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RESUMO

A Salmonella spp., € um dos patdgenos mais importantes na avicultura, sendo a Salmonella
Heidelberg (SH) um sorovar frequentemente isolado e que vem destacando-se por seu
potencial zoonoGtico e resisténcia aos desinfetantes. Diante da necessidade de se produzir um
alimento indcuo, busca-se alternativas e produtos que tenham um efeito bactericida, sem
comprometer a seguranga e as caracteristicas dos alimentos, bem como afetar a saude do
consumidor. A agua eletroquimicamente ativada (EA) é um composto bactericida produzido a
partir da eletrélise de sal e agua. Os geradores EA possuem membranas de eletrélise e
produzem um composto com o cloro livre acido hipocloroso, além de outros radicais livres.
Esse composto (EA) vem destacando-se por ser indicado como seguro e ambientalmente
responsavel. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de duas formulagdes
EA com 50 ppm de cloro livre, acrescida de acidos organicos (férmulacdo 1: acido citrico
3,5%, acido latico 4% e acido ascorbico 2,5%; formulagdo 2: &cido citrico 5%, &cido latico
10% e &cido ascorbico 5%), frente a S. Heidelberg aspergida (10° UFC/mL) em carcagas de
frango de corte. Foram adquiridos 20 cortes de peito de frango no varejo local, e a
contaminacdo dos cortes foi realizada por aspersao durante 60 segundos. Apos 30 minutos da
aplicacdo do inoculo, fez-se um suabe do lado direito do peito (controle positivo — sem
tratamento). Apos, os cortes foram tratados por aspersdo com duas formulagbes da EA
acrescida de acido citrico, latico e ascorbico (10 cortes para cada formulagéo), durante 60
segundos a uma distancia de 15 cm. Apds 15 min de contato foi realizado um suabe no lado
esquerdo de cada peito. Os suabes foram acondicionados em APT 0,1%, submetidos ao
processamento através de diluicdo seriada (10! a 10%), seguido de contagem através do
método Drop-Plate para S. Heidelberg em agar XLD. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que as duas formulacGes de EA acrescidas de acidos organicos foram eficazes
no controle da contaminagdo dos cortes de frangos por SH reduzindo a densidade
populacional para < 1 UFC/mL, sugerindo sua utilizagio como composto antimicrobiano
alternativo no setor avicola para controle deste patdgeno.

Palavras-chave: Salmonella, &gua eletroquimicamente ativada,



ABSTRACT

Salmonella spp. is one of the most important pathogens in poultry farming, and Salmonella
Heidelberg (SH) is a serovar frequently isolated and has been noted for its zoonotic potential
and resistance to disinfectants. In view of the need to produce an innocuous food, we seek
alternatives and products that have a bactericidal effect, without compromising the safety and
characteristics of food, as well as affect the health of the consumer. Electrochemically
activated water (EA) is a bactericidal compound produced from the electrolysis of salt and
water. EA generators have electrolysis membranes and produce a compound with free
chlorine hypochlorous acid in addition to other free radicals. This compound (EA) has been
noted for being indicated as safe and environmentally responsible. Therefore, the objective of
this study was to evaluate the efficacy of two EA formulations with 50 ppm free chlorine plus
organic acids (Formulation 1: 3.5% citric acid, 4% lactic acid and 2.5% ascorbic acid; 2: 5%
citric acid, 10% lactic acid and 5% ascorbic acid) against S. Heidelberg (10° CFU / mL) in
broiler carcasses. Twenty cuts of chicken breast were purchased at the local retail, and the
contamination of the cuts was performed by sprinkling for 60 seconds. After 30 minutes of
application of the inoculum, a swab was made on the right side of the breast (positive control
- no treatment). Afterwards, the cuts were treated by spraying two EA formulations plus citric,
lactic and ascorbic acid (10 cuts for each formulation) for 60 seconds at a distance of 15 cm.
After 15 min of contact a swab was performed on the left side of each breast. The swabs were
packed in 0.1% APT, processed through serial dilution (10-1 to 10-4), followed by counting
by the Drop-Plate method for S. Heidelberg on XLD agar. The results obtained in this study
demonstrated that the two EA formulations added with organic acids were effective in
controlling the contamination of SH chickens by reducing the population density to < 1 CFU /
mL, suggesting their use as an alternative antimicrobial compound in the poultry sector for
control of this pathogen.

Keywords: Salmonella, electrochemically activated water
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira é considerada uma das mais tecnificadas e desenvolvidas do
mundo. O Brasil vem atingindo posicdo de destaque no mercado mundial, conquistando cada
vez mais novos mercados importadores. No ano de 2016, 12,9 milhGes de toneladas de carne
de frango foram produzidas, consolidando o pais como o segundo maior produtor de carne de
frango do mundo, ultrapassando a China. As exportacoes brasileiras chegaram ao valor de 4,3
milhdes de toneladas neste mesmo ano, mantendo o pais como maior exportador (ABPA,
2017).

Esse setor representa uma das maiores fontes de renda do pais, principalmente nas
regides sul e sudeste, onde se concentram os maiores produtores de frango de corte. Segundo
dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016), mais de 3,5 milhdes de
empregos sdo gerados entre produtores, funcionarios de empresas e profissionais vinculados
direta e indiretamente ao setor.

Devido a grande importancia da producdo brasileira de produtos de origem avicola a
economia do pais, considerando o mercado exportador e todas as restricbes sanitarias
impostas, é imprescindivel que haja programas de medidas de prevencao e controle de agentes
potencialmente zoonoticos, os quais implicam na qualidade final do produto e lucratividade
dos plantéis. Como consequéncia, Programas Boas Praticas de Producdo, de Boas Préticas de
Fabricacdo (BPF) e de controle de qualidade como a Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), sdo essenciais para a obtencao de alimentos seguros (FORSYTHE, 2013).

Dentre os microrganismos cujo controle é preconizado pela inddstria avicola, destaca-
se 0s do género Salmonella spp.. A Salmonella Heidelberg pertence ao grupo das salmonelas
paratificas, podendo causar doencas em humanos e animais (BERCHIERI, 2009). Nos
altimos anos, o ressurgimento especifico deste sorovar e sua resisténcia a programas de
tratamento tem gerado preocupacGes no mundo inteiro. No Brasil, Back (2015) realizou
experimentos a campo na regido sul e concluiu que o sorovar S. Enteritidis, o qual foi o de
maior ocorréncia em casos e surtos de salmonelose por anos, estd sendo ultrapassado pelo
sorovar S. Heidelberg. Das amostras coletadas, 44,7% foram positivas para S. Heidelberg,
seguida por S. Muenchen (6,7%), S. Schwarzengrund (5,5%), S. Livingstone (3,6%), S.
Senftenberg (2,4%), S. Minnesota (1,8%), S. Mbandaka (2,5%), S. Anatum (2,2%) e S.
Infantis e S. Agona, ambas presentes em 1,9% das amostras.

Atualmente o controle de Salmonella spp. e outros microrganismos em abatedouros —

frigorificos de aves € realizado rotineiramente através de procedimentos de limpeza e de
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desinfeccdo. Contudo, falhas durante este processo de higienizagdo podem comprometer a
inocuidade do produto final, o qual sera destinado ao consumidor (KUANA, 2009). Sendo
assim, alternativas seguras e eficientes devem ser buscadas com o intuito de assegurar um
alimento seguro do ponto de vista microbiol6gico. A agua eletroquimicamente ativada (EA) é
uma tecnologia que produz um biocida a partir de &gua, sal e eletricidade. Através de
membranas de eletrolise, os geradores EA produzem um composto classificado como nédo
toxico e biodegradavel (HUANG YU-RU et al., 2008; RADICAL WATERS, 2017).

Nesse contexto, o presente trabalho buscou verificar a eficAcia da é&gua
eletroquimicamente ativada adicionada de acidos orgénicos frente a isolados de Salmonella

Heidelberg aspergidos sobre carcaga (peito) de frango.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella Heidelberg e seu impacto na satde publica

A Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Heidelberg pertence ao grupo de
salmonelas paratificas, podendo causar doenca em animais ou em humanos. Um dos fatores
que mais contribuem para a alta ocorréncia de salmonelas paratificas é o alto grau de
diversidade antigénica que o género possui, facilitando sua adaptagéo a diversos hospedeiros
(BERNDT et al., 2007).

No Brasil, S. Heidelberg foi relatada pela primeira vez em um estudo retrospectivo de
30 anos, entre 1962 e 1991, em que foi isolada de aves e produtos derivados, provenientes de
diferentes regides do pais (HOFER et al., 1997). Borsoi et al. (2009) detectou a presenca de S.
Heidelberg em 9% dos isolados de carcacas de frango comercializadas no Rio Grande do
Sul/BR.

A necessidade de controle de salmonelas paratificas em frangos de corte ndo se deve
unicamente para atender as barreiras sanitarias a exportacao e risco em saude publica, mas
também devido a sua patogenicidade a satude animal. Principalmente em aves no inicio do
ciclo de producéo, visto que até os 21 dias de idade o sistema imune do intestino das aves esta
imaturo e por esta razdo agentes patogénicos como Salmonella spp., Campylobacter spp. e E.
coli podem persistir no lumen intestinal por longos periodos, causando danos a mucosa
intestinal e baixos parametros zootécnicos nas aves adultas (ITO et al., 2007).

Em humanos, a salmonelose ¢ uma das doengas zoonéticas mais comuns e
economicamente importantes. Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos
Estados Unidos (do inglés Centers for Disease Control and Prevention -CDC, 2013), estima-
se que mais de 1,2 milhdes de casos de salmonelose ocorram todo ano nos Estados Unidos,
levando a mais de 23.000 hospitalizacdes e 450 mortes (RODRIGUES, 2013). Os principais
sintomas de salmonelose sdo vomitos, diarreias, dores de cabeca e mal-estar. O maior risco €
para as pessoas imunocomprometidas, pois podem vir a 6bito (FORSYTHE, 2013).

No Brasil, Salmonella spp. foi responsavel por 7,2% dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos no ano de 2016. Contudo em 70,6% dos surtos o agente etiologico
ndo foi identificado, o que demonstra uma falha no sistema de monitoramento e também no
conhecimento da populacdo a respeito de doencgas transmitidas por alimentos (DTA’s), bem

como sua notificagdo aos orgaos de saude (BRASIL, 2017). Os dados do Sistema de Alertas
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Répidos para Géneros Alimenticios e Alimentos para Animais (do inglés Food and Feed
Safety Alerts - RASFF), mostraram que a S. Heidelberg esteve entre os sorovares mais
isolados nos anos de 2013 e 2014 na Europa (RASFF,2013; 2014), tornando a S. Heidelberg

um dos sorovares mais frequéntes em alimentos de origem avicola para consumo humano.

2.2 Prevencéo e controle da Salmonella Heidelberg

A presenca de Salmonella spp. nas aves é um fator agravante para a industria avicola e
de processamento de carne, pois produtos contaminados e ou mal acondicionados podem
favorecer a multiplicacdo da bactéria. A contaminacdo das carcacas de frango pelo patdgeno
pode acontecer devido a presenca do microrganismo durante a fase de criagdo ou por
contaminacdo cruzada durante o processo de abate (FORSYTHE, 2013).

Os matadouros-frigorificos seguem normas rigidas de controle e boas praticas de
higienizacdo e processamento (BRASIL, 2003b), porém estdo sujeitos a contaminacdo por
Salmonella spp. (BERCHIERI, 2009; COLLA, 2012b). Frente a esse desafio, no ano de 2003
0 Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu o “Programa de
Reducdo de Patdgenos - Monitoramento Microbioldgico e Controle de Salmonella spp. em
carcacas de frangos e perus”. Este programa tem por objetivo verificar a prevaléncia de
Salmonella spp. nos produtos avicolas, formar um banco de dados para analise dos indices de
contaminacdo e monitorar constantemente o nivel de contaminacdo desse patdégeno em
estabelecimentos de abate de aves. Estas medidas visam aumentar as garantias de inocuidade
dos produtos avicolas no mercado interno e externo (BRASIL, 2003b).

Na industria de alimentos, procedimentos de limpeza e desinfeccdo sdo rotineiramente
realizados para controle de Salmonella e outros microrganismos. A higienizacdo realizada
apos o término do processo produtivo compreende as seguintes etapas: 1) remocdo de
residuos sélidos; 2) pré- enxague com agua quente (45°C); 3) aplicacdo de detergente; 4)
enxague com 4agua; 5) aplicacdo de sanitizantes e 6) enxadgue com agua. O processo é
realizado a cada 12 ou 24 horas, ao final do turno de abate, e sdo definidos como higiene pos-
operacional. Entretanto, durante as operacdes, em tempos de 4 horas € realizada a higiene
operacional, que consiste em um processo rapido de higienizacdo nos intervalos na producao
e que envolve etapas de remocéo de residuos sélidos e enxague (CONTRERAS et al., 2003;
ANDRADE, 2008).

Segundo Andrade & Macedo (1996), uma vez realizada de forma correta, a limpeza

reduz a contaminagdo microbiana no ambiente seja por meio da acdo mecénica da &gua ou
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bactericida dos detergentes. Entretanto, a quantidade remanescente de microrganismos pode
ainda permanecer em niveis altos, fazendo-se necessaria a continuidade da higienizacéo
através da desinfeccdo. O processo de desinfeccdo tem por objetivo inativar microrganismos
patogénicos mediante utilizacdo de agentes quimicos bactericidas (destruicdo da bactéria na
sua forma vegetativa) ou germicidas (eliminacdo de bactérias, fungos e esporos) (JAENISCH
et al., 2004).

E uma preocupacdo mundial a resisténcia dos microrganismos aos desinfetantes.
Apesar da grande variedade de substancias antibacterianas e seus mecanismos de acéo
amplamente diferentes, ha apenas um numero limitado de estratégias desenvolvidas pelas
bactérias para desenvolver resisténcia. A resisténcia intrinseca pode ser uma caracteristica
propria, como por exemplo a composi¢do da membrana e parede, a expressdo de bombas de
efluxo e a producdo de enzimas de neutralizacdo; é geralmente apresentada por bactérias
Gram negativas, esporuladas, micobacterias e por vezes estafilococos (BOROWSKY et al.,
2006), ou a resisténcia pode ser alcancada por mutacdo, aquisicdo de nova informacéo
genética por transferéncia horizontal de genes, expressao de genes previamente silenciosos,
crescimento em biofilme e outras alteragdes fenotipicas (CHAPMAN, 2003).

Colla et al. (2012b) estudaram o perfil de resisténcia a clorexidina, amonia
quaternaria e acido peracético em isolados de S. Heidelberg obtidos em abatedouros. Os
resultados encontrados indicaram que amostras isoladas no ano de 2005 apresentavam 100%
de sensibilidade a aménia quaternaria, enquanto que amostras do ano de 2009 apresentaram
33% de resisténcia a0 mesmo sanitizante, ocorrendo uma progressdo na resisténcia as
substancias. Nesse contexto, estudo sobre novas tecnologias e formas de prevenir e

eliminar o risco de contaminacdo através de alimentos é necessario.

2.3 Agua eletroquimicamente ativada e &cidos organicos

2.3.1 Agua eletroquimicamente ativada e seus compostos quimicos

A agua eletroquimicamente ativada produz um biocida a partir da eletrélise de agua e
sal. Através de membranas de eletrélise, os geradores da agua eletroquimicamente ativada
produzem um composto ndo toxico e biodegradavel. Soma-se a isso a possibilidade de alta
reducdo de custos, uma vez que 0s insumos utilizados sdo extremamente baratos e
abundantes, sendo econdémico, quando comparado aos produtos industrializados usualmente
utilizados (HUANG YU-RU et al, 2008; RADICAL WATERS, 2017).
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Na primeira etapa do processo, o cloreto de sddio (NaCl) é diluido em &gua e
armazenado em um recipiente, para posterior utilizagédo na producdo da EA. O gerador de EA
recebe a solugdo de sal e de agua potavel por duas vias de acesso independentes. A mistura da
solucdo de agua com a solucdo salina recebe uma corrente elétrica na membrana no
equipamento, que apresenta um elevado grau de compostos quimicos que favorecem a reacéo,
e transforma o eletrolito NaCl em estado ativado, formando radicais livres, cido hipocloroso,
entre outros compostos como cloro livre, através da modificacdo das estruturas idnicas que
possuem atividade biocida (THORN et al., 2011). A EA pode ter sua concentracdo de cloro
livre ajustada de acordo com a utilizacdo, o que pode ser feito através de diluicdo em agua
potavel ou ajustando a amperagem do aparelho (RADICAL WATERS, 2017).

Os microrganismos quando entram em contato com essa solucdo serdo expostos a
oxidantes que sequestram elétrons dos seus compostos estruturais, levando a ruptura de
ligagbes bioquimicas e perda de fungdo. Um ambiente de alta osmolaridade desequilibra as
concentragdes de fluidos internas dos organismos em relacdo a solucédo, danificando estruturas
da membrana (THORN et al., 2011).

Atualmente a principal fonte de &cido hipocloroso utilizado nas industrias matadouros-
frigorificos é obtida do desinfetante hipoclorito de sodio. Este produto é relativamente barato,
seguro e de facil manuseio. No entanto, falhas na utilizacdo do produto como alteracdes de pH
da &gua de dissolucdo e incorrecbes na concentracdo do composto quimico sdo fatores

limitantes na sua utilizacdo, podendo reduzir sua acdo (LAURY et al., 2009).

2.3.2 Acidos organicos

Acidos organicos estdo naturalmente presentes em frutas e vegetais, ou sdo
sintetizados por microrganismos na fermentacdo. Os acidos possuem a capacidade de retardar
0 crescimento de alguns microrganismos e prevenir o crescimento de outros porque as
bactérias, incluindo as causadoras de toxinfeccdes alimentares, ndo crescem em pH abaixo de
4. O modo de acdo desses acidos € atribuida a diminuicdo do pH, depressdo do pH interno das
células por ionizacdo da molécula acida ndo dissolvida ou interrupcdo do transporte de
substrato pela alteracdo na permeabilidade da membrana celular (BEUCHAT, 1998).

O uso de &cidos na lavagem de carcacas ndo é uma pratica comum, no entanto estudos
vem demonstrando que o &cido latico e o acido citrico nas concentragdes de 1 a 3% reduzem

E. Coli O157:H7, Salmonella e Listeria inoculadas em carcagas de frango e posteriormente
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tratadas na forma de spray, visto que os acidos causam acidificacdo intracelular (LAURY et
al., 2009).

O 4cido citrico provoca inibicdo microbiana, pois possui habilidade de difusdo pela
membrana celular. O &cido latico diminui a concentracdo idnica dentro da membrana celular
bacteriana, o que leva ao acimulo de acido dentro da celula, acidificando o citoplasma e
comprometendo as atividades intracelulares (VASSEUR, 1999). Laury e colaboradores
(2009) testaram o uso de &cidos na reducdo de Salmonella em carcacas de frango, obtendo 1.3
log UFC/mL de reducdo na forma de spray e 2.3 log UFC/mL na forma de imersdo, sendo
que ndo houve diferenca significativa nos tempos de 5,10 e 20 segundos de contato. Outros
estudos também demonstram a acéo do tratamento de acido latico a 2% na forma de spray, em
carcacas de frango, reduzindo 2 log UFC/mL de Salmonella (YANG et al., 1998).

O écido ascorbico (vitamina C) € um antioxidante natural, cujo mecanismo de acédo
estd associado com a remocdo do oxigénio, através de reagGes quimicas estaveis, tornando-o
indisponivel para atuar como propagador de reacdes de auto-oxidacdo (DAIUTO et al., 2011).
De acordo com Ismail et al. (2008), diversas pesquisas 0 reportam como um antioxidante
eficaz na prevencdo de alteracGes na cor de carne moida e carne suina irradiada, durante o
armazenamento. O 4&cido latico em solucdo tem sido utilizado como agente de
descontaminacdo de carcacas, demonstrando efetiva capacidade inibitoria sobre as bactérias
presentes na superficie da carne (OUATTARA et al., 1997).

Frente a isso, o objetivo do estudo foi avaliar a efetividade da &gua
eletroquimicamente ativada, previamente produzida a 50 ppm de cloro livre e posteriormente
acrescida de 4cido citrico, &cido latico e acido ascorbico para o tratamento de
descontaminacdo cortes de peitos de frango. O objetivo de se adicionar os acidos a EA deve

se ao fato de reduzir o pH e potencializar o efeito da mesma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

A 4gua eletroquimicamente ativada foi produzida na empresa American Nutrients®. O
experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Tecnovates — Universidade do
Vale do Taquari, onde as carcacgas foram inoculadas com Salmonella Heidelberg e submetidas
ao tratamento de aspersdo com duas formulacdes da agua eletroquimicamente ativada
acrescida de acido citrico, ascorbico e latico. Posterior ao tratamento, a contagem de células
viaveis de Salmonella Heidelberg foi realizada no Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.2 Isolado de Salmonella Heidelberg e preparacéo do inéculo

Foi utilizado um isolado de Salmonella Heidelberg de fonte avicola (suabe de arrasto)
proveniente da regido sul do Brasil, sendo isolado no ano de 2016. A cepa encontrava-se
armazenada a -80° C em tubo tipo eppendorf contendo caldo Brain-Heart Infusion (BHI -
Merck®) com glicerol na propor¢do 3:1. Para confirmacdo da pureza e reativacio, foi
realizado um repique, a partir do estoque, em agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD -
Merck®), seguido de incubagdo a 36 * 1°C. Apds 24 horas, foi observada a presenca de
colénias compativeis com Salmonella spp.

Uma colbnia caracteristica foi selecionada e inoculada em caldo BHI sob as mesmas
condicdes de incubacdo anteriormente descritas. Uma aliquota do caldo BHI inoculado foi
retirada e adicionada a um tubo contendo &gua peptonada tamponada 0,1% (APT — Himedia,
Indian), a fim de se obter turbidez compativel com a escala 0,5 de MacFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). Para confirmacdo da concentracdo bacteriana desejada, foi
mensurada a densidade optica (DO) por espectrofotdmetro (SP 22, Biospectro, Brasil) no
comprimento de onda de 625 nm e o indculo bacteriano foi padronizado entre 0,08 a 0,1 nm
(CLSI, 2003). Apds, 10 mL da suspensao foi diluida consecutivamente em 100 mL de APT
0,1%, a fim de se atingir uma concentracéo de aproximadamente 10° UFC/mL.

O Caldo APT foi preparado conforme indicacdo do fabricante. Como composi¢ao
neutralizadora, antes da esterilizagdo, foram adicionados ao meio 10 mL de polissorbato
TWEEN 80 (Sinth®), 2 g de lecitina de soja (DELAWARE®) e 2 g de tiossulfato de sddio,

para cada litro do caldo, segundo British Standard Institution (2006), com adaptacGes.
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3.3 Preparo da solugéo bactericida

A agua eletroquimicamente ativada foi produzida com o aparelho Modelo EA-200°,
com capacidade de producgdo de 200 litros/hora e imediatamente submetida & mensuracao do
cloro livre. O equipamento ap6s acionado, é automaticamente abastecido com &gua potavel e
solucdo salina, oriundas de entradas distintas. Ocorre a reacdo de eletrolise e essa gera a
solucdo EA, com os compostos biocidas. A concentracdo média de cloro livre da EA foi de
250 ppm, sendo esta diluida em &gua destilada estéril até estar ajustada na concentracéo de 50
ppm. As mensuragdes foram feitas com o equipamento Medidor de Cloro Mdltiparametro —
Micro 7 Plus (Exact®). Em seguida, para preparar a formulacéo 1, adicionou-se a EA o &cido
citrico 3,5%, acido latico 4% e acido ascorbico 2,5%. Para preparar a Formulagdo 2,
adicionou-se a EA o &cido citrico 5%, acido latico 10% e &cido ascorbico 5%. A formulagéo 1
estava com um pH de 1,7 e a formula 2 pH 1,56. A definicdo dos acidos bem como a
concentracdo com que eles compuseram as formulacbes com agua eletroquimicamente
ativada foram definidas pela empresa, ndo tendo sido os critérios das escolhas informadas ao
pesquisador executor do experimento. As duas formulas diferentes do produto foram testadas

nas mesmas condicdes.

3.4 Inoculacdo de Salmonella Heidelberg em peitos de frango e tratamento com a

solucéo antimicrobiana

A fim de avaliar o efeito da solucdo antimicrobiana frente a S. Heidelberg foi realizada
a contaminacdo de cortes de peito de frango adquiridos no varejo local. Ao total foram
utilizados 20 peitos de frango desossados e de uma mesma marca provenientes de matadouro
- frigorifico com Sistema de Inspecdo Federal (SIF). Os cortes foram colocados em bandejas
estéreis, dentro de capela de fluxo laminar, buscando-se evitar a contaminacdo externa. A S.
Heidelberg foi aspergida sobre os peitos de frango, com o auxilio de um borrifador estéril, de
modo que todo o peito teve contato com o indculo bacteriano. O procedimento foi realizado
durante 60 segundos a uma distancia de 15 cm dos cortes, tendo o procedimento sido
executado com o cuidado para que toda a superficie estivesse aspergida. Esperou-se o tempo
de 30 minutos para que houvesse a adesdo da bactéria ao peito de frango. Em seguida, foi

realizado um suabe em uma aréa delimitada de 5x5 cm do lado direito do peito. Os suabes
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foram armazenados em tubos contendo 9 mL de APT 0,1% e refrigerados em caixa isotérmica
a5 +1°C até o processamento.

Posteriormente, 10 cortes de peito foram tratados com a Formulacdo 1 da solugéo
antimicrobiana e os outros 10 com a formulagdo 2. O tratamento foi realizado por aspersao do
produto durante 60 segundos a uma distancia de 15 cm. O tempo decorrido para o tratamento
foi de 15 minutos, e passado esse tempo foi realizado suabe do lado esquerdo do peito de uma
area de 5x5 cm. Os suabes foram armazenados em tubos contendo 9 mL APT 0,1% +

neutralizador e refrigerados em caixa isotérmica a 5 +1°C até o processamento.

3.5 Quantificacao de Salmonella Heidelberg

Os tubos contendo o suabe foram submetidos a agitacdo em vortex por
aproximadamente um minuto, em seguida uma aliquota de 1 mL foi transferida para 9 mL de
solucéo salina 0,85%, sendo realizadas diluicdes seriadas até 10*. A semeadura foi realizada
em agar XLD, pela técnica de Drop-Plate (MILLES & MISRA, 1938), inoculando-se 10 pL
de cada diluicdo em quintuplicata (cinco gotas). Posteriormente, as placas foram incubadas a

36° £ 1°C por 24 horas e foi realizada a contagem de coldnias caracteristicas de Salmonella

spp.
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4 RESULTADOS

A Formulagcdo 1 do produto mostrou-se eficaz para todas as 10 repeticbes com 15
minutos de contato (Tabela 1). Apds o tratamento ndo houve crescimento de S. Heidelberg.

Tabela 1 — Contagem de Salmonella Heidelberg nos peitos de frango, antes e apds 15 min de
contato com o tratamento com a Formulacdo 1 (EA 50 ppm de &cido hipocloroso + &cido
citrico 3,5%, acido latico 4% e acido ascdrbico 2,5%).

Antes do tratamento Apos o tratamento
1x10% UFC/mL <1 UFC/mL
1,4x10° UFC/mL <1 UFC/mL
2x10% UFC/mL <1 UFC/mL
6x10% UFC/mL <1 UFC/mL
3,5x10° UFC/mL <1 UFC/mL
5x10° UFC/mL <1 UFC/mL
4x10% UFC/mL <1 UFC/mL
5x10% UFC/mL <1 UFC/mL
8x10% UFC/mL <1 UFC/mL
1,3x10% UFC/mL <1 UFC/mL

A formulacdo 2 do produto, assim com a 1, mostrou-se eficaz para todas as 10
repeticdes com 15 minutos de contato (Tabela 2). ApOs o tratamento ndo foi observado

crescimento de S. Heidelberg.
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Tabela 2 — Contagem de Salmonella Heidelberg nos peitos de frango, antes e apds 15 min de
contato com o tratamento com a Formulacdo 2 (EA 50 ppm de &cido hipocloroso + &cido
citrico 5%, acido latico 10% e &cido ascorbico 5%).

Antes do tratamento Apos o tratamento
1,2x10° UFC/mL <1 UFC/mL
2,3x10° UFC/mL <1 UFC/mL
1,9x102 UFC/mL <1 UFC/mL
1,3x10° UFC/mL <1 UFC/mL

9x10% UFC/mL <1 UFC/mL
2x10* UFC/mL <1 UFC/mL
5x10% UFC/mL <1 UFC/mL
2x10% UFC/mL <1 UFC/mL
2,2x10° UFC/mL <1 UFC/mL

2,4x10° UFC/mL <1 UFC/mL
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5 DISCUSSAO

O protocolo do teste determina a utilizacdo de neutralizadores. Os neutralizantes tém a
funcdo de inativar residuos da substdncia antimicrobiana, ap6s a exposicdo do indculo
(REYBROUCK, 1998), inativando a substancia antimicrobiana e evitando resultados falsos-
negativos, expressos pela auséncia de crescimento bacteriano devido somente a acdo de inibigédo
(CAMPOS et al, 2016). Como ressalva, a composi¢do neutralizadora padronizada e utilizada tem
a conhecida capacidade de neutralizar residuos de &cido hipocloroso que por ventura viessem
aderidos ao suabe e posteriormente colocado nos meios de diluicdo e de crescimento, ndo tendo
sido determinado que inativaria igualmente os outros &cidos usados.

No ano de 2008 foi realizado um estudo, buscando Salmonella spp. em carcacas de
frango de corte, em industrias no estado de S&o Paulo, obtendo-se positividade em 1,7% das
116 amostras (TESSARI et al., 2008). Frente a importancia do controle de Salmonella spp.
desde a criagd@o das aves até a industrializacao, visto seu potencial zoondtico e risco sanitario
para as aves, buscam-se alternativas e solugdes para eliminar patogenos de toda cadeia
produtiva de alimentos. A reducdo da contaminacdo de produtos avicolas, como carcacas de
frango é muito importante. Um estudo utilizou acido peracético e hipoclorito de soédio no
controle de Campylobacter em carcacas de frango, concluindo que as concentracdes de 100
ppm e 200 ppm de acido peracético foram mais efetivos na reducdo da contaminagdo quando
comparados a 25 e 50 ppm de hipoclorito de sodio (SMITH et al., 2015). No presente estudo,
uma concentracdo de 50 ppm de agua eletroquimicamente ativada acrescida de acidos
organicos, reduziu a contaminacao de S. Heidelberg da superficie do frango de corte.

O é&cido latico em solucdo tem sido utilizado como agente de descontaminacdo de
carcacas, demonstrando efetiva capacidade inibitoria sobre as bactérias presentes na superficie
da carne. Avaliando o efeito do acido latico, em peito de frango desossado, Antunez e
colaboradores (2006), verificaram que houve uma reducao significativa de Pseudomonas spp.
Wilsmann, 2018 (dados ndo publicados) avaliou a efetividade da EA in vitro contra
Salmonella Heidelberg e obteve resultados que demonstram uma sensibilidade do patégeno
diante do produto. No presente estudo, &cido citrico, latico e ascdrbico foram adicionados na
EA, possivelmente potencializando o seu efeito e obteve-se uma reducdo consideravel de S.
Heidelberg. N&o é possivel associar a reducdo microbiana exclusivamente aos acidos ou a EA,
visto que ambos ndo foram testados separadamente.

Cao e colaboradores (2009) testaram a EA frente a isolados de S. Enteritidis e

constataram reducdo na contagem do patdgeno apOs o tratamento, corroborando com 0S



23

resultados encontrados no presente estudo. Outros estudos demonstraram que a &gua
eletroquimicamente ativada é eficiente frente a E. coli O157:H7, Listeria Monocytogenes
(CAO et al., 2009; XU et al., 2014; ZANG et al., 2015). Esses resultados nos mostram a
importéancia de estudos relacionados ao produto final destinado ao consumidor, como a carne
de frango, visto que possui resultados eficientes frente a diferentes patdgenos, os quais
possuem importancia em satde publica.

Kim et al 2005, desafiaram Campylobacter jejuni com EA na forma de spray em
carcacas e concluiram que combinar aspersdes pré e pos chiller foram significantemente mais
efetivas do que apenas ap6s o chiller, enquanto que combinar aspersdo com imersdo ndo
melhorou o efeito dos produtos. Os resultados do presente estudo, estimulam o estudo do
produto na planta frigorifica, sob forma de spray e ou imersdo de carcacas.

Northcutt et al. (2007) realizaram um estudo com carcacas de frango, adquiridas em
varejo e inoculadas com contetdo cecal de frangos de corte contendo Salmonella e
Campylobacter. As carcacas foram tratadas com 50 ppm de agua eletroquimicamente ativada
e hipoclorito de sodio. Os resultados mostraram que em ambos 0s tratamentos houve uma
reducdo significativa da contagem microbiana, mesmo com um tempo de tratamento de cinco
e dez segundos.

Veasey S. e colaboradores (2016) avaliaram a efetividade da EA a 250 ppm de cloro
livre, frente a um coquetel de Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, e Salmonella sp.,
in vitro. Os autores constataram uma reducdo de 6 logs com dois minutos de contato. No
mesmo estudo, foi utilizada a EA a 25 e 250 ppm de cloro livre a fim de realizar a
desinfecdo em laminas de corte, limpas e sujas. Os resultados mostraram um maior efeito
bactericida nas laminas limpas, o que reforca a importancia de uma boa limpeza nos
equipamentos e superficies antes de realizar a desinfecc¢éo.

Apesar de ndo ter sido realizado o teste sensorial da carne apos o tratamento, pode
se observar que houve um enrijecimento da superficie tratada, bem como areas
esbranquicas.

Em futuros estudos, seria de grande valia realizar a avaliacdo isolada desses
compostos pois ha uma dificuldade em atribuir o efeito bactericida aos acidos organicos ou
a agua eletroguimicamente ativada, visto que ndo foi realizado um controle de ambos
separadamente, nas mesmas condi¢cdes adotadas nesse trabalho, portanto o efeito
antimicrobiano pode ser atribuido ao baixo pH e/ou ao &cido hipocloroso presente na agua

eletroquimicamente ativada.
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Os resultados estimulam novos estudos relacionados ao produto no uso em alimentos e
nos processos de desinfeccdo, uso da eletroquimicamente ativada na planta frigorifica, na
forma de aspersdo ou no chiller. No entanto, cabe ressaltar que as variaveis como
concentracdo, tempo de contato e temperatura podem interferir na atuacdo destes

antimicrobianos.
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6 CONCLUSOES

Concluiu-se que, nas condi¢des do experimento, tanto a Formulagdo 1 quanto a
Formulacdo 2 da EA acrescida de acidos organicos foram capazes de inativar a Salmonella

Heidelberg aspergidas sobre carcagas (peito) de frango, apresentando-se como potencial
descontaminante de carcacgas.
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