Higiene Alimentar - Val.30 - n® 256/257 - Maio/Junho de 2016

EFEITO DA RADIACAO POR MICRO-ONDAS NA
INATIVACAO DE CEPAS DE Escherichia coli

Cristiano Ragagnin de Menezes
Gabriela Poletto

Maria Fernanda da Silveira Caceres de Menezes

Mariana de Aratijo Etchepare

Departamento de Ciéncia e Tecnologia em Alimentos — Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria — RS

RESUMO

Entre as bactérias patogénicas vin-
culadas a doencas transmitidas por
alimentos destaca-se a Escherichia
coli, sendo a espécie predominante
na microbiota do trato intestinal dos
humanos e animais de sangue quente
e que estd associada diretamente com
a ma higieniza¢do dos manipulado-
res. Com a necessidade de aplicar
processos inovadores sem a geragdo
de residuos, o desenvolvimento de
novas tecnologias para o controle e
reducgdo de carga microbiana nos ali-
mentos vem sendo estudado, desta-
cando-se a irradiacdo por micro-on-
das. Com a inteng¢do de testar o efeito
bactericida de um forno micro-ondas
(2450 MHz) sob cepas de E. coli, di-
ferentes tempos de irradiacdo foram
utilizados, sendo estes 5, 10, 15, 20,
30, 40 e 60s tendo como controle,
uma amostra ndo irradiada. Ainda,
imagens termograficas e mapeamen-
to do forno foram realizados para ve-
rificar a distribuicdo da temperatura
das amostras irradiadas, demonstran-
do a heterogeneidade da incidéncia
das ondas no interior da cavidade
do mesmo. Apds a realizacdo dos
testes, verificou-se que em 20s de
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irradiacdo, as cepas de Escherichia
coli foram inativadas, demonstrando
arelevancia do método para a ciéncia
e tecnologia dos alimentos uma vez
que o processo mostrou-se eficaz no
controle microbiano, de facil opera-
cdo, sem a geracao de residuos, rapi-
do e econdmico, quando comparado
aos métodos convencionais de inati-
vacdo e destrui¢do microbiana.

Palavras chave: Novas tecnologias.
Desinfeccdo microbiana. E. coli.

ABSTRACT

Among the pathogenic bacteria
transmitted to foodborne illness
there is the Escherichia coli, be-
ing the predominant species in the
microflora of the intestinal tract of
humans and warm-blooded animals
and is directly associated with poor
hygiene of food handlers. With the
need to apply innovative processes
without waste generation, the devel-
opment of new technologies for the
control and reduction of microbial
load in food has been studied, high-
lighting irradiation by microwave.
With the intention of testing the bac-
tericidal effect of a microwave oven
(2450 MHz) as strains of E. coli

157

different irradiation times were used,
these being 5, 10, 15, 20, 30, 40 and
60 as having s control, a sample not
irradiated. Further, thermographic
images and oven mapping were per-
formed to verify the temperature dis-
tribution of the irradiated samples,
demonstrating the heterogeneity of
incidence of the waves within the
cavity thereof. After the tests, it was
found that in 20 seconds irradiation,
strains of Escherichia coli were in-
activated, demonstrating the rel-
evance of the method for science and
technology of food once the process
has been shown to be effective in mi-
crobial control, easy operation with
no waste generation, quickly and
cost when compared to conventional
methods of microbial inactivation
and destruction.

Keywords: New technologies.
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INTRODUCAO

contaminacao micro-
biolégica nos alimentos
pode ocorrer por fatores
como manipulacdo e con-
servagdo inadequadas, contaminacio
cruzada entre produtos crus e proces-
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sados e o uso de utensilios e materiais
mal higienizados (MURMANN et
al., 2008). Os alimentos quando con-
taminados podem ocasionar surtos de
doencas transmitidas por alimentos
(DTA’s) aos consumidores constituin-
do um dos maiores problemas de satide
publica (WELKER et al., 2010).

Entre os patdgenos veiculados por
alimentos e causadores de doencas,
a Escherichia coli tem-se mostra-
do relevante em muitos estudos. A
Escherichia coli pertence a familia
Enterobacteriaceae, ¢ um bastonete
gram-negativo, anaerdbio facultativo,
catalase-positivo, oxidase-negativo e
fermentador da lactose. Se multiplica
em temperaturas de 7°C a 48°C, com
temperatura 6tima de 37°C, e em pH
préximo ao neutro, sendo a espécie
predominante na microbiota do trato
intestinal dos humanos e dos animais
homeotermos (SILVA et al., 1997).

Tendo em vista a inativagdo micro-
biana, diferentes métodos de desinfec-
¢do tém sido avaliados, entre eles a
radiacdo micro-ondas. As micro-ondas
localizam-se na regido do espectro
eletromagnético entre as ondas mili-
métricas (0,0lm) e as ondas de radio
(Im) correspondendo a frequéncias
entre 0,3 GHz e 30 GHz. Nos fornos
de micro-ondas, as ondas geradas sdo
reguladas em frequéncias que podem
ser absorvidas por materiais polares,
0s quais simplesmente absorvem a
energia e tornam-se aquecidos. Esta
propriedade das micro-ondas as torna
uma op¢ao para acelerar os processos
de tratamento térmico, uma vez que
reduz o tempo necessario para que os
alimentos atinjam a temperatura ideal
para reducdo ou eliminagdo de micro-
-organismos (RAMPELOTTO, 2012).

Além de ocasionarem aquecimento,
as micro-ondas apresentam efeitos ndo
térmicos nas membranas celulares. As
teorias da eletroporacd@o e acoplamento
magnético sao alguns dos efeitos ndo
térmicos estudados. A eletroporagdo
ocorre quando um potencial elétrico
penetra a membrana do microrganismo

provocando a formacg@o de poros que
resultam em vazamento do conteu-
do celular. O acoplamento do campo
magnético provoca uma ruptura nos
componentes internos da célula, o que
leva a lise celular permitindo que as
bactérias sejam destruidas a tempera-
turas mais baixas do que o uso do calor
sozinho (LAKINS et al., 2008).

A temperatura de incidéncia das
micro-ondas na amostra foi verifica-
da através de imagens termogréficas.
A termografia trata-se de um método
de deteccdo da distribui¢do de energia
térmica emitida pela superficie de um
ou vérios corpos ou objetos. E um en-
saio ndo destrutivo que utiliza os raios
infravermelhos para medir temperatu-
ras ou observar padrdes diferenciais
de distribuicdo de temperatura (AZE-
VEDO & SILVA, 2012).

O presente trabalho teve por obje-
tivo avaliar o efeito bactericida de um
sistema de irradiacdo de micro-ondas
na inativacdo de cepas Escherichia
coli.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se um forno de micro-
-ondas convencional, da marca LG®,
de frequéncia 2450 MHz, modelo
MS3042RA, capacidade de 30L, com
poténcia nominal de 8O0W.

Mapeamento do forno de micro-
-ondas através da variacio da tem-
peratura da agua

De acordo com Trindade e Cerquei-
ra (2007) e Rosini et al. (2004) com
adaptacdes, o procedimento consistiu
em distribuir no prato giratério (30,5
cm) em “forma de cruz”, 9 béqueres
com capacidade de 50mL, contendo
25mL de dgua ultrapura. Cada béquer
foi identificado e posicionado no mes-
mo local do prato onde foi verificada
a temperatura inicial da dgua de cada
béquer. As identifica¢des adotadas fo-
ram: Al, A2, A3 e A4 para os béque-
res da borda do prato, ou seja, 2,5cm
da extremidade do prato; B1, B2, B3

158

e B4 para os béqueres da drea inter-
mediaria ou 8,5cm da extremidade do
prato; C para o béquer posicionado no
centro do prato giratério ou 15,2cm
da extremidade do mesmo. As tem-
peraturas das amostras de dgua fo-
ram verificadas simultaneamente, por
meio de dois termdmetros de mercu-
rio (marca HG) ap6s a exposicao de
60s de irradiagdo micro-ondas.

A incidéncia da radiacdo é medida
através do cdlculo da poténcia. Este
¢é feito por aplicagdo dos valores de
temperatura a equacao:

k.Cp.m.At
t

P =
)

P = poténcia

k = fator de conversao (4,184 J.g"'K"
Cp = capacidade calorifica da agua
(1°C)

m = massa da dgua

At = variag@o da temperatura, em °C
t = tempo, em segundos

Determinacao da poténcia real
do forno de micro-ondas

Para verificar a poténcia real do
processo de aquecimento do equipa-
mento foram realizados ensaios, com
trés repeti¢des, do aquecimento de
1000g de dgua ultrapura em béquer
com capacidade para 2L durante
o tempo de 120s. O béquer foi po-
sicionado no centro da cavidade do
micro-ondas. A temperatura foi de-
terminada antes e apds a irradiagao,
com termdmetro de mercirio (HG)
(RASCHEN et al., 2014).

A poténcia real (P) foi determina-
da (em watts) pela razdo entre a ener-
gia absorvida pela 4gua e o tempo de
irradiacdo, através da equagdo utili-
zada no procedimento anterior.

Imagens termogrificas das ce-
pas de E. coli

As imagens foram coletadas e ar-
mazenadas com camera termografica
em infravermelho (FLIR, E60), para
cada unidade experimental (placa de
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Petri), apds 2 segundos dos diferen-
tes tempos de irradiacdo micro-on-
das. Monitorou-se 85% da imagem
(85x85cm) resultando em 5940 pi-
xels a uma distancia de 40 cm entre
camera e amostra. A camera apre-
senta sensibilidade térmica < 0,05°C
e mede uma faixa de temperatura
de -20 a +650°C. A emissividade
da camera termografica foi ajustada
para 0,95.

Preparacio do inéculo de E. coli

A preparagdo do indculo seguiu a
metodologia descrita por Apostolou
et al. (2005) com adaptacdes. As cul-
turas da estirpe (ATC 25922) foram
preparadas em tubos inclinados de
Agar Triptico de Soja (Himedia) e
armazenados a 5°C em refrigerador
(Electrolux®). Culturas puras de E.
coli foram preparadas por subcultu-
ra da estirpe de ensaio em 10mL de
Caldo Triptico de Soja (Himedia) a
37°C durante 18-24 h e subsequen-
te inoculagdo de 4mL em 400 mL
de Caldo Triptico de Soja armazena-
dos em estufa de incubacdo a 37°C
(Cienlab) durante 24h.

Analises microbiolégicas

Apés a incubacido de 400mL de
Caldo Triptico de Soja contendo
4mL de indculo, retirou-se 30mL os
quais foram irradiados em placa de
Petri nos tratamentos de 5, 10, 15,
20, 30, 40 e 60 segundos, tendo como
controle uma amostra ndo irradiada.
Este procedimento foi realizado em
3 repeticdes para cada tempo. Em
seguida, foram feitas as respectivas

Tabela 1 — Mapeamento do forno micro-ondas.

diluicdes e a semeadura de ImL de
cada diluicdo em placas de Petri.
Adicionou-se 4gar Violet Red Bile
(Himedia), homogeneizou-se ade-
quadamente o 4gar com o inoculo e
deixou-se solidificar em superficie
plana para posteriormente fazer a so-
brecamada. Incubaram-se as placas
invertidas a 37 + 1°C por 48 horas
em estufa de incubagdo. Decorrido
o tempo de incubagdo realizou-se a
leitura das placas no contador de co-
16nias (LS 6000).

Analise estatistica

Foram realizadas trés repeti¢cdes
para cada tratamento e os dados ob-
tidos foram submetidos a andlise de
variancia (one-way, ANOVA). As
médias foram comparadas pelo tes-
te de Tukey, considerando o nivel
de significancia de 95% (p<0,05)
com auxilio do programa STA-
TISTICA versao 7.0 (StatSoft, Inc,
Tulsa — OK, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Mapeamento do forno de micro-
-ondas através da variacdo da tempe-
ratura da dgua

De acordo com a Tabela 1, pode-se
observar que a maior incidéncia da ra-
diacdo micro-ondas ocorreu na regiao
das bordas do prato giratério, uma
vez que a variacdo de temperatura foi
de 38,9°C e a poténcia determinada
67,8W.

Segundo estudo realizado por
Raschen et al. (2014), o mapeamen-
to da radiagdo no interior do forno

demonstrou heterogeneidade da inci-
déncia das ondas, ressaltando a im-
portancia de disponibilizar de forma
adequada os copos na cavidade do
forno de micro-ondas. Na regido cen-
tral (0 e S5cm de distancia a partir do
centro do prato giratério) a poténcia
obtida foi 43,9W, j4 na faixa interme-
diaria (5 e 10cm) obteve-se 41,8W. A
posicdo selecionada para a realizagdo
dos experimentos ficou na faixa das
bordas (10 e 15cm do centro do prato
giratério) pois foi a regido de maior
incidéncia de radiagdo micro-ondas
(45,0W), resultado este que corrobora
com o apresentado neste trabalho.

Determinacdo da poténcia real
do forno de micro-ondas

A poténcia nominal fornecida
pelo fabricante do forno (LG) foi
de 800 W, enquanto que a poténcia
real encontrada (poténcia méxima)
foi 627,5 W, correspondendo esta a
78,4% da poténcia nominal, sendo
o restante da energia dissipada pelo
meio.

Em outro estudo, através da mes-
ma metodologia realizada neste tra-
balho, a poténcia real (poténcia ma-
xima) foi de 697 W, correspondente
a 77,4% da poténcia nominal forne-
cida pelo fabricante do forno micro-
-ondas (RASCHEN et al., 2014).

Imagens termograficas das ce-
pas de E. coli

Na Figura 1 apresentam-se as ima-
gens termograficas das cepas de E.
coli.

Analisando a Figura 1, observou-se

Regides de Identificacdo dos béqueres

o Variacdo de Temperatura (°C) Poténcia (W)
no prato giratorio
Regides de irradiagdo na cavidade
Centro 38,6 67,4
Intermedidria 28,7 50,3
Borda 38,9 67,8
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que de acordo com as variagcdes do
tempo de irradiacdo e temperatura,
obteve-se a alteracdo das cores da es-
cala policromdtica, sendo os pontos
em branco e amarelo menos intensos
responsaveis por apresentar maior in-
cidéncia de calor e foram observados
a partir de 30s de irradiacdo micro-on-
das, principalmente, como pode-se vi-
sualizar nas imagens 1(e), 1(f) e 1 (g).

Observa-se ainda, que quanto
maior o tempo de radiagdo, maior a
temperatura emitida, uma vez que em
5s a temperatura média correspondeu
a 31,6°C e em 60s, a média chegou a
67,9°C.

Pitchai et al. 2014, realizaram ima-
gens termograficas de nuggets de fran-
go e puré de batatas apds irradiacdo
micro-ondas. Para o puré de batatas
a temperatura mais alta permaneceu
em torno de 30°C mesmo ap6s 90s de
aquecimento, enquanto que a tempe-
ratura excedeu 72°C em nuggets de
frango demonstrando o aquecimento
nao uniforme do equipamento.

Efeito bactericida das micro-
-ondas

A cinética bactericida das micro-
-ondas para E. coli e para dife-
rentes tempos de exposi¢do sdo

apresentados na Tabela 2.

De acordo com a Tabela 2 verifica-
-se que a contagem inicial de células
vidveis da amostra controle (nao irra-
diada) foi de 10,56 log UFC/g. Apds
15s de irradiacdo obteve-se uma re-
ducao de 8,57 log UFC/g apresen-
tando uma diferenga significativa
comparando-se com o controle. A
partir de 20s obtém-se a inativagdo
da bactéria E. coli.

Comparando o efeito bactericida
de aquecimento convencional e for-
no micro-ondas em culturas liquidas
de Escherichia coli, Salmonella so-
fia, Salmonella enteritidis, Proteus
mirabilis e Pseudomonas aerugino-
sa obtiveram a conclusdo que para
todas as estirpes testadas as micro-
-ondas foram mais eficazes, uma vez
que as bactérias morreram mais ra-
pidamente do que no cozimento (C.
PAPADOPOULOU et al., 1995).

Ao equiparar tratamento térmico
convencional com energia de micro-
-ondas na inativacdo de esporos de
Bacillus subtillis, ap6s a irradiagdo
a viabilidade dos esporos foi seme-
lhante a observada para os esporos
submetidos a aquecimento por con-
dugcdo para os mesmos intervalos
de tempo. Completa inativagdo de

esporos foi obtida por irradiacdo e
convencionalmente posteriormente
a 20 min de aquecimento (CELAN-
DRONI et al., 2004).

Em outro estudo, suspensoes
de Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus cereus NRRL 3711 e Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923
foram expostas a irradiacdo micro-
-ondas. Os graus de inativagdo pelas
variacdes de tempo, montante inicial
de células bacterianas e de energia
foram comparados de forma sistema-
tica. A eficiéncia mdxima das micro-
-ondas foi em 60s de exposi¢do. Da-
dos experimentais mostram que as
micro-ondas aparentemente produ-
zem efeitos letais sobre as bactérias
examinadas por calor gerado durante
a exposicdo de micro-ondas (GEDI-
KLI et al., 2007).

Ao estudar o efeito da radiagdo
eletromagnética de um forno de mi-
cro-ondas a frequéncia de 2,45 GHz,
em Escherichia coli, concluiu-se que
¢ possivel inativar uma grande parte
das bactérias a partir de 30s de irra-
diagdo a uma temperatura de 60°C
(PEREIRA, 2007).

Também analisando a incidéncia
da radiacdo de micro-ondas sobre E.
coli, Banik et al. (2003), observaram

Figura 1 - Imagens termogréficas das cepas de E. coli obtidas para cada tempo de exposigao a irradiagdo micro-ondas.

(a) TMin: 303;T Max:33,6; () T Min:45.7.T Max: 47;

T Med.:31.6: DP: 0.6

(e) T Min_: 66,0;T Max: 69;
T Méd:68;: DP: 0.6

TMad:688:DP- 08

TMeéd679:DP: 1.1
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71 °C
() T Min: 53.4:T Max: 56.6; (d) T Min.: 38,6:T Max: 62.6:
T Med..46,5; DP: 0.2 TMed:;DP: 06 TMeéd:60,8;DP: 1
60 s
(D T Min: 66,8:T Max: 702; (g) TMin.: 65,9:T Max: 70.6; 30 °C
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Tabela 2 - Cepas de Escherichia coliirradiadas por micro-ondas em diferentes tempos.

Tratamento Log UFC/g
Controle 10,56° + 0,03
5s 10,43 + 0,04
10s 10,38° + 0,00
15s 8,57°+ 0,03
20s 0,00¢ + 0,00
30s 0,00¢ + 0,00
40s 0,00¢ + 0,00
60s 0,00¢ + 0,00

*Valores médios (n=3) + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

a taxa de mortalidade da bactéria em
diferentes temperaturas, onde nao foi
verificado a morte celular a 35°C, en-
quanto que a 45°C, 47°C e 50°C as ta-
xas de mortalidade foram maiores que
as obtidas na esterilizagdo convencio-
nal 2 mesma temperatura.

Os tltimos resultados apresentados
corroboram com os obtidos no presen-
te estudo, uma vez que a temperatura
de inativacao da Escherichia coli ocor-
reu a partir de 60°C.

CONCLUSAD

Verificou-se que o forno de micro-
-ondas é um método eficaz para ina-
tivacdo da bactéria Escherichia coli,
uma vez que apds 20s de irradiacdo
nao houve contagem de células via-
veis, porém mais estudos precisam
ser realizados quanto a influéncia das
micro-ondas na parede celular e efeitos
térmicos e ndo térmicos causados so-
bre 0s micro-organismos.
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