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RESUMO

As ostras sdo alimentos altamente pereciveis, e Santa Catarina ¢ o maior estado produtor deste
molusco no Brasil, motivando o desenvolvimento de técnicas de processamentos para este
alimento, afim de diminuir as perdas por deteriora¢ao para industria e garantir mais seguranga,
melhor qualidade e maior conveniéncia para o consumidor. Diante disso, o objetivo da pesquisa
foi: 1) aplicar o tratamento térmico combinado com o armazenamento em atmosfera modificada
com diferentes concentracdes de CO; para aumentar a vida 1til de ostras; ii) aplicar a inativagao
fotodindmica (IFD) combinando microparticulas de curcumina e luz UV-A para
descontaminagdo de ostras. Para a atmosfera modificada, as ostras foram cozidas em vapor
d’agua (100 °C por 15 min), e posteriormente desconchadas, e resfriadas até¢ 4 °C antes do
envase. As ostras cozidas foram acondicionadas em embalagens com atmosfera modificada
injetadas diretamente no interior da embalagem, MAP; (80% N2/ 20% CO2) e MAP> (100%
CO2). Outro grupo de ostras foi submetido ao processo de solubilizagdo do CO; (SGS) antes do
envase na embalagem, e posterior envase em embalagem sem atmosfera. O acondicionamento
das ostras em MAP; resultou a menor concentra¢do de CO- dissolvido na ostra (18 mg COs.
kg! produto), seguido da MAP; (108 mg CO». kg! produto), e do processo SGS (750 mg CO..
kg! produto). A alta concentragio de CO, dissolvido no produto pelo processo SGS e a
atmosfera MAP, inibiram o desenvolvimento microbiano durante o armazenamento,
comparadas as atmosferas MAP; e controle. Nas embalagens MAP> o volume de CO> do
headspace reduziu, devido a absorc¢do pelas ostras e causando encolhimento da embalagem,
enquanto as amostras do SGS e em MAP; (presenca de N2 na composi¢do gasosa) nao
apresentaram este efeito. As propriedades fisico-quimicas e a estrutura proteica das ostras nao
foram influenciadas pelas atmosferas aplicadas. O tratamento térmico teve impacto na estrutura
proteica das ostras, contribuindo para exsudagdo pelas amostras durante o armazenamento. No
estudo do processo de inativagdo fotodindmica em ostras. A técnica de precipitagdo
antissolvente foi aplicada para reduzir o tamanho das particulas e para aumento da solubilidade
da curcumina. As particulas de curcumina obtidas apresentaram uma boa distribui¢do de
tamanho entre 0,391 e 0,400 um (microparticulas), sem alteragdo na composicdo quimica. Na
IFD, observou-se que a concentragao de 40 uM de microparticulas de curcumina, expostas a
radiagdo UV-A durante 5 min, com uma dose de energia de 2,3 J cm™, foi suficiente para reduzir
a contagem de Vibrio spp. em ostras cruas abaixo do limite detectavel < 2 log UFC. g'!. Além
disso, a exposicao das ostras em solugdo de curcumina por tempo superior a 8§ min sob luz UV-
A nao aumentou a eficiéncia do tratamento. O processo de IFD combinando microparticulas de
curcumina e radiagdo UV-A pode ser uma alternativa ao tratamento térmico, para
descontaminacao de ostras sem alterar as caracteristicas do produto. Os métodos utilizados para
redu¢do da contagem de micro-organismos naturalmente presentes em ostras, e de conservagao
por atmosfera modificada em ostras cozidas mostraram resultados positivos no prolongamento
da vida util e potencial para aplica¢do tecnologica para conservacdo desses moluscos.

Palavras-chave: Microparticulas de curcumina, fotossensibilizador, atmosfera modificada,

solubilizacao do COs».



ABSTRACT

Opysters are highly perishable foods, and Santa Catarina is the largest producer of this bivalve
mollusks in Brazil, motivating the development of processing techniques for this food, in order
to reduce losses due to deterioration for the industry and ensure more safety, better quality and
greater convenience for the consumer. Therefore, the main objective was: 1) to apply the thermal
treatment combined with the storage in the modified atmosphere with different concentrations
of CO2 to increase the useful life of oysters; ii) apply photodynamic inactivation (IFD)
combining microparticles of curcumin and UV-A light for decontamination of oysters. For the
modified atmosphere, the oysters were cooked in water vapor (100 °C for 15 min), and then
shelled, and cooled to 4 °C before packaging. Cooked oysters were modified atmosphere
packaging, injected directly into the pack, MAP; (80% N2/ 20% CO), and MAP> (100% CO»).
Another group of oysters was subjected to the CO: solubilization process (SGS) before
packaging and later pack in packaging without atmosphere. Packing oysters in MAP; resulted
in the lowest concentration of CO; dissolved in the oyster (18 mg CO». Kg™! product), followed
by MAP; (108 mg CO». Kg! product), and the SGS process (750 mg CO>. Kg! product). The
high concentration of CO, dissolved in the product by the SGS process and the MAP;
atmosphere inhibited microbial development during storage, compared to MAP; and control
atmospheres. In the MAP, packages, the CO; volume of the headspace reduced, due to
absorption by the oysters and causing shrinkage of the package, while the SGS and MAP;
samples (presence of N in the gas composition) did not show this effect. Physicochemical
properties and oysters protein structure were not influenced by the several atmospheres. The
heat treatment influenced the protein structure of oysters, contributing to the water exudation
from samples during storage. For microbial photodynamic inactivation process in raw oysters,
first of all, the native curcumin was modified by the anti-solvent precipitation technique to
reduce particle size and to increase curcumin solubility. The curcumin particles obtained
showed a good size distribution between 0.391 and 0.400 pm (microparticles) and chemical
structure was maintained. For IFD treatment, it was observed that oysters immersed in curcumin
microparticles solution at 40 uM of, exposed to UV-A radiation for 5 min, at energy dose of
2.3 J cm?, was sufficient to reduce the Vibrio spp. count in raw oysters below of the detectable
limit <2 log CFU. g’!. In addition, oysters into curcumin solution beyond 8 min exposed to UV-
A did not showed better efficiency. Thus, 5 min was choosing for IFD treatment. IFD technique,
using microparticles of curcumin and UV-A radiation can be an alternative to heat treatment,
for oysters’ decontamination without changing the characteristics of the product. The methods
used to reduce microorganisms naturally present in raw oysters, as well as modified atmosphere
showed positive results to extend the shelf life of oysters, will can be a technological potential
for ready oyster preservation

Keywords: curcumin microparticles, photosensitizer, modified atmosphere, solubilization of
CO..
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Conservacio de ostras (Crassostrea gigas) utilizando CO2 em ostras cozidas e

inativacao fotodinamica em ostras cruas

Porqué?

As ostras possuem uma carga microbiana natural, devido acumular contaminantes
das aguas costeiras onde vivem. O elevado contetido de agua e pH proximo a
neutralidade, a torna um produto de alta perecibilidade e meio propicio para
desenvolvimento micro-organismos, € muitas vezes associadas a surtos alimentares,
causado por micro-organismos patogénicos.

A maricultura é uma atividade relevante para o mercado do litoral do estado de Santa
Catarina, maior estado produtor de moluscos bivalves do pais, sendo uma das
principais fontes de renda para muitos maricultores. Por isso, ha um interesse na
busca de solugdes tecnologicas para aumento da vida util, agregacdo de valor e
facilidade de comercializagdo deste produto.

No Brasil, o processamento de moluscos ainda ¢ bastante artesanal, apresentando
deficiéncias tanto no processo produtivo, quanto a seguranga microbioldgica destes

produtos.

O que ja foi feito?

As pesquisas t€ém avangado nos ultimos anos em relagdo a métodos para aumento da
vida util de ostras: tratamentos térmicos, tratamentos nao térmicos a alta pressao, uso
de antimicrobianos, aplicacdo de atmosfera modificada combinados com a
conservagdo a baixas temperaturas sao os mais estudados.

A atmosfera modificada tem sido aplicada como método de conservacdo, para
inumeros produtos carneos. Entretanto, poucos trabalhos avaliam a vida util de ostras
embaladas em atmosfera modificada com CO; em relagdo a concentracdao de CO>
dissolvida no produto.

O interesse atual das pesquisas e industrial, estd no desenvolvimento e aplicacao de
tecnologias ndo térmicas, que buscam reduzir as alteracdes nas caracteristicas do
produto, como: irradia¢do, didxido de carbono a alta pressdo, processamento a alta

pressao hidrostatica.




Outra tecnologia ¢ inativagdo fotodindmica, uma técnica bem difundida na area da
saude e que tem ganhando destaque na inativagdo de micro-organismos indesejaveis

em alimentos.

Hipoteses

A aplicacao do processo SGS ¢ capaz de aumentar a vida util de ostras cozidas em
relagdo a atmosfera modificada tradicional.

O uso de microparticulas de curcumina possui efeitos favoraveis no tratamento de
inativagdo fotodindmica em relagdo as particulas de curcumina ndo tratadas para
descontaminac¢ao de ostras.

A tecnologia inativagdo fotodindmica pode se tornar uma alternativa viavel para

reducdo da microbiota natural e inativacao de Vibrio spp. de ostras.

Meétodos

Aplicar atmosfera modificada no interior da embalagem, e processo SGS para
potencializar o efeito bacteriostatico do CO», em ostras cozidas;

Avaliar o efeito bacteriostatico das atmosferas modificada no aumento da vida util de
ostras armazenadas sob refrigeragao;

Avaliar as propriedades das microparticulas de curcumina produzidas, e seu efeito na
inativacao fotodinamica;

Avaliar o efeito do tratamento de inativacdo fotodindmica combinando
microparticulas de curcumina e luz UV-A na descontaminagao de ostras;

Aplicar luz UV-A em ostras desconchadas, utilizando microparticulas de curcumina

para inativar Vibrio spp.

Respostas

Condi¢des da composi¢ao gasosa de atmosfera modificada para aumento da vida util
de ostras cozidas e armazenadas sob refrigeragao;

Definir um equipamento para aplicacdo de radiacdo UV para descontaminagdo de
alimentos e aplicacdo do tratamento de inativagdo fotodinamica;

Microparticulas de curcumina com atividade de fotossensibilizagcdo melhorada;




Redugdo da microbiota natural de ostras pelo processo de inativacao fotodinamica,

combinando curcumina e luz UV-A.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor de ostras da América Latina, com destaque para
o estado de Santa Catarina que det€ém mais de 90% da producao nacional, comercializando, em
2017, uma safra de 2.490 toneladas de ostras (EPAGRI, 2019; FAO, 2016). A espécie de ostra
mais cultivada no litoral de Santa Catarina ¢ a Crassostrea gigas, devido ao seu potencial de
crescimento rapido e a sua ampla tolerancia a diferentes condigdes ambientais (FAO, 2010).

As ostras, sdo moluscos bivalves filtrantes, e tem a sua qualidade microbioldgica
diretamente associada a qualidade do meio de cultivo. Sendo assim, sdo susceptiveis a
contaminagdo por bactérias patogénicas naturais do ambiente marinho, tais como familia
Vibrionaceae, Listeria spp., Clostridium botulinum, e outros micro-organismos deteriorantes
(OLIVEIRA et al., 2011).

A vida util de ostras frescas, armazenadas sob refrigeracdo dura em média quatro dias,
entretanto, ¢ comum observar a venda destes moluscos a temperatura ambiente, em mercados
locais, na forma in natura. Produtos processados como ostras enlatadas, congeladas e
embaladas a vacuo existem, mas representam uma pequena parcela do mercado (HICKS, 2016;
HUSS, 1997a).

A aplicagdo de calor ¢ uma pratica comum no processamento de moluscos, para
reducdo da carga microbiana natural. Quando aplicado em condi¢des de tempo e temperatura
adequadas, ¢ capaz de garantir produtos livre de patogenos (SKIPNES et al., 2002). No entanto,
os pescados no geral, sdo produtos bastante susceptiveis a alteracdes de ordem fisico-quimica,
microbiologica e sensorial no decorrer da vida de prateleira. Diante disso, o uso de tecnologias
combinas pode ser uma alternativa para a comercializa¢do, e agregacdo de valor desses
produtos, como por exemplo, depuragdo, alta pressdo, aplicagdo de antimicrobianos,
congelamento, irradiacdo, atmosfera modifica, inativagao fotodinamica.

A atmosfera modificada (MAP) ¢ uma tecnologia bastante utilizada para estender o
tempo de vida de prateleira e manter a qualidade de produtos pereciveis, e tornou-se popular
nos ultimos anos, pela efetiva extensdo da vida util de alimentos, e facilidade de distribuicdo e
comercializacdo. De maneira geral, a MAP consiste em substituir a atmosfera natural que
rodeia o alimento no interior da embalagem, por outra mistura de gases. Os principais gases
utilizados sao o dioxido de carbono (CO3), e nitrogénio (Nz), e algumas vezes combinados com

oxigénio (O2) (MANTILLA et al., 2010).
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O CO; ¢ o gas com maior importancia em sistemas de atmosfera modificada por seu
efeito bacteriostatico, a dissolugdo do CO> nos alimentos ¢ capaz de modificar o pH do
alimento, que interfere na respiracdo microbiana ¢ na taxa de crescimento (SIMPSON;
ACEVEDO; ALMONACID, 2009). Assim, como inibidor de crescimento microbiano, seu
efeito ¢ proporcional a quantidade CO; dissolvido no alimento (DEVLIEGHERE;
DEBEVERE; VAN IMPE, 1998). A solubilizagao do CO; em alimentos antes da embalagem ¢
uma Otima estratégia-para aumentar a quantidade de CO; dissolvido no alimento, este método
¢ conhecido como estabilizacdo de gas soluvel (SGS), e tem demonstrado resultados
promissores em diversos alimentos, como peito de frango, camarao, queijo, bacalhau e outros
(CABRAL et al, 2019; MENDES; GONCALVES, 2008a; ROTABAKK et al., 2006;
SIVERTSVIK et al., 2003).

Como uma alternativa na descontaminacdo de alimentos e garantir a seguranga
microbioldgica, os tratamentos ndo térmicos tém ganhado o interesse da industria,
principalmente para alimentos, como as ostras, que sdo consumidas quase sem nenhum
tratamento.

O processo de inativagao fotodinamica, ¢ um tratamento ndo térmico, capaz de
eliminar bactérias gram-positivas e gram-negativas, leveduras, e virus, sem afetar outras células
ou gerar produto quimico toxico, € ndo alterar as caracteristicas do produto. Essa tecnologia
envolve o uso de corantes ou fotossensibilizadores (FS), ativados por uma fonte de luz, com
um determinado comprimento de onda, capaz de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS),
que tém efeito bactericida (PENHA et al, 2017). Existem diversos tipos de
fotossensibilizadores, com destaque para a curcumina, que tem efeito contra uma série de
micro-organismos contaminantes de alimentos, como de suco de laranja (BHAVYA;
HEBBAR, 2019), mag¢as cortadas (TAO et al., 2019), ostras (LIU et al., 2016; WU et al., 2015),
graos de milho (TEMBA et al., 2016), salsicha e alface (DE OLIVEIRA; TIKEKAR; NITIN,
2018; TOSATI et al., 2018). Todos esses estudos aconteceram com adi¢ao da cultura (algum
micro-organismo especifico) diretamente na superficie do alimento antes do tratamento, em
nenhuma delas foi considerado o meio natural de contaminagdo. De fato, ¢ de interesse que a
tecnologia seja testa em alimentos com sua contaminag¢ao natural.

Levando em consideracdo esses fatos, e estudos evidenciando o potencial de
desenvolvimento de tecnologias ndo térmicas para conservagdo e inativagdo de micro-

organismos em alimentos; a proposta de tese foi estudar o uso de atmosfera modificada como
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método de conservagdo de ostras, e a tecnologia de inativagdo fotodindmica utilizando

microparticulas de curcumina para reducao da contaminacao naturalmente presentes em ostras.

1.1  OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho foi estudar a influéncia da aplicagdo de atmosfera
modificada na conservacdo de outras cozidas e aplicagdo da inativagdo fotodindmica com

microparticulas de curcumina em ostras cruas.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da atmosfera modificada na vida util de ostras cozidas;

Analisar o processo de solubilizagdo do COz no produto antes do envase na
embalagem, como uma op¢ao a atmosfera modificada;

Determinar a concentragdo do CO; absorvida pelas ostras em cada atmosfera
modificada;

Avaliar o efeito bacteriostatico da atmosfera modificada e seu efeito na estrutura
proteica das ostras;

Produzir e caracterizar microparticulas de curcumina pelo método de precipitagcdo
antissolvente;

Desenvolver uma camara de radiagdo UV para descontaminagao de alimentos;

Obter parametros da inativagdo fotodinamica para descontaminagdo de ostras
utilizando curcumina e radiagao UV-A;

Avaliar a eficiéncia das microparticulas de curcumina produzidas na técnica de IFD

para descontaminagdo de ostras.
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CAPITULO 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OSTRAS

O mercado mundial de moluscos bivalves movimenta cerca US$ 19 bilhdes ao ano.
Os moluscos sdo o segundo maior produto aquicola produzido no mundo (24%), ficando atras
apenas da producdo de peixes (64%), sendo a ostra o molusco mais cultivado, com uma
producao em torno de 4,6 milhdes de toneladas (FAO, 2018).

No Brasil, o Estado de Santa Catarina concentra a produ¢do em uma faixa que inclui
12 municipios, estendendo-se do municipio de Sao Francisco do Sul (norte do estado) até
Palhoga (regido centro-leste) (SUPLICY, 2018). A espécie de ostra cultivada no Estado de
Santa Catarina ¢ a Crassostrea gigas, também conhecida como ostra-do-Pacifico, ou ostra
japonesa. Ela pertence ao Filo Mollusca e a classe Bivalvia. E uma espécie exética, nativa do
sudoeste asidtico, cultivada mundialmente, por ser bem adaptada ao cultivo planejado
(PAREJO, 1989; RIOS, 1994; SANTOS; MARCHIORI; GIUSTINA, 2016). Em Santa
Catarina, a producao iniciou nos anos 90, e desde entdo a atividade ¢ uma importante fonte de
renda a populacao das comunidades pesqueiras (ANDRADE, 2016).

Os moluscos bivalves possuem o corpo protegido por uma concha calcaria, formada
por duas valvas articuladas unidas por ligamentos e musculos adutores, que permitem a abertura
e fechamento da concha. A espécie Crassostrea gigas, apresenta o corpo composto por:

conchas, musculo adutor, branquias, manto, conforme ilustrado na Figura 2.1 (PAREJO, 1989).
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Figura 2.1. Anatomia das ostras (Crassostrea gigas)

Manto

Concha Branquias

Musculo adutor

Cavidade
Sistema do coragéo
digestivo

Fonte: (France Naissain & Vendée Naissain)

Embora constituam um suprimento de proteina de alta qualidade muito apreciado, os
pescados podem acarretar problemas de satide publica por serem preferencialmente cultivados
em areas costeiras, que sao muito mais susceptiveis a contaminagdo por agentes quimicos e
bioldgicos do que os ecossistemas de mar aberto, e agravados pelo habito tradicional de
consumo cru e in natura de determinados espécies de produtos marinhos (HUSS et al., 2000;

JAY, 2005).

2.2 MICROBIOTA DAS OSTRAS

A ostra obtém seu alimento por filtragdo de particulas em suspensdo trazidas pela
agua. Suas duas valvas sdo mantidas ligeiramente abertas e os alimentos introduzidos. Estes
passam através das cavidades do manto e pelas branquias, que funcionam como um filtro, e
concentram particulas organicas, algas microscopicas € organismos planctonicos que servem
como alimento para o animal, e as vezes, podem reter em seu interior micro-organismos
presentes nas aguas de cultivo (FROELICH; NOBLE, 2014; RASZL et al., 2016).

A microbiota das ostras ¢ associada ao ambiente marinho que elas vivem, variando
com fatores como salinidade, carga bacteriana na agua, temperatura, dieta e condi¢do de criagao

(TRABAL FERNANDEZ et al., 2014; WANG et al., 2014). Além, da poluigdo de origem do
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desague de dejetos domésticos, industriais e pesticidas agricolas (OLIVEIRA et al., 2011).
Alguns outros fatores que contribuem para a contaminagao destes moluscos estdo associadas
aos periodos de chuvas excessivas, temperaturas altas e aumento nas populagdes de plancton
(GREER; NG; FISMAN, 2008).

Segundo Huss, (1997b), existem dois grupos de bactérias que contaminam moluscos
e podem oferecer risco para a saude dos consumidores, as naturalmente presentes no ambiente
marinho: Aeromonas hydrophila, C. botulinum, Vibrio spp. e Listeria. monocytogenes. E, as
bactérias que advém da contaminacao dos residuos humanos, como Salmonella spp., Shigella
spp. e Escherichia coli.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae, como os coliformes a 45°C e a E. coli, sdo
utilizadas como indicadores de qualidade sanitaria das 4guas de cultivo de moluscos (BRASIL,
2019a). Estudos realizados em Santa Catarina, investigaram os niveis dessas bactérias na agua
dos locais de produgdo de moluscos e nos moluscos cultivados. Os resultados indicaram que os
niveis mais criticos desses micro-organismos ocorre nas regides mais proximas aos centros
urbanos (RAMOS et al., 2012). Devido ao aumento do descarte de esgoto nas aguas litoraneas,
aumentou-se a deteccdo de patdgenos bacterianos e virais tanto nas aguas de cultivo como nos
proprios animais (SOUZA et al., 2014).

Dados epidemioldgicos do Ministério da Satde apontam que o pescado, que inclui
peixe, crustaceos e moluscos bivalves foi responsavel por cerca de 2,1% dos surtos notificados
no Brasil, entre os anos de 2009 a 2018 (BRASIL, 2019b). Em estudo com ostras provenientes
de fazendas marinhas da Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, Ramos et al. (2010) identificaram
a presenca de coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e E. coli nas amostras de aguas salinas e
de carne das ostras. No ano de 2019, os trés agentes mais relacionados aos surtos alimentares
no Brasil foram E. coli, Salmonella, Staphylococcus aureus (BRASIL, 2019b).

Em Sao Paulo, ostras C. rhizophorae testaram positivo para V. vulnificus, Aeromonas,
e Salmonella (RISTORI et al., 2007). E ainda, o relatério apresentado por Baptista; Rodrigues;
Sant’ana, (2020) mostrou presenca de bactérias como V. parahaemolyticus e outros Vibrio spp.,
Salmonella spp., E. coli e coliformes, Staphylococcus spp. e Listeria spp. em frutos do mar no
Brasil, apresentando a necessidade de técnicas de processamento destes alimentos. Além disso,
podem ser encontrados micro-organismos deteriorantes, que provocam alteragdes no produto
reduzindo a vida util do produto. Dos quais ja foram isoladas, Serratia, Pseudomonas, Proteus,
Clostridium, Bacillus, Escherichia, Enterobacter, Shewanella, Lactobacillus, Flavobacterium

e Micrococcus. No inicio e no desenvolvimento da deterioragdo de frutos do mar em geral
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refrigerados predominaram as bactérias do género Pseudomonas e a Acinetobacter-Moraxella
spp. (JAY, 2005). Por isso, garantir a seguranc¢a alimentar e extensao da vida util de moluscos
bivalves, que sao tradicionalmente consumidos crus, € o desafio das industrias processadoras

desses produtos.

2.3 VIBRIO SPP.

Os vibrios sdao bactérias originarias de habitats marinhos, gram-negativas, oxidase
positivas, anaerobias facultativas e, normalmente sdo identificadas como bastonetes curvos,
embora as vezes nao exibam a morfologia caracteristica em forma de virgula (JAY, 2005). A
maioria das espécies € halofilica, ou seja, o NaCl estimula seu crescimento, e sdo encontrados
em temperatura que variam de 10-30 °C e, por isso estdo mais presentes nos periodos em que
as temperaturas sao mais elevadas (RONHOLM; LAU; BANERJEE, 2016).

Frequentemente sdo associados como agentes causadores de gastroenterite, resultante
do consumo de frutos do mar crus ou pouco cozidos (COLE et al., 2015; ESTEVES et al.,
2015). O género Vibrio inclui 30 espécies, das quais, a0 menos, quatorze sdo reconhecidas
patogénicas para o homem. Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholera e Vibrio vulnificus sao
frequentemente relacionadas aos casos de surtos provocados por frutos do mar (BROBERG;
CALDER; ORTH, 2011; CAMPBELL-PLATT, 2017).

Embora o Brasil possua poucos dados de surtos alimentares vinculados a Vibrio,
alguns estudos relatam a presenca de V. parahaemolyticus, V. cholera e V. vulnificus em
amostras de aguas de cultivos provenientes € em amostras de ostras e outros frutos do mar
(COSTA SOBRINHO et al., 2011; RAMOS et al., 2014; RASZL et al., 2016). Pesquisa
realizada por Ramos et al. (2014) no periodo de outubro a mar¢co em fazendas de moluscos
bivalves da Ilha de Santa Catarina, revelou que 48% das amostras de ostras analisadas estavam
contaminadas com uma ou mais espécies de Vibrio, € 73% das amostras de agua de cultivo
apresentaram sinais de contaminagdo por uma ou mais espécies de Vibrio.

Talvez, pouco se sabe sobre a ocorréncia de infec¢des causadas por Vibrio, pela falta
de um programa de monitoramento oficial sobre limites especificos de contaminagao.

A legislagdo brasileira, ndo estabelece um limite para Vibrio para (BRASIL, 2019a).
O Estado de Santa Catarina possui a Instru¢do Normativa N° 7 de 2012, que estabelece

requisitos minimos necessarios para a garantia da inocuidade e qualidade dos moluscos
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bivalves, mas ndo faz mengao sobre os limites de contaminacdo por Vibrios (CIDASC, 2012).
Na América do Sul, o Chile, que apesar de numerosos surtos de V. parahaemolyticus terem sido
relatados, também ndo estabelece limites maximos para pescados. Por outro lado, Peru exige
auséncia V. parahaemolyticus em 25 g para todos os frutos do mar (RASZL et al., 2016). O
limite exposto pelo Estados Unidos é igual ou < 1 x 10* UFC g'! para produtos de pesca prontos
para consumo com cozimento minimo pelo consumidor (FDA, 2019a). Entretanto, exames em
amostras de moluscos bivalves apds surtos de 1998 nos EUA, mostraram que os niveis de V.
parahaemolyticus na maioria das ostras foram de menos de 1.000 células de Vibrio por grama
e algumas com menos de 100 células por grama, niveis bem abaixo do maximo recomendado
pelo FDA, mostrando que orientagdo ndo ¢ suficiente para proteger os consumidores de ostras
cruas (KAYSNER; DEPAOLA, 2004).

Atualmente, um numero crescente de relatorios que mostram ocorréncia de doengas
transmitidas por frutos do mar, especialmente para frutos do mar crus e mal cozidos (BAKER-
AUSTIN etal., 2013; RASZL et al., 2016). Em o relatorio apresentado pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), a incidéncia da contaminacdo por Vibrio aumentou 79% em
2019 em relag¢do aos anos de 2016-2018, nos EUA (TACK et al., 2020). Como os moluscos
bivalves filtradores do ambiente aquatico, o consumo desse produtos crus ou pouco cozidos,

tende a aumentar a prevaléncia de surto de Vibrio (OLIVEIRA et al., 2011; TACK et al., 2020).

2.4 TECNOLOGIAS DE PROCESSAMENTO PARA OSTRAS

As ostras, assim como os demais moluscos bivalves sdo muito suscetiveis a
deterioragdo. O alto conteudo de glicogénio e o contetido livre de aminodcidos, a alta atividade
de 4gua, o elevado contetido proteico, o pH neutro, e enzimas autoliticas, propiciaram um
ambiente favoravel ao desenvolvimento de micro-organismos (FRANCO; LANDGRAF,
2008). Apds a morte do pescado, diferentes reacdes bioquimicas e microbianas, provocam uma
rdpida deterioracdo dos pescados, diminuindo a vida 1til do produto (MASNIYOM;
BENJAMA; MANEESRI, 2011). Por isso, técnicas de processamento € armazenamento
desempenham papel critico em relagdo a deterioracdo (CHEN et al., 2017).

O método de conservacdo mais comum para este tipo alimento, ainda cru ¢ a
refrigeragdo, entretanto, este método ndo elimina micro-organismos, apenas retarda seu

crescimento (ZHANG et al., 2013). Contudo, o predominio pela preferéncia de ostras frescas e
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a falta de fiscalizagdo, torna-a popular nos mercados abertos, sendo comum encontrar, ostras
sendo comercializadas a temperatura ambiente.

ApoOs a colheita de moluscos, as bactérias acumuladas em suas branquias crescem
rapidamente, a medida que a temperatura de acondicionamento aumenta. A recomendacdo do
FDA, ¢ que apos a colheita a temperatura interna dos moluscos deve ser reduzida para 10 °C,
em curto intervalo de tempo (FDA, 2019a). Em pesquisa realizada por Gooch et al. (2002), as
populagdes de V. parahaemolyticus em ostras nao refrigeradas aumentaram de 50 — 790 vezes
seu nivel inicial dentro de 24 h quando expostas a 26 °C. Jones et al. (2017) relataram que a
exposi¢cdo pos-colheita de ostras por 5 horas a temperatura ambiente, ja ¢ suficiente para
aumentar de 1 a 2 log UFC. g! as contagens de Vibrio. Desta forma, é necessario o
desenvolvimento de técnicas de redugdo/inativacdo da microbiota presente em ostras para que
combinadas com a refrigeragdo possam garantir a seguranga microbioldgica e a qualidade do
alimento.

Com o proposito de evitar perdas sensoriais e nutricionais causadas por alteragdes
microbioldgicas, inimeros métodos de reducdo de bactérias patogénicas e deteriorantes em
ostras sdo estudados: depuragio (PARDIO-SEDAS, 2015), pasteurizagio a baixa temperatura
e alta pressao (CRUZ-ROMERO; KELLY; KERRY, 2007), alta pressao hidrostatica (HSU et
al., 2009; LINGHAM et al., 2016; YE et al., 2015), raio-X (HATTAWAY, 2006), agua
ozonizada (CHEN et al., 2014; RONG et al., 2010), irradiagdo (THUPILA; RATANA-
ARPORN; WILAIPUN, 2011), tratamento térmico (ANDREWS; PARK; CHEN, 2000;
LEKJING; KARRILA; SIRIPONGVUTIKORN, 2017), uso de antimicrobianos, quitosana
(FANG et al., 2015; PARK; CHUNG; HA, 2018; XI; LIU; SU, 2012), diéxido de carbono
supercritico (MATOS et al., 2018). E ha algumas tecnologias emergentes, mas que ainda sdo
pouco aplicadas a pescados: tecnologia de luz pulsada, campo elétrico pulsado, processamento

de micro-ondas, radiofrequéncia e ultrassom (CORTESI et al., 2009).
2.4.1 Tratamento térmico
O tratamento térmico ¢ um procedimento comum utilizado para inativacdo microbiana

em alimentos (MANAS; PAGAN, 2005). No processamento de moluscos bivalves, ¢

importante ndo somente para reduzir a contagem microbiana no produto cozido e eliminar os
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patoégenos, mas também por facilitar a remog¢ao da concha e separacdo da parte carnea (LIMA,
2014) .

Soares et al. (2015) aplicaram o tratamento térmico em ostras (Crassostrea gigas),
com vapor a 99,6 °C por 10 min e observaram reducdes na contagem de bactérias totais e
inativagao de Vibrio spp. Andrews et al. (2000) e Cruz-Romero et al. (2007) observaram, que
populagdes naturais de V. parahaemolyticus e V. vulnificus foram reduzidos para niveis nao
detectaveis, apds ostras sofrerem aquecimento durante 10 minutos em agua a 50 °C, mantendo
as caracteristicas sensoriais das ostras. Vibrio spp. normalmente sdo eliminados durante o
cozimento, mas as condi¢des de tempo e temperatura varia de acordo com a morfologia do
molusco bivalve, quantidade tratada. A Federacdo Europeia de Refrigerados, sugere como
critério para tratamento térmico a inativacdo de L. monocytogenes, pois ¢ considerada mais
resistente ao calor dos patdgenos nao esporulantes (70 °C por 2 min) e recomenda o
armazenamento a temperaturas inferiores a 3 °C (ECFF, 2006).

Mesmo apds o tratamento térmico, os frutos do mar possuem um prazo de validade
limitado, principalmente devido ao potencial de deterioracdo por micro-organismos, €
contaminagdo cruzada pos processamento (DE LIMA; MELO; MONTEIRO, 2013). Assim, os

setores industriais utilizam-se de varios métodos para aumentar a vida 1til dos produtos.

2.4.2 Conservacio

As caracteristicas intrinsecas dos moluscos bivalves como, alta atividade de agua,
elevado contetido proteico, pH neutro, presenga de bactérias psicrotroficas e enzimas
autoliticas, torna-os altamente pereciveis, gerando um elevado volume de perdas aos
comerciantes. Além da qualidade, ou frescor do produto, a temperatura de armazenamento tem
um efeito relevante na vida util de pescados. A refrigeracdo aplicada a conservagao de frutos
do mar ¢ essencial, visto que evita o crescimento de diversos grupos de micro-organismos
(ASHIE; SMITH; SIMPSON, 1996).

Além disso, o uso de embalagens de com atmosfera modificada juntamente com a
refrigeragdo, ja se tornou um método bem estabelecido para inibir bactérias de alimentos, além
de ser usado como uma barreira as condi¢Oes externas, cada vez mais popular (ABEL;

ROTABAKK; LERFALL, 2019).
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2.4.2.1 Atmosfera modificada

A atmosfera modificada ¢ usada como método de conservacao desde a década de 1930,
pois pode prolongar a vida util de alimentos, pela inibi¢do do crescimento de micro-organismos
e de reacdes oxidativas (DEWITT; OLIVEIRA, 2016; SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES,
2002). A tecnologia de embalagem em atmosfera modificada, consiste na remocgao ou alteragao
da composicao normal do ar atmosférico, por uma mistura gasosa adequada capaz de aumentar
a vida util do produto (SORHEIM; NISSEN; NESBAKKEN, 1999). Geralmente utiliza-se uma
mistura de gases que inclui 0 CO, O> e nitrogénio N> (DEWITT; OLIVEIRA, 2016).

Moluscos bivalves sdo produtos com alto risco de deterioragdo, devido ao pH neutro,
elevada atividade de 4gua e presenca de enzimas autoliticas, sendo assim recomendada a
aplicagdo de uma atmosfera rica em CO> combinada com a refrigeragdo para potencializar a
conservagdo desses produtos (SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002). A maioria das
misturas de gas de pescados nao incluem o O2, uma vez que sistemas com elevado teor de O»
proporcionam um beneficio limitado a extensdo da vida 1til, pois, o processo de oxidacao pode
ser agravado (DEWITT; OLIVEIRA, 2016; SIVERTSVIK, 2007; TSIRONI; TAOUKIS,
2010). Atmosferas com N> sdo comumente usadas em pescados, como alternativa a embalagem
a vacuo, ou juntamente com o CO; para substituir o Oz, com a finalidade de retardar reacdes
oxidativas e inibir o crescimento de micro-organismos aerobios (DEWITT; OLIVEIRA, 2016).

O CO» ¢ 0 gas com maior importancia em sistemas de atmosfera modificada, uma vez
que possui efeito bacteriostatico e, ndo ¢ toxico (SILVA et al.,, 2017; SIVERTSVIK;
JEKSRUD; ROSNES, 2002). O efeito bacteriostatico do CO, € proporcional a concentracao de
CO: dissolvido no produto, quanto maior a concentracdo de CO2, mais baixa € a respiragao de
micro-organismos e sua velocidade de crescimento (DEVLIEGHERE; DEBEVERE; VAN
IMPE, 1998; SIMPSON; ACEVEDO; ALMONACID, 2009). O efeito bacteriostatico do CO>
¢ bem conhecido sobre varias espécies de bactérias, e existem algumas explica¢des para o
mecanismo de inibicdo do CO; sobre os micro-organismos, representado esquematicamente

pela Figura 2.2.
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Figura 2.2- Mecanismos potenciais da alta concentracdo de CO; em micro-organismos.
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Algumas possiveis explicacdes sobre o mecanismos do CO2 na inibi¢ao de micro-
organismos foram sugeridas: a dissolu¢do do CO» leva a redugdo do pH extracelular, e desse
modo, reduz o pH intracelular quando excede a capacidade de equilibrio do pH no sistema
(KILLEFFER, 1930; SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002). Além disso, a inativagao da
proteina reguladora de ions levar a diminuicao do pH intracelular. Esses efeitos e a possivel
influéncia direta do CO», destroem a integridade da membrana celular (GARCIA-GONZALEZ
et al., 2007). A destrui¢do da membrana celular, causaria o vazamento de material intracelular,

como: proteina, acido nucleico, K" e Mg" (YAO et al., 2014). A exposi¢do a altas concentragdes
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de CO; reduz também a atividade de algumas enzimas chaves, e impacta no metabolismo de
micro-organismos (KIM et al., 2007). E ainda, o CO; causaria acumulo de substancias reativas
ao nitrogénio (RNS), e como resultado disso, a inibi¢ao do transporte e consumo de elétrons
intracelulares (YAO et al., 2014). E, segundo Zhao et al. (2016) genes-chave e a expressao
proteica sdo afetadas por altas concentragdes de CO>. Ou ainda, provavelmente, uma
combinagdo de todas estas atividades representa o efeito bacteriostatico do COa.

Segundo Dalgaard (1995), a vida util dos pescados depende de sua contaminagdo
inicial, temperatura que ¢ submetido e atmosfera. Lima et al. e Soares et al. (2015) sugeriram
uma atmosfera modificada contendo CO2 e Nz (50/50) para aumento da vida de mexilhdes
Perna perna cozido e de ostras Crasssostrea gigas cozidas, se mantidas sob refrigeracdo a 3
°C. Caglak, Cakli e Kilinc (2008) acondicionaram mexilhdes in natura em atmosfera contendo
80 % CO2/ 20 % N2 a 2 °C com aumento da vida util de 5 para 8 dias, em relacdo aos mexilhdes
acondicionados em embalagens com ar.

A capacidade de absor¢ao de CO; pelos alimentos ¢ dependente ndo s6 da quantidade
de 4gua presente no alimento, bem como da relagdo entre volume de gas e volume de produto
(g/p) na embalagem, a qual o alimento ¢ exposto, juntamente com a pressao parcial de CO,
temperatura, caracteristicas biologicas do produto, como, a relacdo entre os conteudos
agua/gordura. De maneira geral, para garantir que a concentracao de CO> dissolvido no produto
seja suficiente para exercer o efeito bacteriostatico, ¢ necessaria uma rela¢do g/p de 2:1 ou 3:1
(volume do gas duas a trés vezes superior ao volume do alimento) (SIVERTSVIK;
BIRKELAND, 2006). Além disso, em alimentos com alto teor de agua/gordura, como aves,
carne bovina, e peixes, hd uma absorcdo excessiva de CO», devido a solubilidade do CO»,
frequentemente causando colapso das embalagens flexiveis de MAP, fazendo com que o
produto fique com uma leve aparéncia de embalagem a vacuo (SIVERTSVIK; JEKSRUD;
ROSNES, 2002).

2.4.2.2 Solubilizag¢do do CO: antes da embalagem

Uma alternativa a atmosfera modificada, e que contribui para o aumento da quantidade
de CO> dissolvida no produto, ¢ pela dissolugdo do CO2 no produto antes de ser embalado
(SIVERTSVIK et al., 2004; SIVERTSVIK; BIRKELAND, 2006).

Este método foi baseado na influéncia da temperatura (a solubilidade do CO> aumenta

com a diminuicdo da temperatura), e pelo aumento da pressdo total e parcial do gas,
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comportamento descrito pela Lei de Henry (SIVERTSVIK et al., 2004). O método denominado
de Soluble Gas stabilization (SGS), foi proposto por Sivertsvik et al. (2003), baseados nas
consideragdes de Zhao, Wells, McMillin (1995), em que a agcdo do CO2 no crescimento
bacteriano, ¢ causado pela absorcdo de CO> da atmosfera da embalagem para o produto. A

relacdo do nivel de CO» da atmosfera e a quantidade de CO> dissolvido ¢ dada por:
Pé?)zo == Hcoz’p X CE=0020 (1)

Onde Pcigf’ ¢ a pressdo parcial de CO» (Pa), Cé;z‘”é a concentracao de CO; dissolvida
(ppm) quando ¢ atingido o equilibrio, H¢o,,, ¢ a constante de Henry (Pa ppm™). Soares et al.

(2015) determinaram estes parametros para ostras (Crassostrea gigas) a 1 °C e 200 kPa e
obtiveram m valor médio da constante de Henry igual: 34,45 (Pa ppm™). De acordo com esta
lei 0 aumento da pressdo parcial de CO2 no headspace deve refletir mais CO; dissolvido no
produto.

A técnica proposta de Sivertsvik et al. (2004), consiste em dissolver o CO2 no produto,
utilizando uma camara de pressao em baixas temperaturas (=0 °C), onde o alimento € colocado,
e ¢ feita a inje¢@o de 100% de CO> durante alguns minutos, até pressoes de 200 a 400 kPa, e
em seguida, o produto ¢ embalado com uma relacdo g/p muito baixo ou até sob vacuo mas com
o mesmo efeito ou até melhor da atmosfera modificada tradicional. Devido as condigdes de
processo (baixas pressoes € baixas temperaturas), Sivertsvik et al. (2004) considerou que para
um recipiente fechado com volume e temperatura constantes, a variagdo de CO2 no headspace
desse recipiente podem estar diretamente relacionadas com a solubilidade do CO2 no produto e
que o processo obedece a Lei dos gases ideais. Sendo assim, a variagdo do niumero de mols
entre o instante inicial e final do processo pode ser representada pela diferenca de pressao, em

um método manométrico, conforme mostrado a partir da Equagao 2.

g t=0 _ pt=o o)
ct=n /p (P Pt= )My (2)
€02 RTpp

Em que CEB"ZO concentragio de CO: final (mg kg™!), g/p é a relagio gis produto, P ¢é a

pressdo absoluta nos instantes inicial (t = 0) e final (t = «) (Pa), Mw ¢ a massa molar do COx (g
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mol!), R ¢ a constante universal dos gases (J mol! K'), T é a temperatura do processo (K) e pp
¢ a massa especifica do produto (g cm™).

Com o aumento da pressao total e parcial do gas, a dissolucao prévia do CO; puro no
alimento, durante o periodo de 3 horas, resulta na mesma quantidade de CO; dissolvido no
alimento sujeito a 50% de CO; durante 48 horas (ROTABAKK et al., 2006; SIVERTSVIK;
JENSEN, 2005; SIVERTSVIK; ROSNES; JEKSRUD, 2004; SOARES et al., 2015). E,
portanto, tendo potencial de aumentar a eficiéncia da extensdo da vida 1til do produto, em
relacdo a atmosfera modificada tradicional. Mexilhdes Perna perna cozidos, submetidos a
solubilizagdo de CO; antes do envase em atmosfera modificada (70/30% CO2/N3) tiveram
aumento de 5 para 7 dias na sua vida util, em estudos realizados por Lima (2012), em relagao
aos mexilhdes apenas embalados em atmosfera modificada (50/50% CO2/N>).

O uso desta técnica tornou-se favoravel para inibir a deterioragcao microbiana de uma
série de produtos, como carnes (ROTABAKK; SIVERTSVIK, 2012), queijos (CABRAL et al.,
2019), peixes (MENDES; PESTANA; GONCALVES, 2008; ROTABAKK et al., 2008;
SIVERTSVIK et al., 2004), carne cozida (SIVERTSVIK; JENSEN, 2005), frutos do mar
(LIMA et al., 2015; MENDES et al., 2011; SIVERTSVIK; BIRKELAND, 2006; SOARES et
al., 2015). De acordo com os resultados dessas pesquisas, a exposicdo das amostras de
alimentos ao didxido de carbono (CO.) antes da embalagem aumenta a vida 1til, sem influéncia
negativa no sabor e na aparéncia visual do produto. Além disso, os alimentos saturados com
CO; exigirdo menos volume de embalagem em comparagdo com os métodos tradicionais, como
embalagens com atmosfera modificada (MAP) e, posteriormente, contribuem para um menor
desperdicio e uma otimizagdo na cadeia de transporte. A Tabela 2.1, apresenta alguns estudos
que utilizaram atmosfera modificada, com alguma concentragdo de CO> para conservagdo de

moluscos.

Tabela 2.1- Estudos de conservacao de moluscos sob atmosfera modificada MAP.

Molusco — Preé MAP Referéncia
tratamento

Vacuo

MAP1 (50% CO»/ 50% N»)
MAP2 (80% CO»/ 20% N»)
MAP3 (65% CO»/ 35% N»)

Mexilhdes (Mytilus
galloprovincialis) - crus

(CAGLAK; CAKLI;
KILINC, 2008)

Ostras (Crassostrea MAPI (50% CO2/ 50% N»)

plicatula) - cruas MAP2 (70% CO»/ 30% O») (CHEN et al., 2017)



Ostras (Crassostrea
gigas) — cobertura com
alginato de sodio e
acetato de sodio

Vieiras

Ostras (Crassostrea
gigas) — alta pressao

Mexilhoes (Mytilus
galloprovincialis)- crus

Ostras (Crassostrea
belcheri ) —
Branqueamento —
pasteurizag¢do em bolsas
a vacuo

Mexilhao (Perna
perna) — tratamento
térmico (VCk-VC)

Mexilhdes (Perna
viridis) - crus

Mexilhoes (Mytilus
galloprovincialis) crus

Ostras (Crassostrea
gigas) — tratamento
térmico

Mexilhdes (Mytilus
galloprovincialis) - crus

MAP3 (50% CO»/ 50% O2)

MAP1 (75% CO»/ 25% N»)
MAPI (30% 02/ 40% CO»)
MAP2 (50% O/ 50% CO»)
MAP3 (5% O2/ 95% CO»)
MAP4 (75% No/ 25% CO»)
MAPS5 (50% CO2/ 50% N»)
MAPG6 (75% CO»/ 25% N»)
Ar; Vacuo;

MAP1 (50% CO, /50% Na)
MAP2 (80 % CO2 /20% N2)
MAP3 (100% CO,)

Vacuo e MAP (40% CO2/ 60% Nz)

Vacuo
MAP1 (50% CO»/ 50% N»)
MAP2 (80% CO2/ 20% N»)

MAP3 (40% CO/ 30% Oa/ 20% Na)

Vacuo
MAPI (75% CO2/ 25% N»)
MAP2 (75% C0O2/25% O»)

MAP3 (75% CO/5% Oo/ 20% N2)

MAP (50% CO,/ 50% N»)

MAP1 (40% CO4/ 10% O/ 50% N»)
MAP2 (60% CO2/ 10% O/ 30% N>)
MAP3 (80% CO5/ 10% O/ 10% N»)

MAP4 (100% CO,)

MAP (80% O2/ 20% N2) com 100

mL de 4gua doce estéril

MAP (50% CO/ 50% Na)

Vacuo e MAP (75% COa/ 25% N»)

32

(COSTA; CONTE; DEL
NOBILE, 2014)

(COTON et al., 2013)

(CRUZ-ROMERO;
KERRY; KELLY, 2008a)

(GOULAS et al., 2005)

(LEKJING;
VENKATACHALAM,
2018)

(LIMA et al., 2017)

(MASNIYOM;
BENJAMA;
MANEESRI, 2011)

(ODEYEMI et al., 2019)

(SOARES et al., 2015)

TURAN, 2015

Pré tratamento: neste caso refere-se ao tratamento que o molusco recebeu antes do envase para armazenamento,
ou se foi armazenado cru (sem tratamento). *Produtos frescos sdo embalados sob vacuo, cozidos e resfriados na
embalagem. **Processo integrado de cozimento e refrigeragéo a vacuo.
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Nos estudos apresentados na Tabela 2.1, a agdo bacteriostatica do CO» ¢ atribuida a
concentracao inicial de CO; na fase gasosa da embalagem, e ndo na quantidade dissolvida no
alimento, dificultando a compreensao da relagdo de composicdo gasosa e do efeito
bacteriostatico. Portanto, este trabalho contribui no estudo do efeito bacteriostatico da

concentragdo de CO; dissolvido nas ostras, e sua relagdo na conservagao destes produtos.

2.3.3 Inativacao fotodinamica

Uma tecnologia que vém ganhando destaque em termos de efeito sobre as células
bacterianas em alimentos frescos ¢ a Inativagdo Fotodinamica (IFD). A IFD ¢ uma técnica
derivada da terapia fotodinamica antimicrobiana (TFD), que é amplamente aceita no tratamento
de diversas disfungdes no tecido bioldgico, tais como o cancer e condi¢des pré-cancerigenas,
como também para diferentes patologias de origem bacteriana, viral, fingica e inflamatéria
(LEE; KIM; MIN, 2015; LIU et al., 2016; ROBLERO-BARTOLON; RAMON-GALLEGOS,
2015). Mas ainda ha poucos relatos sobre as aplicagdes da IFD para alimentos, ¢ a maioria
baseados em estudos in vitro.

A reacdo da IFD envolve o uso de trés componentes: um fotossensibilizador (FS), uma
fonte de luz e o oxigénio molecular presente na célula a ser tratada ou inativada. O diagrama de
Jablonski, representado na Figura 2.3, ¢ uma forma detalhada de como ocorre a reagdao de IFD

na inativacao de micro-organismos.
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Figura 2.3- Diagrama de Jablonski- ilustracdo grafica do processo fotodindmico para
producdo de ROS e oxigénio singleto.
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Quando a luz de comprimento de onda, que corresponda ao espectro de absor¢do do
FS, ¢ absorvida pela molécula do FS, no estado fundamental singleto (So), este ¢ promovido
para o estado excitado singleto (S1) e apoOs alguns processos interage com o meio biologico
transferindo energia para o oxigénio molecular no estado tripleto (S3), ou a partir do Si, pode
retornar ao seu estado fundamental estavel (So) pela liberagdo de energia sob a forma de luz
(fluorescéncia) (LUKSIENE; BROVKO, 2013). O estado de tripleto excitado (S3) € o principal
mediador das reagdes fotodindmicas, ao retornar ao estado fundamental, ele transfere energia
para as moléculas de oxigénio, resultando na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(BALTAZAR et al., 2015).

A geragdo de ROS, segue duas vias principais caracterizadas por diferentes
mecanismos fotoquimicos denominados "tipo I" e "tipo II”” (Figura 2. 3). O mecanismo tipo |
envolve a transferéncia de elétrons entre o FS no estado tripleto e componentes do sistema,
ocorrendo a geracdo de superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila (ALVES et al.,
2015; LUKSIENE; BROVKO, 2013). No mecanismo tipo II acontece a transferéncia de
energia, no qual o fotossensibilizador no estado tripleto transfere energia para a molécula de
oxigénio produzindo o oxigé€nio singleto, um agente altamente citotoxico, que pode interagir

com um grande numero de substratos bioldgicos, induzindo danos a parede celular de bactéria,
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fungos, etc. (HAMBLIN, 2016; PENHA et al., 2017; REZUSTA et al., 2012). Os processos do
tipo II sao conhecidos na IFD como as principais vias de danos em células microbianas, € por
1sso, ¢ importante que a fonte de luz seja absorvida pelo corante para que a IFD seja efetiva.

A luz deve ter um comprimento de onda especifico e um nivel baixo de energia, que
consiga ser absorvido pelo fotossensibilizador e, dessa forma, desencadear uma reagdo
preferencialmente do tipo II (BHAVYA; HEBBAR, 2019; LUKSIENE; BROVKO, 2013;
TEMBA et al., 2016). H4, uma ampla variedade de luzes que podem ser utilizadas como, por
exemplo: os lasers, os diodos emissores de luz, assim como as lampadas incandescentes e
fluorescentes. Os principais parametros da luz envolvidos na inativagdo fotodindmica sdo: a
poténcia, que € a energia capaz de provocar maior ou menor reagao fotodinamica; irradidncia,
¢ através do controle de irradiancia que o operador pode gerar fotoativacdo; a densidade de
energia, que ¢ a taxa de energia que estd sendo aplicada no tecido e o comprimento de onda,
que define a profundidade de penetracao da luz (MEISEL; KOCHER, 2005).

Assim como o avango no desenvolvimento de novos fotossensibilizadores, estdo os
estudos para novas fontes de luz. As lampadas UV-A tém sido utilizadas como uma alternativa,
em tratamentos de fotoativacao de curcumina em cobertura de salsichas (TOSATI et al., 2018),
reducdo da contaminagdo das superficies de espinafre e tomate cereja (DE OLIVEIRA;

TIKEKAR; NITIN, 2018) e alfaces (DE OLIVEIRA et al., 2018).

2.3.3.1Fotossensibilizador

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para avaliar a relagdo antimicrobiana e a
capacidade fotossensibilizadora de compostos organicos corantes. Ainda no inicio do século
XX, quando observado que células quando tratadas com corante laranja de acridina poderiam
ser mortas se o tratamento fosse realizado sob luz solar, enquanto a luz solar ou o corante
separadamente nao produziam efeito nenhum. Como regra, os fotossensibilizadores devem ser
biologicamente estaveis, fotoquimicamente ativo, possuir alto rendimento quantico (facilidade
para absorver ou emitir fotons) nos estados tripleto ou singleto e minimamente téxico para os
tecidos do organismo (SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013).

A escolha do fotossensibilizador esta associada com suas propriedades fisico-quimicas
e com o sistema biologico em que ir4 atuar. Existem diferencas estruturais entre as células de

diferentes micro-organismos, que influenciam o modo que o fotossensibilizador interage com
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a célula e a eficacia da IFD. A principal diferenca entre as bactérias ¢ a estrutura da parede
celular externa, que influencia a permeabilidade da parede celular, e a maioria dos
fotossensibilizadores exibiram-se mais eficazes contra bactérias Gram-positivas, devido a
barreira adicional na membrana externa das espécies Gram-negativas (ALVES et al., 2015;
PENHA et al., 2017).

Diferentes grupos de compostos tem sido estudados, incluindo porfinas, ftalocianinas,
corantes de xanteno, clorofilina (PENHA et al., 2017). Dentre os varios encontrados na
literatura, recentemente, estudos relataram a aplicagdo de atividade antimicrobiana da
curcumina (DOVIGO et al., 2011; HAUKVIK et al., 2009; JIANG et al., 2014; PENHA et al.,
2017; TEMBA et al., 2016; TORTIK; SPAETH; PLAETZER, 2014; WU et al., 2015). Para
ostras, a curcumina tém apresentado perspectivas promissoras como FS para IFD. A vida util
de ostras foi prolongada de 8 dias para 12 dias apds o tratamento IFD, além de notavel reten¢ao
de odor no final da sua vida util, em relagdo as ostras ndo tratadas (LIU et al., 2016).

A Tabela 2.2, apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura de IFD, que

utilizaram a curcumina como fotossensibilizador.

Tabela 2.2 — Tratamento de fotoativacdo com curcumina, relacionados a alimentos
Fonte de Luz /
comprimento de

Referencia Micro-organismo onda Alimento
(TEMBA et al., A. flavus Luz visivel (420  grdos de milho
2016) nm)

(AL-ASMARI; A. niger ATCC 6275, A. Luz visivel (420  Superficie de Agar
MEREDDY; Sflavus ATCC 9643, nm)

SULTANBAWA, Penicillium griseofulvum

2018) ATCC 48927, Penicillium

chrysogenum ATCC 10106,
Fusarium oxysporum ATCC
62606, Candida albicans
ATCC 10231 ¢
Zygosaccharomyces bailii

ATCC 42476.
(BONIFACIO et L. innocua NCTC 11288 Luz Blue Led Solugdo — in vitro
al., 2018) (400-500 nm)*
(JIANG et al., S. aureus Luz Blue Led Solucao — in vitro
2014) (470 nm)
(RIBEIRO et al.,  S. aureus Luz Blue Led Solugdo — in vitro

2013) (450 nm)



(PASCHOAL et
al., 2013)

(WU et al., 2016)

(PENHA et al.,
2017)

(LIN et al., 2019)

(TAO etal.,
2019)

(LIU et al., 2016)

(DE OLIVEIRA;
TIKEKAR;
NITIN, 2018)

(AURUM;
NGUYEN, 2019)

(TOSATI et al.,
2018)

(BHAVYA;
HEBBAR, 2019)

(AL-ASMARTI;
MEREDDY;
SULTANBAWA,
2018)

(WU et al., 2015)

S. mutans

V. parahaemolyticus

S. aureus ATCC 25923, 4
hydrophila ATCC 7966,
Salmonella Typhimu- rium
ATCC 14028, E. coli ATCC
25922 e P. aeruginosa
ATCC 27853

Burkholderia cepacia

E. coli ATCC 25922

Bactérias totais aerobias

E. coli O157:H7 e L.
innocua

E. coli

L. innocua

E. colie S. aureus

Controle de Fungos

Norovirus - MNV- 1

Luz Blue Led
(450 nm)

Luz Blue Led
(470 nm)

Luz Blue Led
(470 nm)

Luz Blue Led
(425 nm)

Luz Blue LED
(420 nm)

Luz Blue LED
(470 nm)

Luz UV-A (320—
400 nm)*

Luz Blue LED
(465 -470 nm)

Luz UV-A (320—
400 nm)*

Luz (LED) azul
(462 nm)

Luz Blue Led
(420 nm)

Luz Blue Led
(470 nm)
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Solucao — in vitro

Solugdo — in vitro
Ostras —V.
parahaemolyticus
adicionado

Solucao — in vitro

Solugdo — in vitro

Magas cortadas

Parte carnea das
Ostras

Solucao — in vitro
E superficies de
alface, espinafre e
tomate

Superficie de agar e
Superficie de uvas

Superficie de
embutidos

Suco de laranja

Tamara fresca

Solucao — in vitro e
o MNV-1
bioacumulado nas
ostras sem conchas
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(LIN et al., 2019) E. coli O157: H7, Luz Blue Led Meldes cortados
Salmonella ¢ L. (460 nm)
monocytogenes
(DOS SANTOS  S. aureus Luz Blue Led Solugdo — in vitro e
et al., 2019) (450 nm) queijo coalho
(RANDAZZO; Calicivirus felino (FCV) e Luz Blue Led Solugdo — in vitro
AZNAR; Norovirus murino (MNV) (464 a 476 nm)*
SANCHEZ,
2016)
(GONG et al., Contagem de bactérias Luz de LED (470 Esturjao (peixe) —
2020) totais nm) pedagcosde 15 ¢g
cada
(HU et al., 2019)  Contagem de bactérias Luz de LED (425 Agua viva
totais nm) (Rhopilema
esculentum)

*comprimento de onda nao informado, apenas faixa de emissao.

2.3.3.2 Curcumina

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dien 3,5 diona) ¢ um
pigmento usado desde a antiguidade para dar cor e sabor nas preparagdes alimenticias
(AGGARWAL et al., 2013; MOGHADAMTOUSI et al., 2014). A curcumina ¢ obtida dos
extratos de agafrdo, de rizomas moidos secos da Curcuma longa L, pertencente a familia
Zingiberacea (LEE et al., 2013). O extrato de acafrdo ¢ composto por trés curcuminodides:
curcumina (80%), demetoxcurcobrina (18%) e bisdemetoxcurcobridade (2%). A curcumina ¢
o curcuminoide mais utilizado e pesquisado, e varios estudos tem mostrado sua excelente
atividade antioxidante, anti-inflamatorias e anticincer (AGGARWAL et al., 2013).

A curcumina, ¢ um polifenol hidrofébico, sua estrutura quimica ¢ composta por dois
anéis metoxifenois, que sdo simetricamente ligados em conjugacdo através da porgdo [3-
dicetona, como pode ser observado na Figura 2.4, que desempenham um papel importante nas
propriedades fisico-quimicas, e na atividade antioxidante da curcumina. Existem vérios relatos
da a¢do da curcumina em doencas hepaticas, auxiliando na redug¢do dos niveis de colesterol
sanguineo, melhora na cicatrizagdo de feridas diabéticas, propriedades anti-inflamatdrias e
inativacao de bactérias (ANAND et al., 2007, BHAWANA et al., 2011; JEENGER et al., 2015;
LEE et al., 2013; MAHMOOD et al., 2015).
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Figura 2.4. Estrutura quimica da curcumina

HLCO ™ e OCH;4

HO OH

Fonte: GOMES et al. (2014)

Devido as caracteristicas quimicas afetarem diferentes alvos moleculares, a curcumina
tem sido reconhecida como agente pleiotropico (pode atuar sobre diferentes tipos celulares)
(JEENGER et al., 2015). Com o potencial terapéutico de: inibir e induzir importantes enzimas
que regulam os processos anti-inflamatérios (devido a presenga de grupos fendlicos na
molécula), atividade antioxidantes (ela impede a peroxidacao lipidica) MUKHOPADHYAY
et al., 1982), como antimicrobiano, interage fisicamente e inibe a atividade de muitas enzimas,
receptores de fatores de crescimento (PRIYADARSINI, 2009).

Entretanto, devido as suas propriedades quimicas, alta hidrofobicidade, baixa
biodisponibilidade, técnicas para redu¢do do tamanho das particulas de curcumina, visam
melhorar sua solubilidade e aumentar sua atividade IFD. Virios estudos revelam que
nanoparticulas de curcumina, podem ter sua taxa de dissolu¢do melhorada, a diminui¢ao do
tamanho aumentara subsequentemente a area da superficie, o que resulta no aumento da taxa
de dissolucao (LEE et al., 2013; VALEH-E-SHEYDA et al., 2015).

Na Tabela 2.3 sdo apresentadas algumas técnicas aplicadas para redu¢do do tamanho

de particulas de curcumina.



Tabela 2.3. Técnicas encontradas na literatura para reducao de particulas de curcumina.

Tamanho das

Referéncia Processo particula
obtidas
(ZHAO et al., 2015) SEDS 325 nm
(XIE et al., 2015a) SEDS 230 - 240 nm
(BHAWANA et al., Moagem umida — precipitagao
) 2 -40 nm
2011) antissolvente
(XIE et al., 2015b) SEDS <100 nm
(JIA et al., 2015) SAS* com ultra-som <100 nm
Precipitagao antissolvente (antissolvente 330 nm
agua)
(KAKRAN et al., 2012) o ) )
Precipitacdo antissolvente (antissolvente
150 nm
hexano)
Cristalizagao antissolvente/liofiliza¢ao 2748 nm
(HOMAYOUNTI et al., Cristaliza¢do antissolvente
2019) homogeneizagao a alta pressao seguidos 760 nm
de liofilizacao
(CARVALHO et al., Precipitacdo antissolvente — moagem
) 102,1 nm
2015) umida
(SILVA et al., 2017) Moagem umida NI
(ADAHOUN et al., 2017) Moagem umida 359 nm
(PANDEY; CHATTE; o ‘
Precipitacdo antissolvente
DALVI, 2018)
(DONSI et al., 2010) Homogeneizacao a alta pressdao 600 nm
(YADAV; KUMAR,
Precipitacdo antissolvente 100-200 nm
2014)
(PRASAD;
precipitacao por redugdo de pressao de
PATSARIYA; DALVI, 0,4 233,66 um

2017)

liquidos expandidos a gas (PPRGEL)

SEDS: disperséo de solugdo aumentada por fluidos supercriticos e SAS: precipitagdo usando antissolvente

supercritico
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Muitos sdo os métodos para obter nanoparticulas/microparticulas para melhorar a

solubilidade e biodisponibilidade de compostos pouco soluveis tais como moagem e
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homogeneizagao de alta pressdo, precipitacao antissolvente, baixa inje¢ao de fluxo, evaporagao,
precipitacdo e nanosuspensdes sao empregadas objetivando a redugcdo do tamanho das
particulas de curcumina (KAKRAN et al., 2012). Em geral, processos como precipitacdo com
anti-solvente, sdo bastante simples, econdmicas e faceis de expandir, e como visto na Tabela

2.3, com aplicagcdes para curcumina.

2.3.3.3 Precipitagdo antissolvente

A precipitacdo com antissolvente ¢ uma técnica simples e de baixo custo. A atividade
antimicrobiana de microparticulas de curcumina, preparadas por esta técnica foi melhorada em
estudos in vitro com micro-organismos gram-positivos e gram-negativos em relacdo a
curcumina nativa (SILVA et al.,, 2017). Dependendo das condi¢des experimentais, a
precipitagdo com antissolvente pode levar a cristais do tamanho de micron com uma area de
superficie total alta (BHAWANA et al., 2011).

O processo de precipitacdo consiste em trés etapas: geracdo de supersaturacao,
nucleacdo e subsequente crescimento de nucleos, ilustrado pela Figura 2.5. Inicialmente, o
composto ¢ dissolvido em um solvente, que rapidamente ¢ misturado em um antissolvente,
normalmente a dgua. Na adigdo do composto-solvente no antissolvente, a solubilidade do
composto no solvente ¢ reduzida em relacdo ao original, isso ocorre pelas alteracdes do
equilibrio de interagdes hidrofilicas e hidrofobicas do sistema composto-solvente, e, dessa
maneira, cria-se uma for¢a motriz para a precipitacdo, chamada supersaturacio. Essa etapa, ¢
um pré-requisito para que a nucleacao ocorra (KAKRAN et al., 2012; LIU; YANG, 2018). As
particulas comegam a precipitar quando o composto-solvente encontram um antissolvente e
torna-se supersaturado. Muitos processos tém empregado o ultrassom, para poder facilitar o
processo de nucleacdo e a fabrica¢dao de microparticulas (LIU; YANG, 2018). Quando as ondas
de ultrassom penetram na solucdo saturada, a formagao e a ruptura da bolha de cavitagao, que
pode promover um excesso de colisdo de moléculas e uma saturagao parcial excessiva, levando
a nucleacdo primaria, melhorando o controle na morfologia e tamanho das particulas (JIA et

al., 2015; LIU; YANG, 2018).
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Figura 2.5 — Formagao das microparticulas por precipitagao antissolvente.
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Adaptado de Thorat; Dalvi (2014)

Os processos de reducao de particulas dos compostos naturais utilizando técnicas
antissolvente, desempenham um papel importante em diversos campos da industria de
alimentos, cosméticos e farmacéutica. Particulas com tamanhos nanométricos de 200-400 nm,
tiveram sua biodisponibilidade elevada, em até 100%, em relagdo a particulas grandes (DURAN
etal., 2010). A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de curcumina foi mais eficaz contra
S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e A. niger, do que a curcumina nativa. Além disso,
a atividade antimicrobiana ¢, mais pronunciada contra bactérias Gram-positivas que bactérias
Gram-negativas, e isso deve-se a estrutura de suas paredes celulares. Bactérias Gram-negativas,
possuem uma barreira da permeabilidade externa (BHAWANA et al., 2011), dificultando a
penetragdo do antimicrobiano. O aumento da solubilidade, contribui para a melhore
permeabilidade da curcumina pela membrana (GERA et al., 2017).

As microparticulas de curcumina tém apresentado vantagens na aplicacdo como
antimicrobiano, e na aplicacdo da TFD (PERNI et al., 2011). Neste trabalho buscamos melhorar

a efetividade da IFD para aplicacao em alimentos com alto teor de agua.
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CAPITULO 3. APLICACAO DE ATMOSFERA MODIFICADA EM OSTRAS
(CRASSOSTREA GIGAS) COZIDAS

Resumo

As ostras frescas possuem uma vida util de aproximadamente 3 a 4 dias devido a carga
microbiana natural, pH proximo da neutralidade e atividade de dgua superior a 0,90. Assim, o
objetivo desta pesquisa foi aplicar diferentes atmosfera modificada com CO» e solubilizagao do
CO; antes da embalagem em ostras para aumento da vida util. Apds o tratamento térmico, as
conchas das ostras foram removidas, e a parte carnea envasadas em embalagens com atmosfera
modificada 80% Nz e 20% CO2 (MAP;) e 100% CO2 (MAP2). Outra parcela das ostras foi
submetida ao processo de solubilizagdo de CO2 (SGS), antes do envase em embalagem. As
amostras foram armazenadas sob refrigeragdo, e a concentragdo de CO2 no headspace da
embalagem foi avaliado durante 15 dias. A concentracdo de CO> dissolvido nas amostras do
SGS foi 750 mg CO> Kg do produto™, e para as amostras em atmosfera modificada tradicional
foi 18 mg CO, Kg do produto™ para MAP; e 108 mg CO, Kg do produto™ para MAP,. O menor
teor de CO; dissolvido nas ostras embaladas em MAP; ndo foi capaz de reduzir o
desenvolvimento microbiano nas ostras cozidas, condi¢ao obtida com as maiores concentragdes
de CO; dissolvida nas amostras MAP; e SGS. Os resultados de pH e estrutura de proteinas das
ostras mostraram que as altas concentracdes de CO., dissolvida no produto ndo causaram
modificac¢des significativas durante o armazenamento. Os resultados mostraram a possibilidade
da solubilizagdo do CO2 no produto antes do envase em embalagem, como uma alternativa para
aumentar a quantidade de CO; dissolvida no produto. E, para atmosferas com alta concentragao
de COz para alimentos com alto teor de umidade, que ocorre uma excessiva absor¢do do gas

pelo alimento durante o armazenamento e colapso das embalagens.

Palavras-chaves: Ostras cozidas, didéxido de carbono, estabilizagdo de gas soluvel,

concentragdo de CO; dissovido.

3.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 17,1 milhdes de toneladas de moluscos (USD 29,2 bilhdes) foram

produzidos (FAO, 2018). As ostras representam 97% do mercado de moluscos. Entretanto, a
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comercializa¢do e consumo deste produto, na maior parte é na forma in natura. Estes produtos,
desta forma in natura, sao altamente pereciveis e sua deterioragdo ¢ causada por bactérias dos
géneros Pseudomonas, Vibrios, Acinetobacter, Alteromonas e Flavobacterium, comumente
encontradas em ambientes marinhos (CRUZ-ROMERO; KERRY; KELLY, 2008b;
HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM; HEO, 2011). O manejo inadequado pré e pds
colheita também podem aumentar o desenvolvimento de bactérias naturalmente presentes e que
causam deterioracao (ANDREWS; PARK; CHEN, 2000). Além disso, a alta contaminacao por
Vibrio pode ser vista como uma ameaga ao organismo humano.

Diversos métodos tém sido desenvolvidos e aprimorados nos ultimos anos para
reducdo de crescimento e inativagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas em pescados, afim
de aumentar a vida 1til e a seguranca no consumo destes produtos, sendo o mais comum, o
tratamento térmico. O consumo desses produtos crus pode representar um risco a saide do
consumidor. De acordo com Andrews et al. (2000), o tratamento térmico das ostras imersas em
agua a 50 °C por 10 min foi suficiente para reduzir niveis de V. parahaemolyticus e V. vulnificus
naturalmente presentes e intencionalmente adicionados, a niveis indetectaveis (< 3 NMP g™).

O uso de embalagem com atmosfera modificada (MAP) tem crescido nos ultimos anos
como uma tecnologia eficiente para a conservagao de peixes € moluscos. O dioxido de carbono
(CO2) ¢ o principal gas utilizado nestes sistemas de embalagem, devido seu efeito
bacteriostatico (JAKOBSEN, M. BERTELSEN, 2002). A MAP pode ser aplicada na forma de
inje¢do do gas diretamente no interior da embalagem, ou pela solubilizagdo do géas ou
composi¢do gasosa diretamente no produto antes da embalagem de varejo.

O processo de solubilizagdo do CO> antes da embalagem de varejo, conhecido como
método estabilizacdo de gas soluvel (SGS) ou Soluble Gas Stabilisation, além de assegurar a
acdo bacteriostatica do CO»2, o processo tem como objetivo reduzir/evitar o colapso das
embalagens, devido a solubilizacdo ou dessor¢do do CO2 que ocorre no contetido liquido e no
conteudo lipidico do alimento para o headspace da embalagem ou do headspace da embalagem
para o alimento. Baseados na relagdo do aumento da solubilidade do CO; em baixas
temperaturas pelo aumento da pressdo parcial e total, Sivertsvik et al. (2004) propuseram que
uma quantidade suficiente de CO» pode ser dissolvida dentro do periodo de 1-2 horas antes do
envase, se houver o aumento da pressao parcial do gas e o volume de CO> disponivel no
headspace. Essa tecnologia tém mostrado resultados promissores a diversos alimentos, como

queijo, mexilhdo, sardinha, bacalhau, entre outros (JAKOBSEN; RISBO, 2009; LIMA et al.,
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2015; MENDES; GONCALVES, 2008a; ROTABAKK; LEKANG; SIVERTSVIK, 2007;
SIVERTSVIK, 2007).

Neste estudo, o objetivo foi aplicar duas técnicas de atmosfera modificada para
aumentar a vida util de ostras cozidas: atmosfera modificada tradicional (MAP) ¢ a
estabilizagdo de gas soluvel (SGS), usando o CO> e avaliar os efeitos da atmosfera modificada

nas propriedades fisico-quimicas e microbiologica das ostras.

3.2 MATERIAL E METODOS

Matéria prima

A ostra (Crassostrea gigas) utilizada nos experimentos foi adquirida de um produtor
local, da costa leste da ilha de Santa Catarina. As ostras eram colhidas no dia do processamento,
possuiam em média 7 meses, € pesavam cerca de 97,13 = 10, 09 g. O transporte das ostras até

o laboratério PROFI, foi realizado em caixas isotérmicas.

Processamento das ostras

As ostras foram processadas de acordo com o fluxograma demonstrado na Figura 3.1.



Figura 3.1. Fluxograma do procedimento adotado para o processamento e tratamentos

das ostras (Crassostrea gigas).
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No laboratorio, as ostras foram lavadas em agua corrente para remover sujidades

aderidas a concha, e selecionadas, sendo descartadas as conchas abertas.

Apos selegdo, as ostras foram submetidas ao tratamento térmico para facilitar a

abertura das conchas e redug¢@o da microbiota naturalmente presente.
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O tratamento térmico foi realizado em bateladas, em cada uma delas foram
processadas 7 duzias de ostras (= 7 kg de ostras). O tratamento térmico foi realizado sob vapor
a 100 °C e durante 15 minutos, em autoclave vertical (marca Phoenix, modelo AV-50, Brasil).
A quantidade de ostras e o tempo do tratamento térmico foram determinados a partir de testes
preliminares, através da otimizacdo do processo de tratamento térmico, e resultados esperados
(reducao da microbiota das ostras).

Apos atingido o tempo de tratamento térmico, as ostras foram dispostas em bandejas
de polietileno de alta densidade, e resfriadas em camara tipo BOD (Dist, Floriandpolis, Brasil)
a 4 °C por no minimo 30 minutos, tempo suficiente para resfriar as conchas e permitir o
desconchamento manual.

O desconchamento manual foi realizado sob condi¢des estéril, e com faca propria para
abrir as conchas das ostras. A parte carnea da ostra era removida, colocadas em béqueres
estéreis, ¢ levadas a camara tipo BOD a 4 °C por aproximadamente 2 horas, para que as

amostras (parte carnea das ostras) atingissem 4 °C, para posterior envase.

Envase das ostras cozidas

Neste trabalho foram utilizados dois métodos para adicao de atmosfera modificada
com COy, a adigdo da atmosfera modificada no interior da embalagem durante o envase
(atmosfera tradicional), e pela adi¢do do CO; diretamente no produto antes do envase na
embalagem (solubilizacdo do CO> — processo SGS)

Atmosfera tradicional

A parte carnea das ostras cozidas e resfriadas foram divididas em por¢des de 100 + 10
g ¢ colocadas em embalagens flexiveis de alta barreira, composta de
poliamida/polietileno/polietileno modificado, transparente e de espessura de 90 um, fabricadas
e cedidas pela Spel Embalagens Ltda, com permeabilidades ao oxigénio (TPO2) 55 (cm? (stp)
m dia!) e ao vapor d ‘4gua (TPVA) 62 (g m™ dia'). E posterior, adicdo da atmosfera
modificada por uma seladora (Selovac modelo 200b, Brasil). Para adicdo da atmosfera
modificada, o ar atmosférico foi evacuado e posteriormente adicdo da atmosfera modificada
80% N2/ 20% CO2 (MAP1) e 100% de CO2 (MAP2).

Para as amostras controle, procedeu-se apenas da remogao do ar atmosférico suficiente

para a selagem da embalagem.
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Solubiliza¢do de CO> em ostras antes da embalagem (processo SGS)
O aparato experimental utilizado nos tratamentos, representado na Figura 3.2 foi
construido e validado pelo grupo de pesquisa (CABRAL, 2011; LIMA, 2014; SOARES et al.,

2015).

Figura 3.2- Tlustracdo do aparato experimental para solubiliza¢do de CO» em alimentos.
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Fonte: Soares et al. (2015)

O aparato constituia-se de uma cdmara de solubilizacdo em aco inoxidavel com um
volume total de 843 cm?, imersa em um banho termostatico (Te- 184, Tecnal, Brasil) para
controle de temperatura. Um transdutor de pressdo (Warme WTP-4010, Brasil), duas valvulas
tipo agulha (Swagelok) e dois termopares do tipo J (Salvi Casagrande — Brasil) calibrados. A
valvula de entrada, conectada a um cilindro de CO; — grau alimenticio (99.9%, White Martins,
Brasil). E, a de saida conectada a uma bomba de vacuo (Prismatec 121A), usada no inicio da
operagdo do sistema para remocao do ar atmosférico. Os termopares e o transdutor de pressao
foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados (Agilent, Data Acquisition 34970A,
EUA), acoplado em um computador que armazena os dados através do software Benchlink Data
Logger 3.0 (Agilent, 2009). Os dados experimentais de pressdo e temperatura foram coletados
a cada 10 segundos.

Antes de cada tratamento, eram realizados testes de vedacao. Com o recipiente vazio,
era injetado o gas CO: (cerca de 200 kPa) no interior do recipiente vazio, e controlada a

temperatura. Apos 24 horas foi verificado se haviam vazamentos através da manuten¢do da
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pressdo inicial e final. O procedimento foi realizado para certificar-se que a variagdo de pressao

durante o processo de solubilizagdo, era referente a absorcao do gas pela amostra.

O CO:; foi solubilizado nas ostras de acordo com o método Soluble Gas Stabilisation
(SGS), proposto por Sivertsvik et al. (2004), seguindo o protocolo descrito por Lima et al.
(2015). O tratamento SGS foi realizado em bateladas de 400 = 10 g. As ostras eram colocadas
na camara de solubilizagao, e feita a remocao do ar atmosférico. Em seguida, as amostras foram
sujeitos a uma concentragdo de CO, no interior da cdmara, proxima de 100% (99.9%), a uma
pressdo de 2 bar, durante 15 min, tempo para que as amostras atingissem aproximadamente 750
ppm de CO> dissolvido nas ostras.

Apods SGS, as ostras foram colocadas em embalagens flexiveis de alta barreira
(descritas acima), que foram seladas sem adi¢ao de atmosfera modificada no interior da

embalagem.

As embalagens de atmosfera modificada tradicional e SGS, e controle foram colocadas

em camara de refrigeracdo BOD a 4 £ 0,5 °C, e armazenadas e avaliadas durante 15 dias.

3.2.2 Analises dos gases
3.2.2.1 Determinagdo da quantidade de CO: dissolvido durante a solubiliza¢do

A concentracdo inicial de CO; nas ostras, apos SGS foi calculada pela Equagao 3, a
qual representa um balanco de CO; entre o alimento e fase gasosa. Utilizando dados de pressao
registrados durante o processo de solubilizagdo do CO> nas ostras, a concentracdo do CO»

absorvido pelas ostras foi calculada pela variacdo da pressdao que ocorreu no sistema.

ot g/p (Ptc:ooz' P&o,) Mco, 3)

p
Em que: CtC:OS2 ¢ a concentracdo de CO; nas ostras instante t (t= antes do envase) (mg
COsz. kg de ostras™), p, ¢ a massa especifica aparente do produto (kg cm™), R é a constante

universal dos gases (8,314 J mol! K!) e T ¢ a temperatura da amostra em K. Mco,€ a massa

molecular de COz (44,01 g mol), Pt&g ¢ a pressdo parcial no inicio da solubiliza¢do do CO»,
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PtC:OS2 ¢ a pressdo parcial do CO; ao final da solubilizacdo e g/p ¢ a relacdo entre o volume de

gas e o volume de produto, sendo:

1000 V,p, (4)

m

/ Ve
g/P=g ~
Vo p

Onde: m;, € a massa do produto (kg), Ve V, representam o volume do gés e o volume

de produto, respectivamente, no sistema (m?).
3.2.2.2 Determinacgdo do CO: absorvido pelas ostras durante o armazenamento

A concentracdao de CO; absorvido pelas ostras durante o armazenamento foi calculada
através da variagdo do volume de gas dentro das embalagens flexiveis (headspace), baseada na
metodologia de Rotabakk et al. (2007). O volume de gas no headspace das embalagens foi
determinado pela imersdo das embalagens sob agua e a for¢a resultante medida em um
texturometro (StableMicro System Ltd., TAXT plus Godalming, Inglaterra). O volume do

headspace foi determinado a partir da Equagao 5:

Fres m, m, ®)

8P Pr Pa

Vis=

Em que, Vus é o volume de gas no headspace (m?), Fres é a forga resultante (N), g é a
aceleracdo da gravidade (m? s™), pr é a massa especifica do fluido (kg m™), p. é a massa
especifica do alimento (kg m™), e m, é a massa do alimento (kg).

Com a variagdo do volume de gés no headspace da embalagem a concentragdo do CO»

foi calculada pela Equacao 6:

1000 (Vco,i- Veo,t) Mco, (6)
RXTme

t —
COy ™

Onde: thozé a concentragio de COz no tempo t (mg COz kg produto™), Vco,i € 0
volume de CO2 no tempo inicial (m®), Vo, € 0 volume de CO2 no tempo t (m*), Mco, € a
massa molar de CO> (44,01 g molCO,™), m,, ¢ a massa de produto (kg).

Para auxilio na realizagdo dos calculos das concentragdes foram desenvolvidas rotinas

computacionais para o software Matlab (R2012, Math Works Inc, MA, USA).
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3.2.2.3 Analise de composi¢do gasosa

A analise dos niveis de O2 e CO2 no headspace das embalagens foi realizada com um
analisador de gases (Analisador Checkmate 9900, PBI-Dansensor, Ringsted, Dinamarca). A
coleta das amostras de gas foi realizada através de um septum de borracha colado na parte
externa da embalagem, e conectada ao analisador de gas para obtencao da concentragdo de CO»
e Oy, conforme Figura 3.3. As analises eram realizadas antes da abertura das embalagens para

analises fisico-quimica logo ap6s envase e durante o armazenamento.

Figura 3.3- Analisador de gases para leitura de composicao gasosa do interior de embalagens.

3.2.3 Analises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos: pH, umidade e perda de agua por exsudagdo das
amostras foram avaliados nas ostras in natura, apos tratamento térmico, e durante o periodo de

armazenamento. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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3.2.3.1 Determinagdo do pH

O pH das amostras foi medido diretamente nas ostras com um pHmetro para so6lidos
(Testo 205), previamente calibrado, composto por uma sonda para medicdo de pH e
temperatura. As leituras foram realizadas em cinco unidades de ostras por embalagem, ¢ em
cada unidade foram realizadas 3 leituras, para determinagdo dos valores médios foram

consideradas as leituras de trés ostras.

3.2.3.2 Umidade

A determinagdo do teor de umidade para as ostras foi realizada conforme o método
925.09 da AOAC (2005). Cinco gramas de ostras foram pesados em balanga analitica (Shimadzu
AY220), e submetidas a secagem 105 °C em estufa (Marca Tecnal, TE - 394/2, Brasil) até peso
constante (= 24 h).

3.2.3.3 Perda de agua por exsudagdo

O exsudado do produto nas embalagens foi quantificado gravimetricamente para cada
embalagem -. A massa do exsudado (g) foi dividida pela massa inicial do produto (g) e relatada
como uma percentagem (%), conforme Equa¢do 7, como sugerido por Lima et al. (2017) e

Sivertsvik & Birkeland (2006).

PPE (%)= —2 e (7)

(4

Em que PPE ¢ percentual de exsudado da amostra, ma ¢ a massa inicial da amostra e me ¢

a massa do exsudado.

3.2.4 Propriedades térmicas

Para as analises relacionadas as proteinas das ostras foram utilizadas amostras do

musculo adutor das ostras, por esta representar a parte mais firme da amostra e talvez a mais

homogénea da amostra.
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A andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC), foi usada com objetivo de
avaliar a influéncia do tratamento térmico ¢ do armazenamento nas proteinas das ostras. As
analises de DSC foram realizadas em amostras de ostra in natura, apos tratamento térmico e
em amostras apos armazenamento sob atmosfera modificada. Cerca de 35 mg do musculo
adutor das ostras foram usadas, em recipientes de aluminio, fechados hermeticamente, pesadas
em balanca analitica (Shimadzu, AY220, Filipinas) e analisadas em DSC Perkin-Elmer, Jade
(Massachusetts), previamente calibrado com indio (T= 156,6 °C e H= 28,71 ] g!), utilizando-
se gas de arraste N> com vazio de 45 ml min™'. Os termogramas das amostras foram obtidos em
um faixa de temperatura de 5 a 90 °C, com uma velocidade de aquecimento de 10 °C min™'. A
temperatura de desnaturagdo (Td) e a variagdo da entalpia total de desnaturagdo (AHd) das
proteinas foram estimadas de acordo com Kazemi et al. (2011) (medindo a area sob a curva de

transicao), utilizando o software Pyris da Perkin Elmer versao 9.02.0193.

3.2.5 Analise de proteina

A eletroforese SDS-Page foi realizada no laboratério de Imunologia Aplicada — LIA,
UFSC. Para as andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida utilizou-se metodologia
baseada no método descrito por Laemmli (1970).

Dos musculo adutores das amostras de ostras, cerca de 250 mg foram homogeneizados
com 50 puL de PBS (tampao fosfato salino) em ultra-turrax (IKA). Esta solu¢do foi armazenada
em freezer até o momento de aplicagdo no gel. Para aplicagdo gel, as amostras foram preparadas
por diluicdo em meio PBS e obtendo uma concentragio final de 7 mg ml!. A estimativa da
concentracdo de proteinas nas amostras foi realizada de acordo com método de Bradford,
usando a albumina de soro bovina (BSA) como padrao.

Ap6s preparo dos géis de empilhamento e de resolucdo, procedeu-se a aplicagdo das
amostras. No primeiro poco foram adicionados 15 pL do padrao de massa molar (BenchMark™
Protein Ladder), e nos outros pogos foram adicionados 20 pL das amostras a serem analisadas.

A célula de eletroforese foi acomodada na cuba de eletroforese vertical Mini Protean
IIT (Bio-Rad) e preenchida com tampao de corrida (contendo: 14 g de glicina, 1 g de dodecil
sulfato de sédio (SDS), 3 g de Tris base e 1000 mL de agua destilada) de modo a cobrir os

pocos do gel de empilhamento. A cuba foi fechada e ligada a uma fonte de alimentacdo de
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energia com corrente constante de 30 A e uma voltagem de 250 V, até o marcador azul atingir
o fundo do gel.

ApOs a corrida, o gel de empilhamento foi removido, e o gel de resolugdo foi corado
com solucdo corante azul brilhante (Blue R-250) durante aproximadamente 24 h. No dia
seguinte, o gel foi descorado lavando-o com 4gua destilada aquecida em micro-ondas até

completa visualizagao das bandas.

3.2.6 Analises microbiologicas

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos 2, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
de Santa Catarina.

Me¢étodos utilizados para estes ensaios sao descritos conforme American Public Health

Association (A.P.H.A.) — (2001).

3.2.6.1 Contagem de bactérias aerdobios mesdfilos totais e psicrotroficos totais.

Em cada ponto experimental, cerca de 100 gramas de ostras foram picadas com auxilio
de uma pinga. Destas, 25 gramas foram homogeneizadas com agua peptonada 0,1% (p/v),
obtendo-se a dilui¢do 1:10 (10°!) para anélises de aerobios mesofilos totais e psicrotroficos
totais. Em seguida, foram realizadas as demais dilui¢des decimais seriadas, em tubos de ensaio
contendo 9 ml de 4gua peptonada, as diluigdes foram realizadas até se atingir a diluigdo
necessaria para as contagens, que variaram com o tempo de armazenamento. Os tubos de ensaio
com cada diluicdo foram agitados em agitador de tubos tipo Vortex (BIOMIXER, VTX-F).
Apos cerca de 100 pL das diferentes diluigdes foram semeadas em duplicata em placas com
cerca de 15 a 20 ml de meio PCA (Plate Count Agar) para psicrotroficos. Para mesoéfilos totais
o plaqueamento foi por profundidade. As placas foram incubadas invertidas a 36 + 1 °C por 24
horas para contagem de total de aerobios mesofilos e a 7+ 1 °C por 10 dias para contagem total

de psicrotroficos.

3.2.6.2 Presenga ou auséncia de Vibrio spp.
Para identificacdo da presenca de Vibrio spp, as amostras foram homogeneizadas em

dgua peptonada 0,1% com 3% de NaCl. A partir dessa diluicdo (10™), preparou-se dilui¢des
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decimais até 1073, Destes tubos foram transferidas em duplicata 1 ml de cada tubo dilui¢do para
tubos com 10 ml de agua peptonada alcalina (APA). E em seguida, os tubos (APA) foram
incubados a 36 £ 1 °C por 24 horas.

A partir de cada tudo com turvagdo, foi coletada uma al¢ada do material para
estriamento em meio TCBS (4gar de tiossulfato, citrato, bilis e sacarose) para isolamento de
Vibrio. ssp. As placas foram incubadas invertidas a 36 £ 1 °C por 24 horas e ap0s realizada a
identificacao de coldnias caracteristicas. Verificou-se as placas quanto a presenca de colonias
suspeitas de serem V. parahaemolyticus, com as seguintes caracteristicas no meio seletivo:
coldnias lisas, opacas e com bordas amarelas finas no Agar TCBS, algumas coldnias podem ser
verdes ou incolores no Agar TCBS devido a fermentagdo tardia da sacarose por cepas de V.
cholerae (ACUMEDIA).

Para confirmagao da presenca V. parahaemolyticus, foi retirada uma aliquota de 1ml
da cultura obtida apds o periodo de incubagdo da etapa do primeiro enriquecimento seletivo
(APA). Essa aliquota foi transferida assepticamente para um microtubo de 2 ml identificado e

congelada a -20 °C para posterior confirmacao por PCR em tempo real.
3.2.7Analise estatistica
Todos os resultados experimentais foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)

e as médias comparadas pelo do teste de Tukey considerando o nivel de significancia de 5% (p

<0,05), utilizando o software Statistic versdo 10.0 (Statsoft Inc. Tulsa, USA).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Microbiologia das ostras apds tratamento térmico

Além de facilitar a abertura das conchas, o tratamento térmico ¢ aplicado em moluscos
em geral para reducdo da contagem de bactérias totais. A redugao obtida na contagem total de
bactérias mesofilas e psicrotroficas, e inativagdo de Vibrio spp das ostras apos o tratamento

térmico sdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Valores de contagem microbiologica para aerdbios mesofilos e psicrotroficos (log
UFC g!) e auséncia de Vibrio spp em ostras crua e apos tratamento térmico (100 °C).

Ostras crua Ap6s tratamento térmico (7 kg/ 15 min)
Vibrio spp Presenca Auséncia*
Mesofilos 3,24+ 0,78 2,47 +£ 0,302
Psicrotroficos 3,44 + 0,67 <2,00 + 0°

*nao houve crescimento em TCBS.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).

A contagem inicial de micro-organismos mesofilos das ostras cruas foi 3,24 log UFC
g! e de micro-organismos psicrotroficos foi de 3,44 log UFC g'!. Estes resultados sdo
caracteristicos de ostras crua, pois pela sua atividade filtrante, podem acumular matéria
organica e inorganica no seu interior, e que reflete as caracteristicas microbiologicas do seu
habitat, principalmente a qualidade da agua (DE LIMA; MELO; MONTEIRO, 2013). Embora
as contagens microbianas iniciais de moluscos variem dependendo de muitos fatores, os valores
sdo geralmente entre 10? ¢ 10° UFC g! (RONG et al., 2010).
O uso do tratamento térmico em moluscos tem como objetivo facilitar a abertura das
conchas e redu¢do da microbiota. As ostras, apds tratamento térmico (100 °C por 15 min), a
contagem total de micro-organismos mesofilos reduziu de 3,24 para 2,47 log UFC g'. E, a
contagem de psicrotroficos reduziu de 3,44 para < 2 log UFC g'!. A temperatura e o tempo de
aquecimento utilizados no tratamento térmico devem ser otimizados para obter produtos de
qualidade, isto &, propriedades sensoriais semelhantes as ostras frescas e vida ttil satisfatoria
(CHAI et al., 1991). O efeito do tratamento térmico sob os micro-organismos dependem de uma
seria de fatores, como por exemplo, pH, agua, numero de micro-organismos, fase de
crescimento (FRANCO; LANDGRAF, 2008). No entanto, a maioria dos micro-organismos

psicrotroficos e mesofilos ndo resistirem ao processo térmico, porém praticas inadequadas
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podem acarretar a recontaminagao dos produtos, o que pode viabilizar o crescimento em baixas
temperaturas (HUSS, 1997).

Soares et al. (2015) usou o tratamento térmico de ostras (Crassostrea gigas) para
facilitar a abertura das conchas e reducao da carga microbiana. Os autores usaram o tratamento
térmico de vapor a 99,6 °C por 10 min em bateladas de 5 kg de ostras, e obtiveram redugao nas
contagens de 3,92 log UFC g™! para 1,40 log UFC g'! para micro-organismos mesofilos, e de
3,99 log UFC g! para <1 log UFC g! para micro-organismos psicrotroficos. COSTA (2013)
aplicou tratamento térmico (80 °C por 10 min) em embalagens flexiveis termoprocessaveis,
para mexilhdes pré-cozidos e sem concha, e obteve redugdes para contagem de micro-
organismos mesdfilos totais de 5,44 log UFC g™! para 4,44 log UFC g e de 5,79 log UFC g
para 3,84 log UFC g'! para psicrotréficos.

Cavalheiro et al. (2013) também obtiveram redu¢des nas contagens microbiologicas
apos tratamento térmico (100 °C por 6 min) de mexilhdes (Perna perna). A contagem total de
micro-organismos psicrotréficos reduziu de 2,48 log UFC g para 2,00 log UFC g! apds o
tratamento, e a contagem total de micro-organismos meséfilos reduziu de 2,48 log UFC g! para
2,34 log UFC g!'. O mesmo tratamento foi realizado por, Lima et al. (2017) para mexilhdes
(Perna perna). Os autores obtiveram redu¢des da contagem mesoéfila de 3,71 log UFC g'! para
2,00 log UFC g!. E, a contagem psicrotrofica de 3,08 log UFC g™! para 2,30 log UFC g,

A Tabela 3.1 apresenta também os resultados de Vibrio spp em amostras de ostras.
Observou-se que as ostras cruas apresentaram presenga de Vibrio spp. E apds o tratamento
térmico (100 °C por 15 min) ndo houve crescimento de colonias caracteristicas de vibrios nas
placas. Vibrio spp € um micro-organismo sensivel a desidratagdo e ao calor (FORSYTHE, 2002).
Estudos realizados mostraram que amostras de ostras, aquecidas a 60 e 80 °C, havia poucos
sobreviventes apds 15 minutos. Quando a temperatura foi elevada para 100 °C nenhuma cepa foi
encontrada (FRANCO, 2008).

A identificag¢do da presenca ou auséncia de vibrios foi realizada apenas nas amostras
de ostras cruas e apds tratamento térmico, uma vez que foi confirmado que o tratamento térmico
foi  eficiente = na  inativagcdo  deste = micro-organismo, ndo deve  ocorre

crescimento/desenvolvimento de vibrios durante o armazenamento sob atmosfera modificada.
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3.3.2 Armazenamento de ostras cozidas em atmosfera modificada

3.3.2.1 Variag¢do da composi¢cdo gasosa do headspace da embalagem e da quantidade de CO;

absorvido pelas ostras

As ostras envasadas, foram avaliadas em relacdo a mudang¢a na composi¢do do
headspace da embalagem, no que se refere aos niveis de CO> e O», durante o armazenamento a
4 °C. Os resultados da concentracdo de CO; e Oz do interior das embalagens sdo apresentados

na Figura 3.4.

Figura 3.4- Niveis de CO; e Oz no headspace da embalagem durante o armazenamento de
ostras cozidas sob atmosfera modificada.
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As amostras armazenadas a 4 °C sob atmosfera tradicional, MAP; ¢ MAP;, mostram
reducdo nos niveis de CO> do interior da embalagem, principalmente no inicio do
armazenamento. Até o 5 ° dia de armazenamento, as amostras MAP; tiveram uma reducao
significativa (p < 0,05) nos niveis de CO; de 19,9% para 12,1 + 1,8%, e as amostras MAP>
reduziram de 99,8% para 92,3 + 6,4%. Essa reducdo ¢ devida a dissolugdo de CO; na fase

aquosa e na fase lipidica do tecido (DEVLIEGHERE; DEBEVERE; VAN IMPE, 1998). Apos
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este periodo, a redug@o nos niveis de CO» no interior das embalagens foi menor, e ndo houve
redugdes significativas (p > 0,05) nos niveis de CO» do interior da embalagem até o final do
armazenamento. No final do armazenamento, para as embalagens de MAP; o nivel de CO> foi
de 10,7 + 0,4%, e a MAP», apresentou nivel de CO> de 82,2 + 13,4%. A redugdo nos niveis de
CO; presente no headspace durante o armazenamento ¢ resultado da solubilidade do gas na
ostra, com menos CO; para ser dissolvido na massa do produto, reflete na diminui¢do da taxa
de absor¢do até o momento em que o equilibrio termodindmico do sistema sera atingido
(SIVERTSVIK et al., 2004).

A amostra SGS, mostrou um aumento significativo (p < 0,05) de 0,2 para 7,4% nos
niveis de CO> do interior da embalagem, e reducdo de 19,9 para 12,2 + 2,0% nos niveis de O,
no final do armazenamento. Esse aumento nos niveis de CO, ocorreu possivelmente devido a
liberacdo do COz> pelas ostras, para o interior das embalagens, como também foi relatado por
(SIVERTSVIK et al., 2004). No momento que o alimento ¢ retirado do sistema de solubiliza¢ao
de CO», este pode estar supersaturado de CO», e quando ¢ submetido a pressdo normal, ocorre
a dessor¢do do gas do alimento para a atmosfera, até o alimento encontre o equilibrio. Soares
et al. (2015) avaliaram a taxa de absorc¢ao e dessor¢cao de CO; em ostras, ¢ um dos fatores
atribuidos a dessor¢do do CO; pelas ostras poderia ser a sua estrutura porosa, que pode conter
gas sem estar necessariamente dissolvido na por¢do intracelular, o que pode potencializar a
dessor¢cao quando o produto ¢ submetido a pressdes normal. Sivertsvik; Birkeland (2006)
submeteram camardo cozido ao processo de SGS com 100% de CO., por 2 horas em uma
embalagem como g/p >14, e observaram liberacdo de CO; dissolvido do camardo durante o
tratamento SGS, quando o camarao foi submetido a baixa pressao parcial de CO; na embalagem
final.

Por outro lado, na amostra controle os niveis de CO: do interior da embalagem
aumentaram de 0,3 no dia 0 para 1,1% ao 15 ° dia de armazenamento, e os niveis de O>
reduziram significativamente (p< 0,05) de 19,9% para 10,4 £ 1,7% até o 15 ° dia de
armazenamento. Essa redugdo no O e aumento do CO> no interior da embalagem controle,
provavelmente ¢ devido ao desenvolvimento microbiano e atividade enzimatica. O aumento da
contagem microbiana, principalmente de micro-organismos psicrotréficos que produzem CO>
através de sua atividade metabolica (BONO; BADALUCCO, 2012). Durante o armazenamento
a composicdo gasosa no interior de uma embalagem pode sofrer alteragdes, devido as reagdes

do alimento (respiracdo do produto, difusdo do gés através do produto), permeabilidade das
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embalagens, crescimento microbiano. (GORRIS; PEPPELENBOS, 1999). Mendes; Pestana;
Gongalves (2008) observaram a mesma redu¢ao nos niveis de O de filés de sardinha durante o
armazenamento refrigerado apos 2 dias e atribuiram o comportamento ao consumo devido ao
metabolismo de micro-organismos e processos bioquimicos oxidativos.

A concentracdo de CO» absorvida pelas ostras envasadas em atmosfera tradicional
durante o armazenamento a 4 °C ¢ mostrado na Figura 3.5. A quantidade de CO» absorvida
pelas ostras envasadas em MAP», que continha uma composicao gasosa de 100% de CO», foi
maior em relagdo as ostras envasadas em MAP;, que continha 20% de CO; e 80% de N> na
composicdo gasosa. Nas primeiras 48 horas do armazenamento, a concentracdo de CO:
dissolvido nas ostras em MAP; foi 69,67 mg CO: kg! de produto, e em MAP; foi de 18 mg
CO, kg'! de produto. A maior concentragdo de CO2 no headspace de embalagens, reflete na
maior concentrag¢do de CO; dissolvido nas ostras. A lei de Henry afirma que um nivel mais alto
de COz no headspace contribuiu para uma pressao parcial mais alta, que reflete num maior CO>

dissolvido nos alimentos (MENDES; GONCALVES, 2008b; ROTABAKK et al., 2008).

Figura 3.5- Concentragcdo CO; absorvida pelas ostras durante o armazenamento em atmosfera
MAP; e MAP>.
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Os valores mais elevados de CO> absorvido pelas ostras foram obtidos pelo
armazenamento em MAP>, ao final do armazenamento (15° dia), resultou numa concentragao

de 108 mg CO; kg! de produto. Por outro lado, pode-se observar na Figura 3.5 que a MAP;,

atingiu o equilibrio logo apo6s 48 horas de armazenamento, sem aumento significativo na



61

concentragcdo de CO; absorvido pelas ostras. Dois fatores caracterizam esse comportamento, a
quantidade de CO> disponivel no headspace das embalagens ¢ diferente para as duas MAP, e
alcance do equilibrio pelo sistema, entre o headspace da embalagem e o produto.

A maior absor¢do de CO; pelas ostras causou reducdo na concentragdo do gas
headspace das embalagens e, consequentemente reducdo do volume das embalagens MAP»,
causando uma aparéncia de embalagem a vacuo, conforme apresentado na Figura 3.6. De
acordo com Al-Nehlawi (2013), nos alimentos com alto teor de agua e gordura, como peixes,
carnes ¢ aves, a elevada absor¢ao de CO; podem levar ao fendmeno conhecido como “colapso
da embalagem”. Por outro lado, a MAP; que continha N> (80%) na composicao, geralmente
usado como gés de enchimento, onde ndo houve colapso de embalagem, a redugdo no volume
da embalagem foi de apenas 9,5%. E, em MAP; a reducdo foi de 54,4% do volume em relagao

a condicao inicial.

Figura 3.6- Embalagens das amostras de ostras no final do periodo de armazenamento. (a)
MAP; (100% CO3) redugao do volume (aparéncia de vacuo) e (b) MAP; (80/20 % N2/CO»)
sem deformacao.

(a) (b)

Neste trabalho, as ostras cozidas foram submetidas a atmosfera modificada com
diferentes concentragdes de CO, e de duas formas diferentes, modificacdo da composi¢ao
gasosa do interior das embalagens com ostras, ou pela solubilizagcdo do COz nas ostras antes do
envase na embalagem.

No que se refere a atmosfera modificada pelo processo de solubilizagdo de CO; nas
ostras antes do envase, este resultou em uma concentragdo média dissolvida nas ostras de

757,54+ 1,30 mg CO> kg! produto, concentracio 6 vezes maior que no acondicionamento sob
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atmosfera modificada tradicional (MAP; e MAP>). No processo de SGS, em que as amostras
sdo sujeitas a uma atmosfera com 100% de CO; a uma pressao de 2 bar, faz com que se dissolva
uma grande quantidade de CO» no interior do produto em pouco tempo. Sivertsvik et al. (2004)
estudaram a solubilidade e a taxa de absor¢ao de CO; em filetes de peixe cru e constataram que
a solubilidade do CO; aumenta linearmente com o aumento de pressao parcial de COz. Estes
autores observaram ainda que um filete de peixe exposto a 100% de CO; durante 4,6 horas
atinge a mesma quantidade de CO; dissolvido no seu interior que um filete exposto a 50% de
CO; durante 3 dias. Neste estudo, a quantidade de gas disponivel para solubilizar na amostra
durante o processo de SGS era 11 vezes maior que no MAP. Desta maneira foi possivel obter
uma alta concentracdo de gas dissolvido nas ostras, em pouco minutos (15 min), e ostras serem
envasadas em embalagens com baixo g/p, mas com a mesma ou até maior extensao da vida util
que atmosfera tradicional.

Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos com produtos de pesca, que
sugeriram a utilizagdo de uma alta relacdo volume de gas em relacdo ao produto (g/p) para
aumentar a absor¢do do CO; pelo produto. Soares et al. (2015) em estudo da taxa de absor¢ao
do CO; por ostras, observaram que a maior relagdo g/p, menor temperatura € maior pressao
mostraram maiores taxas de absor¢dao do CO». Rotabakk et al. (2008a), também observaram
maior quantidade de CO; dissolvido em alabote do atlantico, quando o produto foi exposto as
maiores pressao parcial de COx.

Além disso, a maior concentragdo de CO; inibiu o crescimento microbiano e

prolongou a vida util de ostras cozidas.

3.3.3 Analises fisico-quimicas

As ostras apresentaram teor de umidade apos tratamento térmico de 78,3%, estando de
acordo com os valores encontrados por outros pesquisadores. Cruz-Romero; Kerry; Kelly
(2008a) em seu estudo com ostras (Crassostrea gigas), encontraram teor de umidade de
77,15%. Ostras provenientes também de Florianopolis, apresentaram valores de 80,65% em
estudo realizado por Koop et al. (2019). A diferenca do teor de umidade reportados na literatura
e nos estudos realizados se devem a variabilidade da amostra, local de cultivo, estagcdes do ano
(TRAMONTE; PARISENTI; FACCIN, 2005).

Durante o armazenamento ostras ndo tiveram mudangas significativas (p>0,05) no teor

de umidade. O teor médio de umidade durante o armazenamento foi de 76,8 + 1,4% para as
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amostras SGS, de 78,6 + 1,3% para MAP; e de 77 + 0,3% para MAP>. A quantidade de dgua
presente num alimento pode indicar a sua estabilidade, quanto ao crescimento microbiano e
atividade enzimatica. Além disso, manter elevados contetidos de 4gua ¢ o que ajuda a manter o
frescor deste tipo de produto (TEIXEIRA; BEIRAO, 1999).

A perda de 4gua por exsudagdo foi observada em todas as amostras durante o
armazenamento. Entretanto, as amostras SGS apresentaram menor perda (6,8 + 0,4%), do que
as amostras envasadas em atmosfera modificada tradicional MAP; (9,9 £ 0,5%) e MAP> (10,7
+0,7). As ostras possuem elevado contetido de 4gua, além de uma estrutura com grande nimero
de poros formando uma espécie de rede capilar, que permite a retencdo de agua em toda a
estrutura (LIMA et al., 2015). Com a ruptura do musculo adutor e desnaturagdo de proteinas
devido ao tratamento térmico, ocorre a liberacdo de parte desta 4gua, como pode ser visto na

Figura 3.7.

Figura 3.7- Perda de dgua por exsudacdo durante refrigeracdo por 30 min de ostras apds
tratamento térmico e remogdo das conchas.

i b

A perda de agua em ostras ¢ observada tanto no produto in natura € apos o processo
de cocgdo, e durante o armazenamento, como pode ser visto na Figura 3.6, apresentada
anteriormente. Stormo et al. (2017, 2018) mostraram que ap6s o tratamento térmico ocorre um
encolhimento gradual do musculo, aumentando a pressdao de vapor, € consequentemente a
expansao térmica dos fluidos do musculo. Os autores observaram que o filé de bacalhau do
atlantico submetido ao tratamento térmico de 90 °C por 18 minutos apresentou maior perda
liquida (20,9 + 1,9%), do que o grupo controle — sem processamento (14,8 + 3,3%)).

A Figura 3.8 mostra a imagem do gel de eletroforese das ostras cozidas e in natura.

Comparando-se as duas colunas, pode-se observar que as amostras exibiram um padrao
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complexo de proteinas. O gel mostra bandas na faixa de 20, 30, 45 e 97 kDa, que sdo relatadas
em eletroforese de moluscos (MARTTNEZ et al., 2017; YADZIR et al., 2015). O tratamento
térmico causou alteracdes, principalmente na regido da miosina. O aquecimento pode alterar as
proteinas induzindo desnaturagdo (perda nas interagdes terciarias e/ou secundarias), formacao
de novas ligagdes intramoleculares ou inter-moleculares, agregacdo e/ou rearranjos das ligagdes
dissulfeto, bem como outras modificacdes (MONDOULET et al., 2005; YADZIR et al., 2015).
As proteinas fragmentadas muitas vezes sdo menores que o limite de deteccao do gel, passando
pelos poros do gel de acrilamida e se perder no tampao. Por outro lado, proteinas que tiveram
modifica¢des intermolecular (agregacdo de proteinas) geralmente sdo grandes demais para
migrar através do gel e ndo sdo claramente detectaveis por SDS-PAGE, mas podem aparecer
acumuladas nas cavidades do gel (MONDOULET etal., 2005; OLIVEIRA; LIMA; BRESSAN,
2013; SHRIVER; YANG, 2011). Isso pode ser observado na Figura 3.8, onde as bandas

caracteristicas de moluscos tiveram modificacdes.

Figura 3.8- Imagem do gel de eletroforese SDS- PAGE para amostras de ostras apos
tratamento térmico (a) e in natura (b).
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Esses resultados estao de acordo com as observagdes realizadas na Figura 3.9. A figura
apresenta as alteracdes causadas pelo tratamento térmico nas amostras de ostras, por analise dos
termogramas de calorimetria diferencial de varredura. Na Figura 3.9 podem ser identificadas a
presenca de 3 picos na amostra crua (in natura), o primeiro pico, entre 45 °C e 55 °C, o segundo

pico na regido de 60 a 70 °C e o terceiro entre 75 e 85 °C. Na amostra apds o tratamento térmico
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houve mudancga, principalmente na regido da miosina. De acordo com alguns autores, o
primeiro pico (45 °C e 55 °C) representa a desnaturagdo da miosina, o pico na faixa
intermedidria entre a miosina e actina (60 e 70 °C), representa a desnaturagdo de proteina
sarcoplasmatica ou do estroma (colageno) e o terceiro pico (75 e 85 °C) corresponde a actina,

(PARK; LANIER, 1987, 1989).

Figura 3.9. Termograma de DSC das amostras ostras crua e ostra apos tratamento térmico.
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Durante o armazenamento a perda de 4gua pode ser vinculada a degradacdo da
estrutura muscular, causada pela combinacdo das enzimas proteinases enddégenas do molusco
com a atividade microbiana (LIMA, 2014). Outros autores trazem relacdes da redugdao do pH
com aumento da exsudacdo no armazenamento, isso porqué, a redugcdo do pH devido
solubilizacdo do CO; aproxima as proteinas de seu ponto isoelétrico, quando este for atingido,
a agua retida no interior do musculo ¢ liberada como exsudado (MCMULLEN; STILES, 1994;
SIVERTSVIK, 2007). Masniyom; Benjama; Maneesri (2011), observaram o aumento da
exsudag¢do com o aumento do tempo de armazenamento, de mexilhdes cozidos armazenados
em 100% de CO., a mudanga do pH dos mexilhdes sob atmosfera modificada causou uma
desnaturacdo induzida das proteinas, aumentando a exsudagao durante o armazenamento.

As amostras de ostras MAP> e SGS, que tiveram a maior concentragdo de CO>

dissolvido, apresentaram redugdes significativa no pH em relacao as amostras apos tratamento
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térmico. Lima et al. (2015) associaram o aumento da perda de dgua por exsudacdo, devido a
absor¢ao do CO» pelas amostras de mexilhdes cozidos, quando armazenados sob atmosfera
modificada em relacdo ao ar. O mesmo foi reportado por Sivertsvik (2007), que avaliou a
influéncia da concentracdo de CO: nas perdas por exsudacdo em bacalhau armazenado a 0 °C,
e observou que conforme aumentava o teor de CO2 nas embalagens, maior era a perda de
exsudado. De acordo com o autor, o aumento na dissolu¢dao de CO> em concentragdes elevadas,
pode alterar o pH e capacidade de retencdo de agua do produto.

Embora diferentes mecanismos possam ser responsaveis por alteracdes proteicas,
parece cabivel considerar que desenvolvimento de bactérias (Figura 3.10 e 3.11) tenha
contribuido para o aumento da exsudagao durante o armazenamento. A degradagdo da estrutura
muscular pode ser causada pela combinacdo da acdo das enzimas enddgenas proteinases com a
atividade microbiana (MASNIYOM; BENJAMA; MANEESRI, 2011). O elevado alto teor de
glicogénio e os aminodcidos livres nas ostras sdo favoraveis para o crescimento microbiano
(FRANCO; LANDGRAF, 2008), além disso, o carboidrato estd basicamente na forma de
glicogénio, deste modo, as atividades fermentativas ocorrem como parte da deterioragdo
microbiana (JAY, 2005).

Os valores de pH encontrados para ostras armazenadas em diferentes atmosferas sao

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Valores de pH de ostras acondicionadas sob atmosfera modificada tradicional e
SGS armazenada a 4 °C por 15 dias

Tempo (dias) pH

Controle SGS MAP; MAP,
0 6,47 0,05  6,26+0,05%8  6,47+0,10%* 6,42 + 0,024
5 6,58 + 0,112 6,30 + 0,04 6,33 +0,23° 5,99 +0,13P
10 6,55+0,11% 6,39 +0,07° 6,50 + 0,132 6,04 +0,19°
15 6,68 + 0,16° 6,33 +0,02%b 6,45+0,18° 5,98 + 0,06°

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa na amostra (p < 0,05) durante o
armazenamento. As letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os
tratamentos (p < 0,05). Legenda MAP; (20% CO,/ 80% N»), MAP, (100% CO,), SGS (processo de solubilizagdo
do CO»).

O valor de pH médio obtido para as ostras apos tratamento térmico foi de 6,47 £ 0,05.
O valor esta dentro do limite estabelecido pela legislacdo brasileira, o Regulamento de Inspec¢ao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 2017) estabelece
como limite de pH inferior a 6,85 para carne de moluscos frescos. E, de acordo com os valores

observados por outros autores. Cruz-Romero; Kelly; Kerry (2007) encontraram pH de 6,45 para
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ostras apds tratamento térmico (50 °C 10 min™'). Ramos (2007) encontrou pH médio de 6,1 para
ostras provenientes de aguas costeiras da Ilha de Santa Catarina.

O processo de solubilizacao do CO; resultou numa reducao significativa (p>0,05) no
pH das ostras (6,30 = 0,12), em relagdo ao pH das ostras apds tratamento térmico de 6,47 +
0,05. Durante o armazenamento, as amostras MAP; também apresentaram uma redugao
significativa (p>0,05) nos valores de pH quando comparado o pH inicial. Uma consequéncia
da absorcao do CO» pelas ostras, pois uma certa quantidade de CO» ¢ dissolvida no produto,
levando a produgao de acido carbdnico e, consequentemente redugao do pH (SIVERTSVIK;
JEKSRUD; ROSNES, 2002). Observacdes semelhantes foram realizadas para filés de peixe
submetido ao processo de solubilizagdo de CO», o pH apds o processo foi de 5,95, menor que
o pH inicial (6,10) (MENDES; GONCALVES, 2008a). A redu¢do do pH durante o
armazenamento foi relatado por Caglak; Cakli; Kilinc (2008), que obtiveram o valor inicial de
pH de 6,72 para mexilhdes embalados sob atmosfera modificada e, apds 12 dias de
armazenamento a 2 °C, o valor diminuiu para 5,99. A acidificagdo do meio devido formacgao
de acido carbonico advindo dioxido de carbono, ¢ desejavel pois tornar o ambiente menos
favoravel ao crescimento microbiologico (ROTABAKK et al.,, 2008). Quando o CO2 ¢
absorvido pela fase aquosa do alimento, formando acido carbdnico, que age alterando funcgdes
da célula, entre elas a manutencao do pH intracelular (WOLFE, 1980).

Um aumento gradual no pH das amostras controle foi visivel a partir do 5° dia de
armazenamento refrigerado, e os valores mais altos (6,68 + 0,16) foram atingidos no periodo
final do armazenamento. O aumento dos valores de pH durante o armazenamento ¢ geralmente
uma fungdo da producdo de compostos basicos (amoénia, trimetilamina, aminas biogénicas)
pelas bactérias deterioradoras dos peixes (MASNIYOM; BENJAKUL; VISESSANGUAN,
2002).

3.3.3.2 Analise microbiologica das ostras no armazenamento

Os resultados das andlises microbiologicas de contagem total de mesofilos e

psicrotroficos € apresentada na Figura 3.10 e Figura 3.11, respectivamente.
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Figura 3.10- Contagem total de mesofilos em ostras cozidas durante o armazenamento

refrigerado 4 °C.
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Figura 3.11- Contagem total de psicrotréficos em ostras cozidas durante o armazenamento
refrigerado 4 °C
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A contagem total de mesdfilos inicial das ostras foi em média 2,3 + 0,4 log UFC g!'. E
a contagem total de psicrotroficos inicial de 2,1 + 0,1 log UFC g!. Durante o armazenamento,
para contagem total de mesoéfilos (Figura 3.10) foi observado um aumento crescente destes
micro-organismos, sendo mais expressivo ao 10° dia de estocagem, e nas amostras controle e
MAP;. Enquanto, a amostra controle atingiu contagens 6,2 + 0,2 log UFC g'!, e MAP; de 3,6 +
0,7 log UFC g aos 15 dias de estocagem, as amostras armazenadas em atmosferas MAP; e
SGS, apresentaram contagens estaveis de 2,4 e 2,8 log UFC g’!, respectivamente.

Mas a diferenga mais pronunciada, aconteceu para contagem total de psicrotroficos
(Figura 3.11). Enquanto, MAP> e SGS mostraram inibi¢ao no crescimento de psictrotroficos no
decorrer da estocagem, a atmosfera MAP; apenas retardou a fase lag de crescimento até o 10°
dia de estocagem (2,6 log UFC g!) em relagdo a amostra controle (10 dias: 4,1 log UFC g™).
Esses resultados ainda corroboram com os apresentados previamente da amostra controle, em
relacdo a reducdo nos niveis de Oz de 19,9% para 10,4 + 1,7% até o 15 ° dia de armazenamento,
indicando a atividade de bactérias deteriorantes (GRAM; DALGAARD, 2002).

Neste caso, a elevada quantidade de CO; dissolvida nas ostras pelo tratamento SGS e
em MAP: retardou o crescimento microbiano de mesofilos e psicrotroficos, comparando com
os outros tratamentos, MAP; e controle. Ou seja, o efeito bacteriostatico do CO» ¢ dependente
da concentragdo de CO> dissolvido no produto, e esta diretamente ligado a composi¢cdo gasosa
escolhida, ou processo de atmosfera. O retardo da fase /ag, ocorre devido a solubilizacdo do
CO» na fase aquosa e lipidica presente nas amostras, que tende a criar condigdes levemente
acidas, e da sua capacidade de penetrar nas bactérias causando altera¢des no pH intracelular,
afetando a atividade enzimatica e o transporte de substratos nas células dos micro-organismos
(HUSS, 1997b; WOLFE, 1980) .

Na literatura sdo encontrados estudos sobre o uso de atmosfera modificada para frutos
mar e peixes, no entanto, os resultados apresentam o efeito da composicao gasosa inicial ao
qual os produtos sdo embalados, e ndo a quantidade de CO; dissolvida no produto. Chen et al.
(2017) testaram 3 atmosferas modificada, a (50% CO2/ 50% N3z), b (70% CO2/ 30% O2) e ¢
(50% CO2/ 50% O») para ostras (Crassostrea plicatula) armazenada a 4 °C por 16 dias, ¢ a
atmosfera com maior concentracdo de CO», 70% foi mais adequada na inibicdo de
microrganismos mesoéfilos. Em mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) armazenados a 4 °C por
15 dias, a atmosfera modificada (80% CO»/ 20% N3) foi mais eficaz para inibi¢ao o crescimento

de bactérias gram-negativas aerdbicas, como Pseudomonas spp. € Shewanella spp., em relagao
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a atmosferas com menores concentragdes de CO2 (50% CO2/ 50% N2 e 40% CO2/ 30% No/
30% O2) (GOULAS et al., 2005). Assim, esse estudo traz novas orientagdo em relacdo ao efeito

bacteriostatico do CO», e da influéncia da concentragao deste gas dissolvido.

3.4 CONCLUSAO

As ostras possuem uma elevada carga microbiana natural devido ao seu processo de
criacdo, o uso do tratamento térmico ¢ um dos métodos mais comuns usados para reducao desta
carga microbiana inicial. A aplicagdo do tratamento térmico a 100 °C por 15 min, além de
facilitar a abertura das conchas das ostras, foi eficiente na redu¢do da microbiota inicial das
ostras. Porém, esse processo sozinho nao foi capaz de prolongar a vida 1util das ostras
armazenadas em refrigeracdo, com aumento na contagem total de mesofilos e psicrotroficos
logo apds 5 dias de armazenamento.

O uso de embalagens com atmosfera modificada foi uma alternativa de aumentar a
vida util de ostras cozidas, em rela¢do a inibi¢do do desenvolvimento microbiano. Tanto o
processo de ingestdo da atmosfera diretamente na embalagem, quanto o processo de
solubilizagdo de CO; antes da embalagem foram eficientes na inibi¢do de micro-organismos
mesofilos e psicrotroficos. Entretanto, a ingestdo da atmosfera diretamente na embalagem com
baixa concentracdo de CO2 (MAP), contendo 80% N> e 20% de CO> de composi¢io gasosa
inicial, resultou em uma concentragao do gas dissolvido no produto mais baixa (18 mg CO.. kg
de produto™), em relacdio as outras atmosferas. E, teve um menor efeito na inibicdo crescimento
de mesofilos e psicrotréficos.

Por outro lado, quando concentragdes elevadas de CO, (MAP») foram adicionadas as
embalagens, resultou em uma alta concentragdo de CO2 dissolvido no produto (108 mg COx.
kg de produto!), que manteve praticamente constante as contagens de mesofilos e
psicrotroficos durante o armazenamento. No entanto, quando altas concentracdes de CO> sdo
usadas em alimentos com elevado teor de umidade, ocorre uma absor¢ao excessiva do CO; do
headspace pelo alimento, e acarreta no encolhimento da embalagem, resultando em uma
aparéncia de embalagem a vacuo, efeito que pode ser evitado pela adi¢do de N2 no interior da
embalagem, por exemplo. Comparando MAP; e MAP», os resultados mostraram que o efeito
bacteriostatico do CO» foi proporcional a quantidade de CO», dissolvida no produto.

Uma outra forma de obter maiores concentragdes de CO; dissolvida no produto foi
pelo processo de solubilizagdo do COz nas ostras antes da embalagem. Além, de ser possivel

atingir elevada concentra¢do de gas dissolvido (750 mg COz. kg de produto!) em poucos
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minutos (15 min), o processo possibilitou o envase sem embalagem sem adi¢cdo de atmosfera
modificada, mas com o efeito bacteriostatico mantido.

Os resultados mostraram ainda, que grande parte da exsudac¢dao das ostras ocorre
devido as alteragdes causadas pelo tratamento térmico, e ruptura do musculo adutor. Enquanto,
durante o armazenamento a exsudagdo das amostras pode estar relacionada a outros fatores
como: degradacdo muscular, causada pela a¢dao de enzimas proteinases endogenas do molusco
com a atividade microbiana, e a reducao do pH causada pela absor¢ao do CO», por aproximar
as proteinas de seu ponto isoelétrico, liberando a agua retira no interior do musculo.

O Estado de Santa Catarina € o maior produtor de moluscos do pais, e apresenta grande
potencial de desenvolvimento nesta area ainda. Entre eles, o desenvolvimento de novos
processos para esses produtos. O acondicionamento das ostras cozidas em atmosfera
modificada e armazenamento sob refrigeracdo mostrou ser uma alternativa para estender a vida

util de ostras, favorecendo a comercializagao deste produto.
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CAPITULO 4 . APLICACAO DO TRATAMENTO DE INATIVACAO
FOTODINAMICA PARA INATIVACAO DE VIBRIOS SPP EM OSTRAS
(CRASSOSTREA GIGAS)

Resumo

O objetivo do estudo foi aplicar a técnica de inativagdo fotodinamica para inativagao de Vibrio
spp. em ostras usando microparticulas de curcumina (MC) como fotossensibilizador e luz UV-
A. Na primeira etapa do trabalho foi aplicada a técnica de precipitagdo antissolvente para
reducdo do tamanho das particulas de curcumina, onde foi possivel obter particulas de tamanho
micro com cerca de 0,4 um. As microparticulas de curcumina ndo apresentaram mudangas na
estrutura quimica e na atividade antioxidante em relagdo a curcumina ndo tratada. Na segunda
etapa, as microparticulas obtidas foram aplicadas em processos de inativagao fotodinamica. A
foto exposicdo combinando a curcumina e as microparticulas com a luz UV-A, foi aplicada
para ostras. Foram usadas solu¢des de microparticulas de curcumina e curcumina nao tratada a
10, 20 e 40 uM e diferentes tempos de exposicdo luz UV-A, para verificar a eficiéncia as
microparticulas no processo de inativagdao fotodinamica em alimentos com alto teor de
umidade. A irradidncia emitidas pelas 1ampadas UV-A foi de 7,71 mW cm™, e o tempo de 5
minutos de exposicdo a luz UV-A, resultou em uma dose 2,3 J cm™. A exposi¢io da solugio
contendo microparticulas de curcumina (concentragdao de 40 uM) a luz UV-A por este tempo,
proporcionou redugdo na contagem de Vibrios em ostras a niveis ndo detectaveis. Embora, a
curcumina ndo tratada mostrou efeitos de inativagdo, estes foram limitados quando aplicado o
processo para ostras inteiras ¢ desconchadas. As ostras sdo consumidas cruas ou levemente
cozidas, e o desenvolvimento de tecnologias para este tipo de produto torna-se relevante,
principalmente, em regides onde h4 excelentes condigdes geograficas para o cultivo desses

organismos.
Palavras-chaves: Curcumina, fotossensibilizador, precipitagdo antissolvente, foto exposicao.
4.1 INTRODUCAO

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dien 3,5 diona) é um

composto de polifenol, obtido a partir de Curcuma long L., uma planta herbacea tuberosa,

membro da a familia do gengibre e cresce em um clima tropical (KOCAADAM; SANLIER,
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2017). Embora usado como tempero, € um corante alimentar importante, que lhe confere a cor
amarela, e reconhecido como seguro (GRAS) pelo FDA (US FDA, 2013). O Brasil classifica
e autoriza o uso da curcumina como corante, com recomendacgdo de limite de Ingestdo diéria
aceitavel (IDA) de 0-3 mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2018). Varios estudos, descrevem
esse composto natural como agente anti-inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano capaz de
induzir apoptose em varios sistemas celulares, por exemplo, Staphylococcus aureus,
Salmonella paratyphi, Mycobacterium tuberculosis e Trichophyton tipos de gipseum
(ADAHOUN et al., 2017, KOCAADAM; SANLIER, 2017).

Durante o uso da curcumina como antimicrobiano natural, verificou-se que quando
realizado sob uma fonte de luz, poderia causar danos e lesdes as células microbianas, e que
quando a radiacdo UV-A e o corante sdo usados separadamente produzem efeitos limitados
(LUKSIENE; ZUKAUSKAS, 2009). A interacio fotoquimica entre o fotossensibilizador (FS)
ndo toxico: curcumina ¢ a luz visivel em um comprimento de onda apropriado, ¢ conhecida
como fotossensibilizacdo. Essa interagdo na presenga de oxigénio gera substancias citotoxicas,
causando danos as células microbianas (AL-ASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2018).
Surgindo a possibilidade de utilizacdo desta tecnologia para inativar micro-organismos e
descontaminar alimentos.

Esta nova abordagem para a inativa¢do de micro-organismos patogénicos, mostrou ser
eficaz in vitro contra bactérias resistentes, leveduras, virus e parasitas, como S. aureus (JIANG
et al., 2014), Vibrio parahaemolyticus (WU et al., 2016) , Norovirus (WU et al., 2015),
Salmonella e Pseudomonas (PENHA et al., 2017), E. coli (AURUM; NGUYEN, 2019; DE
OLIVEIRA; TIKEKAR; NITIN, 2018; TAO et al., 2019), 4Aspergillus flavus (AL-ASMARI;
MEREDDY; SULTANBAWA, 2018).

Na inativagao fotodindmica, a luz visivel no comprimento de onda apropriado ¢ usada
para excitar a molécula de FS para produzir radicais (reagao tipo 1) ou gerar oxigénio singleto
(reagdo tipo 2). Ambos podem levar a destruicao de células bacterianas, rompendo a parede
celular e, consequentemente, vazamento de citoplasma, além de danificar proteinas e DNA
intracelulares (BINBIN et al., 2016; LIU et al., 2016; WU et al., 2015, 2016). Apesar desses
avangos, a aplicacdo da curcumina ¢ dificultada devido a baixa solubilidade e
biodisponibilidade (GLUECK et al.,, 2017; KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). A

atividade antimicrobiana de microparticulas de curcumina foi melhorada em um estudo in vitro
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contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos, em comparagdo com a curcumina
nativa (PANDIT et al., 2015; SILVA et al., 2017).

As ostras ocupam o quarto lugar no Top Ten list dos alimentos relacionado a doengas
alimentares, publicado pelo FDA, sendo responsaveis por quase 3.409 doengas relatadas (FDA,
2009), devido ao consumo de ostras cruas. O objetivo deste capitulo foi estudar a influéncia das
microparticulas de curcumina produzidas por precipitacdo antissolvente no tratamento de

inativacao fotodindmica para ostras cruas desconchadas, a partir da microbiota natural.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Materiais
Curcumina (96,5%), etanol (99,9%) e metanol (99,9%) foram adquiridos da Neon
(Suzano, Brasil). O radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o diclorometano (DCM

99,5%) foram adquiridos na Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os reagentes

utilizados foram de grau analitico.

4.2.2 Preparacio e caracterizacio das microparticulas de curcumina

As microparticulas de curcumina foram preparadas usando o método de precipitagdo

antissolvente, de acordo com Bhawana et al. (2011) e Silva et al. (2019) com modificacdes,

conforme apresentado na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Esquema representativo da preparagdo das microparticulas de curcumina

Solugdo
Curcumina + DCM

agitagio magnética
1200 rpm por 30 min

Liofilizagdo

Inicialmente, foi preparada uma solugdo com 100 mg de curcumina e 20 ml de DCM.
Posteriormente, 1 ml da solugdo (curcumina + DCM) foi adicionado lentamente em 50 ml de
agua fervente, sob agitacdo magnética a 900 rpm. Em seguida, a solugdo obtida foi
homogeneizada com uma sonda de ultrassom (Ultronique, Model QR 500, Eco-Sonics, Brasil),
a 500 W por 10 min. Apos, a solugdo permaneceu sob agitagdo mecanica a 1200 rpm por 30
min, até obter uma solucdo totalmente homogénea. As microparticulas foram obtidas apos

liofilizacdo por 48 horas (LIOBRAS, série LIOTOP-L101, Brasil).
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4.2.2.1 Caracterizagdo da particula

O tamanho médio das particulas da curcumina foram determinadas utilizando um
analisador Zetasizer Nano — ZS (Malvern Instruments, UK).

Para morfologia das particulas, as microscopias foram realizadas em Microscopio
Eletronico de Varredura, marca JEOL, modelo JSM-6390LV. As amostras foram fixadas em
fita de carbono, na superficie de stubs metalicos. Apds fixadas as amostras foram recobertas
por uma fina camada de ouro, para posterior visualizagdo. A voltagem de aceleragao utilizada

foi de 10 kV.

4.2.2.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi realizada em um espectrometro
(AGILENT TECHNOLOGIES — Cary 600 Series FTIR Spectrometer), e as particulas de
curcumina foram caracterizadas no modo de transmissao com o numero de onda variando de
4000 a 400 cm. A fim de verificar possiveis degradacdes na amostra apds o processo de
precipitacdo antissolvente, comparou-se os espectros da curcumina apos processo em relagao a

curcumina ndo tratada (padrao).

4.2.2.4 Propriedades térmicas

O ponto de fusdo da curcumina foi determinado usando um sistema de calorimetria
diferencial de varredura (Jade-DSC, Perkin Elmer, USA) e com auxilio do software Pyris Data
Analysis. Uma capsula de aluminio vazia foi usada como referéncia e o mesmo tipo de capsula
foi usado como porta amostras no calorimetro. As amostras (5 mg a 10 mg) foram
hermeticamente seladas e depois aquecidas a uma taxa de 10 °C min! de 30 °C a 300 °C, sob

uma vazao de nitrogénio de 10 ml min™'.

4.2.2.5 Difracdo de raio-X (DR-X)

A andlise de DR-X foi realizada a fim de caracterizar o composto quanto ao grau de

cristalinidade. Os dados de difracdo de raio X foram obtidos em difratometro MiniFlex600
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DRX (Rigaku, Japdo), equipado com uma fonte de Cu Ko (A = 1,5418 A) e operando a 30 kV

e 10 mA, numa gama de 5 e 50 graus de 260 ¢ 0,5 s contando o tempo de cada etapa.

4.2.2.6 Solvente Residual

Para garantir que as microparticulas de curcumina fossem de grau alimentar, foi
realizada analise para verificagcdo da concentracao de solvente residual usando um cromatédgrato
a gas, equipado com detector por ionizacdo de chama (FID) (Agilent 7890, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA), e acoplado a um detector de espectro de massa (5975C, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). A separag@o cromatografica foi realizada em uma coluna DB624
(comprimento de 30 m x 0,45 mm I.D. x 2,55 um de espessura de filme) operando com hélio
como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 1,0 ml min™. A temperatura do injetor foi 160 °C e
o programa de temperatura era o seguinte: o forno foi inicialmente ajustado em 35 °C (espera
20 min), depois aquecido até 250 °C a 25 °C min™!, seguido de aquecimento até 250 °C por 15
min. O solvente residual foi identificado por espectrometria de massas, usando temperatura da
interface a 260 °C, tensdo de ionizacdo a 70 eV, faixa de massa de 2-550 m/z e modo de
varredura. Para a quantificacdo do solvente residual foi utilizado o detector FID e o método de

calibracdo externa (ALBERT E. GUDAT; ROGER L. FIROR; UTE BOBER, 2007).

4.2.2.7 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH, proposto por Mensor et al.
(2001). O DPPH (0,03 mM em metanol) foi incubado (no escuro) com 2,0 ml da solug¢do de
curcumina ndo tratada e de microparticulas em temperatura ambiente. Apds 30 min de
incubacdo, a absorbancia foi lida a 518 nm usando um espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu,

Japan), e a porcentagem de inibi¢dao das amostras foi calculada usando a equagao 7:

AA% = 100 — {[(Absamostra — AbSpranco) X 100]} %)

Abscontrole
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Metanol (1,0 ml) mais solugdo de curcumina (2,5 ml) foi usado como um branco.
Solug¢ao de DPPH (1 ml, 0,3 mM) com adi¢ao de metanol (2,5 ml) foi usada como controle

negativo.
4.2.2.8 Analises dos espectros de absor¢ao da luz visivel

Os espectros de absor¢do das solucdes de curcumina (40 uM) foram avaliados por
espectrofotometro de UV-Vis (UV-1800, Shimadzu, Japan), na faixa de comprimentos de onda

de 300-600 nm.

4.2.3 Camara UV-A

Para os experimentos de inativagdo fotodindmica, um aparato experimental foi
montado no Laboratdrio de Propriedades Fisicas de Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina (PROFI - UFSC) durante a execucao deste trabalho. Em uma estufa incubadora
tipo BOD (Dist, Florianopolis, Brasil), com sistema de refrigeracdo foi delimitado um espaco
de 48 cm x 57 cm, e as paredes internas revestidas com folhas de papel aluminio. No espago
interno da camara foi realizada a instalacao de conexdes elétricas que permitem a ligagdo de até

16 1ampadas de 24 W, simultaneamente, ou um grupo delas, conforme Figura 4.2.

Figura 4.2. Visdo geral da cAmara de radiacao UV. (a) Lampada UV desligadas. (b) Todas as
lampadas ligadas. (¢) Um grupo parcial de lampadas ligadas.

(b) , ©
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Para este trabalho, o espaco da camara foi reduzido, e foram consideradas apenas oito
lampadas UV-A (320-400 nm; DUL L BL UVA 24 W; Osram), dispostas nas laterais e topo
da camara. Duas lampadas em cada uma das laterais e quatro lampadas do topo, de acordo com

a Figura 4.3.

Figura 4.3. Camara de radiacdo UV-A.

D e —

A delimitagdo deste espaco resultou de alguns testes preliminares, a partir da
determinagdo da irradidncia e posi¢do da amostra. A irradiancia emitida pelas lampadas foi
determinada em todos os quadrantes da base da camara, e a varias distancias da lampada.

A irradiancia foi medida usando um radidmetro (Solar Light’s Model PMA2100), o
qual foi posicionado nos diferentes quadrantes do interior da cdmara, simulando a posi¢ao das
amostras. Como o sistema e as lampadas utilizadas possuem poténcia constante, a variagdo da
dose de energia foi realizada pela variagdo do tempo de exposi¢ao das amostras.

Assim, a dose de energia acumulada pelas amostras foi calculada pela equagdo 8

(MACLEAN et al., 2009):

E=Pxt (8)

Em que, E é a dose de energia (J cm™), P é a irradiancia (W cm™) e ¢ é o tempo (s).

A distancia entre a amostra e as lampadas superiores foi determinada ap6s alguns testes
de irradiancia, onde foi verificado que a distancia de 10 cm, possuia um espectro de absor¢ao

favoravel ao processo em questao.
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A irradiancia almejada para os experimentos foi baseada em valores de dose de energia
encontrados na literatura, aplicados para ostras. Densidade de energia de 3,6 a 5,4 J. cm™,
emitidas por lampadas Blue Led, mostram efeitos com ostras. Wu et al. (2015) testou 3,6 para
Norovirus (MNV-1) e Liu et al. (2016) testou 5,4 para contagem total. Além destes estudos,
De Oliveira; Tikekar; Nitin (2018) e Tosati et al., (2018) testou ldmpadas UV-A para

descontaminagio de alimentos com dose de 2,4 J cm™.

Para monitorar a temperatura da camara ¢ da amostra durante o processo de
fotoativagdo, em que as lampadas permaneciam ligadas, termopares tipo T (marca IOPE,
modelo TX-TF-TF-R-32AWG, Brasil) foram conectados a um sistema de aquisi¢cao de dados
(34970A; Agilent, Santa Clara, CA, EUA) conectado a um computador via software
(BENCHLINK DATA LOGGER 3.0; Agilent), e realizado o registro de temperatura durante

todo o periodo de teste.

O espectro de emissdao da lampada UV-A foi determinado usando uma fibra tipo P50-

2-UV/VIS (Ocean Optics, Dunedin, FL, EUA) com um espectrofotometro USB 4000.

4.2.4 Ensaios de fotoativaciao para determinacio da concentra¢io de curcumina

Solugoes de Curcumina

Solugdes estoques de microparticulas de curcumina (MC) e curcumina ndo tratada
(nativa) (C) (20 mM) foram preparadas em etanol (99% v/v), e armazenadas protegidas da luz
a-18 °C, até o uso. Antes de cada experimento, as solu¢des foram preparadas diluindo a solucao
estoque de curcumina com agua estéril até uma concentragao final de 40 uM, 20 uM e 10 uM.
A concentragao de etanol na solucao final de curcumina diluida foi <1% (v/v). As concentragdes

de curcumina utilizadas neste estudo foram baseadas em (REFERENCIA).

Amostras utilizadas

As ostras frescas (Crassostrea gigas) cultivadas em Floriandpolis, foram obtidas em
um mercado local, entre os meses de janeiro a agosto de 2019. As amostras foram transportadas
até o Laboratorio PROFI, em caixas isotérmicas.

Ao chegar no laboratério, as ostras foram lavadas em 4gua corrente para remogdo de

qualquer sujidade, e realizada a selecdo, ostras com a concha aberta eram descartadas. Apos a
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limpeza e selecdo, as ostras foram desconchadas manualmente em condi¢des estéril, com faca

apropriada para abertura de ostras, e a parte carnea das ostras eram colocadas em béquer,

conforme Figura 4.4 (a) Etapa 1 e 4.4 (b) Etapa 2.

Figura 4.4. Fluxograma das principais fases do procedimento experimental adotado.

Etapa 1

Ostra (Crassostrea gigas)

<

Coleta e transporte até o
Laboratorio

<

@

Higienizacao e Selegao —_—

Descarte de ostras com

conchas abertas

AV

Remocao das conchas e

homogenizacao da parte carnea  —p|

Conchas (descarte)

com agua (condicdes estéreis)

<

adigao de 2 mL do homogenizado
em cada poco da placa de 12 pogos

v

Tratamentos

—il Controle
—

Luz UV-A (2.3 Jcm?)

—————»|  S6C (40 uM)

—®| S6MC (40 uM)

)l C (10 uM) + UV-A (2.3 Jcm?) |

™  Tratamento IFD - C

C (20 uM) + UV-A (2.3 Jem?)

—)l C (40 uM) + UV-A (2.3 Jcm™?) |

——p Tratamento IFD - MC

)l MC (10 uM) + UV-A (2.3 Jem™) |

MC (20 uM) + UV-A (2.3 Jem™)

—’l MC (40 pM) + UV-A (2.3 Jcm?) |
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Etapa 2 ®)

Ostra (Crassostrea gigas)

U

Coleta e transporte até o

Laboratorio
. .. . N Descarte de ostras com
Higienizagao e Selecao —
= conchas abertas

¥

Remocao das conchas e separa¢ao
da parte carnea ——p| Conchas (descarte)

{}

Tratamentos

—p  Conftrole

—| C(40 uM)+UV-A 2,3 Jem?) |
| C (40 uM) + UV-A (6.9 Jcm?) |

E—— Tratamento IFD -

—»| MC (40 uM) + UV-A (2.3 Jem™) |
L—p MC (40 uM) + UV-A (6.9 T cm?) |

Legenda: Controle- sem curcumina e sem luz UV-A; IFD- inativacdo fotodindmica; MC- Microparticulas de
curcumina; C- Curcumina nio tratada

Condigoes experimentais

Primeira Etapa

Para os experimentos iniciais, Figura 4.4 (a), a parte carnea da ostra era fragmentada
e homogeneizada com agua, formando uma solugdo (1:10 p/p) de ostra + dgua. Desta solugao
foram adicionados 2 mL em cada po¢o de uma placa de pogos. Para cada condic¢do avaliada,
eram considerados 3 pocos da placa, constituindo amostras em triplicata. E entdo, foi transferido
a cada poco a solugdo de curcumina. Anteriormente, foram preparadas solugdes de curcumina,
a partir da dilui¢do da solugdo estoque e padronizou-se as concentragdes para que o volume
adicionado em cada poco fosse igual para qualquer concentragdo de curcumina a ser testada.
Para amostras controle, sem curcumina, era adicionado o mesmo volume, mas de agua. Apds a

adicao das solugdes a serem testadas, a placa era levada a camara UV-A.
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Inicialmente foram testadas as diferentes concentragdes de curcumina, 10, 20 e 40 uM,
tanto para curcumina nativa (sem tratamento), quanto para as microparticulas de curcumina
obtidos na etapa anterior. Também foram testados controles.

Para as amostras controle foram consideradas as seguintes situacdes: Controle (sem
curcumina, sem luz), s6 curcumina (solu¢do com curcumina, sem luz), s6 luz (solugdo sem
curcumina, exposicdo a luz UV-A). As solugdes controle sem curcumina, a solu¢do de
curcumina foi substituida por agua.

Diferentes controles foram testados afim de verificar a influéncia de cada um
individualmente. O controle s6 curcumina, com o intuito de avaliar o efeito da curcumina na
inativagdo de micro-organismos. O controle sé luz, com o intuito de verificar os possiveis
efeitos da luz UV-A na inativa¢do de micro-organismos. O controle, sem luz e sem curcumina,
foi utilizado como um controle positivo para verificar o crescimento microbiano, ¢ a
confiabilidade do estudo.

Para melhor compreensdo, as condi¢des avaliadas no tratamento de inativagdo

fotodinamica sao apresentadas na Tabela 4.1

Tabela 4.1. Condicdes dos tratamentos de inativagdo fotodinamica da primeira etapa.

Tratamento Microparticulas de _ Luz UV-A
Amostras Curcumina Curcumina ndo tratada (dose de energia)
Controle - - -

Luz UV-A - - 2,3Jcm?

MC 40 uM - -

C 40 uM - -
MC+UV-A 40 uM, 20 uM e 10 pM - 2,3Jcm?
C+UV-A - 40 pM, 20 uM e 10 uM 2,3 ] cm™

Legenda: MC: microparticulas de curcumina; C: curcumina ndo tratada; MC+ UV-A: inativagdo fotodindmica
com microparticulas de curcumina; C+ UV-A: inativacdo fotodindmica com curcumina ndo tratada; - ndo
aplicado.

Segunda Etapa

Na segunda etapa, Figura 4.4 (b), a inativagcdo fotodinamica foi testada para ostras
inteiras e desconchada. A parte carnea da ostra foi adicionada em béquer de 250 mL, que
continha a solugdo a ser testada (curcumina, microparticulas de curcumina). Foram utilizadas

50 gramas de ostras para 100 mL de solugdo, a proporc¢ao de solucdo e ostra foi determinada
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apos testes preliminares. O béquer contendo ostra e a solugdo foi deixado em repouso em
ambiente escuro, por 30 minutos, esse tempo foi definido apos testes preliminares, que partiram
de dados da literatura variando de 5 a 30 minutos de incubagdao (DE OLIVEIRA et al., 2018;
TAO et al., 2019) . Apds esse periodo, o béquer foi levado a cAmara de exposicao, durante a
exposicdo a luz UV-A, o béquer permaneceu sob agitacdo magnética.

Este procedimento repetiu-se para as duas particulas de curcumina testadas (curcumina
nao tratada e microparticulas de curcumina), na concentracao definida pela etapa anterior 40
UM, e para amostras controle. E com dois tempos de exposi¢ao a luz UV-A, que correspondiam
a duas doses de energia diferente, 2,3 e 6,9 J. cm™. Nos controles sem luz UV-A, as amostras
permaneciam no escuro sob agitacdo magnética, pelo mesmo periodo que as amostras expostas

aluz UV-A. A Tabela 4.2 apresentada as condicdes testadas.

Tabela 4.2.Condi¢des dos tratamentos de inativagdo fotodinamica da segunda etapa.

Tratamento Microparticulas de S Luz UV-A
. Curcumina ndo tratada .
Amostras Curcumina (dose de energia)
Controle - - -

MC + UV-A 40 pM - 2,3Jcm?
MC+ UV-A 40 uM - 6,9 J cm?
C - 40 uM 2,3 Jcm™
C+UV-A - 40 uM 6,9 J cm™

Legenda: MC: microparticulas de curcumina; C: curcumina ndo tratada; MC+ UV-A: inativagdo fotodindmica
com microparticulas de curcumina; C+ UV-A: inativagdo fotodindmica com curcumina ndo tratada; - ndo
aplicado.

Avaliagdo da Inativacdo Fotodindmica

Apos a aplicagdo do tratamento de inativagao fotodinadmica, na primeira etapa,
aliquotas de 1 mL de cada poco da placa foram retiradas, e transferidas para tubos de ensaio
contendo 9 mL de 4gua peptonada salina (3% NaCl). Para uma analise qualitativa, os efeitos
do tratamento na inativagdo de vibrios, foram avaliados por semeadura em meio seletivo Agar
tiossulfato-citrato-sais de bile sacarose (Agar TCBS- Acumedia) estéril. As diluigdes foram
realizadas em 4gua peptonada salina até 10°, para posterior plaqueamento em meio TCBs. As
placas foram incubadas por 18 — 24 horas, a temperatura de 36 = 0,5 °C, e ap6s foi realizada a
identificacdo de coldnias caracteristicas, conforme recomendacdo do fabricante do meio.

Verificou-se as placas quanto a presenga de colOnias suspeitas de serem de V.
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parahaemolyticus, como colonias lisas, opacas ¢ com bordas amarelas finas, além disso,
algumas colonias podem ser verdes ou incolores no Agar TCBS devido a fermentagao tardia da
sacarose por cepas de V. cholerae (ACUMEDIA).

Para a segunda etapa, as ostras eram retiradas das solu¢des e homogeneizadas em agua
peptonada salina (3% NaCl), dando origem a primeira dilui¢io da amostra 1:10 (10!). Apés, a
analise procedeu como descrito anteriormente, em relagdo a primeira etapa.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
4.2.3.1 Cinética de inativag¢do fotodinamica de Vibrio spp. naturalmente presentes em ostras

Para avaliar a influéncia da dose de energia no processo de inativacdo fotodinamica,
as ostras foram processadas de acordo apresentado na Segunda etapa deste estudo.

Para esta etapa dos experimentos, a solu¢do de microparticulas de curcumina de 40
uM foi utilizada, ap6s o periodo de incubacao de 30 min, as amostras foram expostas a radiacdo
UV-A durante diferentes tempos 0, 1, 3, 4, 5, 8 ¢ 10 minutos, que representam as doses de: 0;
0,5; 1,4; 1,8; 2,3; 3,7; 4, 6 J. cm™. E, imediatamente apds o termino, realizou-se a analise
microbiologica para Vibrio spp, conforme descrito anteriormente no item 4.2.3.

O modelo de Weibull foi ajustado aos dados experimentais de inativacao de Vibrio

spp. como proposto por De Matos et al. (2018) e Mafart et al. (2002):

s () - -

Onde N () e Ny sdo o numero de sobreviventes apds um tempo de processamento (t) e
o niimero inicial de micro-organismos (UFC ml™!), respectivamente. Os pardmetros do modelo
a ¢ denominado como o primeiro tempo de reducdo decimal, isto ¢, tempo necessario para
reduzir a populagdo inicial, Nyp a Nyo/10; e p ¢ chamado parametro de forma. As curvas de
sobrevivéncia foram ajustadas usando o software Matlab R2018a (MathWorks Inc, Natick,
EUA) e o coeficiente de correlagio estatistico de parametros (R?) e o erro quadratico médio

(MSE) foram utilizados para avaliar o ajuste.
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= (predito; — observado;) (10)
MSE = z =
i=1

Onde n ¢ o nimero de observagdes, predito; sao os dados preditos e observado; sdao os

dados observados - quanto menores os valores de MSE, melhor o modelo se ajusta aos dados.
4.2.3.2 Andlise Microbiolodgica

A contagem de micro-organismos aerobio mesofilos e psicrotroficos foi realizada na
condicdo de tratamento de inativagdo fotodinamica, que apresentou os melhores resultados até
esta etapa (solugdo de microparticulas de curcumina a 40 uM, e dose de energia de 2,3 J. cm”
2), afim de verificar o efeito do tratamento na contagem de bactérias totais de ostras inteiras e
desconchadas. Seguindo protocolo descrito no item: 3.2.6, e apresentado sucintamente abaixo.

Apbs o tratamento, 25,0 £ 0,5 g de ostras foram adicionados em 225 mL de agua
peptonada 0,1%, obtendo-se a dilui¢do 1:10 (10™") para anélises de aerdbios mesdfilos totais e
psictrotroficos totais. Em seguida, foram realizadas as diluicdes decimais seriadas. A dilui¢ao
107 foi obtida retirando 1 mL da dilui¢do 107! e transferida para tubos de ensaio contando 9 mL
de 4gua peptonada. As demais dilui¢cdes foram realizadas pelo mesmo procedimento. Os tubos
de ensaio com cada dilui¢ao foram agitados em agitador de tubos tipo Vortex. Apos, 100 uL.
das diferentes dilui¢des foram semeadas em placas contendo meio PCA (Plate Count Agar)
para pscicotroficos. Para mesofilos totais o plaqueamento foi por profundidade. As placas foram
incubadas invertidas a 36 + 1 °C por 48 horas para contagem de total de aerobios mesofilos e a

7+ 1°C por 10 dias para contagem total de psicrotroficos.
4.2.3 Analise estatistica
Todos os resultados experimentais foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA)

e as médias comparadas pelo do teste de Tukey considerando o nivel de significancia de 5% (p

<0,05), utilizando o software Statistic versao 10.0 (Statsoft Inc, USA).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacao das microparticulas de curcumina

A técnica de precipitagdo antissolvente foi usada para reduzir o tamanho das particulas
de curcumina, com o foco de melhorar a solubilidade na fase aquosa e aumentar sua eficiéncia
no processo de inativacao fotodindmica. As particulas obtidas apresentaram tamanho médio de
0,4 um, 3 vezes menor que o tamanho das particulas sem tratamento 1,3 pm. A técnica mostrou-
se favoravel do ponto de vista de processo de fabricagdo, a obtencdo das microparticulas de
curcumina ¢ simples e ocorre, quando a solucao saturada de curcumina ¢ adicionada gota a gota
sob agita¢do constante, formando particulas com redugao significativa de tamanho (KARAVAS
et al., 2007, ZHANG; CHAN; LEONG, 2013). A obtencao de particulas de curcumina de
tamanhos micro € nano pode aumentar a solubilidade aquosa (BHAWANA et al., 2011), e assim
poderia facilitar o seu uso em alimentos, com alto teor de 4gua, como as ostras. Outros autores
revelam que as particulas de curcumina obtidas apds precipitagdo antissolvente, estavam na
faixa de alguns micrometros (SILVA et al., 2017). Para YEN et al. (2010), os cristais obtidos
apresentavam tamanhos de 0,142 um, a curcumina nao tratada 2,4 pum. Desta forma, o processo
de precipitagdo antissolvente, mostrou-se como uma técnica simples e econdmica, para
obtencdo de particulas de tamanho micro e nano.

Apds processo de precipitacdo antissolvente, a solucdo foi liofilizada para obtengdo
das microparticulas em p6. E assim, a morfologia do pd obtido foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura. Na Figura 4.5 foi apresenta a morfologia das particulas de curcumina
ndo tratada (a) e das microparticulas de curcumina (b).

As particulas de curcumina ndo tratada tém forma irregulares e tamanho ndo uniforme,
enquanto as microparticulas obtidas apos processo apresentaram forma de agulhas. A mudanca
na forma das particulas apos o tratamento, pode ser atribuida a agregacao unidirecional, devido
a supersaturacdo da solugdo, nucleacdo e subsequente crescimento de nucleos, tornando
agregacao unidirecional (KAKRAN et al., 2012; PARK; JEON; YEO, 2006; SILVA et al.,
2017). Silva et al. (2019), utilizaram a técnica de precipitacdo, usando a agua como
antissolvente para modificar particulas de curcumina e fizeram observagdes semelhantes, além
da a diminui¢do do tamanho da particula de curcumina, as particulas apresentaram-se de formas

mais homogéneas e dispersas, e em formato de agulhas dendriticas ap6s processo.
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Figura 4.5. Microscopia eletronica de varredura da curcumina ndo tratada (a) e das

microparticulas de curcumina (b) obtidas pela precipitagdo antissolvente.
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A Figura 4.6 apresenta as caracteristicas quimicas da curcumina ndo tratada (C) e das
microparticulas de curcumina (MC), através dos espectros de infravermelho. De acordo com os
espectros, ndo foram observadas modificagdes na estrutura quimica da molécula de curcumina
apoOs o tratamento. As bandas caracteristicas da molécula de curcumina estdo presentes na
regido de 1581 cm™ que representam as vibragdes do alongamento do anel de benzeno da
curcumina. Na faixa de 1420 cm™ aparece a flexdo da vibrag¢io do grupo (CH) ligado ao anel
benzeno da curcumina. Picos na regido de 1271 cm™! alongamento do aromético C-O, na regidio
de 1152 cm™ o modo de vibragdo de C—O-C. As bandas na regido de 1020 a 840 cm™! sdo
referentes ao estiramento do grupo C—O do éter. Esta regido foi a que apresentou a mesma
intensidade dos picos. O mesmo padrao das bandas para as duas amostras indica que as
caracteristicas quimicas da curcumina apds processo de precipitacdo foram mantidas. Pandit et
al. (2015) and Zhao et al. (2015) observaram comportamento semelhante, a forma quimica da
curcumina foi preservada apds o processo de precipitagdo antissolvente para reducdo do

tamanho das particulas de curcumina.
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Figura 4.6. Espectro FTIR das particulas de curcumina nao tratada e das microparticulas de

curcumina.
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As propriedades térmicas da curcumina sdo mostradas na Figura 4.7. Os termogramas
das amostras de curcumina mostra os picos de fusdo da curcumina ndo tratada e das
microparticulas de curcumina, a 175,75 °C e 174,94 °C, respectivamente. No entanto pode ser
observado uma redugdo na area dos picos e consequentemente, redugdo da entalpia de fusdo de
499,03 mJ da curcumina nao tratada para 334,98 mJ das microparticulas de curcumina. A
redugdo ocorreu provavelmente as cadeias de moléculas rompidas e a diminui¢do da extensao

da cristalizagdo causada pelo processo de precipitagdo antissolvente (ZHAO et al., 2015).
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Figura 4.7. Termograma das particulas de curcumina ndo tratada e das microparticulas de

curcumina.
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Resultados semelhantes foram observados por Kakran et al. (2012), apds processo de
precipitacdo antissolvente da curcumina, as particulas tratadas tiveram reducao na entalpia de
fusdo, indicando uma certa perda de cristalinidade de curcumina durante o processo. A entalpia
de fusdo ¢ proporcional ao grau de cristalinidade nas amostras e, estabilidade das moléculas.
Nesse caso, pode-se concluir que o grau de cristalinidade das microparticulas da curcumina foi
alterado, tornando-a mais amorfa. Estes resultados sdo consistentes com a analise de difragcao
de Raio-X (DRX), mostrada pelo difratograma das particulas na Figura 4.8. A curcumina ndo
tratada apresenta picos estreitos e de alta intensidade, que podem indicar uma estrutura
altamente cristalina. A diminui¢do da intensidade desses picos pode indicar uma mudanga na
estrutura, que pode ser a formagao de um novo polimorfo de menor cristalinidade, como pode
ser observado no difratograma das microparticulas de curcumina ap6s processo de precipitagao.
Provavelmente, isso ocorre devido ao impedimento das ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de curcumina, principalmente devido ao uso de ultrassom durante a precipitagdo de
particulas (THORAT; DALVI, 2015). Em geral, esses polimorfos de cristalinidade mais baixa
tém uma relacao inversa com a solubilidade, ou seja, mais amorfo, maior € a taxa de dissolucao
da curcumina (GOMEZ-ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015; PUDIPEDDI;
SERAJUDDIN, 2005). Essas mudangas favorecem o objetivo do presente estudo, quanto a
redu¢@o do tamanho das particulas de curcumina para aumento da solubilidade, para aplicagao

em processos de inativacao fotodinamica em alimentos com alto teor de agua.
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Figura 4.8. Difratogramas das particulasc de curcumina.
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4.3.1.1 Avaliagdo do residual de solvente nas microparticulas curcumina.

Neste estudo, o diclorometano (DCM) foi utilizado como solvente para modifica¢ao
da curcumina e a agua como antissolvente. Entre os diferentes solventes utilizados para
dissolver a curcumina, o DCM foi selecionado devido a alta solubilidade da curcumina neste
solvente e sua rapida evaporagdo a baixas temperaturas. A andlise por GC-MS permitiu a
verificagdo da presenga de 0,005 ppm de diclorometano residual nas amostras de curcumina
apos a técnica de precipitagdo antissolvente. A concentragado residual do DCM esta dentro dos
limites estabelecidos pelo FDA (2019b), no Codigo de Regulamentos Federais - Titulo 21, que
determina que a concentragdo méaxima desse solvente em aditivos alimentares de 30 ppm. No
Brasil, a concentracgdo de residuos de DCM em extrato natural permitido pela ANVISA (2007)
¢ de 0,1 ppm. Assim, as microparticulas de curcumina obtidas na presente pesquisa apos
precipitacao estdo dentro dos padrdes estabelecidos pelas agéncias reguladoras para consumo

humano.



92

4.3.1.2 Atividade antioxidante

Além da atividade antimicrobiana da curcumina, essa substancia corante, possui
importante atividade antioxidante (CARVALHO et al., 2015). As microparticulas de curcumina
foram avaliadas afim de verificar se o processo de precipitacdo antissolvente modificou
negativamente sua atividade antioxidante.

A Figura 4.9, mostra o percentual da atividade antioxidante das amostras de curcumina
nado tratada e apds o processo de modificacao, e aponta que ndo houve modificacao da atividade
antioxidante da curcumina. O método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é baseado na captura
do radical livre DPPH por antioxidantes, e quando solubilizado em metanol gera uma solug¢ao
violeta e, na presenca de antioxidante ¢ reduzido, diminuindo sua cor. Como curcumina ¢
altamente soluvel em metanol, pode justificar o porqué ndo houve diferengas significativas

entre a atividade antioxidante entre as particulas de curcumina.

Figura 4.9. Atividade antioxidante das particulas de curcumina nao tratada e apds processo de
precipitacdo antissolvente, expressa em percentual da atividade antioxidante (AA %).
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Por outro lado, Kakran et al. (2012) relatam aumento da atividade antioxidante da
curcumina apos reducao do tamanho das particulas, por processo de precipitacao antissolvente,
e justificaram este aumento devido a solubilidade e taxa de dissolu¢do maiores na dgua do que

a curcumina original, mostrando assim um maior efeito de eliminagdo de radicais livres.
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4.3.2 Inativacio fotodinamica
4.3.2.1 Avaliagdo do espectro visivel da curcumina e da luz UV-A
A Figura 4.10 apresenta a andlise do espectro de absor¢do do fotossensibilizador

(curcumina) e da fonte de emissdo de luz UV-A.

Figura 4.10. Espectros de absor¢do da curcumina e da luz UV-A.
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A andlise espectrofotométrica em estudos de inativagao fotodinamica € utilizada para
caracterizar as regides de maior absorcdo e os comprimentos de onda especificos do
fotossensibilizador utilizado. Ambas as formas de curcumina (ndo tratada e microparticulas)
apresentaram uma absor¢ao na faixa de 300 a 480 nm (Figura 4.10). Este comprimento de onda
coincide com o comprimento de onda da regido Ultravioleta, e passa pela regido de UV-A (315
nm-400 nm). O espectro de emissao da fonte de luz UV-A (320400 nm; DUL L BL UVA 24
W; Osram), usada neste estudo, exibiu o comprimento de onda maximo (A) 370 nm (Figura
4.10), em uma faixa que se sobrepds ao comprimento de onda da curcumina. Essa faixa de
comprimento de onda também ¢ préxima a usada por Cossu et al. (2018) para inativagao
microbiana de Escherichia coli O157: H7 e Listeria innocua em espinafres por fotodinamica
usando curcumina como fotossensibilizador. A inativacao fotodindmica necessita de trés

componentes essenciais para ser efetiva: uma fonte de luz, um agente fotossensibilizador e o
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oxigénio (AL-ASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2018). Neste estudo, a curcumina foi

usada como agente fotossensibilizante, quando exposta ao comprimento de onda que

corresponde ao seu espectro de absor¢do de luz UV-A, em que absorve e transfere energia da

fonte de luz para o oxigénio molecular, levando a formagao de espécies altamente citotdxicas,

0 que causa danos as células microbianas.

4.3.2.2 Camara de luz UV-A para inativagdo fotodindmica.

Para avaliar o comportamento da energia emitida pela lampada no ambiente durante o

processo de inativagdo, as temperaturas da cadmara, da superficie da amostra e da lampada foram

monitoradas e estdo mostradas na Figura 4.11.

Figura 4.11. Perfil de temperatura da amostra, cAmara de inativa¢do e ldmpada UV-A durante
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Observa-se que a temperatura na superficie externa da lampada atingiu 56,4 °C (+ 4,6

°C) em menos de 10 minutos de irradiagdo e permaneceu constante apds 70 minutos de

irradia¢do. Enquanto isso, a temperatura da amostra, localizada a 10 cm das lampadas foi 14,53

°C (£ 1,76 °C) e da camara 11,08 °C (= 0,58 °C), e sem altera¢ao durante e apds 70 minutos de
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irradiacdo. Portanto, os efeitos térmicos gerados pela lampada podem ser desconsiderados, no
processo de inativagao fotodinamica.

A irradiancia média medida das lampadas UV-A na superficie da amostra foi de 7,71
mW cm™. A densidade de energia foi calculada em funcgdo do tempo de exposi¢do da amostra.
Quanto maior o tempo de exposi¢do, maior a dose de energia recebida pela amostra. Neste

trabalho foram testados intervalos de tempos ¢ os resultados mostrados na Figura 4.12.

Figura 4.12. Dose de energia nas amostras em relacdo ao tempo de exposi¢ao.
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4.3.3 Avaliaciao da Inativacao fotodinamica

A avaliacdo da técnica de inativacao fotodindmica utilizando microparticulas de
curcumina obtidas pelo processo de precipitacdo antissolvente, foi realizada a partir dos

resultados microbioldgicos nas ostras trituradas ou nas ostras inteiras e desconchadas.
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4.3.3.1 Efeito de inativagdo da fotodinamica em ostras trituradas.

Na Tabela 4-3 sdo apresentados os resultados da contagem final de Vibrio spp. e a
reducdo obtidas pelos tratamentos aplicados em ostras trituradas. Esta etapa inicial do trabalho
teve como objetivo testar a camara construida para a inativagao fotodinamica, assim como as
particulas de curcumina produzidas por precipitagdo antissolvente. A contagem inicial de
vibrios foi 4,6 log UFC ml!, observa-se que os tratamentos com uso de curcumina ou luz UV-
A sozinhos tiveram um menor efeito na reducao (Tabela 4-3). Por outro lado, quando aplicada
a técnica de inativagdo fotodindmica, os tratamentos com curcumina ou microparticulas de

curcumina combinadas com luz UV-A, houve redugao de 37,8% a 93,5% na contagem total de

Vibrio spp.
Tabela 4.3. Efeito dos tratamentos aplicados em ostras trituradas
Tratamento Luz UV-A Curcumina Contagem final Reduciio (%)
(J em?) (M) (log UFC ml) §a0 (7o
Controle - - 4,6 +0,4 0
Luz UV-A 2.3 - 42 +0,5 9,2
C - 40 43+0,5 7,6
2,3 10 2,9+0,2 37,8
C+UV-A 2,3 20 2,1+0,3 55,1
2,3 40 0,4+04 90,8
MC - 40 42+04 11,9
2,3 10 24+£0,5 47,6
MC +UV-A 2,3 20 1,8+0,4 61,1
2,3 40 0,3+0,3 93,5

Legenda: MC: microparticulas de curcumina; C: curcumina ndo tratada; MC+ UV-A: inativagdo fotodindmica
com microparticulas de curcumina; C+ UV-A: inativagdo fotodindmica com curcumina ndo tratada; - ndo
aplicado.

Nesta etapa, a dose de energia utilizada foi de 2,3 J cm™, resultado da exposi¢do por 5
minutos a radiagdo UV-A, e as concentragdes de curcumina variaram entre 10, 20 e 40 uM. Ao
analisar o efeito concentra¢do de curcumina no processo de inativacao fotodinamica, percebe-
se um efeito positivo, com o aumento da concentracdo em relagdo a reducao das contagens.
As amostras apresentaram uma contagem inicial de Vibrio de 4,6 + 0,4 log UFC. ml™!, apos o
tratamento de inativa¢do fotodindmica utilizando microparticulas de curcumina (MC+UV-A)
na concentragdo de 40 pM, a contagem total de Vibrio reduziu cerca de 4,3 ciclos logaritmicos,
seguido da reducao de 2,8 ciclos para concentragdo de 20 uM, e de 2,2 ciclos para concentracao

de 10 uM (Tabela 4.3). A curcumina nao tratada (C) combinada a luz UV-A (C + UV-A),
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também apresentou efeito significativo na reducdo de Vibrio, com redugdes de 1,7, 2,5 ¢ 4,2
ciclos logaritmicos, para as concentragoes de 10, 20 e 40 uM, respectivamente.

No geral, concentragdes de curcumina de 20 uM ja foram suficientes para reduzir mais
de 50% na contagem total de Vibrio, desde que fotoativadas pela exposicao a UV-A. Ao analisar
estatisticamente as redugdes obtidas, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o tipo de
curcumina utilizada no tratamento de inativagao fotodinamica, as duas particulas apresentaram
reducdes superiores a 90%, quando aplicada a concentragao de 40 puM. Wu et al. (2016)
investigaram a inativacao fotodindmica em células de V. parahaemolyticus (ATCC 17802),
combinando as concentra¢des de 5, 10 e 20 uM de curcumina com luz blue led (3,6 J cm™?) e
obtiveram redugdes de 6,5 log nas concentragdes de 10 e 20 uM. Isto €, nessas condigdes de
processo, curcumina a 20 ou 40 uM, dose de energia UV-A de 2,3 ] cm™, aplicada em solugdo

(ostras trituradas), a técnica apresentou efeito benéfico para aplicagdo em ostras.

4.3.3.2 Efeito do tratamento de inativagao da fotodindmica em ostras inteiras desconchadas.

A partir dos resultados da primeira etapa, observou-se que a concentragdo de
curcumina de 40 uM combinada a luz UV-A foi capaz de reduzirr cerca de 90% das contagens
de Vibrio, quando aplicado em solugdo com ostras trituradas. Nesta segunda etapa, testou-se
essas condi¢des obtidas nos resultados da primeira etapa para as ostras inteiras e desconchadas.

Na Tabela 4.4 sdo apresentados os resultados das reducdes obtidas para Vibrio, nos
tratamentos de inativacao fotodinamica, com concentragdo de curcumina de 40 uM e para duas

doses de energia 2,3 e 6,9 J cm™, resultantes da exposi¢do por 5 e 15 minutos, respectivamente.
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Tabela 4.4- Efeito dos tratamentos de inativagao fotodinamica em ostras inteiras e

desconchadas.
Luz UV-A Curcumina Contagem final ~ o
Tratamento  em?) (uM) (log UFC ml) Reducio (%)
Con'tljole i i 44402 0
Positivo
2,3 40 4,1+0,5 6,9
C+UV-A
6,9 40 3,9+£0,1 10,3
2,3 40 2,0+0,1 54
MC + UV-A
6,9 40 2,0+0,0 54,3

Legenda: MC: microparticulas de curcumina; C: curcumina ndo tratada; MC+ UV-A: inativagdo fotodindmica
com microparticulas de curcumina; C+ UV-A: inativagdo fotodindmica com curcumina ndo tratada; - ndo
aplicado.

Nos resultados mostrados na Tabela 4.4, obtidos para os tratamento de inativagao
fotodinamica para ostras inteiras e desconchadas, a curcumina ndo tratada (C + UV-A), mostrou
uma baixa reducdo nas contagens de Vibrio naturalmente presente nas ostras. Com uma redugao
de 0,3 ciclos logaritmicos, para a dose de energia de 2,3 J cm™, e de 0,5 ciclos logaritmicos para
dose de 6,9 J cm™. Por outro lado, o tratamento de inativagdo fotodindmica usando
microparticulas de curcumina (MC + UV-A) mostrou uma reducao significativa (p <0,05) na
contagem total de Vibrio, com redugdao de 2,4 ciclos logaritmicos para ambas as doses de
energia testadas, 2,3 ¢ 6,9 J cm>. As microparticulas de curcumina mostraram uma maior
reducdo na contagem de Vibrio em ostras inteiras do que a curcumina ndo tratada,
provavelmente devido a melhor solubilidade das microparticulas e biodisponiblidade, que pode
ter facilitado a penetracao da curcumina na célula microbiana. De acordo com Bhawana et al.
(2011), particulas de curcumina de menor tamanho sdo responsaveis por uma melhor
penetracdo e absorcao celular, além de melhorar seus efeitos biologicos.

Comparando os resultados obtidos nos tratamentos de inativacdo fotodinamica,
podemos observar uma reducdo na efetividade do processo, quando avaliamos as reducdes
logaritmicas obtidas para ostras inteiras e desconchadas (Tabela 4.4), em relacdo as ostras
trituradas (Tabela 4.3). Enquanto, no tratamento com solucdo, das ostras trituradas, ambas as
particulas apresentaram redugdes acima de 90% nas contagem total de Vibrio. Durante os
tratamentos em ostras inteiras e desconchadas, as reducdes foram de apenas cerca de 10% para
as particulas de curcumina nao tratada, e de 54% para as microparticulas de curcumina. Além

dos fatores mencionados acima, em relagdo a solubilidade e biodisponibilidade das particulas
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de curcumina, outros fatores podem influenciar um sistema de inativagdo fotodindmica. A
posicdo do fotossensibilizador em relagao a estrutura alvo ¢ um deles. Como o tempo de vida
do oxigénio singlete e seu raio de agdo ¢ curto, o fotossensibilizador precisa estar proximo as
células alvo, e também a penetragdo limitada da luz na parede celular (PREIS et al., 2019).

Wu et al. (2015) constataram uma redug@o na eficiéncia do processo de inativagdo
fotodinamica, quando compararam os resultados obtidos para inativagdo de norovirus murion
(MNV-1) in vitro e em ostras. No processo in vitro os autores obtiveram redugdes de 3 ciclos
logaritmicos, num processo de inativagao fotodindmica com curcumina a uma concentracao de
20 uM, e dose de energia blue led de 3,6 J cm™, quando o processo foi aplicado em ostras,
mostrou uma reducao de apenas 1,15 ciclos logaritmicos. Os autores atribuiram esses resultados
a dois fatores: a concentragdo de curcumina nas ostras era menor em relacao ao tratamento com
tampao (in vitro), levando a produgdo reduzidas de ROS; e a absorvéncia da luz pelos tecidos
ostra pode reduzir a energia total de ativacdo e, portanto, o nivel de ativacdo fotodindmica da
curcumina.

Aurum; Nguyen (2019) avaliaram o efeito da inativacdo fotodindmina na
descontaminacio de supercies de alimentos, utilizando dose de energia de 27,2 J cm™ de luz
blue led e curcumina a 300 uM para inativacao de E. coli. O tratamento exibiu efeito bactericida
contra E. coli na superficie do 4gar inativando cerca de 5,7 log UFC cm™, entretanto, quando o
tratamento foi aplicado na superficie de uva a inativagdo foi de apenas 2,2 log UFC ¢cm™, menor
em comparagdo com a superficie do agar. E isso pode ter ocorrido devido a exposi¢ao desigual
da superficie do fruto a fonte de luz, apenas a metade superior era diretamente iluminada, com
uma distribui¢do de energia luminosa ndo uniforme.

De um modo geral, as condi¢des ambientais as quais o processo ocorre devem ser
consideradas, pois ha diferencas nos tratamentos aplicados em cultura pura (meio simples) em
relagdo aos tratamentos aplicados em alimentos (meio complexo) (MATOS et al., 2018). No
processo de inativacao fotodinamica, deve-se levar em consideracdo a disponibilidade do
fotossensibilidazor, em relagdo ao micro-organismo, assim como sua localizagdo. O uso da
técnica de inativagdo fotodindmica € recente em alimentos, e sdo escassos os estudos que fazem
comparagoes entre os tratamentos, ou aplicacdes diretamente em alimentos. Mas assim, como
ocorre em outros tratamentos com ostras para inativagdo de Vibrio, alguns fatores podem
influenciar na eficiéncia do tratamento. Matos et al. (2018), utilizaram CO> supercritico para

inativagdo de Vibrio em ostras e em meio de cultura, e verificaram que embora tenham obtido
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compartamento similar durante a inativagdo, o tempo para atingir duas redugdes logaritmicas
em ostras foi maior do que no meio de cultura, os autores atribuiem o resultado os constituintes
do meio que podem interferir no comportamento da inativagao, como a gordura, que dificultam
a penetracdo do didéxido de carbono nas células microbianas e, consequentemente, retardam a
inativagdo. Outro comportamento observado pelos autores, esta relacionado com a diferenca
nas cepas, a cepa dos micro-organismos presentes na ostra in natura, seria diferente da
adicionada intencionalmente.

Outra observacao quanto a Tabela 4.4, ¢ em relagdo a dose de energia usada no
tratamento. Buscando aumentar a inativagao pelo tratamento nas ostras inteiras desconhadas, o
tempo de exposi¢do das amostras a luz UV-A foi aumentando de 5 para 15 minutos, o que
resultou num aumento da dose de energia de 2,3 para 6,9 J cm™, no entanto os tratamentos nio
mostraram diferenca significativa (p> 0,05) entre as duas doses de energia, para ambas
particulas de curcumina, curcumina ndo tratada e microparticulas de curcumina.

Dovigo et al. (2011) utilizaram curcumina (200 pM) como fotossensibilizador em
tratamento de Terapia Fotodinamica (TDF) utilizando 1ampadas blue led, para inativacao de
uma cepa padrao de Candica albicans, a investigacdo microbiologica mostrou que fluéncias
acima de 5,28 J cm™ ndo aumentaram a eficacia da TFD contra C. albicans. Os autores
relacionaram esses resultados com reducgao da absor¢ao de luz e fluorescéncia da curcumina em
func¢do do tempo de iluminagdo, ou seja, o fotoclareamento. Assim, pode-se sugerir que a
fotodegradacdo da curcumina pode ser acompanhada por uma diminui¢ao na produgdo de ROS,
uma vez que menos moléculas de curcumina opticamente ativa no espectro visivel estarao
presentes na solucao.

No apéndice A, ¢ apresentada a Figura 7.2, que representa uma ilustragao da reducao
na concentra¢do da solugdo de curcumina apds exposicao a luz UV-A. Os resultados mostraram
que, apds 8 minutos, a luz nao teria mais efeito sobre a curcumina, pois a solucao de curcumina
atinge concentragdes <10 uM, e ¢ duvidoso que ocorra a produgao de ROS. A absorc¢ao de luz
e a fluorescéncia da curcumina diminuiram em fung¢do do tempo de iluminagdo, que pode ter
sido causado por fotodegradacao, reduzindo efetivamente a produ¢do de ROS, corroborando
com as observacdes feitas sobre a Tabela 4.4, sobre o aumento da dose de energia nao ter

refletido em aumento na inativagdao do processo.
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Assim, para verificar a influéncia da dose de energia no tratamento de inativagdo
fotodinamica, foi realizada uma cinética de inativag¢ao fotodinamica utilizando microparticulas

de curcumina (40 uM) em ostras inteiras e desconchadas.
4.3.3.3 Cinética de inativag¢ao de Vibrio em ostras desconchadas.

O modelo de Weibull foi escolhido para descrever a inativagao fotodinamica de Vibrio
em ostras desconchadas. A Figura 4.13 corresponde a cinética de inativagdo de Vibrio nas ostras
pelo tratamento de inativagdo fotodindmica com microparticulas de curcumina (40 pM)

combinada com diferentes tempos de exposi¢do a luz UV-A.

Figura 4.13- Cinética de inativagdo de Vibrios em ostras inteira pela inativacdo fotodinamica.
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Legenda: a linha solida (—) representa o Modelo de Weibull ajustado aos dados experimentais

Os parametros cinéticos do modelo Weibull foram a = 0,939 + 0,159 ¢ B = 3,939 +
1,049, com R? de 0,922 + 0,047 e MSE de 0,250 + 0,096, ajustando-se aos dados experimentais,
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e possibilitando o estudo da sobrevivéncia de Vibrio em ostras desconchadas através da
variacao dos parametros ajustados a e B e tempos de irradiagao. O modelo mostrou que, apds 5
minutos de irradiagcdo, ndo houve diferenca significativa (p> 0,05) na redugdo da contagem de
Vibrio mesmo com aumento do tempo de exposi¢do da amostra. Corroborando com as
observagdes feitas anteriormente, referente aos resultados apresentados na Tabela 4.4, que o
aumento da dose de energia de 2,3 para 6,9 ] cm™, resultado do aumento do tempo de exposicio
de 5 para 15 minutos, ndo resultou em uma maior inativacao. O modelo de Weibull t€ém sido
utilizado para descrever curvas de inativacao fotodinamica de micro-organismos, como E. coli,
Listeria monocytogenes, em uvas e salmao defumado respectivamente em alimentos (AURUM,;
NGUYEN, 2019; JOSEWIN et al., 2018). Mas ainda ndo ha referéncias ao modelo sobre a

inativacao fotodinamica em ostras desconchadas, destacando a contribuicao deste trabalho.

4.3.3.4 Avaliagdo da reducdo de Vibrio pelo tratamento de inativagcdo em ostras desconchadas

durante o armazenamento

Ao analisar os resultados, o processo de inativagdo fotodinamica usando solugdo de
microparticulas de curcumina a 40 pM e dose de energia de 2,3 J. cm™ foi capaz de reduzir a
contagem total de Vibrio em ostras inteiras sem conchas para um nivel ndo detectavel (<2 logs).
Em uma avaliacao visual das ostras, as amostras mantiveram suas caracteristicas, sem reten¢ao
da cor de curcumina em sua superficie. Como pode ser observado nas Figuras 4.14 e 4.15. A
aparéncia visual € um dos critérios mais importantes usado pelos consumidores para avaliar o
produto no momento da compra, ou seja, oferecer um produto de boa aparéncia, t€ém grande

relevancia.



103

Figura 4.14 — Aparéncia das ostras em solu¢do de microparticulas de curcumina (40 uM) (a)

antes da exposicao a luz UV-A, (b) apds tratamento de inativagdo fotodinamica.
ek e e e e R 10 |

As ostras tratadas (MC 40 uM, 2,3 J cm™) foram armazenadas sob refrigeracio a 4 °

C por 8 dias, para avaliar o efeito da inativa¢do fotodindmica nas células Vibrio durante o
armazenamento. A contagem final de Vibrio ¢ mostrada na Tabela 4.5, e comparada com ostras

tratadas apenas com microparticulas de curcumina (40 uM).
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Tabela 4.5- Efeito da inativa¢io fotodinamica (MC 40 pM, 2,3 J cm™) e somente MC (40
uM) no crescimento de Vibrio spp. naturalmente presentes em ostras, armazenadas a 4 °C por

8 dias. 1
Tempo (dias) f/lcgltfglsrzn [jl\e/ _IZbrzo spp. (log UFC gN}C
Sem tratamento 4,4+ 0,1 4,4+ 0,1
0 24+0,1 4,4+ 0,1
5 1,4+0,1 34+0,1
8 1,4+0,1 2,0£0,9

Legenda: MC: microparticulas de curcumina

Observando os resultados da Tabela 4.5, as amostras apresentaram reducao de 2 ciclos
logaritmicos na contagem total de Vibrio ap6s o tratamento de inativagao fotodinamica (MC 40
uM, 2,3 J cm™), e ao final do armazenamento a contagem total de Vibrio foi de 1,4 log UFC g
!, Ou seja, a inativagdo fotodindmica pode causar danos irreversiveis as células de Vibrio. Deng
et al. (2016) utilizaram o tratamento de inativagdo fotodinamica com azul de metileno para
inativagdo culturas de V. parahaemolyticus ATCC 17802, e observaram que apds tratamento as
células inativadas apresentaram alteragdes morfologicas, vazamento de citoplasma e
degradacdo de proteinas e DNA. Semelhante as observagdes feitas por Wu et al. (2016), que
observram apds tratamento de inativagdo fotodindmica com curcumina dano notavel as
proteinas da membrana externa bacteriana e materiais genéticos as células de V.
parahaemolyticus.

Esses resultados também serviram para confirmar as reducdes nas contagens obtidas
logo apo6s o tratamento, uma vez que foi realizada uma anélise subjetiva em relagao as contagens

totais de Vibrio, pela identificagdo de coldnias caracteristicas em agar TCBs.

4.3.3.5 Avaliagdo do tratamento de inativacdo em ostras desconchadas em rela¢do a contagem

de bactérias aerdbias mesofilas e psicrotroficas.

A partir da analise dos resultados obtidos no item 4.3.3.3, as amostras foram tratadas
com microparticulas de curcumina 40 uM e dose de energia de 2,3 J cm™, e avaliadas em
relagdo a contagem de bactérias aerdbias totais mesofilas e psicrotroficas apos o tratamento,
com os resultados apresentados na Tabela 4.6. Os resultados foram comparados em relacao as

ostras tratadas apenas com microparticulas de curcumina.



105

Tabela 4.6- Efeito da inativacio fotodindmica (MC 40 uM, 2,3 J cm?) e somente MC (40

uM) na inativagdo de bactérias aerdbias mesofilas e psicrotroficas presentes em ostras.

Contagem de bactérias (log UFC g!)

Mesofilas Psicrotroficas
Contagem inicial 4,1+ 1,9 3,7+ 0.4
MC +luz UV-A 35+04 2,4+ 0,1
MC 3,4+0,6 3,5+0,6

Legenda: MC: microparticulas de curcumina; MC + luz UV-A: tratamento de inativacdo fotodinamica.

A contagem contagem total de micro-organismos mesofilos foi de 4,1 log + 1,9 log
UFC g!, e de psicrotroficos foi de 3,7 log = 0,4 log UFC g™!'. Apés o tratamento de inativagio
fotodindmica, a contagem de mesoéfilos reduziu cerca 0,6 ciclos logaritmicos, € os psicrotroficos
houve uma reducdo de 1,3 ciclos logaritmicos. Enquanto, o tratamento apenas em solu¢do com
microparticulas de curcumina (40 uM) sem luz UV-A, ndo apresentou reducdes logaritmicas
maior que 0,7 e 0,3 ciclos, para mesofilos e psicotréficos, respectivamente. A diferenca nas
reducdes logaritimicas para esses grupos de micro-organismos, provavelmente ocorreu devido
a diferencas nas caracteristicas de cada micro-organismo, que ¢ atribuido a composicio e
morfologia da membrana, assim como, seu estado de crescimento (JORI, 2006). Além disso,
algumas bactérias sdo consideradas menos resistentes a inativacao fotodinamica do que outras
de acordo com Oliveira et al. (2018). Os autores observaram que durante a inativagao
fotodindmica com curcumina as bactérias L. innocua (gram-posisitva) foi mais suscetivel, do
que E. coli O157: H7 (gram-negativa) ao tratamento fotoinativacdo. Os autores relacionaram
esses resultados com a maior permeabildade da membrana externa da parede celular das
bactérias gram-positivas (L. innocua).

Como exposto por Cruz-Romero et al. (2008); He et al. (2002); Liu et al. (2016);
Ramos et al. (2012); Soares (2015), as ostras alimentam-se de particulas disperdas na agua e por
1sso tém uma flora microbiana variada. Esta flora pode levar a deterioragdo das ostras e as vezes
pode representar uma ameaga para a saude do consumidor. Desta forma, varios métodos foram
e vém sendo desenvolvidos e utilizados para reduzir ou inativar micro-organismos indesejaveis,
visando a qualidade microbioldgica e a manuten¢do das caracteristicas sensoriais. Embora a
técnica de inativagdo fotodinamica seja antiga, a aplicacdo para descontaminagao de alimentos
¢ recente e precisa ser investigada para os diferentes grupos de micro-organismos, assim como

para as diferentes matrizes alimentares. Este trabalho mostrou que ¢ possivel melhorar a
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eficiéncia do tratamento com o uso de microparticulas, que por sua vez, teriam a solubilidade e

biodisponibilidade aumentada em relacao as particulas de curcumina nao tratada.

4.4 CONCLUSAO

A técnica de precipitagdo antissolvente ¢ uma técnica simples para reducao do tamanho
de particulas. As particulas de curcumina obtidas pela técnica apresentaram uma boa reducao
no tamanho, cerca de 3 vezes menor o tamanho, em relacdo as particulas de curcumina nao
tratada. As particulas apresentaram uma boa distribui¢do de tamanho variando de 0,391 a 0,400
um, ¢ ndo foram observadas degradagdo das particulas apds tratamento, pois ndo foram
observadas modificagdes na estrutura quimica da molécula de curcumina ou mudanca na
atividade antioxidante das particulas tratadas.

As microparticulas obtidas apos processo apresentaram forma de agulhas,
caracteristico do processo utilizado. Além disso, ocorreu reducao da entalpia de fusdo e a
analise de difragdo de Raio-X mostrou no difratograma uma redugdo da intensidade dos picos
das microparticulas obtidas pelo processo de precipitagdo, caracteristicas de que pode ter havido
uma mudanca na estrutura da curcumina e formacdo de um novo polimorfo de menor
cristalinidade.

As alteragdes resultantes do processo de precipitagdo antissolvente contribuiram para
aplicagdo das microparticulas no tratamento de inativagdo fotodindmica. Pois, as
microparticulas de curcumina apresentaram melhores resultados na inativacao pelo tratamento
de inativacdo fotodindmica em ostras desconchadas, do que as particulas de curcumina nao
tratada. As particulas de curcumina ndo tratada apresentaram efeito na inativacao fotodinamica,
porém quando esta foi aplicada em solucdo. Em ostras inteiras desconchadas, a melhor condi¢ao
de inativagdo fotodindmica foi obtida pela solu¢do de microparticulas de curcumina a 40 uM e
a dose de energia UV-A de 2,3 J cm™, sendo que os danos causados nas células possivelmente
foram irreversiveis, pois apds 8 dias de armazenamento ndo houve aumento nas contagens em
relacdo as redugodes logaritmicas obtidas.

Por meio da varia¢ao do tempo de exposigao, foi possivel constatar que periodos muito
longos de exposi¢do ndo sdo favoraveis ao processo, pois com a fotodegradacao da curcumina

ocorre a reducdo na produ¢do de ROS. E, o modelo de Weibull foi utilizado com sucesso para
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descrever o efeito da dose de energia na cinética de inativacdo de Vibrio em ostras por
tratamento fotodindmico.

Além disso, comparando os tratamentos utilizados pode-se observar que hd uma
reducdo na eficiéncia do tratamento, quando aplicado em ostras inteiras desconchadas em
relagdo ao tratamento em solugdo. E importante destacar que o trabalho apresentou uma nova
técnica para descontaminar ostras, € mostrou que o uso de microparticulas de curcumina pode

ser uma alternativa ao tratamento de inativacao fotodinamica.
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CAPITULO 5 . CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho seguiu duas vertentes, que tinham como objetivo o desenvolvimento e a
aplicacdo de técnicas para reduzir a contaminacao natural das ostras e aumentar a vida util deste
produto.

Na primeira etapa, o acondicionamento de ostras cozidas em atmosfera modificada e
armazenamento sob refrigeragdo apresentou-se eficaz para o aumento da vida util, pelo
retardamento do crescimento microbioldgico. A partir da atmosfera MAP> e pelo processo de
SGS foi possivel atingir elevadas concentragdes de CO; dissolvido no produto, o que resultou
num maior efeito bacteriostatico.

Com alta concentracdo de CO; dissolvido nas ostras (SGS 750 mg CO> kg de produto
!, e MAP; 108 mg CO; kg de produto™) foi possivel estender a vida 1til de ostras cozidas em
até 15 dias, sem influenciar as propriedades fisico-quimicas das ostras. No tratamento SGS, a
concentragdo de CO; dissolvida nas ostras foi maior em relagdao ao acondicionamento somente
em MAP: (100% COy).

No processo SGS a maior absor¢ao de CO: pelo produto foi devido ao aumento da
pressdo parcial e total do CO2, em relacdo a MAP tradicional. Em MAP», a absor¢do do CO»
pelo produto aconteceu ao longo do armazenamento, como ostras sdo alimentos com alto teor
de umidade, a alta absor¢do de CO2 do headspace resultou no encolhimento da embalagem,
aparéncia de vacuo. Além disso, o tempo necessario para obter elevadas concentragdes de CO»
durante o SGS (15 min), foi bem menor em relacdo a atmosfera com ingestdo da composi¢ao
gasosa no interior da embalagem (MAP). O uso do procedimento de SGS em ostras, mostrou
vantagens em relacdo a MAP, como a reducao do tamanho da embalagem, com a possibilidade
de usar g/p menores e manter o efeito bacteriostatico.

Por outro lado, baixa concentracdo de CO> dissolvida nas ostras (18 mg CO; kg de
produto™), obtida pelo armazenamento em MAP; (20% COx), ndo foi capaz de prolongar a fase
lag do crescimento de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas em ostras cozidas armazenadas a 4
°C.

A segunda etapa do trabalho, aconteceu em trés fases: construcdo da camara de
radiagdo UV, producdo das microparticulas de curcumina, e a aplicagdo das microparticulas no
tratamento de IFD.

O equipamento utilizado na IFD, mostrado neste trabalho, foi construido e

desenvolvido para aplicagdo de radiagdo UV para inativagdo de micro-organismos e
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descontaminacdo de alimentos. Este, pode ser utilizado para estudos em solucdo e em alimentos,
além de, possibilitar a variacdo da dose de energia pelo tempo de exposigado, ¢ possivel fazer o
controle da irradiancia pela variacao da quantidade de lampadas utilizadas, e distanciamento da
amostra a radia¢do, e também o controle da temperatura durante o tratamento.

A produgdo de microparticulas teve como objetivo a aplicagdo da curcumina no
tratamento de IFD em ostras desconchadas. O processo de precipitagdo antissolvente
demonstrou ser uma técnica apropriada para preparar microparticulas de curcumina. As
particulas de curcumina obtidas atingiram tamanhos homogéneos com cerca de 0,4 um. Além
disso, o processo de reducao das particulas ndo acarretou mudangas quimicas na estrutura da
curcumina, mas mostrou resultados satisfatorios para alteragdes em relagdo a mudancas de
cristalinidade, que resultou no aumento da biodisponibilidade e solubilidade das particulas
tratadas.

Na aplicagdo das particulas de curcumina para inativacdo de contagens totais de
Vibrio, foi observado que o tratamento de IFD (curcumina + luz UV-A) teve melhores
resultados, em relagdo aos tratamentos com curcumina e luz separados. Nos ensaios realizados
com ostras desconchadas, os melhores resultados na IFD foram obtidos com as microparticulas.
A curcumina nativa, ndo apresentou efeitos na IFD de ostras desconchadas, possivelmente
devido a sua baixa disponibilidade. Mas, com a combinag¢do da solu¢do de microparticulas de
curcumina 40 pM e exposicdo a luz UV-A (2,3 J cm™), foi possivel obter redugdes logaritmicas
significativas e reduzir a contaminacdo de ostras desconchadas.

Para as ostras, como produtos frescos, a aplicagcdo da IFD pode ser uma alternativa aos
processos térmicos tradicionalmente utilizados para reducao da carga microbiana. Além disso,
este trabalho serviu como um guia para aplicagdes futuras da IFD com curcumina em alimentos
com alto teor de umidade.

Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram grande potencial de aplicagdo, para
reducdo da flora natural e aumento da vida util de ostras. Podendo contribuir para o
desenvolvimento de novos produtos, e facilitar a comercializagdo de ostras, além de contribuir

na agregac¢ao de valor do produto local.



110

CAPITULO 6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo de inativag¢ao fotodindmica para descontaminagao de

alimentos, sugere-se:

Usar outras fontes de luz, com comprimento de onda que o pico de emissdao mais
proximo ao da curcumina;

Testar novos fotoativadores, de fontes naturais;

Usar a inativacdo fotodindmica para descontaminacdo de embalagens;

Avaliar a inativacdo fotodindmica para inativacdo de outros patdgenos naturalmente
presentes em ostras de Santa Catarina: Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli, Salmonella sp.;

Avaliar a vida util das ostras ap6s inativagao fotodindmica combinada com atmosfera

modificada.
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APENDICE A — Curva de calibraciio do diclorometano

Figura 7.1- Curva de calibracdo para determinagdo da concentracao de diclorometano (DCM).
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Figura 7.2 — Curva de degradacao da curcumina em solu¢do exposta a luz UV-A
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