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Resumo. Massas frescas comerciais sao produtos conservados em refrigeracdo por longos
periodos, 0 que muitas vezes compromete a seguranca do alimento devido a exposicdo a
temperaturas abusivas. A presenca de Staphylococcus aureus em massa fresca (nhoque) é um
perigo para o consumidor, pois o desenvolvimento da bactéria implica na possivel producdo
de enterotoxinas, responsaveis por causar intoxicacao alimentar. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito da radiacdo gama na destruicdo de S. aureus em nhoque a fim de aumentar a
seguranca do produto. O nhoque comercial foi contaminado com 10° UFC/g de S. aureus e
irradiado com doses 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 kGy. As amostras foram armazenadas em temperaturas
abusivas (15 e 25 °C) e o numero de S. aureus foi determinado durante 31 dias. Os resultados
mostraram que a irradiacdo com 1,5 e 2,0 kGy causou uma redugdo maior que 6 log UFC/g
no numero inicial de S. aureus, ndo sendo possivel a deteccédo da bactéria durante 31 dias de
armazenamento. As doses de 0,5 e 1,0 kGy causaram reducdo de 2,6 e 6 log UFC/g,
respectivamente, entretanto durante o armazenamento a 15 e 25 °C as células sobreviventes se
multiplicaram.

Introducéo

Segundo dados da Nielsen (empresa global de informacbes e pesquisa) e ABIMA
(Associacdo Brasileira Das Industrias de Massas Alimenticias), no periodo entre 2010 e 2015,
as massas frescas apresentaram um crescimento de 42,5 %, em valores de vendas (Branco,
2016).

As massas frescas sem recheio apresentam umidade maxima de 35 %, atividade de dgua
(Aw) de 0,96 £ 0,02 e pH de 5,7 + 0,4 (Resta e Oliveira, 2013). Essas caracteristicas tornam o
produto propicio ao desenvolvimento de microrganismos patogénicos como Staphylococus
aureus e Bacillus cereus, e deteriorantes como bolores, leveduras e algumas bactérias
psicotroficas (Comelli, et al., 2011). O desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e
patogénicos reduz a vida Util do produto e coloca em risco a satde do consumidor. Embora as
massas sejam cozidas antes do consumo, esse processo nao garante a eliminagédo total de
microrganismos contaminantes ou a inativacdo das toxinas produzidas por eles.

Para a conservacdo das massas frescas é necessario 0 uso de baixas temperaturas, além
da utilizacdo de atmosfera modificada e a adicdo de conservantes quimicos na formulacédo
Guerreiro (2006).

Staphylococcus aureus € uma bactéria produtora de enterotoxina, responsavel por
diversos surtos de toxinfeccdo alimentar. Em massas frescas a presenca da enterotoxina é um
grande perigo para o consumidor pois 0 cozimento do produto ndo causa sua inativacao.

A irradiacdo é uma tecnologia que pode ser utilizada para aumentar a seguranca dos
alimentos e estender sua vida Util, entretanto pouco se conhece sobre seu efeito na conservacdo
de massas frescas (Rajkowski, Niebuhr e Dickson, 2006).

A radiacdo gama em combinacdo com embalagem adequada e armazenamento a frio foi
utilizada para a conservacdo de massas recheadas, resultando em alimentos seguros do ponto
de vista microbioldgico, com qualidade sensorial aceitavel e sem alteragdo no valor nutricional
(International Atomic Energy Agency, 2003)

O estudo realizado por Thayer et al. (1997), mostrou que a irradiacdo de carne de bisdo,
avestruz, jacarés com 1,5 kGy reduziu a contagem de S. aureus em 4,1 log.



O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da radiagéo ionizante com cobalto 60 na
destruicdo de Staphylococcus aureus em massa fresca (nhoque) e avaliar o desenvolvimento de
celulas sobreviventes durante o armazenamento em temperaturas abusivas (15 e 25 °C).
Também serd determinado o valor Digem kGy para S. aureus.

Material e Métodos

Massa fresca

Foi utilizada a massa fresca, nhoque de batata cozida, da marca M.R. (Massas Rarllem),
adquirida em mercados no municipio de Sdo Paulo, com no méximo 15 dias de fabricacdo. O
produto possui vida de prateleira de 44 dias, € embalado a vacuo, e armazenado em refrigeracao,
entre 3 e 10 °C). Os ingredientes utilizados na formula¢do do produto sdo: farinha de trigo
enriquecida com ferro e &cido félico, batata, ovo, gordura vegetal, sal e realcador de sabor
glutamato monossédico. N&o ha adi¢do de conservantes quimicos.

As amostras de nhoque foram armazenadas na embalagem original sob refrigeracdo
(7 °C) até o momento da utilizacéo.

Contaminagéo da massa com S. aureus

As massas foram previamente esterilizadas com radiacdo gama na dose de 25 kGy, na
embalagem original da fabrica e refrigeradas a 7 °C.

A cepa de S. aureus 2644.00/2014, cedida pelo Banco de Cepas da Fundagédo Ezequiel
Dias — MG, produtora de enterotoxina SEC, foi cultivada em Agar Soja Triptona (TSA:
CMO0131, Oxoid LTD, Inglaterra) e incubada a 37 °C por 24 horas em estufa de Cultura (Modelo
002 CB, Fanem LTDA, Brasil). As células foram coletadas das placas de petri e suspensas em
solucéo salina 0,85 % (Cloreto de Sédio P.A., Sigma-Aldrich), de modo a obter uma suspensao
n® 10 na escala Mc Farland (Probac do Brasil, 2016).

A comparacéo de turbidez da suspensdo de S. aureus com a suspensdo n° 10 da escala
Mc Farland foi realizada pela medida de absorbancia em espectrofotémetro (B295l11, Micronal,
Brasil). O indculo, com 10° UFC/ml de S. aureus foi diluido em solugio salina 0,85 % e
homogeneizado em Stomacher 400 (Seward, Inglaterra), a 230 rpm por 2 minutos para obtencéo
de uma suspenséo final contendo 10° UFC/ml.

Ap0s essa etapa, a suspensao final foi adicionada ao nhoque na propor¢do em massa, de
1:1, e homogeneizada manualmente com uma colher estéril durante 30 segundos, e em seguida
permaneceu em repouso por 20 minutos. Os nhoques foram transferidos para peneiras
horizontais de aco INOX, previamente esterilizadas, localizadas no fluxo laminar Biosafe 12
Classe Il Tipo A (Veco, Brasil), onde permaneceram por 1 hora e 40 minutos para drenar o
excesso de dgua de modo que a atividade de dgua do produto retornasse ao valor original. A
massa contaminada foi embalada em sacos de polietileno em porcbes de 10 g, na presenca de
oxigénio e armazenada sob refrigeracdo (7 °C) até o momento da irradiacao.

Irradiacdo das amostras de nhoque

Foi utilizado para irradiagdo da massa alimenticia fresca o Irradiador de ®°Co de pequeno
porte Gammacell, localizado no CTR (Centro de Tecnologia das Irradiacdes), no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN.

As amostras foram encaminhadas ao irradiador em caixas de isopor e mantidas
refrigeradas a 7 °C durante o tempo que permaneceram no equipamento. Foram aplicadas as
doses de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 kGy. A amostra controle (ndo irradiada) foi mantida nas mesmas
condicOes das amostras irradiadas. Finalizado o processo de irradiacdo, as amostras foram
armazenadas a (15 + 1) °C em camara incubadora refrigerada B.O.D. MA 415 (Marconi, Brasil)
e a (25 + 1) °C em camara incubadora refrigerada B.O.D. TE — 391 (Tecnal, Brasil) para
posterior analise. O experimento foi repetido trés vezes.




Anéalises microbioldgicas

A quantificagdo de S. aureus nas amostras irradiadas e nas amostras controle, foi
realizada imediatamente apds a irradiacdo (dia 0) e nos dias 3, 6, 10, 20 e 31 de armazenamento,
em duplicata, conforme metodologia descrita em Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods, APHA (LANCETTE e BENNETT, 2001). Para tanto,
10 g de amostra foram transferidas para saco plastico estéril (Interscience, Franca) e diluida 10
vezes com solucdo salina 0,85 % estéril. A homogeneizacao foi realizada em Stomacher 400
(Seward, Inglaterra), a 230 rpm por 2 minutos. As diluicbes decimais foram realizadas
utilizando-se o mesmo diluente. O plaqueamento foi realizado em agar TSA (CM0131, Oxoid
LTD, Basingtoke, Hampshire, Inglaterra), em profundidade, e as placas foram incubadas em
estufa de cultura (Modelo 002 CB, Fanem LTDA., Brasil) a (36 + 1) °C por 48 horas.

Foram enumeradas todas as colbnias, para calculo do numero de UCF de
Staphylococcus aureus presente por grama de nhogque.

Calculo do valor D1g

Para o céalculo do valor D foi construido o gréfico do logaritmo do numero de
sobreviventes de S. aureus em funcdo da dose e realizado o ajuste de uma reta por regresséo
linear. O valo D foi obtido pelo calculo do inverso do coeficiente angular (GRODNER, CHEN
e L.S., 1996).

Anélise estatistica

Os resultados das contagens foram transformados em log e analisados por ANOVA,
considerando um nivel de significancia de 5 %. A comparacdo das médias foi realizada pelo
método de Tukey.

Resultados e Discussao

. Os resultados das contagens de S. aureus nas amostras de nhoque irradiadas e no
controle (sem irradiar), armazenadas a 15 e a 25 °C, durante 31 dias estdo apresentados nas
tabelas 1 e 2, respectivamente.

Observa-se nas tabelas 1 e 2 que a amostra controle apresentou logo apds a
contaminacdo, uma contagem de Staphulococcus aureus de (6,06 + 0,06) log UFC/g. Durante
0 armazenamento a contagem atingiu (8,6 + 0,3) log UFC/g a 15 °C ap0s 6 dias e (9,3 £ 0,3)
log UFC/g a 25°C ap06s 3 dias, permanecendo constante até o final. A amostra irradiada com
0,5 kGy apresentou uma contagem apds a irradiacdo de (3,5 + 0,3) log UFC/g, e durante o
armazenamento a 25°C, atingiu (8,8 = 0,2) log UFC/g depois de 3 dias, enquanto a 15°C a
contagem atingiu (8,9 £ 0,3) em 20 dias. Utilizando uma dose de 1,0 kGy a reducéo inicial no
namero de S. aureus foi maior que 6 log, entretanto, a partir do dia 6, a contagem era de (3,3 =
1,3) log UFC/g, atingindo (7,7 = 0,6) log UFC/g no 31° dia a 15 °C. Para o nhoque irradiado
com a mesma dose de 1,0 kGy e armazenamento a 25 °C, a contagem atingiu (6,3 £ 0,2) log
UFC/g no dia 3, e (8,3 £ 0,3) log UFC/g no 10° dia.

A contagem de S. aureus ndo diferiu significativamente (p > 0,05) entre as amostras
irradiadas e o controle a partir do décimo dia quando o nhoque foi armazenado a 25°C e a partir
do vigésimo dia quando armazenado a 15°C. A contagem de células nas amostras irradiadas
com 1,5 e 2,0 kGy permaneceu abaixo do limite de deteccdo, durante os 31 dias em ambas as
temperaturas.



Tabela 1 — Contagem de S. aureus em nhoque fresco (controle e irradiados), armazenado a
15 °C durante 31 dias de armazenamento.

Log UFC/g

Temp Tempo (dias)
(°C) Dose 0 3 6 10 20 31

0 (6,06+0,06)" (6,9+0,8)>A (8,6+0,3)** (9,0£0,1)** (8,8+0,2)®A (8,6+0,5)*"
15 0,5 (3,5%0,3)® (4,3+0,8)®® (6,4+0,2)*® (7,6+0,3)*"B (8,9+0,3)* (8,5+0,5)**
1 <1 <1 (3,3+1,3)°  (6,3+0,7)*® (7,1+0,6)* (7,7%0,6)*"

A, B médias com letras maiusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
a, b, c médias com letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Tabela 2 — Contagem de S. aureus em nhoque fresco (controle e irradiados), armazenado a
25 °C durante 31 dias de armazenamento.

Log UFC/g
Temp Tempo (dias)
(°C) Dose 0 3 6 10 20 31
0 (6,06+0,06)*A (9,3+0,3)** (9,4+0,1)** (9,4+0,3)** (8,8+0,5)** (8,620,5)*
25 0,5 (3,5+0,3)"®  (8,840,2)** (9,1+0,3)** (9,3+0,1)** (9,0+0,1)** (8,2+0,9)*
1 <1 (6,3+0,2)%®  (7+1)*®  (8,30,3)** (8,2+0,5)** (8,2+0,5)**

A, B médias com letras maiusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
a, b, c médias com letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

As figuras 1 e 2 mostram a curva de crescimento do S. aureus durante os 31 dias de
armazenamento nas temperaturas de 15 e 25 °C, respectivamente.
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Figura 1 — Crescimento de S. aureus em nhoque fresco (controle e irradiados), armazenados a
15 °C durante 31 dias de armazenamento.
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Figura 2 - Crescimento de S. aureus em nhoque fresco (controle e irradiados), armazenados a
25 C durante 31 dias de armazenamento.
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Figura 3 - Log do numero de células sobreviventes de S. aureus em funcéo da dose.

Para o célculo do valor Dy foram utilizados os valores de contagem logo apos a
irradiacdo das amostras para as doses de 0,5 kGy, 1,0 kGy e para o controle. O coeficiente de
correlagéo da reta foi de 0,986 (Figura 1) e o valor D1 foi de 0,17. De acordo com o valor D, a
dose de 0,17 kGy reduz 90 % da populacdo de S. aureus ou 1 ciclo logaritmico. Grodner, et al.
(1996) encontrou um D de 0,16 kGy para 0 mesmo microrganismo em carne de caranguejo.

Conclusao

A aplicacdo de radiacdo gama em nhoque (massa fresca), na dose de 1,5 e 2,0 kGy,
reduziu a contagem das células de Staphylococcus aureus a niveis ndo detectaveis pela
metodologia utilizada na anélise, durante os 31 dias de armazenamento nas duas temperaturas
(15 e 25 °C). O valor Do para o microrganismo foi 0,17 kGy.
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