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RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar se houve alteracdo no crescimento de UFC em placa e na viabilidade de
leveduras e bactérias totais em fermento biolégico seco tratado por diferentes doses de radiacdo gama e
determinar adose D10 parabactérias Totais e Levedurasafim de analisar se 0 processamento promoveu algum
beneficio sem causar inviabilidade do mesmo. As diferentes amostras de fermento biol égico foram irradiadas
com doses de 0 (controle); 0,5; 1; 2 e 3kGy no Centro de Tecnhologia das Radiacdes do (IPEN/CNEN — SP)
em fonte de 60Co (Gammacel1-220), com taxa de dose de 3,51kGy/h. O aumento da dose de radiac&o provocou
uma diminui¢do na contagem de UFC de leveduras e de bactérias totais, bem como, na frequéncia de células
vidveisdeleveduras. A dose de radiacdo necessaria para eliminar 90% da popul acdo leveduriforme ficou entre
1,10 e 2,23kGy e para a popul agdo bacteriana variou entre 2,31 e 2,95kGy. Nos resultados sdo demonstrados
claramente os pontos negativos da aplicagdo de radiagéo i onizante em fermento biol 6gico seco, poiso intervalo
de D1o encontrado para bactérias totai s € superior ao encontrado paraleveduras. Sendo assim, torna-seinviavel
a utilizac&o deste recurso para a melhora da qualidade do produto.

Palavras-chave: bactérias e leveduras; dose D10; método fluorescente DF-BE, radiago ionizante.

1. INTRODUCAO

Quando se fada de fermento bioldgico, refere-se a uma levedura selecionada, denominada
Saccharomices cerevisiae. O papel principa do fermento € fazer a conversdo de aclcares fermentavels
presentes namassa, a gas carbonico e etanol. Além de produzir CO., que € 0 gas responsavel pel o crescimento
do pdo, o fermento também exerce influéncia sobre as propriedades reoldgicas da massa, tornando-a mais
el&stica e porosa, que apds o cozimento é digestivel e nutritiva (Food Ingredients Brasil, 2009).

A irradiacdo de alimentos faz uso da radiagéo ionizante (particul as energeticamente carregadas, tais
como elétrons, particulas afa, raios gama e raios X), em doses previamente estabelecidas, para diminuir
populacdo ou impedir o crescimento de organismos bioldgicos indesgjaveis em aimentos. Pesquisas
mostraram conclusivamente que airradiagdo de alimentos pode ter inimeras aplicactes benéficas, incluindo,
por exemplo, areducdo da carga microbiana nos produtos (Farkas and Farkas, 2011, Portal Educacéo 2013).

A radiac&o pode causar uma variedade de efeitos fisicos e bioquimicos nos microrganismos. Umavez
absorvida por um material biol6gico, aradiacéo ionizante pode ter acdo direta ou indireta sobre o material que
recebeu este processamento (Hansen et al., 2001).

De acordo com Santos et al. (2003), a cinética de morte microbiana esta diretamente relacionada com
as doses de radiacéo aplicada segundo uma lei exponencial do tipo: N= NO[10]->P¥°, onde No representa a
contagem inicia de microrganismos; No €igual acontagem de microrgani smos sobreviventes apos a aplicacéo

6007



dadose D de radiacao; D € adose de radiacdo aplicada e D1 é a dose de radiacdo necessaria para a eliminacéo
de 90% da popul agéo de microrgani smos.

Atualmente, com o crescimento da competitividade industria as atencles tém-se voltado cada vez
mais para a qualidade dos produtos comercializados (Oliveira et d., 2005). Durante o processo de producéo,
elaboracdo e armazenamento, qualquer alimento esta sujeito a contaminagdo por substancias toxicas ou por
bactérias patogénicas, virus e parasitos (Catéo et al., 2001).

De acordo com a RDC n° 12, os fermentos devem estar em perfeito estado sanitério, e seguir a
tolerancia para os contaminantes microbianos a eles associados. Contudo, em julho de 2005, um lote de
fermento biol dgico seco foi analisado por 6rgdos oficiais do estado onde se encontrava o produto e constatou-
se a presenca de coliformes termotol erante acima do permitido pelalegisiacéo brasileiravigente (Brasil, 2001)

Considerando essefato, o objetivo destetrabalho foi o deidentificar se houve alterac&o no crescimento
de UFC em placa e na viabilidade de leveduras e bactérias totais em fermento bioldgico seco tratado por
diferentes doses de radiacéo gama e se 0 processamento promoveu algum beneficio sem causar inviabilidade
do mesmo. A redlizacdo de pesguisas com esta classe de produto € muito importante pois envolve
microrganismos sensiveis aradiacdo. O tratamento do fermento biol dgico seco por radiacéo foi observado ao
longo de 90 dias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de Fermento Biol6gico Seco

As diferentes amostras de fermento biolégico seco foram adquiridas no mercado vargjista de Sao
Paulo. Foram utilizadas neste experimento trés amostras de fermento de marcas distintas que forma
denominadas como: Amostra 1 (embalagem com 11g), Amostra 2 (embalagem com 10g) e Amostra 3
(embalagem com 10g). Foram adquiridas 45 amostras de cada marca para cada repeticdo. Utilizou-se 9
embal agens de cada uma das trés dif erentes marcas de Fermento Biol 6gico Seco (por repeticéo) para cada uma
das doses de radiagéo utilizada.

2.2. Tratamento por radiacdo gama

As amostras de fermento foram irradiadas com doses de 0 (controle); 0.5; 1; 2 e 3kGy, em suas
embalagens originais, no Centro de Tecnologia das Radiagdes do (IPEN/CNEN — SP) em fonte de ®Co
(Gammacell 220), com taxa de dose de 3,51kGy/h com incerteza de + 1,7%. Foram utilizados dosimetros
Harwell Amber 3042 para monitoramento de dose. Ap0s este procedimento amostras referentes a cada dose
de radiacdo foram destinadas & andlise microbiol dgica e ao teste de viabilidade enquanto as demais amostras
foram armazenadas atemperaturaambiente. Passados 30, 60 e 90 dias foram repetidas a anélise microbiol 6gica
e o teste de viabilidade. As amostras foram mantidas a temperaturas que variaram entre 23,5°C e 24,5°C até a
repeticdo dos procedi mentos citados anteriormente.

2.3. Analise Microbiolégica

Foi realizadano Laboratério de Alimentos do Centro de Tecnologia das Radiacdes. Este laboratorio é
utilizado exclusivamente para analises com microrganismos. Foi utilizada a técnica de Semeadura em
profundidade para analise microbioldgica. O método utilizado para leveduras foi 0 mesmo empregado por
Bittencourt et. al (2005) com a utilizago de &gar Sabouraud (OXOID) e incubacdo (invertidas) por 5 dias a
25°C. Ja a metodologia empregada para bactérias utilizou Plate Count Agar (PCA - OXOID), e incubacio
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(invertidas) por 48 horas a 37°C. Para ambas as analises, a contagem foi realizada em contador de colénias
tipo Quebec e foi baseada na determinacdo do nimero de unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/Qg).

2.4, Testedeviabilidade com cor antes fluor escentes

Para aredlizacdo deste teste utilizou-se solucdo de Diacetato de Fluoresceina (3,6 diacetil fluoresceina
Sigma Chemical - USA e solucdo de brometo de etidio (brometo de 2,7 diamino, 9 fenil, 10 etil fenantridina
Sigma Chemical - USA). A solucdo de diacetato de fluoresceinafoi diluida 2500 x e a de brometo de etidio 20
X, ambas em &gua destilada estéril. Em seguida, uma aliquota de 1 g de cada uma da amostras foi transferida
aum eppendorf e a este acrescentado 1,5 mL de &gua destilada estéril. Uma gota desta solugéo foi colocada
em uma lamina, juntamente com uma gota de DF e outra de BE. A contagem de céulas vivas (coloracéo
verde) e de células mortas (coloracdo vermelha) foi realizada em 3 campos distintos que foram focados no
microscopio de fluorescéncia. Obtendo-se 0 nimero total de células, cal cula-se a porcentagem de células vivas
e mortas (para ostrés campos) e cal cula-se amédia aritméti ca das porcentagens, sendo este o resultado do teste
de viabilidade para o fermento biol égico.

2.5. Célculo dovalor D10 (kGy) de Bactériastotaise Leveduras

O D1 corresponde a dose de radiacdo necessaria paraeliminar 90 % da popul agdo microbiana. O valor
D1 tanto para Bactérias como para Leveduras foi calculado, graficamente, através da andlise de regressao
linear simples (Microsoft Excel, Microsoft Office, 2013).

2.6 . Delineamento Experimental

O procedimento descrito aseguir foi repetido por 3 vezes (Figura 1).

Amostras (1, 2 e 3) de Fermento Bmldgico Seco com
embalagens originais de 11g, 10g e 10g, respectivamente

Processar as amostras de fermento biologico seco em fonte de 60Co
(Gammacell), com taxa de dose de 3.51kGy/h
A .
*27 amostras *27 amostras p/ *27 amostras p/ 27 amostras p/ *27 amostras p/ ‘
controle 0.5kGy 1kGy 2kGy 3kGy
' v '
Técnica de Semeadura Técnica de Semeadura Teste de Viabilidade pelo
em profundidade para em profundidade para método fluorescente DF-BE
Bactérias Totais Leveduras (triplicata)
v v !

Incubar por 5 dias &
25°C

Incubar por 2 dias &
37°C

T_l_T

Realizar contagem em UFC/g
em um contador tipo Quebec

T

Calcular o resultado em|
% de células vidveis

!

Repetir a técnica de Semeadura em profundidade e o Teste de Viabilidade pelo
método fluorescente apds 30, 60 e 90 dias de estocagem.

Figura 1. Representagdo esquemaética das etapas do experimento.

* nimero total de amostras (amostra 1, 2 e 3) irradiadas para 1 repeticéo.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Contagem de UFC/g de levedur as e bactérias totais nas amostras controle eirradiadasa 0,5, 1,
2 e 3kGy de fermento bioldgico seco.

Ao redlizar a contagem de UFC/g em placas das amostras controle e irradiadas de fermento
obtive-se os resultados expostos na Tabela 1. Nota-se que conforme aumenta-se a dose de radiacéo, a
contagem de leveduras decresce e este fato pode ser observado nas amostras 1, 2 e 3 processadas por
radiacéo. Quanto ao periodo de armazenamento foi observado que ndo ha relagdo entre o aumento ou
diminuicdo de UFC/g e os dias de estocagem.

Tabela 1. Numero de *UFC/g de leveduras das 3 amostras de fermento biol 6gico seco apds o
processamento do produto por distintas doses de radiacéo e diferentes tempos de armazenamento,
incubadas a 25°C por 5 dias.

Tempo de *UFC/g de Leveduras
Amosiras arma?girg'emo O0kGy 0,5kGy 1KGy 2kGy 3Gy
01 **138x10°  49x10°  19x10°  059x10°  046x 10°
AL 30 183x10° 507x10° 126x10° 052x10°  0,38x 10°
60 898x10° 503x10° 081x10° 067x10°  049x 10°
90 11,9x10°  225x10°  0,78x10° 056x10° 0,49 x 10°
01 151x10°  48x10°  067x10°  04x10°  014x10°
. 30 603x10° 041x10° 021x10° 0,16x10°  0,13x 10°
60 46x10°  063x10° 007x10° 0,0003x 10° 0,00005 x 10°
90 16x10°  033x10° 0,0002x 10° 0,0003x 10° 0,00001 x 10°
01 69x10°  29x10°  067x10° 038x10° 0,034x 10°
A3 30 98x10°  39x10°  103x10° 034x10°  0,18x 10°
60 335x10° 093x10°  05x10° 00027 x10° 0,0005x 10°
90 93x10°  017x10° 00006x10° 0,0038x 10° 0,005 x 10°

* Unidade Formadora de Col6nia por grama;
** Resultados obtidos pela M édia de 3 repeti¢cdes de cada uma das amostras. Andlise realizada em duplicata.

Nas amostras 1 e 3 as maiores contagens de UFC/g de leveduras foram observadas nas amostras
controle estocadas por 30 dias (18,3 x 10° UFC/g e 9,8 x 10° UFC/g, respectivamente). JAnaamostra2 a
mai s elevada contagem foi feita nas amostras controle com 01 dia de armazenamento (15,1 x 109 UFC/q).
As mais baixas contagens de leveduras nas amostras 1, 2 e 3 foram evidenciadas nas amostras tratadas
com doses de 3kGy, porém com distintos tempos de estocagem.

Analisando a Tabela 2 notou-se que com o aumento da dose de radiac¢&o ionizante ha diminuic¢éo
na contagem de UFC/g de bactérias totais no fermento biol6gico seco. Ao relacionar esta contagem ao
tempo de armazenamento, observou-se que a maior parte das amostras apresenta uma reducdo da
contagem de bactérias totais ao longo do tempo.
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Tabela 2. Numero de * UFC/g de bactérias totais das 3 amostras de fermento biol dgico seco apds o
processamento do produto por distintas doses de radiacéo e diferentes tempos de armazenamento,

incubadas a 37°C por 48 horas

AMOStras Tempo de *UFC/g de Bactérias Totais
armazenamento OkGy 0,5kGy 1kGy 2kGy 3kGy
01° **40,5x 10° 3,98x10® 927x10® 7,5x10° 4,03 x 103
Al 30° 165x10® 455x10° 3,08x10® 18x10° 15x 103
60° 222x10° 336x10° 208x10° 154x10° 1,11x10°
o0° 3,8x 10° 1,82x10° 1,28x10° 052x10° 0,35x 103
01° 84 x 10° 55x 10° 89x10° 6,44x10° 4x10°
A2 30° 11,6 x10°  4,31x10° 33x10° 2,4 x 10° 2,2x 10°
60° 229x10° 4,43x10° 4,6x10° 3x10° 1,6x 103
90° 224x10° 567x10° 471x10® 262x103 2,14 x 10°
01° 79,7 x 10° 4,8x 10° 9,9x 10° 6,6 x 103 4,4x 10°
A3 30° 7,25 x 10° 4,2x 10° 2,3x 108 1,8x 10° 1,77 x 10°
60° 3,52 x 10° 2,2x 10° 1,6x10° 1,43x10° 0,8 x 10°
90° 4x 10° 26x10® 055x10° 0,38x 10° 0,53 x 10°

* Unidade Formadora de Col6nia por grama;

** Resultados obtidos pela Média de 3 repeti¢des de cada uma das amostras. Andlise realizada em duplicata.

Nas amostras 1, 2 e 3 as maiores quantidades de bactérias totais foram encontradas nas amostras
controle com 01 dia de armazenamento (Tabela 2). JA as mais reduzidas contagens foram evidenciadas

nas amostras tratadas com dose de 3kGy e 90 dias de estocagem para a amostra 1; nas amostras

processadas com dose de 3kGy e 60 dias de armazenamento para a amostra 2 e nas amostras expostas a
doses de 2kGy e 90 dias de estocagem para a amostra 3.

3.2. Determinacdo do D1 de leveduras e bactériastotais em fer mento biol6gico seco.

Na Tabela 3 encontram-se os valores Dio para leveduras e bactérias totais constituintes das

diferentes amostras de fermento biolégico seco irradiado. De acordo com a anélise de regresséo linear

simples, a dose de radiacdo necessaria para eliminar 90% da populagdo leveduriforme ficou entre 1,10 e
2,23kGy para as distintas amostras de fermento. E a dose de radiagdo necesséria para eliminar 90% da

populacéo bacteriana variou entre 2,31 e 2,95kGy para as distintas amostras de fermento.

Tabela 3. Efeito daradiagdo gamaem leveduras e bactériastotais constituintes de trés amostras distintas

de fermento biol 4gico seco.

Amostras : Leveduras
Equacéo linear R? D1o (kGy)
*1 y = -0,4486x + 9,8112 R2 = 0,8529 2,23
* D y =-0,5445x + 9,4998 R2 = 0,6221 1,84
* 3 y =-0,9279x + 9,8443 R2 =0,9619 11
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Bactérias Totais

Amostras Equac&o linear R? D10 (kGy)
*1 y = -0,4326x + 4,3784 0,8009 2,31
* 2 y = -0,3893x + 4,5681 0,8836 2,57
* 3 y =-0,3390x + 4,4147 0,8333 2,95

*Média de trés repeticdes
2.3. Teste deviabilidade com cor antes fluor escentes DF-BE.

A andlise de células viaveis e das ndo viaveis nas amostras de fermento biol 6gico seco processado
por diferentes doses de radiacéo e submetido a tempos de armazenamento distintos, revelou células
viaveis de leveduras com fluorescéncia esverdeada, distribuida de maneira uniforme pelas células. As
células ndo viaveis exibiram fluorescéncia de tonalidade vermelha brilhante (Figura 2).

Notou-se que com o0 aumento das doses de radiacdo empregadas, ocorreu uma redugdo na
freqUiéncia de células viaveis (coloracdo verde) e conseqlientemente verificou-se o aumento de células
ndo viaveis (coloracdo vermelha) . Em relagdo ao tempo de armazenamento das amostras, observou-se
gue conforme aumenta o tempo de estocagem diminui a freqiiéncia de viaveis.

Nas amostras 1, 2 e 3 a mais elevada fregiiéncia de células vivas é evidenciada nas amostras
controle com 01 de armazenamento, enquanto que a menor quantidade de células viaveis foi encontrada
no fermento tratado com doses de 3kGy e com 90 dias de estocagem (Tabela 4).

Tabela 4. Freqliéncia de células viaveis das 3 amostras de fermento biol bgico seco pelo método
fluorescente * (DF-BE) ap6s o processamento do produto por distintas doses de radiacdo e diferentes

tempos de armazenamento.
Amostras Tempo de Porcentagem de células viaveis (%)
armazenamento OkGy 0,5kGy  1kGy 2kGy 3kGy

1 **87 77 70 66 62

A1l 30 83 75 57 53 47
60 79 70 57 36 34

90 65 52 45 31 27

1 92 79 72 71 67

A2 30 84 74 61 50 47
60 80 78 62 41 36

90 68 57 49 29 21

1 90 79 72 69 63

A3 30 84 70 63 55 48
60 76 74 62 41 39

90 71 57 37 15 12

* DF — Diacetato de Fluoresceina ; BE — Brometo de Etidio;
** Resultados obtidos pela M édia de 3 repeticdes de cada uma das amostras. Andlise realizada em
triplicata.
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Figura 2. Célulasviaveis (verdes) e células ndo viaveis (vermelhas) de leveduras visualizadas pelo
método o de viabilidade com corantes fluorescentes (DF-BE). A: leveduras controle (OkGy) ap6s 01 diade
estocagem; B: leveduras tratadas com 1kGy apds 30 dias de armazenamento; C: leveduras processadas com
dose de 2kGy apds 60 dias de estocagem; D: leveduras tratadas com dose de 3kGy ap6s 30 dias de
armazenamento.

Quando uma populagéo de microrganismos € irradiada com uma dose baixa, somente algumas destas
células serdo danificadas ou mortas. Com o aumento da dose de radiacgo, o nUmero de microrganismos
sobreviventes diminui exponencial mente (como ocorre com o aumento em tratamentos com calor). Diferentes
espécies e diferentes linhagens de uma mesma espécie requerem doses diferentes para atingir 0 mesmo grau
de inativacao.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, torna-se invidvel a utilizacgo deste recurso para a melhora da
gualidade do produto, uma vez que, para reduzirmos consideravelmente a populacdo bacteriana,
necessariamente temos que diminuir a praticamente ao mesmo nivel, apopulacdo deleveduras. Com aredugdo
destes microrganismos iremos alterar consideravel mente a qualidade e a viabilidade do produto.

A freguéncia de céulas vidveis decaiu a medida que se aumentou a dose de radiacéo e o tempo de
armazenamento. Devido a baixa atividade de &gua deste produto, o efeito direto da radiagdo torna-se
predominante, agindo diretamente sobre as células |eveduriformes, justificando assim o decréscimo de células
viadveis observado. Ao processarmos uma popul acdo de microrganismos com baixas doses de radiacdo, poucas
células serdo danificadas ou mortas. Conforme se aumentou a dose de radiacéo o nimero de microrganismos
sobreviventes diminuiu significativamente.
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