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RESUMO

Os ovos sdao amplamente consumidos no mundo todo e apresentam diversas formas de
preparo, destacando a coc¢do com baixa temperatura por tempo prolongado. Este tipo
de cocgdo pode ser realizado em forno combinado e a denominacgdo do preparo € “ovo
perfeito”. Neste tipo de preparo, a temperatura utiliza é abaixo da temperatura
preconizada pela legislacéo (< 70°C), e tem gerado preocupac¢do quanto a seguranca dos
alimentos, pois os ovos e Salmonella spp sdo constantemente relacionados com surtos
alimentares no mundo todo. Avaliar a inativagcdo da Salmonella spp. em ovos organicos
submetidos a 62°C por 52 minutos, em forno combinado. Os ensaios realizados para a
avaliacdo da inativacdo isotérmica partiram da inoculacdo na gema do ovo de 0,1uL do
pool bacteriano pré-preparado com 5 cepas diferentes de Salmonella spp., provenientes
de surtos e isolamento de carcacgas de aves. Foram utilizados 36 ovos, e uma triplicata
de ovos foi avaliada microbiologicamente nos tempos 5, 8,10, 11, 12, 13,14, 15,17, 20 a
52 minutos em coccao isotérmica. Os ovos foram incubados por 24h a 37°C, para que a
populacdo bacteriana atingisse cerca de 8,10 log UFC/g. Em seguida 0s ovos
artificialmente inoculados foram submetidos ao tratamento térmico com injecdo direta
de vapor em forno combinado. Aos 15 minutos do experimento realizado foi reduzido 4
log UFC/g e aos 17 minutos a inativacdo total foi atingida nos trés experimentos
repetidos. Os resultados foram modelados ao modelo de Mafart et al., 2002: Weibull
obtendo R2 igual a 0,928 e uma reducédo 4D igual a 13,09 min, resultando em um valor
de D igual a 3,27 minutos. Assim a avaliacdo desse estudo comprovou a inativagdo

térmica da Salmonella spp na preparagdo do “ovo perfeito” em forno combinado.



ABSTRACT

Eggs and Salmonella spp are constantly related to food outbreaks worldwide.
Nowadays, this largely consumed food is used in gastronomic preparations called the
perfect egg. It is used in temperatures below the inactivation of this food pathogen (<70
° C), and it can be prepared in a combined oven using predetermined times. There are
no studies that validate or evaluate whether this type of heat treatment is effective to
inactivate possible contaminations that can occur with Salmonella in organic eggs. This
study aims to evaluate the inactivation of Salmonella spp in organic eggs submitted to
620C for 52 minutes in a combined oven. The assays performed for the evaluation were
based on inoculation in the egg yolk of 0.1uL from the pre-prepared bacterial pool with
5 different strains of Salmonella spp. from outbreaks and isolation of poultry carcasses.
Thirty - six eggs were used and a triplicate of eggs was microbiologically evaluated in
intervals of 5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 20 to 52 minutes in isothermal cooking. The
eggs were incubated for 24 hours at 37 ° C so that the bacterial population would reach
about 8.10 log CFU / g. Then the artificially inoculated eggs were submitted to heat
treatment with direct injection of steam. At 15 minutes of the experiment, 4 log CFU / g
were reduced and at 17 minutes the total inactivation was reached in the three repeated
experiments. The results were modeled on the model of Mafart et al., 2002: Weibull
obtaining R? equal to 0.928 and a 4D reduction equal to 13.09 min, resulting in a value
of D equal to 3.27 minutes. Thus, the evaluation of this study proved the thermal

inactivation of Salmonella spp in the gastronomic preparation in a combined oven.



1. INTRODUCAO

Preparacfes da gastronomia moderna vém utilizando técnicas de cocgdo com
temperaturas brandas. O forno combinado é umas das ferramentas utilizadas em
cozinhas industriais e restaurantes da alta gastronomia, no qual combina vapor e calor
seco para coccao dos alimentos, atingindo assim maior qualidade sensorial do alimento
preparado, qualidade tdo desejada pelo consumidor (COLETTI et al, 2016; REIS,
2012). A troca térmica realizada pelo forno combinado permite que a coc¢do seja
rapida, segura e produtiva para diversos alimentos, inclusive ovos cozidos (CALADO
2008).

O ovo é um alimento muito versatil dentro de cozinhas industriais e da gastronomia
moderna. Suas propriedades funcionais permitem sua utilizacdo em diversas
preparacdes, tais como em doces, emulsdes e molhos. Além dos preparos tradicionais, 0
ovo coccionado em forno combinado com baixa temperatura por tempo prolongado tem
recebido destaque e este é denominado “ovo perfeito” (AGUILERA, 2013). Essa
denominacdo é devido a possibilidade de atingir a textura perfeita entre clara e gema,
através de temperaturas isotérmicas em determinado tempo, podendo assim utilizar o
auxilio de termocirculadores ou forno combinado (COLETTI, 2016; EVANGELISTA,
2016; HOUCHE, 2016).

Alguns Chefs de cozinha utilizam nessa preparacdo ovos organicos, pois acreditam
gue aromas e sabores sao mais acentuados nesses ovos, além do fato de atenderem um
publico adepto ao consumo sustentavel que é uma tendéncia mundial (FILHO, 2017).
Outra variagdo do “ovo perfeito” sdo as inUmeras possibilidades de tempo e temperatura
que podem ser submetidos, sendo um dos bindmios utilizados em grandes restaurantes
com estrela Michelin, é a temperatura de 62°C durante 52 minutos. (POLYSCIENCE,
2017, BALDWIN, 2012; PRATICA, 2013).

Tendo em vista esse cenario tdo almejado por esses profissionais, percebe-se que a
seguranca do alimento ndo esta garantida para o consumidor, devido a falta de uma
inativagdo térmica mais eficiente sobre o alimento. Essa forma de consumo,

parcialmente cozido, é relacionada nos dias de hoje com uma das doencas transmitidas



por alimentos mais recorrentes no Brasil e no mundo, a salmonelose (BRASIL. 2017
EFSA, 2016, INNS 2015; SEOCKMO K, 2016; FDA, 2017) e o principal micro-
organismo identificado nesses surtos é a Salmonella spp (BRASIL, 2016; TONDO;
BARTZ, 2014).

Para inativacdo desse microrganismo, todas as partes do alimento tratado
termicamente devem atingir temperatura minima de 70°C, conforme legislacdo vigente
(BRASIL, 2004). Mas preparagdes gastrondmicas, como 0 “ovo perfeito”, ndo atingem
essa medida de controle, ndo garantindo assim a qualidade higiénica-sanitaria desse
alimento. Portanto, estudos devem ser realizados para avaliar a eficiéncia dos
tratamentos térmicos realizados em preparaces onde medidas de controles exigidas por

lei ndo sdo cumpridas.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento da Salmonella
Spp em ovos organicos submetidos a tratamento isotérmico em forno combinado e
consequentemente descobrir o tempo de inativacdo em uma usual preparacdo

gastrondmica.



2. OBJETIVO

2. 1 Objetivo Geral

Avaliar a inativacao da Salmonella spp. submetida a tratamento isotérmico em forno

combinado em ovos 0rganicos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento da Salmonella spp
em ovos organicos submetidos a tratamento isotérmico em forno
combinado e consequentemente descobrir o tempo de inativagdo em uma
usual preparagédo gastrondmica.

Avaliar a inativacdo da Salmonella spp. em ovos organicos submetidos a

62°C por 52 minutos, em forno combinado.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar se o tratamento térmico de 62°C, por 52minutos, em forno
combinado é suficiente para inativar completamente uma populacéao de
Salmonella desenvolvida nas gemas de ovos organicos;

Determinar o tempo de inativacdo da populagdo de Salmonella spp.
desenvolvida nas gemas de ovos organicos;

Determinar o valor D em forno combinado;

Correlacionar se o tempo de coccdo € suficiente para inativar a

Salmonella spp e coagular a clara e gema até atingir “ovo perfeito”.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SALMONELLA

Salmonella sdo bactérias Gram-negativas, com morfologia de bastonete, anaerdbias
facultativas, ndo formadoras de enddsporos, a maioria € mével por flagelos e pertencem
a familia Enterobacteriaceae (FORSYTHE, 2013). Sua temperatura de multiplicacdo
Otima é na faixa de 37°C, porém podem se multiplicar em uma faixa entre 5°C a 45°C,
sendo seu pH étimo proximo da neutralidade (6,6 a 7); com relacdo a inativacao
térmica, todas as espécies de Salmonella sdo inativadas em temperaturas superiores a
60°C, sendo que temperaturas proximas a de pasteurizagdo inativam suas populacGes

bacterianas com maior eficacia.

Atualmente existem duas espécies de Salmonella (S. enterica e S. bongori). As S.
enterica sdo responsaveis pelas infecgdes alimentares em humanos. Existem mais de
2600 sorovares de Salmonella, sendo que S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo o0s
principais causadores de infec¢fes alimentares (JONES et al., 2008). Salmonelose é a
denominacdo da infeccdo causada pela bactéria Salmonella enterica e € associada a
ingestdo de 4gua contaminada, alimentos ndo cozidos e alimentos cozidos que ndo sao

reaquecidos apds contato com um manipulador infectado (FDA, 2017).

A salmonelose humana é a doenca de origem alimentar com maior incidéncia
mundialmente (SCALLAN et al 2011; MAJOWICZ et al, 2010), ocupando a 4° posicao
de doenca diarreica que mais atinge a populagdo mundial (WHO, 2017). Paises como
EUA e aqueles pertencentes a Unido Europeia, que possuem um sistema rigido de
investigacgdo de surtos alimentares, relatam a relagdo de salmoneloses em ovos in natura
(FDA, 2016; EFSA, 2016). No Brasil, a Salmonella spp. € o segundo patdgeno
responsavel pelos surtos alimentares, sendo que 0s ovos e seus derivados ocupam 0

terceiro lugar como veiculos desses surtos (BRASIL, 2017).
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Sendo assim, nos dias de hoje, o alimento mais associado a salmoneloses ocorridas

mundialmente ainda é ovo.

3.2 SALMONELLA EM OVOS

Produtos avicolas, principalmente ovos sdo associados & salmoneloses investigadas
no mundo todo (BARANCELLI et al, 2012; FDA, 2017). Uma caracteristica que torna
esse alimento propicio a causar salmoneloses € a capacidade de a bactéria contaminar a
superficie externa (casca) e partes internas (clara e gema) do ovo. A contaminagao
externa ocorre devido ao contato da casca com material fecal durante a oviposigédo
(ZHANG et al, 2013); ja a contaminacdo interna pode ocorrer devido a infeccdo dos
orgdos reprodutores das aves pelo patdgeno, podendo ocorrer a contaminacédo direta na
clara ou gema (GANTOIS et al, 2009). Outra caracteristica que deve ser ressaltada € a
importante propriedade nutritiva que a gema possui, 0 que a torna um meio de cultura
bastante propicio para Salmonella se multiplicar exponencialmente se temperaturas,
apos a oviposicdo, ndo forem controladas (FORSYTHE, 2013). As populacdes de
Salmonella na gema podem alcancar contagens téo elevadas quanto 108 UFC/mL. A
clara, devido ao seu pH elevado, ndo € um bom meio para a multiplicacdo da
Salmonella, porém o micro-organismo pode permanecer viavel, caso ocorra a

contaminacéo.

Apesar dos grandes esforcos das industrias de ovos para controlar esse micro-
organismo na cadeia produtiva, ainda ha a possibilidade de ovos serem comercializados
contendo Salmonella. Em vista disso, processos térmicos devem ser empregados, a fim

de inativar possiveis populacdes viaveis.

3.3 FORMAS DE CONSUMO DE OVOS

O consumo de ovos no Brasil é de 190 unidades per capita (ABPA, 2016) e seu

modo de preparo possui diversas variagdes, desde a preparacdo de doces, cremes,
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emulsBes (maionese) até in natura, sendo consumido, muitas vezes, da forma cozido,
frito ou cru. O ovo cru ou mal cozido ainda € muito consumido (CDC, 2011),
aumentando o risco de salmoneloses. Atualmente, hd preparacGes da gastronomia
moderna que utilizam técnicas que objetivam atingir aspectos sensoriais especificos,
como clara coagulada e gema mole. Uma dessas técnicas € tratar os ovos a
aproximadamente 60°C, por 60 minutos ou mais, atingindo assim o que alguns Chefs de
cozinha chamam de o “ovo perfeito” (BALDWIN, D. 2012; HOECHE, U. 2016
EVANGELISTA et al, 2016). Os ovos geralmente utilizados nessa preparacdo sdo 0s
organicos, devido ao fato desses Chefs acreditarem que as caracteristicas originais como
aroma, cor e sabor sdo preservadas nestes produtos, relacionando assim produtos de
melhor qualidade aliados a sustentabilidade do setor (FILHO & PEREIRA, 2017).

Apesar da utilizacdo de ovos organicos serem uma tendéncia de consumo, ndo ha
estudos sobre inativacdo térmica de micro-organismos neles. Dessa forma, essas
preparacdes gastrondémicas devem ser estudadas, no intuito de avaliar se o tratamento

térmico empregado é suficiente para inativar possiveis contaminac6es por Salmonella.

3.4 MEDIDA DE CONTROLE: FORNO COMBINADO

O aquecimento € a transferéncia de calor mais conhecida e utilizada para tratar
termicamente um alimento e € a principal etapa onde se formam aromas e sabores
especificos do produto (DOMODARAN, 2010). Ele também é responsavel pela
inativacdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, 0s quais podem estar
presentes nos alimentos. Dessa forma, o aquecimento térmico é uma importante medida
controle e de conservacao (FORSYTHE, 2013).

Em forno combinado essa transferéncia de calor ocorre para o alimento através
de trés formas: conducéo entre alimento e superficie metélica; convecgdo entre alimento
e ar quente que flui sobre o sistema; e por fim radiacdo das superficies de aquecimento
(paredes do forno) que chegam, por fim no alimento de forma simultanea (REIS, 2012;
CALADO, 2008). Esses fenbmenos de transporte retiram umidade do alimento,

aumentando a troca convectiva e chegam numa relacdo umidade, temperatura e tempo,
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que determinardo o tempo de coccdo e o resultado final do produto (SAKIN &
ILICALL, 2009).

Temperaturas elevadas, como 230°C, podem ser utilizadas em forno combinado.
Porém as temperaturas mais usuais para tratamentos térmicos nesse equipamento s&o
préximas as de pasteurizacdo (abaixo de 65°C), pois assim ha menores interferéncias
em aspectos sensoriais e nutricionais dos alimentos (REIS, 2012; CALADO, 2008;
PRATICA, 2013). Ao utilizar o forno combinado para processar termicamente
alimentos com carga microbioldgica alta, a inativacdo térmica podera ndo ser suficiente
para garantir a seguranca dos alimentos. Isso pode ocorrer principalmente se as
temperaturas utilizadas forem abaixo da pasteurizagdo (cerca de 70°C), o que pode nao
ser suficiente para eliminar micro-organismos patogénicos, tais como E. coli e
Salmonella spp. (STUMBO, 1973).

3.5 COCCAO DE OVOS EM FORNO COMBINADO

Alguns servigos de alimentacdo e restaurantes industriais buscam técnicas e
processos com vantagens operacionais que equilibrem aspectos sensoriais e nutricionais
na gastronomia moderna. O forno combinado utiliza a técnica de coc¢do com calor
umido (vapor) e aquecimento seco, de forma simultanea sobre os alimentos, podendo
assim cozinhar desde vegetais, carnes e ovos (PRATICA, 2013; BRAVO, CB e
ABREU, S. E, 2011; COLETTI G. F, 2016.).

A cocgdo de ovos em forno combinado utiliza temperaturas controladas que
possibilitam a coagulacédo da clara sem atingir a coagulacdo da gema (gema mole). Essa
diferenca de textura € obtida, pois a temperatura de coagulacdo das proteinas da clara
ocorre em torno de 58°C, enquanto a da gema é de 65°C (PUPPIN, 2004). Além da
temperatura, 0 tempo de permanéncia do ovo em contato com o calor é também

determinante para atingir a textura desejada (REIS, 2012).

Porém, a Organizacdo Mundial da Saude sugere que os alimentos em geral,
principalmente os ovos, atinjam 70°C durante o cozimento (WHO, 2006) e o Codex
Alimentarius recomenda que o tempo e a temperatura dos alimentos cozidos oferecidos

em servicos de alimentagéo, devem ser suficientes para garantir a destruicdo de micro-
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organismos patégenos ndo produtores de esporos (CODEX ALIMENTARIUS, 1993).
J& no Brasil, os alimentos submetidos a tratamentos térmicos devem atingir 70°C para
garantir a qualidade higiénico-sanitaria do alimento (BRASIL, 2004) e os ovos quando
cozidos ou fritos devem apresentar gema dura (RIO GRANDE DO SUL, 2009; SAO
PAULO, 2013).

Portanto, a técnica de coccao de ovos em forno combinado embora seja realizada
em diferentes paises ha um longo tempo, estd em desacordo com 0s parametros
estabelecidos pela legislacdo para a seguranca de alimentos. E até o presente momento
ndo foi validada com os parametros de tempo e temperatura que geralmente sdo

utilizados.

3.6 MICROBIOLOGIA PREDITIVA E INATIVACAO

A microbiologia preditiva € uma ferramenta que permite predizer o
comportamento de um micro-organismo exposto a determinadas situacdes, como
temperatura, pH, condi¢des de armazenamento e umidade. Através dessa ferramenta,
modelos sdo construidos para avaliar a multiplicacdo ou sobrevivéncia de micro-
organismos criticos para os alimentos em situacdes de risco (MCMEEKIN, 2008;
MCMEEKIN, ROSS, 2002).

O GInaFIT é um software que permite avaliar a dindmica das curvas de
sobrevivéncias de micro-organismos, fornecendo noves modelos ndo-logaritmicos para
serem ajustados de forma gratuita. Os modelos fornecem além da curva, o nimero de
ciclos de log de reducdo facilitando a interpretacdo e aplicacdo em processos que
envolvam alimentos (GEERAERD et al, 2005). Através desse software sera possivel
predizer o comportamento da Salmonella spp em ovos organicos, submetidos a
tratamento térmico em forno combinado. Obtendo assim o tempo de inativacdo, obtido

pelo ajuste dos dados experimentais aos modelos fornecidos pelo software.
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A metodologia e os resultados serdo apresentados na forma de artigo.

4. ARTIGO

Inativacdo da Salmonella spp. em ovos organicos submetidos a tratamento

isotérmico em forno combinado

Artigo preliminar a ser submetido ao periédico Food Control, ap6s formatacéo e

traducéo para o inglés.
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Inativacdo da Salmonella spp. em ovos organicos submetidos a tratamento

isotérmico em forno combinado

Ana Carolina Fosch Batista

RESUMO

Os ovos sao amplamente consumidos no mundo todo e apresentam diversas formas de
preparo, destacando a coc¢do com baixa temperatura por tempo prolongado. Este tipo
de cocgdo pode ser realizado em forno combinado ¢ a denominagdo do preparo é “ovo
perfeito”. Neste tipo de preparo, a temperatura utiliza ¢ abaixo da temperatura
preconizada pela legislacéo (< 70°C), e tem gerado preocupac¢do quanto a seguranca dos
alimentos, pois os ovos e Salmonella spp sdo constantemente relacionados com surtos
alimentares no mundo todo. O objetivo desse estudo foi avaliar a inativagcdo da
Salmonella spp. em ovos organicos submetidos a 62°C por 52 minutos, em forno
combinado. A gema de 36 ovos foi inoculada com 0,1pL aproximadamente, de um pool
de 5 cepas de Salmonella spp. Os ovos foram incubados por 24h a 37°C, possibilitando
que a populacdo bacteriana atingisse cerca de 8,0 log UFC/g. Em seguida, 0s ovos
foram submetidos a tratamento térmico com injecdo direta de vapor, em forno
combinado e uma triplicata de ovos foi avaliada microbiologicamente nos tempos 5,
8,10, 11, 12, 13,14, 15,17, 20, 52min. Os resultados de inativacdo térmica foram
modelados pelo Programa GinaFit e demostraram uma redugéo de 4 log UFC/g e (4D)
de Salmonella em 13,09 min. A inativagéo total da populacdo ocorreu em 17 minutos,

indicando que o processo por 52 minutos a 62°C pode ser considerado seguro.

Palavras-chave: Inativacdo, Salmonella, ovo perfeito, forno combinado.
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INTRODUCAO

O consumo dos ovos aumenta a cada ano (ABPA, 2016; POULTRY TRENDS,
2017). Sua versatilidade culinaria como espessante, emulsificante, formador de espumas
e ingrediente principal de molhos, doces, incluindo maionese permite a expansao desse
alimento dentro de cozinhas industriais e restaurantes da alta gastronomia
(AGUILERA; BLAZES, 2013). Além disso, suas importantes caracteristicas
nutricionais como fonte de amino&cidos essenciais, vitaminas do complexo B e minerais
também sdo responsdveis pelo aumento do consumo a cada ano no mundo
(DOMODARAN, 2011; FAO, 2015).

A tendéncia por consumo sustentavel através de alimentos sem agrotdxicos,
antibioticos sdo aplicados também aos ovos, denominados de ovos organicos. Essa
variedade € utilizada por Chefs de cozinha devido a producédo de aromas e sabores mais
evidentes em seus pratos (FILHO, 2017), além da coloracdo laranja mais acentuada
devido a alimentacdo das galinhas a base de milho orgénico (AVILA, 2010) que é

amplamente buscada por esses profissionais da area.

Alguns Chefs buscam atingir equilibrio sensorial dos alimentos com técnicas e
equipamentos que possibilitem o controle do tempo, temperatura e umidade, atingindo
assim maior qualidade sensorial e nutricional (BALDWIN, 2012; PRATICA, 2013;
BRAVO, C.B e ABREU, S. E, 2011). Uma das preparacdes inovadoras é a coc¢do de
ovos organicos de forma isotérmica, ou seja, uma Unica temperatura é utilizada durante
todo cozimento. Quando os ovos sdo submetidos a tratamentos térmicos controlados, a
textura da clara coagulada e gema crua sdo atingidas de forma uniforme e facil,
chamando assim esse preparo de “ovo perfeito” (HOECHE, 2016; COLETTI, 2016).
Diversos bindmios tempos e temperaturas sdo utilizados para atingir esses aspectos
sensoriais desse preparo (PRATICA, 2013, POLYSCIENCE, 2017), um dos utilizados

é a coccdo em forno combinado durante 52 minutos a 62°C.

Uma das técnicas utilizadas no “ovo perfeito” ¢ a utilizagdo de forno combinado,
que permite utilizar uma Unica temperatura durante todo o preparo (PRATICA, 2013,
CALADO, 2008; BALDWIN, 2012). Esse equipamento permite coc¢cdo combinado de

calor imido fornecido pelo vapor e o calor seco pelo aquecimento, permitindo assim
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gue 0s ovos recebam os trés tipos de transferéncia de calor de forma simultanea,
radiacéo, conveccdo e conducdo (REIS, 2012; DE BAERDEMAEKER, 1995) de forma

que a textura da gema e da clara é obtida de maneira facil e satisfatoria.

Tais temperaturas utilizadas para atingir as caracteristicas sensoriais do ovo,
estdo abaixo daquelas exigidas pela legislacdo brasileira vigente, a qual preconiza que
todas as partes dos alimentos devam atingir 70°C (BRASIL, 2004; RI0O GRANDE DO
SUL, 2008), ficando a davida se o binémio de 62°C por 52min é suficiente para inativar
uma possivel contaminagdo dos ovos por Salmonella. Assim o objetivo desse trabalho
foi avaliar a inativacdo da Salmonella spp. em ovos organicos submetidos a tratamento

isotérmico em forno combinado.

MATERIAIS E METODOS

Escolha das bactérias e preparacao do inoculo bacteriano

Foi preparado um pool bacteriano formado por cinco cepas de Salmonella
pertencentes a colecdo de Culturas do Laboratorio de Microbiologia e Controle de
Alimentos (ICTA/UFRGS), Porto Alegre, Brasil. Foram utilizadas as seguintes cepas:
S. Enteritidis SE86, S. Enteritidis 55507, S. Typhimurium L112031 (isoladas de surtos
alimentares ocorridas no Rio Grande do Sul); S. Heidelberg e S. Minnesota isoladas de

carcacas de aves em frigorificos do mesmo estado do sul do Brasil.

Os micro-organismos estavam armazenados em freezer a -20°C e foram
ativados, separadamente inoculando uma al¢ada de cada cultura em 5mL de caldo
Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Merck, Darsmtadt, Alemanha), o qual foi
incubando a 37 °C, por 18 a 24 h até o turvamento do meio de cultura. Esse
procedimento foi realizado por dois dias consecutivos, a fim de obter células

metabolicamente ativas.

Posteriormente, para a preparacdo do pool, foram transferidos 2mL de cada
cultura de cada micro-organismo, para tubos Falcon estéreis, 0s quais foram
centrifugados a uma temperatura de 10°C, por 10 minutos a 3500rpm, sendo o

sobrenadante descartado e o pellet lavado com &gua peptonada 0,1% (m/v) (Merck,
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Darsmtadt, Alemanha). Esse procedimento foi repetindo trés vezes. Depois da terceira
repeticdo, as células foram ressuspendidas em &gua peptonada 0,1% (m/v) (Merck,
Darsmtadt, Alemanha) e a concentracdo final de células foi verificada e ajustada por
meio de densidade O6ptica (Do 63onm) e por contagem em placas. Por fim foram
preparadas diluicdes decimais seriadas em agua peptonada 0,1% (m/v) (Merck,

Darsmtadt, Alemanha) e o pool inoculado nos ovos (100 a 10* UFC/mL).

Inoculagéo do pool nos ovos

A inoculacdo do pool de Salmonella nos ovos foi realizado como descrito por De
Paula et al. (2005) e GEVEKE et al (2016), com modificacbes. Com auxilio de um
ovoscopio, identificou-se, previamente, a localizagdo da gema nos ovos organicos
comprados em supermercado local. Os ovos foram pesados para classifica-los
igualmente em cada triplicata realizada nos ensaios. Apos a marcacdo do local da gema,
através de uma seringa de 10 ml (Plastipak TM Becton Dickinson, Franklin Lakes,NJ,
USA) foi acoplada uma agulha estéril de dimensfes 25 mm x 0,80 mm (Descarpack,
Jiangsu Jichun Medical Devices Co., China) e assim foram inoculados 0,1uL do pool
bacteriano em 36 ovos, 0s quais foram fechados posteriormente com cola de secagem
rapida (Scotch, 3M, Brazil) para evitar contaminacdo das amostras com o meio de
ensaio. Por fim, os ovos inoculados foram incubados, overnight a 37°C, para a

multiplicacao e realizacdo do experimento.

Ensaio térmico e inativacao de Salmonella spp.

Os ovos artificialmente contaminados foram separados por pesos semelhantes e
organizados em triplicatas a serem analisadas em 12 tempos de processamento térmico.
A partir da temperatura ambiente, foram colocados para cada tempo, trés ovos no centro
de uma cuba de aluminio de uso culinario, com pequenos orificios no seu interior, para

receberem uniformemente o calor imido do forno combinado.

Os tempos para verificacdo da reducdo microbiana foram de 0, 5, 8,10, 11, 12,
13,14, 15,17, 20, 52 minutos, sendo o ponto final (52 min) o tempo de coccéo ideal para

atingir a textura da clara coagulada e gema mole em forno combinado (BALDWIN,
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2012; POLYSCIENCE, 2017; DE BAERDEMAEKER,1995). O forno foi pré-aquecido
até atingir a temperatura do ensaio térmico, que foi de 62°C e as contagens da

populacdo de Salmonella no tempo zero foram de aproximadamente 10® UFC/g.

Para controlar o comportamento da temperatura dentro do forno e do aquecimento
dos ovos durante o tratamento térmico, foram utilizados termopares com sistema Data
Logger (Tenmars, Taiwan); o primeiro foi posicionando no centro da cuba onde havia o
local da injecdo de vapor do forno; e um segundo termopar foi posicionado no centro

geométrico de um ovo (ndo contaminado), atraves de um pequeno orificio.

Apos a cocgdo, os ovos foram colocados em banho de gelo para cessar a agdo do

tratamento térmico naquele dado tempo.

Analises microbioldgicas

Para cada ponto do ensaio, os trés ovos foram cuidadosamente quebrados e
homogeneizados separadamente em sacos estéreis, durante 30s, em Stomacher
(Stomacher® 400, Seward, England). Posteriormente, 10g de amostra foram
homogeneizadas em 90mL de &agua peptonada 0,1% (m/v) (Merck, Darsmtadt,
Alemanha), por 2 minutos, em Stomacher (Stomacher® 400, Seward, England),
seguindo de diluicdo decimal, em &gua peptonada 0,1% (m/v) (Merck, Darsmtadt,
Alemanha). Nos tempos de 15, 17, 20 e 52 minutos foi utilizada agua peptonada
tamponada 1% (m/v) (Merck, Darsmtadt, Alemanha) para recuperacdo das células

estressadas, devido ao tratamento térmico.

Em seguida, foram semeadas 100 pl das diluicdes pela técnica de espalhamento em
superficie de agar Lisina Xilose Desoxicolato (XLD, Merck, Darsmtadt, Alemanha), e
posteriormente incubadas a 37°C, por 18 a 24h. As contagens bacterianas foram
realizadas em triplicata e os ensaios foram repetidos trés vezes. Os resultados foram

expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por grama de amostra, UFC/g.
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Determinacéo dos parametros cinéticos

Os dados experimentais da inativacdo térmica foram ajustados aos modelos lineares
e nédo lineares gerados pelo software GInaFiT. Os parametros obtidos foram o valor de
D e a taxa de inativacdo. O modelo escolhido foi avaliado através dos célculos do
coeficiente de determinacdo (R2) considerando o melhor resultado aquele modelo que
obtivesse o valor mais proximo de 1 e RMSE mais proximo de zero sera o melhor ajuste

entre os valores preditos e observados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o sistema Data Logger (Tenmars, Taiwan), foi possivel avaliar o
comportamento do aquecimento no centro geométrico do alimento escolhido nesse
trabalho, o ovo. Esse resultado é importante, pois assim é possivel saber o ponto exato
que o centro geométrico, onde estd localizada a gema, atinge a temperatura de
coagulacao (65°C) (PUPPIN, 2004), relacionando assim a temperatura com tempo de
coccdo escolhido. Como pode ser observado na Tabela 1, a partir do ponto 0, 0s ovos
que estavam contaminados artificialmente se encontravam em temperatura ambiente,
antes de comecar 0 aquecimento. Até 5 minutos a temperatura aumentou menos de
10°C nesse intervalo. A partir dos 8 minutos, a temperatura aumentou rapidamente,
passando a uma diferenca de aproximadamente 2°C em cada ponto avaliado. Porém, ao
atingir a temperatura de 56°C, aos 15 minutos essa variagdo se tornou constante até
atingir a temperatura do forno de 62°C.
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Tabela 1. Relacéo entre tempo, temperatura e inativagdo da Salmonella spp. dos

ensaios térmicos realizados.

Tempo Temperatura LOG (10)
(min) (°C) UFClg UFCl/g
0 21,1 1,25E+08 8,10
5 32,3 1,10E+08 8,04
8 43,4 2,55E+07 7,41
10 48,9 2,77TE+05 5,44
11 50,9 1,21E+05 5,08
12 52,4 5,80E+04 4,76
13 53,4 4,64E+03 3,67
14 54,5 9,72E+03 3,99
15 56,4 9,97E+03 4,00
17 58,7 n.d* 0
20 59,5 n.d* 0
52 62,2 n.d* 0

*n.d: ndo detectado pela técnica utilizada.



23

Os resultados das contagens bacterianas decresceram ao longo do tempo como
pode ser observado também na Tabela 1. No tempo 0 havia 8,10 log UFC/g de
Salmonella spp. Apos 5 minutos, a uma temperatura de aproximadamente de 32,2°C a
inativacdo foi muito baixa, e as contagens permaneceram na faixa de 8,04 log UFC/g. A
partir dos 8 minutos o centro geométrico atingiu a temperatura de 43,3°C, e as
contagens foram reduzidas em cerca de 1 log UFC/g, indicando o inicio da inativagédo
térmica. O aumento de 5°C entre os pontos de 8 minutos e 10 minutos, resultou na
reducdo das contagens microbianas para 5,44 log UFC/g. Nos intervalos de 11, 12, 13,
14 e 15 minutos, as diferencas entre as reducGes foram muito poucas, porém
permaneceram em uma faixa de 4 log UFC/g. Essa sutil diferenca entre os pontos pode
ser associada a pequena mudanga na temperatura interna do ovo, que ndo atingiu a

temperatura de coagulacdo (58°C) e nem a temperatura de inativacdo dos patdgenos

inoculados (FORSYTHE, 2013).

Aos 17 minutos, a temperatura da gema atingiu 58,7°C e a inativacao total da
populacdo de Salmonella spp. foi atingida. Esse resultado foi confirmado nos tempos
consecutivos de 20 e 52 minutos. Além de confirmar que ao atingir o ponto de
equilibrio da textura desejada (temperaturas inferiores a 68°C), havera inativacdo desse
patdégeno alimentar tdo recorrente em ovos. Esse resultado e relacdo de tempo e
temperatura afirmam que o tratamento térmico empregado € suficiente para inativar

uma alta populacdo de Salmonella em ovos.

A Figura 1 demonstra a relacdo entre temperatura, tempo e inativacdo
microbioldgica ocorrida nesse estudo. Os resultados foram copilados de forma
simultanea em um mesmo grafico para mostrar o momento aproximado que o centro do
ovo atinge temperaturas mais altas como a de 58°C, e quando se inicia a inativagao
térmica mais efetiva do experimento. O ponto que pode ser relacionado é quando o
tempo completa 15 minutos de cocgdo constante. Confirmando assim as relagOes

discutidas anteriormente.
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Ovo "perfeito" - Forno combinado
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Figura 1: Grafico tempo, temperatura e inativacdo térmica da Salmonella spp

em ovos organicos a 62°C por 52 minutos em forno combinado.

Para obter os parametros cinéticos da inativacdo, os dados experimentais foram
ajustados no modelo oferecido pelo software GlnaFiT, sendo o melhor resultado o
Modelo Mafart et al., 2002: Weibull, com R2igual a 0,928 e uma reducéo 4D igual a
13,09 min. Através do modelo fitado foi possivel observar o comportamento do micro-
organismo durante o tratamento térmico inoculados nos ovos, e assim descobrimos que
em 3,27min é o tempo necessario para obter uma reducdo de 99% das células viaveis

patogénicas. O ajuste do modelo pode ser observado na figura 1.

Outros trabalhos avaliam a inativacdo térmica da Salmonella em diferentes
temperaturas para conhecer o comportamento desse patdogeno quando submetido a
tratamentos, como o aquecimento. Geveke, D. et al (2016) submeteram ovos inteiros
inoculados com S. Enteritidis na agua quente em temperaturas de 56,7 ° C durante 60
min e 55,6 ° C durante 100 min, com o objetivo de avaliar a resisténcia térmica desse
micro-organismo e descobrir 0 tempo para o centro do ovo atingir a temperatura que
foram cozidos, comparando com altera¢fes bioquimicas durante a cocgdo. As reducdes

alcancadas tiveram valores maximos de 4,5 log, tanto para 60 min como para 100 min
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de coccdo. E para atingir a temperatura de 58°C, que é quando as proteinas da clara
comecgam a coagular, bastou apenas 21 minutos para obter esse resultado.

Com a &gua sendo o condutor de calor no estudo realizado por Geveke, D. et al
(2016) foi observado um aquecimento mais lento e consequentemente uma inativagao
mais lenta da S.Enteritidis, quando comparamos com esse estudo que usou temperatura
mais alta, atingindo a temperatura de 58°C aos 17 minutos de coc¢do. Isso pode ter
ocorrido, devo a transferéncia de calor em forno combinado, através do calor itmido que
atinge 100°C e calor seco programado para esse experimento a 62°C, o centro do ovo é
atingido de forma mais eficiente e rapida comparando com o ovo submerso em agua. As
duas formas de conducdo de calor existente nesse equipamento, facilitam o
aquecimento, mesmo a agua sendo mais condutiva que o vapor. Ja a reducdo de 4,5 log,
também foi semelhante a esse trabalho mesmo atingindo um tempo menor a reducéo de

aproximadamente 4 log, em 13,09 minutos, mostrando uma inativacdo térmica eficiente.

Ja HOU et al (1996) utilizou forno a vapor para investigar a eficiéncia de
temperaturas de pasteurizacdo como a de 55°C e 57°C em ovos inoculados com S.
Enteritidis ATCC 13076. Duas formas de coccdo foram realizadas, a primeira utilizou
forno com ar quente reduzindo 5 log de S. Enteritidis em 180 min, enquanto que o
segundo método que aquecia 0s ovos em banho de agua a 57°C e depois a 55°C reduziu
7 log em 60 minutos. O resultado obtido no segundo tratamento térmico, mostrou uma
reducdo total do patégeno alimentar inoculado, que foi semelhante ao atingido nos
ensaios realizados no forno a vapor a 62°C, que em 52 minutos, foi inativada totalmente

5 cepas de Salmonella spp.

Outro importante resultado encontrado que pode ser discutido e comparado
foram os ensaios térmicos realizados por CHANTARAPANONT, et al (2000). Seus
experimentos consistiram em cozinhar ovos em temperaturas maiores, usando também
dois métodos de coccdo. O primeiro 0s ovos eram mantidos em banho de agua fora do
aquecimento a uma agua que inicialmente estava a 100°C até que atingisse a
temperatura ambiente, chamada de técnica American Egg Board. Ja o segundo 0s ovos
foram submersos em agua e aquecidos durante 15 minutos com agua a 100° C que
estavam a temperatura de 23°C eram colocados em &gua por 15 minutos a uma
temperatura de 100°C por 15 minutos, atingindo nos dois experimentos a temperatura

final da gema de 62°C, igual a temperatura obtida nesse experimento. Os valores de D
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descobertos nesse experimento foram maiores que o esse estudo em forno combinado.
Os maiores valores de D obtidos foram de 5,14 para o primeiro métodos e 7,39 min para
0 segundo método, considerando a temperatura de 56°C, mostrando semelhanca no D
obtido que foi de 3,27 minutos a 62°C. Eles constataram também que fatores como o
tamanho do ovo e a temperatura inicial, podem influenciar na inativacéo, devido ao

tempo que o centro geométrico atinge a temperatura de coccao.

Ao comparar os resultados obtidos de inativacdo microbiana de Salmonella spp
em ovos, com diferentes temperaturas e diferentes tratamentos térmicos, podemos
concluir que os resultados obtidos por esse trabalho foram condizentes com as
condicdes que os ovos e o patdgeno foram submetidos, pois o vapor umido e a
temperatura controlada tornaram a inativacdo mais lenta devido ao vapor conduzir mais
lentamente o calor em alguns casos, porém a inativacdo total ocorreu de forma

significativa.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a ocorreu a inativacdo térmica de 8 log UFC/g de
Salmonella spp. devido a um tratamento isotérmico (62°C), em forno combinado. Essa
reducdo ocorreu em 17 minutos, indicando que o tratamento por 52 minutos por ser
considerado seguro, em relacdo a possivel contaminacdo de ovos por Salmonella. Além

disso, o valor De2°c foi de 3,27minutos.
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