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RESUMO

Objetivando comparar a eficiéncia do borbulhamento do géas oz6nio ¢ do oxigénio na reducio
¢/ou destruicdo de bactérias patogénicas em carcacas de frango, 20 amostras foram
contaminadas com 0,5 ml de FLscherichia coli (ATCC 25922) e o mesmo equivalente
contaminado com 0,5 ml de Staphylococcus aureus (ATCC 9801), totalizando 40 amostras.
As carcacas sofreram borbulhamento do gis ozonio e oxigénio durante 7'¢ 15 minutos e,
posteriormente analisadas. O o0zénio apresentou significativo apenas nas amostras
contaminadas com F. coli submetidas ao tratamento por 15 minutos (p<0,05). As contagens
médias detearminadas apos a agdo dos diferentes tipos de tratamentos, foi de 4,14x10°NMP/g,
3,74x10°NMP/g, 4,15x106NMP/g e 3,50x10° NMP/g, para ozonizagdo e oxigénio 7'e 15,
respectivamente. A redugdo nas contagens nas amostras contaminada com Staphylococcus
aureus ndo foi significativa estatisticamente quando os 2 tratamentos foram (p>0,05). As
contagens médias foram comparados a 4,79x106UFC/g, 4,39x106UFC/g, 4,42x1()(’UFC/g e
4,09x10°UFC/g, para o processo de ozonizagdo e oxigenagdo 7’e 15°, respectivamente. Com
base nos dados obtidos no presente estudo, a adogdo do ozonio na desinfeccio da carne,
poderia ser uma alternativa na redugdo de possiveis patogenos provenientes da microbiota

natural, bem como da contaminagdo cruzada.

Palavras-chave: Ozonizagdo, carcaga de frango, bioindicadores de contaminagio.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem sido enfatizado o problema da seguranga alimentar, pois
dentre as enfermidades que acometem a populagio, muitas sio provenientes de alimentos
contaminados.

Dentre os alimentos veiculadores de intoxicagdes destacam-se as carnes e os
produtos carneos. SILVA et al. (1992) consideram que esse fato é proveniente da
precariedade das condigdes higiénico-sanitarias durante o abate dos animais, comercializagio
e consumo, contribuindo para a presenga e multiplicagdo de bactérias patogénicas e/ou
deteriorantes, como € o caso da carne de frango.

A microbiota dos alimentos, principalmente os obtidos em condigdes de higiene
insatisfatorias, ¢ geralmente constituida por bactérias do grupo coliforme, Salmonella spp e
Staphylococcus coagulase positiva, podendo acarretar sérios danos ao consumidor, uma vez
que estes sdo potenciais causadores de doengas alimentares (GERMANO et al., 2001).

Varias medidas vem sendo adotadas pela industria avicola para minimizar a
contaminagdo, destacando-se o uso adequado de praticas de higienizagio, a evisceragdo a
vacuo e o uso de acidos orgénicos ou cloro na agua de resfriamento (shiler).

A busca da qualidade n3o deve refletir no aumento do valor do produto final. Em
face disso, uma alternativa barata e eficiente seria a utilizago do gas ozénio (03) como
agente bactericida, ja que o mesmo pode ser utilizado em diversas etapas do abate, como na
agua de resfriamento. Contudo, o seu uso ainda é restrito, sendo comumente utilizado na
esterilizagdo da agua.

A utilizagdo do O3 como agente limitante da microbiota tem sido testada com
sucesso em leite, salmoura para queijos, em utensilios e instrumentais. Uma vez provada sua
eficiéncia na desinfecgdo de carcagas de frango, pode, além de garantir um alimento isento de

patogenos, diminuir os custos de produgdo, ja que sua aplicagdo dispensa maior tecnificacdo,
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tanto de mio-de-obra quanto de aparelhagem. Deste modo, o presente estudo possui por
objetivo verificar a eficiéneia do borbulhamento dos gases 0zOnio e oxigénio na redugio e/ou

destruicao de L. coli e Staphylococcus aureus inoculadas em carne de frango.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Micrebiologia da carne in natura

A microbiota inicial da carne in natura, depende da quantidade e tipo de
microrganismos, saude, transporte e condi¢des de estresse a que o animal foi submetido antes
do abate. Considerando um animal sadio, poucos microrganismos sio encontrados, com
excecdo da superficie externa dos tratos digestivos e respiratorios (GERMANO, 2001).

O trato intestinal das aves, como a galinha, é um dos principais reservatérios
naturais de microrganismos patogénicos como a Salmonella. Contudo, outras espécies
patogénicas também merecem destaque, como bactérias do grupo coliforme e Staphylococcus
aureus, pois uma vez presentes na carne podem desencadear intoxica¢do alimentar.

A carga microbiana das carcagas de frango e seus derivados sio representados por
uma microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas e a outra parte, incorporada em
qualquer uma das etapas do abate ou do processamento. A microbiota da ave viva se encontra
essencialmente na superficie externa, espago interdigital, tegumentos cutdneos, no trato

digestivo e, em menor grau, no aparelho respiratorio.

2.1.1. Escherichia coli

De acordo com SIQUEIRA (1995) os coliformes podem ser classificados em
dois grupos, os coliformes totais e os coliformes fecais, que sdo rotineiramente utilizados
como microrganismos indicadores para avaliar as condig¢des higiénicas de alimentos.

O principal representante dos coliformes fecais & a Escherichia coli. Essa
bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae e sdo capazes de continuar fermentando a

lactose com producio de gas, quando incubadas a temperatura de 44-45°C. (PELCZAR et
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al., 1996). A E. coli possui como habitat primério o trato intestinal do homem e animais.
(GUERREIRO, 1984).

Sua pesquisa nos alimentos fornece, informagdes sobre as condigdes
higiénicas, sendo o melhor indicador da eventual presenca de enteropatégenos e utilizado
como microrganismo indicador de contaminagdo fecal (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Em alimentos, a ocorréncia de numeros elevados de coliformes indicam
processamento inadequado ou recontaminagdo pés-processamento, sendo provenientes da
matéria-prima, equipamentos sujos, manipulacdo sem cuidados higi€nicos ou proliferacio
microbiana devido condigdes favoraveis de armazenamento que permitem a multiplicagdo
de microrganismos patogénicos ou toxigénicos (GERMANO et al., 2001).

Varios métodos sdo aprovados por érgdos oficiais nacionais e internacionais
para enumeragdo de coliformes totais, fecais e Escherichia coli em alimentos, dentre eles,
a técnica do niimero mais provavel, a inoculagdo em agar seletivo e métodos rapidos
utilizando substrato especifico (SILVA et al 1997). O método rapido SimPlate possui
como principio, a utilizagdo do substrato ortonitrofenil B-D-galactopiranosidio (ONPG),
por uma enzima produzida pelo grupo coliforme, a -D-galactosidase, que transforma o
ortonitrofenil em ortonitrofenol. Na presenca de um indicador, os produtos desta
transformagdo mudam a tonalidade do meio e os coliformes podem pode ser contados.
Para diferenciagdio e enumeragio de E.coli é utilizado como indicador o 4-metil-

umbeliferil-B-D-glucuronideo (MUG), que em presenca da enzima B-D-glucoronidase

ISP, SIS S B 25 L IR O 8 B e e Z LA MRS e O RN kR



2.1.2. Staphylococcus aureus

Os estafilococos, dentre os microrganismos Gram positivos, destacam-se como
importante grupo, cuja presenca se faz observar, sobretudo na pele e mucosas do homem
estendendo-se, de forma generalizada, a animais de sangue quente (PEREIRA et
al.,1999). Estes microrganismos s3o capazes de metabolizar na superficie da pele e
mucosas, produtos secretados por glandulas locais, desempenhando com isto papel
preventivo na colonizagdo de outros patogénicos (BAIRD-PARCKER, 1994). Sio
representantes da familia Micrococaceae e apresentam temperatura de crescimento na
faixa de 7°C e 47,8°C.

No que se refere as espécies coagulase positiva, HERRERO et al. (1989),
isolaram além de S. aureus, S. hyicus e S. intermedius enterotoxigénicos em portadores
assintomaticos. E necessario, portanto, admitir a existéncia de outras espécies além de S.
aureus em manipuladores de alimentos, fator relevante no diagnéstico de intoxicagdo
alimentar, embora, na maioria dos casos de toxinfecgdo alimentar o S. aureus apare¢a com
maior freqiiéncia.

Segundo DELAZARI & LEITAO (1976) S. aureus ¢é capaz de secretar uma
proteina soluvel em agua e de elevada resisténcia térmica, denominada enterotoxina
estafilococica. Quanto mais baixa a temperatura, maior serd o tempo necessario para
produgio de enterotoxinas. A multiplicacio do S. aureus e a produgdo e liberacdo de
enterotoxinas por cepas produtoras estdo associadas. Surtos epidémicos ocorrem quando a
quantidade de enterotoxina no alimento ultrapassa o limite de resisténcia do consumidor,
desencadeando sintomas da doenga, como vOmito, diarréia, ansia, calafrios, dores
abdominais, prostragdo e raramente febre (GELLI & MARTINS, 1986).

S. aureus sdo bactérias resistentes a muitas drogas e agentes inibidores
eficientes para outros grupos de microrganismos, facilitando a contaminagdo e sua
multiplicagdo nos alimentos. Podem sobreviver por muito tempo em ambientes hostis
além de apresentar multirresisténcia a quimioterapicos, antibioticos e metais pesados
(ELEMENTOS...,1999).

A disseminagdo do S.aureus dos humanos para os alimentos pode ocorrer por
contato direto, através dos manipuladores de alimentos, portadores ou indiretamente, a

partir de equipamentos e utensilios usados no processamento. Portanto, a presenca deste
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patégeno no alimento esta associada a condi¢des higiénicas deficientes, bem como,

tratamento térmico insatisfatério (ELEMENTOS.. . 1999).

2.2. Métodos de sanitizacio da carne

O fator mais importante para controlar o grau de contaminagio da carne fresca é
sem duvida a higienizacdo dos locais de abate e de manipulag3o. No entanto, apesar do
aumento e da sofisticagdo nos cuidados higiénicos ainda sio encontrados mICrorganismos
patogénicos como Escherichia coli e S. aureus.

A sanitizag3o da carcaga pode ser incluida como operagdo de rotina no processo
de abate de animais para consumo humano, no sentido de eliminar, ou pelo menos reduzir, a
incidéncia desses contaminantes. Nas ndUstrias alimenticias, ¢ comum a adogio de
sanitizantes como hipoclorito de sédio e quaternario de aménia para a higienizagdo dos
utensilios e/ou equipamentos que entram em contato direto com alimento visando impedir a
contaminagdo cruzada. Porém, o uso de desinfetantes, antibioticos e outros quimicos ndo
podem ser utilizados diretamente sobre as carcagas dos animais (BRASIL, 1997).

Acidos organicos como o acético e latico diluidos podem ser utilizados
diretamente sob a superficie da carne, sendo, em seguida, removidos com agua potavel. Estes
acidos irdo diminuir o pH e criar condigbes desfavoraveis ao desenvolvimento de muitos
microrganimos, porém, sua utilizagio ndo tem sido eficiente em todos os casos. O 4cido latico

pode ser considerado um sanitizante natural e atéxico que propociona um aumento na vida de

prateleira do produto.

2.2.1. Ozdnio

O ozbnio, palavra de origem grega que significa “ew cheiro”, tem como
caracteristica principal a sua forma alotropica proveniente do oxigénio, podendo atuar na
inibigdo do crescimento microbiano.

O poder bactericida do 0zdnio se da pela oxidagdo e degradacdo dos acidos graxos
insaturados contidos na parede celular das bactérias (BROADWATER & DOMINIQUE apud
JANKOWSKI et al,, 1996). A morte bacteriana é rapida, estando associada a mudanga na



i

permeabilidade celular seguida pela lise celular, proveniente de uma alta concentragdo de
oxidante. Tal fato pode contribuir para reduzir a incidéncia de contaminantes no alimento.

GRENNE et al. (1993) argumentam que a aprovagao para o uso do ozdnio como
aditivo direto em alimentos ainda est4 sob investigagdo. Porém, de acordo com TORRES et
al. (1996) o Os; reage rapidamente sofrendo uma posterior inativag@o, deste modo, a ingestdo
de alimentos ndo oferece qualquer risco a saude. O O; € extremamente 1abil, ndo persistente e,
conseqiientemente, deve apresentar riscos minimos a saude, a menos que inalado diretamente
e em grande quantidade.

A destruigdo bacteriana do ozonio é 600 a 3000 vezes mais rapida que a provida
pelo cloro, podendo ser obtida com 1 a 2 ppm de ozonio residual (CHANG & SHELDON,
1989). Segundo SHELDON & BROWN (1986) a ozonizagdo ¢ capaz de promover a reducdo
de 78% dos microrganismos aerobios dos alimentos, 91% dos coliformes, 91% dos coliformes
fecais e 81% das salmonelas, se comparadas ao método de lavagem simples das carcagas de
aves. Os mesmos autores afirmam também que, a pulverizagdo com ozdénio a 2,1 ppm reduz
até 99% a contagem microbiana sem que haja perda de coloragdo, altera¢des de sabor e odor

na carne, ou provocar a oxidagao lipidica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Recuperacio e padronizacio das cepas

No Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada — LABIO da Universidade
Federal de Uberlandia, as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC9801) e Escherichia coli
(ATCC 25922) foram reativadas em caldo BHI (Infusdo de cérebro e coragido) a 35°C por 24
horas.

Para padroniza¢do do inéculo, as culturas reativadas foram repicadas (1%) por 3
vezes consecutivas em 10mL de caldo BHI, de modo a garantir sua estabilidade (JORGE et
al., 1990). Posteriormente, o crescimento de cada cepa foi monitorado a cada 3 horas através
Oda contagem em placas e leitura da absorbancia em espectrofotometro FEMTO 700, a
comprimento de onda de 650nm. A leitura foi realizada até que o indculo tivesse o

correspondente a 10° células/mL, sendo o resultado expresso como densidade optica a 650nm
(D0650nm)-

3.2. Coleta e inocula¢io das amostras

As amostras foram provenientes de um abatedouro de aves localizado na cidade
de Uberlandia — MG. Foram realizadas 10 repeti¢des, perfazendo um total de 40 amostras de
frango (peito) com pesos aproximadamente iguais.

Durante o experimento, as amostras foram divididas em grupo “A”, contaminado
com Escherichia coli e grupo “B”, contaminado com Staphylococcus aureus. As amostras

permaneceram em contato com o indculo por 5 minutos e, posteriormente foram submetidas a

agdo do ozodnio e oxigénio no intervalo de 7 e 15 minutos.

3.3. Metodologia analitica
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Para a realizacio das analises, 10g da amostra foram adicionadas a 90mlL, de
agua peptonada 0,1%, constituindo-se a diluigio 10, A partir dessa, foram realizadas
diluigdes seriadas, para enumeragao de L. coli e S. aureus.

A quantificagdo de . coli, foi realizado através do método rapido Simplate.
Foram inoculados 1mL da diluigdo 10" e em seguida foi adicionado 9mL do meio de
cultura. Apos incubagdo a 35°/48 horas, foi realizado a contagem . coli, sendo o
resultado expresso em NMP/mlL. (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Para a contagem de Staphylococcus aureus, 0,1 mL de cada dilui¢do selecionada
foi semeada com auxilio de alga de Drigalsk sobre a superficie do agar Baird Parker e
incubadas em posicdo invertida a 35-37°C/48 horas. Posteriormente, foram selecionadas
placas contendo entre 20-200 colonias que apresentavam colonias tipicas (circulares negras,
brilhantes, com anel branco opaco rodeado por um halo claro transparente destacando-se
sobre a opacidade do meio). Em seguida foram realizados os calculos e os resultados

expressos como UFC/g (ABNT, 1991). O esquema de condugdo do experimento pode ser
observado na figura 1.

Preparo das amostras de frango

2

Amostra com inéculo orncnnte

v

Ozonizagdo (7°-157)

v

Oxigenagio (7°¢ 15")

v

Analise microbiologica

Recuperagido e
padronizagio das cepas

Figura 01: Esquema de condugdo do experimento.



10

4., RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia do ozonio foi significativa apenas nas amostras contaminadas com E.
coli submetidas ao tratamento por 15 minutos (p<0,05). Entretanto, ao utilizar o tratamento
com oxigénio nas carcagas inoculadas com a mesma cepa, 0 mesmo ndo se revelou eficiente
na redugdo desses patdgenos se comparado ao tratamento com o0zonio nos dois intervalos de
tempo. O indice meédio obtido apés a agfio dos diferentes tipos de tratamentos, foi de

4,14x10°NMP/g, 3,74x10°NMP/g, 4,15x10°NMP/g e 3,50x10° NMP/g, para ozonizacio e

oxigénio 7'e 15', respectivamente (Figura 01).

(" Log UFCle

6,7 -

6,65
661

685"

6,54< 2 g i M B ¥
Ozbnie 7" . Ozénio 15"  Oxigénio 7’ Oxigénio 15 B Escherichia coli (NMP/g)

O Staphylococeus aureus (UFC/g)

N

Figura 01: Comportamento de microrganismos patogénicos presentes em carcaca de
frango frente a agdo do 0zdnio e oxigénio.

Em estudos realizados por BOHM (1989) e GARCIA et al. (2001), o ozdnio

demonstrou ter poder bactericida sobre bactérias aerobicas mesofilas. Ainda, SHELDON &
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BROWN (1986) sugerem que a 0zonizagdo possui maior eficacia na redugio de bactérias do
grupo coliformes e salmonelas, se comparado ao simples método de lavagem das carcacgas de
aves. Como menciona GERMANO et al. (2001), a prevaléncia de bactérias do grupo
coliformes no alimento, sdo indicios de sanitizagdo deficiente e/ou inexistente dos
equipamentos e utensilios que entram em contato direto com o produto.

Conforme pode ser observado na figura 1, nas amostras contaminadas com
Staphylococcus aureus houve uma discreta redugdo desse microrganismo, quando submetidas
a ac¢do dos diferentes tratamentos. Entretanto, os valores registrados, ndo foram significativos
estatisticamente em nenhum dos casos (p>0,05). As contagens médias obtidas foram
equivalentes a 4,79x10°UFC/g, 4,39x10°UFC/g, 4,42x10°UFC/g e 4,09x10°UFClg, para o
processo de ozonizagdo e oxigenagio 7'e 15°, respectivamente. A agio do ozdnio nio foi
considerada eficiente em estudo realizado por GARCIA et al. (2001) na eliminagdo de
bactérias mesofilas e bolores/leveduras presente em salmouras. Os autores mencionam
tambeém que, ndo foi possivel verificar a acdo desse sanitizante sobre as cepas do género
Staphylococcus, pois as mesmas ndo foram identificadas em amostras que néo sofreram o
processo de ozonizag3o.

De acordo com a Food and Drog  Admnistration (FDA) apud
ELEMENTOS...(1999), a dose infectiva de enterotoxina estafilococica podera ser atingida
quando a populagdo de S. aureus for superior a IOSUFC/g do alimento contaminado. Tal fato
¢ preocupante, pois, embora niio tenha sido monitorada a contaminag¢do natural das amostras
analisadas, a contagem média para S. aureus obtida no presente estudo foi de 10°, portanto,
superior aquelas estabelecidas pela FDA. Ainda nio se tem registro do uso do 0zdnio na
eliminagdo de toxinas, desta forma, € necessario um controle rigoroso durante todas as etapas
do abate, visando impedir a contaminagdo e proliferagdo de microrganismos oportunistas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2001), preconiza que o
numero de coliformes fecais e Staphylococcus coagulase positiva em carcagas de frango
refrigerada ndo deve exceder a lxlO4NMP/g e SXIO3UFC/g, respectivamente. Diante disso,
com base nos dados obtidos no presente estudo, a adog¢do do 0zdnio na desinfec¢do da carne,
poderia ser uma alternativa na redugdo de possiveis patogenos provenientes da microbiota

natural, bem como da contaminagio cruzada.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que:

- O processo de ozonizagdo foi significativo estatisticamente apenas nas amostras

contaminadas com Escherichia coli submetidas ao tratamento por 15 minutos (p<0,05);

- Nao foi registrada diferenca estatistica significativa nas contagens das amostras
contaminadas com Staphylococcus aureus submetidas a ozonizagdo nos diferentes intervalos

de tempo (p>0,05).

- A agio do oxigénio ndo reduziu, significativamente, nenhuma das amostras contaminadas

(p>0,05).

- A eficiéncia do ozdnio foi significativa apenas nas amostras contaminadas com E. coli

(p<0,05).
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