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RESUMO

SILVA, Cleuber Anténio de Sa, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2000. Avaliacao da radiacao ultravioleta no controle de
microrganismos aderidos em filmes de polietileno de baixa densidade.
Orientador: Nélio José de Andrade. Conselheiros: Nilda de Fatima Ferreira
Soares e Sukarno Olavo Ferreira.

A adesdo de células de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli K12 foi avaliada em embalagens de polietileno de baixa
densidade (PEBD), empregando-se as seguintes condi¢des: area interna da
embalagem de 630 cm?, temperaturas de ades&o de 8 e 18°C, concentracdes
iniciais das suspensdes bacterianas na ordem de 10° 10° e 10’UFC/mL e
tempo de incubagdo de 12 horas. Constataram-se diferencas significativas
(p<0,05) na temperatura de adesdo e também nas interagcdes entre
microrganismos e as contagens iniciais na suspens&o bacteriana. A adesao na
temperatura de 18°C foi superior aquela encontrada a 8°C. Também, houve
tendéncia de maior adesdo com aumento do numero inicial de células na
suspenséo bacteriana. A eficiéncia bactericida da radiagdo ultravioleta (UV) na
reducdo do numero de E. coli e S. aureus aderidas ao PEBD foi avaliada a
partir de concentragdes iniciais na ordem de 10° a 107, temperatura de ades&o
de 18°C por 12 horas e exposicdo entre 216 e 175 uWcm™. Constatou-se que a
E. coli é mais resistente a exposicao a radiacdo UV , apresentando valores D
de 4,35 e 1,84 segundos, quando os logaritmos dos numeros iniciais de células
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sdo iguais a 5 e 6,8, respectivamente; para S. aureus, os valores de D obtidos
foram de 1,96 e 1,18, respectivamente. No estudo da reducdo da intensidade
versus eficiéncia bactericida da radiagcdo UV, observou-se reducdo na
intensidade de 288 para 78 chm'2 apdés 1.500 horas de uso, sendo esse
declinio mais acentuado nas 100 horas iniciais. A eficiéncia da radiacao UV
sobre E. coli decresceu de 0,94 RD, apds 70 h de uso da lampada, para 0,36
RD, ap6s 1500 horas. Para S. aureus, esses valores variaram de 1,04 a 0,58
RD. Foram avaliadas amostras de PEBD de trés bobinas, antes e apds
irradiagdo, com 137 puWcm™ por dois segundos. Constatou-se contaminagao
inicial nas embalagens de 0,16 NMP/cm? de mesofilos aerdbios, que, apds
exposicdo a radiacdo, diminuiu para 0,014 NMP/cm?, sendo este valor abaixo
da recomendacgao de 0,1 UFC/cm?. Por meio de microscopia de forca atémica
(MFA), observou-se a existéncia de irregularidades na superficie do PEBD,
como fendas e elevagbes. Essas imperfeigbes podem alojar bactérias,
facilitando o processo de adesao, além de reduzirem a eficiéncia da radiagao
UV, devido a presencga de regides que protegem as células do contato com a
radiacdo. Os resultados mostram que a radiacdo UV apresenta agao sobre
bactérias aderidas a superficie de PEBD, sendo uma técnica util na redugao da

microbiota presente nessa embalagem.
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ABSTRACT

SILVA, Cleuber Anténio de Sa, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
December 2000. Ultraviolet radiation evaluation on control of
microorganisms adhered to films of low density polyethylene. Adviser:
Nélio José de Andrade. Committee members: Nilda de Fatima Ferreira
Soares and Sukarno Olavo Ferreira.

The cell adhesion of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Escherichia coli K12 was evaluated on polyethylene packages of low density
(LDPE) with the following conditions: package internal area of 630 cm?
adhesion temperatures of 8 and 18°C, bacteria suspension initial concentration
of 10°, 10° and 107 UFC/mL and incubation period of 12 hours. One has verified
significant difference (p<0.05) on adhesion temperature, microorganisms
interactions as wellas on initial counts in the bacteria suspension. The adhesion
at 18°C was higher than the one found at 8°C. There was, also, a tendency to
higher adhesion related to the increase on initial cell nhumber of bacteria
suspension. Ultraviolet radiation bactericide efficiency (UV) on reduction of E.
coli and S. aureus number adhered to LDPE, was evaluated from initial
concentrations of 10° to10’, adhesion temperature of 18°C for 12 hours and
exposition between 216 and 175 chm'z. It was verified that E. coli was more
resistant to UV radiation exposition, showing D values of 4.35 and 1.84
seconds, when the initial logarithmic numbers of cells were 5.0 and 6.8,
respectively. For S. aureus, the obtained D values were respectively 1.96 and
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1.18. In the study of intensity reduction versus UV radiation bactericide
efficiency, a reduction in intensity from 288 to 78 chm'2 was observed after
1500h of use, being this decrease higher in the 100 first hours. The UV
radiation efficiency on E. coli decrease from 0.94 RD, after 70h of lamp use, to
0.36 RD after 1500h. For S. aureus these values varied from 1.04 to 0.58 RD.
Samples of LDPE from three bobbins, before and after radiation, with 137
chm'2 in 2 seconds. The films were initially contamined wiht 0.16 NMP/cm? by
aerobic mesophyles, which was reduced to 0.014 NMP/cm? after exposition to
radiation, being this value below the recommended value of 0.1 UFC/cm?. The
existence of irregularities on the LDPE surface, like slits and elevations, was
observed by atomic power microscopy. These imperfections may lodge
bacteria, turning to an easy process adhesion, further on to reduce the UV
radiation efficiency due to the presence of regions that protect cells from
radiation. The results showed that UV radiation presents efficiency against
bacteria adhered to PELD surface, being a useful auxiliary technique on

microbiologic control of these packages.
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1. INTRODUGAO

Existe grande preocupagdo com a segurangca dos alimentos
disponiveis ao consumidor, em relagdo as caracteristicas fisicas, quimicas e
microbiolégicas.

Assim, a industria alimenticia deve agir de forma preventiva nas
diversas etapas da producdo dos alimentos, atuando em pontos onde é
possivel reduzir a contaminagcdo com microrganismos patogénicos e/ou
alteradores. Essas contaminacdes podem veicular enfermidades transmitidas
por alimentos, apresentar problemas de diminuicdo da vida-de-prateleira ou,
ainda, nao atender a legislagao vigente.

Nas industrias de laticinios, as embalagens plasticas usadas no
envase do leite fluido devem apresentar contaminagdo microbioldgica em
niveis que ndo afetem a qualidade do leite durante a estocagem e
comercializacdo do produto.

O controle microbiolégico dessas embalagens pode ser efetuado por
meio da radiagdo ultravioleta (UV), no comprimento de onda em torno de 254
nm, emitida por diversas lampadas germicidas disponiveis comercialmente. A
radiagdo UV é um agente sanificante fisico que: elimina bactérias, bolores,
leveduras e virus; ndo deixa residuos nas superficies aplicadas; € um processo
a seco; nao necessita de aquecimento; é de simples emprego e de baixo
custo; nao apresentando restricbes quanto ao seu uso em relagdo a
legislagao.

No entanto, ha controvérsias quanto a eficiéncia antimicrobiana da



radiacao UV. Aspectos como intensidade de radiacido, tempo de exposigao,
distancia da fonte de radiacdo UV a superficie, vida util das lampadas
germicidas comerciais e agao sobre os diversos microrganismos tém sido
objeto de preocupagdes dos profissionais responsaveis pela qualidade final
dos produtos.

Um dos objetivos deste trabalho foi verificar a capacidade de adeséao
de células de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e de Escherichia coli K12
em superficie de polietileno de baixa densidade (PEBD). O outro objetivo foi
avaliar a eficiéncia antimicrobiana da radiagdo UV sobre estes microrganismos
aderidos ao PEBD e sobre microrganismos contaminantes de embalagens, em
condicdes industriais. Também foi avaliada a eficiéncia da radiagcdo UV em
funcdo do tempo de uso. Além disso, foi analisada a microtopografia do PEBD
pela microscopia de forga atdomica.

O trabalho pretende fornecer subsidios para a melhor utilizagdo da
radiacdo UV pela industria de laticinios, particularmente no envase de liquidos
em PEBD.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Adesao bacteriana e formagao de biofilme

A adesao microbiana e a formacéao de biofilmes ocorrem em virtude da
deposi¢cao de microrganismos em uma superficie de contato, onde eles se
fixam e iniciam o crescimento (ZOTTOLLA, 1994, 1997; ZOTTOLA e
SASAHARA, 1994; SNYDER, 1992; FLINT et al., 1997).

Uma vez aderidos, os microrganismos podem absorver e metabolizar
nutrientes, liberando residuos de seu metabolismo, produtos com fungéao
estrutural ou materiais que auxiliam na adesao e replicacao celular, formando
assim uma rede tridimensional dindmica, conhecida como biofilme (BOWER et
al., 1996). No biofilme, as bactérias estdo fortemente aderidas a uma superficie
por meio de filamentos de natureza protéica ou polissacaridica, denominados
glicocalix (MOSTELLER e BISHOP, 1993; CRIADO et al., 1994; ELASRI e
MILLER, 1999). Depois de formado o biofilme, os microrganismos continuam a
crescer, formando um cultivo puro ou uma associagdo com outros
microrganismos. No biofilme, os microrganismos estdo mais resistentes a agao
de agentes quimicos e fisicos, como aqueles usados no procedimento de
higienizagdo, sendo uma importante fonte de contaminagdo na industria de
alimentos (MOSTELER e BISHOP, 1993).

2.2. Adesao bacteriana e formacgao de biofilmes na industria de alimentos

A prevengdo da contaminagdo causada por microrganismos

patogénicos durante o processamento de alimentos €& de consideravel
3



importancia para saude publica e, consequentemente, de grande preocupagéo
para a industria (CUNLIFFE, 1999). Esta preocupacdo aumenta com o
aparecimento de biofilmes bacterianos em superficies usadas durante o
processamento de alimentos (BOWER et al., 1996), constituindo um sério
problema (MOSTELLER e BISHOP, 1993).

Na industria de alimentos, diversas superficies para processamento
sao passiveis de apresentar formagdo de aderéncia e/ou formagao de
biofiimes de origem bacteriana. Dentre elas, incluem-se acgo inoxidavel, vidro,
borracha, férmica, polipropileno, polietileno, policarbonato e ferro forjado
(ZOTTOLA, 1997). As superficies que entram em contato com os alimentos
durante o processo de industrializagcdo nao devem contamina-los ou aumentar
a incidéncia de microrganismos, sejam estes alteradores ou patogénicos. Na
industria de laticinios, a linha de processamento apresenta comumente
superficies que permitem a adesao de bactérias patogénicas e esporulantes
(MOSTELER e BISHOP, 1993).

A formacdo de biofimes pode ser desejavel ou indesejavel. E
desejavel na obtencdo de produtos fermentados, como o vinagre, em que
bactérias produtoras de acido acético crescem em biofiimes sobre finas
camadas de madeira, convertendo o substrato em produto. Também, sao
usados no tratamento de aguas residuarias oriundas do processamento de
alimentos, onde os microrganismos aderidos removem os residuos organicos e
inorganicos, facilitando o reuso desta agua (ZOTTOLA, 1994).

A formagao de biofilmes em superficies que mantem contato com os
alimentos é indesejavel (ZOTTOLA, 1997). Em tubulagdes de agua para
consumo, a formacgao de biofilme € indesejavel por razbes higiénicas, estéticas
e econOmicas. Esse crescimento ocorre devido a utilizagdo de compostos
biodegradaveis presentes em agua tratada ou originados de materiais que
entram em contato com a agua (VAN DER KOOIJ, 1999).

Uma fungdo importante da embalagem de alimentos é a preservacgéao
deste (SONNEVELD, 2000). No entanto, os materiais das embalagens séo
possiveis fontes de contaminagdo na industria de laticinios, onde foram
isolados inclusive esporos de Bacillus cereus (VAN HEDDEGHEM e
VLAEMYNCK, 1985), que apresentam grande hidrofobicidade, podendo aderir
a tubulagcdes (ANDERSSON et al.,, 1995). O desprendimento de bactérias



patogénicas e esporos aderidos a tubulagbes, por acdo fisica (forgas
hidrodindamicas), pode resultar em contaminagées que levam a perda da
qualidade do alimento, constituindo um risco em potencial para a saude publica
(MOSTELLER e BISHOP, 1993; CRIADO et al., 1994).

2.3. Mecanismos de adesao bacteriana

O processo de formacédo do biofilme é complexo, podendo se iniciar
com a adesdo de uma unica bactéria (BOWER et al., 1996). Em ambiente de
processamento de alimentos, o tempo requerido para que ocorra a adesao
pode ser relativamente pequeno (MAFU et al., 1990; SMOOT e PIERSON,
1998). MAFU et al. (1990) observou, por microscopia eletrénica de varredura,
adesao de células de Listeria monocytogenes em aco inoxidavel apés 20
minutos de contato. As condicbes ambientais, o tipo de superficie e as
caracteristicas da bactéria também influem na ades&o bacteriana.

Mecanismos de adesao bacteriana em tipos diferentes de superficies
tém sido propostos. Segundo BUSSCHER et al. (1984), a adesdo ocorre em
dois estagios, sendo o primeiro a aproximacgao inicial, seguida por ligacdes
fisicas a superficie. Do ponto de vista termodindmico, a minimizagdo da
energia livre é o direcionamento da forga para adesdo. Quando a distancia
entre a bactéria e a superficie € superior a 50 nm, a aproximacao da célula
pode ser afetada por interacbes hidrofébicas e forcas de Van der Waals.
Quando a distancia de separacao da bactéria a superficie € inferior a 20 nm,
as forgas que envolvem a ligagao bactéria/superficie sdo potencializadas pela
atracao eletrostatica ou repulsédo, contribuindo no processo de adesdo. Em
distancias inferiores a 1,5 nm ocorrem interagcdes especificas que reduzem
essa distancia, levando a uma adeséao irreversivel. Estruturas e compostos
como flagelo, fimbria, pili e polimeros de polissacarideos (glicocalix) estédo
envolvidos no ancoramento das bactérias a superficie (BOWER et al.,1996). O
glicocalix suporta a formacao de biofilmes, sendo produzido somente apés a
adesao superficial, fornecendo condi¢cdes para adesdo do peptideoglicano das
bactérias gram-positivas e da parte externa da membrana externa das gram-
negativas (ZOTTOLA, 1994, 1997).



Uma segunda teoria para o processo de adesao sugere a existéncia de
cinco etapas diferenciadas, na seguinte ordem: transporte de nutrientes e
matéria organica e inorganica para a superficie sdélida, formagdo de uma
camada de nutrientes organicos e inorganicos, adesao dos microrganismos a
superficie e crescimento celular, seguido de intensa atividade metabdlica no
biofilme (CHARACKLIS e COOKSEY, 1983; ZOTTOLA, 1994, 1997).

Uma terceira teoria propde que a adesao se divide em trés etapas:
fixagcdo, consolidacédo e, por ultimo, a colonizagdo da bactéria na superficie
(Notermans et al., 1991, citados por ZOTTOLA, 1994, 1997). A consolidagéo &
um estagio importante, pois os microrganismos produzem nesta fase material
extracelular que propicia a fixacdo das células a superficie. Nesse ponto, as
células fixadas néo sdo removidas por rinsagem (SCHWACH e ZOTTOLA,
1982).

Durante o estagio de colonizagdo, muitas mudangas podem ocorrer
entre a microcolbnia e a superficie. O complexo polissacaridico presente no
glicocalix pode se ligar a ions metalicos, alterando a natureza quimica e fisica
do biofilme; além disso, subprodutos do metabolismo celular, como acidos
organicos, podem ser encontrados na matriz e resultar em corrosao local
(ZOTTOLA, 1994).

2.4. Fatores que influenciam a adesao

Fatores como caracteristicas do microrganismo, do material aderente e
do meio que envolve o microrganismo podem influenciar a ades&o bacteriana
(TROLLER, 1993). Geralmente, os esporos bacterianos aderem em maior
numero que ceélulas vegetativas, provavelmente devido a sua alta
hidrofobicidade relativa (BOWER et al., 1996). A adesdo de esporos de
Bacillus cereus é de dificil controle pela industria de laticinios, em razéo,
principalmente, da sua alta hidrofobicidade relativa, baixa carga superficial e
morfologia (ANDERSSON et al., 1995).

A limitagdo de nutrientes altera o perfil da ades&o de Pseudomonas
aeruginosa (COWELL et al.,, 1999). Estudos com este microrganismo tém

mostrado que as células em biofilmes sao fenotipicamente distintas das células



planctonicas (ELASRI e MILLER, 1999). A forma, a espécie bacteriana, a idade
da cultura e a concentragédo do microrganismo podem afetar o processo de
adesao. Bactérias gram-negativas, por exemplo, se aderem mais facilmente
(MOSTELLER e BISHOP, 1993).

No processo de adesido sao importantes o tipo, a forma idnica e o
tamanho da particula do material. No que diz respeito ao meio, fatores como
pH, concentragéo de sais organicos, compostos orgéanicos, agitacédo, duragao e
temperatura de contato sdo importantes nesse processo (TROLLER, 1993).

A microtopografia da superficie pode aumentar ou diminuir a

associagao da bactéria a superficie (BOWER et al.,1996).

2.5. Microrganismos envolvidos na adesao bacteriana

Estudos tém mostrado que microrganismos alteradores e patogénicos
podem aderir a superficies que entram em contato com alimentos, causando
sérios problemas de ordem econbmica e de saude publica (CRIADO et al.,
1994). No grupo de microrganismos alteradores encontram-se: Pseudomonas
fragi (SCHWACH e ZOTTOLA, 1982; ZOTTOLA, 1994; BLAKISTONE et al.,
1996), Pseudomonas aeruginosa (COWELL et al.,1999; ELASRI e MILLER,
1999; GIBSON et al., 1999), Pseudomonas fluorencens (MOSTELLER e
BISHOP, 1993; ZOTTOLA, 1997), Micrococcus sp. (CRIADO et al.,1994) e
Enterococcus faecium (ANDRADE et al., 1998). Entre os microrganismos
patogénicos tém-se: E coli O157:H7, Salmonela thyphimurium, Bacillus cereus
(BOWER et al., 1996; SMITH e FRATAMICO, 1995), Listeria monocitogenes
(BOWER et al.,, 1996; ZOTOLLA, 1997; MOSTELLER e BISHOP, 1993),
Yersinia enterocolitca (MOSTELLER e BISHOP, 1993; ZOTOLLA, 1994),
Staphylococcus aureus (CUNLIFE et al.,, 1999; GIBSON, 1999), Clostridium
perfringens (ANDERSSON et al., 1995), Aeromonas hydrophila (ASSANTA et
al., 1998; BAL’A et al., 1998).

A capacidade desses microrganismos aderidos a uma superficie de se
desprenderem e contaminarem os alimentos que passam por esta superficie é
denominada potencial de biotransferéncia (HOOD e ZOTTOLA, 1995).

O Staphylococcus aureus apresenta-se na forma de cocos gram-



positivos, pertencentes a familia Micrococcaceae, € uma bactéria mesofilica
apresentando temperatura de crescimento na faixa de 7°C a 48°C, e produz
enterotoxina em temperatura de 10°C a 46°C, com 6timo entre 40°C e 45°C
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Os surtos de intoxicagdo alimentar s&o
provocados pela ingestdo de alimentos contaminados com a toxina pré-
formada. A producado de enterotoxina se da durante o crescimento da bactéria
no alimento em faixa de temperatura que possibilite esta producao (ELEY,
1996). Em geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior sera o tempo
necessario para producdo de enterotoxina. Em condigbes 6timas, a
enterotoxina torna-se evidente no alimento em quatro a seis horas (FRANCO e
LANDGRAF, 1996).

Sao bactérias tolerantes a concentracdes de 10 a 20% de NaCl e a
nitratos, o que torna os alimentos curados potenciais veiculos para elas. A
producdo de toxina ocorre até valores de 10% de NaCl (BROCK, 1994).
Crescem em faixa de pH de 4 a 9,8, apresentando como 6timo pH entre 6 e 7
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Com relagdo a atividade de agua (Aa), o S. aureus apresenta
capacidade de crescer em valores inferiores aos normalmente considerados
minimos para as bactérias nao-halofilicas, crescendo em Aa igual a 0,86
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Sobrevive em particulas de poeira ou outros
objetos inanimados (BROCK, 1994).

Entre as doengas causadas por S. aureus, a intoxicagdo alimentar
apresenta elevada frequiéncia em todo o mundo, ocorrendo quando ha intensa
proliferagdo da bactéria no alimento, atingindo populagdes na ordem de 10° a
10° UFC/g ou mL (FRANCO e LANDGRAF, 1996). E o maior patégeno de
humanos, causando uma gama de infec¢des, podendo ser encontrado como
um microrganismo comensal em peles e cavidade nasal. Pode ser encontrado
também no ar, leite, agua, solo, esgoto (ELEY, 1996; FRANCO e LANDGRAF,
1996) e em qualquer superficie ou objeto que tenha entrado em contato com o
portador assintomatico. Aproximadamente, 15 a 20% dos S. aureus isolados
de humanos s&o enteropatogénicos, tornando o manipulador de alimentos uma
possivel fonte de contaminagao (ELEY, 1996; FRANCO e LANDGRAF, 1996).

A Escherichia coli apresenta-se na forma de bacilos ndo-esporulantes,

gram-negativos, e faz parte da flora normal do intestino grosso de humanos e



animais de sangue quente, sendo algumas cepas nao-patogénicas (HOLT et
al, 1994; FRANCO e LANDGRAF, 1996; ELEY, 1996). Algumas cepas podem
produzir infecgbes de origem alimentar e, ocasionalmente, septicemia e
meningite (ELEY, 1996).

O significado da presenca de E. coli em alimentos deve ser avaliado
sob dois angulos. Primeiramente, por se tratar de uma enterobactéria, indica
que esse alimento tem contaminagdo microbiana de origem fecal, indicando
condicdes higiénico-sanitarias insatisfatérias. Outro aspecto € a existéncia de
diversas cepas patogénicas para o homem (ELEY, 1996).

Evidéncias sugerem que E. coli pode multiplicar-se em alimentos,
atingindo populagdes na ordem de 10°a 10’ UFC/g; nestas condi¢des, pode
causar infecgdes (ELEY, 1996).

2.6. Descontaminagao de microrganismos aderidos
2.6.1. Descontaminagao mecanica

O primeiro passo na limpeza de superficies que entram em contato
com alimentos € a remocgao fisica de residuos organicos e minerais. Esse
processo pode envolver escovagao ou raspagem, para desalojar as bactérias
aderidas. No caso de tubulagdes fechadas, pode ser empregada circulagéo
turbulenta de solugdes para remocado de bactérias por agao hidrodinamica. A
microtopografia da superficie pode complicar esse procedimento, uma vez que
a presenca de fendas e outras imperfeigdes da superficie pode proteger as
células aderidas (BOWER et al., 1996).

2.6.2. Descontaminagao por agentes quimicos

Incluem-se entre os agentes quimicos liquidos usados no controle de
processos de adesdo microbiana na industria de alimentos os compostos
clorados, iodados, e de quaternario de amodnia, a clorhexidina, o acido

peracético, o formaldeido, o alcool 70°GL e o peréxido de hidrogénio



(ANDRADE e MACEDO, 1996). O uso de peréxido de hidrogénio é
considerado procedimento-padrao na descontaminagdo de embalagens
sensiveis a descontaminagéo por aquecimento (FLUCKIGER, 1995).

Gases como o6xido de etileno, 6xido de propileno, betapropiolactona,
formaldeido e brometo de metila sdo também apontados como possiveis
alternativas para a descontaminagcdo de embalagens (TOLEDO, 1975;
RAYNAUD e LELIEVELD, 1997).

Na descontaminagdo de materiais para embalagens, podem ser
citadas como caracteristicas requeridas para a escolha de sanificantes
quimicos: a atividade como esporicida, a compatibilidade com o material da
embalagem, a facilidade de remogao do material em que foi empregado, os
residuos deixados, a inocuidade ao consumidor, a0 meio e ao manipulador,
nao-alteragcdo da qualidade do produto, a aplicagdo segura e a viabilidade
econémica (TOLEDO, 1975; FLUCKIGER, 1995).

2.6.3. Descontaminagao por agentes fisicos

O calor nas formas de agua quente, ar quente , vapor e radiagdes
ionizantes, como a radiagdo gama, e nao-ionizantes é empregado na remogao
de microrganismos aderidos a superficies (ANDRADE e MACEDO, 1996).
Como exemplo de radiagao nao-ionizante tem-se a radiagao ultravioleta, que é
amplamente empregada na industria de alimentos para descontaminagédo de

embalagens e de algumas superficies de equipamentos, ambientes e agua.

2.7. Radiagao Ultravioleta
2.7.1. Espectro da radiagao ultravioleta

Ultravioleta se refere a toda radiagdo eletromagnética com
comprimento de onda na faixa de 100 a 400 nm, ou frequéncias entre 7,5 x
10™ e 3 x 10" Hz. A radiagao ultravioleta pode ser dividida em trés categorias,
com base no comprimento de onda: UV-A, UV-B e UV-C (ELASRI e MILLER,
1999). A radiagao UV-A, que apresenta comprimento de onda na faixa de 320
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a 400 nm, é utilizada para obtengdo de luz negra que causa alguma
fluorescéncia em objetos, resultando em brilho; é também usada para o
bronzeamento de pele. Esta radiacdo causa danos indiretos ao DNA
bacteriano, devido a formagdo de compostos oxigenados reativos, como H,0,
e O, . Estes compostos, formados pela fotoxidagdo do O,, causam quebra na
fita de DNA. A UV-B, com comprimento de onda na faixa de 290 a 320, é
absorvida diretamente pelo DNA e altera o nucleotideo pela formacgao de
dimeros de ciclobutano pirimidina e outros fotoprodutos (Friedberg et al., 1995,
citados por ELASRI e MILLER, 1999). A terceira categoria é a radiagédo UV-C,
que apresenta maior efeito bactericida, com comprimento de onda entre 200 e
280 nm.

Na Figura 1 tém-se a distribuicdo espectral e a localizagdo da radiacéo
ultravioleta no espectro eletromagnético.

Os comprimentos de onda de 100 a 200 nm s&o usualmente
denominados vacuo ultravioleta, ndo apresentando eficiéncia germicida devido
a absorgdo pelo ar. Comprimentos de onda em torno de 254 nm séo
considerados danosos as células microbianas, sendo por isso empregados na
reducdo da microbiota de superficie, de liquidos e do ar (TRAMPLIM e
CAPERS , 1992).

100 400
~

Luz .

Visivel

100 200 280 315 400

Fonte: International Ultraviolet Association — I[UVA (2000)

Figura 1 - Localizagcdo da radiagao ultravioleta no espectro

eletromagnético.
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2.7.2. Mecanismo de acao da radiagao ultravioleta

O espectro da radiacdo UV compreendido entre 200 e 300 nm ¢é de
grande interesse, sendo esta regido denominada abiética (SHECHMEISTER,
1991). A atividade germicida é observada na faixa de 200 a 280 nm, com pico
de emissdao em 254 nm (MAHARAJ et al.,1999; STERMER et al., 1987). No
entanto, ocorre severo declinio na sua eficiéncia germicida entre 290 e 300
nm, nao apresentando agédo acima de 300 nm (BACHMANN, 1975)

E denominada radiacdo n&o-ionizante, uma vez que as moléculas
organicas requerem comprimento de onda inferior a 180 nm para se ionizarem,
podendo-se, desse modo, descartar como efeito da radiacdo UV a ionizagao
de materiais bioldgicos (SHECHMEISTER, 1991).

A acdo da radiagdo ultravioleta sobre os microrganismos esta
relacionada com o comprimento de onda e a absorgdo deste pelos acidos
nucleicos ou constituintes dos &acidos nucleicos (BACHMANN, 1975,
SHECHMEISTER, 1991; FLUCKIGER, 1995). Efeitos mutagénicos e retardo
na divisao celular sdo causados por efeito da radiacdo UV nos acidos

nucleicos,

sendo as bases pirimidinicas mais sensiveis a radiacao UV que as bases
puricas, considerando-se a transformacao fotoquimica das bases pirimidinicas
responsaveis pelos maiores efeitos mutagéncios e letais (SHECHMEISTER,
1991; KUO et al., 1997). A redugcdo microbiana resultante do uso de radiagao
UV é explicada por meio da formacgao de ligagbes entre pirimidinas sucessivas

na fita de DNA, formando dimeros (Figura 2).
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Figura 2 - a) Formacgao de dimero entre duas timinas adjacentes e b)

formacao de dimero entre timina e citosina.

Assim, os danos aos materiais genéticos DNA e RNA, em decorréncia
da absor¢do da radiagdo ultravioleta, s&o considerados os principais
mecanismos de inativagdo microbiana, uma vez que bloqueiam a replicacao
celular (HO et al., 1998; SIZER e BALASUBRAMANIAN, 1999; MAHARAJ et
al.,1999). Os fotoprodutos formados pela radiagao ultravioleta influenciam a
integridade da estrutura do DNA (SHECHMEISTER, 1991; STANNARD et
al.,1985). Em esporos bacterianos, o fotoproduto predominante € o 5-timinil-5-
6-dihidrotimina, que apresenta efeito letal. Além da formacao de dimeros de
pirimidina, outros danos podem, também, contribuir para a desnaturagdo do
DNA sob irradiagao (SHECHMEISTER, 1991).

Alguns microrganismos possuem sistemas de enzimas que podem
reparar as alteragbes do DNA, reconstituindo o material genético; esta
reconstituicdo confere viabilidade a célula (FIKSDAL e TRYLAND, 1999;
ARRAGE et al., 1993). Os microrganismos sao inativados quando os danos
excedem as suas capacidades de reparo (SHECHMEISTER, 1991).

Varios fatores influenciam a sensibilidade bacteriana a radiagao
ultravioleta, podendo ser destacados como mais importantes o pH e os

diferentes estagios do ciclo de crescimento bacteriano, apresentando maior
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atividade durante a fase logaritmica de crescimento. Os esporos apresentam
cerca de duas vezes mais resisténcia a radiagdo que células vegetativas
(ARRAGE et al., 1993). Esporos de Bacillus subtilis apresentam de 10 a 20
vezes mais resisténcia a radiacdo UV, quando comparados com as células
vegetativas deste mesmo microrganismo (SLIEMAN e NICHOLSON, 2000). A
morfologia, fisiologia, pigmentagdo e fototaxia podem ser responsaveis pela
resisténcia de determinados microrganismos a radiagao ultravioleta (ARRAGE
et al., 1993).

2.7.3. Lampadas germicidas

O método mais pratico de se gerar radiagao ultravioleta é por meio da
passagem de descarga elétrica por vapores de mercurio em baixa presséo
acomodados dentro de um tubo de vidro especial (SHECHMEISTER, 1991;
FLUCKIGER, 1995; STERMER et al., 1987), que é conhecido comercialmente
por lampada germicida (Figura 3). O principio de toda lampada germicida é o
mesmo: um fluxo de elétrons entre os eletrodos que ionizam os vapores de
mercurio. O principio basico das lampadas fluorescentes € 0 mesmo da
producdo de energia UV. A diferenca entre os dois tipos de lampadas é que o
bulbo de lampadas fluorescentes é revestido com compostos fosforados, que
convertem a radiagdo ultravioleta em luz visivel. O vidro empregado na
confeccdo do bulbo das lampadas fluorescentes filtra a saida de toda a
radiagcdo ultravioleta. Ja nas lampadas germicidas ndo se tem a presenga de
compostos fosforados no bulbo, e este é constituido de um vidro especial que
permite a transmissao da radiagdo UV gerada pelo mercurio mais a energia
visivel (SHECHMEISTER, 1991).
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Figura 3 - Exemplos de lampadas germicidas.

A inativagdo dos microrganismos (K) é resultado da exposi¢cao a
radiagcdo ultravioleta, sendo expressa como um produto da intensidade (/) da
energia germicida e do tempo (f); desse modo, tem-se que K =1/ x t
(SHECHMEISTER, 1991; FLUCKIGER, 1995; BACHMANN, 1975). Em
condicbes praticas, o tempo de exposicao € diferente para cada situacao
(SHECHMEISTER, 1991). Por exemplo, observa-se na pratica que o tempo
usado para redugao da microbiota em polietileno, para embalagem de leite tipo
C, é de aproximadamente dois segundos.

Nas lampadas germicidas convencionais, de baixa pressao de vapores
de mercurio, a intensidade da radiacdo UV esta na faixa de 10 chm'2 a
1.000 chm'z. Ja em lampadas de alta pressao a intensidade de emisséao da
RUV esta na faixa de 100.000 a 1.000.000 pWcem? (BACHMANN, 1975).

A eficiéncia operacional das lampadas germicidas depende da
temperatura do meio e da movimentagdo do ar. As lampadas germicidas
comerciais sdo desenvolvidas, geralmente, para trabalhar a 27°C.

A disténcia da fonte geradora de radiagdo ultravioleta a superficie de
atuacdo é um outro fator a ser considerado, uma vez que a intensidade
luminosa apresenta correlagdo inversa com o quadrado da distancia (I =
1/0°) (SHECHMEISTER, 1991).
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Na industria de alimentos, a utilizagdo de radiagdo ultravioleta
apresenta varias vantagens, quando comparada com os desinfetantes
quimicos, visto que esta radiagdo nao deixa residuos nas superficies
(BACHMANN, 1975; WONG et al., 1998), € um processo a seco, que nao
necessita de aquecimento, apresenta simples emprego e o sistema é de
pequeno custo efetivo para a esterilizagdo de pequenas areas, nao
apresentando restrigcao legal, como € o caso de alguns agentes quimicos e de
radiacdo de alta energia (BACHMANN, 1975).

2.7.4. Uso de radiagao ultravioleta na redugao da microbiota de liquidos

A radiagdo UV é efetiva na redugcdo de microrganismos presentes em
liquidos translicidos. E empregada em sistemas de tratamento de agua
(HUANG E TOLEDO, 1982; BACHMANN, 1975; HO et al., 1998; BLATCHLEY
e ISAAC, 1992; KUO e SMITH, 1996; ANTOPOL e ELLNER, 1979; DIZER et
al., 1993), no envasamento asséptico de alimentos (FLUCKIGER, 1995), na
pasteurizacdo de sucos (SIZER e BALASUBRAMANIAM, 1999) e no
tratamento de aguas residuarias (HO et al., 1998; DIZER et al., 1993),
obtendo-se reducdo de 95% dos coliformes totais com 65.000 a 70.000
chm'Z, por segundo (HO et al., 1998), sendo uma alternativa ao uso de
desinfetantes clorados (HO et al.,, 1998; FIKSDAL e TRYLAND, 1999).
FIKSDAL e TRYLAND obtiveram redugao de 95% de células de E. coli, em
suspensado, empregando moderadas doses de RUV, isto &, 26.000 e 48.000
chm'2 por segundo; ja com o emprego de 940.000 chm'z, por segundo,
obteve-se 99,9995% de reducgao.

No entanto, a intensidade da radiagcdo UV diminui 50% a 5 cm de
profundidade em agua limpida e penetra de 1 a 2 mm em leite (BANWART,
1989).

Um modelo de equipamento utilizado na pasteurizagdo de suco de
frutas € mostrado na Figura 4. Por meio de fluxo turbulento, o suco ¢é irradiado.
A espessura da lamina de suco é de aproximadamente 1 mm, para que ocorra
a absorcéo de 90% da radiagcédo UV (SIZER e BALASUBRAMANIAM, 1999).
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Figura 4 - Equipamento para a pasteurizagao de suco de laranja.

2.7.5. Uso de radiagcao ultravioleta para redugcao da microbiota de

alimentos solidos

A radiagado UV tem sido empregada para redugao de microrganismos
termofilicos em agucar cristal (SHECHMEISTER, 1991) e em industrias de
sorvetes e de processamento de vegetais (HUANG e TOLEDO, 1982;
BACHAMANN, 1975; HO et al., 1998; BLATCHLEY, 1992; KUO e SMITH,
1996; ANTOPOL e ELLNER, 1979).

Outras aplicacdes da radiacao UV sao observadas no processamento
de carnes vermelhas e peixes; em carne vermelha obteve-se 97% de redugao,
com o emprego de 275 chm'2 por 60 segundos. Redugdes de 2 a 3 ciclos
logaritmicos podem ser esperadas se a carne for irradiada com 275 chm'2
por 15 minutos antes do resfriamento e congelamento (STERMER et al,
1987). Em carcagas, musculos e pele de porcos, ha relatos de 2 logaritmos de
reducdo de microbiota na pele e 1,5 ciclo logaritmico em musculo, empregando
500 chm'2 (WONG et al.,, 1998), Pesquisa mostra pequena redugédo da
microbiota presente na superficie de carcaga de frangos; esta baixa reducéo
provavelmente ocorre devido a rugosidade da superficie, o que dificulta a agao
da radiacdo UV (WALLNER-PENDLETON et al., 1994). Em tomates, a
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utilizacdo desta radiagdo retarda o processo de senescéncia, reduzindo
também a contaminagao fungica do fruto (MAHARAJ et al., 1999). A radiagéo
UV é usada, ainda, no controle de microrganismos presentes na casca de
ovos, sendo observada redugado de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos de
Salmonella typhimurium, presentes na casca de ovos, em exposi¢ao a 620
chm'2 por um minuto (KUO et al., 1997).

2.7.6. Uso de radiagcao ultravioleta para redugcao da microbiota da

superficie de equipamentos e ambiente

A acgao da radiacdo UV pode ser usada no controle microbiolégico de
ambientes de processamento de industrias de laticinios (HUANG e TOLEDO,
1992). Essa importante aplicagado refere-se a destruigdo de microrganismos
presentes no ar, diminuindo a microbiota ambiental e protegendo os alimentos
que estdo sendo processados (SHECHMEISTER, 1991; BANWART, 1989;
STERMER et al., 1987), ou que estao ja processados em areas de estocagem
(STERMER et al., 1987).

A utilizagdo da UV em equipamentos empregados no processamento
de alimentos se restringe a desinfecgédo de superficies externas (WONG et al.,
1998; SIZER e BALASUBRAMANIAN, 1999; YOUSEF e MARTH, 1988), sendo
esta acao influenciada grandemente pela geometria e pelo tipo de superficie
(YOUSEF e MARTH, 1988), bem como pela presengca de particulas de
alimentos ou substancias que impe¢cam o acesso da radiacido ultravioleta, o

que resulta em protegao aos microrganismos (BANWART, 1989).

2.7.7. Uso de radiagao ultravioleta para a reducao da microrganismos em

embalagens

A procura por materiais e sistemas mais eficientes para o
empacotamento coincide com o0 aumento de pesquisas sobre materiais
plasticos adequados ao envase de produtos alimenticios. Podem ser citados
como materiais plasticos empregados pela industria alimenticia o polipropileno,

o policarbonato, o poli(cloreto de vinila), o poliestireno e o polietileno de alta e
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baixa densidade, sendo este ultimo empregado na industria de laticinios para o
envase de leite fluido.

O polietileno € um polimero termoplastico formado pela aglomeragéo
de unidades monoméricas derivadas do petréleo, denominadas etileno
(Figura 5).

Ramificado

& Carbono {C)
# Hidrogénio {H)

Fonte: UFSC/Departamento de Quimica.

Figura 5 — Estrutura quimica e espacial do polietileno de baixa densidade.

O polietileno de baixa densidade (PEBD), LDPE (low density
polyethylene), apresenta ponto de fusdo em torno de 115°C, densidade na
faixa de 0,91 a 0,94, indice de refracdo de 1,51 a 1,52, com alta resisténcia a
substancias acidas e alcalinas, sendo um sdlido com 50 a 60% de
cristalinidade (BILLMEYER, 1984; MANO, 1991).

O impedimento espacial provocado pelas ramificagbes dificulta o
‘empilhamento” das cadeias poliméricas. Por esta razdo, as forgas
intermoleculares que mantém as cadeias poliméricas unidas tendem a ser
mais fracas, tornando o PEBD bastante flexivel.

Como aplicagdes tipicas, pode-se citar o uso na fabricagcao de filmes
plasticos e laminados para embalagens de produtos alimenticios liquidos e
soélidos, filmes termoencolhiveis, filmes laminados e plastificados para produtos

farmacéuticos e hospitalares, filmes para embalagens industriais e agricolas,
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utensilios domésticos, brinquedos, sacos para lixo, revestimento de fios e
cabos, tubos e mangueiras (MANO, 1991).

Na década de setenta foi introduzida a embalagem de PEBD para leite
fluido (ALVES e GARCIA, 1997). Devido a ndo-resisténcia dessas embalagens
a esterilizacdo pelo calor, novos métodos tém sido desenvolvidos para o
controle da microbiota desses materiais sensiveis ao calor (TOLEDO, 1975;
FLUCKIGER, 1995).

A radiagdo UV tem sido empregada para redugao da microbiota de
superficies de materiais utilizadas na embalagem de alimentos, seja em
processos asseépticos ou ndao (YOUSEF e MARTH, 1988; BANWART,1989;
HUANG e TOLEDO, 1982). No entanto, sua aplicacdo se estende a outras
industrias, como a farmacéutica e a quimica (BACHMANN, 1975).

A reducdo da microbiota de materiais para embalagem empregados em
processo continuo nas linhas de envase é um fator importante para
manutengdo das caracteristicas microbiolégicas do produto, aumentando
assim sua vida-de-prateleira (BACHMANN, 1975; FLUCKIGER, 1995;
YOUSEF e MARTH, 1988). Estudos tém documentado a efetividade da
radiagao ultravioleta na morte de microrganismos contaminantes de uma
variedade de materiais de superficie (ROWAN et al.,, 1999; SIZER e
BALASUBRAMANIAN, 1999). Em testes efetuados com esporos de B. subtilis
e B. stearothermophilus, observaram-se 3 a 4 redugbes decimais, sendo o
experimento conduzido nas seguintes condi¢des: densidade do microrganismo
de 1,4 x 10°UFC/cm? 10,5 cm de distancia da fonte de radiagdo, dose de
30.000 pWcem™ e tempo de irradiagéo de 1 segundo (FLUCKIGER, 1995).

O emprego de calor para a esterilizagdo de alguns tipos de embalagem
torna o processo caro. Por outro lado, alguns materiais ndo resistem ao
tratamento com aquecimento, como é o caso das embalagens de polietileno

empregadas no envase de leite tipo C, entre outros produtos.
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3. MATERIAL E METODOS
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O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia
de Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos

da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa — MG.

3.1. Microrganismos

Com o objetivo de avaliar grupos microbianos, foram utilizados
Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo bacilos
Gram-negativos, e Staphylococccus aureus, cocos Gram-positivos,
pertencente a familia Micrococcaceae.

Os microrganismos empregados, Escherichia coli K12 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923, foram cedidos pelo Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Microbiologia da Universidade

Federal de Vigosa, Vigosa — MG.

3.2. Manutencdao e ativagdo dos microrganismos e preparo das

suspensoes bacterianas

As culturas puras desses microrganismos foram mantidas sob
refrigeragao a temperatura de 6°C, em tubos de 13 x 100 mm, com capacidade
para 8 mL, contendo 5 mL de meio semi-sélido Brain Heart Infusion — Biobras
(BHI).

A ativagdo das culturas de Escherichia coli K12 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 foi realizada através de trés repiques sucessivos em caldo
BHI a temperatura de 35°C por 24 horas. Efetuou-se a diluigdo do in6culo em
tampao fosfato 0,31M em pH 7,0 £ 0,1, esterilizado a 121°C/15 minutos.
Aliquotas dessas diluigdes foram plaqueadas em profundidade em agar para
contagem total (PCA). As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por
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24 horas. Os resultados foram expressos em UFC/mL.
As suspensdes com concentragdes de 10%, 10° e 10° UFC/mL foram
obtidas adicionando-se a 1.000 mL de tampao fosfato esterilizado, em pH 7,0 £

0,1, os volumes de 0,1; 1; e 10 mL da cultura ativada em BHI.

3.3. Avaliagao da adesao de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e

Escherichia coli K12 em superficie de polietileno de baixa densidade
3.3.1. Adesao dos microrganismos no polietileno

As superficies internas das embalagens de polietiieno de baixa
densidade foram previamente sanificadas com alcool 70°GL e expostas a
radiacao ultravioleta com comprimento de onda de 253 nm, por um minuto.

Nessa etapa, empregaram-se 72 embalagens de polietileno de baixa
densidade com espessura de 700 um e area interna de 630 cm” (22,5 x 28
cm), apresentando-se em forma de sacos com capacidade para 1.000 mL,
cedidas pelo laticinio da Fundagao Arthur Bernardes (FUNARBE). A estas
embalagens adicionaram-se 1.000 mL da suspensao bacteriana preparada
como descrito no item 3.2. Em seguida a adicdo das suspensbes, as
embalagens foram seladas termicamente (Seladora TecnoB modelo S300) e
incubadas em estufas tipo BOD (modelo 50A14) as temperaturas de 8°C e

18°C por 12 horas, para permitir a adesao bacteriana

3.3.2. Determinagao do numero de células aderidas

Ap6s 12 horas de incubacdo nas temperaturas de 8 e 18°C, as
embalagens passaram pelos procedimentos descritos a seguir.

O tampdo empregado na inoculagdo da embalagem foi escoado e a
esta embalagem adicionaram-se 1.000 mL de tampéao fosfato esterilizado, pH
7,0 £ 0,1, sendo a embalagem deixada em repouso por um minuto, para
retirada das células planctbnicas, ou seja, células que n&o aderiram a

superficie do polietileno. Depois de escoado o tampao, a embalagem foi
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rinsada, empregando agitagdo manual vigorosa durante 90 segundos, com 100
mL de tampao fosfato esterilizado, para retirada das células sésseis, isto €,
células aderidas a superficie do polietileno.

Apos a rinsagem, os tampdes contendo as células sésseis foram
diluidos conforme necessario e aliquotas destas diluicbes foram plaqueadas,
em profundidade, em PCA. As placas de Petri, apds solidificagdo, foram
invertidas e incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas, para
determinacdo do numero de células aderidas a embalagem. Os resultados

foram expressos em UFC/cm?.

3.4. Avaliacao da eficiéncia da radiacao ultravioleta na redugcao do
numero de células de Staphylococcus ATCC 25923 e Escherichia coli K12

aderidas intencionalmente ao polietileno

Nesta fase do experimento, a adesao ocorreu a temperatura de 18°C,
sendo empregadas trés embalagens para cada repetigcdo; destas, uma foi
utilizada para determinacdo da adesdo e as outras duas empregadas na
determinacdo do numero de células aderidas que resistiram a exposicao a
radiacao ultravioleta.

3.4.1. Modelo para irradiagao das embalagens

Para simular condi¢cdes da industria, foi elaborado um modelo que
reproduz as caracteristicas e condi¢gées do sistema de irradiagdo com radiagcéo
UV da maquina de envase de liquidos, empregada no laticinio da FUNARBE

para empacotamento de leite tipo C (Figura 6).
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Figura 6 - Maquina de envase de liquidos em funcionamento: a) bobina de
PEBD; b) localizagdo da fonte de irradiagdo das embalagens; c)
disposigcao da lampada de radiagdo UV a 2 cm do PEBD.

O modelo foi construido em chapa galvanizada, apresentando as
seguintes dimensodes: 10 x 25 x 50 cm (Figura 7). Em seu interior, tem-se uma
|lampada ultravioleta com comprimento de onda de 253 nm, 15 W de poténcia,
ligada a rede elétrica (127 V) por meio de um reator de 20 W e um starter. A
ldmpada esta situada a 2 cm acima da canaleta por onde corre o suporte,

contendo a embalagem a ser irradiada (Figura 8).
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Figura 8 — Modelo aberto para exposicdo das embalagens a radiagdo UV,
onde se visualiza a canaleta por onde corre o suporte com a
embalagem.

3.4.2. Adesdao dos microrganismos a superficie do polietileno e

determinagdo do numero de células aderidas

Nesta etapa, empregaram-se os procedimentos de adesdo descritos
no item 3.3.1. Na determinagdo do numero de células, os procedimentos foram

os descritos no item 3.3.2.
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3.4.3. Exposicao das embalagem contendo as células aderidas a radiacao

ultravioleta

ApoOs a adesdo dos microrganismos na embalagem de polietileno, o
tampéao de inoculagao foi retirado. Em seguida, adicionaram-se 1.000 mL de
tampao fosfato esterilizado, pH 7,0 + 0,1 a embalagem, ficando esta em
repouso durante um minuto, para retirada das células plancténicas. Decorrido
o tempo, o tampéo foi escoado e as superficies internas da embalagem foram
submetidas a radiacéo UV por aproximadamente dois segundos, empregando-
se 0 modelo descrito no item 3.4.1. Antes do inicio do experimento a lampada
permaneceu ligada por 30 minutos, para estabilizacdo da emissao da luz. Apds
esse intervalo de tempo, a parte interna das embalagens era submetida a

exposicao a radiagcado UV.

3.4.4. Determinagao do numero de células que resistiram a exposicao a

radiagao ultravioleta

Foram adicionados 100 mL de tampao fosfato esterilizado, em pH 7,0
+ 0,1, as embalagens irradiadas e agitou-se vigorosamente durante 90
segundos, para retirada das células que resistiram ao tempo de exposi¢ao a
radiagao ultravioleta.

Apds a rinsagem, os tampdes foram diluidos conforme necessario,
sendo estas diluicbes plaqueadas em profundidade, em PCA, e incubadas a

35°C por 24 horas. Os resultados foram expressos em UFC/cm?.

3.4.5. Determinacgao da eficiéncia da radiagao ultravioleta

A determinacado da eficiéncia da radiagao UV foi medida por meio de
Redugdes Decimais (RD) , empregando-se a seguinte férmula:
RD = Logn, — Lognj

em que

no = numero de UFC aderidas ao polietileno por cm? antes do uso da
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radiagao ultravioleta; e
ny = numero de UFC aderidas ao polietileno por cm 2 apos o uso da

radiacao ultravioleta.

Os valores D foram calculados empregando-se os valores de redugdes
decimais do seguinte modo:
ValorD =t/RD
em que
t = tempo de exposicio a radiagao UV; e

RD = reducdes decimais.

3.5. Influéncia da reduc¢ao na intensidade da radiagao ultravioleta sobre a

eficiéncia bactericida

A intensidade da radiagao ultravioleta emitida pela lampada foi
determinada a cada 50 horas, até completar o total de 1.500 horas de uso.
Empregou-se para essas medidas um medidor de exposi¢ao Optical
Associates Inc (OAl), modelo 354, apresentando medida de tempo igual a
1/100 segundos, sensibilidade de 10 chm'z, poténcia de 100.000 chm'2 e
resposta espectral de pico em comprimento de onda igual a 365 nm. Os
resultados das leituras do medidor foram recalculados para faixa de

comprimento de onda de 240 a 260 nm, empregando a seguinte formula:

L 2402260 =L 365 X 0,6

em que
L 2402260 = leitura na faixa de 240 a 260 nm;
L 365 = leitura feita pelo medidor a 365 nm; e
0,6 = fator de transformacao da leitura a 365 nm para a faixa de 240 a

260 nm, determinado pela curva de calibracdo do sensor.
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Os resultados foram expressos em chm'Z. Determinou-se a eficiéncia
bactericida da lampada em trés diferentes tempos: tempo inicial (T7g), apés 800
horas de uso (Tgp) € com 1.500 horas de uso (T1s00). Nesta determinacéo

foram empregados os procedimentos descritos no item 3.4.

3.6. Avaliagao da radiagao ultravioleta em condi¢oes de uso

Nesta fase, determinou-se a contaminacdo inicial por aerdbios
mesofilos nas embalagens, empregando a técnica de Numero Mais Provavel
(NMP), de acordo com metodologia descrita por GREENBERG et al. (1992).
Foram analisadas, ao acaso, amostras de polietileno de baixa densidade
provenientes de trés bobinas, antes e apds a exposicdo a radiacdo UV. De
cada bobina foram analisados 3.780 cm? referentes a area de seis
embalagens com 630 cm? e capacidade para 1.000 mL. Destas, trés
embalagens nao foram expostas a radiacdo UV e as outras trés foram
expostas a radiacdo UV em condi¢cdes de uso no laticinios da FUNARBE.

Para retirada das células presentes na superficie interna, adicionaram-
se 100 mL de tampao fosfato esterilizado, pH 7. A rinsagem foi efetuada
através de agitagdo manual vigorosa por 90 segundos.

ApOs a rinsagem, procedeu-se a diluigdo dessa solugdo e posterior
distribuicdo em trés séries de cinco tubos (18 x 150 mm) de ensaio, com
capacidade para 15 mL, contendo 10 mL de caldo BHI; a primeira série de
tubos apresentava concentracdo dupla do meio de cultura e as demais séries,
concentracdo simples. Foram utilizados volumes de 10, 1,0 e 0,1 mL da
solugdo de rinsagem das embalagens. As séries de tubos foram levadas a
incubacado em estufa a 35°C por 24 horas.

De posse da combinagédo formada pelo numero de tubos positivos em
cada diluicdo, e com o auxilio de tabela apropriada, determinaram-se os
valores de NMP/100 mL, correspondentes aos 630 cm? da superficie interna da

embalagem, com 95% de probabilidade.

3.7. Microtopografia da superficie de polietileno de baixa densidade
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As imagens da microtopografia da superficie do polietileno empregado
neste experimento foram realizadas no Laboratério de Microscopia de Forca
Atdmica do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte — MG.

Empregou-se um microscopio de forga atdmica (MFA) da marca Digital
Instruments com a técnica “taping mode”. Nesta técnica, uma ponta, com raio
de curvatura entre 5 e 10 nm, é conectada a um oscilador piezoelétrico, sendo
forcada a vibrar perto de sua frequéncia de ressonancia, tocando a superficie
da amostra cerca de 500 vezes por ponto de medida. As medidas de
alteragdes na frequéncia de vibragdo, quando a altura da amostra varia, sdo
traduzidas por software em variagdo de altura, produzindo a imagem da
amostra. Esta técnica permite obter alta resolugdo espacial; como a ponta ndo
fica todo o tempo em contato com a amostra, o risco de deformacgdo da
amostra pela ponta € minimizado (STRAUSSER e HEATON, 1994).

3.8. Analise dos resultados

Na avaliagao da adesdo, empregou-se o0 delineamento em parcelas
subsubdivididas, com duas espécies de bactérias (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli K12) na parcela, temperatura de adesao em
dois niveis (8 e 18°C) na subparcela e concentragdo inicial do in6culo em trés
niveis (104, 10° e 10° UFC/mL) na subsubparcela, com trés repeticbes. As
anadlises de variancia foram realizadas utilizando-se procedimentos do
programa Statistical Analysis System - SAS (1988).

No estudo da exposigdo das embalagens contendo as células aderidas
a radiagcado ultravioleta, realizou-se analise de regressdo dos valores
experimentais, testando o modelo de 1° grau. Utilizou-se estatistica descritiva
para comparar os valores.

Empregou-se analise descritiva para avaliar os resultados obtidos na
fase de quantificagcdo da contaminagao inicial das embalagens de polietileno,
na eficiéncia da radiacdo UV nas embalagens sob condicbes de uso e na

influéncia da reducdo na intensidade da radiacdo UV sobre a eficiéncia
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bactericida.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Aspectos morfolégicos dos microrganismos

A morfologia, o agrupamento e a resposta a coloragao de Gram dos
microrganismos usados no experimento foram confirmados por microscopia
Optica. As células de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se apresentaram
em forma de cocos, gram-positivos, isolados, em diade, em triade ou em
cachos; as de Escherichia coli K12 se apresentaram na forma de bacilos

isolados, gram-negativos.

4.2. Adesao de Staphylococcus aureus e Escherichia coli em polietileno

de baixa densidade

Nos Quadros 1 e 2, observa-se que S. aureus e E. coli apresentaram
capacidade de aderir ao polietieno de baixa densidade em diferentes
temperaturas de adesao e em diferentes numeros iniciais de células.

Dependendo do numero inicial de microrganismos na suspensao, 0s
percentuais de adesdo para S. aureus variaram de 0,009 a 0,106 a 8°C e de
0,036 a 0,107 a 18°C. Para E. coli, os valores percentuais de adesao variaram
de 0,001 a 0,006 a 8°C e de 0,002 a 0,028 a 18°C.

Quadro 1 - Percentuais e UFC/cm? de Staphylococcus aureus ATCC 25923
aderidos a 8 e 18°C, em polietileno de baixa densidade, em
funcdo do logaritmo do numero inicial (UFC/mL) na suspensao.
Média de trés repeticdes

Logaritmo do 8°C 18°C

Namero Inicial UFC/cm® Percentual UFC/cm? Percentual
5 2.4x10" 0,017 5,4x10’ 0,038
6 1,2x10° 0,009 5,1x10? 0,036
7 1,6x10% 0,106 1,5x10% 0,107

Quadro 2- Percentuais e UFC/cm? de Escherichia coli K12 aderidos, a 8e
18°C, em polietileno de baixa densidade, em funcéo do logaritmo do
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namero inicial (UFC/mL) na suspensdo. Média de trés repeticdes

Logaritmo do 8°C 18°C

Numero inicial UFC/cm?  Percentual UFC/cm? Percentual
5 1,1x10" 0,006 3,0x10" 0,007
6 2.1x10' 0,001 3,3x10' 0,002
7 2,3x102 0,001 5,6x10° 0,028

Os valores de adesao ao polietileno encontrados variaram de 2,4 x 10"
a 1,6 x 10* UFC/cm? a 8°C e de 5,4 x 10" a 1,5 x 10* a 18°C, para S. aureus.
Para E. coli, os valores de ades&o variaram de 1,1 x 10" a 2,3 x 10° a 8°C e de
3,0 x 10° a 5,6 x 10° a 18°C. Os nimeros de células aderidas por cm? ndo
caracterizam um processo de formacgao de biofilme, ja que para isso os valores
deveriam estar entre 10° e 10’UFC/cm?® Em pesquisa com adesdo de células
de Enterococcus faecium em superficie de aco inoxidavel AISI 304, a partir do
numero inicial de 10° UFC/mL em MRS, apos 10 horas de incubacgao a 30°C,
obteve-se 6,3 x 10° UFC/cm? (ANDRADE et al., 1998). Em outro experimento
de adesao com esporos de Bacillus cereus em polietileno, obteve-se cerca de
10° e 10° UFC/cm? , quando se utilizou como numero inicial de células, 10° e
10® UFC/mL respectivamente, em incubagdo a temperatura de 8°C por 12
horas (REIS e ANDRADE, 1999). Os baixos valores encontrados no
experimento com S. aureus e E. coli, quando comparados com o0s resultados
anteriormente mencionados, podem ser explicados pelas diferentes
caracteristicas das superficies de adesao e pelas diferengas existentes entre
células vegetativas e esporos bacterianos. A adesédo de esporos é facilitada
pela sua alta hidrofobicidade, além da interagdo que ocorre entre os
constituintes quimicos da capa dos esporos com as superficies.

O Quadro 3 mostra o resumo da analise de variancia dos logaritmos
decimais dos numeros de células de S. aureus e E. coli aderidas ao polietileno
de baixa densidade a temperatura de 8 e 18°C, nas concentracdes iniciais de
10°, 10° e 10" UFC/mL.

Quadro 3 — Resumo da analise de variancia dos logaritmos decimais dos

33



numeros de UFC/cm? de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli K12 aderidas em polietileno de baixa densidade,
em diferentes temperaturas e numeros iniciais

FV GL QM
Microrganismo (M) 1 7,8027
Ea 4 0,1143
Contagem Inicial (Cl) 2 17,9872
M*ClI 2 0,2857*
Eb 8 0,0392
Temperatura (T) 1 2,5617*
M*CI*T 2 0,1056
Ec 15 0,2077

Total 35

e Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05).

Constataram-se diferengas significativas (p<0,05) na temperatura de
adesao e também nas interagdes entre microrganismos e as contagens iniciais
na suspensao de adeséo.

Nas Figuras 9 e 10 é mostrado o logaritmo de células aderidas em
funcdo do logaritmo do numero inicial de células de S. aureus e E. coli
respectivamente, as temperaturas de 8 e 18°C.
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Logaritmo da adesao (UFC/cm2)

Logaritmo do numero inicial

—e— 8°C
—a—18°C

Figura 9 — Efeito das temperaturas de 8 e 18°C no numero de células aderidas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, em fun¢ao do logaritmo do

Logaritmo da adesao (UFC/cm2)

o = N w B
o O =~ 0o N OO w o0 b~ O,

numero inicial de células. Média de trés repeticoes.

—e— 8°C
—=—18°C

Logaritmo do numero inicial

35



Figura 10 - Efeito das temperaturas de 8 e 18°C no numero de células aderidas
de Escherichia coli K12, em fungdo do logaritmo do numero inicial
de células. Média de trés repeticdes.

Os resultados demonstram que o aumento da temperatura de 8 para
18°C aumentou a adesdo bacteriana ao polietileno. Isto ocorre porque a
temperatura é fundamental para sustentar o crescimento de microrganismos.
Em temperaturas extremas, ocorre inativagdo de enzimas e outras estruturas
funcionais da célula, como as membranas (MOAT e FOSTER, 1995). A 18°C,
0S microrganismos se encontram mais proximos da faixa de temperatura 6tima
para crescimento, ja que ambos sdo mesofilicos, ocorrendo assim aumento do
crescimento microbiano e uma producéo de exopolissacarideos provavelmente
maior, elevando o numero de células aderidas.

Ao comparar os valores de adesdo dos microrganismos empregados
neste experimento, observou-se maior tendéncia de adeséo das células de S.
aureus, em fungdo do logaritmo do numero inicial. A 8°C, a adesao de S.
aureus nas concentragdes iniciais de 10°, 10° e 10" foi de respectivamente
2,8; 9; e 106 vezes maior que a adesdo das células de E. coli. Ja a
temperatura de 18°C os valores encontrados foram respectivamente de 5,4;
18; e 3,8.

Microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos podem ser
considerados como particulas carregadas negativamente (ZOTTOLA, 1994), e
esta carga pode aumentar ou reduzir a forca de atracdo da bactéria a
superficie. Diferengas nos materiais das superficies, como carga superficial,
hidrofobicidade, microtopografia e presenca de fendas, podem alterar os
valores de adesdo (BOWER et al, 1996), do mesmo modo que as
caracteristicas do microrganismo, como morfologia, carga, hidrofobicidade,
estagio de crescimento e presenga de apéndices de superficie, podem afetar
esse processo (TROLLER, 1993).

4.3. Eficiéncia da radiagao ultravioleta na redugdao do numero de células

de Staphylococcus aureus e Escherichia coli aderidas ao polietileno
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No Quadro 4, sdo mostrados os numeros de redugdes decimais na
populagado dos microrganismos e os valores de D em fungdo do numero inicial,
bem como os respectivos valores de intensidades de radiagcédo estimadas, para
S. aureus e E. coli expostos a radiagao UV por dois segundos. No entanto,
durante o experimento, o tempo de uso da lampada UV foi de cerca de 20
horas, quando a intensidade diminuiu de 216 para 175 chm'Z. Assim, para
estimar a variagao da intensidade da radiacdo UV, mostrada no Quadro 4, foi
utilizada a equagao de regressao polinomial, conforme Figura 11.

Observa-se que a radiagao UV reduz o numero de células aderidas a
superficie do polietiieno de baixa densidade. Para E. coli, as reducgdes
decimais médias variaram de 0,52 a 1,37. No caso de S. aureus, os valores se
situaram entre 0,85 e 1,73.

Verifica-se, portanto, que os valores médios de D variaram de 1,53 a
5,17 segundos para células de E. coli e de 1,17 a 2,43 segundos para S.
aureus, indicando que ha diferenca na ag¢ao da radiacdo UV em diferentes
concentragdes iniciais de células aderidas ao polietilieno de baixa densidade e
entre os microrganismos estudados.

Quadro 4 — Logaritmo da concentragdo inicial de células, valores de redugdes
decimais e valores de D, em cada repeticdo, e respectivas
intensidades de radiagdo UV estimadas, empregadas nos
experimentos com Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli K12

Repeticoes Staphylococcus aureus Escherichia coli
LogCl RD D Int. LogCl RD D Int.
1 45 065 3,08 216 5,1 0,26 7,69 203
2 4,6 1,00 2,00 211 5,1 0,35 5,71 203
3 4,7 091 220 209 49 095 211 203
Média 46 0,85 243 50 0,52 5,17
Desvio-padréo 0,1818 0,3751
1 56 0,92 2,17 198 6,1 0,72 2,78 184
2 58 0,97 2,06 193 6,0 063 3,18 184
3 5,6 1,80 1,11 193 6,1 0,85 2,35 181
Média 5,7 1,23 1,78 6,1 0,73 2,77
Desvio-padrao 0,4943 0,1106
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1 6,5 1,96 1,02 187 7,2 1,00 2,00 175

2 6,9 1,59 1,26 179 7,8 1,48 1,35 175
3 6,9 1,64 1,22 179 7,6 1,62 1,24 175
Média 6,8 1,73 1,17 7,5 1,37 1,53
Desvio-padrao 0,2008 0,3253

Log CI: logaritmo da concentragao inicial.
RD: reducbes decimais.
D: valores de D em segundos.

Int.: intensidade estimada de radiacéo UV.
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Figura 11 — Diminuigdo da intensidade da radiagdo UV nas primeiras 70 horas
de uso.

Constata-se que para S. aureus ocorreu redugao da intensidade da
radiacao UV de 216 para 179 chm'2 e para E. coli a diminuicao foi de 203
para 175 chm'Z. No entanto, observa-se que nao houve grandes variagdes
na intensidade nem no numero de RD, nas repeti¢des, quando se avaliou o
efeito dos numeros iniciais. Por exemplo, a diferengca maxima na

intensidade (7 chm'z) foi constatada para S. aureus quando os logaritmos do

38



numero inicial eram de 4,5; 4,6; e 4,7. Ja para E. coli ndao houve diferenca na
intensidade quando os logaritmos do numero inicial eram de 7,2; 7,8; e 7,6.

Assumindo que as variagbes de 216 a 179 chm'2 e de 203 a 175
chm'2 nao sejam expressivas, observa-se que houve tendéncia de aumento
do numero de redugdes decimais ou de diminui¢gdo dos valores de D quando
aumenta o numero inicial de bactérias na suspenséo de adesao ao polietileno.

Com o aumento do logaritmo do numero inicial de células, observou-se
aumento no numero de células aderidas,. o que. parece ter influenciado a acéo
da radiacdo UV. Por exemplo, em numeros menores de adesdo, o0s
microrganismos podem apresentar distribuicdo na superficie, alojando-se em
fendas ou locais de dificil acesso a radiagdo, em razdo da sua microtopografia,
reduzindo assim sua eficiéncia. Como a superficie, provavelmente, apresenta
capacidade limitada de protecdo as bactérias, a agdo da radiagdo UV sera
mais eficiente quando a superficie apresentar maior numero de bactérias
aderidas.

Para facilitar as comparagdes sobre a resisténcia dos microrganismos,
ja que os logaritmos dos numeros iniciais eram diferentes no experimento,
foram empregadas as equacgdes de regressao linear para S. aureus e E. coli,
(Figuras 12 e 13), obtendo-se, dessa forma, os valores apresentados no
Quadro 5.

2,5
L y = 0,3798*x - 0,8856
E % F=05782 .
815 ¢
g
? - *
c : .
B 05 -
14
O T T T T T T !
4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5

Logaritmo do namero inicial (UFC/mL)

39



Figura 12 — Regresséo linear do numero de reduc¢des decimais, em fungéo do
logaritmo do numero inicial de Staphylococcus aureus ATCC
25923, apds dois segundos de exposicao a radiagao UV.

2,5
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Figura 13 — Regresséo linear de redu¢des decimais, em fun¢do do logaritmo do
numero inicial de Escherichia coli K12, apds dois segundos de
exposicao a radiagao UV.

Quadro 5— Redugdes decimais estimadas do numero de células de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli K12 apos
exposi¢ao a radiacao ultravioleta de 216 a 175 chm'z, durante
dois segundos, em fungdo do numero inicial de células aderidas
ao polietileno de baixa densidade obtidas a partir das respectivas
regressoes lineares

Microrganismo Logaritmo do Redugbes  Valores de D
Numero Inicial Decimais (segundos)
E. coli 50 0,46 4,35
E. coli 6,0 0,81 2,47
E. coli 6,8 1,09 1,84
S. aureus 5,0 1,02 1,96
S. aureus 6,0 1,40 1,43
S. aureus 6,8 1,70 1,18
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Pode-se observar que, para E. coli , quando o logaritmo da
concentragao inicial foi igual a 5, o valor de D foi de 4,35 segundos; para um
logaritmo da concentragao igual a 6,8, o valor de D foi de 1,84. Para células de
S. aureus, os valores de D obtidos para as mesmas concentragdes iniciais
foram, respectivamente, de 1,96 e 1,18. Esses resultados mostram que as
células de E. coli, aderidas ao polietileno, apresentam maior capacidade de
sobreviver a exposig¢ao a radiacdo UV, quando comparadas com células de S.
aureus.

Embora a radiacdo ultravioleta apresente atividade bactericida nos
microrganismos aderidos a superficie do polietileno, as redugdes obtidas
encontram-se abaixo dos valores de trés ciclos logaritmicos recomendados em
literatura para sanificantes quimicos e fisicos, na inativagao de células aderidas
(MOSTELLER e BISHOP, 1993). No entanto, ndo ha duvida de que a radiagao
UV é um tratamento auxiliar util no controle da contaminagdo microbioldgica de
embalagens de polietileno.

A comparagao dos resultados obtidos com a literatura € dificultada
porque varios fatores podem interferir na agdo bactericida da radiagdo UV.
Dentre eles, incluem-se o tempo de exposigcdo, a intensidade de radiagao
empregada, a distancia da fonte irradiadora a superficie, a morfologia
microbiana, a capacidade de adesao do microrganismo, o estado fisico das
células e o tipo de superficie onde se encontra 0 microrganismo.

Neste experimento, a resisténcia das células vegetativas pode estar
associada com o fato de estarem aderidas a superficie. Por exemplo, pesquisa
mostrou a reducgdo de 6,3 ciclos logaritmicos para células em suspenséo de
Salmonella typhimurium, empregando a intensidade de 620 chm'2 em um
intervalo de tempo de 15 segundos (KUO et al., 1997). Para esta mesma
intensidade, quando o experimento foi conduzido com as células no estado
séssil, previamente aderidas em casca de ovo, obteve-se redug¢ao de apenas
trés ciclos logaritmicos para um minuto de exposicdo das células a radiagéo
UV. Em outro experimento, foram obtidos 5 ciclos logaritmicos de redug¢ao do
numero de células de E. coli em suspensao, utilizando-se 300.000 chm'2 por
2,5 segundos (BACHMANN, 1975). Isto ocorre em razdo da maior
susceptibilidade das células em suspensao a acao da radiagdo UV. No caso de

células aderidas a superficie, os valores de reducdes sdo menores, pois as

41



células apresentam-se ancoradas a superficie por meio de exopolissacarideos,
dificultando assim a ag¢do da radiagdao UV, devido ao baixo poder de
penetracao.

Observa-se que esporos bacterianos apresentam maior resisténcia que
células vegetativas, o que pode ser notado nos experimentos conduzidos por
FLUCKIGER (1995), que usou intensidade de 30.000 chm'Z, entre 139 e 171
vezes maior que a utilizada neste experimento, para obter de trés a quatro
reducbes decimais na populacdo de esporos de B. subtilis e B.
stearothermophilus, empregando-se as seguintes condi¢gdes: concentragcao
bacteriana igual a 1,4 x 10* UFC/cm?, distancia da fonte a superficie igual a
10,5 cm e um segundo de exposigao.

Deve se considerar, ainda, a microtopografia da superficie onde as
células se encontram aderidas, pois a radiacdo UV apresenta pequeno poder
de penetragao, sendo sua acao restrita a superficie. Desse modo, casca de
ovo, superficie de carnes e carcagas de aves, polietiieno e aco inoxidavel
apresentam diferentes tipos de superficies, com os mais variados tipos de
irregularidades, que podem proteger as células do contato direto com a

radiacao UV, diminuindo assim sua ag¢ao bactericida.

4.4. Redugao na intensidade da radiagao ultravioleta versus a eficiéncia

bactericida

A Figura 14 mostra a redugao da intensidade da radiagdo UV com o
tempo de uso da lampada germicida.

Com o tempo de uso da lampada fluorescente germicida da marca
HUA NING ZW de 15W de poténcia, observou-se decréscimo acentuado na
intensidade da radiagao UV nas primeiras 100 horas, constatando-se perda de
39,5% da intensidade emitida pela lampada na faixa de comprimento de onda
entre 240 e 260 nm. Essa queda brusca nas 100 primeiras horas de uso
também foi relatada por FLUCKIGER (1995), ao analisar a lampada germicida
BBC.
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Figura 14 — Reducéao da intensidade da radiacédo UV com o tempo de uso.

No Quadro 6 observam-se as redugbes decimais obtidas apods
exposicao por dois segundos a radiagdo UV, para células de S. aureus e E.
coli, em trés tempos diferentes de uso da lampada.

Quadro 6 — Influéncia da diminuicdo da intensidade da radiagdo UV na
eficiéncia bactericida sobre células de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli K12 aderidas intencionalmente a
polietileno de baixa densidade. Média de trés repeticoes

Tempo Intensidade  Staphylococcus aureus Escherichia coli
de Uso (h) (uWem?)  RD D LogD RD D LogD
70 144 1,04 192 0,28 0,94 213 0,33
1000 102 0,72 2,78 044 0,58 345 0,54
1500 78 0,58 345 054 0,36 556 0,75

Apb6s 1.500 horas de uso, constatou-se diminui¢cao de 0,58 no numero

de reducbes decimais para células de E. coli aderidas a superficie do
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polietileno. Para S. aureus, a queda no numero reducdes foi de 0,46. Isto
representa uma efetividade 2,6 vezes menor na inativagao de células de E. coli
e de 1,8 vez para células de S. aureus, quando decorridas 1.500 horas de uso.
A vida util da lampada germicida é dependente da reduc¢do da intensidade com
o tempo de uso. Neste experimento, encontrou-se a contaminag¢do de 0,16
NMP/cm?; para atingir a contagem de 0,1UFC/cm® ha necessidade de obter
0,2 RD. Neste caso, a vida util da lampada esta acima de 1.500 horas.

Constatou-se que as células de E. coli sdo mais resistentes a radiagéo
UV e que a efetividade da lampada diminui com o tempo de uso. FLUCKIGER
(1995) aponta como de 1.200 a 1.500 horas a vida util para lampadas
germicidas.

As Figuras 15 e 16 mostram a relagao entre o logaritmo dos valores de

D e a intensidade de radiacdo UV para S. aureus e E. coli, respectivamente.

06 - y = -0,0039x + 0,8439
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Figura 15 — Relagao entre o logaritmo do valor de D e a intensidade de
radiacdo UV para células de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 16 — Relagao entre o logaritmo do valor de D e a intensidade de
radiagcao UV para células de Escherichia coli k12.

Por meio das equagdes de regressdes lineares apresentadas nas
Figuras 15 e 16, obtém-se, além do valores de D de referéncia, os respectivos
valores de Z para cada microrganismo estudado. Os valores de Z sédo obtidos
através do inverso dos valores das inclinagdes das equacgdes de regressdes
lineares.

De posse dos respectivos valores de Z e da equagao apresentada a
seguir, tem-se a estimativa dos valores de D para uma dada intensidade de

radiacao UV.

D= Dref. x 10 (I'ref. = 1)z
em que
D =valorde D;
Dies= valor de D de referéncia;
| = intensidade de radiacéao UV,
| ¢ = intensidade de radiagdo UV de referéncia; e

Z = valor de Z para um determinado microrganismo.

Para S. aureus, o valor de Z é igual a 256,4, originando a seguinte

equacao:

D= D, X 10 (I ref. — 1)/ 256,4
= Uref.
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Para E. coli o valor de Z é igual a 161,3, originando a seguinte

equacao:
D= D, x 10 {17~/ 1613
- refr.

Por exemplo, se a intensidade de radiacdo UV sobre células de S.
aureus for de 120 uWem™, o valor de D sera de 2,38 segundos.

Por outro lado, para se obter um valor de D de 3 segundos para E. col,
a intensidade de radiagdo UV necessaria é de 118,3 pWem™,

Apesar do reduzido numero de dados experimentais, as regressdes
lineares apresentadas nas Figuras 15 e 16 sdo mostradas para ilustrar a forma
de estimar os valores de D de referéncia, em funcdo da intensidade de
radiacdo UV e vice-versa. No entanto, sabe-se que ha necessidade de

utilizacdo de maior numero de dados para que as estimativas sejam confiaveis.

4.5. Avaliagao da radiagao ultravioleta em condi¢cdes de uso

No Quadro 7 s&o apresentados os valores de logaritmo do
NMP/630cm® de microrganismos mesdfilos nas embalagens de polietileno

antes e apos a irradiagao com ultravioleta.

Quadro 7 — Logaritmos dos numeros de microrganismos mesofilos nas
embalagens de polietileno, antes e apos exposicdo a radiagao
UV, em condigdes de uso, determinados pela técnica de
Numero Mais Provavel (NMP). Média de trés repetigdes

BOBINA DE Log do NMP da Log NMP da REDUCOES
POLIETILENO embalagem néo- embalagem DECIMAIS
irradiada irradiada
1,47 0,67 0,80
2 2,38 1,23 1,15
1,57 0,67 0,90

Os resultados mostram a existéncia de determinada contaminacgao

microbioldgica inicial nas embalagens. Para FLUCKIGER (1995), embalagens
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plasticas e cartonados plasticos devem conter no maximo 0,1 UFC/cm?, como
medida para evitar a recontaminacdo do alimento processado. Neste
experimento, o valor médio de contaminagdo encontrado nas embalagens
antes da exposicao a radiacdo UV foi de 0,16 NMP/cm?, estando acima dos
valores recomendados esse autor. No entanto, apds a irradiacdo das
superficies internas das embalagens por aproximadamente dois segundos,
observa-se a permanéncia de 0,014 NMP/cm?, o que significa redugao decimal
de 1,06, isto &, cerca de 90% das células contaminantes ndo sobreviveram a
agao da radiagédo UV. Estudos tém sido desenvolvidos na area de embalagens,
onde se adicionam ao polimero substancias para inibir a viabilidade e
aderéncia de células, como é o caso do composto denominado Intersept™
(Interface Research Corp. Kenesan, GA, USA) (BOWER et al.,1996).

No envase do leite, o risco de contaminagao é igual a soma dos riscos
de cada etapa do processo, sendo, assim, indispensavel o controle dessas
etapas (FLUCKIGER, 1995). A efetividade na redugdo do numero inicial de
bactérias anterior a embalagem do alimento é um ponto importante no
prolongamento da vida-de-prateleira do alimento (HUANG e TOLEDO, 1982)
bem como na preservacdo das caracteristicas organolépticas e higiénico-

sanitarias do produto.

4.6. Microtopografia da superficie de polietileno de baixa densidade

Ao visualizar a superficie do polietiieno por microscopia de forga
atdbmica (MFA), observou-se a existéncia de dois diferentes tipos de superficie,
um relativamente liso e outro com pontos refringentes. As Figuras 17 e 18
mostram a microtopografia da superficie de polietileno de baixa densidade,
observada pela microscopia de forga atbmica (MFA). O tipo de superficie

apresentada na Figura 18 representa mais de 50% da area total analisada.
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Figura 17 — Microtopografia da superficie de polietileno representativa das
regides relativamente lisas, obtida pela microscopia de forga
atbmica.

Largura a meia altura; & micra
Profundidade: 0.2 micra

Figura 18 — Microtopografia da superficie de polietileno, contendo fendas e
elevacobes, obtida pela microscopia de forga atémica.
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Superficies que entram em contato com alimentos, como o vidro, o ago
inoxidavel, o polietileno e a borracha, apresentam diferentes microtopografias
de superficie, podendo conter fissuras e fendas com tamanho suficiente para
alojar bactérias (BOWER et al., 1996). A presenca de rugosidades e contornos
no material da embalagem produz sombras que reduzem significativamente a
efetividade da radiagdo UV, uma vez que o efeito bactericida ocorre somente
na dire¢ao do feixe de luz (HUANG e TOLEDO, 1982).

Observa-se na Figura 17 que a rugosidade média encontrada é de 50
nm, podendo ser considerada uma superficie relativamente plana. Ja na
superficie mostrada na Figura 18 observam-se imperfeicbes com 5 um de
didmetro e 0,2 um de profundidade. Considerando que as células de S. aureus
e E. coli apresentam as dimensdes 0,5 — 1,5 um de didmetro e 1,1 — 1,5 x 2,0-
6 um, respectivamente, as imperfeicdes da superficie podem proteger esses
microrganismos do contato direto com a radiagcdo UV, reduzindo sua eficiéncia.

Por meio da microtopografia do polietiieno por MFA, pode-se
comprovar a existéncia de irregularidades na superficie que possibilitam o
alojamento de bactérias, facilitando o processo de adesdo, além de dificultar o
processo de inativagdo microbiana de células aderidas, através do uso da
radiacao UV, ou, ainda, impedir a agcédo da radiacdo UV por meio de protecao
desses microrganismos em grandes fendas e pela presenga de grandes
elevagbes, que podem impedir o contato direto do microrganismo com a

radiacao UV.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A adesdo de células de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli K12 a polietileno de baixa densidade (PEBD), com 700 um de
espessura e area interna de 630 cm? (22,5 x 28 cm), usado na embalagem de
leite fluido, foi avaliada nas temperaturas de 8 e 18°C. As concentracbes
iniciais de células nas suspensdes de adesao utilizadas foram da ordem de
10°, 10° e 10’UFC/mL, com tempo de incubag&o de 12 horas.

Constataram-se  diferengas significativas  (p<0,05) entre as
temperaturas de adesao e na interacdo entre microrganismos e as contagens
iniciais das suspensao de adeséao.

Para as células de S. aureus, os valores de adesdo encontrados
variaram de 2,4 x 10" a 1,6 x 10* UFC/cm? para temperatura de 8°C e de 5,4 x
10" a 1,5 x 10* a 18°C. Ja para células de E. coli os valores de adesao
variaram de 1,1 x 10" a 2,3 x 10? para temperatura de 8°C e de 3,0 x 10° a 5,6
x 10 a 18°C. Esses valores ndo caracterizam uma formacao de biofilme, uma
vez que para isso as contagens deveriam atingir entre 10% e 10" UFC/cm?. Os
resultados mostraram que o aumento da temperatura de adesdo de 8 para
18°C aumenta a adesao bacteriana ao PEBD. A 18°C, os microrganismos se
encontram mais proximos da faixa 6tima de temperatura para crescimento de
mesofilicos, aumentando assim a producdo de exopolissacarideos, o que
resulta em maior numero de células aderidas. Observou-se, ainda, maior
tendéncia de adesao de células de S. aureus, em fungdo do numero inicial,

quando comparado com a adeséao de células de E. coli.
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No experimento para determinar a eficiéncia da radiagdo ultravioleta
em células aderidas ao polietileno, utilizaram-se numeros iniciais de células da
ordem de 10° a 10" UFC/cm?, temperatura de 18°C, tempo de 12 horas para
adesdo das células ao PEBD e intensidade de 216 a 175 uWcm-2 por dois
segundos.

Observa-se que, quando os logaritmos dos numeros iniciais de células
de E. coli foram iguais a 5 e 6,8, os valores de D foram 4,35 e 1,84 segundos,
respectivamente. Ja para S. aureus, os valores obtidos foram de
respectivamente de 1,96 e 1,18. Esses resultados mostram que as células de
E. coli, aderidas ao polietiieno, apresentaram maior capacidade de
sobrevivéncia a exposi¢ao a radiagao UV, quando comparadas com células de
S. aureus. Além disso, constatou-se que a eficiéncia da radiagcdo UV foi maior
quando os numeros iniciais na suspensio de adesao foram mais elevados.

Embora a radiagao ultravioleta tenha apresentado atividade na redugao
do numero de células aderidas a superficie do PEBD, os numeros de redugdes
para células aderidas de E. coli foram de 0,52 e 1,37 e, para S. aureus, entre
0,85 e 1,73; esses numeros se encontram abaixo do valor de 3 ciclos
logaritmicos, geralmente recomendado para considerar que a acédo de
sanificantes fisicos e quimicos seja eficiente sobre células vegetativas
aderidas.

No experimento para verificar a diminuicdo da intensidade da radiacao
UV e sua eficiéncia bactericida com o tempo de uso, observou-se diminui¢cao
na intensidade da radiagédo UV, apdés 1.500 horas, de 228 para 78 chm'z,
sendo a queda na intensidade mais acentuada nas primeiras 100 horas, em
que se constatou queda de 39,5% na intensidade. Apds 1.500 horas de uso da
ldmpada germicida, os valores de reducgdes decimais para células de E. coli
decresceram de 0,94 para 0,36 e, para as células de S. aureus, de 1,04 para
0,58.

Na etapa de avaliagdo da radiagdo UV em condi¢gbes de uso, foram
analisadas nove amostras de PEBD, sendo estas pertencentes a trés bobinas
diferentes. Por meio da técnica de Numero Mais Provavel (NMP) foi
determinado o numero de células contaminantes na superficie antes e apos a
irradiagao, obtendo-se assim os valores de redugdes decimais em condi¢cdes

de uso. Constatou-se que, em dois segundos de exposi¢gao da superficie da

51



embalagem a 137 chm'Z, 0 numero de microrganismos contaminantes
reduziu de 0,16 NMP/cm? para 0,014 NMP/cm?, o que representa 1,06
reducdo decimal, estando estes valores inferiores aos recomendados, de 0,1
UFC/cm?, para que nao haja recontaminagao do produto.

Ao visualizar a superficie do PEBD por microscopia de for¢ca atdmica
(MFA), constatou-se que esta apresenta imperfeicdes, como fendas com
dimensdes de 0,2 um de profundidade e 5 um de didmetro e elevagcdes com
até 1 um. A eficiéncia da radiagdo UV pode ser reduzida devido a presenga
dessas irregularidades, uma vez que estas podem alojar bactérias, facilitando o
processo de adesdo, ou ainda pela formacédo de regides que protegem as
células do contato direto com a radiagédo UV.

Os resultados mostram que a radiagao UV apresenta potencial para
uso na descontaminagado de embalagens, ja que € uma técnica de simples
utilizagao, baixo custo operacional e ndo deixa residuos. Portanto, pode ser
considerada um tratamento auxiliar utii no controle de contaminacao

microbiolégica de embalagens.
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