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RESUMO

As contaminagdes de alimentos causadas por microrganismos ocorrem por
manipulacdo e/ou processamento, 0s quais podem mudar suas caracteristicas fisico-quimicas e
diminuir o tempo de prateleira, além de causar doencas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do 0zonio gasoso além da combinacéo da luz UV-C e 0z6nio aquoso analisando assim,
a melhor forma de disponibiliza-lo para inativar bactérias contidas superficialmente em carnes
bovinas com contaminagdes in natura e Escherichia coli. Foi construido um prot6tipo para o
0z0Onio gasoso, a avaliagdo em amostras inertes submetidas ao 0zénio gasoso teve diminuigédo
de 3,88 Log (UFC/cm? de E. coli em 30 minutos e para amostras de carne bovina com
contaminagOes in natura a redugdo microbiana foi de 50% em 10 minutos. Foi conduzido
experimentos para avaliar os comportamentos microbioldgicos da carne simulando situacdes
da exposicdo no agougue de 12 horas, 0s resultados mostraram que no tempo de exposicao de
30 minutos de 0z6nio gasoso teve reducdo de 2,18 Log (UFC/cm?), e apds da segunda
refrigeracdo de 12 horas se manteve a carga inativada, no entanto a amostra controle final em
condigBes iguais de temperatura e sem tratamento teve proliferacdo de 1,7 Log (UFC/cm?). Para
a avaliacdo dos tratamentos combinados de ozénio aquoso e luz UV-C, foi construido o
equipamento e testado em carnes bovinas contaminadas com E. coli, as amostras foram
sometidas a 10 ciclos repetitivos para os tratamentos combinados e isolados. O tratamento de
luz UV-C obteve uma reducdo de 1,3 Log (UFC/cm?2) no dltimo ciclo da amostra e para o
tratamento de 0z6nio aquoso néo teve diferenca significativa na inativacdo microbiana até o
ultimo ciclo (p<0,05), mas apresentou diferenca significativa para amostra controle final do
experimento, a qual teve crescimento de 0,6 Log (UFC/cm?), os ciclos combinados de luz UV-
C e 0z6nio aquoso mostraram inativagdes semelhantes de 0,7 Log (UFC/cm?) aproximadamente
e todos os tratamentos combinados e isolados apresentaram preservacdo do alimento evitando
a proliferacdo exponencial dos microrganismos. Foi realizada a avaliacdo das propriedades
organolépticas das carnes ap0s os tratamentos, a verificacdo do pH, quantificacdo de proteinas
pelo método Bradford, e ensaios de TBARS foram realizadas para os dois prototipos e para
0zonio gasoso, também foram analisadas laminas histoldgicas para verificacdo de danos
estruturais, e capacidade de retencdo da dgua. As avaliagcGes organolépticas ndo mostraram
diferencias significativas em relagdo as amostras controle, para as duas tecnologias; 0zonio
gasoso e combinacdo de luz UV-C e 0z6nio aquoso, mostrando potencial na descontaminagéo
de alimentos sem deteriorar sua qualidade organoléptica.

Palavras chaves: Carne; 0z6nio; luz ultravioleta; descontaminacdo; bactérias; E. coli; UV; Os



ABSTRAT

Contamination of foods caused by microorganisms occurs through their handling and
or processing, which can change their physical-chemical characteristics and decrease shelf life,
and cause infection. The objective of this work was to evaluate the effect of gaseous ozone (O3)
and to the combination of ultraviolet light and aqueous ozone, to analyze the best protocol that
makes it available to inactivate bacteria contained superficially on beef with
in natura contaminations and by Escherichia coli. A prototype for gaseous ozone was designed,
and the evaluation in inert samples submitted to gaseous ozone decreased around 3,88 Log
(CFU / cm?) of E. Coli in 30 minutes, and for beef samples with in natura contamination, the
microbial reduction was 50% after 10 minutes. Experiments were conducted to evaluate the
microbiological behavior of the meat simulating exposure situations in the 12-hour butcher
shop, the results showed that in the 30 minutes exposure time there was a reduction of 2,18 Log
(CFU / cm?), and in the second refrigeration the load was inactivated, however, the control
sample under equal temperature conditions and without treatment had a proliferation of 1,7 Log
(CFU / cm?). To evaluate the combined treatments of ozone in aqueous phase and ultraviolet
light, the equipment was built and tested against E. coli on contaminated beef. Samples were
added to 10 repetitive cycles for the combined and isolated treatments. For the isolated
treatment of ultraviolet light, a reduction of 1.3 Log (CFU / cm?2) was obtained at the end of
cycles and for the ozone treatment, there was no significant difference in microbial inactivation
(p <0,05), but there was a difference for the final control sample of the experiment, which grew
by 0,6 Log (CFU / cm?), the combined cycles showed similar inactivation of 0,7 Log (CFU /
cm?) approximately and all combined and isolated treatments showed food preservation
avoiding the exponential proliferation of microorganisms. The organoleptic properties of the
meat were evaluated after the treatments, the pH was checked, the protein quantified by
the Bradford method, and TBARS tests were performed for both prototypes and gaseous ozone,
histological slides were also analyzed for structural damage and water holding capacity.
Organoleptic evaluations did not show significant differences about the control samples, for
both technologies; gaseous ozone and combination of ultraviolet light and aqueous ozone and

showing potential for decontamination of food without deteriorating its quality.

Keywords: Meat; ozone; UV light; decontamination; bacteria; E. coli; UV; O3
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PREFACIO

Neste estudo foi avaliado dois protétipos para a descontaminacdo e preservacdo de
alimentos (carne bovinas), visando o melhor entendimento desta dissertacdo o contetdo foi
dividido em 4 capitulos, sendo o primeiro o estudo da literatura, em seguida o capitulo do
primeiro prototipo em que se apresenta a avaliacdo do 0zonio gasoso em amostras de carnes
bovinas, o terceiro capitulo mostra os resultados do segundo protétipo que avaliam luz
ultravioleta (UV-C) e 0zénio na forma aquosa e o Ultimo capitulo em que foram apresentados
as andlises das propriedades organolépticas realizadas em amostras de carne bovina apos 0s

tratamentos utilizando-se os prototipos.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — (IBGE) foram
abatidas 31,86 e 24,42 milhdes de cabecas de gado bovino, o que gerou uma producéo de 7,95
e 6,14 toneladas de carcagas, isto para o ano 20184 e o decorrer até terceiro trimestre do ano
201912 respectivamente. Segundo o USDA (Departamento de Agricultura de os Estados
Unidos) foram exportadas em 2019 quase 2,4 milhdes de toneladas. A previsdo de producédo
para 2020 permanece em um nivel recorde de 10,6 milhdes de toneladas 1. Isso mostra que a
industria pecuaria € de grande importancia para a economia e desenvolvimento do pais. Este
cenario é de grande relevancia para manter e preservar a qualidade e o tempo de prateleira das
carnes e produtos carneos.

O tempo de prateleira das carcacas de carne fresca esta relacionada a fatores fisico-
quimicos como temperatura, danos fisicos, adi¢cdo de ingredientes além de fatores
microbiolégicos . Todo alimento tém uma tendéncia a degradar-se por vias metabolicas e
enzimaticas, sendo que as contaminagfes microbianas podem acelerar esses processos. Ha uma
preocupacdo cada vez maior pelas industrias em manter as propriedades organolépticas dos
alimentos. No processo de producdo e abate da carne existem pontos criticos de controle em
gue deve-se se garantir boas praticas de fabricacdo, tais como evisceracao, cortes da carcaca e
refrigeracdo. Procedimentos inadequados nestas etapas podem dar condi¢cbes para a
proliferacdo microbiana, e da mesma forma ao manuseio, utensilios e ambiente. Por outro lado,
0s parametros de higiene também sdo de extrema importancia para garantir produtos seguros e
livres de microrganismos patogénicos para alcancar a seguranca alimentar. As doencas
transmitidas por alimentos contaminados relatadas s3o crescentes °!, o que se torna um assunto
de interesse e de conscientizacdo dos consumidores e empresas alimenticias.

Existem métodos para a descontaminacdo da carne, como a lavagem com vapor de
agua, acidos organicos, tratamentos quimicos e choques térmicos, entretanto essas intervencdes
ndo sdo capazes de eliminar completamente a carga bacteriana e além disso gastam muita
energia, 0 que gera altos custos econémicos; produzir substancias residuais capazes de
modificar a aparéncia do produto e causar possiveis riscos a satde 61, Desse modo, novas
tecnologias tém sido estudadas para descontaminacdo de carne fresca que sejam amigaveis ao
meio ambiente e, a0 mesmo tempo, garantir a segurancga dos alimentos. Tecnologias como 0
uso do ozoénio e luz ultravioleta (UV-C) tem sido promissora para a solucao deste problema.

O oz6nio é uma molécula composta por trés atomos de oxigénio com um alto poder

oxidativo, é também uma molécula instdvel como resultado de uma rapida degradagdo ao
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oxigénio e, portanto, uma diminui¢do de substancias residuais é esperada. Em 2001, o 0z6nio
foi aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA) como aditivo para tratamento,
armazenamento e processamento de alimentos tanto na sua forma gasosa como na fase aquosa
[ e sabe-se que é atuante contra bactérias, fungos, virus e esporulados®l. O mecanismo de
acdo, ocorre por meio da oxidacdo dos lipidios insaturados da membrana citoplasmatica, além
de proteinas, enzimas e &cidos nucléicos . A luz UV-C é conhecida por sua a¢do germicida
no comprimento de onda de 100-400 nm, sendo o pico germicida em 254 nm, 0 mecanismo de
acao ocorre na penetracdo da membrana celular danificando o DNA das bactérias impedindo a
sua reproducdo levando a morte celular ¥, o qual também é aprovado pela FDA desde 2007.
[10]

Neste estudo foram construidos prototipos de 0zénio gasoso e 0zonio na fase aquosa
combinado com luz UV-C para a descontaminacdo superficial de carnes que serdo descritos

conforme seus efeitos antimicrobianos e organolépticos em carnes bovinas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Carnes

A definicio de carne de acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA, 201611
“Carne: A parte do musculo de qualquer gado, ovelha, suino ou cabra que seja esquelético ou
encontrado na lingua, diafragma, coracdo ou es6fago, com ou sem a gordura acompanhante e
sobrejacente, e as porg¢des de 0sso (em 0sso produto como 0sso T ou bife de porterhouse), pele,
tend&o, nervo e sangue vasos que normalmente acompanham o tecido muscular e que néo estdo
separados dele no processo de vestir. Quando aplicado a produtos de equideos, esse termo tem
um significado comparavel:

1. A carne ndo inclui os musculos encontrados nos labios, focinho ou orelhas;

2. A carne ndo pode incluir porgdes significativas de 0sso, incluindo osso duro e
componentes relacionados, como medula dssea ou qualquer quantidade de cérebro, ganglios
trigémeos, medula espinhal ou ganglios da raiz dorsal”.

De acordo com a FAQ, a carne € um dos alimentos mais consumidos na maioria das
sociedades, ja que contribui com nutrientes essenciais para a salde, contendo niveis
consideraveis de proteinas, gordura, vitaminas, minerais e micronutrientes, essenciais para o
crescimento e desenvolvimento [*21,

A Composicdo dos macronutrientes da carne sdo mostrados na Tabela 1, os quais
incluem agua, proteina, gordura, energia e colesterol para cada 100 g de carne magra bovina.

Tabela 1 Agua, proteina e gordura em gramas para cada 100 g de carne crua vermelha bovina. Fonte: FSA,2002
1131 Adaptada pela autora

Macronutrientes g/100 g
Agua 71,9
Proteina 22,5
Gordura 4,3

A proteina da carne tem um alto valor bioldgico pois contém os aminoacidos essenciais
gue o ser humano nao é capaz de sintetizar, além disso a ingesta de carne tem um contetdo de
lipideos que auxiliam na composicdo estrutural da membrana celular, facilita o transporte e
absorcéo de vitaminas lipossoluveis A, D, E, K. Também é fonte de micronutrientes, vitaminas
e minerais apresentadas nas Tabelas 2 e 3 respetivamente.

A carne é uma fonte importante de tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2),

niacina (vitamina B3), biotina, vitamina B6, vitamina B12 e acido pantoténico, além de fornecer
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muitos minerais, como zinco, ferro, cobre e manganés, fosforo, potéssio e selénio. A carne

vermelha pode fornecer 63% da vitamina B12 por cada 100g 4; sendo de importancia para a

sintese de neurotransmissores e DNA. A deficiéncia de vitamina B12 pode levar a anemia,

fadiga, tontura e falta de memdria ou confusdo. A vitamina B12 é encontrada apenas em

alimentos de origem animal; portanto, individuos com alimentos limitados ou sem alimentos

de origem animal sdo incentivados a tomar suplementos de vitamina B12 para evitar uma

deficiéncia.

Tabela 2 Contetido de Vitaminas por 100 g de carne crua vermelha bovina. Fonte: FSA, 2002[13]. Adaptada

pela autora

Vitaminas

100g de carne

Tiamina B1 (mg)

0,10

Riboflavina B2 (mg)

0,21

Niacina B3 (mg)

5,0

Acido pantoténico B5 (mg)

0,75

Piridoxina B6 (mQ)

0,53

Biotina B7(ug)

1

Acido folico B9 (ug)

19

Cobalamina B12 (ug)

2

Colecalciferol (ug)

0,5

a — Tocoferol (mg)

0,13

O ferro € um mineral encontrado como “ferro heme” em carnes sendo que a sua

disponibilidade ¢ melhor do que o ferro ndo heme que provem das plantas. A deficiéncia dele

pode causar anemia, fraqueza ou cansaco. Desse modo a carne € fonte rica de macro e

micronutrientes essenciais e de facil absorcéo para o ser humano %1,
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Tabela 3 Contetido de minerais por 100 g de carne crua vermelha bovina. Fonte: FSA, 2002 [ Adaptada pela
autora

Minerais 100 g de carne
Sodio (mg) 63
Potéassio (mg) 350
Célcio (mg) 5
Magnésio (mg) 22
Fésforo (mg) 200
Ferro (mg) 2,7
Cobre (mg) 0,03
Zinco (mg) 4,1
Selénio (ug) 7

2.2 Microbiologia das carnes

A carga microbiana das carnes depende do controle de varias etapas do processamento
tais como abate, aditivos adicionados, contaminantes, condi¢cdes sanitarias em: armazenamento,
distribuicdo e manipulagdo. Normalmente, os microrganismos encontrados nas carnes bovinas
frescas sdo incorporados por meio da via sanguinea, mas também pode ocorrer a partir do ar,
agua, solo, comida (ragdo), equipamentos de processo e manipula¢do humana (I,

A natureza das comunidades microbianas presentes na carne é muito diversa 0s
microrganismos mais comuns que predominam na carne refrigerada sdo as psicotréficas
Pseudomonas spp., Moraxella spp., Flavobacterium spp., Acinetobacter spp., Flavobacterium
spp., Lactobacillus. Também as bactérias produtoras de &cido latico como Brochothrix
thermosphacta, Shewanella putrefaciens e Gram-negativos e micrococos, Alcaligenes spp.,
Aeromonas spp., Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Enterobacteriaceae outros
microrganismos encontrados sdo 0s estreptococos fecais. As contaminagOes patogénicas
provenientes da microflora intestinal ou do ambiente podem abranger Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica/pseudotuberculosis, Campylobacter jejuni/coli,
Listeria monocytogenes, a enteropatogénica Escherichia coli, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens e Clostridium botulinum . Na tabela 4 ¢ mostrado os efeitos que produzem as

bactérias na carne crua bovina.
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Tabela 4 Principais efeitos de contaminagéo bacteriana em carnes cruas bovina. Adaptada

pela autora.

Efeitos

Bactérias

Permanéncia  em temperaturas de

refrigeracio, Formagcéo de biofilme 51 *

*Pseudomonas lundensis 1!
*Pseudomonas fragi 12!
Brochothrix thermosphacta 7]

Brochothrix campestris.[*”]

Producdo de uma variedade de pigmentos
n&o desejados, Azul/verde 1

Psedomonas fluorescens !

Producdo de acido latico;
a) Fermentacdo ndo desejada

b) Odor amanteigados

Lactobacillus 2%
a) Lactococcus piscium [2

b) Lactobacillus leuconostoc 2%

Producdo de COq:

temperatura e sem oxigénio

Resistencia a baixa

Enterobacteriaceae [#]

Causadoras de doencas !

Salmonella spp.,

Staphylococcus aureus,

Yersinia enterocolitica / pseudotuberculose,
Campylobacter jejuni / coli,

Listeria monocytogenes, enteropatogénica
E.coli, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens e Clostridium

botulinico.

As contaminagdes bacterianas além de causarem doencas, podem deteriorar a carne

através de suas atividades metabdlicas, alterando a qualidade do alimento. As consequéncias

podem ser observadas por alteracdo da cor, odores desagradaveis, textura de lodo amarelado,

levando assim & perda e a rejeicdo do consumidor 241

De acordo com a Resolucéo n°12 da ANVISA de 02 de janeiro de 2001, é exigido em

carnes resfriadas ou congeladas “in natura” de bovinas auséncia de Salmonella spp, e no

maximo de 10* de coliformes totais 251, Apesar da legislacéo brasileira ndo estabelecer limites

para bacterias do tipo mesofilos aerdbicos e psicrotroficas estas sdo de igual importancia para
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avaliar o estado de deterioracdo de alimentos musculares frescos ja que sdo especialmente

pereciveis em condigdes aerdbicas.
2.3 Tecnologias para descontaminacéo de carnes frescas

A carga microbiana da carcaca antes do resfriamento e distribuicdo ao consumidor
depende n&o apenas da extensdo da contaminacdo durante o processo de abate e distribuicdo
final, mas também de tecnologias para a diminuicdo do nimero de microrganismos nas
superficies. E realizada técnicas para diminuir essa carga microbiana tais como a lavagem com
agua que remove impurezas, cabelos, fezes.

Métodos fisicos como refrigeracdo e congelamento, é essencial apds a morte para a
preservacdo da carne e controle microbiolégico, métodos quimicos com o uso de agentes
oxidantes que incluem cloro, diéxido de cloro, hipoclorito, cloraminas, peréxido de hidrogénio,
0zOnio, &cido peracético e acido lactico também sdo utilizados. A sinergia dessas técnicas com
a pulverizacdo de solugdes oxidantes em altas temperaturas durante pequenos intervalos de
segundos também tem sido considerada 1. Tecnologias n&o térmicas tais como irradiacio
gama, irradiacdo com luz ultravioleta, também sdo usadas para melhorar a seguranca e
descontaminac&o dos microrganismos. 24

Foi realizado um estudo prévio pela autora na cidade de S&o Carlos, SP, para verificar
a qualidade da carga microbiana de carnes tais como carne vermelha, frango, peixe e porco que
é exibida nos acougues. A selecdo de trés acougues de forma aleatoria foi realizada e coletaram-
se as amostras e em seguida estas foram analisadas. Os dados obtidos sdo representados na
Figura 1 mostrando altas cargas de contaminagdes sendo valores todos acima de 2 unidades
logaritmicas para bactérias aerdbicas. Portanto, é de suma importancia utilizar tecnologias

antimicrobianas nesta etapa para controlar a proliferacdo microbiana.
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Figura 1 Contaminacdes microbianas contidas em carne vermelha, frango, peixe e porco, em agougues
aleatorios da cidade de S&o Carlos, SP. Fonte: Elaborada pela autora.
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2.4 Ozobnio

O o0z6nio (O3) é um al6tropo formado por trés atomos de oxigénio. E um gas instavel,
por tanto sua estrutura € dissociada rapidamente ao oxigénio molecular. Possui baixo peso
molecular (PM=48 g/mol), solubilidade em agua (0°C) de 0,64; densidade de 2.141 g/L.
Apresenta um elevado potencial de oxidacdo de 2,07 V, comparado com o cloro (1,36 V) e 0
oxigénio (1,23 V).-E encontrado na natureza, na estratosfera, formado por reacdes fotoquimicas,
os raios solares em comprimentos de onda UV (100-240 nm) dissociam as moléculas de
oxigénio as quais colidem com oxigénio molecular gerando o ozé6nio (Figura 1). Dado isso,
existem formas para a geracdo de ozénio com luz UV e descarga elétrica de alta voltagem
conhecido como “descarga de corona” (Figura 2) . O mecanismo de acdo, nas células
bacterianas ocorre por meio da oxidagao dos lipidios insaturados da membrana citoplasmatica.
Abarreira da membrana é destruida provocando vazamento do conteudo da célula, como
resultado ocorre a destruicdo gradual ou imediata da célula ?", além de oxidar proteinas,

enzimas e acidos nucléicos [,



Figura 2 llustragéo da formagéo do oz6nio por luz UV-C fornecida pelo sol. Fonte: Elaborada pela
autora.
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Figura 3 llustracdo da producdo do oz6nio por descarga corona. Fonte: Elaborada pela autora.
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2.5 Aplicagdes do ozodnio nos alimentos
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E uma preocupacio da industria alimentar obter e oferecer produtos naturais, livres de

produtos residuais, e é por isso que o 0zonio devido ao alto poder oxidante que caracteriza seu

potencial germicida o qual tem sido estudado em diferentes tipos de alimentos e processos. As

primeiras industrias que utilizaram o 0zénio em tratamentos foi a de agua em plantas.

Na industria de frutas foi encontrado um estudo em magas inativando 1 Log de E.coli

0157:H7 com ozébnio borbulhado durante a lavagem 271, Outro estudo utilizando alface, tomate

e cenouras contaminadas com E.coli ATCC 11775 expostas a 15 min de 0zdnio gasoso em

concentragdo de 5 ppm e inativou-se 1,6, 2,2 e 2,5 log de microrganismo, respectivamente [28],

Bialka e Demirci, relataram a diminui¢do de 1,4 Log e 3,0. Log em amostras de mirtilo
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contaminadas com E.coli O157:H7 e Salmonella utilizando 0z6nio pressurizado ap6s 64 min,
respectivamente 2%

Outro estudo em espinafre contaminados com E.coli e Listeria spp, foram tratados com
0z6nio gasoso 1 ppm por 10 minutos mostrando 1 Log (UFC/mL) de reducdo, também foi
variada a concentracdo para 10 ppm por curto tempo de 2 minutos obtendo 1 Log (UFC/mL)
de reducéo bacteriana, concluindo que os impactos de concentra¢des de ozénio de 1 e 10 ppm
ndo foram significativamente diferentes [,

A tecnologia o0z6nio gasosa foi estudada em plantas aromaticas secas com
contaminagdes proprias de 10° -10” Log (UFC/g). Foram utilizados orégano, tomilho, cha da
montanha, verbena e camomila de limé&o, o efeito do 0z6nio foi avaliado em 30 e 60 minutos a
4 ppm (2,6 L /min), Os resultados mostraram para as bactérias aerébicas apds 30 minutos de
tratamento com ozonio reducdes de 4,0;1,2; 2,2 e 1,4 Log (UFC/g) em orégano, limao verbena,
camomila e tomilho, respectivamente, e para o chd da montanha nao foi observado reducéo
significativa. O estudo também comparou a eficacia dos tempos e concluiu que em 30 minutos
de ozonizacdo, nenhuma reducdo adicional foi observada apds o tratamento de 60 minutos em
todas as plantas secas testadas 1.

Para a industria alimentar das carnes incluindo frango, peixe, carne vermelha,
camardes foram encontrados estudos diversos com 0 uso do 0zonio na forma gasosa e aquosa
ou combinagdes com outras técnicas.

Estudos com carnes inoculados com E.coli e Salmonella Typhimurium, foram tratados
com agua ozonizada a 1% por 7 e 15 minutos. Com reducdes de 0,44; 0,78 e 0,57 Log (UFC /
g), para coliformes, Salmonella e mesofilas aerdbicas respectivamente na carne moida no tempo
de 15 minutos. As reducBes para 7 minutos de ozonio s6 foram efetivas para Salmonella e
mesofilas aerdbicas equivalentes a 0,45 e 0,32 Log (UFC / g), respectivamente. Neste estudo
também foi analisado o efeito do ozdnio na cor e relataram que todos os tratamentos causaram
mudancas no (L*) tonando a cor mais clara 2,

Cardenas et al 13 relataram os efeitos do tratamento do 0z6nio gasoso em temperaturas
de refrigeracdo, sobre as contagens microbianas de heterotroficos mesofilos e também E.coli,
que foram inoculados em meios de cultura e em carne bovina. O tratamento consistiu em
exposicdes de 3 e 24 horas de 0zonio gasoso (154 x10° kg/m®) variando as temperaturas de 0 e
4°C, os tratamentos aplicados em meios de cultura inoculados com E. coli causaram uma
inativacdo total desse microrganismo apos 3 ou 24 horas de tratamento a 0 e 4°C. A a¢édo
antimicrobiana do ozodnio foi menos eficaz no caso de tecido bovino do que nos meios de

cultura, uma vez que parte do ozbnio reage com o0s componentes do tecido. Nos dois
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tratamentos (3 e 24 h), a reducdo microbiana foi maior ao trabalhar a 0 ° C devido a maior
solubilidade do ozénio gasoso. Em amostras de carne bovina tratadas com 0zénio gasoso, a
maior inativacdo microbiana foi observada a 0 ° C e ap6s 24 horas de exposicao, produzindo
uma diminuicdo de 0,7 Log de E. coli e 2,0 Log na contagem total de microrganismos
heterotréficos mesofilos aerébicos. No entanto, tanto a cor da superficie quanto a oxidagdo
lipidica destas amostras de carne foram inaceitaveis ap6s o tratamento para consumo. Tempos
de exposi¢do mais curtos (3 h) a concentracdo de ozénio testada em ambas temperaturas (0 e 4
°C), reduziu 0,5 Log (UFC/mL) para heterotroficos mesofilos aerobicos totais e variagdes de
0.6 - 1.0 Log nas contagens de E. coli, sem alterar a cor ou produzir rango na carne bovina.

Para tratamentos com aves, um estudo em peitos de frango com 40, 60 e 70 ppm de
0zO6nio gasoso durante 20 minutos apresentou reducdo de menos de 10 (UFC/g) em todas as
populacdes bacterianas aerdbias como coliformes totais ap6s os tratamentost®4!

Foram investigados os efeitos do 0zonio na extensdo da vida util de filés de carne de
frango liofilizados armazenados a 21 + 1 ° C. As amostras foram expostas a0 0zOnio gasoso
com trés concentracdes de 0,4; 0,6 e 0,72 ppm durante 10, 30, 60 e 120 min. O prazo de validade
das amostras de carne de frango liofilizadas ozonizadas foi determinado usando anélises
microbioldgicas e sensoriais durante 8 meses de armazenamento. Os resultados mostraram que
para amostras controles congeladas e liofilizadas no segundo més houve aumento de até 7 Log
(UFC/g) sendo a carga inicial 4 Log (UFC/g) aproximadamente. Para amostras tratadas com
0zOnio, as contagens sempre foram menores de 4 Log (UFC/g) sendo a melhor combinacéo de
0,6 ppm por 10 min de oz6nio e liofilizagdo, reduzindo no 6° més 2,74 Log (UFC/g) sem alterar
as caracteristicas sensorias do produto e aumentando a vida Util da carne de peito de frango cru
por até 8 meses [,

Outro estudo relatado para carne de peru, tratada com 0zonio (1 x 10? kg/m?, por até
8 h) mostrou redugbes de aproximadamente 2,9; 2,3 e 1,9 Log nas contagens de bactérias
mesdfilas aerdbicas totais para 6 h de exposicdo, Enterobacteriaceae e levedura,
respectivamente, mas as caracteristicas sensOrias foram alteradas tais nos teores de carbonila,
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, valores de cor e pH das amostras ¢

Em 2001 o uso do ozédnio foi pelo FDA (Food Drug Administration) tanto na forma
gasosa como aquosa para aplicagdes no alimento como aditivo antimicrobiano [, Na tabela 5
se encontra o resumo dos estudos relatados do uso do ozonio em alimentos para inativagdo

microbiana.
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Tabela 5 Resumo de uso de as aplicagdes do ozénio para reducdo microbiana. Elaborada pela autora

Alimento Técnica Reducdo de Bactéria

Frutas(?], Ozonio borbulhado 1 Log de E.coli 0157:H7

Alface [?8], Ozonio gasoso por 15 1.6 Log E.coli ATCC 11775
minutos, 5ppm

Tomate 1281, 2.2 Log E.coli ATCC 11775

Cenoural?l, 2.5 Log E.coli ATCC 11775

Mirtilio [2°] Oz0nio gasoso pressurizado | 1.4 Log E.coli 0157:H7

apos 64 min

3.0 Log Salmonella spp

Espinafre %

Ozo6nio gasoso por 10

minutos, 1ppm

1 Log E.coli e Listeria

Orégano Y

Limao verbenal®l

Ozbnio gasoso por 30

minutos, 4ppm

4.0 Log Bactérias aerobicas

1.2 Log Bactérias aerobicas

Camomilhal®!! 2.2 Log Bactérias aerdbicas
Tomilhof 1.4 Log Bactérias aerobicas
Carne Agua ozonizada 1% por 15 | 0.4 Log Coliformes totais
minutos (21 0.78 Log Salmonella
0.57 Log Bactérias
mesofilas
Ozo6nio gasoso 24 horas | 0.7 Log E.coli
(156% 10® Kg/ m®) 0° C %1 | 2.0 Log Bactérias mesofilas
Ozénio gasoso 3 horas | 0.5 Log Heterotroficos
(156% 10® Kg/ m®) 0° C ¥ | mesofilos
0.6-1 Log E.coli
Frango Ozénio gasoso 40, 60, 70 | <10 UFC/g

ppm por 20 minutos 134

Liofilizado com o0z6nio
gasoso por 10 minutos. 0.6
ppm [35]

2.75 Log sexto més de

armazenamento.

Carne de peru

Oz6nio 1x10° Kg /m? por 6

horas [36]

2.9 Log Bacterias mesofilas
2.3 Log Enterobacteriaceae
1.9 Log Levedura
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2.6 Luz ultravioleta

A luz ultravioleta (UV) se estende na faixa de comprimento de onda do espectro
eletromagnético na regido nao ionizante, entre os raios X (100 nm) e a luz visivel (400 nm). As
subdivisdes da luz ultravioleta est& definida por comprimentos de onda longo de 320-400 nm
(UV-A), comprimento de onda médio que abrange de 280-320 nm (UV-B), comprimentos de
onda curtos de 200-280 nm (UV-C) e a regido de UV de vacuo de 100-200 nm (UV-V) 8. O
pico germicida é no comprimento de onda de 254 nm pois a maioria dos microrganismos
absorvem a luz nesse comprimento de onda, o qual é suficiente para causar mudancas fisicas
de elétrons e rompimento nas ligacbes do DNA evitando a reproducédo celular. O mecanismo
de acdo é causado pela absorcdo da luz nas bases de pirimidina que séo sensiveis a UV-C,
induzindo a formacéo de ligacdes covalentes de dimeros de pirimidina, as pirimidinas sdo as
bases de timina, citosina e adenina, esses dimeros de pirimidina sdo formados quando as bases
de timina adjacentes dentro de uma mesma fita de DNA ao absorver um féton de UV forma a
dimerizacdo da timina ( Figura 4), isto inibe a correta replicacdo do DNA e consequentemente

a morte celulart®,

Figura 4 llustracdo Da dimerizacao da timina por efeito da luz UV/-C. Fonte: Barbosa et.al 2% (2004).
Adaptada pela autora
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2.7 Uso de luz UV-C nos alimentos

A radiagdo ultravioleta em seu pico germicida, comecou a ser utilizada amplamente
na década de 1930 para descontaminacdo de ar, no ambiente hospitalar, na esterilizacdo de
embalagens e no processamento de alimentos, sendo a primeira aplicacdo no tratamento de
agua, apos isso na industria de sucos 9. Sendo assim aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) 291,
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Um estudo realizado em suco de maca e laranja para a inativagdo de coquetéis de E.coli
e Saccharomyces cerevisiae com diferentes técnicas como luz UV-C de baixo comprimento e
tratamento ultrassénico em tempos de 10 minutos, observou a inativacao de 2,2 Log (UFC/mL)
para tratamento ultrassonico e para irradiacdo de luz UV-C 4,5 Log (UFC/mL) em suco de
maca. E para suco de laranja 2 Log (UFC/mL) no dois tratamentos para a cepa E.coli ATCC
35218, Para S. cervisiae em suco de macé foi inativado 3 Log (UFC/MI) para 15 minutos de
luz UV-C 41

Foi relatado um trabalho de cubos de meldo com aplicacdo de luz UV-C durante as
operacOes de corte e antes da embalagem, para a analise de contagem microbiana, cor, firmeza,
escoamento de suco, propriedades sensoriais A exposi¢do da luz UV-C inativou 2 Log para a
contagem total vidvel e Enterobacteriaceae , respetivamente. Para os estudos de cor e firmeza
ndo teve efeito negativo e para os vazamentos de suco a irradiacdo melhorou devido a formacéo
de uma fina pelicula seca nas amostras, também foi associado uma melhoria no sabor em
relagdo com amostras ndo tratadas (2. Para maga cortada, também foi relatado o efeito do
tratamento com luz UV-C em 1,2; 6,0, 12,0 e 24,0 kJ / m?, mostrando para todos os tratamentos
reducdes de 1-2 Log nas contagem viaveis totais, mas tratamentos com dose maior a 1,2 kJ /
m? apresentaram desidratac&o e fendmenos oxidativos 3! Concluindo que o tratamento com luz
UV-C demonstrou ser uma tecnologia de alto potencial para descontaminacdo superficial de
frutas prontas para consumo.

Para a industria de carnes foi encontrado um estudo em peito de frango inoculados
com Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes,Salmonella typhimurium em concentracdes
de 67 Log (UFC / g). Irradiados com luz UV-C nas doses 0; 0,5; 1, 3 e 5 kJ/ m2. A irradiacéo
com UV-C a 5 kJ / m? reduziu as populagdes iniciais de C. jejuni, L. monocytogenes, e S.
typhimurium em 1,26; 1,29 e 1,19 Log (UFC / g), respectivamente, Sem causar alteracdes na
cor 1. Em outro estudo carnes moida inoculadas com cepas de Salmonella ap6s irradiacdes
com luz UV-C reduziram 1 Log (UFC/g) (%1, Stermer et. al em 1987 relataram a inativagéo de
bactérias em superficies de carne fresca, utilizando a luz UV-C em doses de 150 mW s / cm?
(275 uW / cm? por 550 s) com redugBes em torno de 2 Log de na superficie lisa da carne (carne
bovina) sem alteragdes significativos na cor (Hunter "a", vermelhiddo) ou na aparéncia geral.
Concluindo que a luz UV-C pode ser uma alternativa para inativagdo de bactérias [*°!. Na tabela
6 se encontra 0 resumo dos estudos citados com aplicacdo de luz UV-C para inativacao

microbiana em alimentos.
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Tabela 6 Resumo de uso de as aplicagdes da luz ultravioleta UV-C para reducdo microbiana. Elaborada

pela autora

Alimento

Técnica

Reducgdes bacterianas (Log)

Suco de maca 1]

Luz UV-C por 10 minutos

4.5 E.coli

Suco de Laranja 4

Luz UV-C por 10 minutos

2.0 E.coli

Meldo em cubos 4

Luz UV-C 12 KJ/m?

2.0 Enterobacteriaceae

Maga 4]

Luz UV-C KJ/m?

1-2 mesofilas aerdbicas

Frango 4

Luz UV-C 1.2 KJ/m?

1.26 Campylobacter jejuni
1.26 Listeria monocytogenes
1.19Salmonella Typhimurium

Carne moida [#9)

Luz UV-C 150 mWs/ cm?

2 Aerébicas
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3  OTIMIZACAO DO USO DO 0ZONIO GASOSO PARA PRESERVACAO DE
CARNES BOVINAS

3.1 Contextualizacao

As dificuldades na industria alimentar relacionadas ao uso de sanitizantes para o
controle microbiologico, sem aumentar os custos e sem modificar o alimento, sdo ainda desafios
enfrentados atualmente. Além disso, os consumidores tém evitado alimentos que tenham
passado por processamento quimico, e as industrias tém buscado tecnologias sustentaveis para
alimentos livres de residuos e minimamente processados [47]

Outro desafio € a disponibilizacdo de sanitizantes que possam ser facilmente aplicados
em larga escala, considerando que os alimentos passam por diversas etapas de processamento
até o armazenamento final, sendo, portanto, expostos a diversos pontos de possivel
contaminagdo. Com base nas propriedades antimicrobianas do 0z6nio gasoso e sua utilizagdo
na industria alimenticia, existe a perspectiva de utiliza-lo em alimentos, como por exemplo, no

setor de carnes.

3.2 Objetivo geral

O objetivo deste estudo consistiu em desenvolver um protétipo com a tecnologia de 0z6nio

gasoso para a descontaminacao superficial de microrganismos em carnes bovinas.

3.2.1 Objetivos especificos

o Avaliar o potencial do protdtipo para a inativacdo microbiana superficial em
amostras inertes e carnes bovinas contaminadas com E.coli e contaminaces in natura

o Avaliar o efeito do ozénio gasoso aplicados a ciclos de refrigeracdo de 12 horas em
carnes bovinas com contaminacdes in natura

o Avaliar em carnes bovinas, ciclos repetitivos de exposi¢fes de 0z6nio gasoso em

diferentes tempos de aplicagéo.
3.3 Metodologia
A metodologia proposta foi baseada em provas de conceito e em ensaios

microbioldgicos, nos quais a efetividade do protétipo foi avaliada realizando variagdes nos

protocolos de aplicagéo em diversas situagdes, a fim de validar o desenvolvimento da tecnologia
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3.3.1 Protdtipo de descontaminacéo de alimentos

Para a montagem do protétipo (Figura 5 a) foi utilizado um gerador de 0z6nio marca
Blue Ocean®, modelo BO-10 QNAON (Figura 5 b), com um fluxo de saida (Oxigénio) de 10,8
g /h. Um cilindro de aco inox foi adaptado ao gerador de ozonio para criar uma camera isolada
com entrada e saida de ozénio mediante borrachas de plastico. Em seu interior possui um
suporte para pendurar as amostras (Figura 5 c), permitindo maior contato com o gas.

A fonte de ar utilizada foi oxigénio industrializado de 95% de pureza com uma razao
de 2,6 L/min. As adaptacOes foram desenvolvidas pelo Laboratorio de Apoio Tecnolégico, no
Instituto de Fisica de Sdo Carlos (LAT/IFSC/USP)

Figura 5 Montagem do protdtipo. (a) Equipamento com cilindro (camara isolada), (b) Gerador de ozdnio Blue
Ocean®, (c) Visao interna do cilindro. Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Microrganismos

O microrganismo Escherichia coli (ATCC 25922) foi utilizado nos experimentos para
contaminacdo das amostras de carne. Para ativacdo das bactérias, 1 mL do microrganismo foi
suspendido em 9 mL de meio de cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI) a 37 °C, 150 rpm
por 16 horas. Apds esse periodo, 5 mL dessa cultura foram inoculados em 45 mL de BHI liquido
sob as mesmas condicOes anteriores, em incubadora do tipo rotacional (Quimis®). Em seguida,
as bactérias foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos (Centrifuga 5702 Eppendorf®)
e resuspendidas em tampdo fosfato salino (Phosphate buffered solution, PBS) esterilizado. Esse
procedimento foi repetido trés vezes. Com as bactérias resuspendidas em PBS, foram realizadas
diluicBes para ajustar o indculo a uma concentragio de 10° unidades formadoras de col6nia por
mililitro (UFC/mL).
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3.3.3 Preparo das amostras

3.3.3.1 Superficies inertes

Amostras de superficies inertes, no formato de anel (arruela-M8), em aco inoxidavel,
com superficie lisa, e esterilizadas foram utilizadas para garantir que fatores externos, tais
como porosidade e aderéncia de substancias como nutrientes, ndo interferissem na prova de
conceito. As amostras foram contaminadas por imersdo durante 15 minutos com E.coli numa
concentragéo de 10° (UFC/mL)

3.3.3.2 Carnes Bovinas

Amostras de carne bovina foram compradas em agougues de selecdo aleatéria da
cidade de S&o Carlos, SP. O tipo de corte utilizado no estudo foi sempre 0 mesmo, proveniente
da parte traseira do animal, carne classificada como patinho. As amostras foram padronizadas

para um tamanho com area de 10 cm?e 2 mm de espessura.

3.3321  Contaminagdo com Escherichia coli

Para garantir uma descontaminacédo das carnes antes da contaminacdo intencional com
E. coli, evitando contamina¢des cruzadas, foi realizado um procedimento pré experimento. A
descontaminacdo pré experimento das carnes foi realizada com agua destilada em uma garrafa
de vidro com agitacdo manual por 1 minuto. Em seguida, as amostras foram filtradas e a agua
destilada descartada. Este procedimento foi repetido duas vezes. Com as bactérias

resuspendidas em PBS foram inoculadas as carnes bovinas durante 15 minutos

3.3.3.2.2 Amostras in natura

Para testar a descontaminacdo com 0z6nio gasoso em carnes as amostras foram
homogeneizadas para a mistura das bactérias ja contidas na carne bovina. A homogeneizacdo
foi feita em uma garrafa de vidro estéril com agua destilada, agitando manualmente por 1
minuto todos os pedacos de carne, apos 15 minutos, as amostras foram retiradas da garrafa

dentro do fluxo laminar para iniciar o experimento.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia

30

3.3.4 Tratamento com 0z6nio gasoso em superficies inertes e carnes
bovinas

Para avaliar o prototipo de 0zonio gasoso foram realizados experimentos de inativacao
microbiana em amostras de superficies inertes e em amostras de carnes bovinas (sec¢ao 2.3.3).

Os ensaios consistiram em colocar amostras dentro do prototipo e submeté-las a
diferentes tempos de exposi¢do ao 0zonio (1, 10 e 30 minutos) A concentra¢do do 0z6nio gasoso
foi de 15 ppm. Apds cada tempo de exposicao, as amostras foram retiradas do prot6tipo com o
auxilio de uma pinca esterilizada, e em seguida, cada amostra foi colocada em um tubo Falcon
com 10 mL de PBS, homogeneizada por 1 minuto em agitador automatico. Para a andlise do
tratamento, duas coletas foram realizadas: (1) imediatamente apds o tratamento e (2) 2 horas
ap6s o tratamento. Além disso, foram feitos dois procedimentos diferentes de coleta
microbioldgica nas amostras: (1) Swab e (2) homogeneizacao.

Foram feitas diluicBes seriadas e posteriormente semeadas em placas de Petri-contendo
meio de cultura agar BHI. Em seguida, as placas foram colocadas na estufa (Eletrolab®) a 37
°C. A contagem das unidades formadoras de col6nia por cm? (UFC/cm?) foram feitas apds 24

h. Os experimentos foram realizados em triplicata com um n=9

3.3.5 Analise do tratamento

3.35.1 Swab

Foram utilizados swabs estéreis de hastes plasticas de 15 cm com algodédo especial de
alta absorcdo. Para todas as amostras do controle e do tratamento, o swab foi umedecido com
PBS antes da coleta das bactérias. Os movimentos realizados foram em dois sentidos, vertical
e horizontal com respeito a posi¢do da amostra. Além disso, a haste plastica foi girada até o
final, sendo o angulo utilizado de 30°. Logo ap6s, o Swab foi introduzido em um tubo Falcon
com 10 ml de diluente (4gua destilada esterilizada) e agitado no vortex por 1 minutol*l,
Diluigdes seriadas foram realizadas e semeadas em placas de Petri e imediatamente incubadas
em estufa & 37 °C por 24 horas para consecutiva contagem das UFC/cm?. Os experimentos

foram realizados em triplicata com n=9

3.3.5.2  Homogeneizacao

A técnica da homogeneizacdo consistiu na coleta da amostra com pincas estéril, e
inserida dentro de um tubo Falcon com 10 mL de diluente (agua destilada auto estéril), a qual
foi homogeneizada no agitador de tubos do tipo Vortex por 1 min. Diluicdes seriadas foram
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feitas e semeadas em placas de Petri, incubadas em estufa a 37 °C por 48 h, para 0 contagem
das UFC/cm? %1, Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.6 Ciclos de refrigeracdo com disponibilizacdo do 0z6nio gasoso

Para a realizacdo deste ensaio foi necessaria uma pesquisa nos agougues locais, para
saber sobre os ciclos de refrigeracdo que sdo submetidas as carnes e os produtos de carne nos
acougues, para assim poder investigar os comportamentos microbioldgicos nesses ciclos de
refrigeracdo até ser vendido. Além disso, foram incluidas exposi¢fes ao 0zdnio para estudar os
comportamentos microbioldgicas na auséncia e na presenca do ozénio. A metodologia usada
para a coleta das amostras foi a técnica de homogeneizacdo descrita no item 2.3.5.2 Os
microrganismos a estudar foram provenientes da carne in natura. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

De acordo com 0s agougueiros, ao redor da regido os processos de refrigeracdo que
armazenam as carnes até ser vendida sdo o0s seguintes:

1.  Chegada do corte bovino ao agougue, que é imediatamente refrigerado
na camara frigorifica na temperatura de -1 a 0 °C;

2.  Retirada do corte bovino da camara frigorifica cerca de 20 minutos de
antecedéncia para aclimatizar, e realizacdo de cortes em temperatura ambiente;

3. Permanéncia do corte bovino por 12 horas nos balcdes refrigerados com
temperatura de 4 °C, o que corresponde ao horario comercial de venda;

4. Ao fim do dia comercial, as carnes que ndo foram vendidas voltam para
a camara frigorifica por 12 horas, sob temperatura de -1 a 0 °C.

Com base nesse processo, um ciclo de refrigeracdo como acontece nos agougues foi
simulado no laboratério durante um dia, e 0s experimentos foram realizados a cada 12 horas,
guando ha mudanca de temperatura. As exposi¢oes das carnes ao gas 0zonio foram realizadas
em diferentes tempos, isto €, 1, 10 e 30 minutos, sempre com uma amostra controle, que ndo
recebeu gas 0zonio, mas teve 0s mesmos parametros de temperatura e tempo. A continuagédo o

diagrama de fluxo das coletas microbioldgicas realizadas para a simulagéo:

oz6nio 1,10,30 o ozonio 1,10,30
Controle > 12h(0°C) > i > 12h(4°C) > min >




32

3.3.7 Exposicdes ao 0z6nio gasoso com variacdes no tempo de espera entre
cada ciclo

3.3.7.1 Preparo do isolado de carnes

Os microrganismos isolados de carne bovina foram coletados de vérias amostras
advindas de diferentes agougues. Para isso, foi utilizada a técnica da homogeneizagdo. As
amostras foram homogeneizadas em um tubo Falcon, com 10 mL de &gua destilada
autoclavada. Em seguida, uma aliquota de 1 mL da solu¢do homogeneizada foi inoculada em 9
mL de meio liquido BHI. A suspencao de bactérias foi incubada a 37 °C por 16 horas em rotacéo
de 150 rpm. As bactérias suspendidas em meio liquido foram guardadas em tubos criogénicos
com glicerol 20% e congeladas a 4 °C, criando-se um estoque de bactérias.

Para cada experimento, a ativacdo das bactérias ocorreu transferindo-se 1 mL do
volume presente no tubo criogénico em 9 mL de meio liquido BHI em tubo Falcon, que foi
incubado a 37 °C por 16 horas em rotagdo de 150 rpm. Apoés esse periodo, o indculo foi semeado
em placas de Petri contendo meio agar BHI, em triplicata, e a identificagdo das coldnias foi
realizada de forma qualitativa pelo fenotipo. As colbnias repetidas em cada placa de Petri foram
coletadas, e cada col6nia foi guardada isoladamente em meio liquido BHI com glicerol a 40%.

Para formar o pool de bactérias, 1 mL de cada col6nia repetida, guardada isoladamente,
foi inoculado em 9 mL de meio liquido BHI em tubo Falcon, que foi incubado a 37 °C por 16
horas em rotacdo de 150 rpm. Apds o crescimento, aliquotas de 600 pL de cada indculo foram
guardadas junto com 600 pL de glicerol a 40% em tubos criogénicos, para ensaios posteriores.

Para a realizagdo dos experimentos, os microrganismos foram inoculados em tubo
Falcon com 9 mL de meio de cultura liquido BHI e incubados a 37 °C por 16 horas em rotacéo
de 150 rpm. Este procedimento foi feito em duplicata para um total de 20 mL de in6culo.
DiluicBes na proporcdo 1:4 foram feitas para a concentracdo final do in6culo. As amostras de
carne foram deixadas em contato com o inéculo por 15 minutos e, logo apds, foram retiradas e

secadas dentro do fluxo laminar a temperatura ambiente, por 15 minutos

3.3.7.2 Andlise

O preparo das amostras de carne bovina foi descrito na se¢édo 3.3.3.2.1 utilizando os
isolados de carne descrito no item anterior. Neste experimento, o tempo de exposi¢éo da carne
ao gas ozénio e o tempo de espera entre cada ciclo foram variados de acordo com a seguinte
combinagéo:

- 1 minuto de exposicdo e 1 hora de espera por ciclo, durante 10 ciclos;
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- 1 minuto de exposicéo e 30 minutos de espera por ciclo, durante 10 ciclos;
- 10 minutos de exposi¢édo e 30 minutos de espera por ciclo, durante 10 ciclos;

- 10 minutos de exposicdo e 10 minutos de espera por ciclo, durante 10 ciclos.

Chama-se de ciclo: tempo de exposi¢do ao gas 0zonio + tempo de espera da reacdo do
gés + realizacdo de prova microbioldgica.
Estes ensaios foram feitos em duplicata (n=6). A concentracdo do gas ozo6nio foi a

méaxima produzida pelo equipamento.

3.3.8 Analise estatistica

Os resultados foram verificados conforme a sua distribuicdo paramétrica. Para os
dados com distribuicdo normal paramétrica foi aplicado o teste ANOVA One Way, e para dados
com distribuicdo ndo paramétrica foi aplicado o teste Kruskal-Wallis. Os resultados sédo
apresentados pela média e desvio padrdo, para a distribuicdo normal, e pelas medianas, para a
distribuicdo ndo paramétrica. O nivel de significancia foi de (p < 0,05).

3.4 Resultados e discussao

3.4.1 Avaliacdo do proto6tipo de 0zdnio gasoso

34.1.1 Avaliacdo de contaminacdes por E.coli em superficies inertes

Para avaliar a eficacia do protétipo foram realizados testes microbiolégicos, no qual
os dados foram transformados de UFC/cm? para LogUFC/cm? para melhor visualizagdo dos
resultados. Uma arruela de aco inox utilizadas para a prova de conceitos de efetividade do
equipamento de 0z6nio gasoso ofereceu condi¢fes que ndo prejudicaram o experimento como
aderéncia, porosidade, aprovisionamento de nutrientes ou agua, entre outros. Na Figura 6,
observa-se uma tendéncia de reducdo microbiana com o aumento do tempo de exposicdo. Os
resultados mostram que em 30 minutos de tratamento com intervalo de 2 horas para coleta da
amostra a ser analisada foi apresentada uma reducdo de 3,88 Log (UFC/cm?) de E.coli em
relacdo ao grupo controle. Desse modo, o protétipo demostrou um potencial de

descontaminacdo para futuros protocolos.
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Figura 6 Avaliagdo do prototipo de 0zonio gasoso para superficie inerte (arruela de ago inox) contaminada com E.
coli, em tempos de exposi¢do ao ozonio de 1, 10 e 30 minutos, e tempos de espera para a coleta microbioldgica
imediatamente apds o tratamento (Oh) e apds 2 horas (2h). *Significativamente diferente do controle (p < 0,05).
Os valores expressam a média e desvio padrdo. Fonte: Elaborado pela autora
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Os resultados encontrados na literatura como o0s apresentados por Ginny Moore et.al
(2000) B ytilizaram diferentes microrganismos de interesse na inddstria alimentar, aplicando
gas ozénio a corpos de prova de aco inox, 0s autores observaram uma reducdo de
aproximadamente 4,85 Log ap6s 4 horas de exposicdo com 2 ppm para E. coli. Outras
superficies inertes foram avaliadas por Ameer Megahed et al (2018) U as quais apresentaram
reducdo de 3,2; 1,6 e 0,6 Log para plastico, metal e borracha, respectivamente, com 8 minutos
de exposi¢do ao 0zOnio gasoso com a 9 ppm. Desse modo os resultados obtidos no presente

trabalho corroboram como o esperado pela literatura.

3.4.1.2 Avaliacéo de contaminagdes por E. coli em carnes bovinas

A Figura 7 mostra a agdo antimicrobiana do 0zénio gasoso em carnes bovinas
contaminadas com E. coli. Observou-se que no tempo de 10 minutos de exposi¢do de o0zonio
gasoso, 0 tratamento com intervalos de coleta da amostra de 0 horas apresentou a maior redugéo
bacteriana de 0,72 Log e apos 2 horas 0,68 Logs, essa menor inativacdo microbiana é
provavelmente € decorrente da carne ser um alimento composto majoritariamente de agua,

proteinas, lipideos e nutrientes que proporcionam a multiplica¢cdo microbiana, além de possuir
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uma superficie rugosa, o que possibilita maior aderéncia das bactérias. ! O tempo de
exposicdo de 1 minuto ndo foi suficiente para oxidar as células bacterianas presentes e com 30

minutos de exposicdo ha conversdo do 0zénio em oxigénio, diminuindo os efeitos oxidativos.

Figura 7 Avaliacéo do protdtipo de ozdnio gasoso para carnes bovinas contaminadas com E. coli, em tempos de
exposicao ao ozdnio de 1, 10 e 30 minutos, e tempos de espera para a coleta microbiolégica imediatamente apds
o tratamento (Oh) e apds 2 horas (2h). *Significativamente diferente do controle (p < 0,05). Os valores expressam
a média e desvio padrdo. Fonte: Elaborado pela autora.
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Além disso, a concentracdo da bactéria patogénica é superior as encontradas em
acougues, além de serem compostas por diversos microrganismos, 0s quais podem apresentar
menos viruléncia. A E. coli foi escolhida por ser muito estudada, além de ser uma bactéria
patogénica em alimentos e de facil reproducdo. A E. coli ¢ um microrganismo no comensal do
trato intestinal do homem e de outros animais e compreende um grande numero de grupos e
tipos soroldgicos. De acordo com a normativa brasileira (ANVISA,2001) existem limites de
aceitacdo para coliformes totais de 10* sendo E. coli parte desses grupo. A contaminagio
microbiana de alimentos por organismos patogénicos é avaliada através da presenca de
microrganismos indicadores de contaminacdo fecal. Os organismos indicadores mais comuns

sdo coliformes totais e os coliformes fecais e, dentre eles, especialmente a E. coli.
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Esses resultados demonstram as diferencas da aplicacdo do prot6tipo em diferentes
materiais, visto que comparativamente em amostras inorganicas o resultado de inativacdo foi

superior em relacdo as amostras bioldgicas.

3.4.1.3 Avaliacéo de contaminagdes in natura em carnes bovinas

Com o intuito de avaliar a efetividade do protétipo frente ao mal-uso dos instrumentos,
distribuicdo, transporte das carcacas e contato com o operario foram realizados experimentos
em condic¢des de contaminacdo durante a venda de carne para os consumidores. Entdo foram
delineados experimentos considerando a contaminacgdo in natura, ou seja, sem a adicdo de
indculo bacteriano conhecido.

Na Figura 7, observa-se que o oz6nio ndo foi capaz de inativar 0s microrganismos
presentes na superficie da carne, visto que no tempo maximo de tratamento com exposicéo da
carne ao 0z6nio gasoso, as bactérias apresentaram 0,2 Log maior que o controle, uma hipétese
é que o uso da metodologia de homogeneizacdo empregada para a coleta das amostras. Neste
caso, a homogeneizacdo pode ter liberado bactérias que estavam em regides mais profundas
para a area superficial da carne, uma vez que a gua pode percorrer a porosidade da carne
auxiliando na remocg&o mecénica do interior do tecido

Na Figura 8A, foi observado 10% de reducdo microbiana em 10 min. que é similar ao
resultado de 1 minuto de tratamento com o0zénio gasoso. Em 30 minutos ndo foi possivel
observar reducdo comparado com o namero inicial de bactérias Esses resultados podem ser
explicados por dois fatores O primeiro € que 0 gas 0z6nio possui baixa difusdo para superficies
complexas Y e o segundo, é que os microrganismos estdo localizados tanto na superficie da
carne quanto em seu interior e, sendo assim, a técnica de homogeneizacéo pode ter auxiliado a
saida dos microrganismos do interior da amostra. O tratamento das carnes com um Swab para
coleta das bactérias é apresentado na Figura 8B, representam a quantidade de bactérias que
receberam o gas ozénio, por estarem localizadas superficialmente na amostra, e a quantidade
de bactérias que ndo receberam o gas 0z6nio, por estarem localizadas internamente na amostra
de carne.

Ja o tratamento das amostras de carne em que a coleta das bactérias foi realizada por
swab é apresentado na Figura 8B, e inclui apenas os dados das bactérias que receberam o

tratamento do 0z6nio gasoso, ou seja, as localizadas superficialmente nas amostras de carne.



Ly
o

0,5

Sobrevivéncia celular (%)

0,0

37

Figura 8 Avaliacdo do prot6tipo de ozdnio gasoso para carnes bovinas com contaminacdo propria (in natura),
utilizando a técnica de coleta homogeneizacdo (A) e swab (B). *Significativamente diferente do controle (p <
0,05). Os valores expressam a mediana. Elaborado pela autora.
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E valido ressaltar que ao comparar os dois métodos de coleta verificou-se que 0s
resultados podem ser distintos em decorréncia de cada técnica, sendo uma coleta superficial
para 0 Swab e uma coleta interna e externa para a homogeneizacao. Por esta razdo, € importante
adequar a técnica com a caracteristica do equipamento e tratamento aplicado.

Por conseguinte, a metodologia empregada foi alterada para este tipo de avaliagéo in
natura. Para coletar as amostras se utilizou o método de coleta de microrganismos
superficialmente com Swab, com o objetivo de verificar a inativacdo na area superficial. Os
resultados foram mostrados em porcentagem devido a variagdes de contaminacdo in natura em
cada amostra controle. Assim, na Figura 8B foi possivel observar a reducdo do numero de
bactérias logo apds 1 minuto de exposicéo ao gas 0zonio, reducdo essa que se manteve também
no tratamento 30 minutos de exposicdo, sendo o melhor resultado de inativagéo obtido com 10

minutos de exposicdo ao gas o0zodnio, no qual foi conseguido 52% de reducdo na carga
bacteriana.

3.4.2 Ciclos de refrigeracdo com disponibilizacédo do oz6nio

A Figura 9 mostra os resultados referentes aos experimentos de ciclos de refrigeragéo
da carne para exposicdo e venda em agougues, que intercalam tempos de armazenamento nos
balces, freezers ou camaras frigorificas.
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Para investigar a agdo do 0z6nio gasoso no comportamento microbioldgico nesses
ciclos de refrigeragdo até 0 momento da venda das carnes, foram simulados ciclos de exposi¢do
ao 0z0Onio gasoso durante 24 horas. Assim, as amostras foram expostas ao 0zonio gasoso por 1,
10 e 30 minutos a cada 12 horas, considerando mudancas de temperatura nas primeiras 12 horas
de 4 °C e 0 °C nas outras 12 horas. Além disso, uma amostra controle sem exposi¢ao ao gas
ozonio foi analisada para conferir a tendéncia de proliferagio microbiana sem uso de
sanitizantes.

As amostras tratadas tiveram na primeira mudanca de temperatura (4 °C) em 1 minuto
de exposicdo ao gas 0zOnio uma reducéo de 1,98 Log (UFC/cm?) da carga microbiana, e em 30
minutos 2,04 Log (UFC/cm?). Apds a segunda mudanca de temperatura, as amostras controle
tiveram um crescimento maior em relacdo as amostras tratadas com gas 0z6nio, mantendo-se
assim a preservacdo da carga microbiana.

Figura 9 Ciclos de refrigeracéo de 12 horas e tratamento de ozénio gasoso de 1, 10 e 30 minutos, em carne bovina
contaminada com diferentes espécies microbianas. * Significativamente diferente do controle (p<0,05) e

significativamente diferente do 12 (p<0,05) A Significativamente diferente do 12+ (p<0,05). Os valores expressam
a média e desvio padrdo. Elaborado pela autora.
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Os resultados, portanto, evidenciam que a aplicacdo do 0zdnio gasoso, embora nao
esterilize a carne, exerce uma preservacdo microbiana e evitando a proliferacdo ao longo dos

tempos analisados. Além disso, 0 grupo ndo tratado apresentou um aumento significativo de
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bactérias, 0 que demonstra a necessidade de incluséo de técnicas para o controle microbiolégico
em alimentos, sendo 0 0z6nio um sanitizante promissor, assim como demonstrados por
Cardenas et.al (2011) %1,

3.4.3 Exposicdes ao Ozdnio com variagdes no tempo de espera entre cada
ciclo

Os experimentos foram realizados para contribuir no entendimento do comportamento
das bactérias contidas na superficie das carnes variando os tempos de exposi¢do e espera entre
cada ciclo de ozonio.

De acordo com a Figura 10 a, observa-se que o melhor resultado é obtido no ultimo
ciclo (10), com tempos de espera de 30 e 10 min. Embora ndo tenha uma reducdo significativa,
as inativacdes das bactérias se mantem abaixo das cargas inicias. Para as variacdes de intervalo
de exposicdo de 0zonio de 1h foi observado um crescimento microbiano de 6% comparado com
a amostra controle no Gltimo ciclo, isso ocorre possivelmente devido ao metabolismo dessas
bactérias, quando o tempo de espera entre exposi¢do ao 0zénio é maior, permite que as bactérias
se recuperem e se reproduzam. Em média a maioria das bactérias tem tempo de geracédo de 20
min B2, N3o obstante, ao fazer as analises comparando as trés variaveis, verificou-se,
sutilmente, que a medida em que o tempo de espera € menor, ha uma maior inativacao
microbiana. Também foi observado uma reduc¢édo de 12,3% no tempo de espera de 10 min no
ciclo 3.

Devido a esse resultado, os proximos experimentos foram feitos com tempos de espera
de 30 e 10 min, como mostra a Figura 10b. VVariou-se o tempo de exposi¢ao ao 0zonio, deixando
atingir 10 min para comparar as amostras controles com o tempo. Foi adicionado mais uma
amostra sem exposicdo ao 0zonio, a qual foi coletada apos finalizar o ultimo ciclo. Desse modo,
obteve-se um aumento de 24% a mais que uma amostra controle coletada no inicio (Figura 7 b,
0*). Em contrapartida, amostras tratadas com 0zonio apresentaram uma reducdo no ultimo ciclo
de 20%, e no ciclo 8 com tempo de espera de 30 min uma reducao de 24%.

Como os resultados demonstrados, o 0z6nio gasoso foi capaz de exercer atividade
antimicrobiana, porém a carne por ser um tecido biolégico além de ser uma matriz de suporte
confere aderéncia para as células, é fonte nutritiva que favorece sua proliferacédo. Por esta razéo,
os melhores resultados obtidos sdo os que atuam entre o tempo de geracdo bacteriana e 0s que

fornecem tempo de exposi¢do suficiente para oxidar a bactérias presentes na amostra.
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Figura 10 a) Exposicdo ao 0zdnio gasoso por 1 min, variando tempo de espera entre ciclo de 1 hora, 30 min, 10

min em amostras de carne. b) Exposi¢do ao 0z6nio gasoso por 10 min, variando tempo de espera entre ciclo de 30
min, 10 min em amostras de carne. *Significativamente diferente do controle e 0* (p<0,05). Os valores expressam
a mediana. Elaborado pela autora.
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3.5 Conclusodes

A construcdo do prototipo foi realizada em pequena escala e comprovou sua eficacia
utilizando o 0z6dnio gasoso para a inativacdo bacteriana para amostras inertes, além de mostrar
um grande potencial para a descontaminacdo de materiais que nao possam ser submetidas ao
calor ou outras situagdes extremas.

Foi observado a inativacdo da carga microbiana com a ndo recontaminagdo do mesmo
para amostras de carne em condic¢Bes de contaminacéo in natura, obteve-se uma inativacéo de
até 50% da carga inicial. As simula¢des de ciclos de refrigeracéo e 0z6nio gasoso considerando
temperaturas de agougues mostrou inativacdo e preservacdo das contaminacgdes in natura em
carne bovina, em comparagao as amostras nao tratadas.

O ozbnio na forma gasosa mostrou-se ser uma alternativa para a inativacdo microbiana
com tempos de exposi¢do de no minimo de 10 minutos, mesmo 30 min sendo também um
tempo com bons resultados ndo apresentam diferencas ao tempo de 10 minutos, visando assim
um melhor custo beneficio desse tempo de exposicdo considerando-o para uma aplicagdo em

escala real.
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OTIMIZACAO DO USO DE 0zONIO AQUOSO E LUZ UV-C PARA A
PRESERVACAO DE CARNES BOVINAS

3.6 Contextualizacao

As alternativas para a descontaminacéo e preservacao de carne durante sua exposi¢ao
e disponibilizacdo ao consumidor sdo escassas, considerando diversas situagdes que contribuem
para a inviabilizacdo comercial do alimento. Uma delas é referente a proliferagdo microbiana
que pode ocorrer durante 0 manuseio pelo operario, por contaminag6es cruzadas, ou por cargas
microbianas do proprio alimento. A técnica mais utilizada atualmente para preservar carnes
destinadas ao comércio é a refrigeracdo, porém sua acdo apenas retarda o crescimento dos
microrganismos com a diminuicdo do seu metabolismo M. A inocuidade dos alimentos com
minimo processamento (limitando o uso de agentes antimicrobianos nocivos para a salude
humana e para 0 meio ambiente) 531 é exigida para a valorizagio comercial do produto.
Portanto, ha a necessidade de desenvolver uma nova solucdo capaz de reduzir a carga
microbiana das carnes e garantir que esse alimento chegue aos consumidores com qualidade e
baixa carga microbiana. A tecnologia utilizando 0z6nio aguoso em combinagdo com luz UV-C
€ um novo desafio que pode ser utilizado na indUstria para promover a descontaminagdo de

alimentos durante sua exposicao ou periodo de armazenagem.

3.7 Objetivo geral

Construir e avaliar a eficacia de um equipamento multifuncional para a
descontaminacdo e preservacdo de carnes bovinas durante sua exposicao e disponibilizacédo

comercial.

3.7.1 Objetivo especificos

. Desenvolver e avaliar um prot6tipo de ozonizacdo em fase aquosa pelo
método de aspersdo de ozénio em agua;

o Avaliar o efeito antimicrobiano do 0zdnio aquoso com a luz UV-C em
amostras de carne bovina contaminadas,

o Simular ciclos de exposicao a temperatura, ozonio e luz UV-C

compativeis com os horarios de exposi¢do das carnes para a venda.
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3.8 Metodologia

A metodologia proposta abrangeu o desenvolvimento do prot6tipo de ensaios
microbioldgicos para cada modo operacional do equipamento para carne bovina.
O microrganismo usado para o estudo, o preparo das amostras de carne bovina (se¢éo

3.3.3.2) e a coleta microbioldgica foram descritos no capitulo anterior no item (3.3.2)

3.8.1 Construcao do equipamento

O equipamento multifuncional desenvolvido neste estudo trata-se de um balcdo
refrigerado, onde foram realizadas adaptacdes das tecnologias 0zonio aquoso e luz UV-C pelo
Laboratorio de Apoio Tecnoldgico, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o
Paulo (LAT/IFSC/USP). Na Figura 11 esta o desenho ilustrativo do equipamento, evidenciando

a distribuicdo dos componentes para o funcionamento do equipamento.

Figura 11 Desenho ilustrativo do equipamento com 0s componentes e suas respectivas localiza¢6es no balcdo
multifuncional. Elaborado pelo LAT.
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Um software eletronico foi desenvolvido para o controle do sistema para facilitar os
modos operacionais do balcdo (Figura 12A). Para o processo de ozonizacdo da &gua é
apresentado um sistema de geracdo de ozénio enriquecido por uma fonte de ar, o gas €
transportado por borrachas até o tubo Venturi, onde se faz a mistura que circula por tubos até o
tanque, o qual € o estagio de concentracdo da mistura e armazenamento da &gua com capacidade
de 8 litros. O tanque é composto por serpentinas internas de refrigeracdo (Figura 12B) para
facilitar as baixas temperaturas da mistura, a qual € necessaria para estabiliza-lo. Uma vez
transcorrido o tempo de concentracdo, a agua ozonizada é transportada por uma bomba
mediante tubos até os aspersores (Figura 12C). Por fim, para borrifar a solu¢do 0z6nio + dgua
foram implementadas valvulas na saida do tanque, assim quando o processo de concentragdo
esteja completo as valvulas sejam fechadas, para evitar liquidos circulantes e vazamentos.
Também foi implementada outra valvula antes do gerador de 0z6nio com o intuito de evitar o
vazamento da dgua até o gerador de 0z6nio e possiveis curto circuitos.

Para a acdo da luz UV-C foram utilizadas lampadas UV-C com poténcia de 30W,
instaladas na parte superior tanto do balcdo quanto das portas, e no centro da base superior
(Figura 12D). Foi implementado sensores nas portas para quando estas estiverem abertas, 0

acionamento da luz seja suspenso.

Figura 12 Fotos do sistema de geracdo de ozonio e do balcdo multifuncional. (A) Sistema de visualizacdo do
software eletrbnico que controla o sistema. (B) Tanque em ago inox com serpentinas de refrigeracdo. (C)
Aspersores instalados na parte superior do balcdo. (D) Lampadas UV-C instaladas na parte superior do balcéo.
Elaborada pela autora
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3.8.2 Desenho experimental

Foram testadas 20 amostras de carne bovina contaminadas com E. coli, descrito
anteriormente. Cada teste apresentou 10 amostras penduradas, localizadas na parte central
superior do balcdo (A), e 10 amostras localizadas na base do equipamento (B). Cada
experimento apresentou n = 9.

O efeito da dgua ozonificada e a luz UV nos microrganismos da carne foram avaliadas
independentemente e de forma combinada, resultando em quatro tipos de operacéo do balcéo:

1.  Experimentos com luz UV-C realizados em ciclos, com um total de 10
irradiacdes, sendo as amostras irradiadas por 15 segundos (69 mJ/cm?) com intervalo
de 1 hora entre eles, totalizando 10 horas de experimento

2. Experimentos com ozénio em fase aquosa (0,9 ppm) realizados em
ciclos, com um total de 10 aspersdes por 30 segundos com intervalo de 1 hora entre
eles, totalizando 10 horas de experimento

3. . Experimentos com oz6nio em fase aquosa e luz UV-C combinados no

mesmo ciclo, sendo aplicado primeiro 15 segundos de luz UV-C e, em seguida, 30

segundos de aspersdo do ozonio em fase aquosa, totalizando 10 ciclos e 10 horas de

experimento

4. Experimentos com ozonio em fase aquosa e luz UV-C aplicados de

maneira alternada nos ciclos, totalizando 10 ciclos e 10 horas de experimento

3.8.3 Analise estatistica

Os resultados foram verificados conforme a sua distribuicdo paramétrica, para 0s
dados com distribuicdo normal paramétrica foi aplicado o teste ANOVA One Way. O nivel de
significancia foi de 5% (p < 0,05). Os resultados sdo apresentados pela média e desvio padrédo

(distribuicdo normal)

3.9 Resultados e discussoes

3.9.1 Ciclos de Luz UV-C
Uma vez colocadas as amostras no equipamento, o modo operacional de luz UV-C foi
avaliado. Para cada ciclo com tempo de espera entres eles de 1 hora foram dados uma dose de
luz entregue de 69 mJ/cm?. Os resultados da aplicacdo de multiplas doses ao longo do tempo

séo representados na Figura 13.
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Figura 13 Irradiag&o de luz UV-C em amostras de carne bovina contaminadas com E. coli durante ciclos de 1 hora.
A dose de luz para cada ciclo foi de 69 mJ/cm?. No grafico, A representa as amostras de carne que foram
penduradas na parte superior do balcéo, B representa as amostras de carne que foram colocadas na base do balcéo,
e 0 representa as amostras de carne que ndo receberam irradiacdo, sendo amostras controles avaliadas no inicio e
no final dos experimentos. Os valores expressam a média e desvio padrdo. *Significativamente diferente do
controle (p < 0,05). Elaborada pela autora
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Na Figura 13 dois tipos de amostras de carne foram avaliadas de acordo sua
localizagdo, sendo assim as amostras (A) representam as carnes localizadas na parte central
superior do equipamento (penduradas) e (B) representam as carnes que foram colocadas na base
do balcdo, Além disso, o crescimento bacteriano de amostras sem nenhum tipo de tratamento
também foi avaliado no inicio (0) e no final (0*) dos experimentos.

Os resultados mostraram reducdo de 1,3 Log (UFC/cm?) para E.coli no Gltimo ciclo
da amostra A, quando comparada com a amostra controle inicial (0), e um aumento significativo
de E. coli de 0,91 Log UFC/cm? na amostra controle final (0*), quando comparada com a
amostra controle inicial (0). Embora os resultados ndo tenham apresentado reducoes
significativas nos ciclos, foi observada quando os grupos tratados A e B sdo comparados com
o0 grupo controle inicial (0). Isso ocorreu devido a baixa dose de luz aplicada, que foi suficiente
para evitar a proliferacdo exponencial do microrganismo nas amostras de carne.

Resultados similares foram encontrados para carne moida contaminada com quatro
cepas de Salmonella e apresentam reducdes de 1,15 Log (UFC/qg), utilizando luz UV-C durante
30 segundos 1. Outro estudo realizado em carnes bovinas de hanwoo (Raga de gado Hanu
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nativo da Coréia) contaminadas com bactérias mesoéfilas, ndo apresentou diferenca estatistica
na inativagdo bacteriana entre amostras tratadas e controle, mas mostrou que as amostras
irradiadas preservaram a mesma quantidade de carga microbiana ao longo dos dias de
armazenamento 531,

Estudos recentes avaliando a luz UV-C em carnes bovinas, frango e carne de porco
contaminadas com E.coli ATCC 25922 foram irradiadas com lampadas UV-C (254 nm) por
tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 10 minutos. As amostras apresentaram reduc6es de o nimero de E. coli
em carne bovina em torno de (1,0 £ 0,2) Log (UFC / mL) apds 5 min de exposicdo, em frango
e porco, reducdes de (1,6 + 0,7) Log UFC / mL e (1,6 = 0,4) Log (UFC / mL ) ap6s 4 e 10
minutos de irradiagdo, respectivamente ["!l.Estes trabalhos corroboram com os resultados

obtidos no presente estudo.

3.9.2 Ciclos de 0z6nio aquoso

Os ciclos de oz6nio em fase aquosa foram realizados na concentracdo de 0.9 ppm
borrifados nas amostras de carne por 30 segundos. Na Figura 14 estdo os resultados
microbioldgicos obtidos apds cada ciclo, porém ndo se observou reducdo significativa de
microrganismos presentes na carne (p<0,05), mas apresentou diferenca significativa para
amostras ndo tratadas no final do experimento, sendo esta comparada com todos os ciclos,
obtendo um crescimento de 0,6 Log (UFC/cm?2) em relacdo as amostras ozonizadas.

Figura 14 Ciclos de asperséo de 0z6nio aquoso (0,9 ppm) em amostras de carne bovina contaminadas com E. coli. No
grafico, A representa as amostras de carne que foram penduradas na parte superior do balcdo, B representa as amostras
de carne que foram colocadas na base do balcéo, e 0 representa as amostras de carne que ndo receberam irradiagéo,

sendo amostras controles avaliadas no inicio e no final dos experimentos. Os valores expressam a média e desvio
padrdo. *Significativamente diferente (p < 0,05). Elaborada pela autora
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As redugdes microbioldgicas neste experimento foram semelhantes as apresentadas
por trabalhos relatados na literatura. O estudo realizado por Castillo et. al (2003) 54 consistiu
na avaliacdo do sinergismo da lavagem por agua morna (28 °C) e 0z6nio aquoso (95 ppm) em
carcacas bovinas contaminadas com E.coli O157:H7 e Salmonella typhimurium. As reducdes
obtidas com o tratamento por ozonio ndo foram significativas quando comparadas com 0s
resultados dos testes das amostras controles e com as obtidas apenas com a lavagem com agua.
O sinergismo do o0zo6nio foi avaliado com temperaturas de 45 °C até 75 °C, usando carne
contaminada com Clostridium perfrigens. Os resultados mostraram que a combinacdo obteve
uma diminuicdo de 1,5 Log (UFC/g) nas células vegetativas usando 5 ppm de 0z6nio aquoso
por 5 minutos, seguido pelo tratamento a 45 °C por 30 minutos e uma reducgédo de 2,09
Log(UFC/g) usando 5 ppm, seguido de tratamento a 55 °C. No entanto, nestes estudo as
amostras analisadas individualmente com 0z6nio e em temperaturas de 45 °C e 55 °C ndo
apresentaram diferenca significativa de inativacdo microbiana em relagdo a amostra controle.
Nesta investigacdo também foi relatada a morte celular para temperaturas maiores de 65 °C,
entretanto a aparéncia da carne sofreu alteracdo, que se mostrou deteriorada e com aparéncia
cozida (escurecimento da superficie da carne) 1,

Em outro estudo, filés de salméo do Atlantico foram inoculados com Listeria innocua,
que avaliaram a influéncia de tratamentos de aspersfes de 0zonio aquoso nas concentracdes de
1 mg/L e 1,5 mg/L de ozobnio, obtendo para 1 mg/L com 3 aplicacGes de ozonio 1,17 Log
(UFC/g) de inativacdo microbiana. As populacdes bacterianas aerdbicas foram
significativamente reduzidas por aspersdes de 1,5 mg/L de ozénio no dia 0 em compara¢do com
os controles. No entanto, em contraste com a eficacia dos tratamentos, ndo houve reducdes
significativas de multiplas aspersdes para concentracdo 1,5 mg/L. Embora os resultados
mostrem diferencas significativas, ndo especificaram os tempos de contato da pulverizacdo com
as amostras, 0 que é um parametro muito importante para a reducfes e qualidade final do
alimento!®®l,

Outro trabalho relatou o estudo de 0z6nio aquoso na concentracdo de 12 ppm com
intervencdes por spray em carne bovina fresca com tempos de 90 segundos de pulverizacdo a
cada 30 minutos por 12 horas. O resfriamento por spray de 0z6nio aquoso reduziu as bactérias
aerdbicas em 0,99 Log e para E. coli O157: H7 a reducéo foi de 1,46 Log 1 mostrando a
eficacia da tecnologia.

Embora no presente estudo as redu¢des microbianas tenham sido menores, elas podem
estar relacionadas ao tempo de exposi¢do das amostras ao 0zonio, & concentracdo do 0zénio

aquoso, e ao maior tempo de espera entre cada ciclo. Por conseguinte, foi demostrado que o
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0z0Onio em agua, disponibilizado no modo de aspersdes sequencial, auxilia na preservacao da
carga microbiana inicial, aumentando possivelmente o tempo de prateleira e a qualidade do

alimento

3.9.3 Ciclos combinados de luz UV-C e 0z6nio aquoso

Conforme apresentado na Figura 13, 14, a luz UV-C e 0zdnio aquoso mostraram-se
potenciais agentes para reducdo microbiana e principalmente na preservacdo da carga
bacteriana inicial, uma vez que as doses de luz UV-C e concentragdes de 0z0nio aquoso
entregues afetaram as bactérias, mesmo que ndo tenham levado a populagdo microbiana a
reducdo completa. De acordo com os resultados os tratamentos realizados individualmente
foram semelhantes, com destaque para luz UV-C, para o qual é observado reducéo de 1,3 Log
(UFC/cm?2) na Figural3, o que motivou a combinacgdo das técnicas afim de potencializar os
resultados.

Figura 15 Combinacdo do oz6nio aquoso com luz UV-C (a) Ciclos combinados de luz UV e ozénio aquoso
simultaneos, (b) Ciclos alternados de luz UV-C e 0zdnio aquoso em amostras de carne bovina contaminadas
com E.coli. * Significativamente diferente (p<0,05), **Significativamente diferente de todos (p<0,05). Os
valores expressam a média e desvio padrdo. Elaborado pela autora
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A avaliacdo da combinacdo da luz UV-C e 0z06nio aquoso nas carnes bovinas, sao
representadas na Figura 15. Pode-se observar que, em quase os ciclos do grafico A e B amostras
tratadas com a combinacdo foram significativamente diferentes (p<0,05) das amostras néo
tratadas. Além disso, para uma comparacdo da técnica nas mesmas condi¢des sem tratamento,

amostras coletadas no final do experimento apresentaram maior crescimento microbiano
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quando comparado com os resultados de todos os ciclos e controles inicais, constatando que, as
carnes que nao foram tratadas com as tecnologias aqui aplicadas para a preservacao da carga
microbiana tém tendéncia ao aumento da proliferacdo bacteriana, mesmo mantendo
temperaturas ndo ideais para o crescimento. De acordo com a Figura 15A observam-se reducdes
de E.coli de 0,7 Log (UFC/cm?) nos ciclos 2, 5, e 8. Nos demais ciclos foram mantidas a carga
e proliferagdo microbiana inicial (6,6 Log UFC/cm?). A amostra controle (0*) apresentou
crescimento microbiano de 1 Log (UFC/cm?) aproximadamente em relacdo as amostras
tratadas.

A fim de avaliar as tecnologias de forma alternada visando obter menores efeitos
invasivos nos alimentos, os experimentos de ciclos luz UV-C + 0z6nio aquoso e luz UV-C+
ozo6nio aquoso (Figura 15B), foram aplicados, respectivamente. Os resultados apresentaram
uma leve reducdo da carga microbiana, sendo em torno de 0,7 Log (UFC/cm2), evitando desse
modo a proliferagdo de microrganismos. Esses resultados no experimento alternados ficaram
muito préximos dos experimentos da combinacdo do ozbdnio aquoso e luz UV-C
simultaneamente. As tecnologias conjuntas se auxiliam ao ter diferentes alvos de morte celular.
O ozdbnio por ter um alto poder oxidante atua principalmente na oxidacéo das paredes lipidicas
das bactériast® e a luz UV-C especificamente no comprimento de onda 254 nm, apresenta
elevada absor¢do pelo material genético dos microrganismos, o que promove dano no DNA,
evitando sua replicagdo, e levando os microrganismos a morte %l Assim esses efeitos
potencializados na eficacia dos tratamentos combinados para a inativacdo microbiana.

Até o presente momento ha na literatura trabalhos com combinacéo de luz UV-C e
0zOnio apenas em frutas e verduras. Um estudo realizado em espargos brancos avaliou 0s
efeitos de lavagem com oz6nio (aprox. 3 ppm ou 4,5 ppm a 10 ° C) e irradiagdes com luz UV-
C na carga microbiana in natura, as quais foram analisados trés vezes durante um
armazenamento de quatro dias. Os resultados mostraram que nao afetou significativamente suas
cargas microbianas durante o armazenamento %1, Gutierrez et.al (2019) % relatou num estudo
em rucula a aplicacdo separada dos tratamentos com luz UV-C (25 kJ/mz2, 6,3 min) e 0zonio
gasoso (2,5 mg/L por 10 minutos) e de sua combinacdo (25 kJ/m? luz UV-C com 2,5 mg/L
0z0Onio gasoso) em contagens de mesofilos aerdbicos. A aplicacdo separada de luz UV-C e
0zOnio gasoso e da sua combinagdo reduziram a carga para 1,3 e 1,4 Log UFC/g,
respectivamente. Em relacdo ao controle, a carga para psicrofilico para os tratamentos de 0zénio
gasoso, luz UV-C e combinagdes levaram a reducdo na contagem de 1,20, 1,37 e 1,22 Log
(UFC/qg), respectivamente. Para enterobactérias foi obtido redugdes de 1,07 a 0,67 Log (UFC/g)

em comparagdo com o controle. Portanto, as combinagdes da luz UV-C e ozbnio encontradas
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na literatura (para outros tipos de amostras) mostraram similaridade com os resultados obtidos
neste estudo com carnes bovinas, quanto a preservacao da carga microbiana e aos valores de
inativacao.

Esse resultado evidencia que as amostras que tenham contaminacdes, mesmo sendo
armazenadas em temperaturas ideais, possuem a tendéncia de proliferagdo microbiana caso ndo
ocorram intervencOes para a desaceleracdo do crescimento dos microrganismos, conforme
verificado nas amostras controles coletadas no final dos experimentos, mostrando assim a a¢cdo
da luz UV-C e o0z6nio aquoso combinados. Apesar dos resultados de inativacdo terem sidos
baixos, a preservacdo do alimento foi conseguida evitando as aparéncias de “cozido” ou

deterioramento do alimento.

3.10 Conclusdes

Com a realizacdo deste estudo foi possivel construir um novo protétipo realizando as
adaptac0es pertinentes para avaliar as tecnologias de pulverizacdo de ozénio aquoso e luz UV-
C em amostras de carne bovina.

Com o intuito de testar todos os modos operacionais do balcdo, foram realizados os
testes para as tecnologias luz UV-C, 0zbnio aquoso e as tecnologias combinadas obtendo assim
4 formas de operéa-lo, sendo a mais eficiente as combinacdes das tecnologias para a preservagdo
e inativacdo microbiana. Apesar dos resultados ndo serem os melhores para as inativagoes
microbianas, sdo considerados bons levando em conta o tempo minimo de exposicao a que as
amostras de carnes foram submetidas, sendo baixa tanto a dose de luz quanto a concentracdo
de ozénio. Além disso, os tempos entre cada ciclo foram de 1 hora, tempo habil para que as
bactérias consigam se recuperar.

A combinacdes de luz UV-C+ ozbnio aquoso e alternados em carnes bovinas é
inovacdo do presente trabalho, ndo havendo relatos anteriores na literatura, principalmente em

amostras de carne na etapa final de venda, auxiliando a preservacéo do alimento.



51

4 AVALIACAO DAS QUALIDADES ORGANOLEPTICAS DAS CARNES
BOVINAS

4,1  Contextualizacio

Na indudstria alimenticia, o controle microbiolégico é de suma importancia para
garantir a inocuidade dos alimentos. Dependendo da técnica escolhida para a contencéo desses
microrganismos, pode ocorrer a degradacdo do alimento. Como exemplo, pode-se citar 0 uso
do vapor de agua e altas temperaturas como alternativa, no entanto isto favorece a
desnaturaliza¢do de proteinas, causando uma impressao de alimento “cozido”, o que muitas
vezes ndo é aceito pelo consumidor. Outro exemplo, para a supressdo desses microrganismos,
é 0 uso de &cidos e outras substancias como nitritos e nitratos, que além de modificar as
propriedades do alimento, s&o prejudiciais ao ser humano.

Em vista disso, esta pesquisa visa avaliar o efeito do 0zonio gasoso e combinados de
luz UV-C a e 0zbnio aquoso como alternativa &s estratégias supracitadas, cujo objetivo final é
inativar os microrganismos presentes nos alimentos e, consequentemente, preservar suas
caracteristicas e garantir ao consumidor a seguranca alimentar. Para isto foram realizados
diferentes ensaios em amostras de carnes bovinas, de grande importancia na inddstria
tecnoldgica de carne. Os estudos foram: verificagdo do pH das amostras apos tratamentos,
quantificacdo de proteinas pelo método Bradford, e ensaios de TBARS para medir oxidagédo
lipidica. Para 0z6nio gasoso, além de todos os ensaios ja mencionados, foram realizados estudos

histoldgicos para verificar danos estruturais, e a capacidade de retencdo da agua.

4,2 Objetivo

Avaliar o efeito do tratamento 0z6nio gasoso e as tecnologias combinadas de luz UV-C

e agua ozonizada do balcdo sobre as qualidades organolépticas em amostras de carne bovinas.
4.2.1 Objetivos especificos

Avaliar nas amostras de carnes bovinas o pH e a capacidade de retencdo de 4gua (CRA),
quantificar as proteinas totais pelo método de Bradford, identificar e caracterizar as possiveis
alteracdes morfoldgicas das amostras de carne através de estudos histoldgicos; avaliar

peroxidacao lipidica pelo método de TBARS



52

4.3 Metodologia

O Analise das caracteristicas organolépticas ap0s o tratamento de 0z6nio gasoso em
carnes bovinas foram realizados para tempos diferentes de exposicdo ao ozénio de 1, 10, 30
minutos e uma amostra controle que né&o recebeu exposi¢do ao 0z6nio gasoso

As analises realizadas para o balcdo foram feitas para os ciclos 1,3,6 e 10 de o
tratamento combinado de luz UV-C (15 segundos) e agua ozonizada (30 segundos de
borrifagdo) respectivamente, e também para uma amostra controle. A escolha desde modo
operacional do balcdo foi porque possuia os dois tratamentos, e em termos de mudanga as
amostras tratadas seriam as mais afetadas.

As metodologias apresentadas foram as mesmas para os dois equipamentos
4.3.1 Anélise de pH

O medidor de pH de bancada utilizado foi da marca Qualxtron® modelo QX1500.
Para a realizacdo das medidas, foi triturada a amostra com 90 mL de solugdo tampéo em um
liquidificador por 1 minuto. O sobrenadante foi coletado, filtrado e medido. Para cada tempo

ou ciclo se fez uma medida de pH e a cada medida foi replicada duas vezes [,

4.3.2 Ensaio de sustancias reativas ao acido 2-tiobarbittrico (TBARS)

Foi medida a oxidacao lipidica pelo método do &cido 2-tiobarbitarico (TBARS), o teste
representa a quantificacdo do malonaldeido (MDA), em alimentos geralmente que tem sido
associado com ranco oxidativo, ou seja, oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados contidos na
carne.

A andlise foi realizada conforme Siu e Draper (1978) 62 utilizando o método de
filtracdo. Amostras de carne bovina (5 g) foram homogeneizadas durante 5 minutos com 25 mL
de 4gua destilada estéril, a sequir foram adicionados 25 mL de acido tricloroacético a 10% e se
deixo reagir por 5 minutos, ap0s essa reacdo as amostras foram filtradas com papel filtro
qualitativo de diametro de 15 cm. Apds, retirou-se 5 mL do filtrado e adicionado 1 mL de acido
2-tiobarbiturico 0,06M e foram colocados em tubos de ensaio com tampa de rosca estéril, por
90 min a 80 °C, ap0os foi coletado 2 mL e analisado no espectrofotdmetro Cary UV-VIS (Varian,
Australia) no comprimento de onda 532 nm. Foi comparado com a um “branco” com preparo

de 2 mL de agua destilada, 2 mL de &cido tricloroacético e 1 mL de TBA. Os resultados sdo
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mostrados como espécies reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS) em mg de malonaldeido
MDA/kg de carne para os célculos utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do MDA
1,56x10°M "t cm™,

4.3.3 Ensaio de quantificagdo de proteinas pelo método do Bradford

Para a execucdo deste teste, se seguiu o protocolo padrdo de microplacas na faixa de
100-1500 ug/mL da ThermoFisher para o Kit Bradford. As amostras foram pesadas 5 g de carne
bovina em balanca de precisdo, apos o tratamento, para a homogeneizacdo foi utilizado um
Ultraturrax Stirrer (Modelo ultra380) para facilitar a extracdo. Para a homogeneizacéo foi usado
um tampdo de extracdo de proteinas na proporcdo 1:1, cujo processo foi sempre sobre
resfriamento (aplicacdo de gelo). Depois disto, a mistura foi centrifugada em 10,000 rpm por
15 min a4 °C e o liquido sobrenadante foi utilizado para a anélise.

Resumidamente, o protocolo padrdo de microplacas € apresentado a seguir:

1.Pipetados 10 pL de cada amostra na microplaca

2. Adiciou-se 300 pL do reagente Coomassie Plus a cada poco e misturou-se com o
agitador de placas por 30 segundos.

3. Removeu-se a placa do agitador. Para resultados mais consistentes, incubou-se a
placa por 10 minutos em temperatura ambiente (TA).

4. Mediu-se a absorbancia a 595 nm ou proximo a ele com um leitor de placas.

5. Subtraia-se o valor média de 595 nm para as réplicas em branco das medidas de
595nm de todos os outros individuos réplicas de amostras padrdo e desconhecidas.

Foi preparada uma curva padrédo plotando a média de 595 nm corrigida em branco para
cada padrdo da BSA vs. concentracdo em mg / mL. As concentracdes medidas foram, 2, 1,5, 1,
0,75, 0,5, 0,25, 0,125,0,025, 0 de padrdo BSA.

4.3.4 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

Foi medida a retencdo de agua antes e depois do tratamento com o0zdnio gasoso. O
ensaio consistiu em cortar as amostras com peso de 5 g junto com 8 ml uma solucgéo 0,6M de
NaCl, com 30 minutos de banho de gelo agitando por 1 min. Logo ap6s, foi centrifugada
numa rotacdo de 10,000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi coletado por decantacéo, e

medido volume final 3. Os resultados foram calculados conforme a Equagéo 1
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CRA =[(8 —s) x 100]/5 (Equacdo 1)

onde CRA é dado em mL de &gua retidos para cada 100 g de carne, e s representa o volume

de sobrenadante extraido.

4.3.5 Laminas histologicas

Para avaliar o efeito do 0z6nio gasoso na estrutura das amostras de carnes foram
confeccionadas laminas histoldgicas. As pecas foram levadas para o processamento apds serem
embebidas em paraformaldeido & 4%. A seguir o tecido foi tratado seguindo os passos de (i)
desidratacdo (sequéncia de imersdes crescentes em etanol), (ii) diafanizardo (dois banhos em
xilol), (iii) inclusdo em parafina (trés banhos em estufa com parafina) e (iv) emblocamento. Em
seguida, as amostras foram cortadas em micrétomo (cortes de 5 a 10 micrémetro), coradas com
hematoxilina e eosina e analisadas. As ldaminas foram observadas em microscépio Nikon eclipse
Ti-S, para analise de dano nas fibras musculares. Para cada tempo de exposic¢éo ao ozonio, foi

confeccionada uma lamina correspondente e uma amostra controle sem exposi¢éo ao ozénio.

43.6 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados com um total de 9 réplicas. Os resultados foram
verificados conforme a sua distribuicdo paramétrica, onde os dados que apresentaram
distribuicdo normal foram aplicados o teste Anova One Way, com um valor p<0,05. Os

resultados foram apresentados pela média e desvio padréo.

4.4 Resultados e discussoes

441 pH

O abate e a sangria do animal geram um conjunto de reacdes bioquimicas que
transforma os musculos em carnes, mas tais reaces dependem também de processos biofisicos
como a temperatura, estresse do animal, entre outros. Quando o animal esta vivo, 0 meio do
musculo obter energia € pelo glicogénio muscular na presenca de oxigénio, que é transportado
via sanguinea, gerando ATP. Quando a etapa da sangria é realizada, ou seja, ndo ha mais
corrente sanguinea, por conseguinte ndo tem mais oxigénio no tecido muscular, e fatores

externos como sexo, raca, idade, alimentacdo, fatores genéticos, estresse do animal antes do
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abate ndo alterem as quantidades de glicogénio muscular. Fatores de estresse podem levar ao
esgotamento do glicogénio muscular antes do abate. O musculo continua obtendo energia por
meio da via anaerobica, utilizando assim as reservas de glicogénio muscular e transformando-
as em glicose, a qual gera lactato (acido latico) e ATP. Como néo héa vias de transporte (sangue)
para levar o &cido latico até ser metabolizado, este € acumulado no musculo e por consequéncia
h& uma queda do pH. Também existe um processo biofisico que pode afetar a rapidez da queda
do pH, como a temperatura, porque se for elevada a glicdlise e a queda de pH ocorre mais
rapidamente, por isso seu controle € importante.

A formac&o de &cido latico muscular é o que determina o valor pH. Assim, levam ao
rigor mortis, que é quando os musculos se endurecem. Se h4 uma producéo de rigor mortis
rapida ou lenta, influencia diretamente o pH final da carne. Isso depende de como as reservas
de glicogénio sdo degradadas e, portanto, os estagios pré-abate sdo de grande importancia.
Normalmente o valor inicial do pH ap6s o abate é de 7-6,9 e estabiliza apds 24h, com valores
de 5,8 a 5,5 sob condi¢des normais e controladas. Se os valores finais do pH na carne sao
maiores que 6, essa anomalia € conhecida como DFD (dark, firm, dry), uma carne de coloracédo
escura, seca e firme. Esse cenario ocorre quando as reservas de glicogénio sdo esgotadas antes
do abate. O pH abaixo de 5,8 significa uma degradacdo muito rapida do glicogénio e é chamado
PSE (pale,soft,exudative) péalida, flacida e com baixa retencdo de agua. Carnes com essas
caracteristicas e pH finais ndo sio de qualidade e pouco valorizados na industria da carne [©31.

Parametros como o pH, sdo de importancia na qualidade das carnes bovinas, uma
alteracdo no pH pode mudar maciez, textura, cor, capacidade de reter agua e alterar o
crescimento bacteriano [*4l. Baseando-se na literatura, existem valores de pH os quais determina
a qualidade das carnes apds o abate, quando o animal morre, hd um decaimento de pH até 24
horas onde se estabiliza em valores de 5.5-5.8. Com base nestes valores, os resultados obtidos
para 0zonio gasoso mostrado na Tabela 7 e para os tratamentos combinados Tabela 8, na
amostra controlem apresentam uma carne com pH normal, e as amostras tratadas ndo teve uma
diferenca significativa de mudanca do pH. Desse modo, este resultado evidencia que a a¢do do
0z06nio gasoso e os tratamentos combinados na carne ndo interfere no pH, logo ndo altera a

qualidade da carne.
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Tabela 7 Medida de pH em amostras de carnes expostas ao 0zénio gasoso 1, 10, 30 minutos e amostra

controle. Elaborada pela autora.

Amostras pH

Controle 5,71+0,09
1 min 5,73+0,01
10 min 5,88+0,16
30 min 5,89+0,06

Tabela 8 Medida de pH em amostras de carnes expostas combinados de luz UV-C e 0z6nio aquoso.

Elaborada pela autora.

Amostras pH
Controle 5,76+0.07
1 ciclo 5,88+0.15
3 ciclo 5,90+0.14
6 ciclo 5,88+0.14
10 ciclo 5,88+0.15

4.4.2 Ensaio de sustancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico (TBARS)

A oxidacdo lipidica é considerada um processo complexo onde as espécies reativas de
oxigénio reagem com os acidos graxos poli-insaturados da carne, gerando a deterioracao destes,
definindo a qualidade sensorial e tempo de prateleira do alimento 1. O TBARS é um produto
de oxidacdo secundaria comum utilizado para medir a oxidacdo lipidica. O malonaldeido
(MDA) é um produto gerado pelo deterioramento dos hidroperdxidos de acidos graxos poli-
insaturados. A formacdo do composto TBA-MDA produz uma cor vermelho quantificado pela
absorbancia variando de 500 a 532 nm [¢¢],

Na literatura foi encontrado o limiar de aceitacdo para carnes e produtos carneos de 1
mg de MDA/ kg de Carne 1. Nas Tabelas 9 e 10 sdo apresentados os resultados de mg de
MDA/kg de carne obtidos apds os tratamentos. De acordo com os valores da Tabela 9, as
amostras que foram expostas ao 0zénio gasoso ndo se observam diferencas significativas com
relacdo ao controle, sendo que em 30 minutos de 0z6nio foi o valor com maior oxidacao, no

entanto estes resultados adequam-se ao limiar de aceitagdo. Num estudo realizado em carne
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bovina expondo ao gas 0zonio por 3 horas e concentracdo de 4 ppm obteve resultados para o
ensaio de TBARS de 0,33+0,001 mg de MDA/ kg de carne, sendo este valor maior aos obtidos,
considerando que este efeito foi pelo tempo de exposicao, corroborando-se que exposicdes ao
gés 0zonio até 3 horas ndo afetam significativamente os acidos graxos [,

Tabela 9 Efeito do tempo de tratamento com 0zénio gasoso na oxidacdo lipidica de amostras de carne bovina. Os
valores sdo apresentados com a média e desvio padrédo. Elaborada pela autora.

Amostras mg de MDA/ kg de carne
Controle 0,21+0,04

1 min 0,19+0,03

10 min 0,23+0,04

30 min 0,29+0,06

Na Tabela 10 é mostrado os valores obtidos para a avalicdo do teste TBARS ap0s
tratamentos combinados com luz UV-C e 0z6nio aquoso em carnes bovinas, observando-se que
ndo teve diferenca significativa para as amostras tratadas relacionadas ao controle e entre cada
ciclo. Considerando que o valor maximo de TBARS aceitavel é 1mg de MDA/ kg de carne, e
os obtidos foram menores inferindo que o uso dos tratamentos combinados nao incrementou no

teor de malonaldeido.

Tabela 10 Efeito do tempo de tratamento com ozénio aquoso e luz UV-C na oxidagdo lipidica de
amostras de carne bovina. Os valores sdo apresentados com a média e desvio padrdo. Elaborada pela autora

Amostras mg de MDA / kg de carne
Controle 0,12+0,11
1 ciclo 0,12+0.04
3 ciclo 0,08+0,04
6 ciclo 0,07+0,00
10 ciclo 0,12+0,06
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4.4.3 Quantificacdo das proteinas pelo método do Bradford

A guantidade de proteinas totais foi medida pelo reagente Bradford. Foi construido uma
curva padrdo com diluigcdes seriadas de albumina de soro bovino (BSA) para obter as
concentragfes das amostras (Figura 16). Os calculos foram feitos com a equacdo da reta,
Y=0,4247 +0,66816*x, onde Y é absorbancia medida e x a concentracdo ndo conhecida. Os

resultados obtidos sdo representados nas Tabelas 11 e 12.

Figura 16 Curva padrao de Albumina de soro bovino (BSA), absorbancia medida em 595 nm. Elaborada pela
autora.

1 Y=0,4247 + 0,66816*x
1 R?=0,99 n
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~

0,61
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0,4+
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0,3 T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracdo mg/mL

Tabela 11 Quantidade total de proteinas em carne bovina tratadas com 0z6nio gasoso. Elaborada pela autora.

Amostras mg de proteina/ g carne
Controle 9,17+0,68

1 min 9,16+0,50

10 min 8,76x0,73

30 min 8,48+0,33

De acordo com os resultados (Tabela 11) para o tratamento 0zdnio gasoso em carnes
bovinas ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a amostra controle,
entretanto o maior tempo de exposicdo teve uma pequena diminuicdo da quantidade total de
proteinas. Na Tabela 12 € mostrado os dados obtidos apos tratamento dos ciclos combinados
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de luz UV-C e 0z6nio aquoso, os ciclos ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
controle na quantidade de proteinas totais das amostras. Por outro lado, entre os ciclos, ocorreu
diferenca significativa entre o ciclo 6 e o ciclo 9, sendo a maior quantidade de proteinas totais
no ultimo ciclo. Uma forte hipotese para isto, € que as amostras sdo Unicas e heterogéneas,
podendo variar sua quantidade de proteinas totais. As aplicacdes com os tratamentos ndo
mostram diminuigdo da quantidade total da proteina, portanto as tecnologias ndo danificam este

parametro.

Tabela 12 Quantidade total de proteinas em carne bovina tratadas com oz6nio aquoso e luz UV-C *
Significativamente diferente (p<0,05). Elaborada pela autora.

Amostras mg de proteina/ g carne
Controle 9,17+0,68
1 ciclo 8,80+0.51
3 ciclo 8,75+0,65
6 ciclo 8,41+0,99*
9 ciclo 9,60+0,59*
444 CRA

A capacidade de retencdo de agua é definida como a facilidade em reter sua prépria
umidade ou agua sob a aplicacdo de forcas externas tais como, aquecimento, cortes, trituracéo,
pressdo e/ou centrifugacdo. Este parametro é importante em relacdo a qualidade da carne, pois
compromete a textura e cor da carne, a suculéncia e a firmeza da carne cozida. Por isso, uma
perda razoavel de agua ndo é desejavel pois afeta caracteristicas organolépticas e perda de peso,
que sdo rejeitados tanto pelo consumidor como pela indstria 681,

De acordo com a Tabela 13, pode-se afirmar que os valores medidos de CRA nas
amostras de carne tratada apds exposi¢do ao 0zonio gasoso mantiveram-se iguais até 10 min de
tratamento em relacdo a amostra controle. No tempo de 30 min de exposi¢do ao 0zonio obteve-
se uma diferenca minima de 3 unidades. Portanto, a exposic¢des de gas 0zonio nos tempos de 1,

10 e 30 min ndo apresentaram efeito negativo nas amostras
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Tabela 13 Medidas de CRA para amostras de carne expostas ao 0zénio gasoso por 1, 10 e 30 min e amostra

controle. Elaborada pela autora.

Amostras CRA
Controle 36
1min 36
10min 36
30min 33

4.45 Laminas Histologicas

A anélise de possiveis alteracdes morfohistologicas com as amostras de carnes

expostas ao 0z6nio gasoso ndo apresentou mudancas na estrutura das fibras musculares com

relacio ao controle (Figura 17) e, corroboram como Atlas de Histologia!®®

Os resultados obtidos com o protocolo mostraram que nas trés amostras analisadas (1,

10 e 30 minutos) ndo se observou autélise celular e o espaco intercelular manteve-se integro.

Destaca-se que o0 processo de autélise das células nao foi observado, o que pode ser evidenciada

pela similaridade do comportamento histolégico entre as amostras sadias [
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Figura 17 Cortes transversais de amostras de musculos de carne bovina expostas ao 0zdnio gasoso. (A) Controle,
(B) tempo de 1 minuto, (C) 10 minutos, (D) 30 minutos. Coloragdo HE (hematoxilina e eosina). Aumento 4x.
Elaborado pela autora.

.
.

4.5 Conclusdes

A partir do estudo do efeito do 0zdnio gasoso sobre as caracteristicas da carne bovina
pode-se inferir que os tratamentos ndo provocaram a oxidacdo lipidica sendo uma das
qualidades da carne de grande importancia. Conjuntamente, resultados similares foram
concluidos para os tratamentos combinados de luz UV-C e 0zdnio aquoso com valores obtidos
dentro da faixa aceitavel. A quantificacéo de proteinas totais pelo método Bradford ndo mostrou

diferengas significativas na alteracdo da quantidade proteica total para os dois tratamentos. Em
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relagdo aos testes de pH, as amostras se encontraram na faixa de carnes normais e ndo
apresentaram valores significativamente diferentes aos das amostras controle, mas foi

observado um leve aumento do pH conforme ao incremento do tempo de 0z6nio gasoso e 0s

ciclos.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Durante a realizacdo deste projeto foi possivel alcancar os principais objetivos de cada
Capitulo. A tecnologia de 0zdnio gasoso mostrou ser potencial como agente antimicrobiano
para a descontaminagdo de amostras inertes atingindo reducdes significativas de 3,88 Log
(UFC/cm?) de contaminagdes por E. coli, sendo de grande interesse e importancia para 0 campo
industrial.

Para os tratamentos com carnes bovinas 0 0zénio gasoso também mostrou ser eficiente
na diminuicdo da carga microbiana em amostras contaminadas in natura, reduzindo até o 50%
da populacdo em tempos curtos de 10 minutos de exposicdo. Além disto, em situacdes
simuladas para a exposicdo comercial destas amostras normalmente armazenadas a baixas
temperaturas (0, 4 °C) as aplicagdes do 0z6nio gasoso nesses intervalos de refrigeragédo auxiliou
na inativagdo microbiana, preservando o tempo de vida de prateleira do alimento, e isto foi
verificado quando amostras sem tratamento ao 0z6nio gasoso evidenciaram crescimento
exponencial da carga microbiana.

Para a melhor disponibilizagéo do tratamento 0zonio gasoso foram realizado teste com
ciclos repetitivos de ozénio gasoso, obtendo diferentes situaces de aplicabilidade da técnica,
inativando as cargas microbianas e mantendo ao longo do tempo (10 horas). Na avaliacdo das
propriedades das carnes com o efeito do 0z6nio gasoso nas carnes foram realizados os ensaios
para o pH com a capacidade de retencao da dgua, estudo de laminas histologicas para visualizar
danos estruturais, oxidacdo lipidica e quantificacdo da massa proteica, sendo que todos 0s
ensaios ndo apresentaram diferencas significativas no tempo de 30 minutos em relagcdo as
amostras controles. Mostrando que 0 0z6nio gasoso pode ser uma alternativa para a preservacao
do alimento sem alterar significativamente suas qualidades.

Para a pesquisa realizada para as tecnologias de 0z6nio aquoso e luz UV-C, foi
possivel a construcdo do equipamento que visa uma nova tecnologia com o uso de agentes
antimicrobianos tais como luz ultravioleta (UV-C) e oz6nio na forma aquosa com
disponibilizagdo deste na forma de aspersdo. Na avaliagdo da eficicia destas tecnologias para a
descontaminacdo da carga microbiana, foi proposto a utilizacdo de cada tecnologia de forma
isolada e combinada em baixa dose e contratacdo para a aplicacdo de situacGes reais em relacéo
aos tempos nas quais sdo disponibilizadas as amostras de carne bovina que é em torno de 12
horas, como resultado os ciclos realizados com a tecnologia UV-C apresentou diferencas
significativas em relacdo a amostras sem tratamento. No entanto para os ciclos realizados de

forma isolada com o0zdnio aquoso ndo teve diferencas significativas nas redugfes, mas
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possibilitou evitar a proliferacdo exponencial das bactérias. Isto porque foi analisado o
comportamento microbiolégico de amostras sem tratamentos e sempre houve crescimento da
carga microbiana significativamente. Foi possivel realizar os ensaios com as tecnologias
combinadas, relatando a inativacdo microbiana com diferencas significativas e ao longo do
tempo preservando a carga microbiana, porem auxiliando na preservacéo do tempo de vida do
alimento. Para as avaliagbes da qualidade das carnes ap6s o tratamento as tecnologias
combinadas de luz UV-C e 0zdnio aquoso néo alteraram de forma significativa o pH, a oxidacédo
lipidica e a quantificacdo da massa proteina.

Portanto este estudo mostrou o potencial das tecnologias ozénio gasoso, luz UV-C e
0z0nio aquoso e suas formas combinadas para a inativagdo microbiana das carnes bovinas sem

alterar as propriedades organolépticas do alimento.
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