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RESUMO 

A prática de aquicultura ao longo dos anos vem produzindo toneladas de peixes nativos 

em todo o mundo. O pescado é um produto rico nutricionalmente, no entanto, facilmente 

contaminado por microrganismos deteriorantes e patogênicos, tais como Salmonella spp. 

Este patógeno não faz parte da microbiota natural dos peixes, que se tornam hospedeiros 

intermediários por meio de contaminação, podendo causar infecção alimentar nos seres 

humanos que o consomem. Controlar Salmonella spp. no processamento de peixes é 

essencial para o avanço do comércio e desenvolvimento da cadeia produtiva. Nesse 

contexto, este estudo objetivou identificar a melhor concentração de hipoclorito de sódio 

(NaClO, tempo de exposição e temperatura da água, que possibilite o melhor efeito 

antimicrobiano possível sobre população de Salmonella spp. Para tanto, avaliou-se o nível 

de inativação de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund 

desafiadas em diferentes tempos que variaram entre 5 minutos à 38 minutos e meio, 

temperaturas entre 5°C à 38,5°C e concentrações de NaClO entre 0,36 ppm à 6,36 ppm 

através de um experimento com delineamento composto central rotacional (DCCR). Os 

resultados encontrados confirmam que a concentração de 5 ppm, recomendado pelos 

Órgãos reguladores do Brasil foi eficiente para inativação de Salmonella Enteritidis, onde 

esse efeito foi alcançado independente das outras variáveis utilizadas. Contudo, pôde ser 

constatado que a concentração de 6,36 ppm gerou uma redução de 7 log10 UFC/ml. Para 

a cepa de Salmonella Schwarzengrund foi observado que a concentração de NaClO e 

tempo de exposição atuaram significativamente na inativação, não sofrendo influência da 

variável temperatura. Dessa maneira, as análises realizadas indicam que cepas de 

Salmonella spp. utilizadas em experimento in vitro se mostraram sensíveis as 

concentrações iguais ou superior ao recomendado pela legislação, havendo necessidade 

de métodos eficazes, como mais tempo de exposição aliado a concentração de NaClO 

preconizada a serem adotados nas indústrias para promover melhor ponto de controle para 

garantir um alimento seguro a população consumidora.  

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, Salmonella Schwarzengrund, tempo de 

exposição, NaClO, temperatura de água, DCCR. 
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ABSTRACT 

The practice of aquaculture over the years has produced tons of native fish all over the 

world. Fish is a nutritionally rich product, however, easily contaminated by deteriorating 

and pathogenic microorganisms, such as Salmonella spp. This pathogen is not part of the 

natural microbiota of fish, which become intermediate hosts through contamination, and 

may cause foodborne infection in humans who consume it. Control Salmonella spp. in 

fish processing is essential for the advancement of trade and development of the 

production chain. In this context, this study aimed to identify the best concentration of 

sodium hypochlorite (NaClO, exposure time and water temperature, which allows the 

best possible antimicrobial effect on the population of Salmonella spp. For this purpose, 

the level of inactivation of Salmonella was evaluated Enteritidis ATCC 13076 and 

Salmonella Schwarzengrund challenged at different times ranging from 5 minutes to 38 

and a half minutes, temperatures between 5°C to 38.5°C and NaClO concentrations 

between 0.36 ppm to 6.36 ppm through an experiment with rotational central composite 

design (DCCR). The results found confirm that the concentration of 5 ppm, recommended 

by the regulatory bodies in Brazil, was efficient for the inactivation of Salmonella 

Enteritidis, where this effect was achieved regardless of the other variables used. 

However, it could be verified that the concentration of 6.36 ppm generated a reduction of 

7 log10 CFU/ml. For the strain of Salmonella Schwarzengrund it was observed that the 

conception NaClO concentration and exposure time acted significantly in inactivation, 

not suffering influence from the temperature variable. Thus, the analyzes carried out 

indicate that strains of Salmonella spp. used in an in vitro experiment were sensitive to 

concentrations equal to or greater than that recommended by legislation, with the need 

for effective methods, such as longer exposure time combined with the recommended 

NaClO concentration to be adopted in industries to promote a better control point to 

guarantee a food safe for the consumer population. 

Keywords: Salmonella Enteritidis, Salmonella Schwarzengrund, exposure time, NaClO, 

water temperature, DCCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

A aquicultura fornece cerca de mais de 50% dos peixes para o consumo humano 

em todo o mundo, sendo o pescado apontado como um produto de grande importância 

nutricional (FAO, 2020, NI LI et al., 2020). Essa atividade está em franco 

desenvolvimento, devido ao crescimento da demanda, em função da mudança do 

comportamento alimentar da população, que busca consumir alimentos de melhor 

qualidade nutricional (SOUZA, 2010). 

No Brasil, a piscicultura é praticada em todos os estados da federação, 

diferenciando-se em relação às espécies, sistemas de produção e volumes produzidos 

(BARROS et al., 2018). O pescado desempenha um papel econômico muito importante 

em muitos países, devido a sua abundância e excelente composição nutricional (FILHO 

et al., 2010), pois é consumido no mundo todo em virtude dos potenciais benefícios a 

saúde e também pela sua alta produtividade e qualidade (NI LI et al., 2020).  

O termo peixes nativo refere-se à regionalização em que cada espécie está inserida 

no ecossistema. O Brasil é um país continental, onde suas bacias e, sub-bacias apresentam 

espécies particulares de peixes (PELICICE et al., 2014). Sendo assim, um país conhecido 

por sua impressionante diversidade de fauna e flora com várias espécies endêmicas 

(FRAGOSO-MOURA et al., 2016). 

No ano de 2020, o Estado de Mato Grosso foi classificado em segundo lugar com 

maior produção de peixes nativos do Brasil, E permanecendo na mesma posição, no ano 

de 2021, com uma produção em cerca de 37.000 toneladas de peixes nativos, sendo 

considerado um Estado de grande potencial de produção (PEIXE BR, 2022). 

Por ser um alimento com alta atividade de água, o peixe pode apresentar uma 

maior perecibilidade entre os produtos de origem animal (NUNES et al, 2004). Dessa 

forma, patógenos podem estar presentes no peixe, entre eles Salmonella spp., que é um 

contaminante biológico originalmente relatado em peixes, geralmente introduzido por 

meio de água contaminada ou manuseio inadequado (HEINITZ et al, 2000; SANT’ANA, 

2012). Fatores como sistemas de criação intensiva, altas densidade de biomassa de peixes 

em área limitada, acesso de animais domésticos e silvestres, efluentes, lixiviação, 

alimentação e intervenção humana podem levar a contaminação de patógenos como 

Salmonella spp. (FERNANDES et al., 2018; SANTOS et al., 2019).  
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No Brasil, a existência de estudos de salmonelose veiculadas por peixes são 

escassos, embora demonstram o pescado como fonte de contaminação por Salmonella 

spp., entretanto, poucos trabalhos detectaram contaminação em humanos derivados de 

contaminação por Salmonella spp. (SANTOS et al., 2019; CAVALCANTE, 2020; 

FERNANDES et al., 2021). Para o controle microbiológico, existem regulamentações em 

todo o mundo que estabelecem requisitos para o padrão de qualidade e segurança do 

pescado (BRASIL, 2017; BRASIL 2019).  

Por mais de um século o uso de agentes clorados na desinfecção da água, forneceu 

respaldo para o uso de água clorada em diferentes cadeias de processamento e etapas da 

indústria de alimentos (CAVALCANTE, 2020). Na indústria de produtos de origem 

animal, o cloro e seus derivados são agentes amplamente utilizado para eliminar 

microrganismos patogênicos (FAO/OMS, 2008). Segundo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2007), a recomendação máxima é de até 5 

partes por milhão (ppm) de cloro residual livre. Entretanto, estudos realizados em todo o 

mundo já foram performados, buscando a quantidade ideal de cloro necessária para 

inativação microbiana (10, 20, 50, 150, 400 ppm) (TSAI et al., 1992; TONG THI et al, 

2015).  

A higienização dos peixes nativos com água contendo NaClO para controle de 

Salmonella spp. em abatedouros frigoríficos é de extrema importância e considerada 

obrigatória, pois existe uma Instrução Normativa nº 60 do ano de 2019 que estabelece 

padrões microbiológicos para alimentos, que exige ausência de Salmonella spp. no 

pescado. (BRASIL, 2017). No entanto, falhas durante processo processamento, pode 

manter a presença de Salmonella spp.  na superfície dos peixes levando a contaminação 

cruzada durante todas as etapas de processamento (FERNANDES et al, 2021). Dessa 

forma, medidas mais eficazes, tais como tempo de exposição maior, temperatura da água 

da lavagem e concentrações de NaClO mais efetivas e que reduzem mais a carga 

microbiana para se chegar a um ponto de controle otimizado afim de inibir o crescimento 

de bactérias patogênicas no pescado, sendo que Salmonella spp. é um problema de saúde 

pública e está vinculada a intoxicação alimentar nos seres humanos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Peixes Nativos Regionais 

 

O ramo da produção animal que mais cresce no mundo é a Aquicultura. A 

produção mundial de pescado tem crescido a uma taxa média anual de 3,2% nos últimos 

50 anos (BRABO et al., 2016). Os avanços tecnológicos que viabilizaram a produção de 

peixes nativos no Brasil, em particular dos peixes redondos, tiveram início efetivo nos 

anos 80 (KUBITZA et al., 2007). Estima-se que o Brasil deva registrar um crescimento 

de 104% na aquicultura até 2025 (FAO, 2016).  

Atualmente, o Estado de Mato Grosso é o 5° colocado no ranking da piscicultura 

brasileira, com produção de 49.400 toneladas de peixes cultivados (PEIXE BR, 2020) e 

93% desse total corresponde a espécies nativas, tais como os peixes redondos, Tambaqui 

(Colossoma macromum), pacu (Piaractus mesopotamicus), Pirapitinga (Piaractus 

brachypomus) e o híbrido Tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus) 

(DE BARROS et al., 2020). 

O termo pescado abrange, segundo o Regulamento de Inspeção Industrial e 

Sanitária dos Produtos de Origem Animal (RIISPOA), por meio do Decreto nº 9.013, de 

2017, são peixes, crustáceos, moluscos, anfíbios, répteis, equinodermos e demais 

habitantes dos meios aquáticos, de água doce ou salgada, desde que destinados à 

alimentação humana (BRASIL, 2020). 

O consumo de pescado pode ser influenciado por diversos fatores, dos quais se 

destacam os socioeconômicos, os padrões de consumo alimentar, características pessoais, 

estado de saúde e dimensões atitudinais (TRONDSEN et al., 2003). 

Para a nutrição humana, o peixe é uma fonte de proteínas de alto valor biológico; 

porém, por ser um alimento altamente perecível, requer muitos cuidados no manuseio, 

desde o processo de captura e armazenamento em barcos pesqueiros até a comercialização 

(FAO, 2012; LEITÃO et al., 1997). Essas etapas são importantes para manter o tempo de 

vida útil do alimento e garantir a saúde dos seres humanos. 

Os pescados podem se tornar um risco ao consumidor caso não sejam observados 

cuidados nas etapas de processamento em geral, desde a despesca até à manipulação e 

armazenamento, visto que pode haver presença e multiplicação de microrganismos 

patogênicos, como Salmonella spp., resultando em enfermidades alimentares, de grande 

impacto a saúde pública (PEDROSA, 2009). Com isso, sabe-se que as bactérias 



13 
 

patogênicas que se alocam em pescados são provenientes do ambiente aquático, derivadas 

de águas poluídas e/ou de contaminação pós-captura ou associado a conteúdo intestinal 

de outros animais, (FERNANDES et al., 2018). 

A contaminação dos animais aquáticos criados em tanques escavados na terra ou 

em reservatórios de água desprotegidos, facilita o contato com as fezes de outros animais 

tais como animais de produção (aves, bovinos, caprinos e suínos), animais silvestres e 

domésticos que circulam nas proximidades, pelo recebimento de esgotos ou por processos 

de lixiviação que carregam os contaminantes do solo durante as estações chuvosas 

(SANTOS, 2015). 

 

2.2 Salmonella spp. 

 

As bactérias do gênero Salmonella são bacilos gram negativas, pertencentes à 

família Enterobacteriaceae, não formadoras de esporos, anaeróbios facultativos, que 

produzem gás sulfídrico (H2S) a partir da fermentação da glicose, com exceção de S. 

Typhimurium não fermentadores de lactose, gerando reações alcalinas em ágar Tríplice 

Açúcar Ferro (TSI) (SILVA et al., 2010).  

Vários autores já sugeriram diferentes formas de classificação para Salmonella, 

mas o padrão mais utilizado na atualidade é o proposto por Kauffman-White e de acordo 

com o International Committee on Systematcs of Prokaryotes (ICSP) que denominou 

duas espécies principais,  Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta última 

dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e 

indica, sendo as demais classificadas como sorovares, num total de 2.659 sorovares 

(MONTE et al., 2020). Salmonella bongori foi considerada uma espécie diferente apenas 

em estudos recentes e tem poucos sorovares, normalmente não causadores de doença em 

humanos, sendo mais associada a doenças em animais de sangue frio (POPOFF et al., 

2000, CHAN et al. 2003). 

Embora Salmonella seja bem estudada em aves e mamíferos, é possível isolar 

algumas cepas de animais de sangue ectotérmicos e do ambiente (FERNANDES et al., 

2018). A espécie S. enterica e seus sorovares são um grupo de patógenos que se adaptam 

em vários hospedeiros e ambientes. Os sorotipos pertencentes a S. enterica II a VI e S. 

bongori estão associados a animais de sangue frio, enquanto os mais de 1500 sorovares 
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de S. enterica subespécie I são frequentemente isolados de animais de sangue quente 

(mamíferos e aves) (GAZAL et al., 2018). 

Salmonella spp. é uma bactéria causadora de surtos alimentares no Brasil e no 

Mundo, que consegue colonizar diversos hospedeiros com variadas formas de contágio 

(MAIJALA et al., 2005; WANG et al., 2007; BARBOSA et al., 2009; AMAGLIANI et 

al., 2012). Sendo que, o primeiro surto relatado na literatura ocorreu na Alemanha em 

1888 (SANTOS, 2015). Em geral é transmitida aos seres humanos através da ingestão de 

produtos de origem animal contaminados com o patógeno (PIRES, 2012). 

A contaminação do ecossistema aquático por Salmonella spp. torna o ambiente 

uma fonte de disseminação deste microrganismo (PUI et al., 2011). Ingredientes ou a 

matéria prima das rações utilizadas na alimentação dos peixes também representam uma 

das vias de introdução de Salmonella spp. na produção (LUNESTAD et al., 2007). 

 

2.3 Salmonella spp. em Peixes Nativos 

 

A patogenia de Salmonella em peixes é desconhecida (FERNANDES et al., 2018), 

podendo permanecer no trato intestinal destes animais de forma transitória (SANTOS, 

2015). 

Os sorotipos de Salmonella enterica predominantes em pescados são: Salmonella 

Typhimurium e Salmonella Wandsworth (YANG et al., 2015), Salmonella Potsdam 

(NGUYEN et al., 2016), Salmonella Corvallis (BUDIATI et al., 2013; SING et al., 2016), 

Salmonella Albany (BUDIATI et al., 2013), Salmonella Hadar (RAUFU et al., 2014), 

Salmonella Schwarzengrund (CUNHA-NETO et al., 2019), Salmonella Enteritidis 

(RAHIMI, SHAKERIAN, & FALAVARJANI, 2013) e Salmonella Panama (PAMUK, 

INAT, & SIRIKEN, 2019). 

Salmonella spp. não é um contaminante biológico originalmente relatado em 

peixes, sendo introduzida por meio de água contaminada ou manuseio inadequado 

(SANT’ANA, 2012). A contaminação por Salmonella spp., quando presente, em produtos 

da pesca e crustáceos pode ser proveniente da contaminação do ambiente de onde os 

mesmos foram retirados (MOHAMED HATHA et al., 2003) ou da manipulação na 

despesca e no processamento (KUMAR et al., 2003). 

A presença desses microrganismos na matéria-prima pode estar relacionada ao seu 

ambiente de desenvolvimento, contaminação durante o desembarque, processamento ou 
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armazenamento, o que contribui para um produto de baixa qualidade e consequentemente 

produtos com risco a saúde dos seres humanos (DIAS et al., 2010). 

Os produtos da pesca têm sido reconhecidos como os principais transportadores 

de patógenos de origem alimentar (YUCEL & BALCI, 2010). O pescado vivo apresenta 

contaminação bacteriana principalmente na pele, guelras e vísceras, passando os demais 

tecidos a serem infectados após a morte do animal (MATACA, 2014; BIBI et al., 2015). 

Ressalta-se que a faixa de temperatura em que as bactérias se desenvolvem em peixes 

precisa ser baixa, quando comparado a animais terrestres (BIBI et al., 2015). 

Alimentos contaminados com Salmonella spp. podem causar doenças desde uma 

simples gastroenterite até casos mais graves como a febre tifóide, febre paratifóide e 

intoxicação alimentar grave (SONGE et al., 2016). Os humanos são frequentemente 

expostos ao patógeno por consumirem alimentos contaminados inadequadamente cozidos 

ou até mesmo cru (SANTIAGO et al., 2013). Ambientes contaminados, água e contato 

próximo com animais infectados estão entre as possíveis fontes de contaminação por 

Salmonella (CHOO et al., 2011). 

Dados fornecidos pela Secretaria de Vigilância em Saúde demonstram que 

ocorreram cerca de 6.632 surtos de doenças alimentares no Brasil no período de 2007 a 

2016, sendo 0,8% relacionados com o consumo de pescado, frutos do mar e processados 

derivados de pescado contaminados. Desse total, predominaram as bactérias Salmonella 

spp. (7,5%), Escherichia coli (7,2%) e Staphylococcus aureus (5,8%), além de outras com 

percentuais menos expressivos (SVS, 2017). 

A contaminação de peixes em matadouros pode ocorrer em todas as etapas do 

processamento, como transporte, lavagem com água hiperclorada, evisceração, 

descascamento e filetagem, além do contato com gelo utilizado para conservação, água 

contaminada, tábuas, facas, bandejas e caixas plásticas (FERNANDES et al., 2018). 

Dessa forma, medidas de proteção contra patógenos em alimentos devem ser tomadas, 

bem como as condições sanitárias adequadas desde o processamento até a 

comercialização desses peixes. Além do uso de água limpa e clorada em todas as etapas 

que pode ser essencial para evitar contaminação cruzada (DUARTE et al., 2010). 

A utilização de antimicrobianos na aquicultura é um importante recurso para o 

tratamento de doenças bacterianas de peixes, na manutenção da saúde e bem-estar dos 

animais e para garantir uma maior rentabilidade da produção (MIRANDA, TELLO & 

KEEN, 2013). Mas, é importante salientar que o uso de antimicrobianos deve ser de forma 
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moderada e sob supervisão, uma vez que, bactérias podem se tornam resistentes contra 

os antimicrobianos utilizados. 

O ambiente aquático de água doce e marinha, pode servir como reservatório tanto 

de bactérias resistentes aos antimicrobianos como de resistomas que podem ser 

transferidos aos animais e humanos (CABELLO et al., 2016; FERNANDES et al., 2018). 

Neste sentido, outros esforços que não agridam o meio ambiente como a utilização de 

vacinas, probióticos e bacteriófagos também podem ser utilizados na prevenção de 

doenças na cadeia produtiva de pescados (CABELLO et al., 2016). 

 

 

2.4 Hipoclorito de Sódio (NaClO) 

 

O hipoclorito de sódio (NaClO) é o sanitizante mais utilizado em estabelecimentos 

que produzem alimentos, sendo a técnica de sanitização mais utilizada para minimizar os 

riscos microbiológicos associados à indústria (LOPES-VELASCO et al., 2012). Mesmo 

com o avanço das indústrias para o desenvolvimento de novos produtos que tenham 

eficácia similar ou superior no processo de desinfecção, a eficiência dos mesmos sempre 

é associada ao NaClO (CAVALCANTE, 2020). Vantagens como ação rápida bactericida, 

solúvel em água, facilidade de uso, espectro antimicrobiano, incolor e pouca toxicidade 

foram reladas por alguns autores (FUKUZAKI, 2006; LOPES-VELASCO et al., 2012) e. 

A solução de hipoclorito dissolvido em água apresenta concentrações de cloro 

total que é a soma das concentrações de cloro livre e cloro combinado (CAVALCANTE, 

2020). O pH tem função direta na ação de desinfecção e oxidação da matéria orgânica, 

sendo o pH neutro, ideal para que o cloro livre esteja predominantemente na forma de íon 

hipoclorito (ClO⁻) e ácido hipocloroso (HClO), esse considerado a forma mais ativa para 

desinfecção (LÓPEZ-VELASCO et al., 2012; FUKUZAKI, 2006). 
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Figura 1. Mecanismos das ações bactericida de HClO e ClO⁻ com base em sua 

capacidade de penetrar a membrana na célula microbiana. O HOCl pode penetrar na 

bicamada lipídica na membrana plasmática por difusão passiva devido à sua neutralidade 

elétrica. O HOCl age na superfície da parede celular (Ponto A) e no meio intracelular 

(Pontos B e C), é o principal responsável pela atividade bactericidada do NaClO. Devido 

a incapacidade do ClO⁻ atravessar a membrana plasmática faz com que sua ação seja 

somente na superfície celular (Ponto A). Danos ao DNA pela ação da OH (Ponto D). 

 

O efeito oxidante está associado a oxidação de grupos sulfidrila de enzimas 

essenciais e antioxidantes e a efeitos deletérios na síntese de DNA (CHAVES et al, 2019; 

ESTRELA et al. 2002). 

É possível observar a presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) quando o 

HClO penetra no interior do microrganismo, essa ação ocorre em função do estresse 

celular (CHAVES et al, 2019). Cavalcante (2020) diz que a forma de defesa da célula são 

os antioxidantes presentes, sendo eles glutationa e enzimas, catalases, peroxidases e 

superóxido dismutases e quando esses antioxidantes de esgotam pela ação do HClO, o 

O2 e o H2O2 se acumulam internamente. O acumulo de H2O2 e ferro livre leva à produção 

de íons OH¯ altamente reativo, podendo ocasionar danos ao DNA da bactéria 

(FUKUZAKI, 2006; ESTRELA, 2002). 

A cloração da água pode ser feita com a utilização de diferentes compostos 

clorados, sendo o hipoclorito de sódio (NaClO) o princípio ativo mais utilizado na 

indústria de processamento de alimentos, onde seu uso é atribuído a sua capacidade de 

eliminar patógenos, com o mínimo impacto na qualidade do produto, apresentando fácil 

manuseio e baixo custo (SHEN et al., 2012; GONZALEZ et al., 2004). Nas indústrias, o 

sistema mais comum é utilizar tanques para produzir uma solução a partir de soluções 

hiper concentradas de hipoclorito de sódio, onde esta solução é bombeada e misturada, 

seguida de transferência para o reservatório de água clorada (CAVALCANTE, 2020). 

Um fator relatado por Cavalcante (2020) é a atuação e presença da matéria 

orgânica no processo de desinfecção, reduzindo a eficácia do hipoclorito de sódio por 
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reagir com a matéria orgânica. Por essa razão, a concentração de cloro livre tem um 

declínio rápido e consequentemente uma diminuição da eficiência bactericida (TONG 

THI et al., 2015; GÓMEZ-LOPEZ et al., 2014). 

A água clorada é considerada importante nas etapas de higienização e 

processamento dos peixes abatidos. Ela deve ser utilizada na primeira etapa de 

processamento do pescado e recomenda-se que seja na concentração de 5 ppm de cloro 

residual livre (BRASIL, 2009). O intuito desta lavagem é remover o muco superficial dos 

peixes e a microbiota intrínseca ao pescado (GOMES, 2018). 

Afim de se controlar a contaminação cruzada de Salmonella spp. Durante todo o 

processamento, deve-se realizar a lavagem da cavidade intestinal e da superfície dos 

peixes com água hiperclorada após a fase de evisceração, a fim de eliminar restos de 

sangue e intestinos (SANTOS, 2015). Quanto ao processamento do pescado, a adequada 

higienização do estabelecimento, das superfícies e utensílios, além do controle da 

qualidade da água, devem ser procedimentos realizados rotineiramente a fim de se evitar 

a contaminação cruzada (CARRASCO et al., 2012). 

Além da água hiperclorada existem outros métodos a serem considerados 

importantes na higienização e inativação de bactérias patogênicas em pescados. O calor 

é uma forma eficiente para a destruição de Salmonella spp. nos alimentos, que devem ser 

aquecidos até atingir uma temperatura suficiente para eliminar a bactéria, ou seja, de 65 

a 74°C, bem como serem conservados em temperaturas abaixo de 5°C (TRABULSI & 

ALTERTHUM, 2005). 

Nos abatedouros frigoríficos de pescado, o controle de Salmonella spp. é um 

desafio, pois a dinâmica de dispersão e as formas de controle são ainda pouco conhecidas 

no âmbito do processamento do pescado (FERNANDES, 2018). Uma forma de controlar 

essa contaminação na indústria é executar a etapa de lavagem com água hiperclorada 

(BRASIL, 2009). 

Em um estudo realizado na Bélgica, Tong Thi et al (2016) verificaram que para 

inativação de Salmonella spp. em peixe panga (Pangasius hypophthalmus) foi utilizado 

10 ppm por no mínimo 30 segundos. Embora a lavagem com água hiperclorada seja 

frequentemente um ponto de controle (PC), não foi estabelecido e nem validado um limite 

crítico de controle até o momento (ZHOU et al., 2015). Faz-se necessário estudos que 

possam contribuir com os autores. 

As etapas de lavagem com a água hiperclorada podem trazer problemas tais como 

acabar permitindo a contaminação cruzada, uma vez que os peixes ficam em contato 
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direto uns com os outros, fato que foi observado por Fernandes (2017). Possivelmente, a 

grande quantidade de peixe presente na esteira e o enxágue deficiente ocasionam baixas 

concentrações de cloro ativo ou tempo de ação insuficiente na superfície do peixe 

(MACHADO, 2010). 

A importância da manutenção da qualidade da água durante a lavagem atraiu muita 

atenção, pois agora está especificado que “produtos químicos antimicrobianos, quando 

usados adequadamente com água de qualidade adequada, ajudam a minimizar o potencial 

de contaminação microbiana da água de processamento e a subsequente contaminação 

cruzada do produto (FDA, 2008). 

O tempo de exposição e as concentrações de cloro devem ser adequados para 

eliminar os patógenos presentes nas superfícies dos peixes (MACHADO et al., 2010). 

Neste sentido Fernandes (2018) cita que a etapa de lavagem tem finalidade de eliminar 

as bactérias do ambiente de processamento e o muco presente na superfície dos peixes, 

onde se encontra as glicoproteínas liberadas pelas glândulas da pele e serve como um 

meio de cultura para o crescimento e a proliferação de microrganismos indesejáveis. 

 

2.5 Legislação de padrões de qualidade e identidade para pescado 

Diversos regulamentos, nacionais e internacionais, estabelecem requisitos 

mínimos de padrões de qualidade e identidade para o pescado (CODEX, 2016; BRASIL, 

2017; 2019). Em cada país, o status de regulamentação das soluções de sanitizantes são 

distinto. A definição do produto utilizado para desinfetar a água de lavagem depende do 

tipo de produto a ser lavado e em alguns casos, do local onde o desinfetante será utilizado 

(IFPA, 2001). Cada país importador de pescado estabelece seus próprios padrões 

microbiológicos e físico-químicos e cada empresa importadora tem também estabelece 

seus critérios de avaliação, geralmente de caráter sigiloso (FERNANDES, 2018).  

Embora as práticas sejam diferentes, a maioria dos países seguem diretrizes da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) para água potável e o Código de Prática para 

Peixes e Produtos da Pesca (CPPPP) para o nível de cloro da água que entra em contato 

com o peixe e outros produtos da pesca (FAO / OMS, 2008; CODEX, 2011). 

No Brasil, as indústrias de produtos de origem animal, utilizam amplamente o 

cloro e seus derivados como agentes desinfetantes, para eliminar microrganismos 

patogênicos (FAO/OMS, 2008). Sendo que, a identificação dos microrganismos no 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016816050900289X?via%3Dihub#bib44
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produto final tem como consequência recolhimento e apreensão dos lotes, causando 

prejuízos a indústria do pescado e ao setor produtivo (CAVALCANTE, 2020). 

A instrução normativa N°161/2022 estabelece os padrões microbiológicos para 

alimentos, com exceção dos alimentos comercialmente estéreis, nesta normativa a 

indicação de Salmonella spp. em 25g do alimento deve ser de ausência (BRASIL, 2022). 

Não serão permitidas nas formulações substâncias que sejam comprovadamente 

carcinogênicas mutagênicas e teratogênicas para o homem, segundo a Agência 

Internacional de Investigação sobre o Câncer (BRASIL, 2007). O decreto nº 3.029, de 16 

de abril de 1999, para sanitizantes descreve a classificação dos microrganismos para 

avaliação da atividade antimicrobiana em Indústria alimentícia e afins Salmonella 

choleraesuis, Eschericia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2007). 

A solução de hipoclorito dissolvida em água apresenta concentrações de cloro 

total que é a soma das concentrações de cloro livre e cloro combinado (CAVALCANTE, 

2020). A água utilizada no processamento deve ser potável, principalmente por integrar 

o produto final e previamente clorada em tratamentos hídricos realizados antes do 

abastecimento humano e industrial. Ao entrar na indústria, deverá sofre hiper cloração, 

recebendo de 2,5 a 5,0 ppm de cloro livre por litro de água, uma vez que o cloro é eficaz 

no controle e redução da carga bacteriana presente (CODEX, 1995). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Identificar a melhor concentração de hipoclorito de sódio (NaClO) com menor 

tempo de exposição ao patógeno e temperatura da água para o controle de Salmonella 

spp. isolada em peixes nativos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Construir os pontos a serem avaliados pelo delineamento composto central 

rotacional (DCCR); 

• Exposição das cepas de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella 

Schwarzengrund aos pontos determinados pelo DCCR; 

• Avaliar o modelo obtido e estimativa de inativação de Salmonella spp. e 

comparação com valores de prevalência descritos em estudos para determinar o potencial 

de risco na produção de pescados. 

• Verificar a eficiência da concentração de 5ppm de hipoclorito de sódio (NaClO) 

autorizada pela Legislação Brasileira. 
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ARTIGO 

Determinação do ponto ótimo de atividade antimicrobiana de hipoclorito de sódio 

(NaClO) para controle de Salmonella spp. isolada de peixe nativo  

 

RESUMO 

A prática de aquicultura ao longo dos anos vem produzindo toneladas de peixes nativos 

em todo o mundo. O pescado é um produto rico nutricionalmente, no entanto, facilmente 

contaminado por microrganismos deteriorantes e patogênicos, tais como Salmonella spp. 

Este patógeno não faz parte da microbiota natural dos peixes, que se tornam hospedeiros 

intermediários por meio de contaminação, podendo causar infecção alimentar nos seres 

humanos que o consomem. Controlar Salmonella spp. no processamento de peixes é 

essencial para o avanço do comércio e desenvolvimento da cadeia produtiva. Nesse 

contexto, este estudo objetivou identificar a melhor concentração de hipoclorito de sódio 

(NaClO, tempo de exposição e temperatura da água, que possibilite o melhor efeito 

antimicrobiano possível sobre população de Salmonella spp. Para tanto, avaliou-se o nível 

de inativação de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund 

desafiadas em diferentes tempos que variaram entre 5 minutos à 38 minutos e meio, 

temperaturas entre 5°C à 38,5°C e concentrações de NaClO entre 0,36 ppm à 6,36 ppm 

através de um experimento com delineamento composto central rotacional (DCCR). Os 

resultados encontrados confirmam que a concentração de 5 ppm, recomendado pelos 

Órgãos reguladores do Brasil foi eficiente para inativação de Salmonella Enteritidis, onde 

esse efeito foi alcançado independente das outras variáveis utilizadas. Contudo, pôde ser 

constatado que a concentração de 6,36 ppm gerou uma redução de 7 log10 UFC/ml. Para 

a cepa de Salmonella Schwarzengrund foi observado que a concentração de NaClO e 

tempo de exposição atuaram significativamente na inativação, não sofrendo influência da 

variável temperatura. Dessa maneira, as análises realizadas indicam que cepas de 

Salmonella spp. utilizadas em experimento in vitro se mostraram sensíveis as 

concentrações iguais ou superior ao recomendado pela legislação, havendo necessidade 

de métodos eficazes, como mais tempo de exposição aliado a concentração de NaClO 

preconizada a serem adotados nas indústrias para promover melhor ponto de controle para 

garantir um alimento seguro a população consumidora.  

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, Salmonella Schwarzengrund, NaClO, tempo de 

exposição, temperatura da água, DCCR. 
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INTRODUÇÃO 

A aquicultura é considerada uma atividade zootécnica que vem se destacando 

como uma alternativa econômica, tanto para os grandes, quanto para médios e pequenos 

produtores, por ser uma forma de aproveitar áreas rurais inativas (RACKI, 2018). Estima-

se que o Brasil deva registrar um crescimento de 104% na produção da pesca e aquicultura 

até 2025 (FAO, 2016). Conforme o Anuário da Pesca de 2022, o Estado de Mato Grosso 

vem se destacando na produção de pescado, sendo classificado em 7ª colocado entre os 

10 maiores produtores de peixe de cultivo no Brasil, produzindo aproximadamente 

42.600 toneladas (PEIXE BR, 2022).  

O peixe e produtos da pesca representam uma fonte importante no consumo da 

população, além de ser nutricionalmente rico com a presença de elevado teor de ácidos 

graxos poli-insaturados, proteínas de alto valor biológico e de fácil digestibilidade 

(SARTORI E AMANCIO, 2012). Dessa forma, o pescado vem sendo altamente 

consumido ao redor do mundo, devido ao  seu alto valor nutritivo e potenciais benefícios 

a saúde (NI LI et al., 2020). 

O pescado é um alimento altamente perecível, dessa forma requer muitos cuidados 

no manuseio, que vão desde o processo de captura ao armazenamento e comercialização, 

sendo estas   etapas importantes para manter o tempo de vida útil do alimento (FAO, 

2016). A maior preocupação é em relação à sua segurança do alimento, não apresentando 

contaminação por microrganismos patogênicos que podem prejudicar a saúde dos 

consumidores (ARAUJO et al. 2020). Diversos patógenos podem estar presentes no 

peixe, entre eles a Salmonella spp.(HEINITZ et al., 2000). 

Salmonella spp. não é um contaminante biológico originalmente relatado em 

peixes, sendo introduzida por meio de água contaminada ou manuseio inadequado (de 

SOUZA SANT'ANA, 2012). Na espécie existem cerca de 2.659 sorovares (MONTE et 

al. 2020),sendo que, o sorotipo Typhimurium é o mais prevalente em produtos de origem 

animal (FERRARI et al., 2019). Nos EUA, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Newport 

representam os sorotipos de Salmonella spp. transmitidos por alimentos frequentemente 

isolados (BROWN et al. 2017). Porém, no Brasil existem poucos estudos 

epidemiológicos que indiquem Salmonella Typhimurium em peixes (FERNANDES et al. 

2021), embora outros sorotipos como S. Abony e S. Schwarzengrund tenham sido 

encontrados em pescado (CUNHA-NETO et al. 2019). Ainda, há indícios da circulação 
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do sorotipo S. Typhimurium em peixes oriundos da aquicultura no Estado de Mato Grosso 

(FERNANDES et al. 2021). 

A presença desse patógeno pode estar relacionada a diversos fatores, tais como, 

elevada densidade de biomassa de peixes em uma área limitada nos sistemas de criação 

intensiva, acesso de animais silvestres e domésticos nessas áreas, efluentes, lixiviação, 

alimento contaminado e intervenções humanas, podem levar a contaminação de 

patógenos como como Salmonella spp. ( SANTOS et al. 2019). A contaminação do 

ecossistema aquático por Salmonella spp. torna o ambiente uma fonte de disseminação 

deste microrganismo, pois, esta bactéria pode sobreviver no ambiente por longos períodos 

(PUI et al. 2011). Além de poder ser introduzida através do contato com fezes de outros 

animais e plantas (DRÓŻDŻ et al. 2021).  

Nos abatedouros frigoríficos de pescado, o controle de Salmonella spp. é um 

desafio e a eficiência das formas de controle ainda são pouco conhecidas (FERNANDES 

et al. 2021). Na indústria de produtos de origem animal, o cloro e seus derivados são 

agentes amplamente utilizados para eliminar microrganismos patogênicos (FAO, 2018). 

A recomendação máxima de concentração de hipoclorito de sódio permitida pelo 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Brasil (MAPA) é de até 5 partes 

por milhão (ppm) de cloro residual livre (BRASIL, 2007). Na indústria de pescado, o 

processo de lavagem dos peixes com hipoclorito de sódio pode ser considerado o ponto 

crítico de controle do risco sendo a principal forma de controle de Salmonella spp. 

Entretanto, um estudo realizado no Estado de Mato Grosso indicou que mesmo após 

lavagem em água clorada na concentração e tempo autorizados, nas etapas de evisceração 

e em zona de pré-embalagem de um abatedouro frigorífico foi possível isolar Salmonella 

Ndolo, Mbandaka e Typhimurium (FERNANDES et al. 2021). Embora outros estudos 

em todo o mundo já tenham avaliado concentrações de cloro acima da autorizada pelo 

Brasil e tempo de exposição para controlar Salmonella spp. na descontaminação durante 

o processamento de peixe Pangasius e na cloração da água para resfriador de aves (TONG 

THI et al., 2015; TSAI, SCHDE,  MOLYNEUX 1992).  

Diante disso, o presente estudo buscou determinar o melhor ponto de atividade 

antimicrobiana considerando a concentração de hipoclorito de sódio preconizada pelo 

Brasil (Brasil, 2007) bem como concentrações abaixo e acima da mesma, associado ao 

tempo de exposição ao NaClO e temperatura da água para possibilitar uma expressiva 

inativação de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund in vitro.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento experimental 

Para a realização do estudo, foram utilizadas cepas de Salmonella Enteritidis 

ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund isoladas previamente em estudos anteriores 

((CUNHA-NETO et al. 2019)  e estocadas à -80°C foram revitalizadas da bacterioteca do 

Laboratório de Microbiologia Molecular de alimentos - LabMMA. Um total de 18 pontos 

foram realizados conforme o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), 

seguido de validação dos resultados com 5 experimentos adicionais aleatórios, seguido 

de análise dos resultados (Figura 2). Todas as etapas experimentais foram realizadas na 

Universidade Federal de Mato Grosso – UFMT, no Laboratório de Microbiologia 

Molecular de Alimentos (LabMMA). 

Figura 2. Fluxograma esquemático do delineamento experimental. 

 

Preparação das cepas 

 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund previamente 

isolada de tambaqui (Colossoma macropomum) eviscerado e congelado (CUNHA-NETO 

et al. 2019) foram utilizadas no presente estudo. Ambas estavam preservadas em caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI®, Espanha) + 15% (v/m) de glicerol (Labsynth®, 

Brasil), e armazenadas a -80°C. 
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As cepas foram revitalizadas em 9 ml de caldo BHI (KASVI®, Espanha), 

posteriormente incubadas à 37°C por 24 horas. Em seguida, os tubos contendo as 

bactérias em crescimento foram centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano ressuspenso em 9 ml de solução salina 

(0,85%). A concentração da população inicial (N0) foi quantificada antes do 

desenvolvimento do experimento através do plaqueamento por superfície. 

 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

O DCCR foi utilizado sob arranjo de fatores e variáveis, conduzidos em 18 pontos 

a fim de avaliar o efeito combinado da concentração de hipoclorito de sódio (ppm), tempo 

de exposição (minutos) e temperatura (celsius) em função da sobrevivência de Salmonella 

spp. em pescado. A combinação central dos parâmetros, definida como ponto central (3 

ppm, 17,5°C e 17:50 minutos) foi realizada em 4 repetições para medir possíveis erros 

experimentais e falta de ajuste do modelo (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Variáveis utilizadas no DCCR. Pontos do planejamento fatorial (-1; +1), menor 

e maior valores usados (-1,44; +1,44) e ponto central (0). 

Fatores 
Variáveis 

Cloro (ppm) Tempo (m) Temperatura (℃) 

- 1,44 0,36 3,52 3,52 

- 1 1 5 5 

0 3 17,5 17,5 

1 5 30 30 

1,44 6,36 38,5 38,5 

 

A quantificação da carga bacteriana inicial foi realizada com inóculo em 7log10 

UFC/ml. Para cada experimento do DCCR, foram utilizados 300 ml de água estéril, para 

realização da diluição do NaClO a 12% (Cloro MT®, Mato Grosso, BR) na concentração 

desejada, estando está na temperatura alvo do experimento. As concentrações de NaClO 

foram medidas através do equipamento Exact® Micro7+ (Taiwan), utilizando para os 

testes a fita denominada teste de cloro livre Micro7+/Micro20 (AKSO®, Brasil).  

Em seguida, 100 µl de suspensão bacteriana foi adicionada à 9 ml em tubo de 

ensaio contendo a água estéril com a concentração de NaClO desejada, cronometrando-

se o tempo de exposição ao cloro. Após a contagem do tempo, foi utilizado tiossulfato 

10% (Labsynth®, Brasil), para neutralizar a ação do cloro e realizar as diluições seriadas 

de 10-1 à 10-5 seguida do plaqueamento por superfície com 100 µl da suspensão bacteriana 
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em placas de petri com ágar nutriente (KASVI, Brasil), as quais foram incubadas a 37°C 

durante 24 horas. Após este período, foi realizado a contagem das colônias em contador 

eletrônico de placas (Edulab, Brasil). 

 

Desempenho do modelo experimental e ajuste dos dados 

Para determinar a sobrevivência bacteriana (SB), a contagem inicial (N0) foi 

subtraída pela contagem final (N) em log (SB=N0 - N), os resultados obtidos através das 

variáveis utilizadas no estudo foram analisados através da metodologia de superfície de 

resposta. 

Os dados obtidos foram ajustados a um modelo polinomial para cada cepa de 

Salmonella spp., em que foram mantidos os termos estatisticamente significativos (p 

<0,05) do modelo. Está estabelecido através do coeficiente de determinação ajustado 

(R2adj) a formalidade do ajuste do modelo. A média do modelo erro quadrado (MSE) (te 

GIFFEL E ZWIETERING, 1999), o desempenho dos índices de fator de viés (Bf) e fator 

de precisão (Af) (BARANYI et al. 1999) foram calculados através das equações. 

 

𝐴𝑓  =  exp

(

 √
∑ (𝐿𝑛𝑓(𝑥(𝑘))− 𝐿𝑛𝜇(𝑘))

2
𝑚
𝑘=1

𝑚
)

  

 

𝐵𝑓  =  exp(
√
∑ (𝐿𝑛𝑓(𝑥(𝑘))− 𝐿𝑛𝜇(𝑘))𝑚
𝑘=1

𝑚
) 

 

𝑀𝑆𝐸 = 
1

𝑚
∑ (𝑝𝑟𝑒𝑣𝑖𝑠𝑡𝑜𝑖 − 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜𝑖)

2
𝑚

𝑖=1
 

 

Sendo que, 𝐿𝑛 𝑓(𝑥) os valores previstos pelo modelo, 𝐿𝑛𝜇 são os valores 

observados e 𝑚 o número de experimentos realizados na validação (CASTRO et al., 

2019). 
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Modelo de inativação e validação de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella 

Schwarzengrund 

Para validação do modelo experimental, foram realizados 5 experimentos 

aleatórios (Tabela 2) para comparar valores observados e previstos. Os resultados foram 

analisados através de análise de regressão múltipla (SCHMIDT E FINAN 2018).  

  

Tabela 2. Validação do modelo experimental utilizando pontos aleatórios para 

comparação de valores observados e esperados. 

*Observado e Previsto expressos em Log10 UFC/ml 

 

Análise dos dados 

Os dados experimentais do DCCR, e todos os demais dados obtidos foram 

analisados no software Statistica 10.0 (StartSoft Power Solutions, Tulsa, Estados Unidos). 

A normalidade dos dados e resíduos e falta de ajuste foram verificados através do teste 

de Shapiro-Wilk. 

 

RESULTADOS 

A combinação da concentração de NaClO, tempo de exposição e temperatura da 

água em função da inativação de Salmonella Enteritidis permitiu observar que 

concentração de 5 ppm de hipoclorito de sódio preconizada pela legislação brasileira, em 

5 minutos e em temperatura de 5°C foi capaz de reduzir a carga bacteriana, a população 

de 8,3 Log10 UFC/ml, para 3,1 Log10 UFC/ml, representando uma redução de 5,8 Log10 

UFC/ml (ponto 14). Já para a concentração de 5 ppm, 30 minutos à 5°C, houve redução 

de 3,5 Log10 UFC/ml (ponto 18). Ainda pode-se verificar que o aumento da concentração 

Pontos 

Tratamentos  
 Salmonella Enteritidis 

ATCC 13076 

 Salmonella 

Schwarzengrund  
Cloro 

ppm 

Tempo 

(min)  

Temperatura 

(°C) Observado Previsto Observado Previsto 

1 3,5 2,5 17,5° 2,84 3,400821 4,24 4,08 

2 2,5 8 17,5° 2,579784 2,397442 

3,0669467

9 2,82 

3 4 3,5 17,5° 3,826391 4,036951 

3,9030899

87 3,74 

4 1,5 25 17,5° 2,253022 1,983209 

3,6787666

18 3,17 

5 3 19 17,5° 3,051153 2,641538 

4,2932046

58 3,98 
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de NaClO para 6,36 ppm teve maior influência na redução, reduzindo uma população 8,5 

Log10 UFC/ml da carga inicial para 7,5 Log10 UFC/ml (Tabela 2). 

Foi testado também concentrações de hipoclorito de sódio de ≤ 1ppm com tempo 

de exposição 5 e 30 minutos, em temperaturas de 5°C, 30°C e 17,5°C (pontos 4, 5 e 1), 

constatando o crescimento de Salmonella Enteritidis ATCC 13076> 1 Log10 UFC/ml 

(Tabela 3). As concentrações testadas de 3 ppm de NaClO para esta cepa se mantiveram 

com redução de ≥ 2 Log10 UFC/ml.  

 

Tabela 3. Arranjo do DCCR para Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella 

Schwarzengrund sob a concentração de hipoclorito de sódio, tempo de exposição e 

temperatura. *indica resultados observados. 

_____________________________________________________________________ 

Dados expressos em escala logarítmica 

A combinação dos tratamentos para inativação de Salmonella Schwarzengrund 

está representada na Figura 3b e Tabela 3. O resultado encontrado para esta cepa mostrou-

se similar à cepa S. Enteritidis, apresentando uma redução significativa de crescimento 

bacteriano na concentração 5 ppm de NaClO, em 30 minutos e 5°C reduzindo uma 

Pontos 

Cloro 

(ppm) 

Tempo 

(m) 

Temperatura 

(℃) 

S. Enteritidis ATCC 

(log N0-N) 

S. Schwarzengrund 

(log N0-N) 

1 0,36 17,5 17,5 1,33 1,9 

2 1 5 5 1,28 1,6 

3 1 30 5 2 4,17 

4 1 5 30 1,5 1,95 

5 1 30 30 1,97 3,74 

6 3 17,5 3,52 3,15 4,99 

7 3 17,5 38,52 1,39 3,49 

8 3 3,52 17,5 2,16 2,02 

9 3 38,52 17,5 3,8 3,41 

10  3 17,5 17,5 2,08 3,43 

11 3 17,5 17,5 2,04 4,89 

12  3 17,5 17,5 2,7 3,51 

13  3 17,5 17,5 2,76 3,85 

14 5 5 5 5,8* 4,59 

15 5 30 5 3,59 7,28* 

16 5 5 30 4,05 6,1* 

17 5 30 30 5,19 5,1 

18 6,36 17,5 17,5 7,52* 8,96* 
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população 8,5 Log10 UFC/ml da carga inicial para 1,3 Log10 UFC/ml, representando uma 

redução de 7,2 Log10 UFC/ml (ponto 15). Ainda em mesma concentração de NaClO e 

mesmo tempo de exposição, ajustando a temperatura para 30°C (ponto 16) pôde ser 

observado através da redução de 9,7 Log10 UFC/ml da carga inicial para 3 Log10 UFC/ml, 

redução esta de 6,1 Log10 UFC/ml. 

 Na concentração de 1 ppm de NaClO em tempos de 5 e 30 minutos e temperaturas 

de 5°C, 17,5°C e 30°C, a redução bacteriana foi ineficaz mantendo-se ≤ 4 Log10 UFC/ml, 

porém, ainda assim, apresentou redução de quase 2 Log10 UFC/ml a mais do que quando 

aplicado a mesma concentração de NaClO, tempo e temperatura na cepa S. Enteritidis 

ATCC 13076. A concentração utilizada de 6,36 no experimento, assim como na cepa S. 

Enteritidis ATCC 13076 foi viável pra inativar altas cargas bacteriana reduzindo 8,9 

Log10 UFC/ml da carga inicial para zero, ou seja, inativou completamente a carga 

bacteriana, chamando atenção para o fato de que essa cepa sofreu mais influência do 

tempo de exposição do que a cepa S. Enteritidis ATCC 13076, com p<0,05. 

 

Figura 3. Sobrevivência (Log (N0 - N) de cepa de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 

(a) e Salmonella Schwarzengrund Selvagem (b) após exposição do hipoclorito de sódio, 

tempo e temperatura da água. Verde indica maior sobrevivência após os tratamentos e 

vermelho indica menor capacidade de sobrevivência após os tratamentos. 

 

 

a)  
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b)  

 

Para avaliar a qualidade de ajuste dos modelos obtidos e normalidade dos dados e 

normalidade dos resíduos, os índices de desempenho estão expressos na Tabela 4. Os 

resultados indicam que a normalidade dos dados foi considerada normal, sendo p>0.05, 

da mesma forma para os resíduos do modelo. A determinação do coeficiente (R2adj) foi 

considerado adequado, sendo >80 para as cepas testadas. O MSE apresentou baixos 

valores indicando que não houve erros experimentais. Os índices de fator viés (Bf), 

calculado através da média dos dados observados e previstos da validação apresentou 

valores próximos a 1 para ambas as cepas. O mesmo para o fator de precisão (Af) que 

indicou valores próximos a 1 para a distância média e dispersão dos dados. 

 

Tabela 4. Índices de desempenho de modelo DCCR e sobrevivência de Salmonella 

Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Schwarzengrund sob concentração de cloro, 

temperatura e tempo de exposição. 

Modelos 

Normalidade  

dos dados 

(valor de p) 

Normalidade dos  

resíduos (valor de 

p) R2
 adj MSE Bf Af 

Falta de  

Ajuste 

(valor de p) 

S. Enteritidis 

ATCC 13076 0,2971 0,1519 0,82337 0,1265 1,13 1,42 0,1100 

S. Schwarzengrund 0,296 0,4504 0,83952 0,094 1,1 1,36 0,3956 
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DISCUSSÃO 

 O cloro e suas várias formas são os compostos comumente utilizados para a 

desinfecção em indústrias de alimentos e serviços de alimentação (MACHADO, 2010). 

Considerando a legislação brasileira, o NaClO é um dos produtos clorados autorizados na 

lavagem de peixe nas etapas de processamento (BRASIL, 2007), tendo utilizado a 

concentração de 5 ppm, sendo esta preconizada pelo MAPA, bem como tempo de 

exposição de 5 minutos e temperatura da água a 5°C revelaram-se satisfatório para uma 

inativação 5,8 log10UFC/ml em Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (Tabela 3). 

Observamos que a concentração de NaClO foi a única variável significativamente 

afetada, pois houve diferença significativa, sendo o valor de p<0,05, o que não aconteceu 

para as variáveis temperatura e tempo de exposição. O uso de um agente químico 

desinfetante como o cloro, deve ser capaz de reduzir pelo menos 5 log10UFC/ml para 

bactérias patogênicas, assim como Salmonella (SANTAELLA, 2007). Em concentração 

de 6,36 ppm, acima do preconizado encontramos redução acima de 7 log10 UFC/ml, o que 

já é esperado que quanto maior a concentração de NaClO, maior a inativação do 

microrganismo. Enquanto que em concentrações abaixo do recomendado, S. Enteritidis 

ATCC 13076 mostrou-se resistente.  

Para a cepa de Salmonella Schwarzengrund, o resultado mostrou-se semelhante, 

onde 5 ppm foi capaz de inativar seu crescimento em 30 minutos e temperatura de 5°C 

(Tabela 3), reduzindo a carga microbiana acima de 7 log10 UFC/ml. Ao elevar a 

temperatura da água para 30°C, com tempo de exposição de 5 minutos obtivemos redução 

de 6,1 Log10 UFC/ml, significando que a temperatura da água influencia negativamente 

a ação do NaClO. Um dos fatores relatado por Byun et al. (2021) é que a eficácia dos 

desinfetantes à base de cloro é afetada pela temperatura, concentração e tempo de contato. 

Contudo, similar a cepa S. Enteritidis, a cepa S. Schwarzengrund foi sensível a 

concentração de 6,36 ppm, reduzindo 8 log10 UFC/ml.  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprova o uso de 

sanitizantes em concentração de 5 ppm, pois é a concentração suficiente para obter um 

efeito satisfatório sem afetar a genuinidade do alimento e sua qualidade (BRASIL, 2007). 

Os compostos clorados não deixam sabores nos produtos, desde que sejam usados nas 

concentrações adequadas (MATOS, 2011). Dessa forma, a concentração de 6,36 ppm 

utilizada é inviável para as indústrias, por estar acima do preconizado. 
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No estudo de (CUNHA-NETO et al. 2019, foi demonstrado a identificação de 

Salmonella Schwarzengrund em ambientes de processamento de pescado que utilizam 

NaClO. No presente estudo, esta cepa se mostrou resistente as variações de concentração 

de NaClO em que através das análises estatísticas foi constatado que p < 0,05 e a variável 

tempo também resultando em p <0,05, significando que não teve sua carga microbiana 

reduzida expresso na tabela complementar 2 (ANEXO). A resistência de patógenos a 

desinfetantes amplamente utilizados em empresas e indústrias de alimentos pode ser um 

dos fatores que contribuem com o envolvimento de microrganismos específicos em surtos 

de origem alimentar (MACHADO, 2010). 

Um estudo realizado por Tong Thi et al. (2015) mostrou a ineficiência do cloro 

utilizado no controle de qualidade de Peixe-Panga (Pangasius hypophthalmus) em uma 

indústria de pescado, isto se deu através da aplicação de 10, 20, 50 e 120 ppm em tempos 

de 10, 20 e 240 segundos, sendo um dos principais motivos a concentração utilizada no 

estudo. Desta forma, testamos diferentes concentrações em tempos e temperaturas 

diferentes afim de otimizar esta substância utilizada nos abatedouros frigoríficos. Os 

mecanismos de resistência térmica estão diretamente ligados a permeabilidade celular, 

por meio de alterações na composição lipídica da membrana (CASTRO et al., 2019).  

As adaptações aos sanitizantes podem e devem ser evitadas através da não 

utilização dos mesmos abaixo das suas concentrações indicadas (MEYER E COOKSON, 

2010), bem como o uso prudente pode garantir a sua contínua eficácia contra os 

microrganismos (RIAZI E MATTHEWS, 2011). Observamos que as concentrações de 1 

ppm, 3 ppm e 0,36 ppm não foram suficientes para uma inativação considerada eficaz, 

reduzindo apenas 1Log10 UFC/ml (Tabela 2). 

Existe limitada informação a respeito do efeito das concentrações de cloro livre 

sobre a sobrevivência de bactérias em peixes (TONG THI et al. 2015). Demonstrando a 

importância e relevância do estudo, visto que existe pouca informação relatada na 

literatura. A concentração do cloro e tempo de exposição devem ser adequados para 

eliminação dos patógenos que podem estar presentes na superfície dos peixes 

(MACHADO, 2010), bem como relatado por Menegaro et al. (2016) o tempo de contato 

com o sanitizante e a concentração podem afetar sigificativamente a eficácia deste 

sanitizante.  
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No presente estudo constatou-se que a cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076 

não sofreu influência do tempo de contato e nem da temperatura, mas sim da concentração 

de NaClO, já a cepa Salmonella Schwarzengrund sofreu influência da concentração de 

NaClO e do tempo de exposição, não sofrendo influência da temperatura. A etapa de 

lavagem dos peixes tem finalidade de eliminar as bactérias do ambiente de processamento 

e o muco presente na superfície dos peixes, onde estão localizadas as glicoproteínas 

liberadas pelas glândulas da pele, cria um ambiente favorável ao crescimento e 

proliferação de microrganismos indesejáveis (FERNANDES et al. 2021). A lavagem 

correta com NaClO é um fator preventivo para o controle de microrganismos patogênicos, 

de maneira que evita problemas na saúde do consumidor que adquiriu este produto, 

entretanto, se tratando de uma cepa patogênica como Salmonella spp. pode causar danos 

maiores (LEITE, SACASAS E OETTERER 2016). 

Os dados da sobrevivência de cepas testadas Salmonella Enteritidis e Salmonella 

Schwarzengrund foram normais (p>0,05), assim sendo também para os resíduos do 

modelo, mostrados na Tabela 4. A determinação ajustada do coeficiente (R2adj) para 

ambas as cepas foi considerado adequado (>80). A média do modelo erro quadrado 

(MSE) indicou baixos valores, significando que não houve erros experimentais, já que 

valores de MSE simboliza possíveis variabilidades e erros no experimento (TE GIFFEL 

E ZWIETERING, 1999), sendo capaz de medir a confiabilidade dos dados obtidos 

(Castro et al. 2019). 

O índices de fator de viés (Bf) mede a concordância média entre os dados previstos 

e observados (ROSS, 1996), foi calculado através dos experimentos da validação com 5 

pontos aleatórios que não foram utilizados no modelo experimental, tendo como 

resultados valores próximos a 1. O fator de precisão (Af) mostra a distância média e 

dispersão dos dados à medida da equivalência (BARANYI, PIN, e ROSS 1999), 

resultados esperados para Af são de 0,10 – 0,15 para as variáveis (ROSS 2000), 

entretanto, em modelos experimentais atuais, 1,2 – 1,4 é considerado aceitável, os 

resultados encontrados corroboram com os modelos experimentais atuais, onde Af da 

cepa S. Enteritidis ATCC 13076 obteve valor de 1,4 e S. Schwarzengrund obteve valor 

de 1,3, significando que os modelos explicitados estão adequados. A falta de ajuste 

fornece uma estimativa de ajuste do modelo experimental, que no presente estudo não foi 

significativa para os modelos, sendo (p>0,05) expressado na Tabela 4. Sendo assim, R2
adj, 

MSE, Bf, Af e Falta de ajuste demonstram que o modelo experimental foi adequado para 
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medir a sobrevivência de S. Enteritidis e S. Schwazengrund submetidas ao hipoclorito de 

sódio, tempo de exposição e temperatura. 

Perante isso, destaca-se a relevância do estudo no que diz respeito a adoção de 

medidas efetivas para o controle de Salmonella spp. nos ambientes de processamento de 

pescado em abatedouros frigoríficos, uma vez que na ausência dessas medidas o pescado 

se torna um ambiente de proliferação de microrganismos patogênicos, por exemplo, 

tempos de exposição mais eficientes dentro das indústrias aliado a utilização da 

concentração de NaClO em 5 ppm. 

 

CONCLUSÃO 

Constatou-se que o padrão de inativação foi quadrático, sendo independente para 

ambas as cepas. A cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076 se mostrou suscetível ao 

aumento da dosagem de NaClO independente das variáveis tempo e temperatura, por se 

tratar de uma cepa que estava armazenada em baixas temperaturas em ultra freezer 

acredita-se que esteja adaptada a este ambiente, ou seja, a concentração de NaClO teve 

influência direta na inativação significativa desta cepa.  Salmonella Schwarzengrund, 

isolada de peixe nativo, revelou-se suscetível as variáveis de concentração de NaClO e 

tempo de exposição, onde 5 ppm de NaClO em 30 minutos foram determinantes para uma 

inativação bacteriana significativa, embora  6,36 ppm tenha sido mais eficiente para 

inativar uma maior carga populacional de Salmonella Schwarzengrund . 
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ANEXO I 

Tabela complementar 1 

TABELA DA ANOVA; Var.: Salmonella Enteritidis; R-sqr=,91688; Adj:,82337 (2**(3) 

composto central, nc=8 ns=6 n0=2 Pontos=16 (Planilha7) na pasta de trabalho1) 

3 fatores, 1 Bloco, 18 Pontos, MS Erro puro = ,1519485 

DV: Salmonella Enteritidis 

Factor SS df MS F p 

(1) °C (L) 0,62571 1 0,62571 4,1179 0,13544 

°C (Q) 0,05686 1 0,05686 0,3742 0,583965 

(2) NaClO (L) 36,38508 1 36,38508 239,4566 0,000586 

NaClO (Q) 6,10283 1 6,10283 40,1638 0,007945 

(3) Tempo (L) 0,60396 1 0,60396 3,9748 0,140182 

Tempo (Q) 0,42898 1 0,42898 2,8232 0,191504 

1L by 2L 0,01417 1 0,01417 0,0933 0,780013 

1L by 3L 1,19847 1 1,19847 7,8874 0,067379 

2L by 3L 0,63661 1 0,63661 4,1896 0,133166 

Falta de ajuste 3,73634 5 0,74727 4,9179 0,110064 

Erro puro 0,45585 3 0,15195   

Total SS 50,4342 17       

 

*L: Linear 

*Q: Quadrático 

 

 

Figura 2D cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076 
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Tabela complementar 2 

TABELA DA ANOVA; Var.: Salmonella Schwarzengrund; R-sqr=,92448; Adj:,83952 

(2**(3) composto central, nc=8 ns=6 n0=2 Pontos=16 (Planilha7) na pasta de trabalho 1) 

3 fatores, 1 Bloco, 18 pontos, MS Erro puro = ,4504172 

DV: Salmonella Schwarzengrund 

Factor SS df MS F p 

(1) °C (L) 0,7816 1 0,7816 1,73529 0,279313 

°C (Q) 0,28738 1 0,28738 0,63802 0,482817 

(2) NaClO (L) 40,39918 1 40,39918 89,6928 0,002496 

NaClO (Q) 4,13074 1 4,13074 9,17093 0,056384 

(3) Tempo (L) 5,14897 1 5,14867 11,43089 0,043061 

Tempo (Q) 1,8899 1 1,8899 4,1959 0,13297 

1L by 2L 0,0453 1 0,0453 0,10058 0,771926 

1L by 3L 2,49269 1 2,49269 5,53418 0,10008 

2L by 3L 0,90071 1 0,90071 1,99973 0,252241 

Falta de ajuste 3,34443 5 0,66889 1,48504 0,395645 

Erro puro 1,35125 3 0,45042   

Total SS 62,17682 17       

 

*L: Linear 

*Q: Quadrático 

 

 

Figura 2D cepa Salmonella Schwarzengrund 
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ANEXO II 

 

RESUMO DA MOSTRA DE PÓS-GRADUAÇÃO DA UFMT 

Título: Identificação do ponto ótimo de Hipoclorito de Sódio (NaClO), tempo e 

temperatura para o controle e Salmonella spp. no processo tecnológico do abate de peixes 

nativos 

Resumo: O pescado representa um alimento de alto valor nutritivo e com inúmeros 

benefícios a saúde, dessa forma, existe a necessidade de proteção e segurança desse 

alimento que chega até seus consumidores, visto que, se não forem bem processados 

podem ser uma fonte de contaminação com a presença de microrganismos patogênicos. 

Salmonella spp. não faz parte da microbiota natural dos peixes, mas já foi relatada sua 

presença em diferentes estudos. Diversas tecnologias tem sido propostas para inativar este 

microrganismo. Neste aspecto, o cloro e seus derivados são agentes amplamente 

utilizados na eliminação de microrganismos patogênicos em que, a utilização de 

hipoclorito de sódio (NaClO) nas etapas de lavagem e processamento dos peixes abatidos 

é autorizada pelo Ministério da Saúde com apenas 5 ppm de cloro residual livre. Diante 

da problemática, o objetivo do presente projeto é identificar o ponto ótimo entre os 

parâmetros de concentração da substância de hipoclorito de sódio (NaClO), o tempo de 

exposição do patógeno a substância, e temperatura da água a qual o patógeno estará 

submetido durante o abate de peixes nativos, para isso será estabelecido um modelo de 

inativação da Salmonella spp. com as variáveis supracitadas. Será utilizada como 

metodologia o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para avaliar 18 

experimentos quanto a temperatura, tempo e concentração do cloro (ppm) em função da 

sobrevivência da Salmonella spp. em peixes nativos. Os dados serão submetidos a análise 

por software Statistica 10.0 para o experimento DCCR e enumeração de células. Espera-

se com este trabalho obter resultados positivos quanto a inativação da Salmonella spp. 

com o novo protocolo tecnológico otimizado. É um trabalho que gera impacto positivo 

nos setores saúde pública, setor econômico, tecnológico e social, contribuindo com a 

prevenção de doenças, a agregação de valor ao produto local, o aumento de produtividade, 

gerando impactos a economia regional. 

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella spp., aquicultura, pescados, segurança alimentar. 
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VÍDEOS ONLINE APRESENTADOS NA MOSTRA DE PÓS-GRADUAÇÃO DA 

UFMT 

 

Vídeo 2021: https://www.youtube.com/watch?v=ucl6dNAsKRg 

Vídeo 2022: https://www.youtube.com/watch?v=irW7zYL-txk 
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