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“O importante é ndo parar de questionar. A curiosidade tem sua propria razdo de
existéncia. Ndo se pode deixar de ficar admirado quando contempla os mistérios da
eternidade, da vida, da maravilhosa estrutura da realidade.

Basta que se busque compreender um pouco desse mistério a cada dia.

Nunca perca a curiosidade... ndo pare de se maravilhar.”

Albert Einstein
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RESUMO

A contaminacdo por Salmonella em carne de frango desafia e motiva estudos para novas tecnologias
que garantam a inocuidade do alimento bem como o seu frescor. Uma alternativa ¢ a Luz Pulsada (LP)
de alta intensidade e curta duragdo, um tratamento nao-térmico capaz de inativar micro-organismos em
liquidos e superficies sodlidas. Neste estudo avaliou-se a inativagdo de diferentes sorotipos de
Salmonella enterica subsp. enterica (Typhimurium, Enteretidis, Heidelberg e Minnesota) com LP,
variando o comprimento de pulso e a tensdo elétrica aplica a lampada para descontaminacdo da
superficie do meio de cultura e da carne de peito de frango. O meio de cultura inoculado com
108 UFC/cm? dos sorotipos de Salmonella foi exposto a LP com pulsos de 50 a 420 ps usando 2000,
2500 ¢ 3000 V. A taxa de inativagdo pela PL aumentou de 3 para 6 log quando a tensdo aumentou de
2000 para 3000 V, mantendo um nivel de fluéncia semelhante em torno de 191-198 mJ / cm? para S.
Typhimurium no meio de cultura. No geral, a inativa¢do de Sa/monella em meio de cultura, atingiu
uma reducdo de até 6 a 7 logs para os quatro sorotipos e a mistura de coquetel apds apenas um unico
pulso de luz com uma fluéncia de 280 mJ /cm?. O tratamento do filé¢ de peito de frango foi aplicado as
duas superficies do filé de peito de frango (superficie externa da carcaca e parte ligada ao dorso)
inoculados com 10° UFC/cm? do coquetel de sorotipos de Salmonella entérica. A redugdo da
contaminagdo bacteriana foi avaliada conforme a quantidade de pulsos (1 a 6 pulsos) ¢ a duragdo dos
pulsos (de 420 a 2520 ps), atingindo a fluéncia méaxima de 12,72 J/em?. O filé de peito de frango
tratado foi também avaliado quanto ao aumento de temperatura ao final do tratamento por LP e
caracterizado quanto a cor instrumental e os atributos sensoriais. Ainda, o fil¢ de peito de frango foi
testado quanto a sobrevivéncia da Salmonella quando a LP foi aplicada ao produto embalado e
congelado. A inativagdo dos sorotipos de Salmonella enterica em superficies de peito de frango
resfriados variaram, no intervalo de pardmetros estudados, de 1,18 a 2,33 log na superficie externa e
de 0,58 a 1,17 log na superficie inferior, valores significativamente menores que os observados para a
superficie, lisa e ndo poroso, ¢ ainda muito inferiores aos valores obtidos nos experimentos realizados
em meio de cultura. A descontaminag¢do do peito de frango foi dependente significativamente da
topografia da superficie exposta a LP. No entanto, a inativagdo nao foi significativamente dependente
da duragdo e do niimero de pulsos para uma mesma superficie. Os atributos de qualidade, cor e
avaliacdo sensorial, ndo indicaram alteracdes da carne tratada quando comparada as amostras nao
tratadas pela LP. Ainda, o congelamento ndo alterou o efeito da inativacdo de Sa/monella quando
comparado ao tratamento da carne resfriada. Os resultados mostraram que a LP pode ser aplicada
dentro do limite sugerido na literatura e 6rgdos reguladores (12 J/cm?) para a inativagdo de diferentes
sorovares de Salmonella enterica sem alteragdes sensoriais do filé de peito de frango. Como
conclusdes, os tratamentos de LP conduzidos sob fluéncia semelhante, mas em diferentes voltagens e
irradiancias, resultaram em diferentes niveis de inativagdo microbiana em meio de cultura e peito de
frango. Além disso, os resultados demonstraram valores de reducdo logaritmica nao significativamente
diferentes para cada sorotipo e o coquetel. Porém, foi observado em um nivel de fluéncia
intermediario, que o sorotipo S. Enteritidis apresentou uma reducdo de 1 log maior do que outros
sorotipos. No entanto, o uso de um coquetel de sorotipos de Salmonella enterica para delinear o
tratamento LP ¢ adequado, uma vez que a mistura acompanhou os sorotipos mais resistentes. Essas
descobertas sugerem que € viavel e eficaz ajustar a tensdo, a comprimento do pulso e a fluéncia, de
modo que uma inativagdo mais eficaz de bactérias possa ser alcangada com a tecnologia de LP,
mantendo a qualidade do produto e economizando energia, abrindo assim novas possibilidades para
otimizar o tratamento para uma dada aplicagdo industrial. Para a selecdo do tratamento de LP, como
uma intervengdo ao controle de Salmonella em peito de frango, é possivel concluir que a superficie
exposta ao tratamento por LP e a fluéncia aplicada devem ser considerados como parametros
relevantes.



Palavras-chave: tratamento ndo-térmico; inativacdo microbiana; luz pulsada; Salmonella; filé de peito
de frango.

ABSTRACT

The contamination by Salmonella in chicken meat challenges and motivates studies for new
technologies that ensure the food safety, as well as its freshness. An alternative is Pulsed Light (PL) of
high intensity and short duration, a non-thermal treatment capable of inactivating microorganisms in
liquids and solid surfaces. In this study, the inactivation of serotypes of Salmonella enterica subsp.
enterica (Typhimurium, Enteretidis, Heidelberg and Minnesota) with PL, varying the pulse width and
voltage applied to the lamp for surface decontamination of agar media surface and chicken breast
meat. Agar media surface inoculated with 10® CFU/cm? of the Salmonella serotypes was exposed to
PL with pulses from 50 to 420 ps using 2000, 2500 and 3000 V. The inactivation rate by PL increased
from 3 to 6 log when the voltage increased from 2000 to 3000 V, keeping a similar fluence level
around 191-198 mJ/cm? for S. Typhimurium in the agar media. Overall, Salmonella inactivation in
agar media reached a reduction up to 6 to 7 logs for the four serotypes and the cocktail mixture after
just one single light pulse with a fluence of 280 mJ /cm? The chicken breast fillet treatment was
applied to the two surfaces of the chicken breast fillet ((top and bottom surfaces) inoculated with 10°
CFU/cm? of the Salmonella enterica serotype cocktail. The reduction of bacterial contamination was
evaluated according to the number of pulses (1 to 6 pulses) and pulse width (from 420 to 2520 us),
reaching a maximum fluence of 12.72 J/cm?. The treated chicken breast fillet was also evaluated for
temperature increase after PL treatment and instrumental color and sensory attributes. In addition,
chicken breast fillet was tested for Salmonella survival when PL was applied to the packaged and
frozen product. The inactivation of Salmonella enterica serotypes on fresh chicken breast surfaces
varied, in the range of parameters studied, from 1.18 to 2.33 log on the top surface and from 0.58 to
1.17 log on the bottom surface, values significantly smaller than those observed for the surface,
smooth and non-porous, and still much lower than the values obtained in the experiments carried out
in agar media surface Chicken breast decontamination was significantly dependent on the topography
of the surface exposed to PL. However, inactivation was not significantly dependent on the pulse
width and number of pulses for the same surface. The attributes of quality, color and sensory
evaluation did not indicate changes in the treated meat when compared to samples not treated by PL.
Also, freezing did not change the effect of Salmonella inactivation when compared to the treatment of
fresh meat. The results showed that PL can be applied within the limit suggested in the literature and
regulatory rules (12 J/cm?) for the inactivation of different serovars of Salmonella enterica without
sensory changes impacts in chicken breast fillet. As conclusions we can mention that the PL conducted
under similar fluence, but at different voltages and irradiance, resulted in different levels of microbial
inactivation in agar media and chicken breast meat. Furthermore, the results showed non-significantly
different log reduction values for each serotype and cocktail. However, at an intermediate fluence
level, serotype S. Enteritidis showed a reduction of 1 log greater than other serotypes. However, the
use of a cocktail of Salmonella enterica serotypes to delineate PL treatment is adequate, as the mixture
followed the more resistant serotypes. These findings suggest that it is feasible and effective to adjust
voltage, pulse width and fluence level so that more effective bacterial inactivation can be achieved
with PL technology, keeping the product quality, and saving energy, thus opening new one’s
possibilities to optimize the treatment for a given industrial application. For PL treatment selection, as
an intervention to Sa/monella control in chicken process, it is possible to conclude that the surface
exposed to the PL treatment and the fluence level should be considered as relevant parameters.

Keywords: non-thermal treatment; microbial inactivation; pulsed light; Salmonella; chicken breast
fillet.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

O diagrama conceitual sumariza o estudo e a motivagdo do presente trabalho:

O qué?
Utilizar a luz pulsada para a inativagdo de Salmonella em meio de cultura e nas superficies
do filé de peito de frango nas condicdes de resfriado e congelado.

Por qué?

O tratamento térmico € utilizado para garantir a inativacdo da Salmonella em carne de
frango. No entanto, para manter a condicdo do alimento cru e fresco do peito de frango in
natura e, ainda assim, garantir a seguran¢a e inocuidade do alimento, exige-se uma
tecnologia alternativa. A luz pulsada ¢ um método ndo-térmico, promissor para
descontaminagdo de superficies de alimentos.

O que ja foi feito?

Alguns trabalhos de luz pulsada em peito de frango ja foram encontrados na literatura. S.
Typhimurium ¢é o principal alvo dos estudos de inativagdo por luz pulsada em carne de
frango e em meio de cultura, porém, ndo foram abordadas as diferentes sorovares de
Salmonella entérica. Os estudos, at¢ 0 momento, nao abordaram o uso de luz pulsada nas
diferentes superficies (parte superior versus inferior) do filé de peito de frango, bem como
nao foram exploradas as condi¢des de resfriado versus congelado.

Hipoteses
v Ha diferencga do efeito da luz pulsada para a inativagao das diferentes sorovares de
Salmonella enterica em meio de cultura;
v A letalidade das diferentes sorovares de Sa/monella enterica em meio de cultura ¢é
dependente dos parametros de luz pulsada;
v O tratamento de luz pulsada para inativacdo de Salmonella é dependente da
superficie do peito de frango (parte superior versus parte inferior);
v Os diferentes tratamentos de luz pulsada e sua intensidade nao influenciam na
qualidade do peito de frango resfriado;
v A condicdo de congelamento do peito de frango pode exercer influéncia na

inativagdo de sorovares de Sal/monella por luz pulsada quando comparado com o peito de
frango resfriado.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Este capitulo ira apresentar a introducao, a motivagao e a relevancia do estudo, bem como os

objetivos, geral e especificos.

1.INTRODUCAO

A medida que a populagdo global continua a crescer, também aumenta a demanda
pelo fornecimento e disponibilidade de alimentos nutritivos e seguros. Segundo FAOSTAT
(2017), a populagao mundial pode chegar a 9,8 bilhdes de pessoas em 2050. Este crescimento
traz desafios adicionais a industria de processamento de alimentos, incluindo a necessidade de
diversificar a cadeia de abastecimento para atender as mudangas nas dietas, a demanda por
produtos minimamente processados, ao envelhecimento crescente da populaciao que reflete
em restricdes alimentares, as doengas relacionadas aos alimentos, a seguranga alimentar, e as
influéncias étnicas e culturais. A mudanca climatica também ird impulsionar a escolha da
inovagdo como preferéncia pelo desenvolvimento de processos de alimentos, sendo eles
menos intensos em 4agua e energia, e ecologicamente corretos (ROWAN, 2019). O
mencionado acima destaca uma tendéncia de aumento da complexidade da cadeia de
abastecimento de alimentos, que requer maior colaboragdo de tecnologias e harmonizagdo dos
esforcos de gestdo para lidar de forma adequada com os riscos aos consumidores, incluindo a
seguranca dos alimentos.

A carne de frango ¢ um dos alimentos mais presentes na dieta dos brasileiros, e de toda
popula¢do mundial, configurando-se assim como um negocio relevante. No Brasil, em média,
cada brasileiro consome 45,27 kg de carne de frango por ano (ABPA, 2020). Segundo o
relatorio anual produzido pela Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2020), o
Brasil produziu 13,845 milhdes de toneladas de carne de frango no ano de 2020. Desse total,
69% foram destinadas para o mercado interno e 31% para exportacdo, o que faz do Brasil o
pais lider mundial na exportacdo de carne de frango. Do total produzido, 25,26% foram
exportados como frango inteiro in natura (griller) e 66,99%, em cortes de frango in natura.
Mas, atrelado ao consumo de carne de frango, tem-se a preocupagao frequente com a questao
de seguranca dos alimentos, visto que existem riscos associados a presenga de micro-
organismos patogénicos. O consumo de carne de frango contaminada tem causado inimeros
surtos e casos isolados de enfermidades (BORGES et al., 2017), sendo que em paises em

desenvolvimento esses dados muitas vezes ndo sao contabilizados, ndo gerando estatisticas
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que chamam a atencdo dos governantes para a importidncia da garantia da seguranca de
alimentos em termos de satde publica e economia.

Embora os padrdes industriais de seguranga alimentar tenham sido cada vez mais
elevados, a Salmonella continua a persistir na industria de alimentos, como uma bactéria
patogénica relevante em numeros, ¢ um foco de preocupacdo decorrente de doengas
transmitidas por alimentos. A Salmonella é conhecida como um agente etioldgico que
transmite infeccdes dos alimentos para os humanos, como por exemplo, a salmonelose.
Dentre os alimentos, os ovos ¢ a carne de frango, sdo os principais veiculos de transmissao da
salmonelose. Embora, a familia Salmonella inclua mais de 260 sorotipos, Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium sdo os mais comumente sorotipos identificados na
incidéncia de salmonelose (MUKHOPADHYAY; RAMASWAMY, 2012), sendo
frequentemente associados ao consumo de carnes de frango. Na ultima década, os sorotipos
de Salmonella predominantes encontrados na carne de frango e na industria no Brasil foram S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota (BORGES et al., 2017).

Considerando a carne como um excelente substrato para o crescimento microbiano,
métodos de descontaminagcdo que mantenham a seguranga e a qualidade do produto sdo
demandas da industria de alimentos e dos consumidores. Diante deste cenario, as tecnologias
nao-térmicas estdo sendo pesquisadas e desenvolvidas para promover a seguranga dos
alimentos, sendo uma alternativa para descontaminar os produtos mantendo o aspecto in
natura (MANAS; PAGAN, 2005). Assim, para que o consumidor adquira produtos de
qualidade, com caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais € microbioldgicas ideais tem-se
testado diversas tecnologias alternativas na industria alimenticia. A aplica¢do de tecnologias
nao-térmicas vem como alternativa as tecnologias convencionais se tornando cada vez mais
interessante na industria alimenticia, a fim de alcancar a maxima seguranga alimentar e o
minimo de perdas nutricionais, e de sabor semelhante ao produto fresco (in natura)
(GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004, HEINRICH et al, 2016). A
aplicacdo de tecnologias ndo-térmicas como alternativa frente as tecnologias convencionais
vem se tornando comum na industria alimenticia, a fim de alcangar a maxima seguranga dos
alimentos.

As principais tecnologias ndo-térmicas sao: luz ultravioleta, luz pulsada, alta pressao
hidrostatica, ultrassom, plasma a frio, entre outras. O uso da luz ultravioleta no comprimento
de onda UV-C ¢ suficiente para causar danos no DNA dos micro-organismos, levando-os a
morte. A luz pulsada ¢ uma técnica, derivada da luz UV, que promove a exposi¢ao do produto

a pulsos intensos de luz (nas regides infravermelha, visivel e ultravioleta) causando a morte de
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células microbianas, em temperatura ambiente (KRAMER; WUNDERLICH; MURANYT,
2017).

Luz pulsada ¢ um método répido de descontaminagao de superficies, que possibilita
melhorar a seguranga do alimento e estender a sua vida util (SCHOTTROFF et al., 2018),
sendo considerada como uma boa relagdo custo-beneficio, visto que ndo gera residuos
indesejados nos alimentos (ROWAN, 2019 ; HEINRICH et al., 2016). O tratamento por luz
pulsada visa manter as propriedades de alimentos frescos por meio de mudangas minimas na
textura, cor, composi¢do quimica e atributos sensoriais, além de visar a seguranga
microbioldgica do alimento.

Medidas efetivas de controle na produgdo primaria, mundialmente, ainda s3o requeridas
para garantir a auséncia da Sal/monella em carnes in natura de aves, sendo estes produtos os
principais veiculadores do patdogeno ao homem. No Brasil, devido as limitagdes tecnoldgicas
que impossibilitam garantir a auséncia deste micro-organismo no produto, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saide (MS) excluiu a
obrigatoriedade da pesquisa de Salmonelas. em carnes in natura de aves, por meio da
Resolucado RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001). Na Resolu¢do RDC n°® 13/2001 (BRASIL,
2001) instituiu-se a exigéncia de dizeres na rotulagem, visando instruir o consumidor sobre o
uso, o preparo € a conservagdo adequada destes produtos. No entanto, a rotulagem nao exclui
o risco de contaminagao cruzada que pode ser causada a partir do uso compartilhado durante o
preparo desse produto in natura e outros alimentos que ndo serdo processados. Além disso, a
auséncia de Salmonella ¢ um requisito legal para exportagdo de carnes de aves cruas para
Europa e outros paises importadores. No Brasil, a Instrucdo Normativa n® 20, de 21 de
outubro de 2016, permite até 20% de positividade para Salmonella spp. nas carcagas de
frango.

Nos EUA, a legislacdo considera o fato que a prevaléncia de Salmonella varia entre as
diferentes fases de processamento e produtos que sdo vendidos no varejo, o USDA tem
padrdes de desempenho diferentes para produtos de frango. O objetivo desses padroes de
desempenho ndo ¢ especificamente determinar a prevaléncia de Salmonella em diferentes
produtos, mas para monitorar a eficacia dos procedimentos de processamento para limitar a
contaminagdo. Para carcacas de frangos, frango triturado e partes de frango, as porcentagens
maximas aceitaveis daqueles positivos para Salmonella em um periodo de 52 semanas sdao
9,8%, 25% e 15,4%, respectivamente (FSIS) (CQ PRESS, 2020). As instalagdes que correm o
risco de ndo atingir a porcentagem positiva maxima permitida durante a janela de 52 semanas

concluida mais recentemente recebem um aviso da USDA/FSIS e sdo aconselhadas a fazer
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alteracdes imediatas para evitar falhas no padrdo de desempenho. As instalagdes que nao
atendem ao padrdo de desempenho recebem um aviso de falha e devem se reunir com o FSIS
para desenvolver medidas corretivas. O problema deve ser resolvido dentro de 30 dias antes
de serem tomadas outras medidas de coagdo. Apesar das inimeras melhorias nas medidas de
seguran¢a alimentar e nos protocolos de inspecdo mais rigidos, ainda existem desafios
emergentes associados a Salmonella no processamento de frangos de corte.

No Brasil, para reduzir ou eliminar a presenca indesejavel desse patégeno ao longo da
cadeia produtiva, foram estabelecidos varios procedimentos e controles, como as Boas
Praticas Agropecuarias (BPA), Programas de Biosseguridade, Programas de Autocontroles,
Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), entre outros. Mesmo com estas condicdes de controle de processo, as atuais
operagdes no processamento de carne de frango ndo eliminam totalmente micro-organismos
de carcacas contaminadas, ou pos-contaminadas. Por isso, pesquisas que indiquem o uso de
intervengdes tecnoldgicas, sendo processos complementares ou mesmo barreiras sao
necessarias. Embora, a legislagdo atual no Brasil e em varios paises ndo permita qualquer
tratamento do produto in natura, além do uso de 4dgua, pesquisas que demonstrem a melhoria
da qualidade desse produto podem gerar interesse nas industrias, politicas e consumidores, ¢
assim uma mudanca na legislacao pode ser requerida.

A bactéria Salmonella ¢ uma grande preocupacao de satde publica, das industrias e
consumidores, pois a condi¢do da carne de frango crua pode ter contaminagdo potencial. A
presenca desta bactéria nos cortes de carnes de aves in natura implica em perdas economicas
para a industria, embargue e cancelamento de exportacdes com possivel perda de mercado e
clientes. Tecnologias nao-térmicas, aplicdveis a carnes in natura, para inativagao

microbioldgica com manuteng¢do da qualidade sensorial sdo de suma interesse.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da intensidade e do modo de aplicagdo da
tecnologia de luz pulsada na inativagdo de quatro sorovares de Salmonella entérica
individualmente e em conjunto inoculadas em meio de cultura e nas superficies de filé de

peito de frango resfriado e congelado.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o valor dos parametros (tensao elétrica aplicada e duragdo do pulso de luz)
efetivos para a inativagdo individualmente e em conjunto de quatro sorovares de Sal/monella
enterica (S. Typhimurium, S. Enteretidis, S. Heidelberg e S. Minnesota) inoculadas na
superficie de meio de cultura sélido;

- Predizer a inativacdo da Salmonella na superficie de meio de cultura solido a partir do
modelo de Weibull,;

- Determinar o valor dos parametros de fatores fisicos (quantidade e duragao dos pulsos
de luz) efetivos para a inativacdo do conjunto dos quatro sorovares de Sa/monella inoculadas
em filé de peito de frango resfriado;

- Comparar a inativagdo pelo tratamento por luz pulsada do conjunto das quatro
sorovares de Salmonella inoculados nas superficies superior e inferior do filé de peito de
frango resfriado;

- Comparar a inativagdo pelo tratamento por luz pulsada do conjunto dos quatro
sorovares de Salmonella inoculados na superficie superior do filé de peito de frango na
condi¢ao resfriado versus congelado;

- Avaliar o impacto do tratamento por luz pulsada na temperatura e na qualidade (cor

instrumental e sensorial) do filé de peito de frango resfriado.
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CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo bibliografica contemplando topicos
importantes para a compreensdo deste trabalho. O presente capitulo foi dividido em 03
topicos, 1) uma revisdo sobre a tecnologia de luz pulsada, iniciando por uma visao geral das
tecnologias ndo-térmicas, em especial a luz UV e luz pulsada, explorando os subtopicos sobre
os parametros da luz pulsada, os efeitos da luz pulsada para inativagdo de micro-organismos e
trabalhos com luz pulsada em alimentos; 2) No segundo topico sdo descritos conceitos sobre
a Salmonella, elucidando as caracteristicas da bactéria e fatores da contaminagdo cruzada em
carne de frango; e no topico 3) A carne de frango ¢ descrita, explorando os subtdpicos sobre o
processamento de carne de frango e, em especial, o corte peito de frango, sendo a matéria-

prima utilizada neste trabalho.

2.1 LUZ PULSADA

As tecnologias ndo-térmicas sdo aquelas capazes de inativar micro-organismos de
interesse, sem ou com o minimo de aumento da temperatura do produto, sendo assim, nao
alteram ou alteram pouco a estrutura e a qualidade dos produtos. Estdo ganhando cada vez
mais atengdo no campo de alimentos minimamente processados, a fim de melhorar a
seguranca microbioldgica e estender a vida util. Apresentam como vantagens a manuten¢ao
do sabor, cor, aroma, textura dos alimentos processados, quando comparados aos mesmos
alimentos processados com emprego de calor (processamento térmico). Também podem
apresentar melhorias na eficiéncia dos processos com reducdo dos custos de energia
(MUKHOPADHYAY; RAMASWAMY, 2012). As tecnologias ndo-térmicas se mostram
aplicaveis especialmente para os produtos a base de carne, que sdo vulnerdveis a deterioragao
microbiana em um curto espago de tempo. As tecnologias ndo-térmicas sdo frequentemente
usadas para designar tecnologias que sdo efetivas em temperatura ambiente (VAN IMPE et
al., 2018). Sao exemplos de tecnologias ndo-térmicas como alternativas para inativagao
microbiana: tecnologias de radiacdo eletromagnética entre elas, luz ultravioleta, diodo emissor
de luz (LED), luz pulsada, eletro beam, irradiagao gama (VAN IMPE et al., 2018).

A luz pulsada diferencia-se da luz ultravioleta, por utilizar pulsos de luz de alta
intensidade de energia em curtos tempos. Sendo assim, a luz pulsada ¢ uma variante da luz

UV continua. A luz pulsada também ¢ conhecida como luz UV pulsada, luz pulsada intensa,
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luz pulsada de alta intensidade, luz UV de amplo espectro de alta intensidade e/ou luz branca
pulsada (HEINRICH et al., 2016).

A radiagdo eletromagnética divide-se em ionizante € nao-ionizante, ambas livres de
residuos quimicos apds o tratamento. A radiagdo ionizante tem a habilidade de ionizar os
componentes ao longo do caminho, criando assim um alto conteido de radicais livres
ionizaveis, com raios gama, produz ions livres e torna as moléculas extremamente reativas. A
radiacdo ndo-ionizante engloba a radiagdo eletromagnética, como ondas de radio,
infravermelho, luz UV, luz visivel e micro-ondas. A radia¢ao nao-ionizante ndo possui tanta
energia para alcangar e ionizar as moléculas no seu caminho, mas sim causa a vibracdo das
moléculas e assim, gerando calor no processo (KOUTCHMA, 2008).

Na Tabela 2.1, apresenta-se um resumo das tecnologias ndo-térmicas baseadas em
radiagdo eletromagnética, o qual exemplifica e ilustra estes processos, € na Figura 2.1 sdo
apresentados os comprimentos de onda e a frequéncia de cada uma das tecnologias que

envolvem o espectro eletromagnético

Tabela 2.1. Tecnologias ndo-térmicas baseadas em radiaciio eletromagnética.

Fonte Processo Penetracio Intensidade de
Operacao
Radiagao Radiac¢ao Nao-Ionizante Baixa
eletromagnética Luz UV Superficial mJ/cm?
LED
Luz Pulsada J/em?
Radiagao Radiacao Ionizante Alta varios kGy
eletromagnética Irradiacdo gama (1Gy = 1J/kg)

Eletro Beam

Raios X

Fonte: Adaptado de MORARU (2011)
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Figura 2.1. Figura esquematica que ilustra as faixas de comprimento de onda para

radiacao ionizante e nao ionizante.

Radiac¢ao ionizante Radiagdo ndo ionizante
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Fonte: Espectro eletromagnético. (Foto: wikimedia)

A radiagdo ultravioleta foi descoberta em 1801 pelo cientista alemao Johan Ritter, que
percebeu uma forma invisivel de luz além do violeta capaz de oxidar haletos de prata,
chamada de luz ultravioleta (UV) no fim do século XIX. O efeito germicida da radiagao
ultravioleta foi detectado pela primeira vez em 1878, mas as primeiras unidades de
processamento foram construidas em 1955 na Suica e na Austria. Nos EUA, a tecnologia de
luz ultravioleta ¢ aplicada, desde 1930, em superficies e no ar, em ambientes como por
exemplo, em hospitais. Depois foi adaptada para a esterilizacdo de embalagens, tais como
tampas de garrafas de polietileno de alta densidade, cartdes para produtos liquidos,
embalagens de iogurte, copos plasticos e tampas de aluminio, e nas embalagens do sistema
Ultra-high Temperature (UHT). Além, disso aplicagdes de luz UV de superficies de frutas e
hortalicas, também sdao usadas para eliminar micro-organismos deterioradores e assim,
aumentar o tempo de vida util (BINTSIS; LITOPOULOU-TZANETAKI; ROBINSON,

2000). A radiagdo ultravioleta exerce efeitos biologicos e bioquimicos, com diversas
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aplicagdes no processamento de alimentos. Sua primeira aplicagdo ocorreu no tratamento de
agua e se estendeu para sucos, pois avancos em estudos permitiram sua aprovagao pelo Food

and Drug Administration (FDA), na década de 90.
A luz UV ocupa ampla faixa de comprimento de onda na regido ndo ionizante do
espectro eletromagnético, entre os raios x (100 nm) e a luz visivel (400 nm), cujas subdivisdes

constam da Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Caracteristicas da luz UV.

Variacao do

. Caracteristicas
comprimento de onda

Tipo Comprimento de onda

Alteragdes na pele humana

UV-A Longo 320-400 nm
(bronzeamento)
UV-B Meédio 280-320 nm Queimadura da pele (cancer)
Faixa germicida (micro-
Uv-C Curto 200-280 nm _
organismos)
Uv-v 100-200 nm Regido de UV de vacuo

Fonte: adaptado por GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, (2004).

A radiagdo eletromagnética ndo-ionizante ultravioleta, ¢ utilizada apenas para
descontaminagdo de superficies visto o baixo poder de penetragcdao. O comprimento de onda de
até 260 nm ¢ o mais efetivo, que afeta a proteina e os 4cidos nucleicos (DNA) dos micro-
organismos. A por¢do UV da luz, causa a mutagdo e a destrui¢do dos micro-organismos
(MORARU, 2011). As lampadas de luz UV-C de ondas curtas, sdo em geral, lampadas de
mercurio projetadas para produzir energia na regido germicida (aproximadamente 254 nm).
Sao eletricamente idénticas as lampadas fluorescentes, exceto pela auséncia de cobertura de
fosforo. As lampadas podem ser construidas de vidro ou quartzo, material que permite a
transmissdo de radiagdo UV-C adequada para produzir energia na regido germicida
(KOUTCHMA, 2008). As lampadas de quartzo oferecem maior transmitincia, no entanto, seu
elevado custo faz com que sejam substituidas pelas de vidro e ainda assim, com niveis
aceitaveis de transmitincia. A radiacdo atravessa o tubo de quartzo ou vidro, e atinge os
micro-organismos que estdo localizados no ar, no liquido e superficies no alcance da luz UV-

C.



30

A absor¢ao da luz ¢ a transformacao da energia dos fotons de luz para outras formas de
energia tao logo atravesse o liquido, sendo que sua absorbancia influencia a dose de luz a ser
utilizada. Neste caso, a transmitancia da luz UV-C de fluidos alimentares (sucos e leite) em
geral ¢ baixa comparada a agua, devido a alta densidade otica e alta absorbancia e
espalhamento da luz (ORLOWSKA et al., 2013). A reflexdao da luz, ¢ a mudanca da dire¢ao
de propagacdo da luz por uma superficie, sendo especular (em superficies polidas e lisas) ou
difusa (em superficies rugosas). A refracao da luz ¢ definida como a mudancga da direcao da
luz, da sua propagacao tdo logo ela passe através de um espago entre um meio € outro. A
refracdo ocorre quando a luz passa do ar para o quartzo e do quartzo ao liquido
(KOUTCHMA, 2008). Uma ilustragdo de acdes de reflexdo, transmissdo, difusao e absor¢ao

de luz pode ser visualizada na Figura 2.2.

Figura 2.2. Figura esquematica que ilustra as acdes de reflexdo, transmissao, difusao e

absorc¢ao de luz.
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Fonte: Adaptado MORARU, 2011.

A aplicagdo da luz UV deve ser feita diretamente sobre o alvo. Devido ao baixo grau
de penetracdo ¢ mais eficiente sobre superficies totalmente lisas e materiais transparentes,
como ar, dgua e polietileno. Os comprimentos de onda mais eficazes na regido UV-C para a
inativacdo de micro-organismos situam-se a aproximadamente de 254 a 260 nm, que
corresponde a regido especifica em que sdo absorvidos pelo DNA celular. Como a
composi¢do de DNA varia entre espécies, considera-se que o pico de absor¢ao de UV-C
encontra-se na faixa de 260 a 265 nm (bastante proximo ao principal comprimento de onda de
emissdo de lampadas de mercurio de baixa pressdo e da maior eficiéncia dessa fonte de luz na

inativagdo de micro-organismos) (GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004).
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A luz UV-C ndo gera subprodutos indesejaveis, ou residuos quimicos e em geral, causa
minimas alteragdes sensoriais (GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004;
ROWAN, 2019) apresenta baixo comprimento de onda e intensa energia, assim como a
energia de uma ligagao quimica e a de um f6ton, capaz de provocar sérias consequéncias
fisioldgicas como, por exemplo, a inativacdo do DNA, que ¢ vital as fungdes metabolicas e
reprodutivas de micro-organismos (KOUTCHMA, 2008). Os efeitos bioldgicos da luz UV-C
derivam da excitacao e nao da ionizagao de moléculas. Pesquisas ja tém demonstrado que este
método de luz UV-C pode reduzir de 4 a 5 log UFC/g de patdgenos tais como, Salmonella, E.
coli, S. aureus e L. monocytogenes em superficies de alimentos (SCHAEFER et al., 2007).
Dugatto (2012) aplicou diferentes tratamentos UV-C em sobrecoxas de frangos para avaliar a
sua influéncia nos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos em diferentes dias de
armazenamento ¢ constatou que o numero de Dbactérias psicotroficas reduziu
significativamente logo ap6s a aplicagdo da luz. O uso da radiagdo UV em alimentos é um
método para redugdo microbiana em liquidos e na superficie de alimentos, sendo que diversos
orgdos internacionais em varios paises ja aprovam o seu uso, porém a industria ainda utiliza
pouco essa tecnologia ROWAN, 2019) Como desvantagens e limitagdes da utilizagdo do
processo de luz UV, pode-se citar que a eficacia depende da topografia dos materiais, € os
longos tempos de inativacdo (KOUTCHMA, 2008).

O principio tecnoldgico da luz pulsada € baseado no acimulo de alta tensdo de descarga
em um capacitor onde a energia armazenada ¢ fornecida em pulsos ultracurtos através de uma
fonte de luz, produz pulsos de luz intensos no comprimento de onda na faixa de 100 a 1100
nm, que abrange infravermelho (700—1.100 nm), luz visivel (400—700 nm) e uma fragdao da
luz ultravioleta (180400 nm) (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007; MORARU, 2011). A curta
duragdo dos pulsos de luz, associada as altas doses de radiacdo ndo-ionizante composta por
luz UV, promove vantagens do tratamento de luz pulsada sobre os tratamentos em luz
continua, quando uma inativacao rapida ¢ requerida (MORARU, 2011). Os mecanismos de
inativacdo de microorganismos, de acordo com Van Impe et al. (2018) para tecnologias
baseadas em luz pulsada podem ser resumidas em : (i) danos, incluindo danos oxidativos a
membrana celular e danos ao DNA (ii) danos ao revestimento de esporos e (iii) inativagdo de
enzimas e modificagdo quimica (ROWAN et al., 2015). A caracterizagdo da cinética de
inativacao microbiana foi adequadamente demonstrada por varios autores (ROWAN, 2019).
Em geral, tem sido considerado que a eficiéncia da inativagdo microbiana por luz pulsada ¢é
maior em compara¢do com a luz UV de baixa pressdo de onda continua devido a sua alta

poténcia de pico de energia juntamente com a capacidade de fornecer sua energia armazenada
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em curtos periodos, normalmente 1 a 10 pulsos por segundo (ROWAN, 1999). Além disso, a
luz pulsada tem vantagens ambientais, j4 que ndo envolve compostos quimicos com possiveis
impactos ambientais negativos, uma vez que as lampadas de xendnio, ndo contém mercurio

com a luz UV-C (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).

2.1.1 Parametros da luz pulsada

Os principais parametros para descrever a luz pulsada sdo a tensdo elétrica ou voltagem
de entrada (V), o comprimento, largura ou duragdo de pulso (t) [us a ms], o nimero de pulsos
(n), a fluéncia (F) [J/cm?], tempo de exposi¢do (n * t) [s], taxa de fluéncia ou irradidncia
[W/cm?], frequéncia [Hz] (HEINRICH et al., 2016). A fluéncia é, em geral, o pardmetro
apropriado para descrever a eficacia da luz pulsada, pois permite medir a quantidade de
energia que atinge a area de exposicdo do objeto de destino. Portanto, a dinamica de
inativagdo microbiana depende da fluéncia aplicada (ROWAN et al., 1999).

Os componentes de um equipamento basico de luz pulsada compreendem uma unidade
de energia para geracdo de pulsos de alta poténcia e uma cdmara de tratamento onde os pulsos
sdo transformados em pulsos de luz de alta poténcia (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005; GOMEZ-
LOPEZ et al., 2007). As lampadas podem estar posicionadas acima, abaixo ou ao redor do
objeto alvo em uma camara ou tinel de tratamento bem fechado. Uma unidade tipica de

aplicacdo da tecnologia de luz pulsada ¢ formada pelos componentes ilustrados na Figura 2.3.

Figura 2.3. Representaciao Esquematica - unidade experimental de luz pulsada.
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Fonte: Adaptado Xenon Corporation, 2015.

Apos varias adaptacdes e patentes da tecnologia de luz pulsada, o FDA aprovou a

aplicagdo na produgdo, processamento e manuseio de alimentos (Food and Drug
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Administration, 1996), sob o coédigo 21CFR179.41. A avaliagdo da seguranca dos alimentos
tratados com todas as formas de radiacao, o FDA considera mudancas na composi¢do quimica
dos alimentos que podem ser induzidos pelo tratamento proposto, incluindo quaisquer
alteragdes potenciais. Pode ser aplicado em vérias etapas de processamento de alimentos
(HEINRICH et al., 2016).

Apesar da quantidade de publicacdes e de ter obtido a aprovagdo desde 1996 para
aplicagoes de desinfeccao de superficies de alimentos, a tecnologia de luz pulsada ainda nao ¢
usada em grande escala pela industria. Quaisquer esforgos futuros feitos para desenvolver o
processo de luz pulsada precisam ser otimizados com base nas recomendagdes preliminares
do FDA:

* O tratamento cumulativo total, em termos de fluéncia total, ndo deve exceder 12
J/em?;

* A duracdo dos pulsos dever ser menor que 2 ms;

* Frequéncias de pulso tipicas usadas na faixa de 1 a 20 pulsos por segundo.

A empresa pioneira que produziu equipamentos de luz pulsada para a desinfecgdo foi a
PUREPULSE Technologies Inc. (San Diego, Califérnia), uma subsididria da XENON
Corporation que comercializou o sistema PureBright. Aplicagdes em sistemas de purificagao
de agua e sistemas de inativagao de virus para os fabricantes biofarmacéuticos. Ainda existem
poucas empresas comerciais que produzem sistemas de descontaminagdo com a tecnologia de
luz pulsada, no mundo. Sdo exemplos de empresas comerciais de luz pulsada: XENON
Corporation presente nos EUA, a empresa CLARANOR na Franga, a empresa MONTENA na
Suica, e a STERIBEAM Systems na Alemanha. A comercializacdo de equipamentos de luz
pulsada s6 serd possivel quando o sistema for economicamente vidvel em nivel industrial,
além disso apenas apos a customizagdo da aplica¢do. Otimizar as condi¢des de processamento
sdao importantes para obter o nivel de redugcdo microbiologica desejada para aplicagdes
alimentares especificas sem comprometer a qualidade permitiria um aumento de escala mais

facil.

2.1.2 Fatores que influenciam o tratamento de luz pulsada

Os fatores que influenciam o tratamento de luz pulsada sdo: o substrato (formato,

topografia, composicao fisico-quimica etc.), o micro-organismo alvo (tipo, quantidade etc.) e
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a posicao da amostra em relagdo a lampada e saida espectral da unidade de luz pulsada
(MORARU, 2011).

As caracteristicas da superficie dos alimentos solidos, a composi¢ao de nutrientes ¢ a
topografia das superficies sdo fatores importantes para entender o efeito de descontaminagao
da superficie com a luz pulsada. A composicdo dos materiais também desempenha papel
importante em afetar a eficacia da luz pulsada. Alimentos s6lidos absorvem a luz e hd uma
redugdo exponencial da intensidade da luz a medida que a luz continua sendo absorvida em
func¢do da profundidade do alimento e de seu coeficiente de absorcao. Existem algumas outras
profundidades de penetra¢dao de estado de convengdo onde a intensidade da luz ¢ reduzida a
10% da intensidade do incidente de superficie. A profundidade de penetragao ¢ definida como
tal porque a reducdo da intensidade da luz a uma porcentagem tdo baixa ndo é capaz de
realizar qualquer inativagdo além dessa profundidade, em geral, considera-se a acdo limitada a
uma penetragdio de 1 a 2 pum na camada superficial (ARTIGUEZ; MARTINEZ DE
MARANON, 2014). Por suas caracteristicas de inativagdo superficial, a luz pulsada é
considerada mais eficaz para produtos totalmente lisos, onde 0s micro-organismos estariam
totalmente expostos aos pulsos de luz. No entanto, as superficies dos alimentos solidos nao
sdo especialmente lisas. Minusculas rachaduras e fendas superficiais podem abrigar micro-
organismos, aonde a luz ndo chega. Grandes irregularidades na topografia da superficie
atrapalha a absor¢do de luz pelo alimento, entre a fonte de luz e a superficie tratada,
protegendo o alvo (contamina¢do microbiana) da incidéncia de fétons (luz) (HEINRICH et
al., 2016). Portanto, toda a area superficial dos alimentos deve ser exposta ao tratamento de
luz pulsada para que se consiga otimizar o efeito de descontaminac¢do da superficie apesar das
irregularidades superficiais, o que torna o processo bastante complexo (ELMNASSER et al.,
2007). As superficies rugosas podem causar ligagdo a caracteristicas superficiais complexas,
mas, por outro lado, superficies altamente lisas e hidrofobicas tendem a provocar
agrupamento de cé€lulas, o que em ambos os casos leva a efeitos de sombreamento que
também prejudica a eficiéncia do tratamento de luz pulsada. (UESUGI; WOODLING;
MORARU, 2007) também encontraram efeitos perceptiveis das caracteristicas do substrato e
do tamanho do in6culo na inativacdo de L. innocua em ago inoxidavel, o que resultou em uma
redugdo limitada da contagem e um declinio acentuado das curvas de inativacao. As curvas de
dose-resposta de experimentos de inativacdo pela luz pulsada geralmente exibem ombros
iniciais e um efeito de cauda em fluéncias mais altas. Aspectos relevantes sobre a modelagem
de curvas de inativagdo pela luz pulsada, incluindo uma interpretacdo abrangente, foram

recentemente revisados por Rowan et al. (2019).
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Para que um tratamento por luz pulsada seja efetivo em inativar micro-organismos, ¢
preciso que esses micro-organismos entrem em contato com os fotons da luz pulsada. Assim,
qualquer material absorvedor de luz, presente entre a fonte de luz e os micro-organismos,
pode prejudicar o efeito do tratamento. Essa restricdo tem implicacdes em termos de
desempenho do processo. No caso de alimentos sélidos, hd uma preocupacao especial quando
o alimento ¢ opaco (ou seja, possui componentes absorvedores de luz), ja que tais produtos
sdo apenas descontaminados superficialmente. Quanto mais opaco € mais espesso o produto,
menor sera o nivel de inativagdo abaixo da superficie (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005). Para um
tratamento eficaz de luz pulsada para inativagdo microbiana, o coeficiente de reflexdo da
superficie do produto deve ser baixo, ¢ devem ter propriedades Opticas compativeis com a
aplicagdo. A eficacia da descontaminag¢ao aumenta quando o reflexo ¢ baixo e os coeficientes
de absorcdo e transmissdo aumentam. Nos casos de alimentos solidos, em geral, a luz ndo
penetra bem, aplicagdo de luz pulsada ¢é principalmente limitado a inativacdo de micro-
organismos da superficie (ELMNASSER et al., 2007).

A composi¢do adequada do alimento, que depende principalmente da propor¢ao de
proteina, gordura, carboidratos e dgua capaz de absorver luz competitivamente. Uma matriz
ou superficie rica em gordura e proteina prejudicard o processo de descontaminagdo

(GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).

Gomez-Lopez et al. (2005) relataram a influéncia da carga de contaminacdo, sendo que
maiores niveis de contaminagdo reduzem a eficiéncia da luz pulsada. A importancia da
distribuicdo de micro-organismos em uma superficie para aplicagdes de luz pulsada foi
demonstrada por Levy et al. (2012) para endosporos de B. subtilis, que foram inoculados por
pulverizagdo e inoculacdo em gota. A formac¢do de aglomerados causou uma forte diminui¢ao
na eficiéncia da luz pulsada e ¢ mais provavel de ocorrer durante a inoculagdo pontual em
comparag¢ao com a distribuicdo mais fina quando a pulverizagdo ¢ aplicada. No entanto, em
relacdo aos resultados com micro-organismos espalhados em superficies de dgar Goémez-
Loépez, et al. (2005) mostraram o potencial de superestimagdo de letalidade devido a
possibilidade de dois ou mais micro-organismos sobreviventes situados muito proximos uns
aos outros podem formar apenas uma coldnia e, portanto, ser contado como apenas uma
colonia. Além disso, uma susceptibilidade de micro-organismos ao tratamento de luz pulsda
dependente de caracteristica da organizagdo celular das bactérias, foi demonstrada em varios
estudos, com uma tolerdncia geralmente maior a bactérias gram-positivas, em comparagao

com espécies gram-negativas (KRAMER; WUNDERLICH; MURANYT, 2017). Dependendo
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do tipo de micro-organismo, at¢é 6 unidades de log de inativacdo sdo reportadas nas
superficies, produtos de carne e redugdo das contagens de limita-se 3 unidades de log

(HEINRICH et al., 2016; VAN IMPE et al., 2018)

2.1.3 Os efeitos da luz pulsada em micro-organismos

A tecnologia de luz pulsada leva a destruicdo microbiana com base em efeitos
combinados, sendo eles, efeitos fotoquimicos, fototérmicos e fotofisicos. O efeito fotoquimico
considera a absor¢do do espectro de luz UV pelo éacido desoxirribonucleico (DNA)
microbiano. Como efeito da luz pulsada, a cadeia de DNA ¢ interrompida ou as moléculas
podem ser quebradas (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007), esse DNA rompido forma os dimeros
de timina. Por formacdo de dimero, o DNA bacteriano ndo pode ser descompactado para
replicagdo e, portanto, as bactérias ndo podem se reproduzir. Em geral, se aceita que a luz
pulsada inativa micro-organismos em fun¢cdo da absorcdo da luz UV pelo 4&cido
desoxirribonucleico (DNA) microbiano, mas também outros mecanismos podem contribuir
para a inativagdo (ROWAN et al., 1999). Apesar de haver um consenso sobre o efeito do
espectro da porcdo da luz UV na inativagdo microbiana pela luz pulsada, o mecanismo pelo
qual a luz pulsada causa a inativa¢do ainda ndo ¢ totalmente esclarecido e entendido. Um
numero significativo de evidéncias suporta a hipdtese que a inativagdo ocorra como um
resultado da absor¢do da por¢do de espectro de luz pelo DNA entre 190 e 300 nm,
correspondendo ao UV emitido durante os flashes (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).

Um efeito de inativagdo fotoquimicamente induzido ndo deve ser determinado apenas
pelo parametro de dosagem de energia, pois depende apenas do numero total de fotons
(GOMEZ-LOPEZ; BOLTON, 2016). Portanto, uma dose de energia mais alta deve ter o
mesmo efeito que varios flashes de luz de dose de energia mais baixa, desde que o espectro de
luz seja igual. Isso foi confirmado por Levy et al. (2012) para os endosporos de B. subtilis e B.
cereus, bem como células vegetativas em uma superficie de agar, fornecendo fluéncias entre
0,5 e 1,5 J/em? com um a cinco flashes de luz. No entanto, a inativagdo de A. niger em
poliestireno foi fortemente influenciada pela forma de entrada de energia sendo muito menor
quando varios pulsos de luz de baixa energia foram aplicados ao invés de apenas um flash de
luz de alta energia. Luksiene et al. (2009) relataram que a inativacdo de Salmonella
Typhimurium em meio de cultura ndo dependia da frequéncia aplicada de pulsos na faixa de
1-5 Hz. Lasagabaster et al. (2013) sublinharam que a fluéncia total que atinge as amostras € o

fator de processo mais relevante para a inativa¢do microbiana, de Listeria innocua em meio
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de cultura. Enquanto, Artiguez ¢ Martinez de Marainén (2014) também demonstraram que a
eficacia de luz pulsada depende apenas da fluéncia total ao atingir o alvo, mas nio na tensao
de entrada. Cheigh, Hwang ¢ Chung (2013) confirmaram uma inativa¢ao mais rapida e eficaz
de L. monocytogenes em meio de cultura por luz pulsada em comparacao com luz UV-C.
Portanto, ainda precisa ser esclarecido se a intensidade e a poténcia de pico da fluéncia
aplicada tém um impacto consideravel. Alguns equipamentos de luz pulsada podem requerer
mais de 50 flashes para atingir uma inativagao significativa e outros apenas 1 ou 2 flashes.
Sendo assim, ¢ necessaria uma avaliagdo mais abrangente dos fatores envolvidos na eficiéncia

da tecnologia de luz pulsada (ROWAN et al., 1999).

O efeito fotofisico da luz pulsada induz ruptura fisica nas estruturas celulares
microbianas, devido aos pulsos intermitentes de alta intensidade. Pesquisadores observaram
danos na parede celular, ruptura de membrana, dano ao citoplasma, etc. em células
bacterianas expostas a luz pulsada, mesmo quando o aumento da temperatura foi
insignificante, sugerindo que os efeitos fotofisicos podem desempenhar um papel relevante na
inativagdo microbiana (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). Os efeitos fotofisicos compreendem a
morte celular a partir de danos estruturais irreversiveis das células e outros mecanismos
térmicos, que causam a morte celular devido a perturbagdes e explosdes (ROWAN et al.,
1999). O tipo de dano depende fortemente do micro-organismo e da configuragao
experimental. Esses mecanismos inter-relacionados atuam em paralelo ou em sequéncia.
Além disso, a adaptagdo evolutiva de algumas bactérias frequentemente expostas a luz solar
pode contribuir para uma maior resisténcia a luz pulsada. O tamanho das bactérias ¢ outro
fator crucial para a resisténcia a luz pulsada, pois as células maiores sdo geralmente mais

suscetiveis ao tratamento do que os organismos menores (WEKHOF, 2000).

O efeito fototérmico ¢ com base no aquecimento localizado e instantaneo de bactérias e
¢ induzido pelas pulsos de luz de alta intensidade, provocando um efeito fototérmico devido a
diferenca na taxa de aquecimento e resfriamento e nas caracteristicas de absor¢do das
bactérias e da matriz circundante. Assim, a célula bacteriana atua como um centro de
vaporizagdo local e pode levar a destruicio da membrana e ruptura da parede celular. O
estresse térmico leva a essa ruptura celular, especialmente em altas densidades de fluéncia (>
0,5 J/em?) (KEKLIK; KRISHNAMURTHY; DEMIRCI, 2012). Mesmo sendo considerada
uma tecnologia ndo térmica, dependendo da fluéncia utilizada no tratamento com a luz

pulsada, o aquecimento (ndo desejavel) das amostras pode ser fator limitante, este por sua vez
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pode provocar danos sensoriais e nutricionais a alimentos termo sensiveis (GOMEZ-LOPEZ
et al., 2007).

Embora os efeitos fototérmicos e fotofisicos possam ter influéncia na inativagdo, a
maioria dos trabalhos indica que o efeito fotoquimico da luz € o principal fator que
impulsiona a destrui¢do de micro-organismos (HILTON; DE MORAES; MORARU, 2017).
Esses mecanismos sdo responsaveis pela inativa¢do de micro-organismos independentemente
ou em combinagdo uns com os outros, dependendo das condigdes de tratamento e
organismos-alvo (KEKLIK; KRISHNAMURTHY; DEMIRCI, 2012).

Os efeitos da luz pulsada tém sido relatados em varios estudos in vitro mostrando altos
niveis de inativagdo de patdgenos pelo efeito da luz pulsada, tanto em meio liquido como
solido. Macgregor et al. (1998) apresentaram que 512 pulsos com duragdo de 1 ms, um pulso
por 1 Hz, e uma densidade de poténcia de 380 kW/cm? resultou em 6 e 7 logs UFC/g de
reducdo de E. coli O157: H7 e L. monocytogenes, respectivamente, quando os micro-
organismos foram tratados por luz pulsada em superficie de agar. Krishnamurthy; Demirci;
Irudayaraj (2004) relataram uma redu¢do de 7 e 8 logs em solug¢do tampdo de S. aureus
tratadas por 5 s de luz pulsada. Fine e Gervais (2004) alcangaram uma reducdo de 7 log de S.
Cerevisiae em superficie de vidro e placas de quartzo. Rowan et al. (1999) realizaram um
estudo do tratamento de luz pulsada sobre a bactéria S. Enferitidis em meio de cultura (agar)
alcancando 5,6 redugdes logaritimicas frente a 3 J e 20 us de parametros. Gomez-Lopez et al.
(2005) estudaram a inativacdo de S. Typhimurium em meio agar nutriente, € obtiveram para
as condi¢des de 7 J e 1500 us a reducdo logaritimica de 3,2. O estudo do tratamento com luz
pulsada aplicado em meio de cultura se faz importante para conhecer o comportamento dos
micro-organismos com a minima interferéncia do meio e da superficie, e alcangcando assim, as
condigdes de inativagdo e letalidade maxima (ELMNASSER et al., 2007; HEINRICH et al.,
2016).

2.1.4 Trabalhos com luz pulsada em alimentos

Virios trabalhos demonstraram a eficacia da luz pulsada para inativar micro-organismos
em superficie de varios produtos alimenticios, como filés de salmdo (OZER & DEMIRCI,
2006), salsichas (UESUGI & MORARU, 2009) e peito de frango (KEKLIK, DEMIRCI, &
PURI, 2010). Ozer e Demirci (2006) relataram 1 log reducdo de Escherichia coli O157: H7 e
Listeria monocytogenes com luz pulsada em filés de salmao tratados com fluéncia de 5,6

J/em?. Keklik et al. (2010) alcancou 2 logs reducdo de Salmonella Typhimurium em peito de
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frango desossado. Mesmo os autores obtiveram redugdo do ciclo logaritmico de Listeria
innocua em salsichas tratadas com luz pulsada a 30 J/cm?. A descontaminacio por luz pulsada
¢ distintamente menor em superficies e alimentos em comparagao com estudos in vitro, sendo
geralmente limitada a uma inativagdo maxima por cerca de 1-3 logs, e que uma inativagao

completa de todos os micro-organismos presentes parece impossivel (HEINRICH et al., 2016)

Trabalhos sobre a descontaminacdo das superficies de contato com alimentos de
equipamentos em plantas de processamento, ainda sao poucos. Woodling & Moraru (2007)
investigaram o papel da topografia de superficie do ago inoxidavel na eficacia do tratamento
da luz pulsada. Eles obtiveram reducdo maxima de cerca de 4 logs de L. innocua em ago
inoxidavel com acabamentos de superficie variados e concluiram que a eficacia da luz pulsada
foi menor em superficies altamente lisas, bem como altamente rugosas, devido a refletividade
da superficie e ocultacdo de células nas superficies rugosas, respectivamente. Superficies
altamente reflexivas e asperas (rugosas) resultaram em menor inativacdo de L. innocua em
comparagdo com superficies lisas e menos reflexivas, segundo experimentos de Ringus e
Moraru (2013). Uesugi & Moraru (2009) demonstraram uma profundidade de penetragdo de
2,3 mm em salsichas pela luz pulsada para uma fluéncia de 9,4 J/cm? alcancando uma redugio
L. innocua de 1,39 log. Um alimento com altos niveis de lipidios e proteinas como carnes,
peixes etc., e superficie com rugosidade e topografia incrementada, requer uma dose maior de
luz pulsada (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).

Como qualquer outro método, a luz pulsada tem efeitos positivos e negativos. Possiveis
danos a carne e produtos carneos devido a mudancas sensoriais (cor e odor), reagdes de
oxidagdo (principalmente acidos graxos), alteracdes de nutrientes e mudangas na textura,
incluindo perda de agua, estdo entre as principais observagdes na literatura publicada (OMS-
OLIU; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2010). Na maioria dos estudos, foi
encontrado um impacto negativo dependente da dose nos principais atributos de qualidade.
Por exemplo, alteragdes na cor foram relatadas em altas doses de energia de luz pulsada, no
caso de salmdo cru (PEDROS-GARRIDO et al., 2018a), salsicha de frango (KEKLIK;
DEMIRCI; PURI, 2009), carne de frango (HAUGHTON et al., 2011,KEKLIK; DEMIRCI;
PURI, 2010), presunto fatiado (WAMBURA; VERGHESE, 2011), carpaccio de carne e atum
(GANAN et al., 2013) e carne suina (NICORESCU et al., 2014). Tratamentos intensos podem
levar a mudangas imediatas de qualidade devido ao superaquecimento da superficie do

produto. Isso leva a conclusdo de que a otimizacdo do tratamento em termos de intensidade de
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descontaminagdo e impacto na matriz tratada ¢ inevitavel para garantir a aceitagdo do
consumidor e vida ttil prolongada (HIERRO et al., 2012; WAMBURA; VERGHESE, 2011).

O tratamento de luz pulsada pode ser realizado em vérias etapas do processo e na cadeia
de produgdao, uma vez que tem sido demonstrada a sua eficacia em produtos embalados
(MORAES et al., 2020). Uma forma de manter a microbiota de carne fresca e carcagas de
frango, o mais baixa possivel desde o inicio poderia ser a integracdo da luz pulsada na etapa
de refrigeragao ou antes da continuacao do processamento (LYON; FLETCHER; BERRANG,
2007). Assim, consequentemente, a carga microbiana na producao e, portanto, a chance de
recontaminar produtos ja processados ¢é reduzida. A luz pulsada também pode ser usado como
estratégia de intervencdo em linhas de processamento, com o objetivo de evitar a
contaminagcdo cruzada entre os equipamentos e os produtos (RAJKOVIC; SMIGIC;
DEVLIEGHERE, 2010).

Trabalhos relevantes para uma melhor compreensao deste trabalho foram compilados e
estdo apresentados no Tabela 2.3 Trabalhos utilizando luz UV e luz pulsada para inativa¢ao

de Salmonella e outras bactérias, em carne de frango.

Tabela 2.3 Luz UV e Luz pulsada aplicadas em carne de frango.

) Tecnologia
) Micro- )
Alimento . e parametros de Resultados Referéncia
organismo )
aplicagdo
Peito de Salmonella bz pulsada ﬁ)?g(iu[g};%(/irilz 2
frango Typhimurium 1000 pulsos 200 s Sem alteracao LUKSIENE, et al. 2009.
Fluéncia 5,4 J/cm? sensorial
Peito de Luz pulsada
frango Redugéo de 0,8 a
ir;balado e  Salmonella spp. Sem 15 s 2.4 log UFC/g KEKLIK, et al. 2009.
embalado Sem30s
Luz UV-C
Redugdes médias
Peito de Fluéncias de 0,05 a de 1,1 a2,8 log
Frango Salmonella 3,0 J/em? UFC/cm? na luz UV
Enteritidis 523005 0,923 log MCLEOD, et al. 2017
UFC/cm? na luz
Luz pulsada pulsada
parae 1,25 a 18 J/cm?
Peito de Salmonella .
e Luz UV Redugdo média de
(f)rjtr;%;) e Enteritidis 0.192 T/em? 1.34 log CFU/g HAUGHTON, et al. 2011.
- . B 0
Carcacas de  Escherichia coli Luz pulsada 45s, ~l log10 (90% KEKLIK, et al. 2011.
frango K12 13 cm reducdo)




Sobrecoxa
de frango
com pele e
sem pele

Salmonella
enterica

subsp. enterica
ser.
Typhimurium

45s
Luz pulsada

Fluéncias de

62.24 J/cm?, na
distancia 8cm/ 45s,
30.45 J/em?, 13cm/
45s

Redugdo média de
2.42 log UFC/g —
45 s na superficie,
sem pele,

1.82 log UFC/g —
45 s na superficie
com pele

CASSAR et al. 2019.
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2.2 SALMONELLA

O género Salmonella foi nomeado em fun¢do de seu descobridor Daniel E. Salmon
(1850-1914). Estudos apontam que essa bactéria passou por processo evolutivo como
patogeno ha mais de 100 milhdes de anos, tendo os bacteriéfagos e a aquisi¢ao de “ilhas de
patogenicidade” como esséncia nesta evolugdo. E um bacilo, gram-negativo, pertencente a
familia Enterobacteriaceae, e persiste como uma bactéria infecciosa proeminente devido a
grande diversidade dentro da subespécie (BELL; KYRIAKIDES, 2009; BRENNER et al.,
2000), e pode ser visualizado na Figura 2.7. A Salmonella spp. ¢ eventualmente anaerobia,

formador de esporos, com flagelos moveis, embora algumas cepas sejam imoveis.

Figura 2.4. Imagem (fotomicrografia eletronica) de Salmonella spp.

Fonte: Wray e Wray/Pixabay.

O género Salmonella contém duas espécies: S. enterica € S. bongori. No entanto,
existem muitas subespécies e sorotipos dentro de cada espécie. Salmonella entérica possui
seis subespécies expressas por nomes € algarismos romanos, as quais apresentam diferencas
bioquimicas e gendmicas entre si, conforme representado na Tabela 2.4. Distribuicdo n° de
sorovares por espécie/ subespécie Salmonella.

Entre as espécies, a subespécie S. entérica apresenta maior nimero de sorovares, sendo
responsavel por 99% dos isolamentos, usualmente de animais de sangue quente. Em 2002,
foram incluidos 18 novos sorovares, sendo 12 pertencentes a S. entérica subespécie entérica,

2 subespécies S. salamae, 2 S. diarizonae, 1 S. houtenae ¢ 1 S. bongori. O método mais
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amplamente aceito usado para diferenciar os tipos de Salmonella ¢ a sorotipagem. Uma
classificagdo de sorotipo € baseada nas propriedades do antigeno O e do (s) antigeno (s) H

(FORSYTHE, 2013).

Tabela 2.4. Distribuicio n° de sorovares por espécie/ subespécie Salmonella.

Espécie / Subespécies Sorovares

Salmonella entérica subsp. Entérica 1.490

Salmonella entérica subsp. Salamae 500

Salmonella entérica subsp. Arizonae 94

Salmonella entérica subsp. Diarizonae 320

Salmonella entérica subsp. Houtenae 72

Salmonella entérica subsp. Indica 12
Salmonella bongori 22

Fonte: GRIMONT e WEILL, 2007.

O habitat natural da Salmonella pode ser dividido em trés categorias, com base na
especificidade do hospedeiro e padrao clinico por ele determinado: (1) altamente adaptadas ao
homem, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febres tifoide e
paratifoide); (2) altamente adaptadas aos animais, representadas por S. Dublin (bovinos), S.
Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S. Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum
(aves), responsaveis pelo paratifo dos animais. Entretanto, em determinadas situacdes (idade,
pacientes com doengas cronicas, imunocomprometidos), os sorovares S. Dublin e S.
Choleraesuis podem determinar no homem um quadro septicémico, isto ¢, mais grave do que
o causado por S. Typhi; e, (3) A terceira categoria inclui a maioria dos sorovares que atingem
indiferentemente o homem e os animais, designadas salmonelas zoonoéticas, as quais sao
responsaveis por quadro de gastroenterite (enterocolite) ou por doencas de transmissdao
alimentar. Sua distribuicdo ¢ mundial, sendo os alimentos, os principais veiculos de sua
transmissdo. Sao responsaveis por significantes indices de morbidade e mortalidade, tanto nos
paises emergentes quanto nos desenvolvidos, determinando pequenos e grandes surtos,
envolvendo, principalmente, o consumo de alimentos de origem animal, como ovos, aves,
carnes e produtos lacteos (FORSYTHE, 2013). Todos os anos, cerca de 1,35 milhdo de casos
de salmonelose sao relatados nos EUA. Globalmente, estima-se que 93,8 milhdes de casos sdao
causados por Salmonella nao-tifoide todos os anos. Destes casos, estima-se que 80,3 milhdes

sejam de origem alimentar. A carne de aves contaminada ¢ um dos maiores contribuintes para
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a salmonelose, com alguns estudos sugerindo que as aves estdo associadas a 25% dos surtos
causados por patégenos de origem alimentar (THAMES; SUKUMARAN, 2020).

Muitos dos sorovares associados a infec¢des humanas sao frequentemente encontrados
em carnes de frango. Na ultima década, trés dos sorotipos predominantes encontrados na
carne de frango foram S. Typhimurium, S. Enteritidis ¢ S. Heidelberg. Com base em
relatorios do USDA, S. Typhimurium, S. Enteritidis ¢ S. Heidelberg estavam entre os dez
sorotipos mais identificados no APPCC de frigorificos de aves em 2014 (BORGES et al.,
2017). Com base nos dados de vigilancia do CDC, em 2018 os trés sorotipos mais comuns
relatados em infecgdes humanas foram S. Enteritidis, S. Newport e S. Typhimurium. Na
Europa, a sorovar S. Enteritidis representa 85% dos casos de salmonelose, 38% na Asia e
31% na América Latina e no Caribe. No Brasil, entre 2007 ¢ 2017, 95,9% dos surtos foram
causados por bactérias, a Salmonella spp. foi o segundo agente causador mais frequente
(ANVISA, 2017). Entre as salmonelas mais isoladas de aves no Brasil, a sorovar S.
Minnesota tem se destacado pela alta prevaléncia em amostras de frango e pela caracteristica
e habilidade da formagdo de biofilme. No Brasil, alguns sorovares mais comumente
encontrados em aves sdo: S. Enteretidis, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Senftenberg, S.
Minnesota, S. Agona e S. Mbandaka. A S. Enteritidis e S. Typhimurium, os quais estdo entre
as mais prevalentes em galinhas e tem grande importancia para a satde publica.

A Salmonella ¢ facilmente destruida pelo calor, através do cozimento completo dos
alimentos. Salmonelose humana causada por carne de frango tem duas rotas principais de
contaminagdo, contaminacdo cruzada de alimentos ndo cozidos por meio de utensilios ou
manuseio direto e consumo de carne malpassada ou crua (LUSTOSA et al., 2021). Um estudo
de 2009 relatou uma taxa de incidéncia de 3,8% para Salmonella spp. na carne de frango,
mostrando que mesmo as pequenas quantidades dessas bactérias sdo capazes de penetrar na
carne. Isso destaca o fato de que produtos de aves malcozidos sdo uma importante
preocupacao de saude publica (LUBER, 2009). Alguns dos parametros ambientais que a
Salmonella melhor se adapta, bem como os parametros de letalidade térmica da bactéria, estao

apresentados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5. Parametros ambientais e de letalidade térmica da Salmonella.

Fator Parametros Valores
Ambiental Temperatura 5a46°C
pH 37a9,5
aw Min 0,94
Letalidade Térmica | Valor De3 s°c 0,06 min
Valor Z 3,3°C

Fonte: FORSYTHE, 2013.

2.2.1 Contaminacgdo de carne de frango por Salmonella

Salmonella habita o trato gastrointestinal das aves, penas e a pele e pode dissipar o
patoégeno pela linha de abate, na industria (BRENNER et al., 2000). A contamina¢do, em
geral, afeta primeiro a superficie da carcaga e dessa contaminacdo superficial € que ocorre a
contaminag¢do interna, ou seja, da superficie para o interior do massas musculares (BELL;
KYRIAKIDES, 2009).

Ao longo da linha de processamento, varias etapas apresentam risco de contaminacgao
cruzada. Entre os produtos de aves crus, o nivel mais alto de contaminacao reside na carne de
frango moida, com cerca de 19%. Enquanto, a contaminagdo nas carcacas de aves jovens €
estimada em cerca de 3,9% (THAMES; SUKUMARAN, 2020). Apds o abate, os tecidos sdao
invadidos por micro-organismos contaminantes e essa contaminacdo ¢ afetada por varios
fatores como: a) carga microbiana do trato intestinal do animal, quanto maior esta carga,
maior serd a probabilidade de contaminagdo. Por esta razao, recomenda-se um jejum minimo
de 12 e méximo de 24 horas antes do abate; b) condicao fisiologica do animal antes do abate.
Quando o animal estd excitado ou fadigado, as bactérias penetram com maior facilidade nos
tecidos e a sangria pode ser incompleta, favorecendo o crescimento e o espalhamento
bacteriano. Durante a fadiga, ocorre o consumo de glicogénio, reduzindo a queda no pH, que
em condi¢des normais cai de 7,0 para 5,7; ¢) método de sacrificio e sangria, quando a sangria

¢ feita adequadamente e em boas condigdes sanitarias, a capacidade de conservagao da carne €
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maior; ¢ d) velocidade de resfriamento, as alteragdes na carcaga pela flora contaminante
dependem, fundamentalmente, da temperatura de conservagdo. O resfriamento rapido reduz a
velocidade de invasao dos micro-organismos nos tecidos (FRAZIER, 1993).

Isso sugere que a contaminagdo cruzada aumenta & medida que a carne de frango ¢
processada. Além da contaminagdo da carne de aves com Salmonella devido ao vazamento de
conteudo intestinal e fezes durante o processamento, ainda equipamentos de processamento,
agua e as maos dos trabalhadores do processamento podem ser um foco de contaminagao. O
abate dos animais e as operagdes subsequentes como sangria, desossa, evisceracao e
depenagem, comuns a todos os animais, ddo origem a contamina¢do dos tecidos subjacentes
que antes eram estéreis (FRAZIER, 1993). Com exce¢do da superficie externa e dos tratos
digestivo e respiratorio, os demais tecidos dos animais contém poucos micro-organismos,
uma vez que os mecanismos de defesa animal controlam com eficiéncia os agentes infectivos
(HAYES, 1993).

O peito de frango tem a superficie superior, abaixo da pele, uma superficie lisa. Por
outro lado, a superficie inferior, ¢ a parte que foi removida do osso esterno, que por sua vez
tem a caracteristica mais rugosa. Ambas as superficies podem ser contaminadas por contato
com outras superficies, contaminacdo cruzada, neste sentido, estudar o método de
descontaminag¢do nas duas superficies se faz necessario.

Outra grande preocupagdo ¢ a formagdo de biofilmes por Salmonella em vérios
equipamentos e superficies de processamento de aves. Sa/monella em biofilmes sdo mais
resistentes a antimicrobianos usados para saneamento e persistem nas instalagdes de
processamento por periodos prolongados, aumentando as chances de contaminagdo do
produto e surtos de origem alimentar (THAMES; SUKUMARAN, 2020). Diversos estudos
demonstram que a Salmonella ¢ capaz de aderir e formar biofilme em superficies tais como
polimeros (poliestireno, polietileno, poliuretano e polipropileno) e ago inoxidavel, que sdo
comumente usados na industria de processamento ¢ manipulagdo. Assim, sd0 necessarios
estudos que demonstrem a influéncia das superficies na formagao de biofilmes por Salmonella
indicando os agentes quimicos e fisicos sdo mais indicados para o seu controle (SHAO; GUO;

WANG, 2011).
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2.3 CARNE DE FRANGO

O Brasil ¢ o segundo maior produtor de carne de frango do mundo, estando atras apenas
dos EUA. Assim, a carne de frango estd presente na mesa de consumidores dos cinco
continentes, ¢ com isso submetida as diversas premissas legais relativas ao tipo de mercado
(EMBRAPA, 2017). Em 2020, a producao brasileira de carne de frango atingiu 13,845
milhdes de toneladas, sendo 31% deste valor destinado ao mercado internacional. O consumo
de carne de frango no Brasil foi de 45,27 kg/habitante, sendo o maior quando comparado a
carne suina e bovina, dados de ABPA (2020). No entanto, os embargos de carne de frango do
Brasil para exportacao a Europa, em fun¢do de contaminacdo por Sa/monella, ultrapassaram a
marca de 400 mil toneladas no més agosto de 2017, na divulgacdo da Opera¢dao Carne Fraca
(MAPA, 2018). Por isso, programas e tratamentos que controlem esse e outros micro-
organismos patogénicos na cadeia de processamento de frango ganham atencao.

A avicultura brasileira atingiu patamares de eficiéncia, que a transformaram em
referéncia mundial. Com a combinagdo entre alta tecnologia de ambiéncia, genética e
alimentacdo a base de milho e soja produzida no Brasil, em um sistema integrado entre
produtores e frigorificos, o Brazilian Chicken atingiu diferenciais de destaque mundial. Toda
a produgdo ¢ acompanhada por um complexo e detalhado programa do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abate (MAPA), o Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), que avalia os autocontroles adotados pelas industrias avicolas.

Em virtude da globalizagdo, as barreiras sanitarias se tornaram relevantes no que diz
respeito a comercializagdo internacional de produtos de origem animal, visto que os paises
importadores buscam evitar a entrada de patdogenos em seus sistemas de producdo. Nesse
contexto, torna-se vital ao setor avicola nacional, atuar no sentido de sua estruturacdo para o
alcance dos padrdes internacionais de sanidade, de forma que os produtos brasileiros possam
competir nos mercados, livres de qualquer tipo de restricdo sanitaria (BRASIL, 2017). A
Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), responsavel pela regulamentagdo e controle dos produtos de origem
animal exportados, garante a qualidade e a seguranga do alimento, conferindo ao Brasil a
propriedade de exportador de carnes de qualidade. Recomendagdes do Codex Alimentarius
sdo aplicadas nas cadeias produtivas por meio do programa de Analise de Perigos e Pontos

Criticos de Controle exigido pela Portaria n°. 1428, Ministério da Satde (MS), e da Portaria
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n°.46, MAPA. Essas exigéncias fazem com que o pais apresente condi¢des estruturais para
produzir alimentos carneos de qualidade seja para o mercado interno como para o mercado
externo.

De acordo com o Departamento de Inspe¢ao de Produtos de Origem Animal (DIPOA),
a carne de aves, corresponde as carnes obtidas de aves domésticas de criagao. A carne de
frango ¢ um dos produtos mais consumidos no mundo e fornece nutrientes necessarios em
dietas equilibradas, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, os quais podem variar de acordo
com a raca, idade do animal, alimentacgao, corte, dentre outros.

O aspecto nutricional da carne de frango, em geral, ¢ de grande relevancia, visto a
quantidade e a qualidade dos aminoéacidos que compde os musculos, os acidos graxos
essenciais, as vitaminas do complexo B, e ainda a concentracao de ferro (QUIROGA, 2012).
A composicdo quimica da carne de frango pode variar em relagdo as propor¢des de umidade,
proteina e gordura (SOUZA, 2004). Em geral, ela é constituida de 60% a 80% de agua e 15%
a 25% de proteina. J4 o conteudo de lipideos no musculo das aves ¢ mais variavel, pois ¢
influenciado pela composicao da dieta, pelo sexo, pela idade e pelo ambiente de criagdo para
esse componente, os valores descritos na literatura variam de 1,5 a 5,3% na carne de peito,
apresentando valores pouco mais elevados para a carne da coxa (CASTELLINI et al., 2002)).
Os demais componentes da carne de frango incluem vitaminas, especificamente as do
complexo B, e sais minerais, sendo mais prevalente o ferro, além de pigmentos (OLIVO,
2006). O tecido musculoesquelético representa cerca de 50% do peso da carcaca de aves,
representando constituindo sua principal fracdo comestivel. O tecido muscular ¢ formado por
fibras musculares dispostas por diferentes tecidos conjuntivos compostos por colagenos. Os
musculos e fibras musculares apresentam diferentes composi¢des segundo suas fungdes no
organismo, o que ¢ observado pela variacdo de suas coloracdes entre tons de vermelho,
branco e intermediario e entre as propor¢des das fracdes proteicas, gordurosas e colagenosas
em diferentes cortes carneos provenientes do mesmo animal (QUIROGA, 2012, OLIVO,
2006).

A microbiota natural da carne de frango fresca ¢ constituida de micro-organismos
mesofilos e psicrotroficos e os mais comumente encontrados sdo Enterobactérias,
Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter, Moraxella, Shewanella e bactérias
laticas. As Dbactérias patogénicas ao homem, como Salmonella, Campylobacter,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Listeria monocytogenes, também podem
ser encontradas (YORK, 2005). A microbiota na carne de aves comec¢a na sua superficie

externa, e a popula¢do dos micro-organismos, depende das contagens iniciais e das condi¢des
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do processo industrial. Os tipos de micro-organismos que fazem parte da populagao
microbiana das aves, em geral, ocorrem em 3 grupos (YORK, 2005): (01) Micro-organismos
da microbiota natural da pele; (02) Micro-organismos da microbiota transitéria da pele e
penas no momento do abate; e, (03) Micro-organismos contaminantes devido ao

processamento (equipamentos, agua, contato entre aves sendo processadas e operadores).

A deterioragdo da carne de frango causada por micro-organismos geralmente restringe-
se as superficies externas, caracterizando-se pela formagao de odores indesejaveis, limosidade
e descoloracdao (YORK, 2005). Uma contaminagdo das carcagas envolve adesdo das bactérias
por um filme liquido sobre a pele. Além disso, na avaliagdo microscopica da pele, observa-se
multiplas fissuras e propensao da mesma em expandir-se quando molhada, favorecendo a
retencdo de bactérias. Portanto, muitas das bactérias presentes podem estar aderidas ou retidas
dependendo da sua localizagdo. Em geral, quando presentes em carcacas de frango, a
Salmonella geralmente estd em pequeno numero, ou seja, cerca de 10 a 20 UFC/100g de pele,
e ocasionalmente atinge niimeros de mais de 1.000 UFC/100 g de pele (NYCHAS et al.,
2008). Devido a esse baixo numero de contagem de bactéria do género Salmonella, grandes
areas de superficie sdo normalmente amostradas para detectar sua presenca.

No Brasil, o MAPA por meio da Instru¢do Normativa n® 70 estabeleceu o Plano
Nacional de Reducao de Patogenos, para abate de aves e perus (BRASIL, 2003), este plano
visa a realizacdo de monitoramento dos estabelecimentos sob fiscalizacao federal e, com isso,
criar ferramentas auxiliares na reducdo da contaminacdo por Sa/monella. Nao ¢ permitido no
Brasil, uso de coadjuvantes para tratamentos das carcacas e cortes de frango. Nos EUA, para
diminuir as contaminagdes microbianas, uma variedade de tratamentos de descontaminacao a
base de aditivos quimicos € bastante explorada, e permitido, incluindo o uso de acidos
organicos (por exemplo, acido peracético, latico, citrico e succinico), cloro, diéxido de cloro,
fosfato trissodico e cloreto de sodio acidificado (MANI-LOPEZ; GARCIA; LOPEZ-MALO,
2012; MOTTET; TEMPIO, 2017). No entanto, a crescente preocupacao do consumidor com o
uso de agentes quimicos estd forcando os processadores de aves a procurar métodos
alternativos de descontaminacao.

Quando a contaminac¢ao das carcagas de aves ocorre no ambiente de criagdo dos animais
e se dissemina durante as etapas de operagdao de abate e processamento (MEAD, 2004),
intervengdes na planta de processamento podem reduzir a contagem de micro-organismos. A

extensdo de contaminagdo cruzada pode ser minimizada pela implementagdo de processos e
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intervengdes, além do controle das praticas higiénicas durante o abate e o resfriamento, e

algumas medidas de controle, incluindo separacao de lotes positivos.

2.3.1 Processo de abate e processamento de carne de frango

O processo de abate das aves no Brasil esta estabelecido através do Regulamento de
Inspe¢do Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal (RIISPOA), no Regulamento
Técnico da Inspegdo Tecnoldgica e Higi€nico-Sanitaria de Carne de Aves - Portaria n°® 210,
de 10 de novembro de 1998 (BRASIL, 1998) e Portaria n° 74, de 07 de maio de 2019
(BRASIL, 2019). Em geral, nas empresas brasileiras o fluxo é composto pelas etapas de
pendura, insensibilizagdo, sangria, escaldagem, depenagem, evisceracdo, pré-resfriamento,
resfriamento, gotejamento, classificacdo, embalagem, sala de cortes e congelamento (OLIVO,
2006), conforme ilustrado na Figura 2.5. Fluxograma das principais etapas de processamento

de aves.

Figura 2.5. Fluxograma das principais etapas de processamento de frangos.

Recebimento Aves [——>| Insensibilizagdo [—> Sangria
|
N
Escaldagem —> Depenagem —> Evisceragao
|
N
Resfriamento —> Sepe(lzr:rg;gg em —> Congelamento

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

As principais etapas do processamento estdo indicadas na Figura 2.4. As etapas

indicadas pela cor cinza, no fluxograma correspondem as etapas iniciais do processo, desde o
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recebimento das aves vivas até a etapa de depenagem, estas etapas devem ser segregadas
fisicamente no abatedouro (frigorifico) até este ponto, onde logo apos a etapa da depenagem,
em geral, tem-se um chuveiro de lavagem das aves, e estas seguem para as proximas etapas.

O processo inicial se d4 na chegada do caminhdo na area de recepcdo, onde ¢
realizada a pesagem e destinado para uma area, normalmente chamada de galpao de descanso
ou espera, onde ¢ realizada a conferéncia dos documentos oficiais ¢ de romaneio das aves
(BRASIL, 1998). Em geral, as aves sao recebidas em caixas plasticas ou modulos, em
caminhdes. Apos o tempo de espera, o caminhdo ¢ dirigido para a area da pendura, onde as
caixas sdo retiradas e abertas, depositando as mesmas em esteiras para retirada e pendura das
aves, sendo a mesma realizada manualmente, geralmente, pendurando as aves pelas pernas em
ganchos, iniciando o processo de abate na linha de producao (OLIVO, 2006). As aves passam
pelas etapas de insensibiliza¢do e sangria de acordo com os métodos previamente aprovados
pelo Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal (DIPOA), garantindo que
todas as operacdes sejam realizadas de forma continua (BRASIL, 1998).

As aves podem ser insensibilizadas por dois métodos: atordoamento elétrico ou
atordoamento a gas. No primeiro caso, as aves sdo penduradas e depois insensibilizadas e, no
segundo caso, a insensibilizagdo acontece antes da pendura. Na insensibilizacdo por
eletronarcose, ou atordoamento elétrico, o equipamento deve possuir registros de voltagem e
amperagem, o qual pode ser ajustado de acordo com a espécie, o tamanho e o peso das aves;
considera-se também a extensdo que sera percorrida durante a imersao (Portaria n°.210, de 10
de novembro de 1998). Ressalta-se que esse processo ndo deve, jamais, promover a morte das
aves. Pode-se ainda, o abate sem prévia insensibilizagdo apenas para atendimento de preceitos
religiosos ou de requisitos de paises importadores (Portaria n°.210, de 10 de novembro de
1998), como por exemplo, abate Halal, realizado por mugulmanos, através de um corte
realizado no pescoco da ave (OLIVO, 2006).

Apos insensibilizacdo, segue a etapa de sangria. A operacdo de sangria deve ser
realizada com as aves presas pelos pés, em ganchos, apoiados em trilhagem aérea. O
comprimento do tinel de sangria consiste no percurso feito pela ave, no tempo minimo
exigido para uma sangria total de trés (03) minutos, para s6 assim ser autorizada outra etapa
da operagdo. Deve-se considerar também o tempo que as aves permanecem penduradas pelos
pés, antes da sangria, para que haja fluxo de sangue a cabeca. A partir da sangria, todas as
operacdes devem ser feitas de forma continua, ndo podendo ser feito o retardamento ou o

acumulo de aves em nenhuma das etapas para reduzir a contaminagao.
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Entdo, as aves seguem para uma etapa de escaldagem em tanques com dgua quente para
promover a remog¢ao das penas nas depenadeiras. A Portaria n° 210, de 10 de novembro de
1998 prevé que a escaldagem deve ser realizada em instalagdes especificas, separadas das
demais areas operacionais por meio de paredes. Outras caracteristicas relevantes quanto a esse
procedimento sdo que o ambiente deve ter ventilagdo suficiente para exaustdo do vapor
d’4gua resultante do processo de escaldagem. A escaldagem deve ser efetuada apds o término
da sangria, sob condi¢des definidas de temperatura e tempo, ajustados as caracteristicas das
aves em processamento. As aves poderdo ser escaldadas pelos seguintes processos: por
pulverizacdo de agua quente e vapor; por imersdo em tanque com agua quente; por outro
processo aprovado previamente pelo DIPOA. Deve-se ter controle de temperatura e
renovagdo continuada de dgua (Portaria n° 210, de 10 de novembro de 1998). A escaldagem
das aves pode ser realizada de forma branda (51 a 54 °C por 90-120 s) ou severa (59 a 64 °C
por 30-75 s). Na etapa de escaldagem, ocorre o afrouxamento das penas. As etapas de
escaldagem, e na sequéncia, depenagem sdo bem importantes para a remocao de toda sujidade
e contaminagdo que vieram nas penas das aves.

A depenagem deve ser realizada de forma mecanizada, com as aves suspensas pelos pés
e processadas logo ap6s a escaldagem, ndo sendo permitido o seu retardamento. As
depenadeiras sdao formadas por conjuntos de dedos de borracha que rotacionam em alta
velocidade, removendo as penas através do contato dos dedos de borracha com as aves. Nao ¢
permitido o acimulo de penas sobre o piso, sendo necessdria a presenca de uma canaleta para
o transporte das penas até o exterior da area destinada a esse fim (Portaria n°. 210, de 10 de
novembro de 1998). Apds esse procedimento, € necessario realizar a revisao e retirada manual
das penas que ficaram na carcaca (OLIVO, 2006). Sendo esta uma etapa critica de
contaminagdo, onde 0s micro-organismos contidos nas penas podem contaminar a pele. Em
todas as etapas, necessita-se de lavatdrios acionados por meio de pedal, com esterilizadores de
facil acesso ao operador e assim garantir as boas praticas de fabricacdo (BPF) (Portaria
n°.210, de 10 de novembro de 1998). Sobre os procedimentos adotados tem-se que antes da
evisceragdo, as carcagas sdo lavadas em chuveiros de aspersdo com agua sob adequada
pressdo, com jatos orientados no sentido de que toda a carcaca seja lavada, inclusive os pés.

Nas etapas seguintes, inicia-se a etapa de evisceragdao das aves, onde as aves sao
evisceradas por meio do corte na cavidade abdominal e cloaca para a remocao das visceras.
Esta etapa ¢ muito critica no processo, pois quaisquer rompimentos de visceras, provocard a
contamina¢do microbiologica das carcagas. As aves sdo evisceradas em equipamentos

automatizados (extracao de cloaca, extracao de papo e traqueia, corte abdominal e eventragdo)
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e passam por pontos de inspec¢do sanitdria, repasses ¢ lavagem antes do resfriamento. Apos
essa etapa, as aves passam a ser chamadas de carcagas. A Portaria n°. 210 (1998) descreve
que a evisceragdo deve ser realizada em instalagdes proprias, isoladas das areas de
escaldagem e depenagem, compreendendo atividades desde o corte do pescogo até a parte
final das carcagas. Ao final da etapa de evisceracdo, tem-se também uma etapa de lavagem
das carcagas com dgua sob pressdo. A coleta s6 pode ser efetuada mediante liberagdo das aves
pela Inspecao Federal (SIF), a qual deve respeitar todos os principios de higiene
recomendados. O produto deve ser resfriado logo apds a coleta, com temperatura maxima de
7 °C, a manutencdo da cadeia do frio a partir deste ponto de processamento ¢ de suma
importancia para retardar o crescimento de micro-organismos mesoéfilos, os quais englobam
as Enterobactérias.

As carcagas entdo seguem para o processo de resfriamento em agua, em tanques
sequenciais para o resfriamento abaixo de 7 °C. O resfriamento das carcacas de frango pode
ser realizado pela imersdo das carcagas em tanques de dgua com resfriamento continuo, tipo
rosca sem fim ou por resfriamento a ar, por camaras frigorificas, com ou sem aspersdo, ou
ainda, por um sistema combinado. Essas operagdes sdo supervisionadas pelo Servigo de
Inspecao Federal (SIF), responsavel por realizar as inspegdes ante-mortem (no recebimento
das aves) e no post-mortem (na evisceracao), de forma a garantir o processamento das aves
dentro dos padrdes de qualidade e seguranca sanitaria.

Conforme preconizado na portaria n°. 210, o pré-resfriamento pode ser realizado por
aspersdo de agua gelada, imersdo em agua por resfriadores continuos, resfriamento por ar, ou
ainda outros processos aprovados pelo DIPOA. As industrias brasileiras, quase na sua
totalidade, resfriam as aves em tanques de inox preenchidos com agua e gelo, onde as
carcacas sdao colocadas e transportadas por um sistema de rosca sem fim, sendo esse
equipamento denominado de chiller. Existem alguns métodos para realizar o resfriamento de
carcagas de frangos, entre eles o resfriamento em imersao em agua gelada (CARCIOFI;
LAURINDO, 2007). Tem ainda o resfriamento por meio do air chiller, que se da pela acao do
ar gelado. No sistema de pré-resfriamento por aspersao ou imersdo por resfriadores continuos,
a agua utilizada deve apresentar os padrdes de potabilidade previstos no RIISPOA de 2017 e
no Decreto n°.10648/2020, onde ndo se permite a recirculagdo da dgua. A temperatura da
agua do sistema de pré-resfriamento por imersao nao deve ser superior a 4 °C. Nos tanques de
pré-resfriamento por imersdo com emprego de etanoglicol, amdnia e/ou similares, a
renovacdo deve ser igualmente continua e com 4agua gelada. A dgua de renovagdo do sistema

de pré-resfriamento por imersao podera ser hiperclorada, permitindo-se no maximo 5 ppm de
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cloro livre (BRASIL, 1998). A temperatura da 4gua nos locais de entrada e saida das carcagas
ndo deve ser superior a 16 °C e 4°C, respectivamente, no primeiro e ultimo estagio,
observando-se o tempo maximo de permanéncia das carcagas no primeiro, de trinta minutos.
Os tanques que compdem o sistema de pré-resfriamento continuos por imersdo devem ser
esvaziados totalmente, individualmente, limpo e desinfetado pelo menos nos intervalos
dedicados a higienizacdo pré-operacional, conforme descrito pela Portaria n°.74, de 7 de maio
de 2019. A temperatura das carcagas no final do processo de pré-resfriamento, deve ser igual
ou inferior a 7 °C. Tolera-se a temperatura de 10 °C, para as carcagas destinadas ao
congelamento imediato. Em sistemas de pré-resfriamento devem ter equipamentos que
permitam controlar e registrar a temperatura da 4gua no tanque e nos pontos de entrada e
saida das carcagas (BRASIL, 1998).

Resfriamento ¢ todo o processo de refrigeracdo e manutencao da temperatura entre 0 °C
(zero grau centigrado) a 7 °C (quatro graus centigrados positivos) dos produtos de aves
(carcacas, cortes ou recortes, mitudos e/ou derivados), com tolerancia de 1 °C (um grau)
medidos no interior dos mesmos (BRASIL, 1998).

Todo o processo ¢ muito susceptivel a contaminagdo microbioldgica, uma vez que na
propria linha de processamento desde o abate existem pontos criticos, como a escaldagem,
depenagem, toda a linha de evisceragdo e os tanques de resfriamento em agua (chillers), nos
quais podem ocorrer contaminacgdes cruzadas entre as carcagas. A etapa de resfriamento das
carcacas, ¢ muito importante para a seguranca e qualidade do produto, diminuindo a

temperatura da carcaca e reduzindo a taxa de crescimento de micro-organismos.

2.3.2 Peito de frango

As carcacas resfriadas seguem para as etapas de cortes, onde os principais cortes sao
separados, podendo haver as etapas de remogdo de pele e osso para cada um dos cortes. Esta
etapa de separagdo dos cortes ¢ realizada em ambiente refrigerado (até 12 °C), e ¢ muito
critica para as contaminagdes, por manipulagdo de utensilios e esteiras de transporte.

A composi¢do centesimal da carne de frango varia com o corte analisado. Para o peito
de frango sem pele e sem osso, em média, a cada 100 gramas de parte comestivel obtém-se 22
gramas de proteinas e 3 gramas de lipidios. O valor de umidade ¢ de 75 % (FRANCO, 2004).
Dos cortes de frango, o filé de peito de frango (o musculo Pectoralis Major) € bastante
popular devido ao alimento ser rico em proteinas, com baixo teor de gordura e a conveniéncia

de uma porc¢ao de carne 'desossada’. Conforme descrito por Dyce, Sack e Wensing (2004), o
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musculo Pectoralis Major (musculo peitoral) estd localizado ao rddio e seu tenddo para
subcutaneamente sobre a superficie do cranio dorsal da articulagdo do carpo, terminando na
extremidade proximal do osso metacarpico originado na quilha do esterno e clavicula

conforme demonstrados na Figura 2.6.

Figura 2.6. Localizacao anatomica do peito de frango: musculo Pectoralis Major

(1), supracoracoideus (2), amero (3), esterno (4) e clavicula (5).

Fonte: DYCE, SACK ¢ WENSING, 2004.

O musculo peitoral maior € o principal responsavel pela forca do movimento ritmico do
bater de asas coordenado, sendo caracterizado como um musculo de rapida contragdo.
Apresenta como a maioria dos musculos, as proteinas de contra¢do actina e miosina, além de
suas proteinas associadas, conferindo ao musculo na sua totalidade a aparéncia estriada
(DYCE, SACK e WENSING, 2004). O filé de peito, que ¢ o pedago de carne do frango, mais
magro, quando sem pele, contém apenas 2% de lipidios. Além disso, as gorduras que trazem
sdo de boa qualidade, visto que se trata em grande parte de gorduras mono e poli-insaturadas
(OLIVO, 2006). Na sequéncia, ¢ apresentada a Figura 2.6, que ilustra a sequéncia, de corte,
desossa e remocao da pele, desde o peito de frango com osso € com pele( representando pelas
letras, a e b), até o filé de peito de frango sem osso e sem pele (c e d), e suas metades

(representando pelas letras, e e f).
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Figura 2.7. Imagens peito de frango e as diferentes formas de apresentacio.

Peito de frango com osso e com pele Peito de frango sem osso e sem pele
(a) superficie superior com pele (c) parte externa — superficie superior
(b) superficie inferior com 0sso. (d) parte interna — superficie inferior.

Filé de peito de frango sem osso e sem pele, metades
(e) parte externa — superficie superior

(f) parte interna — superficie inferior.

Durante as etapas de corte, desossa e remocdo da pele, ¢ um desafio para os
colaboradores quando o corte ¢ realizado de forma manual. Bem como, nos equipamentos
ainda mais automatizados, tem-se a etapa final de finaliza¢ao da padronizacao dos cortes, que
em geral é realizada de forma manual com auxilio de facas e/ou tesouras. E durante estas
operagdes que podem ocorrer as contaminagdes microbioldgicas, pois ambas as superficies do
peito de frango, (e) superior e (f) inferior, entram em contato com as tdbuas e mesas de corte,
esteiras de transporte, além das maos e utensilios dos colaboradores durante a etapa de corte e
apara.

A carne ¢ uma organizagdo complexa de musculo esquelético, tecido conjuntivo e

gordura, resultante de reagdes fisico-quimicas que ocorrem no tecido muscular a partir do
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abate, ou mesmo antes, ¢ que determinam a qualidade final do produto (MEAD, 2004). As
fibras musculares podem ser vermelhas, intermediarias e brancas, sendo que a diferenca entre
elas ¢ a resposta em relacdo a contragdo muscular. Quanto mais claras € mais rapida ¢ a
contragdo em relacdo as mais escuras, que ¢ mais lenta e tonica. O tecido muscular
esquelético ¢ formado por feixes de células muito longas, cilindricas e multinucleadas,
chamadas fibras musculares esqueléticas. No musculo, os feixes de fibras musculares estao
envolvidos por uma membrana externa de tecido conjuntivo, o epimisio. Cada fibra muscular,
por sua vez, ¢ envolvida por uma camada muito fina de fibras reticulares, formando o
endomisio. A fibra muscular ¢ delimitada por uma membrana, o sarcolema, e seu citoplasma
apresenta-se preenchido principalmente por fibras paralelas, as miofibrilas (MEAD, 2004).

O frango ¢ a tnica espécie conhecida que possui musculos com cores extremas: o peito
possui cor rosa palida, enquanto a por¢do da coxa e sobrecoxa possuem coloragao vermelha
intensa, in natura. Essas duas substancias sdo proteinas, principalmente a mioglobina, que
estdo associadas ao oxigénio, o que denota na alteragdo da cor da carne; ressalta-se ainda que
a pigmentag¢do da carne de frango ¢ influenciavel pela presenca ou ndo de carotenoides na
alimentac¢do. A cor apresentada pela carne de frango possui um papel relevante no que confere
a qualidade sensorial da carne, enfatizando como o principal elemento a ser apreciado no ato
da compra, variando de cinza até o vermelho com palidez. Os parametros utilizados na
avaliagdo da cor da carne estdo referenciados no sistema colorimétrico CIELab (The
Commission Internationale de L’Eclairage) e suas escalas de cor: luminosidade, representada
por L*, cor vermelho, representado por a* e cor amarelo, representado por b* (VENTURINI
et al., 2007).

A cor da carne depende dos fatores intrinsecos e extrinsecos, mas principalmente, da
quantidade de mioglobina presente, a qual varia de concentracdo dependendo da espécie e
musculo (SHIMOKOMAKI et al., 2006). A cor observada na superficie das carnes ¢ o
resultado da absorcao seletiva da luz pela mioglobina e por outros importantes componentes,
como as fibras musculares e suas proteinas, sendo também influenciada pela quantidade de
liquido livre presente na carne, sendo assim, a cor da carne de frango ¢ influenciada por
inimeros fatores de producdo, manuseio e processamento. As alteragdes da cor da carne sdao
variaveis que dependem do processamento ¢ das condi¢des de armazenamento. A aparéncia
da carne ¢ uma das primeiras caracteristicas observadas pelos consumidores, sendo a cor um
importante atributo de qualidade que influencia a aceitagdo do consumidor na compra da
carne de frango e, geralmente, os consumidores rejeitam aquela carne que ndo possui uma

pigmentagdo esperada. A cor da carne pode sofrer alteracdes de acordo com a espécie, e pode
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estar associada a atividade fisica do animal. Apesar de os métodos antimicrobianos serem
estudados como tratamentos de intervencdo para prolongar a vida de prateleira e controlar
patogenos, geralmente pesquisadores apenas avaliam o crescimento microbiano e prestam
menos atencao aos efeitos causados pelos antimicrobianos a cor (PETRACCI & FLETCHER,
2002).
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CAPITULO 3 - Luz Pulsada para Inativacio de Salmonella em meio de cultura

Neste capitulo ¢ apresentado o artigo intitulado “Effective Pulsed Light Treatments for
Inactivating Salmonella enterica Serotypes”, submetido a revista Food Control.

O objetivo deste capitulo ¢ apresentar a avaliacao da inativacdo de diferentes sorotipos
de Salmonella enterica subsp. enterica (Typhimurium, Enteretidis, Heidelberg ¢ Minnesota)
aplicando luz pulsada, observando especificamente como os parametros de comprimento de
pulso e a tensdo podem afetar a eficécia do tratamento em meio sélido.

Os experimentos deste capitulo da tese foram planejados para realizar a inativacido da
bactéria Salmonella por luz pulsada em um meio de cultura, para cada sorovar da bactéria
Salmonella enterica subsp. enterica individualizada e na forma de uma mistura, denominado
coquetel. O meio de cultura sé6lido foi utilizado como forma de mimetizar uma superficie de
um alimento com uma contaminagdo superficial. Os experimentos em meio de cultura foram
delineados de modo a obter as curvas de letalidade de cada sorovar da bactéria Sa/monella
enterica, frente ao tratamento por luz pulsada com diferentes valores de fluéncia (J/cm?), fruto
das combinagdes dos parametros de tensdo elétrica (V) e o comprimento dos pulsos de luz
(us). Estes experimentos foram realizados durante o periodo do Doutorado Sanduiche (PDSE)
no laboratorio de Food Science na Universidade de Cornell, com auxilio e orientacdo da prof.
Dra. Carmem Moraru, Dr. Yifan Chen e Dra. Rachel Alessandra Cheng.

Em julho 2019, parte do contetido do capitulo 03 foi apresentado pela autora como
Poster na sessdo cientifica “P3 - Meat, Poultry and Eggs (P3-218) - The Effect of Pulsed
Light Energy Delivery Mode on Inactivating Salmonella spp. in Vitro" (ID# 20987)” no
Congresso Internacional IAFP (International Association for Food Protection) 2019 em

Louisville, Kentucky (USA).
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3. Effective Pulsed Light Treatments for Inactivating Salmonella Enterica Serotypes

ABSTRACT

Pulsed Light (PL) is a nonthermal treatment that kills microorganisms by exposing them
to short-duration pulses of high-intensity broad-spectrum light. This study evaluated the PL
inactivation of different serotypes of Salmonella enterica subsp. enterica (Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg, and Minnesota) specifically assessing how pulse width and voltage
can affect treatment effectiveness. Bacterial suspensions were spread onto solid agar, used as
a model food surface, then treated with PL at different treatment parameters (voltage, pulse
width and fluence). Survivors were recovered, enumerated and survivor ratios determined.
The Weibull model was used to characterize inactivation kinetics. Three independent
replicates were performed for all treatments, and data was analyzed statistically. The results
with S. Typhimurium highlight that the inactivation effectiveness of PL treatment can be
increased by selecting the right combination of parameters within the practical limitations of
the equipment. Higher voltages deliver more energy with pulse width, i.e., a higher irradiance,
resulting in a more lethal process. PL was very effective for the inactivation of Salmonella,
and a 6 to 7-log reduction was achieved for all four serotypes and their cocktail mix, after a
single light pulse with a fluence of 338 mJ/cm? and 280 mJ/cm?, at 2500 V (200 ps) and
3000 V (100 ps), respectively. The results demonstrated similar log reduction for individual
serotypes and the cocktail. Higher voltages deliver more energy in the same pulse width, i.e.,

a higher irradiance, resulting in a more lethal process for Salmonella.

3.1 INTRODUCTION

Salmonella spp. human infection from food products is a major source of sporadic
gastroenteritis. In recent years, Salmonella outbreaks were caused by various food products,
including red onions, salads, cucumbers, pre-cut melon, poultry, eggs, pistachios, raw tuna,
and sprouts (CENTER FOR EMERGING & INFECTIOUS DISEASES, 2018; HUANG,
2018). Food contamination by pathogenic Sa/monella can occur at any step of the food
production chain: livestock feed, food processing or distribution, and retail
(PANZENHAGEN et al., 2018). Salmonella is a Gram-negative rod-shaped bacillus from the
family Enterobacteriaceae, with more than 2600 serotypes. S. Enteritidis and S. Typhimurium
are the serotypes most commonly associated with human clinical cases of salmonellosis

(MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY, 2012a; SCALLAN et al., 2011). The emergence
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of other serotypes, such as S. Heidelberg, S. Minnesota, S. Oranienburg, S. Infantis, S. Hadar,
and S. Kentucky have raised serious concerns for the food industry (BELL & KYRIAKIDES,
2009; FABREGA & VILA, 2013; FOLEY et al., 2011).

Salmonella is effectively killed by heat. However, its effective control in food
commodities that are typically consumed raw (e.g., fruits and vegetables), as well as ready-to-
eat meats, salads, and pre-cut fruit, which are susceptible to cross-contamination with
Salmonella during processing, remains a challenge. Besides heat, an alternative strategy for
microbial control is chemical decontamination, which was reported to inactivate about 1 to
2 logs of Salmonella on fresh-cut produce. Similar results were observed by chemical
decontamination of S. Typhimurium on chicken skin and S. Montevideo in tomatoes (YORK,
2005, MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY, 2012). Nonetheless, since chemical
sanitizers are not always desirable, there are significant efforts to identify nonthermal
inactivation alternatives that can effectively kill foodborne pathogens, including Salmonella
(CAO et al., 2017; MANAS & PAGAN, 2005; MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY,
2012), without detrimental effects on the product or for the consumer. Treatments such as
UV-light, pulsed light (PL), cold plasma, ultrasound, and high-pressure processes were
reported before as effective control measures against foodborne pathogens. Although a
significant reduction of Salmonella was achieved by these technologies when used alone or in
combination, in most cases, they did not result in a satisfactory inactivation of this pathogen
(MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY, 2012). Thus, further investigation of these
technologies, optimization of their parameters and a deeper mechanistic understanding are

required to improve their effectiveness.

PL is used to decontaminate food products, food contact materials, liquids, and
medical devices from bacteria, yeasts, molds, and viruses by applying high-intensity light for
very short periods (below 1 ms) (MORARU, 2011b; ROWAN et al., 1999).The key element
of a PL unit is the flashlamp, which is filled with inert gas, typically xenon (MORARU,
2011). PL lamps emit polychromatic light with a broad spectrum of wavelengths, from 200 to
1100 nm, which includes the germicidal UV-C light (ELMNASSER et al., 2007; GOMEZ-
LOPEZ et al., 2005; MORARU, 2011; MUKHOPADHYAY & RAMASWAMY, 2012;
PEDROS-GARRIDO et al., 2018). The most critical parameters that affect PL treatment

efficacy are fluence (incident energy per unit surface area), electric voltage applied to the light
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source, pulse width, number of pulses, pulse power, and irradiance (MACGREGOR et al.,
1998; ROWAN, 2019).

Fluence is the most widely used parameter for characterizing PL treatment. Accurate
quantification of fluence is critical for making meaningful comparisons among treatments,
concluding about PL effectiveness, and adequately designing industrial processes (HSU &
MORARU, 2011). Several reports suggest that PL efficacy is greater than continuous low-
pressure UV irradiation due to the high peak power (LEVY et al., 2012). Thus, the same
energy delivered content may achieve different treatment effectiveness, depending on the
irradiance (fluence per unit time or pulse power per unit surface area). A higher PL voltage
can shift the spectral distribution of energy towards lower wavelengths, increasing the
proportion of UV-C energy (SCHAEFER et al., 2007). For electric voltages ranging from
1000 to 3000 V, the percentage of UV-C in PL has been shown to decrease while decreasing
input voltage (LEVY et al., 2012). The different proportions of UV-C in PL emitted at
different voltages can impact the germicidal effect of the treatment. Artiguez et al. (2011)
tested the efficacy of PL treatment for different lamp discharge voltages for inactivation of
Listeria innocua in a liquid medium, and showed that the higher the voltage, the faster the
inactivation. Food composition, surface properties, product thickness, optical properties, and
initial contamination are other important factors that affect the efficacy of PL in food
decontamination (BHAVYA & HEBBAR, 2017, GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). For example,
although PL can inactivate Salmonella in food, solids, and liquids. Different levels of killing
effectiveness have been reported, depending on the substrate and treatment conditions

(GOMEZ-LOPEZ et al., 2007; HILTON et al., 2017; LUKSIENE et al., 2009).

To further understand how various PL treatment parameters affect inactivation, this
work focused on investigating the efficacy of PL treatment at a range of input voltage, pulse
widths, fluence, and irradiance levels. The fluence level per pulse was selected by varying the
pulse width and voltage, at the same position within the PL chamber. Four serotypes of
S. enterica subsp. enterica (Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, and Minnesota) and a
cocktail of these serotypes were used as challenge microorganisms. The treatments were

conducted on solid agar media, which mimicked a smooth and homogeneous food surface.
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3.2 MATERIALS AND METHODS

3.2.1 Pulsed Light system

PL treatments were conducted in a laboratory-scale benchtop PL system (XENON Model
X-1100, Xenon Corporation, Wilmington, MA, USA), shown in the schematic diagram in
Figure 3.1. This PL equipment allowed for modification of the voltage, pulse width, and the
number of pulses. The stainless-steel chamber had an internal shelf for placing samples at
different distances from the lamp. The PL treatments were performed at room temperature

(~21 °C) with samples placed at the shelf center, 13 cm from the lamp.

Figure 3.1. Schematic diagram of the PL unit with a treatment chamber and the power

supply energizing a xenon lamp.
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The fluence reaching the sample for each pulse was measured using a detector reader
(Ophir Optronics Inc., Nova II display, USA) and a pyroelectric head (Ophir Optronics Inc.,
L40 150 A, USA) placed on the shelf at the exact spot as the samples during treatment. All

fluence measurements were performed in triplicate.
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3.2.2 Bacterial suspensions

Four different serotypes of Salmonella enterica subsp. enterica (Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg, and Minnesota from the environment, chicken, and avian sources)
were kindly provided by the Food Safety Laboratory at Cornell University (Ithaca, NY,
USA). All strains were maintained in a culture stock at - 80 °C in TSB (BBL™ Trypticase™
Soy Broth, BD, USA) with 20% v/v glycerol. One loop from the stock culture was streaked
on TSA (BBL™ Trypticase™ Soy Agar, BD, USA) and incubated at 37 °C for 24 h. Then,
one single colony was transferred to 5 mL of TSB and incubated at 37 °C with aeration
(210 rpm) for 24 h. From the TSB bacterial culture, 5 pL of cultures at the stationary phase
were sub-cultured into 5 mL of TSB at 37 °C with aeration (210 rpm) for 16 h, reaching the
stationary phase at 10% to 10° CFU/mL.

The culture tubes were centrifuged for 5 min at 5500 rpm (16500 x g) and 21 °C
(Beckman, Avanti J-25, USA). Then, supernatants were removed, and the pellets were
resuspended with 5 mL of phosphate buffer solution (PBS, Weber DB™, Weber Scientific,
USA) for 30 s under vortex agitation (Digital vortex mixer, Fisher Scientific, USA).

For experiments with a cocktail mix, 2 mL from each of the four Sa/monella PBS
suspensions were combined in a fresh culture tube and mixed for 30 s under vortex agitation.
Ten-fold dilution series were prepared for all experiments for enumeration purposes and PL
inactivation experiments. The bacterial suspensions previously described were serially ten-
fold-diluted from 1 to 10! until 1 to 103, and 50 uL of each dilution was spread-plated on a

trypticase soy agar plate (60 mm diameter, 1 cm thick).

3.2.3 Inactivation procedure and microbial enumeration

Five minutes after spreading the inoculum, PL treatment was applied to each agar
plate of the dilution series individually. PL treatment was performed with one pulse of light
over the inoculated Petri dish placed at the center of the chamber at 13 cm from the light
source by applying 50 to 420 pus of pulse light width in 2000, 2500, and 3000 V of discharge
voltage. Inoculated but non-PL-treated agar plate was prepared as the control for the
corresponding PL-treated plate at each dilution. Salmonella initial counts (No) and survivor
counts (N) were obtained by enumeration after incubation at 37 °C for 24 h. The limit of

detection (LOD) of this microbial enumeration was 1 colony-forming unit (CFU) per plate,
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allowing for a maximum detectable log-reduction of 8. All experiments were performed in

triplicate.
3.2.4 Kinectic modeling

The Weibull model (Equation 1) was used for describing PL inactivation as a function

of fluence (F) (DE MORAES; HILTON; MORARU, 2020; WOODLING; MORARU, 2007).
NY_ _ppm
log (No) bF (1)
in which b and n are scale and shape parameters, respectively.

3.2.5 Statistical analysis

The statistical analysis was performed through a one-way analysis of variance
(ANOVA) using Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, USA). Tukey’s HSD tests were used for

posthoc pairwise comparisons, and differences were considered significant for p < 0.05.

3.3. RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1 PL treatment parameters

The equipment setup used here allowed the delivery of different fluence levels per
pulse in the same position within the PL chamber by using a combination of different pulse
widths and voltages. Most earlier studies used equipment with constant pulse width and
voltage. Thus, relocation of the sample in the chamber was required to obtain different
fluence levels, which changed the light incidence pattern (LEVY et al., 2012). Table 3.1
shows the PL input parameters voltage and pulse width and resulting fluence and irradiance.
Irradiance is a critical parameter in PL since this treatment aims to provide a high amount of
energy in the shortest possible time. It is suggested that PL efficacy is greater than continuous
low-pressure UV irradiation due to the high peak power (LEVY et al., 2012). Thus, the same
energy delivered content may achieve different treatment effectiveness, depending on the

irradiance (power per unit surface area).

It is noteworthy that we intentionally allowed overlap among the fluence ranges

obtained with the three voltage levels to uncover potential differences in bactericidal efficacy
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achieved under different voltages (see Table 3.1) since different voltages are known to change
the spectral output of the lamp (GOMEZ-LOPEZ & BOLTON, 2016). A higher PL voltage
has been found to shift the spectral distribution of energy towards lower wavelengths,
increasing the proportion of UV-C energy (SCHAEFER et al., 2007). For input voltages
ranging from 1000 to 3000 V, the percentage of UV-C in PL has been shown to decrease
while decreasing input voltage (LEVY et al., 2012).

Table 3.1. PL parameters voltage and pulse width and the resulting fluence and

irradiance.
Voltage Pulse width Fluence Irradiance

(V) (us) (mJ/cm?) (W/cm?)

2000 50 58%* 1160*
75 68 910
100 97 970
150 146 973
200 191 955
300 267 890
420 356 848

2500 50 107* 2140*
75 125 1700
100 170 1700
150 258 1720
200 338 1690
300 468 1560
420 609 1450

3000 50 163* 3260*
75 198 2600
100 280 2800
150 413 2760
300 756 2520
420 1030 2450

*Calculated using linear regression extrapolation (probably overestimated)
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The fluence dependence on the pulse width for each input voltage applied and the
linear relationship (R? > 0.99 for all three voltages) between these two parameters is shown in
Figure 3.2. The fluence values measured for pulses of 50 us were much smaller than values
obtained by extrapolating from the linear regression, attributed to the extremely short pulse
duration. The PL system uses a capacitor to accumulate electrical energy, delivered as short
light pulses by a source (KRAMER et al., 2017). The small amount of energy produced
during a very short pulse may not be appropriately registered during radiometric
measurements, depending on the sensitivity of the radiometer used. For this reason, fluence
values measured for 50 ps pulse width were not included in the linear regression in Figure
3.2. Thus, the linear regression resulted in slopes of 0.82, 1.4, and 2.4 W/cm? and y-intercept
values of 16, 38, and 45 mJ/cm? in 2000, 2500, and 3000 V, respectively. The slope increased
as the applied voltage increased, i.e., the higher the voltage, the easier it is to increase the

fluence and irradiance by increasing the pulse width.

Figure 3.2. PL fluence as a function of pulse width at 2000 V (A), 2500 V (&), and

3000 V (©), and the respective linear regression for each data set.
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3.3.2 PL inactivation of Salmonella: treatment and serotype effects

The effect of the PL treatment on the S. Typhimurium inactivation is shown in
Figure 3.3, which includes the log reduction log(N/N,) vs. fluence data at the three different
voltages. The inactivation curve observed here is typical of PL treatments, in which a plateau
is obtained after a critical fluence level is reached. The plateau indicates a limit of the PL
treatment effectiveness for the specific bacteria-medium system, after which inactivation no
longer increases with increasing fluence. At the same voltage, the log reduction increased as
fluence increased, as expected. However, similar fluence values but higher voltages led to
higher log reduction values. For instance, we obtained a 5.23 +0.34 log reduction of
S. Typhimurium at 170 mJ/em? (2500 V and 100 ps). A much smaller log-reduction
(3.18 £ 0.24) was reached using a slightly higher fluence of 191 mJ/cm? but a lower voltage
(2000 V and 200 ps). However, a higher log-reduction (6.16 +0.46) was observed when
using a similar fluence (198 mJ/cm?) and higher voltage (3000 V and 75 us). Higher PL
inactivation at higher voltage values was reported before. LEVY et al., (2012) investigated the
PL inactivation of B. subtilis spores on agar medium at 1000, 1500, and 2500 V and found
significantly higher (p < 0.05) inactivation levels at 2500 V than at 1000 and 1500 V. The
increase in the input voltage results in a higher inactivation, according to Levy et al. (2012).
Therefore, it was shown that the fluence level alone could not sufficiently describe the PL
treatment. Other PL treatment parameters, such as the voltage and pulse width, need to be
specified. Some PL equipment requires more than 50 flashes to achieve a significant
inactivation while others only 1 or 2 flashes (RAJKOVIC et al., 2010). Consequently, a

comprehensive evaluation of the factors involved in PL efficiency is necessary.
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Figure 3.3. S. Typhimurium inactivation (log(N/N,)) as a function of applied PL
fluence (mJ/cm?) at 2000 V (A), 2500 V (o), and 3000 V (o).
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Data points are average of 3 replicates, and error bars one standard deviation. The dashed line

(------ ) indicates the LOD (limit of detection).

Overall, the findings of this study are consistent with the literature describing PL
inactivation for Salmonella on agar plates. (PASKEVICIUTE; BUCHOVEC; LUKSIENE,
2011) observed a 5.5 log-reduction of S. Typhimurium at 160 mJ/cm?, comparable with
170 mJ/cm? (2500 V and 100 ps) that resulted in 5.23 + 0.34 log-reduction of S. Typhimurium
in the present work. Levy et al. (2012) performed PL experiments with strains of
S. Enteritidis; it was observed a 3 and 5 log-reduction with one single pulse with a fluence of
30 and 110 mJ/cm?, respectively. These results are comparable with data in the present work,
about 6 log-reduction at 198 mJ/cm?. According to Levy et al. (2012), a log-reduction higher
than 5 was obtained in one flash and at fluences lower than 1.8 J/cm? on spores of a range of
spore-forming bacteria, of vegetative cells of non-spore-forming bacteria, and on yeasts
spread on agar media. (LUKSIENE et al., 2007) achieved a plateau of 7-log reduction of
S. Typhimurium by PL treatment after 100 light pulses and 1600 mJ/cm? (1200 V,
133 W/cm?, and 5 Hz); however, the PL parameters voltage and number of pulses are very

different from those used in the current study.
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Figure 3.4 shows a Weibull-type model fitted to the S. Typhimurium inactivation
(log(N/Ny)) as a function of applied PL fluence (mJ/cm?) treated at 2000 V. The model fit
was good (R?>0.93), with the shape factor (n) of 1.04 and b scale parameter of 18.3,
indicating a quasi-linear behavior. However, PL treatment data at either 2500 or 3000 V could
not be fitted using the Weibull model since the inactivation plateau was reached at very low

fluence values (Figure 3.3).

Figure 3.4. Experimental data and fitted Weibull model for the S. Typhimurium
inactivation (log(N/N,)) as a function of applied PL fluence (mJ/cm?) at 2000 V (A).
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Data are averages of 3 replicates and error bars one standard deviation.

Bacterial log-reduction data after the PL treatment applied to the four S. enterica
serotypes and the cocktail using 2000, 2500, and 3000 V are presented in Table 3.2. At very
low fluence (0.80 mJ/cm?), using 2000 V and 50 ps, the observed inactivation was lower than
1-log for all serotypes and the cocktail, without significant difference among them. At the
other boundary, no significant difference among log-reduction values (6.6 to 7.1 log) for all
serotypes and cocktail was observed at relatively high fluences, around 300 mJ/cm?, when
using 100 ps/3000 V or 200 us/2500 V. Only at 191 mJ/cm? (2000 V and 200 us), PL
treatment resulted in a log-reduction value significantly higher (around 1-log) for

S. Enteritidis than the values found for the other serotypes and cocktail. This result suggests
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that the S. Enteritidis serotype may be more sensitive to the PL treatment at this condition.
However, among the other three serotypes and the cocktail, no significant difference was
found. Thus, whether S. Enteritidis is present in a cocktail of Sa/monella spp. may not affect
the overall inactivation outcome by PL since it is less resistant, and a possible failure would

be a safe underestimation of the inactivation.

Table 3.2. S. enterica serotypes inactivation as a function of PL treatment voltage, pulse

width, and fluence (mJ/cm?). Values are averages + one standard deviation (n = 3).

Log Reduction by PL Inactivation, log(N/N)

Voltage Pulse Fluence
V) width (mJ/cm?) Typhimurium  Enteritidis Heidelberg Minnesota Cocktail*

(1s)
2000 50 080  -0.42+0.33* -0.12+£0.02* -0.59+0.44* -0.24+0.19° -0.23+0.07
2000 200 191 32+02° 42+0.1°  -33+0.1°  3.1+02°  -33+04
2500 200 338 63+04¢  -67+049 -63+03¢  -65+03%  -59+0.5
3000 100 280 6.8+04°  -6.8+0.5  -7.1+02°  -6.6+04°  -7.1+0.0°

*Cocktail: a mix of the four S. enterica serotypes.

Values followed by the same superscript letters in the same row (with the same voltage, pulse
width, and fluence values) have no significant differences by the ANOVA one-way Tukey test
(p <0.05).

3.4. CONCLUSIONS

PL was effective for the inactivation of four S. enterica serotypes (Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg, and Minnesota) and a cocktail of them. PL inactivation had increased
from 3 to 6-log reduction when the voltage increased from 2000 to 3000 V, keeping a similar
fluence level at around 191-198 mJ/cm? for S. Typhimurium. Overall, Sa/monella inactivation
reached up to 6 to 7-log reduction for all four serotypes and cocktail mix after only one single
light pulse with a fluence of 280 mJ/cm?. A very important finding of this study is that PL
treatments conducted under similar fluence, but at different voltage and irradiances, resulted
in different levels of microbial inactivation. Furthermore, the results demonstrated not
significantly different log-reduction values for each serotype and the cocktail. At an
intermediary fluence level, S. Enteritidis presented a 1-log reduction higher than other

serotypes. However, using a cocktail of Salmonella enterica serotypes to design the PL
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treatment is adequate since the mix followed the more resistant serotypes. These findings
suggest that it is feasible and effective to fine-tune PL discharge voltage and pulse width, such
that more effective inactivation of bacteria can be achieved while maintaining product quality
and saving energy, thus opening up new possibilities for optimizing the PL treatment for a

given industrial application.
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CAPITULO 4 - Luz Pulsada para Inativacio de Salmonella em Peito de Frango
Resfriado

Neste capitulo ¢ apresentado o artigo “Pulsed Light treatment on fresh chicken breast
surfaces: Salmonella enterica reduction and quality attributes”, que estd em processo de
submissao a revista Food Control.

Parte do contetudo deste capitulo foi apresentado pela autora, na sessao de apresentacdo
oral, no Congresso Internacional, EFFoST — IFT International Nonthermal Processing, em
novembro de 2019, na cidade de Monterrey (México) - “Pulsed Light For Salmonella
Inactivation On Chicken Breast Meat”.

Neste capitulo avaliou-se o efeito de diferentes valores de fluéncia (J/cm?), em fungao
da combinagdo de comprimento de pulso e nimero de pulsos na redugdo da concentracdo do
coquetel de Salmonella na superficie superior (abaixo da pele), e na superficie inferior (parte
do corte do lado do osso) do fil¢ de peito de frango resfriado. Além disso, avaliou-se a
qualidade sensorial e de cor na parte superior do filé¢ de frango tratado por luz pulsada.

A parte dos experimentos, referente a inativagdo de Salmomella inoculada nas
superficies do fil¢ de peito de frango foi realizada durante o periodo do Doutorado Sanduiche
(PDSE) no laboratorio de Food Science na Universidade de Cornell, com auxilio e orientacao
da prof. Dra. Carmem Moraru, Dr. Yifan Cheng e Dra. Rachel Alessandra Cheng. Como
continuidade dos experimentos no Brasil, foram realizados novos experimentos e produc¢do de
amostras na UFSC no Laboratorio integrado de engenharia bioldgica (Lieb) do departamento
de Engenharia Quimica e de Alimentos, com auxilio e orientacdo da Dra. Jaqueline Moraes e
Dr. Bruno Carciofi. As medidas de qualidade (cor) foram realizadas no laboratdério de

Propriedades Fisicas dos Alimentos (PROFI), neste mesmo departamento da UFSC.
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4. Pulsed Light Treatment of Chicken Breast Surfaces: Salmonella enterica reduction

and quality attributes

ABSTRACT

This study evaluated Pulsed Light (PL) treatment for inactivating Salmonella enterica
inoculated on raw chicken breast meat. A variety of PL parameters - number of pulses (1 to
6), pulse width (420 to 2520 us), fluence (2.12 to 12.72 J/cm?), and irradiance (1.96 to
5.05 kW/cm?) - were used and the consequent Salmonella log-reduction determined on the
naturally external (top) and internal (bottom) surfaces of the chicken breast fillet after
treatment. Also, treated samples were assessed for changes in temperature, color, and sensory
attributes. Salmonella reduction ranged from 1.18 to 2.33 log on top and from 0.58 to 1.17 log
on the bottom surface. The decontamination was dependent on the surface, with a
significantly 1 log reduction higher for the smoother (top) surface than the rougher (bottom)
surface. Quality attributes such as color and sensory of PL-treated chicken breast were not
significantly different from untreated samples. The results indicated that PL could be used in
the chicken industry, giving preference for shorter and frequent pulses — consequently higher

irradiance — that increase Salmonella inactivation at both sides.

4.1 INTRODUCTION

Food safety is a fundamental aspect of global food production and security.
Salmonella enterica s one of the foodborne pathogens most often associated with infections
(BORGES et al., 2017), while chicken, turkey, and eggs account for 28% of the salmonellosis
reports in the US (IFSAC, 2020). Poultry processing steps - slaughter, scalding, defeathering,
and evisceration - promote the leakage of intestinal contents and feces that are source of
Salmonella contamination on chicken meat (MEAD, 2004). Noteworthily, the incidence of
Salmonella increases from pre-chill to post-chill due to cross-contamination in processing
equipment (surfaces and conveyor belts) and workers manipulation, impacting the whole

poultry carcass and their cuts.

Thermal processing can easily inactivate Salmonella (D-value of 0.1 min at 70 °C)
(MURPHY et al., 2002). However, raw chicken has a high market share, which requires

poultry processors to control foodborne pathogens in those products. Thus, there is a demand
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for food processing alternatives to inactivate microorganisms while preserving the overall

characteristics of raw food (VAN IMPE et al., 2018).

High intensity Pulsed Light (PL) is a nonthermal food processing method able to
multi-log reductions of foodborne pathogens (Mengarda-Buosi et al., 2021) while retaining
nutritional and sensory food quality due to minimal processing (DE MORAES; MORARU,
2018). The exposure to PL includes infrared, visible, and ultraviolet radiation that inactivate
microbial cells at room temperature (MORARU, 2011). PL is an excellent method of solid
and liquid foods, surfaces, and packaging decontamination (GOMEZ-LOPEZ & BOLTON,
2016; Hilton et al., 2017; MORAES et al.,, 2020; MORARU, 2011). PL application for
decontaminating food and food contact surfaces was approved in 1996 by the U.S. Food and
Drug Administration (FDA). The FDA recommends using xenon lamps with wavelengths
between 200 and 1100 nm, up to cumulative 12 J/cm?, and pulse width below 2 ms (FDA,
1996).

Several studies demonstrated PL microbial inactivation effectiveness depending on the
number of pulses, voltage applied, distance between sample and lamp, spectral range of the
light, time between contamination and treatment, type of treated sample, and type and initial
concentration of microorganisms (DHAR & CHAKRABORTY, 2020; HEINRICH et al.,
2016; MANDAL et al., 2020). Fluence (energy per unit area) is the most common parameter
to characterize PL. However, it does not define the treatment effectiveness alone, and
irradiance (energy per unit area per unit time) and light spectrum (that depends on the applied
voltage) are essential (Levy et al,, 2012). Mengarda-Buosi et al. (2021) explored PL
treatments with different pulse widths and voltages for Sal/monella inactivation, which
resulted in higher log-reduction levels when increasing the fluence; however, under similar
fluences, they observed higher inactivation levels with higher voltages or higher irradiances

(shorter pulses).

Light-based technologies have limitations for solid food application due to material
opacity and roughness, and temperature rise by the photo-thermal effect from radiation in the
infrared region (MANDAL et al., 2020). Solid foods and packaging materials must ideally be
clear and smooth for not shading the microorganisms (BHAVYA & UMESH HEBBAR,
2017). PL treatments achieved a high-level microbial inactivation on agar surfaces, up to
7 logs, while it reaches around 1 to 3 log reductions on complex surfaces, such as meat

(HEINRICH et al., 2016). Chicken meat surface decontamination by PL was reported as a
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function of the dose, distance from the light source, pulse repetition rate, and voltage
(PASKEVICIUTE et al., 2011), treatment time, microbial load, packaging (KEKLIK et al.,
2010), and type of microorganism (KEKLIK et al., 2012a).

Previous studies observed PL efficacy on reducing S. enterica contamination in up to
2.0 log on boneless chicken breast (KEKLIK et al., 2010), 2.0 log on raw chicken meat
surface without affecting the sensory attributes using 5.4 J/cm?> (PASKEVICIUTE et al.,
2011), and 0.9 to 3.0 log on raw chicken fillets at 1.25 to 18.0 J/cm? (MCLEOD et al. 2017).
However, the literature presents PL treatment only on the so-called top surface, i.e., the
external meat surface before removing it from the chicken carcass. There is a concern om
inner muscle parts that became exposed to cross-contamination after cutting, such as the
chicken breast surface naturally bonded to the carcass (so-called bottom surface). Thus, the
present study aimed to investigate PL parameters pulse width, fluence, and radiance affecting
Salmonella enterica log-reduction and quality attributes instrumental color and sensory when

PL was applied to the top and bottom surfaces of raw chicken breast fillets.

4.2 MATERIALS AND METHODS

4.2.1 Chicken breast fillets samples

Fresh boneless skinless chicken breast fillets were obtained from a local supermarket
(Ithaca, NY, USA) at least 5 days before ending their labeled shelf-life and stored in the
refrigerator at 4 °C until use. The chicken surfaces were designated as the top side surface
(the muscle that was closer to the skin) (Figure 4.1a) and the bottom side surface (the inner
side that was closer to the bone) (Figure 4.1b). Chicken breast fillets were cut into a round
shape (projected surface area of 28.26 cm?) using a petri dish (diameter 6 cm), as presented in
Figure 4.1c for the top side surface and in Figure 4.1d for the bottom side surface. The petri

dish was used for holding the samples during PL experiments.
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Figure 4.1. Chicken breast fillets images of (a) top side surface and (b) bottom side
surface, and chicken breast fillets cut samples of the (c) top side surface and (d) bottom

side surface.

(@

4.2.2 Inoculum and inoculation

The inoculum of Salmonella enterica subsp. enterica containing four serotypes
(Heidelberg, Typhimurium, Minnesota, and Enteritidis) were prepared according to
Mengarda-Buosi et al. (2021). The strains came from the Food Safety Laboratory (Cornell
University, Ithaca, NY, USA) where they were maintained at - 80 °C in Tryptic-Soy Broth
(TSB, BD, USA) with 20% of glycerol in volume. For obtaining the 4-strains cocktail
inoculum, each serotype was first prepared individually, as it follows.

One loop removed from the TBS stock culture was streaked on Tryptic-Soy Agar
(TSA, BD, USA) for incubation at 37 °C for 24 h. Then, a single colony from the TSA culture
was added to TSB (5 mL) for incubation at 37 °C and aeration (210 rpm) for 24 h. Thus, 5 pL
were transferred to another TSB (5 mL) and kept at 37 °C and aeration (210 rpm) for 16 h,
reaching the stationary phase with 10%-10° CFU/mL. Thus, the bacterial culture was
centrifuged (5 min, 5500 rpm, 16500 % g, 21 °C) and the resulting pellets were resuspended
under vortex agitation (30 s) on phosphate buffer solution (5 mL, Weber DB™, Weber
Scientific, USA). Finally, 2 mL of each Salmonella serotype suspension were added into a

sterile tube for vortex agitation (30 s), forming the 4-strains cocktail.

(©)
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Inoculation was performed by adding ten drops (5 pL) of the cocktail onto the surface
of the chicken breast samples to achieve around 10° CFU/cm?. After inoculation samples were

kept for 15 min in the laminar flow cabinet at room temperature before PL treatment.

4.2.3 Microbial enumeration

Non-treated and PL-treated Salmonella-inoculated samples were submitted to
microbial enumeration to determine the initial contamination, Ny, and the surviving number of
cells, N, respectively, as described in the following. The natural microbiota present on
uninoculated boneless chicken breast fillet was analyzed (negative control) for Salmonella
presence and enumeration.

Chicken meat samples were transferred to filtered stomacher bags (Nasco, Whirl-
pak®, Madison, WI, USA), followed by the addition of 30 mL of phosphate buffer solution
(PBS, Weber DB™, Weber Scientific, USA) prior to mechanical stomaching (model 400,
Seward Ltd., Worthing, UK) for 1 min. Stomached samples were serially diluted in phosphate
buffer solution followed by spread-plating 0.1 ml on XLD agar (Xylose Lysine Deoxycholate,
BD Difco™, USA) and incubation at 37 °C for 24 h. Finally, Salmonella colonies on the XLD
plates were enumerated and their concentrations on chicken breast surfaces back calculated,
which were expressed in CFU per centimeter square of the sample surface. The limit of
detection of this method is 10 cells per plate (for each dilution). The log-reduction value of

each treatment was estimated by logio (N/No).

4.2.4 Pulsed Light treatment

A bench-top PL system (X-1100, Xenon Corporation, USA) comprising of a control
unit, a treatment chamber, and a blower lamp housing unit was used for the experiments. A
linear Xenon flash lamp (LH-840) could deliver high-intensity noncollimated white light
(240-1,100 nm) using a maximum voltage of 3000 V. A quartz window protected the lamp,

and the housing lamp was connected to an air blower to prevent the lamp from overheating.

The energy received by the target sample in each pulse was measured using a
radiometer equipped with a detector reader Nova II display (PE50 Ophir Optronics Solutions
Ltd., Ophir Optronics Inc., Wilmington, MA) with a pyroelectric head (model L40 150 A). It
was measured the energy delivered for a single pulse of varying pulse width (420, 1260, and
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2520 pus) at 3000 V with the radiometer head positioned at 4.6 cm from the lamp. This
distance sample-radiometer head was the same further used for placing the chicken samples in
the inactivation experiments. When more than one pulse was applied, the fluence value was
estimated by directly multiplying the number of pulses and one pulse fluence. The irradiance
of each pulse was expressed as radiance energy in kW/cm?, estimated by the ratio fluence

(J/cm?) by pulse width (us).

PL treatments were applied to both top and bottom surfaces of the chicken breast
fillets placed into Petri dishes (Figures 1(c) and 1 (d)) 15 min after inoculation. Three pulse
width values were used 420, 1260, and 2520 ps and up to 6 pulses. Treatment conditions were
chosen to allow overlapping fluence levels for different pulse widths for comparing irradiance
effect while keeping the total fluence up to 12 J/cm?, as suggested by the FDA. A minimum of

three independent replicates was performed for each experimental condition.

4.2.5 Temperature measurement

An infrared (IR) thermometer (Fisher Scientific, RS232, Type K) was used to measure
the temperature of the chicken breast fillet before and immediately after the PL treatment.

These measurements were performed in triplicate on the top of the samples.

4.2.6 Confocal microscopy

Surface topography images were acquired with a Zeiss 710 Confocal microscope
(Feldbach, Switzerland) to visualize Salmonella inoculated onto the top and bottom chicken
breast surfaces, and on solid agar media (smooth surface), before and after PL treatment. To
visualize Salmonella and evaluate their viability within the aforementioned topographical
environments, the chicken and agar samples together with the Salmonella inoculum were
stained with the live/dead fluorescent dye (Backlight) after proper dilution (6 pL dye into
3 mL of 0.15 M NaCl). Specifically, for each sample, 100 pL of the diluted dye solution was
added to the surface of interest and incubated in the dark for at least 20 min. For confocal
imaging, first, 5 mL of NaCl solution (0.15 M) was aliquoted into a confocal compatible petri
dish, where a chicken breast or agar sample was then gently placed, with the spot of interest
facing downward and centered within the viewing window. After 1 min of equilibration, the

image capture started. Controls images of the non-inoculated chicken breast fillets (top
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surface and bottom surface) and agar media were also acquired to (i) obtain the topography of
these samples and (ii) help discern Sa/monella cells from the eukaryotic cells native to the

chicken breasts, which were also subjected to the fluorescent staining.

4.2.7 Instrumental color measurement

CIELab scale color parameters were estimated from images taken with a camera
(D5500, Nikon Corporation, Japan) and processed with help of the software Imagel v. 1.6.0
(National Institutes of Health, USA), as proposed by Simdo et al. (2021) with minor
adaptations. The L* (lightness), a* (redness) and b* (yellowness) values were determined

from the mean of three repetition measurements and the values averaged.

4.2.8 Sensory evaluation

Samples treated by pulsed light (1, 3, and 6 pulses of 420 us) were compared to
untreated (control) by the difference-from-control (DFC) test with 20 trained panelists.
According to Rogers (2010) and Whelan (2017), 20 trained panelists is adequate to compare
control versus treated samples at the DFC test. Treated and untreated samples were frozen and
kept at -18 °C for further sensory DFC evaluation at frozen, raw thawed, and cooked
conditions following ISO8589 (2010) standards of individual booths, lighting, and
temperature. Frozen samples were assessed immediately after removing from storage.
Thawed samples were obtained after 12 to 24 h at 4 °C. Cooked samples were obtained from
thawed samples wrapped in aluminum foil and baked in a preheated oven at 220 °C for 10
minutes, assuring the cold spot at 75 °C or more.

The 8-point scale used to assess DFC was presented to the panelists, in which 0 =no
difference than control, 2 = low difference than control, 4 = moderate difference from control,
6 = different from control, 8 = extremely different than control. Then, each panelist received
the standard sample (control), setting it as a reference to the global appearance attribute.
Panelists were instructed to observe and compare color, freshness appearance, and odor of
frozen and thawed samples, and color, appearance, odor, taste, and texture of cooked samples.

Each panelist received three samples for each test session, two pieces to be evaluated
(PL-treated with 1, 3, or 6 pulses or untreated in randomized order) coded with three-digit and
a control sample labeled as "control". All the tests were conducted in duplicate. Controls were
used to check the homogeneity of the sample preparation and to monitor the panel's

performance. The results were analyzed considering descriptive statistics of the attribute.
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4.2.9 Statistical analysis

Treatments and analyses were performed at least in triplicate. Comparison of averages
was applied using one-way analysis of variance (ANOVA), and Tukey's test HSD was
performed for each PL treatment condition and sample surface side. It was used the Minitab
20 software (Inc. Statistical Software Data Analysis Software, USA) at 95% (p <0.05)
significance level. For sensory analysis, ANOVA and Dunnet test were performed for each
DFC test, for comparison between control and evaluated samples with the software XLSTAT

2021 (Addinsoft, France) at 95% (p < 0.05) significance level.

4.3. RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1 Energy delivered and temperature increase

The fluence measured for each PL treatment chosen is in Table 4.1. As expected,
fluence increased as the pulse width increased; however, it does not present a directly
proportional relationship. Three times longer pulse width (from 420 to 1260 ps) duplicated
the fluence, while doubling the pulse width from 1260 to 2520 us increased around 0.9 J/cm?
(increase of 21% for 1 pulse and 8% for 2 pulses). The irradiance was estimated as 5.05, 3.25,
and 1.96 kW/cm? for pulses of 420, 1260, and 2520 ps, respectively.

The sample surface temperature taken before the PL treatment was 1.57 +£0.79 °C
(average + standard deviation). After the treatment, the temperature variation AT was always
positive and no bigger than 5 °C (Table 4.1). Overall, increasing pulse number or pulse width
led to higher total fluence, which increased the extent of temperature rise due to radiative

energy.

4.3.2 Salmonella reduction on samples’ top surface

Table 4.1 presents the log-reduction, log (N/Ny), of Salmonella count on samples top
surface, comparing statically the effect of the different number of pulses (1-6) of 420, 1260,
and 2520 us while keeping fluence level up to around 12 J/cm? at 3000 V and 4.6 cm from the

lamp.
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In this work, the Salmonella log reduction was in the range 1-2log (except
5 pulses/420 ps that reached - 2.33), as presented in Table 1. In a previous study, Mengarda-
Buosi et al. (2021), with the same PL system and similar fluence and irradiance values,
observed up to 6-7 log reduction for the same bacteria on an agar surface. PL treatments are,
in general, far more effective when applied to solid agar medium (smooth surface) than in
actual food products (Moraru, 2011). The values of Salmonella reduction for the chicken
samples found in the present study (Table 4.1) are in the same range, about 2 log or less for
fluence up to 12 J/cm?, observed by other authors in PL treatment of meat products
(HAUGHTON et al., 2011; HEINRICH et al., 2016;). Although higher decontamination
levels could be achieved by increasing the fluence, legislation and product quality losses, such
as lipid oxidation and sensory modification, may impose restrictions (LUKSIENE et al.,
2009; MCLEOD et al., 2018; WAMBURA & VERGHESE, 2011).

A longer pulse width did not significantly increase the Salmonella reduction for 1, 2,
or 3 pulses, even with fluence values more than twice bigger. The longer the pulse, the
smaller the irradiance, which could explain why bigger fluences did not present higher
lethality. On the other hand, using the same irradiance, when the cumulative fluence increased
at a pulse width, a higher log reduction was found, as observed when comparing 1 pulse vs. 5
and 6 pulses in Table 4.1 for 420 ps. One can assume that increasing the pulse number creates
more opportunities for PL to breach into the shaded area and inactivate the bacteria there.
Additional 1 log reduction from increasing the number of pulses up to 5 or 6 for reaching
around 2 log as total decontamination is a relevant result for food safety purposes. For
example, quantitative microbial risk assessment models indicate that around 2 log-reduction
in Salmonella concentration on broiler carcasses should substantially reduce the risk of human

exposure to salmonellosis (NAUTA et al., 2005).
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Table 4.1. Fluence delivered, temperature variation (average + standard deviation), and Salmonella log-reduction (average + standard

deviation) on the top side of chicken breast for PL treatment at 3000 V and 4.6 cm distance from the light source for different number of

pulses and pulse width.

Pulse width
420 ps 1260 ps 2520 ps
Number
Fluence log (N/Ny) Fluence log (IN/Ny) Fluence log (IN/Ny)
of AT (°C) AT (°C) AT (°C)
(J/cm?) (J/cm?) (J/cm?)
pulses
1 pulse 2.12 2.63 +£0.354 -1.22 £ 0.6742 4.09 1.40 £0.30%°  -1.18 £ 0.6742 4.95 1.70 £0.104®  -1.62 & 1.0442
2 pulses 4.24 1.73 £0.38%  -1.54+(0.58ABa 9.18 3.60 £ 0278 -1.87 £0.644¢ 9.90 3.07+0.218 -1.34 £ 0.68%
3 pulses 6.36 2.60£0.10%  -1.55+0.76AB2 12.27 3.77+0.67%  -1.58 £0.824¢ - - -
4 pulses 8.48 4.10+0.108 -1.77 £ 0.8248 - - - - - -
5 pulses 10.60 3.80 +0.448 -2.33+£0.808 - - - - - -
6 pulses 12.72 4.83+0.21B -1.93 £0.948 - - - - - -

AB Different upper-case letters in a column means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).

a Different lower-case letters in a row means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).
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4.3.3 Salmonella reduction on samples’ bottom surface

PL-treatment of the so-called bottom surface of the chicken breast fillets was
performed using the parameters 1-6 pulses for 420, 1260, and 2520 us, leading to fluence up
to around 12 J/ecm? (3000 V and 4.6 cm from the lamp), as shown in Table 4.2. Log-reduction
found for those treatments were into the range 0.58 to 1.17 log. Besides, no significant

difference was observed when changing either number of pulses or pulse width.

Table 4.2. Salmonella log-reduction, log (V/Ny), on the bottom side of the chicken breast

after PL-treatment depending on pulse width and number of pulses.

Pulse width
420 ps 1260 us 2520 ps
Number Fluence log (N/Ny) Fluence log (NV/Ny) Fluence log (IV/Ny)
of pulses (J/cm?) (J/cm?) (J/cm?)
1 pulse 2.12 -0.58 £ 0.2442 4.09 -0.82 £ 0.334a 4.95 -0.93 £ 0.4242
2 pulses 4.24 -0.83 £ 0.1442 9.18 -0.71 £ 0.28% 9.90 -1.17 £ 0.0842
3 pulses 6.36 -0.85 + 0.4942 12.27 -0.89 £ 0.18%

4 pulses 8.48 -1.01 £0.194
5 pulses 10.60 -0.59+0.18*
6 pulses 12.72 -0.94 £ 0.374

AB Different upper-case letters in a column means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).

® Different lower-case letters in a row means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).

PL-treatment effectiveness on Sa/monella decontamination was around one order of
magnitude bigger (around 1 log) when applied at the top surface than at the bottom surface.
Statical analysis confirmed a significant difference at 95% of confidence (p <0.05) when
comparing each treatment setup (number of pulses and pulse width) in terms of Salmonella
log-reduction between both sides.

It is notorious in Figure 4.1 a rougher surface at the bottom side (Figure 4.1b) in
comparison to the top side (Figure 4.1a). The complex topography of the bottom surface
increased the chance of Salmonella survival after PL. The presence of many peaks and valleys
at the bottom surface can shield bacteria against light incidence. Other hypotheses are that,
due to a higher specific surface area, bacterial cells have more possibilities to bound and be
covered by food matrix components, and some bacteria overlapping when soaked in a kind of

microwell formed by cracks on this surface.
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For a high PL-treatment efficiency, solid foods must ideally be smooth, and without
roughness, pores, grooves and crevices which could shadow the microorganisms from the
light (ELMNASSER et al., 2007; GUERRERO-BELTRAN & BARBOSA-CANOVAS,
2004). Figure 4.2 has representative confocal microscopy images of a solid agar media
(Figure 4.2a), which is the smoother one; and top (Figure 4.2b) and bottom (Figure 4.2¢)
chicken breast surfaces, both much rougher than the agar with the presence of peaks and
valleys at the bottom surface. Other studies also showed roughness as criteria for impairing
PL-treatment, such as in meat products where up to 6 logs more bacteria were found
comparing to agar surface after the treatment (HEINRICH et al., 2015); while Salmonella and
E. coli were more likely to survive on strawberry (rougher) than on blueberries (smoother)

surface in around 2 - 3 log (CAO et al., 2017).

Figure 4.2. Confocal microscopy images (a) agar media surface, (b) chicken breast top

surface and (c) chicken breast bottom surface.

Figure 4.3 presents the confocal images of PL-treated chicken breast top (Figure 4.3a

superior view, and Figure 4.3¢ three-dimensional view) and bottom (Figure 4.3b superior
view, and Figure 4.3d three-dimensional view) surfaces inoculated with Sa/monella. The
treatment selected was 6 pulses of 420 us at 3000 V with cumulative fluence of 12.26 J/cm?.
Green-colored cells representing live bacteria were often observed on the bottom surface,
while red-colored cells (dead) were the vast majority of bacteria identified on the top surface.
Furthermore, the reconstructed three-dimensional z-stacks taken on a representative chicken
breast bottom surface indicated that the survival cells tend to occur in the interstitial spaces
between chicken cells (Figure 4.3d). These images provide direct evidence that multiscale,
hierarchical topographies, ranging from the macroscopic unevenness resulted from tissues to
the microstructures resulted from distributions of chicken cells, could provide shading for

bacterial cells, and limit the impact of PL treatment.
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Figure 4.3. Confocal microscopy images of PL-treated (6 pulses of 420 us at 3000 V and
total of 12.26 J/cm?) chicken breast: (a) superior view of the top surface, (b) superior
view of the bottom surface, (c) three-dimensional view of the top surface, and (d) three-
dimensional of the bottom surface. Chicken nuclei protein was marked as red (bigger

than 10 pm), and Salmonella cells alive in green and dead in red (smaller than 10 pm).

(a) (b)

live
« Dacteria

chicken nuclei

Al

dead bacteria

4.3.4 Instrumental Color

The instrumental measurement of color parameters L* (lightness), a* (redness), and b*
(yellowness) of chicken breast top surface PL-treated with 1, 3, and 6 pulses of 420 ps, at
3000 V and 4.6 cm distance from the light source. and untreated are presented in the
Table 4.3.

Overall, no significant differences (p <0.05) on lightness (L*) and yellowness (b*)
were found between treated and untreated samples. However, the redness value a* was

significantly reduced after PL treatment with 1, 3, or 6 pulses, although the sensory panel
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observed no change in the redness (see next section). The same results were found for PL on
beef meat, where instrumental color values were not affected by 1 pulse treatment. However,
PL treatment of 5 pulses significantly decreased the redness (a*) parameter, while no
significant differences were observed for lightness (L*) and yellowness (b*), and the change
in redness were not observed by a sensory panel (TOMASEVIC et al., 2019). Keklik et al.
(2009) indicated that mild and moderate PL-treatments did not affect the color of chicken

samples, although extreme PL treatment increased L*, a*, and b* values significantly.

Table 4.3. Instrumental measurement of color parameters L* (lightness), a* (redness),

and b* (yellowness) on top chicken breast for PL-treated and untreated samples.

Color Parameter

PL Treatment }z}?f;f)e L* a* b*
untreated - 75.03 £2.674 10.71 £2.104 549 +2.174
1 pulse 2.12 77.49 £ 0,914 6.85 + 0.60° 1.67 £ 3.494
3 pulses 6.36 77.16 + 1.774 8.06+1.618 6.09 + 4,994
6 pulses 12.72 76.76 + 1.834 7.14 +1.088 3.95+2.864

AB Different upper-case letters in a column means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).

4.3.5 Sensory evaluation

Table 4.4 summarize the score obtained by the sensory DFC test for frozen, thawed,
and cooked samples. Overall, there is no difference between PL-treated versus control
samples, exception for cooked samples PL-treated with 6 pulses. Similar studies on fresh
chicken meat did not identify sensory differences (PASKEVICIUTE et al. (2011), up to
5.4 J/cm?) or registered statistically significant difference due to a sunburnt odor that was not
identified after cooking (MCLEOD et al. (2017), only at 10.8 J/cm?, the higher fluence
evaluate). All difference values observed were relatively low (below 3.30), indicating that

treated samples are close to control.
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Table 4.4. Sensory DFC test score (average + standard deviation) about global appearance for assessing control vs. PL-treated/untreated
frozen, thawed, and cooked samples. Panelists’ score was 0 = no difference than control, 2 = low difference than control, 4 = moderate
difference from control, 6 = different from control, 8 = extremely different than control. PL-treated samples received 1, 3, and 6 pulses

(420 ps at 3000 V and 4.6 cm from the light source). Statical analysis used ANOVA and Dunnett test. MSD is the minimum significant

difference.
PL Treated Samples
Control
1 pulse 3 pulses 6 pulses
Condition Score Score DFC Score DFC Score DFC p-value MSD
Frozen 225+1.164 1.70+1.38%  -0.55 1.10+1.98%  -0.85 1.80 + 1.964 -0.45 0.447 1.10
Thawed 1.95+1.66% 2.10+1.774 0.15 245+2.114 0.50 2.10+£2.024 0.15 0.850 1.24
Cooked 1.10+1.414  1.85+1.87* 0.75 2.08 +£1.994 0.95 3.30 £2.038 2.20 0.004 1.24

AB Different upper-case letters in a row means statical difference at 95% of significance (p < 0.05).
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4.4. CONCLUSIONS

PL technique is an apt method of decontamination for chicken breast pieces.
Overall, the treatments did not significantly modify the quality attributes, and slight
differences were found when increasing the fluence, but they are not a concern due to being
relatively low. On the other hand, surface irregularities are challenging since a significant
difference between the log-reduction of inoculated Salmonella enterica at the top (smoother)
surface and the bottom (rougher) surface. It was demonstrated that the rougher surface
impaired the treatment in up to 1-log reduction, independently of the PL treatment parameters
here tested. This study demonstrated that is important to properly assess each surface,
indicating that the differences must be considered when designing PL application for the food
industry. The present study suggests that the effectiveness of PL as part of a risk reduction
strategy in industrial food processing can be improved by shorter and more frequent pulses,
leading to a higher irradiance and increasing the chance of Salmonella (and other eventual

microorganisms) inactivation.
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CAPITULO 5 - Luz Pulsada na Inativacio de Salmonella em Peito de Frango Congelado

Neste capitulo foi avaliada a aplicacdao da luz pulsada para inativagao de Sal/monella na
superficie de filé de peito de frango apds congelamento e embalagem. Métodos de inativagao
de micro-organismos poés-processamento sao extremamente relevantes, a fim de evitar
contaminagdo apds o processo. Na literatura foram encontrados estudos na inativacdo de
micro-organismos em peito de frango e outros alimentos resfriados, frescos, e alimentos sob
temperatura ambiente, por luz pulsada como mostrado nos capitulos 3 e 4. No entanto, a
aplica¢do de luz pulsada em superficies de alimentos congelados ndo foi encontrada. Assim,
neste capitulo, os resultados de inativa¢do de Salmonella inoculada na superficie superior do
fil¢ de peito de frango, embalado, congelado e tratado por luz pulsada foram comparados aos
resultados obtidos no capitulo 4 para frango resfriado.

A importancia do estudo leva em consideragdo as legislagdes e 6rgdos publicos do
Brasil, que mostram que a contamina¢do de alimentos ¢ um grande problema de saude
publica, e que as solugdes devem ser averiguadas da melhor forma possivel. Hoje, os
diagnodsticos de presencga ou auséncia do patdégeno Salmonella é disponibilizado apenas apos
alguns dias do produto estar congelado e embalado e disponivel na estocagem para envio ao
consumidor.

Este capitulo sera submetido como um short communication.

5. Pulsed Light treatment on frozen chicken breast: Salmonella enterica reduction

ABSTRACT

The control of pathogenic bacteria, such as Salmonella is quite complex, since these
microorganisms are able to survive in different storage situations, such as freezing. Chicken
meat can be contaminated due various stages of chicken processing, from the slaughter to the
handling of carcasses and cuts. Beside this it can be a vehicle for the transmission pathogenic
bacteria, specially Salmonella. In this study, we investigated the efficacy of PL treatment on
Salmonella enterica inactivation on frozen chicken breast. The influence of PL parameters,
such as pulse width of 420 us, different number of pulses and fluence of 2.12 to 12.72 J/cm?,
were applied to the Salmonella-inoculated chicken breast top surface frozen, then evaluated
the microbiological log reduction. Pulse width and number of pulses resulted in similar

decontamination of Salmonella. The Salmonella log-reduction ranged from 0.79 to 1.87 for
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frozen chicken breast top surface. The results indicated that PL could be used in chicken

industry, especially as a part of a Salmonella control strategy for frozen finished product.

5.1 INTRODUCTION

Raw chicken meat might be a vehicle for the transmission of numerous microorganisms,
some of them pathogenic to humans. Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7,
and Campylobacter are the most prevalent foodborne pathogens associated with raw chicken
( HAUGHTON et al., 2011; MCLEOD et al., 2018, STEFFENS et al., 2017). Chicken meat
contamination causes risks to the health of consumers and economic losses to producers. In
2016, the Food Safety Inspection Service (FSIS) within the US Department of Agriculture
(USDA) implemented performance standards for Sa/monella spp., and Campylobacter on
poultry. This new protocol set the maximum acceptable percent positive for chicken parts at
15.4 for Salmonella spp. The intention of this protocol is the reduction of the occurrence
foodborne illness outbreaks associated with raw poultry (USDA, 2012; Federal Register,
2016). Industry efforts to comply with new performance standards include a variety of

antimicrobial interventions applied during chicken processing.

The control of cross contamination with patogenic bacteria is being a challenge, since
these microorganisms are able to survive in different storage situations, such as freezing.
Frozen meat has good economic benefits because of its long shelf life and being suitable for
long-distance transportation and export operation. Freezing is an efficient preservation
method to maintain quality over the long term. It stops the microorganism growth to some
extent, but complete elimination of microorganisms is not possible especially for spore
forming bacteria. Low temperatures reduce the Sal/monella metabolism, but it can migrate
even in freezing temperatures (TOZZO et al., 2018), and after thawing it can multiply in the
food.

Pulsed light is a non-thermal technology, that operates with short intense pulses in a
wide range of spectrum of light. That can inactivate several microorganisms, and the
inactivation kinetics has been adequately demonstrated by several authors (ROWAN, 2019).
Depending on the type of microorganism, up to 6 log reduction are reported on the surfaces of
meat products, but in general the reduction in counts is limited to 3 log units (HEINRICH et
al., 2016; VAN IMPE et al., 2018 ). The effectiveness of pulsed light is related to the type of

microorganisms, and their concentration in the substrate, and also to the pulsed light
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parameters, and properties of the substrate, such as optical properties and its topography. The
treatment is most effective on smooth, non-reflecting surfaces or in clear liquids, and it is also
suitable to food packaged in UV-transparent materials (DE MORAES and MORARU, 2018).
Studies investigating the inactivation of Salmonella by pulsed light on the surface of fresh
chicken meat are found in the literature (HAUGHTON et al., 2011; KEKLIK et al., 2010,
LUKSIENE et al., 2011, MCLEOD et al., 2018). However, there is no data in the literature
about PL treatment on frozen packaged foods. PL in-package application is interesting as it
allows treatment of the food inside the packaging and thus avoid undesirable post-treatment
recontamination. However, to ensure an effective treatment it is necessary not only to
consider the food matrix, microorganism and process parameters but also the intended
packaging material in terms of transmissibility and process stability. Chicken fillets can be
treated in packages covered with UV permeable top film which was evaluated for its ability to
transmit UV light, thus avoiding recontamination of the meat. Treatment after packaging
should be simple to implement at industrial packaging lines without reductions in production
efficiency. There are only few studies available in the scientific literature which deals with in-
package decontamination of foods with PL (HEINRICH et al., 2016).

The current research is undertaken to investigate the microbial reduction effects of PL

for inactivation of Sa/monella enterica inoculated in frozen chicken breast fillet top surface.

5.2.MATERIALS AND METHODS

5.2.1 Samonella enterica inoculum and inoculation

The inoculum of Salmonella enterica subsp. enterica containing four serotypes
(Heidelberg, Typhimurium, Minnesota, and Enteritidis) were prepared according to

Mengarda-Buosi et al. (2021) as presented before on section 3.2.2.

5.2.2 Chicken breast fillet samples

Fresh boneless skinless chicken breast fillets were obtained from a local supermarket
(Ithaca, NY, USA) at least 5 days before ending their labeled shelf-life and stored in the
refrigerator at 4 °C until use. All cutting, handling and inoculation process steps were carried
out as described before in the section 3.2.2 that were prepared according to Mengarda-Buosi

et al. (2021), with the fresh samples. Chicken breast fillets were cut into a round shape


https://iastatedigitalpress.com/mmb/article/id/11228/#r13
https://iastatedigitalpress.com/mmb/article/id/11228/#r17

94

(projected surface area of 28.26 cm?) using a petri dish (diameter 6 cm), as presented in
Figure 4.1c for the top side surface and in Figure 4.1d for the bottom side surface. The petri
dish was used for holding the samples during PL experiments.

For each experiment, the following samples of chicken breast fillet, top surface, were
prepared: (1) Negative control, reading and quantification of the contaminating natural
microbiota (fresh and frozen) for Salmonella presence investigantion and enumeration; (2)
Positive control, reading and quantification of the inoculated bacterial sample (frozen
sample); and, (3) Samples after PL treatment (coded by type of treatment) (frozen sample).

After inoculation, the samples were kept for 15 min in the laminar flow cabinet and at
room temperature, to allow for the fixation and internalization of the bacteria. Then, after this
15-minutes period, the samples were then packaged in a transparent sterile polyethylene (PE)
bag (Nasco, Whirl-pak) and subjected to freezing at -12 °C for a minimum of 48 hours and a
maximum of 96 hours. The positive control samples were also subjected to freezing for later
reading following the same methodology as the samples treated by PL.

This packaged and frozen condition mimics the process and the product in the current
industrial condition, thinking of simulating the indication of the application of post-processing
technology. Frozen samples were removed from the freezer and immediately subjected to the
pulsed light treatment and then for microbiological analysis. The packaging material, sterile
polyethylene (PE) (Nasco, Whirl-pak), chosen, in addition to being sterile, was validated for
its transparency condition and 95% UV-C light transmission values between 240 nm and 280
nm were informed by the manufacturer. Approximately 90% of the fluence is transmitted
through this by the polyethylene packaging (PE 90 pum). Keklik, Demirci and Puri (2010)
showed that PE, PP and LDPE packaging are capable of transmitting UV radiation in 75%,
72% and 68% at 260 nm, respectively. In Figure 5.1, the image of the packaging of a
transparent plastic polyethylene bag (Nasco, Whirl-pak) with a sample of chicken breast fillet

is presented.
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Figure 5.1. Chicken breast fillet sample in transparent plastic PE bag

S&)uce: uthor, 2019

PL experimental unit X-1100 (XENON Corp. Wilmington MA, USA) was the
equipment used in the PL experiments. PL parameters for the experiments were 420us pulse
width and varying number of pulses and fluence, to evaluate and compare the bacterial
inactivation effect versus fluences (J/ cm?), at 3000 V, at a distance of 4.6 cm. This distance
was chosen as a function of the Salmonella inactivation values obtained in previous
experiments, with the fresh samples, presented in Chapter 04.

The experiments were carried out with at least 5 repetitions for each chosen treatment.
ANOVA and Tukey test (95% of confidence) (Minitab software) were carried out to assess

data reproducibility and show differences between treatments.

5.2.3 Microbiological Analysis

Microbial analyses were carried out as described in section 3.2.3. Immediately after PL
treatment, the frozen samples were added of 30 mL of buffer solution (butterfield phosphate
solution + magnesium chloride, Weber Scientific) into the packaging of each chicken breast
fillet sample to rinse the chicken surface. No thawing was necessary, the samples were mixed
and homogenized in a stomacher for 1 min, 230 rpm (Stomacher model 400, Seward Ltd.,
Worthing, UK). Then, 0.1 mL aliquots of the solutions were serially diluted in 0.9 mL of
buffer solution (butterfield phosphate dilution solution + magnesium chloride, Weber
Scientific) in 1.5 mL Eppendorf tubes. After 100 uL of each dilution was spread on XLD agar
culture medium (Xylose Lysine Deoxycholate, Difco). Plates were incubated, upside down, at

37 °C for 24 h. Afterwards the typical colonies of Salmonella were enumerated. Counts were
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expressed as colony forming units per ml and then converted to cm? of chicken breast fillet
surface (CFU/cm?). This procedure was the same for positive and negative control sample.

To calculate the data and present the results related to the inactivation of Salmonella
bacteria in the chicken breast fillet experiments, the following mathematical equation was

used to calculate the logarithmic reduction (Log 10):

Log Bacterial reduction = Log(%) (01)

Where, No (CFU/cm?) is the positive control before PL treatment, representing the

initial situation of the sample with inoculum, and N (CFU/cm?) after PL treatment.

5.3. RESULTS AND DISCUSSION

The results of Salmonella reduction (CFU/cm?) on frozen chicken breast fillet top

surface under different PL treatment conditions are shown in Table 5.1.

Table 5.1. Salmonella log reduction on frozen chicken breast fillet top surface

Pulse width 420 ps

number of pulses Fluence (J/cm?) Log N/No
1 pulse 2.12 -0,79+ 0.55 A
2 pulses 4.24 -1,41+£0264
3 pulses 6.36 -1.65+0.634
4 pulses 8.48 -1.87+0.314
5 pulses 10.60 -1.17+£0.13 A
6 pulses 12.72 -1.55+0.614

The upper-case letters are comparing the data in the same column varying the number of pulses and fluence.

Data containing the same letter were not different (p > 0.05)

The experiments with top surface of frozen chicken breast achieved results ranging
from 1.87 log reduction and 0.79 log reduction, with 4 pulses and 1 pulse of 420 ps,
respectively. The results were considered non-significantly different (p > 0.05), so in the PL
conditions studied, the inactivation of Salmonella enterica on top surface of the frozen
chicken breast fillet was not dependent on the fluence at 420 ps. It is observed in Table 5.1
that Salmonella log-reduction rate reached greater than 1-log reduction in most treatments.
These data are comparable with fresh chicken breast, top surface, results from Keklik et al

(2009) and McLeod (2017) as well as with the results presented in Chapter 4. Results from
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Chapter 4 processed in the same conditions of pulsed light were compiled and shown together

with the results of this chapter, Table 5.2.

Table 5.2. Salmonella log reduction on frozen

fresh chicken breast fillet top surface

chicken breast fillet top surface versus

Pulse width
number of pulses Fluence (J/cm?) Fresh Frozen
Log N/No Log N/No
1 pulse 2.12 -1.22+£0.67 A2 -0.79+ 0.55 Aa
2 pulses 4.24 -1.54+£0.58 ABD -1.41£0.26 A
3 pulses 6.36 -1.55+0.76 AB¢ -1.65 £ 0.63 A°
4 pulses 8.48 -1.77 £ 0.82 ABd -1.87+£0.31 A4
5 pulses 10.60 -2.33+£0.80 8¢ -1.17£0.13 AF
6 pulses 12.72 -1.93+£0.94 B¢ -1.55+0.614¢

A The upper-case letters compare the data in the same column varying the number of pulses and fluence.

2 The lower-case letters compare the data in the same row at the same number of pulses but different pulse width.

Considering row and column, data containing the same letter were not considered different (p > 0.05).

PL was effective under packed and freezing conditions to inactivate Salmonella in

chicken fillets, being comparable to unpacked fresh chicken breast results. Overall, the

freezing condition did not influence the inactivation of Salmonella on the top surface of the

chicken breast by PL, in the same PL fluence level. A study reported by Tozzo et al. (2018)

stated that the Salmonella migration time does not depend on the temperature of 2, 7 and - 30

°C in the chicken breast. This could explain our similar results when comparing fresh and

frozen chicken breast, since the experiments were performed under the same conditions of PL.

Thus, the reflection of frozen water did not influence the inactivation of Salmonella on top

surface of the chicken breast. Chicken breast can be treated after freezing and packed with

clear plastic film (PE) by PL and offer the same level of Sa/monella inactivation.
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Further Processed Food inside the package by non-thermal technologies, such as PL,
may require changes in the design or type of packaging material used to achieve the intended
efficiency (HEINRICH et al., 2015), for example, those that undergo light treatments require
transparent packaging materials that are transmissible to radiation within the spectra used.

Treatment after packaging and in frozen condition should be simple to implement on
industrial packaging lines without reducing production efficiency. However, exposure of both
surfaces of the food must be considered for proper implementation. It is noteworthy that
materials that can interfere with light transmission, such as labels, ink-printed labels,
metallization, lamination with aluminum foil, among others, should be avoided, since it can

lead to uneven decontamination of the packaged product (HEINRICH et al., 2015).
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CAPITULO 6 - CONCLUSOES

A tecnologia de luz pulsada ¢ efetiva na inativacdo de Salmonella subsp. entérica
(Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg e Minnesota), individualmente e em conjunto,
inoculadas em meio de cultura e nas superficies de filé de peito de frango nas condigdes de
carne resfriada e congelada. No entanto, o valor de inativagdo de Salmonella subsp. entérica €
dependente das propriedades da superficie e de como a bactéria interage com ela. A
topografia da superficie ¢ fundamental na efetividade do tratamento da carne de peito de
frango com a Luz Pulsada, além desta efetividade também depender dos parametros tensao
elétrica aplica a lampada e da irradiancia.

A inativagdo dos diferentes sorovares de Salmonella em meio de cultura foi similar
nas mesmas condi¢des de operacdo da luz pulsada. A tecnologia de luz pulsada foi eficaz para
a inativacdo de quatro sorotipos de Salmonella enterica (Typhimurium, Enteritidis,
Heidelberg e Minnesota) e um coquetel deles. A inativagdo aumentou de redugdo de 3 para 6
log quando a tensdo aumentou de 2.000 para 3.000 V, mantendo um nivel de fluéncia
semelhante em torno de 191-198 mJ / cm? para S. Typhimurium. No geral, a inativa¢do de
Salmonella atingiu uma reducdo de até 6 a 7 log para todos os quatro sorotipos e mistura de
coquetel apds apenas um unico pulso de luz com uma fluéncia de 280 mJ / cm?. Um achado
muito importante deste estudo € que os tratamentos de luz pulsada conduzidos sob fluéncia
semelhante, mas em diferentes voltagens e irradiancias, resultaram em diferentes niveis de
inativagdo microbiana. Além disso, os resultados demonstraram valores de redugdo de log nao
significativamente diferentes para cada sorotipo e o coquetel. Em um nivel de fluéncia
intermediario, S. Enteritidis apresentou uma redu¢do de 1 log maior do que outros sorotipos.
No entanto, o uso de um coquetel de sorotipos de Salmonella enterica para delinear o
tratamento de luz pulsada ¢ adequado, uma vez que a mistura acompanhou os sorotipos mais
resistentes. Essas descobertas sugerem que ¢ vidvel e eficaz ajustar a tensdo de descarga da
luz pulsada e a largura de pulso, de modo que uma inativagdo mais eficaz de bactérias possa
ser alcangada, mantendo a qualidade do produto e economizando energia, abrindo assim

novas possibilidades para otimizar o tratamento de PL para uma dada aplicacdo industrial.

A tecnologia da luz pulsada ¢ um método adequado de descontaminacao de peito de
frango. No geral, os tratamentos ndo modificaram significativamente os atributos de qualidade
e foram encontradas pequenas diferengas ao aumentar a fluéncia, mas ndo sdo uma

preocupagao por serem relativamente baixos.
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A topografia e rugosidade do material a ser tratado por luz pulsada mostra-se como
um ponto crucial na eficiéncia da inativagdo de Salmonella por luz pulsada. A inativacao de
Salmonella subsp. entérica em meio de cultura (superficie lisa), na superficie do frango
superior (abaixo da pele) e na superficie inferior (lado do corte, superficie altamente irregular)
apresentam resultados maximos de aproximadamente 7 logs, 2 logs e 1 log, respectivamente.
Na superficie superior de filé de peito de frango embalado e congelado, a inativagdo pela luz
pulsada de Salmonella nao apresenta diferengas significativas quando comparados aos
resultados do peito de frango resfriado. O que nos permite inferir que a aplicagdao da luz
pulsada em alimentos apds embalagem e congelamento pode ser uma alternativa viavel para o

tratamento da carne.

O tratamento por luz pulsada nas condic¢des testadas em peito de frango resfriado
ndo afeta a temperatura superficial (aumento da temperatura inferiores a 5°C) e nem a
qualidade e os aspectos da carne avaliados pela cor instrumental e pela analise sensorial por
panelistas treinados quando o peito de frango tratado for avaliado congelado, resfriado ou
cozido. Estes resultados indicam que a luz pulsada pode ser aplicada dentro do limite
estabelecido por agéncias regulatdrias (12 J/cm?) para a inativagdo de diferentes sorovares de

Salmonella enterica sem impactos sensiveis nos aspectos do produto.

O presente estudo sugere que a eficacia da luz pulsada como parte de uma estratégia
de redugdo de risco no processamento industrial de alimentos pode ser melhorada por pulsos
mais curtos e frequentes, levando a uma maior irradiancia e aumentando a chance de

inativagdo de Salmonella (e outros microrganismos relevantes).
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6.1 TRABALHOS FUTUROS

o Estudo do tempo de internalizagdo da bactéria na carne de frango com tratamento por
luz pulsada. Este estudo pode definir o tempo de contato que a Salmonella pode ficar com a
carne de frango para que a luz pulsada tenha a maior eficiéncia e definir o local de

implantacdo da luz pulsada na industria.

o Explorar menor quantidade de contaminagdo (valores inferiores da 3 log, para
inoculagdo).
o Estudo do estado da 4gua e da camada de agua superficial no produto antes do

tratamento por luz pulsada. As propriedades opticas do liquido superficial podem influenciar a
inativacao por luz pulsada.

o Explorar mais amostras na camara de luz pulsada, bem como validar a equivaléncia
de posicdes para a equivaléncia da fluéncia dos flashes de luz.

o Estudo da vida util de frango resfriado (4 °C) ap6s tratamento por luz pulsada,
considerando o crescimento da flora natural deteriorante.

o Explorar outros cortes de frango com e sem pele e com e sem 0sso, € entender as

diferengas entres os efeitos da luz pulsada em diferentes composicdes e superficies.
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