AVALIACAO DA EFICIENCIA DARADIACAO ULTRAVIOLETANA
ESTERILIZACAO DE EMBALAGENSPLASTICAS

Evaluation of ultraviolet radiation in the sterilization of plastic packaging
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RESUMO

O uso da radiagdo ultravioleta € um dos vérios processos fisicos que podem ser utilizados para a esterilizagdo ou na
higienizacdo de superficies que irdo entrar em contato com alimentos. Objetivou-se, nesta pesquisa a avaliagdo da eficiéncia da
radiagdo ultravioleta (UV) na esterilizag8o de superficies de embalagens para alimentos visando a reducdo da contaminagdo microbiol 6gica.
Tampas e filmes plasticos foram irradiados em uma fonte de ultraviol eta emitindo comprimentos de ondas a 254 nm, no interior de
uma camara especialmente projetada para este estudo, através de um delineamento fatorial para testar as varidveis. tempo de
exposicdo e intensidade de irradiagdo (distancia da fonte). Avaliou-se o nimero de reducfes decimais de esporos de Bacillus subtilis
inoculados na superficie das embalagens. As reducdes decimais obtidas ndo foram altas, variaram de 0,21 a 2,47, mas 0 uso dalampada
UV foi atamente eficiente para tempo de exposicao superior a 30 s e distancia minima de 20 cm da fonte, causando a reducéo total da
carga microbianainoculada.

Termos para indexacdo: Radiagdo UV, esterilizacdo, embal agens plésticas.

ABSTRACT

Ultraviolet radiation is one of the major physical processes used to sterilize or to clean surfaces that will be in contact of
foods. This research evaluated the efficiency of ultraviolet (UV) radiation to sterilize surfaces of plastic packaging materials based on
the reduction of microbial counts. Plastic closures and films were irradiated by exposing them to lamps emitting UV radiation at 254
nm in an apparatus specially constructed for this study. Using an experimental design in order to investigate the effect of exposure
time and distance from the source, the reduction number of Bacillus subtilis spores inoculated to the package surfaces were eval uated.
The UV radiation efficiency was not high for short exposition time, presenting reduction number ranged from 0.21 to 2.47, but it was
very efficient when exposed to more than 30 s at a distance of 20 cm.

Index terms: UV radiation, sterilization, plastic packaging.

(Recebido em 23 de outubro de 2006 e aprovado em 27 de maio de 2008)

INTRODUCAO

As inovagOes tecnoldgicas no setor de alimentos
tém evoluido bastante nas Ultimas décadas e, dentre €las,
destacam-se o0s sistemas de processamento e
acondicionamento assépticos. Em geral, os sistemas
assépticos envolvem as etapas de esterilizagdo do material
de embalagem; esterilizagdo comercial do produto;

microrganismos do ar. Em geral, os niveis de contaminag&o
variam entre 1-10 UFC/cn?? de superficie do materia que
ndo tenha sido manuseado, apresentando alta contagem
de bactérias gram negativas (JOY CE, 1993).

Basicamente, a esterilizagdo da superficie interna
da embalagem, que entrard em contato com o alimento no
acondicionamento asséptico, € obtida pela agdo de

acondicionamento do produto assepticamente;
fechamento e manutenc&o da integridade da embalagem
(FARIA, 1993).

Certas embalagens podem apresentar-se estéreis
logo apds sua fabricagdo, como as garrafas e tampas
pléasticas devido as altas temperaturas alcancadas no
processo de extrusdo termoplastica, mas podem ser
facilmente recontaminadas durante o manuseio e
estocagem, por causa da deposicéo de particulas e

agentes quimicos e fisicos ou pela combinacdo deles.
Pesquisas tém comprovado que o grau de esterilizagdo
obtido depende do nivel de contaminacdo inicial, &reada
embalagem e eficiéncia do processo de esterilizagdo
(ABREU & FARIA, 2004; FARIA, 2001).
Denomina-seirradiacdo ao processo de aplicacéo
de energia radiante a um alvo qualquer, como por
exemplo, um alimento ou uma embalagem (INGRAM &
ROBERTS, 1980). Tal tratamento tem sido utilizado em
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processos assépticos, tanto para a esterilizagdo do ar
guanto para a esterilizac8o do material da embalagem
(WILLHOFT, 1993).

O tratamento por radiacdo ultravioleta tem um longo
e eficiente histérico no controle microbiol6gico do ar. Em
aplicagdes como tratamento de bebidas e superficies ele
tem se destacado, embora para superficies de alimentos o
seu uso vise a extensdo da vida Gtil do produto
(KONINKLIJKE PHILIPS ELETRONICS, 2007).

A irradiac8o ultravioletatem efeito microbiocida se
for utilizada com intensidade e tempo de exposicéo
suficiente, encontrando aplicacfes diversas como na
esterilizacdo do ar, superficies de equipamentos e em
embalagens de alimentos. Fontes com comprimentos de
ondas inferiores a 200 nm sdo ineficientes, visto que as
ondas sdo rapidamente absorvidas pelo oxigénio e pela
agua. Asirradiacdes ultravioletas nafaixade 210 e 330 nm
s80 mais eficientes como germicidas por serem absorvidas
pelas proteinas e &cidos nucléicos, provocando o
rompimento de cromossomo, mutacdes genéticas e
inativagdo de enzimas e, consequentemente, a morte da
célula (CARDOSO, 2007).

Em geral, aradiag8o ultravioleta tem se mostrado
como aformamais répida, confiavel, efetiva, econdbmicae
ambientalmente segura no tratamento de superficies e
liguidos. Além disso, 0 uso combinado da radiagdo
ultraviol eta e dos desinfetantes quimicos tém apresentado
um efeito sinérgico no controle de microrganismos,
especialmente em casos onde o residua do agente quimico
deve ser controlado em taxas minimas ou estar ausente
(ABREU & FARIA, 2004; SIEMENS WATER
TECHNOLOGIES, 2007).

O método mais pratico de gerar radiacdo UV é pela
passagem de descargas €létricas através de vapor de
merculrio a baixa pressdo dentro de tubos de vidro
especiais, conhecidos comercialmente como |ampadas
germicidas. Segundo ICM SF (1980), uma |ampada germicida
de 50 W, posicionada a 1m de distancia de um avo, tem
uma intensidade de 100 mW/cm?. Asdoses de irradiacéo
absorvidas sdo medidas em energia, expressas em ergs ou
mw.s/cm?

O sucesso da esterilizagdo de embalagens pela
radiacdo UV depende de uma série de fatores, sendo que
a superficie a ser esterilizada deve estar extremamente
limpa. Como os raios UV tém um poder pequeno de
penetracdo, podem ser facilmente absorvidos por
particulas slidas na superficie da embalagem. Sendo
assim, 0s microrganismos podem ser protegidos por
poeira, provocando o chamado “efeito sombra” (REUTER,
1993). Além disso, tanto a disténcia como o angulo de

incidéncia da fonte a superficie a ser tratada devem ser
cuidadosamente considerados (CHAMBERS & NELSON,
1993; WAITES et d., 1988).

Os resultados desta pesquisa poderdo Gteis para o
desenvolvimento de sistemas assépticos, bem como para
outras aplicagdes no setor de industrializacdo de alimentos
visando a reducdo da carga microbiana de matéria-prima,
produtos e materiais de embalagem. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a esterilizag8o de filme pléstico de
polietileno de baixa densidade, utilizando um protétipo
equipado com lampadas germicidas.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foram testadas 10 amostras de filme
de polietileno de baixa densidade, usualmente
empregados por industrias de alimentos, afim de verificar
se eles apresentavam alguma contaminagdo inicial ao
serem expostos ao ar ambiente. Para testar a radiacdo
ultravioleta, o filme foi contaminado inicialmente por uma
suspensdo de esporos de Bacillus subtilis (ABREU &
FARIA, 2004).

ApOs esses ensaios, testaram-se varias
intensidades e tempos diferentes a fim de obter o melhor
plangjamento experimental e a cargado indculo inicial a
ser utilizado.

Finalmente, com as varidveis independentes do
planejamento experimental definida, foram realizados os
ensaios definitivos a fim de comprovar a eficiéncia do
método.

Plangjamento fatorial

Objetivando-se avaliar a eficiénciadaradiacdo UV,
foi utilizada uma seqiiéncia de experimentos, determinada
segundo metodologia de superficie de resposta (BOX et
al., 1978). Executou-se um plangjamento fatorial completo
22com 2 niveis (-1, +1), 3 pontos centrais (0) e 4 pontos
axiais (-a, +a), totalizando 11 ensaios. O plangjamento
considerou duas variaveis independentes: tempo de
contato (s), distancia da fonte (cm), como observa-se na
Figura 1. A resposta mensurdvel (varidvel dependente), foi
a contagem de unidades formadoras de col6nia de esporos
sobreviventes (UFC)/cm?, expressa em termos de reductes
decimais ():

¥ =1ogN/N, onde:
v= NUmero de reductes decimais atingido pelo tratamento;

N, = Ndmero inicial (UFC/cm? da embal agem);
N = Ndmero de sobreviventes (UFC/cm? da embal agem).
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Foram feitos testes preliminares com o objetivo de
padronizacdo da metodologia e defini¢do dos pontos de
analises, a fim de obter-se 0 melhor planejamento
experimental eacargaideal doindculoinicial. Através desses
testes preliminares, foram determinados os valores da
variavel independente e a carga do indculo inicia quefoi
utilizado nos ensaios cujo valor foi aproximadamente 1,5x10°
UFC/mL. O delineamento e amatriz do planejamento fatorial
completo estdo indicados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Prepar o da suspensio de espor os

A contagem do ndmero de esporos de Bacillus
subtilisfoi feitaem meio Agar Triptona Glicose Extrato de
Carne (TGE), preparando-se uma suspensao até a carga
inicial de 10°UFC/mL.

I noculagéo dos espor os

Do filme pléstico naforma de bobina, obtido daDixie
Toga Ltda, Séo Paulo— SP, foramretiradasamostrasde20” 15
cm. Para aplicagéo dos esporos sob a superficie do filme,
utilizou-se o procedimento descrito por Sizer et a. (1998) cujo
método de contaminaco foi denominado de ““swab out”.

Foram confeccionados moldes de ago inox com
polimentos sanitérios e esterilizaveis em autoclave
(Figura 2), paradelimitar a area de aplicagéo dos esporos
e paraacontagem.

Quantificacdo dos espor 0s

Amostras de 5 10 cm foram retiradas do filme e
avaliadas quanto a carga inicial e para os testes de
inoculagdo e posterior exposicao a radiacdo UV. Apos
semear as placas, essas foram incubadas a 35°C por 48 h.
Através do procedimento descrito, determinou-se a carga
microbiolégicainicial em 50 cm?,

Irradiacdo das amostras

Para a irradiac&o dos filmes com ultravioleta, foi
confeccionada uma camara contendo |ampadas emissoras
de irradiacdo UV (254 nm), marca Light Electronics,
referéncia LE F30T10/GL. O aparelho desenvolvido paraa
irradiac@o das embal agens, contendo a cdmara, as |ampadas
germicidas e aesteira, estailustrado pela Figura 3.

O filme plastico foi posicionado sobre aesteirade
velocidade varidvel. A velocidade e a disténcia do filme
das |dmpadas foram de acordo com o planejamento
experimental descrito anteriormente.

Imediatamente apds a irradiacéo, as amostras,
obtidas com o auxilio do molde de ago inox de 5x10 cm,
foram submetidas a contagem da carga microbiana. O
procedimento para essa contagem foi 0 mesmo empregado
na quantificacdo inicial de esporos na superficie delimitada
pelo molde (50 cm?).

Lampadas UV

Figural- llustracdo internadacémaradeirradiacdo ultravioleta.

Embalagem a
ser esterilizada

Tabelal - Delineamento do plangjamento fatorial completo 22,

Niveis -1,44 -1 0 1 1,44
Tempo () 2,95 5 10 15 17,05
d (cm) 21,00 19,30 15,15 11,00 9,30
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Tabela2 — Matriz do planejamento fatorial completo 22,

Ensaio Tempo (S) d (cm)
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -1,44 0
9 +1,44 0
10 0 -1,44
11 0 +1,44

15cm

s

Figura2 — Moldes utilizados na contageminicial e final de esporos.

Lampadas UV

Estcira

Figura 3 — Aparelho desenvolvido paraairradiagdo das embal agens.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios, com base no
plangjamento experimental, encontram-se transcritos na
Tabela 3. Nessa tabelg, verifica-se que aredugdo decimal
variou de 0,21 a 2,47, dependendo do bindmio tempo e
distancia utilizados.

Stannnard et al. (1983) verificaram que, para o tempo
de 10 se adistanciade 4 cm dafonte, o nimero de redugGes
decimais dos esporos deBacillus subtilisfoi de 1,9, inoculado
inicialmente com 107 UFC. Stannard et a. (1985) também
verificaram reducdo decimal de 2,63 em embaagens de
polietileno expostas a 10 cm da lémpada germicida, utilizando
esporo de Bacillus subtilis como microrganismo teste.

Bayliss & Waites (1979) demonstraram que, parao
tempo de 30 s e adistancia da fonte de 5,5 cm, a porcentagem
de sobreviventes de Bacillus subtilis foi de 1,44.

Segundo a Tabela 4, obtida através do programa
STATISTICA 5.0, o valor do efeito linear do tempo foi
positivo, enquanto o valor do efeito linear da distanciafoi
negativo. 1sso comprova o fato de que, quanto maior o
tempo de exposi¢éo aradiacdo UV, maior areducdo decima
e quanto maior a disténcia da embalagem da fonte UV,
menor areducdo decimal. J& os val ores quadrdticos, tanto
da disténcia quanto do tempo sdo negativos, ou seja,
ambos quando aumentados provocam menor reducdo
decimal.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 5, p. 1524-1530, set./out., 2008



1528

ALEXANDRE, F. A.etd.

Tabela 3 — Resultados das reducgdes decimai s causadas pelairradiagdo UV.

Ensaio Tempo () d (cm) Y
1 -1 -1 0,21
2 -1 1 0,63
3 1 -1 2,32
4 1 1 2,47
5 0 0 2,02
6 0 0 2,05
7 0 0 1,99
8 -1,44 0 0,77
9 1,44 0 2,10
10 0 -1,44 0,60
11 0 1,44 2,20

Tabela4 — Célculo do efeito e dos coeficientes referentes aos tratamentos.

Efeito Efeito percentual Efeito absoluto Coeficientes
Principal interagdo 2,02 116,6276 0,000074 2,02
Tempo Linear 1,46 68,7542 0,000211 0,73
Tempo Quadrético -0,59 -23,3424 0,001830 -0,30
Distancia Linear -0,71 -33,3544 0,000898 -0,35
Distancia Quadrético -0,63 -24,7313 0,001631 -0,31

Na Tabela 4 também quantificam-se os valores do
efeito dairradiagdo de forma absoluta e quantificam-se
porcentual. Através desses resultados, verifica-se que
tanto o tempo quanto a distancia tem grande influéncia
nos resultados, apresentando efeito linear e quadratico.

A partir dos dados da Tabela 4, calcularam-se os
valores dos coeficientes da curva cuja equacao foi:

Y =2,02+0,730xt—0,30x t2—0,35 d—0,31x c* + 0,068 x tx d

Onde:

Y = ndmero de reducdes decimais;

t = tempo de exposi¢ao da embalagem aradiacdo UV (s);
d = disténcia da embalagem a fonte (cm).

A Tabela 5 ilustra os resultados obtidos dos
testes preliminares. Nos experimentos 2, 3, 4 e 5 houve
uma reducdo total de microrganismos. Por esse motivo
ndo foi possivel determinar de forma precisa o nimero
de redugdes decimais ja que, nesse tipo de
metodologia, o valor que realmente importava era a
diferenca entre a contagem de microrganismosfinaise
iniciais.

A partir dos dados da Tabela 4 foi possivel também a
visualizacdo global do efeito dairradiacdo e das variaveis, ao
construir-se a superficie de resposta e curvas de contorno dos
resultados experimentais (Figuras 4 e 5). Observou-se que,
quanto menor a distancia da fonte e maior o tempo de exposicio
airradiacdo UV, maior foi o nimero de redugBes decimais.

A dose normalmente aplicada na esterilizagéo esta
em torno de 10°mW.s/cm?, valor esses tdo baixos, que nédo
chegam a provocar aumento de temperatura da amostra
irradiada. Sabe-se que o efeito potencialmente de maior
letalidade ocorre no &cido desoxirribonucléico da célula,
principa mente em conseqiiéncia da formacdo de dimeros
de nucleotideos que sdo os mais abundantes e estaveis
produtos resultantes da irradiacdo. Asirradiacfes inibem
asintese de acido desoxirribonucléico e, em menor extensdo,
ade &cido ribonucléico e a sintese de proteinas (INGRAM
& ROBERTS, 1980).

Cardoso (2007) obteve 1 reducdo decimal na carga
inicial em esporos de Bacillus subtilis, inoculados em
embalagens de polietileno de baixa densidade, apos exposicao
aradiacdio UV. Quando o mesmo tratamento foi repetido, porém
com préviaimersdo em solugéo de perdxido de hidrogénio
(18%), atingiu-se 7 redugBes decimais, demonstrando nesse
caso 0 efeito sinérgico daradiagdo UV.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 5, p. 1524-1530, set./out., 2008



Avaliacdo da €eficiéncia da radiacdo ultravioleta... 1529

Tabela 5 — Efeito do tempo de exposic¢éo sobre as reducdes decimais de Bacillus subtilis.

Experimentos Tempo d (cm) Reducdes decimais
1 15 21,00 2,40
2 30 21,00 5,33
3 20 21,00 4,00
4 15 9,50 2,00
5 15 10,50 4,62

srewmoap $309Npay

Figura 4 — Superficie de resposta das reducdes decimais de Bacillus subtilis, sob efeito da fonte de UV.
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Figura 5 — Curvas de contorno das reducfes decimais em funcdo do tempo de exposicéo e distnciadafonte.
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CONCLUSAO

As reducBes decimais dos esporos de Bacillus
subtilis inoculados sobre a superficie de filmes variaram
de 0,21 a 2,47, dependendo do bindmio tempo e distancia
utilizados. Quanto maior o tempo de exposicdo, maior é 0
efeito e, neste experimento, quando o tempo foi superior a
30 s houve uma reducéo total da carga microbiana. Portanto,
através do trabalho foi possivel concluir que esse sistema
de esterilizac@o de superficie de embalagens é eficaz,
principal mente quando o tempo de exposicdo do materia a
irradiacdo UV 254 nm for superior a 30 s. Concluiu-se,
também, que a distancia da superficie a ser irradiada deve
ser aminima possivel para aumentar o efeito germicidadas
fontes de ultravioleta.
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