de inativagdo ndo
lineares, onde se observa um “ombro” no inicio, seguido de uma fase
linear de destruicdo (fase logaritmica da curva). A medida que a
temperatura de inativacdo aumenta, a fase “lag” ou “ombro” vai
diminuindo, levando ao aparecimento de uma reta (SALOMAO et al.,
2007; FUJIKAWA et al.,, 2000). Pode ser ainda observado um
comportamento de inativacao logaritmica no inicio seguido de uma cauda
(CERF, 1977). Essas diferentes curvas podem ser vistas na Figura 2.5.

Figura 2. 5 Curvas de inativa¢do de microrganismos usualmente observadas na
literatura. No grafico (a) estdo representadas as curvas: (A) log-linear; (x) log-
linear com cauda; (0) sigmoidal; (o) log-linear precedida de ombro. No gréafico
(b): (A) bifasica; (x) concava; (0) bifasica com ombro; (0) convexa.
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FONTE: GEERAERD et al., 2012.

Dentre os modelos mais utilizados na literatura para descrever
inativacdo de microrganismos estd o0 Modelo de Weibull. Este modelo
assume que as células e os esporos em uma populacdo tém diferentes
resisténcias e uma curva de sobreviventes é apenas a forma acumulativa
de uma distribuicdo de agentes letais (VAN BOEKEL, 2002).
Assumindo-se que o tempo de inativacdo t segue a distribuicdo de
Weibull, obtém-se a Equagéo (2.11):

log <N£§)> = - (é)a (2.11)

Onde N(t) é a populacdo de microrganismos (UFC/mL) no
instante t; No a populacéo inicial do microrganismo (UFC/mL); t é o
tempo (min); o é o fator de forma e B o fator de escala ou fator de
localizagéo.
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Segundo Haberbeck (2011), a dire¢do da concavidade da curva
de sobreviventes no Modelo de Weibull ¢ uma manifestacdo das
diferentes vias de inativagdo dos microrganismos (Figura 2.6). Curvas
com concavidades voltadas para baixo (o > 1) retratam uma populagdo
que progressivamente diminui, € 0 tempo necessario para destruir a
mesma fracdo de microrganismos diminui com o passar do tempo.
Concavidades voltadas para cima (o < 1), formando uma cauda indicam
que a populacdo de microrganismos contém membros que morrem
rapidamente. Porém, a medida que o processo de destruicdo ocorre, 0s
sobreviventes sdo 0s mais resistentes, levando a um tempo maior de
inativacdo (PELEG, 2006; ARAGAO et al., 2007). Uma curva linear de
sobreviventes, considerada como cinética de primeira ordem, € um caso
especial da equacdo de Weibull onde o = 1 (MCMKELLAR; LU, 2004,
PELEG; COLE, 1998).

Figura 2. 6 Curvas de sobrevivéncia descritas pelo modelo de Weibull com
diferentes valores para o fator de forma a.

log (N/Ng)

Tempo (min)

Fonte: HABERBECK, 2011.

2.5.3 Modelos secundarios

Os modelos secundarios descrevem como as respostas de
parametros primarios variam com as mudangas de condi¢des ambientais.
Alguns exemplos sdo modelos polinomiais, equacdo tipo Arrhenius,
modelo da raiz quadrada ou de Ratkowsky (2002), entre outros
(MCMEEKIN et al., 2002; WHITING, 1995). Além destes modelos,
Corradini e Peleg (2005) tém demonstrado que modelos empiricos, como
a Equacdo 2.12, podem ser utilizados para descrever a varia¢do dos
parametros dos modelos primarios com a temperatura e outros fatores
como atividade de agua, pH, concentracdo de sanitizantes, dentre outros.
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y=a.exp(c.T) (2.12)

Em que y é o parametro do modelo primario, a e ¢ sdo as constantes
empiricas da equacdo e T é a temperatura (°C).

2.5.4 Modelos sob condigdes ambientais variaveis

Possiveis alteragdes ambientais durante o processamento de
alimentos, como variagdo térmica ou até mesmo queima de lampadas
durante um processamento por radiacdo ultravioleta podem ocorrer.
Diante disso, pesquisadores como Koutsoumanis (2001) e Valdramidis et
al. (2006), dentre outros, desenvolveram modelos considerando variagoes
ambientais como temperatura ou outros fatores.

Peleg (2006) propés um modelo ndo isotérmico de inativacdo
baseado no modelo primério de inativacdo isotérmica de Weibull
(Equacdo 2.11). Considerando uma populacdo de microrganismos cuja
inativacdo isotérmica é adequadamente descrita pelo modelo de Weibull,
a construcao do modelo ndo isotérmico segue 0s passos das equagdes 2.13
a 2.14. Inicialmente, a Equacdo 2.11 é reescrita como apresentada na
Equacéo 2.13.

logS(t) = —b(T)t*™ (2.13)

Em que S(t), a razdo de sobrevivéncia momentanea, é igual a
N(t)/NO; b(T), um pardmetro do modelo, igual a 1/B(T)a; a € o fator de
forma; € o fator de localizagdo, t € o tempo (min), e T é a temperatura
(°C).

Considerando a Equagdo 2.13 como modelo primério, a
velocidade de inativacdo logaritmica isotérmica tempo-dependente é dada
pela derivagdo desta equacéo, resultando na Equacdo 2.14.

ﬂ%g9=—mnanﬂm* (2.14)

De acordo com este modelo proposto por Peleg (2006), o tempo
gue corresponde a qualquer dada velocidade de sobrevivéncia é chamado
de t*, o qual foi isolado da Equacdo 2.13, expresso pela Equagdo 2.15.

1

. [—logS(t) a(T)
t* = (TT)) (2.15)
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Ao substituir a Equacdo 2.15 na Equacdo 2.14, a equacdo
diferencial ordinaria (EDO) ndo isotérmica é obtida, representada pela
Equacdo 2.16. Os modelos empiricos que descrevem b(T) e a(T), sdo
combinados com o perfil de temperatura ndo isotérmico T(t) para produzir
0s termos b(T(t)) e a(T(t)).

alT(0)]-1

- logS(t)} a[T(0)]
b[T(1)]

dlogS(t)

R (2.16)

~bIT(©)alT()]{

A Equacdo 2.16 pode ser numericamente resolvida. Para tanto,
deve-se fornecer ao software, que pode ser o Matlab por exemplo, o perfil
de temperatura T(t) e as equagdes do modelo secundario, que representam
as variagbes de b(T) e¢ o(T). Como resultado, é possivel prever a
inativacdo microbiana com o tempo (logS(t) vs t), considerando variavel
a temperatura de processo.

Haberbeck (2011) utilizou 0 modelo proposto por Peleg (2006)
para a predicdo dos dados ndo isotérmicos de inativacdo de Bacillus
coagulans por tratamento termoquimico utilizando éleo essencial de
orégano e o modelo foi validado.

Estes modelos podem servir de base para simulagéo de uma falha
durante o processamento de alimentos em luz ultravioleta para inativacéo
de microrganismos. Considerando a variacdo de radiacdo no lugar da
temperatura, desta forma substituindo o perfil de temperatura por um
perfil de intensidade de radiacdo, pode ser construido um modelo
dindmico a partir de modelos com intensidade de radiacdo fixos,
adequadamente descritos por Weibull.
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3 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os materiais que foram utilizados
para desenvolvimento do presente estudo, os métodos de aplicacdo de
radiagio UV-C e a modelagem matematica da inativacdo de
microrganismos deteriorantes de produtos carneos e macas € Seus
derivados.

3.1 DESENVOLVIMENTO DO EQUIPAMENTO DE RADIAGAO
uv-C

Para realizacdo do trabalho se fez necessario o desenvolvimento
de um equipamento com emissdo de radiacdo UV-C para inativacdo dos
microrganismos alvos.

Baseado nos estudos de Valappil et al. (2009) e nas dimensdes
das lampadas escolhidas (30 cm de comprimento), foram decididas as
dimensdes do equipamento (40 x 40 x 40 cm). Sabendo-se que a distancia
em que a amostra se encontra da I[Ampada influencia na intensidade de
radiacdo recebida (KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012; PATARO et al.,
2011; ORLOWSKA et al., 2015; MULLER et al., 2013; CAMINITI et
al., 2011), foi decidido fazer o equipamento na forma de um cubo. Assim,
colocando a amostra no meio do equipamento, ela receberia a mesma dose
de radiacdo em todas as faces. Isso era importante, pois a ideia inicial seria
trabalhar com inativacdo de microbiota natural. Havia uma lampada em
cada face do equipamento, totalizando 6 lampadas de vapor de mercurio
de baixa pressdo de 8 W (Philips) cada com emissdo no comprimento de
onda de 253,4 nm. Cada lampada possui um reator de 10 W. A escolha
das lampadas foi baseada na referéncia de Koutchma e Orlowska (2012),
gue afirmaram que as lampadas UV de vapor de merclrio sdo
consideradas fontes confidveis para tratamentos de desinfeccéo, baixo
custo e qualidade. Além disso foi a Unica l&mpada de emissdo no
comprimento de onda de UV-C encontrada no comércio local.

A estrutura do equipamento era de madeira. Para ajudar a
reflexdo da luz, o equipamento foi todo revestido por papel aluminio e
fita prateada nas faces internas. O suporte para sustentagdo da amostra era
uma rede de fio de aluminio de 0,3 mm de espessura com bases de
sustentacdo de aco inoxidavel. Este suporte foi projetado como descrito
para possibilitar a passagem da radiacdo emitida pela lampada de baixo
da amostra, permitindo a acdo da radiacdo UV-C na face de baixo do
alimento. A coleta dos dados de temperatura foi realizada por meio de um
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termopar (tipo J) acoplado ao equipamento e posicionado 0 mais préximo
possivel do alimento a ser irradiado.

J& nos primeiros testes foi constatado que, apds minutos com
todas as lampadas acesas, havia um grande aumento de temperatura
devido ao aquecimento das lampadas, uma vez que uma lampada de
mercurio aquece até 40 °C (KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012) e eram
6 lampadas ligadas aquecendo. Isto impossibilitaria 0 uso do equipamento
como uma alternativa ndo térmica, como era o objetivo do trabalho, pois
ndo haveria como confirmar se a inativacdo alcangada ocorreu devido a
acdo da radiagdo ultravioleta ou do aumento de temperatura do sistema.
O equipamento desenvolvido pode ser visto na Figura 3.1 e sua planta
baixa com mais cortes podem ser visualizados no Apéndice.

Figura 3. 1 Representacdo do primeiro equipamento desenvolvido.

Diante disso, surgiu a necessidade de se projetar um equipamento
com controle de temperatura. O novo equipamento possui as mesmas
dimensdes (40 x 40 x 40 cm) do primeiro. O material utilizado para
construcao do equipamento é aco inoxidavel, encamisado com sistema de
refrigeracdo, estando ligado a um banho com controle de temperatura
permitindo a circulacéo do liquido refrigerante (solucédo de etilenoglicol)
nas paredes do equipamento, para controlar a temperatura dentro do
equipamento préxima da temperatura ambiente. Além disso, foi decidido
trabalhar com inativacdo de inéculo de microrganismo, assim 0 novo
equipamento possui uma diferente disposi¢cdo e nimero de lampadas.
Pois, uma vez que o indculo de microrganismo seria sempre na face
superior da amostra, ndo havia necessidade de lampadas em todas as faces
do equipamento. Com isto, foram colocadas 10 lampadas de 24 W
(DULUX HNS L24W, OSRAM, Munique, Alemanha) cada (cada
lampada possui um reator de 24 W), distribuidas na face superior e na
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parte superior de duas faces laterais do equipamento, assim como pode
ser visto na Figura 3.2. Esta disposi¢do das lampadas permite variar a
intensidade de radiacdo do equipamento.
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Figura 3. 2 Disposicao das lampadas para os experimentos com 2, 4, 6, 8 e 10
lampadas

2 Lampadas

4 Lampadas

6 Lampadas

8 Lampadas

10 Lampadas
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O equipamento deve ser ligado 30 minutos antes do experimento,

para aquecer e estabilizar as lampadas (TREMARIN; BRANDAO.;
SILVA, 2016). A Figura 3.3 mostra a imagem real do equipamento.

Figura 3. 3 Aparato experimental para processamento ndo térmico de alimentos

Os itens 1 e 4 da Figura 3.3 correspondem a um controlador de
temperatura DIGIMEC e um termopar, utilizados para monitorar a
temperatura dentro da cAmara; item 3, fonte de energia para as lampadas
e demais dispositivos de medida e controle do equipamento; item 2,
temporizador ciclico utilizado para controlar o tempo que a lampada deve
acender e apagar automaticamente (precisdo 0,1 s); item 5, véalvula de
duas vias para possibilitar a coleta de gases (ndo utilizado); item 6, banho
termostatico (MQBTC99-20, Microquimica Equipamentos LTDA)
utilizado para controlar a temperatura no interior do equipamento; item 7,
lampadas germicidas de 24 W (OSRAM, Munique, Alemanha) com
espectro de 254 nm; Item 8, cooler utilizado para circula¢do dos gases do
interior do equipamento até o ponto de coleta (item 5).

Devido ao desgaste das lampadas, a intensidade de radiacdo
emitida pelo equipamento para um mesmo nudmero de lampadas pode
mudar com o passar dos dias e uso (KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012).
Por isso, para que seja conhecida a real intensidade de radiagcdo no
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experimento realizado, em todos os testes realizados era medida a
intensidade de radiac&o.

3.1.1 Medida da intensidade de radiacdo aplicada para inativagio

As doses de radiacdo, ou quantidade de radiacdo (mJ/cm?) no
tempo aplicado, foram medidas por um radiémetro (Modelo UV-int 150,
UV Inte®grator, China) (Figura 3.4) colocado dentro do equipamento.

Figura 3. 4 Radiémetro

Model: UV-int150+

-'IM

UV-int®egrator
€ Off

Para inativagdo do fungo, o radidmetro foi posicionado ao lado
da amostra, com o0 sensor para cima e 0 mais proximo possivel da amostra,
sempre no mesmo local. Em cada aplicac&o de radiag&o foi medida a dose
correspondente.

Para inativacdo da bactéria, foram avaliados tempos de 1 a 10
minutos para cada condicdo realizada (2, 4, 6, 8 e 10 lampadas) com o
radidmetro colocado no mesmo local e posi¢do dos experimentos com
fungo. Este procedimento foi necessario pois devido ao limite de deteccdo
do radidmetro ndo foi possivel registrar a dose correspondente aos tempos
estudados em segundos.

A dose de radiagdo aumenta ao decorrer do tempo de forma
linear, como pode ser visto um exemplo na Figura 3.5.
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Figura 3. 5 Exemplo de variacdo da dose de radiacdo pelo tempo.
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Assim, as intensidades de radiacdo foram obtidas através da equacgéo da
reta (Equagdo 3.1):

y=ax+b (3.1)

Em que o y é a dose de radiacdo em J/m2, e x é o tempo em s, a
é o coeficiente angular e corresponde a intensidade de radiacdo em W/m2,
b corresponde ao coeficiente linear em J/m? e é consequéncia dos desvios
das medi¢des. Uma vez que a dose de radiacdo fornecida pelo radiémetro
é em mJ/cm? e o tempo medido em minutos, as devidas transformacdes
de unidades devem ser realizadas (BOLTON, 2000).

3.2 INATIVAGCAO DE P. EXPANSUM POR RADIAGCAO UV-C

Foram realizados diversos experimentos de inativacdo de P.
expansum por aplicacao de radiagdo UV-C. Primeiramente foi necessario
0 preparo da suspensdo de esporos do fungo. Apds o preparo da
suspensdo, foram realizados experimentos para avaliagdo da cepa mais
resistente, a qual seria utilizada nos experimentos de inativagao seguintes
e expostos na Tabela 3.1.
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Tabela 3. 1 Condi¢des avaliadas nos experimentos de inativagdo de P. expansum.

Amostra Condicéo Volume de Intensidades
inéculo (ML) avaliadas
in vitro Seco 0,1 3
in vitro Umido 1 5
maca Umido 0,1 1
suco de maca Umido 0,5 5 + variando a
intensidade

Todos os experimentos realizados foram com a suspensdo de
esporos na concentracéo inicial de 108 UFC/mL de suspenséo.

O preparo da suspensdo e 0s experimentos realizados estdo
descritos nos préximos itens.

3.2.1 Preparo da suspensdo de esporos de P. expansum

A Figura 3.6 auxilia no entendimento do procedimento
experimental realizado para preparo da suspensdo de esporos de P.
expansum.

Figura 3. 6 Fluxograma ilustrativo do processo experimental para o preparo da
suspenséo de P. expansum

o 3 3 V g‘s

e
= =) =) =) =) ja =) ﬁ =)
PDA = : M’g; = \L; -~ ﬂ

25°C-7 dias 25°C— 10 dias 3500 rpm — 15 min 10°

As cepas do fungo Penicillium expansum (CCT 4680 e CCT
7549) foram doadas pela Colecdo de culturas da Fundacdo Tropical de
Culturas André Tosello (Campinas, SP, Brasil). A cepa CCT 7549 foi
depositada no acervo pelo Departamento de Identificagdo da Fundagédo
André Tosello — FAT (Brasil, Campinas-SP) e a cepa CCT 4680 foi
isolada de sedimentos de rio da Estacdo Ecoldgica da Juréia-ltatins
(Brasil, Peruibe-SP) e depositada por Pinto, 1. A., conforme consta nos
dados referentes aos seus histéricos registrados no Catalogo de Linhagens
da CCT (1996). O preparo da suspensao de esporos iniciou-se pela pré-
esporulacdo por 7 dias a 25 °C em placas de Petri contendo meio agar
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batata dextrose (PDA, Kasvi®, Brasil) acidificado a pH 3,5 com &cido
tartarico 10%.

Os esporos coletados foram adicionados as placas de
esporulacdo, contendo meio Agar Extrato de Malte (MEA, Kasvi®,
Brasil, formulado de acordo com Pitt e Hocking (2009)), e incubados a
temperatura de 25 °C por 10 dias. Apo6s este periodo, adicionou-se 10 mL
de agua destilada estéril em cada placa e, depois da raspagem, todo o
conteudo foi filtrado em 4 camadas de gaze estéril e centrifugado a 3500
rpm (2000 x g) por 15 minutos, sendo eliminado o sobrenadante. Este
procedimento foi repetido até a constatacdo microscopica da auséncia de
hifas. Ao final, foi feita a resuspensdo dos esporos em agua estéril com
0,5% de Tween 80 (SALOMAO, 2009).

Para a determinagdo da concentracdo de esporos da suspensdo
preparada, foram realizadas diluigBes seriais em agua peptonada 0,1%,
plaqueamento por profundidade em meio PDA (pH 3,5) e incubacdo a
25°C durante 4 dias. O plagueamento foi realizado em triplicata. O
resultado obtido foi expresso em esporos/mL (SALOMAO, 2009).

3.2.2 Selecéo da cepa de P. expansum mais resistente

Um estudo prévio para selecdo da cepa mais resistente foi
realizado. Para isto, ap6s o preparo da suspensao, cada uma das cepas foi
submetida ao tratamento por radiacdo ultravioleta, passando pelo mesmo
procedimento realizado nos experimentos in vitro posteriores a escolha
da cepa.

O procedimento descrito no item 3.2.3, utilizando 8 Iampadas,
nos mesmos tempos foi repetido para cada uma das duas cepas estudadas.
A cepa que apresentou maior resisténcia ao tratamento aplicado (menor
nimero de reducgdes decimais apds tratamento) foi escolhida para a
continuidade do trabalho.

3.2.3 Inativacédo de esporos secos de P. expansum in vitro

Em seguida do preparo da suspensdo, foi inoculado 0,1mL
(aproximadamente 108 esporos/mL) no centro da placa de Petri formando
uma circunferéncia (Figura 3.7) (SALOMAO, 2009).
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Figura 3. 7 Inoculo in vitro

O namero de placas preparadas da forma descrita foi equivalente
ao nuamero de pontos de cada experimento. As placas inoculadas foram
colocadas dentro de uma camera de fluxo laminar por 2 horas para a
secagem objetivando a fixacdo da suspensdo. Cada uma das placas foi
submetida a radiacdo ultravioleta por diferentes tempos dentro do
equipamento de aplicacdo de UV-C desenvolvido para este trabalho
(Figura 3.3), recebendo, consequentemente, diferentes doses de radiagao.
Ao lado da placa, foi colocado o radiémetro (Figura 3.4) para medida da
dose de radiacdo aplicada em mJ/cm?. O célculo da intensidade de
radiagdo foi realizado como explicado no item 3.2.1. Em seguida do
tratamento, foram adicionados 10mL de agua peptonada 0,1 % em cada
placa para resuspensao dos esporos, correspondendo a primeira diluicéo,
de uma sequéncia de dilui¢bes seriais. As diluicGes apropriadas (1 mL)
foram plaqueadas em meio PDA (pH 3,5) por profundidade e realizada
incubacao a 25 °C por quatro dias (SALOMAO, 2009). O plagueamento
foi realizado em duplicata.

A suspensdo inoculada na placa de Petri foi submetida a trés
experimentos diferenciados apenas pela intensidade de radiacéo aplicada,
com diferentes nimeros de lampadas (2, 4 e 8 lampadas). O experimento
na maior intensidade de radiacdo (com o uso de 8 lAmpadas) foi repetido
para verificacdo de repetibilidade do método.

Com estes procedimentos foram obtidas 3 curvas de inativacao
de P. expansum, cada uma delas com uma intensidade de radiacéo fixa.

3.2.4 Inativacdo de esporos Umidos de P. expansum in vitro

Posteriormente foram realizados 0s mesmos experimentos em
cinco intensidades de radiacdo diferentes, como possibilita o
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equipamento, sem a etapa de secagem e fixacdo da suspensdo e com 0
inoculo de 1mL em vez de 0,1mL para verificar se o tratamento sobre a
suspensdo liquida é mais efetivo. As cinco condi¢des avaliadas foram
obtidas com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas respectivamente. Vale
ressaltar que uma mesma disposicdo de lampadas pode obter uma
diferente intensidade de radiagdo ap6s longos periodos de tempo e uso,
devido ao desgaste das lampadas (KOUTCHMA, ORLOWSKA, 2012).

3.2.5 Inativacéo de esporos de P. expansum em alimentos

Foi avaliado o efeito da radiagdo UV-C sobre magés e suco de
magca.

3.2.5.1 Inativagdo de P. expansum em maga

Macas pequenas (categoria 1 e calibres 165, 180, 198 e 216,
como informado pelo fornecedor, Fischer, classificacdo segundo a
Instrucdo Normativa 5/2006 do Ministério da Agricultura; BRASIL,
2006), cultivar Gala, embaladas, foram adquiridas no comércio local. A
fim de eliminar a microbiota natural, as macgds foram sanitizadas
superficialmente com alcool a 70% (v/v) e aferida a massa de cada fruta
e colocada cada uma em uma placa de Petri (150mm x 15mm). O
procedimento seguinte foi colocar cada placa com a amostra de maca de
uma vez dentro do equipamento de radiacdo UV-C (Figura 3.3). A maca
foi inoculada com 0,1 mL da suspensdo de esporos na concentragdo de
108 UFC/mL (Figura 3.8) (SALOMAO, 2009) e submetida & radiacio
UV-C por tempos pré-determinados, baseados nos resultados obtidos nos
experimentos de inativacdo dos esporos in vitro (0, 2, 5, 10, 20 e 60
minutos). Desta forma, cada macgd recebeu uma diferente dose de
radiacdo. A intensidade de radiacdo utilizada para estes experimentos foi
fixa e obtida pelo uso de 10 lampadas.
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Figura 3. 8 Maca com in6culo para ser submetida ao tratamento por radiagédo UV-
C

A maca tratada foi colocada cuidadosamente em um saco de
homogeneizacdo estéril, no qual foram adicionados 100 mL de agua
peptonada (0,1%).

A macd imersa em agua foi manualmente massageada por 60
segundos e a suspensdo foi homogeneizada para realizacdo da primeira
diluicdo. As dilui¢bes seguintes foram realizadas transferindo-se 1 mL da
diluigdo anterior para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada,
e assim sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada diluicdo foi
transferido para placas de Petri estéreis e descartaveis, previamente
identificadas. Por ser por profundidade o plaqueamento, a placa foi entdo
coberta por meio de cultura PDA fundido. As placas foram incubadas
invertidas a 25 °C por quatro dias. O plagueamento foi realizado em
duplicata. Decorrido o tempo de incubacdo, as unidades formadoras de
coldnia foram contadas para a obten¢do da curva de inativacdo em funcéo
do tempo (SALOMAO, 2009). O experimento foi repetido para obtencéo
de duplicata de experimentos.

3.2.5.2 Inativacédo de esporos P. expansum em suco de maca

O suco de magd da cultivar Gala, concentrado inicialmente a 70°
Brix, doado pela Agricola Fischer, foi diluido em &gua estéril para a
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correcdo do teor de sélidos sollveis, utilizando um refratdmetro
(Reichert, AR200), até 12° Brix. Em seguida, 0,5 mL da suspenséo de
esporos na concentracéo de 108 UFC/mL foi inoculado em 25 mL de suco
(aproximadamente 4 mm de altura) em uma placa de Petri destampada
(90 x 15mm) e submetida a radiacdo UV-C sob agitacdo a 200 rpm
(Agitador 1KA® color squid white) (Figura 3.9) por tempos pré-
determinados, baseados nos resultados obtidos nos experimentos de
inativacdo dos esporos in vitro (0, 2, 5, 10, 20 e 30 minutos). Em cada um
dos tempos foi retirado 1 mL de amostra para verificacdo da concentracao
de esporos ap6s o tratamento (TREMARIN; BRANDAO; SILVA, 2016).

Figura 3. 9 Suco inoculado sob agitacdo, com radiémetro ao lado para aplicagdo
da radiacdo UV-C com controle da dose de radiagdo para experimento de
inativagéo de esporos de P. expansum em suco de maga.

As aliquotas de suco tratado foram diluidas, transferindo 1 mL
da diluicdo anterior para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua
peptonada, e assim sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada dilui¢do
foi transferida para duas placas de Petri estéreis e descartaveis,
previamente identificadas. A placa foi entdo coberta por meio de cultura
agar batata (PDA) pH 3,5. As placas foram incubadas invertidas a 25 °C
por quatro dias. O plagueamento foi realizado em duplicata. Decorrido o
tempo de incubagdo, as unidades formadoras de coldnia foram contadas
para a obtencdo da curva de inativacgdo em funcdo do tempo
(TREMARIN; BRANDAO; SILVA, 2016). O experimento foi repetido
para obtencdo de uma duplicata em cada uma das intensidades estudadas,
obtidas com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas.
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Para validacdo do modelo dindmico de predicdo de inativacao de
P. expansum em suco de macd, o procedimento foi realizado variando o
nimero de lampadas e consequentemente a intensidade de radiacdo. O
plaqueamento foi realizado em triplicata.

O procedimento descrito pode ser ilustrado pela Figura 3.10.

Figura 3. 10 Fluxograma ilustrativo do processo experimental para inativagdo de
P. expansum em suco de maga
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3.2.5.3 Teste de estabilidade da suspensdo de esporos de P. expansum
em suco de maca

Para testar a estabilidade dos esporos de P. expansum e garantir
que a inativacdo foi realizada pela acdo da radiagdo foram realizados
testes em que 0 suco inoculado nas mesmas condi¢fes dos demais testes
foi submetido aos mesmos tempos e mesmas condi¢es de temperatura,
porém sem aplicacdo de radiacdo. Para isto foram inoculados 0,5 mL de
suspensdo de esporos em 25 mL de suco de macad previamente diluido
para 12° Brix. Este suco com in6culo foi entdo colocado em estufa
incubadora a 20°C. Uma aliquota de 1 mL foi retirada, diluida e plaqueada
apos 30 e apds 60 minutos. Além disso a mesma suspensdo utilizada para
inocular foi mantida em geladeira e inoculada em 25 mL de suco apds 3
e depois ap6s 3,5 e 7 horas. A estabilidade foi comprovada por a
concentracdo do inéculo permanecer a mesma em todas as situagdes
avaliadas. Estes testes foram realizados simulando os procedimentos
realizados com o suco durante os dias de experimento, onde 0 suco e a
suspensdo de esporos eram diluidos no inicio do dia e armazenados em
geladeira até ser utilizado nos experimentos ao longo do dia. Com isto se
fez necessario avaliar se este armazenamento poderia afetar na
concentracdo inicial de esporos viaveis.
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3.3 INATIVACAO DE W. viridescens POR RADIACAO UV-C

Foram realizados diversos experimentos de inativagdo de W.
viridescens por aplicagdo de radiagdo UV-C. Primeiramente foi
necessario o preparo do indculo de células vidveis da bactéria. Apés o
preparo do in6culo foram realizados 0s experimentos de inativacdo
expostos na Tabela 3.2.

Tabela 3. 2 Condicbes avaliadas nos experimentos de inativagdo de W.
viridescens.

Amostra Condicdo  Volume de No*  Intensidades

indculo (mL) avaliadas
in vitro Gmido 0,1 108 5+ variando
a intensidade
presunto Umido 0,1 108 1
linguica Umido 0,1 108 1
salsicha Gmido 0,1 108 1
salsicha Seco 0,05 10° 1

embalada

*No é a concentragdo inicial do in6culo expressa em UFC/mL de in6culo

O preparo da suspensdo e 0s experimentos realizados estdo
descritos nos proximos itens.

3.3.1 Preparo do indculo de W. viridescens

A BAL W. viridescens (CCT 5843 ATCC 12706, Lote 22.07) foi
adquirida na forma liofilizada da colecdo de culturas da Fundacéo
Tropical de Culturas André Tosello (Campinas, SP, Brasil). Conforme
consta nos dados referentes aos seus histdricos registrados no Catalogo
de Linhagens da CCT (1996), a cepa foi isolada de produtos carneos
curados e depositada como Lactobacillus viridescens Niven and Evans.
Esta cepa tem sido utilizada em trabalhos no grupo de pesquisa do
Engebio ao qual o trabalho esta inserido, tendo j& seus pardmetros de
cultivo bem estabelecidos (CAMARGO, 2015; MARTINS, 2015). As
cepas foram reidratadas conforme indicacdo e cultivadas em meio de
cultivo caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe, 1960) (Acumedia Fabrica,
Inc. Lansing, Michigan, EUA), e estocadas em microtubos de
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polipropileno com meio MRS e 20% de glicerol a -24 ° C, até sua
utilizacdo.

A reativacgdo da cultura para a preparacdo do in6culo foi realizada
em 160 mL de caldo MRS a 30 °C durante 18 h, atingindo concentracéo
bacteriana de 10° UFC/mL (segundo resultados anteriores obtidos pelo
grupo de Microbiologia Preditiva do Engebio, UFSC). Em seguida, foi
realizada uma diluicdo em tubo de ensaio contendo 4gua peptonada para
que fosse obtida uma concentragdo de 108 UFC/mL (CAMARGO, 2015;
MARTINS, 2015).

3.3.2 Inativacdo de W. viridescens in vitro

A suspensdo previamente preparada foi inoculada (0,1 mL de 108
UFC/mL) em cada uma das placas de Petri formando uma circunferéncia
(Figura 3.7) (SALOMAO, 2009). Cada uma dessas placas foi submetida
a radiacdo UV-C por diferentes tempos, dentro do equipamento de
radiagdo UV-C (Figura 3.3), recebendo, consequentemente, diferentes
doses de radiagdo. Em seguida ao tratamento, foram adicionados 9,9 mL
de &gua peptonada em cada placa correspondente & primeira diluicéo,
seguida pelas préximas diluicBes seriadas realizadas nos tubos contendo
agua peptonada. Foi entdo plaqueado em profundidade 1 mL em meio em
meio MRS com dupla camada e as placas foram incubadas a 30 °C, por
dois dias (MARTINS, 2015; SILVA, 2015). O plagqueamento foi
realizado em duplicata. Ao final desses dias, as unidades formadoras de
colonia foram contadas para a obtencdo das curvas de inativagdo em
funcgdo do tempo para cada condicdo de intensidade de radiacdo atingidas
com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas.

3.3.3 Inativacéo de W. viridescens em presunto

A fim de eliminar a microbiota bacteriana natural, uma peca de
presunto fresca inteira de aproximadamente 3,4 kg (Presunto Seara
Cozido, sem capa de gordura) foi higienizada superficialmente com
alcool a 70% (v/v) e fatiada utilizando o fatiador de frios (Metvisa,
modelo CFIE 250) em camera de fluxo laminar, mediante ajuste de
espessura da fatia para 1,5mm. Antes do fatiamento, a camera de fluxo e
o fatiador foram higienizados com alcool 70% (v/v) e submetidos a luz
UV por 15 minutos. As fatias (cerca de 20 g) foram cortadas com um
molde de didmetro préximo ao de uma placa de Petri para ser colocado
dentro desta. Em seguida, as fatias foram inoculadas com 0,1 mL da
suspenséo de bactéria na concentragdo de 108 UFC/mL.
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Cada uma das fatias foi submetida a radiagdo UV-C por
diferentes tempos dentro da camera de UV-C na condigdo de dez
lampadas, recebendo, consequentemente, diferentes doses de radiagao.
Em seguida do tratamento, o presunto era cuidadosamente passado para
um saco estéril homogeneizador, no qual era colocado 9,9 mL de agua
peptonada e o presunto com a &gua peptonada eram massageados e
agitados para homogeneizagdo, correspondente a primeira diluicdo. Em
seguida, as préximas diluicdes seriadas foram realizadas nos tubos
contendo 9 mL de agua peptonada estéril. Foi entdo plaqueado em
profundidade 1mL em meio MRS (de Man, Rogosa e Sharpe, 1960) em
dupla camada e em duplicata. Entdo as placas foram incubadas a 30°C por
dois dias. Ao final desses dias foram contadas as unidades formadoras de
colénia para a obtencdo da curva de inativacdo em funcdo do tempo
(SILVA, 2015).

3.3.4 Inativacdo de W. viridescens em salsicha

Salsichas frescas (Hot Dog Perdigdo, Brasil) embaladas a vacuo
em pacotes de 500g foram adquiridas no comércio local com tempo de
vida Gtil de aproximadamente 7 dias. As amostras foram submetidas a
experimentos diferentes; com aplicacdo de radiacdo UV-C na salsicha ndo
embalada ou na salsicha embalada.

3.3.4.1 Salsicha submetida & radiagdo UV-C sem embalagem

A fim de eliminar a microbiota natural, as salsichas foram
higienizadas superficialmente com alcool a 70% (v/v). Ap0Os secar 0
alcool, a massa de cada amostra foi aferida e colocada em uma placa de
Petri (150 mm x 15 mm) individualmente. A face que fica para cima, a
qual recebera o indculo e a radiacdo, recebe uma marcagdo com caneta
marcador. O procedimento seguinte foi colocar cada placa com amostra
individualmente dentro da camara de UV-C, onde a salsicha foi inoculada
com 0,05 mL de in6culo na concentragdo de 10° UFC/mL (Figura 3.11).
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Figura 3. 11 Salsichas com in6culo de W. viridescens

Cada amostra foi submetida a radiacdo UV-C por um tempo pré-
determinado baseado nos resultados obtidos com os experimentos de
inativacdo da bactéria in vitro (0, 1, 2, 5, 10 e 20 segundos). Desta forma,
cada salsicha recebeu uma diferente dose de radiacdo em uma intensidade
de radiacdo fixa obtida com o uso de 10 I&mpadas. A amostra tratada foi
colocada cuidadosamente em um saco de homogeneizagao estéril, no qual
foram adicionados 10 mL de agua peptonada (0,1%). A salsicha imersa
em agua foi massageada e homogeneizada manualmente por 60 segundos
para realizar a primeira diluigdo. As dilui¢6es seguintes foram realizadas
transferindo 1 mL da diluic&o anterior para tubo de ensaio contendo 9 mL
de agua peptonada, e assim sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada
diluicdo foi transferido para placas de Petri estéreis e descartaveis,
previamente identificadas, sendo colocada posteriormente dupla camada
de agar MRS, a fim de criar ambiente microaerdfilo, ideal para o
crescimento de BAL. O plagueamento foi realizado em duplicata. As
placas foram incubadas invertidas a 30 °C por 48 horas (CAMARGO,
2015; MARTINS, 2015; SILVA, 2015).
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Decorrido o tempo de incubagdo, as unidades formadoras de
col6nia foram contadas para a obtencédo da curva de inativacdo em funcéo
do tempo. Tendo-se assim, uma estimativa dos melhores pardmetros de
inativacdo pela intensidade de radiacdo UV-C e o tempo de tratamento
das salsichas a ser utilizadas no experimento de vida atil. O procedimento
descrito foi realizado duas vezes para obtencdo de duplicata.

3.3.4.2 Escolha da embalagem para inativacdo de W. viridescens em
salsicha embalada a vacuo submetida a radiacdo UV-C

Foram realizados experimentos para verificar a possibilidade de
aplicacdo de radiacdo UV-C na salsicha ja embalada. Para isto, foram
realizados experimentos in vitro com o acréscimo das embalagens com
possibilidade de utilizacdo para embalagem dos alimentos a ser irradiados
e conservados. Assim, a suspensdo previamente preparada foi inoculada
(0,2 mL de 108 UFC/mL) em cada uma das placas de Petri formando uma
circunferéncia (SALOMAO, 2009). As embalagens avaliadas foram
cortadas usando placa de Petri como molde e colocadas sobre o in6culo
forrando todo o fundo das placas inoculadas. Cada uma dessas placas foi
submetida & radiagdo UV-C por diferentes tempos, dentro do
equipamento de radiacdo UV-C, recebendo, consequentemente,
diferentes doses de radiacdo. Todos os experimentos foram realizados
com o uso de 10 lampadas, ou seja, sob a mesma intensidade de radiagao.
Em seguida ao tratamento, foram adicionados 9,9 mL de 4gua peptonada
em cada placa correspondente a primeira diluicdo, seguida pelas proximas
diluigdes seriadas realizadas nos tubos contendo agua peptonada. Foi
entdo plaqueado em profundidade 1 mL em meio em meio MRS com
dupla camada e as placas foram incubadas a 30°C, por dois dias
(MARTINS, 2015; SILVA, 2015). O plagqueamento foi realizado em
duplicata. Ao final desses dias, as unidades formadoras de colénia foram
contadas para a obtencdo das curvas de inativagdo em funcdo do tempo.

Foram avaliadas duas embalagens diferentes, primeiramente uma
formada por um filme de multicamadas na seguinte propor¢do 11% de
poliéster, 14% de nylon e 75% de polipropileno nas dimensdes de 17 x
12 cm, disponivel no laboratério. A segunda embalagem avaliada era
constituida de polietileno/poliamida (PA/PE) (saco liso APEX,
Magquiplast — 12x13x0,20 cm). A escolha desta embalagem foi baseada
no estudo de Manzocco et al. (2016) e indicacdo do fornecedor. As
amostras que apresentaram inativacdo mesmo com o uso da embalagem
indicaram a possibilidade da aplicagdo da radiacdo para inativacdo do
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microrganismo deteriorante no alimento ja embalado, possibilitando
posteriores experimentos.

3.3.4.3 Inativacdo de W. viridescens em salsicha embalada a vacuo
submetida a radiacdo UV-C

Foi realizado também um experimento como descrito no item
3.3.4.1, mas foi acrescido pelo procedimento de secagem do indculo na
camara de fluxo. Apds a constatacdo visual de que o in6culo estava seco,
apo6s um tempo médio de 15 minutos, a salsicha foi colocada em uma
embalagem de polietileno/poliamida (PA/PE) (saco liso APEX,
Maquiplast — 12x13x0,20 cm), previamente higienizada com alcool 70%,
e selada a vacuo (Selovac, modelo 200b). A escolha da embalagem foi
baseada no estudo de Manzocco et al. (2016) e indicacio do fornecedor.
A salsicha embalada a vicuo foi submetida ao tratamento por UV-C em
determinados tempos. Este procedimento foi realizado para verificar a
possibilidade de aplicar a radiagdo no alimento ja embalado. O
procedimento descrito foi realizado duas vezes para obtencdo de
duplicata.

3.3.5 Inativacdo de W. viridescens em linguica

O procedimento realizado para a linguica foi 0 mesmo realizado
para a salsicha, apenas com o acréscimo do corte de uma extremidade da
linguica para caber na placa de Petri e na embalagem para realizagéo da
primeira diluicdo de uma série de dilui¢Ges para o plaqueamento.

Linguicas mistas fininhas cozidas e defumadas embaladas a
vacuo em pacotes de 240 g (Perdigdo, Brasil) foram adquiridas no
comeércio local com tempo de vida Gtil de aproximadamente 7 dias. A fim
de eliminar a microbiota natural, as linguicas foram higienizadas
superficialmente com alcool a 70% (v/v). A extremidade da linguica foi
retirada para ter dimensdes compativeis com a placa e saco de
homogeneizacdo utilizados. A massa foi aferida e as amostras foram
colocadas em placa de Petri (150 mm x 15 mm) individualmente.

O procedimento seguinte foi colocar cada placa com linguica
dentro do equipamento de inativacdo por radiacdo UV-C (Figura 3.3),
onde esta foi inoculada com 0,1 mL de in6culo na concentragdo de 108
UFC/mL e submetida a radiacdo ultravioleta por tempos pré-
determinados baseados nos resultados obtidos com os experimentos de
inativacdo da bactéria in vitro (0, 1, 2, 5, 10 e 20 segundos). Desta forma,
cada amostra recebeu uma diferente dose de radiagdo em uma intensidade
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de radiacdo fixa de 1,93 W/m2. A linguica tratada foi colocada
cuidadosamente em um saco de homogeneizacdo estéril, no qual foram
adicionados 100 mL de &gua peptonada (0,1%). A linguica imersa em
agua foi homogeneizada manualmente por 60 segundos para realizar a
primeira dilui¢do. As dilui¢des seguintes foram realizadas transferindo 1
mL da diluicdo anterior para tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua
peptonada, e assim sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada dilui¢do
foi transferido para placas de Petri estéreis e descartaveis, previamente
identificadas, sendo posteriormente colocada dupla camada de 4gar MRS.
As placas foram incubadas invertidas a 30 °C por 48 horas. O
plaqueamento foi realizado em duplicata (CAMARGO, 2015;
MARTINS, 2015; SILVA, 2015). Transcorrido este tempo, foram
contadas as unidades formadoras de colonia para a obtencdo da curva de
inativacdo em funcdo do tempo. O procedimento foi repetido para
obtencdo de duplicata.

3.4 ESTUDOS DE VIDA UTIL DE SALSICHA EMBALADA A
VACUO COM INOCULO DE W. viridescens SUBMETIDOS A
RADIAGCAO UV-C

Dois experimentos de vida util foram realizados para avaliar o
efeito da aplicacdo de UV-C para inativacdo de BAL em produtos carneos
embalados a vacuo.

As amostras de salsichas (Tipo Hot dog, pacote de 3,5 kg a vacuo,
Perdigdo, Brasil) foram higienizadas com agua estéril e alcool 70%,
marcadas na face a receber o indculo e inoculadas com 0,05 mL de
indculo de W. viridescens na concentragdo de 10° UFC/mL de in6culo
que resulta numa concentracéo inicial de aproximadamente 10?2 UFC/g de
salsicha. Esta concentragdo foi escolhida porque segundo o FDA (2001),
o nivel de in6culo utilizado com o objetivo de estudar a estabilidade de
alimentos (Microbiological Challenge Testing) é entre 10? e 10° células/g
de produto. Além disso, esta é uma concentracdo inicial comumente
encontrada em produtos, assim como relatado no trabalho de Battistella
(2008). Apos a secagem do inoculo, as amostras foram embaladas e
seladas a vacuo (Selovac, modelo 200b).

O procedimento seguinte foi colocar cada amostra
separadamente dentro do equipamento de radiagdo UV-C (Figura 3.3),
onde a salsicha foi submetida a radiacdo UV-C na intensidade de 1,93
W/m? por 5 segundos (tempo estabelecido apés os testes de inativagéo de
W. viridescens em salsicha embalada a vacuo item 3.3.4.2). Amostras
com inéculo sem tratamento por radiacdo UV-C foram preparadas para
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comparacdo das diferencas no tempo de vida Util das amostras irradiadas
e das ndo irradiadas. As salsichas avaliadas foram colocadas em uma
estufa incubadora com temperatura aproximada de 8 °C (monitorada por
datalogger previamente calibrado com resolucédo de 0,1 °C a cada cinco
minutos), como pode ser visto na Figura 3.12, até atingir a fase
estacionaria. A escolha da temperatura de armazenamento foi baseada no
estudo de Battistella (2008) e Silva (2015) e procurando simular a
realidade de que costuma haver varia¢fes de temperatura com o tempo.

Figura 3. 12 Disposicdo das salsichas na estufa incubadora com controle da
temperatura

Duas amostras, uma que foi submetida ao tratamento por UV-C
e uma controle (sem tratamento), em determinados intervalos de tempo
de geralmente 48 horas, foram retiradas da estufa incubadora para a
determinacdo da concentragdo celular de W. viridescens. Um volume de
10 mL de agua peptonada (0,1%) foi adicionado a salsicha na embalagem
e a amostra imersa em agua foi massageada e homogeneizada
manualmente por 60 segundos para realizar a primeira diluicdo. As
diluicbes seguintes foram realizadas transferindo-se 1 mL da diluicdo
anterior para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada, e assim
sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada diluicéo foi transferido para
placas de Petri estéreis e descartaveis, previamente identificadas, sendo
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posteriormente colocada dupla camada de 4gar MRS. As placas foram
incubadas invertidas a 30 °C por 48 horas. Este procedimento foi repetido
até a identificacdo da contagem microbiol6gica de BAL estabilizar. A
duracdo da vida util da salsicha foi estabelecida como o tempo
correspondente para a contagem atingir 107 UFC/g de alimento
(concentragdo que a torna imprdpria para 0 consumo (SLONGO et al,
2009)). Este tempo foi obtido pelo ajuste do modelo Baranyi e Roberts,
descrito pela Equacéo 2.2.

3.4.1 Caracterizagdo da salsicha utilizada no experimento de vida
atil

Andlises de atividade de agua, pH e concentracdo de cloretos
foram realizadas nas salsichas utilizadas para o estudo de vida atil. As
analises foram realizadas no dia da abertura da embalagem e em triplicata
com salsichas de diferentes pontos da embalagem (SILVA, 2015).

Para a analise de atividade de agua, aproximadamente 2,5 g de
alimento levemente triturados foram colocados em recipiente proprio para
leitura no aparelho de atividade de agua (Aqualab, modelo SERIES 3TE),
previamente calibrado. A resolucdo do equipamento é de 0,001.

O pH do produto carneo foi medido em trés diferentes pontos (em
cada extremidade e no centro) de trés salsichas utilizando um pHmetro
para sélidos (TESTO, modelo 205), previamente calibrado, com
resolucéo de 0,01.

A determinacgdo da concentragdo de cloreto de sodio (NaCl) no
produto foi feita mediante anlise da concentracdo total de cloretos e
posterior conversdo, segundo metodologia proposta por Alifio et al.
(2011).

Para medir a concentracdo de cloretos, 2 g de amostra
previamente triturados foram homogeneizados com agua destilada em um
homogeneizador Ultra Turrax (IKA, modelo T25) a 20000 rpm por um
minuto. A solucdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico,
sendo o volume de 100 mL completado com agua destilada. Essa solucédo
foi centrifugada a 9000 rpm por 10 minutos. Uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante foi analisada em analisador automéatico de cloretos
previamente calibrado. Os resultados foram obtidos em miligramas de ClI
por litro de solucdo. A partir desse valor foi calculada a concentracdo de
NaCl na amostra de acordo com a Equacéo (3.2).
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LV (Myact
Xwaa = () (G 100 32

Em que Xnaci € a concentracdo de cloreto de sédio (g NaCl/100g
produto carneo), L € a leitura fornecida pelo equipamento (em g CI/L de
solucdo), V € o volume (em L) da solucdo (amostra + agua destilada), m
€ a massa da amostra (em g), Mnaci € @ massa molar do cloreto de sddio
(58,44 g/mol) e Mc; é a massa molar do cloreto (35,45 g/mol).

35 MODELAGEM MATEMATICA DAS CURVAS DE
INATIVACAO MICROBIANA

Através das curvas obtidas com intensidade fixa de radiacdo para
inativacdo de P. expansum in vitro e em macas, foram estabelecidos 0s
modelos primarios que descrevam a inativacdo do fungo em funcédo do
tempo em uma intensidade de radiacdo fixa. Para inativa¢do do fungo em
suco de macas foram obtidos modelos priméarios, secundarios e um
modelo dindmico de predicdo da inativacdo do fungo em condigdo
variavel de intensidade de radiacdo.

Para inativagdo de W. viridescens in vitro foram estabelecidos os
modelos primérios, secundarios e dindmico. Modelos primérios foram
ajustados aos dados de inativagdo de W. viridescens em salsicha e
linguica, além da condicéo in vitro.

3.5.1 Modelos primarios

O software GInaFIT®, Versdo 1.6 (GEERAERD et al., 2012) foi
utilizado para estimar os pardmetros de inativacdo. Para modelar a
inativacdo por radiacdo UV-C de P. expansum foi comparada a habilidade
dos modelos de Bigelow Log-linear (Equacdo 3.3), Log-linear + cauda
(Equacdo 3.4) e Weibull (Equacdo 3.5) para descrever as curvas de
sobreviventes. Para W. viridescens foram utilizados os modelos Log-
linear + ombro (Equacgéo 3.6) e Weibull. Os modelos foram comparados
utilizando os indices estatisticos apresentados no item. 3.9.4.

Os modelos de inativagdo foram:

log (%) =—k.t (3.3)
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N(t
log <L> = —k.t — Nyos (3.4)
NO - Nres

log (NI\:)> = - (é)a (3.5)

| (N(t)) k.t (3.6)
o8\ N )=~ exp(k.SI) '
0 In(10) + log ((1 + exp(k.SI) — 1) = exp(k. t))

Em que No (UFC/mL) é a concentracdo inicial de esporos de
fungo ou concentracao inicial de indculo (UFC/mL); N(t) (UFC/mL) é a
concentracdo de sobreviventes depois do tempo t (min ou s); k €
conhecido como o inverso do valor D, que é o tempo (min ou s) para
reduzir em 1 ciclo logaritmico a concentragdo celular; Nres é a
subpopulacdo mais resistente (UFC/mL) concentragdo; [ é conhecido
como fator de escala e pode ser definido como “o tempo para uma redugéo
decimal” se a =1 e o é o fator de forma; S| (shoulder length) é o
comprimento do ombro (min ou s).

Ap6s a escolha do modelo primario, este foi ajustado pelo
Matlab® 2015 e foram entdo calculados os indices estatisticos bias e
exatiddo (apresentados no item 3.5.4), para verificar se 0 modelo se
ajustou bem aos dados experimentais.

3.5.1.1 Modelagem do crescimento de W. viridescens em salsicha
embalada a vacuo

Por mais que o experimento de vida Util ndo tenha sido realizado
em condicdo isotérmica, 0 Modelo de Baranyi e Roberts (Equacéo 2.2)
foi ajustado aos dados para obteng@o do tempo para atingir 107 UFC/g de
alimento. O ajuste foi realizado no programa Matlab® 2015.
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3.5.2 Modelos secundarios

Ap0s a obtencdo dos parametros primarios fator de forma (a) e
fator de escala (), quatro equagfes correspondentes aos modelos
secundarios (Tabela 3.3) foram comparadas para selecdo do modelo que
melhor descreveu a influéncia da variagdo da intensidade de radiacdo
sobre cada um destes parametro. Os valores de g foram obtidos a partir
das intensidades fixas de radiacéo, atingidas com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10
lampadas. O ajuste do modelo secundario selecionado e os residuos do
ajuste foram obtidos pelo Microsoft Office Excel® (2010).

Tabela 3. 3 Modelos secundéarios avaliados para descrever a influéncia da
intensidade de radiagdo no pardmetro fator de escala (B) da inativagdo de W.
viridescens.

Modelo secundario Equacao
Linear B=al+b
Raiz quadrada \/E = b(I — Imin)

: . 1
Tipo Arrhenius Inf =a <7> +h
Exponencial B = a.exp(bl)

3.5.3 Modelo com variacdo da intensidade de UV-C

Para predicdo da inativacdo dos microrganismos sob intensidades
variadas de radiacdo, foi seguido o modelo néo isotérmico de inativacdo
proposto por Peleg (2006), o qual se baseou no modelo de inativacdo
isotérmica de Weibull (Equacdo 3.5). Para o desenvolvimento deste
trabalho foi considerada a variagdo da intensidade de radiacdo e ndo da
temperatura, a qual foi constante em todos os experimentos e nao foi o
parametro estudado. A Equacdo 3.5 pode ser reescrita como apresentada
na Equacéo 3.7.

LogS(t) = —b(Dt*® (3.7)

S(t), a razdo de sobrevivéncia momentanea, é igual a N(t)/NO; b(l), um
parametro do modelo, igual a 1/B(1)a; a é o fator de forma; B € o fator de
localizacéo, t é o tempo (min), e | é a intensidade de radiacdo (W/m?).
Considerando a Equacéo 3.7 como modelo primario, a taxa de inativacdo
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logaritmica tempo-dependente é dada pela derivagdo desta equacdo,
resultando na Equacéo 3.8.

%: —b(Da(DHt* D=1 (3.8)

De acordo com este modelo proposto por Peleg (2006), o tempo
gue corresponde a qualquer dada taxa de sobrevivéncia é chamado de t*,
0 qual foi isolado da Equagéo 3.6, expresso pela Equagéo 3.9.
1

. _ (—LogS()\e®
v = (o 5 ) IREE)

Ao substituir a Equacdo 3.9 na Equagdo 3.8, a equacdo
diferencial ordinaria (ODE) com variacdo de intensidade de radiacdo é
obtida, representada pela Equagdo 3.10. Os modelos empiricos que
descrevem b(l) e a(l), sdo combinados com o perfil de variagdo de
intensidade de radiacdo I(t) para produzir os termos b(l(t)) e a(l(t)).

all(t)]-1

—logS all(t)]
—b[I(®)]alI(®)] {%ﬂ?} 510

dlogS(t)
dt

A Equacéo 3.10 pode ser numericamente resolvida. Para tanto,
deve-se fornecer ao software a variagdo da intensidade de radiacéo I(t) e
as equacdes do modelo secundario, que representam as variagdes de b[l]
e a[I]. Como resultado, € possivel prever a inativagdo microbiana com o
tempo (logS(t) vs t), considerando varidvel a intensidade de radiacao de
processo.

Segundo Peleg (2006), a utilizagdo de modelos dindmicos nédo é
apenas Util para planejar processos, mas também para assegurarem a
correcdo de falhas ocorridas nos equipamentos ou falhas humanas de onde
os perfis descontinuos podem ser resultantes. No caso de intensidade de
radiacdo, estas diferencas poderiam ocorrer por envelhecimento das
lampadas ou até mesmo por queima durante o processo.

As curvas que predizem a inativacdo de P. expansum através do
modelo dindmico foram obtidas com o auxilio do software Matlab
(MathWorks®, Natick, USA). A resolucdo da equacdo diferencial foi
feita através do método de Range Kutta.
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A predicdo obtida foi comparada as curvas de inativacdo
experimental obtidas nas mesmas condicdes preditas, para validacdo do
modelo.

3.5.4 Avaliacéo estatistica dos modelos

Para se avaliar a capacidade preditiva do modelo de Weibull, os
seguintes parametros estatisticos foram calculados: coeficiente de
correlagdo (R?) e raiz do erro médio quadratico (RMSE). O R? fornece
uma medida da proporcdo da variacdo explicada pela equacdo de
regressao em relacdo a variacdo total das respostas. Quanto maior o valor
(0<R?<1), melhor é a predicdo do modelo (JIN et al., 2009). O RMSE
(Equacéo 3.11) apresenta o modelo de erro para os dados, por exemplo o
guanto os valores preditos sdo proximos dos valores observados
(ZIMMERMANN et al., 2011). O RMSE é uma medida da variabilidade
residual e, quanto menor o seu valor, maior a capacidade do modelo de
descrever os dados.

valor, — valoryedito )
RMSE = \/Z( observado predlto) (3.11)

n—p

Em que n é o nimero de observagdes experimentais e p 0 nimero
de pardmetros do modelo. Estes calculos foram realizados pela ferramenta
GlnaFIT®.

Para selecdo do modelo secundario, foram calculados fator bias
e fator exatiddo além dos mesmos indices calculados para a escolha do
modelo primério. Todos os indices foram calculados com o auxilio do
programa Microsoft Office Excel®.

O fator bias (Equacdo 3.12) é uma estimativa para avaliar a
diferenca média entre os valores observados e preditos. Fator bias igual a
1 significa que o valor observado é exatamente igual ao predito. No
entanto, quando bias maior 1, o valor predito € maior que o observado e
indica que o modelo falha de forma segura (fail-safe) para crescimento
microbiano, enquanto fator bias menor 1, significa que o predito € menor
que o observado e que o0 modelo falha de forma perigosa (fail-dangerous)
(LONGHI et al., 2013). No caso de modelo de inativacao vale o inverso.

log(valorpredito/valorgpservado)

fator bias = 10(Z n ) (3.12)




97

O fator exatiddo (Equacdo 3.13) é a medida da diferenca média
absoluta entre os valores preditos e observados, por se tratar de valores
absolutos é sempre maior ou igual a 1, sendo que quanto maior o seu
valor, menos precisa a estimativa da média.

|10g(Valorpredito/Valorubservado) |

fator exatiddo = 10< n > (3.13)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos resultados referentes a inativacdo de P. expansum
e & inativacdo de W. viridescens in vitro e em alimentos pela aplicagdo de
radiacdo UV-C.

4.1 INATIVACAO DE P. expansum

As intensidades de radiagdo foram medidas e calculadas para
cada um dos experimentos realizados. Pois com 0 uso, a intensidade de
radiacdo emitida pelo equipamento para um mesmo nimero de lampadas
pode mudar com o passar dos dias devido ao desgaste das lampadas
(KOUTCHMA; ORLOWSKA, 2012).

4.1.1 Intensidades de radiacéo utilizadas nos experimentos de
inativagdo de esporos de P. expansum secos.

As intensidades de radiagdo obtidas estdo descritas na Tabela 4.1,
através da equacéo da reta, obtida pelo ajuste linear do Excel®, uma vez
que a dose de radiagdo aumenta ao decorrer do tempo de forma linear,
como pode ser visto na Figura 4.1.

Figura 4. 1 Curvas para obtencdo da intensidade de radiagdo com a utilizagdo de
2, 4 e 8 ldmpadas para os experimentos de inativagdo de P. expansum in vitro.
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Os coeficientes angulares (a) das equacdes de reta, apresentadas
na Tabela 4.1 onde o0y é a dose de radiacdo em mJ/cm?, e X é 0 tempo em
minutos, sdo correspondentes a intensidade de radiacdo em que 0s
microrganismos sdo submetidos em W/m? apds o ajuste de unidades,
como pode ser visto nas Equacbes 4.1, 4.2 € 4.3.

[ m , ].x[min] +b [%] (4.1

cm?.min

[cm2
oom 1min 10*cm? 1073
"~ cm2.min "60seg = m2 1073

w
a= W (43)

(4.2)

Tabela 4. 1 Valores de intensidade de radiacdo para inativacdo de inéculo P.
expansum in vitro seco.

Numero de Intensidade
Lampadas Equacdo da Reta R2 (W/m3)

2 y = 3,6183x + 7,0062 0,997 0,60

4 y = 8,4549x — 2,2755 1,000 1,41

8 y = 13,409x + 23,857 0,992 2,20

4.1.2 Avaliacdo da cepa mais resistente a radiacdo UV-C

As cepas de P. expansum CCT 7549 e CCT 4680 foram
submetidas a 2,20 W/m2 na condicdo in vitro de UV-C e os resultados
mostraram 2,35 e 4,02 redugdes decimais, respectivamente apés 45
minutos de exposicdo. Assim, a cepa CCT 7549 foi escolhida para
continuidade dos experimentos de inativac¢do do presente trabalho, por ter
demonstrado maior resisténcia.

4.1.3 Inativacéo de P. expansum in vitro

Apo6s a obtencdo das curvas de inativacdo de P. expansum sob
radiacdo UV-C, nas intensidades (0,60, 1,41 e 2,20 W/m?), os modelos de
Weibull, Log-linear e Log-linear + cauda (GEERAERD, 2012) foram
ajustados aos dados experimentais e comparados, através de indices
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estatisticos, para se verificar o que melhor descreve essas curvas. A
Tabela 4.2 apresenta os indices estatisticos obtidos.
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O coeficiente de determinacdo (R?) fornece uma medida da
propor¢do da variacdo explicada pela equagdo de regressao em relacdo a
variacdo total das respostas. Quanto mais proximo de 1, melhor é a
predicdo do modelo. O erro médio quadratico (RMSE) apresenta o
modelo de erro para os dados, por exemplo o quanto os valores preditos
sdo préximos dos valores observados. O RMSE é uma medida da
variabilidade residual e, quanto menor o seu valor, maior a capacidade do
modelo de descrever os dados.

O Modelo de Weibull foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais, apresentando valores de R2 mais proximos de 1 para todas
as condicOes avaliadas e menores valores de RMSE. O motivo deste
modelo ser o que melhor se ajustou pode ser explicado pelo fato de a
distribuicdo Weibull ser descrita pelos parametros de forma e escala.
Dependendo dos valores desses parametros, a distribuicdo pode assumir
diversas formas. A distribuicdo Weibull é uma das distribui¢des mais
comumente usadas para modelar dados assimétricos (PAES, 2009;
MINITAB 18). Syamaladevi et al. (2014) e Syamaladevi et al. (2015)
também escolheram o Modelo de Weibull para descrever a inativagéo de
P. expansum por radiacdo UV-C. Com isto foram calculados os fatores
bias e exatiddo, para todas as condicOes estudadas, e estes estdo
apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3 R?, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo referentes ao ajuste do modelo
de Weibull aos dados de inativagdo de esporos de P. expansum seco com a
aplicacéo de trés diferentes intensidades de radiagdo UV-C.

Intensidade R2 RMSE Fator bias Fator
(WIm?) exatidao
0,60 0,9495 0,2361 0,9990 1,1158
1,41 0,9496 0,2619 0,9733 1,1397
2,20 0,9608 0,1814 0,9812 1,1091

Os fatores bias e exatidao sdo indices de desempenho do modelo.
Estes valores mostram se o valor predito pelo modelo esta ou ndo préximo
do valor observado. Um fator bias superior a 1,0 indica que o valor predito
€ maior do que o valor observado. Por outro lado, um fator bias menor do
gue 1,0 indica que o valor predito é menor do que o valor observado. O
fator exatiddo é a soma das diferencas absolutas entre os valores preditos
e observados. Um fator exatidao de 1 mostra que ha perfeita concordancia
entre todos os valores preditos e observados. Quanto maior for este valor,
mais baixa ¢ a sua precisdo (SLONGO et al., 2009). Os valores de bias e
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exatidao apresentados na Tabela 4.3 estdo préximos de 1, mostrando que
a resposta observada é proxima da resposta predita.

A Figura 4.2 apresenta as curvas obtidas a partir dos dados
experimentais da inativagdo de esporos de P. expansum em radiacfes
fixas de 0,60, 1,41 e 2,20 W/m?, com o ajuste do modelo de Weibull.

Figura 4. 2 Curvas de inativagdo de esporos de P. expansum in vitro, apds
secagem do indculo, ao longo do tempo pela aplicagao de diferentes intensidades
de radiagdo UV-C (0,60; 1,41 e 2,20 W/m?). A linha continua representa o ajuste
do Modelo de Weibull aos dados.

O T T T T T
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245 . 2,20 W/m2
(@]
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2 4
25 & A
3

Tempo (minutos)

Como pode ser visto na Figura 4.2, a aplicacdo de uma menor
intensidade de radiacdo (0,60 W/m2) teve menor efeito na inativacdo dos
esporos. Para atingir aproximadamente 2 reducdes logaritmicas, foram
necessarios mais de 100 minutos de aplicacdo de radiacdo. Com
intensidade de radiacdo maior (1,41 e 2,20 W/m?2), em aproximadamente
40 minutos, esta mesma reducdo foi atingida. Porém, foi constatado que
ndo ha diferenca entre essas maiores intensidades de radiacdo para a
inativacdo do fungo que apresenta a mesma resisténcia nas duas
condigdes testadas.

Com os resultados obtidos e devido ao grande nimero de
trabalhos com aplicacdo da técnica em agua e sucos de frutas
(BARROSO; WOLF, 2009; KOUTCHMA, 2009; KOUTCHMA,;
ORLOWSKA, 2012), foram realizados testes para verificar a
possibilidade de um maior efeito de inativacdo com a suspensdo de
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esporos Umidos. Desta forma, foram realizados testes sem secar a
suspensao colocada na placa. Os resultados obtidos apresentaram uma
maior inativagdo, sendo confirmada a necessidade de alteracdo dos
procedimentos com o fungo, excluindo a etapa de secagem da suspensao,
para a obtengdo de um maior efeito de inativacdo. Os resultados séo
apresentados na Figura 4.3.

Figura 4. 3 Curvas de inativacdo de esporos de P. expansum Umido e seco sob
condicdo in vitro em diferentes intensidades de radiacio UV-C
(aproximadamente 0,50 e 1,40 W/m?). A linha continua representa o ajuste do
Modelo de Weibull aos dados experimentais.
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Ao se comparar 0s resultados de inativacdo de P. expansum,
utilizando radiacdes por volta de 0,50 e 1,40 W/m? nas condicdes de
inoculo seco e Umido, nota-se que o tratamento foi mais efetivo na
suspensdo Umida. Pois, com intensidades de aproximadamente 0,50
W/m?, a aplicacéo de radiacdo por 20 minutos é suficiente para mais de 3
reducbes decimais dos esporos Umidos, enquanto no mesmo tempo
apenas 1 reducdo dos esporos secos € atingida. Diferenca também foi
constatada com a comparacdo da aplicacdo de aproximadamente 1,40
W/m? nas duas condices avaliadas. Com a aplicacédo da radiacdo nesta
intensidade por 20 minutos consegue-se aproximadamente 1,7 redugdes
dos esporos secos, como previsto pelo modelo, ao passo que mais de 5
reducdes dos esporos Umidos podem ser alcancadas. Na aplicacdo em
alimentos, pode-se aumentar a eficiéncia do tratamento, por exemplo,
através da aspersdo de dgua nas magas antes da submissao a UV-C. Estes
resultados comprovam também a efetividade da aplicacdo de UV-C para
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a reducgdo de P. expansum e motivou a modelagem da inativagdo dos
esporos desse fungo in vitro, sem secar em cinco intensidades de radiacao
possiveis com o aparato experimental utilizado no desenvolvimento da
tese, variando o numero de lampadas.

4.1.4 Modelagem da inativacdo de esporos Umidos de P. expansum
in vitro por radiagdo UV-C utilizando cinco diferentes intensidades
de radiacéo

Como em todos 0s experimentos, fez-se necessario o calculo das
intensidades de radiacdo nas cinco diferentes condi¢des testadas (2, 4, 6,
8 e 10 lAmpadas). As intensidades de radia¢do obtidas estdo descritas na
Tabela 4.4, através da equacdo da reta, obtida pelo ajuste linear do Excel,
uma vez que a dose de radiagdo aumenta ao decorrer do tempo de forma
linear, como pode ser visto na Figura 4.4.

Figura 4. 4 Curvas para obtencédo da intensidade de radiagdo com a utilizagdo de
2,4, 6, 8 e 10 lampadas para os experimentos de inativacdo de P. expansum in
vitro.
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Os coeficientes angulares das equacdes de reta, apresentadas na
Tabela 4.4 onde 0 y é a dose de radiagdo em mJ/cmz, e x é 0 tempo em
minutos, quando multiplicado por 1/6, sdo correspondentes & intensidade
de radiacdo em que os microrganismos sdo submetidos em W/m?, como
pode ser visto nas Equacdes 4.1, 4.2 ¢ 4.3.
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Tabela 4. 4 Valores de intensidade de radiacdo para inativagdo de P. expansum in
vitro.

Numero de
Lampadas Equacdo da Reta R2  Intensidade (W/m?)
2 y=2,7097x - 1,9265 1,000 0,452
4 y=4,7767x - 1,044 1,000 0,796
6 y=6,335x +2,8982 0,999 1,056
8 y=7,7504x - 7,2601 0,997 1,292
10 y=8,6007x +5,6309 0,999 1,433

Apo6s a obtencdo dos dados experimentais de inativacdo de
esporos de P. expansum por radiacdo UV-C, as formas das curvas de
inativacdo foram observadas e o modelo de Weibull, ajustado as curvas.
Assim foram obtidos os modelos primarios de inativacao do fungo in vitro
em funcdo do tempo para cada intensidade fixa de radiacdo estudada.

Com o modelo definido, foi possivel calcular os pardmetros o e
B. O parametro fator de forma (o) ndo apresentou variagdes relevantes
entre as intensidades de radiacdo, portanto, foi fixado em 0,35, valor
correspondente a média aritmética dos valores obtidos nas cinco
condicdes testadas. Foi utilizado entdo o modelo de Weibull com o fixo
para recalcular o pardmetro fator de escala () e o coeficiente estatistico
R2, apresentados na Tabela 4.5. O modelo escolhido apresentou um ajuste
tdo eficiente quanto Weibull com 2 pardmetros baseado nos indices
estatisticos R? e RMSE apresentados na Tabela 4.5.
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Com o ajuste do modelo de Weibull com o fixo aos dados
experimentais, foi possivel observar o comportamento de inativagdo com
0 tempo para P. expansum, quando submetida ao tratamento nao térmico

de irradiacdo por luz UV-C, demonstrado na Figura 4.5.

Figura 4. 5 Curvas de inativagéo de esporos de P. expansum Umido sob condigéo
in vitro em cinco diferentes intensidades de radiacdo UV-C. A linhas representam

0 ajuste do Modelo de Weibull aos dados experimentais.
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Os coeficientes estatisticos R?, RMSE, Fator Bias e Fator
Exatiddo, foram calculados e apresentados na Tabela 4.6, para avaliar o
ajuste aos dados experimentais e a capacidade preditiva do modelo

primario Weibull com fator de forma fixo igual a 0,35.
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Tabela 4. 6 Dados estatisticos (R?, RMSE, Fator bias, Fator exatiddo) referentes
ao ajuste do modelo de Weibull com a fixo aos dados experimentais de inativagio
de esporos Umidos de P. expansum in vitro sob a aplicagdo de diferentes
intensidades de radiacéo.

Lampadas I nE\e/?ljrlr?gde R? RMSE Bias  Exatidao
2 0,452 0,935 0,360 0,997 1,095
4 0,796 0,938 0,496 1,079 1,137
6 1,056 0,875 0,668 0,965 1,130
8 1,292 0,986 0,223 1,028 1,060
10 1,433 0,989 0,223 1,002 1,040

Os valores demonstram que 0 modelo apresenta um bom ajuste,
além de uma alta capacidade preditiva, com valores de fator bias e
exatiddo proximos de 1.

Periago et al. (2004), Van Boekel (2002) e Haberbeck (2011)
também observaram que o parametro de forma (a) ndo apresentou
variacdo consideravel, e obtiveram bons resultados utilizando Weibull
com a fixo.

Syamaladevi et al. (2015) conseguiram 1,8 log reducdes de P.
expansum em magca em dois minutos com uma dose de 1,2 kJ/m?, ou seja,
uma intensidade de radiacdo de 10 W/m2, aproximadamente 4,5 vezes
maior do que a maxima alcancada pelo equipamento utilizado neste
trabalho. Essa mesma reducdo citada foi alcancada no presente trabalho
com a aplicacdo de 1,43 W/m2 por 54 segundos segundo o modelo, ou
seja, uma dose de aproximadamente 0,077 kJ/m2. A explicacdo para esta
necessidade de uma dose aproximadamente duas vezes maior do que a
utilizada pelos pesquisadores citados poderia ser pela utilizacéo de cepas
diferentes. A diferenca de comportamento entre duas diferentes cepas foi
constatada também neste trabalho quando foi avaliada a cepa mais
resistente e agora mais uma vez observada diante da comparacdo dos
resultados com o trabalho de Syamaladevi e colaboradores (2015). Vale
lembrar que a inativacdo neste trabalho foi in vitro, ja nos trabalhos
citados a inativagdo foi realizada em maca (1,8 log CFU/g reducdes),
cereja (2,4 log CFU/g reduc@es), morango (2,6 log CFU/g redugdes) e
framboesa (2,8 log CFU/g reduces). A acdo da radiacdo muda de acordo
com a estrutura da superficie na qual estd sendo aplicada, diferenga
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destacada pelo mesmo artigo devido a comparacdo das diferentes frutas
citadas.

Segundo Chang et al. (1985) e Wright et al. (2000), o efeito da
radiacdo UV em microrganismos pode variar de espécies para espécies e,
na mesma espécie, pode depender da tensdo, meio de crescimento, estagio
de cultura, densidade de microrganismos e outras caracteristicas, como o
tipo e a composicao dos alimentos.

4.1.5 Inativagdo de P. expansum em alimentos

Com a verificacdo de que ocorre a inativagdo de esporos de P
expansum in vitro, surge a possibilidade da inativacdo deste fungo em
maca e em suco de maca através da aplicacdo da radiagdo UV-C

Os pardmetros para o0s experimentos em macd foram
estabelecidos pela analise dos primeiros resultados para a inativacao in
vitro. A condicdo avaliada foi 2,20 W/m2 aplicados em uma suspenséo de
esporos de P. expansum CCT 7549 inoculada em maca, partindo de uma
concentracdo inicial de 108 UFC/mL de suspensdo. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 4.6.

Figura 4. 6 Curva de inativacdo de P. expansum em macé sob 2,20 W/m2 de
radiagdo UV-C. A linha continua representa o ajuste do Modelo de Weibull aos
dados experimentais.
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O modelo de Weibull, mostrou bom ajuste aos dados
experimentais, uma vez que RMSE foi proximo de 0 e 0 R2 préximo de
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1. Os pardmetros o (0,31) e B (140,55) e os dados estatisticos R2 (0,9071)
e RMSE (0,1074) foram obtidos com a ajuda da ferramenta GlnaFIT do
Excel®. Os fatores bias (1,0875) e fator exatiddo (1,1839) préximos de 1
também demonstram o bom ajuste.

Analisando os resultados para inativacdo de P. expansum em
macd € possivel observar que ndo foi alcancada nem uma redugdo
logaritmica apds uma hora de aplicacéo de radiagcdo UV-C. Este resultado
é diferente do encontrado por Syamaladevi et al. (2015) que conseguiram
1,8 reducbes decimais em 2 minutos de processo, provavelmente por se
tratar de uma cepa diferente da estudada no presente trabalho. Além disso,
a intensidade de radiacdo utilizada pelos pesquisadores citados foi 4,5
vezes maior do que a estudada neste trabalho.

O tratamento parece pouco efetivo em macd, uma vez que é
necesséria mais de uma hora de aplicagéo de radiacdo para inativacéo de
um ciclo decimal do fungo. Desta forma, sdo necessarios tempos de
exposicdo maiores do que para o tratamento in vitro nas mesmas
condi¢des, provavelmente devido a diferenca na superficie irradiada.
Uma vez que, segundo Lagunas-Solar (2014), a natureza da superficie
exposta determina a eficacia da radiacdo UV-C em frutas e em muitos
vegetais pela formacdo de barreira fisica natural como tricomas que se
combinam com as camadas naturais cerosas em algumas cultivares e com
alguma rugosidade fisica (isto é, furos e fendas). Esta combinagao resulta
em sombras ou escudos para microrganismos. Outras limitacGes sdo
devidas as caracteristicas geométricas de algumas frutas e vegetais, sendo
o0 tecido bioldgico uma barreira eficaz a penetracéo de radiacdo UV-C.
Além disso, a geometria redonda ou oval da maca pode aumentar 0s
efeitos naturais de blindagem ou sombreamento e minimizam a intera¢éo
direta dos fétons de UV-C com os microrganismos alvo.

Comparando os resultados apresentados na Figura 4.6 com 0s
obtidos por Saloméo et al. (2011) para sanitizagdo de macés Fuji, os
tempos para inativacdo do fungo por radiacdo UV-C parecem invidveis.
O trabalho citado apresentou 2,2 reducdes apds 1 minuto da superficie da
fruta em contato com o sanitizante dicloroisocianurato de sddio na menor
concentracdo avaliada (50 ppm). Porém o outro sanitizante avaliado, o
acido peracético, ndo alcancou nem uma redugdo, mesmo na maior
concentracao testada (250 ppm).

Salomao (2009) estudou a aplicacdo de solugdes de cloro por 30
segundos e alcangou redugdes maiores que 5 log decimais de esporos de
P. expansum em magcas de diferentes cultivares.

Segundo Gomes et al. (2014), o funcionamento da lavagem de
frutas industriais e comerciais por aplicacdo de agua potavel diminuiu a
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populacdo de todos os microrganismos avaliados (leveduras e bactérias
acido laticas) por um ciclo logaritmico, independentemente da contagem
inicial. Apesar de ndo avaliar o efeito da sanitizacdo sobre o
microrganismo P. expansum, afirmam que os microrganismos avaliados
no estudo apresentaram maior resisténcia ao desinfetante do que as cepas
gue sdo patogénicas. Consequentemente, a sua reducdo ou eliminagdo
pode representar um indicador da eficacia deste composto contra agentes
patogénicos. Desta forma, afirmam que a imersdo de macas por 5 minutos
em uma solugdo de hipoclorito de s6dio na concentracdo de 100 mg/L é
efetiva.

Comparando com os resultados de sanitizagdo quimica citados, a
aplicacdo de uma hora de radiacdo para ter o alcance de menos de uma
reducdo decimal completa na concentragéo de esporos do fungo em maca,
nas condicbes avaliadas no presente trabalho, parece inviavel. Apesar
disso, vale lembrar as desvantagens do uso de cloro para sanitizacao,
como descoloracdo e modificacdo do aroma das frutas (OLIVEIRA et al.,
2003), formacdo de compostos tdéxicos prejudiciais a salde de
manipuladores e consumidores (ALLENDE et al, 2009; ISSA-
ZACHARIA et al., 2010), além dos danos causados ao meio ambiente
(CASANI et al., 2005).

Uma possivel alternativa para eliminagdo de microrganismos
contaminantes como o P. expansum sem o uso de cloro, seria 0 uso da
radiacdo UV-C diretamente no suco.

4.1.5.1. Inativacdo de P. expansum em suco de maca

Uma vez que foram alcangadas maiores redugdes de esporos do
fungo na condicdo in vitro Umida em menor tempo de aplicacdo de
radiacdo e existem trabalhos que aplicam a técnica em sucos de frutas
(TREMARIN; BRANDAO; SILVA, 2016; FALGUERA; PAGAN;
IBARZ, 2011; GABRIEL, 2012; MULLER et al., 2014) foi constatada a
possibilidade da aplicacéo da radiagéo no suco de maca.

Primeiramente foi realizado um teste para verificar a estabilidade
dos esporos de P. expansum em suco de macd para garantir que a
inativacdo encontrada seria proveniente apenas da acdo da radiagdo
ultravioleta e ndo das condigBes ambientais em que o experimento foi
conduzido.

4.1.5.1.1 Teste para verificar a estabilidade dos esporos de P. expansum
em suco de magé
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O teste confirmou que a concentracao de esporos se mantém apds
30 e 60 minutos nas condi¢des dos experimentos realizados (20°C),
porém sem aplicacdo da radiacdo UV-C. Além disso a suspensdo
inoculada em diferentes tempos também se manteve na mesma
concentracdo quando estocada em refrigeracdo para indculo em suco
resfriado apds 3, 5 ou 7 horas. Estes resultados garantem que a inativagéo
observada nos testes realizados em suco de macd foi alcancada apenas
pela aplicacdo de radiacdo e ndo por outros fatores ambientais.

4.1.5.1.2 Calculo das Intensidades de radiagdo utilizadas para inativacéo
de P. expansum em suco de maca

As intensidades de radiagéo obtidas estdo descritas na Tabela 4.7,
através da equacdo da reta, uma vez que a dose de radiacdo aumenta
linearmente com o tempo, como pode ser visto na Figura 4.7.

Figura 4. 7 Curvas para obtencéo da intensidade de radiagdo com a utilizagdo de
2,4, 6, 8 e 10 lampadas para os experimentos de inativagdo de P. expansum em
suco de macé.
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Os coeficientes angulares das equacdes de reta, apresentadas na
Tabela 4.7 onde 0 y é a dose de radiagdo em mJ/cmz, e x é 0 tempo em
minutos, quando multiplicado por 1/6, sdo correspondentes a intensidade
de radiacdo em que os microrganismos sdo submetidos em W/m?, como
pode ser visto nas Equacdes 4.1, 4.2 ¢ 4.3.
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Tabela 4. 7 Valores de intensidade de radiacdo para inativacéo de P.

expansum em suco de magé.

Intensidade

NUmero de Intensidade média
Lampadas Equacdo da Reta R? (W/m?) (W/m?)

2 y =4,2264x - 2,4369 0,999 0,704

2 y =3,65x - 1,9754 0,999 0,608 0,66

4 y =7,8227x - 0,7946 1,000 1,304

4 y =7,2701x - 3,1067 0,999 1,212 1,26

6 y =10,55x - 1,3193 1,000 1,758

6 y =9,5779x - 0,4792 1,000 1,596 1,68

8 y =10,801x + 1,4525 1,000 1,800

8 y =11,331x + 0,0294 1,000 1,889 1,84

10 y =13,12x + 0,8201 1,000 2,187

10 y =12,612x - 0,7678 1,000 2,102 2,14

4.1.5.1.3 Definigdo do modelo primério de inativacéo de P. expansum em

suco de maca

A concentragdo de microrganismos em funcdo do tempo para
cada intensidade de radiacdo estudada (0,66; 1,26; 1,68; 1,84 e 2,14

W/m?) esta apresentada na Figura 4.8.

Figura 4. 8 Cinética de inativagao para P. expansum em suco de maca submetido
a cinco intensidades de radiag&o (0,66; 1,26; 1,68; 1,84 e 2,14 W/m?). O Modelo
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de Weibull ajustado aos dados experimentais esté representado pelas curvas com
diferentes tracos para diferenciacéo das intensidades de radiagéo.
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Para a obtencdo do modelo primério, que descreve a variagdo da
guantidade de microrganismos com o tempo devido a aplicacdo de
radiagdo ultravioleta em uma determinada intensidade de radiacéo, foi
testado 0 modelo de Weibull com o auxilio da ferramenta MATLAB®.
Este modelo foi testado devido a constatacdo do formato da curva obtida
com os dados experimentais.

Observa-se na Figura 4.8, 0 mesmo comportamento para todas as
curvas de inativagdo, com a concavidade voltada para cima, comprovando
que o parametro de forma ¢ menor do que 1 (0< 1) (MCMKELLAR; LU,
2004). Analisando os resultados preditos pelo modelo ajustado, percebe-
se que, com as trés maiores intensidades de radiacéo estudadas, é possivel
alcancar por volta de trés reducgdes logaritmicas em cinco minutos. Ja com
a menor intensidade (0,66 W/m2) essa mesma reducdo é obtida em
aproximadamente 15 minutos e por volta de 10 minutos com a intensidade
de 1,27 W/m2, Comprovando-se assim que a intensidade de radiacao
interfere consideravelmente no tempo de inativagéo entre as trés menores
intensidades estudadas (0,66; 1,26 e 1,68 W/m?). Porém ndo houve
diferenca consideravel entre os tempos para inativacdo com o uso das trés
maiores intensidades (1,68; 1,84 e 2,10 W/m2).
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O tratamento com radiagdo UV-C é vantajoso por permitir a
descontaminacao microbiana e estabiliza¢do de cor do produto, sem afetar
0 seu sabor (MANZOCCO et al., 2011).

A Tabela 4.8 apresenta os valores de R%, RMSE, a ¢ B, fornecidos
pelo MATLAB, para cada intensidade de radiacdo, para o ajuste do
modelo de Weibull aos dados experimentais
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Com base nos dados estatisticos, vemos que o modelo de Weibull
se ajustou bem aos dados experimentais, ja que apresenta valores de R2
préximos de 1, e valores de RMSE baixos, nas cinco intensidades de
radiacdo.

Os coeficientes estatisticos fator bias e fator exatiddo, foram
calculados pelo programa Microsoft Excel® e apresentados na Tabela
4.8, para avaliar o ajuste do modelo priméario de Weibull aos dados
experimentais e sua capacidade preditiva.

Pela anélise dos indices estatisticos, pode-se dizer que o0 modelo
de Weibull apresenta um bom ajuste aos dados experimentais, além de
uma alta capacidade preditiva, com valores de fator bias e exatiddo muito
préximos de um, indicando que os valores preditos sdo muito préoximos
dos valores observados.

4.1.5.1.4 Definigdo dos modelos secundérios de inativacéo de P.
expansum em suco de macgd

Para a obtencdo do modelo secundario que melhor descreve a
influéncia da intensidade de radiacéo (0,66; 1,26; 1,68; 1,84 e 2,14 W/m?2)
nos parametros a ¢ 3 de inativag@o obtidos pelo modelo de Weibull, foram
comparadas quatro equacdes matematicas: Linear, Raiz Quadrada,
Exponencial e Arrhenius.

Os modelos secundérios foram escolhidos com base nos valores
de Rz obtidos com o ajuste do modelo aos parametros de inativagéo de P.
expansum (a ou ) obtidos pelo ajuste do modelo primério e também pela
andlise visual do melhor ajuste da curva aos dados experimentais.

Os valores de R? para cada um dos modelos testados para
descrever a influéncia da intensidade de radiagcdo sobre o pardmetro
primario o estdo apresentados na Tabela 4.9.
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Tabela 4. 9 Valores de R? para a escolha do modelo secundéario que melhor
descreve a influéncia da intensidade de radia¢do sobre o pardmetro primario o
para inativagdo de P. expansum em suco de maca.

Modelo Equacdo R2
Linear a=—0,2076 % (I) + 0,5503 0,8483
Raiz quadrada Va = -0,1966 * (I) + 0,7707 0,8453

. . 1
Tipo Arrhenius Ina = 1,0622 * (7> 23815 0,8491

Exponencial a = 0,6756 * exp®762*(D) 0,8286

Os quatro modelos avaliados apresentam valores de R? préximos.
Desta forma o modelo foi escolhido visualmente. Os modelos da Raiz
Quadrada e o Modelo de Arhenius eram 0s que visualmente passavam
mais proximos dos pontos experimentais, entio o Modelo da Raiz
Quadrada foi o escolhido por ser mais simples e mais comumente
utilizado na Microbiologia Preditiva.

A Figura 4.9 mostra o ajuste do modelo secundario para
descrever a influéncia da intensidade de radiacdo sobre o parametro
primario o.

Figura 4. 9 Ajuste do modelo secundario da Raiz quadrada para descrever a
influéncia da intensidade de radiagdo sobre o parametro primario a.
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Os indices estatisticos fator bias e exatiddo foram calculados para
avaliar a capacidade preditiva do modelo escolhido. Os valores



121

encontrados foram 1,000 e 1,072, respectivamente. Com isto é possivel
afirmar que os valores preditos sao proximos dos observados.

Os valores de R? para cada um dos modelos testados para
descrever a influéncia da intensidade de radiagcdo sobre o parametro
primério B estdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4. 10 Valores de R? para a escolha do modelo secundario que melhor
descreve a influéncia da intensidade de radiagdo sobre o pardmetro primario f
para inativacdo de P. expansum em suco de maga.

Modelo Equacao R2
Linear B =-0877 (1) + 1,6243 0,7632
Raiz quadrada \/ﬁ = —0,7572 = (I) + 1,4879 0,8541

) . 1
Tipo Arrhenius Inf = 59524 + <7> 84722 0,7871

Exponencial B = 17,439 * exp*393*(D) 0,7714

Apesar do Modelo da Raiz Quadrada apresentar R? mais proximo
de 1, o Modelo Exponencial foi escolhido por visualmente apresentar
melhor ajuste para um maior nimero de intensidades de radiacao,
possibilitando posteriormente a obtencdo de um modelo dindmico
utilizando as intensidades de radiagdo mais altas estudadas para suco de
maca.

A Figura 4.10 mostra 0 ajuste do modelo secundario para
descrever a influéncia da intensidade de radiagcdo sobre o pardmetro
primario p.
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Figura 4. 10 Ajuste do modelo secundario exponencial para descrever a
influéncia da intensidade de radiagdo sobre o pardmetro primario [3.
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Os indices estatisticos fator bias e exatiddo, foram calculados
para avaliar a capacidade preditiva do modelo, e assim como no
parametro o, indicaram que os valores preditos sdo préximos dos
observados, com valores de 0,990 e 2,231, respectivamente.

4.1.5.1.5 Definigéo do modelo dindmico de inativagdo de P. expansum
em suco de macé pela aplicacéo de radiacdo UV-C.

Apos a selecdo dos modelos primarios e secundarios, foi utilizada
a avaliacdo das respostas obtidas em condicGes de radiacdo constantes
para prever a inativacdo microbiana em condigdes que variam com o
tempo. Para isto foi utilizada a equacéo de Peleg (Equagéo 3.10), baseada
no modelo priméario de Weibull. Neste caso, a condi¢do que varia com o
tempo é a intensidade de radiacdo. Considerando que a inativacdo
também possa variar ao longo do tempo, a variacdo de intensidade de
radiacdo apresentada na Figura 4.11 foi utilizada para valida¢do do
modelo dindmico. Apo6s a obtencgdo da predicéo de inativagdo baseada no
modelo dindmico selecionado, foi realizado um experimento para
posterior validacdo do modelo proposto.



123

Figura 4. 11 Simulacéo da Variagdo da intensidade de radiagdo com o tempo.
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A Figura 4.11 demonstra a simulagdo da variacdo de radiacdo.
Primeiramente foi simulado o uso de 8 lampadas acesas (1,84W/m?2) num
instante de tempo de 10 minutos. Apds este tempo foi simulada a queima
de 4 ldampadas e o processo continuou com 4 lampadas (1,26 W/m2) por
mais 10 minutos. Por fim as 4 lampadas foram acesas novamente
(1,84W/m2) por mais 15 minutos. Assim foi obtida a Figura 4.12, a partir
da equacdo derivada de Weibull e os pardmetros o e B dependentes da
intensidade de radiagdo como proposto por Peleg (2006) (Equacéo 3.10).

A Figura 4.12 mostra a predicdo do modelo (linha continua) e os
dados experimentais obtidos na condigéo de intensidade variavel.
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Figura 4. 12 Predicdo da cinética de inativacdo de P. expansum em suco de maca
em funcdo do tempo em condigBes varidveis de radiacdo (linha continua) e os
dados experimentais obtidos na condigdo de intensidade variavel.
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Modelo dindmico que descreva a inativacdo de P. expansum por
radiagdo UV-C ndo foi encontrado na literatura. Diante disso vale
destacar a importancia de um modelo que proporciona a simulagdo de um
processo real em que haja variacéo da intensidade de radiagdo ao longo
do tempo de processo, podendo assim prever a consequéncia dessa
variacdo sobre o comportamento dos esporos do fungo estudado.

Os modelos matematicos obtidos neste estudo possibilitam a
utilizacdo do tratamento por radia¢do ultravioleta para conservacdo de
suco de macd, uma vez que essa tecnologia além de eliminar os
microrganismos deteriorantes como o P. expansum, é uma tecnologia
conhecida por preservar as caracteristicas naturais do produto, como
aroma, sabor, cor, compostos fenélicos e atividade antioxidante.

4.2 INATIVACAO DE W. viridescens
Para verificacdo da possibilidade do uso de radiacdo UV-C para
inativacdo de W. viridescens, como forma de conservacdo de produtos

carneos embalados a vacuo, foram realizados testes in vitro.

4.2.1 Célculo das Intensidades de radiacéo utilizadas para
inativacdo de W. viridescens in vitro

Uma vez que a dose de radiacdo aumenta ao decorrer do tempo
de forma linear, como pode ser visto na Figura 4.13, as intensidades de
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radiacdo foram obtidas pelo ajuste da reta aos dados experimentais e estdo
descritas na Tabela 4.11.

Figura 4. 13 Curvas para obtencéo da intensidade de radiagdo com a utilizacdo de
2,4, 6,8 e 10 lampadas para os experimentos de inativagdo de W. viridescens in
vitro.
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Os coeficientes angulares das equacdes de reta, apresentadas na
Tabela 4.11 onde 0 y é a dose de radiagdo em mJ/cm?, e x é o tempo em
minutos, quando multiplicado por 1/6, sdo correspondentes a intensidade
de radiacdo em que os microrganismos sdo submetidos em W/m?, como
pode ser visto nas Equacdes 4.1, 4.2 e 4.3.

Tabela 4. 11 Valores de intensidade de radia¢do para inativacdo de W. viridescens
in vitro.

NUmero de Intensidade
Lampadas Equacéo da Reta R? (W/m2)

2 y=3,3429x - 1,1905 0,9835 0,56

4 y=6,0857x - 1,0476 0,9958 1,01

6 y=8,0545x - 1,9091 0,9961 1,30

8 y=9,5714x - 1,4286 0,9973 1,60

10 y=11,571x - 1,4286 0,9982 1,93

4.2.2 Modelos Primarios de inativacdo de W. viridescens in vitro.
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Apos a obtencdo das curvas de inativacdo de W. viridescens sob
radiacio UV-C, os modelos de Weibull e Log-linear + ombro
(GEERAERD et al, 2012) foram ajustados aos dados experimentais e
comparados, através de indices estatisticos, para se verificar o que melhor
descreve essas curvas. Os indices estatisticos R> e RMSE referentes a
esses ajustes sdo apresentados na Tabela 4.12.
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Através da andlise dos resultados apresentados na Tabela 4.12, é
possivel dizer que os dois modelos se ajustaram bem aos dados
experimentais. O modelo de Weibull apresentou valores de R? mais
proximos de 1 nas condicdes de 1,01 e 1,60 W/m? e menor valor de RMSE
em todas as intensidades menos na condicdo de 0,56 W/m?. Chun et al.
(2009) tiveram como resultado o modelo de Weibull com melhor ajuste
para os dados de inativagdo de microrganismos contaminantes de
presunto fatiado. Com base no trabalho citado e no bom ajuste obtido, o
Modelo de Weibull foi escolhido como o modelo primério para descrever
a inativacdo de W. viridescens in vitro por radiacdo UV-C. Segundo
Mdiller et al. (2015), embora outras fungdes de adaptacdo incluidas no
GInaFiT® possam ser mais adequadas para a descricdo de alguns dos
dados medidos, a funcdo de Weibull ajusta a cinética da inativacdo com
fendmenos do ombro ou da cauda de uma maneira mais exata do que a
cinética de primeira ordem usada geralmente.

O modelo de Weibull (Equacdo 3.5) apresenta os parametros o
(fator de forma) e $ (fator de escala). Existem estudos que afirmam que o
parametro o ndo varia consideravelmente com a temperatura e pode ser
considerado constante (CORRADINI; NORMAND; PELEG, 2008; VAN
BOEKEL, 2002; HABERBECK, 2011). No presente trabalho, foi
constatado que isso também acontece para variagdo na intensidade de
radiacdo UV-C. A Tabela 4.13 mostra os valores o e de £ obtidos pelo
modelo de Weibull com o varidvel. Observa-se que os valores de o séo
bem prdéximos, sendo o valor médio de 1,299. Foi, entdo, feito um novo
ajuste do modelo de Weibull aos dados experimentais, com a fixo e 0S
valores de f obtidos para cada intensidade de radiagédo séo apresentados
na Tabela 4.13.
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Na Figura 4.14 sdo apresentadas as curvas de inativacdo de W.
viridescens, nas intensidades de radiacdo de 0,56, 1,01, 1,30, 1,60 e 1,93
W/m?, obtidas com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas, respectivamente,
nas quais foi ajustado o modelo de Weibull com a. fixo (1,299).

Figura 4. 14 Curvas de inativacdo de W. viridescens in vitro pelo tempo com a
aplicacdo de diferentes intensidades de radiagdo UV-C. A linha continua
representa 0 ajuste do Modelo de Weibull com o igual a 1,299 aos dados
experimentais.
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O modelo de Weibull com o fator de forma () fixo mostrou um
bom ajuste aos dados experimentais, como pode ser visualizado na Figura
4.14. Na mesma Figura, pode ser observado que, com o0 aumento da
intensidade de radiagdo, houve um aumento da velocidade de inativagéo
do microrganismo alvo.

A Tabela 4.14 apresenta os indices estatisticos R2, RMSE, fator
bias, fator exatiddo e o tempo para atingir 6 reducdes decimais (t6D),
obtidos pelo ajuste do modelo primério. Apesar de valores de R2=0,95 e
RMSE mais altos para as intensidades de 1,30 e 1,93 W/m2 do que 0s
valores obtidos para as demais intensidades, o modelo foi considerado ter
um bom ajuste aos dados experimentais. Os fatores bias e exatiddo
também confirmam o bom ajuste do modelo, por apresentarem valores
préximos de 1. Todos os dados estatisticos destacam que 0 ajuste do
modelo aos dados experimentais sob intensidade 1,60 W/m?2 foi bastante
satisfatério. O tempo para atingir 6 redugdes decimais (t6D), o nimero de
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reducBes decimais geralmente considerado suficiente para pasteurizagdo
(HABERBECK et al., 2012), diminui com o aumento da intensidade de
radiacdo.

Tabela 4. 14 Dados estatisticos (R2, RMSE, Fator bias, Fator exatidao) referentes
ao ajuste do modelo de Weibull com a fixo aos dados experimentais de inativagao
de W. viridescens in vitro sob a aplicagdo de diferentes intensidades de radiacéo.
O valor de tempo para obtencdo de 6 reducGes decimais (t6D) também é
apresentado.

Lampadas Intensidade @ R2z RMSE Bias Exatiddo  t6D (s)

2 0,56 0,993 0,209 1,197 1,229 12,45
4 1,01 0,980 0,345 0,879 1,163 5,84
6 1,30 0,946 0,617 1,076 1,166 3.80
8 1,60 0,993 0,199 1,086 1,102 2,91
10 1,93 0,950 0,592 1,001 1,165 2.35

4.2.3 Modelos secundarios de inativagdo de W. viridescens in vitro

Os modelos secundarios descrevem como 0S parametros
primarios variam com as mudangas de condi¢es ambientais. O valor de
a foi fixado. Modelos secundarios que descrevam a influéncia da variacdo
da intensidade de radiacdo sobre o pardmetro § foram avaliados.

Dentre os modelos secundarios testados (Tabela 4.15), o
escolhido foi 0 modelo exponencial de intensidade de radiagdo versus o
parametro B (Figura 4.15). Este modelo apresentou R?, fator bias e fator
exatiddo mais proximos de 1.

Tabela 4. 15 Modelos secundarios que descrevem a influéncia da intensidade de
radiacdo (I) sobre o fator de escala (B).

Modelo Equacéo R2

Linear B =—1,804 % (I) + 3,6843 0,8446
Raiz quadrada \/E = —0,7242 = (I) + 2,0433 0,9083
Tipo Arrhenius 0,9494

1
Inp =1,2881 * (7) —1,1313
Exponencial B = 5,4584 x exp~1226*() 0,9611
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Figura 4. 15 Influéncia da intensidade de radiagdo sobre o fator de escala
(parametro B) para inativagdo de W. viridescens in vitro. A linha continua
representa o ajuste do modelo secundario aos dados experimentais.
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Os indices estatisticos que descrevem a predicdo do modelo aos
dados experimentais foram R? igual a 0,961, fator bias de 1,022 e exatiddo
de 1,1009.

4.2.4 Modelo dindmico de inativacao de W. viridescens in vitro

Através dos modelos primario e secundario, foi obtido o modelo
dindmico de inativacdo baseado no modelo proposto por Peleg (2006)
(Equacdo 3.10) para predicdo da inativagdo de W. viridescens sob
intensidades variadas de radiacdo, dentro da faixa estudada (0,56-1,93
W/m?).

A Figura 4.16 mostra um exemplo de processo em que pode
haver uma variacdo de intensidade de radiacdo UV-C, supondo que o
processo fosse estabelecido para o uso de seis lampadas (1,30 W/m?) e
quatro dessas lampadas queimassem e 0 processo continuasse com duas
lampadas (0,56 W/m?). O modelo previu bem a inativacdo da bactéria
submetida a variacdo de intensidade de radiacdo e pode ser usado para
prever a inativagdo com outras variagdes de intensidade, dentro da faixa
estudada. Os dados experimentais obtidos simulando a mesma variagdo
de intensidade de radiacdo predita e apresentada na Figura 4.16 estdo
apresentados pelo marcado preto, sendo considerada a condicdo
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dinamica, demonstrando que o modelo foi capaz de prever bem os dados
experimentais de variacdo de intensidade de radiacdo. Além disso os
indices estatisticos bias de 0,98 e exatiddo 1,149 comprovam a capacidade
preditiva do modelo.

Figura 4. 16 Curva de inativacdo de W. viridescens in vitro em funcdo do tempo
sob radiagdo UV-C com intensidade variavel (a). Variacdo de intensidade de
radiacdo pelo tempo (b).
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4.2.5 Inativagdo de W. viridescens em alimentos

Diante dos resultados obtidos pelos estudos in vitro e da
importancia de estudo com aplicacdo em alimentos, foram realizados
testes em produtos carneos em que as BAL, especialmente a W.
viridescens, sdo deteriorantes.

4.2.5.1 Inativagdo de W. viridescens em presunto fatiado.

Os testes foram realizados inicialmente em presunto fatiado.
Nao foi alcangada nenhuma reducéo do microrganismo inoculado devido
a aplicacdo de radiacdo UV-C na intensidade de 1,93 W/m?, como pode
ser visto na Figura 4.17. Esse resultado provavelmente foi devido a
rugosidade das fibras proporcionada pelo fatiamento do presunto que
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fazem com que haja penetracdo da suspensdo, impossibilitando a
inativacdo por UV-C, uma vez que o tratamento é apenas superficial e a
radiagdo UV-C tem a profundidade de penetragdo limitada. As
caracteristicas morfoldgicas do alimento, tais como a aspereza e a
presenca de feridas na superficie interferem na inativacdo microbiana
(WONG et al, 1998;. WOODLING; MORARU, 2005;. SCHENK et al.,
2008). Segundo Bachmann (1975), isto ocorre porque o efeito germicida
¢ obtido apenas aplicando luz UV-C direta no alvo. Ndo é eficaz na
sombra, nos poros ou nos orificios. Syamaladevi et al. (2013) destacaram
que a eficacia do tratamento com aplicacdo de UV depende das
propriedades morfoldgicas e superficiais do alimento, apesar de terem
comparado a interferéncia da superficie de frutas e ndo de produtos
carneos. Chun et al. (2009) conseguiram inativar microrganismos
patogénicos inoculados em presunto fatiado, aplicando radiacdo UV-C a
5 W/mz2, mas o fatiamento, que ndo foi descrito por ter sido adquirido ja
fatiado, provavelmente foi diferente do realizado no presente trabalho.

Figura 4. 17 Curvas de inativacdo de W. viridescens em presunto, salsicha e
linguica pela aplicacdo de radiacdo ultravioleta UV-C na intensidade de 1,93
W/m2,
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4.2.5.2 Inativagdo de W. viridescens em salsicha

Diante dos problemas de deterioracdo de salsichas pela presenca
de BAL e do tratamento de inativagdo de microrganismos por UV-C ser
mais efetivo em alimentos com superficie lisa foram realizados testes em
salsicha. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.17. Pode-
se observar o efeito da inativacdo por UV-C nesse produto.

O modelo de Weibull obtido para inativagcdo de W. viridescens,
na concentragdo inicial de 10 UFC/g de salsicha, mostrou bom ajuste aos
dados experimentais, uma vez que RMSE foi proximo de 0 e 0 R2 prdximo
de 1. Os parametros a ¢ B ¢ os dados estatisticos R2, RMSE, Bias e
Exatiddo também demonstram o bom ajuste, como pode ser visto na
Tabela 4.16.
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Em 20 segundos foram alcangadas mais de 3 reducgdes decimais
de W. viridescens em salsicha, ao passo que, na mesma intensidade de
radiacdo, 2,3 segundos foram suficientes para 6 reducBes nos testes
realizados in vitro. Assim como foi observado nos resultados obtidos para
inativacdo de P. expansum in vitro e em macd, o tratamento é mais
eficiente na superficie da placa de Petri, onde o indculo fica mais exposto
a radiagdo do que na superficie do alimento que possui poros, como
explicado por Bachmann (1975).

Os 20 segundos para mais de 3 reducbes € pouco tempo se
comparado ao encontrado por Borch et al. (1988) que relataram que uma
reducdo de 6 log decimais nas populagdes de W. viridescens exigiu 40
min a 68 °C no processamento de salsicha. Tendo como intuito o controle
desta bactéria, poderia haver uma reducdo do tempo de tratamento
térmico da salsicha com posterior aplicacdo de radiagcdo UV-C.

4.2.5.3 Inativagdo de W. viridescens em linguica

Diante dos resultados para inativacdo de BAL em salsicha pela
aplicacdo de radiacdo UV-C, surgiu a possibilidade de inativacdo deste
microrganismo deteriorante em outros alimentos carneos com superficie
parecida com a testada. Somado a isso estdo os problemas relacionados
com contaminagdo de linguicas. As linguigas curadas cozidas sofrem com
0 problema de deterioragdo superficial e alteragdes organolépticas, ja que
estas sdo conservadas em temperatura ambiente e sdo muito manipuladas
em seu processamento. As BAL tém sido apontadas como principais
responsaveis pela deterioracdo de linguicas e salsichas cozidas embaladas
a vacuo, caracterizando como principais defeitos sensoriais a
fermentagdo, aroma e sabor azedo do alimento (FREIBERGER et al.,
2016). Entdo foi realizado um experimento visando a inativacdo de W.
viridescens em “linguica mista fininha cozida e defumada”.

A Figura 4.17 apresenta o resultado da aplicacéo de luz UV-C na
superficie de linguica e pode-se observar que houve inativacdo da BAL
estudada.

O Modelo de Weibull se ajustou bem aos dados experimentais de
inativacdo de W. viridescens em linguica. Os valores dos fatores bias e
exatidao apresentados na Tabela 4.16 comprovam este resultado.

Os resultados obtidos foram préximos aos encontrados para
salsicha. Na Tabela 4.16 é possivel observar que valores de a para salsicha
e linguiga s@o proximos e menores que 1. Estes resultados de valor de
forma (o), confirmam o comportamento do microrganismo semelhante
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para os dois alimentos, com curvas de inativacdo com concavidade para
cima, como pode ser observado na Figura 4.17.

As diferencas na inativagdo desses dois alimentos ocorreu pela
diferenca na superficie destes, uma vez que a radiacdo UV-C é um
tratamento superficial. Esta diferenca pode ser ocasionada pela diferenca
de porosidade das tripas utilizadas para a produgéo destes ou mesmo por
se tratar de um alimento de base de massa fina e outro de massa grossa.

De qualquer forma, uma vez que as BAL sdo apontadas como 0s
principais microrganismos deteriorantes de produtos carneos embalados
a vacuo, os resultados apresentados elucidam a possibilidade de aplicagéo
de UV-C como uma alternativa para conservagao e aumento de vida util
de alimentos carneos como salsicha e linguica.

4.2.5.4 Inativacdo de W. viridescens em salsicha embalada a vacuo

Os resultados obtidos pela aplicagdo de UV-C para inativacéo de
W. viridescens em salsicha e linguica evidenciaram a possibilidade de
realizar o procedimento no alimento ja embalado. A vantagem da
aplicacdo da técnica no alimento embalado seria eliminar a possibilidade
de contaminacdo posterior & etapa de embalagem. O alimento escolhido
para os posteriores estudos foi a salsicha, devido a sua grande demanda
de mercado e devido a inativacdo ser menos efetiva, requerendo mais
estudos.

Os resultados dos experimentos de inativacéo de W. viridescens
in vitro com embalagem demonstraram que a embalagem de
multicamadas impede a acdo da radiagdo UV-C sobre 0 microrganismo.
Ja a embalagem PA/PE permitiu a agdo da radiagdo uma vez que foi
observada inativacdo nas amostras forradas com esta embalagem, sendo
esta a escolhida para os experimentos seguintes realizados com salsicha
embalada a vécuo.

Na Figura 4.18, esta apresentada a inativacdo de W. viridescens
em salsicha embalada com aplicacdo de UV-C na intensidade de 1,93
W/m2. Analisando os resultados, é possivel observar que, mesmo
embalada ocorre a inativacdo da bactéria. Isto acontece porque a
embalagem PA/PE selecionada, além de ser uma embalagem indicada
para produtos cérneos foi utilizada no estudo de Manzocco et al. (2016)
em que foi constatado o efeito da radiacdo no produto mesmo embalado.
Outras embalagens de outros materiais poderiam ter agido como uma
barreira, impedindo a agéo da radiagdo UV-C.
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Figura 4. 18 Curva de inativacéo de W. viridescens em salsicha embalada a vacuo
por aplicagdo de radiagdo UV-C na intensidade de 1,93 W/m2,
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O tempo necessario para duas redugBes logaritmas do
microrganismo alvo com a barreira (a embalagem) é de menos de 15
segundos. Estes resultados sdo promissores, uma vez que 0 produto
embalado estd protegido de contaminagdes porteriores & aplicagdo da
radiacao.

Segundo Vermeiren et al. (2004), 0os microrganismos e a maioria
de suas células vegetativas sdo eliminados com o processo térmico, 0s
produtos carneos cozidos curados sdo produtos aquecidos a temperaturas
de 65-75°C, porém apds o tratamento térmico estdo expostos a re-
contaminacdo provinda do ambiente produtivo e do excesso de
manipulacdo do produto. Além disso, segundo Bolzan e Silva (2012), a
vida (til de produtos emulsionados é limitada devido a contaminacéo ap6s
cozimento causado pela manipulacdo, no processo de embalagem e
retirada das tripas. As bactérias laticas sdo as que predominam, causando
a deterioracdo em salsichas embaladas a vacuo. Com isto é ressaltada a
importancia do tratamento ser realizado no produto ja embalado.

Manzocco et al. (2016) avaliaram a alteracdo na vida util de
fatias de abacaxi submetidas a radiacdo UV-C para inativacdo de
leveduras, bactérias acido laticas e fungos. As amostras irradiadas tiveram
um crescimento de 2 ciclos logartimos menor de leveduras e BAL do que
as amostras sem tratamento. Além disso, ndo houve diferenca no
crescimento, de nenhum dos microrganismos avaliados, entre as fatias
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submetidas ao tratamento antes ou depois de embaladas. A embalagem
utilizada no trabalho citado foi PA/PE, assim como a utilizada neste
trabalho. Diante dos presentes resultados de inativagdo de W. viridescens
em salsicha e os resultados encontrados por Manzocco e colaboradores
(2011) em abacaxi, a aplicacdo de radiacdo UV-C no produto carneo ja
embalado se fez promissora para 0 aumento de vida Util do alimento.

Uma vez que os posteriores estudos de vida util de salsicha
embalada a vacuo submetidas a radiacdo UV-C seriam realizados, fez-se
necessaria a determina¢do do tempo de processo mais adequado para
reduzir a contaminagdo e permitir o aumento do tempo de vida Util.

Segundo o FDA (2001), o nivel de in6culo utilizado com o
objetivo de estudar a estabilidade de alimentos (Microbiological
Challenge Testing) é entre 102 e 10° células/g de produto. Esta
concentracdo foi encontrada em salsichas no inicio da vida atil no
trabalho de Battistella (2008). Diante disso, 0s experimentos de vida util
seriam realizados a partir desta concentracdo inicial indicada e ndo seriam
necessarias reducdes maiores que 102 para observar um efeito na vida atil
do produto, uma vez que Manzocco et al. (2016) ndo encontraram
nenhuma reducéo e mesmo assim constataram efeito no tempo final de
vida Util do produto analisado. Com isto e com os resultados apresentados
na Figura 4.18, o tempo de irradiacdo no produto escolhido para andlise
do efeito da radiagdo na vida Util de salsichas embaladas a vacuo foi de 5
segundos, uma vez que os resultados de inativacdo em salsicha embalada
ndo tem diferenca que justifique a escolha de um tempo maior.

4.3 ESTUDO DE VIDA UTIL DE SALSICHA EMBALADA A
VACUO SUBMETIDA A RADIAGAO UV-C

Nesta secdo serdo apresentados os resultados do estudo de vida
Gtil da salsicha embalada a vacuo com e sem tratamento de radiacdo UV-
C.

4.3.1 Caracterizagéo da Salsicha

Anélises para caracteriza¢do da matéria prima utilizada nos dois
estudos de vida util foram realizadas e os resultados estdo apresentados
na Tabela 4.17.



141

GT0'0 87.'C (essew wa %) 10BN €00'0 20L'C (essew wa %) 10BN
000'0 G96'0 enfie ap apepIAny 000'0 96'0 enfbe ap apepiAny
1200 eer'9 Hd LE0'0 90%'9 Hd
ogdped olnseg  BIPIN asleuy ogJped olnse  BIPYIA asifeuy
Z 01UawIIRdXx3 T o1uawWIIadx3

"BUDIS|ES WS Sepezifes) sasijeue sep oelped OIASSp 8 BIPSW 8p S3I0BA /T '+ elagel



142

Com a analise dos resultados apresentados na Tabela 4.17, é
possivel afirmar que as salsichas utilizadas nos dois experimentos
possuiam as mesmas caracteristicas fisico-quimicas como pH, atividade
de &gua e concentracao de cloretos. Esperava-se que as amostras tivessem
as mesmas caracteristicas, uma vez que 0s experimentos foram realizados
com salsichas da mesma marca.

Hoffmann (2001) afirma que a atividade de &gua caracteristica
de produtos carneos fica em torno de 0,98. Préximo desse valor, Garrido
et al. (2010) analisaram presunto fatiado e encontraram valores em torno
de 0,95 e 0,961. Desta forma, o valor de atividade de agua para a salsicha
encontrado no presente trabalho (0,96) encontra-se de acordo com 0s
valores citados na literatura. Apesar disso o valor foi acima dos
encontrados por Bolzan e Silva (2012) que avaliaram cinco diferentes
marcas de salsichas compradas no comércio de Francisco Beltrdo
(Parand) que variaram de 0,93 a 0,94.

Os valores de pH de 6,40 e 6,43 encontrados para a salsicha estdo
de acordo com o citado por Battistella (2008) em que o valor inicial de
pH das salsichas utilizadas para uma das temperaturas estudadas foi de
6,42.

Segundo Angelini (2011) ndo ha legislacdo que controle o teor
de sal adicionado em formulagGes cérneas no Brasil, apenas a tabela de
composi¢do da salsicha norte americana apresenta valor de 2,64% de
NaCl em 100g de produto. Percentuais variando de 2,16% a 3,05% foram
encontrados em estudo realizado por Angelini (2011) em sete marcas
comerciais de salsichas brasileiras comercializadas na cidade de Belo
Horizonte e Porto Alegre, valores estes proximos aos encontrados neste
estudo. Bolzan e Silva (2012) avaliaram cinco diferentes marcas de
salsichas compradas no comércio de Francisco Beltrdo (Parana) e estas
tinham concentracdo de cloreto de sodio de 2,08 a 3,20%. Apenas uma
das marcas avaliadas no trabalho citado apresentou concentragdo maior
gue 3%, que segundo Salgado et al. (1999) é a concentracdo maxima
recomendada para produtos carneos devido ao sabor.

A concentracdo de NaCl encontrada para as amostras utilizadas
neste trabalho foram de 2,7 e 2,75%. Os valores encontrados estdo dentro
do esperado, uma vez que Bressan et al. (2007), apesar de referirem-se
mais especificamente a produtos carneos fatiados, afirmam que esses
alimentos apresentam teores de sal entre 2 a 4%. Além disso, Ferreira
aumento da fase lag do crescimento de W. viridescens quando a
concentracgdo de sal no meio é superior a 2,8%. As amostras do presente
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trabalho estdo com teores de cloretos abaixo desta concentragdo de
“inibicao” do crescimento.

Segundo Gava (1984), a maior parte das bactérias, incluindo as
BAL, sdo capazes de se desenvolver em alimentos com atividade de agua
maior que 0,90 e pH préximo da neutralidade, sendo que as bactérias
produtoras de acido desenvolvem-se, sem prejuizos, em meio levemente
acido.

Diante dos resultados apresentados e do fato do armazenamento
avaliado no estudo ser a vacuo, as caracteristicas das salsichas
selecionadas sdo propicias para a realizacdo do estudo de crescimento de
W. viridescens.

4.3.2. Comparagcdo da vida atil de salsichas submetidas & radiacio
UV-C e salsichas néo irradiadas

De acordo com a Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1999), os
produtos carneos devem ser armazenados numa faixa de temperatura
entre 0 °C e 10 °C. Diante disso foram realizados dois estudos de vida util
de salsichas sob condicdo de refrigeracdo com pequenos abusos de
temperatura para simular a realidade. Nestas condigbes de
armazenamento foram comparadas amostras anteriormente submetidas
ao tratamento com radiacdo UV-C e amostras ndo irradiadas.Os
resultados destes estudos estdo apresentados nas Figuras 4.19 e 4.20.

Figura 4. 19 Crescimento de W. viridescens em salsicha embalada a vacuo sob
refrigeracdo com e sem submisséo a radiagdo UV-C na intensidade de 1,93 W/m?
por 5 segundos (experimento 1).
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Para auxilio da analise dos resultados 0 modelo de Baranyi e
Roberts (Equagdo 2.2) foi ajustado aos dados experimentais. A partir do
modelo, foi possivel obter os tempo para fim da vida Gtil do produto que
estdo apresentados na Tabela 4.18.

Figura 4. 20 Crescimento de W. viridescens em salsicha embalada a véacuo sob
refrigeracdo com e sem submisséo a radiagdo UV-C na intensidade de 1,93 W/m?
por 5 segundos (experimento 2).
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O modelo de Baranyi e Roberts também foi ajustado aos dados
do segundo experimento de vida Util realizado, tanto para os dados
obtidos a partir de amostras irradiadas como para os dados referentes as
amostras ndo irradiadas. Desta foram, foram obtidos também os tempos
de fim de vida Gtil das amostras avaliadas e apresentados na Tabela 4.18.



145

Tabela 4. 18 Comparagdo dos efeitos radiagdo UV-C na intensidade de 1,93
W/m2 por 5 segundos na vida til de salsicha embalada a vacuo.

Reducdo da
concentracdo  Tempo de vida Aumento da
inicial Gtil (dias) vida util* (dias)
SEM UV 1 22,7
COM UV 1 15 ? ?
SEM UV 2 26,06
COM UV 2 1,6 44,60 18,5

* em relagdo a amostra ndo irradiada

Segundo Slongo (2008), o ponto de deterioracdo causado pelo
crescimento de BAL é definido como 107 UFC/g de alimento. Para Gogou
etal. (2015) pode ser estendido até o crescimento deste grupo de bactérias
atingir a concentracéo de 1,5x10” UFC/g. Diante dessas referéncias, foi
estabelecido para o presente estudo que 0 tempo necessario para a
concentracdo de BAL atingir 10" UFC/g de salsicha seria equivalente ao
tempo que determina o fim da vida Gtil do produto.

No primeiro experimento (Figura 4.19) apenas as amostras nao
irradiadas atingiram a concentracdo final de vida (til, pois com 43 dias
acabaram as amostras e nenhuma delas havia passado de 6,7 log decimais.
Além disso as amostras irradiadas apresentaram aspectos aceitaveis para
0 consumo.

As amostras avaliadas ndo irradiadas que atingiram esta
concentracao estabelecida, foi verificado visulamente a presenca de mela,
aroma caracteristico de salsicha mais forte e no segundo experimento foi
verificado também a presenca de gas nos pacotes. Estas caracteristicas
eram esperadas para o produto no final de sua vida atil, uma vez que W.
viridescens é associada a processos de deterioracdo em produtos a base
de carne tais como a presenca de limo, odores e sabores desagradaveis,
perda de vacuo, inchago dos pacotes, descoloracdo e uma diminui¢do no
pH (BJORKROTH; HOLZAPFEL, 2006; COMI; IACUMIN, 2012;
SAMELIS et al., 20003, b).

Battistella (2008) avaliou a vida (til de salsichas armazenadas a
6,5°C e obtiveram como tempo final da vida til 26 dias em que as BAL
iniciaram com uma contagem média de 2,06 log10 UFC/g e terminaram
com valor médio de 7,87 log10 UFC/g de salsicha. No presente trabalho,
foram considerados tempos finais de vida Util das salsichas ndo irradiadas
de 22 e 26 dias para os dois experimentos realizados, mesmo partindo de



146

uma concentracdo inicial de 2,7 e 2,75 log10 UFC/g de salsicha e tendo
como concentracdo final 7 logl0 UFC/g de salsicha. Além disso, a
temperatura predominante no presente trabalho foi de 8°C com alguns
abusos de temperaturas de até 16°C em ambos os experimentos. O tempo
de vida atil das amostras ndo irradiadas foi pouco maior do que o esperado
se comparado a referéncia devido as salsichas utilizadas terem passado
por tratamento térmico ja embaladas pelo fabricante e por desinfeccéo
com agua destilada estéril e alcool 70 % antes do indculo para realizacao
do experimento. Ambos os processos podem ter prolongado a vida Gtil do
produto em relacdo ao avaliado por Battistella (2008).

Apds a analise dos resultados apresentados nas Figuras 4.19 e
4.20 e na Tabela 4.18 é de destaque o efeito da radiacdo sobre a
concentracdo inicial da amostra, uma vez que ha uma reducdo de no
minimo 1,5 log decimal de UFC/g de salsicha em ambos os testes. Com
isto, o efeito final da vida util é de um aumento de mais de 18 dias, o0 que
representa um aumento de mais de 70% do tempo de vida Util do produto.

Como exposto por Noskowa (1978), Cayré et al (2005),
Blickstad et al (1993), Von Holy et al (1991), Jay (2005), Mantis et al
(2007), Pérez-Chabela et al (2008), Massaguer (2006), Ferreira (2004),
Sachindra et al (2005), Liu,Yang e Le (2006) e Battistella (2008), as BAL
fazem parte da microbiota predominante de produtos carneos embalados
a vacuo. Essas bactérias apresentam um comportamento irregular em sua
estabilidade frente ao calor. Segundo Noskowa (1978), algumas cepas
isoladas de produtos carneos foram inativadas a uma temperatura de 60°C
em tempos que oscilaram entre 1 e 28 minutos, porém outras linhagens,
dentre elas, a W. viridescens, ndo foram destruidas quando submetidas a
uma temperatura de 80°C por 5 minutos, a 75°C em 10 minutos, a 70°C
em 15 minutos, a 65°C em 30 minutos, a 60°C em 60 minutos, a 55°C em
120 minutos e a 50°C em 175 minutos. Segundo Battistella (2008),
algumas cepas de Lactobacillus suportam temperatura de 65°C por
aproximadamente 120 minutos. Diante dessas informacoes, o resultados
de aumento de 70 % da vida util de salsicha pela aplicacdo de 5 segundos
de uma intensidade de 1,93 W/m? de radiacdo UV-C se mostra uma 6tima
alternativa ao tratamento térmico da salsicha ja embalada ou a ser somado
a ele como etapa final para garantir mais tempo do produto com
qualidade.
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5 CONCLUSAO

Apos a realizacdo do presente trabalho, foi possivel concluir e
destacar os pontos descritos a seguir.

O equipamento para aplicacéo de radiacdo UV-C para inativagdo
de microrganismos esta desenvolvido e pode ser utilizado para estudos da
inativacdo de P. expansum e W. viridescens in vitro e em alimentos. Este
possibilita a aplicagdo de diferentes intensidades de radiacdo e controle
de temperatura para garantia do tratamento ndo térmico, com seus
beneficios.

O modelo primario de Weibull é capaz de descrever a inativacao
por radiagdo UV-C de P. expansum in vitro, em maga e em suco de maca,
sob condi¢Bes fixas de intensidade de radiagdo. A influéncia da
intensidade de radiagdo sobre os parametros gerados pelo modelo
primario que descreva a inativagdo de P. expansum em suco de maca é
descrita adequadamente por equagdes empiricas. Um modelo de
inativacdo sob intensidades de radiacdo variaveis baseado no modelo
proposto por Peleg (2006) esta estabelecido, validado e avaliado com
bons indices estatisticos, como bias e exatiddo. Este modelo possibilita
predizer os efeitos de condigdes reais de processo de aplicacdo de
radiacdo UV-C sobre a inativagdo do microrganismo deteriorante
estudado. Apesar dos bons resultados para preservacdo do suco, a
aplicacdo da radiacdo se mostra pouco eficiente para inativagdo do
microrganismo em macéd, se comparada a tempos de sanitizagdo quimica
relatados na literatura.

A radiacdo UV-C pode ser aplicada para inativacdo de W.
viridescens in vitro e na superficie de salsicha (sem embalagem e
embalada a vacuo) e linguica calabresa fininha, pois sua eficiéncia esta
comprovada, uma vez que aproximadamente dois segundos séao
suficientes para obtencéo de até 4,97 reducdes decimais da BAL estudada.
O Modelo de Weibull apresenta bom ajuste a esses dados de inativacéo.
Porém, devido aos resultados obtidos neste trabalho, o tratamento néo é
indicado para inativacdo em presunto fatiado, uma vez que se trata de um
tratamento superficial e 0 microrganismo pode ficar nos poros e fibras
formados pelo fatiamento, protegido da acéo da radiagdo. Diante do bom
ajuste do Modelo de Weibull para descrever a inativacdo de W.
viridescens in vitro e dos modelos secundarios, um modelo de predicdo
da inativagdo sob condicdes varidveis de radiagdo pbde ser obtido. O
modelo dindmico estabelecido estd validado com a realizacdo de
tratamento do in6culo sob variacdo de intensidade de radiacdo e bons
indices estatisticos de verificagdo do poder preditivo do modelo.
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Por meio dos estudos de vida Util se constata que a aplicacdo de
5 s de 1,93 W/m? de radiacdo UV-C pode aumentar o tempo de vida util
de salsicha em até 70%. Desta forma, uma vez que as BAL fazem parte
da microbiota predominante de produtos carneos embalados a vacuo, o
tratamento por radiacdo UV-C se mostra uma boa alternativa de etapa
final na producdo de salsicha para garantir sua qualidade por mais tempo.

Os resultados e modelos obtidos neste trabalho sdo de grande
importancia para a consolidacdo da aplicacdo da técnica ndo térmica
radiagdo UV-C em alimentos.
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