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RESUMO

O forno de microondas vem sendo utilizado com
frequéncia crescente no descongelamento e preparacao de
refeigdes no dmbito doméstico bem como em centros de saude
e estabelecimentos comerciais , sendo a rapidez do processo

um dos atributos mais apreciados.

Por esta caracteristica, foi conduzido um numero
significativo de pesquisas no campo da Microbiologia,
visando obter informagdes a respeito da resposta dos

microrganismos & agdo das microondas.

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito das
microondas sobre células vegetativas de Escherichia coli e
esporos de Bacillus cereus e Clostridium sporogenes PA 3679

em scpa constituida de vegetais, margarina e ovos.

As condigdes de trabalho no laboratério foram
semelhantes as da operagdo de um forno de microondas

donméstico.
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Amostras de sopa previamente esterilizadas foram
inoculadas individualmente com cada um dos microrganismos
citados nos niveis de 2 log UFC/ml ( unidades formadoras de
coldénias/ml), 4 log UFC/ml e 6 log UFC/ml e, a seguir,
colocadas no centro do prato giratério do forno de
microondas e aquecidas em poténcia alta por diferentes
periodos de tempo. A intervalos de um minuto foram retiradas
amostras para determinar a temperatura alcang¢ada pela sopa
e avaliar o nuimero de microrganismos sobreviventes por

inoculagdo em placa nos meios convenientes.

A inativagao total de E. coli foi observada apés 3
minutos de aquecimento seguido de 3 minutos de tempo de
espera. Populagdes de esporos de B. cereus da ordem de 2,1
log UFC/ml foram inativadas apés 4 minutos de aquecimento
seguido de 4 minutos de tempo de espera. Para populagdes da
ordem de 4,1 log UFC/ml e 6,2 log UFC/ml, a inativagdo de
esporos ocorreu apés 5 minutos e 6 minutos de aquecimento
seguido de 4 minutos de tempo de espera, respectivamente.
Populagdes de C. sporogenes, nos trés niveis de inoculagéo,
ndo apresentaram evidéncias de injuria apés 10 minutos de

agquecimento.
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SUMMARY

The microwave oven is being increasingly used to
defrost and reheat prepared meals for domestic consumption
as well as in hospitals and commercial establishments,
primarily because of the speed of operation.
Due to the widespread usage of microwave ovens, much
research has been conducted in the field of microbiology to
obtain information on the influence of microwave radiation

upon microorganisms.

The present work has been conducted to evaluate the
influence of microwaves upon Escherichia coli, Bacillus
cereus spores and Clostridium sporogenes PA 3679 spores in
soup composed of vegetables,eggs and margarine. The
experiment was carried out at the laboratory simulating
domestic use of the microwave oven. The samples of soup were
sterilized and individually inoculated with each one of the
microorganisms in concentrations of 2 log CFU/ml (colony
formers wunits/ml) , 4 1log CFU/ml and 6 log CFU/ml.
Afterwards, they were placed in the center of the giratory

plate of a microwave oven and heated at high power for
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different periods of time. Samples were taken every minute
to determine temperature, and to evaluate the number of

survivors by plating.

It was necessary to heat for 3 minutes followed by 3
minutes of resting time to inactivate completely E. coli .
When the contamination level of B. cereus spores was
2,1 log CFU/ml the total inactivation was observed after 4
minutes of heating and 4 minutes of resting time. When the
population was 4,1 log CFU/ml and 6,2 1log CFU/ml the
spores 1inactivation was observed after 5 minutes and 6
minutes of heating followed by 4 minutes of resting time
respectively. Heating for 10 minutes showed no effect on

spores of C. sporogenes.
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1. INTRODUGAO

Nas udltimas décadas dois aparelhos mudaram os hé&bitos
alimentares de grande parte dos habitantes dos centros

urbanos : o "freezer" e o forno de microondas.

A utilizagdo do forno de microondas, tanto em
forma doméstica quanto industrial, tem permitido o consumo
de alimentos frescos com considerdvel economia de tempo e
energia. Estudos de mercado indicam que a tendéncia atual
estd direcionada para o consumo de alimentos frescos e
congelados em contraposigdo & tendéncia dos tempos que
sucederam a Segunda Guerra Mundial, quando o consumo estava
direcionado para aqueles produtos de alta durabilidade como

os enlatados ( MICROWAVE magic, 1988).

A participagdo cada vez maior da mulher no mercado
de trabalho forgou a procura de sistemas mais rédpidos e pré-
ticos de preparagdo de alimentos. Assim, vadrias pesquisas
tém indicado uma relagdo direta entre o aumento do niumero de
mulheres trabalhando fora do lar e a venda de fornos de

microondas (MICROWAVE magic, 1988).

A Associagdo Brasileira da Indistria Elétrica e

Eletrénica (ABINEE) registrou, em 1992, a venda de 306.000



fornos de microondas no Brasil. Comparando as vendas
registradas no primeiro trimestre de 1992 com as do
primeiro trimestre de 1993 verificou-se, neste ultimo, um
aumento de 47,8%. Por outro lado, o prego dos fornos foi
diminuindo com o tempo. Segundo informagdes fornecidas por
gerentes de 1lojas, o valor de uma unidade passou de
aproximadamente US$S 1.000 para aproximadamente U$S 300

em pouco mais de cinco anos (FOLHA de SAO PAULO, 1993).

Nos Estados Unidos estudos de mercado apontaram um
aumento de 80 % nas vendas de fornos no periodo compreendido
entre 1982 e 1990 ( HOFFMAN, 1985). Outras pesquisas
revelaram gque a maioria dos possuidores de forno de
microondas o utilizavam, em primeiro lugar, para agquecer
pratos prontos, em segundo, para descongelar e, em terceiro,
para cozinhar. Neste udltimo caso constatou-se que era
mais utilizado para a cocgdo de vegetais (51 %) do que
para a cocgao de carnes (26 %) (HARRISON, 1980). Esta
tendéncia tem-se mantido com poucas variagdes até a
atualidade (GEORGE, 1993). Também foi observado que era
mais utilizado nas refeigdes noturnas (86 %) do que nas
diurnas (69%) (BAKER, 1983). Atualmente estima-se que em 92%
dos lares americanos hd um forno de microondas e em 40%
hd dois (GIESE, 1992). Dados referentes a outros paises
indicam que h& um forno de microondas em 85 % dos lares no
Japdo, 80 % na Australia,64 % na Inglaterra , 56 % na

Alemanha e 55 % na Franga ( GEORGE, 1993).



A American Can Company entrevistou donas de casa que
utilizavam normalmente o forno de microondas. Registrou que
95 % delas valorizavam as caracteristicas de rapidez,
praticidade, facilidade de 1limpeza, economia de energia
elétrica e facilidade para descongelar alimentos preparados
enquanto foram apontados como fatores negativos por 5% das
entrevistadas a falta de cor dourada, de formacgao de
crosta superficial nos alimentos e alto custo para uma

utilizacdo limitada (HARRISON, 1980).



2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a
sobrevivéncia de Escherichia coli e esporos de Bacillus
cereus e de Clostridium sporogenes PA 3679 em sopa de
vegetais apds exposigdo as microondas geradas por forno

doméstico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O método de aquecimento por microondas tem a
patente americana No.2 495 429 registrada em 8 de outubro
de 1945 por P. L. Spencer. Nos Estados Unidos, os
fornos de microondas domésticos comegaram a ser
comercializados em 1955 e vinte anos depois existiam

trinta marcas diferentes no mercado (ANNIS, 1980).

No método convencional, os alimentos recebem calor
por condugdo, convecgdo ou radiagéo. A forma de
transferéncia da energia de uma certa fonte para o
alimento determina o tipo de cozimento. No processo do
assado, a transferéncia de calor se realiza em forma

convectiva; na fritura, a transferéncia ¢é condutiva e no

grelhado, a transferéncia de calor se realiza em forma
de radiagdo. No processo de dgrelhado a radiagao
infravermelha ¢ diretamente convertida em aumento do

movimento molecular no alimento.

As microondas também interagem com as moléculas
do alimento, convertendo sua energia em aumento de
temperatura enquanto o cozimento com microondas é mais
rapido porque estas 1udltimas penetram mais profundamente

(BAKANOWKSI, 1984).



3.1 O FORNO DE MICRONDAS

O forno de microondas consta basicamente de:

a) uma fonte de energia elétrica;

b) um sistema de conversiao de energia elétrica de
60 Hz em energia eletromagnética de 2450 MHz:

c) um transmissor da energia gerada;

d) um distribuidor da energia dentro do forno;

e) uma cavidade dentro da qual se coloca o alimento

f) estruturas que impedem o vazamento de microondas
durante o funcionamento do forno;

g) controles de Seguranga que permitem selecionar
condigdes de aquecimento e também interromper o fluxo de
energia em caso de necessidade.

Un desenho simplificado de um forno estid ilustrado

na Figura 1.

FIGURA 1. Desenho simplificado do forno de microondas



WG: guia de ondas

MS: antena

O : cavidade

p : cobertura pléastica
D : porta

L’: prato de vidro

A : sistema de resfriamento
T : transformador

C : capacitor

M : magnetron

L : lampada

As microondas geradas pelo magnetron sdo acopladas &
cavidade do forno (0) pelo guia de ondas (WG). Uma antena
giratéria (MS) distribui as ondas ao longo da cavidade.
Este sistema estd protegido da projegdo de particulas de
gordura e do vapor por uma cobertura pldstica (p) atras da
qual h&d uma lampada (L). Existe um sistema de resfriamento
com ar para O magnetron (A). O prato de vidro (L’)
favorece a uniformidade de distribuigdo do calor. Quando se
abre a porta por meio de chaves inativa-se o circuito
T C_M do magnetron, evitando, assim, a geragao de

microondas (VOSS, 1981).

O magnetron é constitufdo por um &nodo cilindrico
oco, no eixo do qual se encontra um cdtodo aquecido por um
filamento helicoidal de tério ou tungsténio. Transversal-
mente ao eixo do tubo héd dois imds e no interior do é&nodo

hd pequenos orificios que séo as cavidades ressonantes.



espago de cavidade
interacgéo fenda

catodo

FIGURA 2 .Esquema do magnetron

Quando um campo elétrico ¢é aplicado entre o catodo
e o anodo, os elétrons que abandonam o cdtodo sao acelerados
pelo campo elétrico e desviados da sua trajetdéria radial
pelo campo magnético gerado pelo imd. Os elétrons, em suas
trajetérias circulares, gquando passam frente as cavidades,
induzem tensdes que criam um campo elétrico oscilante. Este
fenémeno também acaba alterando a trajetdria dos elétrons
por redugdo ou aumento da sua velocidade. A nuvem eletrdnica
interage com as cavidades ressonantes que passam a ser o
suporte das oscilagdes eletromagnéticas. As dimensdes das
cavidades sdo calculadas de forma tal a obter a freqiéncia
de ressonédncia desejada . Entende-se por ressonancia o
comportamento do circuito que permanece oscilando emn

determinada freqiiéncia ( THUERY, 1983; VALDEZ, 1992 ).



O guia de onda é um duto metdlico que conduz as
microondas em direcdo & cavidade. Como as suas paredes devem
refletir as ondas eletromagnéticas, as suas dimensdes séao
escolhidas em funcdo do comprimento de onda utilizado. A

largura deve ter um valor gque seja miltiplo de meio

comprimento de onda.

O forno geralmente tem a forma de um hexaedro, ja
gque varias reflexdes de ondas ocorrem com este formato. As
paredes sdo feitas de metal como ago inox, aluminio, ago ou
zinco, sendo que estes dois ultimos devem estar revestidos
por uma camada de acrilico ou esmalte epoxi. As paredes
praticamente ndo se aquecem e, assim quando o forno é
operado sem carga a energia que nao & transformada em calor
retorna a antena do oscilador, podendo ocasionar

superaquecimento e diminuigédo da sua vida util.

A porta do forno tem uma tela opaca as microondas
mas permite visualizar o que estd no interior dele. Por sua
vez esta tela estd coberta por um pldstico ou vidro como
medida de protegdo ante a eventualidade de ocorrer insercgéo
acidental de objetos durante o funcionamento . O sistema de
fechamento da porta é o mecanismo mais importante no que
diz respeito A seguranga de operagdo, no desenho de um forno
de microondas. Existem varios sistemas mas todos eles tém o

objetivo de evitar o vazamento das radiagdes (ANNIS, 1980).



3.2 AS ONDAS ELETROMAGNETICAS E AS MICROONDAS

As microndas s&o radiagdes comprendidas entre os
comprimentos de onda de 1mm a 1 m ( freqiiéncias de 300 MHz &

300 GHz ) do espectro eletromagnético, como ilustra a figura

3 (DECAREAU, 1985).

1"22 _ l“(r“
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. e e '.‘_f --io_
101. RAIOS X 10
1016 uLTRavioLETA 3078
: COMPRIMENTO
FREQUENCIA e e — e ————- DE ONDA
(Hz) 1084----------- 10°6 (m )
INFRAVERMELHO |
1012 ------------a"“o“
1010 ONDAS CURTAS ‘b""o.z MICROONDAS
DE RADIO
108- | Fl—
- -~ --_---<h )
10 64 - - - .- ~. . 10
104] Mo Laod
1024 106
g - 108

FIGURA 3. Espectro das radiagbes eletromagnéticas
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Os estudos das ondas eletromagnéticas comegaram no
século XVIII com Euler, que foi o primeiro fisico a formular
hipéteses sobre a natureza ondulatéria da luz. As pesquisas
prosseguiram com os estudos de Orsted (que descobriu a
existéncia de campos magnéticos gerados por cargas elétricas
em movimento), Biot, Savart, Ampére e Faraday. Em 1864 James
Maxwell estabeleceu as equacdes que descreviam a interagéo
dos campos elétrico e magnético. Observando que cargas
elétricas vibrédteis davam origem a campos elétricos néo
estaciondrios e que campos elétricos varidveis produziam
campos magnéticos varidveis, chegou & conclusédo de que uma
onda elétrica se propagaria no espago acompanhada de uma
onda magnética com a velocidade da luz (Figura 4). Em 1886
Heinrich Hertz comprovou a existéncia de campos
eletromagnéticos e construiu circuitos elétricos
oscilatérios gerando ondas eletromagnéticas e medindo a sua
velocidade. Em 1917 Tesla estabeleceu as bases da deteccéo
eletromagnética e inventou um aparelho capaz de produzir
ondas hertzianas. Com os trabalhos de Bohr, Plank e Einstein
verificou-se que a luz e todas as outras radiagdes eram
ondas eletromagnéticas e as manifestagdes que elas produziam
na matéria estavam relacionadas com o comprimento de cada
onda (THUERY, 1983 ; VALDEZ, 1992). A absorgdo de ondas da
freqtiéncia correspondente a regido do infravermelho se
traduz numa modificagdo das vibragdes das ligagodes
moleculares; a da regido do ultravioleta, em mudangas nos
estados eletrénicos dos &tomos e moléculas e os raios X e

gama produzem ionizacdo atdmica.
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Para gerar ondas eletromagnéticas de uma frequéncia

dada, as cargas elétricas devem oscilar nessa frequéncia.

FIGURA 4. Variacdo dos campos elétricos, E, e magnéticos,
H, na propagagdao da onda eletromagnética

A natureza quintica das ondas eletromagnéticas foi
estabelecida por Max Planck e ©pode ser interpretada
considerando que as ondas eletromagnéticas sdo emitidas ou
absorvidas em quantidades discretas de energia denominadas
fétons. A energia de cada f6ton depende da frequéncia da

radiagcdo e estd determinada pela equacdo de Planck

E : h.f

onde h : constante de Planck= 6.625 .10-34 Joule/seg
f : freqiiéncia da radiagdo (1/seg) (CURNUTE, 1980)
como as fregiéncias das microondas estdo préximas as

de r&adio e podem interferir com as de radar, seu uso, nos

-12-



Estados Unidos da América do Norte, estd regulamentado pela
Federal Communications Commission (GIESE, 1992). 0
Regulamento Internacional de Radiocomunicagodes permite que
algumas freqliéncias sejam exclusivamente destinadas a
aplicagées industriais, cientificas e médicas (I S M). As
freqiiéncias usualmente adotadas sdo : 915 MHz *+ 25 MHz;
2450 MHz + 50 MHz; 5800 MHz.+ 75 MHz e 22125 MHz #%- 125 MH2
sendo as de 915 MHz e 2450 MHz as utilizadas nos fornos
domésticos e industriais. Nos fornos domésticos a mais
utilizada é a segunda porgque apresenta uma boa relacéo entre
economia de energia e penetragdo da radiagdo (KHALIL &
VILLOTA, 1988). A eficiéncia de conversdo da energia
elétrica fornecida em aquecimento do produto é de 80% a 90%,
no caso de frequéncias de 896 MHz e de 40% a 48%, no caso

de freqiéncias de 2450 MHz (BURFOOT, 1988).

3.3 POLARIZACAO DIELETRICA E AQUECIMENTO POR MICROONDAS

A polarizagdo dielétrica é o efeito observado gquando
um material dielétrico ¢é submetido a um campo elétrico
estatico ou alternado. Todos os materiais dielétricos tém
em comum a propriedade de armazenar energia elétrica. Este
fenémeno ¢é possivel devido ao deslocamento de cargas
positivas e negativas que se opdem as forgas de ligacgéo
atdémicas ou moleculares. A fonte de energia é o campo

elétrico aplicado e o mecanismo de deslocamento de cargas é
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diferente segundo o tipo de material dielétrico e segundo a

freqiiéncia do campo (DECAREAU, 1985).

A polarizagdo dielétrica pode ser do tipo polarizagéo
por carga no espago ou polarizagdo por orientagdo bipolar.

a) Polarizagdo por carga no espago .

Corresponde a frequéncias baixas. Aparece quando o
material contém elétrons livres mas sua movimentagdo esta
limitada por certas caracteristicas do material. Este tipo
de polarizagéo encontra-se fundamentalmente em semi-
condutores .

b) Polarizacdo por orientagdo bipolar.

Ocorre numa faixa de frequiéncias mais elevadas. Na
auséncia de campo elétrico, os dipolos se orientam de forma
aleatéria dando um momento dipolar total igual a =zero.
Quando se aplica um campo elétrico, os dipolos tendem a se
orientar seguindo sua diregdo . Aparece, assim, um momento
dipolar global. A este fendmeno de orientagdo se opdem
varios tipos de ligagdes quimicas responsdveis pela coeséo
do material. Estas ligagdes s&o as forgas de van der Waals
e as ligagdes por ponte de hidrogénio. As forgas de van der
Waals, por sua vez, devem-se a trés efeitos diferentes :

- Forcas de Keesom, devidas & atragao entre
moléculas que possuem momento dipolar permanente;

- Forcas de Debye, devidas a atragdo entre uma
molécula dipolar e outra nédo polar, na qual o campo elétrico

da molécula cria um momento induzido;
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c) Forgas de London, que aparecem quando ha atracgéo
entre moléculas apolares com dipolos instanténeos induzidos

(THUERY, 1983)

As microondas sdo uma forma de energia dque se
manifesta como calor quando hd interagdo com um material
como resultado de um ou mais mecanismos de transferéncia de
energia. Para que esta energia aparega como calor ela deve
ser transferida por meio das vibragbdes de cada molécula
junto as moléculas vizinhas. Esta redistribuigdo de energia
acontece através das forgcas que os movimentos internos de
uma molécula exercem sobre as moléculas vizinhas,
denominado efeito de fricgéo molecular. Uma vez due a
energia tenha sido transformada em energia térmica, a

entropia do sistema aumenta de maneira irreversivel.

O mecanismo de aquecimento com microondas pode ser
denominado dissipacdo de energia num meio "lossy". A palavra
"lossy" (derivada de "loss'"= perda) se refere a absorcgdo da
radiacdo dentro do material dielétrico. Quando esse
dielétrico é submetido a um campo eletromagnético alternado,
parte da energia pode ser convertida em calor dentro do
dielétrico. Isto é denominado como perda dielétrica

(DECAREAU, 1985).

Uma propriedade basica dos dielétricos é o tempo de
relaxamento ou seja o tempo que as particulas demoram para
responder a uma mudanca de campo ou para voltar a situagéo

de desorientacdo. Neste processo estdo as bases da perda
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dielétrica e sua relacdo com os efeitos de dissipagdo de
energia e deslocamentos gue ocorrem sob mudangas no campo
aplicado. O tempo de relaxamento depende da viscosidade e ,

portanto, também da temperatura.

As propriedades bdsicas de interesse no processo de
aquecimento de alimentos foram estudadas por Hippel em 1954
e Mudgett em 1982 em termos de permissividade de materiais
biolégicos. A permissividade do material estd relacionada
com sua capacidade de acoplar a energia fornecida por um

gerador de microondas (MUDGETT, 1986).

A constante dielétrica ¢é uma medida da capacidade do
material para armazenar energia elétrica e o fator de perda
é uma medida da sua capacidade para dissipar a energia
elétrica. A relacdo entre a perda dielétrica ( K") e a cons-

tante dielétrica (K’) é definida como a tangente de perda:
tangente de perda = K"/K (MUDGETT, 1986)

O valor da tangente estd relacionado com a
capacidade que o material tem para permitir a penetragédo de

um campo elétrico e transformar essa energia em calor.

Na tentativa de descrever o pfocesso de aquecimento
de alimentos em fornos de microondas em condigdes de estado
ndo-estaciondrio tém-se encontrado semelhangas com o0s
processos térmicos convencionais exceto no fato de que no
alimento irradiado, o calor é gerado dentro dele e néao

transmitido desde o exterior. O aquecimento de alimentos



liquidos e semi sélidos pode ser descrito pelas equagoes
cldssicas de transferéncia de calor em estado nao
estaciondrio, porém incluindo um termo que se refere a
geragdo interna de calor e que pode ser determinado en
fungao da poténcia incidente e das propriedades
caracteristicas do alimento (MUDGETT, 1986). A equagao
proposta por Mudgett para a transferéncia de calor em uma
direcao é :
d’T q' 1dT

&k @d

onde @ : difusividade térmica ( cm*2/seq)
k : condutividade térmica (cal/seg cm oC)
T : temperatura (oC)
t : tempo (segundos)
g’ : velocidade de geragdo de calor interno
(cal/seg cm*3)
X : disténcia (cm)
3.4 PARAMETROS QUE AFETAM O AQUECIMENTO DE ALIMENTOS

POR MICROONDAS

Os parametros que afetam o aquecimento de alimentos
por microondas sao: freqiéncia, poténcia das microondas,
nassa, conteudo de umidade, densidade, temperatura,
geometria, condutividade e calor especifico do alimento. A
freqiéncia e a lintensidade do campo elétrico sao
propriedades do forno e o fator de perda dielétrica,

densidade e calor especifico sdo propriedades do material a



ser aquecido, em consequéncia existe uma interrelagao entre

material e equipamento. (SCHIFFMAN, 1986)

3.4.1 Freqiiéncia das microondas

A absorcdao de microondas por um material ¢é
proporcional a freqiiéncia. SCHIFFMANN (1986) utiliza a
equagdo a seguir para descrever esta relacao.

Pv = k £ K" E*2

onde Pv: poténcia por unidade de volume do material

k : constante para determinar unidades de poténcia
e volume

f : frequéncia das microondas (Hz)

K": perda dielétrica

E : intensidade do campo elétrico (volt/cm)

O mesmo autor define a magnitude da profundidade de
penetragdo como aquela na gqual o nivel de poténcia tem
diminuido em 50 % do seu valor inicial ; outros autores,
como OHLSSON (1983), consideram que ¢é a profundidade na

qual 67 % da poténcia transmitida tem sido absorvida.

0,347 . ANk"
D50 - re
k'nm
onde A = comprimento de onda

0 inverso da profundidade de penetragdo é definido
como fator de atenuacdo. A profundidade de penetragao a 915

MHz é maior que a 2450 MHz (Tabela 1).



TABELA 1 Penetragdo da energia das microondas em

vdrios materiais =*

Material Temperatura Penetracgao
( oF ) ( cm )
915 MHz 2450 MHz
Gelo 10,4 1600 780
Agua 34,7 4,1 0,6
77,0 9,0 1,3
131,0 13,8 2,0
203,0 29,5 4,8
Bife magro 40,0 1,7 1,8
0,0 9,8 7,6
- 60,0 70,0 46,0

* Decareau, 1965
Em geral a espessura médxima do produto deve estar

limitada & profundidade de penetragdo para obter um

aguecimento mais uniforme.

3.4.2 Poténcia das microondas

Quanto maior é a poténcia mais r4pido resulta o
aquecimento. Uma conseqiéncia do aquecimento rapido é a
falta de uniformidade na distribuigdo da temperatura. Isto
acontece porque o curto tempo do processo faz menos efetiva
a transferéncia de calor por condugdo desde os pontos mais

quentes aos mais frios (OHLSSON, 1983)
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Q =mcp <>T (1)
onde Q = quantidade de calor (cal)
m = massa (g)
cp = calor especifico (cal/g oC)

<>T = temperatura final-temperatura inicial (oC)

Q = poténcia x tempo (2) de (1) e (2)
resulta (3)

tempo de aquecimento= m cp <>T / poténcia (3)

3.4.3 Massa

Existe uma relacgdo direta entre a massa e a energia

aplicada para atingir determinada temperatura como se

observa na Figura 5
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FIGURA 5. Relagao aproximada entre calor especifico e
peso de um alimento com a poténcia de saida do forno
e o tempo de aquecimento. (OHLSSON, 1983)
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3.4.4 Conteido de umidade

A &dgua ¢é o componente de maior influéncia no
aquecimento de um alimento no forno de microondas.Geralmente
quanto maior a quantidade de &gua presente maior é o fator
de perda dielétrica e, em consequéncia, mais efetivo é o
aquecimento. Quando a &gua estd ligada nédo é afetada pelo
campo magnético oscilatério, mas quando é ultrapassado um
certo valor critico, o fator de perda aumenta e o produto
pode ser aquecido por agdo das microondas.A perda dielétrica
aumenta proporcionalmente com a umidade. Em sistemas com
componentes de constantes dielétricas diferentes, a
constante dielétrica do sistema apresenta um valor interme-

didrio com relagdo aos valores individuais (SCHIFFMAN,1986).

3.4.5 Densidade

A densidade de um produto afeta a constante
dielétrica. A constante dielétrica do ar é igual a 1 e o ar
€ transparente as microondas, por conseguinte, a presenga de
ar num alimento ir4d reduzir o valor da sua constante
dielétrica. Generalizando , quando a densidade de um
alimento aumenta, também aumenta a sua constante dielétrica.
Em materiais porosos como o pdo, devido & inclusédo de ar, a

transferéncia de calor é lenta. (SCHIFFMAN,1986)
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3.4.6 Temperatura

A perda dielétrica pode aumentar ou diminuir com a
temperatura dependendo do material (Tabela 2).
TABELA 2. Valor da constante dielétrica e do fator de

perda dielétrica da batata crua em diferentes
temperaturas a 2450 MHz. *

Temperatura Constante dielétrica Fator de perda
(oC) (K") (K")
0 67 21
20 64 15
40 59 13
60 54 14
80 49 17
100 45 18

* Mudgett, 1986

Como a temperatura e o nivel de umidade variam
durante o aquecimento, eles podem ter um efeito importante
nos valores da constante dielétrica, do fator de perda
dielétrica e da tangente de perda. A profundidade de
penetragcdo da energia ¢é diferente em alimentos que se
encontram a temperatura de congelamento ou estéo
descongelados. O congelamento tem um efeito muito grande no
aquecimento por microondas porgue as propriedades dielé-

tricas da d4gua e do gelo sdo muito diferentes (Tabela 3).
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TABELA 3 Propriedades dielétricas da agua e do
gelo a 2450 MHz *

Meio Cte. dielétrica tg perda Fator perda
Agua 78 0,16 12,48

(25 oC)

Gelo 3,2 0,0009 0,0029

* Schiffmann, 1986

A agua que se encontra em forma de gelo absorve pouca
energia ( a absorg¢do de energia pela dgua que se encontra em
forma de gelo é muito baixa). A dgua que ndo estd congelada
forma solugdes concentradas de solutos presentes nos
alimentos como sais e agucares. Estas solugdes absorvem as
microondas e se aquecem muito mais que o seu contorno,
produzindo-se, entdo, o efeito denominado de ‘'"runaway
heating" ou avalanche térmica, que consiste no agquecimento
preferencial de alguns pontos da massa do alimento. Resulta,

assim, um alimento com partes aquecidas e partes congeladas.

A temperatura inicial do produto a ser aquecido deve
ser conhecida para poder ajustar as condigdes de operacgdo do

forno de forma tal a obter um aquecimento uniforme.
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3.4.7 Tamanho e forma do alimento

HA uma série de efeitos particulares no aquecimento
por microondas. Estudos experimentais e tedricos tém
demonstrado que o alimento, com sua geometria e composigéo,
é o fator mais importante na distribuigdo da temperatura

(HARRISON, 1980; OHLSSON, 1983; DECAREAU, 1985).

Se o tamanho do alimento é maior que a profundidade
de penetracdo, o aquecimento ndo resulta uniforme; por isso,
dentro do possivel, o tamanho do alimento deve estar

relacionado com o comprimento da onda.

0 formato regular favorece a uniformidade do
aquecimento. Quando as microondas atravessam uma superficie
curva, como a de um alimento de forma esférica ou
cilindrica, por sucessivas reflexdes se concentram no seu
interior, podendo resultar em um alimento frio por fora e
quente por dentro. As formas irregulares resultam em um
aquecimento também irregular como o observado em cantos e

esquinas de pe¢as aquecidas no forno de microondas.

Supondo um modelo esférico para o alimento é
possivel estabelecer que a energia transmitida ao produto
desde uma superficie refletora seja ligeiramente atenuada
dentro do material, atinja a superficie oposta e torne a se
refletir até a superficie de incidéncia. Isto pode produzir
ondas estaciondrias dentro do produto causadas por interacgéo

entre as ondas transmitidas e refletidas interiormente;
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originam-se, assin, zonas de aquecimento heterogéneo
denominadas pontos quentes e pontos frios . Estes fendmenos
também acontecem na interfase de alimentos com componentes
que apresentam valores de absorgdo de microondas diferentes
como carne e gordura. Os elementos gordurosos absorvem menos
energia que a dgua mas os valores de calor especifico séo
menores, entdo aquecem mais rapidamente. (Exemplo: o calor
especifico da 4gua ¢é 4,2 kJ/kg oC e o do 6leo é 2,0 kJI/kgoC)
(OHLSSON, 1983). A presenga de pontos quentes e frios num
alimento tem <como conseqiiéncias mais importantes a
palatabilidade nao aceitdvel do produto e a destruigéo
desuniforme dos microrganismos contaminantes . A presenga de
ossos em pedagos de carne afeta a uniformidade do
aquecimento com microondas. O cédlcio e outros minerais
constituintes dos ossos causam reflexdo das ondas due
penetram no misculo; assim o aquecimento resulta maior na

regido préxima da superficie do osso que em outras partes

da carne.

3.4.8 Condutividade elétrica

A condutividade descreve a capacidade de um
material para conduzir corrente elétrica originada por
deslocamento de elétrons e ions. A adigdo de sal, por
exemplo, afeta o aquecimento por microondas. Em alguns casos
pode aumentar a velocidade de aquecimento, mas a sua
presenca afeta a profundidade de penetragdo, podendo
ocasionar um aquecimento mais intenso perto da superficie e

deixando o interior frio.
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DEHNE (1991) estudou a influéncia do conteddo de
sal na eficiéncia do agquecimento com microondas. Utilizando
puré de batatas instantdneo observou que a profundidade de
penetragdo das ondas diminuia com o aumento do contelddo de
sal no puré. Nas camadas externas do alimento, a temperatura
era consideravelmente maior que nas internas e assim este
efeito ndo permitiria eliminar totalmente os microrganismos

contaminantes presentes.

A 1incorporacdo de diversos aditivos se reflete en
variagodes no aquecimento com microondas. DEALLER (1992)
observou gque a incorporagdoc de quantidades elevadas de sais
como cloreto de potédssio, cloreto de amdénia, glutamato
monossédico, citrato de sédio, nitrito de sédio ou nitrato
de potdssio ocasionou um aumento de temperatura menor do que
quando se adicionaram sacarose, glucose, aspartato,
glutamina ou entdo quando ndo foram adicionados sais. O fato
foi interpretado como uma diminuigdo da penetragao das
microondas no alimento. O aquecimento inadequado no centro
do alimento poderia ser causado por indugdo de fluxo
elétrico (ibnico) na sua superficie. 0 efeito minimo dos
agucares seria indicativo de que a sua adigdo ndo reduz o
aumento de temperatura na parte central dos alimentos
aquecidos. As moléculas ionizadas gque formam pontes de
hidrogénio, como acido aspdrtico e glutamina, atuam de forma
semelhante Aaquelas que ndo estdo ionizadas. Este efeito
poderia explicar por que alimentos prontos preparados
comercialmente, quando aquecidos no forno de microondas

chegam a ferver na superficie, estando frios no interior. O
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Fator de perda dielétrica

trabalho demonstrou que a penetragcdo das microondas se viu
reduzida pela presenga de grandes quantidades de produtos

ionizados.

BUFFER & STANFORD, citados por GEORGE (1993)
representaram graficamente o aumento da profundidade de
penetragdo das microndas em uma solugdo salina como uma

relagcdo inversa a concentragdo de NaCl (Figura 6).
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FIGURA 6 Relagdo entre constante dielétrica, fator de
perda e profundidade de penetragdo para uma solugédo
salina com diferentes concentragdes de NaCl a 25 oC
e 2450 MHz.



HEDDLESON et alii (1993) testaram a sobrevivéncia de
Salmonella em solugdes de diversos sais. Sendo a temperatura
média final da solugéo suficiente para eliminar o
microrganismo, a presenga de sal poderia dar origem a
gradientes de temperatura de importéncia tal que ndo mais
seria possivel tal destruicdo em alguns pontos préximos da
superficie. Compararam os perfis de temperatura obtidos com
solugdes de NaCl, KCl, CaCl2 e MgCl2 e observaram dque as
diferengas de temperatura entre a superficie e o centro da
massa eram maiores nas solugdes de NaCl e menores nas
solugdes de MgCl2. Coincidentemente, o grau de destruigédo de

Salmonella detectado em ordem crescente foi NaCl, KCl, CaCl2

e MgCl2.

3.4.9 Calor especifico

O calor especifico de um alimento é a relagdo entre
a quantidade de calor necessdria para elevar em 1 oC a
temperatura de uma massa de alimento e a requerida para
elevar a temperatura de uma massa igual de dgua também em
1 oC. Os diferentes valores de calor especifico dos
componentes de um alimento preparado sdo de grande
utilidade guando se deseja estabelecer um determinado padréo
de aquecimento. Como o calor especifico estd relacionado
com o conteiddo de umidade de um alimento, tem consideravel
influéncia no processo com mnicroondas, ja que altera a
velocidade de aquecimento por microondas em diferentes

materiais. Por causa desta propriedade, um material de perda
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dielétrica baixa pode ser aquecido corretamente quando
submetido a agdo das microondas. SCHIFFMANN (1986) cita como
exemplo interessante uma experiéncia realizada com
rosquinhas recheadas com geléia e congeladas. Ao aquecer as
rosquinhas no forno de microondas, a geléia fervia e a
rosquinha, ainda congelada, estourava. O problema foi
solucionado mudando a composigdo da geléia; diminuiu-se a
quantidade de sélidos, aumentando, assim, o valor do calor
especifico. Desta maneira, os dois componentes da rosgquinha
adquiriram uma velocidade de aquecimento mais préxima,

resultando num alimento com temperatura uniforme.

3.5 DISTRIBUICAO DA TEMPERATURA

Quando as microondas atravessam a matéria vdo sendo
atenuadas desde a camada externa até o interior; também o
campo elétrico decresce exponencialmente até o centro do
produto. O incremento na profundidade de penetragdo ¢é
inversamente proporcional a frequéncia e ao fator de perda
dielétrica. Isto significa que, em altas freqiiéncias, quanto
maior o fator de perda, mais importante é a atenuagdo do
campo nas camadas externas e mais fraco é o campo no centro
do alimento. Quanto maior ¢é a quantidade de energia
absorvida pelo produto, menor é a profundidade de
penetragdo (ROSENBERG, 1991). A distribuigdo da temperatura
no forno de microondas é diferente da observada no processo
convencional. Neste 1ultimo, as temperaturas mais elevadas

ocorrem na superficie e as mais baixas, no centro do
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alimento. A temperatura da superficie do alimento é
freqiientemente menor que a das camadas interiores devido a
dissipacdo de calor (DECAREAU, 1985). O ar que se encontra
na cavidade do forno de microondas ¢é frio e produz a
diminuigdo da temperatura superficial dos alimentos
processados. Como resultado, a temperatura mdxima se
encontra nas camadas intermedidrias préximas da superficie
do alimento, deixando a camada externa mais fria e umida

gue quandoe o aquecimento é feito num forno convencional

(BAKANOWSKI & ZOLLER,1984).

3.6 FEITOS DAS MICROONDAS EM SIS S BIO 1CO

Os efeitos destas radiacdes em sistemas biolégicos

podem ser térmicos ou ndo-térmicos.

Os efeitos térmicos acontecem quando a energia das
microondas é transformada em calor. Como a absorgao da
energia das microondas depende da constante dielétrica e
este parémetro tem valor elevado para a &gua, os sistemas
orgdnicos com alto conteido aquoso sdo os mais afetados

pelas microondas.

Os efeitos nao-térmicos ocorrem gquando unides
moleculares sdo submetidas a tensbées. Efeitos néo-térmicos
podem incluir arranjos em macromoléculas e estruturas

subcelulares suficientemente importantes para causar
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perturbagdes metabdélicas e funcionais a nivel celular. Como

exemplo de efeitos biolégicos causados pelas microondas

podem-se mencionar : formacdo de <catarata devido a
denaturacdo de proteinas do cristalino; alteragdes no
sistema nervoso central, como inibigdo de reflexos

condicionados e perturbacdes genéticas, como aberragéao

cromossédmica (LAMBERT,1980).

3.6.1 Fatores que influenciam os efeitos das microondas

sobre os microrganismos presentes nos alimentos

O efeito das microondas sobre microrganismos estéd
influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos e por

fatores relativos aos microrganismos presentes.

3.6.1.1 Fatores intrinsecos

Os fatores intrinsecos sdo aqueles inerentes a
prépria natureza do alimento, tais como umidade, composigéo
quimica, tamanho e forma do alimento. Entre eles a umidade

tem importéancia relevante.

VELA & WU (1979), estudando o mecanismo de ag&o das
microondas sobre bactérias, fungos e bacteriéfagos,
observaram que o efeito letal era devido a presenga de &gua,
j&4 que as células de levedura liofilizadas sobreviveram em

estado desidratado quando submetidas as radiagdes. Em
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auséncia de agua, a energia das microondas nédo foi absorvida
pelo material biolégico. Concluiram que a destruicgdo dos
microrganismos so se devia a acgao térmica, resultando
improvdvel a existéncia de efeito ndo-térmico. ISHITAMI et
alii (1982) estudaram a influéncia da radiagdo com
microndas em esporos de Aspergillus niger, Aspergillus
restrictus, Paecilomyces varioti e Cladosporum herbarum. As
amostras foram tratadas por irradiagdo de duas maneiras: em
suspensdo agquosa e adsorvidas em vidro. Em paralelo foram
submetidas a tratamento convencional usando 4&gua duente.
Apés o tratamento com microondas, as amostras adsorvidas em
vidro nado apresentaram sinais de injuria e as amostras em

suspensdo aquosa s6 apresentaram o efeito letal devido ao

calor.

PAGE & MARTIN (1985) irradiaram filmes inoculados
com Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e esporos de
Bacillus subtilis em fornos de microondas a 2450 MHz .Depois
de 10 minutos observaram diminuigdo nas populagdes de
leveduras e células vegetativas mas nédo de esporos. O
aquecimento dos mesmos organismos, mas em solugdo salina,
resultou numa diminuicdo da populagcdo de microrganismos
evidentemente mais acentuada. Os autores também assinalaram
a importancia de uma correta higiene das paredes do forno,
especialmente nos lugares onde ele é utilizado para servigo

ao publico e onde o manuseio é freqiente.
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3.6.1.2 PFatores extrinsecos

Sao os fatores externos ao alimento como
temperatura, umidade relativa, freqliiéncia e intensidade da
radiagdo aplicada, tempo de exposigdo a radiagdo e posigdo

do alimento no campo magnético.

A influéncia da temperatura interna final de ali-
mentos preparados em forno de microondas tem sido estudada

visando estabelecer critérios de qualidade microbiolégica.

CRAVEN & LILLARD (1974) verificaram que o
reaquecimento de frangos pré-cozidos em forno de microondas
até uma temperatura de 84 oC n&o eliminou as células
vegetativas mas estimulou a germinagao de esporos
permanecendo, assim, o desenvolvimento de Clostridium

perfringens em amostras previamente inoculadas.

STRONG & RIPP, citados por BLANCO (1974) aqueceram
carne de peru inoculada com C. perfringens até 74 oC e 85 oC
encontrando um numero maior de microrganismos vidveis nas
amostras que atingiram esta dltima temperatura,

provavelmente por ativagdo dos esporos bacterianos.

BALDWIN et alii (1981) aqueceram carne de carpa
inoculada superficialmente com S.typhimurium até ser
atingida uma temperatura interna de 55 oC durante 195
sequndos, mas s6 conseguiram eliminar a bactéria apés
tratamento durante 390 segundos e temperatura superior a

74 oC.
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LINDSAY (1986) recomendou aquecer carne de frango
até uma temperatura interna de 85 oC para garantir

auséncia de Salmonella typhimurium.

BRUNCH et alii (1977) observaram que o agquecimento
até 80 oC de carne de soja pré-cozida nédo foi suficiente
para eliminar a  toxina estafilococica eventualmente

presente, devido & sua estabilidade frente a temperaturas

elevadas.

SAWYER et alii (1983) estudaram a qualidade
microbioldégica de alimentos aquecidos por condugéo,
convecgdo e microondas, comprovando que as bactérias néo
resistiam a condigbes de temperatura interna final superior
a 74 oC. Quando é aplicado o sistema Andlise de Risco e
Controle de Pontos Criticos (HACCP), com a finalidade de
conservar a qualidade microbiolégica, sensorial e
nutricional de um alimento recomenda-se que a sua
temperatura interna final, apés reaquecimento, seja superior
a 74 oC mas inferior a 77 oC. Recomenda-se também a
supervisdo cuidadosa no aguecimento com microondas jad que o
tempo necessario para atingir 74 oC em todos os pontos do

alimento varia segundo a sua constituigéo.

HUANG et alii (1993) aqueceram amostras de peixe
inoculadas superficialmente com Listeria monocytogenes e
Aeromonas hydrophila.0 aquecimento até temperaturas de 55 oC
a 60 oC no interior das amostras foi suficiente para
eliminar A. hydrophila, mas para eliminar a contaminag¢do por

L. monocytogenes foili necessdrio atingir uma temperatura
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minima de 70 oC no interior do peixe ou temperaturas

variando entre 80 oC e 99 oC na superficie.

Uma pesquisa feita nos Estados Unidos em 1981 entre
usudrios de fornos de microondas revelou que um nhumero
muito baixo deles utilizava freqlentemente o termémetro do
forno. Com base nestes dados CARLIN et alii (1982),
trabalhando com carne de porco contaminada com larvas de
Trichinella spiralis, conduziram uma pesquisa que auxiliasse
no uso correto do forno. Utilizando aparelhos de diversas
procedéncias observaram gque cada um deles possuia seu
préprio padrdo de aquecimento e que este se modificava
conforme o aumento da temperatura do alimento. Este fato os
impediu de fornecer uma recomendagdo geral confidvel para

cozimento de carne de porco.

WATANABE & TAPE (1969) chamaram a atengdo sobre a
importédncia da correta utilizagdo do forno de microondas e
do tempo de espera. Salsichas inoculadas com bactérias
coliformes, aquecidas a 2450 MHz durante 20 segundos e
aquecidas uma segunda vez durante 18 segundos, apés um tempo
de espera de 2 minutos, atingiram uma temperatura interna
final de 60 oC e apresentaram uma redugdo de dois ciclos
logaritmicos na contagem de microrganismos. Outro lote
aquecido durante 48 segundos atingiu uma temperatura interna
final de 56 oC e apresentou uma redugdo de um ciclo

logaritmico na contagem das bactérias.
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FAHKOURI et alii (1993) detectaram uma diferencga
de temperatura de 70 oC entre as esquinas e o centro de um
pastel congelado e aquecido segundo instrugdes da embalagem.
Apdés 5 minutos de tempo de espera a temperatura no centro do
alimento aumentou em aproximadamente 10 oC e nas esquinas

diminuiu também aproximadamente 10 oC.

3.6.1.3 Fatores relativos aos microrganismos presentes

Estes fatores referem-se & composicdo quimica da
célula microbiana, tipo de microrganismo (esporo ou célula
vegetativa), fase de desenvolvimento, grau de desidratagédo e

quantidade de células presentes (FUNG & CUNNINGHAM, 1980).

3.6.2 Mecanismo do efeito das microondas na inativacgao

dos microrganismos

Existe uma divergéncia de opinides a respeito do
mecanismo pelo qual os mnicrorganismos s&o destruidos. Un
grupo de pesquisadores tem indicado que a destruigdo s6 se
deviu a um efeito térmico enquanto outro grupo tem
confirmado a existéncia de um efeito adicional das
radiagdes. Um terceiro grupo obteve resultados variados,
alguns atribuidos a efeitos das microondas "per se" e outros
decorrentes de injuria ocasionada por tratamentos a
temperaturas subletais. Com o objetivo de estabelecer o

mecanismo correto devem ser incrementadas pesquisas na &rea.
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Um dos primeiros trabalhos realizados para estudar a
influéncia das microondas sobre microrganismos foi
conduzido por BROWN em 1954, que constatou que a simples
aplicagéo de campos de radiofreqtiéncias de até 600
megaciclos, independentemente do efeito térmico, era
insuficiente para destruir bactérias em suspensao agquosa.
GOLDBLITH & WANG (1967) realizaram varios estudos tentando
verificar se existia outro fator, além do térmico, que fosse
o responsavel pela destruicdo dos microrganismos submetidos
a acgdo das microondas. Utilizou como material biolégico E.
coli e esporos de B. subtilis em solugdes tamponadas de
fosfato. Submeteu as células a aquecimento convencional e
agquecimento com microondas de freqiiéncia de 2450 MHz e
chegou & conclusdo de que a inativagdo observada deveu-se
somente ao efeito térmico. Para confirmd-lo adicionou gelo
aos recipientes que continham as suspensdes microbianas de

forma tal a permitir um tempo total maior de exposigdo as

radiagdes.

Dois anos antes OLSEN tinha publicado um trabalho com
o resultado das suas pesquisas sobre os efeitos das
microondas. Comparou o] tempo de desenvolvimento de
Aspergillus niger, Rhizopus nigrificans e Penicillium s.p.
inoculados em pdo na densidade de 10*8 microrganismos/g e
submetidos a trés tratamentos diferentes: conservados com
propionato de sédio 1 %, irradiados com microondas e uma
amostra sem nenhum tratamento que serviria como testemunha.
o] lote submetido a 2450 MHz por um periodo compreendido

entre 5 e 10 minutos atingiu temperaturas entre 62,8 oC e
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65,6 oC, apresentou uma dréstica diminuigdo de fungos e vida
de prateleira mais prolongada gquando comparado com Os
outros dois lotes. O autor afirmou ter conseguido inativagéo
celular apés um tratamento com uma relagdo tempo-temperatura

inferior a letal.

LECHOVICH et alii (1969) realizaram experiéncias
tentando elucidar gqual teoria seria mais acertada, se a de
Goldblith & Wang ou a de Olsen. Com este objetivo submeteram
suspensdes de S. cerevisiae e de Streptococcus faecalis &
acdo de radiacdes de 2450 MHz num forno de microondas
modificado. As amostras foram refrigeradas com querosene a
fim de evitar que atingissem temperaturas muito elevadas. Em
paralelo aqueceu em banho de dgua aliquotas das amostras
até elas atingirem a mesma temperatura gque a registrada
quando utilizado o forno de microondas (52 oC). Comparando
os resultados dos dois métodos concluiu que, aparentemente,
as microondas ndo produziram nenhum efeito letal adicional

ao simples aumento de temperatura.

CULKIN & FUNG (1975) sugeriram a existéncia de um
outro fator 1letal, além do térmico, no tratamento com
microondas. Trabalharam com E. coli e S. typhimurium
inoculadas em sopas de vegetais. Construiram um cilindro de
vidro com cinco bocas laterais de forma tal que pudessem
colher amostras do alimento em diferentes camadas e
registrar as diferentes temperaturas atingidas. Dessa
maneira poderiam estabelecer a relagdo entre a sobrevivéncia
dos microrganismos e a temperatura de cada camada do

alimento. Registraram as temperaturas mais elevadas nas
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camadas intermédias, as temperaturas intermédias na parte
inferior do recipiente e a temperatura mais baixa, na camada
superior. A letalidade foi maior na camada superior,
intermédia na regido central e menor na regiao inferior do
cilindro. Segundo os autores, a menor sobrevivéncia na zona
de menor temperatura sugeriu a existéncia de um fator letal
que ndo poderia ser explicado somente em fungcdo da
temperatura e que afetaria a estrutura celular dos

organismos.

DAHL et alii (1981) formularam a hipétese de que,
aparentemente, as microondas exerceriam algumas modificagdes
nos sistemas biolégicos que ndo poderiam ser explicadas
exclusivamente como devidas & injuria térmica. DREYFUSS &
CHIPLEY (1980) estudaram os efeitos letais da radiagédo das
ondas de freqiiéncia de 2450 MHz em células de S. aureus e
os compararam com os ocasionados por tratamento com &gua
quente. Seguindo a mesma linha que os pesquisadores citados
anteriormente estes ultimos sugeriram que a forma na qual as
microondas afetavam os microrganismos ndo poderia ser

explicada como devida a um efeito exclusivamente térmico.

CHIPLEY (1980) , trabalhando com esporos de Bacillus
stearothermophilus e de Aspergillus niger irradiados a
2450 MHz em auséncia de &gua, afirmou que a sobrevivéncia
ndo foi muito diferente da observada quando o agquecimento
foi realizado na forma convencional. Concluiu que a causa da
morte celular era a inativagdo térmica, ja que a

temperaturas inferiores a letal ndo foi observada inativacgaéo



e que a irradiagdo "per se" ndo danificou os componentes

celulares.

WHITE & HOBBS, citados por FUNG & CUNNINGHAM (1980)
usaram métodos convencionais e com microondas para aquecer
um alimento contaminado e concluiram que ambos os mnétodos
foram efetivos para eliminar células vegetativas mas nao
para esporos. Os préprios autores do citado artigo
verificaram que o tratamento com microondas ndo eliminava
completamente os microrganismos presentes em um alimento
gquando estes se encontravam em numero elevado. O processo se
tornava eficiente quando combinado conm uma fonte
convencional de calor ou quando ©O alimento estava coberto
com um material isolante, como um filme plastico, para
evitar dissipagdo do calor. Os resultados mostraram trés
pontos importantes:

- comparando o agquecimento por microondas com O
convencional o primeiro esteve mais influenciado pela
natureza do alimento do gque o segundo devido ao mecanismo de
geragdo de calor;

- os tempos recomendados pelos fabricantes dos fornos
podiam nao ser os adequados para a destruigdo de altos
niveis de microrganismos em certos tipos de alimentos;

- as microondas exerceram diferente efeito letal nas
espécies bacterianas. Os esporos foram mais resistentes que
as células vegetativas e diferentes espécies apresentaram

resisténcia diferente a irradiacgéao.

KHALIL & VILLOTA (1988) estudaram os efeitos 1letais

das microondas sobre o S. aureus e formularam varias
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hipéteses: o maior poder letal das microondas residiu na sua
capacidade de distribuir instantaneamente a energia térmica
aos componentes celulares sensiveis ao calor. A energia das
microondas podia quebrar a membrana celular e estruturas
subcelulares liberando 1lipidios gque se converteriam em
substratos de reac¢des oxidativas e/ ou enzimdticas. Também
os componentes lipidicos da membrana celular poderiam sofrer
um sobreaquecimento durante a irradiagdo e causar um dano
ainda maior. O dano sofrido pela membrana se evidenciou pela
presenca de &4cidos, peptidios, ions e lipidios da membrana
no meio em que se desenvolveram as células. Foi observado o
efeito da irradiacdo na diminuigdo da capacidade metabdlica
e na inibicdo da sintese de enterotoxina. No meio também foi
detectada a presenca de material 1liberado pela célula
injuriada, que apresentou reagdo positiva com a ninidrina

como purinas, pirimidinas e &cido nucléico.

3.6.2.1 Efeitos subletais

O efeito subletal das radiagdes foi objeto de
estudo de vérios pesquisadores. DREYFUSS & CHIPLEY (1980)
compararam os efeitos subletais das microondas a 2450 MHz
com os ocasionados pelo tratamento com dgua aquecida até 46
oC em células de S. aureus e sugeriram que a injudria
ocasionada pelas microndas ndo poderia ser explicada apenas
em funcdo da temperatura. Foi observado o comportamento da
atividade enzimatica sob acgdo das microondas.Os resultados

constam na Tabela a seguir.
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TABELA 4 1Influéncia do agquecimento convencional e por
microondas sobre a atividade de algumas enzimas

ENZIMA ATIVIDADE ENZIMATICA
Forno de microondas Forno convencional

Malato desidrogenase Aumento Aumento menor
(alfa) Cetoglutarato

desidrogenase Aumento Diminuigéao
Citocromo oxidase Aumento - - -
ATP-ase citoplasma Aumento Aumento
ATP-ase membrana Sem variagéo - - -
Fosfatase alcalina Sem variagéao Sem variagéao
Lactato desidrogenase Sem variacgao Diminuigéo
Glucose 6-P desidro-

genase Diminuigéo Aumento
Termonuclease Aumento - - -

Quando as enzimas irradiadas foram de procédencia néo
microbiana nado foi observada nenhuma alteragdo nas
respectivas atividades. Este fato 1levou a formular a

hipétese da existéncia de um efeito letal das microondas de

caradter ndo-térmico.

KHALIL & VILLOTA (1989) examinaram a natureza da
injuiria subletal em S. aureus. Encontraram dque células
aquecidas por microondas sofreram uma injdria maior que as
aquecidas em forma convencional. Apdés aquecimento de 30
minutos até uma temperatura de 50 oC, recuperaram um numero
menor de células quando o tratamento foi realizado com
microondas. Também foi menor o nuimero de células capazes de

produzir enterotoxina, quando comparadas com as submetidas a

—-42-



tratamento convencional. Concluiram que para exercer dita
capacidade de injuria adicional era necessdrio alcangar uma
temperatura de, no minimo, 40 oC. CRAVEN & LILLARD (1974)
estudaram o grau de recuperagdo de C. perfringens inoculado
em frangos que foram aquecidos em fornos de microondas até
temperaturas compreendidas na faixa de 49 oC a 84 oC e

constataram que a germinagdo de esporos foi estimulada.

Ooutros pesquisadores observaram que o aguecimento
com microondas apresentou uma taxa de destruigdo microbiana
superior a registrada quando o aquecimento foi realizado
mediante um sistema convencional ( KHALIL & VILLOTA;
DREYFUSS & CHIPLEY; OHLSSON; OLSEN ; etc). Formularam a
hipétese de que os microrganismos absorveriam energia em
forma seletiva e, conseqglientemente, sua temperatura seria

superior a do meio circundante.

SASTRY & PALANIAPPAN (1991) examinaram esta
situagdo analiticamente, baseando-se em principios de
transferéncia de calor. Assumiram que o microrganismo tinha
forma esférica e que existia uma diferenga de 1 oC entre
este e o0 meio circundante. Utilizando este modelo
concluiram que tinham encontrado um argumento sélido contra
a possibilidade de maior producdo de energia térmica (devida

a acao das microondas) dentro do microrganismo.
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3.6.3 Diferencas de resisténcia as microondas entre

microrganismos

Os microrganismos apresentam diferentes niveis de
resisténcia as microondas. CUNNINGHAM (1980) obteve
drédsticas diminuigdes nas contagens de coliformes,
Flavobacterium Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas synthaxa
e Alcaligenes viscolatis em caldo nutriente apés periodos
de aquecimento inferiores a 20 segundos, sendo a P.
aeruginosa o psicotréfico mais resistente e A. viscolactis o
mais sensivel a irradiagdo. DAHL et alii (1978) em um
estudo realizado sobre pédes de carne preparados em forno
convencional e reaquecidos em forno de microondas até 74 oC
observaram resisténcia maior entre os estreptococos com

relagdo aos coliformes e psicrotréficos.

Segundo as pesquisas conduzidas por CULKIN & FUNG
(1975) Streptococcus faecalis foi o0 microrganismo néo
esporogénico que apresentou maior resisténcia as microondas.
J4 LEON CRESPO e OKERMANN (1977) encontraram que, em carne
moida, o S. faecalis foi mais resistente ao tratamento
convencional e o Leuconostoc mesenteroides foi mais
resistente as microondas. WHITE & HOBBS, citados por FUNG &
CUNNINGHAM (1980), consideraram eficiente o aquecimento com
microondas para destruir células vegetativas mas néo
esporos. GEVAUDAN (1987) obteve resultados semelhantes.
BAKER (1983) aqueceu paes de frango e frangos inteiros
previamente inoculados com S. aureus e S.typhimurium,

encontrando que esta uUltima foi mais sensivel as microondas.
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OKERMAN: et alii ( 1976) compararam a resisténcia de trés
microrganismos inoculados em lombo de porco , submetidos a
aquecimento em forno de microondas e concluiu que Bacillus
subtilis foi mais resistente que Leuconostoc

mesenteroides e, por sua vez, este ultimo mais resistente

que Pseudomonas putrefasciens.

DAHL et alii (1981) procuraram um microrganismo
resistente as microondas que pudesse ser utilizado como
indicador de efetividade de aquecimento da mesma forma que
O P.A.3679 foi utilizado na indistria de alimentos enlatados
de baixa acidez. Estudou-se uma cepa de Streptococcus
faecium R 5314 mas foi considerado pouco resistente para
ser utilizado com tal finalidade. Desde que, aparentemente,
OS esporos dgerminam apds o aquecimento, estes pesquisadores
sugeriram a utilizacdo de um microrganismo anaerébio
esporogénico como Clostridium perfringens nos testes de
resisténcia. FUNG & CUNNINGHAM (1980) encontraram que entre
as bactérias comumente presentes em alimentos, Streptococcus

faecalis foi a mais resistente as microondas.

3.7 COMPARACAO DOS EFEITOS LETAIS DO AQUECIMENTO

CONVENCIONAL E DO AQUECIMENTO COM MICROONDAS

Ndo existe uma maneira simples de comparar o
aquecimento convencional com o aquecimento em forno de
microondas jA4 que ambos operam seguindo principios

diferentes. Segundo OLSEN et alii (1966) um inconveniente
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para realizar este tipo de estudos comparativos residiria no
fato da elevada quantidade de calor dissipado da superficie
dos alimentos porque o ar frio do forno de microondas
funcionaria como um "sumidouro de calor". Para evitar este
resfriamento superficial recomendaram a utilizagdo de unm
envoltério pléstico em torno do alimento. Também SAWYER et
alii (1984) demonstraram a importdncia do envoltério ao
obter contagens inferiores de S. aureus e Salmonella
senftenberg em pegas de carne protegidas por um filme de PVC
e irradiadas em comparacgao com amostras igualmente

irradiadas mas sem o envoltério .

LIN & SAWYER aqueceram pastéis de carne inoculados
com E. coli e S. aureus e protegidos por uma pelicula de
PVDC (cloreto de polivinilo) e compararam a sobrevivéncia
dos microrganismos com os de outro lote aquecido sem
embrulhar, encontrando um numero consideravelmente menor de

sobreviventes no primeiro lote.

OCKERMAN et alii (1976) realizaram estudos
comparativos de ambos os sistemas, quantificando a
sobrevivéncia de B. subtilis, L. mesenteroides e P.
putrefasciens em lombo de porco. Como critério de
finalizagdo do tratamento foi usada a temperatura interna
atingida pelo alimento. Concluiram que o tratamento com
microondas ndo foi t&o efetivo quanto o convencional no
que diz respeito a destruicdo microbiana. LEON CRESPO et
alii (1977) estudaram a resisténcia de S§. faecalis,

Lactobacillus plantarum e P. putrefasciens ao tratamento

_46_



térmico convencional e a4 1irradiacdo de 2450 MHz.
Aquecendo amostras até uma temperatura interna de 74 oC
concluiram que o efeito 1letal foi maior no processo
convencional. ALEIXO et alii (1985) estudaram a resisténcia
de S. typhimurium, S. aureus e C. perfringens em perus
cozidos em forno convencional e em forno de microondas até
atingirem uma temperatura interna de 76,6 oC e também
chegaram & mesna conclusdo a dque o0s Dpesquisadores
anteriormente citados chegaram. Consideraram como uma das
possiveis causas deste comportamento o fato de os
constituintes dos alimentos absorverem a energia das
microondas com intensidades diferentes e o aquecimento
depender da posigcdo do alimento dentro do forno. BAKER et
alii (1983) obtiveram resultados semelhantes estudando o
comportamento de culturas de S. aureus e S. typhimurium em
alimentos a base de frango e ovo. DESSEL, citado por BAKER
(1983), demonstrou que o aquecimento com microondas foi mais
efetivo que o convencional para diminuir o nivel de

contaminacdo por S. aureus .

ROSENBERG & BOGL (1982), apés conduzirem uma série
de pesquisas, concluiram que a redugdo da carga microbiana
foi semelhante quando se aplicou um tratamento com
microondas ou com forno convencional e que, utilizando este
ultimo, foi obtido um grau de letalidade superior em um ou
dois ciclos logaritmicos. Os pesquisadores também concluiram
que a inativag¢do bacteriana foi possivel porque os produtos
aquecidos continham dgua e os esporos ndo foram destruidos,

porém ativados. Observaram que a composigdo do produto foi
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importante por causa da diferenga de valores de constante
dielétrica dos seus componentes e pelo efeito protetor

sobre os microrganismos apresentado por certos ingredientes.

LINDSAY et alii (1986) obtiveram qualidade
microbioldégica superior em frangos inoculados com
S.typhimurium e posteriormente cozidos em forma convencional
em relacdo aos frangos inoculados da mesma maneira mas
preparados em forno de microondas. Em consequéncia,
aconselharam seguir algum outro critério, além do
recomendado pelo fabricante, como ponto final do processo a
fim de garantir um produto seguro quanto 4&a gqualidade

microbiolégica .

FUJIKAWA et alii (1992) estudaram a cinética de
destruicdo de E. coli em alimentos aquecidos em fornos de
microondas. Observando que as curvas dos sobreviventes a
este tratamento foram semelhantes as obtidas apés
agquecimento em banho de dgua, concluiram que a destruigao de
microrganismos submetidos & agdo das microondas deveu-se a

um fendmeno exclusivamente térmico .

DATTA & LIU (1992) tragaram curvas de destruigéo
térmica de microrganismos para comparar O processo de
aquecimento por microondas com o convencional. Verificaram
que a falta de uniformidade no aquecimento com
microondas aumentava com O tempo devido as diferentes
velocidades de geragdo do calor dentro da massa do
substrato. Em contraste, no aquecimento convencional a falta

de uniformidade diminuia com o tempo, conforme a temperatura
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da regido interna do substrato ia se aproximando da

temperatura da superficie.

3.8 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO AQUECIMENTO COM

MICROONDAS

CARROLL (1989 ) resumiu como algumas desvantagens a
serem consideradas no tratamento com microondas, além dos
34 mencionados pontos quentes e frios, a falta de
estandardizacao de nomenclaturas e niveis de poténcia
(fornos de diferentes fabricantes ou diferentes modelos
tém uma variedade de niveis de poténcia que dificulta o
estabelecimento de instrugdes gerais); o ambiente frio da
cavidade do forno, que resulta na falta de formacgdo de
crosta e cor (os curtos tempos de aquecimento néo permitem
que a superficie fique dourada ou que a 4dgua superficial
se evapore) e a forma irregular de um alimento, que resulta
num aquecimento desuniforme. A limitagdo da falta de cor
dourada tem sido contornada em fornos de fabricagdo mais
recente pela adigcdo de um sistema de radiagdo infra-
vermelha. Outro ponto importante é o recipiente no qual é
colocado o alimento, que deve ser resistente ao calor e

transparente as microondas.

FUJIKAWA et alii (1992) assinalaram duas grandes
desvantagens no aquecimento de alimentos em fornos de
microondas: os alimentos nédo podiam ser aguecidos
uniformemente e o aumento da temperatura de uma wunidade de

volume de alimento irradiado variava segundo a posigéo
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daquela unidade no forno. Comprovaram também que altas
concentragdes de sal retardavam o aquecimento especialmente
na regido central e, consequentemente, a temperatura em
algumas porgdes do alimento irradiado nao era

suficientemente elevada para eliminar os microrganismos

eventualmente presentes.

FRANZESE (1977) enumerou uma série de vantagens na
utilizagdo do forno de microondas para preparar ou aguecer
as refeigdes oferecidas a pacientes internados em hospitais.
Entre elas: satisfagdo dos pacientes por receber comida
quente; satisfagdo dos funciondrios do refeitério pela
reducdo do volume de trabalho nos hordrios de nmaior
movimento; redugdo da carga microbiana do alimento por
redugdo do tempo no qual ele permanece a temperatura
ambiente; maior flexibilidade na arrumagdo de bandejas com
alimentos mais elaborados ou de mudangas de dieta e menor

investimento em equipamentos para cozinha.

Uma vantagem importante que apresenta o aquecimento
em forno de microondas é o de retengcdo de nutrientes em um
grau superior ao do aquecimento convencional por ser um
processo mais rdpido (DATTA & LIU, 1992). Segundo vdrios
estudos,os niveis de tiamina ndo variaram significativamente
com o método de preparagao , porém foli constatado dque
. toucinho defumado cozido em forno de microondas apresentou
niveis de nitrosaminas inferiores ao toucinho preparado na

forma convencional (HOFFMAN & ZABIK, 1985).
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DEHNE et alii (1991) estudaram a influéncia do
tratamento com microondas sobre o valor nutricional de

varios alimentos e ndo encontraram nenhum efeito deletério.

Outra vantagem, assinalada por CUNNINGHAM (1977), foi
o prolongamento da vida de prateleira de alimentos
submetidos a uma breve exposigdo as microondas. Hambirgueres
de frango irradiado por um periodo de 10 a 20 segundos,
quando comparados com amostras que nao passaram por este

tratamento, apresentaram sinais de deterioragdo apés um

periodo maior.

Atualmente estéao sendo desenvolvidos processos
continuos nas indistrias de alimentos, de produtos
farmacéuticos e de bebidas devido a possibilidade de
retencgdo de constituintes termoldbeis, reducgdo de
incrustagdes na superficie dos trocadores de calor e

manutengdo dos equipamentos (MUDGETT, 1986)

3.9 REAQUECIMENTO DE ALIMENTOS EM FORNOS DE MICROONDAS

SPITE (1984) estudou a influéncia da composigdo do
alimento, homogeneidade, peso e relagcao tempo /temperatura,
na sobrevivéncia dos microrganismos presentes em alimentos
congelados e reaquecidos em fornos de microondas. Bacillus
cereus e Clostridium perfringens inoculados em concentragdes
superiores a 5 log UFC/g sobreviveram a um tratamento de 4
minutos de aquecimento , apés o qual a temperatura interna

final fora de 88 oC. Nas mesmas condigdes de trabalho



Salmonella cubana e S. aureus ndo foram detectadas apds 3
minutos de aquecimento. A adig¢do de ervilhas na relagédo 1:1

deu como resultado uma sobrevivéncia maior de S. cubana
mesmo tendo sido atingida uma temperatura interna final
superior a anterior. O fato foi explicado como uma possivel
modificagdo na transferéncia de calor. Aparentemente
formar-se-ia uma camada mais fria em torno das ervilhas o
que permitiria a sobrevivéncia dos microrganismos presentes
nessa porgdo do alimento. Do mesmo modo gue outros
pesquisadores anteriormente citados, SPITE (1984) comprovou
que, seguindo as instrugdes de aguecimento fornecidas nas
embalagens de produtos congelados, os microrganismos

eventualmente presentes ndo puderam ser eliminados.

COOTE et alii (1991) alertaram sobre o risco dque
representava controlar a temperatura de aquecimento em um
dinico ponto. Compararam a letalidade do aquecimento
convencional e com forno de nmicroondas sobre Listeria
monocytogenes inoculada em frango. Assinalaram a necessidade
de determinar a temperatura em vArios pontos da pega do
alimento, quando aquecido no forno de microondas devido a
falta de homogeneidade na distribuicdo de calor. Os seus
resultados ilustram a necessidade de se tomar cuidado ao
interpretar valores de inativagdo térmica em alimentos
sélidos, onde se registram diferengas de temperatura
considerdveis entre dois pontos e que podem resultar em

diferengcas no grau da injuria sofrida pelos organismos

presentes.
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A utilizacdo do forno de microondas para reaquecer
alimentos destinados a pessoas doentes, convalescentes ou
imunodeprimidas cria uma situagdo bastante particular porque
esta populacgdo estd incluida na categoria de maior risco de
contrair doengas de origem alimentar. Por este motivo ¢é
importante obter o mdximo de informagdes sobre a existéncia

de injuria e seu grau de intensidade como consequéncia do

processo de aquecimento com microondas. (DAHL, 1981)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Cepas bacterianas

o material em estudo esteve constituido de
suspensdes de Escherichia coli 010 (da colegédo da Segao de
Microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos),
Bacillus cereus CCT 0240 (cedida pela Fundagédo Tropical
de Pesquisas André Tosello), de esporos de Clostridium
sporogenes PA 3679 da colegdo da Segao de Microbiologia
do Instituto de Tecnologia de Alimentos e de sopa creme de

vegetais preparada no laboratério.

4.1.2 Forno_de microondas

O forno de microondas utilizado foi da marca Sharp
digital modelo Carousel MW 615 com prato giratério e
termémetro removivel ligado ao painel de leitura, com
poténcia de saida de 700 Watts, freqiiéncia de trabalho de

2450 MHz e capacidade de 42 litros.



4.2 METODOS

4.2.1 Preparacdo da sopa creme de vedgetais

A sopa teve a seguinte composigao :

Batata 3,90 kg

Cenoura 0,90 kg
Chuchu 0,60 kg
Vagem 0,50 kg
Margarina 0,25 kg

Sal 0,03 kg

ovos trés unidades
Agua 7,00 1

Os vegetais foram cozidos na &dgua com sal e apds
esfriamento foi reposta a 4dgua perdida por evaporagdo. As
hortaligas, a margarina e os ovos foram homogeneizados em
liquidificador doméstico. A seguir a sopa foi dividida em
porcdes de 300 g acondicionadas em frascos de vidro com
tampa de pldastico rosquedvel perfurada para permitir vazao
do vapor durante o aquecimento. Os recipientes com a sopa
foram autoclavados a 121 oC por 20 minutos. Previamente as
tampas foram cobertas com uma fina camada de algodao e duas

folhas de papel manilha para evitar recontaminagéo.

A sopa apresentou um valor de pH de aproximadamente
5,4; viscosidade de 612 cps a 25 oC; umidade de 88,9 % e
densidade de 0,99.



O alimento escolhido foi a sopa pastosa por ser
homogénea. HARRISON (1980) tem assinalado a importédncia da
homogeneidade no processo de aguecimento por microondas jé
que em alimentos con esta caracteristica ocorre uma

distribuicdo de temperatura mais uniforme que em alimentos

sélidos.

4.2.2 Preparacdo das suspensdes de microrganismos

Os microrganismos em estudo foram escolhidos segundo
caracteristicas de resisténcia térmica. E. coli, por ser uma
bactéria ndo esporogénica de simples detecgédo, sensivel ao
calor (JAY, 1992); B. cereus por ser um aerdbio esporogénico
de resisténcia térmica superior (ROITMAN et alii, 1988) e C.
sporogenes PA 3679 por ser um anaerébio produtor de

esporos muito resistentes ao calor (LAKE et alii, 1992).

A pureza das cepas foi comprovada do seguinte modo:

- E. coli foi estriada no meio de &gar eosina azul de

metileno (HITCHINS, 1992). Coldnias com aspecto
caracteristico (transparentes com brilho verde metdlico no

centro) apresentaram o comportamento tipico de E. coli

tipo I as provas de IMViC =-indol; vermelho de metila; Voges

Proskauer ; citrato- (HITCHINS, 1992) .

- Coldnias tipicas de B. cereus desenvolvidas no meio
dgar vermelho de fenol-gema de ovo-polimixina segundo Mossel
(PE) (HARMON, 1992) foram testadas nas reagdes de Gran;

catalase ; motilidade ; manitol e as provas bioquimicas
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de fermentacdo de glicose, redugdo de nitrato, decomposigéao
de tirosina e producdo de acetil metil carbinol a partir de

glicose ( HARMON,1992).

- C. sporogenes foi estriado no meio de &gar figado de
vitela com gema de ovo (LVA) (KAUTTER et alii, 1984). A
partir de colédénias tipicas foram observadas ao microscédpio
células apresentando forma de raquete de ténis com esporos

terminais.

As culturas dos microrganismos wutilizados foram
ativadas por transferéncias sucessivas nos meios indicados
acima. Para avaliar aproximadamente a populagdo de
microrganismos e poder calcular a concentragéao do indculo
foi utilizada a curva de crescimento, para E. coli e
contagem na camara de Petroff- Hausser para os esporos de B.
cereus e C. sporogenes. A quantificagdo definitiva foi
realizada por plagueamento nos meios de &gar tripticase
soja (TSA) para E. coli (incubacao a 35 oc por 24-48 horas)
e B. cereus (30 oC por 24 horas ) e de dgar figado de vitela

(LVA) para C. sporogenes (30 oC por 72 horas).

4.2.2.1 Preparacdo da suspensdo de Escherichia coli

Determinagdo da curva de crescimento

Para o tracado da curva de crescimento de E.coli
realizaram-se trés ensaios independentes com duplicata.
Foram wutilizados trés frascos Erlenmeyer de 125 ml de

capacidade contendo 99 ml de caldo tripticase soja ( TSB ) e
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pérolas de vidro estéreis. Os microrganismos foram ativados
por transferéncia de uma cultura pura de 24 horas para tubo
contendo &gar TSA , seguido de incubagdao a 35 oC por 24
horas. Uma alcada da cultura foi transferida para novo tubo
com O mesmo meio, seguido de incubagao a 35 oC por 24
horas. Apdés incubagdo uma algada desta ultima cultura foi
transferida para um tubo contendo aproximadamente 10 ml de
caldo TSB e incubada a 35 oC por 24 h em agitador New
Brunswick Scientific Company com controle de temperatura,
modelo G 25, a 140 rpm. Apés incubagao 1 ml da suspensao em
TSB foi transferido para Erlenmeyer contendo 99 ml do
mesmo meio e pérolas de vidro e incubado com agitagao a
35 oC. A intervalos regulares de duas horas foram retiradas
aliquotas de 1 ml, preparadas diluigdes decimais sucessivas
até 10 -7 e efetuada a contagem em profundidade em placas
em meio de agar TSA com incubagao a 35 oC por 24-48
horas. Em continuacdo foi tracada a curva de crescimento
representando graficamente valores de populagdo versus tempo
de incubacdo. A concentracdo de E.coli em aliquotas obtidas
de culturas nas mesmas condigdes puderam ser estimadas

através da curva obtida (Figura 7)

4.2.2.2 Preparacido da suspensao de esporos de Bacillus

cereus

Para obter uma produgdo macica de esporos, a cepa de
B. cereus foi inoculada em tubos (25 x 200 mm ) contendo

dgar nutriente inclinado e incubados a 35 oC + 1 oC por 48
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horas. Apés a incubagcdo foi retirado o crescimento
superficial de cada tubo adicionando-se 3 ml de 4gua
destilada estéril e agitando-se delicadamente. O conteudo de
todos os tubos foi reunido em tubo estéril e a suspenséo
final submetida a aquecimento em banho-maria a 80 oC + 1 oC
durante 15 minutos (para destruir as células vegetativas e
ativar os esporos) e, a seguir, colocada em banho de gelo
por 2 minutos (STUMBO, 1965). Duas garrafas de Roux
contendo 150 ml de 4gar nutriente adicionado de 1% de
sulfato de manganés foram inoculadas com 2 ml da suspenséo
de esporos de B. cereus e incubadas a 35 oC por dez dias
com uma inclinagdo de 45 o (STUMBO, 1965). Apdés incubagdo,
foram adicionados 2 ml de dgua destilada em cada garrafa e,
com o auxilio de uma bagueta de vidro em forma de cotovelo
foi raspada cuidadosamente a superficie do agar para retirar
o crescimento superficial. O crescimento rema- nescente foi
retirado adicionando-se 3 ml de &gua destilada estéril. A
suspensdo foi distribuida em tubos de centrifuga com tampas
estéreis e centrifugada a 1000 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado suspendido em

adgua destilada estéril e centrifugado novamente.

O processo de lavagem fol realizado trés vezes com a
finalidade de deixar a suspensdo com o minimo numero de
células vegetativas possivel. Apés a limpeza dos esporos,
estes foram ressuspensos em 4gua destilada estéril e
conservados a 4 oC em Erlenmeyer com pérolas de vidro
(STUMBO, 1965). A observacgdo microscépica da suspensao

evidenciou a preseng¢a de um numero praticamente desprezivel
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de células vegetativas. A seguir os esporos foram contados
com o auxilio da cdmara de Petroff-Hauser, sendo a férmula

utilizada para calcular o seu numero :
nuimero de esporos/ml = 20.10*6. dilui{ao. n / N

onde n: numero total de esporos contados
N: nimero de quadrados pequenos contados na cémera de

Petroff-Hausser

4.2.2.3 Preparagdo da suspensdo de esporos de Clostridium
sporogenes

A cepa de C. sporogenes PA 3679 foi ativada por
inoculagdo em meio de carne moida (CMM) e incubada a 35 oC
por 48 horas. Adaptando o esquema utilizado por SANTO
GOLDONI et alii (1980), dois tubos contendo 9 ml de CMM
foram inoculados com 0,1 ml da suspensdo de esporos,
adicionados de vaspar ( vaselina-parafina 1:1 ) para cobrir
a superficie e agquecidos a 82 oC durante 13 minutos. Os
tubos foram rapidamente esfriados e incubados a 30 oC por 18
horas. No fim da incubacgédo, de cada tubo foram transferidas
duas aliquotas de 2 ml da suspensdo e inoculados em dois
tubos contendo 18 ml de meio CMM estéril. A superficie foi
coberta com vaspar e, a seguir, os tubos foram incubados a
30 oC por 4 horas. Apdés este periodo, o conteuldo total dos
dois tubos foi transferido assepticamente para um frasco com
150 ml de meio CMM estéril. A suspensdo foi coberta com

vaspar e incubada a 30 oC por 3 horas. Finalmente, a cultura



foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo 500 ml de
meio CMM estéril, selada com vaspar e incubada durante 8

dias a 30 oC e 4 dias a 20 ocC.

Apds incubacgdo, o meio foi filtrado assepticamente
utilizando funil de vidro contendo seis camadas de gaze. O
filtrado foi transferido para frascos Nalgene de centrifuga
estéreis e centrifugado por 10 minutos a 8000 rpm a O oC.
O liquido sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso
em d4dgua estéril e centrifugado. Apés nova suspensdo e
centrifugagao obteve-se um liquido bastante escuro , por
este motivo realizou-se uma nova filtragdo seguida de
centrifugagcdo. O sedimento assim obtido foi novamente
suspenso em &dgua destilada estéril e mantido a 4 oC em

Erlenmeyer com pérolas de vidro estéreis.

Apdés diluigcdes adequadas, a populagdo de esporos foi
estimada por contagem na cémara de Petroff-Hauser como 7Jja

descrito para B. cereus.

A contagem de microrganismos foi realizada em meio
dgar LVA. Da suspensdo mde foi tomada uma aliquota, diluida,
submetida a choque térmico a 80 oC durante 10 minutos e
rapidamente esfriada em 4gua com gelo durante 2 minutos.
Apés diluigdes convenientes, as amostras foram inoculadas em
profundidade. Uma vez solidificado o meio foi colocada
superficialmente uma fina camada de meio fundido. As placas
foram incubadas em jarros Gaspak a 30 oC por 72 horas

(POLVINO et alii, 1982; MELLO SERRANO et alii, 1991).
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4.2.3 Ensaios preliminares

A primeira parte do trabalho consistiu no estudo das
caracteristicas do forno de microondas. Com este propésito

foram realizados alguns ensaios preliminares.

4.2.3.1 Calibracdo do termbémetro do forno

O primeiro passo foi a calibragdo do termémetro do
forno, utilizando um termémetro de mercirio aferido. No
centro do prato giratério foi colocado um frasco de vidro
contendo 450 ml de dgua. O termdémetro foi situado no centro
geométrico da massa de &gua e segurado por meio de um
batoque de cortiga com algumas perfuragdes para permitir a
saida do vapor. A profundidade de introdugdo do termémetro
foi fixada com um tubinho de borracha colocado por cima do
batoque. o] forno foi programado  para se desligar
automaticamente ao atingir uma determinada temperatura. Cada
amostra de 4gua foi aquecida, retirada rapidamente do forno
e agitada, sendo sua temperatura imediatamente medida com
termémetro de mercuirio e comparada com a registrada pelo

termbmetro do forno.

4.2.3.2 Medicdo da temperatura da amostra no interior do
forno
Procurando-se estabelecer quais eram os pontos

mais frios na cavidade do forno, realizou-se uma série de
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ensaios de aquecimento com &dgua de torneira nas poténcias
baixa, média e alta. Em cada esquina da base interna do
forno foi colocado um béquer contendo 150 ml de 4&gua,
mantendo-se o aparelho ligado durante diversos periodos de
tempo. Observou-se que as temperaturas mais baixas
registraram-se nos recipientes mais préximos da porta. Em
ensaios sucessivos foi constatado que apdés o mesmo tempo de
aquecimento e nas mesmas condicgdes, as temperaturas

registradas em cada béquer foram diferentes.

Também foi procurado o ponto mais frio sobre o prato
giratério, que se encontrou na regido média, ou seja, entre
o centro e a regido periférica do prato; mas, por razao de

praticidade, decidiu-se trabalhar no centro do prato.

Os primeiros ensaios foram realizados utilizando-se
solucéao salina fisiolégica, tentando observar como se
produzia o aquecimento com o forno programado para desligar-
se automaticamente aos 76 oC . Registrou-se o tempo
necessdrio para as amostras atingirem 76 oC no centro
geométrico da massa,tendo como referéncia de temperatura
aquela indicada no painel do forno. Alguns autores citados
na revisdo bibliogrdfica, como OLSEN (1965) e SAWYER (1984)
tém considerado que a mencionada temperatura garantiria um

produto de qualidade microbioldégica satisfatéria.

Observou-se, porém, que os tempos necessdrios para

atingir 76 oC eram bastante varidveis.

Amostras de 300 g de solucdo salina foram aquecidas

por periodos de 1 a 4 minutos em poténcia média. O
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termémetro do forno foi fixado de forma tal que medisse a
temperatura do centro da amostra. Os valores indicados no

visor do forno foram registrados minuto a minuto (Tabela 6).

Uma vez completo o aguecimento programado, o forno
se desliga automaticamente e ndo é possivel obter informagéo
da temperatura no visor. Deixando a amostra em tempo de
espera sé6 se pode medir a temperatura final com algun outro
instrumento diferente do termbémetro do forno. Por este
motivo, nos ensaios preliminares, as amostras de material

foram colhidas sem aguardar pelo tempo de espera.

4.2.3.3 1Inoculacdo da sopa

Nos primeiros ensaios procedeu-se do seguinte
modo: uma amostra de 500 g de sopa foi colocada em bolsa de
plastico estéril, inoculada com a suspensao de
microrganismos e homogeneizada em "stomacher" durante 30
segundos. A ponta da bolsa foi cortada assepticamente e
300 g do seu conteddo foram transferidos para um vidro de
500 ml de capacidade com batoque de cortiga perfurado e
coberto com uma camada de algoddo (todo o conjunto
previamente esterilizado ). No centro da tampa do vidro foi
colocado o termdOmetro do forno e o conjunto foi colocado no
centro do ©prato giratério para ser aquecido. Foram
encontradas dificuldades para homogeneizar corretamente a
amostra apés o aquecimento. Além disso, houve uma grande

demora entre os ensaios por causa da limpeza e desinfecgéo
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do termdémetro. Os manuais de instrugdes de fornos de
microondas consultados (Panasonic, Sharp) recomendavam
tempos de aquecimento e ndo temperaturas. Levando em
consideragdo todos estes aspectos mencionados e tentando
estabelecer uma temperatura média do alimento apés o
tratamento com microondas, a amostra passou a ser
homogeneizada com agitador magnético por 1 minuto e sua
temperatura a ser medida com termdémetro de mercurio. Como
parametro de referéncia fixou-se o tempo de aguecimento em

minutos por ser mais fdcil de acompanhar e medir de forma

padronizada.

Os batoques de cortiga que serviram para segurar o
termémetro foram substituidos pelas préprias tampas
plasticas dos frascos ( devido & praticidade e facilidade de

limpeza) com as perfuragdes necessdrias e protegidas do modo

ja descrito.

4.2.4 ENSATOS DEFINITIVOS

4.2.4.1 Inoculacdo da sopa

Para estudar a influéncia das microondas sobre os
microrganismos escolhidos foram realizadas as diluicgdes
necessadrias a partir da suspensdo mde de cada bactéria, de

modo a atingir, para cada um deles, niveis de contaminacéao
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na sopa da ordem de 2 log UFC/ml, 4 log UFC/ml e
6 log UFC/ml. A temperatura da sopa foi levada até

25 oC + 1 oC utilizando banho-maria.

Assepticamente foi introduzido um agitador de barra
magnético estéril e logo depois a suspensdo do inéculo.
Agitou-se cuidadosamente para distribuir o inéculo na massa
do alimento. O frasco contendo 300 ml de sopa foi colocado
no centro do prato giratdério do forno e aquecido por um
minuto na poténcia maxima. Imediatamente depois foi retirado
do forno, colocado sobre a placa do agitador magnético e
homogeneizado por um minuto. Da maneira mais rédpida possivel
foi medida a temperatura com termdmetro de mercurio aferido
e retirada uma aliquota da amostra, que foi transferida para
tubo estéril e mantida em banho de gelo até o momento da
andlise. Procedeu-se do mesm modo com uma segunda amostra de
sopa estéril, mas desta vez aquecendo-a por dois minutos.
Apés aquecimento, a amostra permaneceu durante 1 minuto
dentro do forno desligado, visto o tempo de espera ser
fundamental para a equalizagdo da temperatura. Uma vez
retirada do forno, a amostra foi homogeneizada com o auxilio
de agitador magnético durante um minuto. Da mesma maneira
procedeu-se com uma terceira amostra mas aquecendo por trés
minutos, sendo o tempo de espera de dois minutos e agitando
por um minuto. Resumindo, cada amostra foi aquecida por um
determinado periodo de tempo e permaneceu durante O mesmo
periodo denominado tempo de espera, sendo que o ultimo

minuto foi sob agitacdo (Tabela 5), (MIAN, 1992).
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Em cada ensaio também foi realizada a contagem de
uma amostra inoculada mas ndo submetida & agdo das

microondas, que serviu de testemunha.

Devido a resisténcia térmica dos esporos , as
amostras inoculadas com B.cereus e C. sporogenes foram
aquecidas por um periodo de tempo superior, 10 minutos.As
amostras aquecidas por periodos de até 3 minutos foram
tratadas da forma Jj4 descrita. As amostras aquecidas por
periodos de 4 até 10 minutos permaneceram dentro do forno,
apés irradiagcdo, durante 3 minutos e posteriormente foram

homogeneizadas durante 1 minuto, evitando-se, assim, queda

de temperatura na massa da sopa (Tabela 5).

TABELA 5 Tratamento das amostras de sopa inoculadas

Tratamento dentro do forno Homogeneizagéao
(minutos) (minutos)
Aquecimento Tempo de espera Agitacgéao
1 0 1
2 1 1
3 2 1
4 3 1
10 3 1
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4.2.4.2 Avaliacdo da populacdo de Escherichia coli e de
esporos  de Bacillus cereus e Clostridium
sporogenes apds exposicdo as microondas

Apés exposigdo as microondas a populagdo de E.
coli foi avaliada retirando-se aliquotas de sopa, realizando
as diluicgdes decimais necessdrias e inoculando em
profundidade no meio agar TSA, seguido de incubacdo a 35 oC

por 24 horas (HITCHINS,1992)

Para poder avaliar a injuria subletal na
populagdo da bactéria devida ao tratamento também foram
inoculadas aliquotas das amostras de sopa em meio de agar
violeta vermelho bile (VRB) (Difco, Barueri, Sao Paulo,
Brasil) com incubagdo a 35 oC por 24 horas. Como é um meio
seletivo, apenas permite o desenvolvimento das células néo

injuriadas. (JAY, 1991, FOEGEDING, 1992)

A contagem da populacdo de B. cereus sobrevivente
foi realizada nos meios &d4gar TSA e PE. O meio TSA permite
contar todos os microrganismos vidveis incluindo aqueles que
sofreram injdria subletal, o 4&4gar PE, pelo fato de ser
seletivo, permite contar aqueles microrganismos que néo
sofreram injuria subletal. A incubagao foi feita a 30 oC por

24 horas (STEVENSON, 1992, STUMBO, 1965).

Seguindo o mesmo esquema indicado no caso de

inoculagdo de E. coli foi tomada uma aliquota de cada frasco
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com sopa, realizada a diluicdo conveniente e avaliado o
nimero de microrganismos sobreviventes por inoculagdo em

placa.

A contagen da populacéo de C. sporogenes
sobrevivente foi realizada utilizando dgar LVA , recomendado
para recuperagdo de anaerdbios putrefativos pela sua
composicdo. Este meio , entre outros ingredientes, contém
amido soluvel, citado por diversos autores como conveniente
para realizar contagem de esporos de clostridios devido a
sua acdo neutralizante de inibidores gue podem ser
encontrados no meio (FOEGEDING, 1992, DENNY & CORLETT,
1992). Porém, este meio apresenta algumas desvantagens.
Quando a populagdo é elevada, devido & intensa produgdo de
g4ds, pode ocorrer desprendimento total ou parcial do &gar,
que se deposita na tampa. Mesmo em casos em que as placas
apresentaram baixas contagens de esporos foi observado este
problema. Em outros casos, o agar apresentou bolhas de gas
circundadas por un anel opaco leitoso e outro mais fino e
transparente. As bolhas de gds presentes em placas com
populagdes bacterianas mais numerosos néo estavam rodeadas
de halos opacos. Estas observagdes estdo em desacordo com

alguns dados publicados na bibliografia consultada (Manual

Difco, 1984).

Contagens feitas em plaqueamento em superficie de
d4gar normalmente apresentam variagdes maiores que o esperado
entre as duplicatas (FOEGEDING, 1992). Mesmo assim foi uti-
lizada esta técnica, visto que a do numero mais provavel

(NMP), que também poderia ter sido usada , apresenta a
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desvantagen de requerer longos periodos de incubagao pela
lenta germinagdo dos esporos, além de ser uma técnica
demorada devido ao elevado numero de amostras a serem
examinadas e com resultados menos precisos quando comparada

com a contagem em placa (GRICHY et alii, 1983).

Os esporos injuriados pelo calor requerem periodos de
incubacdo mais prolongados que os ndo injuriados ; por isso,
as placas foram incubadas por 72 horas a uma temperatura de
35 oC dentro de jarros anaerdébios sistema Gas-Pak
(FOEGEDING, 1992). POLVINO (1982) também recomenda um tempo
de 72 horas, j4 que um periodo menor , como 48 horas, pode
levar a resultados incorretos devido & presenga de esporos
vidveis mas em estado de dorméncia gque nédo chegaram a
germinar. A atmosfera gasosa foi obtida utilizando envelopes

para anaerobiose e para conferir estas condigdes foram

utilizadas fitas indicadoras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DOS ENSAIOS PRELIMINARES

Na Tabela 6 constam os valores de temperatura
registrados no visor do forno durante o aquecimento de 300

ml de uma solugdo salina na poténcia média.

A diferenca de temperatura resultante de periodos de
aquecimento iguais e nas mesmas condigdes foi grande. No
periodo compreendido entre 1 e 2 minutos observaram-se
diferencas de 4 oC ( como no segundo ensaio : 42 oC - 38 oC)

até 10 oC ( como no terceiro ensaio: 51 oC - 41 oC).

No periodo compreendido entre 2 e 3 minutos obser-
varam-se diferencas de 7 oC ( como no quarto ensaio: 54 oC-

47 oC) até 24 oC (como no primeiro ensaio:70 oC - 46 oC).

Observa-se, claramente, que o registro da temperatu-
ra tem sido pontual sem refletir exactamente a temperatura
média da amostra. No primeiro ensaio apés 3 minutos a

temperatura foi de 70 oC e apdés 4 minutos, de 65 oC.

Com o propdésito de acompanhar as variagdes da
temperatura realizaram-se ensaios de aquecimento de sopa

anotando os valores lidos no visor do forno a intervalos de
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1 minuto (Tabela 7). Observa-se que quanto maior foi o tempo
de aquecimento maior foi a temperatura alcangada, porén,
sem se poder estabelecer uma relacdo entre estes dois
paradmetros. A diferenca de temperatura da sopa entre 1
minuto e 4 minutos de aquecimento foi de 2 oC (42 oC-44 oC)
na prova 4 do ensaio VI e de 34 oC (40 oC-74 oC) na prova 4
do ensaio VII, com diferencas entre 16 oC e 22 oC nos outros
ensaios. Na prova 3 do ensaio VI, a temperatura apods 2
minutos foi a mesma que apés 3 minutos. Na prova 4 do ensaio
VI as temperaturas lidas apds 2 minutos (37 oC) e 3 minutos
(40 oC) foram inferiores aquela correspondente a 1 minuto

(42 oC).

Os resultados dos ensaios preliminares de
sobrevivéncia de E. coli constam na Tabela 8 onde estéao
apresentados os valores obtidos com este tratamento, sendo
as temperaturas registradas aquelas indicadas pelo

termometro do forno, sem agitagdo e sem dar tempo de espera.

Ap6s 1 minuto e 4 minutos de aquecimento houve
diversas variacdes de temperatura.No ensaio 1 a temperatura
registrada apés 4 minutos de aquecimento ( 56 oC ) foi menor
gue a correspondente a 3 minutos ( 59 oC ). A diferenga
entre valores de temperatura final para ensaios similares é
maior quanto maior for o tempo de aquecimento. Apés 1 minuto
houve uma diferenca maxima de 11 oC ( 35 oC e 46 oC ) entre
os ensaios realizados. Apés 4 minutos, a diferenga ja foi
de 30 oC (44 oC no ensaio 6 e 74 no ensaio 7). O registro

da temperatura foi pontual e nao refletiu o estado térmico
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da massa de sopa como um todo. Pode-se dizer que a diferencga
de temperatura entre dois pontos da massa do alimento, apds
um determinado periodo de aquecimento, foi Dbastante
significativa. Visto que os valores obtidos podem ser os
correspondentes a pontos quentes ou frios da massa, percebe-
se a necessidade de aguardar o tempo de espera
correspondente e homogeneizar mecanicamente a amostra. Este
problema tem sido mencionado por varios pesquisadores, entre

eles CARLIN (1982) e DATTA & HU (1992).

Analisando os valores da coluna correspondente ao
nuimero de sobreviventes na Tabela 8 concluiu-se que as
condigdes de operagdo realizadas ndo alteraram a populagéo
microbiana, ou seja, o aquecimento da sopa por 4 minutos em
poténcia média e sem tempo de espera ndo foi suficiente para
inativar as células de E. coli presentes. Em conseqgiiéncia
foi planejada uma série de ensaios operando com o forno em
poténcia alta e aguardando um tempo antes de retirar a

amostra do forno (tempo de espera).

Na Tabela 11 estdo reunidos os dados de nove ensaios
de aquecimento em poténcia alta da sopa inoculada com trés
niveis de B. cereus. Ensaios realizados com amostras de sopa
inoculadas com populagdes da ordem de 6,33 log UFC/ml e
aquecidas durante 3 minutos revelaram uma reducdo media de
0,86 ciclos logaritmicos no numero de sobreviventes mas
o mesmo ndo aconteceu com amostras de uma populagao de

2,52 log UFC/ml e 4,69 log UFC/ml.
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Os ensaios preliminares realizados demonstraram que 3
minutos de aquecimento ndo foram suficientes para inativar
completamente esporos de B. cereus. Foram programados,entao,
ensaios de periodos de aquecimento mais prolongados com a

finalidade de verificar quando ocorreu a inativagéo .

5.2 RESULTADOS DOS ENSATOS DEFINITIVOS

Na Figura 8 podem ser observados os resultados de
trés ensaios do aquecimento da sopa inoculada com E. coli na
concentracdo de 2,66 log UFC/ml, com tempo de espera

(Tabela 9).

No ensaio 1 apés os primeiros 2 minutos de
aquecimento, ndo houve diminuigdo acentuada da populagéo.
Nos ensaios 2 e 3, a populagéo bacteriana teve uma
ligeira diminuigdo apés o primeiro minuto, mas apés 2
minutos nao foram evidenciados microrganismos
vidveis,indicando inativacdo total da populagdo. No ensaio
1 ao cabo de 3 minutos de aquecimento houve uma marcada

diminuicdo de E. coli, nao sendo detectadas bactérias

viaveis.

Segundo os dados da Tabela 9, a temperatura atingida
pela sopa apés 2 minutos de aquecimento no ensaio 1 foi de
51 oC ,no entanto no ensaio 2 foi de 70 oC e no ensaio 3,

de 69 oC. Esta diferenca de temperatura, a primeira vista ,
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poderia explicar por dque no ensaio 1 o numero de

sobreviventes foi mais elevado.

Na Figura 9 estédo representados os dados dos
ensaios 4, 5 e 6. Quando a populagdo inicial de E. coli foi
da ordem de 4,68 log UFC/ml, ndo foi observada nenhuma
alteracdo acentuada apés 1 minuto de aquecimento nos trés

ensaios (Tabela 9).

Na curva correspondente ao ensaio 6 observou-se
uma diminuicdo mais acentuada no numero de microrganismos
em fungao do tempo. Apés 2 minutos de aquecimento, a
populagdo teve uma redugdo de 3,64 log UFC/ml enquanto no
ensaio 4 essa reducdo foi de 2,25 log UFC/ml e no ensaio 5
foi de 2,68 log UFC/ml. Apés 3 minutos de aquecimento, nao
foram evidenciados microrganismos vidveis nas amostras

examinadas.

As amostras atingiram temperaturas muito préximas

nos trés ensaios.

Os valores da populagdo de E. coli na Figura 10
indicam que apés 1 minuto de aquecimento o indculo
permaneceu praticamente no mesmo nivel inicial, mas apés 2
minutos a inativacdo foi completa. E interessante comparar
estes valores, que correspondem a um inéculo da ordem de
6,69 log UFC/ml, com OS da Figura 8, que sao
aproximadamente 100 vezes menores. Neste caso, a destruigao
dos microrganismos se completou num periodo menor gquando a

populagcdo foi mais elevada.
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As amostras aquecidas por 1 minuto apresentaram,
nos meios TSA e VRB valores da mesma ordem de dJrandeza
(Tabela 10). Desde que o meio VRB permite avaliar o numero
de bactérias que ndo sofreram injiria subletal pode-se
supor, a partir da observacgéao da Tabela 10, due o
aquecimento pelo periodo de 1 minuto ndo tenha ocasionado
este efeito. A possibilidade de ocorréncia de injiria
subletal sé se manifestou nos ensaios 4, 5 e 6 apés 2
minutos de exposigcdo Aas microondas. A ©populagdo dos
microrganismos injuriados variou entre 1,00 e 2,40 ciclos

logaritmicos.

O meio VRB também permitiu superar as dificuldades
de leitura das colénias de E. coli na presenga de particulas

de alimento devido & cor rosa caracteristica daquelas.

A Figura 11 representa os dados obtidos a partir de
trés ensaios de aquecimento da sopa, nas mesmas condigdes
supracitadas, porém inoculados com B. cereus na concentragao

de 2,11 log UFC/ml.

Apés o primeiro minuto de aquecimento ndo foi
observada uma diminuigdo pronunciada na populagdo, em
nenhum dos trés ensaios mas, apés 2 minutos,houve diminuigédo
de 0,63 ciclos 1logaritmicos no ensaio 1. Isto ndo foi
observado nos outros dois ensaios mesmo que a temperatura
atingida tenha sido praticamente a mesma (Tabela 12). Os
resultados dos ensaios 2 e 3 foram bastante semelhantes
apés 2 minutos de aquecimento, mas ap6és 3 minutos a

populacdo evidenciada no ensaio 3 foi 1,81 log UFC/ml e no
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ensaio 2 teve o valor de 1,48 log UFC/ml. As temperaturas
registradas apés cada periodo de aquecimento para cada um
dos trés ensaios, tém apresentado pouca variagdo, com
diferencas sé de 1 oC . Ap6és 4 minutos nao foram

evidenciados microrganismos vidveis em nenhum dos ensaios.

Nos ensaios 4, 5 e 6 da Figura 12 observa-se due a
populacdo de B. cereus ndo foi praticamente afetada pelo
aquecimento durante 2 minutos. A partir do terceiro minuto
pdde-se observar uma diminuigdo média de 0,61 ciclos

logaritmicos nos trés ensaios (Tabela 12).

Apés 4 minutos houve inativacgéo total do
microrganismo no ensaio 5 e diminuigdo de 2,70 e 2,00 ciclos
logaritmicos nos ensaios 4 e 6, respectivamente. Apés 5
minutos ndo foram recuperadas células vidveis de B. cereus

nos ensaios 4 e 6.

Na Figura 13 observa-se que apés 1 minuto de
aquecimento, os valores dos ensaios 7 e 8 resultaram
bastante préximos, tanto em numero de microrganismos quanto
em temperatura (Tabela 12). Apds 2 minutos de
aquecimento praticamente ndo houve diminuicdo na populagao
de B. cereus. J4 a partir do terceiro minuto observou-se
uma diminuic¢do média de 1,30 log UFC/ml. Apés 3 minutos
no ensaio 7 a redugdo foi de 1,30 log UFC/ml; no ensaio 8,
de 1,38 1log UFC/ml e no ensaio 9, de 1,42 ciclos
logaritmicos. A redugdo entre o quarto e o quinto minutos
foi mais acentuada, superior a dois ciclos logaritmicos

para os trés ensaios, sendo para o ensaio 9 praticamente de
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trés ciclos logaritmicos. A inativacdo total da bactéria

ocorreu apés 5 minutos no ensaio 9 e apés 6 minutos nos

ensaios 7 e 8.

Esses resultados estiveram de acordo com os
relatados por PAGE & MARTIN (1985), de reducdo dréastica de
células de E. coli em 45 segundos e esporos de B. subtilis
em 10 minutos. Também foram compativeis com os reportados
por CRAVEN & LILLARD (1974), que observaram sensivel
diminuigdo nas contagens de células vegetativas de B. cereus
presentes em frangos aquecidos até 70 oC mas n&o na
contagem de esporos. SPITE (1984) recuperou células de B.
cereus apés 4 minutos de aquecimento até uma temperatura
interna de 88 oC, a partir de populagdes da ordem de 5 log
UFC/ml mas nao de S. aureus ou Salmonella cubana apés 3
minutos. Segundo GEVAUDAN et alii (1987) tratamento de
alimentos pré-cozidos por 4 minutos até uma temperatura
interna final de 80 oC eliminaou a flora contaminante ndo-
esporogénica , mas nado foi efetivo para Dbactérias

esporogénicas

As Tabelas 11 e 13 apresentam os resultados do
estudo de injuria subletal nas populagdes de B. cereus. Na
Tabela 11 as contagens de microrganismos nos meios TSA e PE
sdo da mesma ordem de magnitude para cada ensaio. Em
conseqiéncia nao ha evidéncias de injudria subletal para as
provas de diferentes concentragdes de indéculo. Na Tabela 13,
nos ensaios correspondentes a inéculos da ordem de
4,11 log UFC/ml e 6,18 log UFC/ml, ndo houve diferenga

entre as contagens realizadas nos dois meios e em todos os
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tempos de aquecimento que permitisse inferir a existéncia
deste tipo de injuiria. Porém, na série de ensaios realizada
com populagdes da ordem de 2,11 log UFC/ml foi observada uma
situagdo diferente. As amostras aquecidas por 2 e 3 minutos
apresentaram valores menores em PE do que em TSA o que ¢é

indicativo de possivel injuria subletal.

As Figuras 14, 15 e 16 representam a sobrevivéncia
de esporos de C. sporogenes :‘PA 3679 ao tratamento com
microondas. Trata-se de trés diferentes niveis de
contaminagdo; a Figura 14 representa uma populagdo inicial
de aproximadamente 2,20 1log UFC/ml; a Figura 15, de

4,20 log UFC/ml e a Figura 16,de 5,90 log UFC/ml (Tabela 14)

Em todos os ensaios, a temperatura atingida pela
sopa, apdés 3 minutos de agquecimento, foi igual ou superior a
80 oC (Tabela 14). Pode-se observar que, independentemente
da temperatura da sopa e do inéculo, a populagdo bacteriana
ndo sofreu alteragdes significativas. As pequenas diferengas
registradas podem ser atribuidas a variagdes inerentes ao

préprio aquecimento.

E importante ressaltar que a temperatura registrada
ap6és cada ensaio ndo refletiu exatamente os valores
atingidos pela amostra na totalidade da sua massa.
Durante o ©processo de aquecimento dentro do forno
observaram-se pontos de ebulicdo. Uma vez retirada do
forno, a amostra sofreu uma certa queda de temperatura que
ndo teve condigcdes de ser registrada. Estes fatos

inviabilizam que se descreva uma histéria térmica da



amostra, que é o que determina o efeito letal sobre os
microrganismos. A uUnica temperatura que se conhece a rigor é
aquela determinada uma vez concluido o tempo de espera.
Quando o tratamento foi de um minuto e, consequentemente, a
temperatura da sopa foi mais baixa, a diferenca entre dois
pontos da massa de sopa foi de 1 oC a 2 oC. Quando o
tratamento foi mais prolongado e a temperatura final mais
elevada, a diferenca de temperatura entre dois pontos da

sopa também foi maior (aproximadamente de 6 oC a 9 oC).

Desde que C. sporogenes e Clostridium botulinum sé&o
fisiologicamente semelhantes, porém apresentando o primeiro
uma resisténcia térmica superior, torna-se evidente a
importancia de pesquisar o comportamento de C. botulinum

quando submetido a agdo das microondas.
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6. CONCLUSOES

- O aguecimento da sopa de vegetais preparada para a
presente pesquisa, pelo periodo de 1 minuto na poténcia
alta e colocada no centro do prato giratério do forno de
microondas ndo foi suficiente para eliminar a contaminagéao
por E. coli mesmo quando esta foi da ordem de

2 log UFC/ml.

- A inativagdo total nos trés niveis de populagao de
E. coli foi observada apdés 3 minutos de aquecimento e 3

minutos de tempo de espera.

- Um minuto de aquecimento da sopa colocada no centro
do prato giratério em poténcia alta foi insuficiente para
eliminar esporos de B.cereus nos trés niveis de populagéao
estudados. Para niveis de contaminagdo de 2,11 log UFC/ml,
a inativacdo foi observada apés 4 minutos de aquecimento e
4 minutos de tempo de espera; para niveis de 4,11 log UFC/ml
e 6,18 log UFC/ml, apés 5 minutos e 6 minutos de
aquecimento, seguido de 4 minutos de tempo de espera,

respectivamente.
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-~ Esporos de C. sporogenes nao foram afetados gquando
inoculados na sopa nos niveis de 2,20 log UFC/ml,
4,20 log UFC/ml e 5,90 log UFC/ml, submetidos a agdo das
microondas por 10 minutos e mantidos por 4 minutos em tempo

de espera.
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TABELA 6.

durante o aquecimento em forno de microondas em poténcia

média por 4 minutos no centro do prato giratério.

Temperatura (oC) da solugdo salina fisioldégica

Tempo

de

aquecimento
( minutos )

0] 1 2 3 4

22 41 46 70 65
20 38 42 63 76
22 41 51 62 72
21 44 47 54 68
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TABELA 7.

Temperaturas

registradas no visor do forno de

microondas durante o aquecimento em poténcia média de

300 g de sopa de vegetais com

Temperatura inicial da sopa:

25 oC + 1 oC

intervalos

de 1 minuto.

Tempo de aquecimento
( minutos )

Ensaio Prova
1 2 3 4
I 1 36
2 38 47
3 41 52 59
4 34 44 50 56
IT 1 39
2 37 46
3 34 41 48
4 32 39 45 50
III 1 39
2 37 44
3 37 45 50
4 36 44 51 55
v 1 35
2 32 39
3 34 41 46
4 35 42 47 54
v 1 39
2 36 49
3 40 50 57
4 39 45 50 55
VI 1 46
2 48 59
3 50 59 59
4 42 37 40 44
VII 1 42
2 50 62
3 40 52 63
4 40 56 66 74




TABELA 8. Sobrevivéncia de Escherichia coli (log UFC/ml)
em sopa de vegetais e temperatura atingida (oC)
durante o aquecimento em forno de microondas em
poténcia média por 4 minutos. Temperatura inicial da

sopa = 25 oC + 1 oC

Tempo de aquecimento

(minutos)
Ensaio Indéculo
(log 1 2 3 4

UFC/ml)
E. T E. T E. T E. T
coli oC coli oC coli oC coli oC
1 4,50 4,78 36 4,90 47 4,57 59 3,90 56
2 4,80 4,91 39 4,84 46 4,87 48 4,72 50
3 4,79 4,74 39 4,74 44 4,78 50 4,61 55
4 4,48 4,47 35 4,53 39 4,38 46 4,34 54
5 4,38 4,395 39 4,41 49 4,38 57 4,25 55
6 4,39 4,38 46 4,39 59 4,41 59 4,18 44
7 4,48 4,48 41 4,68 62 4,80 63 * 74

* = perdido por acidente de laboratério
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TABELA 9. Sobrevivéncia de Escherichia coli (log UFC/ml)
em sopa de vegetais e temperatura T atingida (ocC)
durante o aquecimento em forno de microondas em

poténcia alta por 3 minutos. Temperatura inicial da

sopa = 25 oC + 1 oC

Tempo de aquecimento

(minutos)
Ensaio Inéculo
(log 1 2 3
UFC/ml)
E.coli T E.coli T E.coli T
(oC) (oC) (oC)
1 2,66 2,64 43 2.41 51 <1 89
2 2,66 2,46 49 <1 70 < 1 82
3 2,66 2,46 51 < 1 69 <1 83
4 4,68 4,80 46 2,43 70 <1 87
5 4,68 4,36 44 2,00 71 < 1 87
6 4,68 4,63 48 1,04 72 < 1 87
7 6,69 6,61 45 <1 67 <1 83
8 6,69 6,25 46 <1 70 < 1 84
9 6,69 6,58 48 <1 69 <1 80
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TABELA 10. Populacdo de Escherichia coli (log UFC/ml) em
sopa de vegetais durante o aquecimento em forno de
de microondas em poténcia alta por 3 minutos nos

meios TSA e VRB.

Tempo de aquecimento

(minutos)
Ensaio Inéculo
(log 1 2 3
UFC/ml)
TSA VRB TSA VRB TSA VRB
1 2,66 2,64 2,52 2,41 2,30 <1 <1
2 2,66 2,46 2,34 < 1 < 1 < 1 < 1
3 2,66 2,46 2,38 <1 <1 <1 <1
4 4,68 4,80 4,53 2,43 < 1 < 1 < 1
5 4,68 4,36 4,30 2,00 < 1 < 1 < 1
6 4,68 4,63 4,50 1,04 <1 <1 <1
7 6,69 6,61 6,57 <1 <1 <1 <1
8 6,69 6,25 6,32 <1 <1 <1 <1
9 6,69 6,58 6,42 <1 <1 <1 <1
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TABELA 11. Sobrevivéncia

de esporos de Bacillus cereus

(log UFC/ml) nos meios TSA e PE e temperatura

atingida durante o aquecimento de sopa de vegetais

forno de microondas em poténcia alta

(oC)

por 3 minutos.

Temperatura inicial da sopa 25 oC + 1 oC
Tempo de aquecimento
(minutos)
Ensaio Inéculo
(log 1 2
UFC/ml)
TSA PE T TSA PE T
(oC) (oC)
1 2,52 2,52 2,52 48 2,50 2,68 71
2 2,52 2,52 2,00 47 2,38 2,52 69
3 2,52 2,38 2,34 48 2,30 2,25 69
4 4,69 4,89 4,00 48 4,68 4,81 71
5 4,69 4,92 4,00 49 4,72 4,80 70
6 4,32 4,26 4,33 46 4,29 4,33 70
7 6,33 6,30 6,32 46 6,26 6,32 70
8 6,33 6,44 6,41 47 6,28 6,48 71
9 6,33 6,47 6,41 46 6,42 6,32 67

continua...
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TABELA No 11 (continuacgéo...)

Tempo de aquecimento

(minutos)
Ensaio Inéculo
(log 3
UFC/ml)
TSA PE T
(oC)
1 2,52 2,25 2,30 84
2 2,52 2,36 2,00 83
3 2,52 <1 2,22 81
4 4,69 3,92 3,85 84
5 4,69 4,55 4,69 85
6 4,69 4,22 4,17 85
7 6,33 5,51 5,08 83
8 6,33 5,52 5,66 85
9 6,33 5,39 5,50 83
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TABELA 12. Sobrevivéncia de esporos de Bacillus cereus

(log UFC/ml) em sopa de vegetais e temperatura
T (oC) atingida durante o aquecimento em forno de
de microondas em poténcia alta por 6 minutos.

Temperatura inicial da sopa = 25 oC + 1 oC

Tempo de aguecimento
( minutos )

Ensaio Inéculo
(log 1 2 3
UFC/ml)
TSA T TSA T TSA T
(oC) (oC) (oC)
1 2,11 1,95 44 1,48 67 1,48 84
2 2,11 2,11 45 1,98 67 1,48 83
3 2,11 2,15 45 2,00 67 1,81 84
4 4,11 4,08 48 4,11 69 3,86 83
5 4,11 4,15 49 3,93 70 3,32 85
6 4,11 4,00 46 4,04 65 3,58 82
7 6,18 6,11 46 6,04 73 4,88 81
8 6,18 6,05 47 5,98 71 4,80 80
9 6,18 5,65 46 5,36 71 4,76 82

continua...
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TABELA 12

(continuacgao...)

Tempo de aquecimento

(minutos)
Ensaio Indéculo
(log 5 6
UFC/ml)
TSA T TSA T TSA T
(oC) (oC) (oC)

1 2,11 <1 87
2 2.11 <1l 85
3 2,11 <1 87
4 4,11 1,54 88 <1l 86
5 4,11 <1 88 <1 87
6 4,11 2,08 87 <1 88
7 6,18 3,77 86 1,81 86 <1 84
8 6,18 3,61 85 1,28 86 <1 83
9 6,18 3,04 89 <1 88 <1 86
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TABELA 13.

Sobrevivéncia de

esporos de

Bacillus cereus

(log UFC/ml) em sopa de vegetais durante o agquecimento

em forno de microondas em poténcia alta por 6 minutos

observada nos meios TSA e PE

Tempo de agquecimento

(minutos)
Ensaio Indéculo
(log 2 3
UFC/ml)
TSA PE TSA PE TSA PE
1 2,11 1,89 # 1,55 1,02 1,50 <1
2 2,11 2,12 2,18 2,00 <1 1,50 1,00
3 2,11 2,12 2,00 2,08 2,00 1,78 <1l
4 4,11 4,08 4,00 4,10 3,92 3,95 3,92
5 4,11 4,10 4,00 3,87 3,74 3,31 3,31
6 4,11 4,02 4,00 3,96 4,08 3,63 3,64
7 6,18 6,15 6,03 5,99 6,03 4,95 4,90
8 6,18 6,01 6,06 6,07 6,06 4,88 4,72
9 5,99 5,62 5,55 5,38 5,60 4,82 5,05

# = perdido por acidente de laboratério

-92-

continua ...



TABELA 13 (continuacgdo...)

Tempo de aguecimento

(minutos)
Ensaio Inéculo
(log 5 6
UFC/ml)
TSA PE TSA PE TSA PE
1 2,11 <1 <1
2 2,11 <1 <1
3 2,11 <1 <1l
4 4,11 1,41 1,85 <1l <1l
5 4,11 <1 <1 <1 <1
6 4,11 2,15 2,28 <1 <1
7 6,18 3,78 3,81 2,82 3,35 <1 <1
8 6,18 3,64 3,55 1,29 1,00 <1 <1
9 5,99 3,01 3,35 <1l <1l <1l <1l
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FIGURA 8. Populagdo de Escherichia coli (log UFC/ml)
em sopa de vegetais durante o aquecimento em forno

de microondas em poténcia alta.
Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 oC.
Populacdo inicial: 2.66 log UFC/ml
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FIGURA 9. Populacao de Escherichia coli (log UFC/ml)
em sopa de vegetais durante o aquecimento em forno de
microondas em poténcia alta.

Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 oC.
Populagdo inicial: 4.68 log UFC/ml
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FIGURA 10. Populacdo de Escherichia coli (log UFC/ml)
em sopa de vegetais durante o aguecimento em forno de

microondas em poténcia alta.
Temperatura inicial da sopa:

25 oC + 1 oC.

Populagdo inicial: 6.69 log UFC/ml
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FIGURA 11. Populagao de esporos de Bacillus cereus
(log UFC/ml) em sopa de vegetais durante o aquecimento
em forno de microondas em poténcia alta.

Temperatura inicial da sopa : 25 oC # 1 oC
Populagdo inicial: 2.11 log UFC/ml
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FIGURA 12. Populagdoc de esporos de Bacillus cereus
(log UFC/ml) em sopa de vegetais durante o aquecimento
éem forno de microondas em poténcia alta.
Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 oC.

Populagdo inicial: 4.11 log UFC/ml
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FIGURA 13. Populagao de esporos de Bacillus cereus
(log UFC/ml) em sopa de vegetais durante o aquecimento
em forno de microondas en poténcia alta.
Temperatura inicial da sopa: 25 oC *+ 1 oC.

Populacdo inicial: 6.18 log UFC/ml
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FIGURA 14. Populacdo de esporos de Clostridium sporogenes

PA 3679 (log UFC/ml) em sopa de vegetais de pH= 5,4
durante o aquecimento em forno de microondas em
Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 oC.

Populacdo inicial: 2.2 log UFC/ml
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FIGURA 15. Populacgdo de esporos de Clostridium sporogenes
PA 3679 (log UFC/ml) em sopa de vegetais de pH= 5,4
durante o aquecimento em forno de microondas emn
poténcia alta.

Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 oC.
Populacdo inicial: 4.2 log UFC/ml

-103-



C(log UFC/ml)

spoxrogenes

C.

A Ensaio 7

il Ensaio 8

@ Ensaio 9

! 2 3 4 & ¢ E & 5

Tempo (nminutos?

FIGURA 16. Populagdo de esporos de Clostridium sporogenes

PA 3679 (log UFC/ml) em sopa de vegetais de pH= 5,4
durante o aquecimento em forno de microondas en
poténcia alta.

Temperatura inicial da sopa: 25 oC + 1 ocC.

Populagdo inicial: 5.9 log UFC/ml
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