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RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS — O capitulo 1 abordou a terapia fotodinamica (TFD),
que combina luz e fotossensibilizador (FS) para inativacdo de micro-organismos. O objetivo
foi otimizar as condigOes experimentais de concentracdo de Eritrosina B (ERI) e tempo de
iluminacdo utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para a inativacédo de
diferentes cepas de Escherichia coli. O capitulo 2 explorou a aplicagdo da TFD em
alimentos, especificamente para a inativacdo de E. coli em suco industrializado de morango.
O objetivo foi avaliar a eficdcia da TFD mediada por ERI na reducdo da contaminacgdo
bacteriana em suco de morango industrializado.

MATERIAL E METODOS - No capitulo 1, a Eritrosina B foi utilizada como
fotossensibilizador em combinagdo com luz LED verde. O estudo envolveu o uso de um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para otimizar a TFD em cepas de E.
coli. As culturas bacterianas foram expostas a luz em diferentes concentrac6es de ERI e por
diversos tempos, e a viabilidade bacteriana foi medida apds o tratamento. No capitulo 2, foi
utilizado um sistema de LED verde para aplicacdo de TFD no suco de morango contaminado
com E. coli. As variaveis testadas incluiram diferentes doses de luz e concentracdes de ERI.
As contagens bacterianas foram realizadas apds os tratamentos, e 0s resultados foram
analisados estatisticamente.

PRINCIPAIS RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSOES — Capitulo 1: O DCCR
permitiu prever condicBes 6timas de ERI e exposicao a luz. Foi observado que o tempo de
exposicdo a luz teve a maior influéncia na inativacdo das bactérias. Testes laboratoriais
validaram as condi¢des otimizadas e nenhuma célula viavel foi recuperada com ERI a 116
pumol L™t e 30 min de luz (33,34 J cm?) para E. coli ATCC 25922, 108 umol L™ e 40 min
(44,38 J cm?) para E. coli ATCC 35218 e 108 pmol L™ e 29,3 min (32,5 J cm?) para E. coli
0157:H7 EDL 933. A MSR provou ser uma ferramenta eficaz para otimizar as condig¢des da
TFD, permitindo uma reducdo no ndmero de experimentos necessarios e melhorando a
qualidade dos resultados. A técnica mostrou-se promissora para inativar E. coli. Capitulo 2:
A TFD mediada por ERI foi eficaz na reducdo da populacdo de E. coli no suco
industrializado. A analise estatistica confirmou que a metodologia aplicada foi capaz de
reduzir significativamente a viabilidade bacteriana sob as condi¢BGes experimentais testadas.
As condicdes 6timas de inativacdo podem ser observadas proximas a regido do ponto central
(5,5 umol L™ e 6 minutos). Os resultados demonstram que a TFD pode ser uma técnica
vidvel para a inativacdo de bactérias em sucos industrializados, oferecendo uma alternativa
de métodos de conservacao de alimentos. O estudo concluiu que a otimizacgéo das condicdes
de luz e concentracdo de ERI foi fundamental para a eficicia da técnica.

Palavras-chave: Fotoinativacdo, xantenos, delineamento experimental, bactéria
Gram-negativa

10



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES - Chapter 1 deals with photodynamic therapy
(PDT), which combines light and photosensitizer (PS) to inactivate microorganisms. The
aim was to optimize the experimental conditions of Erythrosin B (ERY) concentration and
illumination time using Response Surface Methodology (RSM) to inactivate different
Escherichia coli strains. Chapter 2 explored the application of PDT in food, specifically for
the inactivation of Escherichia coli in industrialized juice. The aim was to evaluate the
effectiveness of ERI-mediated PDT in reducing bacterial contamination in an industrialized
strawberry juice.

MATERIAL AND METHODS - In Chapter 1, Erythrosin B was used as a photosensitizer
with green LED light. The study used a Rotational Central Composite Design (RCCD) to
optimize PDT in E. coli strains. Bacterial cultures were exposed to light at different ERY
concentrations and for different times, and bacterial viability was measured after treatment.
Chapter 2 used a green LED system to apply PDT to strawberry juice contaminated with E.
coli. The variables tested included different light doses and ERY concentrations. Bacterial
counts were taken after the treatments, and the results were statistically analyzed.

MAIN RESULTS, DISCUSSION AND CONCLUSIONS — Chapter 1: The RCCD made
predicting optimum ERY and light exposure conditions possible. It was observed that the
time of exposure to light had the greatest influence on the inactivation of the bacteria.
Laboratory tests validated the optimized conditions and no viable cells were recovered with
ERY at 116 pmol L and 30 min of light (33.34 J cm 2) for E. coli ATCC 25922, 108 pmol
L and 40 min (44.38 J cm 2) for E. coli ATCC 35218 and 108 pmol L "* and 29.3 min (32.5
J cm 2) for E. coli O157:H7 EDL 933. MSR proved to be an effective tool for optimizing
PDT conditions, reducing the number of experiments required and improving the quality of
the results. The technique showed promise for inactivating E. coli. Chapter 2: ERY-mediated
PDT effectively reduced the E. coli population in industrialized juice. Statistical analysis
confirmed that the methodology applied was able to reduce bacterial viability under the
experimental conditions tested significantly. The optimum inactivation conditions can be
observed close to the central point region (5.5 pmol L™ and 6 minutes). The results
demonstrate that PDT can be a viable technique for inactivating bacteria in industrialized
juices, offering an alternative method of food preservation. The study concluded that
optimizing light conditions and ERY concentration was fundamental to effectiveness.

Keywords: Photoinactivation, xanthenes, experimental design, Gram-negative
bacteria
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RESUMO

INTRODUCAO: A efic4cia da terapia fotodinamica (TFD) depende da combinagéo de luz
e fotossensibilizador para inativacdo de micro-organismos. Porém, encontrar as condi¢oes
ideais para os fatores envolvidos nesta técnica € demorado e dispendioso. O desenho central
composto rotacional (DCCR) € uma ferramenta que pode ser aliada a TFD para obter
resultados precisos em um menor tempo de trabalho.

METODOS: Este estudo utilizou a metodologia de superficie de resposta para otimizar os
parametros da TFD mediada por Eritrosina (ERI) e diodos emissores de luz verde (LED)
em diferentes cepas de Escherichia coli atraves da aplicacdo de DCCR.

RESULTADOS: O DCCR previu valores 6timos de ERI e exposic¢éo a luz na TFD. De
acordo com os resultados experimentais, 0 tempo de exposicéo a luz apresentou influéncia
mais significativa na inativacdo das bactérias avaliadas. As condi¢Ges operacionais
otimizadas foram validadas em testes de laboratdrio e nenhuma célula viavel foi recuperada
com ERI a 116 pmol L™ e 30 min de luz (33,34 J cm™) para E. coli ATCC 25922, 108
umol L™t e 40 min (44,38 J cm™) para E. coli ATCC 35218 e 108 pumol L™* e 29,3 min
(32,5 J cm™) para E. coli 0157:H7 EDL 933.

CONCLUSAO: Os modelos polinomiais ajustados forneceram informagcdes precisas sobre
os efeitos combinados do ERI e do tempo de iluminagdo com LED verde no TFD. A
aplicacdo do DCCR, além de reduzir o nimero de experimentos, também permite aumentar
a quantidade e a qualidade dos resultados. Portanto, a metodologia de resposta de superficie

combinada com TFD é uma abordagem promissora para inativar E. coli.

Palavras-chave: Fotoinativacdo; Xantenos; Bactéria Gram-negativa; Design experimental;
Terapia fotodinamica.
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1. INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica que combina um fotossensibilizador
(FS), luz visivel e oxigénio molecular (302) para gerar espécies reativas de oxigénio (ERO).
Esta técnica promove a inativagdo de micro-organismos atraves de danos irreversiveis a
varios componentes bioldgicos da célula bacteriana [1]. O processo de TFD é caracterizado
por alta seletividade, baixos custos e rapida morte microbiana; permite aplicagdes repetitivas
[2], uma vez que n&o promove resisténcia bacteriana. Um dos campos de aplicacdo da TFD
é o controle de micro-organismos em produtos alimentares [3-5]. Além disso, também &
estudada para aplicacGes terapéuticas em infeccdes bacterianas e fangicas [6-11], cancer
[12-15], antivirais [16,17] e na &rea odontoldgica [18-21].

A Eritrosina B (ERI) ou 2,4,5,7 tetraiodofluoresceina, também conhecida como
corante vermelho acido 51 (Color Index, Cl 45430), destaca-se entre os FSs utilizados pois
é aprovada para uso alimenticio e comumente usada em doces, picolés e géis decorativos
para bolos, sempre que se desejam as cores rosa ou vermelho [22]. A ingestdo diaria aceitavel
para ERI recomendada pelo Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da
FAO/OMS (JECFA), é de 0,1 mg/kg de peso corporal (pc) por dia [23]. Este corante tem
sido testado com sucesso no controle de micro-organismos [24,25]. Seu uso na TFD pode
ser atribuido a sua alta absorptividade molar (Amax = 517 nm; £ = 96,6 x 102 L mol~ cm™)
[26] e & elevada geracéo de oxigénio singlete (¢A*O, = 0,63) [27].

Estudos avaliaram a eficiéncia da TFD e da ERI como fotossensibilizador [28-31].
No entanto, os dados relacionados a concentracdo e a luz utilizada mostraram uma grande
variacdo. Esse fator pode resultar em muitos testes para obter a concentracao ideal de FS e
tempo de exposicao a luz necessérios para alcangar a inibicdo microbiana total. Portanto,
determinar as condicOes experimentais adequadas para a concentracdo do FS e o tempo de
iluminacdo, apesar de parecer simples, exige a realizacdo de um numero significativo de
experimentos. Além disso, mesmo com uma extensa série de experimentos, as condigdes
Otimas podem néo ser alcancadas.

Nesse sentido, a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), uma ferramenta que
pode ajudar a identificar as condigdes ideais, pode ser uma aliada da TFD, otimizando testes
e reduzindo significativamente o nimero de experimentos, 0 tempo de analise e 0s custos
[32,33]. O delineamento composto central rotacional (DCCR) é comumente utilizado na
técnica de delineamento experimental na MSR para ajustar um modelo quadratico utilizando

0 método dos minimos quadrados [34]. Este método avalia todas as variaveis do estudo
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simultaneamente e oferece modelos estatisticos que facilitam a compreensao das interacdes
entre os parametros otimizados [34-36]. Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar
as condicdes de concentracdo de ERI e tempo de iluminacdo na fotoinativacdo de E. coli
ATCC 25922, E. coli ATCC 35218 e E. coli O157 EDL 933 utilizando a metodologia de
superficie de resposta.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Fotossensibilizador e fonte de luz

Uma solucéo estoque de ERI (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi preparada a
1,0 mmol Lt em soluc&o salina tamponada com fosfato (PBS; pH: 7,2), padronizada em um
espectrofotometro (UV-Vis Beckman Coulter DU*800) e mantida no escuro a 4 °C.

O protétipo do sistema de iluminacdo foi composto por uma matriz de 20 LEDs
verdes de 3W de poténcia. Os sistemas de LED foram projetados opticamente e
mecanicamente (paredes internas espelhadas) para obter uma area de irradiagdo homogénea
(> 90%) para a irradiagdo de culturas celulares usando microplacas de 24 pocos. Um
controlador automatizado permitiu o ajuste da irradiancia (mW cm) e da fluéncia (J cm?)
controlando a corrente (regulador PWM) no sistema de LED e o tempo de iluminacdo. A
irradiancia espectral da camara de LED foi obtida usando um radidmetro (Gooch &
Housego, OL 756) acoplado a uma fibra 6ptica (Gooch & Housego, OL 730 7g-1.0) e uma
esfera integradora de 50,8 mm de diametro (Gooch & Housego, 1S-270) para fornecer uma
densidade de poténcia. O sistema de LED verde in vitro utilizado nestes experimentos tinha
airradiancia espectral descrita na Fig. 1. O espectro de emissdao do LED apresentava um pico
em 517 nm e uma largura de banda de 36 nm. A irradiancia total foi dada pela &rea da curva

(integracdo da irradiancia espectral).

0.6 6.0-10%
| A bs Ervthrosine B

e [ ED Emission .
- 5.0-10°

-40-10% £

L 30104 °

=

2

- 2

-20-10% £

L 1.0-10% —

+ 0.0

450 475 500 525 550 575 600
Wavelenght(nm)
Fig. 1. Espectros de luz emitida pelo diodo emissor de luz (LED) (IEmitida) e irradiancia

espectral absorvida pela Eritrosina B (ERI) em diferentes concentracdes (1ADbs).
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Para determinar as doses de luz (DAbs) para diferentes concentragdes de ERI e
tempos de iluminacdo, seguiu-se a metodologia descrita por Rabello et al. [37].
Primeiramente, a fracdo de luz absorvida (XAbs) pela ERI foi determinada usando a

Equacdo 1, onde Abs representa a absorbancia da ERI na concentracdo avaliada.
Xaps = 1 — 107455 (1)

Subsequentemente, a irradiancia absorvida pela ERI (1Abs; [W ¢cm™2]) em cada uma
das concentracdes avaliadas foi determinada (Equacéo 2), considerando a irradiancia total

emitida pela luz (10).

Af
Lips = L lo(DXans(D)dA (2)

i

onde Ai e AMf sdo, respectivamente, os comprimentos de onda inicial e final do espectro de
emissdo do LED (nm), 10 é a irradiancia espectral do LED (W cm™2nm™?), e XAbs ¢ a fragio

de luz absorvida pelo FS, calculada de acordo com a Equacéo 1.

Finalmente, as doses de luz absorvida (DAbs) foram determinadas utilizando a
Equacdo 3, com base na irradiancia absorvida (1Abs) e no tempo de iluminacéo.

Daps = Ipps-t (3)

2.2. Culturas bacterianas e condicOes de crescimento

Foram utilizadas neste estudo Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218
(produtora de PB-lactamase) e E. coli O157 EDL 933 (E. coli entero-hemorrégica),
armazenadas a -20 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (DifcoTM) contendo 20% de
glicerol. As bactérias foram incubadas durante a noite em BHI a 37°C. As células foram
centrifugadas (4500 x g/5 min), lavadas trés vezes, ressuspensas em PBS e padronizadas em
um espectrofotdmetro para 107 unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC mL™)

para uso nos ensaios [38].
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2.3. Terapia fotodinamica

Um delineamento composto central rotacional, gerado pelo software MATLAB
R2021b, foi utilizado para estabelecer as condi¢cdes para a TFD mediada por ERI contra
cepas de E. coli (Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3). As concentracfes do FS e os tempos de
iluminacdo utilizados no delineamento experimental estatistico foram predeterminados em
estudos preliminares (dados ndo mostrados).

Os experimentos foram realizados de acordo com Silva et al. [38]. Em uma placa de
24 pocos, solucdo de ERI e suspenséo bacteriana foram adicionadas nas concentracdes finais
disponiveis, incubadas no escuro por 10 minutos, expostas a luz LED verde por até 30
minutos, diluidas em solugéo salina a 0,85% e plaqueadas em triplicata em Agar Miller
Hinton (MHA, HiMedia). As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, e os resultados

foram expressos em Log UFC mL 2.

2.4. Otimizacao da atividade fotoinibitéria da ERI utilizando a metodologia de superficie
de resposta

Trés DCCR foram realizados com um intervalo de tempo fixo, variando apenas 0s
intervalos das concentracbes de ERI de acordo com a bactéria avaliada. A matriz
experimental esta apresentada na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3. Um modelo quadratico foi

ajustado aos dados experimentais (Equagéo (4)):

log CFU = by + byxy + by1x? + byxy + byyx3 + biyxix, (4)

Na Equacdo 4, log UFC é a resposta prevista, b0 é a intersecdo, b1 e b2 sdo 0s
coeficientes de regressdo para o efeito linear, b1z e b2, sdo os termos dos coeficientes
quadraticos, bi2 é o coeficiente de interagdo, X1 representa o tempo de iluminagéo e x2 a
concentracdo de ERI.

A significancia do modelo foi determinada por ANOVA (p < 0,05). O coeficiente de
determinacéo (R?), o coeficiente de determinacéo ajustado (R2adj), o erro quadratico médio
(EQM) e a falta de ajuste foram utilizados para avaliar o desempenho da predi¢cdo do modelo.
O software MATLAB R2022a foi utilizado para a analise estatistica dos dados. O algoritmo
simplex sequencial foi aplicado para otimizar as condigdes experimentais que resultaram na

inibicdo total das bactérias.
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Tabela 1: Delineamento experimental (valores codificados e reais) utilizado para determinar a influéncia combinada de duas varidveis

independentes (concentracdo de eritrosina e tempo de irradiacdo) na viabilidade de E. coli ATCC 25922 e E. coli ATCC 35218.

Valores codificados

Valores Reais

E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 35218

Irradiancia
Experimentos Concentragdo Dose de luz Viabilidade celular Viabilidade celular
X1 X2 Tempo (min.) absorvida
(umol L) (Jcm?) (Log UFC mL™Y) (Log UFC mL™Y)

(mwWcm2)

Controle - - 30 0 0 - 7,08+0,11 7,01 £0,05

1 -1 -1 8,66 50,50 18,29 9,50 6,90 £ 0,14 6,38 £ 0,06

2 -1 1 8,66 149,50 18,78 9,76 6,97 £ 0,04 6,94 + 0,00

3 1 -1 26,34 50,50 18,29 28,91 4,63 + 0,07 3,24+ 0,05

4 1 1 26,34 149,50 18,78 29,68 0,81+ 0,70 3,37+0,05

5 -1,41421 0 5 100 18,65 5,60 7,13+0,08 7,05+ 0,05

6 1,41421 0 30 100 18,65 33,57 0,51+0,88 2,89+0,03

7 0 -1,41421 17,50 30 17,36 18,23 6,93+ 0,05 6,30 £ 0,15

8 0 1,41421 17,50 170 18,82 19,76 5,53+0,16 5,28+0,10

9 0 0 17,50 100 18,65 19,58 5,58 + 0,09 5,39+ 0,17

10 0 0 17,50 100 18,65 19,58 5,09 + 0,03 5,37 +0,16

11 0 0 17,50 100 18,65 19,58 5,03+0,22 5,33+£0,50
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Tabela 2: Delineamento experimental (valores codificados e reais) considerando uma maior faixa de avaliagdo da variavel independente xi

(concentracéo de eritrosina) na viabilidade de E. coli ATCC 35218.

Valores codificados

Valores Reais

E. coli ATCC 35218

Experimentos Concentragédo Irradiancia absorvida Dose de luz Viabilidade celular
X1 X2 Tempo (min.)
(umol L) (mwWcm2) (Jecm?) (Log UFC mL™Y)
Controle - - 30 0 0 - 7,07 £0,10
1 -1 -1 8,66 69,54 18,29 9,50 6,65+ 0,13
2 -1 1 8,66 260,46 18,78 9,76 7,12+ 0,06
3 1 -1 26,34 69,54 18,29 28,91 4,10 £ 0,05
4 1 1 26,34 260,46 18,78 29,68 6,34 £ 0,04
5 -1,41421 0 5 165 18,65 5,60 7,10+ 0,02
6 1,41421 0 30 165 18,65 33,57 3,72+0,11
7 0 -1,41421 17,50 30 17,36 18,23 5,99 +0,16
8 0 1,41421 17,50 300 18,82 19,76 7,07 £ 0,07
9 0 0 17,50 165 18,65 19,58 6,51+ 0,05
10 0 0 17,50 165 18,65 19,58 6,63 £ 0,07
11 0 0 17,50 165 18,65 19,58 6,51+ 0,05
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Tabela 3: Delineamento experimental (valores codificados e reais) utilizado para determinar a influéncia combinada de duas variaveis

independentes (concentracdo de eritrosina e tempo de irradiagdo) na viabilidade de E. coli O157:H7 EDL 93.

Valores codificados

Valores Reais

E. coli O157:H7 EDL 93

Experimentos Concentracéo Irradi&ncia absorvida Dose de luz Viabilidade celular
X1 X2 Tempo (min.)
(umol L) (mwWcm2) (Jecm?) (Log UFC mL™Y)
Controle - - 30 0 0 - 7,09+0,10
1 -1 -1 8,66 18,43 16,12 8,37 7,04 £ 0,04
2 -1 1 8,66 102,57 18,49 9,61 6,98 + 0,04
3 1 -1 26,34 18,43 16,12 25,48 4,26 £ 0,24
4 1 1 26,34 102,57 18,49 29,22 0,00* + 0,00
5 -1,41421 0 5 60,50 18,22 5,47 7,00 £ 0,02
6 1,41421 0 30 60,50 18,22 32,80 0,00* + 0,00
7 0 -1,41421 17,50 1 0,26 0,27 7,01 +£0,02
8 0 1,41421 17,50 120 18,55 19,48 5,36 £ 0,22
9 0 0 17,50 60,50 18,22 19,13 2,65 +0,15
10 0 0 17,50 60,50 18,22 19,13 2,05+0,13
11 0 0 17,50 60,50 18,22 19,13 2,06 £0,31

* Nenhum crescimento bacteriano dentro do limite de deteccao da técnica
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3. RESULTADOS
3.1. Dose de luz

O espectro de emissdo do LED (com pico em 517 nm e largura de banda de 36 nm)
mostrou excelente sobreposicdo com o espectro de absorcéo eletrénica da ERI em sua forma
aniodnica, conforme representado na Figura 1. O espectro de irradiancia absorvida (1Abs)
para todas as concentragdes de ERI é apresentado na Figura 2. Os valores de 1Abs e as doses
de luz absorvida (DADbs) sdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3. Geralmente, o |Abs calculado
ndo variou significativamente entre as diferentes concentracdes, exceto para concentracdes
muito baixas (1 pmol L) (Figura 2). Conforme mostrado na Equagdo 3, as doses de luz
dependem da irradiancia emitida/absorvida, do tempo de iluminagéo e da concentracdo do
FS.

5.010% - I S
— T, 1.0 M
g —1,,, 1843 M
B 40104 see 250
P T, 6050 M
g S em o
% _ Iy, 102,57 uM
% 3.010% Iy, 120.00 uM
'_'6:
3
§ 2010%
i
o
1.0-10% 4
0.0 . : . ; ; -
450 475 500 525 550 575 600

Wavelength (i)
Fig. 2. Diodo emissor de luz (LED), irradiancia emitida (IEmitida) e espectros eletronicos

de absor¢do da Eritrosina B (ERI).

3.2. Terapia fotodinamica

A faixa de concentracdo do FS escolhida no primeiro modelo para E. coli ATCC
25922 e E. coli ATCC 35218 foi de 30 a 170 umol L. Um segundo modelo, avaliando uma
faixa mais ampla de concentragGes de ERI (30 a 300 umol L), foi calculado apenas para
analisar E. coli ATCC 35218. Para E. coli 0157 EDL 93, as concentrac6es de ERI foram de
1 a 120 pmol L™t Tempos de iluminagdo de 5 a 30 minutos foram utilizados para todos 0s
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modelos. Os dados estabelecidos pelo delineamento estatistico estdo apresentados nas
Tabelas 1, 2 e 3.

As amostras utilizadas como controles de luz e escuro ndo mostraram reducdo na
populacdo bacteriana em comparacdo com o controle positivo (dados ndo mostrados). As
maiores reducdes para E. coli ATCC 25922 e E. coli ATCC 35218 foram observadas no
Experimento 6 (6,57 e 4,12 Log UFC mL ) (Tabela 1). No segundo delineamento, a reducéo
maxima nas contagens de E. coli ATCC 35218 foi de 3,36 Log UFC mL%, em uma
concentragéo de ERI de 165 pmol L™ e 30 minutos de iluminacio (Experimento 6) (Tabela
2). Para E. coli O157 EDL 93, ndo houve crescimento bacteriano nos Experimentos 4
(102,57 pmol L™t e 26,34 min) e 6 (60,50 umol L e 30 min) (Tabela 3).

A partir dos resultados propostos pelo modelo, a otimizacédo foi realizada aplicando
o algoritmo simplex sequencial (23) para localizar as condi¢bes experimentais que
resultaram em log UFC = 0. Os parametros obtidos foram 116 pumol L™! de ERI e 30 minutos
de luz verde para E. coli ATCC 25922, 108 umol L™ e 40 minutos para E. coli ATCC 35218,
e 108 umol L—1 e 29,3 minutos para E. coli 0157 EDL 933. As condicdes estabelecidas
foram validadas em laboratério, onde foi possivel alcancar a inibicdo total das cepas em

estudo.

3.3. Analise estatistica dos modelos

Para E. coli ATCC 25922, o primeiro delineamento proposto foi valido para fazer
previsdes. Nesse caso, todos os coeficientes foram estatisticamente significativos (p < 0,05)
(Equacdo (5)). O modelo foi estatisticamente significativo (p < 0,05) e ndo apresentou falta
de ajuste (p = 0,3366), com R2 = 0,9861, R2aj = 0,9721 e EQM = 0,3888.

log UFC = 5,23 — 2,22x; — 0,75x% — 0,72x, + 0,45x5 — 0,97x,x, (5)

Para E. coli ATCC 35218, os coeficientes b2, b22 e bio (relacionados a variavel
concentragdo do FS) ndo foram significativos (p > 0,05) e foram removidos do delineamento.
Apos a exclusdo, o coeficiente b1 teve seu valor alterado para -0,33 e teve um valor de p =
0,06 (nivel de significancia de 10%). Esse coeficiente foi mantido para preservar a qualidade

do ajuste (Equacao (6)).

log UFC = 5,47 — 1,58x; — 0,33x2 (6)
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Os valores experimentais de viabilidade celular foram proximos aos valores previstos
pelo delineamento (Tabela 5), resultando em residuos abaixo de 0,5 log UFC mL™, exceto
para o0 Experimento 7. Os modelos foram estatisticamente significativos (p < 0,05) e ndo
apresentaram falta de ajuste (p = 0,4749), com R? = 0,9465, R2aj = 0,9331 e EQM = 0,3807.

Considerando que a faixa de concentracdo do FS utilizada neste modelo para E. coli
ATCC 35218 ndo foi significativa e que o objetivo era otimizar o resultado, um segundo
delineamento foi proposto, variando a concentragdo de ERI de 30 a 300 umol L™, mantendo
o intervalo de tempo de 5 a 30 minutos (Tabela 2). Todos os coeficientes foram significativos

(p < 0,05), exceto o coeficiente b,2, que foi removido (Tabela 4). A Equacéo (7) é a seguinte:

log UFC = 6,55 — 1,01x; — 0,55x% + 0,53x, + 0,44x,x, (7)

O modelo apresentou residuos abaixo de 0,4 log UFC (Tabela 5), Rz = 0,9659, R2aj =
0,9431 e EQM de 0,2781, sendo estatisticamente significativo (p < 0,05). Apesar de
apresentar falta de ajuste (Tabela 6), o modelo pode ser considerado véalido para fazer
previsdes, considerando o valor de R2aj e o baixo valor de EQM.

Para o delineamento realizado para E. coli 0157 EDL 93, todos os coeficientes foram

estatisticamente significativos (p < 0,05) (Tabela 4); a Equacdo (8) é a seguinte:

log UFC = 2,26 — 2,46x; + 0,55x% — 0,83x, + 1,90x5 — 1,05x,x, (8)

Os residuos obtidos foram abaixo de 0,5 log UFC (Tabela 5). O modelo foi
estatisticamente significativo e ndo apresentou falta de ajuste. Foram observados R =0,9889,
Rzaj = 0,9777 e EQM de 0,4207, indicando que o modelo apresentou uma excelente
capacidade preditiva.

Os valores observados apresentados na Tabela 5 séo os dados de resposta medidos no
experimento de acordo com as condi¢des propostas no delineamento experimental, e 0s
valores previstos foram calculados a partir do modelo. Considerando que o limite de detec¢édo
da técnica é de 2 log UFC mL™, esses residuos sdo baixos. O valor de R2aj representa a
capacidade preditiva dos modelos ajustados, indicando que 97,21% (E. coli ATCC 25922),
93,31% (E. coli ATCC 35218) e 97,77% (E. coli O157 EDL 93) da variagéo total podem ser
explicados pelos modelos.
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Tabela 4. Coeficientes de regressdo do modelo matematico da predicéo do efeito fotoinibitério no delineamento experimental.

E. coli ATCC 35218
E. coli ATCC 25922 E. coli O157:H7 EDL 93
Primeiro delineamento experimental ~ Segundo delineamento experimental

Coeficiente
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
p-valor p-valor p-valor p-valor
regressao regressao regressao regressao

bo 5,23 <0,0001 5,36 <0,0001 6,55 <0,0001 2,26 0,0002
b: -2,22 <0,0001 -1,58 0,0002 -1,01 0,0002 -2,46 <0,0001
b1 -0,75 0,0058 -0,30 0,1705 -0,55 0,0077 0,55 0,0260
b, -0,72 0,0034 -0,09 0,5749 0,53 0,0044 -0,83 0,0025
b22 0,45 0,0407 0,11 0,5669 0,01 0,9344 1,90 0,0001

b12 -0,97 0,0041 -0,11 0,6390 0,44 0,0334 -1,05 0,0041




Tabela 5: Valores previstos, observados e residuais para os dados apresentados no delineamento experimental.

Experimento

E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 35218

Primeiro delineamento experimental

Segundo delineamento experimental

E. coli O157:H7 EDL 93

Observado  Previsto  Residuo Observado Previsto Residuo Observado Previsto Residuo Observado Previsto Residuo
1 6,90 6,89 -0,01 6,38 6,72 0,34 6,65 6,93 0,28 7,04 6,95 -0,09
2 6,97 7,41 0,44 6,94 6,72 -0,22 7,12 7,11 -0,01 6,98 7,38 0,40
3 4,63 4,39 -0,24 3,24 3,57 0,33 4,10 4,02 -0,08 4,26 4,13 -0,13
4 0,81 1,01 0,20 3,37 3,57 0,20 6,34 5,97 -0,37 0,00 0,37 0,37
5 7,13 6,87 -0,26 7,05 7,04 -0,01 7,10 6,89 -0,21 7,00 6,84 -0,16
6 0,51 0,58 0,07 2,89 2,58 -0,31 3,72 4,02 0,30 0,00 -0,11 -0,11
7 6,93 7,14 0,22 6,30 5,47 -0,83 5,99 5,81 -0,18 7,01 7,23 0,22
8 5,53 5,12 -0,41 5,28 5,47 0,19 7,07 7,31 0,24 5,36 4,88 -0,48
9 5,58 5,23 -0,35 5,39 5,47 0,08 6,51 6,56 0,05 2,65 2,26 -0,39
10 5,09 5,23 0,14 5,37 5,47 0,10 6,63 6,56 -0,07 2,05 2,26 0,21
11 5,03 5,23 0,20 5,33 5,47 0,14 6,51 6,56 0,05 2,06 2,26 0,20
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Tabela 6. Tabela ANOVA para verificar a adequacdo geral do segundo modelo proposto para E. coli ATCC 35218.

FV SQ GL MQ Fealc p-valor
Regressao 13,1352 4 3,2838 42,4462 1,5499 x 10
Residuo 0,4642 6 0,0774
Falta de Ajuste 0,4540 4 0,1135 22,1873 0,0436
Erro puro 0,0102 2 0,0051
Total 13,5994 10
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Para E. coli ATCC 35218, os coeficientes b2, b2, e bi» (relacionados a variavel
concentragdo do FS) ndo foram significativos (p > 0,05) e foram removidos do
delineamento. Apds a excluséo, o coeficiente b1 teve seu valor alterado para -0,33 e teve
um valor de p = 0,06 (nivel de significancia de 10%). Esse coeficiente foi mantido para
preservar a qualidade do ajuste (Equacéo (6)).

Considerando o R2aj, 0 EQM, o valor de p da regressao, o teste de falta de ajuste
desses modelos e a variabilidade natural relacionada a experimentacdo microbioldgica

[39], os modelos podem ser considerados validos para fazer previsoes.

4. DISCUSSAO

A inativacdo antimicrobiana fotodindmica € uma estratégia emergente para o
controle de bactérias patogénicas transmitidas por alimentos [3,25,40-48]. Técnicas
alternativas para o controle de micro-organismos utilizando ERI podem ser Uteis na
industria alimenticia, uma vez que este composto é aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) [49]. A selegdo da ERI como modelo de FS baseia-se em estudos
anteriores que determinaram seu potencial para inibir bactérias como E. coli (material de
referéncia). Além disso, a aprovacao da ERI para uso alimenticio permite sua aplicacao
em bebidas e outros alimentos, desde que a cor rosa/vermelha seja destacada. Apesar das
vantagens, os estudos relatados na literatura divergem entre si tanto na concentracdo
quanto na quantidade de luz utilizada. Nesse caso, um nimero extenso de experimentos
é necessario para determinar as melhores condicGes, que em muitos casos sdo longos o
suficiente para serem considerados as condicdes ideais. Assim, 0 DCCR é uma estratégia
promissora para determinar as condi¢cdes experimentais ideais para aplicacdes de TFD.
Associado a isso, outro problema constante em estudos envolvendo TFD esta relacionado
a falta de padronizacéo na representacdo da dose de luz. Alguns trabalhos simplesmente
informam a poténcia da fonte, sem atengdo a sobreposicdo espectral e & dose de luz
absorvida. Com isso em mente, o presente estudo traz a aplicagdo do DCCR no
planejamento experimental das doses reais de luz absorvida pela ERI em cada
concentracéo.

Os intervalos utilizados para os pontos experimentais foram escolhidos com base
em estudos preliminares (dados ndo apresentados). O DCCR avaliou véarias combinagdes
possiveis de concentracdo de ERI e tempo de exposi¢édo a luz, com a adi¢do de pontos

centrais. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente para descrever a relagéo
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entre a ERI, o tempo de iluminac&o e a viabilidade celular. Com base nos dados avaliados,
o0 delineamento experimental identificou as condi¢cbes com os melhores resultados para
TFD mediado por ERI e E. coli. Até onde sabemos, ndo ha relatos de uso de um
delineamento matematico para otimizar os resultados do TFD mediado por ERI.

Este estudo demonstra os efeitos do TFD mediado por ERI contra E. coli ATCC
25922, E. coli ATCC 35218 e E. coli O157 EDL 933 irradiadas com luz LED verde,
aplicando um DCCR. Observou-se um efeito notavel na reducéo da viabilidade celular
nas cepas estudadas, comprovando a eficicia da técnica contra esses micro-organismos.

Para E. coli ATCC 25922, os termos lineares de tempo e concentracdo de ERI (by
e by) (Tabela 2) foram estatisticamente significativos (p < 0,05) e com valores negativos,
indicando que quanto maior o tempo de iluminacédo e a concentragéo de ERI utilizados,
menor a viabilidade celular. Este resultado do delineamento experimental é muito
importante, pois nos permite definir o limite de concentracao que deve ser usado na TFD.
Assim, é possivel trabalhar com seguranga em uma concentracdo mais baixa de FS sem
prejudicar o processo de inibicdo do micro-organismo. Os termos quadraticos (bi1 e b22)
também foram significativos (p < 0,05), representando uma curvatura no grafico de
superficie de resposta (Fig. 3). Embora todos os coeficientes tenham sido estatisticamente
significativos (p < 0,05), o valor de by foi consideravelmente maior quando comparado
as outras variaveis, indicando que o tempo de iluminacdo tem uma influéncia mais

significativa na inativacdo de E. coli ATCC 25922.
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Fig. 3. Superficie de resposta para contagem de células viaveis em funcédo de x1 (tempo
de exposicdo) e x» (concentracdo) para E. coli ATCC 25922.
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O primeiro modelo mostrou uma excelente capacidade preditiva para E. coli
ATCC 35218. No entanto, a faixa de concentragdo do FS avaliada ndo foi significativa,
com a viabilidade celular sendo semelhante entre as concentragdes mais baixas e mais
altas (Tabela 1). Posteriormente, um novo delineamento (segundo modelo) foi realizado
com uma maior faixa de concentracdes de FS (30—-300 pumol L) para verificar se essa
variavel influenciava a inativacdo bacteriana em uma faixa de concentragéo diferente.

Neste segundo modelo, os termos lineares de tempo e concentracdo de ERI (b1 e
b2) (Tabela 4) foram estatisticamente significativos (p < 0,05), com um valor estimado
negativo para bz. Esse resultado indica que quanto maior o tempo de iluminagdo, menor
foi a viabilidade celular bacteriana. Os termos b1 e bi> também foram significativos (p <
0,05). O termo b2 teve um valor estimado positivo, indicando que quanto maior a
concentracdo de FS, menor foi a inativacdo de E. coli ATCC 35218 (Fig. 4).
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Fig. 4. Superficie de resposta para contagem de células viaveis em funcao de x1 (tempo
de exposicéo) e x» (concentragdo) para E. coli ATCC 35218.

Com base nos resultados, foi possivel observar que o aumento excessivo da
concentracdo de ERI néo foi vantajoso, uma vez que, acima de uma certa concentracao,
a reducdo na contagem de células viadveis deixou de ser proporcional ao aumento na
concentracdo de FS. Embora o ERI na sua forma anidnica seja hidrofilico em altas
concentragdes, formam-se autoagregados do composto, uma das principais limitagdes a
eficacia da TFD [41,50]. Esse efeito ocorre porque as propriedades fotofisicas do FS sédo
alteradas, principalmente pela modificacdo do seu espectro de absor¢do (menor
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intensidade de absorc¢éo; banda mais larga) [51]. No entanto, o efeito mais drastico esta
associado a desativacdo do estado excitado por vias ndo radiativas (colisdes no
autoagregado), o que reduzira o rendimento quantico do oxigénio singlete (¢A10,) ou até
mesmo o extinguira [52]. Além disso, as espécies autoagregantes, em geral, dificultardo
ou impedirdo a ligacdo do FS a membrana celular. Da mesma forma, outro estudo
envolvendo TFD contra E. coli também relatou uma possivel relagdo entre a formacéo de
agregados de FS com o0 aumento das concentragdes e a contagem de células viaveis [53].

O segundo modelo apresentou uma falta de ajuste, mesmo sendo estatisticamente
significativo (p < 0,05). Na avaliacdo da adequacdo do modelo por ANOVA, Rz e EQM
podem ser considerados suficientes; a relagao F regressdo/residuos ¢ > F tabulada. No
entanto, a condicao de F falta de ajuste/erro puro < F tabulada pode ndo ser atendida,
indicando que o modelo tem uma falta de ajuste significativa. De fato, isso também pode
ocorrer quando a falta de ajuste é baixa, mas o erro puro é quase zero. Isso se torna uma
questdo matemaética, pois a relacdo F falta de ajuste/erro puro serd um nimero grande,
resultando na interpretacdo incorreta dos dados. Assim, a tabela de ANOVA deve ser
avaliada com cuidado. Essa falta de ajuste nao invalida o0 modelo, mostrando que ele pode
ser ajustado para avaliar a resposta.

Para E. coli O157 EDL 93, todos os termos foram estatisticamente significativos
(p < 0,05), sendo o efeito linear do tempo (b1) 0 mais significativo no modelo. Isso
também foi observado para outras cepas bacterianas, indicando que o tempo tem uma
influéncia mais significativa na inativacdo de E. coli 0157 EDL 933. Com base nesses
resultados, a metodologia de superficie de resposta pode ser uma ferramenta excelente
para alcancar parametros ideais na TFD. Neste estudo, o delineamento forneceu
informacdes precisas sobre a influéncia combinada da concentracdo de ERI e do tempo
de irradiacdo com luz LED verde na atividade fotoinibitdria contra diferentes cepas de E.
coli. De acordo com os resultados do delineamento, a variavel tempo de exposicao a luz
teve uma influéncia mais significativa na inativagdo das bactérias avaliadas em
comparagdo com a variavel concentracdo de ERI. O algoritmo sequencial indicou as
condigBes ideais para alcancar a inibicéo total das bactérias: 116 pmol L™ de ERI e 30
min (33,34 J cm?) de luz verde para E. coli ATCC 25922, 108 umol L™* e 40 min (44,38
J cm2) para E. coli ATCC 35218, e 108 pumol L™* e 29,3 min (32,5 J cm?) para E. coli
0157 EDL 933; essas condi¢des foram validadas em testes laboratoriais. Considerando o
limite diario de ingestdo aceitavel recomendado pelo Comité Conjunto de Especialistas
em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) de 0,1 mg/kg de peso corporal, as
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concentracOes utilizadas nas condicdes experimentais 6timas estdo dentro dos padroes
estabelecidos [23]. O delineamento experimental possibilita a realizacdo de analises onde
varios pardmetros sdo considerados simultaneamente, reduzindo o ndmero de testes,
custos e tempo para obter resultados. Portanto, o uso da metodologia de superficie de
resposta combinada com TFD é uma abordagem promissora para otimizar a inativacao

das cepas estudadas neste trabalho.

Log CFU mL™!

Fig. 5. Superficie de resposta para contagem de células viaveis em funcédo de x; (tempo

de exposicdo) e x2 (concentracdo) para E. coli 0157 EDL.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Apéndice A. Estudos da terapia fotodindAmica mediada por Eritrosina (ERI) contra Escherichia coli

Concentracédo de ERI

Fonte de Luz

Descricao da fonte de luz

Referéncias

50 umol L*
1x107 e 1x10® mol
L-l
500 mg mL
0,01 até 50,0 umol
L-l

2,2 mmol L*
100 pmol L*

100 g
2,5mg L

22 umol L?

0,631 mmol L?

LED azul (twin flex Il multifunctional system,
MM Optics, Séo Carlos, Brazil)

LED verde (A max 510 nm)
Mddulo de LED verde e branco
LED verde (530 £ 40 nm)

Luz de trabalho portéatil de LED 3500 Im Husky
Lampada de arco de xenonio (Osram, Munich,
Germany)

LED verde (510 nm)

Lampada de xen6nio
LED (520 nm)

LED verde

Dados ndo mostrados

Poténcia 315 J cm? — 394 J cm? 0,4 W
25 W
10 mW cm?
Dados ndo mostrados
Poténcia: 100 W, taxa de fluéncia: 0,4 mW cm?

04W
200 mW cm?
Poténcia: 90 mW, Trabalho: 30 J,
Fluéncia: 38 J cm?
7,2\W

[1]

[2]
[3]
[4]
[5]
[6]

[7]
[8]

[9]

[10]
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Biofilme de amido
comERI(1,3e5%

do peso do amido)

LED em espectro visivel completo

Densidade de energia de 3,6 J cm?, 10 W

[11]
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RESUMO

INTRODUGCAO: A terapia fotodindmica (TFD) é um método de inativacdo de micro-
organismos que tem ganhado popularidade em diversas areas. Embora j& seja utilizada
na medicina, a aplicacdo na industria alimenticia é recente. A TFD apresenta alta
eficiéncia, é ecologicamente correta e apresenta baixa resisténcia microbiana. Devido
essas vantagens, pesquisadores tém explorado a TFD como uma nova estratégia para
inativar micro-organismos em alimentos.

MATERIAIS E METODOS: Este estudo utilizou um delineamento experimental para
avaliar diferentes concentracGes de eritrosina B (ERI) e tempos de exposicéo a luz verde
para determinar a eficacia da TFD na inativacdo de E. coli ATCC 25922 em suco
industrializado de morango.

RESULTADOS: O modelo matematico foi valido para fazer previs6es, com capacidade
preditiva de variacdo de resultados de 97,32%. Os resultados mostraram que a
combinagcéo de 5,5 umol L de ERI e 6 minutos de iluminacéo foi capaz de inativar o
micro-organismo estudado.

CONCLUSAO: A TDF pode ser uma alternativa eficiente e segura aos métodos

tradicionais de conservacao de alimentos sem comprometer a qualidade do produto.

Palavras-chave: Fotoinativacdo, Eritrosina, Conservagao de alimentos, Xantenos.
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1. INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) é um método de esterilizacdo que vem sendo cada
vez mais aplicada em diversas areas [1-6]. Esta técnica é baseada na combinacédo de luz
no comprimento de onda apropriado, um composto fotossensibilizador (FS) e oxigénio
molecular (302). As vantagens da TFD sd0: ndo produz produtos quimicos toxicos, a tinica
energia necessaria é a fonte de luz e a possibilidade de causar resisténcia microbiana é
baixa devido a sua natureza multialvos [7,8].

Embora a TFD seja utilizada principalmente na area médica, ainda & menos
estudado na area de alimentos. Atualmente, os métodos de conservacdo na industria
alimenticia podem ser amplamente divididos em conservacdo térmica e tecnologia de
conservacao nao-térmica. A tecnologia de conservacdo térmica tem uma longa histéria
com ampla aplicacdo e capacidade de esterilizagdo de amplo espectro, mas seu consumo
de energia é alto e pode fazer com que os alimentos percam a nutri¢do e o sabor original
sob altas temperaturas [9].

A TFD vem despertando interesse na industria alimenticia por ndo ter sido
associada a resisténcia microbiana. Além disso, é caracterizada por uma alta eficiéncia e
caracteristicas ecologicamente corretas, quando comparada com outras tecnologias ja em
uso pela inddstria [1]. Em contraste com os métodos tradicionais de pasteurizacdo, a TDF
minimiza as alteracfes nas propriedades nutricionais e sensoriais e atende a crescente
demanda dos consumidores por alimentos microbiologicamente seguros [10].

Por estes fatores, pesquisadores comecaram a explorar a possibilidade de usar
TFD como uma nova estratégia de inativacdo de micro-organismos. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da TFD mediada por eritrosina B contra E.

coli ATCC 25922 em suco industrializado de morango.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi realizado com
intervalos de tempo e concentracdo de eritrosina (ERI) variando de 2-6 minutos e 1-10
umol Lt (Tabela 1). O modelo quadratico foi ajustado aos dados experimentais seguindo

a Equacao 1.

lOg UFC = bo + b1x1 + b11x12 + bzXz + b22x22 + b12x1x2 (1)

Na Equacdo 1, log UFC representa a resposta predita, bo € o intercepto, b e b, sdo
os coeficientes de regressdo para o efeito linear, b1y e by referem-se aos termos
quadréticos, e b12 é o coeficiente de interacdo, x1 € a concentracdo de ERI e X2 0 tempo
de iluminacéo. A significancia do modelo foi avaliada por meio da ANOVA (p < 0,05).
O coeficiente de determinacédo (R?), o coeficiente de determinagéo ajustado (RZagj), 0 erro
quadratico médio (EQM) e a falta de ajuste foram utilizados para avaliar o desempenho
preditivo do modelo. A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
MATLAB R2022a.

2.2 Sistema de diodos emissores de luz (LED) e dose de luz

O protétipo do sistema de iluminacdo foi composto por uma matriz de 20 LEDs
verde de poténcia de 3W. O sistema de LED foi projetado tanto dptica quanto
mecanicamente (com paredes internas espelhadas) para obter uma &rea de irradiacdo
homogénea (> 90 %) para a iluminag&o de culturas celulares utilizando microplacas de
24 poc¢os. Um controlador automatizado permitiu o ajuste da irradiancia (mW cm) e da
fluéncia (J cm2) por meio do controle da corrente (regulador PWM) no sistema de LED
e do tempo de iluminacdo. A irradiancia espectral da cdmara de LED foi determinada
utilizando um radidmetro (Gooch & Housego, OL 756) acoplado a uma fibra oOptica
(Gooch & Housego, OL 730 7g-1.0) e a uma esfera integradora de 50,8 mm de diametro
(Gooch & Housego, 1S-270) para fornecer a densidade de poténcia. O espectro de emissao
do LED apresentou um pico em 517 nm e uma largura de banda de 36 nm. A irradiancia
total foi determinada pela area sob a curva (integracéo da irradiancia espectral). As doses

de luz (DAbs) foram calculadas conforme descrito por Rodrigues et al. [11].
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Tabela 1: Delineamento experimental (valores codificados e reais) utilizado para determinar a influéncia combinada de duas varidveis

independentes (concentracdo de eritrosina e tempo de irradiagéo) na viabilidade de E. coli ATCC 25922 em suco de morango.

Valores codificados Valores reais E. coli ATCC 25922
Experimentos Concentracéo _ Irradiancia absorvida  Dose de luz Viabilidade celular
X1 X2 Tempo (min.)
(umol L) (mwWcm) (J cm?) (Log UFC mLY)
Controle - - 0,00 0,00 - - 7,23+0,03
1 -1 -1 2,32 3,17 0,13 0,069 6,35+ 0,02
2 -1 1 2,32 8,83 0,33 0,063 4,20 +£0,01
3 1 -1 8,68 3,17 0,33 0,174 2,32+0,35
4 1 1 8,68 8,83 0,11 0,040 0,00% £ 0,00
5 -1,41421 0 1,00 6,00 0,44 0,158 7,02 +£0,03
6 1,41421 0 10,00 6,00 0,29 0,035 1,52° + 0,00
7 0 -1,41421 5,50 2,00 0,29 0,174 5,22+ 0,05
8 0 1,41421 5,50 10,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00
9 0 0 5,50 6,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00
10 0 0 5,50 6,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00
11 0 0 5,50 6,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00
12 0 0 5,50 6,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00
13 0 0 5,50 6,00 0,29 0,104 0,00% £ 0,00

aNenhum crescimento bacteriano dentro do limite de deteccfo da técnica. "Resultado abaixo do limite de deteccio da técnica.



2.3 Terapia fotodinamica

Neste estudo foi utilizada cepa de Escherichia coli ATCC 25922. Para cada
ensaio, a bactéria foi previamente cultivada em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(DifcoTM) a 37 °C por 16 horas. As células foram centrifugadas (4500x g/5 minutos),
lavadas trés vezes e ressuspensas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH:
7,2). A densidade celular foi padronizada em espectrofotdmetro em 10’ UFC mL™* para

utilizacéo nas analises.

2.3.1 Controles

Inicialmente foram realizados testes in vitro para verificar a influéncia de cada
componente na acdo da TFD contra E. coli ATCC 25922. As varidveis tempo de
iluminacdo e concentracdo de ERI foram definidas a partir de estudos anteriores
(Rodrigues et al., 2024).

Teste 1 - solucdo salina pH 3,5 com indculo bacteriano, sem iluminacéo e sem FS;

Teste 2 - solucdo salina pH 3,5 com indculo bacteriano, sem iluminagdo, com FS (ERI,
116 pmol L);

Teste 3 - solucdo salina pH 3,5 com indculo bacteriano, iluminada (30 minutos), sem FS;
Teste 4 - tampéo PBS pH 7,2 com indculo bacteriano, sem iluminagédo, sem FS,

Teste 5 - tamp&o PBS pH 7,2 com in6culo bacteriano, sem iluminacéo, com FS (ERI, 116
umol LY;

Teste 6 - tampdo PBS pH 7,2 com in6culo bacteriano, com iluminacdo (30 minutos), sem
FS;

Teste 7 - suco de morango com indculo bacteriano, sem iluminacédo, sem FS;

Teste 8 - suco de morango com indéculo bacteriano, sem iluminacdo, com FS (ERI, 116
umol LY;

Teste 9 - suco de morango com inoculo bacteriano, com iluminagéo (30 minutos), sem FS.
2.3.2 Aplicagéo da TFD em suco industrializado de morango

Foram utilizadas amostras de suco de morango industrializado adquiridas em rede
de mercado localizada na cidade de Campo Mourdo. As amostras de suco de morango a
serem analisadas foram preparadas conforme condi¢fes experimentais determinadas no

delineamento experimental (Tabela 1). A analise da TFD foi realizada de acordo com
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Rodrigues et al. [11]. Em uma placa de 24 pocos, suco de morango com ERI e bactéria
foram incubadas no escuro por 10 minutos e posteriormente iluminadas com luz de LED
verde de acordo com o tempo estipulado para cada experimento. Em seguida, as amostras
foram diluidas em solucéo salina 0,85% e semeadas em triplicata em agar Muller Hinton
(MHA, HiMedia). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e os resultados

expressos em Log UFC mL™.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a eficiéncia da TFD usando ERI e LED verde contra
E. coli ATCC 25922 em suco industrializado de morango. Inicialmente foram realizados
testes in vitro para verificar a influéncia de cada variavel independente na inativacdo da
bactéria em estudo na TFD. Nenhuma das condi¢es testadas reduziu a contagem de E.
coli, o que indica que a eficiéncia da técnica depende da acdo conjunta de todos os
parametros.

Foi utilizado um DCCR para avaliar a eficiéncia da TFD em suco industrializado
de morango. A faixa de valores de tempo de iluminacdo e concentracdo de ERI foi
determinada em estudos prévios (dados ndo mostrados).

O modelo foi estatisticamente significativo (p < 0,05) com R? = 0,9822 e R%j =
0,9732, ndo apresentando falta de ajuste. Os coeficientes que apresentaram significancia
estatistica (p < 0,05) foram: do intercepto; de regressdo para o efeito linear para as duas
variaveis (X1 e x2) e, 0s dos termos quadraticos, também para as duas varidveis, conforme

mostra a Equacao (2).

log UFC = 0,20 — 2,00x; — 1,48x? — 1,98x, + 1,15x3 (2)

A capacidade preditiva indica que 97,32% da variagéo total dos resultados pode
ser explicada pelo modelo. Santos e colaboradores [12,13] utilizaram o0 mesmo modelo
matematico para fazer a previsdo da TFD com corantes xantenos e LED verde para
inativacao in vitro de Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus, e, obtiveram
modelos com capacidade preditiva de 78,79% e 91,59%, respetivamente. A Tabela 2
mostra os valores de residuos, que correspondem a relacdo entre resultados obtidos nos
experimentos e os valores previstos calculados conforme condicdes estabelecidas. Com

excecdo do experimento 7, 0 modelo apresentou residuos abaixo de 0,5 log UFC mL™,
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Tabela 2: Valores observados, previstos e residuais para os dados apresentados no

delineamento experimental.

Experimentos Observado Previsto Residuo
(Log UFC mL™) (Log UFC mL™) (Log UFC mL™)
1 6,35 6.81 046
2 4,21 3,85 035
3 2,32 2,81 -0,49
4 0,00 -0,15 0.15
5 7,02 6,99 0,03
6 1,52 1,33 0,19
/ 5,22 4,59 0,63
8 0,00 0,40 -0.40
9 0,00 0,20 -0.20
10 0,00 0,20 20,20
11 0,00 0,20 20,20
12 0,00 0,20 -0.20
13 0,00 0,20 -0.20

Os dados experimentais do modelo e resultados de viabilidade celular da TFD
mediada por ERI contra E. coli em suco de morango estdo expostos na Tabela 1. As
reducdes variaram de 0,2 Log UFC mL ™ até total inativacdo da bactéria avaliada, quando
comparadas ao controle. Os experimentos 4 e 8 e 0s pontos centrais 9, 10, 11, 12 e 13
alcancaram a inativacdo total de E. coli, enquanto o experimento 6 apresentou resultado
abaixo do limite de deteccdo da técnica. Os pontos centrais apresentaram inibicdo total
da bactéria em estudo com os menores valores de concentracdo do FS e tempo de
iluminagéo (5,5 umol L de ERI e 6 minutos) (Figura 1).
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Fig. 1. Superficie de resposta para contagem de células viaveis em funcéo de x1
(concentracéo) e x» (tempo de exposicéo) para E. coli ATCC 25922.

Estes valores de concentracdo de ERI e tempo de iluminag&o s&o menores quando
comparados aos resultados apresentados por Cho e Ha [14], que avaliaram a inativacdo
fotodinamica mediada por ERI (100 pmol L e 15 minutos) em suco de tomate contra E.
coli O157:H7 e obtiveram reducdo de 6,77 Log UFC mL™. Outros estudos também
avaliaram a eficiéncia da TFD contra E. coli com diferentes FSs e fontes de luz em
amostras de sucos. Lee et al. [3,15] avaliaram TFD utilizando quercetina em
concentracdes de 75 pmol L™ e 50 pmol L e luz de LED azul com tempos de iluminagdo
de 34,8 minutos e 52,5 minutos, contra E. coli O157:H7, em amostras de suco de uva
branca e suco de maca, respectivamente. As reducfes nas contagens de E. coli foram de
aproximadamente 5,5 Log UFC mL' em ambos os sucos. Bhavya e Hebbar [16]
estudaram TFD mediada por curcumina e LED azul contra E. coli em suco de laranja,
com reducio de aproximadamente 3 Log UFC mL"* com 50 umol L™ de curcumina e 180
minutos de iluminacéo.

Sabe-se que a aplicacdo da TFD na inddstria de alimentos é um grande desafio
devido a complexidade de cada matriz alimentar. A eficiéncia da TFD em sucos pode

ser dependente de algumas caracteristicas do produto como a turbidez da amostra, que
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pode impactar na penetracdo da luz [17] e o pH baixo, que pode causar dano a
integridade da parede celular, facilitando a penetracdo dos FS [10]. Lin et al. [11]
avaliaram atributos como transparéncia e viscosidade em diferentes matrizes alimentares
e concluiram que as caracteristicas da matriz alimentar impactaram significativamente
nas atividades bactericidas dos tratamentos fotodindmicos devido aos diferentes
comportamentos da luz utilizada na no estudo.

Muitos estudos mostram que a aplicagdo da TFD em diversas areas tem sido
promissora. Na industria de alimentos, mesmo com as dificuldades da complexidade da
matriz alimentar, esta técnica pode ser uma alternativa para garantir a inocuidade do
produto. Apesar de ser um grande desafio, este estudo mostrou que € possivel alcancar a
inativagéo de E. coli em suco de morango industrializado.

4, CONCLUSAO

O modelo foi efetivo em mostrar a eficacia da TFD com ERI e LED verde para
controlar E. coli em suco de morango industrializado. A TFD mediada por ERI mostrou-
se eficiente na inativacao de E. coli em suco de morango industrializado. Foi evidenciada
completa inativagdo bacteriana no suco tratado com ERI a 5,5 umol L e 6 minutos de
iluminagdo (0,104 J cm?). A TFD pode ser uma estratégia para controle de patogenos de
origem alimentar na inddstria, entretanto, deve-se considerar o efeito de outras variaveis
da matriz alimentar, bem como os efeitos da TFD nas caracteristicas fisico-quimicas,

nutricionais e sensoriais do produto final.
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