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RESUMO

A escaldagem é uma das principais etapas do abate de suinos com o objetivo de
reduzir grandes quantidades de micro-organismos patogénicos, como a Salmonella.
Conhecer os fatores que afetam a sobrevivéncia da Salmonella na escaldagem é
essencial para garantir a menor passagem deste micro-organismo para as etapas
posteriores de abate. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a resisténcia térmica de
Salmonella Typhimurium e Derby em condi¢des similares a escaldagem de abate de
suinos e com diferentes pH e concentracdes de matéria-organica. Amostras de agua
de escaldagem foram coletadas antes do inicio, no meio e ao final do abate de um
matadouro frigorifico. Foram realizadas andlises fisico-quimicas para quantificacdo
de matéria-organica, cloro, turbidez e pH. O pH das amostras foi ajustado em 4, 7 e
10 e divididas em tubos de ensaio para os testes de letalidade térmica que foram
realizados em banho-maria a 62°C por 5 minutos. Houve elevacdo constante na
concentracdo de matéria-organica durante o abate. Nao foi observada diferenca no
tempo de reducdo decimal (valor-D) entre as concentracdes de matéria organica.
Em pH alcalino Salmonella foi mais sensivel com valor-D cerca de 17% menor que
em neutro. O sorotipo Derby foi mais resistente que o Typhimurium inicialmente,
porém, no final de cinco minutos foram equivalentes. Houve uma reducdo média de
aproximadamente 3,19 log UFC/mL de Salmonella e valor-D de 1,65 minutos.
Conclui-se que a adocédo de escaldagem com temperatura de 62°C por 5 minutos é
eficaz, e a definicdo do parametro de renovacdo de agua nédo foi relevante para
melhorar a eficiéncia na eliminagao de Salmonella.

Palavras-chave: cal, calor, escaldagem, resisténcia, Salmonella



ABSTRACT

The scalding is one the main steps of swine slaughtering in order to reduce great
quantities of pathogenic microorganisms, like Salmonella. To know the factors that
affect the Salmonella survival in scalding is essential to guarantee the smallest
passage of this microorganism to further slaughtering steps. This paper’s objective
was to avail the thermic resistance of the Salmonella Typhimurium and Derby in
similar condition to scalding of swine slaughtering and with different pH levels and
organic matter concentration. Samples of scalding water were collected before the
beginning, in the middle, and at the end of the slaughter in a slaughterhouse.
Physicochemical analyses were made to quantify the organic matter, chlorine,
turbidity and pH. The sample's pH was adjusted to 4, 7, 10 and divided test-tubes to
thermic lethality tests that were made in water-bath at 62°C for 5 minutes. There was
constant rising in the organic matter concentration during the slaughter. It was not
observed difference in the decimal reduction time (D-value) in the different levels of
organic matter concentrations during the slaughter. In alkaline pH Salmonella was
more sensible with approximately 17% lower D-value than when in neutral pH level.
The serotype Derby was initially more resistant than the Typhimurium, however, by 5
minutes they were equivalent. There was an average reduction of approximately 3.19
log CFU/mL of Salmonella and D-value of 1.65 minutes. It was concluded that the
adoption of scalding in temperatures of 62°C by 5 minutes is effective, and the
definition of the water renovation parameter was not relevant to enhance the
Salmonella elimination efficiency.

Keywords: lime, heat, scalding, resistance, Salmonella
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores alimentos, sendo, por
exemplo, o quarto maior produtor e exportador mundial de carne suina (ABPA,
2015). Tal prestigio por parte dos paises que importam nossos produtos deve-se a
habilidade dos produtores e a ampla disponibilidade de terras. E para que ocorra
uma expansdo ainda maior no setor é necessario que além de um crescimento em
quantidade, a qualidade da matéria-prima e dos produtos produzidos se torne cada
vez maior.

Um dos principais requisitos de qualidade solicitados pelos mercados
importadores € a auséncia de Salmonella spp. nos produtos, pois, a salmonelose é
uma das principais doengas relacionadas ao consumo de alimentos contaminados,
sendo responsavel por gastos elevados com tratamentos pelos servigos de saude no
mundo. Somente nos Estados Unidos os gastos com tratamentos e hospitalizacdes
ultrapassaram trés bilhdes de dolares em 2013 (USDA, 2015). No Brasil, entre os
anos de 2000 e 2015, Salmonella foi o principal agente etioldgico identificado nos
surtos notificados, sendo detectada em 14,7% dos casos (BRASIL, 2015a).

Entre os tipos de alimentos envolvidos em surtos, a carne suina e seus
derivados corresponderam a uma parcela de 2,1% dos casos em que foi possivel a
identificacdo do alimento, podendo ser ainda maior, uma vez que na grande maioria
dos surtos o agente etioldgico ou o tipo de alimento ndo foi identificado (BRASIL,
2015a).

Na cadeia de producdo da carne suina, a infecgdo dos suinos por
Salmonella ocorre na maioria dos casos de forma assintomatica, tornando dificil a
identificacdo e o controle deste patégeno (BERENDS et al., 1996; BESSA, 2006). A
falta de controle deste micro-organismo nas granjas leva as altas prevaléncias
encontradas no abate, sendo essencial a adogéo de estratégias de combate a este
micro-organismo no campo. Um exemplo de programa de controle que apresentou
resultados significativos é o modelo Dinamarqués que através do monitoramento
soroldgico e microbiolégico dos suinos e das granjas, conseguiu reduzir a incidéncia
de Salmonella na etapa de abate e consequentemente no produto final (WEGENER
et al., 2003).



14

Além do controle no campo, acdes que incluem a implementacdo das Boas
Praticas de Fabricacdo e de sistemas preventivos e de analise de riscos e perigos
como a Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) devem ser
tomadas para reduzir a presenca de Salmonella no abate (BORCH; NESBAKKEN;
CHRISTENSEN, 1996).

Das diversas etapas do abate de suinos, a escaldagem e o chamuscamento
merecem destaque pela possibilidade de reducédo da contaminacdo superficial das
carcacas (BERENDS et al., 1997; HALD et al., 2003). Entretanto, se os parametros
de escaldagem nao forem suficientes para controlar adequadamente os micro-
organismos, este processo pode favorecer também a ocorréncia de contaminacdes
cruzadas nesta e nas etapas posteriores de abate (BOLTON et al., 2003).

No Brasil, o setor avicola difere do suinicola no abate e no processamento
pelo maior avanco tecnolégico e maior especificidade quanto aos requisitos ou
critérios de qualidade e inocuidade dos alimentos produzidos. Parte dessa distin¢cao
entre ambos os setores € vista também em questdes legais, sendo a legislacdo de
aves mais exigente na definicdo de parametros aceitaveis de renovacao de agua na
etapa de escaldagem que a de suinos.

A etapa de escaldagem é regulada no abate de suinos e de aves pelas
Portarias n° 711/1995 e 210/1998, respectivamente (BRASIL, 1995, 1998). Nelas,
requisitos da escaldagem relacionados ao controle de alguns parametros se diferem.
Em ambas, os fatores fundamentais para o controle microbiolégico como o tempo e
temperatura sdo considerados. No entanto, o grau de contaminacdo da agua através
dos residuos deixados pelos animais na escaldagem de suinos recebe menor
importancia uma vez que a renovacdo de agua do tanque de escaldagem nao é
adequadamente abordada.

Independente de questbes legais, para reduzir os riscos de contaminagao da
carne suina na escaldagem é essencial compreender os fatores, como tempo,
temperatura, pH e matéria organica, que afetam a resisténcia ou sobrevivéncia de
Salmonella. Por isso, a maioria das pesquisas € realizada in vitro para que boa parte
destas variaveis, como diferentes pHs, possam ser controladas e interpretadas
adequadamente.

A resisténcia ao calor de sorotipos de uma espécie ou até de diferentes
isolados de mesmo sorotipo pode variar consideravelmente. Variacbes nas

caracteristicas genotipicas ou fenotipicas causadas pela adaptacdo ao ambiente ou
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até pela expressao temporaria de genes de resisténcia podem ser responsaveis por
estas diferencas (HUMPHREY, 1981; JAY, 2005; JUNEJA; EBLEN, 2000;
LINDQUIST, 1986; SORQVIST, 2003).

Pesquisadores sugerem que o0 aumento da carga organica da agua de
escaldagem pode proteger 0os micro-organismos patogénicos (BUNCIC; SOFOS,
2012; HUMPHREY, 1981; LETELLIER et al., 2009). Utilizando 4gua de escaldagem
de aves, Humphrey (1981) observou grandes diferencas de resisténcia de
Salmonella entre a agua do inicio e a do final do abate que possuia maior
quantidade de residuos.

Outros interferentes que podem afetar a sobrevivéncia dos micro-
organismos na agua de escaldagem sdo o cloro e o pH. Em concentracbes
adequadas, o cloro pode ter um bom poder desinfetante, entretanto, seu efeito é
facilmente comprometido quando mudancas sédo feitas na temperatura e nos
componentes do meio em que é aplicado (BOLDER, 1997; BUNCIC; SOFOS, 2012).
E em &gua com pHs diferentes a velocidade de eliminacdo dos micro-organismos
em agua com temperatura elevada pode ser alterada (BLACKBURN et al., 1997,
CASADEI et al., 2001).

Com o conhecimento do grau de impacto dos fatores que afetam a
resisténcia de Salmonella na escaldagem, a definicAo de parametros ideais de
tempo, temperatura, renovacdo de agua e do uso coadjuvantes pode ser feita
conforme sua relevancia para a reducdo dos riscos de contaminacédo das carcacas
suinas nas etapas posteriores do processo de abate. E assim garantir uma melhor

qualidade microbioldgica da carne que chega a mesa do consumidor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A necessidade do aumento na producao de alimentos € uma preocupacao
mundial, uma vez que esta demanda deve acompanhar o crescimento da populagéao
e também o combate a desnutricdo. Para suprir parte desta necessidade, a
producdo de carne ao longo dos anos vem aumentando de um consumo per capita
médio de 24,2 kg em meados da década de 1960, para uma projecao de 45,3 kg em
2030 (FAO, 2015). Conforme a Organizacao das Nag¢des Unidas para Alimentacéo e
Agricultura (FAO), o consumo de carne esta relacionado diretamente ao grau de
desenvolvimento dos paises. Esta relacéo fica clara quando comparamos a média
do consumo per capita de carne nos paises desenvolvidos (80 kg/ano) com os
paises em desenvolvimento (10 kg/ano) (FAO, 2013).

Em relacdo a carne suina, o maior produtor no mundo é a China com 56,5
milhdes de toneladas de carcacas produzidas. O Brasil € o quarto maior produtor
com 3,34 milhdes de toneladas, sendo que a regido sul do Brasil respondeu com
65,3% de todo o abate de animais de 2014 (ABPA, 2015; BRASIL, 2015Db).

Este tipo carneo € uma das principais fontes de proteina animal em diversos
paises como em Hong Kong e Unido Europeia, com consumo per capita de 66,50 kg
e 40,20 kg em 2014, respectivamente. Neste ano, o Brasil apresentou um consumo
relativamente baixo (14,6 kg) (ABPA, 2013; BRASIL, 2015c; FAO, 2015).

Concomitantemente com a necessidade de aumento na producéao de carne,
a preocupacao com a inocuidade dos alimentos também é crescente, uma vez que
pode causar grande impacto tanto para a economia, incluindo perdas de produtos,
gastos com tratamentos, improdutividade, como também o aumento da mortalidade,
principalmente em paises menos desenvolvidos (CDC, 2015; FAO, 2013;
GRADASSI et al, 2015).

As doencas transmitidas por alimentos causam mais de duzentos tipos de
doencgas, entre elas a diarreia que mata anualmente aproximadamente dois milhdes
de pessoas no mundo. As bactérias sdo um dos principais tipos de contaminantes
dos alimentos, e entre elas o género Salmonella € o principal causador das doencas
de origem alimentar, presente principalmente nos produtos de origem animal como a
carne, ovos e leite (WHO, 2015).
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No Brasil, dos surtos em que foi possivel a identificacdo do alimento
causador, o principal tipo de alimento relacionado sdo os mistos (30,6%), alimentos
derivados de ovos correspondem a 15,9% e carne suina 4,3% (BRASIL, 2014). Ja
nos Estados Unidos, a maioria dos surtos é atribuida a carne de aves (23%) e carne
suina (14%), sendo que Salmonella é o principal micro-organismo relacionado a
estes alimentos (CDC, 2015).

Para o combate a salmonelose, € essencial conhecer as caracteristicas do
patégeno, como vias de transmissao, fatores intrinsecos e extrinsecos relativos a
resisténcia, faixas de crescimento e prevaléncias, de forma que a identificacdes dos
riscos de contaminacdo possam ser elucidados (BORCH; NESBAKKEN;
CHRISTENSEN, 1996).

2.1 Salmonella

Salmonella é uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa, né&o
formadora de esporos, tem a forma de bastonetes curtos e pertencente a familia
Enterobacteriaceae. O género Salmonella possui duas espécies a S. enterica e S.
bongori, dentre as quais S. enterica se difere por possuir uma ampla gama de
hospedeiros. A espécie S. enterica subdivide-se em seis subespécies: enterica,
salamae; arizonae; diarizonae; houtenae; e indica, entre as quais existem diversos
sorotipos (CDC, 2011; GUIBOURDENCHE et al., 2010; HOLT et al., 1994; RABSCH
et al., 2002).

Atualmente existem mais de 2500 sorovares de Salmonella identificados e
que se diferem em caracteristicas de doencas em hospedeiros, viruléncias e
também nas prevaléncias encontradas. Esta ampla variedade é classificada
baseada na composicdo de seus antigenos de superficie, Somatico (O), Flagelares
(H) e Capsulares (Vi), segundo as convencfes do esquema de Kauffmann-White e
sustentadas pela Organiza¢cdo Mundial de Saude e o Instituto Pasteur (CDC, 2011,
DIECKMANN et al., 2008; FRANCO; LANDGRAF, 2008; GUIBOURDENCHE et al.,
2010).
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Este género vem se adaptando a diferentes ambientes durante o curso de
sua evolucdo pela modulacdo da expressao de seus genes, propriedade essencial
para a sua patogenicidade (LOPEZ et al., 2012).

Sao termossensiveis, destruidas a 60°C por 15 a 20 minutos, podendo se
multiplicar a uma temperatura entre 7°C e 45°C. Trata-se de um micro-organismo
amplamente distribuido na natureza, sendo 0s humanos e animais seus
reservatoérios. A principal via de transmisséo é fecal-oral, podendo contaminar uma
grande variedade de alimentos e causar gastroenterites quando ingeridas em
nameros significantes (DE BUSSER et al., 2013; FORSYTHE, 2002; JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Além dos fatores tempo e temperatura, o pH € outro fator essencial para a
multiplicacéo deste micro-organismo, sendo capaz de se multiplicar na faixa de 4,5 a
9,0 (BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996). Diversas industrias se
aproveitam deste fator isoladamente ou em conjunto com outros para combater ou
prevenir contamina¢cées na linha de producdo ou ajudar na conservacao dos
alimentos (LEISTNER, 2000).

No Brasil, a identificacdo dos patdgenos envolvidos nos surtos alimentares
ainda é baixa. Entre os agentes etioldgicos detectados, Salmonella sp. € 0 mais
frequente, presente em 38,2% dos casos de 2000 a 2014, percentual similar aos
Estados Unidos com 39% em 2013 (BRASIL, 2014; CDC, 2015).

Nos Estados Unidos, o sorotipo Typhimurium esteve presente em 16% dos
surtos de doencas transmitidas por alimentos reportados, ficando atras apenas do
sorotipo Enteritidis com 23% (CDC, 2015). Curiosamente, o sorotipo Derby € pouco
relacionado a surtos humanos, mas é bastante prevalente em animais (CDC, 2014).

Em toda a cadeia produtiva de carne suina diferentes sorotipos sao
identificados, sendo o sorotipo Typhimurium apontado como o principal e mais
prevalente (HALD et al., 2003; LI et al., 2016; MANNION et al., 2012; MARIER et al.,
2014; VAN HOEK et al.,, 2012). O sorotipo Derby, também figura entre os mais
encontrados, e foi identificado nas diversas etapas produtivas, desde a fase de
criagdo, transporte, pocilgas de espera, até as etapas finais do processo de abate
(HALD et al., 2003; LI et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2013; MANNION et al., 2012;
MARIER et al., 2014; VAN HOEK et al., 2012).
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2.2 Caracteristicas epidemiolégicas de Salmonella sp. na cadeia produtiva de

suinos

2.2.1 Pré-abate

A criacdo de suinos € apontada como o principal reservatério de Salmonella
com prevaléncia de 57,3% quando comparado com as criacdes de bovinos (8,5%),
de aves (16,2%) e leite (17,9%), refletindo sua importancia como fonte de infecces
(RODRIGUEZ et al., 2006).

Dada a importancia da criacdo dos suinos e do pré-abate, programas com
objetivo de reduzir a prevaléncia deste micro-organismo nas criacdes de suinos sao
realizados por diversos paises. Na Dinamarca, resultados importantes foram
alcancados através da classificacdo e reducdo dos niveis de soroprevaléncia das
criacoes que apresentam percentuais elevados. Em cinco anos de programa, nas
propriedades pesquisadas por testes bacterioldégicos houve reducdes na proporcao
de 50% nas prevaléncias, refletindo também na diminui¢cdo da prevaléncia na carne
suina, de 3% antes da implementacéo para menos de 1% (WEGENER et al., 2003).
A eficacia deste programa é comprovada por Swanemburget al. (2001b) que em
seus experimentos observou menores contaminacdes no abate com rebanhos de
suinos soronegativos.

O transporte e a espera nas pocilgas de pré-abate também séo etapas de
grande importancia para disseminacdo de Salmonella. Hernandez et al. (2013),
avaliou as etapas do abate, desde o transporte, espera, escaldagem, até a desossa
ou esquartejamento, e identificou a presenca de sorotipos iguais de Salmonella em
praticamente todas estas etapas, indicando uma correlagédo entre a contaminagao
dos suinos no pré-abate com as etapas seguintes. Observou ainda neste estudo,
presenca do micro-organismo nas pocilgas e nos veiculos de transporte mesmo
apos a higienizacdo destes, sendo a desinfecgdo ineficaz das instalacdes um fator
que eleva ainda mais o risco de contaminac¢des cruzadas entre 0s animais no preé-
abate.

As prevaléncias de Salmonella detectadas nas etapas de transporte e nas
pocilgas de espera variam de 14,06 até 23,21%, e 4,3% a 80%, respectivamente
(HERNANDEZ et al., 2013; MANNION et al., 2012). Estas diferencas também podem
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ocorrer devido as variacdes nas metodologias adotadas e ao grau de contaminacgao

dos animais transportados.
2.2.2 Abate

O abate de suinos pode ser divido em duas areas: a area suja, onde ocorre
as etapas de insensibilizacdo, sangria, escaldagem, depilacdo, chamuscagem,
polimento e os toaletes; e, comumente separado por um chuveiro de carcagas, a
area limpa que conta com as etapas de evisceracédo, toaletes, sendo finalizada pela
lavagem de carcacas e o resfriamento, esta Ultima etapa realizada em sua maioria
por atividades manuais, diferente da area suja que a maior parte das etapas é
automatizada (CARVAJAL et al., 2013).

Mesmo com a aplicacdo de medidas para combater a presenca de
Salmonella no pré-abate, uma série de acdes no matadouro deve ser tomada para
reduzir o numero e controlar a disseminacao deste patdgeno. Processo de abate
possui muitas etapas que elevam o0s niveis ou 0s riscos de contaminacdo das
carcagas por bactérias, como a depilagéo, polimento e a evisceracédo, por outro lado,
as etapas de escaldagem e chamuscamento causam a reducédo na quantidade de
micro-organismos contaminantes por meio do uso do calor, mas sua eficacia
depende da aplicagdo adequada do binémio tempo e temperatura (BERENDS et al.,
1997; BORCH; NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996; CARVAJAL et al., 2013).

A rota de contaminacdo de Salmonella no abate ocorre através do contato
da pele e do contetdo das visceras dos animais com a carcaca. E outras rotas de
contaminagao consistem no contato desses materiais com 0S equipamentos ou a
area de abate, os quais podem transferir a contaminagcdo a novas carcacgas
(contaminacado cruzada). Este risco de contaminacdo esta ligado a diversos fatores,
incluindo o a prevaléncia da Salmonella no rebanho, o grau de limpeza dos animais
e das instalacdes, o tempo transcorrido desde o inicio do abate e a competéncia dos
funcionarios envolvidos. O numero de animais abatidos na unidade também
influencia na probabilidade de contaminacdo, sendo que instalacdes que abatam
mais de 1500 animais por dia estdo mais sujeitas ao risco (ARGUELLO et al., 2013;
BERENDS et al., 1996, 1997; CARVAJAL et al.,, 2013; LETELLIER et al., 2009;
MANNION et al., 2012; MARIER et al., 2014; WEGENER et al., 2003).

Para Berends et al. (1997), cerca de 70% das contaminacdes de carcacas

de suinos é proveniente da presenca do micro-organismo gue ja estava presente no
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préprio animal abatido e o restante (30%) devido a falhas de higiene e das etapas do
processo levando a contaminacbes cruzadas. Entretanto, a ocorréncia de
contaminagdo cruzada por meio do ambiente pode superar a contaminacao
decorrente do proprio animal com um percentual de sorotipos indistinguiveis
encontrados em amostras da linha de abate que pode chegar até 75% (MANNION et
al., 2012; MARIER et al., 2014).

Diferengas nas prevaléncias de Salmonella no abate podem ocorrer também
de acordo com o local e o tipo de amostra coletada. Amostragens de swabs de
carcacas na sangria podem chegar a 96,6% de prevaléncia deste micro-organismo,
com concentracfes médias diarias que variam de 0,04 a 1,75 log NMP/cm2. Ja
amostras de swab retal desta mesma etapa foram positivas em 62,5% das carcacgas,
com concentracdo média de 1,88 + 1,42 NMP/g (VAN HOEK et al., 2012). E entre os
diversos tipos de material amostrado as prevaléncias de Salmonella variam
consideravelmente, por exemplo, de 3,8 a 15% em swabs de carcacga, 13,8% em
amostras ambientais, de 20 a 22% em linfonodos, 22% em contetdo cecal e 5,3%
em produtos finais. Destaca-se que animais com conteldo do ceco positivo
possuem duas vezes mais chance de que suas carcacas também estejam
contaminadas (BERSOT, 2005; HALD et al., 2003; MARIER et al., 2014).

Apesar da variacdo entre as vias e locais de contaminagdo das carcagas, €
comum observar a reducdo da prevaléncia de Salmonella até as etapas finais do
abate, dando destaque a importancia das medidas de higiene, desinfeccdo e as
etapas de processo que causam a redugdo na contaminagédo das carcagas quando
bem aplicadas (BERENDS et al., 1997; MANNION et al., 2012; VAN HOEK et al.,
2012).

Em conjunto com a aplicacdo de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), os
matadouros-frigorificos utilizam também outras estratégias para prevenir ou reduzir a
ocorréncia de contaminacdes no abate. O Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), regulamenta a aplicacdo da Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (HACCP/APPCC) nos matadouros frigorificos como um
programa de autocontrole da Circular n° 175 (MAPA, 2005) e da orientagbes para
aplicacdo através da Portaria n° 46 (MAPA, 1998). Esta ultima orienta a aplicacao do
sistema através de sete principios, desde o conhecimento dos perigos e riscos

envolvidos até o estabelecimento das acfes corretivas e verificacdes na industria.
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Borch et al. (1996), fizeram estudo das etapas e procedimentos de abate de
suinos e aponta como Pontos Criticos de Controle (PCC) etapas como a
evisceracao (retirada do intestino e excisdo de lingua, faringe e tonsilas), inspecao
de carcacas e desossa de cabeca, nas quais devem ser adotadas medidas
especificas para prevenir contaminacdes, pois ndo ha nenhuma atividade posterior
gue seja capaz de remover a contaminacao nao visivel. A espera no pré-abate e a
escaldagem podem ser consideradas como Pontos de Controle (PC), pois sdo
controlados apenas pela aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BORCH,;
NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 1996).

2.3 Escaldagem

A etapa de escaldagem do abate de suinos tem o objetivo tecnoldgico
causar o amolecimento dos foliculos pilosos e tornar a depilagdo mais eficaz.
Sanitariamente ela também tem importancia, pois a reducdo de cargas microbianas
nesta etapa como também no chamuscamento, refletem em um menor risco de
contaminagao por micro-organismos nas posteriores (BERENDS et al., 1997).

Na escaldagem por imersdo, um grande namero de carcacas € imersa na
mesma agua, tornando-a muito contaminada com residuos de sangue, fezes,
ingestas e os diversos micro-organismos presentes no suino. Para que esta grande
quantidade de contaminantes néo eleve o risco de contaminacdo da carne suina por
micro-organismos patogénicos como a Salmonella, € essencial conhecer melhor as
caracteristicas deste processo, e assim possibilitar a adocdo de medidas eficazes
para reduzir as contaminagdes cruzadas nas etapas posteriores (BOLTON et al.,
2003; HALD et al., 2003).

No Brasil, a Portaria n°® 711 do Ministério da Agricultura define para o
processo de escaldagem de suinos a temperatura da agua entre 62 e 72°C e o
tempo de imersédo de 2 a 5 minutos, e ainda estabelece que o processo deve ter
renovacdo de &gua continua (BRASIL, 1995). No entanto, os parametros
guantitativos aceitaveis de renovacao de agua néo sao estabelecidos, também né&o
ha diferenciacéo entre os tipos de escaldagem (imerséo e asperséo) e 0s compostos

gue podem ser adicionados na agua nesta etapa, como o cloro e o cal. Ja o
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Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal -
RIISPOA, estabelece que o nivel de cloro livre permitido para a industria deve ser de
no maximo 1 ppm e o cloro residual minimo de 0,05 ppm (BRASIL, 1952).

O cloro é um desinfetante comum utilizado durante o tratamento da agua.
Seu efeito depende das caracteristicas fisicas e quimicas da agua, sendo afetado
pela presenca de compostos organicos e inorganicos redutores, como sulfitos e
sulfetos. Além disso, com o aumento do pH a reatividade do cloro diminui, e a
temperatura elevada aumenta a velocidade das reacdes e ocorre a perda de seus
componentes para a atmosfera, reduzindo sua acdo (BUNCIC; SOFOS, 2012;
MEYER, 1994). Sua eficacia como agente bactericida € relativamente baixa, pois é
necesséria a aplicacdo de elevadas concentracbes de cloro na agua para que
reducBes de um ciclo logaritmico ou mais sejam alcancadas. Pesquisas realizadas
com diferentes concentracdes de cloro demonstram que valores acima de 200 ppm
podem ser eficazes para reduzir o nimero de micro-organismos. Por exemplo, em
escaldagem de carcacas de cordeiro com a aplicagdo de agua a 90°C com 250 ppm
de hipoclorito de sodio é possivel obter reducdes em até 1,86 log UFC/cm? de
mesofilos (BOLDER, 1997; JAMES et al., 2000). Entretanto, 50 ppm de cloro
resultam em reducdes menores que 1 log UFC/mL de coliformes em carne bovina e
de aves, por exemplo (BOLDER, 1997).

Percebe-se que a concentracdo de cloro aceita para agua potavel permitida
pelo RIISPOA é bastante baixa para que tenha efeito bactericida, e com a presenca
de outros componentes, como a matéria organica, o efeito do cloro seria
praticamente nulo na escaldagem, porém, apesar da adicdo de concentracdes
maiores de cloro aumentar seu efeito bactericida, pode ocorrer também a formacgéao
de trihalometanos decorrentes da reacdo do cloro com a matéria organica, sendo
prejudicial ao homem (BOLDER, 1997; BRASIL, 1952; JAMES et al., 2000).

O cal (6xido de célcio) também € um componente historicamente € utilizado
na agua de escaldagem de suinos para auxiliar na remocao dos pelos das carcacas
(SWATLAND, 2006; WARNER, 1921). Quando combinado com a agua, apresenta
alto poder desinfetante, por isso é também comumente utilizada na desinfecdo de
instalacdes de animais (TOZZETTI et al., 2009). Trata-se de uma substancia de alto
poder de alcalinizacao.

A deteccdo de Salmonella na 4gua do tanque de escaldagem varia entre 0 e

6%, sendo esta ocorréncia influenciada principalmente pelas sujidades dos suinos e
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a irregular renovacao de agua (BERSOT, 2005; BUNCIC; SOFOS, 2012; HALD et
al., 2003; LI et al., 2016; PEARCE et al., 2004; SAMULAK et al., 2011; SEIXAS;
TOCHETTO; FERRAZ, 2009; SWANENBURG et al., 2001a).

Ja é esperado que a presenca de Salmonella no tanque de escaldagem seja
baixa ou ausente devido as elevadas temperaturas utilizadas no processo.
Entretanto, mesmo baixas contamina¢des jA podem ser muito relevantes, pois as
condi¢cdes da agua utilizada tém uma relacdo direta com a contaminag¢do da carne
suina, reduzindo em 0,39 vezes as chances das carcacas serem positivas em agua
livre de Salmonella quando comparado a uma agua contaminada (LETELLIER et al.,
2009). H4& também 3,5 vezes mais chances das carcacas se contaminarem por
Salmonella durante a evisceracéo se a 4gua de escaldagem ja estiver contaminada
(HALD et al., 2003).

Alguns fatores podem contribuir para que a Salmonella presente na agua de
escaldagem sobreviva e seja carreada para outras etapas do processo de abate.
Com a imersdo das carcacas, a agua contendo este micro-organismo pode entrar
nos pulmdes e depois contaminar 0 ambiente de abate ou a carcaga caso ocorram
aderéncias e rupturas no o6rgao durante a sua remocao (HALD et al., 2003). Este e
outros micro-organismos também podem sobreviver devido a fatores, como a
capacidade de se abrigar nos foliculos pilosos ou rachaduras da pele dos animais,
além disso, serem protegidos estando envoltos pela matéria organica e assim
menos susceptiveis a temperatura elevada, o pH e demais fatores estressantes
(LILLARD, 1989; MORILD; OLSEN; AABO, 2011; SWANENBURG et al., 2001a).
Com o contato do suino na agua, mudancas estruturais ainda ocorrem na pele da
carcaca favorecendo uma adesao mais firme e profunda das bactérias, e a matéria
organica presente na agua pode contribuir ainda mais para esta adesao (MORILD;
OLSEN; AABO, 2011).

Um resultado que evidencia esta capacidade de sobrevivéncia desta
bactéria € a pesquisa de Gill e Bryant (1993) que realizou amostragens de residuos
de depiladeiras de suinos (etapa posterior a escaldagem) de duas plantas de abate
e observou contagens de Salmonella na faixa de 2 a 5,6 log UFC/g.

Pearce et al. (2004) consideraram que a escaldagem pode ser reconhecida
como um PCC devido a grande reducédo observada na presenca de Salmonella em
swabs de carcaca, que foi de 31% depois da sangria para 1% depois da

escaldagem. Esta capacidade da escaldagem de reduzir o nivel de contaminacao
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deste patdégeno nas carcacas também é evidenciada por Hernandez et al. (2013),
com uma reducao de 36,25% antes da escaldagem para 8,75% ap0s esta etapa.

A quantidade de matéria organica presente na agua de escaldagem de
suinos, a variabilidade genética da cepa utilizada e o meio de cultivo utilizado no
ensaio podem também afetar a sobrevivéncia de Yersinia enterocolitica e de
Salmonella, com tempos de reducédo decimal (valor-D) de Y. enterocolitica nas
temperaturas de 50°C, 55°C e 60°C de 45,1-45,9 minutos, 11,0-10,6 minutos e 2,5-
2,7 minutos, respectivamente; e valores-D de Salmonella a 50°C, 55°C e 60°C de
55,1-83,1 minutos, 5,0-7,3 minutos, 0,9-1,5 minutos, respectivamente; e ainda
apresentam diferencas em relacdo a origem de obtencdo da cepa testada a 50°C
(BOLTON et al., 2003, 2013).

Em agua de escaldagem do abate de aves a 60°C coletada 20 minutos ap6s
o0 inicio das atividades, o tempo para eliminacdo de 99% de Salmonella Typhimurium
€ de 17 minutos, e apés 8 horas de operacdo € de 49,5 minutos. O aumento na
quantidade de matéria seca e de proteinas, combinado com a reducdo no pH para
valores proximos a 6 podem ser os responsaveis pela maior sobrevivéncia deste
micro-organismo, possivelmente devido a um efeito tamponante dos residuos
deixados na dgua (HUMPHREY, 1981).

Levando em consideracdo os resultados obtidos de pesquisas simulando
condicbes de escaldagem, com o0s parametros minimos deste processo
estabelecidos pela Portaria n° 711 do Ministério da Agricultura, reducdes na
proporcdo de até 5 log de Salmonella podem ser alcancadas com 5 minutos de
escaldagem a 62°C (BOLTON; IVORY; MCDOWELL, 2013; BOLTON et al., 2003;
BRASIL, 1995; JUNEJA; EBLEN, 2000). No entanto, estas reducdes sdo observadas
em modelos in vitro e ndo podem ser extrapolados adequadamente para a realidade,
pois dificilmente consideram todos os fatores envolvidos na sobrevivéncia deste
micro-organismo em condi¢fes reais. Além disso, a indefinicdo dos parametros de
renovacao de agua nesta da Portaria n° 711 deixa em aberto as possibilidades de
ocorrerem acumulos de residuos na agua, elevando a chance de sobrevivéncia
deste patdgeno e consequentemente comprometendo qualidade microbiolégica das

carcacas.



26

2.4 Sobrevivéncia a condi¢cfes de estresse

Na industria de alimentos, métodos fisicos e quimicos podem ser utilizados
para reduzir o grau de contaminacgéo das carcacgas e do ambiente durante o abate. A
descontaminacdo de carcacas por métodos quimicos pode ser realizada por
diversos tipos de substancias, como tratamentos baseados em cloro, fosfatos,
agentes oxidantes e acidos organicos (BOLDER, 1997; LORETZ;, STEPHAN;
ZWEIFEL, 2011). E a descontaminagdo por métodos fisicos pode ser realizada
através da temperatura, pressao, irradiacdo, eletricidade de campo pulsado,
ultrassom e ultravioleta (BOLDER, 1997; LORETZ; STEPHAN; SONG; KANG, 2016;
ZWEIFEL, 2011).

O uso de acido peracético, cloreto de sédio acidificado e acido latico em
carcacas bovinas refrigeradas causa reducdes de até duas unidades logaritmicas de
mesofilos, incluindo coliformes e Escherichia coli, entretanto, as concentracdes
aplicadas permitiram a recuperacdo dos micro-organismos injuriados em
temperatura de refrigeracdo (GILL; BADONI, 2004). Ja Pipek et al. (2006)
conseguiram reducdes na faixa de um a trés log combinando a aplicacéo de vapor e
acido latico, ainda observaram que o crescimento dos micro-organismos superficiais
durante o armazenamento das carcagas de suinos em refrigeracéo foi retardado.

Micro-organismos como Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes
respondem de forma diferente para cada fator estressante em que sdo submetidas.
Salmonella Typhimurium é mais sensivel ao pH acido (4,0 e 4,5) do que a baixa
osmolaridade (15 a 20% de NacCl), possivelmente devido ao maior gasto energético
causado pelo baixo pH, j& Listeria monocytogenes apresenta maior tolerancia ao pH
acido nas mesmas condicdes (SHABALA et al., 2008; TIGANITAS et al., 2009).

Pequenas variacbes no pH, cerca de 0,5, podem resultar em uma grande
diferenca na sensibilidade de Salmonella, seja com a maior redugao da populacéo,
ou pela sua maior sobrevivéncia a condi¢cdes de pH moderadamente baixo através
da utilizacdo de mecanismos de adaptacdo celular (SAMELIS; IKEDA; SOFOS,
2003). Ainda, a aplicacdo de pH acido como estressante para a Salmonella pode
resultar na selecdo de estirpes mais resistentes e virulentas (ALVAREZ-ORDONEZ
et al., 2012).
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Bactérias podem expressar proteinas de choque tornando-as mais
resistentes ou mais virulentas, propiciando também uma protecéo cruzada quando a
mesma é submetida a outro fator estressante diferente, sendo um problema para
aplicacdo de obstaculos para impedir a propagacdo de micro-organismos nos
alimentos. Para que isso ocorra é estritamente necessario que 0 micro-organismo
passe por algum tipo de estresse como pH abaixo ou acima do ideal, temperatura
baixa ou elevada, entre outros. Desta forma, medidas ineficazes de destruicdo de
micro-organismos podem levar a um efeito abaixo do esperado (ALVAREZ-
ORDONEZ et al., 2012; BURIN; SILVA; NERO, 2014; CAPOZZI et al., 2009;
LEISTNER, 1994; LINDQUIST, 1992; YANG et al., 2014).

Salmonella Enteritidis e E. coli O157:H7 s&o capazes de se multiplicar
melhor do que L. monocytogenes 1/2c em meios a 32°C, com atividade de agua de
0,99 e pH 5,5, no entanto quando as condi¢des sao alteradas para 0,96 de atividade
de agua, pH 3 e 32°C, nenhuma das trés bactérias anteriores sobrevivem, sendo
que o tempo de reducdo decimal de Salmonella Enteritidis foi de quatro a seis vezes
maior comparado as demais. Foi observado também que Salmonella Enteritidis é
mais sensivel a elevacdo na temperatura, e a 50°C E. coli O157:H7 e L.
monocytogenes sofrem mais influéncia da atividade de &gua e do pH,
respectivamente (GABRIEL; NAKANO, 2010).

A resisténcia dos micro-organismos ao calor é multifatorial. Sais,
carboidratos, proteinas, pH, tamanho populacdo microbiana, origem da cepa e a sua
fase de crescimento sdo fatores que podem alterar esta resisténcia. Alguns desses
fatores se devem ao fato de provocarem alteracdes na atividade de agua do meio,
visto que as bactérias sdo mais resistentes ao calor em ambientes com mais agua
do que secos (BOLTON et al., 2003; HUMPHREY, 1981; JAY, 2005). Além disso,
guando mais de um fator estressante € utilizado, o grau e a ordem em que micro-
organismos sdo submetidos as diferentes condicbes também sdo de grande
importancia, pois também influenciam no grau de sobrevivéncia apresentado
(TIGANITAS et al., 2009).

Avaliando modelos de inativagdo térmica, Casadei (2001) e Blackburn
(1997) consideram o pH entre 5,9 e 6,5 6timo para sobrevivéncia de Salmonella, e
que valores acima ou abaixo deste aumentam gradativamente a velocidade de

destruicdo deste micro-organismo. Quando o pH reduz de 7 para 3, ocorre um
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decréscimo de mais de cem vezes no valor-D de Salmonella submetida a elevadas
temperaturas (CASADEI et al., 2001).

Blackburn (1997), em seu estudo de desenvolvimento de modelos de
inativacao térmica ajustou o pH em diversos valores entre 4,6 e 9,6, e concentracdes
de NaCl de 0,5 a 8,5% v/v e submeteu a temperaturas entre 54,5°C e 64,5°C.
Dependendo das condi¢cOes do teste ocorreram variacdes de 4,6°C a 7,0°C no valor-
Z e ainda foi evidenciada uma relagdo de dependéncia entre o pH, temperatura e a
concentracdo de NaCl, sendo que o aumento ou a reducdo do pH levam a uma
maior taxa de inativacao.

InOmeras pesquisas comparam as resisténcias térmicas entre géneros,
espécies, sorotipos ou até isolados de mesmo sorotipo (BOLTON et al.,, 2003;
CASADEI et al.,, 2001; HUMPHREY, 1981; JUNEJA; EBLEN, 2000; SORQVIST,
2003; SPINKS et al., 2006).

Entre espécies Salmonella Typhimurium é mais sensivel em temperatura
elevada ao pH (pH 3, Temp. 48°C, Etanol 0%, D=1,2 min.) e ao etanol (pH 7, Temp.
48°C, Etanol 2,5%, D=65 min.) comparado ao Bacillus cereus e ao Lactobacillus
delbruekii, no entanto, quando ndo submetido a temperatura elevada, tem boa
tolerancia ao baixo pH, sendo valor-D de Salmonella Typhimurium a 25°C e pH 3 de
328,4 minutos, ja Lactobacillus delbruekii de 45,7 minutos (CASADEI et al., 2001).

Sorotipos de Salmonella também podem apresentar respostas diferentes em
temperatura elevada. Por exemplo, o tempo de destruicdo térmica de Salmonella
Senftenberg a 52° C em agua de escaldagem do inicio do abate de aves é de 14,9
minutos, maior do que do sorotipo Typhimurium que é de aproximadamente 4
minutos nas mesmas condi¢cdes, este Ultimo é também muito similar a outros
sorotipos como Enteritidis (3,6 minutos) e Montevideo (3,5 minutos) (HUMPHREY,
1981).

Diferengcas significativas no valor-D entre estirpes de Salmonella
Typhimurium DT104 podem ser observadas comparando cepas provenientes de
diferentes regibes dos EUA, além disso, diferencas na origem das cepas (isolados
de humanos e de bovinos) também apresentam variagcdes significativas na
resisténcia térmica deste patégeno (JUNEJA; EBLEN, 2000).

Utilizando carne bovina com variadas concentracbes de gordura, a
inativacao térmica de Salmonella testada por Juneja e Eblen (2000) em banho-maria

nas temperaturas de 58, 60, 62,5 e 65°C resultou em regressdes com periodos de
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lag e de cauda, sendo que o periodo lag pode ser atribuido a fraca transferéncia de
calor ou a protecao das bactérias pela gordura. Considerando apenas a parte linear
das regressobes, o efeito da adicdo de gordura nao foi claro, no entanto, com a
adicdo do periodo lag, foi observada uma elevacdo no tempo de reducdo decimal
proporcional a adicdo de gordura, variando entre 2,88 e 4,5 minutos com 7 e 24% de
gordura em agua a 62,5°C, respectivamente (JUNEJA; EBLEN, 2000).

Devido a todos estes fatores considerados anteriormente e outros possiveis
como falhas experimentais e o método de cultivo utilizado, a destruicdo térmica de
Salmonella pode apresentar um comportamento nao linear, com a presenca de
fases lag ou efeito de cauda (BERMUDEZ-AGUIRRE; CORRADINI, 2012;
BLACKBURN et al., 1997; JUNEJA; EBLEN, 2000; PAGAN et al., 1999). Estes
efeitos observados muitas vezes sédo desconsiderados nos célculos dos parametros
de letalidade térmica como valor-D e valor-Z (BERMUDEZ-AGUIRRE; CORRADINI,
2012), porém é necessario que as possiveis causas destes efeitos sejam analisadas
adequadamente para evitar subestimacdes ou superestimacbes dos valores
calculados.
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3 OBJETIVOS

A presente pesquisa teve o objetivo geral de avaliar a resisténcia térmica de
Salmonella Typhimurium e S. Derby em condi¢des similares a etapa de escaldagem
no abate de suinos e com diferentes pH e concentracdes de matéria-organica.

E tiveram-se como objetivos especificos do estudo:

— Avaliar a diferenca de resisténcia térmica entre os sorotipos S. Typhimurium

e S. Derby.

— Avaliar a interferéncia da matéria organica na destruicdo térmica de S.

Typhimurium e S. Derby em agua de escaldagem a 62°C.

— Auvaliar o efeito do pH na sobrevivéncia de S. Typhimurium e S. Derby em
agua de escaldagem a 62°C.
— Determinar parametros de estimativa de destruicdo térmica de S.

Typhimurium e S. Derby e tempos de reducdo decimal (Valor D).
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4 CAPITULO 1 - EFEITO DO PH E DA MATERIA ORGANICA NA
RESISTENCIA DE Salmonella TYPHIMURIUM E DERBY EM AGUA DE
ESCALDAGEM DE ABATE DE SUINOS

4.1 RESUMO

A etapa de escaldagem do abate € capaz de reduzir grandes quantidades de
contaminagdes superficiais das carcagas suinas, sendo assim, o0s riscos de
contaminagBes cruzadas nas etapas posteriores podem estar diretamente
relacionados a esta atividade. Sendo assim, € essencial conhecer os fatores
associados a eficiéncia deste processo para reduzir as chances de sobrevivéncia de
patégenos como Salmonella. Por isso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
resisténcia térmica de Salmonella Typhimurium e Derby in vitro, simulando a
escaldagem de abate de suinos e em agua com diferentes pH e concentracbes de
matéria-organica. Os sorotipos de Salmonella foram quantificados nos tempos 0, 1,
3 e 5 minutos em amostras de tanque de &gua de escaldagem com 11% de
renovacao coletadas com 0, 2 e 4 horas de abate aquecidas a 62°C em banho-
maria. Também foram analisadas variagfes desta dgua com pH &cido, neutro e
alcalino. Foram ainda realizadas analises de matéria organica, turbidez e cloro
residual livre das amostras de agua de escaldagem de cada periodo de coleta. Os
resultados obtidos apontaram uma elevacdo significativa nos niveis e matéria
organica da agua no decorrer do abate, sendo a turbidez uma medida indireta de
avaliacdo com forte correlagcdo deste parametro. Em cinco minutos a 62°C houve
uma reducdo média de 3,19 logio UFC/mL de Salmonella na 4gua de escaldagem e
valor-D médio de 1,65 minutos. Os sorotipos pesquisados foram mais sensiveis em
agua quente em pH alcalino do que em pH neutro, e a matéria organica nao foi
capaz de interferir na sobrevivéncia de Salmonella. Sendo assim uso do 6xido de
calcio alcalinizando a agua mostrou ser eficaz acelerando em aproximadamente
17% a destruicdo dos micro-organismos. As maiores reducdes foram observadas
com um minuto de estresse térmico, sendo o sorotipo Derby mais resistente no
minuto inicial, tal fato poderia favorecer sua maior sobrevivéncia uma vez que in loco
0 micro-organismo pode estar localizado em regides protegidas do animal e sofrer o
estresse por um tempo ou temperatura menor. Ja sem a temperatura elevada, tanto
pH acido como alcalino ndo apresentou efeito significativo em cinco minutos.
Conclui-se que o acumulo de matéria organica na agua de escaldagem a 62°C por
cinco minutos néo foi relevante para sobrevivéncia de Salmonella e tais parametros
mostraram ser eficientes para eliminacdo do micro-organismo, sendo ainda
potencializado com o uso do éxido de calcio.

Palavras-chave: cal, calor, inativacéo, letalidade, sobrevivéncia
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4.2 Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a maior quantidade das doencas
veiculadas por alimentos no mundo é causada pelo género Salmonella, com mais de
10 milhdes de casos todo o ano (WHO, 2015). No Brasil, Salmonella sp. esta
envolvido em quase 40% dos casos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA),
e nos Estados Unidos da América € responsavel por gastos com tratamentos e
hospitalizagdes, que chegam a mais de 3 bilhdes de ddlares por ano (BRASIL, 2014;
CDC, 2015; USDA, 2013).

Ha uma ampla variedade de sorotipos de Salmonella ja identificados, entre
eles, Typhimurium e Derby destacam-se entre as principais envolvidas tanto na
criacdo de suinos, na terminagdo, como também nos abatedouros (ARGUELLO et
al., 2013; BERSOT et al., 2011; HALD et al., 2003; LI et al., 2016; VAN HOEK et al.,
2012).

No processo de abate de suinos, algumas etapas podem aumentar o nivel
de contaminacdo das carcacas, como a depilacdo, o polimento e a evisceragao, e
outras podem proporcionar redugcéo, como a escaldagem e o chamuscamento sendo
estas consideradas as Ultimas etapas que causam reducao significativa no nimero
de micro-organismos (BERENDS et al., 1997; HALD et al., 2003). De acordo como
Van Hoek et al. (2012), a presenca de Salmonella no ambiente de abate pode
chegar até a 96,6% das carcacas no inicio do abate e até as etapas finais este
percentual pode ser reduzido em até mais de trés vezes.

A escaldagem ocorre em temperaturas e tempos que diferem entre diversos
paises, sendo que no Brasil é realizada em temperaturas de 62 a 72°C por 2 a 5
minutos (BRASIL, 1995). E se a escaldagem for realizada em temperaturas
reduzidas, o risco das carcacas serem contaminadas nas etapas posteriores do
abate de suinos pode ser dobrado (HALD et al., 2003). Para que os parametros de
escaldagem possam ser regulados de forma eficiente para o controle e eliminacao
de Salmonella, € necessario que os efeitos que cada um deles ocasiona na
resisténcia deste micro-organismo possam ser conhecidos.

Das pesquisas de resisténcia ao calor ja realizadas, mesmo estudos muito
semelhantes apresentaram resultados diferentes. Uma das causas dessas

diferencas € a variabilidade entre sorotipos. S. Senftenberg é considerado o mais
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resistente com valor-Dsyc de 14,9 até 27,3 minutos em agua de escaldagem de
aves, muito maior que o observado com outros sorotipos (HUMPHREY, 1981).

A entrada dos suinos no tanque de escaldagem eleva a quantidade de
residuos como fezes, urina e sujidades da pele que sao deixadas na agua (BOLTON
et al., 2003). Por isso, 0 grau de renovacdo da agua passa a ser um fator que pode
ser importante na definicAho de parametros adequados para reducdo da
contaminagcdo neste processo. Pois, com a maior concentracdo de proteinas na
agua, Salmonella pode resistir também por um tempo maior a temperatura elevada
(BUNCIC; SOFO0S, 2012; HUMPHREY, 1981; JAY, 2005; SORQVIST et al., 1990).

Do inicio ao término do dia de abate ha também uma elevacdo da
contaminagao por Salmonella no ambiente do matadouro (HALD et al., 2003) que
eleva os riscos de contaminacdes cruzadas. Pode haver uma relacéo deste aumento
na contaminacdo ambiental com a constante elevacdo da matéria organica na agua
de escaldagem. Utilizando 4gua de escaldagem do inicio e término do abate de
aves, Humphrey (1981), observou diferencas significativas no valor-D de diversos
sorotipos Salmonella, entre eles houve um aumento de até 30 minutos com o
sorotipo Typhimurium na agua de escaldagem do final do abate a 52°C.

Outro fator relevante € o pH da &agua, Salmonella é mais sensivel a
condi¢cdes de pH abaixo de 4,5 e acima de 9. Ja a faixa entre 4,5 e 9 permite que
Salmonella possa se multiplicar se as demais caracteristicas do meio em que esta
forem propicias, sendo que a sua maior resisténcia a temperaturas elevadas ocorre
em um pH levemente acido, de 5,9 a 6,5 (BLACKBURN et al.,, 1997; BORCH,;
NESBAKKEN: CHRISTENSEN, 1996; CASADEI et al., 2001; MANAS et al., 2003).

Historicamente, coadjuvantes eram recomendados para serem adicionados
na escaldagem, como o Oxido de calcio (cal virgem), que pode elevar o pH até
valores proximos a 11, alterando também as caracteristicas fisicas e quimicas do
meio e assim facilitando a depilagdo (SWATLAND, 2006; WARNER, 1921). Este pH
elevado pode também contribuir para eliminacdo de micro-organismos na
escaldagem, entretanto ha pouca informacdo sobre o uso do Oxido de calcio na
literatura e sobre sua eficacia e seguranga para uso na escaldagem.

Um componente que poderia interferir na resisténcia de Salmonella na
escaldagem é o cloro. Trata-se de um agente oxidante comumente utilizado no
tratamento da agua pela sua forte acdo desinfetante (MEYER, 1994), sua utilizac&o

no tratamento da agua das industrias de produtos de origem animal é recomendada
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por diversos paises, sendo estabelecido limites de cloro residual livre em
concentracbes de 0,5 ppm até 2 ppm (BRASIL, 1952, 1998; PEARCE et al., 2004).
Entretanto, tais limites regulamentados sao considerados muito baixos para que sua
atividade bactericida seja adequada (BOLDER, 1997; JAMES et al., 2000).

A cinética de inativacdo pode apresentar diferencas importantes quando o
meio em que a bactéria € submetida a elevadas temperaturas é modificado. A carne
bovina com concentragbes de gordura diferentes pode ser capaz de proteger o
micro-organismo e assim elevar o valor-D, passando a apresentar uma regressao
com porcbes nado lineares com a presenca de periodos lag e efeitos de cauda
(JUNEJA; EBLEN, 2000). Em processos de duragcao curta, como a escaldagem,
estas ocorréncias poderiam favorecer ainda mais a sobrevivéncia dos patdégenos.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a resisténcia térmica de
Salmonella Typhimurium e S. Derby in vitro em condi¢cfes similares a escaldagem de
abate de suinos aplicando variacbes combinadas de pHs e concentracdes de
matéria-organica diferentes para compreender os efeitos que estes causam na

eliminacdo destes dois sorotipos.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Preparo das amostras de agua de escaldagem

Em trés datas distintas foram coletadas trés amostras de 1,5 litros cada de
agua de tanque de escaldagem de um matadouro-frigorifico de suinos, que nos dias
de coleta teve um abate médio de 1.118+115 carcacas com duracédo de cinco horas.
As amostras foram coletadas em um ponto na regido central do tanque entre a
entrada e a saida de dgua em trés periodos diferentes: antes do inicio do abate (P1),
apos duas horas (P2) e apds quatro horas do inicio do abate (P3).

O tanque de escaldagem utilizado no estabelecimento tinha capacidade de
16.000 litros foi mantido com renovacdo constante da agua com média de
11,75+2,66% e a temperatura foi monitorada periodicamente com média de
63,11+0,24°C das trés repeticdes.

Apoés a coleta, as amostras de agua eram imediatamente armazenadas em

caixas isotérmicas com gelo e enviadas para o laboratorio para a realizacdo do
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experimento. O tempo transcorrido entre coleta, chegada ao laboratério e inicio do
experimento foi de aproximadamente 24 horas.

Apds o recebimento da agua, 500 mL de cada amostra dos diferentes
periodos de coleta foram separados para a realizacdo das analises de teor de cloro,
matéria organica e turbidez, e o restante da agua foi dividido em trés frascos para o
ajuste do pH, pré-fixados em 4, 7 e 11 cada. Estes valores foram definidos para
simular condicdes que podem ser encontradas in loco dadas as possibilidades de
adicdo de adjuvantes na agua, como o oxido de célcio.

Em um frasco ndo foi realizado o ajuste do pH, que apresentou valor
aproximado de 11, os dois demais foram ajustados em valores aproximados a 4 e 7
com solucdes de 0,1 e 1 M de HCI e NaOH. Os valores foram mensurados em
potencidometro digital (Marte®, MB-10).

ApoOs o ajuste do pH, cada sub-amostra de agua de escaldagem com
diferentes pH foi dividida em 9 tubos de ensaio com aliquotas de 9 mL cada, e
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Desta forma foram obtidos tubos
com agua de escaldagem com diferentes combinacfes de variaveis de pH e matéria
organica.

As amostras separadas para as analises fisico-quimicas foram analisadas
conforme metodologia estabelecida pela APHA (2012) para a determinacéo do teor
de cloro e da turbidez, e a concentracdo de matéria organica conforme metodologia
descrita pelo Laboratdrio Nacional de Referéncia Animal — LANARA (BRASIL, 1981).

4.3.2 Preparo dos in6culos de Salmonella

Foram utilizadas cepas de S. Typhimurium e S. Derby, sorotipadas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), oriundas de fezes de suinos de um
matadouro-frigorifico obtidas de um projeto de pesquisa realizado anteriormente
(BERSOT, 2005).

As culturas armazenadas em agar conservacdo foram transferidas para
tubos de Brain Heart Infusion (BHI, Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas para
recuperacado das células injuriadas. Apés a incubacéo foram novamente transferidas
para tubos eppendorf com &gar conservacao, incubadas a 37°C por 24 horas e
armazenadas em refrigeragdo a 4°C, sendo estas culturas utilizadas durante o

experimento.
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O in6culo foi preparado com a transferéncia de uma aliquota de cada cultura
para duplicatas de placas de agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Difco) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, as colbnias foram avaliadas
quanto a sua morfologia.

A fim de se obter colonias em fase estacionaria, as culturas obtidas foram
transferidas das placas de &gar XLD para frascos tipo Erlenmeyer contendo 100 mL
de caldo BHI e incubados em agitacdo com agitador orbital (Biosan®) a 37°C por 18
horas.

Em seguida as culturas foram centrifugadas (Fanem®) a 3.600xG por 15
minutos, os sobrenadantes dispensados e os pellets novamente suspensos em
solucdo salina 0,85%. Em seguida, foram realizadas diluicbes decimais e a
quantificacdo desta suspensao pelo método de espalhamento superficial (spread
plate) em Agar Triptona de Soja (TSA, Difco®). As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas e contadas, obtendo um inéculo com a concentracdo de 8-9 log
UFC/mL.

Para assegurar a padronizacdo do indculo obtido e a fase de crescimento
adequada das cepas, foi determinada previamente a curva de crescimento das
mesmas cepas de S. Derby e S. Typhimurium, nas mesmas condi¢des de incubagao
em caldo BHI descritas acima e com quantificacdes realizadas a cada duas horas
desde o inicio da incubacao até 24 horas.

4.3.3 Teste de resisténcia

Apds o preparo dos tubos com agua de escaldagem com diferentes pHs e
concentracbes de matéria organica, inicialmente cada um dos tubos foram
aguecidos em banho-maria até a estabilizacdo da temperatura a 62°C.

Durante toda a execucdo do teste a temperatura da agua foi
permanentemente monitorada com termémetro simulando as mesmas condi¢des da
agua de escaldagem dos suinos.

Apos a equalizagéo da temperatura, 1,0 mL de cada um dos in6culos de S.
Derby (SD) e S. Typhimurium (ST) foram transferidos assepticamente para cada
uma das duplicatas dos tubos com agua de escaldagem a 62°C com diferentes
combinacdes de pH e matéria organica e homogeneizados por 8 segundos.

A partir da adicdo dos inéculos o tempo transcorrido foi registrado e nos

tempos, 1 minuto, 3 minutos e 5 minutos foram retiradas aliquotas dos tubos
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correspondentes previamente homogeneizados para diluicdo seriada em tubos de
solucéo salina 0,85% em temperatura ambiente.

Em cada série de diluicbes aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para
placas de Agar Triptona de Soja (TSA, Difco®) conforme método de espalhamento
em superficie e incubadas a 37°C por 24 horas.

Amostras de agua de escaldagem em temperatura ambiente também foram
inoculadas com os mesmos sorotipos de Salmonella e aliquotas foram retiradas nos
mesmos intervalos de tempo que nos tratamentos citados anteriormente para a
contagem de unidades formadoras de coldnias, porém, sem serem submetidas a
temperatura de 62°C. Neste caso, apenas o efeito do pH e da matéria organica
foram avaliados.

No controle negativo, foram analisadas aliquotas de amostras de tubos de
agua de escaldagem de cada combinacdo de pH e matéria organica apdés a
esterilizacdo. Foi utilizado o método de plagueamento em profundidade em placas
de Agar Triptona de Soja (TSA, Difco®), incubadas a 37°C por 24 horas.

4.3.4 Analise estatistica e determinacédo dos valores D

O experimento levou em consideracdo um delineamento experimental com
quatro variaveis (Sorotipo, pH, matéria organica e tempo), possibilitando 72
combinagdes diferentes e foi repetido trés vezes.

Valores-D foram calculados com o software Microsoft Excel® 2010,
utilizando a férmula Deoc = (T finai— T iniciat) / (109 C iniciat — 109 C fina)) conforme Spinks
et al. (2006), sendo T = Tempo transcorrido do teste em temperatura de 62°C e C =
Resultado da contagem de Salmonella.

Os resultados fisico-quimicos e os valores-D calculados foram analisados
através de andlise de variancia ANOVA, sendo as comparacdes multiplas realizadas
através do teste Tukey e a correlacdo entre a concentracdo de matéria organica e a
turbidez avaliada pelo método de Pearson.

Ja as contagens obtidas dos testes de resisténcia em funcdo do tempo
foram analisadas através do teste de Kruskal-Wallis para comparacdes simples e
multiplas entre as combinagdes obtidas.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através do software
MINITAB 17 (© 2013, 2015 Minitab, Inc.).
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4.4 Resultados

4.4.1 Anélises fisico-quimicas

Os resultados dos parametros fisico-quimicos avaliados estdo agrupados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios de cloro livre, matéria organica e turbidez de acordo com o
periodo de coleta.

Matéria organica

Periodo de coleta Cloro livre (mg/L) Turbidez (UT)

(mg/L)
Inicio (TP1) <0,02 (0)? 1,22 (0,27) 53,67 (36,94)°
Meio (P2) <0,02 (0)? 12,77 (0,31)° 138,33 (27,50)
Fim (P3) <0,02 (0)? 19,97 (2,73)° 183,00 (40,62)"

Comparag0es realizadas entre colunas com nivel de significancia de 5%.

Desvio-padrdo (DP) das médias representados entre parénteses.

Resultados obtidos de trés repeticdes em agua de escaldagem obtida em frigorifico de abate de suino antes do
processo de esterilizagdo em autoclave.

Com relagdo ao cloro residual livre, em todas as amostras de &gua
analisadas foram observados que os teores de cloro apresentaram-se em valores
abaixo de 0,02 mg/L, inferiores a capacidade de deteccdo do método utilizado. Ja
para a matéria organica foram encontradas diferencas significativas (P<0,05) entre
as concentracfes obtidas na agua de escaldagem, tendo ocorrido um aumento
gradual da concentracdo até a amostra do término do abate (T3), 0 que era um

resultado esperado. Tal resultado pode ser claramente visualizado na figura 1.

—

Figura 1 — Exemplificagdo de amostras de agua de tanque de scaldaem, sendo (A) inicio;
(B) 2 horas de processamento e (C) 3 horas de processamento

Um comportamento semelhante a concentragcdo de matéria organica

também foi observado nos resultados da turbidez. Neste parametro houve maior
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variabilidade nos resultados entre as repeticdes, e diferencas significativas (P<0,05)
ocorreram entre o inicio e o fim do abate, no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre P1 e P3 (Tabela 1).

Avaliando os parametros de matéria organica e turbidez em conjunto, ambos
apresentaram forte correlacédo (p = 0,80) entre seus resultados, porém, em virtude
dos resultados obtidos para turbidez, a utilizacdo do mesmo como forma indireta
para mensuracdo da matéria organica da 4gua de escaldagem € menos precisa.

A agua de escaldagem apresentou pH elevado antes do ajuste, média de
11,21+0,22, e nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre os periodos de

coleta.
4.4.2 Testes de resisténcia

Considerando as contagens iniciais dos inéculos e as contagens obtidas
apos 5 minutos de incubacdo a 62°C, independentemente do sorotipo, da matéria
organica e do pH, a diferenca entre as médias das contagens do inéculo inicial ao
tempo cinco foi de 3,19 log UFC/mL e, nas condi¢des do estudo, o valor-Dgzec médio
foi de 1,65 minutos para ambos os sorotipos estudados.

Na comparacdo entre sorotipos Typhimurium e Derby, desconsiderando os
periodos de coleta e os pHs, ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) nos valores
Ds2oc que foram de 1,61 e 1,68 minutos, respectivamente.

S. Typhimurium em agua de escaldagem do meio do abate (P2) apresentou
valor D menor em pH 11 (1,17 minutos) do que em pH 7 (1,91 minutos) e 4 (1,72
minutos). Entretanto nas demais interacfes entre sorotipos, pH e matéria organica
nao foram observadas diferencas nos valores D (P>0,05), devido a maior
variabilidade dos resultados, Tabela 2.

E desconsiderando os efeitos dos pHs e dos sorotipos, também nao foi
observada diferenca estatistica (P>0,05) entre 0s Deyoc Obtidos dos periodos de
coleta de 4gua de escaldagem (P1, P2 e P3) indicando que a matéria organica nao
exerceu influéncia sobre a resisténcia térmica de Salmonella.

J4 a média das combinacbes em pH neutro apresentaram valor-D (1,78
minutos) maior que os demais, sendo significativamente diferente (P<0,05) do pH
alcalino. Indicando que Salmonella é mais sensivel a 62°C nesta condi¢cdo, com
valor-D de 1,48 minutos, 16,85% menor que em pH neutro. Os tempos de reducéo

decimal calculados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores-Dgxc €m minutos entre os periodos de coleta (P1, P2, P3) para os
sorotipos Typhimurium e Derby estudados de acordo com o pH.

Sorotipo Periodo de pH
coleta 4,10+0,7 7,45 +0,42 10,90 + 0,56
Salmonella P1 1,53 + 0,052 1,74 £ 0,162 1,57 + 0,0321
Typhimurium P2 1,72 +0,132 1,91 +0,172 1,17 + 0,27
P3 1,62 + 0,622 1,98 + 0,322 1,31 + 0,452
Salmonella P1 1,81 +0,722 1,54 + 0,282 1,81 +0,182
Derby P2 1,79 £ 0,252 1,71 +£ 0,352 1,44 + 0,132
P3 1,59 £ 0,342 1,83+0,162 1,58 + 0,052
Média 1,68% 1,782 1,48°

Comparag0es realizadas entre colunas de cada linha.
Médias que nao compartilham uma letra sao significativamente diferentes (P<0,05).

E apesar de o pH contribuir para maior sensibilidade da Salmonella a 62°C,
quando avaliado em temperatura ambiente ndo apresentou efeito significativo
(P>0,05) isoladamente em cinco minutos. Este mesmo comportamento foi
observado, entre os sorotipos e as diferentes concentracdes de matéria organica.

O gréfico de efeitos observados (Figura 2) entre cada fator evidenciou o
comportamento de Degxec Observados na andlise de variancia. Ndo houve diferenca
estatistica nas médias logaritmicas entre os sorotipos de Salmonella, e apesar de ter
ocorrido uma reducdo constante na meédia de UFC/mL em funcdo da matéria
organica, nesta pesquisa nao foi possivel observar diferenca significativa entre as
combinagbes deste fator, e ainda, considerando o efeito protetor esperado da
matéria organica, o resultado observado foi contrario ao esperado. Efeitos

significativos podem ser visualizados em relacéo ao pH e ao tempo.
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Sorotipo Matéria organica pH Tempo
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Média de log UFC/ml

55

50
SD ST P1 P2 P3 4 7 10 0 1 3 5

SD — Salmonella Derby; ST — Salmonella Typhimurium; P — Periodos de coleta com diferentes concentra¢des de
matéria organica.

Figura 2 — Efeitos das contagens médias de Salmonella em relac@o as variacbes de cada
fator pesquisado.

As interacdes entre as contagens medianas de S. Derby e S. Typhimurium
em agua de escaldagem em temperatura de 62°C com diferentes concentracdes de
matéria organica e pHs em relacéo ao tempo de exposi¢cdo podem ser visualizadas
na Figura 3. De modo geral, ndo houve diferencas significativas (P>0,05) em
comparacdes considerando as trés variaveis em conjunto (sorotipo, pH e matéria
organica). Entretanto, quando algumas variaveis séo avaliadas individualmente,
como o pH ou sorotipo em relacdo ao tempo de exposicao, apresentaram diferencas

significativas.
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Figura 3 — Contagens medianas de S. Derby (SD) e S. Typhimurium (ST) em agua de
escaldagem a 62°C com diferentes variacdes de pH e matéria organica em relacdo ao
tempo em minutos.

Considerando as medianas das contagens obtidas para cada combinacéo
em relacdo ao tempo, a dispersdo dos resultados foi praticamente linear nos tempos
0 a 3 e no tempo 5 ocorreu efeito de cauda, ndo sendo observada diferenca
significativa (P>0,05) entre os tempos 3 e 5 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Contagens medianas (log UFC/ml) de Salmonella entre os tempos de estresse
térmico e os pHs utilizados.

Tempo pH Mediana® (log
(minutos) 4,10+ 0,7 7,45+ 0,42 10,90 + 0,56 UFC/ml)
0 8,37%! 8,37%! 8,37%! 8,37%
1 7,78% 7,89% 6,892 7,48
3 5,80%° 5,64%3 5,143 5,46
5 5,373 5,522 4,13 5,31%

Mediana® (log ab6 a6 b6
UFC/ml) 6,43 6,52 5,53

Medianas que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes (P<0,05).
Comparag0es realizadas entre as combina¢des de mesmo numero.

Ja as medianas obtidas dos pHs avaliados, desconsiderando sorotipos e
concentracbes de matéria organica, apresentaram as mesmas diferencas entre as
variaveis testadas da andlise dos valores-D. Entretanto, destaca-se que nas
comparacoes diferenciando também entre os tempos, a &gua em pH 4 dos tempos 1
e 3 também apresentaram diferencas significativas (P<0,05) em relacdo a agua com
pH 11, Tabela 3. A maior sensibilidade de Salmonella em pH 11 também pode ser

visualizada na Figura 4.
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Figura 4 — Comparacgédo das contagens medianas de Salmonella em agua de escaldagem a
62°C com pH 4, 7, e 11 em fun¢do do tempo em minutos.
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As principais diferencas entre os sorotipos por tempo, desconsiderando o
efeito do pH e da matéria organica, foram observadas com um minuto apés inicio do
estresse térmico. S. Typhimurium no tempo 1 apresentou uma mediana de 7,18 log
UFC/mL, menor que S. Derby com mediana de 7,82 log UFC/mL, diferindo

significativamente (P<0,05), Figura 5.
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Intervalo de confianca de 95% para a média de cada sorotipo por tempo.
Pontos nado preenchidos indicam a mediana e pontos cheios indicam a média de cada conjunto de dados.

Figura 5 — Comparacédo das contagens de Salmonella sorotipos Derby (SD) e Typhimurium
(ST) a 62°C em funcao do tempo em minutos.

Ja as contagens das medianas das diferentes concentracbes de matéria
organica, para ambos os sorotipos de Salmonella e diferentes pHs, nao diferiram
significativamente (P>0,05) em nenhum dos quatro tempos avaliados nesta

pesquisa.

45 Discussao

Avaliar os fatores que afetam a resisténcia de micro-organismos no abate de

suinos é dificil quando realizada in loco, pois ha uma grande variedade de fatores
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gue ndo podem ser controlados e parametros dificeis de ser padronizados. Esta
pesquisa in vitro, buscou simular condicdes que escaldagem de suinos com
caracteristicas padronizadas para compreender melhor os efeitos da matéria
orgéanica e do pH entre dois sorotipos Typhimurium e Derby.

Devido a grande quantidade de micro-organismos presentes, foi necessaria
a esterilizacdo da agua em autoclave para adequada avaliacdo dos parametros.
Segundo Humphrey (1981), a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 15 minutos
acarreta na reducdo de 0,2 unidades de pH e na precipitacdo de proteinas da agua
de escaldagem de abate de aves. Neste estudo, a mesma variacdo de pH foi
observada, assim como, a precipitacdo de proteinas também foi observada
principalmente nas amostras de pH acido e neutro. A presenca de hidroxido de
calcio (cal) e a alta quantidade de matéria organica, ambos atuando como
tamponantes, também dificultou o ajuste de pH da agua de escaldagem e causou
diferencas nos pHs ajustados.

O cloro livre pode reagir com a matéria organica e outros componentes
presentes na agua (BUNCIC; SOFOS, 2012; LORETZ; STEPHAN; ZWEIFEL, 2011;
MEYER, 1994). Por ser volatil, parte do cloro da agua também pode ter sido perdido
no tempo transcorrido entre a coleta e o transporte, e a temperatura elevada durante
a esterilizagdo ainda acelerado sua reagdo com 0s componentes da agua, reduzindo
o cloro residual livre a niveis muito baixos ou nulos, insignificantes para afetar a
eliminacdo da Salmonella. O efeito do cloro combinado com a agua foi observado
por James et al. (2000) com reducdes de até 1,86 log UFC/cm?, entretanto com
concentragdo de 250 ppm.

Os valores-Dgyoc Observados neste estudo, média de 1,65 minutos, foram
maiores que os descritos por Bolton et al. (2003), que mesmo utilizando uma
temperatura uma inferior, obteve Dgoec entre 0,9 a 1,5 minutos. Entretanto, foram
inferiores aos tempos de destruicdo térmica de 3,77 a 4,5 minutos em agua com
diferentes percentuais de gordura testados por Juneja e Eblen (2000).
Possivelmente o efeito protetor da matéria organica € inferior ao da gordura,
entretanto, ressalta-se que neste estudo ouve ainda precipitacdo de parte das
proteinas presentes e a auséncia de outros micro-organismos devido a esterilizacéo
da agua que também podem afetar a resisténcia da Salmonella.

Considerando ainda que os valores Dgoec descritos acima por Bolton et al.

(2003) foram obtidos com agua de escaldagem obtidas apds 4 horas de abate, neste
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mesmo periodo de coleta, os valores D nesta pesquisa variaram entre 1,17 e 1,98
minutos. Ressalta-se que os menores valores-D observados nesta pesquisa, 1,17 e
1,31 minutos, foram de ensaios em agua com pH alcalino através da adicdo do
cloro. Porém, esta informacao ndo foi descrita por Bolton et al. (2003), e ainda a
informacdo do numero de animais que entram no tanque é importante, pois pode
estar diretamente relacionada com o grau de contaminac¢ao da agua.

Conforme relatado por Hald et al. (2003), o nivel de contaminacao durante o
processo de abate € constantemente elevado, aumentando em até quatro vezes os
riscos de serem encontrados resultados positivos no final do dia. Tal afirmacéo
poderia ter relacdo com o aumento constante da quantidade de matéria organica no
tanque de escaldagem com renovacao de 11% observado neste estudo e também
por Humphrey (1981), porém, diferente das diferencas encontradas por Humprhey
(1981) que simulou escaldagem de aves a 52°C, esta pesquisa ndo encontrou
diferencas significativas entre as concentracdes de matéria organica provenientes
das amostras inicio e do final do abate, ocorrendo ainda indicios de um efeito
contrario ao exposto pelo autor, talvez a elevacdo da temperatura até 62°C seja
capaz de encobrir o efeito protetor da matéria organica e o tempo de cinco minutos
deste estudo também seria insuficiente para evidenciar este efeito.

Uma vez que os efeitos da concentracdo de matéria organica fossem
significativos para aumentar a sobrevivéncia de Salmonella na agua, a afericdo
desta concentracdo através da turbidez poderia ser uma alternativa de teste rapido
para a industria realizar de ajustes na renovagdo da &gua dos tanques de
escaldagem durante o abate. Entretanto os resultados observados neste estudo
evidenciaram a menor precisao da avaliacdo da turbidez da agua.

As interacdes entre os fatores, sorotipo e matéria organica, sorotipo e pH e
pH e matéria organica ndo foram significativas (P>0,05) para o modelo ajustado
deste estudo. De modo geral Salmonella Derby foi significativamente (P<0,05) mais
resistente que S. Typhimurium até o minuto inicial da escaldagem, entretanto as
guantidades se igualam no decorrer do tempo. Diferente do encontrado por
Humphrey (1981) em que observou diferencas entre os sete sorotipos testados por
ele. Ainda, variacdes entre diferentes origens de isolados do mesmo sorotipo podem
ocorrer em até quase um minuto de diferenca no valor-D (JUNEJA; EBLEN, 2000).
Possivelmente a maior resisténcia da S. Derby no inicio desta simulacdo de

escaldagem possa ser relevante in loco, dada a possibilidade dos micro-organismos
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se albergarem em fissuras ou camadas mais profundas da pele dos animais
(MORILD; OLSEN; AABO, 2011) e assim permanecerem em menor tempo em
contato com a temperatura elevada. Van Hoek et al. (2012), detectou o sorotipo
Derby em maiores percentuais que o Typhimurium apds a escaldagem em diferentes
pontos do processo de abate. Entretanto, esta possibilidade de diferenciacdo pode
nao ser clara, uma vez que isolados de abate de ambos o0s sorotipos também foram
encontrados em quantidades praticamente iguais por Pearce et al. (2004), e nos
surtos alimentares o sorotipo Typhimurium € muito mais isolado que o Derby nos
casos DTA identificados (CDC, 2014; PEARCE et al., 2004).

O efeito de cauda observado entre os tempos 3 e 5 também ¢é descrito por
outros autores em diferentes tempos apOs o inicio da destruicdo térmica das
bactérias (BLACKBURN et al., 1997; BOLTON et al., 2003; JUNEJA; EBLEN, 2000).
Este efeito e também o de lag alteram a ideia de que a destruicdo térmica ocorre de
modo linear, pelo menos em condicdes néo ideais. Eles podem ocorrer pela
protecdo causada por agregados de células juntamente com a matéria organica e
pela resisténcia da Salmonella através da producdo de proteinas de choque
(BERMUDEZ-AGUIRRE; CORRADINI, 2012; BOLTON et al., 2003; LINDQUIST,
1986, 1992). Apesar de ser uma resposta temporaria, uma vez que as proteinas de
choque sado produzidas, as bactérias podem resistir mais a estresses subsequentes
ou entdo se tornarem mais virulentas ou invasivas (NIELSEN et al., 2013).

O valor-D dos resultados deste estudo foi calculado considerando os efeitos
de calda observados, diferente do realizado por alguns autores que utilizam apenas
a parte em linha reta de seus resultados (BERMUDEZ-AGUIRRE; CORRADINI,
2012; JUNEJA; EBLEN, 2000; PAGAN et al., 1999; SPINKS et al., 2006). Entretanto,
ndo adicionar estes efeitos no calculo, pode evitar subestimacdes se estes forem
devido a falhas experimentais, ao método de cultivo utilizado ou outros que nao
relacionados a resisténcia do micro-organismo.

A maior sensibilidade da Salmonella em pH alcalino do que em acido
também foi observada por Humphrey (1981) e Mafias et al. (2003). Conforme
Blackburn et al. (1997) o pH 6timo para sobrevivéncia de Salmonella enteritidis esta
entre 5,9 a 6,5, e este deslocamento de afinidade para um pH ligeiramente acido
pode estar relacionado ao observado neste estudo. Sendo assim a alcalinizacdo da
agua de escaldagem com o 6xido de calcio além de contribuir para a remocéo dos

pelos, poderia também contribuir para eliminar uma maior quantidade de micro-
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organismos nesta etapa de processo por estar mais distante da condicdo de maior
resisténcia, reduzindo em aproximadamente 17% o tempo de reducao decimal.

A cal (6xido de calcio) possui baixo custo, tem poder desinfetante e é
utilizada na desinfec¢cdo de ambiente como instalagbes de animais (TOZZETTI et al.,
2009). Ha muitos anos que a cal era recomendada na escaldagem de suinos e
atualmente ainda € utilizada em alguns abatedouros (WARNER, 1921). Entretanto,
ndo sao conhecidos claramente 0s possiveis riscos que o0s residuos deste
componente poderiam causar para saude do consumidor.

As diferencas entre as concentragcdes de matéria organica e entre o pH
poderiam ser mais evidentes com um tempo maior do que 0s cinco minutos deste
estudo, mas desviam do tempo maximo estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 1952, 1995). Para obter reducdes de até 4 log de Salmonella
Typhimurium, Tiganitas et al. (2009) precisaram submeter este sorotipo por mais de
719 horas em pH 4,5 e a 10°C. Como a matéria organica nao exerce um efeito
deletério e sim protetor, este foi menos impactante em um curto periodo de tempo
do que o efeito deletério do pH, onde foi possivel observar diferencas significativas
entre pH neutro e alcalino em temperatura elevada neste estudo, mas em
temperatura ambiente os valores-D nao diferiram significativamente (P>0,05) em
nenhum dos fatores testados. A baixa diferenca entre os valores-D dos pHs acido e
neutro observados neste estudo, diferem do tempo de reducéo descrito por Mafas
et al. (2003), que do pH 6 para 4 a 56°C reduziu o valor-D de 2,2 para 0,89 minutos.

A relacdo entre a infeccdo dos animais no pré-abate com a contaminacao
das carcacas no abate, seja a contaminacao proveniente da propria carcaca como
cruzada através do contato entre carcagcas ou por intermédio dos equipamentos
utilizados no abatedouro (BERENDS et al., 1997; MANNION et al., 2012; MARIER et
al., 2014), pode trazer o foco do controle de contaminagdo para o pré-abate. De fato,
apesar da elevada temperatura da agua de escaldagem reduzir grande parte dos
contaminantes, se uma carga muito grande de micro-organismos estiver entrando
constantemente no tanque, esta agua pode se tornar um meio de contaminacao
cruzada entre as carcacas, além disso, a eliminagédo dos patdgenos na escaldagem
ocorre basicamente na superficie externa das carcacas e ainda ha o risco de
contaminacdo pelo conteudo do trato gastrintestinal e linfonodos das carcacas.

Se a agua de escaldagem estiver contaminada durante o abate, o maior

risco de ocorrerem contaminagfes cruzadas pode ser devido a entrada da agua
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contaminada através da boca, da garganta e pelos pulmdes do animal, espalhando
pelo ambiente durante a evisceracédo (HALD et al., 2003).

Van Hoek et al. (2012) encontrou concentracdes de Salmonella na sangria
entre 0,4 e 1,75 log NMP/cm?2 na superficie de carcacas de suinos e
aproximadamente 1,88 log NMP/g em amostras de swab retal. Comparando os
resultados obtidos pela autora com os parametros estabelecidos pela legislacéo
brasileira utilizada neste estudo, a agua a 62°C por 5 minutos pode oferecer boa
seguranca para o0 processo de abate uma vez que seria capaz de reduzir quase
duas vezes a quantidade detectada nas superficies das carcacas, se os demais
fatores ndo testados neste estudo fossem irrelevantes. E sua eficiéncia para
eliminacdo de micro-organismos foi também comprovada por Pearce et al. (2004) in
loco, sendo este ponto recomendado pelo autor para ser considerado também como
um Ponto Critico de Controle do programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (HACCP). Ainda, o fato do parametro de renovacdo de agua néo ser
claramente definido, de acordo com esta simulacdo n&o seria relevante para a
sobrevivéncia de Salmonella no tanque, entretanto ficou claro o acimulo de residuos

organicos.

46 Conclusédo

Em &gua de escaldagem a 62°C por 5 minutos, a a¢ao protetora proveniente
da matéria organica presente na agua de escaldagem n&o ocorreu e ndo houve
qualquer efeito significativo na sobrevivéncia de Salmonella, independentemente dos
sorotipos estudados e da interferéncia do pH.

O sorotipo S. Derby foi significativamente mais resistente que o S.
Typhimurium apdés um minuto de estresse térmico, porém, nao apresentou
diferencas apds trés e cinco minutos em agua de escaldagem a 62°C.

A agua a 62°C com o6xido de calcio a um pH de aproximadamente 11, foi
mais eficaz para a eliminacdo de Salmonella do que em meio acido ou neutro,
indicando que, além de auxiliar tecnologicamente na depilacdo, também contribui

para maior eliminacdo de Salmonella.
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Considerando os valores-D obtidos neste estudo, a agua de escaldagem a
62°C é capaz de reduzir concentracdes de até 3 log UFC/mL de Salmonella na
simulacdo em cinco minutos, sendo o bindbmio tempo x temperatura uma importante

variavel para reduzir as contaminagfes nas etapas posteriores de abate.
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5 CONCLUSAO GERAL

As etapas do abate de suinos sao inter-relacionadas de modo que a maior
contaminagdo em uma etapa afeta as seguintes através de contaminacdes
cruzadas. Entre essas etapas, a de escaldagem, quando bem ajustada, pode atuar
como um filtro reduzindo a presenca de Salmonella e de outros micro-organismos
patogénicos no processo de abate.

A quantidade de matéria organica, controlada através do percentual de
renovacdo de agua do tanque de escaldagem ndo teve efeito significativo para
sobrevivéncia de Salmonella, sendo assim, a indefinicdo dos parametros de
renovacao de agua pela Portaria n® 711 de 01 de novembro de 1995 (BRASIL, 1995)
podem ser pouco importante desde que o tempo e a temperatura minima sejam
respeitados.

A agua com o pH alcalino mostrou ser mais eficaz, potencializando a
letalidade térmica de Salmonella. Esta condi¢cédo esta ligada diretamente a adicdo do
oxido de célcio na agua de escaldagem, demonstrando que o cal além de contribuir
para remocéao dos pelos das carcacas também auxilia na redu¢do da contaminacgao.
Porém, as informacdes sobre o uso deste componente sdo escassas e antigas,
muito menos quando relacionadas a seguranga para o consumidor.

Os sorotipos Typhimurium e Derby apresentaram um comportamento
diferente na cinética de destruicdo térmica, sendo o sorotipo Derby mais resistente
no minuto inicial, diferenca que nao foi significativa considerando todo o tempo de
estresse térmico do experimento. As curvas de letalidade de ambos demonstraram
gue em condi¢cOes de escaldagem as redugbes nao sao lineares, apresentando uma
queda mais acentuada no contato inicial e com reducdes minimas nos minutos
finais. Uma das explicacbes para este comportamento pode ser a producdo de
proteinas de choque pelas bactérias.

As reducdes obtidas na pesquisa desta dissertacdo demonstraram uma boa
eficacia de destruicdo de Salmonella em condicbes similares a da escaldagem
industrial, com redu¢cdes maiores que as contagens deste mesmo micro-organismo
obtidas em etapas anteriores citadas por outros autores. Por isso, a agua de
escaldagem a 62°C é eficaz para destruicdo da Salmonella, podendo ainda

minimizar os efeitos de outros fatores como pH e a matéria organica.
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Considerando que a etapa de criacdo e o pré-abate sdo as principais fontes
da contaminacdo das carcacas, sendo o préprio animal o carreador € essencial que
acOes de controle nas propriedades sejam adotadas, reduzindo os riscos de
contaminagdes nas etapas posteriores.

De modo geral, os parametros de escaldagem definidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para o abate de suinos sao eficazes para a
eliminacdo de Salmonella conforme os resultados obtidos por este estudo in vitro.
Ressalta-se que in loco outros fatores também podem contribuir para sobrevivéncia
do patdégeno, como as proprias carcacas, a protecdo das bactérias em foliculos,
fissuras, pulmdes, intestino, entre outros.

A importancia da etapa de escaldagem para a maior seguranga da carne
suina foi evidenciada neste estudo. Espera-se que as informacgdes fornecidas por
esta e outras pesquisas possam contribuir para que ocorram ainda mais avancos na

seguranca dos alimentos produzidos.
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6 APENDICE - METODOLOGIA DE DETERMINACAO DE MATERIA
ORGANICA SEGUNDO LANARA, 1981

6.1 Oxigénio consumido por matéria redutora de permanganato

6.1.1 Matéria organica

A medida da matéria organica fundamenta-se na oxidacdo da matéria
organica pelo oxigénio ativo liberado pelo permanganato de potassio quando
aquecido em meio acido forte. O teste ndo diferencia matéria organica estavel da
matéria organica instavel. Os nitritos, compostos ferrosos, sulfetos e outras

substancias oxidaveis reduzem o permanganato.
6.1.2 Material

Balanca analitica

Béquer de 2000 mL

Erlenmeyer de 250 mL

Proveta de 25 mL

Bureta de 25 mL

Baldo volumétrico de 100 e 1000 mL

Pipeta volumétrica de 10 mL
6.1.3 Reagentes

Solucéo de &cido sulfarico a 25%
Solucédo de permanganato de potassio 0,125 N e 0,0125 N
Solucéo de 4cido oxalico 0,125 N e 0,0125 N

6.1.4 Preparo dos reagentes
6.1.4.1 Solucao de acido sulfurico a 25% isento de matéria organica:

Em béquer de 2000 mL colocar 750 mL de agua destilada. Com o devido

cuidado adicionar 250 mL de acido sulfarico concentrado. Aquecer durante 30
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minutos, mantendo o liquido em ebulicdo e adicionando solucdo de permanganato

de potassio para manter ligeira coloracao résea.
6.1.4.2 Solucdo de permanganato de potassio 0,125 N

Pesar cerca de 4 g de permanganato de potassio, transferir para Erlenmeyer
de 2000 mL e adicionar 1100 mL de agua destilada. Aquecer a ebulicdo pelo menos
por 15 minutos ou até que o volume fique préximo de 1000 mL. Esfriar a temperatura
ambiente. Fechar o frasco e deixar em repouso pelo menos 2 a 3 dias (melhor 1
semana). Filtrar através de cadinho de vidro sintetizado de porosidade fina,
previamente lavado com &cido sulfurico e depois com agua destilada recente. A
solucdo podera também ser filtrada através de 1a de vidro preparada do mesmo
modo que o cadinho. Deixar envelhecer mais 1 semana. O permanganato de
potassio envelhecido e filtrado sera padronizado com solucdo de oxalato de saédio.

Guardar em frasco ambar com tampa de vidro.
6.1.4.3 Titulagdo da solugdo de KMnO,4 0,125 N

Secar 0 oxalato de sddio em estufa a 110° até peso constante. Pesar em
balanca analitica em torno de 200 mg de oxalato de sodio, transferir para
Erlenmeyer e dissolver em 250 mL de agua destilada. Adicionar 7 mL de &cido
sulfarico concentrado e aquecer até cerca de 70°C. Adicionar a solugdo de
permanganato da bureta, com constante agitacdo até coloracdo rosa palido,
persistente por 15 segundos. A temperatura no final da titulacdo n&o deve ser menor

gue 60°C. Fazer 2 ou 3 provas e tomar a normalidade média.

N=(P/67,01)
Vv

N = normalidade da solucédo de KMnO,4 procurada
V = volume da solucdo de KMnO,4 gasto na titulagao
P = peso em mg do oxalato de sédio usado

6.1.4.4 Solucao de permanganato de potassio 0,0125 N

Diluir a solucédo estoque de permanganato de potassio de modo a torna-la
0,0125 N.
O volume (V) da solucao estoque a diluir no volume desejado sera dado pela

formula;
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V = volume desejado x normalidade desejada
normalidade da solucéo estoque

6.1.4.5 Solucao de acido oxalico 0,125 N

Pesar 7,890 g de acido oxalico dihidratado. Transferir para baldo volumétrico
de 1000 mL, dissolver em agua destilada e completar o volume.

5.4.6. Solucéo de acido oxalico 0,0125 N

Diluir 100ml de solucdo de acido oxalico 0,125 N para 1000 mL em baléo
volumeétrico.

Titular com a solugédo de permanganato de potassio 0,0125 N e determinar o
fator da solucdo.

6.1.5 Determinacao

Colocar 100 mL de amostra em Erlenmeyer de 250 mL e adicionar 10 mL de
acido sulfurico a 25% isento de matéria organica. Aquecer em banho-maria até inicio
de fervura.

Adicionar, por meio de bureta, 10 mL de solu¢cdo de permanganato de
potassio 0,0125 N e continuar 0 aquecimento durante 10 minutos exatos, mantendo
o liquido em leve fervura. Terminados os 10 minutos, retirar do banho e adicionar
com bureta 10 mL de acido oxalico 0,0125 N. Continuar adicionando a solucéo de
permanganato de potassio 0,0125 N até reaparecimento da coloracdo rosea. A

temperatura no final da titulacdo n&o deve ser menor que 60°C.

6.1.6 Calculo

mg de oxigénio consumido por litro =V x f

V = volume de solucdo de KMnO,4 0,0125 N gastos na titulagéo

f = fator da solucdo de acido oxalico 0,0125 N

OBSERVACAO: No caso de ndo ser possivel analisar a amostra
imediatamente, adicionar acido sulfarico isento de matéria organica até pH abaixo de
2,0. Com este tratamento a determinacdo podera ser efetuada até 7 dias apds a
coleta.



