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RESUMO

Tratamentos de descontaminacdo pos-processamento podem ser adotados como
medida complementar as Boas Préaticas de Fabricacdo e Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle no processo de abate para diminuir a presenca de bactérias
patogénicas. O objetivo deste estudo foi testar a eficacia antimicrobiana do o0z6nio
aplicado em carcacas suinas durante 0 armazenamento na camara fria. Foi conduzido
um experimento em cinco blocos consecutivos que incluiram dois tratamentos: grupo
controle (T1) constituido por oito carcagas suinas submetidas ao resfriamento (16 horas
a 3°C); grupo tratamento (T2) oito carcacas suinas submetidas a dois periodos de quatro
horas de aplicacdo de até 5 ppm de 0zdnio durante o periodo de resfriamento (16 horas a
3°C). Para geracdo do ozénio foi utilizado um equipamento comercial (Alvap®) com
crondmetro e medidor de concentragdo acoplados. A aplicacdo do ozodnio foi iniciada
logo apds o fechamento da camara fria. A superficie das carcacas alocadas em cada um
dos grupos de tratamento foi amostrada antes e apds o periodo de 16 horas de
resfriamento. As amostras foram analisadas quanto a contagem de mesofilos aerobios
totais e presenga de Escherichia coli, Salmonella sp. e Listeria sp. Isolados de
Salmonella sp. e Listeria monocytogenes foram caracterizados por Eletroforese de
Campo Pulsado. As médias de meséfilos aerébios totais ndo diferiram
significativamente (p>0,05) no grupo T1, antes e depois do resfriamento; enquanto no
grupo T2 houve reducdo significativa (p<0,05) ap6s o tratamento. A pesquisa de
Salmonella sp. e E. coli demonstrou aumento significativo (p<0,05) no numero de
carcacas positivas ap0s o resfriamento no grupo T1, enquanto ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) no grupo T2 ap6s o tratamento. Os isolados de Salmonella sp.
foram identificados como pertencentes aos seguintes sorovares: S. Derby (7), S.
Typhimurium (2), S. Agona (10) e Salmonella 0:4,5 (1). Todos os sorovares, exceto o
ultimo, foram encontrados tanto no grupo T1 quanto no grupo T2. Pulsotipos de S.
Agona e S. Derby foram encontrados em carcagas pertencentes ao mesmo bloco do
grupo T1, antes e apos o resfriamento. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre
o0s tratamentos e periodos amostrados na analise de Listeria sp. Nas carcacas positivas,
duas espécies foram identificadas: L. inoccua (5) e L. monocytogenes (10). Trés
pulsotipos foram identificados entre os isolados de L. monocytogenes, sendo que o

pulsotipo mais frequente incluiu oito isolados identificados em carcagas do grupo T1



amostradas antes e apo6s o resfriamento. Diante dos resultados obtidos no presente
estudo, conclui-se que a aplicacdo de ozbnio na cdmara fria, no protocolo testado, foi
capaz de reduzir o nimero de mesofilos aerdbios totais em carcacgas suinas, entretanto

ndo foi eficaz na reducdo de Salmonella sp., Escherichia coli e Listeria sp.

Palavras-chave: carcaga suina, ozonio, Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria sp.



ABSTRACT

Decontamination  post-processing treatments can be adopted as a
complementary measure to Good Manufacturing Practices and Hazard Analysis and
Points of Critical Control Point in slaughter process to reduce the presence of
pathogenic bacteria. The objective of this study was to test the antimicrobial
effectiveness of ozone applied in pig carcasses during storage in the cooler. The
experiment comprised five consecutive blocks that included two treatments: control
group (T1) made up of eight pig carcasses subjected to cooling (16 hours at 3°C);
treatment group (T2) with eight pig carcasses subjected to two periods of four hours of
application of up to 5 ppm of ozone during the cooling period (16 hours at 3°C). For
ozone generation, a commercial equipment (Alvap®) with timer and monitor of
concentration coupled was used. The application of ozone was initiated immediately
after the closing of the cooler. The surface of the animal carcasses allocated to each
treatment group was sampled before and after the 16 hour cooling. The samples were
analyzed for total aerobic mesophilic count and presence of Escherichia coli,
Salmonella sp. and Listeria sp. Isolates of Salmonella sp. and Listeria monocytogenes
were characterized by Pulsed Field Gel Electrophoresis. The average of total aerobic
mesophilics did not significantly differ (p>0,05) before and after cooling in T1; while in
the T2 group it was significantly reduced (p<0,05) after treatment. Salmonella sp. and
E. coli showed a significant increase (p<<0,05) in the number of positive carcasses after
cooling in the T1 group, while there was no significant difference (p>0,05) in T2 after
treatment. Salmonella sp. isolates were identified as belonging to the following
serovars: S. Derby (7), S. Typhimurium (2), S. Agona (10) and Salmonella O:4.5 (1).
All serotypes, except Salmonella O: 4.5 (1), were found in both groups. Pulsotypes of S.
Agona and S. Derb were found in carcasses from a same batch of T1, before and after
cooling. There was no significant difference (p>0,05) between treatments and periods
of sampling regarding Listeria sp. In positive carcasses, two species were identified: L.
inoccua (5) and L. monocytogenes (10). Three pulsotypes were identified among the
isolates of L. monocytogenes, whereas the most frequent pulsotype included eight
isolates identified in group T1 carcasses sampled before as well as after cooling. It was

concluded that the tested protocol of ozone application during the cooling step is able



to reduce the number of total aerobic mesophilic on pig carcasses, whereas it is not
effective in reducing Salmonella sp., Escherichia coli and Listeria sp.

Key-words: pig carcasses, ozone, Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria sp.
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1 INTRODUCAO

A carne suina é a proteina de origem animal mais consumida no mundo; para
suprir essa demanda, a producdo mundial atinge 104 milhdes de toneladas de carne
anualmente (FAO, 2014). Atualmente, a China, a Unido Europeia (UE) e os Estados
Unidos (EUA) contribuem com 82% dessa producdo. Nesse panorama, o Brasil é
responsavel pela producdo de 3,42 milhGes de toneladas de carne suina ao ano, das
quais 517 mil toneladas sdo destinadas ao mercado externo, ocupando o 4° lugar no
ranking mundial de producéo e exportacdo (ABPA, 2015b). No pais, a Regido Sul é
responsével por 61% da producéo total e o estado de Santa Catarina é o maior produtor.
Considera-se ainda baixo o consumo brasileiro de carne suina, quando comparado a
carne bovina e de frango; no entanto, 2,9 milhdes de toneladas produzidas no Brasil sdo
destinadas ao mercado interno, atingindo 14,5 kg per capita ao ano, sendo o produto
industrializado o mais consumido (ABPA, 2015a).

Produtos de origem animal sdo os principais veiculos de Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA) de etiologia bacteriana, sendo seu papel relevante para a saude
publica e para economia dos paises. A subnotificacdo de casos de DTA no Brasil
dificulta o conhecimento da sua real prevaléncia, bem como dos custos oriundos de seu
tratamento, entretanto levantamentos norte-americanos estimam que as perdas por DTA
custem, anualmente, mais de 15,6 milhdes de ddlares (FLINN, 2014). Nesse sentido,
diante do grande consumo mundial de carne suina, deve-se considerar o risco desse
alimento ser o responsavel pela infeccdo nos consumidores. Além disso, a carne
contaminada pode gerar um impacto direto no mercado externo brasileiro, provocado
pelos embargos dos paises importadores quando a presenca de bactérias patogénicas é
detectada nos produtos (TIPA, 2013).

A crescente preocupagdo mundial com DTA tem levado a grandes mudancgas na
producdo de alimentos de origem animal, implicando em programas dirigidos ao
controle de patdgenos desde a granja até a mesa do consumidor. A carne contaminada
pode ter sua origem no abate, onde suinos portadores de Listeria monocytogenes,
Salmonella sp. e Yersinia enterocolitica contaminam o ambiente, equipamentos e outras
carcacas dentro do matadouro, disseminando esses microrganismos. As Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
programas de higiene e de processo, sdo essenciais dentro da inddstria a fim de

controlar essa disseminacdo. Apesar disso, algumas carcagas suinas podem permanecer
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contaminadas apds as etapas de controle microbiano no matadouro (HUFFMAN, 2002),
chegando ao varejo produtos contaminados por bactérias causadoras de DTA. Estes
produtos podem ser a fonte primaria de contaminacdo cruzada para outros alimentos ou
fonte direta de infeccdo para o consumidor. Diante disso, alternativas pods-
processamento tém sido sugeridas, como medidas complementares aos programas
existentes, na tentativa de garantir a inocuidade da carne.

A aplicacdo de substancia quimica na carcaca durante o processo de abate para
reduzir os patdgenos € conhecida como tratamento de descontaminacdo (BARCO et al.,
2014). A utilizacao desses tratamentos depende da permissdo dos paises produtores e
compradores. Nos EUA, o Food Safety and Inspection Service (FSIS) sugere que pelo
menos um tratamento antimicrobiano seja realizado antes da refrigeracdo da carcaca e,
além disso, sugere que lavagens com substancias antimicrobianas sejam realizadas
depois das etapas criticas do abate para evitar contaminagdes cruzadas (USDA, 1999).
Ao contrario, a UE adota uma politica mais conservadora e ndo utiliza substancias
antimicrobianas em carcacas suinas. Embora tenha permitido pesquisas sobre a eficacia
do tratamento com substancias quimicas, até o momento, os estudos disponiveis sao
considerados insuficientes para aprovacao de qualquer substancia testada (EFSA, 2014).
Nesse sentido, o Brasil segue uma politica similar a europeia e, por essa razdo, ainda
ndo aplica produtos sanitizantes nas carcacas.

A busca de tratamentos com descontaminantes deve considerar alguns aspectos:
a seguranca da substdncia em si (ser atoxica), o seu efeito em relagdo ao
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, a eficacia para diminuir o nivel de
contaminacdo de microrganismos patogénicos e a auséncia de residuos no alimento
(GUIDANCE, 2006). Diante desses pré-requisitos, 0 0zbnio apresenta caracteristicas
desejaveis e parece ser promissor como sanitizante em carcacas. O gas possui meia-vida
curta, amplo espectro antimicrobiano e auséncia de subprodutos toxicos aos seres
humanos. Sua eficacia ja € relatada na agua, vegetais, frutas e em alguns produtos de
origem animal. No entanto, poucos estudos com o0 gas em carcagas suinas séo relatados.
A partir disso, o objetivo do estudo foi avaliar a eficacia da aplicagcdo de 0z6nio em
carcagas suinas, durante o periodo de resfriamento na camara fria, em termos de
reducdo das contagens médias de mesofilos aerdbios totais e do nimero de carcagas

positivas para Escherichia coli e para os géneros Salmonella e Listeria.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Perigos microbioldgicos na cadeia de producéo da carne suina

2.1.1 Carne suina e Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)

Os consumidores estdo cada vez mais conscientes da importancia da qualidade e
inocuidade dos alimentos (LADO; YOUSEF, 2002). Embora existam cuidados e
controles durante o processamento, os alimentos de origem animal sdo, ainda, oS
principais veiculos de Doengas Transmitidas por Alimento (DTA) para 0s seres
humanos. Essas enfermidades impactam a salde publica, devido a sua morbidade e
custo de seu tratamento (CORANTIN et al., 2005).

Segundo estatisticas norte-americanas, 48 milhdes de consumidores sdo
acometidos por DTA a cada ano; desse total, 128 mil sdo hospitalizados e 3 mil vém a
obito (CDC, 2014a). Os produtos carneos foram responsaveis por 1023 surtos
investigados no periodo de 2002 a 2011 nos EUA; desse total, 164 surtos foram
relacionados ao consumo de carne suina (CENTER FOR SCIENCE IN THE PUBLIC
INTEREST, 2014). No Brasil, o levantamento de dados relativos a DTA ainda é
incipiente, porém a Secretaria de Vigilancia em Saude reportou 208 surtos relacionados
ao consumo de carne suina no periodo de 2000 a 2013 (SVS, 2013).

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (S. Typhimurium),
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) e Yersina enterocolitica (Y. enterocolitica)
sdo as principais bactérias causadoras de DTA que tém sido associadas ao consumo de
carne suina (FOSSE; SEEGERS; MAGRAS, 2009; NATHUES et al., 2013). Dentre
essas, Salmonella enterica € considerada a de maior frequéncia em carne suina
(SCALAN et al., 2011).

Estima-se que ocorram dezenas de milhdes de casos de salmonelose anualmente
no mundo (WHO, 2013). Em 2012, Salmonella sp. foi responsavel por 91.034 casos
notificados na Unido Europeia (SCIENTIFIC, 2014). Embora uma grande parte dos
casos de salmonelose humana seja associada ao consumo de outros alimentos, na
Holanda e na Alemanha, estima-se que de 15 a 20% dos casos sejam relacionados ao
consumo de produtos suinos (LO FO WONG et al., 2002). Na literatura, é possivel
encontrar o relato de diversos surtos de salmonelose associados ao consumo de carne

suina. Nos EUA, foram reportados 38 individuos infectados por S.
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Typhimurium apds consumo de carne suina durante um evento comunitario (FOLGER
et al., 2014). Em maio de 2010, um elevado numero de casos de salmonelose ocorridos
na Franca foi associado ao consumo de linguica suina contaminada (BONE et al.,
2010). No Japédo, um surto envolvendo 105 acometidos foi causado pela ingestdo de
carne suina contaminada por S. Typhimurium (MURASE et al., 2000). Salmonella Give
foi identificada em carne suina em um surto causando 115 casos de gastrenterites na
Alemanha (JANSEN et al., 2005). No mesmo pais, outro surto, associado ao consumo
de produtos de origem suina contaminada por S. Minchen, acometeu 198 pessoas
(BUCHHOLZ et al., 2005). Na Italia, em 2004, um surto envolvendo 63 infectados por
S. Typhimurium fagotipo DT104A foi relacionada ao consumo de salame de carne
suina; além disso, o mesmo fagotipo foi identificado em suinos criados na regido
(LUZZI et al., 2007).

Em 2012, aproximadamente 200 kg de carne suina foram retirados do mercado
norte americano devido a suspeita de contaminacdo por L. monocytogenes (USDA,
2013). Porém, na carne in natura, a bactéria geralmente encontra-se em nimero baixo a
moderado, enquanto os alimentos envolvidos em surtos de listeriose sdo aqueles em que
0 microrganismo encontra-se em niveis elevados (THEVENOT; DERNBURG;
VERNOZY-ROZAND, 2006). Dessa forma, a carne suina ndo tem sido o principal
veiculo nos casos de listeriose, apesar de haver relato de surtos atribuidos ao consumo
de produtos suinos. Na década de 90, dois surtos causados por L. monocytogenes
sorotipo 4b foram investigados na Franga. O primeiro surto resultou em 22 casos de
aborto e 63 0Obitos ap6s o consumo de lingua suina contaminada. No outro surto, nove
casos de aborto e 12 de partos prematuros foram associados ao consumo de paté suino
contaminado por L. monocytogenes (JACQUET et al., 1995; GOULET et al., 1998). O
mesmo agente presente em embutido cozido de carne suina foi implicado na ocorréncia
de meningite em paciente idosa na Suécia (LONCAREVIC et al., 1997).

Ao contrario, a carne suina e seus produtos derivados sdo considerados 0s
principais envolvidos em casos de yersiniose (BUCHER et al., 2008). Yersinia
enterocolitica foi considerada como um dos principais agentes patogénicos bacterianos
relacionados a carne suina, porém apresentando menor frequéncia em DTA comparado
a Salmonella sp. (SCIENTIFIC, 2011a; SCIENTIFIC, 2011b). Entre os relatos na
literatura, encontra-se um surto causado por Y. enterocolitica O:3 em criancas nos EUA

(JONES et al., 2003). Além deste, Yersinia enterocolitica O:9 foi identificada como
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agente causador de um surto envolvendo 11 acometidos na Noruega, em 2006, apds a
ingestdo de produto de origem suina (GRAHEK-OGDEN et al., 2007).

2.1.2 O suino como carreador de bactérias causadoras de DTA

Os suinos portadores de bactérias causadoras de DTA nédo apresentam sinais
clinicos ou lesbes decorrentes da infeccdo. A origem da infeccdo desses animais pode
ser, entre outras: outro suino, o ambiente e a racdo. O controle da transmissdo é
complexo, o que torna possivel a chegada de animais positivos para S. enterica, L.
monocytogenes e Y. enterocolitica ao abate (FOSSE; SEEGERS; MAGRAS, 2009; LO
FO WONG et al., 2002; FARZAN et al., 2010; SCIENTIFIC, 2011b).

Com excecdo de S. Choleraesuis, a infeccdo por Salmonella sp. costuma ser
assintomatica no suino e sua excrecdo nas fezes pode ocorrer de forma intermitente
(BERENDS et al., 1996; DE BUSSER et al., 2013). Apos a infecgdo, as tonsilas e
linfonodos (jejuno e ileo-cecais) sdo os principais sitios de colonizagdo (SCHERER et
al., 2008). Sabe-se que as tonsilas podem albergar um elevado numero de S.
Typhimurium, desempenhando um papel importante na invasdo e disseminacdo do
agente que sob condicBes de estresse, pode ser eliminado nas fezes do suino portador,
contaminando o ambiente, sendo transmitido a outros animais (BERENDS et al., 1996;
FEDORKA-CRAY et al., 1994). Dessa forma, a prevaléncia de animais infectados pode
aumentar da granja até o pré-abate. No abate, portanto, o contetdo fecal, as tonsilas e os
linfonodos desses suinos podem ser a fonte primaria da contaminacdo de carcacas
(ALPIGIANI et al., 2014; BOLTON et al., 2002; SCIENTIFIC, 2010).

As tonsilas tém sido identificadas como o principal sitio de colonizacdo de L.
monocytogenes no suino. Embora na maioria dos relatos a bactéria ndo seja encontrada
em contetdo intestinal dos animais, ocasionalmente pode ser isolada de fezes
(BUNCIC, 1991; KANUGANTI et al., 2002; SKOVGAARD; NORRUNG, 1989).
Estudos ainda sdo necessarios para caracterizar e quantificar o risco da infeccdo de
suinos nas fases anteriores ao abate para a contaminagdo de carcagas em matadouros
(FOSSE; SEEGERS; MAGRAS, 2009). Entretanto, observa-se que a prevaléncia de
isolamento do microrganismo geralmente € baixa e aumenta ao longo da cadeia de
producao (THEVENOT; DERNBURG; VERNOZY-ROZAND, 2006).
Frequentemente, 0 género Listeria esta associado a contaminacdo residual do ambiente

do matadouro. Nesse sentido, foi demonstrado que L. monocytogenes pode permanecer
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residualmente no ambiente dos abatedouros, resistindo a limpeza e desinfecgdo, por
periodos superiores a um ano (GIOVANNACCI et al., 1999).

Suinos podem ser portadores assintomaticos de cepas patogénicas de Y.
enterocolitica para humanos, sendo carreadores no trato gastrintestinal, cavidade oral,
tonsilas e linfonodos submaxilares ao abate (BOLTON; IVORY; MC DOWELL, 2013;
SCIENTIFIC, 2007). Sugere-se que o contato entre 0s animais seja um importante fator
para a transmissdo (PILON; HIGGINS; QUESSY, 2000). A prevaléncia no rebanho
pode ser alta, chegando a 88% de animais positivos em tonsilas e lingua ao abate. Nas
fezes, a prevaléncia pode ser baixa, pois a excre¢do da bactéria tende a diminuir apés o
70° dia de infeccdo (BOLTON; IVORY; MC DOWELL, 2013; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al., 2007; PILON; HIGGINS; QUESSY, 2000). Estudos demonstram que
carcacas de suinos recém-abatidos podem estar contaminadas com cepas patogénicas
advindas das tonsilas, cavidade oral e das fezes, como resultado da contaminagéo
cruzada durante o abate (SCIENTIFIC, 2007). As cepas mais virulentas sdo mais
encontradas nas tonsilas e na lingua e, nesse sentido, Nesbakken et al., (2003)
demonstraram que a separacdo da cabeca, incisdo de linfonodos submaxilares, remogéo
da lingua e tonsilas representam um grande risco para que ocorra a contaminacdo de

bactérias patogénicas nas carcacas.

2.2 Controle do processo de producdo da carne suina

Ao longo da cadeia de producdo suina, ha muitas etapas que podem alterar a
prevaléncia de patégenos (HURD et al., 2001). O rastreamento de microrganismos
presentes nos suinos ao abate evidencia a origem desses patdgenos na granja, transporte
e pré-abate (BOLTON et al., 2002; LAUKANNEN et al., 2008). No matadouro, 0
processo de abate objetiva impedir a contaminacdo da carne e derivados, porém, mesmo
em plantas com alto padrao de higiene, bactérias patogénicas podem ser eventualmente
encontradas ao final do processo (BOLDER, 1997; HUFFMAN, 2002). Por isso,
programas de controle devem incluir tanto a producdo primaria quanto o processo de
abate, inclusive medidas pos-processamento (NGRRUNG; BUNCIC, 2008;
HUFFMAN, 2002).

A identificagdo de fatores de risco para agentes patogénicos de origem alimentar

na granja de criagdo dos suinos é necessaria para controlar a infecgdo nos animais e
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auxiliar na gestdo dos riscos relacionados a inspecdo da carne. Existem poucos estudos
de fatores de risco para L. monocytogenes e Y. enterocolitica, entretanto fatores de risco
para Salmonella sp. sdo bastante estudados (FOSSE; SEEGERS; MAGRAS, 2009). E
amplamente reconhecido que a racdo e os fatores relacionados a biosseguridade s&o
cruciais para o controle na granja (FOSSE; SEEGERS; MAGRAS, 2009; LANGVAD
et al., 2006).

A propor¢do de suinos infectados com bactérias patogénicas pode aumentar
durante o transporte entre a granja e 0 matadouro (HURD et al., 2002; LAUKKANEN
et al., 2008). Animais aparentemente saudaveis na granja podem carrear L.
monocytogenes, Y. enterocolitica e Salmonella sp. em seu trato gastrointestinal ou em
linfonodos e tonsilas. Esses portadores, quando submetidos ao estresse do transporte e
mudanca de ambiente aumentam a excrecdo fecal dessas bactérias (BERENDS et al.,
1996; KANUGANTI et al., 2002; SCIENTIFIC, 2007). Além disso, o0 transporte e a
estabulacdo incluem jejum que pode aumentar o estresse dos animais (HURD et al.,
2001). Portanto, o adequado transporte e estabulacdo no matadouro, com separacédo de
lotes, limpeza e desinfeccdo de caminhdes e pocilgas de descanso, bem como tempo
inferior a 18 horas de jejum, contribuem para o controle da transmisséo e para o bem-
estar animal (DELHALLE et al., 2008; MILNES et al., 2009; LUDTKE et al., 2010).

2.2.1 Processo de abate e a contaminacgéo de carcagas

O tempo de descanso no matadouro, além de reduzir o estresse dos animais apos
0 transporte, existe para cumprir o tempo de jejum necessario e realizar a inspecdo ante
mortem (LUDTKE et al., 2010). O tempo minimo regulamentado para o descanso varia
entre paises, porém grandes intervalos demonstraram aumentar o risco de infeccdo por
Salmonella sp. (DELHALLE et al., 2008). A inspecdo ante mortem durante o tempo de
descanso auxilia na certificacdo da salde do suino, porém animais portadores de
bactérias patogénicas passam despercebidos nos procedimentos de inspecdo, podendo
ser fonte de contaminagdo cruzada das carcacas durante 0 processamento
(SCIENTIFIC, 2011b; ALPIGIANI et al., 2014).

Microrganismos presentes na pele, no intestino, fezes, linfonodos e tonsilas dos
animais que estdo destinados ao abate podem contaminar o ambiente do matadouro, a
partir do qual podem ser disseminados durante o processamento de alimentos. Diante

disso, medidas para controlar os fatores de risco e higiene na planta de abate devem ser
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tomadas a fim de reduzir a prevaléncia de bactérias causadoras de DTA nas carcacas e
visceras dos animais (BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN,1996; KANUGANT]I
et al., 2002; SWANENBURG et al., 2001b).

A reducdo desses patdogenos em carcacas durante o processo de abate tem
importancia fundamental para a satde publica (LO FO WONG et al., 2002; LORETZ;
STEPHAN; ZWEIFEL, 2011a; VAN DAMME; HABIB; DE ZEUTTER, 2010). No
fluxograma de abate de suinos (Figura 1), ha etapas capazes de reduzir a contaminacao,

enquanto outras favorecem o aumento das contagens microbianas em carcacas.

Figura 1. Fluxograma simplificado da linha de abate de suinos desde a chegada dos

animais até o resfriamento da carcaca no matadouro-frigorifico.

Pocilga de :> Insensibilizac3o :> Sangria :> Escaldagem
espera

<

Chuveiro Polimento Flambagem Depilacdo

U

U

Oclus3o do reto :> Evisceracdo :> Divisdo da :> Inspecdo Oficial
carcaga

Resfriamento Chuveiro final Toalete Classificagdo

Fonte: o proprio autor

A escaldagem é a primeira etapa da linha de abate que reduz a contagem
bacteriana total das carcacas, em niveis estimados entre 1,5 log até 2,8 log UFC/cm?. A
temperatura da agua, mantida entre 60-64°C € capaz de destruir um namero
consideravel de bactérias entéricas (BOLTON et al., 2002; HALD et al., 2003;
WHEATLEY; GIOTIS; MCKEVITT, 2014). Contudo, em temperaturas inferiores, 0s
microrganismos podem sobreviver no tanque de escalda propiciando a contaminacgao
cruzada de carcacas (BOLTON; IVORY; MC DOWELL, 2013).

Durante a etapa de depilagdo ocorre recontaminagédo, podendo contribuir com
aumento de 2 log UFC/cm? de mesofilos totais nas carcacas (PEARCE et al., 2004;
NAMVAR; WARRINER, 2006). A depiladeira ¢ uma das principais fontes de

contaminacgéo bacteriana no processo de abate, pois o material fecal pode extravasar do
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intestino, contaminando o interior do equipamento e as carcacas (BORCH,;
NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996; HALD et al., 2003; NAMVAR; WARRINER,
2006).

Dessa forma, o chamuscamento ou flambagem, etapa em que a temperatura da
superficie da carcaca pode atingir 100°C, é crucial para o controle da contaminacao
bacteriana superficial, alcangando reducdes de 1,8 a 3,0 log UFC/cm? de meséfilos
totais (BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996; BOLTON et al., 2002;
PEARCE et al., 2004; WHEATLEY; GIOTIS; MCKEVITT, 2014).

O polimento, realizado ap6s o chamuscamento, pode contribuir para o aumento
das contagens bacterianas e, por isso, a condicdo de higiene do equipamento é
extremamente importante, levando em consideracdo que, a partir da flambagem, nédo
existem etapas para reduzir a carga microbiana. Portanto, a contaminacdo final da
carcaca sera determinada pelo o que ocorre no polimento e etapas subsequentes na zona
limpa (BERENDS et al., 1997; WHEATLEY; GIOTIS; MCKEVITT, 2014; YU et al.,
1999).

Na zona limpa, a oclusdo do reto é outro importante ponto critico do processo, e
deve ser realizada antes da evisceracdo, pois objetiva evitar o extravasamento de fezes
(BRASIL, 1995; BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996; NESBAKKEN et
al., 1994).

Instrumentos e equipamentos podem ser contaminados por agentes zoondticos
durante a abertura das cavidades, da papada, divisdo da carcaca e inspegdo (palpacéo,
corte ou a incisdo de orgaos) (SCIENTIFIC, 2010). Por isso, os utensilios devem ser
lavados e sanitizados apds cada operacdo, em esterilizadores a 82°C por 20 segundos,
para evitar a contaminacgéo cruzada (BRASIL, 2005; BOLTON et al., 2002). Delhalle et
al. (2008) demonstraram que a limpeza e a desinfeccdo da serra durante o processo €
benéfica na reducdo de Salmonella sp. Escherichia coli e bactérias meséfilas aerdbias
totais.

Na evisceracdo, 0 rompimento ou corte de alguma viscera com extravasamento
do liquido gastrointestinal pode ocorrer como falha do processo (ANDERSEN, 1988;
NIELSEN; WEGENER, 1997). Wheatley, Giotis e Mckevitt (2014) encontraram
aumento nas contagens de mesofilos totais e enterobactérias nas regides da barriga e da
papada quando amostradas apds a evisceracdo. Nas grandes plantas de abate, a alta

velocidade da linha de abate aumenta os riscos de contaminacao. Diminuir a velocidade
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nesse ponto da linha de abate pode ajudar na execucédo correta da etapa (DE BUSSER et
al., 2013; SCIENTIFIC, 2011b).

A cabeca e a cavidade oral, regido na qual estdo a lingua, tonsilas e linfonodos,
séo consideradas de alto risco. Existe uma significativa correlagdo entre a prevaléncia
de Salmonella sp. e Yersinia enterocolitica presente nas tonsilas e carcacas
contaminadas ao final do abate (SCIENTIFIC, 2010; VAN DAMME; HABIB; DE
ZEUTTER, 2010). A separacdao completa da cabeca antes de qualquer manipulagéo
pode reduzir o risco de contaminacdo cruzada (SCIENTIFIC, 2011b).

O resfriamento é a ultima etapa do fluxograma e tem como objetivo prolongar a
fase de laténcia dos microrganismos, ndo sendo capaz de eliminar a carga microbiana
existente (CHANG; MILLS; CUTTER, 2003; YU et al.,, 1999). Alguns tipos de
resfriamento, com temperaturas mais baixas que as usuais e ventilacdo forcada na carne
podem resultar em dessecacdo, reduzindo o numero de bactérias viaveis (CHANG;
MILLS; CUTTER, 2003). No entanto, dependendo da temperatura, velocidade do ar,
umidade, tempo de exposicdo e espacamento entre as carcacas, o0 resfriamento pode

resultar em aumento da contaminacdo bacteriana (BOLTON et al., 2002).

2.2.1.1 Garantia da inocuidade do produto

O processo de abate envolve etapas que podem contribuir para a contaminacao
microbiana das carcacas (BOLTON et al.,, 2002; SCIENTIFIC, 2007). Por isso,
programas de garantia de inocuidade de alimentos devem ser implementados na
industria para assegurar o controle sanitario: as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e 0s
Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional (PPHO), ambos pré-requisitos para o
sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 2005).

As BPF sdo um conjunto de medidas adotadas pela indUstria para garantir a
qualidade sanitaria do alimento (ANVISA, 2006). Essas praticas referem-se a condi¢des
ideais de higiene no desempenho do processo, no operador, no equipamento e no
ambiente de producdo, ndo abordando os riscos especificos (FORSYTHE, 2013). O
PPHO, por sua vez, descreve todos os procedimentos de limpeza e sanitizagdo que
devem ser realizados, abrangendo a limpeza das superficies, dos equipamentos e
instalagbes do frigorifico, além da periodicidade de sua execugdo (antes, durante e
depois das operacdes) (SAO PAULO, 2003).



24

O APPCC € uma abordagem cientifica do controle do processo. Foi
desenvolvido para controlar os perigos que possam ocorrer ao longo da cadeia de
producdo. E necessario identificar os perigos fisicos, quimicos e bioldgicos em todas as
etapas do processo, prevendo falhas e descrevendo medidas preventivas
(SWANENBURG et al., 2001a; USDA, 1999). O Ponto Critico de Controle (PCC)
dentro do APPCC ¢é a etapa essencial em que ha o controle do processamento,
prevenindo, eliminando ou reduzindo a niveis aceitaveis 0s perigos existentes. Sao
determinados de acordo com a analise de risco do fluxograma de producdo de cada
estabelecimento, levando em conta os niveis de contaminacdo em cada etapa da
producao. Os PCC’s devem ser procedimentos quantificaveis (determinando os limites
criticos), monitorados e passiveis de correcdo durante a producdo (FORSYTHE, 2013;
GILL; JONES, 1997). No fluxograma de abate, estudos indicam que a escaldagem
possa ser um PCC dentro do APPCC, pois chega a reducdes de 2,5 log UFC de
bactérias nas carcacas. Entretanto é necessario que a temperatura da dgua esteja acima
de 62°C para assegurar a eliminacdo dos patdgenos. Sugere-se também a etapa de
flambagem, entretanto é necessario padronizar a temperatura de funcionamento das
chamas e duragdo do procedimento, pois esses parametros sdo raramente observados
(PEARCE et al., 2004). Na zona limpa, alguns autores recomendam que a evisceracao
possa ser considerada um PCC em grandes linhas de abate, desde que os limites criticos
sejam determinados (BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN,1996; BOLTON et al.,
2002). Outra etapa indicada como altimo PCC é a refrigeracdo, no entanto, para isso,

deve haver adequada temperatura e registros durante o armazenamento (USDA, 1999).

2.2.1.2 Monitoramento do processo

Existem duas maneiras para verificar se as praticas de higiene e do APPCC
resultaram em niveis aceitaveis de contaminacdo da carcaca: por inspecdo visual das
carcacas e por analises microbiologicas de amostras colhidas na superficie de carcaca
(LINDBLAD; BERKING, 2013).

O exame visual de contaminacdo fecal é baseado em fatores organolépticos,
visdo e olfato, os quais ndo sdo suficientes para garantir a auséncia de patdgenos
(PENSABENE; FIDDLER, 1996). Segundo a legislacdo, a contaminagcdo com fezes
deve ser retirada rapidamente com faca, caso seja possivel, ou deve ser realizado o
descarte da carcaca (BRASIL, 1952).
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Para monitoramento microbiolégico da carcaca, sdo adotados alguns
microrganismos como indicadores. O microrganismo indicador ndo identifica a
presenca de patdgenos na carcaca, mas demonstra o nivel de contaminacao indicando
falha do processo (NAUTA et al., 2013).

Dentre os microrganismos indicadores, aqueles que habitam o intestino séo
preferidos, porque podem ser facilmente detectados e estdo correlacionados com a
presenca de patdgenos entéricos. Nesse sentido, a quantificacdo de Enterobacteriaceae
e E. coli tem sido as mais comumente empregadas. A presenca de elevado nimero de
Enterobacteriaceae indica contaminacdo de origem entérica ou ambiental, enquanto a
presenca de E. coli nas carcacas esta mais associada a contaminacédo fecal (GHAFIR et
al., 2008; BARCO et al., 2014).

Para monitorar a qualidade do processamento de alimentos, a contagem de
mesoéfilos aerdbios totais em placa é utilizada. Nesse caso, ndo ha relacdo com
contaminacdo de origem fecal, altos niveis sdo geralmente correlacionados com baixa
qualidade de higiene do processo e reducdo da vida de prateleira (BARROS et al.,
2007). Psicrotroficos, como Pseudomonas sp., podem ser usados no monitoramento de
deterioracdo de produtos que sdo estocados em baixas temperaturas, uma vez que sdo
os principais deteriorantes da superficie desses produtos (BARCO et al., 2014).

O monitoramento de diferentes microrganismos indicadores é incluido nos
programas de controle de patdgenos e para verificacdo do APPCC. Além disso, a
pesquisa de Salmonella sp. tem sido incluida como indicador de redugdo de pat6genos.
E escolhida porque é uma das causas mais comuns de DTA e todas as intervencdes
direcionadas a sua reducdo sdo benéficas na reducdo da contaminacdo por outro
patdgeno entérico. Em carcacas suinas, o programa de reducdo de patdégenos americano
investiga E. coli e Salmonella sp. (USA, 1996). A Unido Europeia (EU), além de
Salmonella sp., monitora mesofilos aerdbios totais e Enterobacteriaceae (EUROPEAN
COMISSION, 2007; EUROPEAN COMISSION, 2014). O Brasil, por meio da Circular
n® 130/2007 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento, adotou 0s
mesmos parametros da UE (BRASIL, 2007). Em todos os casos, acdes corretivas sao
exigidas quando os resultados estiverem acima dos limites criticos estabelecidos
(NAUTA et al., 2013; BARCO et al., 2014).

Acredita-se que os critérios microbioldgicos possam ndo refletir isoladamente
todas as condi¢des operacionais de um matadouro (HUTCHISON et al., 2007).
Entretanto, 0 acompanhamento regular e continuado do processo de higiene em plantas
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é procedimento essencial para o controle sanitario do sistema, a fim de assegurar a
inocuidade do alimento (WHEATLEY; GIOTIS; MCKEVITT, 2014).

2.2.1.3 Descontaminacdo da superficie da carcaca

A dificuldade em assegurar a auséncia de patdgenos em carcacas tem estimulado
a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias que podem ser agregadas ao
processo (BOLDER, 1997; HUFFMAN, 2002). Tratamentos fisicos ou quimicos podem
ser usados na tentativa de reduzir a contaminagéo bacteriana de carcagas em matadouros
de suinos, entretanto ndo devem ser utilizados como medida primaria de controle
(HUGAS; TSAGARIDA, 2008; MORILD; OLSEN; AABO, 2011). Estratégias de
intervencdo no controle de patdgenos de origem alimentar tém sido sugeridas, porém
seu desempenho depende do entendimento da fisiologia e sobrevivéncia dos
microrganismos durante e apds o tratamento (LADO; YOUSEF, 2002).

O calor é o tratamento fisico tradicionalmente aplicado sob forma de
pasteurizacdo e esterilizacdo para garantir a seguranca microbioldgica dos alimentos.
Entretanto, o calor excessivo pode desnaturar proteinas, causar escurecimento ndo-
enzimatico, provocar a perda de vitaminas e formar compostos aromaticos volateis
indesejaveis nos alimentos (LADO; YOUSEF, 2002). Por isso, tecnologias ndo térmicas
tém sido investigadas: ultra-som, processamento por alta pressdo, campo elétrico
pulsado, radiacBes ibnicas e ndo-ibnicas. Todos esses tratamentos estdo sendo
investigados como alternativas para o processamento de alimentos (BINTSIS;
LITOPOULOU-TZANETAKI; ROBINSON, 2000; MATHAVI et al., 2013; BUTZ,
TAUSCHER, 2002).

Em relacdo ao tratamento quimico, os mais citados sdo 0s acidos organicos,
acidos inorganicos, agentes clorados e agentes oxidantes (BOLDER, 1997). Em relacdo
ao tratamento de carcacas de suinos, os acidos organicos (acido latico, citrico e acético)
sdo os mais empregados (LORETZ; STEPHAN; ZWEIFEL, 2011b; EPLING;
CARPENTER; BLANKENSHIP, 1993; PIPEK et al., 2006; EGGENBERGER-
SOLORZANO et al., 2002). Entretanto, a atividade bactericida dos acidos pode ser
alterada pela presenca de matéria organica e alguns agentes podem ser prejudiciais a
salde humana e apresentar propriedades corrosivas e instabilidade em solugédo
(LORETZ; STEPHAN; ZWEIFEL, 2011b).
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O cloro é amplamente utilizado na industria de alimentos, porém tem eficacia
comprometida quando ha presenca de matéria organica e sua utilizacdo na industria de
alimentos tem causado preocupacdo em relacdo aos residuos gerados (BUNCIC;
SOFOS, 2012; LADO; YOUSEF, 2002; ZEYNEP; GREENE; SEYDIM, 2004).

No grupo dos oxidantes, 0 0z6nio tem despertado grande interesse, pois sofre
rapida dissociacdo em oxigénio sem deixar residuos perigosos a saude humana
(TIWARI et al. 2010; ACHEN; YOUSEF, 2001). Em 1982, a Food and Drug
Administration (FDA) considerou o 0zénio como uma substancia Generally Recognized
as Safe (GRAS) permitindo seu uso na industria de alimentos como sanitizante de
embalagens de 4gua (RICE; GRAHAM, 2001).

2.3 Ozo6nio: antimicrobiano na industria de alimentos

2.3.1 Caracteristicas do 0zonio

O o0z6nio é um oxigénio triatbmico (O3), molécula altamente instavel, formado
pela adicdo de mais um &omo de oxigénio ao oxigénio molecular (O,). Ocorre
naturalmente na atmosfera, mas pode ser gerado comercialmente através do efeito
corona ou de radiacdo ultravioleta quando ha& passagem de moléculas de O,
(MUKHOPADHWYAY; RAMASWAMY, 2012). Assim, o O, divide-se em dois
atomos de oxigénio, que sdo altamente reativos. Quando um atomo de oxigénio livre
encontra uma molécula de O,, este se combina para formar o 0zonio, ainda mais
instavel. Devido a essa instabilidade, degrada-se rapidamente a O,. O atomo de
oxigénio livre liberado pode recombinar-se a outro &tomo de oxigénio livre para formar
O, ou combinar-se com outras moléculas quimicas que sofrerdo oxidagdo (ZEYNEP;
BEVER; GREENE, 2004). Em solucdes, decompde-se gradualmente, produzindo, por
sua vez, radicais hidroperoxil (HO,), hidroxila (OH) e superoxido (O). Sua reatividade
¢ atribuida ao grande poder de oxidacdo desses radicais (KIM; YOUSEF; DAVE,
1999). Quando reage com compostos organicos pode formar aldeidos, cetonas ou acidos
carboxilicos que nédo representam risco a saude (PASCUAL; LLORCA; CANUT, 2007;
TIWARI et al. 2010).

Devido ao seu poder oxidante, tem sido investigado como um agente
antimicrobiano: tanto pela molécula triatdmica quanto pelos radicais formados durante a

sua dissociacdo (CROWE et al., 2012). Desperta interesse devido a sua grande eficacia
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biocida, amplo espectro antimicrobiano, meia-vida curta (20 a 30 min a 20°C), auséncia
de subprodutos que sdo prejudiciais a salde e a capacidade de geracdo sob demanda "in
situ”, ndo necessitando armazenagem anterior ao uso (PASCUAL; LLORCA; CANUT,
2007; DOSTI; GUZEL-SEYDIM; GREENE, 2005: KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).
Porém, o efeito bactericida do ozdnio pode ser afetado por inimeros fatores: condigdes
ambientais, populacdo microbiana, presenca de matéria organica e forma de aplicagédo
(KIM; YOUSEF; CHISM,1999).

Temperatura, pH e umidade sdo importantes fatores ambientais que influenciam
sua acdo. O aumento da temperatura e do pH afeta a solubilidade, estabilidade e
reatividade do gas, tornando o ozénio menos soltivel e menos estavel. Sendo assim,
baixos pH e temperatura favorecem a acdo direta da molécula de ozbnio, devido ao
aumento da sua estabilidade; ao passo que pH e temperatura altos favorecem a
inativacdo em virtude da maior inducdo de radicais livres (FAN et al., 2012; KHADRE;
YOUSEF; KIM, 2001). Estudos demonstram que baixas temperaturas tém efeito
sinérgico com o0 o0zbnio, devido ao aumento de sua estabilidade (PALOU et al., 2002).
Além desses fatores, observam-se melhores resultados na reducdo de microrganismos
quando o 0zonio é aplicado em atmosferas mais Umidas. Braun, Fernandez e Fuhrmann
(2011) testaram a habilidade do ozénio em reduzir Salmonella Enteritidis de ovos em
ambientes com 70 e 30% de umidade e observaram que o ambiente com 70% de
umidade propiciou maior reducdo de bactérias.

Um namero elevado de bactérias presentes em liquido submetido ao tratamento
com o0z6nio pode impossibilitar sua acdo, pois os restos de células que vdo sendo
inativadas podem proteger as bactérias ainda vivas do contato com o gas. Estudos com
o0z6nio em solucdo aquosa sugerem que 10° UFC/mL sdo suficientes para formar uma
camada de protecdo sobre as células vidveis (FINCH; SMITH; STILES, 1988;
THANONSUB et al., 2002).

A presenca de compostos organicos pode aumentar a demanda de ozonio e
reduzir sua disponibilidade para eliminar os microrganismos (KHADRE; YOUSEF;
KIM, 2001; KIM; YOUSEF; CHISM, 1999). Restaino et al. (1995) comparando a
eficacia antimicrobiana de solucdo aquosa de 0zonio na presenca de amido soluvel e
soro-albumina bovina, demonstraram que o tipo de matéria organica influencia a acéo
do ozbdnio mais do que a sua quantidade no alimento.

O oz6nio pode ser utilizado em forma de gas ou dissolvido em agua (forma

aquosa) e para muitos microrganismos patogénicos e deteriorantes € necessario um
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tempo e concentragdo minima de ozonizagdo que resultard na inativacao desejada ou em
aumento da fase lag dos microrganismos (GUJER; VON GUNTEN, 2003). Entretanto,
niveis de concentracdo e duracdo acima dos ideais podem resultar em dano ao alimento
ou ao ambiente (CARDENAS et al., 2011; RICE; GRAHAM, 2001). Diante disso, é
necessario fazer a distingdo entre a concentracdo do 0z6nio aplicado e o ozdnio residual,
que sera detectado ap6s o ndo contato com a superficie alvo. Tanto a instabilidade sob
certas condicdes, quanto a presenca de substancias que o consomem, afetam o nivel de
ozonio residual disponivel, que deve ser monitorado durante a aplicacdo (PASCUAL;
LLORCA; CANUT, 2007).

2.3.2 Efeito do 0ozo6nio em bactérias

O ozonio lesa os microrganismos pela progressiva oxidacdo de componentes
vitais da célula. Nas bactérias, seu principal alvo é a membrana, porém a exposicao
prolongada afeta também outros componentes intracelulares (THANOMSUB et al.,
2002). Na membrana bacteriana o0 0zonio atinge, principalmente, as glicoproteinas e 0s
glicolipideos, resultando na alteracdo da permeabilidade e lise da célula. Age também
sobre aminoé&cidos, peptideos, proteinas, acidos graxos poliinsaturados e 0s grupos
sulfidrila de enzimas (KHADRE; YOUSEF, 2001; ZEYNEP; GREENE; SEYDIM,
2004).

Os microrganismos nao possuem resisténcia intrinseca ao oz6nio, porém a
suscetibilidade ao tratamento pode ser variavel (KIM; YOUSEF; CHISM, 1999). H&
controveérsia quanto a suscetibilidade de bactérias Gram positivas e negativas ao ozénio.
Alguns autores afirmam que Gram positivas sdo mais suscetiveis, enguanto outros
afirmam que o ozénio é mais eficaz contra Gram negativas (ALWI; ALI, 2014; KIM;
YOUSEF, 2000; MOORE et al.,, 2000; PASCUAL; LLORCA; CANUT, 2007).
Entretanto, ha consenso que bactérias sdo mais suscetiveis que leveduras e fungos, e que
0s esporos bacterianos sdo mais resistentes do que as células vegetativas (PASCUAL;
LLORCA; CANUT, 2007).

Restaino et al. (1995) investigaram o efeito antimicrobiano do ozonio contra
bactérias isoladas de alimentos e determinaram que tanto bactérias Gram positivas
(Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis) como Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Yersinia enterocolitica)

eram destruidas. Em outro estudo, determinou—se que Escherichia coli 0157:H7 era o
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microrganismo mais resistente, seguido de Pseudomonas fluorescens, Leuconostoc
mesenteroides e Listeria monocytogenes (KIM; YOUSEF, 2000). Em relacdo aos
esporos bacterianos, Khadre e Yousef (2001) observaram que o gas foi efetivo para as

espécies de Bacillus testadas.

2.3.3 Utilizacdo do oz6énio na industria de alimentos

O ozobnio é um desinfetante com grande potencial de utilizacdo na inddstria de
alimentos, podendo ser adotado para reducdo de biofilme, higienizagdo de
equipamentos, reutilizacdo de aguas residuais e diretamente nos alimentos. Nos Estados
Unidos, sua utilizacdo em aguas engarrafadas é permitida desde 1982; e, desde 1997, na
reciclagem de agua de resfriamento de abatedouro de aves (ZEYNEP; BEVER;
GREENE, 2004; RICE; GRAHAM, 2001). Em 2001, foi aprovado como agente
antimicrobiano permitido para aplicacdo direta em alimentos, tanto sob forma de gas
como em solucdo aquosa (FDA, 2001). Desta forma, a aplicacdo de ozdnio em frutas,
produtos vegetais e produtos carneos tem sido testada para inativacdo de patdgenos e
microrganismos deteriorantes (ACHEN; YOUSEF, 2001; AKBAS; OZDEMIR, 2008;
BIALKA; DEMIRCI, 2007; CULLEN et al., 2009).

Estudos tém comparado a eficacia de diversas formas de aplicacdo do ozénio.
Biofilmes de Pseudomonas sp. em superficie inoxidavel tratados com solucdo aquosa de
0,6 ppm de ozbnio durante dez minutos, apresentaram reducdo de 4,2 log UFC de
bactérias (DOSTI; GUZEL-SEYDIM; GREENE, 2005). Dois métodos de aplicacdo de
ozo6nio foram testados em higienizacdo comercial de macds contaminadas com E. coli
0O157: H7: imersdo em agua com ozénio (22 a 24 mg/L) e lavagem em agua
borbulhante com 0z6nio (21, 25 e 28 mg/L). O melhor desempenho foi alcancado com a
lavagem com &gua borbulhante durante trés minutos, havendo reducdo de 3,7 log
UFC/g (ACHEN; YOUSEF, 2001). Estudos que utilizam pressdo ou liquido em
movimento sugerem maior efeito antimicrobiano do ozonio, pois particulas organicas
sdo removidas e as bactérias sofrem alguma acdo mecéanica (KIM; YOUSEF;
KHADRE, 2003). A forma gasosa e a forma aquosa de ozonio foram comparadas na
eliminacdo de Salmonella sp. e E. coli O157:H7 em mirtilos. O tratamento na forma
aquosa mostrou ser mais eficaz, alcancando reducbes de 6,2 e 5.2 log UFC/g de
Salmonella sp. e E. coli O157:H7, respectivamente. Além disso, o0 tratamento aquoso
ndo causou escurecimento da fruta (BIALKA; DEMIRCI, 2007).
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2.3.3.1 Tratamento com 0z6nio em produtos carneos

A aplicacdo do oz6nio em carne bovina, de aves e espécies marinhas foi mais
relatada do que na carne suina (BOLDER, 1997; CAMPOS et al, 2005; CARDENAS et
al, 2011; CORTESI et al., 2011). No entanto, concentraces eficazes do gas para
tratamento desses alimentos ainda ndo s&o estabelecidas, pois os estudos conduzidos
apresentam variacdo nas condi¢cbes de aplicacdo (tempo, temperatura, concentracao),
nas caracteristicas dos alimentos testados, nos ambientes e nas populacdes microbianas
(CROWE, 2012). O uso excessivo de ozonio pode resultar em oxidacédo, descoloragdo e
alteracéo do sabor do alimento (KIM; YOUSEF; DAVE,1999). Diante disso, pesquisas
também devem considerar 0s pardmetros quimicos e sensoriais do alimento ao
selecionar o método de aplicac¢do do 0z6nio (CROWE et al., 2012).

Diversos estudos relatam a aplicacdo de 0z6nio em carne bovina. Carcacas
bovinas submetidas a 0,03 ppm de 0zonio gasoso, durante nove dias (95% de umidade e
1,6°C de temperatura), apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano, bem como um
maior escurecimento da carcaca (GREER; JONES, 1989). A agua com 0zo6nio (0,5%)
aplicada no tecido adiposo bovino demonstrou ser mais eficaz na reducdo de
microrganismos do que o &cido acético (2%), fosfato trissddico (12%) e desinfetante
comercial (0,3%) (GORMAN et al.,, 1995). Ao contrario, Reagan et al. (1996)
utilizaram 0,3 e 2,3 ppm de 0z6nio na agua de lavagem de carcacas bovinas e nédo
obtiveram diferenca nas contagens microbianas, quando comparada a lavagem
convencional. Estudos mais recentes em carne bovina, relataram que o uso de 72 ppm
de 0z6nio gasoso, durante 24 horas, diminuiu dois ciclos logaritmicos na contagem de
mesofilos aerdbios totais, porém causou dano na coloracéo e oxidacdo lipidica da carne.
Contudo, a aplicacdo dessa mesma concentracdo, por trés horas, foi capaz de reduzir 0,5
log UFC de mesofilos e manteve inalteradas as propriedades organolépticas
(CARDENAS et al., 2011).

Em aves, o0 0z6nio aplicado na agua de resfriamento de carcacas eliminou 99%
dos microrganismos presentes, sem oxidacéo lipidica significativa, desenvolvimento de
aroma indesejado ou perda da cor da pele da carcaca (SHELDON; BROWN, 1986).
Cortesi et al. (2011) evidenciaram que a aplicacdo de baixa concentracdo de ozonio (0,4
ppm), em carcacgas da mesma espécie, durante 14 dias, aumentava a vida de prateleira e
ndo alterava as caracteristicas organolépticas. Por outro lado, a aplicacdo de alta

concentracdo de o0zénio (2000 ppm) por menor tempo (30 minutos) também
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propiciaram reducgéo de 97% Salmonella Infantis e 95% Pseudomonas aeruginosa em
pele de frango refrigerada (AL-HADDAD; QASSEMI; ROBINSON, 2005).

O armazenamento de sardinha em gelo adicionado de 0,17 ppm de ozbnio
melhorou sua qualidade sensorial, microbioldgica e bioquimica comparado ao
armazenamento convencional (CAMPOS et al., 2005). Mexilhdes sem a concha
embalados a vacuo foram submetidos a 1 ppm de 0zonio em solucdo aquosa por 60 e 90
minutos, sendo observado reducdo de até 2,5 log UFC/g de bactérias em relacdo ao
controle e aumento de trés dias de vida de prateleira (MANOUSARIDIS et al., 2005).
Da mesma forma, pulverizagdes de solucdo aquosa de 1,5 ppm de ozdnio em filetes de
salmdo, armazenados a 4°C, demonstraram eficacia na reducdo da contagem de
bactérias aerdbias e reducdo significativa da contagem de L. innocua sem causar
aumento nos niveis de oxidacéo lipidica (CROWE et al., 2012).

A aplicagdo do oz6nio em carcagas suinas € pouco relatada, tendo sido mais
estudada em seus produtos derivados. Estudo realizado com costeletas suinas
submetidas a aplicacdo de 100 ppm e 1000 ppm de oz6nio, durante 10 e 30 minutos,
demonstrou reducdo nos compostos organicos volateis, indicando a eficacia do ozénio
em reduzir o metabolismo dos microrganismos, aumentando a vida de prateleira
(JAKSCH et al., 2004). A lavagem de tripas suinas com solucdo aquosa de 7 ppm de
ozo6nio, durante uma e duas horas, reduziu 0,4 e 0,6 log UFC/25,4 cm de E. coli,
respectivamente. O aumento do tempo de tratamento para quatro horas causou danos a
matéria prima. (BENLI et al., 2008). O sinergismo da utilizacdo do ozdnio com lactato
de potassio contra Salmonella Tyiphimurium pode ser observado na aplicacdo de ambos
em carne suina (PIACHIN; TRACHOO, 2011).

2.3.3.2 Oxidacao

Um dos principais fatores que limitam a qualidade e aceitabilidade da carne e
seus derivados é a oxidacao lipidica (MORRISSEY et al., 1998). Produtos carneos sdo
naturalmente predispostos a oxidacdo, pois possuem altas concentracdes de
catalisadores oxidativos (ferro e mioglobina) e lipideos insaturados (DECKER et al.,
1993). O o0z6nio possui poder oxidante e, por isso, consegue eliminar o0s
microrganismos; porém também pode oxidar a matéria organica (KIM; YOUSEF;
DAVE,1999; TORLAK; SERT; ULCA, 2013). As reacOes oxidativas podem alterar a

qualidade sensorial (cor, sabor) e nutricional de carnes e seus derivados, produzindo
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radicais livres e outros compostos oxidados, 0s quais ndo sdo perigosos a saude
(CARDENAS et al., 2011; MORRISSEY et al., 1998; VENTANAS et al., 2006).
Sabendo que a oxidacéo lipidica é uma das principais causas de deterioracdo em carnes
e que o 0zonio pode ser fator importante para que ela ocorra, é necessario determinar a
ocorréncia de oxidacdo ap6s a sua aplicacdo a fim de garantir as propriedades
organolépticas do alimento (DECKER et al., 1993; JO; AHN, 1998).

Considerando que a ozonizagdo exige um equipamento especifico, o0
desempenho do tratamento na diminui¢cdo das contagens microbianas e também na
qualidade da carne deve ser investigado de modo a justificar o investimento necessario
(CARDENAS et al., 2011).

2.3.4 Osriscos da utilizagdo do 0zonio

E importante controlar o contato com o o0zonio de trabalhadores da indUstria,
pois existe um tempo e concentracdo limite aceitdvel para exposi¢cdo ao 0zénio
(ZEYNEP; GREENE; SEYDIM, 2004). O limite estabelecido a concentracdo de 0,1
ppm € de até oito horas, enquanto os humanos podem ser expostos a concentracao de
0,3 ppm por até trés periodos diarios de 15 minutos (RICE; GRAHAM, 2001). Quando
em contato com doses além das permitidas, o 0z6nio causa irritacdo nos olhos e na
garganta, tosse e tontura (ZEYNEP; GREENE; SEYDIM, 2004). Portanto, os aspectos
relativos a seguranca ocupacional devem ser levados em conta ao estabelecer um
protocolo de tratamento com oz6nio na industria de alimentos (RICE; GRAHAM,
2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Determinacéao da concentracao de uso do 0zonio

Duas concentracdes de ozonio (5 e 7 ppm) foram aplicadas por duas horas em um
sistema em pequena escala. O oz6nio foi gerado por um aparelho (Alvap®) com
producdo do gas por efeito corona em caixa isotérmica fechada (40 x 50 x 90 cm) com
comunicagdo exterior para captacdo de oxigénio do ambiente. As concentragdes
desejadas foram atingidas em uma hora e monitoradas durante as duas horas de
aplicacdo por um sensor portatil (Eco Sensor®) acoplado a caixa.

Fragmentos (30cm por 15cm) de pele suina foram imersos em uma suspensdo de
Staphylococcus coagulase negativa (proveniente da bacterioteca do Laboratério de
Medicina Veterinaria - UFRGS) em concentracdo final de aproximadamente 10
Unidades Formadoras de Colbénia (UFC/mL). Apdés 15 minutos de imersdo, 0s
fragmentos de pele foram acondicionados em recipientes estéreis por igual periodo de
tempo. Cinco fragmentos de pele artificialmente contaminados foram submetidos a cada
uma das concentracdes de ozénio e amostrados individualmente por meio de esponjas
de celulose estéreis (2,5cm por 2,5cm) friccionadas em é&rea (25 cm?) delimitada por
moldes estéreis. A coleta de amostra foi realizada em areas contiguas do fragmento de
pele em dois tempos: antes e logo apds a realizacdo do tratamento com ozoénio.
Imediatamente apds a colheita, as esponjas foram colocadas, individualmente, em 25
mL de Agua Peptonada (AP) 0,1% e submetidas a diluicdes seriadas e contagem de

mesofilos aerdbios totais.

3.2 Aplicacéo de o0zdnio em carcacas suinas durante o periodo de resfriamento

O experimento foi conduzido em um matadouro-frigorifico sob Servico de
Inspecdo Federal, localizado no estado do Rio Grande do Sul. Foram conduzidos cinco
blocos consecutivos, com intervalo mensal, que incluiram dois tratamentos: grupo
controle (T1) constituido por oito carcagas suinas processadas num Unico turno de abate
e submetidas ao resfriamento (16 horas a 3°C); grupo tratamento (T2) oito carcagas
suinas processadas no mesmo turno de abate e submetidas a dois periodos de quatro

horas de aplicacéo de até 5ppm de o0z6nio durante o periodo de resfriamento (16 horas a
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3°C). Os grupos T1 e T2 foram alocados em camaras frias distintas com capacidade
para 600 e 280 carcacas, respectivamente.

Para geracdo de ozonio foi utilizado um equipamento comercial (Alvap®)
com producdo de ozbnio através do efeito coronae alimentador de gas oxigénio
artificial. O periodo de emissdo do gas foi controlado por um cronémetro acoplado ao
aparelho e a concentracdo monitorada por um sensor portatil (Eco Sensor®) no
intervalo de 0 a 5 ppm. A aplicacdo do ozénio foi iniciada logo apds o fechamento da
camara fria, por um periodo de quatro horas, quando era atingida a concentracdo de 5
ppm no interior da mesma, e novamente aplicado apds seis horas.

Cada carcaca alocada em cada um dos grupos de tratamento foi amostrada antes
(meia carcaca direita) e ap6s o periodo de 16 horas de resfriamento (meia carcaca
esquerda). Em cada amostragem, duas esponjas estéreis (Nasco®), previamente
umedecidas em AP 0,1% (10 mL/esponja), foram friccionadas na superficie de quatro
areas da carcaca (lombo, papada, pernil e barriga), delimitadas por moldes estéreis de
100 cm?, totalizando 400 cm? (BRASIL, 2007). Apds a coleta, as esponjas foram
acondicionadas em sacos estéreis e mantidas em caixa isotérmica até o processamento.

Em cada amostra foi adicionado 30 mL de AP 0,1%, totalizando 50 mL de
amostra. Dessa forma, cada mililitro da solucdo correspondeu a oito centimetros de area
de carcaca amostrada. As amostras foram homogeneizadas por 60 segundos (Food
Samples Homogenizers, Logen Scientific) e submetidas a contagem de mesofilos
aerobios totais e Escherichia coli, bem como pesquisa dos géneros Salmonella e

Listeria.

3.3 Anélise microbiolégica
3.3.1 Contagem de mesofilos aer6bios totais e Escherichia coli

Cada amostra foi submetida a dilui¢des decimais seriadas (10°, 10, 102, 10'®)
em solucdo salina 0,85% estéril. Aliquotas de 1 mL foram pipetadas, em duplicata, em
placas de Petri estéreis para realizacdo da técnica de semeadura em profundidade para
enumeracdo de bactérias. Para mesofilos aerdbios totais, seguiu-se a metodologia
descrita por Morton (2001) com a utilizacdo do Agar Contagem em Placa (PCA,
Himedia®), enquanto que o Agar Cromogénico para Coliformes (Chromocult Coliform,

Merck®) foi empregado para contagem de Escherichia coli. Col6nias caracteristicas
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foram contadas ap6s 48 horas de incubacdo a 36+1°C. A media das contagens foi
multiplicada pelo inverso da diluicdo, obtendo-se o valor em Unidade Formadora de
Colbénia (UFC) por mililitro. A cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada para controle dos

meios de cultura.

3.3.2 Pesquisa de Salmonella sp.

De cada amostra, 25 mL da suspensdo foram adicionados a 225 mL de AP
tamponada 1% estéril e incubados durante 18 horas a 36+1°C para um pré-
enriquecimento inicial. Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL foram adicionadas em 9 mL de
Caldo Tetrationato Muller-Kauffmann (Merck®) e em 9,9 mL de Caldo Rappaport-
Vassiliadis (Oxo0id®), respectivamente, como enriquecimento seletivo. Os caldos foram
incubados em banho de agua por 24 horas a 41+1°C. Agar Xilose-Lisina Desoxicolato
(Difco®) e agar Verde Brilhante (Micro Med®) foram utilizados como meio seletivo e
diferencial para isolamento e incubados durante 48 horas a 36+1°C. Ap0s repique de
colénias caracteristicas de ambos os meios em Agar Triptona de Soja (TSA, Ox0id®)
(24 horas/36+1°C), a identificacdo foi realizada, seguindo I1ISO 6579 (2007), por meio
dos seguintes testes: producdo de gas sulfidrico, indol e motilidade (SIM, Himedia®),
crescimento em agar Triplice AcUcar Ferro (TSI, Himedia®), urease (Ox0id®), Voges-
Proskauer (Himedia®), lisina descarboxilase (Himedia®), B-galactosidase e prova da
aglutinacdo com soro polivalente somatico (Probac®). A cepa de S. Typhimurium
ATCC 14028 foi utilizada para controle dos meios de cultura. Isolados identificados
como Salmonella sp. foram enviados para sorotipificacdo na Fundacdo Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.3.3 Pesquisa de Listeria sp.

Uma aliquota de 1 mL de cada suspensdo foi pipetada em 9 mL de caldo
Universidade de Vermont (Difco®) para enriquecimento seletivo primario para o
género Listeria. Apés incubacdo de 24 horas em banho de agua a 30x1°C, foi
adicionado 0,1 mL ao segundo caldo de enriquecimento seletivo, caldo Fraser (LB®) e
incubado por 48 horas em banho-maria a 35+1°C. Agar Listeria segundo Ottaviani e
Agosti (Chromocult Listeria Merck®) foi utilizado como meio seletivo e diferencial

para semeadura. Coldnias caracteristicas, ap6s incubacdo de 48 horas a 36x£1°C, foram
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repicadas em TSA suplementado com 0,6% de extrato de levedura (Himedia®)
(TSA+YE) e incubadas durante 24 horas a 36+1°C. Para confirmacdo do género,
realizou-se coloracdo de Gram e testes bioquimicos confirmatdrios, segundo Holt et al.
(1994): catalase, &gar TSI (Himedia®), SIM (Himedia®), reducédo de nitrato (Vetec®) e
fermentacdo dos acUcares manitol, ramanose e xilose. O teste do CAMP, utilizando
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Rhodococcus equi (ATCC 6939), foi realizado
para confirmacdo de Listeria monocytogenes. A cepa de L. monocytogenes ATCC 7644

foi utilizada para controle positivo dos testes.

3.3.4 Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

Isolados de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes foram submetidos a
macrorrestricdio do DNA total seguida de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE).
Foram adotados os protocolos descritos no PulseNet (CDC, 2014b). Os isolados de
Salmonella sp. foram submetidos a digestdo com a enzima Xbal (Thermo Scientific®)
enguanto que os isolados de Listeria monocytogenes foram clivados com as enzimas
Ascl (Thermo Scientific®) e Apal (Thermo Scientific®). A cepa Salmonella
Braenderup H9812 foi utilizada como marcador de tamanho dos fragmentos gerados. A
eletroforese foi realizada no sistema CHEF DR-I1 (Bio-Rad Laboratories). Apds 20 e 19
horas de eletroforese para Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, respectivamente, 0s
géis foram corados em solucdo de brometo de etidio (1pug/mL) durante 30 minutos, e
foto-documentados no sistema Kodak Gel Logic 2200.

Para andlise dos perfis de macrorrestri¢do foi utilizado o software Gel Compare
I1v. 6.5 (Applied Maths BVBA, Saint-Marteens-Platen, Bélgica). A similaridade entre
os perfis foi determinada pelo coeficiente de correlacdo de Dice. Uma tolerancia de 1%
na posicdo das bandas foi adotada para analise do perfil. Foram construidos
dendrogramas a partir dos agrupamentos gerados por UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). Isolados com uma banda de diferenca foram

considerados como pertencentes a pulsotipos diferentes.

3.4 Analise estatistica

As contagens de mesofilos aerdbios totais foram transformadas para a escala

logaritmica. No experimento conduzido para a determinagdo da concentracdo de uso do
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0zonio, as médias da contagem obtidas em cada grupo foram comparadas pelo Teste t.
A andlise dos resultados dos tratamentos em carcacas foi realizada pela teoria de
modelos mistos para medidas repetidas, considerando os efeitos de tratamento, periodo
de avaliacdo (como medida repetida), a interacdo desses dois fatores e quatro tipos de
estruturas de matriz de variancias e covariancias, usando o PROC MIXED do SAS
2008, conforme Xavier (2000). A estrutura a ser usada na analise foi escolhida com base
no menor valor do Critério de Informacdo de Akaike (AIC). O método de estimacao
usado foi o de maxima verossimilhanca restrita. Os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes quando p< 0,05.

Devido a baixa contagem de Escherichia coli, seus resultados foram analisados
como presenca ou auséncia, assim como planejado para Salmonella sp. e Listeria sp. Os
tratamentos foram comparados dentro dos periodos de avaliacao utilizando o teste Exato
de Fisher. Para comparar os periodos dentro de cada tratamento, foi utilizado o teste do
sinal, tratando-se de dados pareados ndo paramétricos. Para consecucdo do teste foi
criada uma varidavel auxiliar baseada na diferenca entre antes e depois, sendo
considerado o valor um para presenca da bactéria no periodo depois; zero quando
presenca da bactéria no periodo antes e auséncia no periodo depois. Um teste binominal
foi aplicado para avaliar a propor¢do de zeros. Os dados com auséncia da bactéria nos
dois periodos ndo foram considerados nessa analise, pois nao eram informativos para as
conclusdes. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

A contaminagdo artificial de fragmentos de pele de suino resultou em uma
contagem média de 4,03 log UFC/cm? de mes6filos aerdbios totais na amostra colhida
antes do tratamento com ozénio. A aplicacdo de 5 e 7 ppm de ozdnio, durante duas
horas, apresentou reducdo significativa (p<0,05) de 1,1 log UFC/cm? e 1,03 log
UFC/cm?, respectivamente, nas referidas contagens, sem diferenca significativa
(p>0,05) entre as concentragdes.

A partir desse resultado, foi adotada a concentracéo de 5 ppm para a aplicacdo no
experimento conduzido em carcacas. No matadouro frigorifico, a capacidade do gerador
de ozbnio, em relacdo ao tamanho da camara fria, determinou que fosse necessario um
periodo de quatro horas para que a concentracdo de 5 ppm fosse atingida (Apéndice A).

As carcacas amostradas antes do periodo de resfriamento apresentaram
contagem de meséfilos aerébios totais que variaram de 1,39 log UFC/cm? a 3,66 log
UFC/cm? (Apéndice B), sem diferenca significativa (p>0,05) entre as médias dos grupos
controle (T1) e tratamento (T2) antes do resfriamento (Tabela 1). No grupo T1, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) na contagem de mesdfilos aerdbios totais obtidos
antes e apos o periodo de resfriamento das carcacas (Tabela 1). Ao contrario, no grupo
T2, o tratamento com dois ciclos de aplicacdo de 5 ppm de o0z6nio nas carcacas
armazenadas na camara fria resultou em decréscimo significativo de meséfilos aerdbios

totais, alcangando reducéo de 0,38 log UFC/mL.

Tabela 1. Médias e erro-padrdo da contagem de mesdéfilos aerdbios totais transformada
em logaritmo na base 10, em carcacas amostradas antes e ap0s 16 horas de
resfriamento em grupo de carcacas tratadas com dois ciclos de aplicacéo de
ozo6nio até 5 ppm (T2) e grupo controle (T1).

Grupo
Periodo T1 T2 Pr>F
Log UFC/mL Log UFC/mL
Antes do resfriamento  3,29+0,08" 3,36+0,08" 0,5523
Depois do resfriamento  3,44+0,06" 2,98+0,065 <0,0001
Pr>F 0,1198 0,0002

Letras diferentes indicam resultados com diferenca significativa (p<0,05).
A contagem em 1 mililitro (mL) equivale a 8cm? de &rea amostrada em carcaca.
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Em relacédo a E. coli e Salmonella sp. houve aumento significativo (p<0,05) no
numero de carcacas positivas no grupo T1 apo6s o resfriamento (Tabela 2 e 3). No grupo
T2, 0 ndmero de carcacas positivas para E. coli e Salmonella sp. ndo diferiu

significativamente nos dois tempos observados.

Tabela 2. Percentual de carcacas positivas para Escherichia coli antes e ap6s 16 horas
de resfriamento em grupo de carcacas tratadas com dois ciclos de aplicacdo

até 5 ppm (T2) e grupo controle (T1).

Grupo
Periodo T up Ty Pr<P
Antes do resfriamento 56,25 (18/32)" 35,48 (11/31*)" 0,1313
Depois do resfriamento 62,50 (20/32)° 22,58 (7/31%)" 0,0021
Pr> |Z| 0,0060 0,7963

Pr<P = nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher; Pr> |Z| = nivel descritivo de
probabilidade do teste do sinal.

Letras diferentes indicam resultados com diferenca significativa (p<0,05).

*Uma carcaca do grupo tratamento foi excluida do experimento.

** No primeiro bloco de tratamento ndo foi determinada a presenca de E. coli

Tabela 3. Percentual de carcacas positivas para Salmonella sp. antes e ap6s 16 horas de
resfriamento em grupo de carcacas tratadas com dois ciclos de aplicacao até
5 ppm (T2) e grupo controle (T1).

Periodo Grupo Pr<P
T1 T2
Antes do resfriamento 15,00 (6/40)" 7,69 (3/39%)" 0,4814
Depois do resfriamento 27,50 (11/40)° 0,00 (0/39%)* <0,0001
Pr> |Z| 0,0126 0,0823

Pr<P = nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher; Pr> |Z| = nivel descritivo de
probabilidade do teste do sinal.

Letras diferentes indicam resultados com diferenca significativa (p<0,05).

*Uma carcaga do grupo tratamento foi excluida do experimento.

Os 20 isolados de Salmonella sp. foram identificados como pertencentes aos
seguintes sorovares: S. Derby (7), S. Typhimurium (2), S. Agona (10) e S. enterica
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subsp. enterica (O:4,5) (1). Todos os sorovares, exceto S. enterica subsp. enterica
(0:4,5), foram encontrados tanto no grupo T1 quanto no T2.

O perfil de PFGE de todos isolados de Salmonella sp. revelou cinco pulsotipos
(Figura 2). Os perfis apresentaram entre seis e 11 bandas com tamanho entre 1135 e
138 kb. Todos os isolados pertencentes a um mesmo sorovar foram agrupados em um
unico pulsotipo, exceto S. Typhimurium que apresentou dois perfis distintos. Pulsotipos
de S. Agona e S. Derby foram encontrados em carcagcas distintas pertencentes ao mesmo

bloco do grupo T1 antes e ap6s o resfriamento.

Figura 2. Perfis de PFGE de isolados de Salmonella sp. clivados com Xbal.
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Fonte: o proprio autor
*Marcador de peso molecular Salmonella Braenderup H9812.

Em relacdo a Listeria sp. ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos e periodos (antes e ap6s o resfriamento) (Tabela 4). Duas espécies do
género Listeria foram identificadas: L. inoccua (n=5) e L. monocytogenes (n=10). Trés
pulsotipos (Figura 3) foram identificados entre os isolados de L. monocytogenes. Os
perfis obtidos ap6s a clivagem com cada uma das enzimas apresentaram de 7 a 9 bandas
de tamanho entre 1135 a 78,2 kb. O pulsotipo L3, que incluiu oito isolados, foi

identificado em carcacas do grupo T1 amostradas antes e ap6s o resfriamento.
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Tabela 4. Percentual de carcacas positivas para Listeria sp. antes e ap6s 16 horas de
resfriamento em grupo de carcacas tratadas com dois ciclos de aplicacdo até
5 ppm (T2) e grupo controle (T1).

Grupo
Periodo Pr<P
T1 T2
Antes do resfriamento 17,50 (7/40)" 5,13 (2/39*)* 0,1543
Depois do resfriamento 10,26 (4/40)* 5,13 (2/39*)* 0,6748
Pr> |Z] 1,000 1,000

Pr<P = nivel descritivo de probabilidade do teste Exato de Fisher; Pr> |Z| = nivel descritivo de
probabilidade do teste do sinal.

Letras diferentes indicam resultados com diferenca significativa (p<0,05).
*Uma carcaca foi excluida do experimento.

Figura 3. Perfis de PFGE de isolados de Listeria monocytogenes clivados com Ascl e

Apal.
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Fonte: o proprio autor
*Marcador de peso molecular Salmonella Braenderup H9812 digerida com a enzima Xbal
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5 DISCUSSAO

A inocuidade dos produtos suinos depende da boa qualidade do processo de
abate e da elaboragdo de seus produtos. As contagens bacterianas na superficie das
carcacas variam consideravelmente dentro do matadouro, uma vez que algumas etapas
no abate sdo fundamentais para sua reducdo, outras favorecem a contaminagdo cruzada
(BOLDER, 1997). A qualidade do processo depende de programas como BPF e
APPCC, cuja eficdcia pode ser monitorada por indicadores microbioldgicos.
Considerando isto, o matadouro-frigorifico onde o experimento foi conduzido
apresentou indicadores compativeis com um processo controlado, visto que a média de
mesofilos aerdbios totais ndo ultrapassou 3 ciclos logaritmicos (BRASIL, 2007) e houve
baixa frequéncia de isolamento de E. coli nas carcacas. Mesmo assim, Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes foram encontradas em todos os blocos de observacdo,
indicando que, mesmo em processos controlados, pode ser dificil a eliminacdo completa
de agentes patogénicos sem a adocdo de medidas de descontaminacdo pds-
processamento (HUFFMAN, 2002). Dessa forma, a industria de alimentos tem buscado
alternativas que eliminem os patégenos e que sejam de aplicacdo segura (AYMERICH;
PICOUET; MONFORT, 2008; HUGAS; TSIGARIDA, 2008).

O resfriamento apds o processo de abate é uma etapa fundamental para controle
dos microrganismos, pois diminui a taxa metabdlica inibindo a multiplicacéo bacteriana
(USDA, 1999). Embora estudos indiquem que métodos de resfriamento rapido possam
reduzir a contaminacdo nas carcacas, em virtude da perda de umidade superficial que
ocasionam (BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996; GILL et al., 2000),
nossos resultados demonstraram que o resfriamento convencional ndo influenciou o
namero de mesofilos aerdbios totais e Listeria sp. na superficie das carcagas no grupo
submetido apenas ao resfriamento (T1). Em relacdo a E. coli e Salmonella sp. houve,
inclusive, aumento significativo de carcacas positivas nesse grupo, demonstrando que o
armazenamento na cémara fria ndo reduziu a presenca dessas bactérias e,
provavelmente, propiciou a contaminagdo cruzada entre carcagas. A identificacdo dos
mesmos pulsotipos de S. Derby e S. Agona antes e apds o resfriamento, bem como em
carcagcas distintas ap0s 0 armazenamento, suportam essa hipotese.

A aplicagdo do ozonio nas carcagas do presente estudo reduziu mesofilos

aerobios totais (p<0,05), apesar de néo ter propiciado reducdo significativa no nimero
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de carcacas positivas para E. coli, Salmonella sp. e Listeria sp. O tratamento com
0zOnio apresenta caracteristicas que sdo desejaveis em um sanitizante para a industria de
alimentos: possui alta reatividade; decompfem-se espontaneamente em produtos
atdxicos ou em oxigénio; minimiza o acimulo de residuos inorganicos no ambiente; e
provoca morte bacteriana rapidamente, por alterar a permeabilidade celular. Além disso,
sua eficacia ja foi demonstrada em diversos alimentos (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999,
TRINDADE et al., 2012). Entretanto, a comparacao de resultados obtidos em diferentes
estudos pode ser dificil, devido a diversidade dos tratamentos adotados (gas ou solucédo
aquosa), concentracfes e tempo de exposicdo (CORTESI et al., 2011). A reducgéo
inferior a um ciclo logaritmico de mesdéfilos aerdbios totais em nosso estudo corroborou
com a baixa reducdo observada em tratamentos realizados em produtos carneos
(CARDENAS et al., 2011; STIVARIUS et al., 2002). Bolder et al. (1997) consideraram
baixa a reducédo (<1log) obtida por Sheldon; Brown (1986) para contagens de mesofilos
aerobios e psicrotrofilos em carcacas de frango resfriadas com oz6nio em solugédo
aquosa. No presente estudo, a aplicacdo de ozonio em pequena escala permitiu reduzir
um ciclo logaritmico. Contudo, a aplicacéo de tratamentos antimicrobianos costuma ser
mais eficiente em condicBes controladas de laboratdrio, uma vez que durante o processo
de abate ha outros fatores que influenciam a acdo das substéncias antimicrobianas
(LORETZ; STEPHAN; ZWEIFEL, 2011a). Especificamente em relacdo a aplicacdo do
0z0nio, a adesdo de células bacterianas em dobras ou poros da pele de animais abatidos
demonstrou ser um fator de protecéo contra o contato direto com o gas (AL-HADDAD,;
QASSEMI; ROBINSON, 2005). No presente estudo, o tamanho da camara fria e a
quantidade de carcacas, resultando em maior teor de matéria organica presente,
determinaram que houvesse dificuldade em atingir 5 ppm de ozonio. Por esse motivo, 0
tratamento teve que ser alterado para dois ciclos de aplicacdo de concentragdes
crescentes de ozbnio, ao invés de duas horas de contato com uma concentracdo
constante do gas. Como consequéncia, a eficacia da aplicacdo do oz6nio foi
prejudicada, como pode ser constatado pela menor reducdo logaritmica dos mesdéfilos
aerobios totais.

O tratamento aplicado ndo reduziu significativamente o nimero de carcacgas
positivas para E. coli e Salmonella sp., apesar de parecer haver uma tendéncia de
reducdo dessa dltima (p = 0,0823). Por outro lado, foi demonstrado que Salmonella
Typhimurium é mais resistente do que E. coli 0:157 frente ao 0z6nio, devido ao maior

teor de componentes fosfolipidicos da sua membrana celular (ALWI; ALI, 2014).
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Considerando isto, a falha em reduzir a presenca de E. coli nas carcagas, observado no
grupo T2 do estudo, ndo corroboram com a tendéncia de eficacia do tratamento aplicado
em relacdo a Salmonella. Segundo Nieto, Jiménez-Colmenero e Pelsez (1984), o
tratamento com ozbnio em produtos carneos seria mais eficaz contra bactérias
patogénicas quando aplicado repetidamente, uma vez que haveria o aumento da fase de
laténcia, tornando evidente o efeito destrutivo apos quatro dias de aplicacdo. Da mesma
forma, a aplicacdo ininterrupta de ozonio em carcacas de frango (0,4 ppm, por 60
minutos, durante 14 dias) provou ser capaz de aumentar a vida de prateleira do produto
(CORTESI et al., 2011). Entretanto, esses protocolos seriam inexequiveis na rotina de
um matadouro-frigorifico, onde as carcacas ndo permanecem mais do que 24 horas
armazenadas.

Apesar de Listeria sp. haver sido considerada mais suscetivel ao oz6nio,
aplicado a temperatura de 37°C, quando comparada as Gram negativas (KIM;
YOUSEF, 2000; ALWI; ALI 2014), ndo houve diferenca no nimero de carcacgas
positivas no grupo tratado do presente estudo. Nieto, Jiménez-Colmenero e Pelsez
(1984) afirmaram que a redugdo de microrganismos resulta da combinagdo do efeito
adverso do ambiente (temperatura) e do efeito letal do ozbnio. Levando em
consideracdo que o tratamento foi realizado na camara fria e que Listeria sp. é
psicrotrofila, os resultados encontrados indicam que o 0zonio pode ndo ser uma opcao
para o controle dessa bactéria em carcacas resfriadas. Além disso, a sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes em carcacas fica evidente pela presenca do mesmo pulsotipo
antes e apo6s o periodo de resfriamento.

A sensibilidade dos microrganismos ao o0zdnio pode ser influenciada por
muitos fatores, porém a matéria organica exerce um papel de destaque. A aplicacdo em
vegetais tem apresentado resultados mais promissores do que em produtos carneos. A
utilizacdo de concentracGes de ozonio inferiores as deste estudo (<5 ppm) em vegetais,
durante periodos menores (1 a 120 minutos), foi capaz de reduzir aproximadamente 3
log UFC/g de bactérias (NAFAJI; KHODAPARAST, 2009; TORLAK; SERT; ULCA,
2013). Restaino et al. (1995) demonstraram que o tipo de matéria organica (vegetal e
animal) influencia a acdo do ozonio de forma crucial. A matéria organica animal possui
catalisadores oxidativos (ferro e mioglobina) e lipideos insaturados que predispdem os
produtos carneos a oxidagdo, reduzindo a a¢do do 0zonio, pois uma parcela do gas é

perdida nessa reacdo. Além disso, a oxidacdo é responsavel por alteracdes sensoriais
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indesejaveis na carne (DECKER et al., 1993; KIM; YOUSEF; DAVE, 1999), sendo a
concentracdo possivel de ser utilizada um ponto limitante para aplicacdo do ozénio.

O tratamento com o0zonio em produtos de origem animal demonstrou ser eficaz
na reducdo de E. coli e Listeria sp. quando aplicado em concentracGes elevadas (74
ppm) ou sob forma de solucio aquosa (CARDENAS et al., 2011; CROWE et al., 2012).
Entretanto, o aumento da concentracdo do gas, para alcancar o efeito antimicrobiano,
resultou na alteracdo de coloracdo e aumento da oxidacdo lipidica nos produtos de
origem animal tratados (BENLI et al., 2008; CARDENAS et al., 2011). O protocolo
utilizado no presente estudo ndo causou oxidacdo lipidica nas carcagas (dados nédo
mostrados), porém ndo alcancou reducdo de bactérias suficiente para justificar o
investimento necessario para instalacdo do sistema na planta de abate. O teste de
protocolos que propiciem tempo de contato maior com 0z6nio a 5 ppm pode ser
considerado, porém aspectos importantes como a velocidade de obtencdo da
concentracdo de oz6nio no interior da camara fria e os efeitos do maior tempo de

exposicao para a qualidade da carcaca precisardo ser analisados.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo do gés ozbnio em dois ciclos de aplicacdo de até 5 ppm por quatro
horas na camara fria foi capaz de reduzir significativamente a contagem média de
mesofilos aerdbios totais em carcacas suinas. O tratamento ndo foi eficaz para reducao

de Escherichia coli, Salmonella sp. e Listeria sp.
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Concentragdo de ozénio (ppm)

Apéndice A — Gréfico demonstrando a concentracdo de ozénio (ppm) aplicada na

camara fria do matadouro-frigorifico em funcédo do tempo de aplicacao (hora).
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Apéndice B- Relagdo dos valores médios, minimos e maximos encontrados nas contagens de mesofilos aerébios totais (T1 e T2) e o nimero de
carcacas positivas para Escherichia coli, Salmonella sp. e Listeria sp. (T1 e T2) nas carcacas amostradas antes e depois de 16 horas de
resfriamento.

Contagem em log UFC/cm?

NUmero de carcagas positivas

Bloco Periodo fes i .
Mesafilos aerabios totais Escherichia coli  Salmonellasp.  Listeria sp.
Média Minimo Maximo

Antes do resfriamento 2,81 1,39 3,66 ND 1 2
1 (n=16)

Depois do resfriamento 2,55 1,25 3,66 ND 0 0

Antes do resfriamento 2,76 2,1 3,14 12 2 0
2 (n=16)

Depois do resfriamento 2,66 1,75 3,19 7 4 0

Antes do resfriamento 2,83 1,65 3,57 10 1 6
3 (n=16)

Depois do resfriamento 2,51 2,1 2,85 8 1 3

Antes do resfriamento 2,36 1,57 2,74 3 4 0
4 (n=16)

Depois do resfriamento 2,5 1,47 3,02 7 5 2

Antes do resfriamento 2,49 1,76 2,96 4 1 1
5 (n=15)

Depois do resfriamento 1,97 1,24 2,28 5 1 1

ND: Nao determinado




