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RESUMO

O estudo teve por objetivo investigar o efeito da irradiacdo gama na letalidade de microrganismos
inoculados em leite. As amostras foram esterilizadas e inoculadas com culturas ativadas de S.
enteritidis, E. coli e L. monocytogenes. As amostras foram irradiadas no Laboratério de Irradiacao
Gama (L1G)-BH. Para analise dos dados, utilizou-se o software SISVAR 5.3. Os resultados mostram
que houve efeito significativo (p<0,05) das doses de irradiacdo sobre a populacdo de microrganismos
presentes.

Palavras-chave: leite, irradiagdo gama, microrganismos patogénicos, inativagdo microbiana.

ABSTRACT

The study aimed to investigate the effect of gamma irradiation on the lethality of microorganisms
inoculated in milk. The samples were sterilized and inoculated with activated cultures of S. enteritidis,
E. coli and L. monocytogenes. The samples were irradiated at the Gamma Irradiation Laboratory (LIG)
- BH. For data analysis, the SISVAR 5.3 software was used. The results show that there was a
significant effect (p <0.05) of the irradiation doses on the population of microorganisms present.

Keywords: milk, gamma irradiation, pathogenic microorganisms, microbial inactivation.
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1 INTRODUCAO

O leite é considerado um dos alimentos mais completos em termos nutricionais, mas em fungéo
deste mesmo motivo, constitui um substrato adequado para o desenvolvimento de microrganismos,
inclusive os patogénicos. Dentre as bactérias patogénicas associadas aos produtos lacteos estdo a
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli (Menezes et al., 2014). Nesse contexto, 0
leite destinado ao consumo humano tem despertado a atencdo de pesquisadores, tendo em vista sua
importancia no aspecto nutricional, econémico, social e de sadde publica, sob o enfoque global de
seguranca alimentar (Cardoso, 2000).

Para se promover a estabilidade dos alimentos, aplica-se métodos térmicos de processamento,
no caso de leites, a pasteurizacdo tem sido usada como principal tratamento térmico que visa a
manutencdo da qualidade microbiologica e aumento de vida de prateleira desse produto (Filho et al.,
2012).

Como alternativa a pasteurizacdo, novas tecnologias tém sido estudadas e empregadas no
processamento do leite e seus derivados. As novas tecnologias, além de proporcionarem a destruicao
de microrganismos, também podem conferir ao alimento uma maior vida de prateleira, alteracfes
minimas em sua estrutura bioldgica, em suas caracteristicas sensoriais e nutricionais e minimizar a
utilizacdo de aditivos quimicos (Leistner; Gorris, 1995). Entre as tecnologias emergentes em destaque
esta a radiacdo ionizante.

A radiacdo ionizante vem sendo aplicada com diversos propdsitos. Destaca-se a sua aplicacao
em alimentos, area em que se tornou promissora técnica de conservacdo em combinacdo ou substituicao
ao tratamento térmico. Quando doses controladas sdo administradas, as alteragdes nas caracteristicas
nutricionais e sensoriais do alimento sdo minimas (Filho et al., 2012).

A irradiacdo de alimentos consiste em expor 0s mesmos a particulas carregadas de alta energia,
tais como elétrons, raio X e raio gama, exemplos de radiacdo ionizante. Em alimentos, a técnica mais
utilizada baseia-se no uso de uma faixa especifica da energia eletromagnética conhecida como radiacao
ionizante com raios gama. O processo consiste na exposic¢ao dos alimentos a uma fonte controlada de
radiacdo ionizante, durante um determinado periodo de tempo. Neste processo, apenas 0s raios gama
entram em contato com o produto sem qualquer risco de contaminacédo radioativa (Neves; Manzione;
Vieites, 2002).

A habilidade da irradiacdo para inativacao de microrganismos € a principal raz&o para o uso da
irradiacdo em alimentos. A irradiacdo foi demonstrada como sendo um meio efetivo de destruicdo de

bactérias patogénicas e ndo patogénicas, bem como parasitas e em uma escala menor, virus. Neste
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contexto, a irradiacdo é vista como analoga a Varios outros processos usados na eliminagdo de
microrganismos como o aquecimento (Moy, 1993).

Para utilizar a irradiagdo como tecnologia de processamento de alimentos, € imprescindivel
estudar a sensibilidade a radiacdo de microrganismos contaminantes, pois isso fornece uma base para
estimativa precisa das doses de inativacdo. A sensibilidade a irradiacdo varia entre diversos fatores
como espécies microbianas, componentes dos alimentos, temperatura durante a irradiacdo e
armazenamento subsequente (Neimira, 2007; Thayer, 2000). A medida mais usada para medir a
radiossensibilidade é o valor de D1o (dose de redugéo decimal), a qual é definida como a dose requerida
para eliminar 90% da populagdo bacteriana inicial, ou diminuir a populacdo em 1 ciclo logaritmico.

Tendo em vista a importancia do leite em seus varios aspectos, como o nutricional e de saide
publica, este estudo teve por objetivo investigar o efeito de baixas doses de irradiacdo gama na
letalidade de microrganismos patogénicos inoculados no leite e determinar a radiossensibilidades dos

mesmaos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENGAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima (leite cru) utilizada neste experimento foi gentilmente cedida pelo Laticinio
Bom Gosto - Laticinios Pitangui Lima LTDA, localizado na cidade de Curvelo-MG.

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro rosqueavel previamente esterilizados e
mantidas sob refrigeracdo (5-7 °C) em bolsas térmicas contendo gelo reciclavel para transporte (em
média 3 horas) até o Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), para realizacdo do
estudo microbiolégico.

2.2 PREPARO DO INOCULO E INOCULACAO DAS AMOSTRAS

A partir de culturas estoque de Salmonella enteritidis, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes obtidas na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e mantidas congeladas na UFVJM, foi
realizada a ativagdo através do descongelamento a temperatura ambiente e incuba¢do em 3mL de caldo
nutritivo por 48 horas a 36 °C (Alves, 2010).

O inoculo foi incubado em leite previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Utilizou-se 40 pL do inoculo para 10 mL de leite. Deixou-se o leite inoculado em estufa a 36 °C por
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24 horas para desenvolvimento do microrganismo. Este método foi obtido a partir de testes realizados
com objetivo de atingir nivel de carga microbiana suficiente para a obtencéo das cinéticas de inativacéo.
Para a realizacdo do experimento, as amostras foram subdivididas em 3 grupos experimentais,

um para cada microrganismo estudado.

2.3 IRRADIAQAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

As amostras de leite inoculadas foram transportadas até o Laboratério de Irradiagdo Gama
(LIG) do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo Horizonte/Minas
Gerais, para o tratamento com irradiagdo gama. Durante todo o periodo de transporte (em media 4
horas) as amostras foram mantidas refrigeradas (5-7 °C) em bolsas térmicas contendo gelo reciclavel.
Foi utilizado Irradiador Panoramico Multipropoésito de Categoria Il, fabricado pela MDS Nordion no
Canada, Modelo IR-214 e tipo GB-127, equipado com uma fonte de Cobalto-60 estocada a seco.

As amostras foram expostas as seguintes doses: 0,5 kGy, 1,0 kGy, 1,5 kGy, 2,0 kGy, 2,5 kGy
e 3,0 kGy com taxa de dose de 1,2 kGy/hora. As amostras controle (ndo irradiadas) foram mantidas
nas condi¢bes que as amostras irradiadas. Foram realizadas 3 repeti¢cfes para cada microrganismo

estudado.

2.4 ENUI\/IERACAO DA POPULAQAO DE MICRORGANISMOS SOBREVIVENTES

A contagem de Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Escherichia coli foi feita por
plagueamento em superficie em agar PCA (Plate Count Agar), incubacdo a 36 °C por 48 horas e
posterior contagem, o resultado foi expresso em Log (UFC/mL) (Torquato, 2007). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.5 Andlise dos dados

Para andlise dos dados, utilizou-se o software SISVAR 5.6. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) a 5 % de significancia.

O valor D1 foi calculado graficamente através da através da analise de regressao linear.
Segundo a International Atomic Energy Agency (IAEA), a cinética de morte microbiana esta

relacionada diretamente com as doses de irradiacdo aplicadas segundo uma lei exponencial do tipo:

N=No [10] - D/D1o

Onde:
No= contagem inicial dos microrganismos;
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N= contagem de microrganismos sobreviventes ap6s a aplicacdo da dose D;

D= dose de irradiacdo aplicagdo aplicada;

D1o= dose de irradiagdo necessaria para destruicdo de 90% da populagdo microbiana ou diminuir a populagdo em 1 ciclo
logaritmico.

Essa equacdo pode ser linearizada para a seguinte forma:

LogN= LogNo - (1/D1o) D

Que corresponde a uma reta do tipo y=a +bx, onde:

a= LogNo= coeficiente linear de regresséo;

b= 1/D1o= coeficiente angular de regresséo;

O valor Dy foi calculado como o inverso positivo do coeficiente angular da regresséo: D1 = 1/b.

Também foram calculados o coeficiente de correlagéo linear (R?) e as equacdes de regresso.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 sdo apresentados os valores médios de contagens obtidos para 0s microrganismos

inoculados no leite cru esterilizado frente a doses de irradiacédo aplicadas.

Tabela 1. Contagem de Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Escherichia coli em amostras de leite irradiadas.
Microrganismos inoculados (Log UFC/mI*)

Doses (kGy)

Listeria monocytogenes Salmonella enteritidis Escherichia coli

Controle 7,73 7,81 5,37
0,5 7,38 7,07 4,82

1 6,70 6,26 2,97
15 5,64 4,98 2,62

2 4,67 3,89 2,32
2,5 2,83 3,01 2,12

3 2,67 2,93 1,82

*Valores expressos em média + desvio padréo.

Os resultados experimentais mostram que houve efeito significativo (p<0,05) das doses de
irradiacdo sobre a populacdo de microrganismos presentes. Quanto maior a dose maior a inativagao
observada. De acordo com Murano (1995) quanto maior a dose aplicada, menor o numero de
microrganismos sobreviventes. Dessa forma, se uma dada dose elimina 1 ciclo logaritmico (log), o
dobro desta dose eliminara 2 log de microrganismos.

Ao considerar as médias das populagdes de microrganismos inoculados no leite no decorrer das
doses de radiacdo aplicadas no experimento, observou-se um decréscimo nas concentracdes dos

microrganismos presentes. Com a aplicacdo de uma dose de 3 kGy, pode-se observar reducdo de

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p.84825-84835, nov. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

aproximadamente 5 log para a Listeria Monocytogenes e para a Salmonella enteritidis, e de
aproximadamente 4 log para a Escherichia coli. O que comprova o efeito de descontaminagédo causado
pelos raios gama.

A Listeria monocytogenes e a Salmonella enteritidis, apresentaram contagens iniciais da ordem
de 8 log, enquanto a Escherichia coli na ordem de 5 log. A aplicagdo de 1 kGy foi suficiente para
reduzir a contagem de Listeria monocytogenes em 1,03 log e em 1,55 log a da Salmonella enteritidis.
Ja para a Escherichia coli, a aplicacdo da mesma dose, 1 kGy, reduziu a contagem inicial em 2,4 ciclos
logaritmicos.

Segundo Franco e Landgraf (1999), o nimero de microrganismos influencia na irradiacdo, da
mesma maneira que no tratamento térmico, na desinfeccdo quimica e em outros fenémenos, ou seja,
guanto maior o numero de células, menor a eficiéncia de uma certa dose.

Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de regressao linear obtidas juntamente com suas
respectivas equacdes, coeficientes de determinacéo (R?) e valor D1o para cada microrganismo estudado.

Os resultados experimentais mostram que houve efeito significativo (p<0,05) das doses de
irradiacdo sobre a populacdo de microrganismos presentes, existindo diferenca significativa entre as

doses aplicadas.

Figura 1. Curvas de inativacgdo de Listeria monocytogenes (a), Escherichia coli (b) e Salmonella enteritidis (c) apresentando
equacdo geral da reta, coeficiente de determinagéo (R?) e valor Dio.
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(b)
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Para todos os microrganismos analisados foi observada alta significancia (p<0,05) dos modelos
de regressdo estimados, foram encontrados coeficientes de determina¢do com valores superiores a 0,80,
ou seja, as equacdes quadraticas determinadas podem explicar mais de 80% dos dados, o0 que indica
elevada dependéncia entre as varidveis: dose de irradiacdo aplicada e populacdo de microrganismos
presentes.

A dose necessaria para inativar 90% ou diminuir em 1 ciclo logaritmico a populacdo de S.
enteritidis foi de 0,53 kGy, para L. monocytogenes foi de 0,56 kGy e para E. coli foi de 0,84 kGy. Esses
valores sdo maiores do que os valores listados por Yadav; Tyagi (2005) para patogenos tipicos em
alimentos refrigerados: E. coli 0157:H7 (0,24 kGy), Salmonella spp. (0,30 kGy) e Listeria
monocytogenes (0,30 kGy).
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Microrganismos pertencentes a uma mesma espécie, género e familia podem apresentar valores
D1 diferentes em funcéo de caracteristicas proprias do microrganismo como também do meio em que
0 mesmo se encontra (Murano, 1995; Santos et al., 2003).

De acordo com Landgraf (2008), Jay (2005) e Murano (1995), a radiossensibilidade dos
microrganismos é afetada por fatores intrinsecos do mesmo e fatores extracelulares, como: tipo de
microrganismo, natureza e extensdo do dano direto na estrutura do DNA do microrganismo, fase de
multiplicacdo dos microrganismos, composi¢do do meio, pH, temperatura e composicdo atmosfeérica.

Em funcéo disso, Urbain (1986), enfatiza que na elaboracdo de um processo de irradiacdo de
um determinado alimento € necessario que o valor D1o do microrganismo-alvo seja determinado neste

mesmo alimento.

4 CONCLUSAO

As novas tecnologias aplicadas na conservagdo de alimentos tém recebido grande destaque
devido ao grande potencial que oferecem como técnicas alternativas ou complementares aos métodos
térmicos tradicionalmente utilizados.

Pela avaliacdo dos resultados podemos concluir que a irradiacdo gama é eficiente na
descontaminacdo do leite, levando a reducdo 4 a 5 ciclos logaritmicos da carga microbiana inicial, e
doses baixas , como 1 kGy ja seria suficiente para reduzir a carga microbiana inicial em mais de 90%

tanto para Salmonella enteritidis quanto para Listeria monocytogenes e Escherichia coli no leite.
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