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RESUMO

0 objetivo deste trabalho foi estudar o efeito sinergis-

tico na esterilizagao de pimenta do reino (Piper nigrum) preta,

utilizando-se os gases O0xido de etileno e brometo de metila. Foram
feitos varios tratamentos na pimenta em fungdo das seguintes varié
veis: umidade relativa, temperatura de esterilizagao, concentracao
dos gases e tempo de exposigao aos gases. Antes dos tratamentos,
as amostras foram condicionadas aproximadamente 17 horas em desse-
cadores, mantidos a umidades relativas de 30, 50 e 70 %. Para cada
esterilizagdo, efetuaram-se contagens microbioldgicas total e de
termofilicos a 32 e 55 9C respectivamente, para os gases mistura -
dos e separados. O tempo de esterilizacao foi de 4, 8 e 17 horas.

Os resultados mostraram que o tratamento com o6xido de
etileno na concentragdo de 360 mg/l n3o e suficiente para destruir
as bacterias da pimenta preta. O tratamento com 2.540 mg/l de bro-
meto de metila foi eficiente na esterilizagao. A eficiencia desses
agentes cresceu com o aumento da umidade relativa e da temperatura.

A proporgao dos gases misturados mais eficiente na este-
rilizagdo foi 1 de Oxido de etileno para 10 de brometo de metila,
sendo o tratamento mais interessante sob o ponto de vista pratico
o que constou de 58 mg/l de 6xido de etileno, misturado com

540 mg/l de brometo de metila, por 17 horas de exposigao.



SUMMARY

The purpose of the present work was to study the syner -
gistic effect of gaseous ethylene oxide and methyl bromide on the

sterilization of black pepper (Piper nigrum). Various treatments

of the pepper were carried out employing following variables: rela
tive humidity, sterilization temperature, concentration of gases
and exposure time to gases. Before the treatments, the samples we-
re conditioned for approximately 17 hours in desiccators maintai -
ned at relative humidities of 30, 50 and 70 %. For each steriliza-
tion microbiological total counts and thermophylic bacteria counts
at 32 and 55 9C respectively were carried out, employing indivi -~
dual gases and their mixtures. Sterilization times were 4, 8 and
17 hours.

The results showed that the treatment with ethylene oxi-
de at a concentration of 360 mg/l was not efficient in destroying
the bacteria of black pepper. The treatment with 2.540 mg/1l of
methyl bromide was efficient in the sterilization. The efficiency
of these agents improved with the increase of the relative humidi-
ty and temperature.

The most efficient proportion of the mixed gases for ste
rilization was 1 part of ethylene oxide to 10 parts of methyl bro-
mide, the most interesting treatment from the practical point of
view being that with a mixture containing 58 mg/l of ethylene oxi-

de and 540 mg/l of methyl bromide with 17 hours of exposure.



1. INTRODUCAO

0 interesse na esterilizacao de condimentos esta dire-
tamente relacionado as indUstrias de processamento de carne,
pois € grande o seu consumo como matéria prima na elaboracao de
produtos alimenticios desse genero. A quantidade de condimentos
no produto final geralmente e pequena, mas devido a grande quan-
tidade de microrganismos existentes, podem ocasionar a deterio -
ragao do alimento.

Embora, em geral, os produtos de carne sejam pasteuri-
zados ao redor de 70 9C e sejam usados aditivos como nitrito e
nitrato de sodio que de certa forma possuem propriedades bacte -
ricidas, ainda assim normalmente sao bons substratos para o de -
senvolvimento de microrganismos.

Usando-se processos tradicionais de esterilizacao como
a aplicacao de calor, nota-se que grande parte de o0leos essen -
ciais existentes em condimentos € eliminada. Este fendmeno torna
os condimentos inadequados para serem utilizados em produtos de
carne. Entretanto, a esterilizacao por gases, como oxido de eti-
leno e brometo de metila, evita o fenomeno citado acima, pois
se da a temperaturas consideradas baixas, no maximo de 60 9C.
Algumas indUstrias de processamento de carne vem tentando utili-
zar Oleos essenciais extraidos de condimentos, mas sem bons re
sultados. Isso se deve principalmente ao alto preco dos 6leos es
senciais, ao aparecimento de caracteristicas organoleticas inde-

sejaveis no produto final e a necessidade de alguns condimentos



em certos produtos serem usados sob a forma de graos.

0 uso de oxido de etileno na esterilizacao de condimen
tos teve grande impulso, apds os estudos de Griffith e Hall em
1938. Desde entao se intensificaram as pPesquisas sobre o assun -
to, visando a obtencao dos melhores metodos bara essa esteriliza
gao. As pesquisas sobre o uso de brometo de metila como bacteri
cida em alimentos sao escassas, existindo, entretanto, muitos
trabalhos sobre sua aplicagao na fumigacdo de cereais.

Nao existem dados sobre a eficiéncia da concentracao
dos gases em mistura e sobre o poder sinergistico dos mesmos ,
quando gtilizados para esterilizacao de alimentos, aspectos es-
ses que constituem o objetivo da presente pesquisa.

Procurou-se aliados a outros fatores, variar as con -
centragoes de Oxido de etileno e brometo de metila, analisan -
do-se o efeito sinergistico sobre a esterilizacao de alimentos.

0 oxido de etileno tem alto efeito téxico sobre as
bactérias, pequeno sobre insetos, pouca penetrabilidade nos ma-
teriais que sdo esterilizados e & altamente solivel em agua dei
xando porem, residuos. O brometo de metila, ao contrério, tem
grande penetrabilidade nos materiais que sao esterilizados; e
pouco soluvel em agua e exerce alto efeito tdxico sobre inse -
tos. Assim, além de utilizar temperaturas baixas, o uso desses
gases pode eliminar os insetos e as bacteérias existentes de
uma s6 vez nos alimentos, n3o necessitando de fumigacao antes
da esterilizacao.

O oxido de etileno, alem de téxico, € explosivo e so-

fre combustao em concentracao acima de 12 % no ar atmosférico;



o brometo de metila, ndao sofre combustao, mas € altamente tdxico.
Devido a isso o trabalho por seguranca foi feito usando-se 10 &%
de oxido de etileno com 390 % de gas carbonico que é usado para

evitar combustao do 6xido de etileno e 98 % de brometo de metila

com 2 % de cloropicrina que & usado como indicador da presenca

do brometo de metila no ar.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Populacao Microbiana de Condimentos

JAMES (1938) determinou que ampla variedace de microrganismos
€ encontrada em condimentos: bactérias saprofitas, fungos, leve-
duras, bactérias termofilicas etc. YESAIR e WILLIAMS (1941) cons
tataram em 7 amostras de pimenta preta, contagem variando de
1.200.000 a 16.300.000 bactérias por grama de amostra. Determi -
naram também, que as contagens de fungos, bactérias, acido-tole-
rantes e mesofilicas aerdbicas eram altas e que de esporos ter-
mofilicos aerdbicos era baixa. Anaerdbios putrefativos nio foram
encontrados em nenhuma das 116 amostras de condimentos examina -
das.

HALL (1938) determinou que no caso particular de salsicha pro
duzida com condimentos esterilizados, o tempo de pPreservacao
era pelo menos o dobro daquele da salsicha produzida com condi -
mentos nao esterilizados. PAPPAS e HALL (1952) fizeranm experimen
tos com linguiga, usando condimentos esterilizados e nao esteri
lizados. As linguigas foram colocadas em refrigeradores a tempe-
ratura de 5 e =7 9C por 31 dias. As preparadas com condimento
nao tratado com oxido de etileno tornaram-se rancosas depois de
dez dias de armazenamento e as preparadas com condimentos trata-
dos continuaram em boas condicoes, sem qualquer rancidez por 28
dias, quando ocorreu o inicio de rancidez. A tabela 1 mostra a

relagao de microrganismos existentes nos condimentos usados para

o experimento de Pappas e Hall.



Tabela 1: Condimentos usados e concentracoces de microrganismos.

Contagem total (micr./gr.)

Condimentos
sem tratamento com tratamento
Gengibre 820.000 6.000
Pimenta preta 4.200.000 18.000
Sage 11.000 500
Pimenta vermelha 3.800.000 22.000
Mistura de condimentos 125.000 500

2. Uso de Oxido de Etileno e Brometo de Metila

PERKINS (18969) cita que o 6xido de etileno foi descoberto e
descrito em 1859 por Wurtz e que o valor deste gas como fumi -
gante e pesticida foi reconhecido em 1.900, tendo em 1,929
Schrader e Bossert determinado que o mesmo tinha poder bacte-
ricida. FRIEDEL e colaboradores (1956) determinaram o efeito
esporicida do oxido de etileno em Bacilos e Clostridios pelo
método A.0.A.C., concluindo que com 18 horas de exposicao ao
gas todos os microrganismos estavem mortos.

As primeiras patentes sobre o uso do 6xido de etileno como
esterilizante, apareceram nos Estados Unidos atraves de Griffith
e Hall em 1938. Essas patentes demonstraram com sucesso o uso do
oxido de etileno na esterilizacao dos seguintes alimentos: cacau
frutas secas, castanhas e condimentos (MICRO BIOTROL CO.)

BLACKE E STUMBO (1970) determinaram a resisténcia de alguns
microrganismos quando tratados com 700 mg/l de oxido de etileno

7 temperatura de 30 ©C e umidade relativa de 33 %. 0 valor D foi



determinado para caracterizar a resisténcia dos microrganismos
e o valor z foi determinado especificamente para esporos de

Bacillus coagulans, tratados a temperaturas de 30, 40, 50 e

60 9C, obtendo valores diferentes para esporos suspensos em dis
cos de papel e em discos de vidro.

0 valor z dos esporos de Bacillus coagulans suspensos em

discos de vidro e de papel foram 83,3 9F e 94,2 9F, respectiva-

mente.0s valores de D sao mostrados na tabela 2.

Tabela 2: Valores de D para esporos de Bacillus coarulans tra -
tados com oxido de etileno.

Temperatura ©9C Valor D (min.)

€sSporos susbensos €Sporos suspensos

em discos de papel em discos de vidro

30 10,40 13,50
40 7,00 9,02
50 3,53 4,05
60 3,07 3,33

O valor de D a 30 9C do Leuconostoc mesenteroides sSuspensos

em discos de vidro e de papel foram 3,45 e 1,69 minutos, respec

tivamente. O valor D a 30 ?2C do Lactobacillus brevis suspensos

em discos de vidro e papel foram 2,32 e 5,88 minutos respectiva
mente.
SAVAGE e STUMBO (1971) determinaram a resistéencia do Clostri-

dium botulinum tipo 62 A, auando tratados com 700 mg/l de Oxi -

do de etileno a temperatura de 40 9C e 47 % de umidade relativa.
Concluiram que com o tratamento o valor D variou apenas de

11,0 minutos a 11 minutos e 30 segundos para b4 geracoes de mi -



crorganismos quando tratados nas condigoes citadas.
MICHAEL e STUMBO (1970) determinaram a eficiéncia de esteri-

lizagao de Salmonella senftenberg e Escherichia coli 1liofili -

zadas e tratadas com 700 mg/l de oxido de etileno a temperatura
de 40 °C e umidade relativa variando de 11 a 73 % e tempo de ex

posigcao de 0 a 6 minutos. Concluiram que a Salmonella senften-

berg era duas vezes mais resistente quando misturada em ovo de
sidratado do que quando no estado puro. Concluiram tambem que a
morte das duas bactérias seguia reacdo de primeira ordem.

LIU e colaboradores (1968) estudaram o efeito do oxido de

etileno sobre Bacillus subtilis, usando concentracao de

700 mg/1l, umidade relativa de 33 % e temperatura variando de 40
a 80 9C. Determinaram que o valor D era 15 minutos para 40 9C e
0,7 minutos para 80 9C. Concluiram portanto que, para obter re-
dugao da populagao microbiana de 10 D seriam necessarios 150
minutos a 40 9C, e 7 minutos a 80 9C. Extrapolando esses valo -
res para 100 9C, o valor 10D seria de 32 segundos e a 110 9C de
42 segundos. O valor z obtido foi de 53 ©F.

RAUSCHER e KAEMMERER (1957) estudaram o efeito do oxido  de
etileno sobre varios microrganismos usando perfodo de exposicdo
de 6 horas, temperatura de 25 9C e concentracao variando de
150 a 1.250 gramas por metro cubico.

Pela tabela 3 ve-se a diferenga de resisténcia dos microrga-

nismos em relacao a concentracao do gas.



Tabela 3: Efeito da concentragao de oxido de etileno sobre os

microrganismos

Concentracao (g/m3)
150 250 350 500 750 1000 1250

Microrganismo

Bacterium coli X X X o) o o) o)
Streptococcus sD x X X o o o o)
Staphylococcus var X X X X X 0 o)
Clostridium var X X o o o o o)
Bacillus anthracoides x X X x o o o
Flavobacterium sp X o o o o o o
Oidium lactis x X o) o o) o) o
Penicillium glaucus X o) o) o o o o
Aspergillus niger x o o) o o o o
Mucor mucedo X X o} o o o} o

Significado dos sinais:
X cresceu

o) esteril



Na tabela 4 ve-se o efeito da temperatura para os mesmos mi-
crorganismos esterilizados, com concentracao de 500 gramas por
metro cibico e exposicao de 6 horas.

Tabela 4: Efeito da temperatura sobre os microrganismos duran-

te a esterilizacao.

Temperatura ©C

Microrganismo 14 18 20 ne 30
Bacterium coli X X o) o o
Staphylococcus var X X X X X
Streptococcus sp X o} e} o} o
Clostridium var X X o) o o
Bacillus anthracoides X X X X X
Flavobacterium sp X o o) o) o
Bxdium lactis o o o - -
Penicillium glaucus o o o o -
Aspergillus niger o o o) - -
ﬁucor mucedo o o o - -

Significado dos sinais:
X cresceu
o esteril

- nao testado
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Na tabela 5 e mostrado o efeito do periodo de exposicao sobre

alguns microrganismos usados na experiencia.

Tabela 5: Efeito do periodo de exposicao durante a esteriliza -

gao.

Periodo de exposicao (horas)

Microrganismo

2 4 5 6 7 10 1y
Bacterium coli X o) o) o) o o o)
Stanhylococcus var X X X X X X X
Bacillus anthracoides x X X X x X X
Streptococcus Sp X X o o] o o] o
Clostridium var o o o) o o o o
Flavobacterium sp o o © o © o o

MONRO citado por MACLACHLAN e colaboradores (1953) mostrou
que o brometo de metila ¢ um eficiente fumigante para o controle
de alguns insetos em cereais.

MORENO (1971) estudou alguns métodos para a desinfecgao das
pimentas do reino branca e preta. Em seu estudo fez contagens de
aerdbios, mesofilos, coliformes, enterococos termofilos, esporu-
lados e fungos apos o tratamento da pimenta. Usou tratamento bio
10gico com o emprego de aureomicina e cloranfenicol, tratamento
quimico com cloro e formaldeido e tratamento fisico com irradia-
cdo g ama. A radiacao gama mostrou-se mais eficiente para a pi-
menta do reino seguida imediatamente por formaldeido, aureomici

na, cloranfenicol e cloro.
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3. Mecanismos de Acao de Oxido de Etileno e Brometo de Metila

0 6xido de etileno reage com muitos compostos organicos e
inorganicos. HUGO (1971) cita que FRAENKEL e COWRAT determina-
ram que o oxido de etileno em solugao aquosa reage com radi -
cais carboxila, fenila, sulfidrila e grupos aminicos primarios.
Quando um microrganismo & tratado com oxido de etileno, algu-
mas reacdes podem ocorrer na célula, mas as responsaveis  pela
sua morte nao sao ainda definitivamente conhecidas. PHILLIPS,
segundo HUGO, ainda, propos uma teoria pela qual esse gas ina -
tiva microrganismos através de reagoes de alquilagao dos radi -
cais ja citados. O Sxido de etileno substituiria atomos de hi-
drogenio desses radicais pelo radical hidroxi etil, bloqueando
alguns grupos reativos essenciais 3as reacoes metabolicas como

mostra o esquema abaixo:

célula NHZ célula NH\\\\
bacteriana SH + C.H O— bacteriana S——=(- y oH
H 27y 0~

0 2ty
\COOH coo/

PHILLIPS ainda afirmou em seu trabalho que agentes alqui -

lantes diferem de outras classes de desinfetantes por serem
mais reativos contra esporos.

A literatura sobre o mecanismo Dpelo qual o brometo de meti-
la mata o microrganismo é escassa.

KOLB e SCHNEIDER citados por HUGO (1971) consideraram tres
possiveis mecanismos: a) que a propria molécula de haleto de

alquila atuaria como agente esterilizante, b) hidrdolise de bro
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meto de metila poderia ocorrer dentro da célula, formando aci-
do bromidrico e metanocl que atuariam como agentes toxicos e¢) for
macdo de outros agentes como formaldeido ou fons de haleto den-
tro da célula, matando-a.

4. Fatores que Influem na Esterilizacao

a. Misturas de Gases

Na literatura € sugerido, que o oxido de etileno seja wusado
em mistura com gases inertes tals como gas carbonico ou hidro -
carbonetos fluorados. HAENNI e colaboradores (1959) estudaram
a inflamabilidade do 6xido de etileno com compostos halogenados
como diluentes, chegando a conclusdo que, com misturas de ate
12 % em peso de oxido de etileno em diclorodifluorometano nao
ha problemas de combustao ou explosao, qualquer que seja a pro-
porcao de ar misturado com esses gases.

RICHARDSON e MONRC (1962) usaram mistura com 5 % de oxido de
etileno e 10 % de brometo de metila para tratar sacos de juta
contaminados com bactéria da podriddo da batata ("potato ring
rot"). O tratamento de 18 horas com esta mistura foi suficiente
porém o tratamento por 42 horas com oOs gases separados nas con-
centragoes de 6 % de Sxido de etileno e 10 % de brometo de meti
la n3o houve esterilizacdao, o que mostra o efeito sinergistico
da mistura desses gases.

HUGO (1971) cita que PORTNER e colaboradores nao encontraram
acao sinergistica dos gases em seu estudo, mas determinaram que

a mistura dos mesmos aumentava a velocidade de penetracao em al

guns plasticos.
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b. Concentracao dos Gases

Para aplicagdes praticas, concentragao de 450 mg/l de oxido
de etileno é recomendado como o minimo para esterilizagao den-
tro de tempo razoavel. GILBERT e colaboradores (1964) estuda -
ram o efeito da concentracao de Oxido de etileno sobre esporos

de Bacillus subtilis previamente secos em umidade relativa

de menos de 1% e pré-condicionados a 33 % de umidade relati -
va. A concentracac usada de 120 a 954 mg/l, mostrou-se insufi
ciente para superar a resistencia dos esporos devido a secagem
previa excesgiva. Pode-se ver na figura 1 que, nas condicoes
do experimento, o aumento do tempo nao melhoram a eficiencia

da esterilizagao.

Figura 1: Bacillus subtilis exposto ao Sxido de etileno a

33 % de umidade relativa.(esporos previamente secos

a menos de 1% de umidade relativa).

100
10 A 954 mg/l
B 426 mg/l
C 310 mg/l
1 ¢ D 120 mg/l
S esteril
0,1
0,01 [
0,001 ¢
0,0001 ¢}
0,00001
S i i i 2 i 1

4 8 12 16 20 24 Tempo de exposigao
horas
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HUGO (1971) cita que KOLB e SCHNEIDER demonstraram que exposi -
cao de 18 horas a temperatura ambiente, na concentragao de
3.400 a 3.900 mg/l de brometo de metila era necessaria para de -

sinfetar materiais contaminados com esporos de Bacillus anthracis.

MONRO (1962) cita os limites de fumigacao usada para ampla va-
riedade de alimentos que em geral varia de 10 a 40 mg/1l para bro
meto de metila e oOxido de etileno.

c. Influencia da Temperatura

A temperatura tem influéncia marcante sobre a eficiencia da
esterilizacao com oxido de etileno e brometo ce metila e esta re-
lacionada com o tempo e a capacidade de penetracao do gas no ali
mento. PERKINS (19639) cita que PHILLIPS demonstrou que a ativida-
de do oxido de etileno aumenta aproximadamente 2;75 vezes para
cada 10 9C entre 5 e 37 2C e que esse coeficiente é constante pa-
ra outras temperaturas e concentracoes de gas.

ERNST e SHULL (1962) estudaram o efeito de temperatura e con -

centracao do oxido de etileno sobre esporos de Bacillus subtilis

variedade niger quando desidratados ao ar, e chegaram a conclu-
sao que o quociente de temperatura € 1,8 para a concentragao

de gés de 440 e 880 mg/l em temperaturas de u0,6 e 33,4 9C, res-
pectivamente. Abaixo dessas temperaturas o valor Q@ 10 foi res -

pectivamente 3,2 e 2,3 para as concentracoes acima.
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Em esterilizacao rotineira com oxido de etileno & usada a
temperatura de 49 a 60 9C, PERKINS (1969).

d. Influencia da Umidade na Esterilizacao

0 mecanismo pelo qual e agua atua com o 6xido de etileno pa
ra aesterilizacao ndo & claramente entendido. HUGO (1971) cita
que KAYE e PHILLIPS sugeriram que a superficie da célula bacte
riana controla a penetracao do gas, e isso s6 € possivel se a
superficie célular estiver Umida, para que o oxido de etileno
possa ser absorvido e transportado para o interior. Outra teo-
ria sugerida por Kaye e Phillips €& que a umidade poderia ser
necessaria para a ionizacdo dos grupos sulfidrila, amino, car-
boxila e hidroxila na célula, com a consequenté reacao de al-
quilagao.

PERKINS (1969) cita que KAYE demonstrou ser o nivel de 20
a 40 % de umidade relativa necessario para esterilizar espo -
ros, sendo a velocidade 10 vezes mais rapida a 28 % do que a
97 %. PERKINS E LLOYD, segundo PERKINS (1969) concluiram qQue
o nivel Stimo de umidade, depende em grande parte da nature-
za do material e da porosidade superficial. Determinaram que
um material altamente poroso podia ser esterilizado com umida-
de relativa baixa, mas para superficies solidas, era necessa -
rio umidade de 50 % ou mais.

ERNST e SHULL (1962) demonstraram que a pre-humidificagao
de camaras de esterilizacao contendo material antes da intro-
dugdao de oxido de etileno era menos eéfetiva do que a introdu -
cao simultanea de vapor de 2gua e oxido de etileno para a este

rilizacao.
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e. Influéncia do Tempo de Esterilizagao

GILBERT e colaboradores (1l964) demonstraram que a secagem
excessiva da celula bacteriana resulta em reacao nao uniforme
com o 6xido de etileno. Usando 33 % de umidade relativa com
concentracao de 120 mg/l a 25 ©C, foram necessarias 8 horas

para a esterilizagao de esporos de Bacillus subtilis var. niger

(B.Globigii). O tempo necessario é uma funcao também, da umida-
de relativa como se pode ver pelas figuras 2 e 3. Os microrga-
nismos desidratados, abaixo de 33 % de umidade relativa, tornam
se mais resistentes nao sendo destruidos mesmo com longo tempo

de exposicdo ao gas. O mesmo ocorreu com umidade relativa acima

de 33 %.

Figura 2:Bacillus subtilis exposto ao oxido de etileno a umida-

de relativa acima de 33 %.

100 o . .
A 33 % Umidade Relativa
B 53 % " "
10 ¢ cC 75% " "
D 98 % " n
o S Esteril
o 1t
o
3
5
3 0,1
[67]
)
)
3}
o 0,01
4o]
oe
0,001
0,0001 %
0,00001

20 24 Tempo (h)
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Figura 3: Bacillus subtilis exposto ao oxido de etileno a umi-

dade relativa abaixo de 33 %.
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5. Residuo dos Gases

a. Oxido de Etileno e Seus Derivados

Um inconveniente serio da esterilizacao com oxido de eti -
leno e brometo de metila é o tempo necessario para a dissipa -
cao do residuo do gas absorvido nos alimentos. A eliminagao
do residuo é uma funcao do vacuo e da temperatura. Baseado em
literatura e experiencia pessoal de diversos pepquisadores foi
estabelecido que aeracao por 24 horas a temperatura ambiente e
satisfatdria geralmente, PERKINS (1969). O residuo desse gas

é considerado aditivo pelo U.S. Department of Health, Education
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and Welfare - Food and Drug Administration (1969), sendo o seu
uso permitido por esse Departamento quer puro quer em mistura
com gas carbonico ou diclorodifluorometano.

0 limite residual maximo do gas em alimentos & de 50 ppm
apos a esterilizacdo. Os produtos tratados com o gas nao devem
conter cloretos, devido a possivel formacao de etileno cloridri
na, que nio e eliminada rapidamente por aeracdo, e € toxica.

Na Inglaterra foi sugerido pelo The British Industrial Asso-
ciation o limite de 300 ppm de etileno cloridrina para condi -
mentos, W.H.0. (1872).

SAIR (1972) patenteou um processo de esterilizagao de condi-
mentos que nao formava grande quantidade de etileno glicol e
etileno cloridrina. O processo consiste em tratar o condimento
com pequena quantidade de oxido de etileno e a seguir com Oxi-
do de propileno. Apesar do gas oxido de propileno formar resi-
duo de propileno glicol e propileno cloridrina, nao consiste
problema pois estes s3o menos toxicos que os residuos formados
pelo oxido de etileno. 0 uso de oxido de etileno e oOxido de
propileno €& permitido nos Estados Unidos pelo Food and Drug Ad-
ministration para esterilizar pimenta negra inteira, mas nao
moida.

Na tabela 6 6 dado o residuo de etileno cloridrina dos tra -
tamentos feitos por Sair, no qual pode-se verificar a grande di
ferenca de residuo em condimentos inteiros e moidos, quando
submetidos a tratamento de 0,75 oz/ft° de &xido de etileno por

4 horas.
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Tabela 6: Residuos de etileno cloridrina

Condimento Concentragao de etileno cloridrina

. . ppm -

inteilro mo1ido
Noz moscada 70 196
Oregano 450 1.000
Pimenta vermelha 950 1.800
Pimenta do reino preta 532 1.u480

SCUDAMORE e HEUSER (1971) estudaram o residuo de 6xido de etile
no, etileno cloridrina e etileno bromidrina em farinha e outros
alimentos. Usaram concentragao de 800 mg/l durante 6 horas para es
terilizacdo e de 21 mg/l por 24 horas para fumigagdo. As analises
de residuos foram feitas depois de 1 hora e de 365 dias em alimen
tos armazenados, embalados ou nao. Observaram que quando a quanti-
dade de 6xido de etileno absorvido é grande pode-se formar resi-
duo de etileno cloridrina e etileno bromidrina durante a estoca-
gem até que o pH do alimento se eleve a um nivel que iniba a rea -
cao. Esse valor estabelecido por Wesley e outros € de pH 8,5 mas,
nos experimentos feitos por Scudamore e Heuser o pH nao aumentou
ate esse nivel.

A velocidade de difusdo do residuo apos a esterilizagao e a fu
migagdo € maior em produtos livremente aerados do que embalados.

Os autores também estudaram o residuo de etileno glicol, que &
muito mais dificil de ser eliminado, mas muito menos toxico. A

seguir é dada da tabela 7 relacionando os residuos com os tratamen

tos.
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b. Brometo de Metila e Seus Derivados

F estabelecido pelo U.S. Department of Health, Education and
Welfare - Food and Drug Administration (1966) gque € permitido o
residuo de 400 ppm de brometo inorganico, como aditivo, resul-
tante da fumigacao de ovo desidratado e condimentos. LAUG (19u41)
estudou algumas condicdes de fumigagao para verificar a quanti-
dade de residuo que poder-se-ia formar. A concentracdo de  gas
usada foi de 6,3 e 0,767 % por 24 horas de &xposigao. Os resi -
duos foram determinados imediatamente apos o tratamento e depois
de 1, 24 e 48 horas e notou que o residuo volatil era elimina-
do rapidamente da mostra e gue o residuo ndo volatil permanecia
relativamente constante, aumentando em alguns casos.

A tabela 8 mostra a relacao da eliminacao dos residuos com o
tempo.

T abela 8: Concentracao em ppm de brometo em alimentos devois de

24 e 48 horas, quando tratados com 6,3 % de brometo de

metila.

Alimento Microgramas de gzometo por grama depois
_24 horas _ _48 horas .

volatil nao volatil volatil nao volatil
Grao de trigo 34 111 19 139
Grao de trigo moido 71 340 75 313
Farinha branqueada 3,4 408 1,6 411
Germe de trigo 5,5 264 1,5 308
Farinha de milho 55 716 71 718
Leite em po desnatado 1,2 60 tracos cee

Queijo italiano ralado 0 4,090 ce

Queijo americano ralado 3,3 “ee 1,8 3.472
Amendoa inteira 9,0 17 20 146

Amendoa moida 110 372 31 381
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Nozes 59 2.825 13 2.740
Damasco 11 70 6,0 68
Passgas 8,0 10 8,0 16
Repolho fresco cortado 2,3 68 Tragos By

ROEHM e colaboradores (19u4l) fizeram estudos de residuos em
cereal tratado com brometo de metila, usando concentragao de

2 Lb/1.000 ft°

, temperatura de 27 9C e 24 horas de exposigao.
Na tabela 9 estd3o os resultados dos residuos apos 168 horas
de aeragao.

Tabela 9: Residuos na farinha de trigo integral apds fumigagao

~ B r o m e t o
Horas de aeracgao

Total % Inorganico % Organico %

0,5 0,0299 0,0178 0,0121
4 0,024y 0,0183 0,0061
24 0,0213 0,0187 0,0016
L8 0,0210 0,0199 0,0011
96 00,0202 0,0186 0,0006
168 0,0199 0,0197 0,0002
controle 00,0003 00,0004 0,0002

nao fumigado

Esses pesquisadores estudaram tambem o residuo em funcgao da
umidade relativa e concluiram que, com tratamento a 30 % de umi
dade relativa, o brometo de metila absorvido & liberado facil -
mente do alimento, mas quando o tratamento € feito a 70 % de
umidade relativa o gas e hidrolisado e permanece na maior parte
como residuo de brometo inorganico.

A Manufacturing Chemists Association (1968) cita o limite ma-

ximo permitido de 20 ppm de brometo de metila no ar, durante 8



horas de trabalho por dia, e que concentracao de 100 ppm por

horas pode produzir envenenamento.
Para o oxido de etileno cita o limite maximo de 50 ppm para

8 horas de trabalho. (1.971)

23
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

a. Amostra Utilizada

0 condimento usado foi pimenta do reino preta em grao que

é o fruto da Piper nigrum colhido antes da maturacao e dessecado.

Bsse« condimento foli escolhido para o trabalho por ser em geral
dos mais altamente contaminados. A amostra foi obtida na Frigo -
bras S.A. (Sao Paulo).

t» b. Meios de Cultura

Os meios de cultura usados foram Glicose-Triptona-Agar e
Glicose-Triptona-Extrato-de-Levedura-Agar, preparados com os in -
gredientes obtidos da Difco Laboratories Inc., USA.

c. Equipamentos

(1) Contador de colonias, Erma

(2) Incubador -~ Fanem - modelo 095/1

(3) Autoclave - Luferco - modelo Steril Matic
(4) Bomba a vacuo - Millipore Inc.

(5) Balancas Metler P-1200 e H-35

(6) Agitador Rotatorio - New Brunswick - modélo V

(7) Liquidificador "Waring Blendor" com copo de ago
inoxidavel
(8) Camara de esterilizacao

Para trabalhar com pequenas quantidades de amostra e de gas
foi construida uma camara de aco de 1,2 litros nas Oficinas da

Unicamp.
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Nessa camara foi instalado um vacuo-manometro de 30 in. a 30 1b/in?
para o controle da concentracao de gas. A reposigao de ar por
gases esterilizantes era feita por meio de dois registros insta-
lados na camara (figura 4).

Figura 4: Camara de esterilizacgao

OBS: 1 Copo com solugdo de dcido sulfurico para
controle da Umidade Relativa.
2 Copo com amostra de pimenta a ser esteri

lizada.
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d. Material de uso comum em laboratorios

Pipetas, provetas, dessecadores, placas de Petri, etc.

e. Gases Usados

0 oxido de etileno usado, conhecido comercialmente por
Carbetil foi adquirido da "Oxigenio do Brasil S.A." e consiste de
uma mistura de 10 % de oxido de etileno e 90 % de gas carbonico.
0 brometo de metila usado, foi o conhécido comercialmente por
"Formicida Blenco", adquirido da "The Dow Chemical Co." consis -
tindo de mistura de 98 % de brometo de metila e 2 % de cloropicri
na.

3.2 Métodos

a. Preparo da Amostra

Foi determinada a umidade inicial da amostra pelo método
A.0.A.C. (1965). Em seguida foram pesadas amostras de aproximada-
mente 5 gramas, sendo depois estas colocadas em dessecadores com
umidade relativa de 30, 50 e 70 %, para determinar absorcao ou
dessorcao da pimenta. Diariamente era verificada a variagdo de
peso. Para controle da umidade relativa dos dessecadores e da ca
mara no momento da esterilizacdo, foi usada solugdo de acido sul
furico de acordo com WILSON (1921) cuja pressao de vapor foi re -
gulada para que se mantivesse a umidade relativa em valores pre -
estabelecidos. As amostras foram pré—condicionadas colocando-se
as mesmas nos dessecadores a 30, 50 e 70 % de umidade relativa
por cerca de 17 horas antes da esterilizagao, tempo necessario
para que a umidade da pimenta entre em equilibrio com a umidade da

atmosfera do dessecador.
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b. Ciclo de Esterilizacao

0 ciclo consistiu em se fazer vacuo até o valor desejado
para o controle da concentragao de gés e para que ocoreesse a
difusdo do mesmo no alimento. Em seguida, o gas era injetado na
camara até se obter uma press3ao que era variavel com a concentra
cio desejada de gads. O cidlculo da concentragdo de 6xido de eti-
leno foi feito usando se a lei de estado dos gases ideais,
MOORE (1968), mas podem ser usados os pesos especificos e as
tabelas fornecidas pela "L'Air Liquide e Union Carbide Co.", co
mo pode ser visto pelas figuras 5 e 6. A concentracao de brometo
de metila foi calculada pelo peso especifico e controlada pelo
vacuo feito na camara de esterilizaééo.

Para os testes, foram feitos tratamentos da pimenta com
oxido de etileno e brometo de metila, separadamente ou em mistu-

ra. O tempo de tratamento variou de 4 a 17 horas.

Figura 5: Relagdo pressaoxconcentragao de 0.E. a 54 ¢C

Presség
kg/cm

,4-

0 : - . , -
250 500 750 1000  mg/l (0.E.)

"Mistura de 10 % de 6xido de etileno e
90 % de gas carbonico"
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Figura 6: Concentragao de Oxido de Etileno (mg/l), usando
"Linde Gases" da Union Carbide a 100 9F e 130 9F.

PSIG ATM. ABS.
33,0
29,44 13 3,0
22,01 = 2,5
14,7 2,0

7,3 ] 1,5

13
O A ' A i A i e i I l,o
40O 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

miligramas por litro de Oxido de Etileno
(ongas por 1.000 cu.ft.)
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[ﬁ; - Oxyfume 20 (20 % O.E. - 80 % Co,)
] - oxyfume 12 (12 % 0O.E. - 88 % UCON)
<> - Oxyfume 30 (30 % O.E. - 70 % COQ)
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g. Método Microbiologico

A pimenta preta foi tratada na camara em porgoes de 11 gra -
mas para facilitar a diluigao durante a contagem microbiologica.
ApOs a esterilizagao a pimenta'era transferida da camara para um
frasco Erlenmeyer de 250 ml, com 99 ml de agua esterilizada sen-
do este colocado no agitador por 10 minutos para a liberacao das
bactérias. Foram feitas diluigoes de 10-1 a 10—8 que eram a
seguir inoculadas em meios de contagem total e de termofilicos
aerobicos de acdordo com o metodo descrito por SHARF (1966). As
placas foram incubadas a 32 °C e 55 ©C por 48 horas, para conta-
gem total e de termofilicos aerobicos respectivamente.

Para verificar o poder de penetracao dos gases, foram fei -

tos testes triturando-se as amostras em liquidificador "Waring

Blendor", apos alguns tratamentos com os gases.
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4. RESULTADOS

1. Umidade de Equilibrio em Relacao a Umidade Relativa e a

Temperatura da Atmosfera.

As figuras 7 e 8 mostram a absorgao e dessorgao da agua na
pimenta preta em grao armazenada a diferentes temperaturas e umi
dades relativas. Observou-se que a 32 9C as umidades da pimenta
de 12,76 e 12,32 % entravam em equilibrio com a atmosfera de umi
dade relativa de 70 e 50 %, respectivamente. Sendo a pimenta
colocada em atmosfera de 30 % de umidade relativa a 32 °C veri -
ficou-se o equilibrio com a &tmosfera quando o teor de umidade
atingiu 12,03 %.

A 55 ©C houve dessorgao de agua das amostras. As umidades da

pimenta que entravam em equilibrio a 30, 50 e 70 % de umidade re

lativa foram de 6,16 - 6,29 - 6,42 %, respectivamente.

rh"",'-s-,,__
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Figura 7: Umidade de equilibrio da pimenta a 32 °C.
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2. Contagem Inicial do Nimero de Bactérias

A concentracao total de microrganismos determinada na pimenta
preta em grao foi de l+,2xlO6 por grama quando se contou apenas
os da superficie e l,OxlO7 por grama quando a contagem foi fei-
ta triturando o produto em liquidificador. A contagem de bacté -

rias termofilicas foi de S,J.xlO5

e 2,6x105 por grama para pimen-
ta triturada e ndo triturada, respectivamente.

Tabela 10: Concentracao inicial de microrganismos da superficie

e do interior da pimenta preta.

Tratamento Contagem Total Contagem de Termofilicos
a 32 °C a 55 ¢oC

Moido 10.500.000 510.000

Sem moer 4.200.000 260.000

3. Tratamento com Oxido de Etileno

Os resultados -“a pimenta preta em grao tratada com oxido de
etileno a 32 9C, durante diferentes tempos estao apresentados na
tabela 11. Esses resultados mostram que os tratamentos de 4, 8
e 17 horas com concentragao de 360 mg/l do gas, produziu redugao
da ordem de 70 % em relagdo a contagem inicial para qualquer
umidade relativa testada. O mesmo tratamento conduzido a 55 9C
reduziu o nuimero de bactérias para cerca de 400 vezes menos,
quando tratados com umidade relativa de 50 ou 70 % e cerca de
150 vezes quando tratados com 30 % de umidade relativa. Com res
peito s bactérias termofilicas foi constatado que o tratamento

de 17 horas em concentragao de 360 mg/l de oxido de etileno, a
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55 9C e sob umidade relativa de 50 ou 70 %, foi totalmente eficaz
na destruigao das bacterias, nao se conseguindo nenhum sobrevi -
vente.

Tabela 11: Efeito da variacao do tempo de tratamento com oxido de

etileno a 32 9C na esterilizagao da pimenta preta.

Tratamento Conc. Tempo de Pressao Contagem Congagem

numero mg/1l trat?. final total termofilicos
horas 1b/pol ne/g n?/g

1 360 4 (A) 186 1.300.000 46.000

(B) 18 1.360.000 8.000

(C) 17 1.040.000 11.500

2 360 8 (A) 10 1.030.000 136.000

(B) 13 1.130.000 116.000

(C) 13 1.070.000 60.000

360 17 (A) 4 760.000 130.000

(B) 1.150.000 300.000

(cy 7 975.000 310.000

360 17 (A) 10 330.000 30.000

(B) 13 13.000 0

(C) 10 10.000 0

OBS: Tratamentos (A), (B) e (C) feitos a 30, 50 e 70 % de umi -
dade relativa, respectivamente.
* Tratamento a 55 @C
Tratamentos 1, 2, 3 e 4 feitos com 20 polegadas de vacuo a

20 1b/pol?.
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4. Tratamento com Brometo de Metila

Os resultados da tabela 12 a seguir, dos tratamentos com brome-
to de metila a 32 9C, com 2.540 mg/l do gas por 8 horas, consegue-
se reduzir o numero total de microrganismos para 200 vezes menos
em umidade relativa de 30 %. Com umidade relativa de 50 % a redu-
gao foi para aproximadamente 500 vezes menos. O mesmo tratamento
conduzido a 70 % eliminou quase completamente as bactérias, obten
do-se apenas 75 microrganismos mesofilicos por grama e nenhum ter-
mofilico.

0 tratamento de 17 horas proporcicnou redugao do numero total
de bactérias para aproximadamente 1.400 vezes menos a 30 % de
umidade relativa sendo que a 50 e 70 % a contagem foi nula.

Tabela 12: Efeito da variagao do tempo de tratamento com brometo

de metila a 32 9C na esterilizacao da pimenta preta.

Tratamento conc. Tempo de Pressao Contagem Congagem
numero mg/1l trat?. final total termofilicos
horas 1b/pol n®/g ne/g

1 2.540 8 (A) 1 22.500 8.150

(B) 1 8.500 3.450

(C) 1 75 0

2 2.540 17 (A) 1 3.000 260

(B) 1 0 0

(C) 1 0 0

OBS: (A), (B) e (C) Tratamentos feitos a 30, 50 e 70 % de umi
dade relativa, respectivamente.
Tratamentos 1 e 2 feitos com 20 polegadas de vacuo a

2 1b/pol’.
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5. Tratamento com Mistura de Oxido de Etileno e Brometo de Metila

Os resultados da pimenta preta tratada a 32 e 55 9C com oxido
de etileno e brometo de metila estao apresentados na tabela 13. O
tratamento conduzido por 4 horas de exposigao com mistura de
1.080 mg/l de brometo de metila e 140 mg/l de oxido de etileno re
duziu para cerca de 75 vézes menos, a quantidade inicial de micror
ganismos a 30 % de umidade relativa. A eficiencia na redugao do
numero de microrganismos a 50 % de umidade relativa foi cerca de
46 vezes menos e 350 vezes menos a 70 % de umidade relativa.

0 tratamento por 4 horas com o débro da concentragao de brometo
de metila e 370 mg/l de Oxido de etileno, mostrou-se bastante efi
ciente, sendo nula a contagem de termofilicos. Em 70 % de umidade
relativa a eficiéncia dos gases foi maior do que a 30 e 50 %, ten-
do reduzido o numero inicial para aproximadamente 4.000 vezes me -
nos.

0 tratamento anterior conduzido por 8 horas de exposigao, foi
muito eficiente nao se conseguindo contagem de termofilicos a 30,
50 e 70 % de umidade relativa e obtendo-se eliminagdo de cérca de
99,39 % na contagem total dos microrganismos. O aumento de tempo
para 17 horas com reducdo de brometo de metila para 540 mg/l e de
oxido de etileno para 58 mg/l, mostrou-se bastante interessante
do ponto de vista pratico pois com baixas concentragoes dos gases
foi grande a eliminagao de microrganismos da ordem de 2.800, 7.000
e 4.000 vézes menos que o numero inicial, respectivamente.para 30,
50 e 70 % de umidade relativa. O tratamento com 0 dobro das con -
centragoes dos gases mostrou-se ainda mais eficiente, nao se obten

do contagem de termofilicos a 30, 50 e 70 % de umidade relativa.
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Com tratamento a 70 % de umidade relativa, obteve-se contagem nu-
la de bacterias mesofilicas. Em umidades relativas de 30 e 50 %
as contagens foram 105 e 30 bactérias por grama, respectivamente.
Esse mesmo tratamento conduzido a 55 9C nao apresentou contagem
de termofIlicos a 50 e 70 % de umidade relativa, mas a 30 % a
redugao foi para aproximadamente 100 vézes menos que O numero
inicial. A contagem total foi decrescente com o aumento da umida-
de relativa reduzindo para 800, 28.000 e 420.000 vézes menos em

30, 50 e 70 % de umidade relativa, respectivamente.
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Tabela 13: Efeito da combinagdao de oxido de etileno e brometo de

metila na esterilizagao da pimenta preta.

Trat?. Conc. mg/l Tempo de Pressaoc Contagem Contagem
n?. Brom.Met. Ox.Etil. Trat?. final Total Termofilicos
horas 1b/pol? n?/g ne/g
1 1.080 140 4 (A) 8 58.000 60
(B 7 114.000 60
(C) 8 12.000 0
2 2.100 370 Y (A) 11 16.000 0
(B) 10 2.300 0
(c) 12 1.080 0
3 2.100 370 8 (A) 10 650 0
(B) 12 60 0
(C) 12 30 0
Y 540 58 17 (A) 4 1.500 600
(B) 4 600 250
(c) 3 1.070 30
5 1.080 140 17 (A) 8 105 0
(B) 7 30 0
(c) 8 0 0
s« O 1.080 140 17 (A) 6 5.200 2.500
(B) 8 150 0
(C) 4 10 0
Tratamentos:
1, 5 e 6 - Brometo de metila de 10 % 0 pol. de vacuo .e oxido de

2 e 3 -

y -

(A), (B) e (C)

*

etileno de 0 a 10 1lb/pol . .
Brometo de metila de 20 a O pol. de vacuo e oxido de
etileno de 0 a 20 1b/pol? .

Brometo de metila de 5 a O pol. de vacuo e oxido de
etileno de 0 a 5 lb/pol2

Feitos a 30, 50 e 70 % de umidade relativa, respecti
vamente.
Feito a 55 9C.
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6. Efeito da proporgao dos gases na esterilizacgao

A tabela 14, mostra os resultados da variagdo da proporgao dos
gases no tratamento da pimenta preta com 8 e 17 horas de exposigao
a 32 9C. Com 8 horas de exposigao nas proporgoes de brometo de me-
tila e Oxido de etileno de aproximadamente 1:1, 3:1, 6:1, respec -
tivamente, houve aumento da eficiencia do tratamento com o aumento
da proporgdao de brometo de metila. Com proporgao de aproximadamen-
te 1:6 ou seja 370 mg/l de Sxido de etileno e 2.100 mg/l de brome-
to de metila, ndao se conseguiu obter contagem de termofilicos nas
umidades relativaa usadas. A contagem total sofreu redugao com O
aumento da umidade relativa, tendo se obtido eliminagdo de cerca
de 99,99 % do numero de microrganismos para as umidades relativas
usadas.

Com o tratamento de 17 horas de exposigao e proporgoes de
aproximadamente 3:1, u4:1 e 10:1, de brometo de metila e oxido de
etileno, respectivamente, mostraram-se com eficiencia pratica maior
a medida que aumentava a proporgao dos gases para 10:1, independen-
temente da concentragao.

0 tratamento com 540 mg/l de brometo de metila e 58 mg/l de oxi-
do de etileno apresentou reducao de 99,98 % do numero de microrga-
nismos para as umidades relativas de 30, 50 e 70 %.

O0s tratamentos com proporgoes de 3:1 e uL:1l, mostraram-se bastan-
te eficientes a 70 % de umidade relativa, pois nao apresentaram
contagem de termofilicos nessa umidade relativa e a redugao do na -
mero total de microrganismos foi de 99,999 %.

As umidades relativas de 30 e 50 % a destruicdo de microrganis-
mos totais foi de 99,9 % e de microrganismos termofilicos de 98,7 %

portanto menos eficiente que no caso de 70 % de umidade relativa
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Tabela 14: Efeito da variacdo da proporgao de brometo de metila

com oxido de etileno na esterilizagao.

Trat®. Conc. mg/l Tempo de Pressao Contagem Contagem
n®. Brom.Met. Ox.Etil. Trat?. final Total Termofilicos
horas 1b/pol2 no/g ne/g
1 540 458 8 (A) 16 13.200 3.200
(B) 17 11.100 4.200
(C) 15 5.600 5.800
2 1.080 428 8 (A) 13 9.500 6.900
(B) 17 1.400 640
(C) 15 34,000 8.600
3 2.100 370 8 (A) 10 650 0
(B) 12 60 0
(C) 12 30 0
Y 540 58 17 (A) 4 1.500 600
(B) 4 600 250
(C) 3 1.070 30
5 1.080 428 17 (A) 15 6.300 3.400
(B) 10 5.200 2.100
(C) © 35 0
6 1.600 406 17 (A) 10 6.900 3.400
(B) 8 4.200 1.800
(C) 5 20 0
Tratamentos:
1 Brometo de metila de 20 _a 15 pol. de vécug e oOxido de
etileno de 15 pol. de vacuo ate 20 1lb/pol
2 e 5 qumeto de metila de 20 _a 10 pol. de vacug e Oxido de
etileno de 10 pol. de vacuo ate 20 1b/pol
3 Brometo de metila de 20 a O pol. _de vacuo e oxido de
etileno de O pol. atée 20 lb/pol2
L Brometo de metila de 5 pol. de vacuo a O e oxido de eti-
leno de 0 a 5 lb/pol2
6 Brometo de metila de 20 _a 5 pol. de vacuo e Oxido de

etileno de 5 pol. de vacuo ate 20 1b/pol?

(A), (BY, (C) Feitos a 30, 50 e 70 % de umidade relativa, respec-
tivamente.
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7. Capacidade de penetragao dos gases juntos e separados

Pela contagem inicial de bactérias feita sem e com trituragao
em liquidificador, notou-se que cerca de 50 % das mesmas nao
eram facilmente removiveis (ver tabela 10). Muito provavelmente
grande parte das bactérias estd3o na parte interna dos graos. Pa-
ra verificar a possibilidade de nao haver penetragao suficiente
dos gases que inativavam as bactéerias no interior dos graos, fo-
ram feitos experimentos fazendo-se contagem de bacterias sobrevi-
ventes naqueles dois casos. (tabela 15).

Os resultados mostraram que nos tratamentos com oxido de eti -
leno e brometo de metila isolados, havia tendencia para destruir
mais as celulas da superficie do que as do interior, e com os ga-
ses misturados, as bactérias eram igualmente destruidas, quer do

. . -« .
interior quer da superficie.
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Tabela 15: Efeito dos gases sobre bactérias internas e de su-

perficie da pimenta.

Trat?. Conc. mg/l Tempo Pressao Contagem Contagem
n? Brom.Met. Ox.Et. de Trat? final 2 total termofilicos
horas 1b/pol ne/g ne/g
1 2.540 - 17 a) 1 260.000 2.800
(B 1 400.000 48.000
(c) 1 0 0
2 2.540 - 17 (A) 1 52.000 0
(B 1 22.000 0
(c)y 1 0 0
3 - 360 17 (A) 12 2.400.000 2.200.000

(B) 12 2.500.000 2.320.000
(C) 12 3.400.000 2.320.000

y - 360 17 (A) 12 1.800.000 560.000
(B) 12 2.000.000 750.000
(C) 12 2.200.000 760.000
5 2.100 370 17 (A) 13 74.000 0
(B) 15 300 0
(C) 15 600 0
6 2.100 370 17 (A) 13 3.500 200
(B) 15 900 0]
(C) 15 450 0
Tratamentos:
2, 4 e 6 - A amostra de pimenta foi somente homogeneizada.
1, 3 e 5 - A amostra de pimenta fol triturada em liquidificador

(A), (B) e (C) - Feitos a 30, 50 e 70 % de umidade relativa, res-

pectivamente.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

1. Umidade de Equilibrio do Alimento

A umidade de equilibrio do alimento depende de alguns fatores
tais como tamanho da camara, temperatura, umidade relativa, es -
trutura, composicdo e umidade total inicial, necessitando um es-
tudo previo das melhores condigdes para cada caso de esteriliza-
gao.

Para fins praticos, acondicionamento de 17 horas €& suficien-
te para o alimento entrar em equilibrio com certo teor de &gua
para facilitar a esterilizagdo. Apds esse periodo a absorgao ou
a dessorcao sao bem menores e podem ser verificadas pelas figu -
ras 7 e 8.

2. Contagem Inicial do Numero de Bactérias

Verificou-se que cerca de metade do numero de bactérias na
pimenta preta se encontra na parte interna dos graos sendo libe-
radas quando se faz a trituragao para a contagem. O 6xido de eti
leno tem poder de penetragao bastante limitado o que consiste em
problema para as industrias que esterilizam condimentos nos Esta
dos Unidos, pois nesse pals s& & permitido o uso do gas na este-
rilizagdo da pimenta inteira (SAIR 1972).

0 problema poderia ser resolvido com o uso de mistura adequa-
da de gases que aumentasse a penetragac para assim conseguir a
eliminagdo das bactérias do interior dos graos.

3. Tratamento com Oxido de Etileno

0 tratamento com 6xido de etileno para esterilizagao, usando
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o gis "Carbetil" da " Oxigenio do Brasil S.A.", que contém 90 % de
gas carbonico e 10 % de 6xido de etileno, permite utilizar concen-
tragdo de 6xido de etileno de 360 mg/l quando se faz vacuo de
20 polegadas em uma camara de esterilizagao, substituindo o ar re-
tirado com a mistura até pressao de 20 lb/polz. 0 gas carbonico
& bacteriostatico e & usado para varios fins em alimentos nao ten-
do qualquer efeito nocivo sobre a pimenta, nem sobre a esteriliza-
gao.

Embora essa mistura de gases seja usada para esterilizagao de
instrumentos sirurgicos, nessa concentragao & ineficiente para a
esterilizacao da pimenta preta em grao. Tratamento prolongado de
17 horas em ambiente de umidade relativa de 50 % ou mais, permite
reduzir o numero de bactérias de aproximadamente 70 %, o que nao
& suficiente na pratica de esterilizagao da pimenta. A concentra -
cao maxima admissivel de bactérias na pimenta apés o tratamento é
de 10.000 germes por grama para fins praticos (SAIR 1972), o que
nio seria conseguido quando se tivesse uma concentragao inicial de
mais de 1.000.000 bacterias por grama.

Normalmente se deveria usar concentragao acima de 800 mg/l de
Sxido de etileno para a esterilizagao de condimentos, e em equipa-
mento especial devido a alta pressao necessaria para a obtengao
dessa concentragao, quando © gds aplicado € o "Carbetil", ver fi -
guras S e 6.

0 tratamento com o6xido de etileno a 55 9C foi mais eficiente do
que a 32 9C e os resultados estio de acordo com a orientagao dada
por PERKINS (1969) que aconselha temperatura de 49 a 60 9C para a

esterilizagao.
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Com o aumento do periodo de exposigao, de 4 para 17 horas nao
se conseguiu aumentar muito a eficiéncia da esterilizagao, devido
3 baixa concentragao de oxido de etileno usada. Esses resultados
estio de acordo com os de GILBERT e colaboradores (1964).

4. Tratamento com Brometo de Metila

0 tratamento com brometo de metila usando "Formicida Blenco" da
"The Dow Chemical Co." que contém 98 % de brometo de metila e 2 %
de cloropicrina, permite destruir bactérias da pimenta preta usan -
do se concentragao aproximadamente 50 vezes maior que a da concen -
tragdo usada para fumigagao. Essa mistura é usada normalmente em
fumigagdo de alimentos, em concentragées variando de 10 a 50 mg/1l,
nio tendo qualquer efeito nocivo sobre a pimenta preta (MONRO 1962).

A concentragao usada para se conseguir esterilizagdo e bastante
alta, nao sendo aconselhdvel o seu uso na pratica devido a grande
quantidade que poderia permanecer no alimento como residuo.

5. Tratamento com Mistura de Oxido de Etileno e Brometo de Metila

Para testar o efeito sinergistico dos gases, foram usadas con -
centragbes variando de 540 a 2.100 mg/l de brometo de metila e 58
a 458 mg/l de oxido de etileno. Houve queda de pressao na camara
apos 4, 8 e 17 horas de tratamento, mostrando a diminuigao da
concentragao dos gases O que & devido principalmente a absorgao,
adsorgao e polimerizagao do oxido de etileno, assim como a vaza -
mento ocorrido na propria camara de esterilizagao. No presente tra
balho procurou-se relacionar apenas o efeito bactericida dos gases
na destruigao dos microrganismos, necessitando estudos posteriores

a verificagido da influencia daqueles fatores na esterilizagao,
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assim como a analise dos residuos formados em cada tratamento.

Nas concentracoes usadas, com o aumento da umidade relativa de
30 para 70 % houve tendéncia para eliminagdao de maior quantidade
de microrganismos, O que esta de acordo com o trabalho de Perkins
e Lloyd. 0 aumento do tempo de 4 para 17 horas quando se usava a
mesma concentracao de gas melhorava bastante a eficiencia na este
rilizagao.

0 efeito sinergistico ¢ observado quando se compara o tratamen-
to 3 da tabela 11 com o tratamento 4 da tabela 14, onde por redu -
gao da quantidade de dxido de etileno, se conseguiu eliminar qua-
se totalmente as bacterias da amostra.

Esse efeito também pode ser observado para o brometo de metila
quando se compara o tratamento 2 da tabela 12 com o tratamento
4 da tabela 14, no qual usando se aproximadamente a quinta parte
da concentracao de brometo de metila com apenas 58 mg/l de oxido
de etileno, se conseguiu efeito praticamente equivalente.

0 aumento de temperatura para 55 9C nao melhora muito a efi -
ciéncia da esterilizacdo quando comparado com tratamento nas mes-
mas condigdes a 32 9C. Isso se deve provavelmente a alta secagem
que ocorre na pimenta durante o acondicionamento a alta temperatu
ra. Por isso e aconselhavel o uso da temperatura de 55 eC para
a esterilizagdo, porém com acondicionamento em temperatura infe -
rior.

6. Efeito da Proporcio dos Gases na Esterilizagao

A proporgao de mistura de gas demonstrou ser outro fator impor-
tante na esterilizagao com tratamento de 8 e 17 horas de exposigao

a 32 e 55 9C. A proporgao crescente de 1l:1 até 1:10 de Oxido de
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etileno e brometo de metila, aumentou proporcionalmente a efi -
ciéncia da esterilizagdo. Com baixa concentragao, mas na propor
gao de 1:10, a eficiéncia dos gases e grande mesmo quando se com-
para com aproximadamente o quadruplo da concentragao dos dois
gases, mas em proporgoes diferentes.

0 brometo de metila tem poder bactericida dez vézes menor que
o 60xido de etileno de acordo com PHILLIPS citado por HUGO (1971)
mas devido ao seu alto poder de penetragao quando é usado em mis-
tura com 6xido de etileno aumenta muito a eficiencia do tratamen-
to, devido a um efeito sinergistico, obtendo-se bons resultados
finais na destruigdo de bactérias.

7. Residuos

Devido a baixa umidade e a inexistencia de qualquer composto
clorado na pimenta, os residuos de etileno glicol e etileno clo-
ridrina, sdo insignificantes, podendo porem permanecer relativa-
mente alta porcentagem de etileno bromidrina, devido ao uso de
brometo de metila. Embora ocorra a possibilidade de formagao des
ses residuos, eles sao facilmente eliminados por aeragao, mas
mesmo assim ha necessidade de sua determinagao em estudos poste-
riores.

Quando se considera a pimenta negra como "alimento'", mesmo
assim o residuo pode ser considerado insignificante, pois o seu
consumo e minimo. Muito diferente porem seria o caso de farinha
ou outro alimento comum em regime alimentar humano didria e con-
sumido em grande quantidade.

De acordo com FURIA (1968) a concentragao de pimenta preta que

normalmente & usada em embutidos de carne, é da ordem de 0,1 a 0,3 %

o que torna insignificante o teor de residuo no produto final.
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6. CONCLUSOES

0 Sxido de etileno comercial em mistura com gas carbonico €

muito dificil de ser usado sozinho na esterilizagao de condi-

mentos. A concentragao de 360 mg/l na camara, conseguida pela

retirada do ar com vacuo de 20 polegadas e adigao da mistura

ate 20 lb/polQ, nao e suficiente para proporcionar "esterili -~

zagao comercial" da pimenta preta em grao.

0 brometo de metila é um agente eficiente na destruigao de

bactérias quando usado na concentragao de 2.540 mg/l.

A temperatura de 55 9C tem efeito mais pronunciado do que a

32 9C na esterilizagao.

A mistura de brometo de metila e 6xido de etileno tem maior

efeito letal sobre as bactérias contaminantes do produto ali-

menticio do que os gases isoladamente.

A umidade relativa de 50 % ou mais aumenta a eficiencia na

esterilizacao do condimento pelos gases usados.

A melhor proporg¢ao da mistura de gases para a destruigao de

bactérias é de pelo menos 10 partes de brometo de metila para

1 de oxido de etileno.

0 tratamento da pimenta preta com 540 mg/l de brometo de meti

la e 58 mg/l de Oxido de etileno por 17 horas, mostrou ser

o mais eficiente.

Na esterilizagdo da pimenta do reino preta deve ser levado em
0

consideragdao que aproximadamente 50 % dos microrganismos con-

taminantes podem se encontrar na parte interna dos graos.
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