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RESUMO

A salmonelose humana é epidémica no mundo todo. O consumo de ovos in
natura crus ou parcialmente cozidos esta associado a esta ocorréncia,
principalmente quando possuem defeitos de casca e sao submetidos a estocagem
inadequada. Os trabalhos com contaminacdo experimental de ovos de galinha
geralmente utilizam grandes in6culos e a imersdo de ovos em culturas bacterianas
puras.

Este trabalho teve como objetivo utilizar metodologia de contaminacao de
ovos com casca integra ou com defeitos que se aproximam da realidade
operacional de granjas e entrepostos de ovos a fim de avaliar alguns riscos de
contaminagcdo por Salmonella Enteritidis (SE) e Escherichia coli em ovos de
consumo, a partir da simulagdo de condicbes reais como contaminagdao pés
lavagem, lavagem manual, oscilagdo de temperatura em ovos submetidos a
diferentes condi¢cdes de armazenagem, bem como verificar indicadores de perda
de qualidade como a perda de peso e mudancas de pH. Também foi verificado o
comportamento destes dois microrganismos em albumen e gema de ovos de
galinha submetidos a duas temperaturas de armazenagem. Os microrganismos
estudados tem sua viabilidade diminuida na superficie de ovos com casca integra
ou com defeitos quando os mesmos sdo submetidos a temperatura de 30°C,
enquanto que a 8°C eles permanecem viaveis na casca. A temperatura de 30°C é

responsavel pela tendéncia maior de invasdo dos microrganismos no conteudo
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interno de ovos de galinha. Foi possivel verificar, também, que ha uma maior
perda de peso em ovos armazenados a 30°C, independentemente da qualidade
da casca. O pH de albumen e gema aumentou ao longo do tempo,
independentemente da forma de armazenagem, entretanto a velocidade de

alteracao do pH do albumen foi maior na temperatura mais alta.

ABSTRACT

Human salmonelosis is epidemic all over the world. Food containing raw
and partially coocked eggs is associated with this occurrence. Mainly when they
have shell defects and/or are submitted to inadequate storage. The researches
with experimental hem eggs contamination use big innocua and dipping eggs into
bacterial cultures. This research had as objective, by using egg shell
contamination methodology, evaluate some risks of contamination by Salmonella
Enteritidis (SE) and Escherichia coli in consumption eggs. It was done by
simulation of real operacional system, in an egg grading plant, like post-washing
and post-manual washing contamination, oscillation of storage temperature; and by
submitting eggs under different temperatures, as well as verifying loss of quality as
the loss of weight and changes of pH. Also, the behavior SE and E. coli was
verified in albumen and yolk that were submitted by 8°and 30°C.

The results were that SE and E. coli decresase their viability on the egg
surface, in intact and in imperfect shells, when the eggs were stored by 30°C, while

that 8°C they remain viable on the surface. By 30°C, the bacteria can penetrate
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more easily in the egg contens. It was possible to verify that thre are a bigger loss
of weight in the eggs stored at 30°C, independently of the shell quality. The pH of
the albumen and the yolk increased, independently of the storage temperature,
however the speed of alteration of pH of albumen it was bigger in the highest

temperature.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os relatos cientificos sdo unanimes em responsabilizar ovos de consumo
como os principais causadores de salmonelose humana (Mayes e Takeballi, 1983;
Gast e Beard, 1992; Humphrey, 1994a; Peresi et al., 1998; Latimer et al.,2000). De
fato, os produtos avicolas, entre eles, ovos, sao importantes fontes de salmonelas
(Rodrigue, Tauxe e Rowe, 1990). A maioria dos estudos de contaminagdo das
superficies das cascas, invasado do conteudo, sobrevivéncia e multiplicacao destes
patdbgenos em ovos € realizada utilizando-se metodologias que permitem uma
extensa contaminacao, com grande numero de células viaveis em condi¢gdes como
imersdo em culturas puras, uso de pressao negativa, inoculagdes no interior de
ovos, entre outras. Os resultados destes trabalhos incriminam, indiscutivelmente,
ovos, como importantes transmissores de salmonelas. Entretanto, quando séo
realizados estudos epidemiolégicos e de andlise de risco, observa-se que apenas
uma pequena parcela dos ovos produzidos contém, em sua superficie ou no seu

conteldo, este microrganismo(Summers, 2002).

Desde a pandemia de salmonelose por Salmonella Enteritidis (SE), que
iniciou no final dos anos 80, o microrganismo vem sendo identificado
continuamente no Brasil, em produtos avicolas em geral, ovos, aves de postura e
ambiente de granjas de poedeiras (Ferreira, Ito e Benez, 1990; Silva e Bosquiroli,
1996; Tavechio, et al., 2002; Gama, Berchieri e Fernandes, 2003). Além disto, SE

€ o sorotipo mais prevalente, quando investigam-se alimentos, de uma forma



geral. Além das questbes relacionadas a saude publica, em cada pais, este
microrganismo constitui uma barreira sanitaria, impedindo ou dificultando o

comércio internacional de alimentos e commodities.

A Organizagao Mundial da Saude tem recomendado o uso de metodologias
que mais se aproximem das formas naturais e comuns de contaminagéo de ovos,
a fim de que os riscos da disseminacdo da salmonelose sejam adequadamente
quantificados (WHO, 2002). Assim, poderao ser identificadas as medidas efetivas

para a prevenc¢ao da contaminacao e multiplicacao deste patogeno.

Ovos de galinha sdo uma fonte importante de nutrientes e seu consumo €
incentivado em todo o mundo, principalmente apds os estudos que revelam sua
inocuidade para a saude cardiaca. Os riscos da contaminagcdo microbiana estéao
associados, principalmente, ao comércio de ovos com casca defeituosa, fina,
porosa ou rachada (Tood, 1996), ovos sujos de matéria orgéanica e, ainda, falhas
ou mesmo a inexisténcia de uma cadeia de frio adequada a conservacao das
caracteristicas desejaveis do produto, sob ponto de vista sensorial e sanitario. O
mau uso das técnicas de manuseio do produto, ainda nos locais de producéo e

classificacéo sdo, também, responsaveis pelo aumento do risco de contaminacao.



O presente trabalho teve, como objetivos:

- Avaliar alguns riscos de contaminacao por Salmonella Enteritidis (SE) e
Escherichia coli em ovos de consumo, mais especificamente:

- estudar a contaminagdo da casca, albumen e gema de ovos integros e
ovos com defeitos de casca, através do contato dos mesmos com fezes
artificialmente contaminadas e estudar a influéncia da temperatura de
armazenagem na perda de peso e alteracdes de pH.

- estudar efeitos da qualidade da casca sobre o0s niveis de contaminacao
por SE e E. col.

- comparar a influéncia da lavagem industrial de ovos em agua sem
sanitizantes sobre niveis de contaminacao artificial por SE e E. coli, pH e perda de
peso, usando ovos in natura sem lavar, como controle, conservados a
temperatura ambiente e de refrigeragao.

- estudar, simulando sala de classificacdo da granja, a influéncia da
lavagem manual de ovos em agua fria sobre a contaminac¢ao por SE e E. coli.

- estudar o efeito da variacao de temperatura sobre a multiplicacao de SE e
E. coli, as alteracbes de pH e a perda de peso em ovos contaminados
artificialmente com fezes.

- estudar o comportamento de SE e E. coli inoculadas em albumen e gema

de ovos de galinha submetidos a diferentes temperaturas de armazenagem.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Epidemiologia das Salmonelas

2.1.1. Epidemologia da Salmonella Enteritidis (SE) e a ocorréncia de

salmonelose associada ao consumo de ovos e seus produtos

De acordo com Mead et al.(1999) aproximadamente 40 mil casos de
salmonelose sdo notificados anualmente nos Estados Unidos. Na década de 80, o
aumento do numero de casos de salmonelose humana provocada por SE foi
notavel (Rodrigue, Tauxe e Rowe, 1990). Este patégeno é o principal associado a

salmoneloses veiculadas por ovos. (Rabsch, Tschape e Baumler, 2001).

Os Centros de Controle de Doencgas (CDC), nos Estados Unidos, relatam
um aumento da ocorréncia de salmoneloses humanas por SE, sendo que entre
1976 e 1994, o indice subiu de 5 para 26% do total das notificacées. Entre 1994 e
1995, pelo menos quatro surtos foram associados ao consumo de ovos crus
(Anon, 1996). Quando é possivel identificar o alimento envolvido, ovos crus ou
insuficientemente cozidos sao os principais veiculos de transmissao de SE em
surtos e mesmo em casos esporadicos (Anon, 2003). Embora a implicacao de

ovos crus na ocorréncia de salmonelose por SE esteja comprovada, Ebel e



Schlosser (2000) estimam que apenas 1:20.000 dos ovos de mesa produzidos nos

Estados Unidos esteja contaminado pelo microrganismo.

Estudos epidemiolégicos realizados na Polénia, indicaram que alimentos
preparados com 0vOs crus Sao 0S principais responsaveis pela ocorréncia de
casos de salmonelose por SE, principalmente sobremesas preparadas com ovos

crus e sorvetes de producdo doméstica (Mglbak e Neimann, 2002).

No Brasil, segundo Taunay, Fernandes e Tavechio (1996), o isolamento de
SE passou de 0% no periodo de 1983-1990, para 64,9% de isolamentos em
material humano e 40,7% em fontes ndo humanas no ano de 1995. Peresi et al.
(1998), investigando os surtos de salmonelose em regido do estado de Sao Paulo,
concluiram que 95,7% deles foram causados por alimentos que continham, em
sua formulacdo, ovos, sendo que, em 87% os alimentos continham ovos crus.
Oliveira e Silva (2000) encontraram 9,6% de salmonelas nas cascas e 3,2% nas
gemas de ovos de consumo disponiveis no mercado de Campinas-SP. Entretanto,
Cardoso et al. (2002) estudando o mercado de ovos da regidao de Descalvado —
SP, ndo encontraram o microrganismo. Andreatti Filho et al.(2001) e Tavechio et
al.(2002) identificaram SE como o principal sorovar isolado de materiais avicolas e
fontes ndo humanas, respectivamente, no estado de Sao Paulo. Nunes et al.
(2003), determinaram que 79,1% dos isolados de SE de aves, produtos avicolas e

fontes humanas eram do fagotipo 4, no Brasil, nos anos de 1995 a 1997. Sendo



este fagotipo encontrado em 95,7% das amostras humanas, 68,2% de galinhas e

63,6% de racdes e ambientes de criacdo de aves.

Guard-Peter (2001) considera a SE como o Unico patégeno humano que
contamina ovos rotineiramente, mesmo que, no ambiente de producao exista um
grande numero de sorotipos do microrganismo. A pandemia de SE envolve
diversas interacbes com o ambiente, que inclui a granja de poedeiras, a ave, o
produto e o ser humano, como hospedeiro do microrganismo, conforme

apresentado na figura 1.

infecgao oral das aves com
variantes capazes de ) ]
/y provocar doenca suave microrganismo nos

6rgéos das aves e

sobrevivéncia e \ possibilidade do mesmo

multiplicagao do contaminar ovos
patégeno no ambiente

multiplicacéo do

de criagdo (contaminacao vertical)
contaminagao do ambiente sobrevivéncia, em
de criacao por humanos, ovos de variantes
esgotos, roedores ou patogénicas ao
outras fontes / homem
consumo de

ovos

doenga 4— contaminados

Figura 1: Rota da infeccdo humana por SE. (Fonte: Guard- Peter, 2001.)

Segundo Guard-Peter(2001), a diversidade de ambientes, seres vivos ou

inanimados, podem ser colonizados ou infectados por SE. Para propdsitos



epidemiolégicos, a rota de infecgdo humana, via consumo de ovos é
primariamente linear, entretanto a transmissdo da infec¢cdo de seres humanos
para aves parece ser ciclica.

A rota de transmissao vertical € reconhecida (Humphrey et al., 1991;
Humphrey, 1994b; Gast e Holt, 2000a; Guard- Peter, 2001) e considerada a mais
importante para a SE fagotipo 4, segundo Aabo et al. (2002). Entretanto, os
autores sugerem a necessidade de um maior nimero de pesquisas relacionando
este fagotipo a transmissao horizontal, ja comprovada por Nascimento, Cranstoun
e Solomon (1992), Miyamoto et al. (1998), Gast e Holt (1999) e Soncini, Moraes e

Costa (2000), Andreatti Filho et al.(2001).

A Salmonella Enteritidis pode infectar as aves e nao provocar sinais clinicos
da doenca. Entretanto, hda a possibilidade de eliminagdo do microrganismo via
excreta, aumentando a chance de contaminagdo ambiental e de ovos (Suzuki,

1994).

Para Summers (s.d.), a presenca de salmonelas é a maior preocupacao dos
elos da cadeia produtiva de ovos. Apesar do conteudo interno raramente estar
contaminado, ovos podem veicular estes microrganismos, mesmo apos a

lavagem.



2.1.2. Salmonelas em ambientes de criacao de galinhas poedeiras

a. Ocorréncia

A presenca de salmonelas no ambiente de criagdo de aves € um fato
incontestavel, seja na producao de matrizes, seja nas criacdes comerciais (Davies,

Liebana, Breslin, 2003).

Segundo Davies e Wray (1995), apds a contaminagcdo ambiental, ha uma
grande dificuldade de eliminar as salmonelas, ja que a presenca de aves
silvestres, roedores, animais domeésticos, insetos e o sistema de producao
intensivo mantém o microrganismo na granja, mesmo apds os procedimentos de

limpeza e desinfecgao.

Estudos epidemiol6gicos comprovaram a presenca de salmonelas, e mais
especificamente SE, nos mais diversos locais de uma granja de poedeiras, como
por exemplo correias transportadoras, equipamentos de ovoscopia, mesas de
classificacdo de ovos, areas de estocagem, ventiladores, fezes de aves, poeira,
gaiolas, caixas de transporte (Jones, Rives e Carey, 1995; Henzler, Kradel e
Sischo, 1998; Davies e Breslin, 2001; Davies, Liebana e Breslin, 2003; Gama,

Berchieri e Fernandes, 2003).



Das diversas fontes capazes de manter o microrganismo no ambiente de
criacdo de aves, os roedores tem papel importante, sendo responsaveis por
grande parte dos isolamentos de salmonelas em granjas (Henzler e Opitz, 1992;

Henzler, Kradel e Sischo, 1998).

Henzler e Opitz (1992), desenvolvendo estudos epidemiolégicos,
verificaram que 24% dos roedores capturados eram portadores de SE nas granjas
de poedeiras ja identificadas como positivas para o microrganismo. ldentificaram,
também, que um rato adulto infectado é capaz de eliminar 2,3x10°UFC de
SE/pellet de fezes. Além disto, concluiram que, mesmo quando a granja passa por
limpeza e desinfec¢do, os roedores presentes continuam sendo portadores do

microrganismo, sendo capazes de recontaminar o ambiente.

Painter et al.(2004) acreditam que o uso de rodenticidas a base de
Salmonella Enteritidis ou S. Typhimurium nas décadas passadas tenha sido a
causa do aumento da prevaléncia de portadores de salmonelas entre os roedores
e o0 conseqlente aumento da ocorréncia de salmonelose humana. Segundo estes
pesquisadores, embora 0 uso destes produtos seja proibido em muitos paises e
que tenha sido desaconselhado seu uso pela Organizagcdo Mundial de Saude, &
possivel verificar sua aplicacdo em muitos paises das Américas Central e do Sul e

Asia.



Murase et al. (2001), entretanto, acreditam que as esteiras transportadoras
de ovos entre os galpbes de producdo e a sala de classificacdo e lavagem
representam o principal ponto de contaminacdo ambiental e que mantém a
salmonela no ambiente. Este fato pode ser comprovado pela capacidade das
salmonelas produzirem biofilmes em superficies plasticas, como em esterias

transportadoras de ovos ( Stepanovic et al., 2004).

O ambiente de criacdo de poedeiras e de producdo de ovos pode ser
altamente contaminado pelos diferentes sorotipos de Salmonella. Quanto maior o
namero de amostras ambientais positivas para o microrganismo, maior a
quantidade de ovos contaminados encontrados (seja na superficie da casca, seja
no conteudo), segundo Henzler, Kradel e Sischo (1998). O microrganismo é
encontrado, também, em estabelecimentos onde a vacinagao é praticada (Davies

e Breslin, 2001).

A lavagem de ovos, nas condicbes adequadas de temperatura e pH da
agua, produz a diminuicdo da contaminagdo das cascas de ovos, entretanto a
persisténcia de bactérias na agua de lavagem é facilitada pela presenca de
matéria organica (proveniente do conteudo de ovos que quebram no sistema de
lavagem) (Catalano e Knabel, 1994). Os sistemas de lavagem de ovos podem ser
fontes importantes de contaminacdo das cascas dos ovos. Em 1981, Moats ja

havia comprovado a correlacdo positiva entre o namero de microrganismos
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(contagem total de mesofilos) encontrados nos equipamentos de lavagem (agua,

escovas e esteiras) e a superficie de ovos lavados.

b. Medidas de prevencao e controle

A fim de evitar a grande ocorréncia e persisténcia das salmonelas no
ambiente de criacdo de poedeiras e produgdo de ovos, devem ser tomadas
medidas de controle e prevencao, entre elas: limpeza e desinfeccédo dos locais de
classificacao, transporte de ovos, alimentos e dejetos, sistemas de ventilacao,
gaiolas e entre lotes de producgao (Valancony et al., 2001).

Nos sistemas de lavagem, deve ser realizado tratamento adequado da agua
de descarte (Meckes, Johnson e Rice, 2003), bem como manté-la, enquanto no
sistema, nas adequadas condigbes de temperatura, pH e teores de sanitizantes

(Catalano e Knabel, op.cit.).

2.2. Contaminacao de ovos

Para Board (1966), a contaminacdao bacteriana de ovos de galinha pode
ocorrer antes ou apos a postura. A contaminacao pré postura pode ocorrer por via
ovariana ou mesmo durante seu transito no oviduto (Mayes e Takeballi,1983 e

Humphrey, 1994a).
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A contaminacdo apo6s a postura ocorre principalmente por deficiéncias
higiénicas (ovos com fezes ou outras sujidades ou manuseio inadequado).
Imediatamente apbés a postura, ovos apresentam-se Umidos, permitindo a
aderéncia de sujidades e microrganismos. A contaminacdo é dependente da
limpeza da superficie onde ocorre a postura, do manuseio dos ovos apds a
postura e pelo fato de haver a presenca de rachaduras ou defeitos na casca.
Outras condigdes como temperatura ambiente e tratamentos recebidos como
lavagem sao fatores que podem predispor a contaminacdo (Humphrey, 1994a;

Humphrey, 1994b).

Segundo Cox, Berrang e Cason (2000), o resfriamento imediatamente apos
a postura é o principal fator que predipoe a contaminagao interna de ovos de
incubacdo (ovos sao postos a temperatura interna da ave, que é de 42°C e
resfriam até a temperatura ambiente), contato com poeira e fezes. Existe uma
grande variabilidade no fatores que interferem na penetracdo de microrganismos
do género Salmonella. Sao eles a qualidade da casca, pH, numero de poros,
temperatura, umidade e pressao de vapor, entre outros (Gregory, 1948; , Walden
et al., 1956; Graves e Maclaury, 1962; Sauter e Peterson,1974; Sauter et al.,

1979).

Estudos de Cogan et al. (2001) revelam que nem todos estes fatores
citados sao significativos na penetracdo de SE em ovos, em condicoes

experimentais. A contaminacao interna de ovos esta relacionada a metodologia
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utilizada para a contaminac¢do, bem como com o numero de células inoculadas.
Estudos de Nascimento e Solomon (1991) indicam a pouca importancia do
namero de poros na penetracao bacteriana, especificamente SE. Para Humphrey
(1994a), ainda n&o foi encontrada a relagdo entre a contaminagéo da casca do
ovo integro e de seu conteldo quando ovos sdo naturalmente contaminados ou
em estudos epidemiolégicos realizados com ovos adquiridos no comércio,
entretanto a contaminac¢ao apds a postura ocorre por penetragdo da SE através da
casca e membranas, invadindo o albumen sem qualquer multiplicacdo. Na gema
ou em sua proximidade, a disponibilidade de nutrientes (ferro principalmente)

permite sua multiplicagéo.

A SE pode invadir o conteldo de ovos de galinha tanto pela via vertical
como pela via horizontal (Messens, Grijspeerdt, Herman, 2005), entretanto ainda
nao esta clara qual destas formas € a mais importante, uma vez que os autores
divergem. A SE, de acordo com Humphrey (1994b), ndo poderia se mover através
da casca e suas membranas, devido a competicao com microrganismos de origem
fecal presentes na superficie da casca. Entretanto, Berrang et al. (1999a), em
seus estudos da penetracdo de salmonelas em ovos, concluiram que salmonelas

podem invadir o conteudo de ovos de casca integra.

O desenvolvimento de metodologias de inoculagdo em ovos é um dos
fatores decisivos na penetracdo de microrganismos em ovos de consumo, devido

as caracteristicas de permeabilidade dos ovos. A figura 2, adaptada de Messens,
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Grijspeerdt e Herman (2005), mostra diversos estudos da penetragdo de

salmonelas, realizados nos ultimos dez anos, com a metodologia utilizada e os

resultados encontrados.

Autores

Método

Resultados

Radkowski(2002)

0,1 mL de cultura pura de SE
espalhada sobre toda a superficie
da casca.

0% do conteudo positivo.

Braun etal.(1999)

Imersdo em suspensao bacteriana

0 - 52,5% do conteudo de ovos

por 1 a 2 segundos. positivo (dependendo da carga
bacteriana e condicao de
armazenagem).
Himathongkham |Imersdo em suspensao bacteriana |0% do contetdo positivo.
et al.(1999) por 5 segundos, sem variacao de
temperatura.
Berrang et|Ovos a 42C mergulhados em|67% de ovos positivos.
al.(1998) suspensao bacteriana a 25C por 1
minuto e depois repletos de agar.
Miyamoto et|Imersao em suspensao bacteriana|5-38% de ovos positivos
al.(1998) por 10 minutos. (dependendo da  contaminacao
inicial).
Wang e |Imersdo em suspensao bacteriana|20-25% de ovos positivos.
Slavik(1998) por 3 minutos.
Schoeni Ovos cobertos por fezes|0 a 50% de ovos com conteudo
etal.(1995) contaminadas. positivo (dependendo da

temperatura de armazenagem).

Figura 2: Estudos conduzidos para avaliar a penetracdo de casca de ovos por
bactérias do género Salmonella. Adaptado de Messens, Grijdspeerdt e
Herman(2005).
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2.2.1. Sobrevivéncia, penetracao e multiplicacao de SE em ovos de galinha

Muitos pesquisadores estdo envolvidos no estudo da penetragdo de
salmonelas no conteddo de ovos das espécies domésticas, principalmente de
galinhas. Os principais fatores que afetam o comportamento dos microrganismos
sao temperatura de armazenamento, qualidade da casca, quantidade de inéculo e

presenca de material fecal ou organico em sua superficie.

a. Temperatura e umidade relativa do ar:

A temperatura de armazenagem de ovos € fator limitante para a
multiplicacao de microrganismos em sua superficie. Simons, Ayres e Kraft (1970),
Gentry e Quarles (1972), Oliveira e Silva (2000), Radkowski (2002) e Aydin et al.
(2004), comprovam a presenga de células bacterianas viaveis nas cascas de ovos
integros por mais tempo quando sdo submetidos a temperaturas de refrigeragéo

(10°C ou menos).

Simons, Ayres e Kraft (1970) utilizaram trés diferentes temperaturas de

armazenagem para ovos de mesa contaminados e concluiu que, quando

armazenados sob refrigeracdo (10°C), as células bacterianas se mantinham
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viaveis na superficie da casca por mais tempo do que quando ovos eram

armazenados a temperaturas maiores(23°C).

Gentry e Quarles (1972.), classificaram ovos quanto a sua limpeza (limpos,
levemente sujos e sujos) e submeteram-nos a diferentes condigbes de
armazenagem (temperatura ambiente e refrigeracdo), sendo procedida a
contagem total de microrganismos aerobios meséfilos ao longo do tempo.
Concluiram que, com o aumento da temperatura de armazenagem, diminui a
quantidade de células bacterianas viaveis na superficie de ovos de galinha,
independentemente de sua limpeza. Foi observado que, nas primeiras 24 horas,
apenas 10% das células apresentaram viabilidade cultural quando em temperatura

ambiente e ndo houve alteragdo em temperatura de refrigeragao.

Oliveira e Silva (2000) observaram a diminuicdo da quantidade de células
de SE vidveis nas cascas contaminadas via maravalha, ja nas primeiras 24 horas

de armazenagem sob temperatura ambiente.

Radkowski (2002) submeteu ovos de galinha com suas superficies
artificialmente contaminadas a diferentes condicbes de temperatura e umidade
relativa do ar e os analisou ao longo do tempo (tempo zero, 7, 14 e 21 dias).
Concluiu que, quando submetidos a temperaturas mais baixas, a viabilidade das
células de SE era maior, ao longo do tempo. A 30°C, apenas 0,83% das amostras

foram positivas para este microrganismos, no 14°dia de armazenagem, enquanto
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que a 2°C, 25,8% das amostras foram positivas no 21°dia. Em seu estudo, nao foi
encontrada diferenca significativa em diferentes condi¢cées de umidade relativa do

ar.

Embora a umidade do ar, segundo o autor acima, ndo seja importante na
penetracao de microrganismos pela casca, os procedimentos de conservacao
podem permitir a condensac¢ao da umidade na superficie de ovos de galinha caso
haja oscilacdo de temperatura. Ernst et al. (1998) relacionam o acumulo de
umidade por condensagcdo a uma maior freqtiéncia de contaminacao interna de
ovos por salmonelas, principalmente em se tratando de ovos com defeitos de
casca. Stadelmann (1995) relata que a condensagcdao ocorre quando o0vos

refrigerados sdo expostos a temperaturas mais altas.

b. Qualidade da casca:

Ovos com casca integra podem ter seu conteddo contaminado por
microrganismos, inclusive salmonelas (Todd, 1996). Segundo Berrang et al.
(1999b), o grau de invasao é dependente de alguns fatores como quando agua,
umidade ou outro liquido estiver presente, principalmente se houver diferencial de
temperatura entre o ovo e o liquido. Ao ser posto, 0 ovo possui a temperatura
interna da ave, em torno de 42°C. Em contato com o ambiente, ele se resfria, e
seu conteudo se contrai, formando uma pressao negativa em seu interior. Os

microrganismos presentes no ambiente ou na superficie do ovo podem ser
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forcados para seu interior ou para suas membranas internas. Para estes autores,
pode haver contaminacao bacteriana do conteddo de ovos de galinha a qualquer
momento da producao, desde que umidade e microrganismos estejam presentes.
A possibilidade desta ocorréncia aumenta caso haja um diferencial positivo de

temperatura (temperatura do ovo superior a temperatura do ambiente).

Nascimento e Solomon (1991), estudando a transferéncia de SE através da
casca de ovos classificados como de baixa qualidade, concluiram que a
movimentacao desta bactéria pela casca do ovo é dependente das condicbes de
temperatura e umidade, associada a qualidade da casca, sem, entretanto, haver

relagdo com o numero de poros

Sauter e Peterson (1974) classificaram ovos de acordo com qualidade da
casca, medida por gravidade especifica e observaram que, em ovos com
gravidade especifica (GE) igual ou superior a 1090g/L (casca de excelente
qualidade) tiveram um menor indice de contaminacao (21%) quando comparados
com ovos considerados de média (GE=1080g/L) e de ma qualidade
(GE=1070g/L), que tiveram respectivamente 27 e 54% de ovos contaminados
apdés 24horas da contaminacdo da casca por imersdao em caldo de cultura

contendo o microrganismo, utilizando gradiente de temperatura.

Estudos epidemioldgicos apresentam ovos rachados como fonte de

salmonelas (Tood, 1996). De acordo com D’Aoust, Stoltland e Randall (1980),
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entre 8 e 13% dos ovos rachados apresentaram salmonela em seu contetdo ou
casca, enquanto que em ovos integros, apenas 2% apresentaram a presenca do
microrganismo. J4, Perales e Audicana (1989), encontraram salmonelas em 5%
de ovos rachados e em 0,6% de ovos integros submetidos a analise

microbioldgica.

c. Presenca de material organico na superficie da casca:

Padron (1990), em estudo realizado com ovos de incubacéo, concluiu que a
presenca de material organico (maravalha) contaminado pode propiciar a
penetracdo de salmonelas para o interior de ovos, mesmo apo6s estes sofrerem

desinfeccao com aménia quaternéria.

Bruce e Drysdale (1994), relatam diversas condi¢des que propiciam a
invasao de microrganismos no contetudo de ovos, considerando o ambiente onde
estes sdo depositados. Apontam a higiene da superficie dos ovos como fator
fundamental para evitar ou diminuir os riscos de invasao. Ovos depositados em
ninhos e gaiolas contaminados com fezes tem maior chance de ter seu conteudo

invadido por microrganismos.

19



Board e Tranter (1994) relatam que as principais fontes de contaminagao da
superficie de ovos, excetuando-se a cloaca, no momento da postura, sdo poeira,

terra e fezes.

Oliveira e Silva (2000) verificaram a presenga de SE no interior de ovos de
mesa contaminados superficialmente via maravalha contaminada e armazenados

sob diferentes condigdes de temperatura.

d. Tamanho do indéculo:

Schoeni et al. (1995), contaminaram a superficie de ovos com fezes
contendo diferentes in6culos de salmonela, armazenaram-os a 4°C e os
acompanharam ao longo do tempo. Os resultados destes experimentos
comprovaram que, a possibilidade de contaminacdo do conteudo e mesmo da
permanéncia do microrganismo na superficie da casca € maior quanto maior a

contaminagao inicial.

Chen, Clarke e Giriffiths (1996), utilizando cepa luminescente de Salmonella
Enteritidis para monitorar a contaminagéo e sobrevivéncia em ovos de galinha,
observaram que os indices de contaminacao interna aumentavam com o aumento
da quantidade de in6culo, sendo que 100% dos ovos contaminados com

108UFC/mL de caldo foram positivos para SE apés 6 semanas de armazenagem
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enquanto que 27% apresentaram 0 microrganismo em seu conteudo quando

inoculados com 10*UFC/mL no mesmo tempo de armazenagem.

Miyamoto etfal. (1998), imergiram ovos em suspensdes de Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium contendo 10° e 10° Unidades formadoras de
colénia/mL e concluiram que, ao aumentar a quantidade de in6culo, aumenta-se a

quantidade de ovos com a presencga destes microrganismos no conteudo.

2.2.2. Defesas intrinsecas da contaminacao/multiplicacao de microrganismos

no ovo

Segundo Tranter e Board (1982), a estrutura do ovo foi desenvolvida pela
natureza de forma a proteger a gema, que € a reserva energética utilizada pela
ave até ap6s o nascimento. Por isso é protegida da contaminacao microbiolégica
pela interacao entre as defesas fisicas (providas principalmente pelas estruturas

da cuticula, casca e membranas internas) e quimicas (do albamen).

a. Cuticula

Estrutura composta de proteinas (85-87%) e carboidratos (3,5-4,4%) que
recobre a casca do ovo e faz a obstrugdo de seus poros. Interfere na

permeabilidade da mesma, impedindo a penetracdo microbiana. Mine, Oberle e
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Kassaify (2003) consideram esta estrutura como parte integrante da casca. Esta
estrutura tem a capacidade de recobrir 0s poros, evitando a invasao bacteriana
para seu conteludo no periodo em que os ovos estao resfriando naturalmente.
Além da barreira fisica aos microrganismos, tem como funcao evitar a perda de
umidade nas primeiras 96 horas apés a postura. Quando a cuticula € rompida (por
retirada mecéanica como abrasao, lavagem ou fatores ambientais como umidade
relativa do ar e temperatura ambiente) aumenta a probabilidade de penetragcao de
microrganismos através da casca (Mayes e Takeballi, 1983). Mesmo integra, a
cuticula ndo recobre todos os poros da casca, permitindo areas sem protecao que,
segundo Tranter e Board (1982), podem ser os pontos por onde ocorrera a
invasao bacteriana do ovo. Além destes pontos sem cobertura, ovos podem ser

postos sem cuticula (Berrang et al., 1999a).

b. Casca

A casca de ovos é uma estrutura altamente especializada composta
basicamente de carbonato de célcio (95%) e uma matriz organica composta de
glicoproteinas e proteoglicanos (3,5%) (Mine, Oberle e Kassaify, 2003).
Analisando sua estrutura da parte externa para a interna, tem-se, imediatamente
abaixo da cuticula, a camada cristalizada superficial, a camada palissada e por
ultimo a camada mamilar, que se apdia sobre as membranas internas da casca
conforme figura 3. A forma como é depositado o carbonato de calcio sobre as

membranas internas da origem aos poros da casca. O ovo da galinha doméstica
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possui entre 7.000 e 17.000 poros, com 9 a 35um de didmetro, que estao
presentes em toda a sua superficie (Parsons, 1982; Li-Chan, Powrie e Nakai,

1994; Mine, Oberle e Kassaify, 2003).

cuticula

camada cristalizada vertical

camada palissada

\ ‘ | camada mamilar

SN
S TN~ o / PSS
\:':v,“ 0)-' J"

membranas da casca

Figura 3: Desenho esquematico da sessdo radial da casca do ovo de
galinha.(fonte: Parsons, 1982).

Os microrganismos sao incapazes de invadir o conteudo interno de ovos de
casca integra, permanecendo na superficie da casca a nao ser que sejam
forcados para o interior, por diferentes mecanismos, como: - infiltracdo dos poros
por hifas de fungos; penetracdo de agua pelos poros por capilaridade ou por
aumento da pressao negativa interna. Este ultimo fator é considerado o mais

importante, pela industria avicola (Tranter e Board, 1982).

A espessura da casca esta diretamente relacionada a sua capacidade de
proteger o ovo contra a contaminagao bacteriana. A velocidade da penetragao

microbiana para o conteudo de ovos é inversamente proporcional a qualidade da
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casca, mensurada por gravidade especifica. Outros fatores também interferem
naturalmente nesta invasdo, como o esfriamento natural do ovo apds a postura,
umidade do ar e tratamento da superficie da casca como lavagem, ou abrasao

(Sauter e Petersen, 1974; Mayes e Takeballi, 1983).

A matriz organica da casca também possui caracteristicas que propiciam
protecdo a parte interna do ovo. Mine, Oberle e Kassaify (2003) realizaram testes
de inibicao bacteriana com isolados de matriz protéica de casca de ovo de galinha
e concluiram que microrganismos Gram positivos como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus sao inibidos em presenca de baixas
concentracoes destes isolados. Os estudos destes pesquisadores utilizando SE e
E. coli demonstraram que bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a estes
isolados; ja que os mesmos revelaram baixa capacidade bacteriostatica para estes

microrganismos.

A penetragdo de microrganismos no ovo, mais especificamente a SE, a
partir da casca, ocorre tanto em ovos integros como em ovos com pequenas
rachaduras ou defeitos na casca. As rachaduras nas cascas podem ocorrer
durante o processamento, nas fases de apanha, transporte, lavagem, bem como
durante o processo de resfriamento, caso 0 mesmo ocorra muito rapido (Fajardo
et al., 1995). A ocorréncia de rachaduras e defeitos esta vinculada, também,
segundo Hamilton (1982), a idade da ave, tipo de gaiola onde a ave esta alojada,

temperatura na sala de postura, freqtiéncia das coletas, linhagem da ave, estado
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sanitario e horario da postura. Além disto, segundo Tood (1996), ovos sem
classificacdo podem ser oferecidos a populagdo, aumentando o risco do consumo

de ovos com rachaduras.

Mesmo ovos integros podem ter seu conteddo invadido por microrganismos
(Humphrey, 1994a), entretanto, a maior freqiiéncia ocorre em ovos com defeitos
de casca. Embora a invasado ocorra pelos poros, segundo Nascimento, Cranstoun
e Solomon (1992) a penetracdo de microrganismos ndao € dependente destes e
sim de fatores como o gradiente de temperatura entre ambiente e ovo (Berrang et
al., 1999a), temperatura ambiente e umidade relativa do ar (Nascimento e

Solomon, 1991).

b.1. Gravidade especifica

Gravidade especifica (GE) € uma medida indireta da qualidade da casca de
ovos, sendo util para inferir sobre sua quantidade e qualidade (forca), segundo
Hamilton (1982). A GE pode ser determinada por duas metodologias, pelo
principio de Arquimedes (Ahmad et al.,1976; Grunder et al.,1981) ou por flutuagao
em solucbes salinas (Cipera, 1976; Hunt, Voisey e Thompson,1977). Embora
existam diferengas entre os dois métodos, elege-se o método de flutuacéo por ser
possivel avaliar um maior numero de ovos a um menor custo, segundo relatado

por Hamilton (1982).
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A determinacao da gravidade especifica pelo principio de Archimedes é
realizada a partir da pesagem do ovo seco e posteriormente do ovo imerso em
agua. A diferenca entre o0 peso do ovo seco e na agua identifica a quantidade de
agua deslocada pelo volume do ovo e a relacado entre o peso do ovo seco € esta
diferenca é a GE, conforme definicao abaixo (Ahmad et al., 1976; Grunder et al.,

op.cit.):

IGE= peso do ovo seco/(peso do ovo seco-peso do ovo na agua)

O método de flutuacdo faz uso de solucbes salinas com diferentes
densidades. Os ovos sdo imersos sucessivamente nestas solucdes, (da solucao
salina de menor densidade até a de maior densidade), sendo a GE dada pela
densidade da solugcao onde o ovo primeiro flutua (Cipera, 1976; Hunt , Voisey e

Thompson,1977).

A determinacao da densidade especifica é amplamente utilizada uma vez
que € um método nao destrutivo de determinacdao da qualidade e quantidade de
casca. Embora a metodologia nao indique exatamente a quantidade de casca,
quando sdo avaliados ovos com pesos semelhantes, € possivel inferir
adequadamente a forga da casca, inclusive com relacdo a sua espessura e
presenga ou ndo de rachaduras (Nordstrom e QOusterhout, 1982). Corroborando

com estes achados, Peebles e Brake (1987), encontraram correlacdo negativa
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(-0,088) e Sooncharnying e Edwards (1989) nao encontraram correlacao entre
peso e gravidade especifica de ovos de galinha.

Estudos realizados por Thompson, Hamilton e Grunder (1985) associaram
um maior dano de casca durante a lavagem de ovos a uma menor gravidade
especifica. Sooncharnying e Edwards (1989) encontraram alto coeficiente de

correlacao (0,87) entre gravidade especifica e espessura da casca.

Experimentalmente utilizam-se entre 40 (Hamilton e Thompson, 1981) a
1500 ovos (Nordstrom e Ousterhout 1982) para determinacdo da gravidade
especifica, entretanto, para fins de determinacdes nos estabelecimentos

produtores é adequada a utilizagdo média de 50 unidades (Silva, 2003").

A acuracia da determinacao da GE € dependente da temperatura da agua e
dos ovos, do tempo e forma de conservagdo dos ovos entre a postura e a
determinacdo. Por isto, € de fundamental importdncia manter estes valores
constantes (Hamilton e Thompson, 1981b). Em trabalho realizado por Hamilton e
Thompson (1981a), foi possivel identificar que, o tempo de estocagem é
inversamente proporcional a GE. Além disto, existem mudangas estruturais da
casca que provocam maior possibilidade de rachaduras por compressao e

impacto, e portanto, alteracdes na GE.

' SILVA, E.N. informagao pessoal.
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Sauter e Petersen (1974), estudando a penetragdo de salmonelas em ovos
de galinha, classificaram a qualidade da casca de acordo com a gravidade
especifica dos mesmos. Consideraram que ovos com baixa qualidade de casca
seriam aqueles com GE = 1070g/L; média qualidade da casca, com GE = 1080g/L

e excelente qualidade de casca com GE = 1090g/L.

c. Membranas da casca

Leach Jr.(1982) e Parsons (1982) caracterizaram as membranas internas
da casca como sendo duas camadas compostas de filamentos protéicos
arranjados aleatoriamente, em forma de rede. Sa&o denominadas como
membranas externa e interna, sendo similares em composi¢do e construcdo. A
membrana externa esta intimamente ligada a camada mamilar da casca e a
membrana interna, com excec¢ao da area destinada a camara de ar, onde elas se
separam. A membrana interna € mais fina e forma uma rede de didmetro menor
(no méaximo 2um) enquanto que rede da membrana externa tem didmetro maior
(entre 0,4 e 3,6um). Aparentemente, estas estruturas impedem que o albumen
permeie para as estruturas mais externas do ovo. Os espacos entre as fibras
protéicas atuam como filtros que retém microrganismos, impedindo que o0s
mesmos atinjam o conteudo dos ovos (Board e Tranter, 1994). Além disto, os

flamentos das membranas possuem capacidade de permitir a adesdo de
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microrganismos em sua estrutura glicoprotéica, impedindo sua movimentagao

(Tranter e Board, 1982).

Estudos de Lock, Dolman e Board (1992) comprovaram que microrganismos
deteriorantes permanecem retidos nestas membranas por até vinte dias, quando

0ovos sao estocados a temperatura ambiente.

Antes disto, Lifshitz, Baker e Naylor (1964) estudaram a importancia das
estruturas externas do ovo (casca, membrana externa e membrana interna) na
penetragao de Pseudomonas fluorescens e concluiram que a membrana interna é
a estrutura mais importante na retencdo do microorganismo fora do contetudo de
ovos contaminados através da casca. Além disto, provaram também que, quando
ha integridade das duas membranas ou das trés estruturas estudadas, mais tempo

€ necessario para que ocorra a invasao do microrganismo para o conteudo.

Com o tempo ap6s a postura e conseqlente inicio dos processos
deteriorativos destas membranas, aumenta a possibilidade de penetracdo de

microrganismos no conteudo (Board e Tranter, 1994).

d. Albumen

O albumen possui mecanismos quimicos que impedem a multiplicagao

bacteriana, caso ocorra contaminacao. Além destes, existem mecanismos fisicos,
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como a viscosidade natural, que dificulta o deslocamento das bactérias até a
gema, bem como a estrutura das chalazas, que impedem a aproximacao da gema
das membranas internas e da casca (Board e Tranter, 1994). Yadav e Vadehra
(1977), estudaram o comportamento bacteriano em albumen suplementado ou
nao de ferro, glicose, gema de ovo e agua, concluindo que, a despeito de todas as
substancias adicionadas, o albumen de ovos frescos tem, em sua estrutura
protéica, a primeira barreira antimicrobiana. Da mesma forma, Mayes e Takeballi
(1983) relatam que as mudangas decorrentes do armazenamento modificam a
estrutura fisica do albumen podendo alterar a mobilidade dos microrganismos e
consequientemente sua multiplicacdo. Segundo Trander e Board (1982), as
proteinas do albumen possuem propriedades antimicrobianas, sendo a lisozima e
a ovotransferrina as mais importantes(Tranter e Board, 1982, Ibrahim, 2000, Mine,
Oberle e Kassaify,2003). A lisozima possui efeito litico sobre a membrana celular,
principalmente de microrganismos Gram positivos. A ovotransferrina atua privando

os microrganismos de ions Fe*™", necessario para a sua multiplicagao.

O potencial hidrogeniénico (pH) também auxilia no controle da multiplicagéo
microbiana. Imediatamente ap6s a postura, o albimen possui pH em torno de 7,6-
7,9, que aumenta rapidamente, durante o armazenamento, podendo ser maior que
9,0, apds uma semana de armazenamento a temperatura ambiente. Este pH € o
maximo tolerado pela maioria dos microrganismos (Mayes e Takebali, 1983).

Existe um efeito sinérgico entre o pH e os demais componentes antimicrobianos
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do albumen, principalmente a ovotransferrina, de acordo com Tranter e Board

(1984).

Baron, Gautier e Brule (1997a) estudaram o comportamento de SE em
albumen armazenado a 30°C e concluiram que sua taxa de multiplicacao é baixa e
variavel nestas condicoes. Estes autores acreditam que esta variabilidade é
devida principalmente a consisténcia ndo homogénea do albamen, que dificultaria
0 acesso do microrganismo aos nutrientes necessarios a sua multiplicacdo, além

dos demais fatores.

2.3. Producao, Processamento e Armazenamento de Ovos com Casca

No beneficiamento de ovos, estdo incluidas diferentes fases, entre elas a
coleta e transporte até o setor de beneficiamento, lavagem (facultativa
dependendo da legislagcédo), selecéo e classificacao, embalagem, armazenamento
e distribuicdo. Além destas fases, ainda estao incluidos o manejo sanitario das
aves e do ambiente (procedimentos de higiene e desinfeccdo ambientais). No
Brasil, embora exista legislacdo que regulamente estes procedimentos, nem
sempre 0s mesmos sao executados, sendo que a populacado sao ofertados ovos
que nao foram adequadamente selecionados e higienizados. Além disto, é pratica

comum ovos de consumo serem distribuidos sem refrigeracéo. Estes fatores estao
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associados ao desconhecimento dos individuos integrantes da cadeia de
producao (desde o granjeiro até o consumidor final), segundo Rodrigues e Salay

(2001).

O beneficiamento consta das seguintes fases:

1. Lavagem

A 4gua de lavagem deve estar com pH entre 10,0 e 11,0 para garantir a
inativacdo de microrganismos. O pH cai rapidamente durante o processo, por
adicdo de agua ao tanque, presenca de sujidades e de sélidos do albumen e

gema, segundo Moats (1979) e Kinner e Moats (1981).

Holley e Proulx (1986) concluiram que, ao utilizar agua com pH alcalino
(entre 10,0 e 11,0), a lavagem é capaz de inibir a contaminacdo de cascas de
ovos com salmonelas. Entretanto, estes autores demonstraram que a presenca
de sélidos de ovos na agua de lavagem aumenta a termorresisténcia do
microrganismo, afetando o segundo fator de controle de salmonelas na casca do
ovo, que € a temperatura. Para eles, é impraticavel a retirada de ovos rachados
durante esta fase do processamento, 0 que aumenta a quantidade de sélidos na

agua.

A temperatura da agua de lavagem é capaz de controlar a contaminacéao de
ovos (Holley e Proulx op.cit.; Fajardo et al., 1994; Lucore et al., 1997), devendo

esta superar a temperatura do ovo. De acordo com Lucore et al. (1997),
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temperaturas de agua muito baixas, inferiores a temperatura interna do ovo séao
capazes de produzir um gradiente de pressdao que permite a entrada de agua
entre a casca e as membranas da casca, e consequentemente de
microrganismos. Estes pesquisadores comprovaram que, ao utilizar agua a
temperatura de 48,9°C, existe uma diminuicdo da contaminagdo superficial.
Entretanto, quando sao utilizadas estas temperaturas, os ovos podem levar até
140 horas para atingir a temperatura de armazenamento (7°C), o que favorece a

multiplicacdo dos microrganismos sobreviventes.

Tao importante quanto a lavagem adequada, é a secagem da casca a fim
de evitar 0 excesso de umidade superficial que favorece a penetragcdo de
microrganismos para o interior dos ovos, principalmente quando ha o seu

resfriamento (Hutchinson et al., 2003).

Apbs os procedimentos de lavagem e secagem, muitos processadores
utilizam a cobertura das cascas com 6leo mineral a fim de selar os poros, evitando
a perda de umidade e saida de gas carbbnico. Assim pretende-se manter a
qualidade funcional do albumen por mais tempo, independentemente da

temperatura de armazenagem. (Sabrani e Payne, 1978)
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2. Resfriamento
O resfriamento visa impedir ou diminuir a velocidade de multiplicacao de
microrganismos e aumentar a vida-de-prateleira do produto. E obrigatério em

muitos paises (Wilks et al.,2000).

Estudos demonstram que, mesmo sob temperaturas baixas, a presenca de
salmonelas no interior de ovos é possivel e dependente do niumero de dias de
estocagem (Fajardo et al., 1995). Em estudo realizado por Hammack et al.(1993),
com ovos integros, classificados como de 6tima qualidade e armazenados a 26°C
por 16 dias, foi observada a multiplicacdo de SE em até oito ciclos logaritmicos na
gema de ovos contaminados, enquanto que entre 2° e 8°C ndo houve migracao do
albumen até a gema nem multiplicagdo do microrganismo na gema, segundo
Hammack et al.(1993). A importancia da conservacao de ovos sob refrigeragao
foi relatada por Gast e Beard (1992); Mahdi Saed e Koons (1993); Chen, Clarke e
Griffiths (1996); Gast e Holt (2000b); Oliveira e Silva (2000); Hara-Kudo et al.
(2000) e Barros et al.(2001). Em contra partida, quando os ovos sao submetidos a
resfriamento rapido, seja por convecgao forcada ou natural, a penetracao de SE
através da casca é maior que em ovos nao resfriados (Fajardo et al. 1995). O
resfriamento pode provocar pequenas rachaduras na casca do ovo, favorecendo a
penetracao de microrganismos em seu interior, segundo Kinner e Moats (1981) e

Catalano e Knabel (1994).

34



3. Distribuicao

Segundo WHO/FAO(2002) a distribuicdo de alimentos frigorificados
pressupbe a manutencdo de uma cadeia de frio, com temperatura constante.
Estudos relacionados a anadlise de risco da SE em ovos relatam oscilagbes de
temperatura, que varia de 4°C a 26°C, em paises como o Canada e Estados
Unidos. Com o aumento da temperatura, maior serd a velocidade da multiplicagéo

do microrganismo em ovos contaminados.

2.4. Conservacao de ovos de mesa e perdas de qualidade

Os procedimentos de conservacdo de ovos tém por objetivo evitar que
microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos penetrem em seu interior (por
exemplo Pseudomonas sp. e salmonelas, respectivamente) e evitar sua
multiplicacdo; e a manutencdo das caracteristicas de qualidade (Baker e Bruce,

1994).

As mudangcas quimicas e fisicas sofridas pelo produto e que sao
responsaveis pelo declinio da qualidade sao aceleradas pela temperatura, por isso
é fundamental o resfriamento rapido. O resfriamento minimiza, também, a

multiplicacao bacteriana (Stadelman, 1995).
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A perda de qualidade de ovos esta associada a perda por difusdo de
diéxido de carbono para o ambiente. Com isto, o pH do albumen que é em torno
de 7,2 no momento da postura, aumenta rapidamente. Quando alcanca 8,5, ha
alteracdo na consisténcia da camada mais espessa do albumen, que fica mais

liquida (Baker e Bruce, 1994).

Segundo Yadav e Vadehra (1977), a alteracéo in vitro da viscosidade do
albumen possibilitou 0 aumento da velocidade na multiplicacdo de microrganismos

como Salmonella Typhi e Escherichia coli.

A alteracao na consisténcia leva também a um deslocamento da gema, que
se aproxima da casca, facilitando sua contaminagdo por microrganismos. Na
postura, a densidade da gema é maior que a do albumen, entretanto esta
condicao se altera devido a perda de umidade pelos poros e a absor¢do de agua
pela gema. Esta aumenta de volume e passa a se aproximar da extremidade

superior do ovo, €, portanto, da casca (Clay e Board, 1991).

Associado a esta alteracdo de viscosidade, hd a perda de umidade do
albamen para o ambiente. Este fendbmeno provoca o aumento da camara de ar
para compensar a perda de volume do albumen. A perda de umidade resulta em

perda de peso dos ovos (Baker e Bruce, 1994).
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Outras mudancas quimicas ocorrem, como a alteracdo das proteinas
constituintes das membranas internas e da gema. A modificacdo das membranas
tem por conseqiéncia o aumento da possibilidade de penetracdo de
microrganismos para o interior dos ovos e consequente multiplicagao,
principalmente ao atingir a gema. As alteragbes na membrana vitelina permitem a
difusdo de substancias nutritivas da gema para o albumen, diminuindo sua

capacidade antimicrobiana (Tranter e Board, 1984; Lock, Dolman e Board, 1992).

A mensuracdo do pH e da perda de peso em ovos de mesa nao €
frequente,. Alguns pesquisadores vém estudando o comportamento do produto ao
longo do tempo, em diferentes condicdbes de armazenagem, visando o
desenvolvimento de embalagens e tratamentos de casca que mantenham sua

qualidade e funcionalidade por mais tempo.

Bernaola, Murillo e Montilla (1979), buscando desenvolver envoltério capaz
de manter a qualidade interna de ovos armazenados sob temperatura ambiente
determinaram que a perda de peso acumulada de ovos apos catorze dias foi de
1,80g. Além disto, o pH do albumen, ja no segundo dia de armazenagem alcangou

9,0 e da gema foi até 6,5 no décimo quarto dia.

Sabrani e Payne (1978), estudaram a perda de peso de ovos com e sem
cobertura com 6éleo mineral e armazenados sob diferentes temperaturas.

Concluiram que, mesmo sem cobertura, ovos perdem mais peso quando
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armazenados a 28°C do que se armazenados a 12°C. Da mesma forma, o pH do
albumen de ovos armazenados sob refrigeracdo aumenta mais lentamente do que

o0 de ovos armazenados a 28°C.

Walsh, Rizk e Brake (1995), estudando ovos embrionados, concluiram que
a 12,8°C, ovos perdem significativamente menos peso do que quando
armazenados a 23,9°C, aos sete e aos catorze dias de armazenagem. O pH do

albumen nao  variou, nas condicbes de  seus experimentos.
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. MATERIAL
3.1.a. Unidades amostrais

Foram utilizados ovos de galinha, brancos, oriundos de um mesmo lote de
poedeiras da linhagem HySex White, com idade entre 24 e 64 semanas. As
unidades amostrais foram classificadas de acordo com o peso, sendo
selecionadas as de tamanho extra (60,0 g), tolerando-se uma variagao de + 3,0
gramas; e de acordo com sua qualidade de casca, através de ovoscopia. As aves
faziam parte de um lote alojado em granja de poedeiras comerciais situada na
regiao de Campinas, SP. Apds a classificagdo, os ovos foram incubados a 42°C
por 6-8 horas antes da sua contaminacdo, visando simular a temperatura no

momento da postura.

3.1.b. Cepas bacterianas utilizadas

Foram utilizadas cepas bacterianas de Escherichia coli e Salmonella
Enteritidis fagotipo 4 (SE FT4). Ambas as cepas foram isoladas da producgéo
avicola e cedidas pelo Prof. Dr. Raphael Andreatti Filho — UNESP, Botucatu, SP.

Estas cepas foram enviadas ao Laboratério de Higiene da Faculdade de
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Engenharia de Alimentos/UNICAMP, onde se realizou o trabalho experimental. As
cepas usadas eram mutantes laboratoriais resistentes a 100ug de acido nalidixico
(NAL®) por mL. O uso de cepas marcadas visava auxiliar na recuperacgdo e
contagem das mesmas nos materiais biolégicos trabalhados. Estas cepas, quando
de sua chegada ao Laboratério, foram ativadas por passagem em caldo triptona
soja® (TSB), seguido de &gar triptona soja® (TSA) e incubadas a 35°C para
confirmacdo bioquimica (conforme Vanderzant e Splittstoeller, 1992) e

determinacao de sua pureza.

A cepa de SE foi enviada a Fundagao Osvaldo Cruz e foi confirmado seu

sorotipo.

As cepas de SE e E. coli foram testadas quanto a sua pureza mensalmente,

durante os experimentos.

3.1.c. Fezes

As fezes de galinha utilizadas nos procedimentos experimentais foram
provenientes do mesmo lote doador dos ovos amostrais e coletadas no mesmo dia
da coleta dos ovos. Encaminhadas, sob refrigeracédo, ao laboratério, onde foram

acondicionadas em recipiente de vidro, com tampa e submetidas a esterilizacao

2 Difco.
% Difco.
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umida (autoclave por 20 minutos a 121°C), resfriadas naturalmente e utilizadas no

dia posterior a sua coleta.

3.1.d. Material de laboratoério

Separadores de albumen e gema autoclavaveis,

Bandejas plasticas para transporte e armazenagem de ovos,

Baldes plasticos graduados, de 20 litros, para determinacao da gravidade
especifica,

Vidraria de laborat6rio de microbiologia (placas de petri, copos de Becker,
pipetas, tubos de ensaio com rosca),

Densimetro,

Meios de cultura — 4gar MacConkey, agar triptona soja, caldo triptona soja,
agua peptonada tamponada* (BPW), agar Levine Eosina Azul de Metileno, agar
XLD, agar Hektoen, agar verde brilhante, caldo EC, agar LIA, agar TSI, peptona
de carne®

Antimicrobianos: acido nalidixico® e novobiocina’

Sal de cozinha (cloreto de s6dio)

Fitas indicadoras de pH?®

Homogeneizador de pistdes marca Stomacher modelo Blendlab 400

* Oxoid.
° Oxoid.
® Whintomylon.
7 A
Sigma.
® neutralit pH 5,0-10,0, Merck.
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Estufas incubadoras para BOD modelo 347 ( para incubacdo a 30°C),
modelo 347CD ( para incubacao a 8 e a 35°C)

Estufa de cultura modelo 002CB (para incubacao a 42°C)

Ovoscopio

Centrifuga de Beckman modelo J2-21

Balanca analitica marca Toledo modelo AB204

Balanca semi-analitica Sartorius modelo U 3600

Potencidémetro Micronal modelo B374

3.2. METODOS

3.2.a. Preparo, manutencao e desenvolvimento das cepas bacterianas

mutantes

As cepas de SE e E. coli foram enviadas ao Laboratério de Higiene e
Legislacdo (FEA/UNICAMP) ja resistentes ao acido nalidixico (NAL®) a uma

concentracao de 100ug /mL de meio de cultura.

A resisténcia & novobiocina (NOBF) foi desenvolvida utilizando-se

metodologia adaptada de Afonso (1994), seguindo o procedimento a seguir.
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As cepas foram inoculadas em 10mL de TSB contendo 100ug de acido
nalidixico e 100ug de novobiocina por mL e procedeu-se a incubacédo a 35°C por
24 horas. Apoés este periodo, as culturas foram centrifugadas (2460 x g, durante
10 minutos, a 25°C). O sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi
adicionado TSB NAL/NOB e as culturas reincubadas(35°C por 24 horas). A cada
trés repeticoes deste procedimento, placas de Petri contendo agar MacConkey
adicionado de 100ug/mL de NAL e 100ug/mL de NOB foram inoculadas com as
culturas e incubadas a 35°C por 24-48horas, para verificar crescimento. A partir do
crescimento em placa, selecionou-se colbnia tipica e isolada que foi reinoculada
em TSB NAL/NOB por 24 horas a 35°C. Procedeu-se a contagem bacteriana por
plagueamento em agar MacConkey adicionado e n&o adicionado dos
antimicrobianos, apds diluicdes seriadas em agua peptonada 0,1%. Considerou-se
a resisténcia adquirida quando foram obtidos resultados idénticos nas contagens

em placa utilizando e n&o utilizando os antimicrobianos.

Estas cepas mutantes foram mantidas em TSA - NAL/NOB inclinado, sob

refrigeracdo, durante a realizagdo dos experimentos. Foram efetuados repiques

mensais.
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3.2.b. Contaminacao experimental dos ovos via fezes

As culturas de SE e E. coli foram inoculadas em TSB NAL/NOB por 24
horas a 35°C. Deste primeiro caldo de cultura, aliguotas de 1 mL foram
transferidas para Erlenmeyer contendo 100mL de TSB NAL/NOB e incubados a
35°C por 20-24 horas. Apos a incubacgao, os caldos foram centrifugados (2500 x g,
15 minutos a 25°C), o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado, ao
precipitado de células, 5mL de agua peptonada tamponada seguida de
ressuspensao. Desta forma gerou-se o inéculo utilizado para a contaminagédo das
fezes. Estas foram contaminadas, de forma a obter contaminagcdo média de
10’Unidades Formadoras de Col6nia(UFC)/g de fezes, para cada um dos

microrganismos.

A inoculacao dos ovos se deu através da sua leve pressao (somente uma
face, em sua regido equatorial e sem rotacdo) sobre fezes previamente
contaminadas com SE e E. coli. O tempo de contato entre ovos e fezes foi de dez
minutos. Apos a contaminacao, os ovos foram dispostos em bandeja plastica para
ovos, limpa e sanitizada. Os ovos contaminados foram secos em fluxo laminar, a
temperatura ambiente, por 60 — 75 minutos, antes de serem armazenados nas
condicbes dos estudos (8°C e 70%+5% Umidade Relativa (U.R.); e 30°C e 90+5%
U.R.) e procedida a contagem bacteriana em cinco unidades amostrais no tempo

zero. A cada tempo de analise (0,24,48,72,168, 336 horas), cinco unidades
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amostrais foram retiradas de sua condicdo de armazenagem, e colocadas em

sacos plasticos estéreis para posterior analise.

A metodologia utilizada foi desenvolvida para a execugao deste trabalho foi
definida, considerando-se a recuperacao de células de SE, ap6s 48 horas de
armazenagem na condicao de 30°C e 90% de Umidade Relativa (UR). Para tal
submeteu-se ovos ao contato com fezes por trés tempos, contato rapido (apenas
encostando ovos nas fezes previamente contaminadas, deixando ovos em contato

com as fezes por 5 e por 10 minutos).

3.2.c. Contaminacao experimental dos ovos via agua de lavagem

As cepas bacterianas cultivadas em TSB (dois repiques sucessivos com 24
horas de incubacao a 35°C) foram inoculadas em agua estéril fria. Obteve-se uma
contaminagdo da Aagua na ordem de 10°UFC/mL de &gua, para cada
microrganismo. Os ovos foram lavados com esponja de espuma de poliuretano e
fibra sintética com abrasivo (marca Scotch-Brite — 3M) autoclavadas. Para
contaminagao experimental, a esponja foi molhada na 4gua previamente inoculada
com 0s microrganismos em estudo, retirado o excesso de agua e procedeu-se a
esfregacao de toda a superficie do ovo, com o lado abrasivo. Esta metodologia foi
utilizada para simular processo manual de lavagem de ovos e que ocorre em
algumas granjas de poedeiras. O método foi desenvolvido apds observacao

detalhada na granja doadora das amostras. Apés a lavagem, os ovos foram
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dispostos em bandeja plastica, limpa e sanitizada, e secos em fluxo laminar por 60
— 75 minutos, antes de serem armazenados nas condi¢cdes dos estudos (8°C e
70%+5%U.R.; e 30°C e 90+5% U.R.) e procedida a contagem bacteriana em cinco
unidades amostrais no tempo zero. A cada tempo de analise (0,24,48,72,168, 336
horas), cinco unidades amostrais foram retiradas de sua condigdo de

armazenagem, e colocadas em sacos plasticos estéreis para posterior analise.

3.2.d. Classificacao dos ovos amostrais e determinacao da qualidade da

casca

A classificacdo dos ovos se deu por pesagem e por ovoscopia. Os ovos
foram separados em lotes classificados em casca integra e casca defeituosa. Para
fins dos experimentos, foram considerados ovos com casca integra aqueles que
nao apresentaram defeitos visiveis enquanto que os com casca defeituosa
apresentaram defeitos nao desclassificatérios, como casca fina ou porosa,
pequenas rachaduras recentes sem rompimento de membranas, utilizando como
padrao de classificacdo fotografias disponiveis em Solomon (1991), Estados

Unidos (s.d.) e Egg Quality Guide (s.d.).

As unidades amostrais, apés classificacao por ovoscopia na granja, foram

acondicionadas em bandejas plasticas para ovos, devidamente higienizadas e

sanitizadas (200 mg/L cloro ativo) e transportadas ao Laborat6rio de Higiene e
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Legislacao para pesagem, reclassificagao por ovoscopia e demais procedimentos

laboratoriais.

No laboratério, foi efetuada a pesagem individual de todas as unidades
amostrais, descartando-se aquelas que nao apresentavam o peso definido 60,0 +

3,0g.

A qualidade da casca foi avaliada, na granja de poedeiras, através da
determinacdo da gravidade especifica de amostra de ovos, usando metodologia
consagrada (Hamilton, 1982; Thompson e Hamilton, 1982). Foi determinada a
cada coleta de ovos para analise. Quando da coleta de ovos amostrais, foi feita
amostragem aleatéria, de cem unidades para determinacdo da gravidade
especifica média dos ovos produzidos pelo lote doador, no turno de produgao.
Desta forma obteve-se a gravidade especifica média dos ovos utilizados nos

ensaios laboratoriais.

3.2.e. Contagens de SE NALF/NOB" e E. coli NALF/NOB"

A contagem de SE e de E. coli foi realizada conforme metodologia descrita
por Silva, Junqueira e Silveira (2001), a partir de diluicdes decimais sucessivas
das amostras e plaqueamento de 0,1 mL na superficie de placas de Petri

contendo agar MacConkey adicionado de 100ug de acido nalidixico e 100ug de
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novobiocina por mL do meio de cultura (MacConKey NAL/NOB). As placas foram
incubadas por 24-48h a 37°C antes da realizacdo da leitura e contagem das
colénias. Algumas colénias foram caracterizadas bioquimicamente para
confirmacado. Esperava-se um nimero pequeno de microrganismos, por isso, foi
plagueado, também, 1 mL da primeira diluicdo, sendo trés placas com 0,3 mL e

uma placa com 0,1mL (em triplicata).

e.1. Contagem bacteriana na casca.

A recuperacado dos microrganismos da casca foi realizada por lavagem da
superficie dos ovos, com metodologia adaptada de Gentry e Quarles(1972).
Utilizou-se como diluente a agua peptonada tamponada aquecida a 35-38°C (a fim
de evitar o fendmeno de pressao negativa nos ovos incubados a 30°C). Este
procedimento foi estendido aos ovos incubados a 8°C. Os ovos foram colhidos das
respectivas incubadoras em sacos plasticos estéreis. Foi adicionada agua
peptonada tamponada (5mL) para lavar as cascas que receberam esfregagcao por
60 segundos tomando-se o cuidado de atingir toda a superficie do ovo. Esta agua
de lavagem foi recolhida e armazenada em tubos de vidro com tampa rosca
estéreis. Procedeu-se as diluicoes seriadas em agua peptonada 0,1% e posterior
inoculagdo em superficie em agar MacConkey NAL/NOB. A agua de lavagem foi
incubada a 35-37°C por 24 horas para verificar presenca/auséncia dos
microrganismos caso nao fosse obtida contagem. Foi procedido o plagueamento
de 1 mL da agua de lavagem, em quatro placas de agar MacConkey, conforme

descrito, quando se esperava contagens muito baixas de microrganismos. As
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placas contendo o in6culo foram incubadas a 35°C por 24-48horas antes de ser

procedida a contagem.

e.2. Contagem bacteriana no albumen e gema.

Os ovos submetidos a lavagem da casca tiveram o excesso de agua
drenado e foram imediatamente imersos em éalcool 70% por aproximadamente 40
minutos. Apds este tempo os mesmos foram dispostos em placas de Petri estéreis
e mantidos em fluxo laminar até sua completa secagem. Quando necessario,
procedeu-se a flambagem dos mesmos para complementar o processo de
secagem e eliminar residuos de alcool.

Os ovos foram quebrados assepticamente em sua extremidade mais
obtusa, retiradas suas membranas internas e o albumen foi pipetado e transferido
para saco plastico estéril. A gema e chalazas foram transferidas para o separador
de clara e gema a fim de retirar qualquer residuo de albumen. As gemas foram,
ainda, secas com gaze estéril para garantir a eliminacdo de qualquer residuo de
albumen. A gema foi transferida para saco plastico estéril. O contetudo (albumen e
gema) foi pesado e adicionado de agua peptonada tamponada a fim de obter a
diluicdo 10"'. Foi utilizado homogeneizador de pistdes (20 segundos) para
homogeneizagdo das amostras. Estas diluicdes foram utilizadas para a realizagao
das contagens bacterianas em agar MacConkey. As diluicdes 10" das amostras
foram incubadas a 35-37°C por 24horas para verificar presenca/auséncia dos

microrganismos caso nao fosse obtida contagem.
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e.3. Contagem bacteriana nas fezes inoculadas.
A quantificacao dos microrganismos em teste nas fezes foi realizada a partir
da diluicdo de 5 g de amostra em 45mL de agua peptonada tamponada e posterior

inoculacao em agar MacConkey NAL/NOB e incubacgao a 35°C por 24-48h.

e.4. Contagem bacteriana na agua de lavagem.

A &gua utilizada para contaminar os ovos simulando lavagem com agua fria
teve os microrganismos quantificados procedendo-se sua diluicdo em &gua
peptonada tamponada e diluicdes sucessivas com plaqueamanto em &gar

MacConkey NAL/NOB.

3.2.f. Determinacao do pH de clara e gema.

O pH de albumen e gema foi determinado com a utilizagéo de fitas de pH
Neutralit pH 5,0-10,0 ( fita com divisdo de 0,50), imediatamente apds a quebra das

unidades amostrais e antes da realizagdo das analises microbiologicas.

3.2.g. Definicao das solucoes salinas e mensuracao da gravidade especifica

A padronizacdo das solucbes salinas para mensuragdo da gravidade
especifica foi realizada mediante a adicdo de sal de cozinha (NaCl) em agua a

temperatura ambiente e determinacao de sua densidade com densimetro. Foram
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padronizadas oito solugdes diferentes com densidade entre 1060,0g/L e 1095,0g/L
com subdivisbes de 5 g/L. A padronizacao foi feita utilizando-se agua que
abastece a granja. As quantidades de sal utilizadas para o preparo das solugcdes

salinas estdo na Ttabela 1.

A medida da gravidade especifica foi realizada na granja, a cada coleta de
amostras para os ensaios, a partir de ovos colhidos aleatoriamente provenientes
do mesmo lote de aves. Foi utilizada metodologia descrita por Hamilton (1982) e
Thompson e Hamilton (1982). Foram utilizadas cem unidades a cada
determinacdo. A cada 20 ovos analisados, procedeu-se a afericdo da densidade
das solucdes salinas e sua correcao, quando necessario.

Tabela 1: Quantidades de cloreto de sddio utilizadas para o preparo das diferentes

solugdes utilizadas para determinagédo da gravidade especifica nos ovos
da granja de poedeiras.

Densidade da solugéo salina (g/L) Quantidade de NaCl para 1L de solugao(q)

1060.,0 97
1065,0 103,25
1070,0 109,5
1075,0 117,75
1080,0 126
1085,0 137,5
1090,0 149
1095,0 161,5

51



3.2.h. Método de lavagem das unidades amostrais

Os ovos amostrais, no experimento 2, sofreram lavagem industrial, na
granja doadora. Antes da lavagem, as amostras foram classificadas por peso e
ovoscopia, sendo encaminhadas imediatamente ao lavador marca Yamasa,
modelo ECB9680 (capacidade: 80 caixas/hora). Foi utilizada agua nao clorada, a
uma temperatura de 55°C (medida na saida dos bicos ejetores). A lavagem foi
realizada com um conjunto de seis escovas rotativas de nylon e seis bicos ejetores
de agua. A secagem foi procedida por sistema composto de dois conjuntos de seis
escovas semi-rapidas e ventilacdo forcada em temperatura ambiente. Apds a
secagem, os ovos foram colhidos na esteira e dispostos em bandejas plasticas de
transporte devidamente lavadas e sanitizadas com hipoclorito de sodio (200 mg/L)

e encaminhadas ao Laboratério de Higiene e Legislacéo.
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3.2.i. Delineamento experimental

O planejamento dos experimentos estd apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Descricao dos procedimentos experimentais com ovos de galinha
contaminados com Salmonella Enteritidis e Escherichia coli e submetidos

a diferentes condi¢des de armazenagem.

ENsAlO  Classificacdo dos ovos CONTAMINACAO

CONDICAO DE ARMAZENAGEM

1 Ovos integros com fezes 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
com fezes 30°C e 90+5%UR(abuso)

Ovos com defeitos com fezes 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
de casca com fezes 30°C e 90+5%UR(abuso)

2 Ovos integros e lavados com fezes 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
com fezes 30°C e 90+5%UR(abuso)

Ovos integros e nao com fezes 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
lavados com fezes 30°C e 90+5%UR(abuso)

3 Ovos integros lavagem manual 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
lavagem manual 30°C e 90+5%UR(abuso)

Ovos com defeitos lavagem manual 8°C e 70 +5%UR(refrigeracao)
de casca lavagem manual 30°C e 90+5%UR(abuso)
4 Ovos integros com fezes de 0 a 24h —8°C, de24 a
Ovos com defeitos de casca com fezes 72h- 30°C, até 336h — 8°C

Os ovos foram analisados, seguindo a periodicidade utilizada por Oliveira

(2000), sendo coletadas cinco unidades amostrais, que foram analisadas

individualmente, nos tempos 0 (apds contaminacao e secagem das amostras em

fluxo laminar), nas 24, 48, 72, 168 e 336 horas de armazenamento.

Optou-se por analisar as unidades amostrais até a 3362 hora devido ao fato

de que, nos testes preliminares, houve dificuldade em manipular e separar o
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conteldo de ovos armazenados a 30°C apéds este tempo, devido a alteracao das
caracteristicas de qualidade, principalmente na resisténcia da membrana da
gema. Apos este tempo, a membrana da gema rompia freqlientemente na quebra

dos ovos, impedindo a separacao do contetdo.

3.2.j. Verificacao da inibicao/interacao entre as cepas bacterianas utilizadas

Foram utilizadas duas formas de verificagdo da inibicao/interacao entre as

cepas:

j-1. Inibicdo cruzada entre cepas:

Foi utilizada metodologia adaptada de Beuchat, Ward e Pettigrew(2001). As
cepas foram testadas para verificar sua habilidade de inibir o crescimento da outra
nas condigdes de incubacao dos ovos (8 e 30°C) e a 35-37°C. Culturas puras das
cepas mutantes de SE e E. coli foram estriadas em cruz em agar MacConkey
NAL/NOB e TSA NAL/NOB e incubadas nas temperaturas de interesse por 24-48
horas, até 7 dias (para temperatura de 8°C) A leitura foi realizada através da
verificacdo de zonas de ndo crescimento do microrganismo no cruzamento das

estrias.
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j.2. Comportamento das cepas incubadas em caldo, nas temperaturas de
interesse:

Foi verificado o comportamento dos microrganismos em caldo TSB
NAL/NOB individualmente € em conjunto, a 8 e a 30°C. As culturas foram
preparadas a partir das culturas estoque em agar nutriente. Foram feitos dois
repiques sucessivos (24 horas) em TSB NAL/NOB (incubados a 35°C). Do
segundo repique foi retirada aliquota contendo 10'UFC que foi transferida para
tubos contendo 30 mL de TSB NAL/NOB de cada um dos microrganismos. Estes
tubos foram incubados nas temperaturas de interesse (8 e 30°C) por 72 horas
para verificagdo do crescimento dos microrganismos. Para verificar o
comportamento de SE e E. coli multiplicando-se em conjunto, um mesmo tubo de
TSB foi inoculado com 10'UFC de cada um dos microrganismos, em duplicata e

incubados nas temperaturas de interesse.

Desta forma mensurou-se e comparou-se 0 comportamento dos
microrganismos inoculados isoladamente (comportamento de cultivo de SE e de

E. coli) e quando ambos sao inoculados em um mesmo caldo de cultivo.

Este procedimento foi realizado a fim de verificar se, durante a multiplicagcao
em caldo, nas temperaturas de interesse, poderia haver a producéo de algum fator
inibidor, de uma das duas bactérias de interesse, que pudesse prejudicar o

comportamento de cultivo da outra.
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3.2.l. Comportamento de SE e E. coliinoculados diretamente em albumen e

gema de ovos e armazenados a 8°C e a 30°C.

O comportamento de SE e E. coli foi estudado, quando inoculados em
albumen e gema de ovos, em conjunto e separadamente, e armazenados nas
temperaturas de 8 e 30°C. Os microrganismos foram cultivados em caldo TSB por
24 horas a 35°C em dois repiques sucessivos para sua posterior inoculagdo no

contelido dos ovos.

Ovos com menos de 24 horas de producao foram desinfetados por imersao
em alcool 70°GL, por 10 minutos e secos em fluxo laminar. Tiveram seus
albumens e gemas separados assepticamente e dispostos em sacos plasticos
estéreis e inoculadas com aproximadamente 10° UFC de E. coli, SE e E. coli + SE
por grama de albumen e de gema (pool de 15 ovos). Estas amostras foram, entao,
incubadas sob as temperaturas de 82 e 30°C, de onde foram retiradas aliquotas de
5 mL a cada tempo previamente definido até 336 horas de incubagéo. As coletas
para determinagdo das curvas de crescimento foram realizadas em tempos
predeterminados, de forma a atingir todas as fases de multiplicagdo dos
microrganismos. Nas primeiras 24 horas de incubacao foram coletadas aliquotas
nos tempos 0 hora, 6 horas, 12 horas, 16 horas e 24 horas, para as amostras
incubadas a 8°C. Quando o armazenamento se deu a 30°C, foram retiradas
aliquotas nos tempos 0, 2, 6, 12, 16, e 24 horas. ApOs as primeiras vinte e quatro

horas de incubagdo, foram coletadas aliquotas a cada 24 horas, seguindo a
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periodicidade de coletas definidas para os ovos com casca (48, 72, 168 e 336

horas).

3.2.m. Analise Estatistica

Foi realizada a anélise de variancia (a de 0,05) com o intuito de se verificar
a influéncia das diferentes classificacdes de ovos e o tipo de armazenagem, ao
longo do tempo, sobre as unidades amostrais, através da contagem bacteriana na
casca, pH de albumen e gema e perda de peso. Os experimentos foram
realizados de forma a se permitir também a avaliacdo da existéncia ou ndo da
interagdo entre tempo de armazenagem e tratamento(classificacao dos ovos). Foi
realizado posteriormente o Teste Tukey para se localizar especificamente as

diferencgas ja apontadas na analise de variancia (Montgomery, 1997).

Os dados gerados a partir das contagens dos microrganismos no albumen
e gema dos ovos inoculados na casca foram submetidos ao Teste de Fischer, ja
que praticamente ndo houve crescimento dos microrganismos em estudo capaz
de ser identificado através da categorizacdo bindria dos dados (presenca e

auséncia), segundo Fleiss, 1981.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Inibicao/lnteracao entre as cepas bacterianas utilizadas nos

experimentos

4.1.1. Teste de inibicao cruzada

As cepas de Salmonella Enteritidis (SE) e Escherichia coli foram inoculadas
em &agar MacConkey e &gar triptona soja formando estrias perpendiculares e
incubadas a 8°C por até 7 dias, 30° e 35°C por 24-48 horas. O crescimento

verificado apdés o tempo de incubagao nao indicou inibicdo cruzada entre os

microrganismos, conforme a Figura 4.

Figura 4: Caracteristicas do crescimento das cepas de Salmonella Enteritidis e
Escherichia coli utilizadas nos experimentos com ovos, em agar
MacConkey. A=crescimento a 30°C, por 24 horas, B= crescimento a
8°C, por 7 dias.
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4.1.2. Multiplicacao em caldo

As cepas de SE e E. coli foram cultivadas nas temperaturas utilizadas para
0 armazenamento das unidades amostrais (8 e 30°C), em caldo triptona soja
adicionado de 100ug/mL de acido nalidixico (NAL) e 100pug de novobiocina/mL
(NOB), por 72 horas, a fim de verificar alteragdes no comportamento dos mesmos
quando cultivados juntos. Foi realizada inoculagdo na ordem de 10'UFC no caldo,
incubado nas temperaturas de interesse e em TSB e feitas contagens em tempos

determinados.

Os resultados estao expressos nas figuras 5 e 6.

—e— SE incubada em conjunto com E. coli

—=— E. coli incubada em conjunto com SE

log UFC/mL
O = N W d 00 O N

—e— SE incubada isoladamente

—m— E. coli incubada isoladamente

0 24 48 72
horas
Figura 5: Comportamento de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli incubadas
em conjunto ou isoladamente sob temperatura de 30°C, em TSB

NAL/NOB.
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- =o- = SE incubada com E. coli

——E. coli incubada com SE

log UFC/mL

— e SE incubada isoladamente

—B8—E. coliincubada isoladamente

horas

Figura 6: Comportamento de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli incubadas
em conjunto ou isoladamente sob temperatura de 8°C, em TSB NAL/NOB.
Observa-se que, ao final do periodo de analise, 0os microrganismos
estudados néo apresentaram diferencas em seu comportamento de cultivo, sendo
que os mesmos atingiram taxas de crescimento idénticas quando cultivados a 8°C
e bastante semelhantes quando cultivados a 30°C (diferencas menores que 1 ciclo
logaritmico). Pode-se afirmar, portanto, que as cepas bacterianas testadas nao
sofrem influéncia uma sobre a outra, quando incubadas em conjunto, nas

temperaturas de interesse (8° e 30°C).
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4.2. Experimentos com contaminacao artificial na superficie de ovos de

galinha

4.2.1. EXPERIMENTO 1: Influéncia da integridade da casca de ovos de
galinha, submetidos a contaminacdao via fezes na sobrevivéncia de
Salmonella Enteritidis (SE) e Escherichia coli na superficie da casca e sua
penetracao no conteudo interno, nas alteracoes de pH do albumen e gema e

na perda de peso

Os ovos de galinha foram selecionados de acordo com peso (60,0+3,09) e
qualidade da casca, por ovoscopia. Entdo, foram submetidos a contaminacao a
partir de fezes de galinha esterilizadas e inoculadas com SE e E. coli, por contato
destas com a parte equatorial dos ovos por 10 minutos. Apds a secagem foram
acondicionados em duas condigdes de temperatura e umidade relativa, abuso
(30°C € 90 + 5% UR) e refrigeracao ( 8°C e 70 + 5% UR) e analisados ao longo do

tempo.

Neste ensaio, a gravidade especifica média dos ovos submetidos a
contaminacao foi de 1090,36 g/L, sendo os extremos 1091,0 e 1089,6 g/L.
Segundo a classificacdo de Sauter e Petersen (1974), os ovos amostrais

apresentaram, em média, excelente qualidade de casca.
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a. Sobrevivéncia e penetracao de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli

em ovos de galinha

A tabela 3 apresenta o comportamento de SE na casca de ovos integros ou
defeituosos, ao longo do tempo, nas diferentes condicdes de armazenamento. Foi
verificada diferenca significativa no comportamento do microrganismo na
superficie dos ovos quando comparadas as diferentes caracteristicas de qualidade
de casca e condicoes de armazenagem (p=0,0275), bem como em relagcdo ao

tempo de armazenamento (p= 0,0266).

E possivel observar que, na condicdo de abuso (30°C e 90 + 5%UR), a
viabilidade do microrganismo foi menor do que quando ovos foram submetidos a
temperatura de refrigeragao (8°C e 70 + 5%UR). Nesta condicdo, o microrganismo
permaneceu viavel durante todo o periodo de andlise e sua quantidade se
manteve constante, ao longo do tempo. A 30°C, houve um decréscimo de suas
contagens ja nas primeiras 24 horas de armazenagem, havendo uma diminuigao
de aproximadamente um ciclo logaritmico a cada 24 horas, comprovando 0s
estudos de Oliveira (2000). Apds 72 horas de armazenagem, 0 microrganismo nao
foi mais encontrado nas condicées experimentais a 30°C. O comportamento do
microrganismo em ovos com casca defeituosa foi semelhante, entretanto, pode-se
perceber uma tendéncia a permanéncia do mesmo ao longo do tempo, mesmo a

30°C. Nesta temperatura, isto provavelmente deve-se ao fato de uma maior perda
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de umidade dos ovos para o ambiente devido a fragilidade e maior permeabilidade
das cascas, o que pode ter mantido a umidade na superficie dos ovos mais
constante. Quando se examina o comportamento de SE a 8°C, pode-se afirmar
que nao houve diferenca quanto a qualidade da casca. O microrganismo
comportou-se de forma semelhante, tanto em ovos com casca defeituosa quanto
em ovos com casca integra, nesta temperatura (a de 0,05). Manteve-se presente

ao longo do tempo e em quantidade tendendo a ser constante.

Aydin et al.(2004), utilizando inéculos semelhantes ao utilizado neste
experimento, concluiram que SE é viavel na casca de ovos mantidos a
temperatura ambiente por até uma semana. Radkowski (2002) observou um
decréscimo da ocorréncia de SE artificialmente inoculada na casca, em diversas
condi¢des de temperatura e umidade. Em ovos armazenados a 30°C e 80%UR,
apenas 9,17% e 0,83% dos ovos analisados apresentaram o microrganismo em
suas cascas, ho sétimo e no décimo quarto dia de armazenagem,
respectivamente. Ja, quando submetidos a 2°C, foram positivos 63,33% dos ovos
no sétimo, e 49,17% no décimo quarto dia de armazenamento, comprovando que
a sobrevivéncia de SE em cascas de ovos é dependente do tempo e da
temperatura de armazenagem. O mesmo autor ndo encontrou relagdo entre

umidade relativa do ar e sobrevivéncia de SE em casca de ovos.
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Tabela 3: Contagem de Salmonella Enteritidis em casca de ovos integros ou com defeitos de casca, contaminados via
fezes e submetidos a diferentes condicées de armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracado: 8°C e
70+5% UR).

Tempo de ar- Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa

mazenagem abuso refrigeracéao abuso refrigeracéao
(h) N/n’ Média® N/n’ Média® N/n’ Média® N/n’ Média®  Média***

0 5/5  2,22x107 5/5 2,22x10° 5/5 6,78x10° 5/5 6,78x10° 4,50 x10°°

24 5/5  7,80x10' 5/5 7,26x10° 5/5 6,31x10° 5/5 7,31x10°  3,59x10%
48 5/5  2,02x10' 5/5 8,66x102 5/5 1,40x10* 5/5 4,75x10° 4,50 x10%?
72 55  <1,0x10' 5/5 5,09x10° 4/5 1,18x10" 5/5 1,11x10°  4,05x10%
168 0/5 n.d. 5/5 6,43x10° 2/5 2,41x10° 5/5 8,32x10° 971 x10%
336 0/5 n.d. 5/5 2,48x10? 2/5 9,98x10’ 5/5 4,07x10° 7,24 x10%

Média** 20/30  4,2x10™  30/30 9,08 x10®*  23/30 3,91 x10®®  30/30 2,52 x10°®
" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colénia(UFC) por unidade de casca.
* crescimento observado apés enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
** média geral, por coluna, valores de contagem, na linha, seguidos de letra diferente diferem significativamente para a =0,05.
*** média geral, por linha, valores de contagem, na coluna, seguidos de letra diferente diferem significativamente para a =0,05.




RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados da penetragdo de SE para o contetudo
dos ovos contaminados. Nao houve invasdao do microrganismo para o conteudo dos ovos
integros, mesmo quando submetidos a temperaturas altas (30°C). Oliveira (2002),0p.cit.,
realizando contaminagao artificial de ovos de casca integra, utilizando maravalha como
veiculo de SE, recuperou, j& nas primeiras 24 horas, o microrganismo de seu conteudo. Este
pesquisador utilizou inéculos maiores que os utilizados neste ensaio (10° UFC/ ovo),
podendo-se associar a velocidade da invasdo a contaminagao inicial. Ja, Radkowski
(op.cit), inoculando SE na ordem de 10* UFC/unidade de ovo de galinha, ndo encontrou
ovos com conteudo positivo, apds 21 dias de armazenagem, mesmo quando estes foram
armazenados em temperaturas altas. Indculos maiores provocam maiores taxas de
penetracdo para o conteudo de ovos (Stokes, Osborne e Bayne, 1956, Chen, Clarke e
Griffits,1996; Miyamoto et al.,1998 e Braun et al.,1999, apud Messens, Grijspeerdt e
Herman,2005). Grandes quantidades de células bacterianas viaveis ndo sao freqlentes na
superficie de cascas de ovos. Embora nao existam relatos sobre quantidade de salmonelas,
os estudos de Gentry e Quarles (1972) demonstram que ovos frescos podem apresentar em
sua superficie entre 10° a 10°> UFC/unidade, em média (contagem total de bactérias

mesodfilas).

Em ovos com casca defeituosa, foi possivel verificar a invasao do conteudo dos ovos
apenas quando a temperatura de armazenagem foi abusiva (30°C). Pode-se, portanto,
afirmar que nas condi¢cbes do estudo, as temperaturas mais altas propiciaram a penetracao
e multiplicagdo do microrganismo no conteudo de ovos cuja casca foi contaminada com SE.
Wang e Slavik (1998) testaram diferentes sanitizantes de casca e a invasado de SE para o

conteudo de ovos integros submetidos a diferentes condicbes de armazenagem e nao
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RESULTADOS E DISCUSSAO

encontraram diferenca entre os sanitizantes nem entre as temperaturas, embora o indice de
penetracdo a 23°C seja levemente superior do que a 4°C. Além disto, a velocidade de
penetragdo € maior nesta temperatura (30% a 23°C e 20% a 4°C, no sétimo dia de
incubacao) Radkowski (2002) ndo encontrou relagdo entre temperatura de armazenagem e
penetracdao de SE em ovos integros. J& Schoeni et al. (1995) encontraram ovos com seu
conteudo contaminado por SE quando foram armazenados a 25°C e nao a 4°C. Nao foram
encontrados relatos cientificos utilizando ovos com defeitos de casca. Embora a qualidade
da casca esteja relacionada ao numero de poros presentes, Nascimento e Solomon (1991)
concluiram que a invasao bacteriana é independente do numero de poros, € que ovos de
baixa qualidade de casca possuem um maior numero de poros em suas cascas. Os estudos
de Sauter e Petersen (1974) comprovam que ovos com excelente qualidade de casca séao
consideravelmente mais resistentes a penetragdo dos diversos sorotipos de Salmonella do
que ovos com cascas de baixa qualidade. De Reu et al. (2004) utilizando ovos repletos de
agar adicionado de trifenil tetrazolium, contaminados por imersao em suspensao bacteriana
e armazenados a 20°C observaram que SE foi identificada no interior de ovos de galinha ja
no segundo dia de armazenagem. Estes autores concluiram, também, que 35% do total de
ovos integros, contaminados por imersdo em suspensao bacteriana e armazenados a 20°C
tiveram seu conteddo invadido pelo microrganismo em estudo. Entretanto, Sauter e
Petersen (1974), imergindo ovos em suspensdes de salmonela contendo 10* UFC/mL e que
foram armazenados a 30°C, encontraram apenas 10% de ovos contaminados, em média,

quando 0s mesmos apresentavam excelente qualidade de casca.

Em ovos refrigerados, SE, embora tenha se mantido vidvel na casca, ndo foi

encontrada no conteudo. O fato de ndo encontrar 0 microrganismo no conteudo de ovos
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RESULTADOS E DISCUSSAO

com casca defeituosa e armazenados a 30°C apds a 482 hora de armazenagem comprova

os achados de Tranter e Board (1984), que observaram a diminuicdo de contagem ou a
paralisacao de sua multiplicacdo em albumen quando o mesmo nao foi suplementado com
ferro ou pela presenca de outros componentes com capacidade inibitéria da atividade

microbiana, em ovos armazenados a 30°C.
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Tabela 4: Contagem de Salmonella Enteritidis em albiumen e gema de ovos com casca integra ou com defeitos,

contaminados via fezes e submetidos a diferentes condigcdes de armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e
refrigeracao: 8°C e 70+5% UR).

Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
Tempo de ar- abuso refrigeracao abuso refrigeracao
mazenagem albumen gema albumen gema albimen gem albumen gema
a

(h)) N/n’ N/n’ N/’ N/n’ N/n'’ média® N/n' média® N/n’ N/n’

0 n.r. n.r. n.r n.r. n.r. - n.r. - n.r. n.r.

24 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 - 0/5 - 0/5 0/5

48 0/5 0/5 0/5 0/5 3/5* 8,00x10"  1/5 1,00x10' 0/5 0/5

72 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 - 0/5 - 0/5 0/5

168 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 - 0/5 - 0/5 0/5

336 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 - 0/5 - 0/5 0/5

Total 0/25 0/25 0/25 0/25 3/25 - 1/25 - 0/25 0/25

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por mL/grama de amostra.
* ocorréncia que caracteriza diferenca significativa para a=0,05, no teste de Fisher



RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento da E. coli, nas mesmas condicoes que SE foi submetida, esta
apresentado nas tabelas 5 e 6. Foi possivel observar que o microrganismo teve

comportamento semelhante ao da SE, nas condigbes do estudo.

A analise de variancia revelou diferenca significativa na quantidade do
microrganismos ao longo do tempo (p=0,0147) e em relacao as caracteristicas da casca e

condicao de armazenagem (p< 0,0001).

A 30°C, diminuiu o numero de unidades amostrais positivas, ao longo do tempo, bem
como a carga bacteriana média. Ovos com casca defeituosa apresentaram uma maior
sobrevivéncia da E. coli ao longo do tempo. A semelhanca da SE, pode-se afirmar que a
maior perda de umidade pelos ovos defeituosos pode ter propiciado uma maior umidade na
superficie das cascas, mantendo melhores condicbes de sobrevivéncia para o

microrganismo.

Quando se compara ovos submetidos a temperatura de 8°C, observa-se que houve
diferenca significativa (a de 0,05) nas contagens bacterianas de E. coli, ao longo do tempo.
Este resultado, entretanto, deve ser analisado cuidadosamente, uma vez que a média da
contaminacao inicial é diferente. Pode-se concluir, neste caso que, embora haja diferenca
nas contagens, o declinio nas contagens foi semelhante. Este comportamento foi diferente

da SE, que se manteve constante ao longo do tempo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do microrganismo foi identificada no conteudo de ovos ja nas primeiras 24
horas de armazenagem, ndo sendo mais detectada apos a 482 hora de armazenagem, em
ovos com casca defeituosa submetidos a temperatura de abuso. Nao existe diferenca
significativa, pelo teste de Fisher (a de 0,05), para as diferentes condi¢ées de armazenagem

e qualidade de casca, na invasdao do microrganismo.

Gentry e Quarles (1972), acompanharam a viabilidade de microrganismos na casca
de ovos armazenados sob temperaturas de 4°C e 38°C, ao longo do tempo e concluiram
que a mesma diminui ao longo do tempo, principalmente quando ovos sdo mantidos em
altas temperaturas. Os achados destes autores sdo semelhantes aos encontrados neste

ensaio, considerando as bactérias utilizadas.
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Tabela 5: Contagem de Escherichia coli em casca de ovos integros ou com defeitos de casca, contaminados via fezes e
submetidos a diferentes condi¢cées de armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracao: 8°C e 70+5%

UR).
Tempo de ar- Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
mazenagem abuso refrigeracao abuso refrigeracao
(h) N/n’ Média® N/n' Média® N/n’ Média® N/n' Média®  Média***
0 5/5  2,94x10° 5/5 2,94x10° 5/5 3,36x10" 5/5 3,36x10*  1,69x10*
24 2/5 1,8x10’ 5/5 2,39x10? 5/5 2,97x10° 5/5 3,77x10*  1,02x10%®
48 1*/5  <1,00x10’ 5/5 3,21x10° 5/5 1,41x10* 5/5 2,24x10*  9,20x10%%®
72 0/5 n.d. 5/5 2,62x10° 5/5 2,09x10" 5/5 6,64x10° 1,73x10%%®
168 0/5 n.d. 5/5 3,56x10' 5/5 1,38x10° 5/5 8,43x10°  2,39x10°%%®
336 0/5 n.d. 5/5 3,26x10' 4/5 2,00x10" 5/5 5,80x10°  1,53x10%
Média** 8/30 4,90x10"™  30/30  2,02x10®® 29/30  8,63x10%°  30/30  1,82x10*

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.

2 Unidades formadoras de colnia(UFC) por unidade de casca.

* crescimento observado apdés enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).

** média geral por coluna, valores de contagem, na linha, seguidos de letra diferente diferem significativamente para a =0,05.

*** média geral por linha, valores de contagem, na coluna, seguidos de letra diferente diferem significativamente para a =0,05.

Tabela 6: Contagem de Escherichia coli em albumen e gema de ovos com casca integra ou com defeitos, contaminados

via fezes e submetidos a diferentes condi¢cdes de armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeragao:
8°C e 70+5% UR).

Ovos com casca integra

Ovos com casca defeituosa

Tempo de ar- abuso refrigeracao abuso refrigeracao

mazenagem albumen gema albumen gema albumen gema albumen  gema

(h)) N/n'’ N/n' N/n' N/n’ N/n’ média® N/n'  média® N/n’ N/n’

0 n.r. n.r. n.r n.r. n.r. - n.r. - n.r. n.r.

24 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 * 1/5 * 0/5 0/5

48 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 3,00x10' 1/5 1,00x10° 0/5 0/5

72 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5

168 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5

336 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5

Total 0/25 0/25 0/25 0/25 2/25 1/25 0/25 0/25

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colnia(UFC) por mL/grama de amostra.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).



b. Perda de peso de ovos de galinha com diferentes qualidades

A tabela 7 apresenta a perda de peso acumulada ao longo do tempo, dos ovos

com diferentes qualidades de casca e submetidos as condicbes de temperatura e

umidade especificadas.

Tabela 7: Perda de peso (g) acumulada de ovos de galinha com casca integra ou
defeituosa, submetidos a contaminacao via fezes e mantidos sob diferentes

condi¢cdes de temperatura e umidade relativa (UR).

Tempo de armazenagem

Ovos Condigao de 24 48 72 168 336 média*
armazenagem horas  horas  horas horas horas
30°C
média 0,52°% 0,10°  0,64°*% 0,98%" 120"  0,688°
casca +desvio padrao 0,130 0,077 0,114 0,109 0,158
integra 8°C
média 0,24%°  0,14®  0,40% 0,66%" 0,76%9 0,440°
+desvio padrao 0,230 0,151 0,100 0,167 0,114
30°C
média 0,58°%" 0,52°% (,50%°°% 0,90%" 122"  0,744°
casca +desvio padrdo 0,259 0,164 0,071 0,158 0,148
defeituosa 8°C
média 0,423,540 (o 5gbcdel g gqdh  {26"  0,748°
+desvio padrédo 0,109 0,152 0,192 0,297 0,321

médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente (a =0,05).
* médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (a =0,05).

A analise de variancia revelou a existéncia de interacdo entre as diferentes

caracteristicas de casca,

temperatura e

tempo de armazenagem

(p=0,012).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ovos de casca integra perdem mais peso quando armazenados a 30°C do que a
8°C. Sob temperatura de 30°C, ovos de casca integra perdem mais peso do que
quando armazenados a 8°C (o de 0,05). Entretanto, quando se comparam ovos com
casca defeituosa, foi possivel identificar que nao ha diferenca na perda de peso, a 8°ou
a 30°C. Foi possivel verificar, também, que nao ha diferenga entre ovos de casca
integra armazenados a 30°C e ovos com casca defeituosa, independentemente da

temperatura de armazenagem.

Estudos realizados sobre perda de peso de ovos ao longo do tempo privilegiam
ovos de incubacdo, uma vez que a eclodibilidade esta relacionada a ela (Rosa et al.,
2002). Os relatos sobre ovos de mesa comprovam que ha uma maior perda de peso ao
longo do tempo, quando os mesmos sdo armazenados sob altas temperaturas (Sabrani

e Payne, 1978).

Peebles et al. (1993), estudando ovos de incubagao, concluiram que, ovos onde
nao foi realizado procedimento de abertura da casca apresentaram uma menor perda
de peso ao longo do tempo (p<0,05). Embora estes autores ndo tenham comparado
ovos com diferentes qualidades de casca, efetuaram, em seus experimentos, a abertura
de pequenos orificios, seguidos de fechamento artificial. Pode-se assumir que estes

orificios sdo comparaveis a defeitos de casca. Os ovos defeituosos podem possuir um
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maior numero de poros, 0 que permite uma maior troca com o ambiente, inclusive uma

maior perda de umidade durante o periodo de armazenagem.

c. pH de albumen e gema

O comportamento do pH, do albumen e da gema dos ovos com casca integra ou

defeituosa, contaminados via fezes estao descritos nas tabelas 8 e 9.

O albumen tem seu potencial hidrogenidnico alterado rapidamente apds a
postura, passando de 7,5 para 9,5 na primeira semana apos a postura. Esta alteracao é
um dos fatores de protecdo contra a multiplicacdo microbiana e estd associada a
difusdo de CO, do albumen para o ambiente através dos poros da casca (Tranter e
Board, 1984).

Tabela 8: pH de albumen de ovos de galinha de casca integra ou defeituosa,

submetidos a contaminagdo via fezes e armazenados em diferentes
condicdes de temperatura e umidade relativa do ar.

OVOS com casca integra ovos com casca defeituosa
Tempo (h) 30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR  8°C/70%UR  Média***

0 8,50° 8,50° 8,50° 8,50° 8,50°
24 9,17° 9,00° 9,17° 9,00° 9,08°
48 9,25° 9,00° 9,25° 9,00° 9,12°
72 9,50? 9,00° 9,502 9,00° 9,25°
168 9,50? 9,00° 9,502 9,50? 9,25°
336 9,50? 9,502 9,502 9,50? 9,502

Média** 9,242 9,00° 9,242 9,00°

* valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
** valores médios, na linha seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
*** valores médios, na coluna, seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
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Houve diferenca significativa na analise de variancia, que revelou interacdo entre
as diferentes categorias de ovos e suas respectivas condicbes de armazenagem
(p<0,0001). O pH do albumen aumentou, ao longo do tempo, independentemente da
forma de armazenagem ou qualidade da casca. Observa-se, entretanto, um aumento
mais rapido do pH em albumen de ovos submetidos a temperaturas mais altas. Estes
resultados confirmam os achados de Sabrani e Payne (1978), que armazenaram ovos
com casca integra a 12°C e a 28°C e concluiram que o pH do albumen aumenta mais
rapidamente em ovos armazenados a temperaturas maiores e alcangcam valores

superiores ao final do periodo de analise.

Nao houve diferengca no aumento do pH do albumen, ao comparar ovos com
diferentes qualidades de casca, mas submetidos a mesma condicdo de armazenagem.
O gradiente de pH no albumen depende da difusdo de CO, do conteudo interno para o
meio ambiente, e esta € dependente da pressao do gas no ambiente (Brooks e Pace,
1938, apud. Li-Chan, Powrie e Nakai, 1994).

Tabela 9: pH da gema de ovos de galinha de casca integra ou defeituosa, submetidos a

contaminagdo via fezes e armazenados em diferentes condicbes de
temperatura e umidade relativa do ar.

Ovos com casca integra  ovos com casca defeituosa
Tempo (h) 30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR 8°C/70%UR Média

0 5,58 5,58 5,58 5,58 5,58"
24 5,58 5,67 5,50 5,67 5,58"
48 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00°
72 5,58 5,67 5,58 5,67 5,58"
168 6,00 5,75 6,00 5,75 5,87°
336 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00°

Média 5,79 5,78 5,78 5,78

* valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
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O pH da gema aumentou ao longo do tempo de forma significativa (p<0,0001).
Nao houve influéncia da qualidade da casca nem da temperatura de armazenagem,
como o correu com o albumen. Segundo Sharp e Powell apud Li-Chan, Powrie e
Nakai(1994) a gema pode atingir pH de 6,4 em 18 a 50 dias, quando ovos séo
armazenados a 37° e 2°C, respectivamente.

O resultados das medidas de pH na 482 hora de armazenagem, deve ser
desconsiderado, uma vez que apresentou desvio em seu valor médio. Este desvio pode
ter sido causado por falha na determinacdo, que é visual. Nao existe registro na
literatura, de oscilacdo do pH de gema, ao longo do armazenamento,

independentemente das condigbes de armazenagem.
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4.2.2. EXPERIMENTO 2: Influéncia da lavagem industrial de ovos de galinha de
casca integra, submetidos a contaminacao via fezes na sobrevivéncia de
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli na superficie da casca e sua penetracao

no conteudo interno, nas alteracoes de pH do albumen e gema e na perda de peso

Os ovos de galinha foram selecionados de acordo com peso (60,0+3,09). Foi
realizada ovoscopia na granja de poedeiras. A lavagem das unidades amostrais foi
realizada conforme descrito no capitulo de Material e Métodos. Ovos nao lavados,
foram simplesmente coletados, classificados e transportados ao laboratério. Foram,
entdo, submetidos a contaminacao a partir de fezes de galinha inoculadas com SE e E.
coli, por contato destas com a parte equatorial dos ovos por 10 minutos. Apéds a
secagem foram acondicionados em duas condicoes de temperatura e umidade relativa,
abuso (30°C e 90 + 5% UR) e refrigeracao ( 8°C e 70 + 5% UR) e analisados ao longo

do tempo.

A gravidade especifica média, dos ovos neste experimento foi de 1090,2g/L, com

extremos de 1090.0 e 1090,4, sendo classificados, segundo Sauter e Petersen (1974),

como ovos de excelente qualidade.
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a. Sobrevivéncia e invasao de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em ovos

de galinha

O comportamento de SE na casca dos ovos amostrais esta apresentado na tabela
10. A andlise de variancia revelou a existéncia de diferenca significativa na quantidade
de células viaveis do microrganismo, ao longo do tempo (p=0,002), independentemente
do tratamento recebido pelos ovos e que houve interagao entre as variaveis analisadas
(p=0,0087). O teste de Tukey néao foi, entretanto, significativo, para a de 0,05, nao
sendo possivel indicar quais condi¢des comprometeram mais sensivelmente o

comportamento do microrganismo.

Foi possivel observar tendéncia na reducao da quantidade de SE na superficie
dos ovos quando estes foram mantidos em temperatura de abuso (30°C). Na
temperatura de refrigeracdo (8°C) observou-se uma lenta diminuicdo de sua
quantidade na superficie dos ovos. A tendéncia a permanéncia do microrganismo na
superficie de ovos mantidos a 8°C é comprovada pelos estudos de Radkwoski (2002),
que encontrou um maior nimero de ovos com sua superficie contaminada, quando
estes eram mantidos a temperatura de 2°C do que a 30°C. Ja, ovos mantidos a
temperaturas altas tenderam a ter as células bacterianas inviabilizadas, com o passar
do tempo. Oliveira (2000), verificou a diminuicao da carga bacteriana superficial, em até

um ciclo logaritmico diariamente, quando ovos foram mantidos a temperatura ambiente.
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Aydin et al. (2004) conseguiram recuperar células de SE de cascas de ovos
integros até o sétimo dia de armazenagem a temperatura ambiente, e ndo mais nos

décimo quarto, vigésimo primeiro e trigésimo dia.

Aparentemente, existe a possibilidade de recuperar células de SE por tempo
mais longo de ovos lavados e submetidos a altas temperaturas do que de ovos nao
lavados, também mantidos em temperaturas altas. Este achado pode ser justificado
pela diminuicado da microbiota normal da superficie do ovo pela lavagem correta, o que
diminuiria a competicao, favorecendo os microrganismos inoculados por diminuigao da
competicdo (Moats, 1979; Moats, 1981). A lavagem industrial de ovos € pratica
aceitavel, sob ponto de vista higiénico-sanitario desde que atendidos os requisitos de
temperatura e qualidade da agua. E, inclusive, obrigatéria em alguns paises, como os
Estados Unidos (Hutchison et al., 2003), Deve-se, entretanto, evitar a recontaminagao

das cascas apés os procedimentos de higienizagao.

A contagem de SE em ovos nao lavados nas 72 horas de armazenagem, na
temperatura de abuso foi maior que as realizadas nos tempos anteriores. Este fato se
deve, ndo a multiplicacdo do microrganismo, mas sim a dificuldade de manter niveis
sempre padronizados de contaminagédo da casca. O resultado deve ser visto como a
manutengao de SE nos mesmos niveis anteriores. Além disto, a andlise estatistica nao

revelou diferenca neste resultado, em relagcao aos demais.

Na tabela 11 estdo as informagdes referentes a penetracdo de SE no conteudo

dos ovos amostrais. Nao houve diferenca significativa entre as diferentes condicbes de
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tratamento e temperatura, na invasdao do microrganismo em estudo para o conteudo

dos ovos contaminados (a de 0,05), pelo teste de Fisher.

A invasao do conteudo interno foi observada apenas em uma unidade amostral,
nao lavada e armazenada a 30°C na 722 hora de armazenagem. Este achado confirma
o descrito por Humphrey (1994a), que afirma que mesmo ovos de casca integra podem
ter seu conteudo invadido por SE, principalmente em temperaturas e umidades altas,
como foi o caso. Apdés 72 horas de armazenagem, o microrganismo nao foi mais
isolado. Tranter e Board (1984) demonstraram a diminuicdo do numero de células
viaveis de salmonela, em albumen armazenado a 30°C, provavelmente por causa de

suas caracteristicas antimicrobianas.

Nao houve invasédo do conteudo em ovos lavados ou ndo lavados e submetidos
a temperatura de 8°C. Em ovos submetidos a refrigeracéo, o indice de invasao de
microrganismos para o conteudo tende a ser menor do que em ovos submetidos a
temperaturas altas (Stokes, Osborne e Bayne, 1956; Chen, Clarke e Giriffits, 1996;
Miyamoto et al., 1998), mas somente quando contaminados com grande numero de

células bacterianas, 0 que nao ocorreu neste ensaio.
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Tabela 10: Contagem de Salmonella Enteritidis na superficie de ovos de galinha, lavados industrialmente ou nao,

contaminados via fezes e submetidos a diferentes condigdes de armazenagem( abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e
refrigeracdo: 8°C e 70+5% UR).

Tempo de ar- Ovos ndo lavados Ovos lavados
mazenagem abuso refrigeracao abuso refrigeracao
(h) N/n’ Média® N/n’ Média® N/n’ Média® N/n' Média® Média**
0 5/5  3,85x107 5/5 3,85x10° 5/5 2,03x10* 5/5 2,03x10*  1,33x10*
24 5/5  8,36x107 5/5 2,48x10° 5/5 1,36x10' 5/5 9,40x10"  8,52x10%
48 5/5  1,01x10? 5/5 3,78x10° 2*/5  <1,00x10' 5/5 2,36x10°  1,79x10%
72 5/5  1,60x10* 5/5 2,87x10° 1*/5  <1,00x10’ 5/5 1,74x10%2  4,12x10%%®
168 2*/5 < 1,00x10’ 5/5 8,12x10" 0/5 n.d. 5/5 9,48x10'  4,40x10'"
336 0/5 n.d. 5/5 1,98x10' 1/5 1,98x10" 5/5 1,66x10°  5,10x10'°

Média***  22/30 2,89 x10°  30/30 6,04 x10°  14/30 3,38 x10°  30/30  3,51x10°
" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por unidade de casca.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
** média geral, por linha, valores de contagem, na coluna, seguidos de letra diferente, diferem significativamente para a=0,05.
*** média geral, por coluna
Tabela 11: Contagem de Salmonella Enteritidis em albumen e gema de ovos de galinha, lavados industrialmente ou nao,

contaminados via fezes e submetidos a diferentes condigcdes de armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e
refrigeracao: 8°C e 70+5% UR).

Ovos nao lavados Ovos lavados

Tempo de ar- abuso refrigeracéao Abuso refrigeracéo
mazenagem albumen gema albimen gema albiumen gema albumen gema

(h) N/n'  média® N/n'  média® N/n’ N/n’ N/n’ N/n’ N/n’ N/n’

0 n.r. - n.r. - n.r. n.r. n.r. n.r. n.r n.r.

24 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

48 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

72 1/5  2,00x10' 1/5 1,00x10"  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

168 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

336 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Total 1/25 - 1/25 - 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colénia(UFC) por mL/grama de amostra.
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As tabelas 12 e 13 contém as informagdes referentes ao comportamento da
E. coli nas mesmas condicdes ora apresentadas para SE. Existe diferenca
significativa no comportamento do microrganismo, nas cascas dos ovos amostrais
ao longo do tempo (p=0,002). Foi possivel identificar, também a interacao
(p=0,0158) entre os fatores (tempo e tratamento recebido pelos ovos —
temperatura de estocagem e lavagem), indicando que existe interdependéncia

entre as variaveis.

Houve decréscimo da populacédo bacteriana e diminuicdo da viabilidade das
células quando ovos foram armazenados a 30°C e uma tendéncia a permanéncia
do microrganismo na superficie dos ovos submetidos a temperatura de 8°C, como
observado com SE. Os achados com E. coli foram bastante semelhantes aos com
SE, podendo-se concluir que, nas condigdes deste estudo, estes microrganismos
possuem comportamento similar.

Nao foi encontrado o microrganismo em casca de ovos nao lavados,
mantidos a 30°C , a partir do sétimo dia de estocagem, confirmando os achados
de Aydin et al. (2004), que contaminaram a superficie de ovos com E. coli e 0s
mantiveram a temperatura ambiente. Concluiram que o microrganismo se
manteve viavel até o sétimo dia de armazenagem, ndo sendo mais isolado apdés
este periodo. Nao foi verificada a invasdao por E. coli, do conteudo dos ovos

analisados..
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Tabela 12: Contagem de Escherichia coli na superficie de ovos de galinha, lavados industrialmente ou ndo, contaminados

via fezes e submetidos a diferentes condi¢cdes de armazenagem( abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeragéo:
8°C e 70+5% UR).™**

Tempo de ar- Ovos nao lavados Ovos lavados
mazenagem abuso refrigeracao abuso refrigeracao
(h) N/n’ Média® N/n’ Média® N/n’ Média® N/n' Média® Média**
0 5/5  2,95x10%° 5/5 295X10%°  5/5 2,15x10* 5/5 2,15x10*%  1,22x10%
24 5/5  2,95x10%°  5/5  3,52X10%®  3/5 5,60x10'" 5/5 9,17x10%®  2,03x10%
48 5/5  3,65x10%®  5/5  6,04X10%®  1*5 <1,00x10™  5/5 4,52x10%%®  3,01x10%*
72 5/5  1,48x10%®  5/5 536X10%°  0/5 n.d.p 5/5 1,30x10%%°  4,46x10%%®
168 0/5 n.d. 5/5  3,74X10%%®  2*/5  <1,00x10"™  5/5 6,35x10%° 2 52x10%°
336 0/5 n.d.p 5/5  4,94X10'® 1/5 2,40x10'° 5/5 6,82x10%%°  1,84x10%®
Média*** 20/30 3,79x10° 30/30 1,34x10° 12/30  3,58x10° 30/30  4,24x10°

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.

2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por unidade de casca.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).

** média geral, por linha; valores de contagem, na coluna, seguidos de letras diferentes, diferem significativamente para a=0,05.
*** média por coluna.

valores de contagem no corpo da tabela, seguidos de letras diferentes, diferem significativamente para a=0,05.

Tabela 13: Contagem de Escherichia coli em albumen e gema de ovos de galinha, lavados industrialmente ou néo,
contaminados via fezes e submetidos a diferentes condicées de armazenagem( abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e
refrigeracéo: 8°C e 70+5% UR).

*kkk

Tempo de ar- Ovos néao lavados Ovos lavados
mazenagem abuso refrigeracao abuso refrigeracao
Albumen gema albumen gema albumen gema albumen gema
(h) N/n' N/n' N/n' N/n' N/n' N/n' N/n' N/n'
0 n.r. n.r. n.r n.r. n.r n.r. n.r n.r.
24 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
48 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
72 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
168 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
336 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Total 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25 0/25

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
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b. Perda de peso de ovos de galinha submetidos ou nao a lavagem industrial

Na tabela 14 estdo apresentadas as informacdes sobre a perda de peso

acumulada ao longo do tempo, de ovos de galinha submetidos ou ndo a lavagem

industrial e submetidos a diferentes condi¢cdes de armazenagem.

Tabela 14: Perda de peso

() acumulada de ovos de galinha lavados
industrialmente ou ndo, submetidos a contaminagao via fezes e mantidos
em diferentes condicdes de temperatura e umidade relativa(UR).

Tempo de armazenagem

Ovos Condicao de 24 48 72 168 336
armazenagem horas  horas  horas horas horas  Média*
30°C e 90+5%UR
média(g) 0,52°%  0,54% 0,64%9 0,98"k 1,2¢  0,688°
Nao +desvio padrao 0,130 0,077 0,114 0,109 0,158
lavados  8°C e 70+5%UR
média(g) 0,24%c 028 0,40%° 0,66%9 0,76°" 0,440°
+desvio padrao 0,230 0,151 0,100 0,167 0,114
30°C e 90+5%UR
média(g) 0,60%" 0,74°" g2k {1 {4 1,36"  0,9522
Lavados  +desvio padrao 0,071 0,089 0,084 0,114 0,089
8°C e 70+5%UR
média(g) 0,54% 0,70°" 0,72°" 889"  1,04% 0,776°
+desvio padrao 0,114 0,071 0,109 0,084 0,167

médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente (a =0,05).
* médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (a =0,05).

Houve interacdo entre os tratamentos e o tempo (p< 0,0001). A lavagem

industrial foi determinante da perda de peso dos ovos testados, principalmente
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quando armazenados a 30°C. Embora nado tenha havido diferenca significativa
entre a perda de peso de ovos ndo lavados armazenados a 30°C e de ovos
lavados armazenados a 8°C, a retirada da cuticula por escovacao pode ter
influenciado a velocidade da evaporagao da umidade. Ovos lavados submetidos a
temperatura de 30°C perderam mais peso, ao longo do tempo, seguidos de ovos
lavados a 8°C e ndo lavados a 30°C. Este fato se deve, provavelmente, a danos
provocados na superficie da casca, com retirada da cuticula, pelo sistema de
escovas rotativas da lavadora industrial, permitindo uma maior perda de umidade
durante a armazenagem. Os ovos ndo lavados, incubados a 8°C perderam menos

peso que todos os demais tratamentos.

Board (1966), Tranter e Board (1982), Messens, Grijpeerdt e Herman
(2005) relatam que tratamentos sofridos pela casca de ovos integros, tais como
abrasao com toalhas ou papel e tratamentos quimicos aumentam a possibilidade
de contaminacao do conteudo interno. Portanto, seria possivel, também, que, por
exposicao dos poros ao ambiente, maior quantidade de umidade seja evaporada,

diminuindo mais rapidamente o peso de ovos de consumo.

Para ovos sem lavar, os resultados deste ensaio foram semelhantes aos
achados de Bernaola, Murillo e Montilla (1979) e Alleoni (2003), que verificaram
que a perda de peso em ovos armazenados a 22°C e 25°C no décimo quarto dia
de armazenagem foi de 1,80g e de 1,90g, respectivamente. Os estudos destes

pesquisadores ndo informam a umidade relativa do ar durante os experimentos.
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c. pH do albumen e gema de ovos de galinha submetidos a lavagem

industrial

O pH do albumen e gema dos ovos lavados ou nao industrialmente e
contaminados via fezes estdo apresentados nas tabelas 15 e 16.
Tabela 15: pH albumen de ovos de galinha de casca integra, lavados ou nao,

submetidos a contaminacado via fezes e armazenados em diferentes
condicbes de temperatura e umidade relativa do ar.

ovos nao lavados ovos lavados

tempo  30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR 8°C/70%UR  Média***

0 horas 8,50¢ 8,50¢ 8,50¢ 8,50¢ 8,50°
24 horas 9,17° 9,00° 9,17° 9,00° 9,08°
48 horas 9,25° 9,00° 9,25° 9,00° 9,13°
72 horas 9,50° 9,00° 9,50? 9,00° 9,25°
168 horas 9,50° 9,00° 9,50? 9,00° 9,25°
336 horas 9,507 9,502 9,502 9,00° 9,387
Média** 9,242 9,00° 9,242 8,02°

* valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente (a=0,05).
** valores médios seguidos de letras diferentes, na linha, diferem significativamente (a=0,05).
**** valores médios seguidos de letras diferentes, na coluna diferem significativamente (a de 0,05).

O pH do albumen dos ovos do experimento 2 diferiu significativamente com
relacdo ao tipo de tratamento, tempo de armazenagem e a interacdo entre os

fatores foi significativa (p<0,0001).

Observa-se o aumento do pH no decorrer do periodo de andlise,
independentemente do tipo de tratamento a que ovos foram submetidos. Ovos
submetidos a temperatura de 30°C tiveram um aumento mais rapido do pH,
quando comparados a ovos armazenados a 8°C. A difusdo de CO, é maior

quando ovos sao submetidos a altas temperaturas, embora o gradiente de difusao
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seja dependente da pressao parcial do gas no ambiente (Brooks e Pace, 1938,

apud. Li-Chan, Powrie e Nakai, 1994).

Os resultados deste ensaio foram semelhantes aos encontrados por Alleoni
(2003), que avaliou as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais do albumen,

quando ovos eram armazenados a 25°C.

O pH da gema dos ovos deste ensaio foi significativamente diferente com
relacdo ao tempo de armazenagem(p<0,0001), embora a suspeita recaia, neste
caso especifico, a um erro de medicdao, uma vez que o pH nao oscilaria como
apresentado na tabela 16. A medida de pH com fita é bastante confiavel,
entretanto, por se tratar de determinacdo visual, é sujeita a erro do operador. E
possivel observar, neste e nos demais experimentos que a alteracdo do pH da
gema, durante a armazenagem, € pequeno e nao € significativo, de acordo com
Sharp e Powel, apud Li-Chan, Powrie e Nakai(1994). Pode-se afirmar que o fato

de lavar ou n&o os ovos nao interfere na modificagdo do pH da gema.
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Tabela 16: Valores médios de pH da gema de ovos de galinha de casca integra
lavados ou nao, submetidos a contaminacgao via fezes e armazenados em
diferentes condicdes de temperatura e umidade relativa do ar.

ovos nao lavados ovos lavados

tempo  30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR 8°C/70%UR Média*

0 horas 5,58 5,58 5,58 5,58 5,58°
24 horas 5,50 5,67 5,50 5,67 5,58°
48 horas 5,58 6,00 6,00 6,00 6,00?
72 horas 6,00 5.67 5,58 5,67 5,63°
168 horas 6,00 5,75 6,00 5,75 5,88°
336 horas 6,00 6,00 6,00 5,75 5,94°

Média 5,78 5,78 5,78 5,74

* valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente (a = 0,05).
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4.2.3. EXPERIMENTO 3: Influéncia da integridade da casca de ovos de
galinha, submetidos a contaminacao via lavagem manual na sobrevivéncia
de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli na superficie da casca e sua
penetracao no conteudo interno, nas alteracoes de pH do albumen e gema e

na perda de peso

Os ovos de galinha foram selecionados de acordo com peso e qualidade da
casca, na granja de poedeiras (inspecao visual) e no laboratério (pesagem e
ovoscopia). Foram lavados manualmente, com &gua fria estéril inoculada com
culturas de SE e E. coli. e esponja abrasiva (Scoth-Brite). O procedimento de
contaminacao foi definido apds observacao no estabelecimento produtor, que
utiliza esta metodologia para ovos considerados muito sujos antes dos mesmos
serem higienizados no lavador automatico. Foi utilizado o lado abrasivo da
esponja, tomando-se o cuidado de nao imergir os ovos na agua de lavagem. Esta
pratica desaconselhada, uma vez que associa 0s requisitos necessarios para a
penetracdo de microrganismos no interior de ovos, que sao umidade e diferencial
positivo de temperatura (Berrang et al., 1999b). Além disto, Mayes e Takeballi
(1983) afirmam que a contaminagdo aumenta quando a casca do ovo € tratada,
por exemplo, por abrasdo, uma vez que estudos em que foi realizada esfregacao
ou escovacao da superficie de ovos com panos ou escovas umedecidas com

culturas bacterianas resultaram em contaminacéo de seu conteudo.

90



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a secagem dos ovos contaminados, em fluxo laminar, cada um dos
lotes (ovos sem defeitos de casca e ovos com defeito de casca) foi novamente
separado em dois lotes e acondicionados nas duas condicdes de armazenagem,
30°C e 90+5% de umidade relativa do ar (UR) e 8°C e 70+5% UR e analisados ao

longo de catorze dias.

A gravidade especifica média dos ovos amostrais foi de 1090,36 g/L, sendo
os limites superior e inferior 1091,0 g/L e 1089,6 g/L, respectivamente. De acordo
com a classificacdo de Sauter e Petersen (1974), na média, os ovos deste

experimento s&o classificados como de excelente qualidade.

a. Sobrevivéncia e penetracao de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli

em ovos de galinha

Na tabela 17 esta apresentado o comportamento de SE na casca de ovos
integros ou defeituosos, ao longo do tempo, nas diferentes condi¢cdes de

armazenagem.

Sob armazenagem de 30°C e 90,0+5% UR, observa-se que SE se manteve
presente até o final do experimento, entretanto, o nimero de unidades amostrais

positivas (com a presenca do microrganismo) diminuiu.
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Quando armazenados a 8°C e 70,0+5% UR, observa-se também, a
permanéncia do microrganismo na superficie dos ovos, como quando eles foram
armazenados a 30°C. Entretanto, verifica-se a ocorréncia de um maior nimero de
amostras positivas, ao longo do tempo, na temperatura de 8°C. Radkowski (2002)
observou que SE permanece viavel na superficie de ovos armazenados sob
diversas condi¢gdes ambientais. Entretanto, quando ovos foram submetidos a
temperatura de refrigeracdo (2°C), 49,17% das amostras apresentaram-se
positivas no décimo quarto dia de armazenagem, enquanto que apenas 0,83% dos

ovos armazenados a 30°C apresentaram o microrganismo nas cascas.

z

E possivel observar que ha diminuicdo significativa da contagem
bacteriana, ao longo do tempo, nas duas condigdes de armazenagem (p=0,02).
Oliveira (2000) observou que ha um decréscimo de um ciclo logaritmico nas
primeiras 24 horas apd6s a contaminacdo da superficie da casca de ovos
armazenados a temperatura ambiente. Nas condicbes deste experimento,

observou-se que a diminuicdo pode ser variavel (de trés a menos que um ciclo).

Aydin et al. (2004) verificaram que microrganismos patogénicos, entre eles

salmonelas, podem permanecer viaveis na superficie de ovos com casca integra
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por até uma semana. Este ensaio demonstrou a capacidade da SE de permanecer
por ainda mais tempo (pelo menos 14 dias) na superficie de ovos submetidos a

altas temperaturas (30°C).

Trabalhos realizados com contaminacao da superficie de ovos por imersao
e/ou utilizando o fendbmeno da pressdo negativa (Mayes e Takeballi, 19883;
Miyamoto et al.,,1998; Wang e Slavik, 1998), que se assemelham ao utilizado
neste experimento, comprovam a permanéncia dos microrganismos nas cascas

por periodos longos, em diversas condicbes de armazenagem.

N&o houve diferenga significativa no comportamento da SE na superficie

dos ovos em relacdo a qualidade da casca ou as condi¢goes de armazenagem (a

de 0,05).
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Tabela 17: Contagem de Salmonella Enteritidis na superficie de ovos de galinha, integros e com defeitos de casca,
que foram submetidos a contaminacdo via lavagem manual com agua fria, e mantidos em diferentes
condicbes de armazenagem( abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracdo: 8°C e 70+5% UR).****

Tempo de ar- Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
mazenagem Abuso refrigeracao abuso refrigeracao
(h) N/n'  Média® N/n' Média® N/n'’ Média® N/n' Média® Média***
0 5/5 1,28x10°°  5/5 1,28x10°° 5/5  6,91x10°®  5/5 6,91x10°®  9,87x10%
24 2*/5 <1,00x10™  5/5 2,67x10% 3/5 4,51x10°®  5/5 6,56x10"®  1,96x10%
48 2/5 4,54x10"®  5/5 1,00x10%° 2/5  4,80x10%*  5/5 2,46x10"  3,88x10%®
72 2/5 1,18x10"®  5/5 1,48x10%% 5/5  8,71x10"™  5/5 2,46x10™ 6,52x10™
168 2/5 1,48x10"®  5/5 1,10x10% 2/5  8,18x10"™  5/5 2,78x10'"® 3,39x10'®
336 4/5 2,44x10%  5/5 1,80x10'° 55  2,78x10™  1*/5  <1,00x10"™  6,22x10%®
Média** 17/30 6,31x10°  30/30 4,71x10° 22/30 2,91x10° 26/30  1,35x10°

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por unidade de casca.

* crescimento observado apés enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
** média geral, por coluna.

*%k%k

*kkk

média geral, por linha. Valores de contagem, na coluna, seguidos de letra diferente, diferem significativamente para a =0,05.

valores de contagem, no corpo da tabela, seguidos de letras diferentes, diferem significativamente para a=0,1.
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A penetragdo de SE no conteudo dos ovos experimentais esta apresentada
na tabela 18. Sob armazenagem a 30°C, é possivel observar uma maior
velocidade de penetracdo em ovos com defeitos de casca, ja que o0 microrganismo
foi encontrado no conteudo (albumen e gema) nas primeiras 24 horas apés a
contaminagdo, enquanto que, em ovos integros, apenas apds 48 horas. A
temperatura de 8°C inibiu a penetracdo da SE, tanto em ovos com casca

defeituosa, como em ovos com casca integra.

A abrasao da superficie de ovos imediatamente antes da contaminacao por
imersdo em suspensdes bacterianas, de acordo com Board (1966), aumenta a
incidéncia de ovos deteriorados, entretanto, pelos achados deste ensaio, a
temperatura de armazenagem ¢é fator fundamental para propiciar a penetracao do
microrganismo no albumen e gema destes ovos. Schoeni et al.(1995) concluiu que
a temperatura alta € fundamental para penetracdo de salmonelas em ovos, ja que
relata que 50% dos ovos contaminados em sua superficie e submetidos a 25°C
por 3 dias tem seu conteudo invadido por salmonelas, enquanto que a 4°C nao

foram encontradas unidades com a presenca do microrganismo.
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Sauter e Petersen (1974) e Tood (1996) afirmam que a penetragdo ocorre
mais freqlentemente e mais rapidamente quando existem defeitos de casca, e

mesmo pequenas rachaduras.

Embora seja possivel verificar a presenca de SE no conteudo de ovos
submetidos a temperatura de abuso, o nimero de unidades que teve seu
conteudo invadido pelo microrganismo néao foi significativo pelo teste de Fischer (o

de 0,05).
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Tabela 18: Contagem de Salmonella Enteritidis em albumen e gema de ovos de galinha com casca integra ou com
defeitos, contaminados via lavagem manual com agua fria, e mantidos em diferentes condicbes de
armazenagem( abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracao: 8°C e 70+5% UR).

Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
Tempo de ar- abuso refrigeracao abuso refrigeracao

mazenagem albumen gema albumen gema albumen gema albumen gema

(h) N/n’ N/n' N/n' N/n' N/n'  Média® N/n'  Média® N/n' N/n’

0 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. - n.r. - n.r. n.r.

24 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5 * 1/5 * 0/5 0/5

48 1*/5 1*/5 0/5 0/5 1/5 * 1/5 * 0/5 0/5

72 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5  1,00x10 2/5 4,00x10' 0/5 0/5

168 1*/5 1*/5 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5

336 2*/5 1*/5 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d. 0/5 0/5

Total 4/25 3/25 0/5 0/5 4/25 - 4/25 - 0/5 0/5

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colénia(UFC) por mL/grama de amostra.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
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Na tabela 19 pode-se observar o comportamento de E. coli na superficie
dos ovos de galinha. O comportamento do microrganismo em estudo é bastante

semelhante ao observado com a SE.

Houve tendéncia de diminuicdo do numero de unidades amostrais positivas,
quando ovos foram armazenados a 30°C, e é possivel observar a diminuicao
significativa da carga de contaminacdo destas unidades, ao longo do tempo ( p <
0,0001). A 8°C, observa-se, também, a diminuicdo da carga de contaminacgao,
entretanto, o numero de amostras positivas permanece inalterado ao longo do
tempo. Nao houve diferenca significativa na contagem bacteriana em relagéo a

qualidade da casca dos ovos amostrais e ao tipo de tratamento de armazenagem.

Radwoski (2002), afirma que, ao submeter-se ovos cujas cascas foram
contaminadas, a temperaturas altas (20 e 30°C), pode haver a inativacdo dos

microrganismos presentes.

A tabela 20 apresenta as observagdes referentes a penetracédo da E. coli
em ovos. Observa-se, como para SE, que E. coli é incapaz de invadir o conteudo
de ovos armazenados a 8°C. A 30°C, entretanto, pode-se observar que ja nas
primeiras 24 horas apdés a contaminacdo, foi encontrado o microrganismo no
interior dos ovos. Para E. coli, observa-se uma maior ocorréncia de ovos com

conteldo contaminado, quando estes apresentavam defeitos de casca. Apesar
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desta tendéncia, ndo houve diferenca significativa na contaminacdo dos ovos,
analisados, considerando-se qualidade da casca e tipo de armazenagem (a de

0,05).

E possivel observar, também, que em apenas uma das amostras foi
identificado o microrganismo na gema. Esta ocorréncia se deve, provavelmente, a
baixa resisténcia da E. coli aos fatores antimicrobianos do albumen,
principalmente quando armazenado sob temperaturas altas. O mesmo
comportamento foi observado no ensaio onde foi realizada contaminagéao artificial
do albumen. Além disto, Tranter e Board (1984), ja relataram comportamento
semelhante deste microrganismo em albumen de ovos de galinha contaminados

artificialmente.
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Tabela 19: Contagem de Escherichia coli na superficie de ovos de galinha, integros e com defeitos de casca, que foram

submetidos a contaminagdo via lavagem manual com &gua fria, e mantidos em diferentes condicées de
armazenagem (abuso: 30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracao: 8°C e 70+5% UR).****

Tempo de ar- Ovos com casca Integra Ovos com casca defeltuosa
mazenagem Abuso refrigeracao abuso refrigeracao
N/n"  Média“ N/n’ Média“ N/n’ Média“ N/n’ Média“ Média***
0 5/5 1,34x10° 5/5 1,34x10° 5/5 3,31x10° 5/5 3,31x10°  2,32x10%?
24 2/5 3,6x10' 5/5 1,14x10? 4/5 1,27x10" 5/5 3,70x10%>  1,24x10%°
48 2/5 3,8x10" 5/5 1,09x10° 2/5 1,12x102 5/5 229x10° 3,57x10%°
72 0/5 n.d. 5/5 1,64x10°2 1/5 1,40x10" 5/5 1,58x10%°  8,10x10'°
168 1*/5 <1,00x10'  5/5 1,98x10° 3*/5 <1,00x10" 5/5 1,12x10"  5,25x10'°
336 1/5 1,60x10' 5/5 1,25x10" 1*/5 <1,00x10" 5/5 454x10"  4,7x10'°

Média**  11/30 2,23x10°  30/30 _ 4,85x10° 16/30 5,73x10°  30/30 _ 6,81x10°
" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colnia(UFC) por unidade de casca.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
** média geral, por coluna.
*** média geral, por linha. Valores de contagem, na coluna, seguidos de letra diferente, diferem significativamente para a =0,05.
**** valores de contagem, no corpo da tabela, seguidos de letras diferentes, diferem significativamente para a =0,05.

Tabela 20: Contagem de Escherichia coli em albumen e gema de ovos de galinha com casca integra ou com defeitos,

contaminados via lavagem manual com agua fria, e mantidos em diferentes condi¢cdes de armazenagem( abuso:
30°C e 90+ 5% de UR e refrigeracao: 8°C e 70+5% UR).

Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
Tempo de ar- abuso refrigeracéao abuso refrigeracéo

mazenagem albumen gema albumen gema albumen gema albumen gema

(h) N/n’ N/n' N/n' N/n'’ N/n’ N/n' N/n' N/n’

0 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

24 1*/5 1*/5 0/5 0/5 1*/5 0/5 0/5 0/5

48 0/5 0/5 0/5 0/5 1*/5 0/5 0/5 0/5

72 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

168 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

336 0/5 0/5 0/5 0/5 1*/5 0/5 0/5 0/5

Total 1/25 1/25 0/25 0/25 3/25 0/25 0/25 0/25

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
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b. Perda de peso de ovos de galinha

As informacodes referentes a perda de peso acumulada, ao longo do tempo,
de ovos lavados manualmente a armazenados em diferentes condicbes de

temperatura e umidade estdo apresentadas na tabela 21.

A 30°C observa-se uma maior perda de peso acumulada ao longo do
tempo, quando comparada com a ocorrida a 8°C (p < 0,0001). A perda de peso,

maior sob temperaturas altas foi descrita por Sabrani e Payne (1978).

Nao houve diferenca na perda de peso quando se compara ovos com

diferentes qualidades de casca armazenados nas mesmas condi¢cdes de

temperatura e umidade.
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Tabela 21: Perda de peso acumulada de ovos de galinha com casca integra ou
defeituosa, submetidos a contaminagdo via lavagem manual sob

diferentes condicées de temperatura e umidade relativa (UR).

Tempo de armazenagem

Ovos Condigéo de 24 h 48 h 72 h 168 h 336 h Média*
armazenagem
30°C e 90+5%UR
média(g) 0,40%° 0,667 0,62%¢ 1,08% 222" 0,996°
Casca +desvio padrao 0,141 0,134 0,083 0,217 0,801
integra  8°C e 70+5%UR
média(g) 0,222  0,42%° 0,423 0,623 (,84%% 0 504°
+desvio padréo 0,130 0,045 0217 0,084 0,195
30°C e 90+5%UR
média(g) 0,583 0463° 0,74 096°%° 1,38° 0,8242
Casca +desvio padrao 0,130 0,089 0,219 0,089 0,349
com 8°C e 70+5%UR
defeitos média(g) 0,242  0,32% 0,40%° 0,70% 0,90 0,512°
+desvio padrao 0,114 0,228 0,158 0,187 0,245
Média** 0,36°  0,47° 0,55° 0,84° 1,342

médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente (0=0,05).
*médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (o =0,05).

** médias seguidas de letras diferentes, nesta linha, diferem significativamente (o =0,05).

c. pH de albumen e gema

As tabelas 22 e 23 apresentam a evolucao do pH do albumen e gema

dos ovos amostrais.
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Na tabela 22 pode-se observar que a velocidade do aumento do pH do
albumen de ovos armazenados a 30°C é maior do que quando 0s mesmos sao
armazenados a 8°C (o de 0,05). Houve diferencga significativa na analise de
variancia (p= 0,0008), demonstrando interacdo entre as diferentes qualidades

de casca de ovo e suas respectivas condicdes de armazenamento.

Nao se observa, entretanto, diferencas significativas, ao longo do tempo,
no pH de ovos com diferentes qualidades de casca, submetidos as mesmas
condi¢cdes de armazenagem. Portanto, a qualidade da casca néo interfere no
comportamento do pH do albimen em ovos com casca submetidos a lavagem

manual.

A difusdo de CO, para o ambiente, fator determinante do aumento do
pH do albumen, estd associada a temperatura de armazenagem (Tranter e

Board, 1984)

Tabela 22: pH albumen de ovos de galinha de casca integra ou defeituosa,

submetidos a contaminacao via lavagem com agua fria e armazenados
em diferentes condicdes de temperatura e umidade relativa do ar.

QOvos integros Ovos com casca defeituosa

Tempo 30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR  8°C/70%UR  Média***
0 horas 8,50" 8,50" 8,50" 8,50" 8,500°
24 horas 8,92° 9,000 9,170cd! 8,75%" 8,958°
48 horas 9,3320cd 8,83"" 9,25Pcde 9,00%¢'9 9,083°
72 horas 9,50% 9,00¢%f0 9,50% 9,08°def 9,2712
168 horas 9,50% 9,08°def 9,4230° 9,08¢defd 9,2712
336 horas 9,502 9,170cde! 9,672 9,250cde 9,3962
Média** 9,2082 8,931° 9,2502 8,931°

* valores médios seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
** valores médios, na linha seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).

*kk

valores médios, na coluna, seguidos de letras diferentes diferem significativamente(a de 0,05).
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Segundo Tranter e Board (1984), a alteracdo de pH do albumen esta
associada a difusdo de CO, para o ambiente. A velocidade de difusdo é
proporcional a temperatura de armazenagem, portanto a elevagdo do pH é mais

rapida quando ovos sao armazenados a temperaturas altas.

O pH da gema dos ovos (descrito na tabela 23) subiu mais lentamente em
ovos de casca integra armazenados a 8°C e 70+5%UR, alcancando valor

significativamente menor ao final do ensaio (p< 0,0001).

Houve, também diferenca significativa no pH da gema medido ao longo do

tempo (p<0,0001).

Tabela 23: pH de gema de ovos de galinha de casca integra ou defeituosa,
submetidos a contaminacao via lavagem com 4agua fria e armazenados
em diferentes condicdes de temperatura e umidade relativa do ar.

Ovos integros Ovos com casca defeituosa

tempo  30°C/90%UR 8°C/70%UR 30°C/90%UR 8°C/70%UR Média**

0 horas 5,58 5,58 5,58 5,58 5,58°
24 horas 6,17 5,67 6,00 6,00 5,96%
48 horas 5,75 5,67 5,92 6,00 5,83°
72 horas 6,00 5,67 6,00 6,00 5,92%
168 horas 6,00 5,83 6,00 6,00 5,96%
336 horas 6,00 5,92 6,33 6,08 6,08°

Média* 5,922 5,72 5,97° 5,942

* valores médios seguidos de letras diferentes, na linha, diferem significativamente (o de 0,05).
** valores médios seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (o de 0,05).
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4.2.4. EXPERIMENTO 4: Influéncia da oscilacao de temperatura e umidade
relativa durante a armazenagem de ovos de galinha de casca integra e
defeituosa contaminados via fezes na sobrevivéncia de Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli na superficie da casca e sua penetracao no
conteudo interno, nas alteracoes de pH do albumen e gema e na perda de

peso.

Os ovos de galinha utilizados neste experimento foram selecionados na
granja € no laboratério por peso e a qualidade da casca foi determinada por
ovoscopia. Foram contaminados via fezes e submetidos a conservagdo com
oscilagéo de temperatura e umidade relativa do ar (UR), sendo mantidos de 0 até
a 24%hora de armazenagem a 8°C e 70,0+5,0% UR, da 242 até a 72%hora a 30°Ce
90,0+5,0% UR e posteriormente a 8°C e 70,0+5,0% UR até o final do ensaio

(3362%hora).

O regime de oscilacao de temperatura simula o que ocorre na pratica,
quando ovos sdo submetidos a quebra de sua cadeia de conservacao refrigerada
ou quando sdo armazenados inadequadamente no nivel doméstico (na porta da
geladeira). Quando ovos refrigerados sdo submetidos a temperaturas elevadas
ocorre o fendbmeno de “sweating” ou seja a condensacao de agua na superficie
dos mesmos. Os intervalos para mudancga de temperatura foram definidos a partir

das observacgdes descritas em WHO (2002), onde se conclui que, de forma geral,
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ovos sao armazenados sob refrigeracdo logo apds a coleta e processamento,
sendo que a cadeia de frio € quebrada durante o transporte que dura em torno de

48 horas. Apds, 0s ovos s&o novamente dispostos em refrigeracao.

Para este ensaio, os ovos produzidos pelo lote doador das amostras
apresentaram uma gravidade especifica média de 1093,14 ¢/L, sendo

considerados de excelente qualidade, conforme Sauter e Petersen (1974).

a. Sobrevivéncia e penetracao de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli

em ovos de galinha

A tabela 24 apresenta o comportamento de SE na casca de ovos integros e
defeituosos. Pode-se observar que SE permanece viavel durante todo o periodo
de estudo, em todas as unidades amostrais, estando sujeito, inclusive a
multiplicacdo. Esta ocorréncia deve-se ao fato da presenca de matéria organica
associado as condi¢cdes que permitiram a manutencao da umidade superficial

(devido a condensacgao de umidade superficial).

Nao houve diferenca significativa no comportamento deste microrganismo,

na superficie de ovos com casca integra ou defeituosa (o de 0,05).

106



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 25 estdo os resultados referentes a penetracdo de SE no
contelido de ovos contaminados. E possivel observar que, ovos com casca
defeituosa apresentaram invasdao do conteudo interno, apds 24 horas do regime
de temperatura alta (48%hora de armazenagem), enquanto que apenas uma
unidade amostral com casca integra apresentou SE no albumen, no mesmo tempo
de armazenagem. Embora ndo haja diferenca significativa (o de 0,05) pelo teste
de Fischer, pode-se observar uma maior tendéncia a penetracdo bacteriana em
ovos com casca defeituosa submetidos a condensagédo de umidade. Apenas em
ovos com casca defeituosa foi possivel proceder a contagem bacteriana,
indicando que um maior numero de células bacterianas penetraram no conteudo
dos ovos, quando comparado a ovos com casca integra, onde s6 foi identificada a
presenca de SE. Quanto maior a contaminacéo inicial, maior a possibilidade de
que o microrganismo atinja quantidades suficientes e capazes de provocar dano a
saude do consumidor. Mesmo se apenas um ovo esteja contaminado com grande
quantidade de células bacterianas, sendo ele misturado a outros ingredientes ou
outros ovos para a preparagao de um alimento, o risco da ocorréncia da doenca
aumenta, ja que a manifestacdo da mesma esta relacionada a quantidade do

agente a ser ingerido pelo hospedeiro.
Ernst et al.(1998) concluiram, em seu estudo simulando a condensagéo de

umidade na superficie de ovos que a qualidade da casca aparentemente € mais

importante no impedimento da penetracdo de SE no conteudo que a propria
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presenga de umidade. Em seu ensaio foi utilizada a metodologia de imersao das
amostras em caldo de cultura contendo o microrganismo, o que pode ter

promovido uma a maior contaminagao de albumen e gema.

A tendéncia de um maior numero de amostras com defeitos ser invadida
pelo microrganismo, neste experimento, indica que, mesmo quando ha
contaminacgao localizada na superficie dos ovos, caso eles sejam submetidos a
condensacado de umidade, pode haver um maior risco de penetracdo de SE no

contelido.
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Tabela 24: Contagem de Salmonella Enteritidis na superficie de ovos com casca integra ou defeituosa, submetidos
a contaminacao via fezes e armazenados em regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa.

Condicao de Tempo de armazenagem  Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa Média
armazenagem (h) N/n’ Média® N/n’ Média®  Média geral
8°C e 70%UR 0 5/5 1,24x10° 5/5 1,24x10° 1,23x10°
30°C e 90%UR 24 5/5 6,66x10° 5/5 1,18x10° 3,92x10°
30°C e 90%UR 48 5/5 1,14x10* 5/5 4,19x10* 2,66x10*
8°C e 70%UR 72 5/5 1,09x10° 5/5 3,93x10* 3,01x10*
8°C e 70%UR 168 5/5 2,34x10* 5/5 3,68x10* 7,39x10*
8°C e 70%UR 336 5/5 1,56x10° 5/5 1,08x10° 1,21x10°

Média 30/30 5,13x10* 30/30 3,45x10*

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por unidade de casca.

Tabela 25: Contagem de Salmonella Enteritidis em albumen e gema de ovos de galinha com casca integra ou com
defeitos, contaminados via fezes e submetidos a regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa.

Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
Condicao de armazenagem  albumen gema albumen Gema
armazenagem (h) N/n’ N/n’ N/n'’ média” N/n' Média®
8°C e 70%UR 0 n.r. n.r. n.r. - n.r. -
30°2C e 90%UR 24 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
30°C e 90%UR 48 1*/5 0/5 2/5 4,02x10° 2/5 1,80x10°
8°C e 70%UR 72 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
8°C e 70%UR 168 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
8°C e 70%UR 336 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
Total 1/25 0/25 2/25 2/25

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colénia(UFC) por mL/grama de amostra.
* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
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Na tabela 26 esta apresentado o comportamento da E. coli na superficie de
ovos com casca integra e defeituosa. Nao ha diferenca significativa no
comportamento do microrganismo em ovos integros ou com defeitos (o de 0,05).
A permanéncia da E. coli, viavel, na superficie dos ovos, ao longo de todo ensaio
deve-se a condicao de armazenagem associada ao fenébmeno de condensacao de
umidade na superficie dos ovos utilizados no experimento de simulacao de

oscilacao de temperatura, conforme ocorreu com a SE.

Na tabela 27 é possivel verificar que um maior nimero de ovos com casca
integra teve seu conteudo invadido (quando comparado a Ovos com casca
defeituosa), entretanto, esta diferenca nao foi significativa pelo teste de Fischer (o
de 0,05). Esta ocorréncia comprova o descrito por Tood (1996), que relata que,
mesmo 0voS com casca integra podem ter seu conteddo contaminado por
microrganismos, principalmente se forem atendidos alguns requisitos, como a
presenga de umidade e diferencial de temperatura. Em ovos com casca
defeituosa, embora um numero menor de unidades amostrais tenham sido
contaminadas, observa-se que a carga bacteriana foi maior, ja que foi possivel
proceder a contagem bacteriana, diferente do que ocorreu com ovos integros.

E possivel verificar, também, que houve uma maior ocorréncia de gemas
contaminadas, quando se analisou ovos com casca defeituosa, embora também

nao tenha havido, neste caso, diferenca significativa pelo teste de Fischer (o de
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0,05). Esta tendéncia foi observada, também, no comportamento da SE nas

condicbes do experimento.

Ernst et al. (1998), trabalhando com ovos de diferentes qualidades de
casca, concluiram que a integridade da casca é mais importante para a prevencao
da invasao do que propriamente a condensacao, entretanto, é possivel observar
que, mesmo em ovos integros, esta condensacao, associada a temperaturas de
abuso podem propiciar a invasdo de bactérias patogénicas para o conteudo de

ovos de galinha, podendo representar riscos a saude publica.

O comportamento dos dois microrganismos estudados, na casca, deve ser
considerado, também, como um importante fator de risco. Nos demais ensaios,
onde ndo foi utilizada a variagdo de temperatura, houve uma tendéncia do
microrganismo se manter ou se extinguir, dependendo da temperatura de
armazenagem. Neste estudo, observou-se que existe uma tendéncia de os
microrganismos se multiplicarem nas condigcdes estudadas (em presengca de

matéria organica, ovos sujos) .
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Tabela 26: Contagem de Escherichia coli na superficie de ovos com casca integra ou defeituosa, submetidos a
contaminacao via fezes e armazenados em regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa.

Condicadode  Tempo de armazenagem Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
armazenagem (h) N/n' Média® N/n' Média® Média
8°C e 70%UR 0 5/5 8,23x10° 5/5 8,23x10° 8,23x10°
30°C e 90%UR 24 5/5 3,57x10° 5/5 8,22x10° 2,20x10°
30°C e 90%UR 48 5/5 1,71x10* 5/5 2,50x10* 1,60x10*
8°C e 70%UR 72 5/5 1,76x10* 5/5 2,02x10* 1,16x10*
8°C e 70%UR 168 5/5 1,16x10° 5/5 2,58x10* 8,20x10°
8°C e 70%UR 336 5/5 1,30x10% 5/5 3,54x10° 7,54x10°

Média 30/30 6,60x10° 30/30 1,13x10*

" Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de col6nia(UFC) por unidade de casca.

Tabela 27: Contagem de Escherichia coli em albumen e gema de ovos de galinha com casca integra ou com
defeitos, contaminados via fezes e submetidos a regime de oscilacao de temperatura e umidade relativa.

Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
Condicao de Armazenagem albumen gema albumen gema

armazenagem (h) N/n’ N/n’ N/n’ média® N/n’ média®
8°C e 70%UR 0 n.r. n.r. n.r. - n.r. -
30°2C e 90%UR 24 1*/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
30°2C e 90%UR 48 1*/5 0/5 2/5 8,15x10° 2/5 2,50x10?
8°C e 70%UR 72 1*/5 1/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
8°C e 70%UR 168 1*/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.
8°C e 70%UR 336 0/5 0/5 0/5 n.d. 0/5 n.d.

Total 4/25 1/25 2/25 - 2/25 -

"Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas.
2 Unidades formadoras de colénia(UFC) por mL/grama de amostra.

* crescimento observado apds enriquecimento em agua peptonada tamponada (35°C por 24h).
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b. Perda de peso de ovos de galinha com diferentes qualidades de casca

Na tabela 28 estdo apresentadas as informacgdes de perda de peso de ovos

incubados em regime de oscilagao de temperatura.

Ovos integros perderam menos peso, ao longo do tempo (p = 0,009) em
comparagao com ovos com defeitos de casca, sendo que na média, ovos com casca
integra perderam 0,668 + 0,229g e ovos com casca defeituosa perderam 0,752g.
Nao houve interacdo entre o tempo de incubacao e as diferentes qualidades de
casca de ovo (a de 0,05). O tempo de armazenagem, provocou, também, uma

diferenga significativa (p<0,0001), na perda de peso acumulada dos ovos amostrais.

Peebles et al. (1993), monitorando o peso de ovos de incubagao, concluiram
que, quando néo foi realizado procedimento de abertura da casca, ovos tinham uma
perda menor de peso ao longo do tempo. Embora estes autores nao tenham
comparado ovos com diferentes qualidades de casca, pode-se inferir que a abertura
da casca e subsequiente fechamento artificial podem ser considerados um defeito.
Os ovos defeituosos podem possuir um maior numero de poros e com isso permitir
uma maior saida de umidade durante o periodo de incubagédo. Considerando a
oscilacao de temperatura, pode-se afirmar que, quando ovos sdo armazenados a

8°C, perdem menos peso do que quando armazenados a 30°C.
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Tabela 28: Perda de peso acumulada de ovos de galinha com casca integra ou
defeituosa, submetidos a contaminacéao via fezes e mantidos sob oscilacao
de temperatura e umidade.

Tempo de armazenamento

24 48 72 168 336 Média*
horas' horas® horas®  horas’ horas'

Ovos com casca

integra média(g) 0,44 0,52 0,62 0,70 1,06 0,668°
+desvio padrao 0,055 0,084 0,045 0,071 0,089

Ovos com casca

defeituosa
média(g) 0,46 0,60 0,78 0,82 1,10 0,7522
+desvio padrao 0,055 0,100 0,164 0,130 0,187
Média** 0,45° 056° 0,70 0,76° 1,082

"armazenagem a 8°C e 70 + 5% UR.
% armazenagem a 30°C e 90 + 5% UR.

*médias, na coluna, seguidas de letra diferentes diferem significativamente (o =0,05).
**médias, na linha, seguidas de nimeros diferentes diferem significativamente (o =0,05).

Sabrani e Payne (1978), estudando o efeito do uso de 6leo mineral em ovos
de mesa e a sua perda de peso quando armazenados em diferentes temperaturas,
chegaram a conclusdao que, ovos submetidos a temperaturas mais altas (28°C)
perderem mais peso ao longo do tempo, sendo ou néo tratados com éleo mineral, do
que ovos armazenados a temperaturas mais baixas (12°C). Nao existem relatos
sobre a perda de peso de ovos com defeitos de casca, entretanto pode-se supor que,
ovos com casca fina e/ou pequenas rachaduras de casca, permitem uma maior saida
de umidade, e por isto perdem mais peso. Os estudos realizados comprovam o0s
trabalhos dos autores e confirmam a hip6tese de que, ovos com casca defeituosa

perdem mais peso que ovos de casca integra.
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c. pH do albumen e gema

Na tabela 29 estdo apresentados os valores de pH de albumen e gema dos
ovos com casca integra ou com defeitos submetidos a um regime de oscilagdo de
temperatura e umidade do ar. Apenas o tempo de armazenagem provocou diferenca
significativa na alteracdo de pH de albumen e gema nas condicées do experimento
(p<0,0001). A qualidade da casca néo afetou o comportamento do pH nestas
condicoes.

Tabela 29: pH do albumen e gema de ovos de galinha de casca integra ou

defeituosa, submetidos a contaminacdo via fezes e armazenados sob
regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa do ar.

Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa Média*
armazenagem albumen gema albdmen gema albdmen gema
0 horas' 8,50 5,58 8,50 5,58 8,50° 5,58°
24 horas' 8,92 6,00 9,00 6,00 8,96° 6,0061b
48 horas?® 8,92 5,83 9,00 5,83 8,958° 5,83b
72 horas' 9,42 6,00 9,50 6,00 9,46®° 6,00
168 horas' 9,50 6,08 9,50 5,92 9,50% 6,00%
336 horas’ 9,33 6,00 9,17 6,08 9,25b 6,04°
Média 9,10 5,92 9,11 5,90

* valores médios seguidos de letras diferentes, na linha, diferem significativamente (o de 0,05).
'18°C e 70% de umidade relativa do ar.
?30°C e 90% de umidade relativa do ar.

A alteracdo de pH do albumen deve-se a difusdo de CO, para o ambiente
(Brooks e Pace, 1938, apud Li-Chan, Powrie e Nakai, 1994. Esta foi independente da

qualidade da casca.

Os valores de pH das gemas, neste ensaio, foi compativel com o descrito por

Sharp e Powell, 1931 e Brooks e Taylor, 1955, apud Li-Chan, Powrie e Nakai, 1994.
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4.3. Comportamento de Salmonella Enteritidis (SE) e Escherichia coli e
alteracées de pH em albumen e gema de ovos de galinha submetidos a

armazenagem sob diferentes temperaturas

4.3.1. Comportamento bacteriano e pH em albimen de ovos de galinha

Albumen de ovos de galinha foi inoculado com SE e E. coli em conjunto e
isoladamente com aproximadamente 10°UFC/g de cada uma das culturas
bacterianas. Apés a inoculacao, as amostras foram homogeneizadas manualmente e
armazenadas sob duas condicdes de temperatura (30 e 8°C). A cada tempo
determinado (0, 2, 6, 12, 16, 24, 48, 72, 168 e 336 horas no caso de albumen
armazenado a 30°C e 0, 6, 12, 16, 24, 48, 72, 168 e 336 horas quando a
armazenagem se deu a 8°C), de cada uma das amostras, foi retirada aliquota de
5mL e realizadas as medidas de pH, e os procedimentos para a contagem

bacteriana.

O comportamento dos microrganismos em estudo, no albumen contaminado e
armazenado nas temperaturas de estudo (30 e 8°C), bem como as alteracdes de pH
estdo apresentados nas figuras 7 e 8. Na figura 7 estao apresentados os resultados
referentes ao armazenamento do albumen a temperatura de 30°C e na figura 8, a

temperatura de 8°C.
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Figura 7: Influéncia da contaminagcdo em conjunto no pH e no comportamento de
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em albumen de ovos de galinha
armazenado a temperatura de 30°C.

A 30 °C, SE atingiu 5,88 log UFC/g, ao final do ensaio, quando inoculada em
conjunto com E. coli e 4,85 log UFC/g quando inoculado isoladamente. A diferenca
de até um ciclo logaritmico nao foi significativa (a de 0,05), portanto ndo ha diferenga
na multiplicagdo deste microrganismo, quando inoculado ou ndo em conjunto com E.
coli. Além disto, o comportamento no crescimento desde a inoculagao até a 3362

hora foi semelhante.
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Embora o albumen possua substancias inibidoras da multiplicacdo bacteriana,
mais especificamente para microrganismos gram positivos, alguns estudos revelam
capacidade antimicrobiana do albumen, mesmo para bactérias gram negativas
(Yadav e Vadehra, 1977; Tranter e Board, 1982; Tranter e Board, 1984; Baron,
Gautier e Brule, 1997a; Gast e Holt, 2001). Pode-se verificar, entretanto, que SE foi
capaz de se desenvolver, a despeito das condicbes desfavoraveis impostas pelo

meio.

Lock e Board (1992) estudaram diversos sorovares de Salmonella e mais
especificamente, SE de diversos fagotipos e identificaram sua multiplicagdo em
albumen armazenado a 30°C por 42 dias. Além disto, Baron et al.(2004), estudando
o comportamento de SE a 30°C, em albumen, concluiram que ja, nas primeiras oito
horas de incubacdo ha um aumento de um ciclo logaritmico em sua contagem.
Embora o albumen seja um meio de crescimento ndo favoravel, estes mesmos
pesquisadores concluiram que o albumen nao provoca qualquer modificacdo quanto
a termorresisténcia, capacidade de formar biofilmes ou viruléncia em SE, mesmo que
sob condi¢cdes laboratoriais, diferentes bactérias possam ter sua resisténcia
aumentada quando submetidas a condicdes desfavoraveis. A capacidade de
multiplicagdo das salmonelas em albumen, se deve, segundo Baron, Gautier e Brule
(1997b), a capacidade do microrganismo de secretar sideréforos e com isto obter

ions ferro necessarios para seu metabolismo.
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O comportamento da E. coli mostrou-se diferente. O microrganismo nao foi
capaz de vencer as barreiras do meio, diminuindo de 2,3 log UFC/g para 1 log, ja nas
primeiras 6 horas apo6s a inoculacao, até nao serem isoladas células viaveis, ao final
do periodo de andlise. Também nao houve diferenca no comportamento deste
microrganismo com relacdo as condi¢des de inoculagdo. A E. coli mostrou pouca
resisténcia ao ambiente (albumen) quando armazenado a 30°C, demonstrando que,
a despeito da temperatura alta, as caracteristicas antimicrobianas do albumen
podem ser efetivas contra alguns microrganismos gram negativos, muito embora sua
principal atividade seja contra os microrganismos gram positivos. Os achados deste
estudo discordam dos publicados por Yadav e Vadehra (1977), quando, estudando o
comportamento de cepa de E. coli K12, concluiram que este microrganismo é capaz
de se multiplicar em albumen de ovos de galinha submetido a incubacédo a
temperatura de 30-32°C. Ja Tranter e Board (1984) concluiram que E. coli é
inviabilizada ou sua quantidade se mantém inalterada quando é inoculada em
albimen sem adicao de ferro e incubado a 30°C. Segundo estes autores, em
temperaturas de conforto para estes microrganismos, o albumen possui maior

capacidade bacteriostatica/bactericida que temperaturas baixas.

O pH do albumen armazenado a 30°C subiu rapidamente, de 8,5 para 9,5 nas
primeiras 48 horas de armazenagem. Apds este periodo praticamente nao houve
alteragdo, chegando ao final do periodo a 9,75. O valor de pH, em albuamen
armazenado a 30°C foi idéntico nas trés condicées de inoculacdo, nao havendo
portanto, influéncia da presenca e/ou multiplicacdo dos microrganismos inoculados

sobre o0 acréscimo dos valores de pH. Sabrani e Payne (1978), utilizando a medida
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de pH de albumen como caracteristica de qualidade de ovos integros e armazenados
sob temperatura de 28°C, concluiram que, ao décimo segundo dia de armazenagem,
os valores encontrados estavam entre 9,53 e 9,54. O comportamento do aumento do
pH nos experimentos destes pesquisadores foi bastante semelhante ao encontrado
neste ensaio, quando a velocidade do aumento foi maior nos primeiros dois dias de

armazenagem.

pH
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—a— SEinoculada com E. coli —e— E coliinoculada com SE —B— SEinoculada isoladamente —oe— E coliinoculada isoladamente

Figura 8: Influéncia da contaminacao em conjunto no pH e no comportamento de
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em albumen de ovos de galinha
armazenado a temperatura de 8°C.

SE incubada a temperatura de 8°C mostrou tendéncia para a multiplicacao

nas primeiras 48 horas de armazenagem e posterior declinio. Apesar desta
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tendéncia, o microrganismo permaneceu viavel e em numero suficiente para atingir
contagens altas rapidamente, caso as condigcdes de temperatura sejam favoraveis
durante o periodo de andlise. Nao foi verificada diferenga significativa no
comportamento dos microrganismos, quando inoculados em conjunto ou
isoladamente (a de 0,05). Quando comparados aos achados a 30°C pode-se afirmar
que, em temperaturas altas, o microrganismo possui condicoes de se multiplicar e
atingir quantidades que podem levar a manifestacado de doenga no consumidor e
mesmo contaminar outros alimentos. Gast e Holt (2000b), concluiram que existe
pouca ou nenhuma variagcao no numero de células de SE viaveis, quando albumen é
inoculado e submetido a diferentes temperaturas (10, 17,5 e 25°C). Neste ensaio,
entretanto, utilizando-se temperaturas mais extremas, pode-se observar que ha, a
30°C, um aumento de até 3 ciclos logaritmicos e, a 8°C, um decréscimo de até 2,2
ciclos logaritmicos, comparando-se com a quantidade de células na inoculagao.
Pode-se verificar, também, que nao ha diferenca no comportamento bacteriano,
quando os microrganismos s&o incubados juntos ou isoladamente. As temperaturas
de refrigeracao impedem o aumento rapido do numero de células bacterianas. Assim
é possivel garantir, de forma mais eficiente, a inocuidade do alimento. Para Gast e
Holt (2001), a refrigeracdo pode evitar que o numero de células viaveis de SE
alcance niveis perigosos para a saude publica. Entretanto, o sucesso do processo
depende do tempo entre o inicio do resfriamento e a chegada a temperatura inibitéria

da multiplicagéo.

Angelote, Fotter e Lewis (1961), Matches e Liston (1968), Alford e Palumbo

(1969), Palumbo (1986), D’Aoust (1991) relatam a multiplicacdo de salmonelas em
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alimentos, mesmo em temperaturas de 2°C. Embora estes achados sejam
conclusivos da possibilidade de multiplicacdo de diferentes sorotipos de Salmonella
em alimentos, Gibson, Bratchell e Roberts (1988) encontraram dificuldades em
ajustar as curvas de crescimento do microrganismo quando o mesmo é submetido a
temperaturas baixas, ja que a maioria dos modelos matematicos preditivos se
adequam melhor as temperaturas de multiplicacdo préximas das 6timas. Isto pode
indicar o comportamento nao tipico de multiplicacdo quando esta bactéria é
submetida a condicbes de refrigeracéo, dificultando prever seu comportamento em

situagdes variadas de temperatura.

Com relagdo a E. coli, foi possivel observar que, sob temperatura de
refrigeracdo, o microrganismo manteve-se viavel em maior quantidade no albumen
do que quando o mesmo foi armazenado a 30°C. Este comportamento pode ser
atribuido, como para SE, a uma menor taxa metabdlica dos microrganismos em
temperaturas inferiores e, consequente, menor influéncia dos fatores antimicrobianos
e maior tempo de sobrevivéncia das células bacterianas. A conservagdo em
temperaturas mais baixas provoca um aumento mais lento do pH do albumen e
conseqlentemente menor dano as células bacterianas. Tranter e Board (1984)
relataram que ha uma maior toxicidade do albumen para células bacterianas quando
0 mesmo é armazenado em temperaturas proximas da condicao de conforto para os

microrganismos.

Na temperatura de 8°C, o pH aumenta mais lentamente que a 30°C, mas apo6s

72 horas de armazenagem ja é de 9,5. Foi possivel observar, entretanto, que este se
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manteve constante até o final do periodo de analise. As temperaturas mais altas
propiciam um maior € mais rapido aumento do pH no albumen, o que confirma os
achados de Sabrani e Payne (1978). Estes pesquisadores mediram o pH de albumen
de ovos integros armazenados sob temperatura proxima a utilizada (12°C) e

encontraram valores semelhantes aos deste ensaio.

Nao houve diferenca nos valores de pH nas diferentes condi¢cdes de
inoculagdo, comprovando que o0s microrganismos inoculados ndo afetaram o

albumen no que se refere a sua alcalinidade.

4.3.2. Comportamento bacteriano e pH em gema de ovos de galinha

Gema de ovos de galinha foi inoculada com SE e E. coli em conjunto e
isoladamente com aproximadamente 10°UFC/g de cada uma das culturas
bacterianas. Ap6s a inoculagao, as amostras foram homogeneizadas manualmente e
armazenadas sob duas condicdes de temperatura (30 e 8°C). A cada tempo
determinado (0, 2, 6, 12, 16, 24, 48, 72, 168 e 336 horas no caso de gema
armazenada a 30°C e 0, 6, 12, 16, 24, 48, 72, 168 e 336 horas quando a
armazenagem de deu a 8°C), de cada uma das amostras, foi retirada, aliquota e

realizada a medida de pH e os procedimentos para a contagem bacteriana.

O comportamento dos microrganismos e as alteracées no pH em gema de

ovos de galinha contaminada e armazenada nas temperaturas de estudo (30 e 8°C)
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estdo apresentadas nas figuras 9 e 10. Na figura 9 estao apresentados os resultados

referentes ao armazenamento da gema temperatura de 30°C e na figura 10, a

temperatura de 8°C.

*
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Figura 9: Influéncia da contaminagcdo em conjunto no pH e no comportamento de
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em gema de ovos de galinha

armazenada a 30°C.

A gema, ao contrario das outras estruturas que compdem 0 0vo, Na0 pPOSsuli
qualquer fator capaz de impedir ou dificultar a multiplicacdo microbiana. E, por isto,
6timo substrato para a multiplicagdo bacteriana e ao contrario do albumen, nao

possui qualquer impedimento da multiplicagdo bacteriana (Tranter e Board, 1982).
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Sob a temperatura de 30°C, em ambas as situacées de inoculagao
(microrganismos inoculados em conjunto e separadamente) os dois microrganismos
em estudo apresentaram aumento de 6,45 a 7,07 log UFC/g no periodo de zero a
336 horas de armazenagem. Os microrganismos atingiram as contagens de 7,5 a 8,7
log UFC/g ja nas primeiras 24 horas de armazenagem, sendo que a partir deste
tempo a multiplicacdo passou a apresentar menor velocidade, tendendo a
estabilizacdo a partir das 48 horas, atingindo ao final das 336 horas de incubacéo,
9,1 a 9,7 log UFC/g de gema. Nao houve diferenca significativa no comportamento
dos microrganismos, quando os mesmos foram inoculados em conjunto ou

separadamente (o de 0,05).

E possivel observar que, na quadragésima oitava hora de incubacéo, SE, nas
duas condigbes de inoculagdo e E. coli inoculada com SE apresentaram uma
diminuicdo na contagem bacteriana. Esta diminuicdo deve ser desconsiderada, ja
que muitos fatores podem estar envolvidos nesta ocorréncia, inclusive falha na coleta
de aliquota de amostra, ja que o conteudo de ovos, devido a sua viscosidade e

densidade pode provocar dificuldades na homogeneizacao.

Nao houve diferencga significativa no comportamento de SE e de E. coli, seja
incubadas isoladamente ou em conjunto, em nenhuma das duas condicdes de

armazenagem.

Gast e Holt (2001), investigando diferentes cepas de Salmonella Enteritidis,

dos fagotipos 4, 8, 13a, e 14b, incubadas em gema de ovos de galinha, a 25°C,
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encontraram crescimento de até 8,65 logUFC/g, nas primeiras 24 horas de
incubacao, resultados estes, bastante semelhantes aos encontrados neste
experimento. Os autores ndo encontraram diferenca no comportamento dos

fagotipos de SE durante sua multiplicacdo em gema.

A multiplicacdo na gema pode atingir niveis altos e perigosos sob ponto de
vista de saude publica. Caso apenas um ovo esteja contaminado e seja incluido em
uma preparacgao, a carga bacteriana inicial podera ser suficiente para alcancar niveis
perigosos a saude do consumidor, principalmente caso o tratamento térmico a que
for submetido este alimento ndo seja suficiente para eliminar o microrganismo.
Segundo Humphrey et al.(1989), salmonelas presentes em ovos a um nivel de 10®
UFC/g de gema podem sobreviver a qualquer método convencional de cozimento.
Ja, Mahdi Saeed e Koons (1993) encontraram células viaveis de SE em ovos prontos
para o consumo (ovos fritos, mexidos, omeletes e cozidos) em até 44% das amostras
produzidas com ovos cujas gemas foram inoculadas e o0s ovos integros
armazenados por cinco dias a temperatura de 23°C, comprovando que, mesmo apos
o tratamento térmico, alimentos contendo ovos sédo potencialmente capazes de

transmitir salmoneloses.

O pH da gema armazenada a 30°C foi idéntico nas trés condigbes de
inoculagdo, logo, a presengca dos microrganismos nao influenciou seu
comportamento. Em gemas de ovos, ha pouca alteracao de pH, quando as mesmas
sdo comparadas com albumen, mas o mesmo sobe ao longo do tempo. Gemas de

ovos frescos apresentam pH em torno de 6,0 e este sobe gradualmente até 6,4-6,9.
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Em temperaturas de 37°C, o pH de gemas sobe de 6,0 para 6,4 em
aproximadamente 18 dias (Sharp e Powell, 1931, apud Li-Chan, Powrie e Nakai,

1995). Os achados deste ensaio demonstraram que o pH pode atingir indices ainda

mais altos.
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Figura 10: Influéncia da contaminacdo em conjunto no pH e no comportamento de
Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em gema de ovos de galinha

armazenada a 8°C.

Na temperatura de 8°C, a salmonela mostrou-se ativa, enquanto que a E. coli
teve sua multiplicagéo inibida. Nas 336 horas de observagdo, SE apresentou um
aumento entre 1,12 e 1,87 log UFC/mL enquanto que E. coli apresentou declinio de

0,82 a 1,12 log UFC/mL. Os trabalhos de Schoeni et al.(1995) e Gast e Holt (2000b),
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onde gemas de ovos foram contaminadas com 2 log UFC de SE e submetidas a
diferentes temperaturas de armazenamento demonstraram que, em 24 horas, a
25°C, as contagens de SE alcancam 9,5 log UFC/g ja no terceiro dia de
armazenagem, dados estes compativeis com o0s encontrados nestes ensaios.
Mesmo sob baixas temperaturas (10°C), a SE pode se multiplicar nos primeiros dias
de armazenagem, tendendo a partir do sétimo dia a ter seu crescimento estabilizado.
Bradshaw et al.(1990) observaram o comportamento de SE em gema de ovo
armazenada a 7,2°C e nao observaram multiplicagcdo no periodo de 24 dias, apenas
sua permanéncia no substrato. Em sendo a gema, substrato adequado para a
multiplicacdo bacteriana, pequenas variagcbes na temperatura de armazenagem
podem provocar aumento na taxa de multiplicacdo. Nao houve diferenga no
comportamento da SE, nas condi¢des de inoculagdo (em conjunto ou isolada), para

o de 0,05.

A E. coli apresentou baixa resisténcia quando submetida a temperatura de
refrigeracao (8°C), estando praticamente ausente ap6s 336 horas de armazenagem
(foi encontrada apenas sua presenga, ap0s enriquecimento em agua peptonada
tamponada). Nao houve diferenca no comportamento do microrganismo em

presenca ou nao de SE (o de 0,05).

O pH da gema armazenada a 8°C teve um ligeiro aumento durante o periodo
de anadlise, passando de 6,0 para 6,25 apds a septuagésima segunda hora de
armazenagem e se mantendo assim até o final do experimento. Observa-se que em

temperaturas mais baixas, o pH da gema sobe mais lentamente e alcanga valores
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menores que quando é armazenado a temperaturas mais altas, confirmando os

achados de Sharp e Powell (1931), apud. Li-Chan, Powrie e Nakai (1995).
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CONCLUSOES

- a temperatura de armazenagem de 30°C favorece a inviabilizacdo de SE e E. coli
na superficie da casca de ovos de galinha;

- a temperatura de 8°C permite a maior viabilidade de SE e E. coli na superficie da
casca de ovos de galinha;

- a qualidade da casca nao interfere na viabilidade dos microrganismos estudados na
superficie da casca de ovos de galinha;

- a lavagem industrial prévia a contaminagé@o nao influencia o comportamento de SE
e E. coli inoculados via fezes na superficie de ovos de galinha armazenados sob
temperaturas de 8° e 30°C;

- a lavagem manual com agua fria contaminada nao influencia o comportamento de
SE e E. coli na superficie de ovos de galinha armazenados sob temperaturas de 8° e
30°C;

- a oscilagdo de temperatura durante a armazenagem favorece a manutengédo da
viabilidade de SE e E. coli na superficie de ovos de galinha;

- existe a tendéncia de que ovos de galinha com casca defeituosa, submetidos a
temperatura de 30°C terem seu conteudo mais freqiientemente contaminado;

- a lavagem manual de ovos com agua contaminada favorece a penetracao de SE e
E. coli, tanto com casca integra, quanto com defeitos, quando ovos sao

armazenados a 30°C;
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- ovos submetidos a oscilacdo de temperatura podem ter sue conteudo invadido por
SE e E. coli, principalmente no periodo em que forem submetidos a temperaturas
mais altas;

- ovos submetidos a temperaturas altas perdem mais peso que ovos armazenados
em refrigeracdo, independentemente do tratamento recebido (lavagem manual ou
industrial, nenhum tipo de tratamento);

- ovos com casca defeituosa, submetidos as temperatura de 30° ou de 8°C perdem
mais peso que ovos com casca integra;

- 0vV0s com casca integra perdem menos peso que ovos com casca defeituosa
quando sdo submetidos a oscilacao da temperatura de armazenagem;

- 0o pH do albumen de ovos de galinha aumenta ao longo do tempo,
independentemente da qualidade da casca e do tratamento recebido;

- ovos armazenados a 30°C tem o aumento do pH do albumen mais rapido e atinge
valores maiores que aqueles armazenados a 8°C;

- 0 pH da gema de ovos é afetado pelo tempo de armazenagem e nao pela
temperatura de armazenagem;

- em albumen armazenado a 30°C, SE se multiplica, independentemente dos fatores
antimicrobianos presentes, enquanto que a E. coli, nesta condicdes é inviabilizada;

- a 8°C, tanto SE com a E. coli, em albumen, tendem a ser inviabilizadas, embora
estejam presentes até a 3362 hora de armazenagem;

- em gema de ovo, a 30°C, tanto SE como E. coli se multiplicam até a 3362 hora de
armazenagem;

- a temperatura de 8°C inviabiliza a multiplicagdo de E. coli, enquanto que SE se

multiplica em gema de ovo;
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- SE e E. coli, armazenadas a 8° ou a 30°C, tanto em albumen ou gema, nao

exercem efeito sinérgico ou antagbnico uma sobre a outra, nas condigdes do ensaio.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A salmonelose humana continua sendo um grande problema de saude
publica, mesmo em paises onde sao feitos grandes investimentos no controle de
enfermidades transmitidas por alimentos. Infecgcdes por Salmonella Enteritidis
continuam a ocorrer como pandemia e tem ovos e seus derivados como principal
fonte de infeccéo

E necessario, para o controle das infecgdes humanas por SE, um amplo
trabalho de prevencédo e erradicagdo nos varios segmentos da producao avicola.
Algumas cepas de SE parecem ter se adaptado bem as aves que, como portadoras
assintomaticas, eliminam o microrganismo via fezes ou via ovariana e ainda podem

contaminar a casca dos ovos produzidos.

Na producao de ovos de consumo devem ser tomados cuidados especificos,

além do controle sanitério do plantel, tais como:

- manter o ambiente livre de salmonelas através do controle de
roedores que podem contaminar a racao das aves, esteiras
transportadoras, entre outros;

- controlar periodicamente o ambiente e roedores nas granjas,
buscando a presenca do microrganismo e realizar desinfecgao quando

for o caso;
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- adequar os sistemas de lavagem de ovos, quando existentes para a
remogao do microrganismo da superficie da casca, de forma eficaz e
sem os riscos de facilitar a penetracdo dos mesmos devido a umidade
e variacao de temperatura entre agua de lavagem e ovos;

- desenvolver sistemas alternativos de desinfecgdo e/ou lavagem da

superficie das cascas.

Além destes cuidados, os estudos de penetracao de salmonelas em ovos com
casca devem ser feitos a luz das condigbes usuais de produgcado e armazenagem,
quando poderdo ser avaliados adequadamente os riscos de contaminagdo do

conteldo interno a partir das cascas.

Este trabalho n&o diminui a necessidade da realizacdo de tantos outros sobre
a possibilidade da invasdo de microrganismos em ovos de mesa. Ao contrario, abre
uma série de possibilidades de adaptacées metodolégicas que visem simular uma
contaminacao natural. O pesquisador deve ter em mente que, quando se busca a
aproximacgao da realidade de producao, muitas sao as variaveis a controlar. Por isso,
os resultados de um trabalho como este nao podem ser simplesmente extrapolados
para a pratica como uma verdade indiscutivel. Cabe ao pesquisador identificar as
limitacdes e, na medida do possivel, contorna-las. Muitas podem ser enumeradas,
como por exemplo a definicdo e conceituacao de ovos com defeitos de casca, e a
possibilidade do conteddo interno extravasar quando da alteracdo das membranas
internas. Neste caso, por exemplo, aumentaria a possibilidade de os microrganismos

estarem por mais tempo viaveis na superficie da casca, devido a presenca de

134



CONCLUSOES

matéria organica capaz de sustentar a viabilidade bacteriana. Talvez uma das
limitacbes mais importantes seja a definicdo das quantidades amostrais, que sera
sempre questionada. O pesquisador devera assegurar-se que, dentro do modelo
experimental proposto, a definicdo do nimero de amostras norteado a partir de um
padrao ja definido em outras publicacbes, para que seja possivel a comparacao entre

os resultados.

Muitos outros modelos experimentais que se assemelhem a contaminacéo

natural podem e devem ser propostos. Assim sera possivel identificar os reais riscos

da penetracao de salmonelas em ovos de consumo.
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