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RESUMO

ROSSI, Ana P. Efeito do ultrassom e dióxido de cloro (ClO2) na redução de 
enterobactérias  no  tanque  de  resfriamento  de  carcaças  de  aves. 2020.  63 
folhas.  Dissertação  (Mestrado  em  Tecnologia  de  Alimentos),  Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná. Medianeira, 2020.

O ultrassom vem se destacando como uma tecnologia inovadora capaz de inibir e/ou 
reduzir o crescimento de microrganismos de forma segura e quando combinado com 
compostos químicos, reduz o uso destes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi 
avaliar a aplicação do ultrassom isoladamente e/ou na combinação com dióxido de 
cloro (ClO2) na redução de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli na água do 
tanque  de  resfriamento  de  carcaças  de  aves.  Inicialmente,  foi  realizado  um 
Planejamento Fatorial Completo (PFC) 23 com 3 pontos centrais, sendo as variáveis 
independentes: amplitude de frequência do ultrassom (x1:  40 a 100%), tempo de 
sonicação (x2:  5 a 15 min) e concentração de ClO2 (x3:  1 a 9 ppm) e a variável 
resposta  expressa  em  log10 UFC/g  para  a  Salmonella Typhimurium  em  água 
destilada. Na sequência, dois PFC 22 com 3 pontos centrais foram utilizados para 
avaliar o efeito das variáveis independentes tempo de sonicação (x1: 1 a 9 min) e 
concentração de ClO2 (x2: 1 a 17 ppm) na inibição da  Salmonella  Typhimurium e 
Escherichia coli em água destilada, tendo fixo a frequência de 40 kHz; a potência de 
330 W e a temperatura de 25 °C. Nas condições que o PFC 23 foi realizado não 
houve redução da Salmonella Typhimurium. Ao contrário, nos PFC 22, para ambos 
os  microrganismos,  o  aumento  de  x2  (concentração  de  ClO2)  contribuiu  para  a 
inativação  dos  microrganismos,  enquanto  que  um  aumento  de  x1 (tempo  de 
sonicação) teve maior efeito somente na inativação da Escherichia coli. Desta forma, 
para a validação do modelo foi utilizado o menor nível de x1 e maior nível de x2 em 
amostras de água do tanque de resfriamento de carcaças de aves a 25, 16 e 4 ºC.  
Observou-se a 25 ºC redução na contagem Salmonella Typhimurium e Escherichia 
coli de 49% e 31%, respectivamente, quando comparada a condição experimental 
ao controle (sem ultrassom e ClO2). Além disso, nas temperaturas utilizadas para a 
água  no  pré-resfriamento  (16  ºC)  e  resfriamento  (4  ºC)  de  carcaça  de  aves,  a 
combinação do ultrassom e ClO2 promoveu a redução de até 100% da contagem de 
Salmonella Typhimurium. 

Palavras-chave: Agentes  químicos;  Resíduo  de  cloro;  Refrigeração;  Tecnologia 
verde; Carne de aves.



ABSTRACT

ROSSI.  Ana  P. Effect  of  ultrasound  and  chlorine  dioxide  (ClO2)  on  the 
enterobacteria  reduction  in  poultry  chiller  tank  water. 2020.  63  sheets. 
Dissertation  (Master  in  Food  Technology),  Federal  Technological  University  of 
Paraná. Medianeira, 2020.

Ultrasound  has  been  evidence  as  an  innovative  technology  capable  of  safely 
inhibiting and/or reducing the growth of microorganisms and when combined with 
chemical compounds, it reduces reduces the use of these. Thus, the aim of this study 
was  to  evaluate  the  application  of  ultrasound  alone  and/or  in  combination  with 
chlorine dioxide (ClO2) in the reduction of Salmonella Typhimurium and Escherichia 
coli in  poultry cooling water tanks. Initially, a Complete Factorial Planning (PFC) 23 

was  carried  out  with  3  central  points,  with  independent  variables:  ultrasound 
frequency  amplitude  (x1:  40  to  100%),  sonication  time  (x2:  5  to  15  min)  and 
concentration of ClO2 (x3: 1 to 9 ppm) and the response variable expressed in log10 

CFU/g for  Salmonella Typhimurium in distilled water. In the sequence, two PFC 22 

with 3 central points were used to evaluate the effect of the independent variables 
sonication time (x1:  1  to  9  min)  and ClO2 concentration (x2:  1  to  17 ppm) in  the 
inhibition of  Salmonella Typhimurium and  Escherichia coli in distilled water, having 
fixed the frequency of 40 kHz; the power of 330 W at 25 ºC. Under the conditions that 
PFC  23 was  performed,  there  was  no  reduction  in  Salmonella Typhimurium.  In 
contrast, in PFC 22, for both microorganisms, the increase in x2 (ClO2 concentration) 
contributed  to  the  inactivation  of  the  microorganisms,  while  an  increase  in  x1 

(sonication  time) had a greater  effect  only  in  the inactivation  of  Escherichia coli. 
Thus, for the model validation, the lowest level of x1 and the highest level of x2 was 
used in water samples from the cooling tank of poultry carcasses at 25, 16 and 4 ºC.  
Reducing  Salmonella Typhimurium and  Escherichia coli count was 49% and 31%, 
respectively, at 25 ºC, when compared to the experimental control condition (without 
ultrasound and ClO2).  In  addition,  at  the temperatures used for  water  in the pre-
chillling (16 ºC) and chilling (4 ºC) of poultry carcasses, the combination of ultrasound 
and  ClO2 promoted  a  reduction  of  up  to  100%  in  the  count  of  Salmonella 
Typhimurium.

Palavras-chave: Chemical  agents;  Chlorine  residue;  Refrigeration;  Green 
technology; Poultry meat.
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1 INTRODUÇÃO 

A cadeia produtiva de frangos de corte no Brasil tem vantagens competitivas 

devido ao rápido ciclo produtivo, ao fato de ter a possibilidade de uma estrutura 

organizacional  verticalizada  e  de  ser  uma  proteína  de  baixo  custo,  o  que  atrai 

consumidores de diferentes classes sociais (SCHMIDT; DA SILVA, 2018).

A avicultura no Brasil encontra-se entre as mais eficientes do mundo, devido 

ao moderno e complexo abate de aves, sendo altamente um processo automatizado 

tornando-o  rápido  (LORETZ et  al.,  2010).  Em 2020,  a  produção  deverá  crescer 

2,5%, passando a 13,975 milhões de toneladas, sendo o Brasil o segundo produtor e 

o maior exportador de carne de frango do mundo (USDA, 2019).

A carne de frango apresenta um interessante teor de vitaminas e minerais, 

como é o caso das vitaminas do complexo B, em particular niacina, vitamina B6 e 

vitamina B12, ferro, fósforo e zinco, fornecendo em média mais do que 25% da dose 

diária recomendada destes nutrientes. A carne de frango tem muitas características 

nutricionais desejáveis, como baixo teor de lipídios e concentrações relativamente 

altas  de  ácidos  graxos  poliinsaturados,  considerados  alimentos  saudáveis  pelos 

consumidores (MILICEVIC et al., 2015).  Em média, cada brasileiro consome 43 kg 

de carne de frango por ano, in natura e nas mais variadas formas de processamento 

seja  inteiro,  em pedaços,  salsichas,  alimentos  prontos,  entre  outros  (EMBRAPA, 

2018).

O controle microbiano durante as etapas de processamento das aves é um 

fator chave que influência a qualidade e a vida útil dos produtos, visto que a carne 

geralmente  carrega  altas  taxas  de  contaminação  microbiana,  incluindo 

microrganismos patogênicos causadores de doenças transmitidas pelos alimentos 

(PARRA  et  al.,  2018),  sendo  uma  questão  de  preocupação  contínua  que  é 

dependente de vários fatores, incluindo o nível de contaminação das aves vivas e da 

contaminação cruzada entre as carcaças, equipamentos e da água utilizada durante 

o processamento, centrada em bactérias como Campylobacter, Salmonella e Listeria 

monocytogenes  (WANG  et  al.,  2019).  As  aves  também  são  frequentemente 

infectadas  com  Escherichia coli quando  atingem principalmente  idade  de  4  a  5 

semanas (EL-SAWAH et al., 2018).

A  água  de  processamento  no  tanque  de  escaldagem  e  no  tanque  de 

resfriamento têm sido abordadas como fonte de contaminação cruzada em carcaças 
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que potencialmente afetam a carga microbiológica no produto final  (MUNTHER et 

al., 2015). Embora pareça razoável que a contaminação bacteriana de carcaças de 

frangos  esteja  associada  à  contaminação  da  água  nos  tanques,  atualmente  há 

pouca informação disponível no que diz respeito à relação entre a contaminação da 

água de processamento e das carcaças de frangos  (WANG et al., 2019). Em seu 

estudo,  Wang et  al.  (2019) observaram que embora  o  resfriamento  por  imersão 

tenha mostrado um efeito positivo na redução da carga bacteriana das carcaças, foi 

revelada a ocorrência de contaminação cruzada durante o processo de resfriamento, 

indicando a necessidade do controle microbiológico da água nesta etapa. 

Os  impactos  na  saúde  pública  devido  a  DTA's são  enormes  além  de 

encargos  sociais  e  econômicos  significativos.  Assim  sendo,  todas  as  etapas  de 

produção e distribuição devem garantir  que os consumidores recebam alimentos 

saudáveis (NAGEL et al., 2013).

As  tecnologias  convencionais  de  conservação  de  alimentos  baseiam-se 

principalmente  no  uso  da  remoção  de  calor  (congelamento),  adição  de  calor 

(enlatamento), ou aditivos químicos (cloro) para garantir a segurança e o prazo de 

validade  dos  produtos  alimentares  por  inativação  de  microrganismos  e  enzimas 

patogênicos ou de deterioração (OJHA et al., 2018).

Com  base  nas  exigências  dos  consumidores,  além  do  crescimento  da 

demanda de fornecer alimentos saudáveis e de alta qualidade, há a necessidade no 

avanço dos processos tecnológicos em escala mundial e a melhor opção disponível 

para  alcançar  essa funcionalidade incluem o uso de microfiltração,  alta  pressão, 

impulsos  elétricos  e  ultrassônicos  que  são  desenvolvidos  especificamente  para 

flexibilidade,  eficiência  energética,  economia  e  sustentabilidade.  O  ultrassom  é 

utilizado  na  indústria  para  obter  alta  qualidade  e  segurança  nos  produtos 

alimentícios, é uma tecnologia usada para melhorar as características bioquímicas e 

funcionais dos produtos cárneos (AL-HILPHY et al., 2020).

Considerando o risco da contaminação cruzada na etapa de resfriamento 

das carcaças de frangos em chillers, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a 

aplicabilidade do ultrassom isoladamente e/ou em combinação com o dióxido de 

cloro em amostras de água de chillers obtidas por simulação reduzindo a contagem 

microbiana das bactérias Salmonella Typhimurium e Escherichia coli.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar  o  efeito  do  ultrassom  de  alta  potência  e  baixa  frequência  em 

combinação com o dióxido de cloro em amostras de água do  chiller  obtidas por 

simulação,  para  a  redução  microbiana  das  bactérias  Salmonella  Typhimurium e 

Escherichia coli.

2.2 Objetivos Específicos

 Realizar um delineamento fatorial completo (PFC) 23 para avaliar as variáveis 

independentes  amplitude  de  frequência  (%),  tempo  de  ultrassom  (min)  e 

concentração de dióxido de cloro (ppm) na inibição da Salmonella Typhimurium em 

água pura.

 Realizar dois delineamentos fatoriais completos (PFC) 22 para avaliar o efeito 

do tempo de ultrassom (min) e concentração de dióxido de cloro (ppm) na inibição 

da Salmonella Typhimurium e Escherichia coli em água pura.

 Validar os modelos após estabelecida a melhor condição para a redução da 

Salmonella Typhimurium e Escherichia coli obtida nos PFC 22 em água de chiller.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Processamento e Obtenção da Carne De Aves

A carne de frango é um dos alimentos mais presentes na dieta do brasileiro 

devido a sua qualidade nutricional, facilidade de preparo, disponibilidade e custo, 

garantindo uma nutrição saudável (EMBRAPA, 2018). Os principais produtores de 

carne  avícola  são  os  Estados  Unidos,  o  Brasil,  a  União  Europeia,  a  China  e  a 

Rússia, que de forma conjunta concentraram cerca de 65,0% do total produzido no 

mundo no ano de 2019. Além disso, destaca-se um aumento na produção mundial 

de  carne  avícola,  que em 2010  foi  de  78,17  milhões de  toneladas  e  veio  a  se 

expandir para 98,6 milhões de toneladas em 2019, um aumento de 26,13%. Do total 

de frangos produzidos pelo Brasil em 2019, 68,0% foram destinados ao mercado 

interno e 32,0%, para exportação, sendo o estado do Paraná o maior produtor de 

carne de frango do país (ABPA, 2020).

A  produção  de  carne  de  frango  é  cercada  de  tecnologia  e  de  avanços 

tecnológicos, mesmo assim há grande possibilidade de significativas contaminações 

bacterianas das carcaças durante o abate e consideráveis oportunidades para a 

disseminação  de  bactérias  durante  o  seu  processamento  o  que  pode  vir  a 

comprometer a segurança alimentar (LORETZ et al., 2010), pois a carne de frango é 

globalmente  um  dos  alimentos  mais  populares.  No  entanto,  também  é  um  dos 

principais  reservatórios  de  patógenos  transmitidos  por  alimentos,  resultando 

anualmente em incidências contínuas de mortalidade em todo o mundo (FEYE et al., 

2020).

A contaminação das aves se inicia na granja, com a contaminação da ração, 

comedouros, bebedouros e com a cama do aviário, que pode ser renovada a cada 

ciclo de produção ou reutilizada várias vezes de acordo com a necessidade de cada 

produtor, nos EUA, a cama de aviário pode ser reutilizada por períodos de até 2  

anos, o que ocasiona preocupação com a segurança alimentar (CHINIVASAGAM et 

al., 2016). Cada lote fica alojado por aproximadamente 45 dias, de modo geral, a 

densidade situa-se entre 12 a 15 aves por m2 de aviário. Um estudo realizado por 

Chinivasagam (2016) em 6 granjas monitoradas durante dois anos apresentou níveis 

de Campylobacter spp e Escherichia coli na cama de aviário (log 8,0 e log 7,0 UFC/g 

respectivamente).  Outro  fator  importante  é  o  número  de  diferentes  cepas  do 
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microrganismo,  Fernanda  et  al.  (2018) identificaram  6  diferentes  cepas  de 

Campylobacter jejuni nas instalações de uma granja. Os autores citam que o uso 

correto  das  Boas  Práticas  de  Biosseguridade  evita  a  contaminação  cruzada  na 

planta frigorífica, além das aves apresentarem melhor desempenho.

O bem-estar animal e a segurança alimentar são questões importantes na 

produção de alimentos de origem animal. Existem evidências científicas que o bem-

estar animal não deve ser considerado apenas uma questão ética, mas também do 

ponto de vista da segurança alimentar, pois fatores de estresse podem aumentar à 

suscetibilidade  de  animais  em  desenvolver  doenças  e  causar  riscos  aos 

consumidores,  por  exemplo,  através de  alimentos  contaminados por  Salmonella, 

Campylobacter e Escherichia coli (IANNETTI et al., 2020).

O carregamento das aves no caminhão, transporte e chegada das aves ao 

abatedouro  devem  seguir  critérios  adequados  de  higiene  e  bem  estar  animal,  

fornecendo  conforto  térmico  e  jejum  adequado  (BRASIL,  1998) e  estrutura  de 

maneira a prevenir quedas ou lesões nos animais  (BRASIL, 2018). Considerando 

que a  contaminação das aves na granja  influência  diretamente  na qualidade do 

produto  final,  princípios  de  Boas  Práticas  de  Fabricação  (BPF),  Procedimentos 

Padrão de Higiene Operacional (PPHO) e a Análise de Perigos e Pontos Críticos de 

Controle (APPCC) são fatores importantes que devem ser adotados, em conjunto 

com o sistema de inspeção para garantir a segurança alimentar (SILVA, 2018). 

Durante  o  abate,  a Comissão  Internacional  de  Especificações 

Microbiológicas  para  Alimentos  (ICMSF,  2006) define  como  pontos  críticos  de 

controle (PCC) do abate de aves a escaldagem, a lavagem após depenagem, a 

evisceração, o pré-resfriamento e resfriamento realizado em chiller de imersão com 

água  e  gelo  à  temperatura  de  0  a  4  ºC  sendo  um  ponto  significativo  para  a 

contaminação de carcaças. Geralmente, as carcaças de frango, com temperatura 

entre 40 a 42  ºC passam por um sistema de pré-resfriamento (pré-chiller), onde a 

temperatura da água é de 16  ºC, com renovação contínua de 1,5 L de água por 

carcaça, para frangos com massa média de 2,5 a 5,0 kg, com cerca de 1 h de 

passagem das carcaças pelo pré-chiller (BRASIL, 1998). Estas etapas podem ser 

observadas  no  fluxograma  de  abate  e  processamento  de  aves  apresentado  na 

Figura 1.

Órgãos de fiscalização, como a Secretaria de Defesa Agropecuária (SDA), o 

Departamento de Inspeção de Produto de Origem Animal (DIPOA) e o Ministério da 
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Agricultura,  Pecuária  e  Abastecimento  (MAPA)  foram  criados  para  fiscalizar  a 

qualidade e a segurança sanitária da agroindústria avícola brasileira para atender a 

requisitos  do  mercado  importador  e  as  expectativas  do  consumidor  final.  Estes 

órgãos são responsáveis pela aplicação de normas e regulamentos que compõem a 

legislação  brasileira  de  sanidade  animal,  em  total  consonância  com  as  normas 

internacionais de referência (AVILA, 2006).

Figura 1 – Fluxograma das etapas de abate e processamento de aves.

 

Fonte: Fries (2017)
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No  Brasil,  o  abate  de  aves  é  realizado  conforme  o  estabelecido  no 

Regulamento de Inspeção Industrial  e  Sanitária  dos Produtos de Origem Animal 

(RIISPOA) e pela Portaria nº 210 de 10 de novembro de 1998, ora alterada pela 

Portaria nº 74 de 07 de maio de 2019 dos itens 4.5.6, 4.6 e 5.2.4 do Anexo II e item 

2.15.2.9  do Anexo VI,  tendo como principal  alteração  no âmbito  do  controle  da 

contaminação o completo esvaziamento, limpeza e desinfecção de cada tanque do 

sistema  de  pré-resfriadores  contínuos  por  imersão  pelo  menos  nos  intervalos 

dedicados a higienização pré-operacional,  o qual  antes era realizado no final  de 

cada período de trabalho (oito horas) ou, quando se fizer necessário,  a juízo da 

inspeção federal,  sendo assim com a nova Portaria essa atividade é realizada a 

intervalos de tempo maiores, sendo necessário um maior controle e eficiência dos 

Pontos Críticos de Controle (PCC).

3.2 Sistema de Resfriamento de Carcaças de Frangos Chiller

Dentre as operações envolvidas no processamento da carne de frango, o 

resfriamento post mortem é importante para a qualidade final da carne. As carcaças 

depois  de  evisceradas  são  submetidas  ao  pré-resfriamento  para  reduzir  a 

temperatura o qual influência os principais indicadores de qualidade da carne, como 

sabor, aparência e textura, além de controlar o crescimento microbiano, uma vez 

que a baixas temperaturas, as taxas de reações bioquímicas e microbiológicas são 

reduzidas, mantendo ou prolongando a vida útil  dos produtos, requisitos das leis 

nacionais  e  internacionais  (LORENZETTI  et  al.,  2019).  Comercialmente  ou 

industrialmente  esses  tanques  com  água  e  gelo  são  conhecidos  como  chillers 

(Figura 2), construídos em aço inoxidável que possuem sistemas de movimentação 

e transporte de carcaças, renovação de água e borbulhamento por meio de injeção 

de ar  comprimido no fundo do tanque.  O resfriamento de carcaças de aves por 

imersão tem um custo relativamente baixo e é amplamente utilizado na América do 

Sul e do Norte, enquanto as indústrias de processamento europeias costumam usar 

ar frio forçado (LORENZETTI et al., 2018).

A temperatura post mortem é um fator crítico para a obtenção da qualidade, 

sendo necessário iniciar  a redução da temperatura da carcaça tão logo possível 

após o abate (MASTROGIACOMO, 2006), a qual não poderá exceder 7 ºC (BRASIL, 

2019), a fim de reduzir a taxa de crescimento dos microrganismos de deterioração e 
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o crescimento da maioria dos microrganismos patogênicos. Quanto mais rápido o 

resfriamento das carcaças, menor será o desenvolvimento de microrganismos.

As indústrias de avicultura dos EUA utilizam rotineiramente o resfriamento 

por imersão em água porque o Departamento de Agricultura, Segurança Alimentar e 

Serviço de Inspeção dos Estados Unidos exige o resfriamento de carcaças abaixo 

de  4,4  ºC  até  4  horas após  a  morte  (BRASIL,  2018). No  Brasil,  o  Ministério  da 

Agricultura, Pecuária e do Abastecimento (MAPA) realiza por meio do Serviço de 

Inspeção Federal  (SIF)  o  controle  de absorção e  temperatura  das carcaças nos 

frigoríficos. A Portaria nº 210 de 10 de novembro de 1998 prevê que a água no 

sistema de pré-resfriamento (pré-chiller) não deve ser superior a 4 ºC e deve estar 

em  constante  renovação,  podendo  a  mesma  ser  hipoclorada,  permitindo-se  o 

máximo  de  5  ppm de  cloro  (BRASIL,  1998).  A  temperatura  da  água  residente, 

medida nos pontos de entrada e saída das carcaças do sistema de pré-resfriamento 

por imersão não pode ser superior a 16 °C e 4 °C, respectivamente, no primeiro e 

último estágio, sendo o tempo máximo de permanência no primeiro chiller de trinta 

minutos tendo um fluxo de água por carcaça com peso entre 2,5 e 5,0 kg de no 

mínimo 1,5 L no pré-chiller e 1,0 L no chiller (BRASIL, 1998).

Figura 2 – Ilustração do funcionamento do pré-chiller e chiller 

Fonte: MAPA, (2014)
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Para que o pré-resfriamento seja feito de forma eficiente e adequada, alguns 

parâmetros  devem  ser  monitorados,  dentre  eles:  a  renovação  adequada,  a 

temperatura e o sentido contracorrente da água, os níveis adequados de cloro livre, 

o  tempo  adequado  de  passagem  da  carcaça  e  a  carga  bacteriana  inicial 

(NORTHCUTT et al., 2008).

Na Europa um método também utilizado para o resfriamento das carcaças é 

por  meio  de ar  forçado e  está  avançando significativamente  em países como o 

Canadá  e  Estados  Unidos,  nesse  sistema  o  ar  frio  é  soprado  nas  partes  mais 

grossas  da  carcaça,  na  cavidade  abdominal  e  na  parte  externa  da  coxa,  para 

melhorar a eficácia e a uniformidade da refrigeração oferecendo grande potencial de 

melhoria da qualidade da carne, como por exemplo menor contaminação cruzada 

quando comparada com o resfriamento por imersão em água que irá minimizará o 

consumo de água (JEONG et al., 2011). Outra vantagem do ar forçado é que não se 

faz o uso de  produtos químicos, como o cloro, que segundo James et al. (2016) 

pode deixar resíduos na carne. 

A grande desvantagem do resfriamento por ar forçado é que esse método 

induz uma aparência seca na carcaça e uma perda de peso de 0,8 a 2,5% quando 

comparada com o resfriamento por imersão que mantém a suculência da carne, 

além  de  um  ganho  de  peso  nas  carcaças  o  que  economicamente  é  vantajoso 

(JEONG et al.,  2011). Tais diferenças contribuem para as restrições do comércio 

internacional  entre  os  países  que  utilizam  os  dois  diferentes  métodos  de 

resfriamento (PÉREZ-GRIJALVA et al., 2018). 

3.3 Contaminação Microbiológica

As  DTA's são  um  problema  de  saúde  pública,  resultando  em  dados 

significativos tanto na parte social quanto econômica em todo o mundo (PARRA et 

al.,  2018).  A carne de frango é reconhecida como um importante reservatório de 

microrganismos patogênicos e é um dos alimentos mais frequentemente associados 

a DTA's (SILVA et al., 2018). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2017), a carne de 

frango é um alimento propício para o desenvolvimento microbiano de  Salmonella, 

Campylobacter e Escherichia coli enterohemorrágica, que estão entre os patógenos 
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alimentares mais comuns que afetam milhões de pessoas anualmente, muitas vezes 

com desfechos graves e fatais.

A Organização Mundial de Saúde (WHO, 2017) estima que, anualmente, 

uma de cada dez pessoas sofrem com DTA’s, sendo que uma boa parte dessas 

doenças  pode  levar  a  óbito.  Em  uma  estimativa  de  2015,  as  DTA’s  foram 

responsáveis por 420.000 mortes em todo o mundo, sendo que 33% destas foram 

em crianças com idade inferior a 5 anos. 

Desde  1999  o  Brasil  iniciou  a  vigilância  de  surtos  de  DTA’s  onde  são 

contabilizados episódios em que duas ou mais pessoas apresentam os mesmos 

sinais ou sintomas após ingerir alimentos e/ou água da mesma origem. De acordo 

com dados do Ministério da Saúde, através da Coordenação Geral de Doenças 

Transmissíveis,  durante  os  anos  de  2010  a  2017  no  Brasil,  foram registrados 

5.712 casos de surtos envolvendo 104.264 doentes e 78 mortes, sendo causados 

por agentes etiológicos de origem bacteriana como a Salmonella spp. responsável 

por 33,1% e a  Escherichia  coli  por 27,3% dos surtos de DTA’s identificados no 

período. Já na União Européia o Campylobacter é o patógeno que causa a maior 

das  infecções  transmitidas  por  alimentos,  em  2017  foram  notificados  250.161 

casos  em  humanos  provenientes  do  consumo  de  carne  de  frango  (ELLIS-

IVERSEN et al., 2020) e nos Estados Unidos a Campilobacteriose é reconhecida 

como um problema de saúde pública e cerca de 76 milhões de ocorrências com 

identificação predominante de  Campylobacter jejuni,  já no Brasil não foi possível 

encontrar dados relacionados a surtos envolvendo a Campylobacter spp. (CISCO 

et al., 2017).

No abate das aves, as carcaças são altamente suscetíveis a contaminação 

bacteriana,  principalmente  nas  etapas  de  evisceração  e  resfriamento, 

provenientes pela contaminação cruzada do intestino das aves (LIN et al., 2020).

Durante o processo de resfriamento das carcaças, conforme as carcaças 

entram e se movem pelo tanque do chiller, liberam grandes quantidades de material 

orgânico na forma de sangue, gordura, proteína e outros na água (MUNTHER et al., 

2015) e esse material é importante porque altera a composição química dessa água 

de resfriamento de carcaças de aves e afeta diretamente a contagem microbiana 

(RUSSELL, 2012). Por isso, ter o entendimento da dinâmica da carga microbiana 

média das aves e do material orgânico desprendido no tanque de resfriamento é 

importante para compreender as questões microbiológicas propagadas das carcaças 
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independentes umas das outras, sempre deixando claro o volume do tanque e a 

quantidade da matéria orgânica espalhada (MUNTHER et al., 2015) garantindo que 

os chillers funcionem de maneira eficaz (SKOVGAARD, 2010). A água do tanque de 

resfriamento  pode  ficar  contaminada  com  bactérias  presente  na  superfície  da 

carcaça  e  na  cavidade,  levando  à  contaminação  cruzada  e  comprometendo  a 

segurança do produto (PAVIC et al., 2015). Portanto, as regulamentações europeias, 

brasileiras,  americanas  e  australianas  estabelecem  que  os  tanques  devem  ser 

esvaziados, limpos e higienizados após cada turno (8 horas), ou no mínimo uma vez 

por dia (BRASIL, 2018).

Alguns autores relataram que mais de 4,5 log10 UFC/g de microrganismos 

são  normalmente  encontrados  em carcaças de aves  inteiras,  pois  toda  linha  de 

abate  inclui  vários  procedimentos  frequentemente  associados  à  contaminação 

cruzada por bactérias  (BARTENFELD et al., 2014; DUAN et al., 2017; KIM et al., 

2017).

Lin et al. (2020) avaliaram 125 carcaças de frango em que 22 apresentaram 

positividade para Salmonella antes do início do processamento das aves e que após 

a etapa de resfriamento 35 carcaças de frangos tiveram resultado positivo para o 

patógeno,  indicando  possível  contaminação  cruzada  durante  as  etapas  do 

processamento. 

3.3.1 Salmonella spp. 

As  salmonelas  pertencem  à  família  Enterobacteriaceae,  sendo  que 

morfologicamente são bastonetes gram-negativos, geralmente móveis, capazes de 

formar ácido  e,  na maioria  das vezes,  gás a partir  da glicose,  com exceção de 

Salmonella  Typhimurium,  Salmonella  Pullorum,  e  Salmonella  Gallinarum  (≤  5% 

produzem gás). A adaptabilidade fisiológica da  Salmonella  é demonstrada por sua 

habilidade para proliferar em valores de pH entre 7.0 e 7.5 (extremos 3.8 e 9.5) 

temperatura de 35 ºC a 43 ºC (extremos 5 ºC a 46 ºC) e uma atividade de água (> 

0,94), ocorrendo variações entre sorovares e/ou cepas  (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2011).

Segundo WHO (2018), dentre os microrganismos patogênicos importantes 

em aves, capazes de causar zoonose de origem alimentar em humanos, que trazem 

transtorno  à  saúde  pública  mundial  devido  à  capacidade  de  causar  toxinfecção 
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alimentar  podendo levar  o  indivíduo ao óbito  (FILHO et  al.,  2014),  destaca-se a 

Salmonella,  uma  bactéria  onipresente  e  resistente  que  pode  sobreviver  várias 

semanas em um ambiente seco e vários meses na água.

Salmonelose é uma das mais comuns DTA's em todo o mundo. Nos Estados 

Unidos, a salmonelose é responsável por 1 milhão dos casos de doenças e a 400 

mortes por ano e até 155.000 mortes em todo o mundo (ZWE et al., 2018), em 2017 

foi  à  segunda  zoonose  mais  frequentemente  relatada  na  União  Europeia 

representando quase 27% dos casos (KURE et al., 2020).

A Salmonella é uma bactéria predominantemente em animais de produção, 

podendo  ser  encontrada  no  intestino  de  aves,  suínos,  bovinos,  mas  é  também 

isolada  em  animais  domésticos,  incluindo  cães,  gatos,  aves  e  répteis.  Por  ser 

normalmente encontrada no ambiente de produção animal, e por isso, relacionada a 

grandes  problemas  de  saúde  pública,  pelo  seu  envolvimento  com  doenças  de 

origem alimentar em todo o mundo. Portanto, trata-se de uma doença zoonótica que 

pode  ser  transmitida  diretamente  entre  os  animais  e  os  seres  humanos 

(MENDONÇA,  2016).  A  carne  de  frango  é  um  dos  alimentos  mais  comuns 

responsáveis pelas salmoneloses em humanos devido a sua capacidade de residir 

nas aves saudáveis sem causar doenças no animal (ZWE et al., 2018).

A transmissão de  Salmonella  spp.  para as aves pode ocorrer  de forma 

vertical,  via  ovo,  desencadeando  o  nascimento  de  pintainhos  infectados,  ou 

horizontal, com a ingestão de água, ração, cama de aviário, matéria fecal e poeira  

contaminada. As barreiras sanitárias, o monitoramento dos lotes e os princípios de 

biosseguridade,  em  conjunto  com  os  métodos  atualmente  empregados,  não 

bastam  para  garantir  que  um  lote  esteja  livre  da  ocorrência  de  um  surto  de 

salmonelose (PRA et al., 2009).

Segundo  a  Organização  Mundial  da  Saúde,  25%  dos  surtos  de  origem 

alimentar estão intimamente associados à contaminações cruzadas provenientes de 

eventos  envolvendo  práticas  de  higiene  deficiente,  equipamentos  contaminados, 

contaminação  por  manipuladores  de  alimentos,  processamento  e/ou 

armazenamento inadequado (CARRASCO et al., 2012).

A  dose  infectante  varia  de  105 a  108 células,  porém,  em  pacientes 

imunocomprometidos,  têm  sido  observadas  doses  ≤  103 células  para  alguns 

sorovares envolvidos em surtos de DTA's  e sintomas da infecção por  Salmonella 



20

spp. são febre,  dor  de  cabeça,  náusea,  vômito,  dor  abdominal  e  diarreia 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011).

Em um estudo realizado por Vinueza-Burgos (2019), foram coletadas 314 

amostras de carcaças de frangos durante o abate em um frigorífico, observou que 

70 carcaças (20%) apresentaram positividade para  Salmonella  antes de iniciar  o 

abate, dessas carcaças 25 foram coletadas após o processo final de lavagem e foi 

observado que 22 amostras (88%) apresentaram resultado positivo para Salmonella, 

sendo  que  56%  das  amostras  apresentaram  positividade  após  o  processo  de 

resfriamento, concluindo que a presença de  Salmonella  pode estar relacionada à 

contaminação cruzada durante as etapas de processamento, como evisceração e 

ambiente de abate (OLSEN, 2003; RASSCHAERT, 2007).

A pesquisa de Salmonella em carcaças de aves tem demonstrado resultados 

discrepantes,  independente  se  as  amostras  foram  coletadas  ainda  na  indústria, 

imediatamente  após  o  chiller ou  no  comércio  varejista,  quando  se  encontram 

submetidas à refrigeração por  vários dias (DE CARVALHO et  al.,  2016).  Em um 

estudo realizado por Possebon et al. (2012) foram coletas 130 carcaças de frango, 

sendo que 65 foram obtidas ainda na indústria, após o resfriamento realizado em 

chiller e imediatamente analisadas e 65 carcaças embaladas e estocadas a 5 °C por 

72  horas  (simulando  o  varejo),  onde  58  carcaças  apresentaram  presença  de 

Salmonella após  a  etapa  de  resfriamento  e  50  carcaças  (38,5%)  apresentaram 

presença de Salmonella nas amostras estocadas.

Li et al. (2019) analisaram 2.331 amostras de carne de frangos coletados em 

vários  supermercados,  estabelecimentos  de carnes e  restaurantes  e observaram 

que 15,83% estavam contaminadas com Salmonella e concluíram que as condições 

de armazenamento desempenham um papel fundamental no desenvolvimento deste 

microrganismo.

3.3.2 Escherichia coli

A Escherichia  coli  compreende um grupo de bactérias gram-negativas que 

residem  normalmente  no  intestino  de  pessoas  saudáveis,  mas  algumas  cepas 

podem causar infecção, como a Escherichia coli O157:H7, também conhecida como 

Escherichia  coli  enterohemorrágica.  Os  casos  de  pessoas  infectadas  por  essas 
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cepas provem do consumo de alimentos, principalmente carnes, verduras e água 

contaminada  com  fezes  de  animais  causando  sintomas  como:  diarreia,  cólicas 

abdominais, enjoo e vômito (ASLAM et al., 2014).

Várias bactérias podem ser selecionadas como indicadores de higiene do 

processo.  A contagem de  colônias  aeróbias  é  comumente  usada para  avaliar  a 

higiene de todo o processo de produção de carne e a Escherichia coli é o indicador 

mais utilizado de contaminação fecal em alimentos (BELLUCO et al., 2016). 

O monitoramento  da  presença  da  Escherichia  coli  ou  de  indicadores  de 

qualidade em diferentes  fases do abate  é  realizado sobre  os  pontos  críticos  de 

controle  (PCC)  da  Análise  de  Perigos  e  Pontos  Críticos  de  Controle  (APPCC) 

(RODRIGUES et al., 2008). Na Coréia do Sul e no Japão, o governo estabeleceu 

uma lei para controlar a  Escherichia coli a níveis de produtos cárneos  (KIM et al., 

2017).

Em um estudo realizado por Flores et al. (2018) observou-se que de um total 

de  240  carcaças  de  frango,  9  (3,75%)  apresentaram  resultado  positivo  para 

Escherichia  coli O157:H7.  A presença de  Escherichia  coli  também foi  positiva  e 

superior em amostras de carne de frango temperado em que 55% de um total de 80 

amostras deram resultado positivo (SILVA et al., 2018).

No Brasil, ao serem elencados os principais agentes causadores de DTA’s, 

no período compreendido entre os anos de 2007 a 2017, o agente Salmonella spp. e 

Escherichia coli lideraram os números de casos de surtos registrados e confirmados 

no país, sendo percentual de 7,5% para casos envolvendo Salmonella spp. e 7,2% 

para Escherichia coli (BRASIL, 2018).

3.4 Medidas de Controle de Contaminação em Carcaças De Frangos

A indústria alimentícia é constantemente desafiada a atender às demandas 

de alimentos saudáveis, seguros, de alta qualidade, nutritivos e naturais com um 

prazo  de  validade  prolongado.  Além  disso,  os  consumidores  estão  se  tornando 

cientes das preocupações com a saúde em relação aos produtos químicos e as 

substâncias antimicrobianas (LI et al., 2019).

As aves vivas contêm um alto nível de microrganismos na pele, penas e no 

sistema digestivo e a contaminação das carcaças durante o processo de abate nem 

sempre é evitada. Existe, portanto, um grande interesse em métodos que poderiam 
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contribuir  para  reduzir  o  nível  de  bactérias  nas  carcaças,  principalmente  as 

patogênicas (KURE et al., 2020).

Durante o processamento da carne de frango, a implementação do processo 

de higiene da carcaça é muito importante e pode ser obtida essencialmente por dois 

objetivos: um consiste em reduzir o impacto negativo das etapas de processamento 

ligadas  ao  aumento  da  contaminação  microbiológica  e  reduzir  a  contaminação 

bacteriana  em  outras  etapas.  A  redução  da  contaminação  está  relacionada  as 

bactérias de deterioração, aumentando assim possivelmente o prazo de validade do 

produto, bem como a contaminação com microrganismos patogênicos evitando a 

ocorrência de DTA's (BELLUCO et al., 2016).

Na  indústria  a  descontaminação  é  tradicionalmente  alcançada  usando 

alguns métodos químicos e físicos que incluem tecnologias de limpeza de animais, 

desinfecção  química  no  abate,  lavagem  da  carcaça,  pulverização  com  alguns 

agentes antimicrobianos ou com água a temperatura e pressão adequada ou com o 

uso de combinações destas tecnologias  (BILGILI et al., 2002), algumas indústrias 

avícolas incluem tratamento com sódio acidificado, clorito, bromo, dióxido de cloro, 

ácido  orgânico,  ácido  peracético,  fosfato  trissódico,  monocloramina  ou  água 

eletrolisada para eliminar os microrganismos (SEO et al., 2019).

O  processo  de  descontaminação  durante  o  processo  de  resfriamento  é 

utilizado  como  um  passo  para  a  preservação  dos  alimentos,  desta  forma  a 

necessidade de um processo eficaz de descontaminação na indústria alimentícia é 

incontestável.  Alguns dos antimicrobianos utilizado na água de resfriamento mais 

comumente  usados  nas  indústrias  brasileiras  são  substâncias  a  base  de  cloro, 

dióxido de cloro, cloreto de cloro acidificado, entre outros (SKOVGAARD, 2010). Por 

isso  que  o  contato  de  cloro  com  microrganismos  aderidos  às  superfícies  das 

carcaças  deve  ser  significativamente  menor  do  que  o  contato  de  cloro  com 

contaminação na água do chiller (MCCARTHY et al., 2017).

Nagel (2013) traz em um dos seus estudos inovações no processamento de 

aves  que  incluem  a  implementação  de  antimicrobianos  em  tanques  de 

descontaminação  pós-resfriamento.  Neste  estudo,  um  total  de  160  carcaças  de 

frango  foram  analisadas  para  avaliar  a  eficácia  de  cinco  tratamentos  pós-

resfriamento com 0,004% (40 ppm) de cloro total, 0,04% (400 ppm) ou 0,1% (1000 

ppm) de ácido peracético,  e  0,1% (1000 ppm) ou 0,5% (5000 ppm) de lisozima 

contra Salmonella e Campylobacter spp. Além disso, foi realizada análise sensorial 
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para  avaliar  quaisquer  efeitos  associados  aos  antimicrobianos  nos  atributos  de 

qualidade da carne de peito de frango. No tratamento com 0,04% e 0,1% de ácido 

peracético foi mais eficaz (p ≤ 0,05) na redução das populações de  Salmonella  e 

Campylobacter em comparação com o tratamento com cloro a 0,004% e tratamentos 

com lisozima a 0,1% e 0,5%. O tratamento com os vários antimicrobianos não foi  

possível  verificar impactos negativos (p ≤ 0,05) sobre os atributos sensoriais.  Os 

resultados deste estudo sugerem que a utilização de ácido peracético como um 

antimicrobiano em um tanque de imersão pós-resfriamento é uma aplicação eficaz 

para reduzir  Salmonella  e  Campylobacter  em carcaças, mantendo a qualidade do 

produto.

Concentrações  adequadas  de  cloro  livre  são  essenciais  para  reduzir  ou 

controlar  a  contaminação,  ainda  que  esse  cloro  venha  a  ser  inativado  pela 

quantidade excessiva de matéria orgânica  (HIGGINS et al., 2005). Mesmo com as 

imposições do mercado de carne mais competitivo do mundo, o europeu, o Serviço 

de Inspeção e  Segurança Alimentar  (FSIS)  do  Departamento  de Agricultura  dos 

Estados Unidos recomenda a utilização de 5 ppm de hipoclorito de sódio na água 

dos chillers (ORLANDELLI; FELBER, 2012).

O ClO2 é outro agente químico muito usado para higienização de materiais e 

atua na inativação de patógenos devido sua característica mais sutil no contato com 

a célula bacteriana quando comparado ao gás cloro (Cl2)  (ZHOU et al.,  2018).  O 

dióxido de cloro é um forte oxidante, bactericida, fungicidas, algicida e antisséptico. 

Na água de chiller, segundo MAPA (BRASIL, 1998), é permitido o uso do nível de 

cloro  livre  de  até  5  ppm  não  havendo  limite  mínimo  estabelecido,  mas,  em 

contrapartida, a fixação bacteriana a superfícies irregulares gera a resistência para 

esses desinfetantes (MUKHOPADHYAY; RAMASWAMY, 2012).

Uma outra alternativa para a descontaminação das carcaças é o uso de 

água  eletrolisada,  incluindo  água  eletrolítica  ácida,  a  qual  tem sido  amplamente 

identificada  como  um  desinfetante  alternativo  ao  cloro  para  uso  na  indústria 

alimentícia, já que apenas sal e água são usados para produzir os desinfetantes,  

que podem beneficiar o meio ambiente e a saúde humana  (BARTENFELD et al., 

2014).  Além disso,  a  água  eletrolisada  pode  não  resultar  em odores  ou  cor  ou 

aparência  inaceitável  em comparação com outros  desinfetantes  à  base de cloro 

(MEIRELES et al., 2016).
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Novas e complementares tecnologias de conservação de alimentos estão 

sendo continuamente investigadas dando uma atenção especial aos métodos físicos 

e de biopreservação para prolongar a vida útil, inibir os microrganismos indesejáveis 

nos  alimentos  e  minimizar  o  impacto  sobre  as  propriedades  sensoriais  (BILEK; 

TURANTA,  2013).  As  tecnologias  alternativas  são  uma  maneira  simples  de 

maximizar a eficiência dos métodos químicos trazendo economia de energia e de 

redução de custos operacionais. Entre os processos alternativos que pode reduzir os 

custos do processo e auxiliar na preservação de alimentos destaca-se o ultrassom 

de alta potência e baixa frequência (Flores et al., 2018).

3.5 Ultrassom na Tecnologia de Alimentos

As  tecnologias  alternativas  são  uma  maneira  simples  de  maximizar  a 

eficiência  dos  recursos  naturais,  economia  de  energia  e  redução  de  custos 

operacionais (FLORES et al., 2018). 

Dentro dessas alternativas, destaca-se a tecnologia de ultrassom que pode 

reduzir os custos e auxiliar na preservação de alimentos (FLORES et al., 2018). O 

ultrassom é uma tecnologia inovadora com aplicações tanto na análise quanto na 

modificação  de alimentos,  definida  como ondas sonoras superiores  àquelas  que 

podem ser detectadas pelo ouvido humano (20 kHz). As faixas de som usadas são 

divididas em ultrassom de alta frequência e baixa potência (> 1 MHz, < 1 W cm -2) e 

ultrassom de baixa frequência e alta potência (20 – 100 kHz com 10 – 1000 W/cm-2). 

Ambos os tipos são úteis na tecnologia de alimentos (ALARCON-ROJO et al., 2015). 

O uso de baixas frequências (20 – 100 kHz) com alta potência (10 – 100 W/cm 2) 

pode  levar  a  mudanças  físicas  ou  reações  químicas  em  estruturas  sonicadas, 

enquanto as altas frequências com baixa potência não induzem mudanças físico-

químicas nas estruturas (FLORES et al., 2018).

As  frequências  principais  usadas  no  processamento  com  o  ultrassom 

parecem estar na região de potência com o intervalo de 20 a 25 kHz (PANIWNYH, 

2017).  O ultrassom induz efeitos  mecânicos,  químicos  e  efeitos  bioquímicos  em 

meio líquido pela produção e subsequente colapso de bolhas, a propagação das 

ondas em meio líquido induz a compressão e rarefação alternada nos ciclos de 

expansão,  que  formam  bolhas  dentro  das  estruturas.  Esse  fenômeno  ocorre 

predominantemente  em  baixas  frequências,  o  que  é  chamado  de  cavitação.  A 
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ruptura dessas bolhas podem ser  consideradas pequenas implosões,  que geram 

altos níveis de energia (FLORES et al., 2018).

Figura 3 – Esquema da Geração e Colapso de uma Bolha de Cavitação Acústica.

Fonte: Al-hilphy et al. (2020)

Vários  estudos  demonstraram  a  capacidade  do  ultrassom  em  inativar 

microrganismos e  enzimas deteriorantes  e  patogênicas em laticínios  e  sucos de 

frutas. Isso é frequentemente atribuído ao rompimento das membranas da parede 

celular e produção de radicais livres (FREITAS et al., 2014). Afirma-se também que 

o  uso  do  ultrassom  produz  forças  que  resultam  na  quebra  e  rompimento  das 

paredes celulares de microrganismos (PANIWNYH, 2017).

Zeng et al. (2013) avaliaram o efeito do ultrassom quando aplicado por 0, 30, 

60 e 90 min, a 20 ºC e 25 kHz em suco de maça, e observaram a redução da  

população microbiana de bolores  e  leveduras quando comparada com amostras 

controle (sem aplicação de ultrassom).  Resultados semelhantes foram obtidos em 

suco  de  limão  em  que  ocorreu  a  redução  dos  contaminantes  microbianos  e 

patogênicos de 5 ciclos log (ELVIRA et al., 2014) e devido a resultados como estes, 

pelo  fato  do  ultrassom  ser  eficaz  na  redução  microbiana  de  5  ciclos  log 

estabelecidos pelo FDA para sucos de frutas, está técnica pode ser considerada um 

método de pasteurização (PATIL et al., 2009).
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No estudo realizado por Park e Ha (2019), os autores relataram que apenas 

aplicação do ultrassom (40 kHz por 5 min) em suco de maça resultou em uma baixa 

inativação de patógenos, porém quando combinado ao ácido fumárico resultou em 

uma redução de 5,3 ciclos log na carga microbiana de Escherichia coli sem afetar as 

características sensoriais do suco.

O  ultrassom,  sozinho  ou  em  combinação  com  outros  métodos,  tem 

demonstrado ter potencial para aplicações que vão desde melhorar parâmetros de 

qualidade da carne, tais como textura, modificando as propriedades funcionais de 

proteínas,  aumento  do  prazo  de  validade,  reestruturação  de  produtos  de  carne, 

reduzir o sal e aumentar o cozimento, bem como a inativação dos microrganismos 

na carne e produtos de carne (ALARCON-ROJO et al., 2015).

Em um estudo realizado por Liao et al.  (2018), em que a carne de aves foi 

submetida ao ultrassom por sonda em uma potência de 198 W e frequência de 20 

kHz  por  12  minutos,  foi  possível  observar  a  inativação  de  98,1% da  contagem 

microbiana de  Escherichia coli e 81,3% de Staphylococcus aureus, semelhante ao 

estudo de Khandpur et al. (2016) que avaliaram o tratamento com ultrassom de 60 

minutos e 40 kHz de frequência e 350 W de potência que resultou em mais de 90% 

de inativação de Escherichia coli.

Seo et al. (2019) avaliou a eficácia do tratamento do ultrassom (37 kHz por 5 

min)  combinado  com  etanol  em  uma  concentração  de  30%  na  inativação  de 

Salmonella  Typhimurium em pele de galinha apresentando uma redução de 2,49 

log10 UFC/g, porém quando aplicado o ultrassom isoladamente o tratamento não foi 

eficaz.

Voltado ainda para  área cárnea,  o  tratamento  do ultrassom em peito  de 

frango  foi  eficaz  no  controle  do  crescimento  de  bactérias  patogênicas  como 

Staphylococcus aureus e Salmonella  spp. segundo estudos de Piñon et al.  (2018). 

Segundo os autores o ultrassom contribuiu para prolongar a vida útil  do produto, 

entretanto, destaca que outros tratamentos alternativos combinados com a cavitação 

gerada pelo  ultrassom deveriam ser  investigados para  reduzir  o  número  desses 

patógenos para futura aplicação na indústria cárnea, utilizado como um método de 

prevenção.

Bi  (2020) em  seu  estudo  investigou  o  potencial  do  uso  do  ultrassom 

combinado com o tratamento com lisozima (enzima hidrolítica) como uma tecnologia 

de pasteurização no processamento de ovo inteiro líquido. Os resultados mostraram 
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que  a  inativação  de  Salmonella  Typhimurium  foi  aumentada  pelo  aumento  das 

temperaturas de tratamento, potência e tempo aplicado, onde o melhor resultado foi 

alcançado utilizando 968 W/cm2, a 35 ºC e 20 min, assim como a capacidade de 

inativação  do  tratamento  do  ultrassom com lisozima foi  maior  (p  <0,05)  quando 

comparada com o tratamento do ultrassom isoladamente, 4,26 log10 UFC/g e 3,31 

log10 UFC/g respectivamente. Desta forma, é possível verificar que o ultrassom é 

uma tecnologia com grande potencial para aplicação em tecnologia de alimentos, no 

campo  de  inibição  de  microrganismos.  Baseado  em  Huang  et  al.  (2018),  a 

metodologia  sugerida  no  presente  trabalho  está  fundamentada  na  utilização  do 

ultrassom combinado com compostos  químicos.  Os autores citados realizaram a 

aplicação de cloro livre ativo juntamente com a lavagem ultrassônica em um estudo 

em folhas de alface, visando a redução da contaminação cruzada durante a etapa 

de  lavagem  para  células  de  Escherichia  coli  e  Listeria  monocytogenes,  e 

observaram  uma  redução  bacteriana  de  aproximadamente  0,5  log  UFC/cm2, 

concluindo que o tratamento ultrassom tem potencial para ser uma alternativa para 

manter a segurança e a qualidade de alimentos frescos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Preparo e Caracterização da Água de Chiller

Para evitar possíveis resíduos químicos, especialmente o cloro, a água do 

tanque de resfriamento (chiller) de carcaças de frango foi obtida por um processo de 

simulação. Para isso 3 frangos depenados, eviscerados e refrigerados (7 a 9 ºC),  

sem pés, sem cabeça, com peso de 2,5 kg e abatidos segundo as Normas de Bem-

estar Animal (BRASIL, 2018) no dia anterior a este procedimento foram tumbleados 

separadamente e sequencialmente em 4,5 L de água destilada  (1.0 – 0.1 μS/cm) 

obtida de um destilador de água tipo Pilsen (Quimis, Q341-25, Brasil), a temperatura 

de aproximadamente  16  C, mantida  pela  climatização do ambiente,  por  1  hora 

cada.  A  água  obtida  após  o  tumbleamento  foi  armazenada  em frascos  de  1  L, 

autoclavada em autoclave (CS 75 L, Prismatec, Itu, Brasil) a 121 C por 15 min, e 

mantida a -18 C. 

4.2 Microrganismos, Meio de Cultura e Reagentes Químicos

As cepas utilizadas foram Salmonella entérica sorovar Typhimurium ATCC 

14028 e Escherichia coli sorotipo O157:H7 ATCC 43888. Os meios de cultura Caldo 

Cérebro Coração (BHI – Brain Heart Infusion) e o Ágar para Contagem Padrão em 

Placas (PCA – Plate Count Ágar) adicionado de 5% Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio 

(TTC) foram todos da marca Merck (Darmstadt, Alemanha) e o ClO2 foi doado por 

um abatedouro  de aves localizado no Oeste  do Paraná,  em seu estado líquido, 

obtido  pela  reação  do  ácido  clorídrico  (HCl2)  e  cloreto  de  sódio  (NaClO2)  por 

intermédio de geradores ácidos (Gerador de Dióxido de Cloro, Modelo: CDKC 32, 

Fabricante: Alcolina). O ClO2 foi armazenado a temperatura ambiente (  25 ºC) e≅  

utilizado por não mais que 24 h após sua obtenção levando em consideração sua 

pureza.  Foram  utilizados  sachês  com  reagente  de  cloro  livre  da  marca  Hanna 

Instruments Hl701-0 (Romania, Europa).
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4.3 Reativação da Cepa de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli

As cepas de  Salmonella  Typhimurium e  Escherichia coli armazenadas em 

Ágar  Nutriente  (Merck,  Darmstadt,  Alemanha) foram  ativadas  inoculando-se 

separadamente uma alíquota de cada em 10 mL de caldo BHI e incubado a 37  ± 2 

ºC por 12 h. A turbidez do caldo verificada visualmente após o período de incubação 

foi utilizada para conferir o crescimento do microrganismo. Posteriormente 1 mL do 

caldo BHI com o crescimento foi inoculado em 200 mL de caldo BHI. O crescimento 

dos  microrganismos  foi  acompanhado  por  densidade  óptica  (Do)  a  600  nm em 

espectrofotômetro  (Lambda XLS Perkin  Elmer,  Beaconsfield,  Reino Unido)  e  por 

contagem  em  placas  PCA  adicionado  de  5%  de  TTC.  Para  a  Salmonella 

Typhimurium e Escherichia coli as leituras da DO e a contagem padrão em placas 

foram realizadas nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,  8 e 10 h até atiwngir a fase 

estacionária.  Após realizada a  curva  de crescimento,  foi  estabelecida  a  fase de 

maior atividade, com concentração de cepa conhecida para posterior inoculação na 

água de chiller.

A Do foi determinada em triplicata e a contagem em placas em duplicata e 

os resultados foram expressos em log10 UFC/g. 

4.4 Estratégia Experimental

4.4.1 Planejamento Fatorial Completo 23

O primeiro  microrganismo estudado foi  a  Salmonella  Typhimurium sendo 

que os resultados obtidos serviram de parâmetro para o estudo da Escherichia coli. 

Desta  forma,  foi  realizado  um  Planejamento  Fatorial  Completo  (PFC)  para  três 

variáveis independentes (23) e triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios que 

foram realizados aleatoriamente e mais 3 controles, sendo Controle 1 sem aplicação 

de ultrassom e adição de ClO2, Controle 2 somente aplicação de ultrassom no nível 

superior e Controle 3 somente adição de ClO2  no nível superior. Para a realização 

deste PFC utilizou-se água destilada estéril (121 ºC por 15 min) (SILVA et al., 2018). 

Na  Tabela  1  podemos  visualizar  as  três  variáveis  independentes  estudadas,  x1 

(amplitude de frequência, %), x2 (tempo, min) e x3 (concentração de ClO2, ppm) e na 

Tabela 2 pode-se visualizar a matriz do planejamento experimental (23). A variável 
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dependente ou função-resposta (y) foi  expressa como log10 UFC/g de  Salmonella 

Typhimurium. As variáveis e os níveis de variação foram selecionados com base em 

dados  da  literatura  e  de  acordo  com  as  condições  de  operação  do  banho  de 

ultrassom (Elmasonic P120H, Singen, Alemanha).

Tabela 1. Variáveis e níveis de variação.
Níveis

Variáveis -1 0 1

x1 – Amplitude de frequência (%) 40 70 100

x2 – Tempo (min) 5 10 15

x3 – Dióxido de cloro (ppm) 1 5 9

Fonte: Autoria própria (2020).

Tabela  2.  Matriz  dos  ensaios  do  Planejamento  Fatorial  Completo  (23)  com  as 
variáveis independentes.

Variáveis
Ensaios x1 x2 x3

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 0 0 0

10 0 0 0

11 0 0 0

C1 - - -

C2 1 1 -

C3 - - 1

x1:  Amplitude de frequência (%); x2: Tempo (min);  x3: Dióxido de cloro (ppm); C1: sem aplicação de 
ultrassom e adição de ClO2; C2: somente aplicação de ultrassom e C3:  somente adição de ClO2.

Fonte: Autoria própria (2020)
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Para análise de regressão, variância e superfície de respostas foi utilizado o 

software STATISTICA 10.0 (Statsoft Inc. Tulsa, USA). A fórmula geral do modelo de 

superfície de resposta será expressa conforme a Equação 1.

ŷ = βo + β1x1 + β2x2 + β3x3 + β12x1x2 + β13x1x3 + e                              Equação 1 

sendo: 

ŷ = função-resposta 

x 1, x 2 e x 3 = variáveis codificadas

β’s = coeficientes estimados pelo modelo de superficie de resposta

e = resíduo (erro experimental)

4.4.2 Planejamento Fatorial Completo 22

Com base  nos  resultados  obtidos  no  PFC 23 realizado  para  Salmonella 

Typhimurium optou-se por realizar um PFC 22 com as variáveis tempo de sonicação 

e concentração de dióxido de cloro nos níveis de 1, 5 e 10 min de sonicação e 1, 9 e 

17  ppm  de  dióxido  de  cloro,  respectivamente.  Considerando  os  resultados 

satisfatórios obtidos com o PFC 22 para a  Salmonella Typhimurium,  optou-se por 

repeti-lo para a Escherichia coli.

4.4.2.1 Validação do modelo

Após  estabelecida  a  melhor  condição  para  a  redução  da  Salmonella 

Typhimurium e Escherichia coli obtida no PFC 22 em água pura, foi feita a validação 

do modelo para ambos microrganismos utilizando água de  chiller. A validação foi 

necessária para verificação dos dados significativos e repetição das análises em 

triplicata para cada ensaio selecionado. Posteriormente, foi realizada a ANOVA e 

teste de comparação de médias Tukey (p  ≤ 0,05) em programa STATISTICA 10.0 

(Statsoft Inc. Tulsa, USA).
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4.5 Aplicação do Ultrassom

Para realização dos ensaios as amostras contendo 100 mL de água estéril 

foram inoculadas com 1 mL da suspensão contendo microrganismos reativados e 

submetido ao tratamento ultrassônico (Elmasonic P 120H, Singen, Alemanha) de 

acordo com os PFCs apresentados anteriormente.  As amostras foram sonicadas 

homogeneamente,  seguindo as  recomendações de  Nascentes  et  al.  (2001),  que 

estabeleceu condições de otimização para a obtenção de máxima intensidade de 

cavitação  em banhos  de  ultrassom.  Por  tanto,  as  variáveis  de  controle  foram o 

volume e substituição da água no tanque do ultrassom, temperatura de exposição, a 

quantidade e disposição dos erlenmeyers a partir do fundo do tanque e o tempo de 

sonicação. As vidrarias utilizadas foram da mesma marca e volume.

Durante a aplicação do ultrassom, a temperatura da água foi mantida em 25 

ºC com adição de gelo/água gelada, quando necessário e a amplitude de frequência 

foi fixada em 40 kHz.

4.6 Métodos Analíticos 

4.6.1 Determinação de Cloro Livre de ClO2 em Água

Para verificar o teor de cloro livre presente no dióxido de cloro (ClO2) e nas 

amostras adicionadas de ClO2 foi utilizado o Colorímetro Digital Cheker (HANNA, 

HI701-0, Rio de Janeiro, RJ). Neste método, o composto N,N-dietil-p-fenilendiamina 

(DPD) é usado como indicador onde a cor rosada característica que se desenvolve 

em águas que não contêm iodeto e indica a presença de cloro residual livre. O DPD 

é oxidado por  cloro livre,  resultando numa solução com uma intensidade de cor 

proporcional a concentração de cloro livre. A medida da concentração é realizada 

utilizando o colorímetro digital onde a absorção da solução resultante é medida por 

fotometria (HELBLING; VANDRIESEN, 2007).

4.6.2 Contagem de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli

Alíquotas de 1 mL dos ensaios dos PFC e da curva de crescimento foram 

utilizados  para  efetuar  a  diluição  10-1 e  as  diluições  seriadas  subsequentes 
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plaqueadas em profundidade em Ágar PCA adicionado de 0,015% de cloreto de 

2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) e incubadas invertidas a 37 ± 1 °C por 24 ± 2 h conforme 

Beloti et al.  (1999). As contagens foram realizadas em duplicata e expressas pela 

média ± desvio padrão em log10 de UFC/g.

4.6.3 Determinação de Proteínas e Lipídios na Água de Chiller

Conforme as carcaças entram e se  movem pelo  tanque de resfriamento 

chiller,  liberam  grandes  quantidades  de  material  orgânico  na  forma  de  sangue, 

gordura, proteína e outros na água, fatores que interferem na impermeabilidade das 

células microbiológicas (MUNTHER et al., 2015) e esse material é importante porque 

altera a composição química dessa água de resfriamento de carcaças de aves e 

afeta  diretamente  a  contagem  microbiana  (RUSSEL,  2012).  Para  isso,  a 

determinação  de  proteínas  e  lipídeos  na  água  de  chiller foi  realizada  conforme 

instruções da Instrução Normativa nº 20 de 21 de julho de 1999 (MAPA, 1999) e pela 

Norma  Técnica  Interna  SABESP  NTS  005  (DE  ENSAIO;  PAULO,  1997) 

respectivamente.

 



34

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1  PFC 23 para  Redução Microbiana  de  Salmonella Typhimurium em Água 

Pura

Os resultados obtidos no PFC 23 para redução da contagem microbiana de 

Salmonella Typhimurium podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Matriz dos ensaios do PFC 23 com as variáveis independentes reais e 
codificadas  e  resposta  para  redução  da  contagem  microbiana  de  Salmonella 
Typhimurium em água pura.

Variáveis

Ensaios x1 x2 x3 y1

1 -1 (40) -1 (5) -1 (1) 7,14 ± 0,01

2 1 (100) -1 (5) -1 (1) 7,14 ± 0,04

3 -1 (40) 1 (15) -1 (1) 7,21 ± 0,02

4 1 (100) 1 (15) -1 (1) 7,16 ± 0,04

5 -1 (40) -1 (5) 1 (9) 6,98 ± 0,01

6 1 (100) -1 (5) 1 (9) 6,70 ± 0,04

7 -1 (40) 1 (15) 1 (9) 7,06 ± 0,07

8 1 (100) 1 (15) 1 (9) 7,03 ± 0,02

9 0 (70) 0 (10) 0 (5) 6,96 ± 0,08

10 0 (70) 0 (10) 0 (5) 7,12 ± 0,05

11 0 (70) 0 (10) 0 (5) 7,17 ± 0,03

C1 - - - 7,02 ± 0,00

C2 1 (100) 1 (15) - 7,11 ± 0,12

C3 - - 1 (9) 7,06 ± 0,10

x1:  Amplitude  de  frequência  (%);  x2: Tempo  (min);  x3: Dióxido  de  cloro  (ppm);  y1:  Salmonella 
Typhimuruim (log10 UFC/g) C1: sem aplicação de ultrassom e adição de ClO2; C2: somente aplicação 
de ultrassom e C3: somente adição de ClO2.

Fonte: Autoria própria (2020).

Não foram observados  efeitos  significativos  para  nenhuma das  variáveis 

(amplitude de frequência, tempo e concentração de ClO2) nas faixas estudadas (p < 

0,05) (Tabela 4). Para as variáveis amplitude de frequência, tempo de aplicação e 

concentração  de  ClO2,  as  respostas  obtidas  para  a  contagem  de  Salmonella 

Typhimurium em água apresentaram-se muito próximas e sem efeito na redução 
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deste microrganismo. De acordo com os resultados apresentados os ensaios 5 e 6 

em que foi utilizado uma concentração maior de ClO2 apresentou pequena redução, 

mas  não  significativa,  para  a Salmonella Typhimurium  em  comparação  aos 

controles. Em  um  estudo  realizado  por  Kocharunchitt  et  al.  (2020),  os  autores 

identificaram  que  uma  concentração  de  15  ppm  de  ClO2 utilizado  na  água  de 

resfriamento de carcaças bovinas foi igualmente eficaz na redução de  Escherichia 

coli  e  Salmonella  spp.  verificando assim a necessidade de realizar  experimentos 

com concentração maior de ClO2.

A  revisão bibliográfica  realizada por  Chen et  al.  (2020)  aborda inúmeras 

aplicações  do  ultrassom  (30  kHz)  na  redução  da  contagem  da  contagem  de 

microrganismos, como, na superfície de peixes sem afetar a qualidade sensorial, e 

ainda, relata o efeito sinérgico do ultrassom com desinfetantes químicos, como por 

exemplo o hipoclorito de sódio, em que a combinação dos métodos não apenas 

reduziu a concentração necessária de hipoclorito de sódio mas também melhorou a 

segurança alimentar de vegetais folhosos. Vale ressaltar que o excesso de cloretos 

pode produzir substâncias cancerígenas como trihalometanos, cloranfenicol, entre 

outros,  desta  forma,  tecnologias  que  viabilizem  o  seu  efeito  em  quantidades 

melhores são importantes para a segurança dos alimentos (COELHO et al., 2007).

A maioria dos estudos apresenta a aplicação do ultrassom em frequência 

mais  baixas,  porém  não  foi  encontrado  estudos  que  comparam  a  eficácia  de 

diferentes faixas de frequência para a inibição de Salmonella em carne de frango e 

de acordo com apresentado na Tabela 4, o aumento da amplitude de frequência 

promoveu efeito negativo nos ensaios propostos.

Para  o  efeito  apresentado  pela  variável  tempo  de  ultrassom em que  foi 

positiva, mas não significativa, deve-se considerar que um tempo de exposição ao 

ultrassom  suficientemente  longo  pode  aumentar  a  ruptura  da  parede  celular 

bacteriana,  porém  um  tempo  de  aplicação  excessivamente  prolongado  pode 

ocasionar oxidação lipídica dos lipídios na amostra, e que isso pode vir a afetar a 

qualidade da água e consequentemente, a carne podendo ocasionar degradação 

nutricional, organolépticas e sensoriais do produto (ALENYOREGE et al., 2020).
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Tabela 4. Estimativa dos efeitos do PFC 23 na redução da contagem microbiana de 
Salmonella Typhimurium em água pura.

Variável Efeito Erro padrão t (3) p-valor

Média 7,08 0,06 113,17 0,000*

Amplitude de frequência (x1) -0,08 0,07 -1,14 0,334

Tempo de ultrassom (x2) 0,12 0,07 1,62 0,203
Concentração de ClO2 (x3)

x1 por x2

x1 por x3

x2 por x3

-0,22

0,04

-0,06

0,08

0,07

0,07

0,07

0,07

-2,87

0,61

-0,91

1,05

0,063

0,579

0,429

0,368

* p < 0,05.
Fonte: Autoria própria (2020).

Na  Tabela  5  pode-se  visualizar  a  ANOVA  do  modelo  com  R2 de  0,83, 

mostrando que a regressão não foi significativa, com um Fcalculado de 2,11 e um F 

tabelado de 8,88, concluindo que o modelo não é válido.

Tabela 5. ANOVA do modelo de PFC 23 com as três variáveis independentes para 
Salmonella Typhimurium.

Soma 

Quadrática

Graus de 

Liberdade

Média 

quadrática

F 

calculado

F 

tabelado
p-valor

Regressão 0,17364 7 0,02481 2,11 8,88 0,2899*

Resíduos 0,03528 3 0,01176

Total 0,20892 10 0,02089

* p < 0,05.
Fonte: Autoria própria (2020).

5.2  PFC 22 para  Redução Microbiana  de  Salmonella  Typhimurium em Água 

Pura

As variáveis e níveis de variação estudados no PFC 22 foram definidos a 

partir  dos resultados e efeitos obtidos no PFC 23.  No PFC 23 observou-se que a 

amplitude  de  frequência  não  favoreceu  a  redução  da  contagem  da  Salmonella 

Typhimurium. Desta forma, esta variável foi fixada em 40 kHz no PFC 22. Diversos 

estudos  empregando  esta  faixa  de  amplitude  de  frequência  foram  empregados, 

como  Alenyorege  et  al.  (2020)  que  aplicaram  tratamento  com  ultrassom  com 

frequência de 20 a 60 kHz e obtiveram maior redução na contagem de Escherichia 
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coli e Listeria innocua em repolho quando aplicado o ultrassom na frequência de 40 

kHz, o mesmo foi relatado por Sienkiewicz et al. (2017) na redução da contagem de 

Salmonella Typhimurium em caldo líquido nutriente submetido às frequências de 20, 

40 e 100 kHz, sendo a frequência de 40 kHz por 15 min a condição mais eficiente. 

Do Rosário et  al.  (2017) obtiveram a redução de 2,1 log10 UFC/g de  Salmonella 

enterica em morangos quando combinado um desinfetante e ultrassom (40 kHz por 

5 min).

No PFC 23 ainda, como já citado, observou-se que o tempo de ultrassom 

apresentou efeito positivo, desta forma no PFC 22 esta variável  foi  estudada em 

níveis  inferiores  (1  a  9  min)  e  a  concentração  de  ClO2 não  apresentou  efeito 

significativo  a  5%  de  significância,  porém  a  7%  mostrou  ter  efeito  negativo  na 

redução da contagem de Salmonella Typhimurium, indicando que para o PFC 22 a 

concentração de ClO2 poderia ser maior do que a utilizada no PFC 23. Sendo assim 

no PFC 22, apenas as variáveis independentes, tempo de sonicação e concentração 

de ClO2 foram estudadas, e a temperatura da água do banho de ultrassom e da 

amostra foi mantida a 25 °C para todos os ensaios.

Os resultados obtidos para o PFC 22 com as variáveis independentes, tempo 

de sonicação e concentração de ClO2 estão apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Matriz dos ensaios do PFC 22 com as variáveis independentes reais e 
codificadas  e  resposta  para  redução  da  contagem  microbiana  de  Salmonella 
Typhimurium em água pura.

Variáveis

Ensaios x1 x2 y1

1 - 1 (1) -1 (1) 7,09 ± 0,03

2 1 (9) -1 (1) 7,10 ± 0,02

3 -1 (1) 1 (17) 0,89 ± 1,26

4 1 (9) 1 (17) 3,12 ± 0,05

5 0 (5) 0 (9) 6,88 ± 0,05

6 0 (5) 0 (9) 7,01 ± 0,06

7 0 (5) 0 (9) 7,04 ± 0,06

C1 - - 7,16 ± 0,00

C2 0 (5) - 7,19 ± 0,14

C3 - 1 (17) 5,13 ± 0,07

x1:  Tempo de sonicação (min);  x2: Concentração de ClO2 (ppm);  y1: Salmonella  Typhimuruim (log10 

UFC/g) C1: sem aplicação de ultrassom e adição de ClO2; C2: somente aplicação de ultrassom e C3: 
somente adição de ClO2.

Fonte: Autoria própria (2020).

Os efeitos obtidos para o PFC 22 com as variáveis  independentes estão 

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Estimativa dos efeitos do PFC 22 na redução da contagem microbiana de 
Salmonella Typhimurium em água pura.

Variável Efeito Erro padrão t (3) p-valor

Média 4,55 0,04 105,22 0,0000*

Tempo de sonicação (x1) 1,12 0,09 12,97 0,0058*

Concentração de ClO2 (x2)

x1 por x2

-5,09

1,10

0,09

0,09

-58,85

12,81

0,0002*

0,0060*

* p < 0,05.
Fonte: Autoria própria (2020).

As duas variáveis independentes apresentaram efeitos no crescimento de 

Salmonella Typhimurium, a variável tempo de sonicação (nível -1 para +1) contribuiu 

para um efeito positivo na contagem do patógeno, já a concentração de ClO2 teve 

um efeito negativo indicando que ao aumentar a concentração de 1 a 17 ppm houve 

uma redução na contagem de  Salmonella  Typhimurium em média 5 log10 UFC/g, 

indicando melhora na inativação do patógeno.
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Os ensaios 3 e 4 apresentaram os melhores resultados para a redução de 

Salmonella  Typhimurium, destacando o ensaio 3 com uma contagem do patógeno 

de 0,89 log10 UFC/g, correspondente a uma redução na contagem das células de 

88%, indicando que o melhor tratamento está relacionado ao nível inferior do tempo 

de sonicação (1 min) e ao nível superior da concentração de ClO2 (17 ppm).

Entretanto,  comparando  C2  e  C3  com  C1,  no  primeiro  caso,  não  foi 

observada  significativa  redução,  mostrando  que  o  ultrassom  quando  aplicado 

isoladamente  não  teve  efeitos  na  inativação  de  Salmonella  Typhimurium  nas 

condições estudadas, além disso, comparando C3 com C1, apenas uma redução de 

28% foi observada, reforçando que o ClO2 teve um papel fundamental na inativação, 

mas atua mais eficaz na combinação com o ultrassom.

O  ultrassom  possui  atividade  de  desestabilizar  a  membrana  externa  de 

bactérias gram-negativas. Essa desestabilização ocorre pelo processo de cavitação 

que provoca um dano físico e químico na parede celular da célula aumentando a 

atuação do desinfetante (FREITAS, 2017).

A ANOVA do modelo está apresentada na Tabela 8, com R2 de 0,999 e R-

ajustado de 0,998. A regressão foi significativa, com um F calculado de 1929,78 e um F 

tabelado de 9,12 (p = 0,0002), indicando que o modelo é válido com nível de confiança 

de 95%.

Tabela 8 – ANOVA do modelo de PFC 22 com as duas variáveis independentes para 
Salmonella Typhimurium

Soma 

Quadrática

Graus de 

Liberdade

Média 

quadrática

F 

calculado

F 

tabelado
p-valor

Regressão 38,492760 3 9,62319 1929,78 9,12 0,000*

Resíduos 0,014960 3 0,00499

Total 38,507720 6 5,5011

 * p < 0,05
Fonte: Autoria própria (2020).

Considerando a análise de variância e a regressão significativa, um modelo 

matemático foi desenvolvido utilizando as variáveis independentes codificadas para 

a resposta significativa ŷ. A equação do modelo matemático representa a redução 

da contagem microbiana de  Salmonella  Typhimuirum e as variáveis significativas 

como x1 tempo de sonicação, x2 concentração de ClO2 e a interação entre x1 e x2.
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ŷ = 4,55 + 0,56x1 – 2,54x2 + 0,55x1x2                                      Equação 2

O modelo sugere que uma menor exposição ao tempo do ultrassom e maior 

concentração  de  ClO2 na  faixa  estudada  reduziram  a  contagem  de  células  de 

Salmonella Typhimurium, melhorando a inativação do microrganismo. A exposição 

ao  ultrassom  pode  ter  efeito  letal  nos  microrganismos  por  aumentar  a 

permeabilidade  da  membrana  celular  devido  ao  efeito  de  sonoporação  causado 

(OJHA et al., 2018); (IORIO et al., 2019). Por outro lado, se a aplicação do ultrassom 

for realizada por um período mais longo, ocorre a degradação do ClO2 causada pelo 

aumento da temperatura durante a cavitação, reduzindo o efeito antimicrobiano do 

ClO2, conforme detalhado por Huang et al. (2018).

Acredita-se geralmente que a inativação de microrganismos por ultrassom é 

devido principalmente ao efeito de cavitação das ondas do ultrassom em solução em 

que produz alta  temperatura e alta  pressão que danificam diretamente a parede 

celular de bactérias, promovendo a decomposição de moléculas de água, gerando 

reação  de  radicais  livres  que  por  sua  vez  gera  fortes  propriedades  oxidantes 

quebrando o DNA das células microbianas (WU et al., 2015; LI et al., 2018).  Li  et 

al. (2016) descreveram que o tratamento por ultrassom é como um método do tipo 

“tudo” ou “nada”, demonstrando que as células rompidas e desintegradas após a 

sonicação não pode ser rejuvenescida, fato que torna o ultrassom uma tecnologia 

distinta das demais tecnologias não térmicas.

A superfície de resposta e a curva de contorno dos resultados obtidos estão 

apresentadas na Figura 4 e Figura 5.
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Figura 4. Superfície de Resposta PFC 22 Empregado o Ultrassom Combinado com 
ClO2 na redução da contagem microbiana de Salmonella Typhimurium.

 
Fonte:    Autoria própria (2020).

Figura 5. Curva de Contorno PFC 22 Empregado o Ultrassom Combinado com ClO2 

na redução da contagem microbiana de Salmonella Typhimurium..
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Fonte: Autoria própria (2020).
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5.3 PFC 22 para Redução Microbiana de Escherichia coli em Água Pura

Este planejamento foi  realizado de forma semelhante ao desenvolvido no 

PFC 22 para a redução de  Salmonella  Typhimurium. Os resultados obtidos para a 

contagem de Escherichia coli estão descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Matriz dos ensaios do PFC 22 com as variáveis independentes reais e 
codificadas e resposta para redução da contagem microbiana de Escherichia coli em 
água pura.

Ensaios
Variáveis

x1 x2 y1

1 - 1 (1) -1 (1) 6,99 ± 0,06

2   1 (9) -1 (1) 6,88 ± 0,05

3 -1 (1) 1 (17) 5,38 ± 0,00

4 1 (9) 1 (17) 4,50 ± 0,06

5 0 (5) 0 (9) 6,58 ± 0,09

6 0 (5) 0 (9) 6,66 ± 0,13

7 0 (5) 0 (9) 7,01 ± 0,02

C1 - - 7,00 ± 0,06

C2 0 (5) - 6,84 ± 0,06

C3 - 1 (17) 5,50 ± 0,08

x1: Tempo de sonicação (min); x2: Concentração de ClO2 (ppm); y1: Escherichia coli (log10 UFC/g) C1: 
sem aplicação de ultrassom e adição de ClO2; C2: somente aplicação de ultrassom e C3:  somente 
adição de ClO2.

Fonte: Autoria própria (2020).

Na Tabela 10 pode-se visualizar os efeitos para o PFC 22. A contagem de 

Escherichia coli variou de 7,01 a 4,50 log10 UFC/g e o efeito do modelo foi positivo (p 

<0,05) indicando que um aumento nas variáveis reduz a inativação de Escherichia 

coli. As variáveis tempo de sonicação e a interação entre as duas variáveis, embora 

tenham efeitos negativos, não foram significativos na resposta estudada (p >0,05), 

por  outro  lado,  a  variável  concentração  de  ClO2 teve  um  efeito  negativo  e 

significativo (p <0,05) na contagem do microrganismo, indicando que seu aumento 

melhorou a inativação de Escherichia coli.  Nesse contexto, os ensaios 4 e 3 com 

maior concentração de ClO2 demonstraram as melhores condições para inativar o 

microrganismo estudado. Comparando os ensaios 4 e 3 com o C1, foi alcançada 

uma  redução  na  contagem de  células  de  36% e  23% respectivamente.  Porém, 
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comparando C2 e C3 com C1, no primeiro caso foi observada uma redução de 2%, 

mostrando que o ultrassom isoladamente praticamente não teve efeito na inativação 

de  Escherichia  coli,  já  no  segundo  caso,  foi  observada  uma  redução  de  21%, 

reforçando o fato do ClO2 ter um papel fundamental na inativação de  Escherichia 

coli.

Um estudo realizado por Ofori et al. (2017) menciona que o efeito do ClO2 na 

membrana  celular  externa  das  bactérias  gram-negativas,  como  a Salmonella 

Typhimurium e a Escherichia coli é indicada pela penetração de ClO2 na membrana 

citoplasmática e subsequentemente causando a degradação e inativação da enzima 

b-D-galactosidade  intracelular,  levando  eventualmente  a  inibição  da  reação  de 

hidrólise. O ClO2 foi observado por desnaturar os constituintes críticos das proteínas 

pela modificação oxidativa dos resíduos de tirosina e triptofano e que foi sugerida 

como a causa da inativação em microorganismos, já as bactérias gram-positivas 

como a Listeria monocytogenes são mais resistentes a ação de compostos a base 

de  cloro,  pois  possui  uma  camada  mais  espessa,  composta  quase  que 

completamente por peptidoglicano, responsável pela manutenção da célula e sua 

rigidez. 

Tabela 10 – Estimativa dos efeitos do PFC 22 na redução da contagem microbiana 
de Escherichia coli em água pura.

Variável Efeito Erro padrão t (2) p-valor

 Média 5,94 0,11 51,92 0,0003*

Tempo de sonicação (x1) - 0,25 0,11 - 2,16 0,1628

Concentração de ClO2 (x2)

x1 por x2

- 0,99

- 0,19

0,11

0,11

- 8,72

- 1,68

0,0128*

0,2343

* p < 0,05.
Fonte: Autoria própria (2020).

A Tabela 11 apresenta a ANOVA do modelo (R2 0,981; R-ajustado 0,944). A 

regressão foi  significativa,  com um Fcalculado de 26,31 e um Ftabelado de 19,25 (p = 

0,0369), indicando que o modelo é válido. O modelo sugere que um maior tempo de 

exposição ao ultrassom e maior concentração de ClO2 na faixa estudada reduziram 

a  contagem  de  células  de  Escherichia  coli,  melhorando  a  inativação  do 

microrganismo.
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Tabela 11 – ANOVA do modelo de PFC 22 com as duas variáveis independentes.
Soma 

Quadrática

Graus de 

Liberdade

Média 

quadrática

F 

calculado

F 

tabelado
p-valor

Regressão 5,50497 4 1,37624 26,314395 19,246794 0,0369*

Resíduos 0,10460 2 0,0523

Total 5,60957 6 0,93493

 * p < 0,05
Fonte: Autoria própria (2020).

Considerando a análise de variância e a regressão significativa, um modelo 

matemático foi desenvolvido utilizando as variáveis independentes codificadas para 

a resposta significativa  ŷ. A  equação do modelo matemático representa a redução 

da  contagem  microbiana  de  Escherichia  coli com  a  variável  independente 

significativa  x2 (concentração  de  ClO2).  Os  parâmetros  estatisticamente  não 

significativos foram eliminados do modelo e adicionado aos resíduos. 

ŷ = 5,94 – 0,99x2                                                     Equação 3

A partir dos resultados, foi possível construir a superfície de resposta e a 

curva de contorno apresentadas na Figura 6 e Figura 7.

Figura 6 – Superfície de resposta do PFC 22 empregado ultrassom combinado com 
ClO2 na redução da contagem microbiana de Escherichia coli.

Fonte: Autoria própria (2020).
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Figura 7 – Curva de contorno do PFC 22 empregado ultrassom combinado com ClO2 

na redução da contagem microbiana de Escherichia coli.
Fitted Surf ace; Variable: Escherichia coli (log UFC/mL)

2**(2-0) design; MS Residual=,0523

DV: Escherichia coli (log UFC/mL)
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Fonte: Autoria própria (2020).

Para Escherichia coli, a combinação de exposição ao ultrassom e a ação de 

ClO2 foi menos eficaz se comparada com Salmonella Typhimurium. No entanto, para 

os  dois  microrganismos  estudados,  os  resultados  são  semelhantes:  o  tempo de 

exposição ao ultrassom teve um efeito negativo para  Salmonella e nenhum efeito 

para  Escherichia coli, indicando uma vantagem do uso de 1 min para o tempo de 

sonicação,  além disso,  o  uso de ClO2  na concentração de 17 ppm foi  a  melhor 

escolha na faixa estudada para ambos os microrganismos.

O  ClO2 é  um  forte  agente  oxidante  altamente  reativo  e  é  rapidamente 

reduzido  a  clorito  e  clorato  na  água  (BUNCIC;  SOFOS,  2012).  A  exposição  ao 

ultrassom acelera a velocidade da reação, portanto, maiores tempos de exposição 

ao ultrassom levam a uma maior degradação do composto químico, reduzindo o 

conteúdo de ClO2 disponível  no meio,  reduzindo sua eficiência de inativação de 

microrganismos (HOLSCHBACH; PEEK, 2018). Além disso, tratamento prolongado 

com ultrassom pode não ser adequado para aplicação na indústria de alimentos à 

medida que a qualidade sensorial  do produto pode ser afetada e a esterilização 

pode ser ineficiente (PARK; HA, 2019). Assim, o tratamento com ultrassom durante 

1 min seria suficiente para aumentar a permeabilidade das células bacterianas sem 

causar degradação significativa de ClO2 a ponto de diminuir sua eficiência. Desta 
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forma, a validação do modelo com água do tanque de resfriamento, foi realizada 

com 1 minuto de exposição ao ultrassom.

5.4 Concentração de ClO2 em Água de Chiller

Considerando que  a água destilada ao ser adicionada de 17 ppm de ClO2 

apresentou  um teor  de  cloro  livre  de  2,34  ppm,  optou-se  por  validar  o  modelo 

utilizando a mesma concentração de cloro livre na água de chiller. A água do tanque 

de  resfriamento  usada  na  validação  dos  modelos  obtidos  para  a  inativação  de 

Salmonella Typhimurium e Escherichia coli continha 0,196 ± 0,008% de proteínas e 

0,013 ± 0,001% de lipídios. Devido à presença de matéria orgânica, o ClO2 sofre 

uma  degradação,  justificando  um ajuste  da  concentração  de  ClO2 para  obter  a 

mesma concentração de cloro livre. Nesse aspecto, o teste realizado com água do 

tanque de resfriamento teve a adição de ClO2 melhorada de 17 ppm (água destilada) 

para 30 ppm, garantindo uma concentração final de cloro livre de 2,38 ppm, similar a 

obtida pela adição de 17 ppm de água destilada.

5.5 Validação do Modelo do PFC 22 para Redução da Contagem Microbiana de 

Salmonella Typhimurium e Escherichia coli

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos na validação do modelo PFC 22 

para  a  inativação  de  Salmonella  Typhimurium  e  Escherichia  coli em  água  de 

resfriamento a 4,  16 e 25 ºC.  Comparando os ensaios 1,  2 e 3 para ambos os 

microrganismos estudados, observou-se que, em temperatura mais baixas, o tempo 

de  exposição  ao  ultrassom  e  a  adição  de  ClO2 apresentaram  maior  efeito  na 

inativação dos microrganismos. O mesmo foi  relatado por Neto et al.  (2019) que 

avaliaram  o  efeito  do  ultrassom  (26  kHz)  em  folhas  de  alface  submetido  a 

temperaturas de 5, 10 e 15 ºC para a inativação de Salmonella Typhimurium onde foi 

observada maior redução na contagem do patógeno a 5 ºC mostrando que eficiência 

antimicrobiana do tratamento com ultrassom diminui à medida em que a temperatura 

aumenta. 
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Tabela 12 – Validação do modelo PFC 22 para a redução da contagem microbiana 
de Salmonella Typhimuirum e Escherichia coli em água de tanque de resfriamento.

Variáveis

Ensaios

Tempo de 

sonicação

(min)

ClO2

 (ppm)

Temperatura da 

água do ultrassom

(ºC)

Salmonella 

Typhimurium

(log10 UFC/g) 

Escherichia 

coli

(log10 UFC/g) 

1 1 30 4 < 1,0 ± 0,00b 2,58 ± 0,06a

2 1 30 16 2,56 ± 0,06c 3,83 ± 0,05b

3 1 30 25 3,81 ± 0,03d 5,27 ± 0,07c

C1 - - - 7,50 ± 0,16a 7,61 ± 0,08d

C2  - 30 - 3,07 ± 0,09e 2,96 ± 0,03e

C3 1 - 25 7,61 ± 0,06a 6,94 ± 0,08f

Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si, a 5% de 
probabilidade pelo teste de Tukey.
C: Controle.
Fonte: Autoria própria (2020).

Considerando os ensaios 3 e C1, que apresentaram diminuição de 49% e 

31% para Salmonella Typhimurium e Escherichia coli, respectivamente. Além disso, 

comparando C3 e C2 com C1, no primeiro caso não foi observada redução para 

Salmonella Typhimurium e uma leve redução (9%) da contagem da Escherichia coli, 

mostrando  que  o  ultrassom  isoladamente  não  teve  efeitos  para  ambos  os 

microrganismos. No segundo caso, uma redução de 59% e 61% foi observada para 

Salmonella  Typhimurium  e  Escherichia  coli,  respectivamente.  Isso  reforça  o 

potencial antimicrobiano do ClO2 na inativação dos microrganismos estudados. 

A validação do modelo realizada em 3 temperaturas diferentes indicou que 

em temperaturas mais baixas (4 e 16 ºC) os resultados obtidos com a água do 

tanque  de  resfriamento  foram  satisfatórios,  vale  ressaltar  que  ambas  as 

temperaturas estão de acordo com estabelecido pela Portaria nº 74 de 07 de maio 

de 2019 (BRASIL, 2019).

Considerando as condições do tanque de resfriamento (4 ºC), foi alcançada 

uma redução  de  100% de  Salmonella Typhimurium e  uma redução  de  66% de 

Escherichia  coli,  no  pré-resfriamento  (16  ºC),  a  redução  foi  de  66%  e  48%, 

respectivamente, melhorando as condições sanitárias das plantas de processamento 

de carne de aves. 
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6. CONCLUSÃO 

O uso combinado de ClO2 (30 ppm em água de chiller) com a tecnologia do 

ultrassom (40 kHz; 1 min) foram capazes de inativar a Salmonella Typhimurium, já 

para a Escherichia coli, o ClO2 isoladamente foi suficiente para redução do patógeno 

em níveis consideráveis. Para a água destilada e água do tanque de resfriamento, a 

concentração  de  ClO2 necessária  foi  de  17  ppm  e  30  ppm,  respectivamente, 

justificada pela presença de matéria orgânica na água do tanque de resfriamento. 

Além disso,  em ambos os casos a concentração de cloro livre  foi  de 2,38 ppm, 

estando em conformidade com as orientações internacionais para resíduos de ClO 2. 

No entanto, em temperaturas mais baixas (16 ºC e 4 ºC) do banho de ultrassom, 

reconhecidas  como  condições  operacionais  pra  o  resfriamento  das  carcaças  de 

aves,  a  combinação  da  tecnologia  de  ultrassom  associada  ao  ClO2 foi  mais 

acentuada, com reduções de até 100%.
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