-
pen

INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ESTUDO DA ACAO DA RADIACAO GAMA DE ®°Co SOBRE
Salmonella poona, Escherichia coli e Alicyclobacillus
acidoterrestris EM POLPA DE MANGA CONGELADA

MARCO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencao do Grau
de Doutor em Ciéncias na Area de
Tecnologia Nuclear— Aplicacoes.

Orientadora:
Dra. Nélida Lucia del Mastro

SAO PAULO
2009



A minha mae, Maria Elizabeth dos Santos Pereira,
pelo apoio incondicional, que,
espero um dia, poder retribuir com a mesma

intensidade.



Agradecimentos

A minha orientadora, Nélida Lucia Del Mastro.
Pelo carinho, dedicacao, liberdade, paciéncia e, principalmente pela
confianca.

Ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, representado pelo Dr.
Wilson Aparecido Pajero Calvo, gerente do CTR.

A Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN), pela tio necessaria bolsa
de estudos.

A Sueli lvone Borrely,
Por estar sempre a disposicdo em todos 0s momentos importantes do
trabalho.

Aos engenheiros Carlos Gaia da Silveira e Elizabeth Somessari.
Pela irradiacao das amostras.
A lize Puglia.
Pela disposicao em esclarecer todas as duvidas a respeito da parte
“burocratica”.

A Magali Barbieri.
Pela ajuda na parte da documentacao da bolsa de estudos.

Aos colegas do IPEN, Michel Mozeica, Thaize, Anténio, Marcos Ronaldo,
Patricia Inamura, Adriana e Icimone.
Pela troca de idéias, apoio e sugestbes dadas.

Aos funcionarios do IPEN, especialmente os secretarios Marcos Cardoso
Silva e Claudia Regina Nolla.
Pelo apoio e esclarecimentos em todos 0s momentos.



Aos amigos e familiares:

A minha mae, Maria Elizabeth dos Santos Pereira,
Minha eterna heroina e exemplo de amor, dedicacao e perseveranca,
obrigado pelo apoio, carinho e protecao dados por toda a minha vida.

Ao meu avd, Joaquim Damiao Pereira (in memoriam),
Onde quer que esteja, espero que esteja orgulhoso do seu neto
problematico.

A minha esposa, Ana Rosa Moura Leéncio,
Pelo carinho, e principalmente pela paciéncia que tem mostrado em todo
esse tempo de convivéncia.

Aos meus filhos, Pedro Lucas Araujo Pereira e Sophia Ledncio Pereira,
Minhas fontes inesgotaveis de alegria, preocupacao e amor.

Ao meu amigo eterno, Humberto “Beto” Aparecido Pereira,
Pela fidelidade e amizade ao longo de quase vinte anos.

A minha amiga, Rosamaria Loureiro Guedes,
Por ter me levado ao IPEN, e pela amizade.

A minha amiga, Anna Lucia Joviniana Pereira,
Pelos anos de amizade e apoio que jamais serdo esquecidos.

Ao meu amigo, Adriano “magro” Dias,
Pela amizade e descontracdo em todos esses anos.

A minha amiga, Thaize Catarine Silva,
Pela amizade e carinho de muito tempo.

A minha amiga, Anastacia Sobrinho Carvalho,
Pelo apoio, conselhos e compreensao, dos quais sempre me lembrarei.

A Hitomi Kubo.
Pela troca de experiéncias e apoio durante os momentos iniciais do
Trabalho.

A Paula Oliveira Alves.
Pelas inimeras conversas informais, sugestdes e intercambio de
experiéncias.
A minha amiga, Christiane Asturiano Ristori,
Pela paciéncia e disposi¢cdo em esclarecer todas as minhas duvidas.

Aos colegas e profissionais do Instituto Adolfo Lutz,



Pelo interesse, amizade e ajuda.

Aos colegas e profissionais da Refricon Mercantil,
Pelo entendimento, amizade e apoio.

Aos colegas da Topcine,
Pela amizade duradoura e varios momentos de descontracao.



ESTUDO DA ACAO DA RADIACAO GAMA DE °°Co SOBRE Salmonella
poona, Escherichia coli E Alicyclobacillus acidoterrestris EM POLPA DE
MANGA

MARCO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA
RESUMO

A aplicagado de tratamentos nao-térmicos tém se mostrado eficiente na
inibicado de bactérias como Salmonella spp e Escherichia coli. A manga € uma
fruta de consumo nacional que possui grande potencial de exportacao.
Entretanto, surtos de doencas transmitidas por alimentos relacionados a essa
fruta provocaram desconfianga sobre o grau de seguranca alimentar oferecido
pelo produto. O objetivo deste trabalho foi determinar a radiorresisténcia das
bactérias Escherichia coli, Salmonella poona e Alicyclobacillus acidoterrestris
na polpa de manga através do célculo do valor Do e conhecer o efeito da
radiacdo gama sobre as caracteristicas organolépticas de polpa de manga. Foi
também estabelecido o perfil microbiolégico de polpas de manga congeladas
disponiveis no mercado utilizando métodos convencionais de plaqueamento e
Numero Mais Provavel (NMP). As polpas contaminadas experimentalmente
com as bactérias citadas acima foram irradiadas com doses de 0, 1,2, 3,4 e 5
kGy, em fonte de ®°Co. A andlise sensorial foi feita utilizando dose de 5 kGy,
aplicando o teste triangular e o teste de aceitacdo com escala hedbnica. Os
resultados deste trabalho mostram que a qualidade das polpas de manga
comercializadas ndo é satisfatéria de acordo com os padrdes estabelecidos
pela lei brasileira e pela literatura, mostrando a necessidade da implantagéao de
outras ferramentas para se alcancar niveis de qualidade aceitaveis. Os valores
de Dqo obtidos se situaram entre 1,01 e 1,09kGy para E. coli ATCC 8739, entre
0,6 e 0,98kGy para S. poona e entre 0,72 e 0,88kGy para A. acidoterrestris
respectivamente. A analise sensorial mostrou que a dose de 5kGy alterou as
caracteristicas sensoriais da polpa de manga. Entretanto, quando a polpa
irradiada foi utilizada como ingrediente, o produto obteve boa aceitacdo nos

atributos de aparéncia geral, sabor e aroma.



STUDY OF THE ACTION OF ®°Co GAMMA RADIATION ON Salmonella
poona, Escherichia coli AND Alicyclobacillus acidoterrestris IN MANGO
PULP

MARCO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA

ABSTRACT

The application of non-thermal treatments has proven effective in inhibiting
bacteria such as Salmonella and Escherichia coli. Mango is a fruit of national
consumption with a great exportation potential. Meanwhile, outbreaks of food-
borne disease related to mango consumption caused mistrust on the degree of
food security offered by the product. The objective of this work was to establish
the radioresistance of bacteria Escherichia coli, Salmonella Poona and
Alicyclobacillus acidoterrestris on the mango pulp by the calculation of the D1
values and to know the radiation effect on the sensory characteristics of the fruit
pulp. The microbiological profile of frozen mango pulp available at the local
market was also established using conventional methods of plating and Most
Probable Number (MPN). The pulps experimentally inoculated with the bacteria
listed above were irradiated with doses of 0, 1, 2, 3, 4 and 5kGy in a ®Co
source. The sensory analysis was performed using a dose of 5 kGy, using the
triangular test and the test of acceptance with hedonic scale. The results of this
study show that the quality of mango pulp sell in the local market is not
satisfactory in accordance with the standards established by the Brazilian law
and the literature, showing the need of using other tools to achieve acceptable
levels of quality. The Do values obtained are in the range of 1.01 and 1.09kGy
for E. coli ATCC 8739, 0.60 and 0.98kGy for S. poona and 0.72 e 0.88kGy for
A. acidoterrestris respectively. The triangular test showed that a 5kGy radiation
dose changed the sensory characteristics of mango pulp. Nevertheless,
sensory analysis of a food product prepared with the irradiated pulp obtained
good acceptance in the attributes of global appearance, flavor and aroma.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos (DTA) é uma das
principais preocupactes das autoridades sanitarias em todo o mundo. Além
disso, o desenvolvimento econdbmico e a globalizacdo, as mudancas nos
hébitos alimentares, entre outros fatores, alteram o perfil epidemiolégico das
DVAs, expondo a populacdo a maiores riscos de contrair essas doencgas
(BESSER et al, 1993; MORGAN et al, 1993; DUNCAN & HACKNEY, 1994;
TAUXE, 1997).

Nos EUA, foi descrito pela United States Public Health Service, a
ocorréncia anual de 9000 mortes provenientes de 81 milhdes de casos
envolvendo doenca diarréica, devido a patégenos alimentares como
Salmonella spp e Escherichia coli O157 H7 (MEAD, 1999).

Para os paises da América Latina e Caribe, o custo calculado das DVAs
em 1990 foi de 261,1 milhdes de ddlares, incluindo as despesas com
hospitalizacédo, tratamentos ambulatoriais e auséncia no trabalho (FDA/CFSAN,
2002).

A sobrevivéncia de um patégeno em frutas depende de muitos fatores,
entre eles incluem-se as caracteristicas fisico-quimicas, como pH e atividade
da agua (ay), o processamento pés-colheita e as praticas de manipulacao do
consumidor (RAGHUBEER et al, 1995; PENTEADO, 2003).

Dados do CDC (Center for Disease Control and Prevention) dos EUA
(DOYLE et al, 2001), registram que o alimento mais frequentemente envolvido
em surtos provocados por cepas de E. coli enteropatogénica, no periodo de
1993 a 1997, foi a carne bovina, com 25% dos casos registrados, tornando-se
um dos mais importantes agentes etiolégicos de diarréia bacteriana da costa de
Pacifico (FDA/CSFAN. 2000).

Nos ultimos 15 anos, entretanto, aumentou significativamente o nimero

de surtos associados com outros veiculos além da carne, particularmente as
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frutas e sucos de frutas. Em 1991 acorreu um surto nos EUA em que 23
pessoas foram atingidas através do consumo de suco de maga nao
pasteurizada. Aparentemente, a cidra tinha sido produzida com macas
recolhidas do chao e contaminadas com esterco de bovinos (FENG, 1995;
DOGAN-HALKMAN et al, 2003).

Em 1999, foi registrado um surto de salmonelose nos EUA onde foram
contabilizadas 78 vitimas em 13 estados, sendo que 15 foram hospitalizadas e
duas morreram. Apdés a investigacao, as autoridades descobriram que todos os
patdgenos eram do mesmo sorotipo (Salmonella Newport) e que o elemento
comum aos casos era a manga, cujo fornecedor era da cidade de Petrolina, PE
(PENTEADO, 2003; SIVAPALASINGAM et al, 2003).

Casos como esse de Petrolina, fazem com que aumentem as barreiras
dificultando a exportacdo de alimentos produzidos por paises em
desenvolvimento, afetando ainda mais suas economias (GERMANO &
GERMANO, 2003; BRANDAO et al, 2003; PENTEADO, 2003; SOTO et al,
2007).

Nos Ultimos anos, tecnologias alternativas tém sido sugeridas e
utilizadas para a producéo de alimentos seguros, tais como, uso de atmosferas
controladas, campo elétrico pulsado (“Pulsed Electric Field” — PEF) e
irradiacao. O interesse pelo processo de irradiacdo esta crescendo em funcao
dos diversos beneficios que apresenta, como por exemplo, a reducdo da
microbiota deteriorante e também dos patdégenos bacterianos, associada a
manutencdo das propriedades nutritivas e organolépticas (FARKAS, 1998;
YOUSSEF et al, 2002).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o estudo da acao da radiacdo gama sobre
cepas de Salmonella poona, Alicyclobacillus acidoterrestris e Escherichia
coli ATCC 8739 em polpas de manga contaminadas experimentalmente e a
avaliacao sensorial de polpa irradiada, bem como, a avaliacdao do perfil

microbioldgico de polpa de manga congelada disponiveis no mercado.
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3.0 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O mercado de frutas e derivados no Brasil

De acordo com TOFANELLI et al (2007), frutas sao excelentes
alternativas para o fornecimento de vitaminas, sais minerais e carboidratos na
alimentacdo humana. Porém, nem sempre o consumo € suficientemente
adequado as necessidades diarias, seja pela ma educacao alimentar, seja por
dificuldades no sistema de comercializacdo dos produtos fruticolas ou
problemas relacionados a qualidade. Dentre estas, citam-se como exemplo os
precos de venda ao consumidor de muitas frutas nos mercados que, devido ao
baixo poder aquisitivo do brasileiro, muitas vezes nao chegam as mesas das
residéncias, sendo o indice de consumo per capita de frutas no Brasil de 24,5
kg/habitante.

Em 2007, o Brasil exportou por volta de 910 mil toneladas de frutas
frescas, atingindo um valor aproximado de US$ 630 milhdes (FERRAZ, 2007).

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producdo de, aproximadamente, 38 milhdes de toneladas por ano
(MONTEIRO, 2006).

A polpa de fruta congelada é um produto em expansao no mercado de
frutas tropicais, cuja procura vem crescendo substancialmente tanto para
consumo doméstico, como de lanchonetes e restaurantes (SEBRAE, 1997;
SANTOS, 2003, BENEVIDES et al, 2008).

Segundo o SEBRAE (1997), verifica-se uma tendéncia no mercado que
€ a substituicdo dos sucos engarrafados pela polpa de fruta congelada,
atribuida a dois fatores importantes (FIG. 1)

a) nao utilizacao de aditivos quimicos na conservagao do produto;

b) menor preco de venda, em fungdo de menor custo de producao.
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O fator qualidade deve constituir-se na meta principal para quem
pretende se estabelecer no mercado. Observa-se que a maioria dos fabricantes
de polpa de frutas de Pernambuco, por exemplo, funciona ainda de forma
artesanal, ndo apresentando condicées de atender a clientes mais exigentes
devido a inexisténcia de controle de qualidade, principalmente pela falta de
fiscalizacdo das exigéncias de andlise fisico-quimica e bacteriologica, bem
como pelo uso de processos inadequados de embalagem (SEBRAE/PE, 1997,
ABREU, 2003).

O mercado esta exigindo qualidade, diversificacdo e diferenciacao de
produto, volume e regularidade no fluxo de producédo e comercializacdo. Para
atender a estas exigéncias, diante da elevada sazonalidade da producao, as
empresas necessitam processar pelo menos 10 tipos de polpa de frutas
diferentes. Esta l6gica exige, portanto, plantas multiprodutos e expansao da
oferta de frutas por meio de plantios racionais. O processo de ajuste na
producdo agroindustrial esta em curso, porém de forma heterogénea e
desarticulada (RYU & BEUCHAT, 1998; SANTOS, 2003).

Evolucao da Producao de Sucos, Néctares e Drinques
a Base de Frutas no BRASIL

400
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; 350
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Fonte: Estimativas do IBRAF com dados do Latin Panel/Trends Mielsen/TetraPak

Figura 1. Producéo de derivados de frutas no Brasil
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3.2 Manga e derivados

A manga (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae e figura
entre as frutas tropicais de maior expressdo econdmica nos mercados
brasileiro e internacional (BRANDAO et al, 2003; BENEVIDES et al, 2008). E
uma fruta com grande quantidade de polpa, de tamanho e formato variavel,
aroma e cor muito agradaveis que faz parte do elenco das frutas tropicais de
importancia econémica nao s6 pela aparéncia exética, mas também por ser
uma rica fonte de carotendides e carboidratos (TASSARA et al, 2004;
BRANDAO et al, 2003; SANTOS, 2003; THARANATHAN et al, 2006;
BENEVIDES et al, 2008).

O Brasil, junto com a india, China e México e Tailandia, esta entre os
principais paises produtores de manga do mundo e sua producdo em 2007
chegou a 1.546.000 toneladas FAO (2008), conforme descrito na TAB. 1.

Tabela 1. Producéo e area cultivada de manga no Brasil no periodo de 2001—
2007 (FAQ, 2009)

Manga no Ano

Brasil 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Producdo | 782.308|842.349|845.000|845.000|1.002.211|1.545.442 | 1.546.000
(Mt)

Area
cultivada 67.226 | 66.676 | 67.000 | 69.617 68.141 89.764 89.800
(Ha)

A manga quando madura é rica em vitamina A, importante para a funcao
da retina. Sua polpa € digestiva e ligeiramente laxante, além disso, é
recomendada contra resfriados, pois contém uma quantidade razoavel de
vitaminas B e C, sais minerais, como calcio, ferro, potassio, cobre e magnésio
(TAB. 2). Gragcas ao seu alto teor de fibra, a manga também ajuda na

normalizacdo da funcédo intestinal. Protege a pele e a mucosa e ajuda
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pacientes debilitados, anémicos e com tumores cancerigenos (EMPAER,
1996).

Na india, a manga é a fruta mais importante comercialmente e
responsavel por um aumento de 50% na exportacao de frutas entre 1971 e
2001 (THARANATHAN et al, 20086).

Tabela 2. Composicao da polpa de manga (nutrientes/100 Q)

NUTRIENTES QUANTIDADE
Calorias 66,60 g
Agua 83,80 g
Hidratos de carbono 15¢
Proteinas 0,409
Gorduras 0,309
Sais minerais 0,50 ¢
Vitamina A (Retinol) 2.200 U.1.
Vitamina B4 (tiamina) 51,00 mcg
Vitamina By (riboflavina) 56,00 mcg
Vitamina Bs (niacina) 0,50 mg
Vitamina C (acido ascérbico) 43,00 mcg

Fonte: EMPAER, 1996

Os frutos da mangueira sao colhidos manualmente, cortando-se o
pedunculo com uma tesoura apropriada, sendo que os frutos da parte alta da
planta podem ser retirados com uma vara de colheita ou com o auxilio de uma
escada. O pedunculo é cortado com um tamanho minimo de 3 cm para evitar o
vazamento do latex. Os frutos colhidos sdo colocados em caixas plasticas de
colheita que ficam a sombra até o momento de serem levadas ao galpao de
embalagem (EMPAER, 1996).

A manga é um fruto climatérico que deve ser colhido antes do seu

amadurecimento completo. Em contraste com outros frutos € dificil determinar
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o estadio étimo de maturacao para colheita, principalmente para as variedades
pouco coloridas (EMPAER, 1996). De acordo com a EMPAER (1996), o estagio

de maturagdo no momento da colheita deve ser tal que:

e Permita que o fruto complete o amadurecimento até que se
desenvolvam todas as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas
correspondentes a variedade;

e Suporte 0 armazenamento, transporte e 0 manuseio;

e Chegue em condicoes satisfatérias de comercializacdo ao local de
destino.

A decisao do momento de colheita da manga é baseada em indicadores
fisicos e quimicos. A mudanca de cor da polpa de creme para amarelo e a
firmeza do fruto s&o indicadores fisicos e objetivos do ponto de colheita. Na
identificacdo da cor da polpa deve-se tomar como referéncia a escala e
defini¢cdes a seguir (EMPAER, 1996):

1. Cor creme: quando a polpa apresentar cor creme por completo, podendo
variar de creme-claro a creme-escuro. Deve-se atentar para néao

confundir a cor creme com a branca.

2. Mudanca da cor creme: quando se verifica uma mudangca em até 30%

da area com cor creme para a cor amarela, partindo do centro do fruto.

3. Amarelo: quando 30% a 60% da area da polpa apresentar cor amarela.

4. Amarelo-laranja: quando mais de 60% da polpa apresentar cor amarela
e menos de 30% de cor laranja.

5. Laranja: quando mais de 90% da polpa mostrar cor laranja.
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Segundo SUGAI (2002), no Brasil sao cultivadas diferentes variedades
de manga como a Bourbon, Espada, Coqueiro e Ouro e outras de ampla
aceitacao no mercado como Tommy Atkins, Haden, Keitt, Palmer (FIG. 2).

s AP

BN

Figura 2. Variedades de manga cultivadas no Brasil (Todafruta, 2003)

A polpa de manga tem grande importdncia como matéria-prima em
industrias de conservas de frutas, que podem produzi-las durante as épocas de
safra, armazena-las e reprocessa-las em periodos mais propicios, ou segundo
a demanda do mercado consumidor, como doces em massa, geléias, sucos e
néctares. Ao mesmo tempo sdo comercializadas para outras industrias que
utiizam a polpa de fruta como parte da formulagdo de iogurtes, doces,
biscoitos, bolos, sorvetes, refrescos e alimentos infantis (BENEVIDES et al,
2008; ABREU, 2003; BUENO, 2002).

No Brasil, a legislacdo (BRASIL, 2000) que trata de polpa ou purés é
direcionada ao consumo como bebida, ou seja, avaliado com base nos
indicadores do suco de manga. A polpa de frutas é definida como o produto
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nao fermentado, ndo concentrado, ndo diluido, obtido de frutos polposos,
através de processo tecnolégico adequado, com um teor minimo de sélidos
totais proveniente da parte comestivel do fruto, devendo apresentar cor
amarela, sabor doce, levemente acido, além de sabor e aroma proprios da

fruta.

De um modo geral a producédo de polpa congelada segue o fluxograma
descrito na FIG. 3.

Recepcao

Lavagem

Selecao

Descascamento

Corte

Despolpamento

Envasamento

Congelamento

Armazenamento

Figura 3. Fluxograma de producao da polpa de manga
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O Regulamento Técnico para Fixacdo dos Padrdes de ldentidade e
Qualidade para Polpa de Manga (BRASIL, 2000) estabelece parametros como:

e pH minimo de 3,30 e maximo de 4,50;

e solidos soluveis totais em °Brix, a 20 °C: minimo de 11,0;

e acidez total expressa em acido citrico (g.100 g—1): minimo de 0,32;
e acucares totais, naturais da manga (g.100 g—1): maximo de 17,0;

e sodlidos totais (g.100 g—1): minimo de 14,0.

A RDC 12 (ANVISA, 2002), estabelece parametros microbiolégicos para

polpa de frutas como descrito a seguir:

e Salmonella spp: auséncia em 259 de polpa

e Coliformes a 45°C (coliformes fecais): 100 NMP/g

3.3 Tecnologias nao térmicas de preservacao de alimentos

Os consumidores tém uma preocupacao crescente com os beneficios e
riscos a saude devido ao consumo de alimentos. Para satisfazer todas essas
expectativas, a industria alimenticia tem dedicado grande esforco técnico e
financeiro em busca de produtos mais seguros (LADO & YOUSEF, 2002).

A adocéo de uma nova tecnologia de processamento alimentar depende,
em boa parte, de uma estimativa confiavel da eficiéncia contra microrganismos
patdbgenos e/ou deteriorantes alimentares e acima de tudo, da aceitagdo do
consumidor final (LADO & YOUSEF, 2002; ROSS et al, 2003; JEYAMKONDAM
et al, 1999).

O wuso de tratamento térmico (pasteurizagdo, por exemplo) €
predominante na industria pela sua eficacia em programas de seguranca
alimentar e garantia da qualidade. Entretanto, o uso massificado dessa



24

tecnologia em determinados grupos de alimentos pode causar efeitos
indesejados, como desnaturacdo protéica, escurecimento ndo enzimatico,
perda de vitaminas e das caracteristicas sensoriais (LADO & YOUSEF, 2002,
MONTEIRO, 2006).

Tecnologias alternativas para inativagdo microbiana ndo sdo conceitos
novos, mas o desenvolvimento para o0 uso na preservacao de alimentos tem
recebido atengdo apenas nos ultimos anos, em resposta a demanda por
produtos mais “naturais” e “frescos” (JEYAMKONDAM et al, 1999; FARKAS,
2006; FEITOSA et al, 1999).

Essas opgdes nao térmicas tém a capacidade de inativar
microrganismos a temperatura ambiente, evitando os efeitos deletérios que o
calor tem sobre o sabor, cor e o valor nutricional dos alimentos (LADO &
YOUSEF, 2002).

De acordo com LADO & YOUSEF (2002) e FARKAS (2006), entre os
métodos estudados estdo: a irradiacdo, campos elétricos pulsantes e a

tecnologia de alta presséo.

A irradiacdo € uma técnica eficiente na conservacao dos alimentos pois
reduz as perdas naturais causadas por processos fisioldgicos (brotamento,
maturagdo e envelhecimento), além de eliminar ou reduzir microrganismos,
parasitas e pragas, sem causar qualquer prejuizo ao alimento, tornando-o
também mais seguro para o consumidor. O alimento é exposto a uma fonte de
radiacdo ionizante, normalmente ®°Co, em uma camara especial. A dose de
irradiacdo € controlada pelo tempo de contato do alimento com a fonte de

energia ionizante.

O alimento pode ser também conservado pela utilizacdo de campos
elétricos gerados por diferencial de voltagem, acarretando a formacao de poros
nas membranas celulares e a consequéncia destruicdo dos microrganismos
(JEYAMKONDAM et al, 1999).
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O tratamento a alta presséo foi reconhecido como uma técnica potencial
de preservacdo ha aproximadamente um século atras desde os trabalhos de
Hite em 1889. A alta pressao foi aplicada por muitos anos na producdo de
ceramicas, materiais compostos, diamante artificial e plastico. Esses
desenvolvimentos tecnoldgicos aumentaram as possibilidades de aplicacao
comercial na area alimenticia. Uma grande variedade de produtos tratados por
pressdo foi elaborada no mercado japonés por varios anos, incluindo
preparados de frutas, bolinhos de arroz e lula crua. Na Franga, sucos de frutas
tratados por pressao estao disponiveis no mercado.

O tratamento a alta pressao utiliza pressoées de 100 a 1000 MPa para
provocar a destruicado microbioldgica e para retardar significativamente as taxas

de reacdes enzimaticas.

3.4 Processo de Irradiacao

A radiacdo é a energia que atravessa espaco ou a matéria, enquanto
que a irradiacdo € o processo de aplicacao dessa energia em um material. O
objetivo da aplicacdo é submeter o alimento, ja embalado ou a granel, a doses
controladas de radiagao ionizante, com finalidade sanitaria, fitossanitaria e/ou
tecnologica (RADOMYSKY et al, 1994; FARKAS, 2006).

As fontes de radiacdo utilizadas em alimentos sao elétrons de alta
energia, obtidos a partir de aceleradores lineares com energia que pode atingir
até 10 mega elétron volt (MeV); os raios X, gerados por maquinas que
trabalham com energia de até 5 MeV e os raios gama obtidos de radioisétopos
como cobalto e césio (RADOMYSKY et al., 1994, FARKAS, 2006; GUEDES,
2005).

O %Co ¢é o radioisétopo artificial mais utilizado na area de alimentos,
produzido num reator nuclear via bombardeamento de néutrons do elemento
cobalto (RADOMYSKU et al., 1994).
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Dentro do espectro eletromagnético, sdo consideradas radiacoes
ionizantes aquelas com energia suficiente para deslocar elétrons dos atomos
ou moléculas sobre as quais incidem. Quando uma radiacao de alta energia
incide sobre os atomos, provoca uma excitacdo e ionizacdo, causando uma
separacao de elétrons e a formacao de pares de ions constituidos por elétrons
com carga negativa e positiva (FARKAS,1998).

A excitacao e ionizacao de moléculas gera radicais livres, que provocam
reacdes quimicas que afetam as funcdes estruturais e metabdlicas das células,
que podem induzir retardo no brotamento em bulbos e tubérculos, retardo do
amadurecimento (frutas), inativacdo de microrganismos, destruicdo de
parasitas e pragas e outras alteracoes tecnoldgicas (FARKAS, 1998; DIEHL,
1990, GUEDES, 2005; YOUSSEF et al, 2002).

Varios estudos indicam que a causa primordial da letalidade de
microrganismos induzida pelo processo de irradiacao é a alteracao sofrida pelo
DNA microbiano, que perde a capacidade reprodutora, além de afetar outras
moléculas importantes, como a membrana celular, por exemplo. A radiacédo
interage com as diversas substancias, principalmente agua (radidlise da agua),
formando radicais livres que séo altamente reativos (DIEHL, 1990).

A dose de radiacédo € a quantidade de energia absorvida por unidade de
massa do material irradiado. A unidade utilizada para expressar esta energia é
denominada gray (Gy). Essa unidade foi adotada a partir de 1986, pelo
Sistema Internacional de Unidades em substituicao ao rad.

Um Gy é definido como 1 joule de energia absorvida por kilograma de
material (TAB. 3). Um Gy equivale a 100 rads (RADOMYSKY, 1994, DIEHL,
1990).
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Tabela 3. Unidades de dose de radiacéo e radioatividade

Dose absorvida Radioatividade
Unidade Gray (Gy) Bequerel (Bq)
Definicao 1Gy = 1 J/kg 1Bq = 1 desintegracao/seg
Unidade antiga Rad Curie (Ci)

irad = 0,01Gy 1 Ci=3,7x10""Bq = 37 GBq
Conversao 1 krad = 10 Gy 1 kCi =37 TBq

1Mrad = 10 kGy 1mCi = 37 PBq

Fonte — ICGFI, 1999.

3.5 Irradiacao de alimentos

A histéria da irradiacao de alimentos € a histéria da prépria aplicacao da
radiacao. Roentgen descobriu os raios X em 1895 e ndo demorou muito até
que se sugerisse em 1905 o tratamento de alimentos, especialmente cereais,
com raios gama, beta e alfa (DIEHL, 1990).

As mudangas no modelo de consumo e nas técnicas de processamento
industrial fizeram com que houvesse um aumento na preocupacdo com a
questdo de seguranca alimentar. A irradiagdo € considerada como uma
tecnologia a frio, muito eficiente para a redugéo e/ou eliminagédo de patdégenos
alimentares que podem estar presentes nos alimentos (DIEHL, 1990; FARKAS,
2006; FAN et al, 2008).

Varios estudos tém confirmado que a irradiagdo ndo produz nenhum
efeito adverso e pode ser uma ferramenta valiosa para a reducao de bactérias
patogénicas e fungos, reduzindo os perigos para a Saude Publica
(RADOMYSKY, 1994; GUEDES, 2005; FAN et al, 2008; FARKAS, 2006;
GERMANO & GERMANO, 2003).

Uma variedade de estudos avaliando aspectos toxicoldgicos e genéticos
ndao demonstrou nenhuma evidéncia direta de atividade cancerigena ou
toxicidade genética (RADOMYSKY, 1994, DIEHL, 1990; FARKAS, 2006; FAN
et al, 2008).
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Em relagdo aos aspectos econémicos, os custos de irradiacdo podem
variar de 10 a 15 US$ por tonelada para uma aplicagdo de baixas doses (para
aumentar a vida de prateleira de frutos e inibir o crescimento de brotos de
batatas e cebolas) até de 100 a 250 US$ por tonelada para aplicagédo de altas
doses em especiarias, por exemplo (DELINCEE, 1998).

Dados da Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA), estimam
que mais de 50 paises ja aprovaram o uso da irradiacdo de alimentos na
guerra contra os patégenos alimentares (FARKAS, 1998; ROSS et al, 2003).

O tratamento por radiacdo ionizante é uma alternativa vélida para a
obtencdo de alimentos seguros. Esta pratica, em conjunto com as normas de
qualidade, Boas Praticas de Fabricacdo e Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), resultara em uma importante reducao de riscos para o
consumidor (DIEHL, 1990; FARKAS, 2006; FAN et al, 2008).

No Brasil, a resolugdo RDC n® 21 de 26 de Janeiro de 2001, aprova o

uso em alimentos desde que:

a) a dose minima absorvida dever ser o suficiente para alcancar a

finalidade pretendida;

b) a dose maxima absorvida deve ser inferior aquela que

comprometa as propriedades funcionais e/ou sensoriais.

3.6 Efeito da irradiacao nos alimentos

A procura por produtos de alta qualidade vem aumentado, o que obriga
produtores e autoridades de Saude Publica a buscar alternativas para oferecer
alimentos seguros. Nesse cenario, a irradiagdo torna-se uma das principais
opcoes (FARKAS, 1998).
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O processo de irradiacdo de alimentos, como qualquer outro
processamento, pode provocar alteracdes nos constituintes alimentares. Na
realidade, essas alteracbes podem ser muito pequenas o que torna dificil
estabelecer métodos para identificacdo de alimentos irradiados. Mesmo assim,
hoje em dia existem normas européias para a deteccao de alimentos irradiados
(DIEHL, 1990).

Algumas mudancas do ponto de vista nutricional, consideradas
insignificantes pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), podem ocorrer em
alimentos irradiados. No entanto, sdo semelhantes aquelas observadas em
alimentos submetidos a outros processos, como 0 congelamento, a
desidratacéo ou a esterilizacao pelo calor (FARKAS, 1998; FAN et al, 2008).

As principais alteragbes ocorrem em vitaminas e lipideos, e em menor

proporcao em carboidratos e proteinas (FARKAS, 1998).

A &gua total (umidade) contida em um produto pode-se encontrar na
forma de agua ligada e nao ligada. A agua nao ligada, disponivel, € chamada
de atividade de agua, e citada como a,. A a, é fator muito importante no efeito
da radiagdo em sistemas biolégicos.

A temperatura e o estado fisico do alimento influem no resultado da
irradiacao. O congelamento, por exemplo, tem efeito protetor para o alimento
durante o processo, impedindo que os produtos radioliticos reajam com o
substrato (DIEHL, 1990; FARKAS, 2006).

As condicbes de anaerobiose também influenciam a natureza dos
produtos radioliticos formados (DIEHL, 1990).

Na presenca de oxigénio, espécies reativas de oxigénio sdo formadas
quimicamente, enzimaticamente, fotoquimicamente e pela irradiagdo de
alimentos. Elas sdao formadas também pela decomposicao e inter-reacao das
espécies reativas de oxigénio. O radical hidroxila (¢OH) é a espécie mais
reativa, seguido do oxigénio singleto (CHOE & MIN, 2005).
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As reacbes das espécies reativas de oxigénio com alimentos podem

produzir componentes indesejaveis, destruir nutrientes essenciais, alterar

funcionalidades de proteinas, lipideos e carboidratos (DIEHL, 1990).

Na TAB. 4 estdo descritas as principais aplicacées da irradiagdo em

alimentos.

Tabela 4. Aplicacdes da irradiacao de alimentos.

Beneficio Dose (kGy) Produtos

Dose baixa (até 1kGy)

N Batatas, cebolas, alho, raiz de

(i) inibicdo do brotamento 0,05-0,15 gengibre, inhame.

(il) desinfestacao de insetos e Cereais e grdos de Iegum.inosas,

desinfeccdo de parasitas 0,15-0,5 frutas frescas e secas, peixe e
carne seca, carne de porco fresca.

(iii) Atraso em processos

fisiolégicos (por exemplo: 0,25-1,0 Frutas e legumes frescos.

maturacao)

Dose média (1 - 10 kGy)

(i) Extensao do tempo de 10-30 Peixe fresco, morangos,

prateleira ’ ’ cogumelos.

(if) Eliminacao de Frutos do mar frescos e

microorganismos da 1,0-7,0 congelados, aves e carnes frescas

deterioracao e patogénicos ou congeladas.

(iii) Melhora das propriedades Uvas (aumento do r.endimento do

tecnolégicas do alimento 2,0-7,0 suco), legumes de3|dratad_os
(reducao do tempo de cozimento).

Dose alta (10 - 50 kGy)

(i) Esterilizacao industrial (em Carnes, aves, frutos do mar,

combinacao com calor 30-50 alimentos preparados, dietas

moderado) esterilizadas de hospital.

(il) Descontaminacéao de . ~

certos aditivos e ingredientes 10 - 50 Especiarias, preparagoes de

de alimentos

enzimas, goma natural.

Fonte — ICGFI, 1999.
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3.7 Radiorresisténcia de Microrganismos

As bactérias mais sensiveis a radiacao ionizante sdo as gram-negativas,
como o género Pseudomonacea, enquanto que os géneros Deinococcus,
Deinobacter e Acinetobacter estdo entre os mais radiorresistentes. Os cocos
gram-positivos sao os mais resistentes entre as bactérias ndo formadoras de

esporos, incluindo os micrococos, estafilococos e enterococos. (JAY, 2001)

A radiosensibilidade de uma cultura de células depende também do seu
estado fisiolégico e fase de crescimento. As células vegetativas sdao mais
sensiveis a radiacao no final da fase logaritmica de crescimento. A resisténcia
maior na fase lag seria devida ao fato do conteudo enzimatico que reduz o
nivel de oxigénio intracelular (FARKAS, 1998). A injuria causada pela radiacéo

estende a fase lag dos microrganismos sobreviventes (DIEHL, 1990).

A presenca de peptoglicano na parede celular e a producao de catalase
conferem maior radiorresisténcia as bactérias gram positivas quando
comparadas as gram negativas (FARKAS, 1998). Os esporos bacterianos e
culturas desidratadas sdo mais resistentes do que as células vegetativas (JAY,
2001; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A radiossensibilidade dos microrganismos varia com o meio no qual
ocorre a irradiacdo. Ela depende da atividade de agua (aw), pH, temperatura,
presenca ou auséncia de oxigénio e composicado quimica do meio
(RADOMYSKY, 1994).

Em solugdes quimicamente definidas, como os meios de cultura liquidos,
a radiossensibilidade & mais alta do que em meios complexos, como nos
alimentos, por exemplo. Isto ocorre por que em meios de cultura, cujo pH
normalmente é constante, a interacdo dos radicais radioliticos da agua com a
estrutura do microrganismo é direta, enquanto que no alimento, que possui

estrutura molecular complexa, os radicais competem por tais estruturas. Assim,
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em alimentos com grupamentos sulfidrilas, ocorre reagdo destes com radicais

livres provocando um efeito protetor sobre os microrganismos (JAY, 2001).

Os alimentos ricos em compostos lipidicos e protéicos também oferecem
protecdo aos microrganismos por competirem pela interagdo com os radicais
livres (FARKAS, 2006). Por isso, ndo €& recomendavel extrapolar a
radiossensibilidade de um determinado microrganismo num meio ou num

alimento para outros alimentos (JAY, 2001).

Os microrganismos sdo mais sensiveis quando irradiados na presenca
de oxigénio devido a formacdo de perdxidos. A irradiacdo na presenca de
oxigénio e a temperaturas altas pode produzir odor e sabor desagradaveis,
devido a oxidacao lipidica (DIEHL, 1990; MONK et al, 1995, FARKAS, 2006). A
irradiacdo dos alimentos sob vacuo e no estado congelado pode ser uma
alternativa para minimizar a formagao de produtos radioliticos e as mudancas

que ocorrem nas propriedades sensoriais (MONK et al, 1995).

A temperatura é um dos fatores extrinsecos de maior influéncia na
sobrevivéncia das células durante o processo de irradiacdo (MONK et al,
1995).

Os microrganismos em alimentos congelados ou desidratados sao
significativamente mais resistentes a radiacado pela diminuicdo de atividade de
agua (DIEHL, 1990; FARKAS, 1998; JAY, 2001).

Embora a resposta de microrganismos a irradiacao tenha sido estudada
em temos gerais, a influéncia da composicdo quimica do alimento na
radiossensibilidade ou sua relacdo para predizer a sobrevivéncia de um
determinado patdégeno precisa ser ainda detalhada (JAY, 2001).

O fato de que a exposicao multipla a doses subletais de radiacdo em um
substrato possa produzir microrganismos mutantes radiorresistentes tem sido

alvo de algumas especulacdes. Ha evidéncias de que a radiorresisténcia do



33

microrganismo pode ser aumentada com aplicacéo de doses repetidas (MONK,
1995).

Entretanto, certos estudos monstraram que, para aumentar a
radiorresisténcia de salmonela, foi necesséario selecionar sobreviventes e
sujeita-los a, pelo menos 10 ou mais, exposi¢des a radiacdo (MONK, 1995).
Esta situacdo, porém parece ser muito dificil de ocorrer na pratica, onde a
probabilidade de aplicacdo de mais de um tratamento de radiacao ionizante é

pequena.

De acordo com FAN et al (2008), um dos campos de pesquisas mais
recentes em irradiacdo de alimentos, focaliza na determinacdo da habilidade
dessa tecnologia de inativar patégenos que estao internalizados, associados a
biofilmes ou outras formas protetoras (FIG.4). Esses ambientes protetores
reduzem consideravelmente a eficacia dos sanitizantes quimicos comumente
utilizados na industria de alimentos, como hipoclorito de soédio, diéxido de
sédio, hipoclorito de calcio, entre outros (BURNETT & BEUCHAT, 2001;
BEUCHAT, 2002).

3.8 Dose de inativacao e valor Do

Quando uma populacdo de microrganismos € irradiada com uma dose
baixa, somente poucas destas células serdo danificadas ou mortas. Porém,
com o aumento da dose de radiacdo, o numero de organismos sobreviventes
decrescera exponencialmente (isto ocorre também no tratamento térmico, com
o0 aumento da temperatura). Microrganismos de espécies diferentes requerem
diferentes doses para atingir o mesmo grau de inativacdo. A medida mais
usada para medir a radiossensibilidade é o valor de D10 (dose de reducao
decimal), a qual é definida como a dose requerida para eliminar 90% da
populacao bacteriana inicial, ou diminuir a populacao em 1 ciclo logaritmico.

Calcula-se através da formula:

D1o =D/ (log No —log N)
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onde:
D= dose de radiacdo ionizante
No = numero inicial de microrganismos presentes

N = numero de microrganismos apés a irradiacao

O valor Dyo depende de varios fatores, incluindo o tipo de alimento a ser
irradiado, ou seja, 0 meio em que se encontra 0 microrganismo, a temperatura,
a presenca de oxigénio e o conteudo de agua. Todos estes fatores, incluindo
as condicdes de estocagem de pés-irradiacdo (para doses nao esterilizantes),
irdo determinar as Ultimas medidas a serem tomadas para que o alimento seja

considerado proprio para o consumo (DIEHL, 1990).

Células de Escherichia coli O157:H7, que estao internalizadas, parecem
ser mais ser mais radioresistentes do que aquelas presentes somente na
superficie (FAN et al, 2008). Na TAB. 5 estdo registrados dados da literatura de

valores de D1o para cepa patogénica de E.coli.

Tabela 5. Valor Dy para E. coli O157:H7, inoculada em vegetais

minimamente processados e tratados com radiagdo gama (FAN et al, 2008)

Produto Valor Dy (kGy) Valor Dy (kGy)
(Superficie) (Internalizado)
Alface branca 0.14 0.30
Alface roxa 0.12 0.35
Alface romana 0.21 0.39
Espinafre 0.24 0.45

Cebolinha 0.26 0.42
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3.9 Salmonella spp e sua importancia em alimentos

A salmonela pertence a familia Enterobacteriaceae e o género possui
duas espécies: Salmonella entérica, e Salmonella bongori. H4 mais de 2400
sorotipos descritos, baseados nos antigenos O e H. A salmonela € um bacilo,
ndao formador de esporos, gram-negativo, moével, com duas excec¢des nao

moveis: S. gallinarum e S. pullorum (JAY, 2001).

As fontes de contaminacao por Salmonella ssp. sdo fundamentalmente
os animais domésticos, 0 homem (trato intestinal), passaros e alguns répteis
(D’AOUST, 1997).

A maioria das espécies € patogénica para humanos, causando febres
entéricas, gastroenterites e septicemias, podendo também infectar muitas
espécies animais (LE MINOR, 1984).

S. typhi e S. paratyphi A, B e C geralmente causam bacteremia e
produzem febre tiféide e febre entérica em seres humanos, respectivamente. A
dose infectante € menor que 15-20 células, mas depende da idade e do estado
de saude do hospedeiro e das diferentes cepas entre as espécies (JAY, 1986).
Os sintomas da enfermidade podem ser agudos, como nausea, vomito, célica
abdominal, diarréia, febre e dor de cabaca. Podem durar de um a dois dias ou
se prolongar, dependendo dos fatores inerentes ao hospedeiro, da dose
ingerida e das caracteristicas da cepa. As consequiéncias crOnicas sao
sintomas de artrite que podem surgir de 3 a 4 semanas apds o aparecimento
dos sintomas agudos (D’AOUST, 1997).

A dose infectante no alimento para pessoas sadias varia de acordo com
o sorotipo e o alimento envolvido podendo ser inferior a 100 células viaveis/g
ou ml do alimento, como no caso da S. Eastbourne em chocolate ou até
superior a 10 células viaveis por g ou ml de Salmonella spp. (JAY,1986). Em

termos gerais, deve-se considerar também que podem existir casos de
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imunidade em populagcées normais, € que existem populagdes especialmente
suscetiveis (BOLLAERTS, 2008).

Atualmente, a salmonela é um dos microrganismos mais frequentemente
envolvidos em surtos de doencas veiculadas por alimentos (DVA) (JAKABI et
al, 1999; HALL et al., 2008; CABEDO et al. 2008).

De acordo com o 6rgdo americano Center for Disease Control e
Prevention o numero de surtos relacionados com patdégenos microbianos
aumentou nas ultimas décadas, tendo o seu numero dobrado no periodo de
1988-1991 (TAUXE et al, 1997). Em conseqliéncia disso, os registros de surtos
envolvendo Salmonella spp em frutas sofreram um aumento, o que aumentou a
preocupacio das autoridades de Saude Publica com esses alimentos (LEITAO
& PENTEADO, 2003; BURNETT & BEUCHAT, 2001 ).

Em 1991, ocorreu um surto interestadual envolvendo o consumo de
meldo, sendo o identificado Salmonella poona como o agente causador
(FRANCIS et al, 1991; D’ AOUST, 1997). Ha descricoes recentes de casos de
salmoneloses provocadas pelo consumo de tomate e meldo cantaloupe
(BARAK et. al., 2008).

O consumo de polpas de frutas aumentou significativamente nos ultimos
anos, sendo muito utilizada como um substituto para o leite, sendo comum
essa observacado em paises como os EUA (HARNACK et al, 1999; BORGES et
al, 2007). Nesse sentido cresce a preocupacdao com surtos de DVA nesses

produtos alimenticios.

3.10 Escherichia coli e sua importancia em alimentos

Coliformes sao bacilos Gram-negativos, ndo esporogénicos, aerdbios ou
anaeroébios facultativos que fermentam lactose em 24/48 horas, produzindo
acido e gas em caldo Escherichia coli a 35°C (SILVA et al, 1997). Sua
presenga em alimentos processados € considerada uma indicagdo util de
contaminacao poés-sanitizacdo ou pds-processo (principalmente no caso da



37

pasteurizacdo), evidenciando praticas de higiene e sanitizacao inadequados
para o processamento de alimentos (SILVA et al, 1997).

Os coliformes de origem fecal possuem as mesmas caracteristicas dos
coliformes totais, com excecdo da temperatura e tempo de producdo de gas
(44°C/24h). Sabe-se que esse grupo bacteriano é representado por, pelo
menos, trés géneros da familia Enterobacteriaceae: Enterobacter, Escherichia
e Klebisiella (Silva et al, 1997).

A maioria das cepas de E. coli € comensal e existem aquelas que sao
virulentas podendo causar doenga ao homem. As cepas patogénicas sao
agrupadas de acordo com suas propriedades de viruléncia, mecanismo de
acao, sintomas clinicos e estruturas antigénicas. As categorias incluem as
chamadas E. coli enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC),
enteroinvasivas (EIEC), adesao difusa (DAEC), enteroagregativas (EaggEC) e
produtoras de toxinas de Shiga (STEC) (DOYLE et al, 2001). A FIG. 6 mostra

uma imagem microscépica de E. col.

BEUCHAT (2002), afirma que cepas de Escherichia coli nao patogénicas
podem ser utilizadas em estudos cientificos como substitutos da E.coli
0O157:H7. Conceito esse, que motivou a utilizacao da cepa ATCC 8739 de E.
coli neste trabalho.

E. coli O157:H7 foi identificada pela primeira vez, no Center for Disease
Control (CDC) dos EUA em 1975. Contudo, apenas em 1982 foi considerada
como um patégeno causador de doenca transmitida por alimentos, quando
passou a ser relacionada com casos de diarréia sanguinolenta (WELLS et al.,
1983). Nesse ano, foi associada a dois surtos nos estados de Oregon e
Michigan, envolvendo o consumo de hamburgueres em uma cadeia americana
de fast food.

Desde entéo, E. coliO157:H7 passou a ser considerada um problema de
Saude Publica, sendo causadora de surtos ndo sé nos EUA, mas também no
Japao, Canada e Argentina (HINKENS et al, 1996; GLYUN et al, 1997).
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Estudos epidemiol6gicos mostraram que E. coli O157:H7 pode ser
transmitida através da agua (potavel ou de piscina), alimentos e através do
contato pessoal. O gado tem sido incriminado como principal reservatério
dessas cepas, devido a que a maior incidéncia estar relacionada a produtos
derivados de carne bovina, principalmente, a carne moida e o leite. Contudo, ja
foi relacionada a surtos causados pela ingestdo de cidra de maga (BESER et
al., 1995), molho para saladas (GLYUNN et al, 1997), maionese
(RAGHUBEER et al., 1996) e iogurte (MORGAN et al., 1993).

Em agosto de 1994. E. coli O157:H7 foi declarada como adulterante de
alimentos pelo Food Safety and Inspaction Service (FSIS-USDA). Desde entao,
a carne moida e produtos derivados contaminados devem ser submetidos a

algum processo tecnoldgico para elimina-lo (DOYLE et al., 2001).

Em 1998, foram relatados ao Center of Disease Control and Prevention
(CDC) dos EUA 42 surtos causados por E. coli O157:H7 em contraste com os
31 surtos relatados anualmente entre 1994 e 1997. Os surtos afetaram 777
pessoas sendo que 153 (20%) foram hospitalizadas, 29 (4%) desenvolveram
HUS e 3 (0,4%) foram a 6bito (CDC, 2002 a).

Em 1993 ocorreu um surto no Estado de Oregon, EUA, provocado pelo
consumo de melbes e outros itens da mesa de saladas de um restaurante,
aparentemente atingidos por contaminacdo cruzada através de produtos
carneos manipulados na cozinha (FENG, 1995).

Em 1996 ocorreram dois surtos nos EUA provocados pelo consumo de
suco de maca nao pasteurizado. O primeiro atingiu pelo menos 70 pessoas,
espalhadas por varios estados do oeste, com 3 casos de HUS e nenhuma
morte (CDC, 2002 a). O segundo atingiu 45 pessoas dos estados da Califérnia,
Colorado, Columbia Britanica e Washington, com 12 casos de HUS e nenhuma
morte (CDC. 2002a).
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No Brasil ndo ha dados sistematicos que possam indicar a situagéo da
ocorréncia de E. coli O157:H7 em alimentos. Um estudo recente analisou-se
cerca de 800 amostras de hamburgueres produzidos por frigorificos do sul e
sudeste, ndo sendo detectada a presenca de E. coli em nenhuma delas
(SILVEIRA et al., 1999). Apesar disso, € necessario uma andlise cuidadosa, em
razdo de que a qualidade das frutas varia muito de regido para regiao, sendo
afetada pelas condicoes de cultivo, tratamento de agua de irrigacao e sistemas
de distribuicao (BEUCHAT, 2002; SILVEIRA, 2003).

3.11 — Alicyclobacillus acidoterrestris e sua importancia em alimentos

As espécies pertencentes ao género Alicyclobacillus que eram
classificadas dentro do género Bacillus até 1992, foram inicialmente descritas
como bacilus esporulados acidotermdfilos isolados de fontes termais e solo
(SPLITTSTOESSER et al, 1994; PIRES, 2006).

Alicyclobacillus acidoterrestris € uma bactéria termoacidofilica, nao-
patogénica e esporogénica, que foi identificada e isolada em varios sucos de

frutas ndo pasteurizados, como suco de maga e laranja (SILVA & GIBBS,2001).

Em 1984 um novo tipo de bactéria deteriorante foi relatado em
embalagens assépticas de suco de maca, sendo conhecida posteriormente por
Bacillus acidoterrestris. .Anos depois um novo género, Alicyclobacillus
caracterizado por acidos graxos w-alicyclicos como o componente principal de
sua membrana celular foi proposto (SPLITTSTOESSER et al, 1994). O
organismo possui as seguintes caracteristicas: bacilus méveis, gram-positivos,
aerbbicos e formadores de esporos ovais. Geralmente os meios de cultura
utilizados para o seu isolamento sdo o Bacillus acidocaldarius, também
conhecido por BAM e o Agar soro de laranja - OSA (SILVA & GIBBS,2001; SU-
SEM & KANG, 2004) (FIG. 8).

SU-SEM & KANG, (2004) afirmam que sao grandes as evidéncias de

que a presenca dos acidos graxos w-alicyclicos estd associada a excepcional
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capacidade de A. acidoterrestris de resistir a ambientes acidos (faixa de pH:
2.2 a 5.8) e tratamentos térmicos (resiste até 98°C).

PETTIPHER et al (1997), observaram que Alicyclobacillus acidoterrestris
foi capaz de sobreviver a tratamento térmico a 95°C por 30 segundos em suco

de laranja e subsequientemente causar deterioracao no sabor.

Em 1982, na Alemanha, pesquisadores conseguiram isolar A.
acidoterrestris como 0 agente deteriorante de suco de macga. Desde entdo
Alicyclobacillus spp foi considerado causador em varios incidentes envolvendo
deterioracdo de sucos de frutas na Australia, Reino Unido, Japdo e EUA
(MATSUBARA et al, 2002; SU-SEM & KANG, 2004).

Andlises realizados nos EUA mostraram que 35% da produc¢éo de sucos
de frutas registravam perdas relacionadas a deterioracado de seus produtos
causadas por Alicyclobacillus spp (SU-SEM & KANG,2004).

Em sua maioria, os casos de isolamento da bactéria Alicyclobacillus spp
ocorreram durante o verao, sendo suco de maca e de tomate os produtos mais
afetados. A deterioragéo foi caracterizada como uma alteragéo forte no sabor e
odor, em alguns casos apresentando sedimentacédo (SU-SEM & KANG, 2004).
Investigacdes feitas em laboratério, mostraram que suco de magé e de tomate
apresentaram as melhores caracteristicas para o desenvolvimento de A.

acidoterrestris.

A concentragdo de solidos soluveis é um importante fator de
crescimento para Alicyclobacillus spp. O crescimento foi inibido quando o
conteudo de agucar nas amostras de suco ultrapassara 18°Brix (SU-SEM &
KANG, 2004).

A alta ocorréncia de Alicyclobacillus spp em suco de fruta é
preocupante, o que implica em perdas comerciais em escalas muito grandes,
considerando que muitas industrias de alimentos sequer contam com sistema
de Recallimplantado (EIROA et al, 1999; SILVA & GIBBS, 2001).
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Alicyclobacillus spp se coloca como um novo desafio para a industria de
sucos. Infelizmente, em grande parte dos casos, a deterioracédo s6 é percebida
quando o consumidor se utiliza do produto (MURAKAMI et al, 1998; SILVA &
GIBBS, 2001; OITA, 2002).

Reclamacdes recebidas pelas industrias definem a deterioracao
causada por Alicyclobacillus spp como “odor medicinal”’, “antisséptico”. A
resisténcia a temperatura de pasteurizagdo a baixo pH e a capacidade de
produzir off-flavors leva pesquisadores de todo o mundo a buscar alternativas
para controlar a contaminacdo por essa bactéria e é o principal alvo de
programas de controle de qualidade nas industrias processadoras de frutas
(SILVA & GIBBS, 2001; VIEIRA et al, 2002).

3.12 Microbiologia de alimentos

Embora seja extremamente dificil determinar com precisdo, o inicio da
compreensdo por parte do homem, da existéncia e importancia dos
microrganismos em alimentos, evidéncias indicam que esse conhecimento

precedeu ao estabelecimento da Microbiologia como ciéncia (JAY, 2001).

Inicialmente, o homem limitava-se exclusivamente a usufruir os recursos
naturais abundantes, sem qualquer atividade organizada de criagéo ou cultivo,
predominantemente os de origem animal. Com o gradual avango cultural, o
homem passou a desenvolver técnicas de producao de alimentos, levando
necessariamente aos primeiros esforcos no sentido de melhor acondiciona-los
e preserva-los (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Segundo FRANCO & LANDGRAF, (1996), a evidéncia do processo de
deterioracdo dos alimentos levou ao desenvolvimento intuitivo de técnicas para
melhor preservacao, no entanto, o0 homem néo havia relacionado o papel dos
alimentos na transmissdo de doencas ou como agentes de intoxicacédo

alimentar.
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O primeiro pesquisador a apreciar e entender a presenca dos
microrganismos nos alimentos foi Louis Pasteur. Em 1837 ele demonstrou que
a acidificacao do leite era causada por microrganismos, e em 1860 empregou
calor para destruir microrganismos indesejaveis em vinho e cerveja. Processo

este que passou a ser conhecido como Pasteurizacao (JAY, 2001).

A partir das pesquisas de Pasteur e, particularmente nas Ultimas
décadas, o conhecimento na area de Microbiologia de Alimentos teve um
avanco muito acentuado (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Os microrganismos estao intimamente associados coma disponibilidade,
abundancia e qualidade dos alimentos consumidos pelo homem (FARKAS,
1998; JOHNSON et al, 1995).

Alguns microrganismos quando presentes nos alimentos podem
representar um risco a saude. Estes microrganismos, genericamente
chamados patogénicos, podem afetar tanto o homem quanto os animais. As
caracteristicas das doencas que esses organismos causam dependem de uma
série de fatores inerentes ao alimento, ao microrganismo patogénico em
questao e ao individuo a ser afetado (FRANCO & LANDGRAF, 1996; DOYLE,
et al, 2001; CDC, 2002).

As principais fontes de microrganismos que contaminam alimentos sao o
solo, agua, plantas, utensilios, trato intestinal do homem, manipuladores de
alimentos, entre outros (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

De acordo com a constituicdo da parede celular, as bactérias podem ser
divididas em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram negativas. Gram-
negativas se apresentam de cor avermelhada quando coradas pelo método de
Gram. Gram-positivas se apresentam de cor roxa quando coradas pelo método
de Gram. A parede da célula Gram-negativa é constituida por estruturas de
multiplas camadas bastante complexas, que nao retém o corante quando
submetidas a solventes no qual o corante é soluvel, sendo descoloradas e,
quando acrescentados outros corantes, adquirem a nova coloracdo. Ja a
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parede da célula Gram-positiva consiste de Unica camada que retém o corante
aplicado, nao adquirindo a coloracao do segundo corante (SILVA et al, 1997).

JAY (2001) afirma que, bactérias Gram-positivas apresentam uma
parede espessa, homogénea, geralmente ndo  estratificada e
predominantemente constituida por peptidoglicano. Deste modo, o precipitado
insolivel que se forma por acado do solvente, fica retido no interior da célula
pela camada espessa de peptidioglicano, logo, estas células ndo sao
descoradas permanecendo com a coloracdo conferida pelo corante primario

(purpura.

JAY (2001) afirma que, as bactérias Gram - negativas apresentam uma
parede estratificada constituida por uma membrana externa e por uma camada
mais interna que contém peptidioglicano e que é mais fina que a das Gram-
positivas. Deste modo, o precipitado insoluvel, que se forma por acdo do
solvente, é removido (camada de peptidioglicano é mais fina que a das Gram-
positivo e a membrana externa é parcial ou totalmente solubilizada pelo agente
descolorante), pelo que as células ficam descoloradas, corando de vermelho
pelo contrastante.

3.12.1 Microrganismos indicadores:

Microrganismos indicadores sdo grupos ou espécies de microrganismos
que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre a
ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenga de
patdbgenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem
indicar condicbes sanitarias inadequadas durante o processamento, producao
ou armazenamento (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Contagem de bactérias aerdbias mesbfilas: Esta contagem é

comumente empregada para indicar a qualidade sanitaria dos alimentos.
Embora ndo existam na legislacao brasileira padroes para bactérias mesofilas

totais, de forma geral, é preconizado que alimentos prontos para consumo
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contendo contagens microbianas da ordem de 10* e 10° unidades formadoras
de colbnias (UFC)/g sao imprdprios para o consumo humano devido a perda do
valor nutricional, alteracbes organolépticas, riscos de deterioracdo e/ou
presenca de patdgenos (VIEITES et al, 2004; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Coliformes totais: este grupo é composto por bactérias da familia

Enterobacteriaceae, capazes de fermentar a lactose com producdo de gas,
quando incubados a 35-37°C, por 48 horas. Sao bacilos gram negativos e nao
formadores de esporos. Numeros altos desse grupo (acima de 1000 NMP/q)
pode representar contaminacdo pos processamento A presenca de coliformes
totais no alimento n&o indica, necessariamente, contaminacéao fecal recente ou
ocorréncia de enteropatégenos (DOGAN-HALKMAN et al, 2003; FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

Coliformes fecais: As bactérias pertencentes a este grupo correspondem

aos coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar fermentando
lactose com producao de gas, quando incubadas a temperatura de 44-45,5°C.
Nessas condi¢cdes, ao redor de 90% das culturas de E.coli sdo positivas,
enquanto entre os demais géneros, apenas algumas cepas de Enterobacter e
Klebsiella mantém essa caracteristica (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Escherichia coli: uma vez detectada no alimento, indica contaminagao

bacteriana de origem fecal e, portanto, estda em condi¢cdes higiénicas
insatisfatorias (WELLS, 1983; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

As questdes relacionadas a presenca de bactérias patogénicas em
alimentos tém sido historicamente relacionadas a alimentos de origem animal
como carne, leite e ovos (NIEMIRA, 2003; FARKAS, 2006). Entretanto, devido
as mudancas das técnicas de producao no campo, processamento, modelos de
distribuicdo e modificacdo dos padrées de consumo dos produtos de origem
vegetal, houve um notavel aumento do numero de casos de doencas
transmitidas também por alimentos de origem vegetal (HEDBERG et al., 1994;
TAUXE et al., 1997).
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Folhosos, tubérculos e frutas normalmente contém de 1000 a 100000
Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por grama de tecido vegetal
(SUMMER & PETERS, 1997; MERCIER & LINDOW, 2000). A maioria desses
microrganismos é constituida de bactérias ndo-patogénicas que interagem com
o tecido vegetal e também entre si, normalmente formando um biofilme

bacteriano como parte da fito ecologia.

De acordo com BORDINI et al (2007), na cadeia de producéo, varias
etapas podem levar a contaminacdo de produtos vegetais. Os fatores que
podem resultar em uma contaminacao pré-colheita, sdo o manuseio dos
fertilizantes, contaminacao fecal por animais e colaboradores, uso de agua

contaminada na irrigagao e presenga de animais silvestres ou domésticos.

3.13 Analise sensorial

A andlise sensorial é realizada em funcdo das respostas transmitidas
pelos individuos as varias sensagdes que se originam de reacoes fisiolégicas e
sao resultantes de certos estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades

intrinsecas aos produtos (AL, 2006).

De acordo com DUTCOSKY (2007), a analise sensorial se dividiu em
quatro fases na metodologia de avaliagdo da qualidade sensorial:

12 fase (antes de 1940): época artesanal/pré-cientifica da industria de
alimentos. A qualidade sensorial era determinada pelo proprietario da empresa.

2° fase (1940-1950): época da expansdo da industria de alimentos e
incorporacdo de pessoal técnico, geralmente vindo da é&rea quimica e
farmacéutica. Conceitos de controle de processo e de produto final foram
introduzidos, porém, os métodos utilizados eram quimicos e instrumentais, nao

sensoriais.
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3¢ fase (1950-1970): foi nessa fase da industria alimenticia que se
considerou seriamente a utilizagdo do homem como instrumento de medida

das caracteristicas sensoriais dos alimentos.

42 fase (ap6s 1970): definiu-se que a qualidade sensorial de um alimento
nao é uma caracteristica prépria do alimento, mas sim o resultado da interacédo
entre o alimento e o homem. Reconheceu-se que qualidade sensorial é funcao
tanto dos estimulos procedentes dos alimentos como também das condigdes
fisioldgicas, psicologicas e sociolégicas do individuo ou do grupo que avalia o
alimento. Na FIG. 04 esta esquematizada a rota da percepcédo do alimento até

0 cérebro.

membrana
nasa

cérebro

bulbo
olfativo

nervos
olfativos

gustativa

papila

Figura 04. Rota da percepcéao do alimento até o cérebro (DUTCOSKY, 2007)

De acordo com DUTCOSKY (2007), as aplicacbes da analise sensorial

sao inimeras nas quais se podem destacar:
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a) controle das etapas de desenvolvimento de um novo produto;

b) avaliacdo do efeito das alteracbes nas matérias — primas ou no
processamento tecnolégico sobre o produto final;

c) reducdo de custos: um programa de redugcdo de custos pode se
basear em elementos como ingredientes de menor prego, processos menos

onerosos ou a produgao num local diferente;

d) selecao de novos fornecedores;

e) controle de efeito de embalagem sobre os produtos acabados;

O processo de irradiacdo deve ser aplicado de maneira que nao
comprometa as caracteristicas sensoriais quando aplicado em alimentos, como
preconiza o Regulamento Técnico para Irradiacdo de Alimentos (ANVISA,

2001). Assim, é imprescindivel realizar analise sensorial de produtos irradiados.

3.13.1 Testes discriminativos — teste triangular:

Os testes sensoriais discriminativos ou de diferenca sdo considerados
métodos objetivos utilizados em analise sensorial de alimentos, bebidas e
agua, com os efeitos das opinides dos individuos minimizados (IAL, 2006;
DUTCOSKY, 2007). Medem atributos especificos pela discriminacao simples,
indicando por comparacdes, se existem ou nao diferencas entre amostras (IAL,
2006).

Um dos testes mais empregados em analise sensorial de alimentos é o
teste triangular. O objetivo do teste é verificar se existe diferenca significativa
entre duas amostras que sofreram tratamentos diferentes. Ex.: verificar se o
processamento por irradiacdo causou alteragdes sensoriais no produto
(DUTCOSKY, 2007).
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Cada julgador recebe trés amostras codificadas e é informado que duas
amostras sdo iguais e uma é diferente. Em seguida, € solicitado ao julgador a
provar as amostras da esquerda para a direita e identificar a diferente
(DUTCOSKY, 2007).

3.13.2 Testes afetivos — Testes de aceitacao por escala hedonica

Nos testes afetivos, o julgador expressa seu estado emocional ou reagao
afetiva ao escolher um produto. Os julgadores nao precisam ser treinados
bastando serem consumidores freqlientes do produto em avaliagao (AL, 2006).

Os testes afetivos podem ser aplicados em laboratério ou em ambientes
de uso doméstico (IAL, 2006).

Com o teste da escala hedénica, o individuo expressa o grau de gostar
ou desgostar de um determinado produto, de forma globalizada ou em relacao
a um atributo especifico. As escalas mais utilizadas sédo as de 7 a 9 pontos, que
contem termos definidos situados, por exemplo, entre “gostei muitissimo” e
“desgostei muitissimo” contendo um ponto intermediario com termo “nem

gostei; nem desgostei” (IAL, 2006).
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Microrganismos.

Foram utilizadas cepas de Salmonella poona (isolada de material
clinico), Escherichia coli ATCC 8739 e Alicyclobacillus acidoterrestris (isolada
de suco de laranja), da colecao de culturas do Instituto Adolfo Lutz. As cepas
foram mantidas em temperatura de 5° C em caldo Infuso cérebro e coracao
(BHI).

4.1.2 Polpa de manga.

A polpa de manga na forma congelada foi obtida em 2 lojas de uma rede
de hipermercados localizadas na cidade de Sao Paulo e Itapecerica da Serra.

As amostras foram transportadas em caixa isotérmicas em embalagens
de polietileno, contendo 500g de polpa mantidas posteriormente em congelador
a-12°C.

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacao microbiolégica das polpas provenientes de
hipermercados

Foram coletadas amostras de polpa de manga congelada de diversas
marcas, disponiveis no hipermercado no dia anterior a analise. As anéalises em
laboratério foram feitas semanalmente com freqiéncia de 20 amostras por
semana entre Junho de 2006 e Junho de 2007. As amostras de polpa de
manga foram analisadas para contagem de meséfilos aerdbios, pesquisa de
coliformes totais, fecais e deteccdo de Escherichia coli para conhecer a
qualidade microbiol6gica dos produtos comercializados. As polpas foram
descongeladas em geladeira por 12 horas antes de serem submetidas a
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analises microbiolégicas. A técnica do Numero Mais Provavel (NMP) e o
método de contagem padrdao em placas foram os procedimentos utilizados de
acordo com o descrito por Silva et al (1997), partindo de 25g de polpa (FIG.

05):
25g polpa manga + 225 ml
APT (0,1%)
( N\ ( N\
NMP Coliformes totais, fecais Contagem de mesdbfilos
e pesquisa de Escherichia coli aerébios
(. J - J
4 N\ 4 N\
Caldo LST 35%48h Agar PCA a 35°C/48h
& J \_ )
4 N\
Caldo VB 35°C/48h
(Coliformes totais)
\\ J
4 N\

Caldo EC 45°C/24-48h
(Coliformes Fecais)

\\§ J
4 N\
Agar Levine 35°C/24h (pesq.
E. coli)

\\§ J

Figura 05. Analise microbiolégica de polpa de manga congelada
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Para fins de caracterizar a qualidade microbiolégica das polpas de
manga comercializadas no mercado local foram estabelecidos os seguintes

limites:

e Mesofilos aerdbios: até 10° UFC/g (VIEITES et al, 2004)
e Coliformes totais: até 10° NMP/g (VIEITES et al, 2004)
e Coliformes fecais: < 102 NMP/g (ANVISA, 2001)

e Escherichia coli: < 3 NMP/g, considerado auséncia de crescimento
(VIEITES et al, 2004; PEREIRA, 2006)

4.2.2 Irradiacao da polpa de manga contaminada em laboratério

Vinte amostras foram submetidas previamente a controle microbiolégico,
e selecionadas amostras negativas para uso de contaminagdo experimental na
etapa de determinacédo da radiorresisténcia de Escherichia coli, Salmonella
poona e Alicyclobacillus acidoterrestris.

As cepas de Escherichia coli, Salmonella poona e Alicyclobacillus
acidoterrestris foram reativadas em caldo Infuso cérebro e coracédo (caldo BHI,
Difco) e incubadas a 35°C/18-24h para Escherichia coli ATCC 8739 e,
Salmonela poona e a 42°C/24 para Alicyclobacillus acidoterrestris.

As amostras de polpa de manga foram descongeladas em geladeira por

12 horas antes de serem contaminadas com as bactérias citadas acima.

Para cada bactéria, foram separadas 6 porcées de 50g da polpa de
manga, denominadas subamostras, assim tratadas: em recipientes estéreis de
polietilieno de baixa densidade com capacidade de 540ml, foram transferidos
50g de polpa de fruta. Foi adicionado 1ml da cultura de cada cepa, em fase

estacionaria, que correspondeu a aproximadamente 10° células viaveis/ml.
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Apés a adicao das culturas, o produto foi homogeneizado em stomacher
para se obter uma distribuicao uniforme do contaminante pela amostra. Cada
teste (5 doses de radiacdo e um controle para cada microrganismo) teve 4
repeticoes, sendo 1 teste por semana para cada bactéria, perfazendo um total

de 4 semanas.

Depois de acondicionadas nos devidos recipientes, as amostras foram
transportadas em caixa isotérmica com gelo, do laboratério de Microbiologia de
alimentos da Refricon Mercantil até o irradiador localizado no Instituto de

Pesquisas Energéticas e Nucleares—IPEN, SP.

A FIG. 06 apresenta a fonte de radiagdo gama, a Gammacell 220 da
AECL.

Figura 06. Irradiador Gammacell 220.
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As amostras inoculadas com as bactérias foram expostas apds 1 hora
aproximadamente, as seguintes doses de radiacao: 0, 1, 2, 3, 4 e 5 kGy, em
temperatura inicial de -12 + 1,01 °C medida com termégrafo marca Testo,
modelo 167, em fonte de ®°Co Gammacell 220 (AECL), com taxa de dose de
2,94 kGy/h com utilizacdo de dosimetros Ambar 3042 para monitoramento da

dose.

Apés a irradiacao, as amostras tratadas e os respectivos controles (néo
irradiados), foram submetidas ao exame microbiolégico apds 24h, para fins de
quantificagdo dos sobreviventes de Escherichia coli, Salmonela poona e
Alicyclobacillus acidoterrestris.

4.2.3 Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de Salmonella poona

A determinacao de Salmonella poona foi feita utilizando-se a técnica do
namero mais provavel (NMP), de acordo com Silva et al (1997), e os meios de
cultura para isolamento foram os recomendados pelo BAM/FDA, (2001) com

modificagdes.

De cada amostra foram retiradas 25ml sem enriqguecimento seletivo e
adicionados 225ml de agua peptonada tamponada (APT) a 0,1%. A partir deste
homogeneizado, que corresponde & diluicdo 10, foram realizadas diluicdes
decimais seriadas até 107, utilizando-se o mesmo diluente. Trés aliquotas de
1ml da diluicdo 10" foram inoculadas em trés tubos de APT 0,1% e aliquotas
de 1ml foram inoculadas em 5 séries de trés tubos cada de APT 0,1% e
incubadas a 35° C /24h. Os tubos que apresentaram turvacao, foram
semeados em duplicata na superficie dos Agares Salmonella-Shigella (SS) e
Agar verde-brilhante e incubadas a 35° C /24h.
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4.2.4 Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de Escherichia coli
ATCC 8739

A determinacao de Escherichia coli foi feita utilizando-se a técnica do
namero mais provavel (NMP), de acordo com Silva et al (1997), e os meios de
cultura para isolamento foram os recomendados por Silva et al (1997) com

modificagdes.

De cada amostra foram retiradas 25ml e adicionados 225ml de agua
peptonada tamponada (APT). A partir deste homogeneizado, que corresponde
a diluicdo 10", foram realizadas diluicées decimais seriadas até 10, utilizando-
se o mesmo diluente. Trés aliquotas de 1ml da diluicdo 10" foram inoculadas
em trés tubos de APT 0,1% e aliquotas de 1ml foram inoculadas em 5 séries de
trés tubos cada de APT 0,1% e incubadas a 35°C/24h. Os tubos que
apresentaram turvagcao, foram semeados em duplicata na superficie do Agar
Levine e incubadas a 35° C /24h.

As colbnias caracteristicas de Escherichia coli foram confirmadas
através de testes bioquimicos especificos conhecidos como IMVC (Teste de
Citrato, Teste de Indol, Teste de Vermelho de Metila e Voges-Proskauer).

4.2.5 Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de Alicyclobacillus
acidoterrestris

A determinacao de Alicyclobacillus acidoterrestris foi feita utilizando-se a
técnica do numero mais provavel (NMP), de acordo com Silva et al (1997), e os
meios de cultura para isolamento foram os recomendados por NAKAUMA et al

(2004), com modificacoes.

De cada amostra foram retiradas 25ml e adicionados 225ml de agua
peptonada tamponada (APT). A partir deste homogeneizado, que corresponde
a diluicdo 10", foram realizadas diluicées decimais seriadas até 10, utilizando-
se o mesmo diluente. Trés aliquotas de 1ml da diluicdo 10 foram inoculadas
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em trés tubos de APT 0,1% e aliquotas de 1ml foram inoculadas em 5 séries de
trés tubos cada de APT 0,1% e incubadas a 42° C /24h. Os tubos que
apresentaram turvacao foram semeados em duplicata na superficie do Agar
Soro de laranja e incubadas a 42° C /48h.

4.2.6 Determinacao da radiorresisténcia dos microrganismos

Para cada dose de radiacdo, a fracdo de sobrevida foi estimada
dividindo o numero de células viaveis apds a irradiacdo com a dose D (ND)
dividido pelo numero de células viaveis iniciais (NO). Os valores de D1, foram

calculados de acordo a formula:

ND = NO -D/ Dy onde D é a dose aplicada e Do é a dose de radiacédo
necessaria para a destruicdo de 90% da populagao microbiana. A formula pode

ser expressa como uma equagao linear:

D1o =D/ (log No —log N)

sendo Do a tangente estimada por regressao linear da curva de sobrevida
(IAEA. 1982)

4. 3 Analise sensorial

Para verificar se a aplicacao da radiacdo gama altera as caracteristicas
sensoriais da polpa de manga, foram utilizados o teste triangular e o teste de
aceitacdo (escala hedénica). O teste triangular serve para avaliar pequenas
diferencas entre duas amostras que sofreram tratamentos diferentes e o teste
de aceitacao expressa o julgamento do consumidor sobre a qualidade sensorial
do produto (DUTCOSKY, 2007). A dose utilizada foi a de 5 kGy, que foi a dose
gue atingiu niveis nao-detectaveis nas 3 bactérias utilizadas no estudo.
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4.3.1 Recrutamento de julgadores

Em uma industria de alimentos localizada em Itapecerica da Serra,
recrutou-se 32 individuos do sexo feminino para participar dos testes
sensoriais. Para identificar e qualificar as caracteristicas destes individuos
levou-se em conta faixa etéaria, nivel de escolaridade, o habito e freqiiéncia no
consumo de manga e/ou derivados € o0 conhecimento do processo de
irradiacdo de alimentos. Utilizou-se uma ficha-formulario (ANEXO 1) para
preenchimento de acordo com TAIPINA et al (2004) e RIBEIRO (2006).

Também foi utilizada uma escala de intencao de compra de 5 pontos,

variando de certamente compraria a certamente ndo compraria.

4.3.2 Teste de diferenca - triangular

Um quilo de polpa de manga foi fracionado em duas por¢cdes de 5009,
sendo que uma porcéao foi irradiada com 5 kGy e a outra foi utilizada como
controle (OkGy). Os provadores receberam trés amostras de polpa de manga,
sendo duas iguais e uma diferente, codificadas com trés digitos, uma ficha e
um copo de agua. Foi orientado que provassem da esquerda para direita
ingerindo um pouco de 4gua entre as amostras e, ao final, indicar qual delas
era amostra diferente (ANEXO I).

4.3.3 Teste de aceitacao — Escala hedénica

O principal uso da polpa de manga é como ingrediente em produtos
como sorvetes, biscoitos e sobremesas em geral. Sendo assim, para avaliar a
aceitacao da polpa de manga irradiada, foi elaborada uma “mousse” tendo a
polpa de manga como ingrediente. No preparo da mousse foram utilizados;

(1) lata de leite condensado;

500 gramas de polpa de manga irradiada;

(2) colheres (sopa) de suco de limao;

(1) envelope de gelatina em pé sem sabor (129);



57

e (3)claras.

O método de preparo seguiu as seguintes etapas: o leite condensado foi
batido em liquidificador com a polpa de manga e o suco de limédo. Adicionou-se
cinco colheres (sopa) de agua fria a gelatina e levado ao fogo em banho-maria
até dissolver. Foi adicionado a gelatina ao creme de manga e misturado bem.
As claras batidas em neve foram incorporadas delicadamente ao creme de
manga. A mousse foi distribuida em recipientes apropriados e levada a

geladeira por no minimo 3 horas.

Optou-se pela escala hedbnica de sete pontos, conforme DUTCOSKY
(2007), dimensionada de (1) desgostei muitissimo a (7) gostei muitissimo, em
relacdo aos atributos de sabor, aroma e aparéncia geral. Também foi utilizada
uma escala de intencdo de compra de cinco pontos, variando de (1) certamente

nao compraria a (5) certamente compraria (Anexo II).

Os atributos foram avaliados em copo de vidro incolor de 250 mL,

contendo 50g do mousse, tampado com filme plastico.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao microbiologica das polpas provenientes dos
hipermercados

Para fins de caracterizar a qualidade microbiolégica das polpas de
manga comercializadas no mercado local foram realizadas contagens de
coliformes totais que sao apresentadas na TAB. 6. Os resultados mostram que
6% das amostras de polpa de manga apresentaram contagens acima de 10°
NMP/g de coliformes totais e 94% estavam dentro dos critérios estabelecidos

previamente (vide 4.2.2.2).

Tabela 6. Percentual de amostras que atendem os critérios admitidos para
coliformes totais de polpa de manga comercializada nas cidades de Sao Paulo
e ltapecerica da Serra no periodo de Junho/2006 a Julho/2007.

. . % das amostras NMP coliformes
Situagao totais/g
Conformidade 94 <10°
Nao conformidade 6 -10°

SANTOS et al., (2008) também obtiveram resultados positivos (4,3%)
para coliformes totais em amostras de polpas de frutas comercializadas em
feira livre da cidade de Palmas-TO.

GUEDES (2005), avaliando polpa de acai, nao obteve contagens
superiores a 460 NMP/g de coliformes totais, relacionando essas baixas
contagens ao fato de que os produtores praticam boas praticas de fabricacao
em toda a cadeia de processamento do fruto.
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BUENO et al (2002), avaliando polpa de cupuagu, acerola, goiaba,
cacau, manga, caja, uva, caju, mamao,meldo, abacaxi, siriguela, umbu,
morango e acai, nao detectaram coliformes totais em nenhuma das 15

amostras analisadas, apresentando contagens abaixo de 1 NMP/g de produto.

LIMA et al (2001), analisando polpa de tamarindo, caja, pitanga,
maracuja, tangerina, melao, abacaxi, seriguela, acerola, manga, ameixa e caju,
detectaram que 6,9% das amostras apresentavam elevada contaminagao por
coliformes totais, relacionando a possibilidade de haver deficiéncias nas

condic¢des higiénico-sanitarias no processo de producao das polpas.

LEITE et al (2000), analisando coliformes totais em amostras de polpa
de frutas obtiveram contagens de 43 NMP/g em polpa de manga e maracuja,
1100 NMP/g em polpa de goiaba e auséncia desse grupo em polpa de abacaxi,
associando esses resultados as caracteristicas intrinsecas de cada produto,
principalmente o pH.

As contagens de coliformes fecais e pesquisa de Escherichia coli sdo

apresentadas nas TAB. 7 e 8.

Tabela 7. Percentual de amostras que atendem os critérios admitidos para
coliformes fecais de polpa de manga comercializada nas cidades de Sao Paulo
e ltapecerica da Serra no periodo de Junho/2006 a Julho/2007.

. - % das amostras NMP coliformes
Situacao
fecais/g
Conformidade 79 <102

Nzo conformidade 21 >10?
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Tabela 8. Percentual de amostras que atendem os critérios admitidos para E.
coli de polpa de manga comercializada nas cidades de Sao Paulo e ltapecerica
da Serra no periodo de Junho/2006 a Julho/2007.

Si = % das amostras NMP E.colilg
ituacao

Conformidade 89 < 3 (auséncia)
Nao conformidade 11 >3

Observa-se que 21% das amostras apresentaram contagens acima de
100 NMP/g para coliformes fecais, que é o limite recomendado pela RDC 12,
que regulamenta os padrées microbiolégicos para alimentos. E 11% das
amostras foram positivas para a presenca de Escherichia coli.

PEREIRA et al (2004) analisando amostras de manga minimamente
processada, observaram que em relagcdo a coliformes fecais, todas as

amostras analisadas enquadraram-se nos padrdes da legislagéo brasileira.

MARTINS et al (2004), analisando polpas de morango (15 amostras) e
meldao (15 amostras) nao identificaram a presenca de bactérias do grupo

coliformes totais e nem de coliformes fecais.

LIMA et al (2001); GUEDES (2005); BUENO et al (2002) e ABREU
(2003) nao identificaram coliformes fecais acima do permitido pela RDC 12, em
analises de diversas polpas de frutas, o que nao foi observado neste trabalho,
ressaltando que o numero de amostras analisadas para estabelecer o perfil
microbiolégico foi bem superior aos trabalhos dos autores citados, chegando a

ser até 10 vezes maior em alguns casos.

LEITE et al (2000), avaliando a presenca de coliformes fecais (CF) em

polpas de frutas diversas detectou: Abacaxi com 100% de auséncia de CF,
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Caja com 75% de auséncia de CF , Goiaba com 40% de auséncia de CF,
Manga com 30% de auséncia de CF e Maracuja com 70% de auséncia de CF.

Essas porcentagens evidenciam uma qualidade microbiolégica
insatisfatéria, a qual, segundo os autores, estdo relacionadas a falhas
higiénicas durante o processamento e execucao das operacdes de limpeza e
sanificacdo de utensilios, equipamentos, além das mas condicoes de

armazenamento.

NASCIMENTO et al (2006), analisando polpa de frutas diversas,
observou que 24% das amostras apresentaram contaminagao por Escherichia
coli, associando esse resultado a qualidade da agua utilizada no processo, ou

com praticas inadequadas de higiene pessoal dos manipuladores.

LEITE et al (2000), analisando coliformes fecais em polpa de manga
observou que 50% das amostras estavam em desacordo com o estabelecido
pela legislacdo (Portaria 01/87 do MS). Ja Bruno et al. (2005), analisando frutas
minimamente processadas, encontrou 13,3% de contaminacao por coliformes

fecais ressaltando a falta de procedimentos higiénico-sanitarios adequados.

As contagens das bactérias do grupo meséfilos aerdbios estdo
apresentadas na TAB. 9. Nao existem muitos dados disponiveis a respeito da
contagem de mesofilos aerébios em polpa de frutas, mas os dados deste
trabalho corroboram em grande parte os trabalhos disponiveis na literatura.
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Tabela 9. Percentual de conformidade para mesofilos aerdbios das amostras
de polpa de manga comercializada nas cidades de Sao Paulo e Itapecerica da
Serra no periodo de Junho/2006 a Julho/2007.

Situacao % das amostras UFC mesofilos
aerobios/g
Conformidade 97 <10°
N&o conformidade 3 >10°

As contagens em placa para o grupo de mesodfilos aerébios somente
excederam 10° UFC/g em 3% das amostras. KAMAT et al. (2000), analisando
amostras de sorvete de baunilha, encontraram contagens de mesdéfilos entre
10° e 10°UFC/g, relacionando a falta de controle na cadeia do frio como um dos
fatores responsaveis por tais contagens. AYCICEK et al (2006), encontraram
de 10* a 10° UFC/g analisando frutas e vegetais minimamente processados,
enfatizando a necessidade da aplicacao de boas praticas agricolas no manejo

de frutas e vegetais minimamente processados.

EL-SAMAHY et al. (2000), encontraram em polpa de manga, contagens
de mesdfilos aerdbios entre 10* e 10° UFC/g, também relacionando a falta de
controle da temperatura de armazenamento e de condicbes adequadas de
processamento como 0s principais responsaveis pela contagem elevada desse
grupo bacteriano. FEITOSA et al (1999), analisando polpas de acerola, caja e
caju, encontraram contagens entre 10 e 10° UFC/g mostrando a necessidade
de melhorias no manuseio, transporte e sistema de armazenamento no

processamento de polpa de frutas.

DAVEY (1976), afirma que para sucos e polpas de frutas congeladas, as
mais importantes fontes de contaminagdo sao originarias do solo, favorecida

pela ma higiene das maos dos manipuladores que ocorrem ao longo da linha
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de producdo. Salienta que os coliformes e as bactérias do grupo mesofilos
aerébios fazem parte da flora microbiana desses produtos e podem ocorrer em

grandes numeros tanto nos equipamentos utilizados como nos manipuladores.

A agua utilizada na irrigacao de frutas e vegetais pode ser uma fonte de
contaminagdo por microrganismos por estar, as vezes, contaminada com
protozoarios, bactérias e virus patogénicos. A contaminacao desse tipo de
produtos pela agua utilizada na irrigacao depende da técnica utilizada e da
qualidade dessa agua (FEITOSA et al, 1999; BEUCHAT, 2002; EUROPEAN
COMISSION, 2002; PENTEADO & LEITAO, 2004).

BASTOS et al (1998), em estudo com 15 fabricas de polpa de frutas no
Ceara, observaram que 90% delas tinham total desconhecimento dos conceitos
de Boas Praticas de Fabricacao (BPFs).

CUNHA et al (2000), através de analise microbiolégica em superficie de
equipamentos como despolpadeira e envasadora, em fabricas processadoras
de polpas de frutas, observou nao conformidades em relacdo aos
procedimentos de limpeza e sanitizagdo, evidenciados pelas altas contagens
de mesdfilos aerdbios.

BORGES et al (2007), avaliando polpas de Acerola, Goiaba, Graviola e
Manga néo detectou bactérias do grupo coliformes fecais e nem Salmonella
spp, porém detectou quantidades expressivas (acima de 100 UFC/cm?) de

mesofilos aerébios em equipamentos como despolpadeira, envasadora e facas.

No mesmo trabalho, detectou-se a presenca de estafilococos coagulase
positiva nas maos de colaboradores da fabrica processadora da polpa de
Acerola, evidenciando a necessidade da implantagdo e monitoramento de

procedimentos de controle mais efetivos.

Segundo SOTO et al (2007), Os métodos de desinfeccao para
eliminacdo de patégenos em frutas e produtos vegetais, devem ser eficazes

tanto nas areas externas quanto nas areas internas do alimento. A presenca de
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bactérias patdgenas em frutas tratadas por banho térmico, tem sido
relacionada a dificuldade no controle da agua utilizada nesse processo.

Tomate, Manga, Laranja e Macéas sao exemplos de produtos suscetiveis
a internalizacdo por bactérias em funcao da agua contaminada (SOTO et al,
2007).

BORDINI et al (2007), afirma que se a agua contaminada for mais fria do
que a fruta, os microrganismos presentes irdo migrar para o interior da mesma.
A distribuicdo ndo sera homogénea na manga e dependendo da
temperatura de estocagem, a bactéria ir4 sobreviver e se multiplicar em todas

as porcdes da fruta

Os dados encontrados neste trabalho reforcam a necessidade da
implantacdo imediata de sistemas de garantia de qualidade como o programa
de Boas Praticas de Fabricagdo, o programa de andlise de perigos e ponto
criticos de controle (Sistema APPCC), que visam estabelecer normas e

procedimentos para a produc¢ao de um alimento seguro.

5.2 Determinacao do Do de Salmonella poona, Escherichia coli ATCC
8739 e Alicyclobacillus acidoterrestris em polpa de manga irradiada.

Nas tabelas 10, 11 e 12 encontram-se o efeito da do de radiacdo de °°Co em
Escherichia coli, Salmonella poona e Alicyclobacillus acidoterrestris inoculados

experimentalmente em polpa de manga congelada.
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TABELA 10 — Efeito da dose de radiacdo em Escherichia coli inoculada
experimentalmente em polpa de manga congelada

Teste Dose Log
(kGy)

0 6,13
5,18
4,65
2,11
1,09

5,22
4,34
2,74
2,11
1,16

6,32
5,50
3,45
2,15
1,85

6,17
5,21
3,85
2,35
1,25

AP ON=2OOPRPON—=O OORARWON—=O0O/TRAWON =

TABELA 11 — Efeito da dose de radiacdo em Salmonella poona inoculada
experimentalmente em polpa de manga congelada

Teste Dose Log
(kGy)

0 6,25
5,41
3,14
2,24
1,23

5,22
3,65
2,31
1,26

5,89
4,21
3,25
2,56
1,11

5,47
3,74
2,65
1,45

PR ON=2OO0OPRPON—=O ORARWON—=O0OTRAWON—=
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TABELA 12 — Efeito da dose de radiacdo em Alicyclobacillus acidoterrestris
inoculada experimentalmente em polpa de manga congelada

Teste Dose Log
(kGy)

0 5,24

1 4,04

2 2,35

1 3 1,23
4 0
5 0

0 6,21

1 5,32

2 3,65

2 3 1,78
4 0
5 0

0 5,64

1 4,21

2 3,08

3 3 1,15
4 0
5 0

0 5,08

1 4,26

2 2,65

4 3 1,07
4 0
5 0

Nas FIG. 07, 08 e 09, mostra-se respectivamente as curvas de sobrevida
apos irradiacdo das amostras de polpa de manga contendo Salmonella poona,
Escherichia coli ATCC 8739 e Alicyclobacillus acidoterrestris inoculadas em
laboratério.

Observa-se que apdés a aplicacdao de 1kGy a reducédo da populacao de
E.coli ficou em torno de 1 ciclo logaritmico, o mesmo observado para
Salmonella poona e para A. acidoterrestris, que também obteve um declinio na
sua populacdo com essa dose de ao redor de 1 log. A dose necessaria para
reduzir as populagdes a niveis nao detectaveis para as trés bactérias foi 5 kGy,
dose essa que foi usada para avaliacdo da qualidade sensorial da polpa de
manga irradiada.
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Figura 07. Curvas de inativagdo de Escherichia coli em polpa de manga
inoculada em laborat6rio em funcao da dose de irradiacao.
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Figura 08. Curvas de inativacdo de Salmonella poona em polpa de manga
inoculada em laboratério em funcao da dose de irradiacao.
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Figura 09. Curvas de inativacdo de Alicyclobacillus acidoterrestris em polpa de

manga inoculada em laboratério em funcao da dose de irradiacao.
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Os valores de Dqo para os microrganismos objeto do presente trabalho
estdo nas TAB. 13, 14 e 15. A dose necessaria para inativar 90% das
populacées de Escherichia coli ATCC 8739 ficou entre 1,01 e 1,09 kGy, para
Salmonella poona ficou entre 0,60 e 0,98 e para Alicyclobacillus acidoterrestris
entre 0,72 e 0,88 kGy.

O mecanismo de acdo basico da radiagdo ionizante é a criacdo de
espécies reativas de oxigénio, em particular radicais hidroxilas a partir de
moléculas de agua (FRANCO & LANDGRAF, 1996; IAEA, 2006). Em
condi¢cées onde a quantidade de agua livre disponivel é restrita, ou a baixas
temperaturas como em produtos congelados, por exemplo, doses maiores de
radiacdo sao necessarias para reduzir as populacdes microbianas (NIEMIRA,
2002; FARKAS, 2006).

Tabela 13: Valores de Dio para Escherichia coli inoculada

experimentalmente em polpa de manga congelada

Teste Valor Dy (kGy) Equacao linear
1 1,09 + 0,01 y =-1,29x + 7,67
2 1,01 + 0,07 =-151x+6,92
3 1,01 + 0,07 y=-1,52x + 7,15
4 1,05 + 0,03 y =-1,55x + 6,95

A composicdo da polpa de manga também pode ter influenciado na
radiorresisténcia dos microrganismos. A manga é rica em vitamina A e contém
quantidades razoaveis de vitaminas do complexo B e vitamina C, além de
alguns sais minerais, principalmente ferro. Apresenta também quantidades
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consideraveis de compostos fendlicos, que podem amenizar os efeitos da
radiacao ionizante ja que sao considerados radioprotetores (RIBEIRO, 2007;
SHIEBER, 2000).

Os valores de Do encontrados para Escherichia coli (TAB.10) foram
bem maiores do que aqueles encontrados em outros trabalhos envolvendo
irradiacdo de produtos vegetais, sendo inclusive, maior que o Dio observado
para Alicyclobacillus acidoterrestris, que é uma bactéria Gram positiva.

A radioresisténcia bacteriana pode variar entre cepas da mesma
espécie, o que poderia explicar o comportamento incomum da E. coli utilizada
neste trabalho.

Tabela 14: Valores de D1 para Salmonella poona inoculada experimentalmente
em polpa de manga congelada

Teste Valor Dy (kGy) Equacao linear
1 0,80 + 0,07 y =-1,02x + 6,26
2 0,60 + 0,03 y =-0,94x + 5,13
3 0,82 + 0,05 y=-1,52x + 7,11

4 0,98 + 0,06 y=-1,37x + 6,74
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Tabela 15: Valores de D1 para Alicyclobacillus acidoterrestris inoculado
experimentalmente em polpa de manga congelada

Teste Valor D1 (kGy) Equacao linear
1 0,75 + 0,02 y =-0,97x + 6,73
2 0,86 + 0,04 y=-1,11x + 7,41
3 0,88 + 0,02 y =-1,08x + 6,87
4 0,72 + 0,08 y = -0,94x + 6,85

N&ao era esperado que os valores de D1o de A. acidoterrestris observados
neste trabalho (TAB. 15) fossem menores que as outras duas bactérias, que
sdao Gram-negativas. Geralmente, bactérias Gram-positivas costumam possuir
uma radiorresisténcia maior do que o referido grupo (FRANCO & LANDGRAF,
1996). YOUSSEF et al (2002), obteve valores de Do entre 1,18 e 2,23 kGy, em
polpa de manga estocada a 3°C, para leveduras (que sao Gram-positivas)
isoladas da prépria amostra.

SOUTO (2001), observou que polpa de acai irradiada com 2,5 kQGy,
apresentou presenca somente de bactérias Gram-positivas, enquanto que
amostras do produto irradiadas com 0,70 kGy, apresentaram tanto bactérias
Gram -positivas quanto Gram-negativas.

Na literatura ha referéncias que descrevem a existéncia de diferengas na
radiossensibilidade dependendo da forma em que manga é irradiada. Frutas
inteiras suportam de maneira geral 1 a 2 kGy sem grandes alteracbes nas
caracteristicas sensoriais e nutricionais. EL-SAMAHY et al. (2000), conseguiu
reducdes de 3 ciclos logaritmicos em bactérias do grupo mesdéfilos utilizando
dose de 1,5 kGy em mangas in natura estocadas a 12°C.
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Na literatura é possivel encontrar diversos valores de Diy para os
microrganismos, dependendo do meio em que se encontram. SONG et al
(2006) encontraram valores de 0,44+0,004kGy e 0,30+0,005kGy para
Salmonella typhimurium e Escherichia coli em suco de cenoura,

respectivamente.

NIEMIRA et al (2002), irradiando diversos vegetais congelados
contaminados com Listeria monocytogenes, encontraram valores de Dy entre
0,50 e 0,92 kGy.

GUEDES (2005), encontrou valores de Dqo para Salmonella enteritidis
entre 0,78 e 0,87 kGy e 0,71 e 0,92 kGy para Escherichia coli ATCC 25922,
irradiando polpa de acai a temperatura de -18C®, resultados esses similares
aos encontrados neste trabalho (TAB. 11. A autora relaciona os numeros
encontrados a presencga de antocianinas e ao estado fisico da polpa.

Poucos trabalhos relatam o efeito da irradiagdo sobre o0s esporos,
células vegetativas ou ainda métodos de conservacao de produtos a base de
frutas contaminados com A. acidoterrestris. Segundo NAKAUMA et al (2004), a
dose necessaria para reduzir 5 ciclos logaritmicos de esporos de A.
acidoterrestris ficou entre 5 e 5,5 kGy em suco de laranja refrigerado. No
presente trabalho pesquisou-se o efeito da radiacdo em bactérias vegetativas e
nao sobre o0s esporos bacterianos.

PIRES (2006), conseguiu reducdo de 3 logs de esporos de A.
acidoterrestris em suco de laranja com uma dose de 8 kGy, sendo a populacéao
inicial de aproximadamente 10° UFC/ml, demonstrando a formidavel

radioresisténcia dos esporos desse microrganismo.

As bactérias podem se multiplicar depois do processamento por
irradiacdo, e podem atingir o mesmo numero de microrganismos da populacao
inicial se forem estocados a altas temperaturas ou sem observancia das boas

praticas de fabricacdo de alimentos (IAEA, 2006). Além disso, microrganismos
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patogénicos pareceriam desenvolver melhor em alimentos irradiados por falta
da competicao entre espécies (FARKAS, 2006; KAMAT et al, 2000).

A capacidade de adaptacao das bactérias ao meio em que se encontram
e a influéncia da presenca de substancias radioprotetoras podem ser fatores
capazes de explicar os resultados nado usuais da radiorresisténcia dos

microrganismos testados neste trabalho.

Em tecnologia de alimentos € considerado que tratamentos combinados
sdo a melhor alternativa para o processamento de produtos pereciveis tais

como a polpa de manga e de frutas como um todo.
5.3 Analise sensorial da polpa de manga irradiada

Com base nas respostas fornecidas na ficha de avaliacdo, todas as
julgadoras selecionadas neste estudo sdo consumidoras de manga, e apreciam
muito produtos a base de manga.
Nas TAB. 16 e 17 estdo os resultados do levantamento das caracteristicas

individuais referentes a faixa etaria e ao grau de escolaridade da equipe de

avaliadoras.

Tabela 16. Distribuicdo % de consumidores segundo a faixa etaria

Faixa etaria %
20a 30 81
31 a40 12
41 a 50 7

Das 32 consumidoras de manga, a maior parte esta na faixa entre 20 a

30 anos;
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Tabela 17. Distribuicdo percentual de consumidores segundo o grau de
escolaridade.

Grau de escolaridade %

Ensino fundamental 28

Ensino médio 62
Graduado

Pés-graduado

Das 32 consumidoras de manga, a maior parte possui ensino médio

completo.

Sobre o conhecimento da tecnologia de irradiacdo de alimentos, 16%
tinham conhecimento do processo, justificado pela divulgacdo do tema em

reportagens nos canais de comunicacao.

ORNELLAS et al (2006), entrevistando 218 consumidores da cidade de
Belo Horizonte/MG, observou que 40,6% dos entrevistados tinham
conhecimento que a irradiacdo é um método de conservagcdo de alimentos,
associando esse numero ao nivel de instrugcdo e renda elevados (acima de

cinco salarios minimos.

RESURRECCION et al (1995), estabelece que a falta de uma difuséao
maior sobre a tecnologia de irradiagdo é um agravante que ainda permite que a
populacdo permaneca com a idéia de que alimento irradiado é radioativo.
Neste trabalho, 62% dos entrevistados responderam nao saber se a
irradiacdo de alimentos pode trazer danos a saude do consumidor e/ou meio

ambiente.

As polpas de manga irradiadas com 5 kGy e ndo irradiadas foram
submetidas ao teste triangular por essa equipe de avaliadoras. Das 32
julgadoras que participaram do teste, foram computadas 29 respostas

afirmativas ao considerar que as amostras sao diferentes. Através de consulta
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a tabela do qui-quadrado (Anexo Ill) para o teste triangular, pode ser verificado
gue sao necessarias 18 respostas afirmativas a 0,1% de significancia. Assim,
as polpas de manga irradiadas e controle foram consideradas diferentes entre

si do ponto de vista sensorial.

No Tabela 18, estdo os resultados do teste de aceitagcdo dos
consumidores e da intencdo de compra do mousse preparado com polpa de

manga irradiada a 5 kGy.

Tabela 18. Médias das respostas em escala hedbnica aos atributos
sabor, aroma e aparéncia geral dos julgadores e intencdo de compra do

mousse de manga.

Parametros Valores
Sabor 5,8 +1,16
Aroma 6,4 + 0,55

Aparéncia geral 6,5 + 0,51
Intencédo de compra 4.8 + 0,31

Abaixo, seguem os valores da escala hedénica utilizada:

(7) gostei muitissimo

(6) gostei muito

(5) gostei

(4) nem gostei / nem desgostei
(8) desgostei

(2) desgostei muito

(1) desgostei muitissimo

Observa-se que para todos os atributos avaliados, os valores médios de
aceitacao situaram-se entre 5,8 a 6,5, representando na escala hedénica a

faixa de “gostei” e “gostei muito”.

A utilizagdo da polpa de manga em um produto elaborado como

“‘mousse”, por exemplo, em que ha interacdo com outros alimentos,
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notadamente ricos em carboidratos, certamente minimizou os efeitos do
tratamento por irradiacdo, ainda que em uma dose que pode ser considerada

alta para este tipo de produto (5 kGy).

As FIG. 10, 11, e 12 representam as distribuicdes das frequéncias do
teste de aceitacao de consumidor, segundo a escala hedénica de sete pontos,

quanto aos atributos de sabor, aroma e aparéncia geral do mousse de manga.

o7/ m6 O5 04 m3 m2

6% 3% 3% 259

——

57%

Figura 10. FreqUéncia dos valores de aceitacao de sabor do mousse
de manga.
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o7 mE6 O5 04 m3 D2

6% 3%

22%

13%

50%

Figura 11. FreqUéncia dos valores de aceitacao de aroma do mousse
de manga.

OD/mE605

3%

47% 50%

Figura 12. Freqiéncia dos valores de aceitacao de aparéncia geral do
mousse de manga.

GUEDES (2005), avaliando polpa de acai, comprovou que a dose de 1
kGy nao alterou as caracteristicas sensoriais do produto, com um periodo de
armazenamento de oito dias ap6s a irradiacdo. A presenca de antioxidantes

naturais pode ser um fator relevante para a radioprotecdo da grande
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quantidade de lipideos presentes na polpa de acai e que podem alterar

sensorialmente o produto.

EL-SAMAHY et al. (2000), observou que mangas frescas irradiadas com

1,5 kGy, apresentaram alteracado sensorial ap6s 30 dias de armazenamento.

Os efeitos indiretos da radiagdo gama correspondem a maior parte dos
efeitos causados pelo processamento por irradiacdo em frutas e vegetais, ja
que a proporcdo de agua disponivel nesses alimentos chega até 95% em
alguns casos. Sendo assim, as espécies oxidativas produzidas pela radiblise
da agua estdo na origem do processo de alteracdo sensorial nos alimentos
GUEDES (2005).

KAMAT et al. (2000), observaram que sorvete de baunilha irradiado com
2 kGy apresentou mudanca no “flavor” do produto, porém o mesmo nao
ocorreu ao irradiar sorvete de morango ou chocolate a 3 kGy. Os autores
justificam que é possivel que o forte sabor de sorvete de morango ou chocolate
tenha mascarado as alteragdes sensoriais radioinduzidas.

VALDIVIA et al. (2002), ao avaliarem polpa de abacate congelada e
irradiada (0,5, 1,0, 1,5, e 2,5 kGy) comprovaram que o tipo de lipidio
encontrado no produto influenciou positivamente na aceitacdo, mesmo quando
aplicada a dose maxima de 2,5 kGy, pela baixa formacdao de malondialdeido
que nao foi suficiente para causar “off-flavor”.

A presenca de grande quantidade de carboidratos na polpa de manga
talvez seja o principal fator de diferenciagcdo nos testes realizados, devido as
diferentes sensibilidades que agucares complexos e simples possuem perante
o processo de irradiacao (FARKAS, 2006).

A aceitacdo de um produto elaborado com polpa de manga irradiada,
pode ter sido favorecida por alguns fatores como: grande quantidade de
antioxidantes, grande quantidade de acucares e a interagdo entre esses

alimentos, podem ter influenciado positivamente no julgamento dos provadores.
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CONCLUSOES

® Parte da polpa de manga comercializada em mercados locais da cidade de
Sao Paulo encontra-se em condi¢des insatisfatérias para o consumo, baseado
na RDC n® 12 da ANVISA e em dados da literatura.

©® A dose necessdria para reduzir a niveis nao detectaveis as bactérias
Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella poona e Alicyclobacillus acidoterrestris
em polpa de manga foi de 5 kGy com valores D1y entre 1,01 e 1,09 kGy para
Escherichia coli ATCC 8739, 0,60 e 0,98 kGy para Salmonella poona e 0,72 e
0,88 kGy para Alicyclobacillus acidoterrestris respectivamente.

® A polpa irradiada com 5 kGy apresentou diferencas significativas com a
amostra ndo irradiada na avaliagdo sensorial. Entretanto, a “mousse” elaborada
com esse ingrediente teve uma boa aceitacdo em relagdo aos atributos
sensoriais de sabor, aroma e aparéncia geral, revelando também intencao de

compra satisfatéria.
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ANEXO |

ANEXOS
Analise Sensorial — Teste triangular ~ Anexo |
Vocé est4 participando de teste sensorial de polpa de manga. Sua colaboragéo é importante. Ap6s o teste, preencha o formulario.

Nome: Sexo: ()M ()F

Voceé esta recebendo trés amostras de polpa de manga (irradiada e n&o irradiada). Duas s&o iguais e uma é diferente. Experimente
as amostras da esquerda para a direita sem retornar a amostra anterior, tomando um gole de agua entre elas. Depois circule o
nimero correspondente & amostra que difere das outras duas.

E consumidora de manga? ( ) Sim ( ) Nao Conhece a tecnologia de irradiagéo de alimentos? ( ) Sim ( ) N&o
Nivel de escolaridade: Aprecia produtos que contenham manga

como ingrediente? Faixa etaria (anos):
( ) Ensino fundamental () Muito ()20a30
( ) Ensino médio ( ) Moderadamente ()31a40
( ) Graduado ( ) Regularmente ()41a50
( ) Pés-graduado () Muito pouco
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ANEXO I

Analise Sensorial ~ Teste de Aceitacéo - Anexo Il

Nome:

Amostra: Mousse de manga
Prove a amostra e indique sua opiniao em relag#o a aparéncia geral, aroma e sabor, de acordo com a escala abaixo:

(7) gostei muitissimo

(6) gostei muito

(5) gostei

(4) nem gostei / nem desgostei
(3) desgostei

(2) desgostei muito

(1) desgostei muitissimo

Aroma.
Sabor:
Aparéncia geral;

Assinale, para esta amostra, qual seria sua atitude quanto & compra do produto:

( 5) certamente compraria este produto

( 4) provaveimente compraria este produto

( 3) tenho duvidas se compraria ou néo este produto
( 2) provavelmente nao compraria este produto

(1) certamente n&o compraria este produto
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ANEXO 1l

Anexo 11

FABELA 30 - Significincia no teste triangular ® =1/3)

Nede N= de respostas corretas Ne de N2 de respostas corrctas
- necessarias para estabelecer Juiga- necessarias para estabelecer
ImcEROS i ignificatva ~ mentos diferenca significativa
p=005 P=001 P=0001 i P=005 P=001 P=0001
+ ++ 4+ + ++ +++
7 > 6 7 57 27 29 31
2 6 7 8 58 27 29 32
9 G 7 8 59 X7 30 32
w0 7 8 9 60 28 30 33
11 7 8 9 61 28 30 25
12 8 9 10 62 28 31 33
3 8 9 10 63 29 31 34
pE 9 10 11 4 29 32 34
15 9 10 12 65 30 32 a5
16 10. 11 12 66 30 32 35
17 10 11 13 67 30 33 36
18 10 12 13 68 31 33 36
19 i1 12 14 69 31 34 36
20 11 13 14 70 32 34 37
21 i2 13 15 71 32 34 37
¥~ 4 12 14 15 72 32 35 38
3 13 14 16 73 33 35 38
24 13 14 16 74 33 36 39
> 13 15 ' 17 75 34 36 39
26 14 15 . 17 76 34 36 39
' 14 16 18 77 34 37 40
28 15 16 18 78 35 37 40
> 15 17 19 79 35 38 41
30 16 17 19 80 35 38 41
31 16 18 19 81 36 38 41
32 16 18 20 82 35 39 42
33 17 19 20 83 37 39 42
34 17 19 21 34 7 40 43
35 18 19 21 85 37 40 43
36 18 19 21 86 38 40 +4
37 18 20 2 87 38 EY +
38 19 21 23 83 39 41 A
39 19 21 23 89 39 42 45
40 20 22 24 90 39 42 45
41 20 22 24 91 40 42 46
12 21 22 25 92 40 43 46
43 21 23 25 93 40 43 46
S 21 13 25 924 4 S 7
45 2 24 26 95 4 +# 47
46 2 24 26 96 42 44 48
7 23 25 27 97 42 45 48
8 23 25 27 98 42 45 49
49 23 25 28 99 43 46 49
50 24 26 28 100 43 46 49
51 24 26 29 200 80 84 89
52 25 27 29 300 17 122 127
53 25 27 29 400 152 158 162
54 25 27 30 500 185 194 20z
55 26 28 30 1000 363 372 38:
56 26 28 31 2000 709 722 73

FONTE: DUTCOSKY (2007)



84

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, M.C.; NUNES, ILF.S; OLIVEIRA, M.M.A. Perfil microbiol6gico de
polpas de frutas comercializadas em Tererezina, Pl. Higiene Alimentar. V. 17,
n. 112, p. 78- 81, 2003.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA. Resolucdo —
RDC n. 12, de Janeiro de 2002. Disponivel em:
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/12 01 rde.htm. Acesso em: 01 de
Dezembro de 2006.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA. Resolugdo —
RDC n. 21, 26 de Janeiro de  2001. Disponivel  em:
http://www.anvisa.gov.br/anvisalegis/resol/21_01rdc.htm. Acesso em: 22 de
Julho de 2005.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 12806: analise
sensorial dos alimentos e bebidas — terminologia. Rio de janeiro, 1993.

BARAK, J.D.; LIANG, A.; NARM, K. Differential attachment to and subsequent
contamination of agricultural crops by Salmonella enterica. Applied and
Environmental Microbiology, v. 74, n. 17, p. 5568-5570, 2008.

BENEVIDES, S. D.; RAMOS, A.M.; STRINGHETA, P.C.; CASTRO, V.C.
Qualidade da Manga e da polpa de manga Uba. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Campinas, 28, v.3, p. 571-578, jul.-set. 2008.

BESSER, R.R., LETT, S.M., WEBER, J.T., DOYLE, M.P., BARRET, T.J.,
WELL,J.G., GRIFFIN, P.M. Na outbreak of diarrhea and hemolytic uremic
syndrome from Escherichia coli O157:H7 in fresh-pressed apple cider. Journal
American Medicine Association, Chicago, v.267, n. 17, p.2217-2220. 1993.

BEUCHAT, L. R. Ecological factors influencing survival and growth of human
pathogens on raw fruits and vegetables. Microbes and Infection v. 4, p. 413—
423, 2002.

BOLLAERTS, K.; AERTS, M.; FAES, C.; GRIJSPEERDT, K.;, DEWULF, J.;
MINTIENS, K. Human salmonellosis: Estimation of dose-illness from outbreak
data. Risk Analysis, v. 28, n. 2, p. 427-440, 2008.

BORDINI, M. E. B; RISTORI, C. A; JAKABI, M; GELLI, D. S. Incidence,
internalization and behavior of Salmonella in mangoes, var. Tommy Atkins.
Food Control, v. 18, p. 1002—-1007, 2007.



85

BORGES, M. F; OLIVEIRA, M. E. B; LEMOS, E.H; MUNIZ, C. R; ASSUNCAO,
C. B; OLIVEIRA, A. M. M. Condigdes higiénico-sanitarias durante o
processamento e a vida de prateleira de polpas de frutas tropicais. Disponivel
em: www. ceinfo.cnpat.embrapa.br/artigo_1918.pdf. Acesso em : 20 Dez. 2007.

BRACKETT, R.E. Incidence, contributing factors, and control of bacterial
pathogens in produce. Postharvest Biology and technology, v.15, p. 305-
311, 1999.

BRANDAO, M. C. C.; MAIA, G. A.; LIMA, D. P.; PARENTE, E. J. S;
CAMPELLO, C.C.; NASSU, R. T.; FEITOSA, T.; SOUSA, P. H. M. Andlise fisico
quimica, microbiolégica e sensorial de frutos de manga submetidos a
desidratacdo osmdético solar. Revista Brasileira de Fruticultura. v.25.n.1.
Jaboticabal. Dez.2003.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Leis, Decretos, etc.
Instrucdo Normativa N° 1, de 7 de janeiro de 2000. Regulamento técnico geral
para fixacao dos padroes de identidade e qualidade para polpa de frutas. Diario
Oficial da Unido, N° 6, Brasilia, 10 de janeiro de 2000. Secao 1, p. 54-58.

BUENO, S. M.; LOPES, M.R.V.; GRACIANO, R.A.S.; FERNANDES, E.C.B;
GARCIA-CRUZ, C.H. Avaliacao da qualidade de Polpas de Frutas Congeladas.
Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 62, n. 2, p.121-126, 2002.

BURNETT, S.L & BEUCHAT, L.R. Food-borne pathogens: Human pathogens
associated with raw produce and unpasteurized juices, and difficulties in
decontamination. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 27,
p. 104—110, 2001.

CABEDO, L., BARROT, L., PICART, I.; CANELLES, A.; TEIXIDO, I. Prevalence
of Listeria monocytogenes and Salmonella in ready-to-eat food in Catalonia,
Spain. Journal of Food Protection, v. 71, n. 4, p. 855-859, 2008.

CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Departament of
Health & Human Services. Outbreak response and surveillance unit. E. Coli
0157 outbreak summaries. Disponivel em: http://
www.cdc.gov/ncidod/dbmd/outbreak/ecoli-sum.htm

CHOE, E.; MIN, D.B. Chemistry and Reactions of Reactive Oxygen Species in
Foods. J. Food Sc., v. 70, n. 9, p. R 142- R 159, 2005.

CUNHA, V. A; BASTOS, M. S. R. B; FEITOSA, T; OLIVEIRA, M. E. B; MUNIZ,
C. R. Diagnéstico das condicdes higiénico sanitarias dos equipamentos
utilizados em trés fabricas de polpa de fruta congelada da regido metropolitana
de Fortaleza. Boletim Centro de Processamento de Alimentos, Curitiba, v.
18, n. 2, p. 171176, jul./dez. 2000.



86

D’AOUST, J.V. Salmonella species. In DOYLE, M.P., BEAUCHAT, L.R.,,
MONTEVILLE, T.J. Food Microbiology: Fundamental and Frontiers.
Washington: ASM Press, 1ed., p. 129-158. 1997.

DELINCEE, H. Detection of food treated with ionizing radiation . Trends in
Food Science & Technology, Cambridge, v. 37, p.73-82, 1998.

DIEHL, J.F. Safety of irradiated foods. New York, N.Y: Marcel Dekker, p. 95-
239. 1990.

DOGAN-HALKMAN, H.B; CAKIR, I; KEVEN, F; WOROBO, R.W; HALKMAN,
A.K. Relationship among fecal coliforms and Escherichia coli in various foods.
European Food Research Technology, v. 216: p.331-334, 2003.

DOYLE, M.P.; ZHAO, T.; MENG,J.; ZHAO,S. Escherichia coli O157:H7. In:
DOYLE, M.P.; BEUCHAT, L.R.; MONTEVILLE, T.J. Food Microbiology:
Fundamental and Frontiers. Washington, ASM Press, 2ed. P. 193-213. 2001.

DUNCAN, S.E. & HACKNEY, C.R. Relevance of Escherichia coli O157:H7 to
the Diary industry. Dairy Food Environment Sanitation. v.14, p. 656-660.
1994.

DUTCOSKY, S.D. Anadlise sensorial de alimentos. 2 ed. Edit. Champagnat,
Curitiba, 2007.

EIROA, M. N. U.; JUNQUEIRA, V. C. A.; SCHMIDT F. L. Alicyclobacillus in
Orange juice: Ocurrence and heat Resistance of Spores. Journal of Food
Protection, v. 62, n. 8, p. 883-886, 1999.

EMPRESA MATO-GROSSENSE DE PESQUISA ASSISTENCIA E EXTENSAO
RURAL, EMPAER. Receitas com Manga. Departamento de comunicacao
rural. 1996.

EUROPEAN COMISSION - Health & Consumer Protection Directorate-
General. Risk profile on the microbiological contamination of fruits and
vegetables eaten raw. Bruxelas, 45 p., 29/04/2002.

FAN, X; NIEMIRA, B.A; PRAKASH, A. Irradiation of Fresh Fruits and
Vegetables. Food Technology, v. 62, n. 3, p. 36 — 43, 2008.

FARKAS, J. Irradiation as a method for decontamining food: a review.
International Journal of Food Microbiology., Oxford, v.44, p. 189-204. 1998.



87

FARKAS, J. Irradiation for better foods. Trends in Food Science &
Technology, v. 17, p. 148-152, 2006.

FDA/CFSAN. Escherichia coli O157:H7. In: Food and Drug Administration,
Center for Food Safety & Applied Nutrition, foodborne pathogenic
microrganisms and natural toxins handbook (“the bag bug book”), chap 15,
2000. Disponivel em internet: http://vm.cfsan.fda.gov/~now/badbug.zip

FDA/CFSAN. Food and Drug administration, Center for Food Safety and
Applied Nutrition — Potencial for infiltration, survival and growth og human
pathogens within fruits and vegetables. 2002. Disponivel em internet:
http://vm.cfsan.fda.gov/~com/juicback.html. Acesso em: 18/06/2003.

FEITOSA, T.; BASTOS, M.S.R.; OLIVEIRA, M.E.B.; MUNIZ, C.R.; BRINGEL,
H.F.; ABREU, S.C.A. Qualidade microbiolégica de polpas de frutas produzidas
e comercializadas nos Estados da Paraiba e Pernambuco. Higiene Alimentar,
v. 13, n. 66/67, p. 111-114, 1999.

FENG, P. Escherichia coli serotype O157:H7 Novel vehicles of infections and
emergence of phenotypic variants. Emerging Infections Diseases, v.1, n.2. p. 1-
9,1995. Disponivel em: http://cfsan.fda.gov/~now/feng.htm

FRANCIS, B.; ALTAMIRANO, J.V.; STOBIERSKI, M.G.; HALL, W,
ROBINSON, B.; DIETRICH, S.; MARTIN, R.; DOWNES, F.; WILCOK, K.R.;
HEDBERG, C.; WOOD, R.; OSTERHOLM, M.; GANESE, C.; HUNG, M.J.;
PAUL, S.; SPITALNY, K. C.; WHOLEN,C.; SPIKA, J. Epidemiologic notes and
reports multistate outbreak of Salmonella Poona infections — United and
Canada. CDC Morbidity and Mortality Weekly Report, 40(32), p. 549-552.
1991.

FRANCO, B.D.G.M. & LANDGRAF, M. Microbiologia de Alimentos. Atheneu
p. 165, 1ed. 1996.

GERMANO, M.L.S. & GERMANO, P. M. L. Irradiacdo de Alimentos. In:
Higiene e Vigilancia Sanitaria de Alimentos. Cap. 27. p. 444-466, Varella, 2ed.
2003.

GLYUNN, K., CODY, S., CAIRS, L., ALEXANDRE, R., FYPE, M,
SAMADPOUR, M., LEWIS, J., SWAMINATHAN, B., ABBOTT, S., HOFFMAN,
R., KOBAYASHI, J., VUGIA, D., GRIFFIN, P. International outbreak of
Escherichia coli O157:h7 infections associated with unpasteurized commercial
apple juice. In: Internacional Symposium and Workshop on Shiga Tosin
(verocytotoxin) — producing Escherichia coli (STEC) infections, Baltimore.
Abstracts, n. V147/1, p. 18. 1997.



88

GUEDES, R. L. Analise microbiologica e de propriedades organolépticas
de acai (Euterpe oleracea) irradiado com radiacao gama. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade de Sao Paulo. 2005.

HALL, G.; YOHANNES, K.; RAUPACH, J.; BECKER, N.; KIRK, M. Estimating
community incidence of Salmonella, Campylobacter, and Shiga toxin-producing
Escherichia coli infections, Australia. Emerging Infectious Diseases, v. 14, n.
10, p. 1601-1609, 2008.

HARNACK, L.; STANG, J & M. STORY. Soft drink consumption amoung U.S.
children and adolescents: nutritional consequences. Journal American
Dietetic Association, v.99, p. 4436-4441. 1999.

HINKENS, J.C., FAITH, N.G., LORANG, T.D., BAILEY, P., BUEGE, D.,
KASPAR, C.W., LUCHANSKY, J.B. Validation of pepperoni process for control
of Escherichia coli O157:H7. Journal Food Protection, Des Moines, v9, n. 12,
p. 1260-1266. 1996.

IAEA — International Atomic Energy Agency. Training Manual on Food
Irradiation Technology and Techniques. Vienna. Technical reports series No.
114, 2nd Ed, 1982.

ICGFI. International Consultative Group on Food Irradiation. Facts about food
irradiation., |AEA, Vienna, 1999.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ, IAL. Métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos. Ed. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. 4 ed., p. 281-320,
2006.

JAKABI, M.; BUZZO, A.A.; RISTORI, C.A.; TAVECHIO, A.T.; SAKUMA, H;
PAULA, AM.R.; GELLI, D.S. Observagdes laboratoriais sobre surtos
alimentares de salmonella spp, ocorridos na grande Sao Paulo, no periodo de
1994 a 1997. Revista do Instituto Adolfo Lutz. Sdo Paulo, v. 58, n. 1, p. 47-
51.1999.

JAY, J.M. Modern Food Microbiology. New York. Avi, 5 ed., p. 185-248. 2001.

JEYAMKONDAM, S., JAYAS,D.S., HOLLEY, R.A. Pulsed electric field
processing in foods: a review. Journal Food Protection, v.62, p. 1088-1096,
1999.



89

JOHNSON, J.L.; ROSE, B.E.; SHARAR, A.K.; RANSON, G.M.; LATTUADA,
C.P.; MCNAMARA, A.M. Method used for detection and recovery of Escherichia
coli O157:H7 associated with a foodborne disease outbreak. Journal Food
Protection, v. 58, n. 26, p. 587-603. 1995.

LADO, B. H & YOUSEF, A.E. Alternative food-preservation technologies:
efficacy and mechanisms. Microbes and Infection, v.4, p. 433-440, 2002.

Le MINOR, L. Salmonella. In: BERGEY, DH.; BUCHANAN, R.E., GIBBONS,
N.E. Bergeys Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore, London. Willians &
Wilkins, v.1, p. 427-458. 1984.

LEITE, C. C; SANTANA, L. R. R; SILVA, M. D; SANT'ANNA, M. E. B; ASSIS, P.
N. Avaliagdo microbiolégica de polpas congeladas de frutas produzidas no
estado da Bahia. Higiene Alimentar,v. 14, n. 78/79, p. 69-73, 2000.

MARTINS, T. M; Pizza, S. C; EVANGELISTA, R. M.; VIEITES, R. L; RALL, V.
L. M. Avaliacdo da qualidade fisico-quimica, quimica e microbiolégica de
polpas de frutas congeladas. Higiene Alimentar, v. 18, n. 126/127, p. 82-87,
2004.

MATSUBARA, H.; GOTO, K.; MATSUMURA, T.; MOCHIDA, K.; IWAKI, M.;
NIWA, M.; YAMASATO, K. Alicyclobacillus acidiphilus SP. Nov.. a novel
thermo-acidophilic, w-alicyclic fatty acid-containing bacterium isolated from
acidic beverages. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 52, p. 1681-1685, 2002.

MAULE, A. The survival of Escherichia coli O157:H7 in model ecossistems and
surfaces. In International Synposium and Workshop on Shiga Toxin
(Verocytotoxin) producing Escherichia coli (STEC) Infections, Baltimore.
Abstracts, v182/Il, p. 38. 1997.

MEAD, P.S.; SLUTSKER, L.; DIETZ, L. McCAIG, L.F.; BRESEE, J.S.,
SHAPITO, C.; GRIFFIN, P.M.; TAUXE, R.V. Food-related illness and death in
the United States. Emerging Infectous. Disease, Atlanta, v.5, n.5; p. 607-625.
1999.

MERCIER, J & LINDOW, S. E. Role of Leaf Surface Sugars in Colonization of
MONK, D.J., BEUCHAT, L.R., DOYLE, M.P. Irradiation inactivation of
foodborne microorganisms. Journal Food Protection., Des Maines, v.58, n.2,
p. 197-208, 1995.

MONTEIRO, S. Vencendo o tempo. Revista Frutas e derivados, n. 1, p. 32-36,
2006.



90

MORGAN, D.; NEWMAN, C.P.; HUTCHINSON, D.N.; WALKER, A.M.; ROWE,
B., MAJID, F. Verotoxin producing Escherichia coli O157 infection associated
with the consumption of yoghurt. Epidemiology Infectous, Cabridge, v.111, p.
181-187. 1993.

MOTARJEMI, Y., & KAFERSTEIN, F.K. Global estimation of foodborne
diseases. World Health Statistics Quartely, n. 50, p. 5-11.1997.

MURAKAMI, M.; TEDZUKA, H.; YAMAZAKI, K. Thermal Resistance of
Alicyclobacillus acidoterrestris spores in different buffers and pH. Food
Microbiology, v. 15, p. 577-582, 1998.

NAKAUMA, M.; SAITO, K.; KATAYAMA, T.; TADA, M.; TOFORIKI, I. Radiation-
heat synergism for inactivation of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in citrus
juice. Journal of Food Protection, Des Moines, v. 67, n. 11, p. 2538-2543,
2004.

OITA, S. Control of Thermoacidophilic Alicyclobacillus acidoterrestris by Barley
and Wheat o - and B - Thionins. Bulletin National of Agriculture Reseach
Center, n. 49, p. 49-59, 2002.

ORNELLAS, C.B.D.; GONGCALVES, M.P.J.; SILVA, P.R.; MARTINS, R.T.
Atitude do consumidor frente a irradiagdo de alimentos. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v.26, n.1, p. 211-213, Jan-Mar, 2006.

PENTEADO, A.L & LEITAO, M.F.F.. Growth of Salmonella enteritidis in mellow,
watermelow and papaya pulp stored at different times and temperatures. Food
Control, v.15, issue 5, p. 369 - 373. 2004.

PENTEADO, A.L. as condigbes adversas na contaminagdao de frutas.
Disponivel em Internet: http://agricultura.gov.bt/sarc/profuta/html/analises7.htm

PEREIRA, J.E. Centro Universitario da Fundacao de ensino Octavio Bastos.
Analise da presencga de Escherichia coli em alfaces consumidas em Pocgos de
Caldas - MG. Disponivel em:
http://portal.unifeob.edu.br/novoportal/index_biblioteca_lista.php?expressao=alf
ace&categoria=T&total=1&pagina=0. Acesso em 01 Jun. 2006.

PETTIPHER, G. L.; OSMUNDSON, M. E.; MURPHY, J. M. Methods for the
detection and enumeration of Alicyclobacillus acidoterrestris and investigation of
growth and production of taint in fruit juice and juice-containing drinks. Letters
of Applied Microbiology, n. 24, p. 185-189, 1997.

PIRES, C.C. Efeito das radiacoes gama e ultra-sénica em suco de laranja
contaminado por Alicyclobacillus acidoterrestris. Dissertacao (Mestrado) —
Escola Superior de Agricultura, Piracicaba, 2006.



91

RADOMYSKY, T.; MURANO, E.A.; OLSON, D.G.; MURANO, P.S. Elimination
of pathogenes of significance in food by low-dose irradiation: Journal of Food
Protection., Des Moines, v.57, n.1, p. 73-86. 1994.

RAGHUBEER, E.V., KE, J.S.; CAMPBELL, M.L.; MEYER, R.S. Fate of
Escherichia coli O157:H7 and ather coliforms in commercial mayonnaise and
refrigerated salad dressing. Journal of Food Protection., Des Moines, v.58,
n.1, p. 13-18. 1995.

RESURRECCION, A.V.A.; GALVEZ, F.C.F. FLETCHER, S.M.MISRA, S.K.
Consumer attitudes towards irradiated food: results of a new study. Journal of
Food Protection, v.58, n.2, p. 193-196, 1995.

ROSS, A.LV., GRIFFITHS, MW., MITTAL, G.S., DEETH, H.C. Combining
nonthermal technologies to control foodborne microorganisms. International
Journal of Food Microbiology., v. 89, p. 125-138, 20083.

RYU, J.H.; BEUCHAT, L.R. Influence of acid tolerance responses on survival,
growth, and thermal cross-protection of Escherichia coli O157:H7 in acidified
media and fruit juices. International Journal of Food Microbiology., Oxford,
v.45, p.185-193. 1998.

SANTOS, C. de N. P. dos. Elaboracdo de um estruturado de polpa de
manga (Mangifera indica L. cv Tommy Atkins) parcialmente desidratada
por osmose. Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) — Faculdade
de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP.
Campinas, 2003.

SANTOS, C.A.A.; COELHO, A.F.S.; CARREIRO, S.C. Avaliacao microbiol6gica
de polpas de frutas congeladas. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos., v. 28, n.
4, p. 913-915, 2008.

SERVICO DE APOIO AS MICROS E PEQUENAS EMPRESAS, SEBRAE/PE.
Polpa de frutas: perfil industrial. 1997. Disponivel em:
http://www.pe.sebrae.com.br:8080/notitia/dowload/PN_polpa.pdf. Acesso em:
15 Jan. 2009.

SILVA, F. V. M.; GIBBS, P. Alicyclobacillus acidoterrestris spores in fruit
products and design of pasteurization processe. Trends in Food Science and
Technology, London, v. 12, n. 2, p. 68-74, Feb, 2001.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.; SILVEIRA, N. Manual de métodos de analises
Microbioldgicas de alimentos. Ed. Varela, (1997).



92

SILVA, N.; SILVEIRA, N.F.; CONTRERAS SILVEIRA, N.F.; SILVA, N,
CONTRERAS C. Ocorréncia de Escherichia coli O157:H7 em produtos carneos
no Brasil. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,.v.21, n.2, p. 223-227. 2001.

SILVEIRA, N.F.; SILVA, N.; CONTRERAS, C. Ocurrence of Escherichia coli
0O157:H7 in hamburguers produced in Brazil. Journal of Food Protection, v.
62, n.11, p. 1333-1335. 1999.

SIVAPALASINGAM, S; BARRETT, E; KIMURA, A; DUYNE, S. V.; De WITT, W;
YING, M; FRISCH, A; PHAN, Q; GOULD, E; SHILLAM, P; REDDY, V;
COOPER, T; HOEKSTRA, M; HIGGINS, C; SANDERS, J. P; TAUXE, R. V;
SLUSTKER, L. A multistate outbreak of Salmonella enterica serotype Newport
infection linked to Mango consumption: impact of water-dip disinfestation
technology. Clinical Infectious Disease, volume 37, p. 1585-1590, 2003.

SOTO, M; CHAVEZ, G; BAEZ, M; MARTINEZ, C; CHAIDEZ, C. Internalization
of Salmonella typhimurium into mango pulp and prevention of fruit pulp
contamination by chlorine and copper ions. International Journal of
Environmental Health Research, v. 17, n. 6, p. 453—-459, 2007.

SPLITTSTOESSER, D.F., CHUREY, JJ. & LEE, C.Y. GROWTH
CHARACTERISTICS OF ACIDURIC SPOREFORMING BACILI ISOLATED
FROM FRUIT JUICES. Journal of Food Protection, v. 57, p. 1080-1083,
1994.

SU-SEM, C. & KANG, D. H. Alicyclobacillus spp. in the Fruit Juice Industry:
History, Characteristics, and Current isolation/Detection Procedures. Critical
Reviews in Microbiology, v.30, p. 55-74, 2004.

TAIPINA, M.S.; COHEN, V.H.; DEL MASTRO, N.L.; RODAS, M.A.B.; DELLA
TORRE, J.C.M. Aceitabilidade sensorial de suco de manga adicionado de
polpa de banana (Musa sp) verde. Revista Instituto Adolfo Lutz, v.63, n.1, p.
49-55, 2004.

TASSARA, H.; SILVA, S. GOMES, P. Manga. Frutas no Brasil. Disponivel
em<http://www.bibvirt.futuro.usp.br >consultado em 10/01/2007.

TAUXE, R.V. Emerging Foodborne Diseases: an envolving public health
challenge. Emerging Infectous Disease., Atlanta, v.3, n.4, p. 425-434. 1997.

THARANATHAN, R. N., YASHODA, H. M. and PRABHA, T. N. Mango
(Mangifera indica L.), “The King of Fruits"—An Overview', Food Reviews
International, v. 22, v.2, p. 95 — 123, 2006.



93

TODA FRUTA - Site. Variedades de Manga — Matéria Frutas de A a Z Data
Edicdo: 14/03/03 Disponivel em Disponivel em: <www.todafruta.com.br>
Acesso em: 15 Ago. 2008.

TOFANELLI, M. B. S.; FERNANDES, M. S.; CARRIJO, N. S.; MARTINS F.
Mercado de frutas frescas no municipio de Mineiros-GO. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 29, n. 2, 2007.

VIEIRA, M. C.; TEIXEIRA, A. A.; SILVA, F. M.; GASPAR, N.; SILVA, C. L. M.
Alicyclobacillus acidoterrestris spores as a target for Cupuacu (Theobroma
grandiflorum) néctar thermal processing: kinetic parameters and experimental
methods. International Journal of Food Microbiology, v. 77, p. 71-81, 2002.

VIEITES, R.L.; EVANGELISTA, R.M.; CAMPOS, A.J.; MOREIRA, G.C. Efeito
da embalagem e da irradiagdo gama no controle da contaminagdo microbiana
da manga minimamente processada. Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 25, n. 3,
p. 197-206, jul./set. 2004.

WELLS, J.G.; DAVIS,B.R.; WACHSMUTH, K.l.; RILEY, LW.; REMIS, R.S,;
SOKOLOW, R.; MORRIS, G.K. Laboratory investigation of hemorrhagic colitis
outbreaks associated with a rare Escherichia coli serotype. Journal of Clinical.
Microbiology. Washington, v.18, n.3, p. 512-520. 1983.

YOUSSEF, B.M.; ASKER, A.A.; EL-SAMAHY, S.K.; SWAILAN, H.M. Combined
effect of steaming and gamma irradiation on the quality of mango pulp stored at
refrigerated temperature. Food Research International, v. 35, p. 1-13, 2002.



