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ASPECTOS HISTORICOS

E impossivel determinar exatamente quando, na histéria da humanidade, o homem tomou
conhecimento da existéncia de microrganismos e da sua importincia para os alimentos. Apés um
periodo no qual o ser humano tinha a sua alimentaciio baseada apenas nos abundantes recursos da
natureza, 0 homem passou a plantar, criar animais e produzir o seu proprio alimento. Com o surgimento
de alimentos preparados, comegaram a ocorrer os problemas relacionados com doencas transmitidas
pelos alimentos e com a tépida deterioraciio devido, principalmente, & conservagio inadequada dos
alimentos.

Arquedlogos encontraram evidéncias de ordenha de vacas para obtengio de leite, datadas de 9000
a.C. Relatos historicos indicam que na Babil6nia antiga (7000 2.C. ), 0 homem j4 conhecia a fabricagio
de cerveja. Os sumérios (3000 a.C.) foram os primeiros criadores de gado de corte e de leite e os
primeiros a fabricar manteiga. J4 conheciam também as técnicas de salga de carnes e peixes. Leite,
manteiga e queijos jd eram conhecidos pelos egipcios em 3000 a.C. Nessa época, judeus, chineses e
gregos também utilizavam sal para a conservacio dos alimentos. Os assirios, em 3500 a.C., ja
conheciam a arte de fabricagio de vinhos, Os romanos, em 1000 a.C., empregavam neve para a
conservagio de carnes e frutos do mar. Técnicas de defumacio de carnes e de producio de queijos e
vinhos foram aprimoradas nessa época.

Os progressos realizados no sentido de se compreender a natureza das doengas causadas pelos
alimentos foram sempre bastante lentos. Na Idade Média, milhares de pessoas morriam de ergotismo
sem que se soubesse que se tratava de uma intoxicacio aguda causada pela ingestio de cereais
contaminados com um fungo (Claviceps purpurea). A importincia da limpeza e da higiene na
produgio de alimentos demorou muito para ser reconthecida. Foi somente por volta do século XIII,
na Europa, que surgiram as primeiras normas de inspegio de carnes e de abatedouros de animais.
Acredita-se que A. Kircher, em 1658, foi o primeiro a sugerir a existéncia de relagio entre a
decomposicao de carnes e leite e a presenca de “vermes” invisiveis a olho nu. L. Spallanzani, em 1765,
derrubou a famosa feoria da geragdo espontinea ao provar que o cozimento e o posterior ar-
mazenamento do caldo de carne cozida em recipiente fechado garantiam que o produto nio se
deteriorasse por bastante tempo. Em 1809, o confeiteiro francés N. Appert comprovou os achados de
Spallanzani, ao descrever um processo de conservagio de carnes em recipientes de vidro mantidos
em 4gua fervente por diferentes perfodos. Esta técnica foi, em seguida (1810), patenteada e recebeu
onome de apertizagio, que corresponde ao processo de enlatamento de alimentos utilizado atualmente.

Apesar da importncia das contribuigées dos individuos mencionados e de outros também, foi o
medico francts L. Pasteur o primeiro cientista a compreender o papel dos microrganismos nos
alimentos. Em 1837, ele demonstrou que o azedamento do leite era provocado por microrganismos,



e, em 1860, empregou o calor para destruir microrganismos indesejaveis em alimentos. Este processo,
muito utilizado atualmente, denomina-se pasteurizacio.

Nos anos seguintes, até os dias atuais, a microbiologia como ciéncia teve um desenvolvimento
extremamente rapido.

IMPORTANCIA DOS MICRORGANISMOS

Hoje sabemos que os microrganismos podem desempenhar papéis muito importantes nos alimen-
tos, sendo possivel classificd-los em trés grupos distintos, dependendo do tipo de interacdo existente
entre microrganismo e alimento:

1 — Os microrganismos nos alimentos sio causadores de alteracdes quimicas prejudiciais,
resultando no que chamamos “deterioragio microbiana”. A deterioracdo resulta em alteragdes de cor,
odor, sabor, textura e aspecto do alimento. Essas alteraces sio conseqiiéncia da atividade metabélica
natural dos microrganismos, que estio apenas tentando perpetuar a espécie, utilizando o alimento
como fonte de energia. A deterioragio provocada é somente uma conseqiiéncia desse Processe.

2 — Os microrganismos presentes nos alimentos podem representar um risco  saiide. Estes
Imicrorganismos so genericamente denominados “patogénicos”, podendo afetar tanto 0 homem como
animais. As caracteristicas das doencas que esses mjicrorganismos causam dependem de uma série de
fatores inerentes ao alimento, ao microrganismo patogénico em questio e ao individuo a ser afetado.
Os microrganismos patogénicos podem chegar até o alimento por indmeras vias, sempre refletindo
condicGes precdrias de higiene durante a produgdo, armazenamento, distribuicio ou manuseio em
nivel doméstico. )

3 — Os microrganismos presentes nos alimentos causam alterages benéficas em um alimento,
modificando suas caracteristicas originais de forma a transformé-lo em um novo alimento. Esta forma
de interacio microrganismo-alimento é conhecida do homem hd muito tempo. A este grupo pertencem
aqueles microrganismos que sio intencionalmente adicionados acs alimentos para que determinadas
reagdes quimicas sejam realizadas. Muitos destes microrganismos j4 estdo naturalmente presentes,
nio sendo necessdrio adiciond-los ao alimento, mas sim estimular seletivamente sua atividade
bioldgica. Neste grupo estdo todos os microrganismos utilizados na fabricacio de alimentos fermen-
tados: queijos, vinhos, cervejas, paes, vegetais e muitos outros,

Apesar de ser fdcil estabelecer categorias para classificar os microrganismos, é bastante dificil
definir a qual categoria pertence um determinado microrganismo, uma vez que um mesmo micror-
ganismo pode ter atividades diferentes em alimentos diferentes. Assim, um microrganismo pode
causar deterioracdo em determinado alimento, mas as reacdes quimicas que ocasionam esta deteriora-
¢do podem ser desejaveis em um outro alimento.

Os microrganismos sao, tradicionalmente, caracterizados, classificados e identificados através de
suas propriedades morfolégicas e fisiologicas. Mais recentemente, novos critérios tém sido in-
troduzidos relativos as suas caracteristicas bioquimicas e genéticas. Dados relativos 4 composi¢io
quimica de algumas estruturas (parede celular e cipsula, por exemplo), 4 caracterizagio de deter-
minantes antigénicos e ao perfil enzimdtico tém revolucionado a taxonomia dos microrganismos. No
enfanto, a grande revolugio na classificagéo dos microrganismos ocorreu devido a genética molecular,
pois, afravés da determinacio da composicio e da homologia de bases do DNA e do seqiienciamento
do RNA ribossomico, foi possivel descobrir novas associagdes entre os microrganismos e como
conseqiiéncia, novas formas de agrupa-los. As recentes reclassificacdes das bactérias laticas e das
leveduras, com o surgimento de novos géneros, sdo um bom exemplo deste fendmeno.

FONTES DE CONTAMINACAQO

De onde vém os microrganismos que contaminam os alimentos? As respostas para esta questio
sao vdrias. As principais fontes de contaminagfo sio:

a — Solo e dgua: estes dois ambientes sio considerados em conjunto, pois muitos dos micror-
ganismos neles presentes (ém vérias caracteristicas em comum. Microrganismos do solo podem,
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através do vento, contaminar o ar e posteriormente chegar até os corpos hidricos através da chuva.
Agua da chuva pode também remover microrganismos do solo e transferi-los para os corpos hidricos.
Microrganismos aquéticos podem ser transferidos para o solo através das nuvens e posterior chuva.
Este ciclo faz com que os microrganismos do solo € 0s da 4gua sejam quase os mesmos. Entretanto,
alguns microrganismos aquéticos sao incapazes de sobreviver no solo, especialmente aqueles de dguas
marinhas. Alteromonas spp., por exemplo, 40 microrganismos aqudticos que necessitam da salinidade
da dgua do mar para sua sobrevivéncia e multiplicacio e, portanto, néio persistem no sola. A flora
bacteriana da 4gua do mar é formada essencialmente por microrganismos Gram-negativos, sendo
Gram-positivos apenas contaminantes transientes.

b — Plantas: poucos microrganismos presentes no solo e na dgua tém capacidade de sobreviver
e multiplicar na superficie de plantas. Para que isso seja possfvel, é necessario que 0s microrganismos
apresentem um mecanismo de adesao a superficie das plantas e que possam obter os nutrientes
necessirios. Alguns microrganismos sio fitopatogénicos, isto &, sdo causadores de doengas para as
plantas. Entre esses destacam-se Corynebacterium, Pseudomonas, Xanthomonas € alguns fungos.

__ Utensilios: utensilios como recipientes, bandejas, facas, tabuas, moedores etc., tém papel
importante como fonte de contaminagio. Sua higienizagio inadequada resulta em transmissio de
microrganismos de um alimento para outro (contaminagio cruzada).

d — Trato intestinal do homem e de animais: esse material € rico em microrganismos, nio apenas
em quantidade mas também em variedade. Esta é a principal fonte de contaminagio dos alimentos
com microrganismos enteropatogénicos, como Salmonella, Shigella, Campylobacter e muitos outros.

e — Manipuladores de alimentos: a microbiota das méos e roupas dos manipuladores pode ser
oriunda do solo, 4gua, poeira e outros ambientes. Outra fonte importante sdo as fossas nasais, a boca
¢ a pele. Em condigdes muito precirias de higiene também os microrganismos do trato gastrintestinal
podem contaminar as maos dos manipuladores e, consegiientemente, 0 alimentos por eles preparados.

f — Racfio animal: representa importante fonte de Salmonella para aves e outros animais. No caso
de silagem, Listeria monocytogenes merece destaque como fonte de contaminacio de animais e de
alimentos produzidos a partir deles.

g — Pele dos animais: constitui fonte importante de contaminacio, principalmente de leite. Os
microrganismos encontrados neste alimento podem ser os mesmos da biota do (ibere e da pele dos
animais, quando a ordenha é realizada sem a higiene necessaria. A partir destas fontes, 0s microrganis-
mos podem contaminar todo o ambiente, recipientes e manipuladores.

h — Ar e pé: embora, em teoria, todos os microrganismos possam sef encontrados no ar, 0s que
melhor sobrevivem neste ambiente, no entanto, sdo as bactérias Gram-positivas e os fungos.

MICRORGANISMOS DE INTERESSE EM ALIMENTOS

Os microrganismos de interesse em alimentos, a serem abordados neste capitulo, compreendem
os fungos, as bactérias e os virus. Ao grupo dos fungos pertencem os bolores € as leveduras.

BOLORES

A estrutura bésica dos bolores & formada por filamentos denominados hifas, que, em conjunto,
formam o micélio. Hifas podem ser septadas, isto €, divididas em células que intercomunicam-se
através de poros, e ndo septadas (ou cenociticas), com os niicleos celulares dispersos ao longo de toda
a hifa.

O micélio pode ter duas fungbes distintas: promover a fixagdo do bolor ao substrato (micélio
vegetativo) e promover a reprodugao, através da produgio de esporos (micélio reprodutivo). Os
bolores podem reproduzir-se sexualmente (fungos perfeitos) ou assexualmente (fungos imperfeitos),
ou ainda pelos dois processos, simultaneamente.

O micélio dos bolores ¢ responsavel pelo aspecto caracteristico das coldnias que formam. Estas

col6nias podem ter um aspecto cotonoso, ser secas, fimidas, compactas, aveludadas, gelatinosas, com
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italicum, por exemplo) estio envolvidas em processos degradativos de frutas. P cyclopium e P,
viridicatum causam a deterioracio de grios de cereais. Muitas espécies de Penicillium sio empregadas
para produgéo de alimentos, especialmente queijos. Merecem destaque o P camembertii, utilizado
para fabricacio dos queijos camembert ¢ brie, ¢ P roquefortii, empregado na fabricacio dos queijos
roguefort e gorgonzola. Algumas espécies sao produtoras de antibiéticos, enquanto outras sio
produtoras de micotoxinas (P, islandicum, P, citrinum e P citreoviridae).

Rhizopus. Estes bolores formam micélio cenocitico, apresentam rizéides para fixagiio a0 substrato
© sua reprodugio ¢ assexuada. Sio agentes deteriorantes comuns em alimentos de origem vegetal,
com producio de enzimas pectinoliticas. Por serem termorresistentes, estas enzimas néo sio elimina-
das durante o processamento térmico dos vegetais, o que pode causar a podriddo mole pos-proces-
samento. R. stolonifer é um bolor muito comum em pdo. Algumas espécies sio utilizadas no preparo
de alimentos orientais fermentados. As espécies de Rhizopus caracterizam-se por produzirem grande
quantidade de 4cido fumérico a partir de aciicares fermentiveis.

Scopulariopsis. Sio bolores proteoliticos e podem causar a deterioracio de laticinios (queijo
camembert, em especial) e carnes. A espécie mais comum é S, brevicaulis.

Sporotrichum. Algumas espécies (S. carnis, por exemplo) multiplicam-se bem em baixas tem-
peraturas (-5°C a -8°C), podendo se desenvolver na superficie de carnes mantidas em cimaras
frigorificas.

Thamnidium. Organismos deste género possuem micélio cenocitico. Sio encontrados em carnes
¢ também no solo & em excrementos animais. Crescem em carnes refrigeradas, com destaque para 7'
elegans.

Outros géneros de bolores de interesse em alimentos sio Trichoderma, Trichotecium, Cephalos-
porium e Monascus, produtores de micélios de virias coloragdes, e Basipetospora, Chrysosporium,
Eremascus, Polipaecilum, Wallemia e Xeromyces, capazes de multiplicar-se em alimentos com
atividade de dgua (Aa) inferior a 0,85 (bolores xerofilicos).

LEVEDURAS

Do ponto de vista taxon6mico, as leveduras ndo sio homogéneas e sua classificagio niio é estavel.
Define-se leveduras como fungos cuja forma predominante € unicelular. Podem ser esféricas, ovdides,
cilindricas ou triangulares. Algumas sdo bastante alongadas formando filamentos semelhantes 4s hifas
dos bolores. Em alguns casos, pode haver formagdo de um micélio verdadeiro, quando, apds divisao
celular, as células permanecem unidas. Leveduras formadoras de pseudomicélios ou de micélios
verdadeiros constituem a fase de transigio entre as leveduras unicelulares e os fungos filamentosos.

De acordo com sua reprodugio, as leveduras de interesse em alimentos podem ser subdivididas
em dois grupos: as leveduras verdadeiras, nas quais ha formagio de ascos contendo esporos sexuados
(ascosporos) e leveduras falsas, que nio produzem ascosporos ou qualquer outro tipo de esporo
sexuado. Todas as leveduras podem reproduzir-se assexuadamente, sendo este o Gnico processo em
50% delas. A reprodugio assexuada ocorre por brotamento ou por fissio celular.

Embora as leveduras possam diferir bastante em suas caracterfsticas fisiolégicas, aquelas de
importincia em alimentos tém algumas caracteristicas em comum. De modo geral, as leveduras
requerem menos umidade que a maioria das bactérias e mais umidade que a maioria dos bolores. A
temperatura ideal para seu crescimento varia entre 25°C e 30°C, com algumas excegOes importantes,
mencionadas a seguir. O crescimento é favorecido pelo pH écido. As leveduras multiplicam-se melhor
quando estio em aerobiose, mas os tipos fermentativos multiplicam-se bem também em anaerobiose.
Aglcares sdo a melhor fonte de energia, embora leveduras oxidativas sejam capazes de oxidar acidos
orgénicos e dlcool.

As leveduras de interesse em alimentos sio:

Candida. Sio de classificagio complexa. Pertencem ao grupo de leveduras que nio produzem
esporos assexuados. Todas as espécies formam pseudomicélio, mas algumas formam também micélio
verdadeiro (C. tropicalis). Algumas leveduras, anteriormente classificadas como Torulopsis, agora
pertencem ao género Candida. Sio as leveduras mais comumente encontradas em came fresca bovina
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¢ de aves. Estas leveduras t8m sido envolvidas em processos de deterioragio de virios tipos de
alimentos como frutas frescas, vegetais, laticinios, bebidas alcodlicas e refrigerantes. Algumas
espécies sao comuns em alimentos dcidos com elevado teor de sal. Estas leveduras sio utilizadas
também como fonte de lipideos, vitaminas, invertase, lactose e lisina. Algumas espécies sdo patogé-
nicas para 0 homem, mas nio se tem noticia de alimentos como vefculos destas espécies patogénicas.

Cryptococcus. Reproduzem-se assexuadamente por brotamento multilateral. Nao realizam ativi-
dade fermentativa. Sio encontradas no solo, em plantas e alimentos como morangos e outras frutas,
pescado marinho, camardo, carne bovina crua, refrigerantes, vinhos e graos de cereais.

Debaromyces. As células vegetativas sao esféricas e a reproduciio ocorre por brotamento mul-
tilateral. Tém pouca atividade fermentativa. As espécies de Debaromyces tém elevada toleriincia ao
sal (18% a 20%) e pertencem ao grupo das leveduras formadoras de peliculas na superficie de
alimentos salgados ou mantidos em salmoura.

Hanseniaspora. Sio leveduras apiculadas, em forma de limdo, com uma intensa atividade
fermentativa. Podem ser encontradas em grande variedade de alimentos: figos, tomates, morangos,
frutas citricas e vinhos.

Issatchenkia. Produzem pseudomicélio, multiplicando-se por brotamento multilateral. Formam
peliculas quando em meio liquido, podendo ser encontradas em grande variedade de alimentos, como
frutas, refrigerantes, vinhos e pescado. I. orientalis, anteriormente denominada Candida krusei, &
empregada como cultura starter em laticinios.

Kluyveromyces. Estas leveduras multiplicam-se por brotamento multilateral e as células podem
ser esféricas, elipsoidais, cilindricas ou alongadas. Tém atividade fermentativa muito intensa, podendo
multiplicar-se desde 5°C até 46°C. Causam deterioragio de laticinios, carnes e frutas. Algumas
espécies sio osmofilicas.

Pichia. So leveduras ovais a cilindricas, com reprodugio assexuada por brotamento multilateral
e formadoras de pseudomicélio. Formam peliculas na superficie de salmouras. Sio importantes
agentes deteriorantes de cervejas, vinhos, laticinios e frutas. Algumas espécies sio osmofilicas,
multiplicando-se em alimentos com elevado teor de agticar (sucos concentrados, caldo de cana etc.).

Rhodotorula. Estas leveduras podem ser esfercidais, ovéides ou alongadas e reproduzem-se por
brotamento multilateral. Este género contém algumas espécies psicrotréficas. Sio produtoras de
pigmentos carotendides de coloragdo amarela ou vermelha. Tém sido associadas a alteracées de cor
em carnes, laticinios e produtos fermentados. Sdo comuns em bebidas ndo alcodlicas (sucos de laranja,
suco de maga etc.).

Saccharomyces. Trata-se de um grupo bastante heterogéneo, com leveduras que se multiplicam
por brotamento multilateral ou através de formagio de pseudomicélio. Todas as espécies tém intensa
atividade fermentativa. As espécies mais importantes sdo S. cerevisiae, empregadas para as mais
variadas finalidades: producio de pies, bebidas (cervejas, vinhos efc.), dlcool, glicerol, invertase e
oufras aplicacOes em processos tecnoldgicos. Por outro lado, estdo fregiientemente envolvidas em
alteragGes indesejaveis em muitos alimentos como frutas, laticinios (leite, manteiga etc.), maioneses,
mel, vinagre e produtos fermentados. A espécie S. cerevisiae &, na verdade, uma mistura de inimeras
linhagens, muitas especialmente selecionadas e exploradas para fins industriais.

Schizosaccharomyces. As células sdo esféricas ou cilindricas e a reprodugio é assexuada, feita
por fissio celular. Essas leveduras, ao contrario das demais, néo apresentam brotamento. Tém intensa
atividade fermentativa, requerendo vitaminas para sua multiplica¢io. Formam um micélio verdadeiro
rudimentar e ascos contendo de quatro a 0ito ascosporos. Tém sido associadas i deterioragdo de frutas
e vinhos. Algumas espécies sao xerotolerantes, crescendo em mel, balas e caldo de cana.

Torulospora. Atinica espécie importante para alimentos é 7. delbruecki, associada 2 deterioracio
de frutas, refrigerantes, cervejas, paes e queijos. Por ser osmofilica, esta espécie pode ser encontrada
em alimentos com elevado teor de aglicar, como sucos concentrados, mel ¢ agiicar.

Trichosporon. Produzem micélio verdadeiro, e nio tém capacidade de fermentar agiicares. Podem
ser encontradas em muitos alimentos como camario fresco, carne moida, carne de aves, sucos de
frutas, graos de cereais e vinhos. I pullulans é a espécie predominante.




Zygosaccharomyces. Tem intensa capacidade de fermentar acticares. A espécie Z. rouxii é
xerotolerante, isto €, tolera Aa minima de 0,7, podendo ser encontrada em xaropes, confeitos, frutas
secas e marzipa. Z. bailii € capaz de se multiplicar em pH 1,8, mas néo se multiplica em Aa inferior
a 0,85. Esta espécie € importante na deterioracio de maioneses, molhos de saladas, frutas e sucos de
frutas e refrigerantes. Estas espécies sdo muito resistentes aos conservadores quimicos utilizados em
alimentos (sorbatos e benzoatos, especialmente).

BACTERIAS

Considerando o ntimero total de espécies bacterianas existentes na natureza, relativamente poucas
sdo as importantes para os alimentos. Neste capitulo, os géneros bacterianos que contém espécies
importantes para os alimentos serdo apresentados resumidamente, dando-se énfase apenas aos
aspectos mais relevantes. Em outros capitulos, especialmente aqueles relativos a microrganismos
deteriorantes e microrganismos patogénicos, estes aspectos serdo apresentados mais detalhadamente.

Os géneros bacterianos importantes para alimentos podem ser agrupados em sete categorias, a
saber:

1 — bactérias Gram-negativas, aerébias e microacrobias;

2 — bactérias Gram-negativas aerébias estritas;

3 — bactérias Gram-negativas anaerdbias facultativas;

4 — cocos Gram-positivos;

5 — bacilos Gram-positivos produtores de esporos;

6 — bacilos Gram-positivos nao esporulados;

7 — outros.

BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS, AEROBIAS E MICROAEROBIAS

Neste grupo, apenas o género Campylobacter tem importincia para os alimentos. Sdo oxidase
positivos, com flagelos polares e com motilidade caracteristica (movimento saca-rolha). As espécies
importantes sdo C. jejuni, C. colie C. lari, que sao patégenos causadores de gastrenterites de origem
alimentar.

BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS AEROBIAS ESTRITAS

Incluem-se neste grupo a familia Pseudomonadaceae, com os géneros Pseudomonas e Xan-
thomonas; a familia Halobacteriaceae, com os géneros Halobacterium e Halococcus; a familia
Acetobacteriaceae, com os géneros Acefobacter e Gluconobacter; a familia Neisseriaceae com o
género Acinetobacter e os géneros Alcaligenes, Alteromonas, Brucella, Flavobacterium, Moraxella,
Psychrobacter e Shewanella.

Pseudomonas. Sio bacilos retos ou curvos, méveis com flagelacio polar. Sdo catalase e oxidase
positivos. Amplamente distribuidos na natureza, podem ser encontrados em alimentos de origem
animal e vegetal. Algumas pseudomonas sdo patogénicas para plantas. P> geruginosa produz substan-
cias téxicas e sdo patégenos humanos oportunistas. Alguns episédios de doenca de origem alimentar
foram aparentemente causados por algumas espécies de Pseudomonas, mas uma comprovagao mais
fundamentada ainda € necessdria. As pseudomonas s3o importantes em alimentos devido a sua intensa
atividade metabolica, sendo capazes de utilizar uma grande variedade de compostos orginicos, além
de produzirem pigmentos hidrossoliiveis, enzimas proteoliticas e lipoliticas. Algumas espécies
produzem enzimas pectoliticas, de importincia para vegetais. Pseudomonas psicrotroficas sdo encon-
tradas em alimentos refrigerados e congelados. Devido a sua baixa resisténcia térmica, s6 sdo
encontradas em alimentos processados que sofreram contaminacio pés-processamento,



Xanthomonas. Sio bacilos retos, méveis com flagelagio polar e sio catalase positivos. Muitas
espécies deste género sio patogénicas para plantas, como X. campestris, responsdvel pelo cancro
citrico. Podem causar virios tipos de deterioragio em produtos de origem vegetal.

Halobacteriaceae. Sio bactérias haldfilas extremas, necessitando de 15% de sal para sua mul-
tiplicacio. Esta concentragio elevada de sal é necessaria para a atividade de enzimas, para a
estabilidade das membranas e ribossomos e para a sintese protéica. Raramente encontradas em
alimentos comuns, sio bactérias bastante freqiientes em alimentos salgados, como pescados e carnes.
Os géneros importantes sio Halobacterium e Halococcus. Crescem em alimentos salgados produzin-
do uma limosidade de odor extremamente desagradavel e de coloragdo vermelha devido ao pigmento
que produzem (bactorrubeina).

Acetobacter. Sio bacilos retos ou levemente curvos, com coloragio de Gram-varidvel em fungdo
da idade das culturas. Podem ser méveis (flagelos peritriquios) ou iméveis. Este género € importante
em alimentos, pois é capaz de oxidar etanol a dcido acético e de oxidar acetato e lactato a CO e HaO.
Sio encontrados em frutas e vegetais e sio responsaveis pela deterioragio de sucos de frutas e bebidas
alcodlicas (vinhos e cervejas).

Gluconobacter. Aespécie mais importante € G. oxydans. Sdo microrganismos de forma elipsoidal
ou de bacilo. Culturas jovens sio Gram-negativas, mas ficam Gram-variaveis medida que a cultura
envelhece. Sio méveis (flagelos peritriquios) ou iméveis. As células podem ficar isoladas, agrupadas
em pares ou ainda formar cadeias. Sio aer6bios estritos ¢ tém a capacidade de oxidar etanol a acido
acético. G. oxydans & encontrada em vegetais, frutas, fermentos, cerveja, vinho, cidra e vinagre,
causando sua deterioracio.

Acinetobacter. Sao bacilos curtos ou cocobacilos, predominantemente aos pares ou em cadeias
curtas. Sio aerébios estritos e meséfilos. Sdo importantes agentes de deterioragio de alimentos, tanto
crus como processados, incluindo carnes e carcagas de aves.

Alcaligenes. Tém coloragao Gram-varidvel, podendo apresentar-se na forma de cocos, cocoba-
cilos ou bacilos. Sdo méveis, aerébios estritos e oxidase positivos. Nio fermentam aglcares, mas
produzem reagdes alcalinas. Largamente distribuidos na natureza, tém sido causadores de deterioracdo
de alimentos protéicos (leite cru, carnes, ovos € laticinios).

Alteromonas. Sio bactérias aerébias, haldfilas, moveis e comuns em ambiente marinho. Podem
causar deterioragio de pescados.

Brucella. Sdo cocobacilos ou bacilos curtos, iméveis, com algumas espécies patogénicas: B.
abortus, patogénica para o gado bovino, e B. suis, patogénica para suinos. Sio espécies que podem
causar brucelose no homem. As fontes de infecgio sio o leite cru e laticinios, carnes nao cozidas ou
derivados de carne e também portadores humanos. Devido a sua baixa resisténcia térmica, sdo
facilmente eliminados dos alimentos pela pasteurizaggo.

Flavobacterium. Este género abriga espécies bacilares imoveis, produtoras de pigmentos carote-
néides (amarelos ou vermelhos). Aprodugio de pigmentos é dependente da temperatura e do substrato.
Algumas espécies multiplicam-se melhor abaixo de 30°C. Podem ser isoladas de 4gua, solo, animais,
humanos e diversos alimentos: vegetais frescos e congelados, pescado, carne e derivados e aves.

Moraxella. Sio bacilos Gram-negativos curtos, muitas vezes classificados como Acinetobacter,
diferindo destes apenas por serem sensfveis & penicilina e por serem oxidase positivos. Seu metabo-
lismo € oxidativo, nio formando acidos a partir de glicose.

Psychrobacter. Este género recentemente criado contém bacilos Gram-negativos imdveis, an-
teriormente pertencentes aos géneros Moraxella e Acinetobacter. A tinica espécie é P. immobilis,
comum em carnes, aves ¢ peixes e também no ambiente aquatico.

Shewanella. A espécie importante é S. putrefaciens, anteriormente denominada Pseudomonas
putrefaciens ou Alteromonas putrefaciens, associada ao ambiente aquético e marinho.

BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS

Neste grupo estdo incluidas as familias Enterobacteriaceae € Vibrionaceae. Estas duas familias
contém muitos géneros, mas somente os importantes para os alimentos serfio apresentados a seguir.




Citrobacter. As espécies pertencentes a este género sio bacilos méveis, com a capacidade de
utilizar citrato como tnica fonte de carbono. Pertencem ao grupo dos coliformes. Sio bactérias
intestinais ¢ podem ser encontrados em muitos alimentos. Ndo hd provas suficientes sobre a
importéncia destes microrganismos como agentes causadores de doengas de origem alimentar. Podem,
no entanto, causar a deterioracio dos alimentos. C. freundii € a espécie mais comum nos alimentos.

Edwardsiella. Sao bacilos méveis com flagelos peritriquios. Algumas espécies podem ser pato-
génicas para o homem, mas sua veiculacao pelos alimentos ainda nio foi suficientemente demons-
trada.

Enterobacter. Sio baciles iméveis. Fazem parte da microbiota intestinal do homem e pertencem
ao grupo dos coliformes. Podem causar a deterioracdo de alimentos, sendo ainda questionavel sua
importancia como agentes de doenga de origem alimentar.

Erwinia. §30 bacilos pequenos, méveis (flagelos peritriquios), oxidase negativos e catalase
positivos. Sao importantes agentes causadores de doencas em plantas.

Escherichia. A principal espécie € E. coli. Pertence ao grupo dos coliformes fecais, que sio
indicadores de contaminagio fecal de alimentos. E. coli pode causar reaches indesejéveis nos
alimentos, além de varias linhagens serem patogénicas para o homem e para animais.

Hafnia. Saobacilos méveis, importantes na deterioracio de carnes refrigeradas e vegetais. Avinica
espécie € H. alvei.

Kiebsiella. Sio bacilos iméveis, produtores de cipsula. Fazem parte do grupo dos coliformes,
sendo importantes devido i sua capacidade de desenvolver reagdes indesejaveis nos alimentos. Nao
ha provas conclusivas sobre sua patogenicidade quando veiculadas pelos alimentos.

Pantoea. Trata-se de um género novo contendo bacilos retos nao encapsulados e méveis (flagelos
peritriquios). Sdo oxidase negativos e algumas espécies produzem pigmentos amarelos. Sdo encon-
trados em plantas, sementes, solo, 4gua e espécimes humanos. Este género contém duas espécies
apenas: P. agglomerans e P, dispersa.

Proteus. Sio bacilos méveis, com flagelos peritriquios. Sao patégenos em potencial, embora seu
envolvimento com doencas de origem alimentar seja ainda discutivel. S3o, no entanto, importantes
na deterioragdo dos alimentos.

Salmonella. Sdo bacilos nio esporulados, sendo a maioria mével, Sen principal reservatério € o
trato gastrintestinal do homem e de animais, principalmente aves e suinos. Este género abriga as
espécies causadoras da febre tiféide (S. typhi), das febres entéricas (S. paratyphi A, B e C) e das
enterocolites por Salmonella (salmoneloses).

Serratia. Sdo bacilos iméveis. As espécies importantes nos alimentos sio S. marcescens, produ-
toras de pigmentos vermelhos de natureza carotendide, € S. liguefaciens, que causa deterioragio de
vegetais e carnes refrigeradas.

Shigella. Sao bacilos ndo esporulados, imdveis. Sdo encontrados no trato gastrintestinal do
homem e outros primatas, Sua importincia nos alimentos deve-se a sua patogenicidade. Sao os agentes
causadores da shigelose (disenteria bacilar), que pode ser de origem alimentar.

Yersinia. As células sdo ovoides ou na forma de bacilos. A espécie importante é Y. enterocolitica,
causadora de varias doengas no homem como gastrenterite, linfadenite mesentérica, ileite terminal e
pseudoapendicite. Ja foi isolada de muitos alimentos, sendo especialmente importante nos paises de
clima frio.

Aeromonas. Sio bacilos méveis (flagelos polares) e oxidase e catalase positivos. Tém caracteris-
ticas bioquimicas muito similares as das enterobactérias, sendo freqiientemente confundidas com
estas. Sao comuns no ambiente aquatico, sendo habitantes naturais do intestino de peixes. Sio
encontradas em muitos alimentos, especialmente em produtos frescos refrigerados. A. hydrophila &
patogénica e pode ser veiculada pelos alimentos.

Plesiomonas. Anteriormente pertencente a familia Enterobacteriaceae, atualmente é membro da
familia Vibrionaceae. Sdo bacilos catalase e oxidase positivos. A espécie P. shigelloides é potencial-
mente patogénica para o homem, tendo sido isolada principalmente de dgua, peixes, caranguejos e
ostras cruas.



Vibrio. Sio bactérias pertencentes & familia Vibrionaceae, com a caracteristica de serem bacilos
pequenos, retos ou curvados, méveis e oxidase positivo. Algumas espécies sao incapazes de mul-
tiplicar na auséncia de NaCl. A espécie V. costicola é capaz de toletar até 23% de N aCl, tendo sido
isolada de carne curada e de salmoura. As espécies V/ cholerae, V. vulnificus e V. parghaemolyticus
$d0 patégenos importantes em alimentos, V/ cholerae é encontrado no trato gastrintestinal de humanos,
nadgua e, ocasionalmente, em alimentos. V. parahaemolyticus e V. vulnificus sao encontrados na dgua
do mar e em alimentos marinhos.

Cocos GRAM-POSITIVOS

Neste grupo estdo incluidas as bactérias aerdbias e anaercbias facultativas da familia Micrococ-
caceae (Micrococcus e Staphylococcus) & 0s cocos pertencentes aos géneros Aerococcus, En-
terococcus, Lactococeus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus e Vagococcus.

Micrococcus. Sio aerébios estritos, catalase positivos, ocorrendo isolados ou aos pares, dividin-
do-se formando aglomerados, Tém capacidade de se multiplicar na presenca de 5% de NaCl. Sio
encontrados no solo, dgua, pé ¢ na pele do homem e dos animais. Sio comumente encontrados nos
alimentos, especialmente leite e derivados, carcacas de animais e produtos cirneos. Sio importantes
agentes de deterioragdo destes alimentos.

Staphylococcus. Sio anaerébios facultativos, ocorrendo isolados, aos pares e em aglomerados, A
maioria pode multiplicar-se em 7,5% a 15% de NaCl. Sio encontrados €m muitos alimentos, mas niio
competemn bem com os outros microrganismos presentes. Os S, aureus podem ser produtores de
enterotoxinas nos alimentos, causando intoxicagiio quando consumidos. Os S, aureus sio encontrados
em leses de pele ¢ nas vias aéreas superiores do homem, sendo facilmente transferidos para os
alimentos. S. epidermidis sio também comuns na pele humana, mas normalmente nio sio patogénicos.

Aerococcus. A. viridans é a tinica espécie importante, com caracteristicas muito similares aos
Pediococcus.

Enterococcus. Trata-se de um género novo, criado bara acomodar alguns cocos Gram-positivos.
anteriormente pertencentes ao genero Streptococcus, chamados genericamente de enterococos, Duas
espécies sdo importantes: E, faecalis e E, faecium. Sua importéncia nos alimentos deve-se 3 carac-
teristica de serem de origem fecal, podendo ser utilizados como microrganismos indicadores. No sio
patogénicos.

Lactococcus. Trata-se também de um género novo, contendo cocos Gram-positivos anteriormente
classificados no género Streptococcus, e bacilos Gram-positivos anteriormente classificados no género
Lactobacilius. Sio catalase negativas e produzem écido litico a partir de glicose (homofermentativos).
O género é formado por quatro espécies e trés subespécies: L. lactis subsp. lactis, L, laetis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. hordnige, L., garviae, L. plantarum e I, raffinolactis. Nio sio patogénicos
e tém importincia no Pprocessamento industrial de alimentos,

Leuconostoc. Sao células esféricas a lenticulares, ocorrendo aos pares e em cadeias. Sio bastante

Pediococcus. Sio cocos homofermentativos, ocorrendo isoladamente, aos pares e em tétrades.
Sdo exigentes em nutrientes (vitaminas, aminodcidos). Sao encontrados em alimentos fermentados
(picles, cerveja, vinho etc.).

Streptococcus. Sio células esféricas que ocorrem a0s pares ou em cadeias e sio aerdbjos
facultativos. Fermentam glicose produzindo principalmente 4cido litico (homofermentativos). Esta
caracterfstica faz com que sejam importantes nos alimentos, pois podem ser responsiveis por reagdes
indesejaveis (leite cru). Em outras situagBes essas reacdes podem ser convenientes (leites fermen-




Vagococcus. E também um género novo, contendo cocos Gram-positivos anteriormente clas-
sificados no género Streprococcus. Sio méveis (flagelos peritriquios), catalase negativos. Sio encon-
trados em peixes, fezes, gua e alimentos.

BACILOS GRAM-POSITIVOS PRODUTORES DE ESPOROS

Este grupo abriga os géneros Bacillus, Clostridium e Desulfotomaculum, que apresentam a
caracteristica comum de produzir esporos. O esporo € constitufdo por uma estrutura formada por um
centro contendo o material genético da bactéria, envolvido por virias camadas de mucopeptideo e
capas externas de natureza protéica. Os mecanismos que estimulam a esporulacio ainda nfio sdo bem
conhecidos. A formagio de esporos é importante para a microbiologia dos alimentos, pois estas
estruturas sao resistentes ao calor, a radiagdes ionizantes, compostos quimicos, desidratacio e
congelamento. A reversio da forma de esporo para a forma vegetativa pode resultar na multiplicacio
bacteriana e conseqiiente deterioracio do alimento ou produgio de toxinas.

Bacillus. A maioria das espécies é mével e produtora de catalase. Este género abriga um grande
niimero de espécies com caracteristicas bastante diferentes. Assim, as espécies podem ser aerdbias ou
anaerdbias facultativas. Podem ser psicrotréficas, meséfilas ou termofilas, com temperatura minima
que pode variar desde -5°C até 45°C, e mdxima que pode variar de 25°C até 75°C. O pH minimo para
multiplicagdo pode variar de 2,0 até 8,0. A tolerincia ao sal pode ser pequena (2%) ou bastante grande
(25%). Bacillus pode ser encontrado no solo, dgua, material fecal e diversos alimentos. Este grupo
abriga espécies patogénicas como B. cereus, que causam gastrenterites de origem alimentar, numero-
sas espécies capazes de deteriorar os alimentos (B. subtilis, B. stearothermophilus, B. coagulans) e
espécies empregadas na producio de alimentos.

Clostridium. Com excegio de algumas espécies aerotolerantes, sio anaercobios estritos e catalase
negativos. A principal fonte de clostridios & o solo; sio encontrados no trato intestinal do homem e de
animais e nos alimentos. Este género contém duas espécies patogénicas qué podem ser veiculadas
pelos alimentos (C. botulinume C. perfringens), muitas espécies deteriorantes (C. pasteurianum, C.
sporogenes) e muitas espécies sem importincia para os alimentos.

Desulfotomaculum. A espécie importante para os alimentos é D. nigrificans, devido 2 sua
capacidade de reduzir compostos sulfurados (sulfatos, sulfitos e outros) produzindo H,S. Em alimen-
tos enlatados, esta reagdo leva 4 formagio de sulfeto ferroso, que € responsavel pelo enegrecimento
do alimento.

BACILOS GRAM-POSITIVOS NAO ESPORULADOS

Neste grupo merecem destaque as bactérias do género Brochothrix, Carnobacterium, Kurthia,
Lactobacillus e Listeria. :

Brochothrix. Aespécie B. thermosphacta é anaerébia facultativa e psicrotréfica. E importante nos
alimentos, pois é causadora de deterioraciio em carnes cruas e derivados, embaladas e refrigeradas.

Carnobacterium, Este género era anteriormente classificado como Lactobacillus, do qual difere
por ser incapaz de utilizar citrato e de produzir dcido oléico. E encontrado em carnes e derivados
embalados 4 vacuo, em peixes e aves.

Kurthia. A espécie importante em alimentos € K. zopfii, que € utilizada como indicadora de
temperatura inadequada de conservagio de carnes. Em carnes mantidas a 2°C este microrganismo nao
deve estar presente.

Lactobacillus. Sio bacilos retos on curvos, ocorrendo isolados ou em cadeias. Geralmente sio
iméveis ¢ catalase negativos. Tém necessidade de nutrientes complexos, sendo seu crescimento
facilitado pela presenca de CO,. Sio bactérias que fermentam carboidratos produzindo dcido ltico,
podendo ser homo- ou heterofermentativos. Devido a essa propriedade, os lactobacilos podem ser
bastante titeis na produgio de alimentos, mas podem causar também sua deterioragdo. Normalmente,
nao sio patogénicos.
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Listeria. Sdo bacilos pequenos, microaerdfilos, capazes de multiplicar-se em temperatura de
refrigeraciio dos alimentos. A espécie mais importante em alimentos € L. monocyfogenes, devido a
sua patogenicidade. Esta espécie causa a listeriose, que pode apresentar diversas manifestacdes
clinicas: septicemia que pode resultar em aborto, endocardite, conjuntivite, meningite, entre outras.

OUTRAS BACTERIAS DE INTERESSE

Arthrobacter. Bactérias pleomérficas, Gram-varidveis, fregiientemente observadas nos alimen-
tos.

Brevibacterium. B. linens é capaz de alterar as propriedades organolépticas caracteristicas do
sabor de alguns queijos.

Corynebacterium. Bacilos Gram-positivos, anaerGbios facultativos, largamente distribuidos na
natureza, associados a processos de deterioragao de vegetais e produtos cdmeos.

Coxiella. Sao bactérias que necessitam de um hospedeiro vivo para sobreviver. Por essa razo,
nfo sio agentes deteriorantes de alimentos mas podem ser transmitidos para o homem pela via
alimentar, Pertencem a familia Rickettsiaceae, C. burnetti é 0 agente etiolégico da febre Q e pode ser
veiculado pelo leite cru, uma vez que animais infectados (vacas, ovelhas, cabras) transmitem a bactéria
para o leite. O processamento térmico pela pasteurizagao destrdi estas bactérias.

Mycobacterium. M. tuberculosis pode ser veiculado pelo leite cru e causar tuberculose. B
rapidamente destruido pela pasteurizagao.

Propionibacterium. Importantes na producio de queijos devido a sua capacidade de produzir
dcidos propi6nico e acético, além de outros dcidos organicos, e de CO2.

VIRUS

Os virus sio parasitas intracelulares obrigatérios, isto €, para sobreviver e multiplicar & necessario
que estejam parasitando uma célula hospedeira viva. Devido 3 caracteristica de serem inativos nos
alimentos, os virus importantes sio aqueles que causam doencas no homem € nos animais. Esses virus
sdo apresentados mais detalhadamente no Capitulo 4. '
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Fatores Intrinsecos e
Extrinsecos que Controlam o
Desenvolvimento Microbiano
nos Alimentos

Bernadette D.G.M. franco

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacio dos microrganismos que estio presentes em
um alimento depende de uma série de fatores. Entre esses fatores, estio aqueles relacionados com as
caracteristicas proprias do alimento (fatores intrinsecos) e os relacionados com o ambiente em que o
alimento se encontra (fatores extrinsecos). Sdo considerados fatores intrinsecos a atividade de dgua
(Aa), a acidez (pH), o potencial de oxi-reducio (Eh), a composi¢io quimica, a presenga de fatores
antimicrobianos naturais e as interagdes entre os microrganismos presentes nos alimentos. Entre os
fatores extrinsecos, os mais importantes sao a umidade ¢ a temperatura ambientais e também a
composigao quimica da atmosfera que envolve o alimento. Esses fatores serfo estudados a seguir,
assim como serdo analisados os efeitos interativos entre eles (conceito dos obstaculos).

FATORES INTRINSECOS

ATIVIDADE DE AGUA

Os microrganismos necessitam de dgua para sua sobrevivéncia. Para sen metabolismo e mul-
tiplicagdo, os microrganismos exigem a presenga de 4gua na forma disponivel. Agua ligada a
macromoléculas por forcas fisicas nao esta livre para agir como solvente ou para participar de reagdes
quimicas e, portanto, ndo pode ser aproveitada pelos microrganismos. O parimetro que mede a
disponibilidade de 4gua em um alimento denomina-se “atividade de dgua” (Aa).

Define-se atividade de 4gua de um alimento ou de uma solugio qualquer como sendo a relacio
existente entre a pressio parcial de vapor da dgua contida na solugio ou no alimento (P) e a pressio
parcial de vapor da dgua pura (Po), a uma dada temperatura:

Aa=P/Po

A adicio de sais, de agiicar e de outras substincias provoca a redugio do valor de Aa de um
alimento por reduzir o valor de P, sendo essa redugio varidvel em fungio da natureza da(s)
substancia(s) adicionada(s), da quantidade adicionada e da temperatura. Na Tabela 2.1 pode ser vista
a relagdo existente entre o valor de Aa de uma solugio e a concentragio salina dessa solucéo. Assim,
uma solugio de NaCl a 22% (p/v) tem Aa de 0,86, enquanto uma solugio saturada de NaCl tem Aa
de 0,75. Portanto, a adicao de sal a umn alimento qualquer reduz o valor de Aa. A adigio de outros
compostos como agiicares € glicerol também causa alteracio no valor da Aa. A atividade de dgua de
um alimento pode também ser reduzida através da remocao da gua (desidratacio) e do congelamento.

Os valores de Aa variam de 0 a 1. Na Tabela 2.2 estio relacionados os valores de Aa de alguns
alimentos. Verifica-se que, na maioria dos alimentos frescos, a Aa é superior a 0,95. Os microrganismos
t€m um valor minimo, um valor midximo e um valor 6timo de Aa para sua multiplicacido. Considerando
que a Aa da 4gua pura € 1,00 e que os microrganismos nao se multiplicam em dgua pura, o limite
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Tabela 2.1
Relacéo entre a Atividade de Agua e a Concentragao de Sal

Concentragéo de NaCl

Aa Molal % (po/v)
0,995 0,15 0.9
0,99 0,30 1,7
0,98 0,61 3,5
0,96 1,20 7
0,94 ‘ 1,77 10
0,92 2,31 13
0,90 2,83 16
0,88 3,33 19
0,86 3,81 22

Fonte: Jay (1992)

maximo para o crescimento microbiano € ligeiramente menor do que 1,00. O comportamento dos
microrganismos em relagio 2 Aa minima e 6tima € bastante varidvel. Os valores minimos relatados
para a multiplicacao de microrganismos em alimentos estfo apresentados na Tabela 2.3. Em geral,
bactérias requerem Aa mais alta que os fungos. As bactérias Gram-negativas sdo mais exigentes que
as Gram-positivas em relagao a4 Aa necessaria. A maioria das bactérias deteriorantes nio se multiplica
em Aa inferior a 0,91, enquanto que fungos deteriorantes podem fazé-lo em Aa de até 0,80.
Relativamente as bactérias causadoras de toxinfecgbes alimentares, o Staphylococcus aureus pode

Tabela 2.2
Valores de Aa de Alguns Alimentos

Alimento Aa
Frutas frescas e vegetais >0,97
Aves e pescado frescos >0,98
Camnes frescas >0,95
Ovos 0,97
Pao 0,95 a 0,96
Queijos (maioria) 0,91 21,00
Queijo parmeséo 0,68a0,76
Cames curadas 0,87 20,95
Bolo assado 0,90 20,94
Nozes 0,66a0,84
Geléia 0,752 0,80
Gelatina 0,822a0,94
Arroz 0,80a0,87
Farinha de trigo 0,67 a 0,87
Mel 0,5420,75
Frutas secas 0,51 20,89
Caramelos 0,60 20,65
Cereais 0,10a0,20
Aclicar 0,10

Fonte: Banwart (1989)
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Tabela 2.3
Valores de Aa Minima para Multiplicagao de Microrganismos Importantes em

Alimentos

Organismos Aa
GRUPOS
Bactérias deteriorantes 0,9
Leveduras deteriorantes 0,88
Bolores deteriorantes 0,80
Bactérias halofilicas 0,75
Bolores xerofilicos 0,65
Leveduras osmofilicas 0,61
ORGANISMOS ESPECIFICOS
Clostridium botulinum tipo E 0,97
Pseudomonas spp. 0,97
Acinetobacter spp. 0,96
Escherichia coli 0,96
Enterobacter aerogenes 0,95
Bacillus subtilis 0,95
Clostridium botulinum tipos Ae B 0,94
Candida utilis 0,94
Vibrio parahaemolyticus 0,94
Boirytis cinerea 0,93
Rhizopus stolonifer 0,93
Mucor spinosts 0,23
Candida scottii 0,92
Trichosporon pullulans 0,91
Candida zeylanoides 0,90
Staphylococcus aureus 0,86
Alternaria citri 0,84
Penicillium patulum 0,81
Aspergillus glaucus 0,70
Aspergillus echinulatus 0,64
Zygosaccharomyces rouxii 0,62
Xeromyces bisporus 0,61

Fonte: Jay (1992)

tolerar Aa até 0,86 para sua multiplicagio, enquanto o Clostridium perfringens nao se multiplica em
alimentos com Aa inferior a 0,94. Os valores de Aa mais baixos relatados na literatura, relacionados
com multiplicacio microbiana, sdo de 0,75 para bactérias halofilicas, 0,65 para bolores xerofilicos e
0,60 para leveduras osmofilicas. Dessa forma, considera-se o valor de 0,60 como o valor de Aa
limitante para a multiplicagio de qualquer microrganismo.

Atividade de dgua, temperatura e disponibilidade de nutrientes sdo interdependentes. Assim, a
qualquer temperatura, a capacidade de microrganismos multiplicarem-se abaixa quando a Aa abaixa.
Quanto mais proxima da temperatura 6tima de multiplicacdo, mais larga € a faixa de Aa em que o
crescimento bacteriano é possivel. A presenca de nutrientes também é importante, pois amplia a faixa
de Aa em que os microrganismos podem multiplicar-se.

A Aalimitante para o crescimento de determinado microrganismo depende ainda de outros fatores
intrinsecos que podem agir simultaneamente, como o pH do meio, o potencial de éxido-reducéoe a
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presenca de substincias antimicrobianas naturais ou intencionalmente adicionadas, entre outros. De
modo geral, quando esses fatores provocam um afastamento das condicdes 6timas para a multiplicagao
de determinado microrganismo, mais alto serd o valor de Aa necesséria.

O efeito da diminuigio da Aa a um valor inferior ao considerado ¢timo para um microrganismo
€ o aumento da fase lag do crescimento microbiano e a diminuicao da velocidade de multiplicacio e
do tamanho da populagdo microbiana final. Esse efeito € devido a alterages em todas as atividades
metabélicas, uma vez que todas as reagdes quimicas das células sao dependentes de dgua. Alguns
microrganismos acumulam prolina ¢ outros aminoacidos como conseqiiéncia da baixa Aa. Leveduras
osmofilicas acumulam dlcoois poli-hidricos, como glicerol, para efetuar a regulacio da pressio
osmotica (osmorreguladores). Bactérias halofilicas fazem a regulacio através da capacidade de
acumular KCI. Alguns microrganismos, como S. aureus, tém multiplicacio quase normal, mesmo em
baixa Aa, mas certos metabolitos extracelulares, como as enterotoxinas, no sio produzidos.

ACIDEZ (PH)

Assim como ocorre com a atividade de dgua, os microrganismos tém valores de pH minimo, 6timo
e méximo para sua multiplicagdo. Verifica-se que pH em torno da neutralidade, isto &, entre 6,5 ¢ 7,5,
€ 0 mais favordvel para a maiotia dos microrganismos. Alguns microrganismos sio favorecidos pelo
meio dcido, como ocorre com as bactérias laticas, certamente porque hé inibicio da microbiota de
competigdo. Os bolores e leveduras mostram maior tolerancia ao pH, sendo que os bolores podem
multiplicar-se em valores de pH mais baixos que as leveduras, sendo estas, por sna vez, mais tolerantes
que as bactérias a valores baixos de pH. Entre as bactérias, verifica-se que as patogénicas sio as mais
exigentes quanto ao pH. Na Tabela 2.4 podem ser vistos os valores minimos e maximos de pH para
alguns microrganismos importantes em alimentos. Deve ser ressaltado que esses valores nio podem
ser considerados muito precisos, uma vez que sio afetados por outros fatores que agem simul-
taneamente, tal como ocorre com a Aa. Por exemplo, o pH minimo para a multiplicagdo de certos
lactobacilos € dependente do tipo de 4cido utilizado para a acidificacio do meio. Assim, meios
acidificados com 4cido citrico, cloridrico, fosférico ou tartirico permitem o crescimento dessas
bactérias em pH mais baixo do que em meios acidificados com 4cido acético ou dcido latico.

ATabela 2.5 apresenta o valor do pH de alguns alimentos. Entre os alimentos listados nessa tabela,
verifica-se que frutas, refrigerantes, vinhos e vinagres apresentam pH inferior aquele em que a
proliferacéo bacteriana € possivel. Esses alimentos normalmente deterioram-se devido ao crescimento
de bolores e leveduras, uma vez que estes toleram pH inferior a 3,5.

A Tabela 2.5 mostra que as carnes e os produtos marinhos, em funcio de seu pH, sio altamente
suscetiveis & multiplicagio dos microrganismos presentes, incluindo tanto os bolores e as leveduras
como as bactérias. Ainda em relagdo a carnes, sabe-se que a proveniente de animais fatigados
deteriora-se mais rapidamente do que a carne obtida de animais descansados. Esse fato ocorre porque
o0 pH da carne obtida de animais fatigados é mais alto que aquele observado em carne proveniente de
animajs descansados. Apds a morte, o glicogénio de reserva € transformado em 4cido14tico, abaixando
o pH inicial do musculo de cerca de 7,4 para cerca de 5,6, dependendo do tipo de animal. O estresse
ao qual o animal € submetido antes do abate provoca a metabolizacio do glicogénio antes de sua
morte, reduzindo a quantidade de écido lético que pode ser produzida apds a morte do animal,
resultando em uma carne com pH mais elevado.

De acordo com o pH, os alimentos sao subdivididos em trés grandes grupos: os alimentos de baixa
acidez, que t&m pH superior a 4,5; os alimentos 4cidos, que tém pH entre 4,0 e 4,5, e os alimentos
muito 4cidos, que t€ém pH inferior a 4,0. Essa classificacio estd baseada no pH minimo para
multiplicagio e produgio de toxina de Clostridium botulinum (4,5) e no pH minimo para multiplicacio
da grande maioria das bactérias (4,0). Dessa forma, alimentos de baixa acidez (pH > 4,5) sio os mais
sujeitos a multiplicagio microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes.
Janos alimentos dcidos (pH entre 4,0 € 4,5), hd predominancia de crescimento de leveduras, de bolores
¢ de algumas poucas espécies bacterianas, principalmente bactérias liticas ¢ algumas espécies de
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Tabela 2.4
Valores de pH para Multiplicagéo de Alguns Microrganismos (Banwart, 1989)

Organismo = pH
Minimo Otimo Maximo
Bactérias (maioria) 4,5 65a75 9,0
Acetobacter 4,0 54a63 —
Bacillus subtilis 42a45 68a7,.2 94a10
Clostridium botulinum 48a50 6,0a8,0 85a88
Clostridium perfringens 50a5,5 6,0a7,6 8,56
Clostridium sporogenes 50a58 60a76 85a90
Erwinia carotovora 46 7,1 9,3
Escherichia coli 43a44 6,0a8,0 90a10
Gluconobacter oxidans 4,0a45 55a6,0 —
Lactobacillus (maioria) 3.0a44d 55a6,0 7,2a8,0
L. acidophilus 40a4,6 55a6,0 7,0
L. plantarum 35 55a6,5 8,0
Leuconostoc cremoris 5,0 55a6,0 6,5
L. oenos — 42a48 —
Pediococcus cerevisiae 29 45a865 7.8
Propionibacterium 4.7 6,2a7,0 75
Proteus vulgaris 44 6,0a7,0 84a9,.2
Pseudomonas (maioria) 5,6 66a70 8,0
P, asruginosa 5,6 66a7,0 8,0a9,0
Salmonella 45ab,0 6,0a75 8,0a9,6
S. typhi 40a45 65a7.2 8,0a8%,0
S. choleraesuis 50 7,0a76 8,2
Serratia marcescens 46 6,0a7,0 8,0
Staphylococcus aureus 40a4,7 60a7,0 95a98
Streptacoccus lactis 41a48 6,4 9,2
Vibrio 55a86,0 — 9,0
V. cholerae — 8,6 —
V. parahaemolyticus 48a5,0 75a85 11,0
Leveduras ‘ 15a35 4,0a86,5 80asgb
Kiluyveromyces 15a20 — —
Pichia 1,5 — —
S.cerevisiae 2,0a24 40a5,0 —
Z. rouxii 1,5 35a55 85a10,5
Bolores 1,5a35 45a6,8 8,0ail
Aspergillus niger 1.2 3,0a6,0 s
A. oryzae 16a18 — 9,0a9,3
Botrytis cinerea 25 — 74
Mucor S 3,0a6,1 9,2
Penicillium 19 45a6,7 93
Rhizopus nigricans — 45a6,0 —
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Tabela 2.5
pH Aproximado de Alguns Alimentos

Alimento pH
Abdbora 50a5,4
Aipo 57a6,0
Alface 6,0
Aspargos 57a6,1
Azeitona 3,6a38
Batata 53a5,6
Berinjela 4,5
Beterraba 42a44
- Brocoli 6,5
}GZ; Cebola 53a5,8
g Cenoura 49a6,0
= Couve-de-bruxelas 6,3
Couve-flor 5,6
Espinafre 55a6,0
Feljao 46265
Milha 73
Nabo 52ab5,5
Repolho 54a6,0
Salsa 57a6,0
Tomate 4,2a4,3
Ameixa 2,8a46
Banana 45a47
Figo 4,6
Grapefruit (suco) 3,0
8 Laranja (suco) 36a43
uE_ Lima 1,8a20
Maga 29a33
Melancia 52a5,6
Melao . 63a6,7
Uva 3,4a45
@ Bovina (moida) 51a6,2
g Frango 6,2a64
O Presunto 59a6,1
Aturmn 5,2a6,1
Camarao 6,8a7,0
§ Caranguejo 7,0
5 Molusco 6,5
& Ostra 48263
Peixe fresco (maioria) 6,6a6,8
Salmao 6,1a6,3
- Creme de leite 6,5
£ Leite 63a6,5
;% Leitelho 45
- Manteiga 61a64
Queijo 49a59

Fonte: Jay (1992)
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Bacillus. Nos alimentos muito acidos (pH < 4,0), o desenvolvimento microbiano fica restrito quase
que exclusivamente a bolores e leveduras.

Acredita-se que o pH adverso afeta principalmente a respiragio dos microrganismos, por agio
em suas enzimas e no transporte de nutrientes para dentro da célula microbiana. Tal como acontece
com a Aa, também o pH desfavordvel provoca um aumento na fase lag da multiplicagfio microbiana.

Quando os microrganismos estio em pH diferente do pH neutro, sua capacidade de multiplicagio
depende de sua capacidade de modificar o pH adverso. Quando em pH 4cido, as aminoacido-descar-
boxilases de muitos microrganismos sio ativadas (pH étimo préximo de 4,0), resultando na produgao
de aminas, que aumentam o pH. Por outro lado, em pH alcalino, ocorre a ativacio de aminoacido-de-
saminases (pH 6timo préximo de 8,0), que produzem 4cidos orgnicos, cujo efeito € a redugao do pH.
Algumas bactérias (Clostridium acetobutylicum, por exemplo) tém a propriedade de reduzir o 4cido
butirico a butanol, que aumenta o pH do meio. O mesmo ocorre com aquelas bactérias que produzem
acetoina a partir de 4cido pirivico (Enferobacter spp., por exemplo).

POTENCIALDE OXI-REDUCAO

Os processos de oxidagio e redugio estdo relacionados com a troca de elétrons entre compostos
quimicos. O potencial de oxi-redugio pode ser definido como sendo a facilidade com que determinado
substrato ganha ou perde eléirons. Quando um elemento perde elétrons, ele € dito oxidado, e quando
ganha elétrons, reduzido. Quando ocorre a transferéncia de elétrons de um composto para outro,
estabelece-se uma diferenca de potencial entre os mesmos, a qual pode ser medida com instrumentos
apropriados, sendo expressa em volts (V) ou em milivolts (mV). Quanto mais oxidado € um composto,
mais positivo é seu potencial de oxi-redugio, e quanto mais reduzido € um composto, mais negativo
¢ esse potencial. O potencial de oxi-redugio de um sistema € expresso pelo simbolo Eh.

Microrganismos aerébios requerem valores de Eh positivos para multiplicagio. Nesse grupo estio
incluidos a maioria dos bolores, as leveduras oxidativas e muitas bactérias, principalmente as
causadoras de deterioracio dos alimentos (Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium,
entre outros). Algumas espécies de bactérias patogénicas sdo também aerdbias (Bacillus cereus, por
exemplo). Esses microrganismos requerem Eh entre +350 e +500 mV.

Microrganismos anaerébios requerem valores baixos de Eh, normalmente inferiores a -150 mV.
Nesse grupo estio incluidas algumas espécies de bactérias patogénicas (Clostridium botulinum) e
bactérias deteriorantes (Desulfotomaculum nigrificans). Algumas espécies de Clostridium (C. per-
fringens) sdo aerotolerantes.

Algumas bactérias aerdbias multiplicam-se melhor em condigdes ligeiramente reduzidas e, por
isso, sio denominadas bactérias microaerdfilas. Os lactobacilos e os estreptococos sio exemplos de
bactérias que estdo incluidas nesse grupo.

Por outro lado, algumas bactérias multiplicam-se igualmente bem, tanto em condicdes de
aerobiose quanto de anaerobiose, razio pela qual sdo denominadas anaerébias facultativas. A esse
grupo pertencem, por exemplo, as bactérias da familia Enterobacteriaceae.

Quanto aos fungos, verifica-se que os bolores importantes em alimentos sdo aerdbios, enquanto
as leveduras de importincia sdo aer6bias ou anaerébias facultativas.

A determinagio do valor de Eh de um alimento é bastante dificil porque ocorre a interagio da
tensdo do oxigénio que envolve o alimento com a presenca de compostos quimicos que agem sobre
o valor de Eh. De modo geral, alimentos de origem vegetal tém valores de Eh entre +300 ¢ +400 mV,
o que explica a deterioracio desses produtos por bactérias aerébias e por bolores. Carnes em grandes
pedagos tém Eh em torno de -200 mV, enquanto que nas moidas o valor de Eh pode subir para até
+200 mV. O misculo do animal, imediatamente apés a sua morte, tem Eh de +250 mV, porém,
decorridas cerca de 30 horas, esse valor pode cair para -250 mV, dando condig6es para a multiplicacio
da microbiota anaergbia da carne. Queijos tém valores de Eh bastante varidveis: dependendo das
condicdes de fabricaciio, esses valores podem variar de -20 até -200 mV.
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COMPOSICAO QUIMICA

Para que a multiplicagio microbiana seja possivel, os seguintes nutrientes devem estar dis-
poniveis: 4gua, fonte de energia, fonte de nitrogénio, vitaminas e sais minerais.

Come fonte de energia, os microrganismos podem utilizar aciicares, dlcoois € aminodcidos.
Alguns microrganismos sfo capazes de utilizar aglicares complexos, como amido e celulose, co-
mo fonte de energia, iransformando-os em agficares mais simples. Lipidios também podem servir como
fonte de energia, mas esses compostos sio metabolizados por um nimero reduzido de microrganismos
encontrados em alimentos.

As fontes de nitrogénio mais importantes para os microrganismos so os aminoédcidos, mas uma
grande variedade de oufros compostos nitrogenados também pode ser utilizada. Alguns microrganis-
mos, por exemplo, sdo capazes de metabolizar nucleotidios, enquanto outros metabolizam peptidios
€ proteinas complexas.

As vitaminas sdo importantes fatores de crescimento de microrganismos, uma vez que fazem parte
de diversas coenzimas envolvidas em vérias reacdes metabélicas. Entre as vitaminas, as mais
importantes sdo as do complexo B, a biotina e o 4cido pantoténico. Entre os microrganismos,
verifica-se que as bactérias Gram-positivas sio mais exigentes em suas necessidades de vitaminas que
as bactérias Gram-negativas, que, juntamente com os bolores, sio capazes de sintetizar todos os seus
fatores de crescimento.

Embora necessarios em quantidades muito reduzidas, os minerais sio indispensaveis para a
multiplicacio microbiana, pois estio envolvidos em muitas reagSes enziméticas. Entre esses minerais,
merecem destaque 0 sddio, o potissio, o cilcio e o magnésio. Outros, como ferro, cobre, manganés,
molibdénio, zinco, cobalto, fésforo e enxofre podem ser igualmente importantes.

FATORES ANTIMICROBIANOS NATURAIS

A estabilidade de alguns alimentos frente 20 ataque de microrganismos é devida 2 presenga de
algumas substincias naturalmente presentes nesses alimentos, tendo a capacidade de retardar ou
mesmo impedir a multiplicagdo microbiana.

Os condimentos sdo um bom exemplo, pois contém virios 6leos essenciais com atividade
antimicrobiana, tais como eugenol no cravo, alicina no alho, aldeido cinfmico e eugenol na canela,
alil-isotiocianato na mostarda, timol e isotimol no orégano.

O ovo, em especial a clara, tem diversos agentes antimicrobianos naturais. Além de apresentar
pH desfavordvel a multiplicagio microbiana (entre 9 e 10), a clara do ovo é rica em lisozima, enzima
capaz de destruir a parede celular bacteriana, sendo especialmente ativa em bactérias Gram-positivas.
Além desses, agem também a avidina, a conalbumina e outros inibidores enzimaticos.

O leite proveniente de gado bovino também contém numerosas substincias antimicrobianas
naturais, que podem agir especifica ou inespecificamente. Entre os compostos de aco especifica estio
as imunoglobulinas, o fator complemento, os macréfagos e os linfécitos. Uma grande série de fatores
inespecificos antimicrobianos em leite ja foi descrita, sendo o mais importante o sistema lac-
toperoxidase (SLP). Esse sistema age através da quebra de peréxidos (dgua oxigenada, por exemplo)
presentes no leite, liberando oxigénio que promove a oxidagio de grupos SH de enzimas metabélicas
vitais para os microrganismos. Esse sistema depende ainda da presenca de tiocianato ou outro substrato
oxidavel. O SLP € bactericida para bactérias Gram-negativas e bacteriostatico para as Gram-positivas.

A lactoferrina do leite tem também atividade antimicrobiana. Trata-se de uma protefna que inibe
a multiplicagio através da retirada de fons ferro do leite. Qutras substincias como a lisozima,
naturalmente presente no leite, ¢ a nisina, produzida por bactérias liticas no leite, também sio
importantes no controle do desenvolvimento microbiano,

Os derivados do 4cido hidroxicindmico, encontrados em frutas e vegetais, sdo importantes agentes
antimicrobianos, com agiio predominantemente sobre bactérias e alguns fungos, assim como os
taninos, presentes em frutas e sementes. As frutas contém écidos orgénicos e Gleos essenciais
importantes na inibi¢io da multiplicacio microbiana.
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Entre os fatores antimicrobianos naturais devem ser incluidas as estruturas biol6gicas que
funcionam como barreiras mecinicas para a penetracio de microrganismos. Nessa categoria estdo a
casca das nozes, das frutas e dos ovos, a pele dos animais e a pelicula que envolve as sementes.

Além dos fatores antimicrobianos naturalmente presentes nos alimentos, tém importante papel os
compostos quimicos propositalmente adicionados aos alimentos (conservadores) como recurso
tecnoldgico para estender sua vida ttil. Os conservadores quimicos serdo estudados no Capitulo 7.

INTERACOES ENTRE MICRORGANISMOS

Um determinado microrganismo, ao se multiplicar em um alimento, produz metabdlitos que
podem afetar a capacidade de sobrevivéncia e de multiplicagio de outros microrganismos presentes
nesse alimento. Assim, por exemplo, as bactérias produtoras de 4cido latico (bactérias laticas) podem
alterar o pH do alimento de tal forma que o tornam dcido demais para o crescimento de muitos outros
microrganismos. Por outro lado, a formagio de compostos alcalinos, como aminas, formados por agio
de descarboxilases produzidas por muitos microrganismos, resulta no aumento do pH do alimento,
tornando-o propicio para a proliferacio daquelas bactérias anteriormente inibidas pelo pH édcido. Eo
que ocorre com as leveduras que degradam o 4cido ldtico de alimentos fermentados, tornando-os
favoraveis ao crescimento e produgio de toxinas por Clostridium botulinum.

Os produtos do metabolismo de certas bactérias podem ser essenciais para a proliferacao de outras.
Podemos citar o exemplo da tiamina e do triptofano, que sio essenciais para o Staphylococcus aureus,
e podem ser produzidas em determinados alimentos como conseqiiéncia da contaminagio com
Pseudomonas aeruginosa.

Os estreptococos e os lactobacilos produzem dgua oxigenada, que é inibidor para muitas bact€rias,
entre elas Pseudomonas spp., Bacillus spp. e Proteus spp.

Muitos microrganismos sdo capazes de produzir determinadas substéincias com atividade bac-
tericida, denominadas genericamente de bacteriocinas. As primeiras bacteriocinas descritas foram as
colicinas, ativas contra E. coli, produzidas por determinadas cepas de E. coli e algumas entero-
bactérias. Atualmente sio conhecidas muitas outras bacteriocinas produzidas principalmente por
Gram-positivos, patogénicos ou ndo. A Tabela 2.6 apresenta alguns géneros bacterianos produtores
de bacteriocinas.

O maior interesse na drea de alimentos é pelas bactérias laticas, capazes de produzir uma on mais
bacteriocinas. A Tabela 2.7 relaciona algumas bactérias laticas e as respectivas bacteriocinas que
produzem.

Algumas bacteriocinas sio protefnas simples, outras tém componentes lipidicos e agiicares. Sdo
classificadas em lantibiéticos e nio-lantibiéticos, de acordo com suas caracteristicas estruturais. Os
primeiros contém aminoédcidos incomuns, tais como deidroalanina, deidrobutirina e anéis de lan-
tionina. As bacteriocinas néo-lantibi6ticas contém apenas aminoécidos nao modificados. O mecanis-
mo de acio ainda nio estd suficientemente elucidado, mas sabe-se que 2 porgdo protéica é fundamental
para a atividade. Acredita-se que a agfio depende da ligagio a receptores da supeificie celular
bacteriana, com permeabilizacio da membrana citoplasmatica e formagio de canais idnicos que
causam o efluxo ripido de componentes celulares de baixo peso molecular. H4 dissipagio do gradiente
eletroquimico na membrana citoplasmdtica, resultando em uma situagio incompativel com a viabili-
dade celular. Evidéncias indicam que ocorrem alguns efeitos secundérios tais como degradagio de
macromoléculas vitais como protefnas, DNA e RNA, inibigio de sintese de proteina, de DNA, de
RNA e de peptidoglicano, responséveis pela lise celular. Interferéncias com a formacio e degradagio
de ATP também foram relatadas.

A producio de bacteriocinas é mediada por plasmidios, assim como € plasmidial a resisténcia a
bacteriocinas.

A nisina é uma bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis spp. lactis, sendo a finica cujo uso
em alimentos é autorizado pela United States Food and Drug Administration (FDA). A nisina & efetiva
para impedir o desenvolvimento de Gram-positivos e a germinagio de seus esporos, mas nao € ativa
contra Gram-negativos.
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Tabela 2.6
Alguns Géneros Bacterianos Produtores de Bacteriocinas

-Acetobacter Haemophilus Pseudomonas

Actinobacillus Haloferax Salmonella
Bacillus Lactobacillus Serratia
Brevibacterium Lactococcus Shigella
Clostridium Leuconostoc Staphylococcus
Corynebacterium Listeria Streptococcus
Enterococcus Pediococcus Yersinia
Erwinia Propionibacterium

Fonte:Montville & Kaiser (1993)

Bacteriocinas e baciérias produtoras de bacteriocinas em alimentos tém sido empregadas como
recurso tecnolégico na produgdo de certos tipos de alimentos, com o objetivo de conirolar o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e/ou de microrganismos deteriorantes nesses pro-
dutos. Por serem as bacteriocinas consideradas conservadores “naturais”, seu emprego em alimentos
¢ muito promissor.

Outras formas de interagio entre microrganismos podem ser utilizadas no controle do desenvol-
vimento de microrganismos patogénicos em alimentos. Em determinadas situag@es, a adicio de
microrganismos inofensivos a um produto pode estimular o processo competitivo existente entre os
componentes da microbiota presente. Assim, os microrganismos patogénicos podem ficar des-
favorecidos nessa competicio e serem eliminados ou terem sua populagio reduzida. Esse processo
chama-se exclusio competitiva, e vem sendo utilizado no controle de contaminagio de aves com
patégenos como Salmonella e Campylobacter. Nesse processo, promove-se a colonizagio da super-
ficie epitelial do trato gastrintestinal de aves recém-nascidas com microrganismos inécuos retirados
de aves adultas sauddveis. A exclusdo competitiva é particularmente interessante no caso de aves que
sio alimentadas com ragdo contendo antibiéticos. Os antibi6ticos interferem na microbiota do trato
gastrintestinal das aves, facilitando a colonizagao por patégenos.

Atualmente, existem algumas preparagdes comerciais de misturas de microrganismos destinadas
a0 controle de patégenos em aves. Alguns paises, como Finlandia e Suiga, que utilizam essas
preparagdes hi varios anos, tém obtido resultados satisfatérios no controle de Salmonella em frangos.
Em outros paises, no entanto, s€u €mprego ainda é evitado, devido  falta de uniformidade das
preparacoes. Estudos tém demonstrado que culturas puras de bactérias ou preparagdes contendo um
tinico género bacteriano nio sao protetoras.

Tabela 2.7 .
Algumas Bacteriocinas Uteis paraa Area de Alimentos

Género Bacteriocina Produzida
Pediococcus Pediocinas
P acidilactici Pediocina PA-1, AcH
P, pentosaceus Pediocina A
Lactococeus lactis spp lactis Nisina A, E
Lactobacillus sake Sacacina A
L. plantarum Plantaricina
L. helveticus Helveticina J

Fonte: Kone & Fung (1992)
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FATORES EXTRINSECOS

TEMPERATURA AMBIENTAL

O fator ambiental mais importante que afeta a multiplicagio de microrganismos é a temperatura.

Os microrganismos podem multiplicar-se em uma faixa bastante ampla de temperatura, havendo
registros de multiplicagio a um minimo de -35°C e um méximo de 90°C. Ha muita controvérsia sobre
a classificaciio dos microrganismos de acordo com a temperatura ideal de multiplicacio. A mais aceita
costuma dividir os microrganismos nos seguintes grupos:

— microrganismos psicréfilos, que tém a temperatura de multiplicagéo entre 0°C e 20°C, com

um 6timo entre 10°C e 15°C;

— microrganismos psicrotréficos, que tém a capacidade de se desenvolver entre 0°C e 7°C. Uma
vez que a velocidade de multiplicacio nem sempre € a mesma para todos os psicrotroficos,
duas novas categorias de classificagao foram propostas: europsicrotréfico, referente aos que
nao formam coldnias visiveis até 0 6°-10° dia entre 0°Ce 7°C e o estenopsicrotréfico, referente
aos que formam coldnias visiveis em cinco dias nessa faixa de temperatura. Ao primeiro grupo
pertencem as espécies Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica e Hafnia alvei, e ao
segundo, Pseudomonas fragi e Aeromonas hydrophyla;

— microrganismos mesofilos, que tém a temperatura 6tima de multiplicacio entre 25°C e 40°C,
minima entre 5°C e 25°C, e méaxima entre 40°C e 50°C;

— microrganismos terméfilos, que tém temperatura 6tima de multiplicacio entre 45°C e 65°C,
minima entre 35°C e 45°C, e méxima entre 60°C e 90°C.

Os microrganismos psicréfilos e psicrotréficos multiplicam-se bem em alimentos refrigerados,
sendo os principais agentes de deterioragio de carnes, pescado, ovos, frangos e outros. Nesse grupo
podem ser incluidos os seguinies géneros: Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Micrococcus
€ outros.

Os microrganismos mesofilos correspondem a grande maioria daqueles de importincia em
alimentos, inclusive a maior parte dos patégenos de interesse.

A maijoria das bactérias terméfilas importantes em alimentos pertence aos géneros Bacillus e
Clostridium, incluindo tanto espécies deterioradoras (Bacillus coagulans, Clostridium thermosac-
charolyticumy), quanto espécies patogénicas (Clostridium botulinum, Clostridium perfringens).

Os fungos sdo capazes de crescer em faixa de temperatura mais ampla do que as bactérias. Muitos
fungos sdo capazes de se multiplicar em alimentos refrigerados. As leveduras, por sua vez, nao toleram
bem temperaturas altas, preferindo as faixas meséfila e psicrofila.

UMIDADE RELATIVA DO AMBIENTE

Ha4 uma correlacio estreita entre a atividade de dgua (Aa) de um alimento e a umidade relativa
de equilibrio do ambiente. Quando o alimento estd em equilibrio com a atmosfera, a umidade relativa
(UR) € igual a Aa x 100. Assim, alimentos conservados em ambiente com UR superior a sua Aa
tenderdo a absorver umidade do ambiente, causando um aumento em sua Aa. Por outro lado, os
alimentos perderdo dgua se a umidade ambiental for inferior & sua Aa, causando uma diminui¢io nesse
valor. Essas altera¢ées provocario modificages na capacidade de multiplicacio dos microrganismos
presentes, que serd determinada pela Aa final, conforme discutido anteriormente.

COMPOSICAO GASOSA DO AMBIENTE

A composicio gasosa do ambiente que envolve um alimento pode determinar os tipos de
microrganismos que poderdo nele predominar. A presenca de oxigénio favorecerd a multiplicagdo
de microrganismos aerébios, enquanto que sua auséncia causard predominincia dos anaerébios,
embora haja bastante variagio na sensibilidade dos anaerdbios ao oxigénio.




Modificages na composiciio gasosasio capazes de causar alteracdes na microbiota que sobrevive
Ou que se multiplica em determinado alimento,

“Atmosferas modificadas”, correspondentes a ambientes nos quais o oxigénio é — total o=
parcialmente— substituido por outros gases, sao empregadas como recurso tecnoldgico para aumenta
a vida dtil dos alimentos. Embalagens contendo diferentes combinagdes entre oxigénio, nitrogénio =
gas carbdnico sio as mais empregadas industrialmente, embora outros gases possam também ser
utilizados (mondxido de carbono, 6xido nitroso e diéxido de enxofre). Aembalagem a vicuo é tambér
bastante empregada, em especial para carnes.

O efeito antimicrobiano do CO, depende de indmeros fatores. O mais Importante é a temperatura.
sendo que o efeito é tanto mais intenso quanto mais baixa for a temperatura, Portanto, o armazenamentc
do alimento em temperatura inadequada pode cancelar a agdo biostdtica do CO,. Além disso, a acéc
do CO; ¢ dependente do pH e da Aa do alimento, dos tipos e das condigbes metabdlicas dos
microrganismos presentes e, evidentemente, da concentracio do CO,,

O nitrogénio é um g4s inerte, com pouco ou nenhum efeito antimicrobiano, exceto pela substitu:-
¢do do Oa.

Atmosferas contendo 10% de CO; sio utilizadas, hd muito tempo, para prolongar o tempo é=
armazenamento de frutas, especialmente macis e peras. Embora o mecanismo desse Processo nac
seja bem conhecido, acredita-se que o CO; aja por competiciio com o etileno, que € responsivel pel-
amadurecimento e senescéncia das frutas. Atmosferas contendo CO; vém sendo empregadas tambérm
para prolongar o tempo de armazenamento de cames vermelhas,

CONCEITO DOS OBSTACULOS DE LEISTNER

O conhecimento dos fatores intrinsecos e extrinsecos que agem sobre determinado alimentc
permite prever sua “vida de prateleira”, sua estabilidade microbiol6gica, bem como conhecer =
capacidade de crescimento efoua produgdo de toxinas por microrganismos patogénicos eventualmente
presentes. No entanto, o conhecimento de cada uma dessas caracteristicas isoladamente & pouco wtil
devido aos efeitos interativos entre elas. Esses efeitos podem ser nio apenas aditivos como também
sinergisticos ou mesmo antagdnico.

O estudo das interagdes entre os vérios fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam a capacidade
de sobrevivéncia e de multiplicacio dos microrganismos nos alimentos deu ori gem ao famoso conceito
dos obsticulos de Leistner (hurdle theory). Esse conceito € ilustrado com sete exemplos, descritos na
Fig. 2.1, representando trés alimentos com diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos atuando com
intensidades diferentes no controle microbiano. No primeiro exemplo, cada um dos fatores (Aa, pH.
Eh, temperatura e conservador quimico) contribui com parcela igual no retardamento do crescimento
microbiano, representado pelas setas, até que esse crescimento € completamente bloqueado. Esse
alimento §, portanto, estivel e se guro. Trata-se, no entanto, de um modelo tedrico, de ocorréncia pouco
provivel. Os cinco exemplos seguintes referem-se a um mesmo produto no qual quatro fatores
diferentes estao agindo, contribuindo com parcelas diferentes. No exemplo 2, os quatro fatores sao
suficientes para garantir a estabilidade microbiana. Nesse mesmo produto, um idnico fator intrinseco
(Aa) pode ser suficiente para manter a estabilidade de um alimento, se a carga microbiana inicial for
baixa (exemplo 3). Se a carga microbiana inicial for elevada (exemplo 4), os quatro fatores serdo
insuficientes para controlar o desenvolvimento microbiano. Esse produto terd vida titil curta ou poderd
causar uma toxinfecgio alimentar. No exemplo 5, o produto € enriquecido com mais nutrientes, o que
causa um efeito trampolim no crescimento microbiano. Nesse produto, a intensidade dos obsticulos
deve ser aumentada para que sejam eficientes e impegam o desenvolvimento microbiano, Q compor-
tamento de microrganismos injuriados em alimentos estd ilustrado no exemplo 6. Nesse caso, menos
obstdculos podem ser necessdrios, uma vez que os microrganismos estio com seu metabolismo
afetado. O 1ltimo exemplo refere-se a um produto no qual a estabilidade é garantida por obsticulos
que agem sinergisticamente. O efeito final é mais eficiente do que aquele que seria obtido se os
obstaculos agissem individualmente.
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Fig. 2.1 —llustragao do conceito dos obstdculos (Liestner, 1992)

O conceito dos obstéculos deu origem 2 tecnologia dos obsticulos (hurdle technology), que se
baseia na utilizagio simultinea de mais de uma forma de controle microbiano nos alimentos, como
salga, acidificacio, processamento térmico, adi¢do de conservadores quimicos efc, O objetivo € a
obtencdo de produtos alimenticios estiveis, de prolongada vida de prateleira, e seguros a saide dos
consumidores.

Um avango significativo na previsao da vida til de um alimento ou da probabilidade de causar
uma toxinfecgio alimentar foi obtido com a introdugio de modelos matemiticos, feitos com o auxilio
da informatica. Esses modelos sio baseados em equagOes de regressio que’ calculam a prob-
abilidade de crescimento de microrganismos ou de producio de toxinas em determinado alimento,
em funcio dos fatores intrinsecos e extrinsecos que apresenta. Inimeros trabalhos publicados nessa
“re2 demonstram que os resultados obtidos dessa forma t€m boa correlagfio com aqueles obtidos na
pratica.
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Microrganismos Indicadores

Mariza Landgraf

Microrganismos indicadores vém sendo utilizados na avaliagio da qualidade microbiolégica da
4eua Tid longo fempo, e mais recentemer fc na de alimentos, devido as @ifﬁjduldadéé'éﬁgqﬁggg@és na
Setecclio de microrganismos patogénicos, Como, por exemplo, Salmonella yphi.

Microrganismos indicadores sio grupos ou espécies de microrganismos que, quando presentes
o e e o o d comaninacio e opem Tecal
<obre a provavel presenga de patogenos ousobre a deteriorago potencial do alimento, além de pode-
ceri Tndicar condicdes sanitarias inadequadas durante o processamento, produgao ou armazenamento.

a definigio de um microrganismo ou grupo de

ormagdes sobre a ocorréncia de cont

Alguns critérios devem “ser_considerados 1
microrganismos como indicadores:

__ deve ser de répida e fcil detecgio;

__ deve ser facilmente distinguivel de outros microrganismos da microbiota do alimento;

__ nfo deve estar presente como contaminante natural do alimento, pois assim sua detecgéo néo
indicar4, necessariamente, a presenga da matéria fecal ou dos patogenos;

__ deve estar sempre presente quando o pat6geno associado estiver;

__ seu nimero deve correlacionar-se com 0 do patégeno;

— deve apresentar necessidades de crescimento e velocidade de crescimento semelhantes asdo
patdgeno;

__ deve ter velocidade de morte que scja a0 menos semelhante 2 do patégeno e, se possivel,
sobrevivéncia levemente superior & do patogeno;

__ deve estar ausente nos alimentos que estao livres do patégeno, ou estar presente em quanti-
dades minimas.

No entanto, nem sempre todas essas caracteristicas sio observadas.

INDICADORES DE (;ONTAMINA(;AO FECAL OU DA QUALIDADE
HIGIENICO-SANITARIA DO ALIMENTO

O uso de Escherichia coli como um indicador de contaminacio de origem fecal presentes em
agua foi proposto em 1892, uma vez que esse microrganismo é encontrado no contetdo intestinal do
homem e animais de sangue quente.

“*“0 indicador ideal de contaminacdo fecal deveria preencher, além dos requisitos anteriormente
citados, os seguintes:

__ ter como habitat exclusivo o frato intestinal do homem e outros animais;

__ deveria ocorrer em niimeros muito altos nas fezes;

— deveria apresentar alta resisténcia ao ambiente extra-enteral;

__ deveria haver técnicas répidas, simples e precisas para a sua detecgio efou contagem.
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COLIFORMES TOTAIS

Este grupoé composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de fermentar alactose
com produgio de gis, g os a 35-37°C, i
formadores de esporos. o '

Fazem parte desse grupo predominantemente bactérias pertencentes aos géneros Escherichia,
Entévobacter, Citrobacter ¢ Klebstella. Destes, apenas aEscherlchm coli tem como habitat pnmano
o trato nfestinal do homem e amrpeﬁ"Os demais — Citrobacter, Enterobacter ¢ Klebsiella —, além
de serem encontrados nas , também estAo presentes em outros ambientes como vegetais e solo,

onde persistem por tempo supenor a0 de bactérias patogénicas de origem intestinal como Salmonella
e Shigella. Conseqiientemente, a  presenca de coliformes totais no alimento néo indica, necessanameu—

te, contammagao fecal recente ou ocorréncia de enteropatogenos

COLIFORMES FECAIS E ESCHERICHIA COLI

As bactérias pertencentes a este grupo correspondem aos collfotmes totaus que apresentam a

0s de aJS :o;eneros apenas algumas cepas de Enterobacrer eKlebSLella mantem essa
e ai

et

for 7 Se ranga
informagbes sobre as condicoes higi o p odufo e melhor indicagao ¢ da eventual presenga de

Eﬁmgenos

“Atualmente, ao invés de enumerar os coliformes fecais e E. coli, alguns laboratérios estdo
preferindo enumerar as bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae como um todo, isto €, as
fermentadoras e ndo-fermentadoras de lactose. Os defensores do uso desses microrganismos como
indicadores de contaminacio fecal ddo as seguintes justificativas:

— as bactérias do grupo coliforme sao mal definidas taxonomicamente. Dependendo do meio de
cultura, temperatura de incubacfo, tipo de amostra e critérios para leitura dos resultados,
poder-se-ia estar incluindo nesse grupo outros microrganismos;

— nimeros falsos seriam obtidos ao se verificar apenas a presenga de microrganismos fermen-
tadores de lactose, quando a populacio fosse constituida, na sua maioria, por microrganismos
nio fermentadores, incluindo-se aqui as salmonelas lactose-negativas ou outros fermentadores
tardios desse agficar;

— cepas de Salmonella podem ser mais resistenies do que E. coli e outros coliformes a
determinados tratamentos aos quais os alimentos sdo submetidos. Portanto, a auséncia destes
pode levar a resultados falso-positivos.

Em ahmentos Vegetals frescos, o mungggn_djgagiggl,gd,o de contaminacdo fecal € a E. coli, uma
ente nesse tipo.de
ahmento "Em alimentos frescos de origem ammal a ocorréncia ) de numerosﬁ elevados de Enterobac-

eae ﬁpde indicar manipulagio.sem cuidados de higiene e/ou armazenamento Jnadequado.
“Emalimentos processados, a presenca de um numero cons1deravel de cohformes oude Enterobac-
ferigceae indica:

T processamento inadequado e/ou recontaminagio pds-processamento, sendo as causas mais
freqiientes a A&l_le!:z}s provemen‘f"‘; da mafena~pr1ma, equipamento._sujo_ou mampulagao sem
ctiidados de higiene;

— prohferacao microbiana que poderia permitir a multiplicacao de de microrganismos pato gemcos
e onLgemcﬂs =

Resultados negativos obtidos nesses testes significariam, realmente, auséncia de enteropa-
togenos? A resposta depende:

— do ntimero e do tamanho das amostras examinadas;

— da sensibilidade da metodologia empregada;

— do niimero de coliformes, E. coli, Enterobacteriaceae e patogenos presentes.
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ENTEROCOCOS

[Essas bactérias, antesum subgrupggo género Streptococcus, a partir de 1984 passaram.a pertencer
a0 género Enggmagcgus com 16 espécies reconhecidas atualmente. Antes de 1984, os estreptococos
fe‘ﬁls eram chamados genericamente de enterococos, e consistiam de duas espécies: Streptococcus
faecalis e Streptococcus faecium. Sao atualmente denommados Enserococcus faecalis e Enterococcus
Jfaecium, s e

A utilizago dos enterococos como indicadores de contaminacio fecal dos alimentos apresenta
algumas restrigOes, p01s também sa encontrados em ambientes diferentes do trato intestinal. Além
disso, apresentam uma sobrevida maior do que os enteropatogenos no solo, vegetais ¢ em ahmentos
principalmente naqueles submetldos a desidratacdo, agao.de desinfetantes e a flutuagoes de fem-
Egratura por serem mais resmtentes

Apesar d das lnmtagoes do uso desses microrganismos como indicadores de contaminagio fecal,
sua presenca em nimeros ele alimentos indica praticas : sanitarias madequadas ou expomgao
@6 alimento a_condigbes_que p am a multiplicacio de mlcrorgamsmos indesejdveis. Em
ahmentos fermentados por bactérias do género Enterococcus, o mimero elevado desses microrganis-

mos o tem 0 mesmo 51gn1f1cado
—

oo

INDICADORES GERAIS DE CONTAMINACAO DO ALIMENTO

Sao grupos de microrganismos que, quando presentes em ndmeros elevados nos alimentos,
podeTao causar a deterioragio e/ou a redugiio da vida de prateleira. Essas contagens fornecem
informacdes gerais sobre as ( (i nto do ahmento

As contagens de bactérias vidveis baseiam-se no miimero de bactérias que se desenvolvem em
placas com meios de cultura nos quais foram inoculadas quantidades previamente conhecidas do
alimento diluido e, posteriormente, incubadas sob determinadas condigbes ambientais. Portanto, s6
serdo contadas bactérias com capacidade de crescer nessas condigdes.

. \

CONTAGEM EM PLACAS DE BACTERIAS AEROBIAS -fMEs()FILAS*'

Esta contagem¢é c ¢ comumente empregada para indicar a qualidade samtana dos alimentos. Mesmo

ue 0s pat6genos este]am ausentes > que nao tenham ocorrido alferagt ondicoes organolépiicas
g_—p_ilimsnto um nu ado ¢ de microrganismos indica que o alimento ¢ insalubre. Excegap deve
. Algumas justificativas para o uso dessa contagem sao dadas a

> 0 ponto de vista Samtarxo

e

o
ﬁl%ﬂﬁliﬂmm&mammad
acao0 a0 b1nom10

Em alimentos pereciveis pode | 1nd1car abuso durante 0 armazenamento em

fempo/tem eratura
__.P_.g.h i)

— todas as bactenas patogénicas de origem ali

mesOrl , g

condlgoes para que esses patogpnos ngulnphcassem

Existem relatos sobre casos de toxmfecgao alimentar por cepas mesdfilas de Proteus, enterococos

e Pseudomonas, quando presentes em niimeros elevados, embora usualmente ndo sejam patogénicas

via alimento.

A deterioragio de alimentos pode ser causada pelo crescimento de microrganismos que levariam

a alteragOes organolépticas. Neste caso, niimeros elevados sdo esperados e variam com o tipo de

alimento e rmcrorgamsmo presente. A majoria dos alimentos apresenta, quando essas alterages sio

detectiveis, nimeros superiores a 105UFC/g do alimento. Entretanto, h4 aqueles em que sio neces-

sdrios 107 ou até mesmo 108UFC/g do alimento. Os alimentos fermentados apresentam populaco
microbiana de, aproximadamente, 108 UFC/g sem, no entanto, serem considerados deteriorados.
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CONTAGEM DE BACTERIAS PSICROTROFICAS E TERMOFILAS

Essas contagens avaliamo grrgzugderdetre_rj_()ragﬁng alimentos refri gerados ou daqueles submetidos

A tratamento térmico. e

CONTAGEM DE BACTERIAS ANAEROBIAS

gem de bactérias anaerdbias desenvolvid centemente facilitaram
mas, pode-Se cifar as cimaras de anaerobiose ¢ as placas com fgar
ncluidas, caso nao sejam ufifizados meios seletivos, as bactérias
ias facultativas, entre elas as da familia £ nierobacteriaceae, enterococos e estafilococps,

A presenca de anaerébios & indicativa de que houve condicdes favoraveis para a multiplicaciio de
microrganismos patogénicos anaercbios, como Clostridium botulinum e Clostridium perfringens.

CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS

O crescimento de bolores e leveduras é mais lento do que o de bactérias em a

cic alta atividade de 4gua. Portanto, dificflmente Serao re
alimentos. Em alimentos deidos € de baixa atividado de 7
maior, provocando deterioraio com grande preju lico em frutas fre
Sdo também respo -pela.deterioracio de sucos de frutas, queijos, alimenios congelados,
desidratados ¢ em ‘conserva como picles, quando armazenados em condicdes inadequadas.
A presenca desses mi rorganismos pode fornar-se im perigo i satide publica devido A producio
de micotoxinas pelos bolores.
 Algumas medidas devem ser tomadas por manipuladores de alimentos suscetiveis a essa con-
taminag@o, na tentativa de reduzir ou elimina-la:
— boas préticas de higiene levam 3 redugio da carga de esporos;
— esses alimentos devem chegar o mais rapidamente possivel ao consumidor;
— 0 armazenamento de alimentos congelados deve ser a temperaturas inferiores a -12°C;
— eliminar ou reduzir o contato com o ar através de embalagens, por exemplo;
— adicionar 4cidos ou conservadores quimicos, como benzoatos ou sorbatos, para retardar o
crescimento fingico;
— aquecer o alimento na etapa final do processamento — em sua embalagem final — para
destruicdo de células vegetativas e €SpOroS.
Baixas contagens de bolores e leveduras sio normais em alimen

sendo, portanto, significativas. Somente quangio o.cr
apresentar um nimero elevado de leveduras, o consum; serd
Esta delerioragio por leveduras nao é prejudicial a satde.

OUTROS INDICADORES

Estafilococos, Apresenca de niimeros elevados de S. aureus € uma indica
4 saude piiblica devidp_é_;n@ero?q)gi L€ i
mente quando o processamento envolv ca
_lostridios. Foram sugeridos como indicadores de contaminacgo
de fezes humanas. Por serem formador 5C i
dos microrganismos entéricos oi de
em toxinfecgdes de origem alimentar. )
Contagem de Esporos de Termdfilos. ,E‘uvsicla_ggﬂggg*iggjgggg:agaw eficiéncia de sanificacio de
Svegetais. R
Cjb];taggmrde Bolores em Equipamentos (Geotrichum candidum). Tem sido usada como indica-

dora da sanificagao de operacoes de processamento de alimentos. Esses bplé}‘es crescem rapidamente

30



em alimentos que aderiram as superficies dos equipamentos e contaminam os alimentos que passam
por ésse local contaminado. S
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Microrganismos Patogénicos de
Importancia em Alimentos

Bernadette D.G.M. Franco
Moariza Landgraf

INTRODUCAO

Varios agentes causadores de doengas no homem podem ser transmitidos pelos alimentos:

— produtos quimicos (metais pesados, pesticidas, por exemplo);

— toxinas naturais de plantas e de animais (alcaléides, histamina, por exemplo);

— virus (hepatite, poliovirus, por exemplo);

— parasitas (amebas, helmintos, por exemplo);

— bactérias patogénicas;

— fungos toxigénicos.

Este capitulo diz respeito aos microrganismos que, presentes em alimentos, podem ser res-
ponsaveis pelo que denominamos “doencas microbianas de origem alimentar” ou “toxinfeccoes
alimentares”.

Embora as estatisticas brasileiras sejam precdrias, acredita-se que a incidéncia de doencas
microbianas de origem alimentar em nosso pais seja bastante elevada. Mesmo em paises desenvolvi-
dos, nos quais o abastecimento de géneros alimenticios é considerado seguro do ponto de vista de
higiene e satide piiblica, a ocorréncia de doengas desta natureza € significante e vem aumentando,
apesar dos avangos tecnolégicos nas dreas de produgfo e controle de alimentos. Nos Estados Unidos,
por exemplo, estima-se que 24 milhGes de casos ocorram por ano, afetando, a cada ano, um em cada
10 habitantes.

Para um melhor aproveitamento do capitulo que se segue, alguns conceitos basicos seréo revistos.

ESTRUTURA E FUNCOES DO TRATO DIGESTIVO

O trato gastrintestinal corresponde a um tubo oco que se inicia na boca e termina no nvs. Aregio
6erea do tubo denomina-se limen, e € através dele que os alimentos transitam. O tubo € envolto em
toda sua extensao pela mucosa.

Os alimentos, uma vez ingeridos, passam pela cavidade bucal, onde o processo digestivo se inicia.
Em seguida, apGs passar pelo esdfago, chegam ao estdmago através de contragdes ritmicas e pela
gravidade. O estdmago funciona como um reservatério, onde os alimentos ficam armazenados até
que possam chegar ao intestino delgado. No estdbmago, o processo digestivo € intenso, porém a
absorgio dos compostos formados ainda € pequena. Os processos digestivos e de absor¢do sio
méximos no intestino delgado, que é subdividido em frés regides: duodeno, jejuno e ileo.

A digestio ocorre principalmente nas primeiras porgdes do intestino delgado. O duodeno recebe
0 suco pancreatico que contém as enzimas responséveis pela degradagio das gorduras, carboidratos
e proteinas, e a bile, que emulsifica as gorduras para facilitar sua digestdo e absorcdo. O intestino
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delgado tem, em toda sua superficie, vilosidades digitiformes, que se projetam para o interior do limen,
cuja funciio é aumentar a superficie de absorcio. Cada vilosidade é revestida de células epiteliais
(enteréeitos) que apresentam, na sua face voltada para o limen intestinal, numerosas microvilosidades,
que contém as enzimas € o receptores envolvidos na absorcio dos nutrientes. Abaixo da camada
epitelial, enconira-se a 1dmina prépria, rica em células fagocitérias de defesa.

O intestino grosso retém o materjal s6lido ndo absorvido. Apresenta uma microbiota muito
variada, chamada microbiota intestinal. Alguns produtos formados pela atividade microbiana no
intestino grosso sdo absorvidos, destacando-se a vitamina K e algumas vitaminas do complexo B.
Como ointestino grosso € um ambiente com baixo teor de oxigénio, a microbiota intestinal é formada,
predominantemente, por microrganismos anaerébios estritos ou facultativos.

Entre os microrganismos patogénicos de interesse em alimentos, destacam-se os enteropatogéni-
cos, correspondentes aqueles cuja patologia se expressa no trato gastrintestinal. Alguns microrganis-
mos enteropatogénicos agem interferindo com as microvilosidades das células epiteliais do intestino
delgado, outros produzem enterotoxinas que alteram a fisiologia das células epiteliais, e muitos deles
precisam colonizar o intestino, isto €, aderir & mucosa, para ndo serem eliminados pelas defesas
intestinais naturais. Alguns patégenos agem preferencialmente nas regides iniciais do intestino
delgado (duodeno e jejuno), outros preferem a porgio final (fleo). Alguns sao pouco invasores,
limitando-se & camada epitelial, € outros sdo bastante invasivos, podendo alcangar a 1imina prépria e
as correntes linfitica e circulat6ria. Muitos outros patGgenos que sdo veiculados por alimentos
utilizam-se do trato gastrintestinal apenas como porta de entrada no organismo humano, expressando
sua patogenicidade em outros locais.

O sintoma mais comum nas doengas de origem alimentar € a diarréia. Dependendo da patogeni-
cidade do microrganismo envolvido no processo e das condigdes gerais do individuo afetado, a doenga
pode ser aguda e, neste caso, normalmente autolimitada, como também pode se tornar cronica e
oferecer um risco maior. Por outro lado, as doencas de origem alimentar podem néo se limitar ao trato
gastrintestinal, mas afetar outros Srgdos podendo causar distirbios no sistema nervoso, na corrente
circulatoria, no aparelho genital, no figado, etc.

CARACTERIZACAQ DAS DOEN CAS DE ORIGEM ALIMENTAR

E muito comum as pessoas incriminarem os alimentos que acabaram de consumir como
causadores dos distirbios gastrintestinais que venham a apresentar. Considerando o fato que, em
condijgbes normais, um individuo alimenta-se vérias vezes ao dia, qualquer doenca ocorre sempre
“ap6s a refeican”. Entretanto, antes que determinado alimento possa ser incriminado como o causador
de um problema gastrintestinal, vérias providéncias sio necessarias.

De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (CDC), dos Estados Unidos, define-se
como surto de doenga de origem alimentar a ocorréncia de dois ou mais casos de doenga associados
a um tnico alimento.

A identificaciio de um surto de doenca de origem alimentar € realizada através de um inquérito
epidemioldgico, conduzido entre os individuos que tenham e que nio tenham consumido ofs)
alimento(s) suspeito(s), quer tenham apresentado os sintomas caracteristicos, quer nio, ¢ também
atraves de exames laboratoriais em amostras clinicas ¢ nas amostras de alimentos. Deve-se considerar
também que nem todos os individuos que consomem o mesmo alimento contendo um agente
patogénico apresentam a mesma sintomatologia. O periodo de incubacio, a gravidade e a duracio da
doenca podem ser diferentes, em funciio da idade, do estado nutricional, da sensibilidade individual
¢ da quantidade de alimento ingerido.

Em grande parte dos surtos de doenga microbiana de origem alimentar relatados, a identificacio
do alimento causador € inferida apenas com base no inquérito epidemioldgico. Somente em alguns
raros casos reportados, aidentificacio do microrganismo patogénico no material clinico e nas amostras
de alimentos foi possivel. Isto pode ser explicado porque:

a) ofs) alimento(s) suspeito(s) nio estd(30) mais disponivel(is) para analise laboratorial;

b) ndo ¢ possivel caracterizar o alimento suspeito;
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c) a andlise laboratorial é limitada, pois, devido ao custo, € impraticdvel investigar todos os
patégenos possiveis;

d) as metodologias laboratoriais empregadas para isolamento € identificagio dos inimeros
patogenos nio sao 100% eficientes.

MECANISMOS DE DEFESA

Nem todo alimento que alberga umou mais microrganismos patogénicos causara necessariamente
uma doenga se for consumido. Isto <& ocorrera se forem derrotados 0s mecanismos naturais de defesa
que os individuos normais apresentam.

Entre estes mecanismos de defesa, destaca-se a acidez estomacal que, associada acio das
enzimas digestivas, constitui a primeira barreira nafural a ser transposta pelos microrganismos
patogénicos. Esta barreira pode provocar a eliminagao parcial ou mesmo total destes patégenos.

Ao atingir o intestino, 0s microrganismos deparam-se cOm a mucosa intestinal, que funciona como
uma barreira mecinica & penetragio no organismo. Qualquer dano na camada epitelial que compde a
mucosa facilitard 0 acesso s camadas mais internas. As células caliciformes, distribuidas regularmente
na camada epitelial do intestino, secretam muco, através do qual os microrganismos precisam passar
para atingir o epitélio e chegar até os receptores que permitirao sua adesao e posterior colonizagdo.
Alguns patégenos produzem enzimas que degradam muco (mucinas) permitindo sua passagem €
também a de outros microrganismos. Muitas bactérias patogénicas sio méveis, isto é, possuem
flagelos que permitem sua locomogdo através da camada mucosa.

Acidos biliares secretados para o duodeno e produtos de degradagao de componentes dos
alimentos sdo inibitdrios para muitos Microrganismos.

Amotilidade intestinal € um mecanismo de protego muito eficiente. O constante movimento para
eliminagio do contetido do limen contribui para a eliminacdo de microrganismos patogénicos. Neste
aspecto a dieta alimentar tem um papel muito importante. Alimentagio rica em material ndo digerivel
(fibras) contribui para o aumento do volume do bolo fecal, estimulando sua eliminagao e dificultando
o acesso dos Microrganismos a mucosa intestinal.

A microbiota intestinal, isto €, 0s microrganismos que estdo normalmente presenies no trato
gastrintestinal exercem um efeito muito importante. Por serem adaptados a este local, estes microrga-
nismos tém melhores condigdes de sobrevivéncia, competindo pelos nutrientes disponiveis de forma
mais eficiente que os microrganismos estranhos.

Quando um microrganismo supera as barreiras descritas e consegue aderir a mucosa, colonizi-la
< invadir os tecidos, passa a enfrentar um novo obstaculo, representado pela fagocitose. Neste processo,
0S Microrganismos sao capturados por células de defesa, denominadas fagécitos. Enlre estas células,
destacam-se os leuctcitos polimorfonucleares neutréfilos, encontrados na corrente sangiiinea e 0s
macrofagos, localizados nos tecidos. Os microrganismos sdo ingeridos pelos fagéeitos e, em seguida,
atacados por uma série de mecanismos que podem levar a sua morte. Estes mecanismos incluem a
agao de enzimas hidroliticas, a oxidacdo de compostos essenciais pela agdo de radicais livres e
perdxidos produzidos pelos fagdcitos, e acio de lisozima. Determinadas proteinas encontradas no
sangue tém participagio direta e efetiva no mecanismo de fagocitose, ativando este processo.

Os mecanismos imunoldgicos especificos de defesa sio extremamente importantes. A formagao
deste processo de defesa € lenta, mas & duradoura e pode ser reativada no futuro por um novo estimulo,
oferecendo resposta rapida e muito infensa. '

Embora a descrigio do processo imunolégico de defesa seja muito complexa, ela pode ser
resumida como sendo constituida de dois processos que agem simultaneamente: a defesa imunolégica
humoral, desempenhada pelos anticorpos circulantes nas correntes circulatoria e linfatica, e a defesa
imunolégica celular, mediada por linfécitos diferenciados em células de defesa. )

Os anticorpos sio imunoglobulinas (Ig) produzidas por linfécitos estimulados por um agente
agressor (antigeno), podendo ser dos tipos IgA, presentes nas secregoes em geral, e [gM e | 2G,
presentes na circulagdo sangiifnea. Os anticorpos combinam-se com o antigeno responsavel por sua
formagio, neutralizando-o. Além disso, a interagio antigeno-anticorpo resulta na formacdo de

35



agregados macromoleculares que sio eliminados pelo processo fagocitario, mencionado anterior-
mente.

A imunidade celular, por sua vez, desenvolve-se pela diferenciago de linfécitos em células de
defesa, que produzem fatores biologicamente ativos na neutralizacio do agente agressor (linfocinas),
¢ em células de meméria, que sio responsaveis pela ativagio do processo imunolégico nas agressoes
futuras pelo mesmo agente.

DOENCAS MICROBIANAS DE ORIGEM ALIMENTAR

As doengas microbianas de origem alimentar podem ser subdivididas em duas grandes categorias:

a) Intoxicagdes alimentares, causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas
pré-formadas. Estas toxinas sdo produzidas durante a intensa proliferagio do(s) microrganismo(s)
patogénico(s) no alimento. Neste grupo estio Clostridium botulinum, S taphylococcus aureus, Bacillus
cereus forma emética e os fungos produtores de micotoxinas.

b) Infecgdes alimentares, causadas pela ingestio de alimentos contendo células vidveis de
microrganismos patogénicos. Estes microrganismos aderem A mucosa do intestino humano e prolife-
ram, colonizando-o. Em seguida, pode ocorrer a invasao da mucosa e penetracio nos tecidos, ou ainda,
a produgiio de toxinas que alteram o funcionamento das células do trato gastrintestinal. Entre as
bactérias invasivas, destacam-se Salmonella, Shigella, Escherichia coli invasora, Yersinia enteroco-
litica, entre outras. Entre as toxigénicas, incluem-se Vibrio cholerae, Escherichia coli enterotoxigé-
nica, Campylobacter jejuni, entre outras.

Aseguir, serdo descritas as principais caracteristicas dos microrganismos patogénicos de interesse
em alimentos e das toxinfecges alimentares que causam. Estes microrganimos foram agrupados em
quatro categorias:

1 — Bactérias Gram-positivas.

2 — Bactérias Gram-negativas.

3 — Fungos produtores de micotoxinas.

4 — Virus.

BACTERIAS GRAM-POSITIVAS
CLOSTRIDIUM BOTULINUM

Caracteristicas do Microrganismo

Sio bacilos Gram-positivos, apresentam flagelos peritriquios e sio formadores de esporos. Os
espotos sio ovais, o esporangio € dilatado e geralmente subterminal. Séo anaerdbios estritos, capazes
de produzir toxinas, de natureza protéica, sendo conhecidas as toxinas A, B, C;, C; D, E, Fe G.

- Ostipos A, B, E ¢ F so causadores de botulismo no homem. Os tipos patogénicos para animais
sio predominantemente C ¢ D, embora os fipos A, B ¢ E possam estar envolvidos também. O tipo G
ainda € pouco conhecido, ndo tendo sido associado com doenga até o momento. .
" & As cepas de C. botulinum sio classificadas em quatro grupos, designados I, IT, ITI e IV, de acordo
com o tipo de toxina que produzem e a atividade sobre proteinas e agticares. Ao grupo I pertencem as
cepas produtoras de neurotoxina do tipo A e as cepas proteoliticas produtoras das toxinas B e F; no
grupo I estdo as cepas que produzem toxina tipo E e as cepas nao-proteoliticas produtoras de toxinas
B e F; o grupo IIT compreende as cepas produtoras de toxinas C e D e o grupo IV aquelas produtoras
de toxina G. As cepas do tipo A sdo uniformemente proteoliticas, cepas do tipo E sdo nio-proteoliticas,
cepas dos tipos C ¢ D sio fracamente ou nio-proteoliticas € as cepas do tipo G sio fracamente

proteoliticas. As cepas do tipe B e F podem ser proteoliticas e ndo-proteoliticas.
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Os limites minimos de temperatura de multiplicacio do C.botulinum sio 10°C para as cepas do
erupo [ e 3,5°C para as cepas do grupo II, e os limites méximos sdo 45-50°C e 40-45°C para os grupos
Le 1L respectivamente.

O pH minimo para multiplicagio das cepas do grupo I varia entre 4,6 ¢ 4,8, € para os demais
zrupos € 5,0. Limites maximos de pH estio em torno de 8-9,

A concentragdo salina € um dos fatores importantes no controle do botulismo. Em alimentos nos
quais o sal (NaCl) € o principal redutor de Aa, a Aa minima para multiplicagio do C. botulinum é 0,94
€ 0.97 para as cepas dos grupos I e I, respectivamente. Quando o sal é substituido por glicerol, estes
valores diminuem para 0,91 e 0,94, respectivamente.

Corm relacéo ao potencial de 6xido-redugio, limites méximos de Eh tanto para cepas proteoliticas
quanto néo-proteoliticas estio em torno de +200mV. Alimentos com Eh superior a este valor nfo
permitemn a multiplicagio e a producio de toxina de C. botulinum.

Caracteristicas da Doenca

O termo botulismo, utilizado para designar a intoxicagio provocada pelo C. botulinum, provém
de botulus, que significa salsicha em latim, devido ao envolvimento deste alimento nos primeiros
casos de botulismo cientificamente comprovados, ocorridos na Europa Central no final do século
passado.

Atualmente, trés formas de botulismo sdo conhecidas: botulismo cléssico, correspondente 3
imtoxicagiio causada pela ingestio de alimentos contendo neurotoxinas; botulismo de lesdes (wound
Botulism ), que & uma doenga infecciosa causada pela proliferagiio e conseqiicnte liberaciio de toxinas
=m lesGes infectadas com C. botulinum, e o botulismo infantil, que é também uma doenca infecciosa
casada pela ingestao de esporos de C. botulinum e subsegiiente germinagao, multiplicagio e
foxigénese no iniestino de criangas com menos de um ano de idade. Uma vez que a toxina é a
zesponsavel pela sintomatologia do botulismo, as trés formas dessa doenga sio clinicamente muito
semelhantes.

O botulismo de origem alimentar tem um periodo de incubagio que, em geral, varia de 12 a 36
Boras, dependendo da quantidade de toxina ingerida. A doenga inicia-se s vezes com problemas
gastrintestinais como nduseas, vomitos e diarréia, mas estes efeitos nio sio causados pela neurotoxina,
12 que inexistem nos casos de botulismo de lesdes e de botulismo infantil. As vezes, a diarréia ocorre
20s primeiros estigios da doenga, e, em seguida, € substituida pela constipacio intestinal.

O inicic da agiio da neurotoxina botulinica provoca fadiga e fraqueza muscular. Estes sintomas
s30 acompanhados por problemas de visio, tais como queda das pélpebras, resposta alterada da pupila
2 luz € visao dupla. Secura da boca, dificuldade de degluticiio e de controle da lingua sdo sintomas
caracteristicos. A musculatura que controla a respiracio ¢ progressivamente paralisada, podendo
Provocar a morte em trés a cinco dias por parada respiratdria. o

O tratamento dos individuos afetados envolve a soroterapia, na qual se neutraliza a toxina com
anti-soro, ¢ a remocio da toxina do estémago ou do intestino através de lavagens ou da ingestio de
substincias eméticas ou catérticas. Paralelamente, é necessério o restabelecimento da funcio res-
piratSria. A soroterapia € bastante eficiente nos primeiros estigios da doenca.

Mecanismos de Patogenicidade

O botulismo € uma intoxicagio causada pela ingestio de toxinas pré-formadas nos alimentos.

Atualmente reconhece-se a existéncia de oito toxinas distintas, produzidas por C. botulinum,
designadas A, B, Cy, G5, D, E, Fe G. Sao todas de natureza protéica, e podem apresentar peso molecular
entre 150.000 e 900.000 daltons.

De acordo com o tamanho da sua molécula, as toxinas podem apresentar-se nas formas S (sma i,
M (medium ), L (large ) e LL (extralarge ). A toxina M, mais comum em alimentos, é formada por
um componente toxico, correspondente a um agregado de formas S, e por um componente atéxico.
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Atoxina L, também observada em alimentos, & semelhante 3 toxina M, apresentando ainda hemaglu-
tinina na molécula,

As toxinas M e L sdo também denominadas “toxinas progenitoras” e a forma S recebe a
denominagiio de “toxina derivativa”. Em condi¢es alcalinas, as “toxinas progenitoras™ dissociam-se
nas formas S e nas formas atdxicas, que podem ser separadas por cromatografia de troca idnica.

As toxinas derivativas $ sio proteinas de cadeia simples que, sob a¢ao de proteases produzidas
pelas cepas proteoliticas de C, botulinum, sio divididas em duas cadeias: uma chamada H (heavy)
correspondente a cerca de dois tercos da molécula protéica Inicial, e outra, denominada 1, (light),
correspondente ao restante da molécula, Estas duas cadeias permanecem unidas por ligacdes cova-
lentes, representadas por pontes dissulfeto, Individualmente, nenhuma das duas cadeias apresenta
efeito téxico. As cadeias He I, 540 antigenicamente distintas e anticorpos que neutralizam qualquer
uma das cadeias sdo também ativos contra a toxina completa.

Embora plasmideos e bacteriéfagos tenham sido observados em todos os tipos de C. botulinum,
néo ha uma associagio clara entre a presenca destas estruturas e a produgio de toxinas. A mediagio
de bacteriéfagos na toxigénese foi demonstrada somente para as toxinas C; e D,

" Com €XCecio da toxina G2, as demais toxinas botulinjcas apresentam acéio neurotéxica, através
do bloqueio da Tiberagdo do ‘neurofransmissor nas Jungdes neuromusculares. Tanto os sistermnas-
colinérgicos e adrenérgicos sio afetados, mas concentracbes mais elevadas de toxina sio necessirias
para inibir a liberacio de noradrenalina do que acetilcolina, O mecanismo neurotéxico compreende
1r8s etapas: ligacio da toxina aos sitios receptores na membrana pré-sindptica, mediada pela cadeia
H; internalizacio da toxina, e, finalmente, o bloqueio da liberagiio do neurotransmissor. Ap6s a
internalizacio da toxina, ndo & mais possivel bloquear seu efeito neurotéxico.

Atoxina C; € diferente das demais foxinas, pois nio apresenta a ligacio covalente entre as cadeias
HelL, e niotem atividade neurotdxica. Seu efeito & mais citotéxico e se expressa através da perda de
proteinas plasmaticas para a luz intestina] e acimulo de fluido intestinal, o

De modo geral, uma cepa de C. botulinum produz somente um tipo de foxina. A producio da

bacteriana,

Algumas toxinas, especialmente aquelas produzidas por cepas nao-proteoliticas, requerem ativa-
€40 com proteases, tais como tripsina, para efetividade nos testes de laboratorio, ativacio que ocorre
naturalmente durante a passagem da toxina pelo estdmago.

Epidemiologia

seu hdbitat principal. Vdrios trabalhos realizados em diversos paises indicam que o némero de €sporos
“de C. botulinum no solo pode ser bastante elevado,
C. botulinum do tipo A € o mais fregiiente no oeste dos Estados Unidos e em paises da América

botulinurm no ambiente aquatico, verifica-se que no pescado marinho o tipo E ¢ mais freqiientemente
isolado em diversos paises, inclusive no Brasil,

Surtos de botulismo tém sido descritos em virios paises, mas acredita-se que sua freqiiéncia seja
maior do que a relatada. No Canads, J apao, Alasca, Ira e Escandingvia a grande maioria dos surtos &
causada por produtos marinhos contaminados com C. botulimum do tipo E. Na Buropa (Alemanha,
Franga, Itilia e Pol6nia), vérios surtos ja foram relatados envolvendo produtos cimeos contaminados
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com C. botulinum do tipo B. Nos Estados Unidos, os principais alimentos envolvidos em surtos de
botulismo sdo as conservas vegetais de preparagdo caseira, quase sempre envolvendo o C. botulinum
do tipo A. Mel, contendo elevado niimero de esporos de C. botulinum, esteve envolvido em diversos
surtos de botulismo infantil ocorridos nos Estados Unidos e Canad. Vérios casos foram relatados na
Argentina, causados por conservas vegetais caseiras contendo C. botulinum do tipo A. No Brasil, ja
existemn varios casos suficientemente comprovados e diversos trabalhos relatam casos de botulismo
animal.

Medidas de Controle

Para que um alimento n@o seja o causador de botulismo € necessério impedir que a neurotoxina

botulfnica venha a ser formada. Para tanto, é necessario impedir a germinacio dos esporos € a
proliferacio de células de C. botulinum, quando a toxina ¢ formada.
A microbiota competitiva tem um papel protetor de extrema importéncia na inibicdo da multipli-
cacio e da produgio de toxinas de C. botulinum. Alguns microrganismos fermentativos (bactérias
Tacticas, por exemplo) produzem écidos em quantidade suficienfe para impedir a multiplicacéo e outras
substancias inibitdrias como bacteriocinas, 4gua oxigenada e antibidticos.

Os nitritos & os nitratos sio conservadores quimicos utilizados hi muito tempo na preparacao de
produtos cérneos visando o controle do botulismo. Sua eficiéncia é dependente da acidez e da Aada
camne, e pode ser aumentada pela adigio de ascorbato ou de isoascorbato. O mecanismo de agio do
nitrito ainda nio estad completamente elucidado, mas sabe-se que, além de ser o responsével pela
coloragio rosada caracteristica dos produtos carneos, 0 nitrito age no controle de C. bofulinum em
alimentos.

Um alimento ndo causari botulismo se todas as células vegetativas e esporos de C. botulinum
forem destruidos. Esta destruigio normalmente é obtida através de tratamento térmico elevado.
Embora as células vegetativas apresentem baixa resisténcia térmica, semelhante & de outros micror-
ganismos patogénicos, os esporos de C. botulinum sao bastante resistentes ao calor. Esporos do grupo
11 sio menos resistentes. Deve-se levar em conta que a resisténcia térmica é influenciada por uma
série de fatores como pH, Aa, composigéo do meio onde os esporos estio, entre outros.

As neurotoxinas de C. botulinum sio termolabeis, sendo destrufdas pelo aquecimento a 80°C
durante 30 minutos ou a 100°C em poucos minutos.

O congelamento, assim como a refrigera¢io, nao tem qualquer efeito pritico na destruigdo de
células vegetativas, esporos ou neurotoxinas botulinicas.

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Caracteristicas do Microrganismo

Clostridium perfringens é um bacilo Gram-positivo, anaerdbio, esporulado, apresenta cdpsula e
¢ imével. Produz uma série de proteinas biologicamente ativas, algumas com atividade toxica e outras
com atividade enzimética. De acordo com a produgdo das quairo toxinas extracelulares mais
importantes (toxinas alfa, beta, epsilon e iota), as cepas de . C. perfringens sio classificadas em cinco
tipos: A, B, C, D ¢ E. Todos os cinco fipos produzem a toxina alfa, que tem atividade fosfolipasica
(lecifinase) € ¢ hemolitica. A toxina beta é produzida por C. perfringens dos tipos B e C, a toxina
epsilon por C. perfringens tipos B e D ¢ a toxina iota é produzida somente pelo tipo E.

Os tipos A, C e D sdo também produtores de enterotoxina, mas quase todos os casos descritos de
toxinfecgio alimentar por este microrganismo foram causados por cepas do tipo A.
" C. perfringens tem intensa atividade metabélica em alimentos. E capaz de produzir uma grande
variedade de enzimas hidroliticas extracelulares, incluindo colagenase, hialuronidase, deoxirribo-
nuclease, lecitinase, proteases que hidrolisam casefna e gelatina. B também capaz de fermentar um
srande niimero de carboidratos (glicose, lactose, frutose, galactose, maltose, inositol, manose, amido,
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sacarose). Durante a fermentacao hd intensa produgio de gis (Hz e CO;) e de produtos finais dcidos.
Para sua multiplicagfo, é imprescindivel a presenca de vitaminas e de nucleotideos.

Uma das caracteristicas mais importantes de C. perfringens € sua capacidade de multiplicacdo
em temperatura alta, estando a temperatura 6tima entre 40°C e 45°C. O tempo de gerag@o de 7,1
minutos a 41°C é um dos menores entre as bactérias de interesse em alimentos. As temperaturas minima
¢ mixima para multiplicaio, relatadas na literafura, sdo 15°C e 51,7°C, respectivamente. No entanto,
para esporulagio, a temperatura 6tima fica entre 35°C e 40°C.

C. perfringens multiplica-se melhor em pH entre 6,0 e 7,0. Os mesmos valores valem também
para esporulacio. Valores de pH inferiores a 5,0 ou superiores a 8,3 sd0 bastante inibidores para este
microrganismo.

Com relacio A umidade, C. perfringens ndo € muito tolerante a baixa Aa. Para sua multiplicagzo,
a Aa minima deve estar entre 0,95 e 0,97, e para a esporulacio, 0,98, dependendo das demais
caracteristicas intrinsecas do alimento. Concentracdes de NaCl em torno de 7-8% sio necessérias para
inibir a multiplicagio da maioria das cepas de C. perfringens.

Embora C. perfringens nio seja considerado um microrganismo anaer6bio estrito, o crescimento
inicial ¢ dependente do potencial de 6xido-reduciio. O valor étimo para multiplicagio estd em torno
de —200mV.

Caracteristicas da Doenca

Clostridium perfringens é responsdvel por dois tipos diferentes de toxinfecgio alimentar. Cepas
do tipo A causam a intoxicagio alimentar na forma classica ¢ as do tipo C causam a enterite necrética,
bem mais grave.

Os smtomas da intoxicagfio alimentar r por C. perfringens do tipo A sdo dores abdominais agudas,
diarréia com niuseas e febrez ‘sendo os vomitos raros. Os sinfomas aparecem mais fregiientemente
entre oifo a 12 horas apss a ingestio de alimentos contendo nimero elevado de células (10° a 107
células por grama de alimento ou mais) € a duragao dos sintomas é freqiientemente de 12 a 24 horas.
Normalmente, esta 1ntox1cagao alimentar ¢ branda, raramente causando a morte dos 1nd1v1duos
afetados. Enfrefanto, a ocorréncia desta intoxicagio é muito comum, em ‘todas as partes do mundo.

A enterite necrética, causada por C. perfringens tipo C, € rara. Os sintomas sao dores abdominais
agudas muito intensas, diarréia sangumolenta, algumas vezes vomitos, e inflamacio necrética do
intestitio delgado, sendo freqiientemente fatal. Os casos descritos na literatura tém sido associados a0

consumo de carne de porco mal cozida.

Mecanismo de Patogenicidade

A infoxicagio alimentar é causada por uma enterotoxina que aparece quando se forma o esporo
de C. - perfringens. Seu papel 1o processo de esporulagio nio é conhecido. Mesmo cepas chamadas

“nio-enterotoxigénicas” produzem pequena quantidade de enterotoxina, mas essa quantidade é
insuficiente para causar a doenga. Acredita-se que este fendmeno ocorre porque o calor provoca, em
nivel genético, alteragoes no sistema regulador de produgio da toxina.

A enterotoxina ¢ formada durante o processo de esporulagio. A esporulagio de C. perfringens
pode ocorrer excepcmnalmente no alimento, mas este fendmeno ocorre principalmente no intestino.
Entretanto ¢ pouco provavT que a foxina prc—formada em um alimento venha a causar mtoxzcagao,
uma vez Ag'"ﬁé grandes ggantldades de toxina (8 a 10mg) 30 necessirias para o desenvolvimento dos
sintomas. Além disso, a enterotoxina néo resiste 20 pH 4cido do trato digestivo, nem a agio das enzimas_

digestivas. Desta forma, a mtomcagao alimentar ocorre pela ingestdo de alimentos contendo nimeros
elevados de células viaveis de C. perfringens, que esporulam no infestino delgado, liberando a

enterotoxma durante este processo.

" A enterotoxina produzida por C. perfringens, apos ativacio pela tripsina, liga-se aos receptores
Lgallzados no bordo em escova da célula epitelial infestinal, A toxina, uma vez ligada ao receptor,
interage com a membraﬂa i:ausando o surgtmento de poros pelos quais extravasa o conteido celular,
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resultando em diarréia. Ha grande eliminagio de sédio e potdssio, e a absorgio de glicose ¢ inibida.

Microfotografias eletronicas revelam que a enterotoxina provoca a destrmgao das microvilosidades.
A enterotoxina de C. perfringens é uma protema formada por uma tinica cadeia pohpeptldma, de

peso molecular de 34.000 daltons. Toda a seqiiéncia de aminodcidos, em nimero de 309, ji é

conhecida. A toxina € termoldbil, sendo destruida pelo aquecimento a 60°C por 10 minutos.

Epidemiologia

C. perfringens faz parte da microbiofa do solo, especialmente as cepas do tipo A, sendo também
comum no contetido intestinal do homem e de muitos animais. Sua ampla distribui¢do na natureza é
H_Mda aos esporos que C. perfringens produz, altamente resistentes s condicdes ambientais (oxigeé-
1o, etc.)

Esse microrganismo € facilmente isolado de alimentos, tanto crus quanto processados, e seu
envolvimento em casos de doengas de origem alimentar € bastante grande. Em muitos paises, C.
perfringens € o agente etiolégico mais freqiientemente isolado em surtos desta natureza, Uma
caracteristica curiosa destes surtos é que na maioria dos casos relatados o nimero de individuos
afetados € alto. Isto certamente € devido ao fato de os surtos por C. perfringens serem causados pelo
consumo de alimentos preparados em grandes quantidades e consumidos vérias horas apés. Neste
periodo, 0 microrganismo se multiplica nos alimentos quando mantidos em temperatura inadequada
(em estufas ou em temperatura ambiente), em vez de serem refrigerados. Mesmo quando refrigerados,
o frio pode demorar a alcangar o interior dos produtos, devido ao seu grande volume, e a multiplicagio
existe. Nestes casos, os esporos presentes no alimento nio sio destruidos pelo calor. Devido ao seu
carater termofilo, & intensa atividade metabélica e A elevada velocidade de multiplicago, a populacio
de C. perfringens, nestas condigGes, eleva-se rapidamente para 10° — 10° células ou mais por grama
de produto, necessdrias para causar doenca no homem.

Alimentos a base de carne bovina e de carne de frango tém sido os principais causadores de
intoxicacao alimentar por C. perﬁzngens . A maioria dos surtos relatados é associada 2 alimentacio
em estabelecimentos institucionais (restaurantes, hospitais, fibricas, escolas, etc.).

Medidas de Controle

Atemperatura de 60°C inativa rapidamente as células ve getativas de C. perfringens. Aresisténcia
térmica dos esporos varia de cepa para cepa. Em geral, existem dois tipos de esporos: os termorresis-
tentes, com Dogec entre 15 e 145 minutos e z de 9 a 16°C, e os termossensiveis, com Dggec de trés a
cinco minutos e z de 6 a 8°C. Os esporos da classe termorresistente requerem um choque térmico de
75 — 100°C por cinco a 20 minutos para germinarem mais facilmente. As razdes para esta diferenca
na resisténcia térmica ainda nfo estio suficientemente explicadas. Os esporos de ambas as classes
sobrevivem ao cozimento de alimentos ¢ podem ter sua germinacio estimulada pelo aquecimento.
Como se disse, € evidente que cepas mais termorresistentes sobrevivem a periodos mais longos de
aquecimento, e sio, provavelmente, os principais responséveis pelos casos de intoxicaco alimentar.

BACILLUS CEREUS

Caracteristicas do Microrganismo

As bactérias pertencentes ag. genero Bacillus compreendem um grande niimero de espécies,
estando relatadas, até o momento, 48 especuss diferentes. As bactérias deste género caracterizam-se
pOr uma | 1ntensa atividade metabdlica, ja que produzem enzimas que degradam muitos substratos
organicos. Devido a esta caracteristica, a identificacio deste microrganismo ¢ bastante complicada,
nao havendo um consenso geral sobre a melhor forma de fazé-la.
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Bacillus cereus ¢ bacilo Gram-positivo grande, aer6bio, mesofilo, com flagelos peritriquios, e
produtor de esporos que podem ser centrais ou subterminais. Cepas de B. cereuis sio capazes de utilizar
vdrios carboidratos: glicose, frutose, trealose, sacarose, salicina, maltose, manose, m-inositol e lactose.
S4o capazes de hidrolisar amido, casefna e gelatina. Sao catalase positivos e oxidase variavel. Todas

as cepas sa0 produtoras de hemolisinas, sendo conhecidas pelo menos duas: cereolisina (termoestavel)
¢ hemolisina termol4bil. Sdo também produtores de fosfolipases do tipo C.

B. cereus multiplica-se bem entre 10°Ce 48°C, apresentando um étimo de temperatura entre 28°C
€ 35°C. A atividade de 4gua minima necesséria para seu crescimento € 0,95, sendo o crescimento
bastante reduzido quando a concentragio de NaCl do meio ¢ 7,5%. A faixa de pH em que ocorre
multiplicagio varia de 4,9a 9,3.

Caracteristicas da Doenca

B. cereus pode causar duas formas distintas de gastrenterite: a sindrome diarréica e a sindrome
emética, ' ' .

'5'éindromgd§arréica caracteriza-se por um periodo de incubaciio que varia de oito a 16 horas, e
seus principais sintomas sao diarréia infensa, dores abdominais, tenesmos retais, raramente ocorrendo
nduseas e vomifo. A duragio da doenca & de 12 a 24 horas. Os alimentos envolvidos nos casos de
gastrenterite diarréica por B. cereus, descritos na literatura, sdo vegetais crus e cozidos, produtos
carneos, pescado, massas, leite, sorvete, pudins a base de amido, entre outros.

A sindrome emética caracteriza-se por um periodo de incubagfio curto (uma a cinco horas),
causando vomitos, nduseas ¢ mal-estar geral ¢, em alguns casos, diarréia com seis a 24 horas de
duracgo. Esta sindrome estd quase que exclusivamente associada a alimentos farindceos, contendo
cereais, principalmente arroz. Um niimero bastante significativo de casos j4 foi descrito envolvendo
o arroz preparado  moda chinesa, ou seja, cozido no vapor e mantido a temperatura ambiente, Nestas
condigdes, o aquecimento é insuficiente para destruir os €Sporos, que sdo comuns em cereais, Os
esporos germinam, €, devido 4 temperatura favorivel, ocorre a multiplicagio rdpida das células
vegetativas resultantes. A mistura do artoz preparado desta forma com outros ingredientes (carne,
ovos, vegetais, frango), comum na comida oriental, agrava ainda mais o problema.

Mecanismo de Patogenicidade

Amaioria das cepas de B. cereus é capaz de produzir uma série grande de metabélitos extracelu-
lares, dos quais alguns estéo relacionados com seu mecanismo de viruléncia. Entre estes metabdlitos,
destacam-se a toxina diarréica ¢ a toxina emética, responsaveis pelas sindromes anteriormente
mencionadas, Segundo varios pesquisadores, estas sindromes s6 se manifestam quando um alimento
contém nimero elevado de células vidveis de B. cereus (entre 107 ¢ 10° células).

A toxina diarréica € uma enterotoxina de natureza protéica, termolabil, sendo destruida pelo

aquecimento a 55°C por 20 minufos. E inativada pela tripsina, pepsina e pela pronase, e instavel em
pH inferior a4,0. A toxina diarréica age estimulando a adenilciclase da mucosa intestinal, provocando
acimulo de sais e eletrdlitos (Na* e CI') e interferindo na absorcio de glicose e de aminoacidos. A
toxina ¢ também fortemente necrética. Estudos relativos 4 sua estrutura indicam que esta toxina é
formada por trés unidades protéicas, antigénicas, de peso molecular de 43.000 daltons, 39.000 daltons
¢ 38.000 daltons. A enterotoxina produzida por B. cereus nio di reaciio cruzada com a enterotoxina
termoldbil produzida pelo vibrido colérico, por Escherichia coli e por Clostridium perfringens. A
enterotoxina € produzida durante a fase logaritmica do crescimento bacteriano,

Devido as manifestaces clinicas provocadas pela enterotoxina de B. cereus, ela é também
conhecida por diversos outros nomes: enterotoxina diarréica, fator de permeabilidade vascular, toxina
dermonecrética, toxina intestino necrética, fator LRIL (ligated rabbit ileal loop ). Além disso, a toxina
diarréica € letal para camundongos quando injetada intravenosamente.

Atoxina emética nao é tio conhecida quanto a enterotoxina, devido 4 falta de um modelo biol§ 2ico
sensivel adequado. Esta toxina nio tem os mesmos efeitos bioldgicos apresentados. pela_toxina
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diarréica, mas induz o vomito em curto periodo de tempo apos a ingestao. Trata-se de uma proteina
pequena, provavelmente um peptideo, de peso molecular inferior a 10.000 daltons, bastante resistente
20 pH 4cido e as enzimas proteoliticas (pepsina, tripsina). E também resistente ao aquecimentoa 126°C
por 90 minutos. Apresenta baixa ou nenhuma antigenicidade e sua producio ocorre na fase final da
fase logaritmica de crescimento, sendo liberada em grandes quantidades durante a lise celular. Alguns
sstudos sugerem que a produgio desta toxina estd relacionada com o processo de esporulacio. Aagio
biologica da toxina ainda ndo € conhecida.

Até o momento, nio existem evidéncias suficientes sobre a producdo simultinea das toxinas
emética e diarréica por uma mesma cepa de B. cereus.

Epidemiologia

B, cereus ¢ largamente. distribuido na natureza, sendo o solo o seu reservatério natural, Por esta
razdo, contamina facilmente alimentos como vegetais, cereais, condimentos, etc. Dentre os vegetais,
destaca-se o arroz, que tem sido o alimento mais freqiientemente envolvido em surtos de origem
alimentar. Virias espécies de Bacillus estio presentes no solo imido no qual se cultiva o arroz, e B.
cereus, em especial, permanece associado com a planta durante todo o seu desenvolvimento. A
freqiiéncia de isolamento de B. cereus em arroz cru € de 40% a 100%.

B. cereus é também encontrado na superficie de came bovina, suina e de frango, certamente devido
4 confaminagiio com 0 solo. B.-cereus é um problema séric também em laticinios (queijos e sorvetes),
sendo seus esporos muito comuns em leite em pd. No Brasil, B. cereus tem sido isolado de vérios
tipos de alimentos: queijos, farinhas, amidos, alimentos desidratados, carne moida, com indices de
positividade entre 18% e 97%.

Varios estudos tém demonstrado que B.cereus faz parte da flora fecal de individuos normais,
havendo algumas indicacoes que sua presenga é mais comum nos meses de verao, e dependente dos
habitos alimentares. Entretanto, B. cereus nio coloniza o intestino, nao persistindo por longos periodos.

Medidas de Controle

Os esporos das cepas de B. cereus associadas com doengas de origem alimentar t8m Dos-c de 24
minutos aproximadamente. Cepas ndo associadas com doenca tém Dosec que pode variar entre um
minuto e meio ¢ 36 minutos. Portanto, o consumo de alimentos recém-preparados nio oferece risco.
Das varias formas de tratamento térmico, 0 cozimento em vapor sob pressio, a fritura e 0 assar em
forno quente destroem tanto células vegetativas quanto esporos. Cozimento em temperaturas infe-
riores a 100°C pode ndo ser eficaz para destruigdo de todos os esporos de B.cereus.

" STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Caracteristicas do Microrganismo

As bactérias do género Staphylococcus sio cocos Gram-positivos, pertencentes a familia Micro-
coccaceae e por dividirem-se em planos diferentes, quando vistos a0 microscopio aparecem na forma
de cacho de uva. Sao facultativas anaerdbias, com maior crescimento sob condicdes aerdbias, quando,
entfo, produzem catalase.

De acordo com o ultimo Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1986), 19 espécies
fazem parte deste género. Destas, as seguintes apresentam interesse potencial em microbiologia de
alimentos: S. aureus, S. hyicus, S. chromogens e S. intermedius, sendo S. aureus 0 mais importante.

Com excegio de S. chromogens, as demais espécies apresentam testes positivos para coagulase
(plasma de sangue de coelho) e termonuclease (TNase), '
~Aespécie S. aureus é a que esté associada mais freqiientemente as doencas estafilocécicas, quer
sejam de origem alimentar ou nao.
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As cepas de S. aureus sdo sensiveis a uma série de bacteriéfagos, o que auxilia no estudo de surtos
de intoxicagio, levando muitas vezes a fonte de infec¢io. O Subcomité Internacional para Fagotipa-
gem recomenda, atualmente, quatro grupos de bacteri6fagos de S. aureus de origem humana para uso
na rotina.

O_s__e_gt_gi;lococos sdo bactérias mesofilas apresentando temperatura de crescimento na faixa de
7°C a 47,8°C; as enterotoxinas sao produzidas entre 10°C e 46°C, com 6timo entre 40°C ¢ 45°C. Os
extremos de temperatura estio na dependéncia dos demais parimetros que devem encontrar-se em
condigOes 6timas. Os surtos de intoxicagio alimentar sio provocados por alimentos que permanece-
ram neste intervalo de temperatura por tempo variavel, de acordo com o nivel de inéculo e temperatura
de incubagdo. Em geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior serd o tempo necessdrio para a
produgio de enterotexma Em coﬁdlgoes 6timas, a enterotoxina torna-se evidente em quatro a seis_
horas.

As bactérias deste género sio tolerantes a concentracdes de 10% a 20% de NaCl e a nitratos, o
que torna os alimentos curados veiculos potenciais para as mesmas.

Em relagio ao pH, S. aureus cresce na faixa de 4 2 9,8, com o 6timo entre 6 e 7.

Considerando a Aa, os estafilococos sdo tinicos em sua capacidade de crescerem em valores
inferiores aos normalmente considerados minimos para as bactérias ndo-haléfilas. O valor minimo da
Aa considerado, atualmente, é de 0,86 apesar de, sob condigdes ideais, esta bactéria ji ter se
desenvolvido em Aa de 0,83.

Caracteristicas da Doenca

rnada Portanto 0 agente causal nio é a bactéria per se, mas virias toxinas (A, B C1, G, Gy, D, E)
produzidas por esta bactéria, conhecidas como enterotoxinas. Atualmente, sabe-se que as espécies S.
intermedius e S. hyicus também sao capazes de produzir tais toxinas.

O periodo de i mcubaggo de um surto varia, geralmente, de 30 minutos a oito horas, sendo a média
de duas a quatro I h 8. apos a Ingestao do ahmento contaminado.

Os sintomas variam com o grau de suscetibilidade do individuo, concentragio da enterotoxina no
alimento e a quantidade consumida do alimento.

Os_principais sintomas sio ndusea, vOmitos, ciibras abdominais geralmente bem dolorosas,
diarréia ¢ sudorese. Podem ocorrer ainda dores de cabega, calafrios, queda de pressao arterial &,
rarfssimas vezes, febre, quando a quantidade de toxina ingerida é grande. A doenga ndo é fatal, a menos
qie o 1nd1V1duo esteja debilitado. Quando hi choque desidratagdo e muito vOmito € necessaria a
hospltahzag:ao para que os fluidos e os eletrolitos sejam repostos.

Epidemiologia

O homem e os animais séo os principais reservatérios de S. aureus. Acavidade nasal € o principal
hébitat dos estafilococos no homem e, a partir deste foco, atingem tanto a ) a epiderme e fendas como o

ar agua, solo, leite, esgotoe qualquer supefﬁme ou objeto que tenha entrado em contato com 6 homenm.

Os portadores nasais e os manipuladores de. alimentos com méos e bragos que apresentem ferldas

infectadas com S. aureus sao importantes fontes de contaminagio do alimento.
Além do homem, %mmms domésticos também € portadora ou apresenta-se

contaminada p pela bactéria. Exemplo tipico ¢ a mastite estafilocécica do gado leiteiro. Caso o leite
infectado seja consumido ou utilizado no preparo de queijos, havera chances de ocorrer intoxicagdo.

Desde que o alimento apresente boas condi¢es para o crescimento de S. aureus, o mesmo poderd
causar intoxicagéo.

Sio agentes comuns da intoxicacao estafilocdcica o leite, creme, tortas recheadas.com creme,

saladas de batata, atum, frango e presunto presunto , cozido e outras carnes cozidas.
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A contaminagio de queijos também ja causou varios surtos tanto antes como depois do advento
do emprego do leite pasteurizado na sua fabricacio. Neste tiltimo caso, pode ocorrer contaminacio
pos-processamento ou utilizagao de fermentos (starters ) contaminados por S. aureus.

Mecanismo de Patogenicidade

Além das enterotoxinas, as cepas de S. aureus produzem varias outras toxinas, como a- toxina
mtcresse em alimentos. Atualmente essa denommagao para as enterotoxma’éﬁnao ¢ considerada a mais
adequada, uma vez que os sintomas da intoxicagio parecem estar mais relacionados ao estimulo
imunoldgico do que ao desequilibrio eletrolitico da mucosa.

As enterotoxinas sao proteinas simples, com baixo PM — 26.000 a 30.000 daltons. Suas cadeias
pohpeptxdlcas apresentam quantidades aprecidveis de lisina, dcido aspartico, 4cido glutdmico e
tirosina. A composi¢ao de aminoacidos das enterotoxinas A, D e E é similar, o mesmo ocorrendo entre
3;§r eaC
(6] sequenc:1amento parcial de aminodcidos das enterotoxinas A, B ¢ C mostrou a existéncia de
uma regiao homologa nas trés moleculas 0 que sugere ser esfa regido o sitio ativo da molécula de
entcrotoxma

Sao hi igroscopicas e facilmente soliveis em dgua e solugdes salinas. Apresentam ponto isoelétrico
entre 7,0 ¢ 8,6, picode absorbancia a 277nm e so resistentes a tripsina, qulmlotnpsma, renina, papaina
e pepsina, com excegdo da enterotoxina B que € destruida por esta iltima enzima, em valores de pH
ao redor de 2.

As enterotoxinas sao term

 S80 tes. Tal fator € especialmente importante para a inddstria de
ahmentos,,@orque a’ maioria dos alimentos processados sofre algum tratamento térmico durante o
P_ngessamento Por exemplo a pasteunzagao do leite destruird o microrganismo — S. aureus — mas
_ndo inativard a toxina, caso esteja presente.

Apesar das. enterotoxinas nio serem destruidas facilmente pelo calor, sabe-se que as quantidades
gerarﬁ?nte presentes em ahmentos (0,5-10ug/100g de alimento) envolvidos em surtos de intoxicagiio
sio desnaturadas durante o processo de enlatamento, Isto, no entanto, ndo é motivo para que os
cuidados durante o armazenamento dos alimentos sejam negligenciados, permitindo a sua producio
antes do processamento.

Nao existe concordincia entre os vdrios autores sobre a quantidade minima de enterotoxina
necessdria para causar sintomatologia em seres humanos. De uma maneira geral, estima-se entre 0,015
e 0,375ug de enterotoxina por quilo de peso corpéreo. Caracteristicas individuais também devem ser
levadas em consideragio.

Na realidade as enﬁerotoxmas néo apresentam uma  acio finica, mas sim vdrias:

Acac Em,,tzca E a reacao mais freqllentemente observada neste tipo de intoxicagio. Os sitios
desta agao parecem localizar-se no intestino. Estéesnmulo é transferido através dos nervos vago e
simpitico ao centro do ~vomito, que faz parte do sistema nervoso central (SNC). O centro do vémito
induz, de algun}z_lvmaneu_'a a retropenstalsm do estbmago e do infestino delgado provocando o vomito.
Por esta razéo, as toxinas estafilocGeicas deveriam ser denominadas neurotoxinas e ndo enterotoxinas.
Acdo Diarréica. A d1arrela &0 segundo sinfoma mais _comum na_intoxicacio alimentar es-
tafilocéeica. O mecanismo de aciio ainda nio estd perfmtamente elucidado porque, aparentemente e
diferente de outras diarréias, como, por exemplo as provocadas por Clostridum perfringens € por
Bacillis cereus. Nestes dois casos, as toxinas provocam uma dilatacio na alga de intestino de coelho,
enquanto que as estafiloceicas ndo o fazem. Uma provivel explicagio € a ativagio de um mecanismo
secretor de Na e Cl. Além disso, caso uma quantidade suficiente de enterotoxina esteja presente no
ahme o, ela causard "nﬂamagae ¢ irritacdo da mucosa do estdmago e intestino delgado.
~Ent rite. Esse efeito ndo ¢ facilmente observado apesar de, sob exame especial, poder ser
detectado.
Estimulo das Células T. Esta hipdtese, assim como a que explica a agio emética, ainda néo foi

cornprovada As toxmas estafﬂococxcas terlam a capaadade e de estlmular a proneragao das cclulas a1
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do sistema imunoldgico, o que nos levaria a considerd-las como superantigenos. Quando essas toxinas
alcancam a corrente sangiiinea, devido a seus efeitos sobre os macréfagos e células T, elas desenca-
deiam a producdo e liberagao de citoquinas, tais como a interleucina-2 (IL-2). Normalmente,.a
interleucina tem agfo localizada. No entanto, a sua producio em niveis elevados pode acarretar a

circulagao da IL-2 na circulagao sangiifnea, originando uma variedade de sintomas, entre eles, niuseas,

vOmitos, mal-estar generalizado e febre.

Medidas de Controle

Como os estafilococos encontram-se amplamente disseminados pela natureza, torna-se impos-
sivel a sua eliminagfio do ambiente.

A manipulagio do alimento pelo homem, um dos reservatérios desta bactéria, jd indica uma
provével contaminagio. O aquecimento do alimento logo apds sua manipulagio destrGi a es-
tafilococose e ajuda na prevengao da intoxicagio. No entanto, se cuidados apropriados nio forem
tomados apds este aquecimento, o microrganismo podera desenvolver-se e produzir a toxina,

Para prevenir a intoxicagio estafilocicica, € importante manter os alimentos suscetiveis sob
refrigeracio. O resfriamento répido de toda a massa alimenticia é uma das medidas para a prevencio
€ controle desfa infoxicagio. Quando da impossibilidade destas medidas, deve-se tomar cuidados
especiais para se evitar a contaminagdo no preparo deste alimento.

No caso das enterotoxinas, acredita-se serem necessérias entre 10° ¢ 10° unidades formadoras de
coldnias de S. aureus por grama do alimento para que a toxina seja formada em niveis capazes de
provocar intoxicagao. Como, normalmente, a bactéria encontra-se presente em nimeros baixos, é
preciso que ocorra a sua multiplicagio. Ao controlar-se, portanto, fatores que afetam o crescimento
de S. aureus, a produgio da enterotoxina também estara sendo controlada e, conseqiientemente, os
surtos de intoxicacio.

O crescimento de S. aureus € inibido por cepas de Lactococcus lactis ssp lactis e L. lactis ssp
cremoris; portanto, a competigao microbiana ajuda no controle destas intoxicacdes. A degradacao das
enterotoxinas por alguns microrganismos competidores também j4 foi sugerida,

LISTERIA MONOCYTOGENES

Caracteristicas do Microrganismo

Listeria monocylogenes € um microrganismo patogénico conhecido pelos microbiologistas desde
hi muito tempo, na drea de Microbiologia Veterindria. Porém, tornou-se um dos mais importantes
pat6genos veiculados por alimentos na década de 80, devido a eclosio de diversos surtos de listeriose
humana.

Apesar de na nona edigao do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology oito espécies estarem
relacionadas ao género Listeria — L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri, L. denitrificans, L. murrayi e L. grayi -, o mesmo tem sofrido constantes alteragOes
taxondmicas. A espécie L. denitrificans foi reclassificada comoJonesia denitrificans e, recentemente,
as espécies L grayi e L murrayi foram agrupadas em uma tinica espécie, Listeria grayi. A espécie L.
ivanovii, por sua vez, foi subdividida em duas subespécies: L. ivanovii subsp. fvanovii e L. ivanovii
subsp. londoniensis.

L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo, ndo formador de esporo, anaerébio facultativo,

Células jovens, quando observadas ao microscGpio, apresentam-se na forma lisa, assemelhando-
se a pequenos difterdides, medindo de 1,0 a 2,0u por 0,5u. Apés trés a cinco dias de incubacio, no
entanto, apresentam-se como bacilos longos, medindo de 6 a 20y.

L. monocytogenes € mével devido a flagelos peritriquios, apresentando movimento caracteristico

denominado tombamento, que auxilia na sua identificacdo. Este microrganismo apresenta reagio .
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Tabela 4.1
Caracteristicas Diferenciais das Espécies de Listeria®

Listeria
Caracteristicas ivanovii
monocytogenes innocua seeligeri subsp. subsp. welshimeri grayi
ivanovii londoniensis

B-hemdlise + - + & + _ _
Camp teste:

S. aureus + = + - = =

R. equi = - - + + — —
Patogenicidade a

camundongos + - - + + =

Fermentagdo de:

Manitol - - - = - _ &

Xilose = - + + + ¥ -

Ramnose + v - - — v v

Ribose? +

N-acetil-p-

manosamina® - %
Redugéo de nitrato - — - = o — v

+, positivo; —, negativo; v, varidvel
a modificado de Seeliger & Jones, 1986
b segundo Boerfin et alii., 1992

positiva para catalase e negativa para oxidase. As caracteristicas bioquimicas das espécies do género
Listeriae organismos relacionados encontram-se na Tabela 4.1.

Em estudos epidemioldgicos, sio importantes os esquemas de sorotipagem e fagotipagem. O
esquema atual d SOrodpagent oo Listeric Gascie-s¢ me idortificacho 8o 15 2nligenos somisicos (D) e
cinco flagelares (H), sendo 16 as sorovariedades reconhecidas para as cinco espécies do grupo um:
L. monocytogenes, L. inoccua, L. seeligeri, L. ivanovii subsp. ivanovii e L. ivanoviisubsp. londoniensis,
¢ L. welshimeri. O grupo dois composto pela espécies L. grayi (anteriormente L. grayi e L. rurrayi)
contém antigenos O e H especificos. Atualmente, existem 27 fagos para a tipificagio de L. monocy-
togenes.

L. monocytogenes apresenta crescimento na faixa de 2,5°C a 44°C, embora existam relatos sobre
o cfescimento a 0°C. Este microrganismo suporta repetidos congelamentos e descongelamentos. O
fempo de geracao a 35"C Varia conforme o meio em que se encontra: em leite achocolatado é de 0,65
h, em creme 0,67 h e em leite desnatado e integral € de 0,69 hora. A 4°C, esses tempos sdo de 1,34 a
1,52 dias em leite achocolatado, 1,16 a 1,66 dias em creme, 1,26 a 1,50 dias em leite integral e 1,27

a 1,56 dias em leite desnatado.

Fmbora o pH 6timo para o crescimento desta bactéria esteja entre seis ¢ oito, ela pode crescer em
uma faixa maior, entre cinco e nove. Em meios de cultura, no entanto, ja se verificou seu crescimento
em pH 9,5. Ambientes com pH inferior a 4,5 ¢ superior a 9,5 sdo considerados hostis a L.
monocytogenes.

Com relagiio a concentracio de NaCl, constatou-se a sua sobrevivéncia em 10,5% e 13% quando
incubada a 37°C por 15 dias e 10 dias, respectivamente. Em concentragdes de 20%-30% de NaCl, o
tempo de sobrevivéncia foi reduzido para cinco dias. Mas, se a temperafura ¢ reduzida para 4°C, a
bactéria pode sobreviver por mais de 100 dias em concentragdes entre 10,5% e 30,5% de NaCl.
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A atividade de 4gua 6tima para seu crescimento é préxima a 0,97. Contudo, esta bactéria tem a
capacidade de se multiplicar em atividade de 4gua considerada baixa para a multiplicacio de patégenos
—0,92. J4 foi relatada a sobrevivéncia de L. monocytogenes a 4°C por, pelo menos, 132 dias em caldo
tripticase soja contendo NaCl na concentragio de 25,5%, com atividade de 4gua de, aproximadamente,
0,83.

Na indistria de carne, L. monocytogenes pode ser problema, uma vez que sobrevive aos niveis
recomendados de nitrato de sadio e de cloreto de sédio (120mg/kg de NaNQOs e 3% de NaCl).

Caracteristicas da Doenca

O intestino humano é o ponto de entrada de L. monocytogenes no organismo através das células
epiteliais do dpice das microvilosidades. Elas difundem-se, entéo, ndo s6 pelo interior desta célula
como também de uma célula para outra. Na fase seguinte, s30 1ngendas por macréfagos, mas tal fato
nio induz a uma resposta inflamatéria significante. Na verdade, as células de L. monocytogenes, uma
vez dentro dos macréfagos, encontram-se protegidas dos leucdcitos pohmorfonucleares

Ja foi verificado em animais experimentais que cepas virulentas sio capazes de se multiplicar em

macrofagos rompendo estas celulas e produzindo septicemia. Quando isto ocorre, 0s MiCrorganismos
podem atmglr oulras dreas do organismo, podendo envolver o sisterna nervoso central o coragao ou

septicemia neonatal.
'de listeriose sdo de uma menmglte Essa si omatologm tem inicio de uma a quatro semanas apos o
nasc1ment0 ﬁavendc) relatos, no entanto, de ‘periodo de quatro dias.

Na fase entérica, a smtqma.LoLogm é semelhanie a da grlpe acompanhada de diarréia e febre

é febre, ma §jsféﬂs}ac1ent65 queixam-se, também, de fadiga, mal estat, podendo’haver ol nao preseng'a
de niusea, vomitos, dores e diarréia, O indice de mortalidade é de 30% entre os 1munodepr1m1dos
debilitados ou recém-nascidos.

Nos caso& comprometimento do SNC, a manifestagio di-se através do aparecimento de
memnglte encefalite ¢ de abscessos. A meningite € a manifestagio mais comum, ocorrendo prin
palmente em ‘recém-nascidos e idosos. Seu desenvolvimento ¢linico é fulminante, com indice de
mortalidade de, aprox1madamente 70%.

Entre_ outras formas localizadas de listeriose podem ser citadas a endocardite e osteomielite. Estas,
10 entanto, sio formas raras,

O periodo de incubagiio da listeriose varia de um dia a algumas semanas, sendo a dose infecciosa
del. monocytogenes desconhecida.

A _ingestio de alimentos contaminados com L. m togenes € partlculannente perigosa para
gestantesz recém-nascidos, individuos com sindrome: nodeficiéncia adquirida, cirrose, carcino-
fﬁife outr _S,Si encas que provocam compromenmcnto do s;stema 1munolog1co

Mecanismo de Patogenicidade

L. monocytogenes, apés entrar no_organismo hos _yedc,u;oapelawwa oral, atinge o trato intestinal
aderindo e invadindo a mucosa. Em seguida, a célula bacteriana € fago tada pot macrofagos Apds
a lise da membrana fagocitica, é Tiberada no citoplasma da célula do hospedeiro, onde se multiplica

rapldamente. ‘Ocorre_também a Hpol_lmenzagao de filamentos de actina da célula do ‘hospedeiro, |
formando longas caudas em uma das extremidades da célula bacten, na. Esses ﬁlamentos causam o
deslocamento da. bactéria no citoplasma, perrmtmdo a invasdo das célulasadjacentes, dando inicio a_
um novo c1c10 de mfecgao
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Vrios s40 os fatores de viruléncia que tentam explicar o mecanismo de patogenicidade de L.
monocytogenes. Enire eles temos: ' A '

Listeriolisina O (LLO). A hemolisina produzida por L. monocytogenes é, sem diivida nenhuma,
107 de patogenicidade desta espécie bacteriana. Esta hemolisina faz parte da familia

inas form ¢do de grupamentos sulfidrifas. A funcio mais provavel da
listeriolisina € mediar a lise dos vaciiolos que contém a célula bacteriana, uma vez que células mutantes
ndo_produtoras de listeriolisina sio_geralmente_enconfrados no interior destes vactiolos sendo,
conseqiientemente, incapazes de se multiplicar intracelularmente.
~ Fosfolipases. L. monocytogenes produz pelo menos outras duas hemolisinas, além da Iis-
teriofisina: a fost sfolipase C (PI-PLC) e a fosfatidilcolina fosfolipase C (PC-PLC),
também conhecida como lecitina. Diferentemente da listeriolisina que lisa as células do hospedeiro
através da formagio de poros na membrana, as fosfolipases hidrolisam os lipideos da membrana, tais
como o fosfatidilinositol e fosfatidilcolina, causando a ruptura da célula,

p60. Todas as cepas de L. monocytogenes secretam essa proteina, que tem peso molecular de
60kDa, como principal produto extracelular, Esta proteina parece estar associada 2 capacidade invasiva
da bactéria, uma vez que estd envolvida com a fagocitose de L. monocytogenes e mutantes Tugosos
apresentaram uma diminuicfio na capacidade invasora. No entanto, foi constatado que estes mutantes
apresentavam eapacidade normal de multiplicagio intracelular e de polimerizacio dos filamentos de
actina. Este processo, entretanto, nio estd totalmente esclarecido.

Internalina. B uma proteina de membrana de 80kDa, envolvida, provavelmente, no mecanismo
de invasio da célula do hospedeiro. Afiitrodiigio do gerie responsavel pela codificagio dessa proteina
em cepas de L. innocua confere-lhes a capacidade invasora.

Epidemiologia

L. monocytogenes enconira-se amplamente disseminada na natureza. Tanto 0 homem como os
animais e o ambienfe servem como reservatorio desta baciéria. No homeém, 6 seu isolamento de
mdividuos assintométicos, provavelmente, é conseqiiéncia da colonizagio do trato intestinal.

Abactéria ja foi isolada de uma grande variedade de animais, entre eles carneiros, gado bovino,
cabras, porcos, cavalos, gansos, gaivotas, patos, pombas, perus, galinhas, cachorros e lebres. Também
ja foi isolada de peixes, artropodes, larvas de insetos e ris.

Na década de 80 ocorreram virios surtos de listeriose. O primeiro deles, que despertou os
microbiologistas de alimentos para o problema da L. monocytogenes, ocotreu no Canada. O alimento
incriminado foi salada de repolho tipo coleslaw.

Um surto ocorrido em 1983, nos Estados Unidos, envolveu 49 individuos, com indice de
mortalidade de 29%. O veiculo foi leite pasteurizado.

Ainda nesse mesmo pafs, em 1985, um surto de listeriose foi relatado envolvendo queijo mole,
tipo mexicano.

Outro surto, também por causado queijo do tipo mole, ocorreu na Suica, entre 1983 e 1987, com
122 casos e 31 mortes.

L. monocytogenes tem sido isolada de d s alimentos, tais como leite cru e pasteurizado,
queijos, carne bovina, suina, de aves, peixes, embutidos, carne moida de diferentes animais, produtos
cdmeos crus ¢ termoprocessados, além de produtos de origem vegetal, dé origem marinha e refeigoes
preparadas. Estes isolamentos tém sido realizados néo s6 em outros pafses como fambém no Brasil.

Em relagio 4 sua presenca em leite pasteurizado, vérios estudos vém sendo realizados com o
intuito de esclarecer sua termotolerdncia. No entanto, ainda h4 discordéncia sobre esta questao, sendo
que recentemente duas teorias estdo sendo estudadas na tentativa de elucidd-la. A primeira delas
relaciona-se ao fendmeno da resposta do choque térmico: quando células de L. monocytogenes sao
expostas a temperaturas subletais, entre 44-48°C, antes de serem submetidas 4 temperatura final de
tratamento, elas apresentam um aumento da resisténcia térmica. A segunda teoria diz respeito a
metodologia empregada para recuperacio de microrganismos estressados por processamento térmico.
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0O uso de técnicas anaerdbias para & recuperagao destas células leva a recuperagio de um nimero
maior de células do que quando recuperadas na presenga de oxigénio.

Medidas de Controle

Com a finalidade de prevenir infeccOes de origem alimentar por Listeria monocylogenes €
necessario que haja i controle no local de processamento do alimento. Uma vez que esta bactéria é
encontrada distribuida amplamente na natureza — 1o solo, 4gua, vegetais, animais, insetos, seres
humanos —, que pode desenvolver-se em ampla faixa de temperatura e de pH, além de ser uma das
celulas ve getativas de maior resisténcia térmica, deve-se prevenir sua enfradano ambiente da industria
"de alimentos. Para tanto, deve-se fazer o controle do microrganismo 10s pontos de origem da
matéria-prima através de medidas que minimizem as chances de contaminagao.

Outras medidas a serem tomadas no Jocal de produgao sio:

— limpeza e sanificagdo dos equipamentos;

— construgdo da inddstria de mancira a impedir a entrada de animais, poeira € insetos;

__ evitar o contato do produto final com a matéria-prima, evitando, assim, a contaminagao

cruzada;

— apresentagdo pela inddistria de um setor de controle de qualidade que se aplique néo somente

aos parimetros de processamento, Mas também ao controle do ambiente, inclusive do pessoal.

BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
ESCHERICHIA COLI PATO GENICA

Caracteristicas Gerais

Escherichia coliéa esEécie predominante entre os diversos microrganismos anaerébios faculta-
d CoLLGats > entre 0 a1Vt mic d OD10s Jacti

N i T e e T . 31
tivos que fazem parte da flora infestinal de animais de sangue quente. Esse microrganismo pertence

a familia Enterobacteriaceae € entre suas principais caracterfsticas destacam-se: bacilos Gram-nega-
fivos, nao-esporulados, capazes de fermentar glicose com produgdode fcido e gds. Amaioria fermenta
fambém a laclose, com producao de 4cido ¢ de gas, embora alguns sejam anaero géiicos. Apresentam
anitigenos somdticos O, relacionados com polissacarideos da membrana externa; antigenos flagelares
H, relacionados com proteinas dos flagelos, e ainda, antigenos K, relacionados com polissacarideos
capsulares. Foram, até o momento, descritos 173 antigenos 0, 56 He 100 K diferentes.
O“giugﬂnifiqggq da presenga de E. coli em um alimento deve ser avaliado sob dois Angulos.
Inicialmente, E. coli, por ser uma enterobactéria, uma vez detectada no alimento, indica que esse
alimento tem uma contaminagio microbiana de origem fecal e portanto estd em condigbes higiénicas
insatisfatorias (ver Capitulo 3). o T T
0 outro aspecto a ser considerado é que diversas linhagens de E.coli sio comprovadamente
ara o homem e para 0 animais. :
Qomﬁgg% fatores de viruléncia, ‘manifestacdes clinicas e epidemiologia, as linhagens de E.coli

patogénicas

gqnsidfﬁgigspat,ogénioas so, atualmente, agrupadas em cinco classes:

" 1)EPEC (E._coli'é,me”rcipatogé_mca'qléssipa)

&IEQ oli gxité_rc'ﬁnvasqr_a)
3)ETEC (E.coli enterotoxigénica)

Z)EHEC (E.coli entero-hemorrigica)

5)EAggEC (E.coli entero agregativa)

Alguns livros importantes de Microbiologia de Alimentos mencionam também uma outra
linhagem denominada FEEC (E.coli facultativamente patogénica), ap arentemente associada a surtos
esporddicos de diarréia, A existéncia desses patdgenos, no entanto, ndo foi ainda provada, razao pela
qual ndo foram incluidos neste capitulo.
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EPEC (ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA CLASSICA)

Caracteristicas do Microrganismo

EPEC ¢ conhecido hi muitas décadas como um importante microrganismo causador de gas-
tzenterite em criangas.

Sio consideradas EPEC as cepas de E.coli pertencentes a um niimero restrito de sorotipos. Os
sorogrupos que incluem sorotipos de EPEC sdo: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128ab, 0142 e 0158. Os sorogrupos 018 e 025, mencionados em alguns textos mais antigos,

nio sio mais considerados EPEC.

Caracteristicas da Doenca

Os recém-nascidos e os lactentes jovens s30 os mais susceptiveis 2 infecciio por EPEC.

A diarréia provocada por EPECE, clinicamente, mais grave do que aquelas provocadas por outros
patégenos. A diarréia ¢, geralmente, acompanhada de dores abdominais, vOmitos e febre. A duragao
da doenca varia de seis horas a trés dias (média de 24 horas), com periodo de incubagcéio variando entre

17 e 72 horas (média de 36 horas).

Mecanismo de Patogenicidade

A viruléncia desse pat6geno estd associada a capacidade de adesfio 4 mucosa do intestino ¢ 2
clgsgﬁié;z‘;o das microvilosidades das células epiteliais intestinais. Essa adesdo.é mediada-por.um
plasmideo (eaf ), responsavel pela sintese de um fator de enteroaderéncia, chamado EAF. Esse fator
corresponde a uma proteina de 50 a 70kDa, e promove um tipo de adeséo ao enterdcito denominada
localizada (AL), que € caracteristico de EPEC, uma vez que outras cepas de E.cofi, quando aderem
20 enteréeito, tem modelo de adesdo chamada difusa (AD). Estudos de microscopia eletronica t€m
demonstrado que cepas de EPEC sdo capazes de induzir profundas alteragSes no citoesqueleto das
células epiteliais, como destruicdo das microvilosidades e acimulo de actina no Iocal da adeséo. Esse
efeito, denominado atfachment and effacement, € caracteristico de EPEC e € causado por uma proteina
de 94kDa, chamada infimina, cuja producio é mediada por um gene cromossomal chamado eae.
Qiiando esse gene estd ausente, nao hé destruigio das microvilosidades, indicando que os genes eae
e eaf sdo interdependentes.

Epidemiologia

Atualmente, em paises desenvolvidos, EPEC ¢ isolada em surtos esporadicos e com freqiiéncia
muitd baixa em casos de diarréia endémica. Eniretanto, em pafses merios desenvolvidos, principal-
mente naqueles localizados em zona tropical, EPEC est4 entre os principais agentes enteropatogénicos,
& especial na diarréia do lactente, com fndices de mortalidade bastante altos. No Brasil, EPEC ¢
Tesponsavel por cerca de 30% dos casos de diarréia aguda em criangas pobres com idade inferior a
seis meses, com predominfncia dos sorotipos 0111:[H], 0111:[H2], 0119:H6 ¢ 055:H6. Entretanto,
¢riangas com idade superior a um ano raramente so afetadas. Estudos recentes tém demonstrado que
infecgdes por EPEC podein estar associadas com diarréia cronica.

Nos anos 60-70, diversos surtos causados pelo consumo de dgua e/ou de alimentos contendo
EPEC foram registrados, em diversas partes do mundo. Esses surtos estavam associados com cepas
pertencentes principalmente aos sorogrupos 086 e 0111, envolvendo tanto criangas quanto adultos.
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Caracteristicas do Microrganismo

4s cepas de BIEC sio capazes de penetrar em células cpiteliais e causar manifestacges clinicas
semelha feccoes causadas por Shigella,

e

A maioria das cepas de FIEC apresenta diversas caracterfsticas bioquimicas que as tornam

diferentes das demais cepas de F.coli, mas as tornam bastante semelhantes 2 Shigella. Entre essas
caracteristicas especiais estio a incapacidade de descarboxilar a lisina, a nao fermentacao ou
formentacAo tardia da laciose e a auséncia de flagelos.

As cepas de EIEC pertencem a um nimero limitado de SOrogrupos, a saber: 021, 028ac, (29,
O112¢, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164, 0167 e 0173.

Cai-acteristicas da Doenca

2 10° células).

Mecanismo de Patogenicidade

O processo de invasio inicia-se com a internalizagfio de EIRC pelo enterdcito (endocitose), que

tem seu citoesqueleto modificado para que esse processo seja eficiente. Uma vez internalizada, EIEC

rompe a célula, multiplica-se e invade as células vizinhas, No local da invasio celular ocorre um
aclimulo de }ié_tfri‘é‘?iiﬁf_Eiémﬁletd”de;sar,ranjo da estrutura celular, levando 2 sua morte. A luz dos
conhecimentos atuais, sabe-se que existem proteinas, denominadas IPA, diretamente relacionadas com
a aproximaco de EIEC ao enterécito ¢ com a invasio. A sintese dessas proteinas é mediada por um

plasmideo, denominado iny, Cuja expressao € regulada por genes cromossOmicos, '

Epidemiologia

EIEC acomete mais comumente criangas maiores e adultos, mas o seu isolamento de pacientes
com diarréia nao é freqiiente.

Alguns estudos tém apontado surtos relacionados com a ingestio de dgua efou alimentos
contaminados com EIEC, envolvendo principalmente o sorogrupo 0124. Entretanto, acredita-se que
a via de transmiss4o mais comum seja o contacto intetpessoal.

ETEC (EScHERICHIA CoLr ENTEROTOXIGF:NICA)

Caracteristicas do Microrganismo

Normalmente um nimero limitado de sorotipos de E.coli & associado com regularidadé a cas
diarréia por ETEC, Esporadicamente, outros sorotipos podem estar envolvidos também.

1_&_{}55_5_@99_(_19 E.coli pertencem aquelas cepas que $30 capazes de produzir enterot
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Caracteristicas da Doenca

A doenca provocada por ETEC caracteriza-se pela diarréia ag
de febre baixa, dores abdominais e piuseas. Em sua forma mai

sa, normalmente acompanhada
dominais ¢ n 12, essa doenca assemelhz-se

bastante & colera: fezes aquosas (“4gua de arroz”) que levam & desidratacdo. O periodo de incubagio

varia de oito a 44 horas (média 26h). A dose de infeccio também &alta (10° a 108 células).

Em individuos desnutridos, a gastrenterite pode durar varias semanas, levando a um quadro de

desidratacio_grave. Entretanto, em casos de. “diarréia_do viajante”, a_doenca pode ser leve, ¢

normalmente € autolimitada, nao sendo necessiria nenhuma interven¢ao médica. R

Mecanismo de Patogenicidade

%ﬂg ETEC sio capazes de aderir a mucosa do intestino delgado e produzir, toxinas, cujos
efei{3S resultam no desenvolvimento de diaréia aquosa. Aadesio e colonizagio da mucosa intestinal
sdo mediadas por estruturas protéicas (fimbrias), denominadas fatores de colonizagdo, pre: ;
superficie das células bacterianas, e codificadas por plasmideos. W )ja foram
descrifos € parecen ser especie-especificos. Assim, fatores de ¢ izacao em ELEC humana s6 s30
Sonitados em ETEC causadora de diarréia no homem, enquanto que fatores de ETEC de suinos s
existem em ETEC patogénica para suinos.

ETEC pode produzir uma enterotoxina termoldbil (LT) ¢/ou uma enterotoxina termoestavel (ST).
A toxina termolabil € inativada por um aquecimento a 60°C minutos e a foxin ) termoestavel

suporta T00°C por até 30 minutos. Atualmente, 5a0 reconhecic dois fipos imunoldgica e genetica-
Tentedistintos de LT, designados LI e LI LT-I ¢ estrutural e an camente semelh a

enterotoxina colérica, sendo t ente neutralizada pefa antitoxina colérica. As toxinas LT-T e LT-II
So proteinas de peso molecular 88kDa e 83kDa, respectivamente. A toxina UT-II nao € neutralizada
pela antitoxina colérica nem pela antitoxina L1 Recentemente, foram descritas duas variantes da
toxina LI-11, chamadas LI-Ila e LT-1Ib Ao aiifigenicamente relacionadas, mas com ativida
biolbgicas diferentes. As foxiiias LT-] ¢ L1*1T so formadas por uma subunidade Ae cinco subunidades
3 rmé de um anel que envolve a subunidade A As subunidades B 18m a funcio de
fixacac esfino, afraves de Tecepi monosialogangliosidicos presentes na membrana
Cxiorna dos enterocitos (GM; no caso de LT-I, GD1A no caso de LT-Ila e GD;B no caso de LT-IIb),
Apss a [ixacao, a subunidade A€ internalizada pelo enterdcito, onde age estimulando a adenilciclase.
[sse estimu MP ciclico intracelular, e € responsavel pela hipersecrecdo de
Touia ¢ eletrolitos, que resulta em diarréia aquosa. Bssas alteracoes nos processos Secretorios e de
absorgao da mucosa intestinal néo causam danos nos tecidos, razao pela qual as enterotoxinas sao

ditas citotonicas e nio-citotéxicas.
A enterotoxina ST, por sua vez, tem sido descrita como niio-imunogénica e de baixo peso

§

molécular. | ois tipos bastante distintos de enterotoxina ST, chamados ST-I (ou
St,) e STI 1, formada por 18 ou 19 aminodcidos, age ativando a guanilciclase,

fovoca U id e aumento da secrecao de clorefo
%ar{nﬁ“ﬁﬁiéff& rente de ST-1, cujo mecanismo de acio
“permaiece em estudo.

A producio das enterotoxinas LT-1, ST-I, ST1I, bem como de alguns dos fatores de colonizagao
confiecidos, € codificada por plast 5. A ngf}?ﬁb da toxina LT-II, por sua vez, é codificada por
genes cromossomicos. R

T

Epidemiologia

, pertencentes a esse grupo sao importantes causas de diarréia em paises subdesenvol-
 regides endémicas, onde as condicdes de saneamento sao. precarias, principalmente nos

2 atinge pessoas d todas as faixas eldias. Além disso, ETEC é considerada um dos
“efiolégicos da chamada “diarréia do viajante”, acometendo individuos que se
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locomovem de 4reas desenvolvidas
¢ na Europa, ETEC i

EHEC (ESCHERICHIA COLT ENTERO-HEMORRAGICA)

Caracteristicas do Microrganismo

A designacio de BHEC foi inicialmente empregada para cepas de E.col; pertencentes ao sorotipo
O157:H7, implicadas como agente etiol6gico da colite hemorrigica, Mais recentemente, foi proposta
a inclusio do sorotipo 026:H11.

o iferenciam das
 B-glucuror negativas
furas normalmente empregadas

dades de m_mlri/ﬁlicar ounio §emu1t1phc m nas femperatur:
para pesquisa de E.coliem iinﬁﬁ;ﬁfés ‘(M,S’C/Z}S,S“C), ’ -

Caracteristicas da Doenga

A colite hemorrégica é caracterizada clinicamente por dores abdominais severas ¢ diarréia agnda,

seguida de diarréia sangu nta, diferindo das manifestacoes clinicas causadas por ouffos agentes
invasores, pela grande quantidade de sangue nas fezes ¢ duséneia de febre. O periodo de inc 1bacio
varia de trés a nove dias, com média de quatro dias. A duragio da doenca varia de dois a nove dias. A
enterocolite pode evoluir para uma doenca grave chamada sindrome urémica hemolitica (HUS). ~

Mecanismo de Patogenicidade

O mecanismo de patogenicidade esta relacionado com aproducio de citotoxinas. Essas citotoxi-

nas sao denominadas verotoxinas (VTs), uma vez que sua atividade biolGgica pode ser observada em
culturas de células Vero, origingrias de rim de macaco. As citotoxinas si

ndo uma delas responsavel pela ligagio com a fracio 60S dos
ribossomos dos enterdcitos, inibindo a sintese protéica. EHEC tem também um gene cromossomal
dencminado ege, responsavel pelas alteraces do citoesquelefo das células epiteliais da mucosa
Intestinal, com destruigio das microvilosidades & acimulo de actina no Iocal da adesfio. Verifica-se
agdo nos vasos sangiiineos das microvilosidades, com eliminacio de sangue nas fezes,
Embora aE.colido sorotipo O157:H7 seja a mais estudada, cepas de E.coli pertencentes a diversos
outros sorotipos ja foram deseritas como produtoras de citotoxinas.

Epidemiologia

O gado é um reservatério natural de EHEC, razéo pela qual os alimentos de origem animal,
principalmente a carnie bovina, arecem ser o principal veiculo desse patégeno. Diversos suftos de
colite hemorragica ocorridos nos Es i dé e Japao foram claramente associados com
consumo de hambiirgueres. Por isso, a sindrome provocada por EHEC tem recebido a denominagio
de “doenca do hambiirguer”,
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EAggEC (ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA)

Escherichia coli enteroagregativa é uma linhagem patogénica recentemente descrita, sendo
poucos os dados disponiveis a respeito desses microrganismos. A patogenicidade parece estar

relacionada com adesdo & mucosa intestinal, sendo que o modelo de adesdo ¢ diferente daquele
apresentado por EHEC, EPEC ou EIEC. A adesio ocorre principalmente no colon, ndo sendo
observada no leo ou no duodeno, e é manose Tesistente. A adesio é mediada por fimbrias que s3o, na
Verdade, conjunto de microfibrilas associadas em feixes, chamadas BFB (bundle forming pilus ), que
so diferentes das outras fimbrias de adesao. Algunsrelatos indicam que cepas de EAgoEC sfio capazes

de produzir toxinas, genericamente chamadas de LT e ST de acordo com sua resisténcia térmica, mas
que sio genética e imunologicamente diferentes das enterotoxinas produzidas por ETEC. Sabe-se
também que EAgpBC interfere no metabolismo celular do enterdcito, com agdo na absorcao de sais
e eletrdlitos.

As cepas de EAggEC parecem estar associadas com casos crénicos de diarréia (diarréia protraida).
Sua Gcorréncia em alimentos ou em casos de surfos de origem alimentar ainda nao foi relatada.

SALMONELLA

Caracteristicas do Microrganismo

O género Salmonella pertence 4 familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos Gram-negati-

vos 146 produtores de esporos. Sao anaerdbios facultativos, produzem gés a partir de glicose (exceto

pazes de utilizar o citrato como tnica fonte de carbono. A maioria 6 movel, através

Seritriquios, 6XCegao feita 4 S. pullorum € 4 S, gallinarum, que Sao imoveis.

~ A taxonomia do género Salmonella é baseada na composigéo de seus antigenos de superficie, que

silo os antigenos sométicos (O), os flagelares (H) e os capsulares (Vi). Os antfgenos O so designados

por niimeros ardbicos (1, 2, 4, etc.). Os antigenos H sio designados por letras mintsculas de nosso

alfabeto e por niimeros ardbicos. Como o mimero de antigenos H é maior que o de letras do alfabeto,

atltima letra (z) recebe expoentes numéricos: z1, 72, 73, etc. S6 existe um tipo imunolégico de antigeno
Vi, encontrado somente em S. ityphi, S. dublin e S. hirschfeldi.

O antigeno O localiza-se na fragéo lipopolissacarfdica (LPS) da membrana externa. Essa fraciio
¢ constituida de um lipideo, denominado lipideo A, ligado a uma porgao polissacaridica (cerne), de
onde partem cadeias monossacaridicas. O lipideo A é responsavel pelo efeito toxico que o LPS
apresenta (endotoxina). A porgio intermedidria (cerne) € composta por polissacarideos e por ceto-
deoxioctanato (KDO). As cadeias laterais monossacaridicas sdo compostas de seqiiéncias de aglicares
que se repetem duas a seis vezes numa mesma cadeia. A porgdo polissacaridica do cerne € a mesma
em todas as Salmonella, mas as cadeias laterais sio bastante especificas para as diferentes espécies
de Salmonella, determinando o antigeno O de cada espécie. Verifica-se, entretanto, que algumas
espécies tém antigenos somdticos O comuns. Algumas Salmonella ndo tém antigeno O, e quando
cultivadas em meio s6lido formam col6nias de aspecto irregular (colonias rugosas). Bstas Salmonella
nfio podem, portanto, ser sorotipadas, recebendo a denominagao “nao-tipaveis”.

Os antfgenos H sfo de natureza protéica, e também sao espécie-especificos. Podem apresentar-se
sob duas formas genotipicamente diferentes na mesma célula. Esse fendmeno denomina-se “variacao
de fase”, e compreende as fases 1 e 2. Uma cultura de Salmonella pode, em uma mesma cultura,
apresentar células com antigenos H na fase 1 e na fase 2 simultaneamente, independentemente do tipo
de antigeno H da célula que originou essa cultura, Algumas Salmonella néo apresentam flagelos e sao
portanto iméveis, enquanto outras podem ter flagelos em uma fase s6 (monofisico). Entretanto, a
maioria das Salmonella & bifisica, isto €, apresenta flagelos de fase 1 e de fase 2 simultaneamente.

Os antigenos O e Vi sio termorresistentes, nao sendo destruidos pelo aquecimento a 100°C por
duas horas. Os antigenos H sio termoldbeis. Para determinagio do sorotipo de uma Salmonella, os
antigenos H que recobrem a célula precisam ser eliminados pelo aquecimento.
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Tabela 4.2
Esquema Abreviado de Kauffmann-White para Classificagdo de Salmonella

Férmula Antigénica
Sorotipo Grupo Antigeno O Antigeno H
Fase 1 Fase 2
S. paratyphi A A 1,2, 12 a -
S. paratyphi B B 1,4,5,12 b 1,2
S. typhimurium 1,4,512 i 1,2
S. agona 412 f,gs -
S. derby 1,4,5,12 f.g 1..2¢
8. cholerasuis Ci 6,7 c 1,5
S. oranienburg 6,7 m, t —
S. infantis 6,7 r 1,5
S. newport Co 6,8 e h 1,2
S. typhi D1 9,12, Vi d —
S. anatum Eq 3,10 e h 1,6

*pode ou ndo ocorrer
Fonte: Trabulsi, 1989

Existem vdrias formas de classificagfio de Salmonella, o que torna bastante confusa a suz
compreensao. O esquema de classificagio proposto por Kauffman divide o género em tipos sorolé-
gicos em funcio dos antigenos O, H e Vi que apresentam. Considerando a importéncia epidemioldgicz
desta forma de divisao, existe o esquema de identificacao pratica chamado esquema de Kauffmann-
White, que abriga as salmonelas mais freqiientemente associadas 2 infecgio humana (Tabela 4.2).

Outro esquema de classificagao de Salmonella, proposto por Edwards ¢ Ewing, reconhece apenas
trés espécies: S. typhi, S. cholerasuis e S. enteritidis. Esta tltima espécie abriga todas as demais
salmonelas, que sio consideradas sorotipos de uma mesma espécie (por exemplo: Salmonella
enteritidis sorotipo Typhimurium ).

O esquema de Le Minor, por sua vez, considera que o género Salmonella é formado por apenas
uma espécie (S.enterica ), com sete subespécies (choleraesuis, salamae, arizonae, diarizonae, hou-
tenae, bongori e indica ). A subespécie cholerasuis contém todos os sorotipos da classificagio de
Edwards ¢ Ewing. Desta forma, um exemplo de grafia correta de acordo com este esquema é:
Salmonella enterica subsp. choleraesuis sorotipo Typhimurium, sendo, no entanto, comum observar
que as salmonelas sio grafadas de forma simplificada, citando-se apenas o género e o sorotipo
(Salmonella Typhimurium ). Mais recentemente, Reeves e cols. propuseram que a subespécie bongor:
fosse também considerada uma espécie de Salmonella.

As publicagBes mais importantes na drea de microbiologia de alimentos continuam adotando o
esquema de Kauffmann e White, razio pela qual este esquema é também adotado neste livro.

Devido a dificuldade de s classificar as salmonelas somente pelos antigenos de superficie que
apresentam, outras formas de classificagio tém sido propostas e empregadas. As mais importantes sio
a biotipagem, baseada em reacdes bioquimicas, a fagotipagem, baseada na sensibilidade a bacteri¢-
fagos especificos, e o perfil plasmidial, no qual as salmonelas sdo classificadas de acordo com os
plasmidios (segmentos de acido deoxirribonucléico extracromossdmico) que contém. Essas formas
alternativas de classificagio sio indispensaveis em estudos epidemioldgicos.

O pH étimo para multiplicagio das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que valores superiores
29,0 ¢ inferiores & 4,0 sio bactericidas. Dependendo da natureza do4cido utilizado para a acidificaciio,
o pH minimo pode subir para 5,5. O 4cido acético, o dcido propidnico e o 4cido butirico sdo mais
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inibitdrios do que o dcido cloridrico ou o dcido acético, para um mesmo pH. As salmonelas nio toletam
concentragOes de sal superiores a 9%. O nitrito é inibitorio e seu efeito € acentuado pelo pH 4cido.

A temperatura ideal para multiplicacio de Salmonella ¢ 35-37°C, sendo a minima de 5°C ¢ a
méixima 47°C. Virios estudos indicam, no entanto, que valores miximo e minimo dependem do
sorotipo.

Caracteristicas da Doenca

As doengas causadas por Salmonella costumam ser subdivididas em trés grupos: a febre tiféide,
causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella paratyphi (A, Be C) e as
enterocolites (ou salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas.

A febre tiféide sé acomete o homem, e normalmente € transmitida por dgua e alimentos
contaminados com material fecal humano. Os sintomas sio muito graves, e incluem septicemia
(multiplicagdo da Salmonella no sangue), febre alta, diarréia e vOmitos. A infeccio se inicia com a
penetracio nas c€lulas epiteliais intestinais, invaso da 14mina prépria (camada logo abaixo & camada
epitelial), e entrada na corrente linfatica. Os microrganismos sdo, entdo, fagocitados por células de
defesa chamadas macréfagos, dentro das quais multiplicam-se. Essa multiplicagio causa a destruigao
dos macréfagos, com a liberagio de imimeras bactérias na corrente circulatdria, através da qual podem
atingir diversos érgios, como figado, bago e vesicula biliar, até estabelecer uma infecgio sistémica.
Enquanto estd no interior dos macréfagos, S. fyphi nio é destruida por antibidticos, razdo pela qual a
antibioticoterapia nem sempre € eficiente em um finico tratamento.

OreservatoriodeS. fyphi € o homem. Algumas pessoas se tornam portadores durante muito tempo,
mesmo apds a eliminagio dos sintomas. Esses portadores costumam ser a principal fonte de
contaminacao de agua e alimentos com S. typhi. Alguns casos de febre tif6ide foram associados ao
consumo de leite cru, mariscos e vegetais crus.

As febres entéricas sio bastante semelhantes a febre tiféide, mas os sintomas clinicos sio mais
brandos. Geralmente ocorrem septicemia, febre, vOomitos e diarréia. Enquanto a febre tiféide pode
durar de uma a oito semanas, as febres entéricas duram, no maximo, trés semanas. Estas doengas
também podem ser causadas por consumo de 4gua e alimentos, especialmente leite cru, vegetais crus,
mariscos € ovos.

A febre tif6ide e as febres entéricas sio normalmente tratadas com cloranfenicol ou ampicilina.

As salmoneloses caracterizam-se por sinfomas que incluem diarréia, febre, dores abdominais e
vOmitos. Os sintomas aparecem, em média, 12 a 36 horas apds o contacto com o microrganismo,
durando entre um e quatro dias. De modo geral, as enterocolites por Salmonella ndo necessitam de
tratamento com antibidticos. Em alguns casos, a antibioticoterapia agrava o quadro clinico e pode
prolongar o estado de portador. Nas criangas pequenas e recém-nascidos, a salmonelose pode ser
bastante grave, ja que a Salmonella pode atingir a corrente circulatéria e provocar lesdes em outros
érgios. No adulto, algumas patologias, quando presentes, podem agravar a doenga. Por exemplo, a
salmonelose em um individuo com esquistossomose se caracteriza por bacteremia (circulagio do
microrganismo pelo sangue), febre de evolugio prolongada, anemia e esplenomegalia. Individuos
aidéticos ou com outras deficiéncias imunolégicas podem ter salmoneloses muito graves. Existem
relatos de meningites (principalmente em criangas), osteomielites e problemas renais decorrentes de
infecgdes por Salmonella. Em todos esses casos, a antibioticoterapia € indispensavel.

Nos animais, as manifestagdes clinicas sio bastante semelhantes. No gado bovino, a doenga €
caracterizada por febre, fezes diarréicas, anorexia, depressao e reducao na produgao de leite. Animais
infectados podem excretar elevados ntimeros de Salmonella nas fezes e também no leite e no sangue.
Os suinos sao particularmente susceptiveis as infecgoes por S. choleraesuis e S. typhimurium. Os
sintomas clinicos n3o se limitam & enterocolite, mas freqiientemente evoluem para septicemia, com
elevados indices de mortalidade. Também as aves, principalmente jovens, sdo suscetiveis as infeccdes
por Salmonella, sendo este microrganismo responsavel por grande perda de animais em granjas.
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Mecanismos de Patogenicidade

Diversos estudos tém demonstrado que as salmonelas apresentam simultaneamente miltiplos
fatores de virnléncia quando causam doenga no homem. Estes fatores podem agir sinergisticamente
ou individualmente.

As infeccbes comegam na mucosa do intestino delgado e do cdlon. As salmonelas atravessam a
camada epitelial intestinal, alcancam a lamina prépria (camada na qual as células epitelias estio
ancoradas), onde proliferam. As salmonelas sio fagocitadas pelos mondcitos e macr6fagos, resultando
em resposta inflamatéria, decorrente da hiperatividade do sistema reticuloendotelial. Ao contrario do
que ocorre na febre tifoide ¢ nas febres entéricas, nas enterocolites a penetragio de Salmonella fica
limitada 3 limina propria. Nestes casos, raramente se observa septicemia ou infeccio sistémica,
ficando a infecgfio restrita 3 mucosa intestinal. A resposta inflamatéria esta relacionada também com
a liberagio de prostaglandinas, que sio estimuladoras de adenilciclase, 0 que resulta em um aumento
de secregio de dgua e eletrdlitos, provocando diarréia aquosa.

Nos fltimos anos, diversos trabalhos tém sido conduzidos pata se verificar a capacidade de
Salmonella produzir toxinas (cifotoxinas enterotoxinas), além das endotoxinas conhecidas hd muito
tempo.

‘As endotoxinas correspondem 2 fragio lipidica do lipopolissacarideo que compde a membrana
celular externa de Salmonella e de outras enterobactérias, e so responsdveis pelo efeito toxico que
essas bactérias apresentam quando sofrem lise celular. O papel das endotoxinas como agentes
causadores de diarréia através do acimulo de fluidos na luz intestinal tem sido bastante questionado.

Os resultados referentes s investigagdes sobre a existéncia de uma enterotoxina s3o bastante
controvertidos. Acredita-se que o processo diarréico manifesta-se & custa de uma enterotoxina de
natureza protéica, cuja produgdo é mediada por um plasmidio de 25kDa. Esta enterotoxina € um
polipeptideo simples, que se associa a outras proteinas, formando complexos de peso molecular de
cerca de 125kDa. A enterotoxina é semelhante & {oxina colérica, pois & ativadora de adenilciclase
estimuladora da liberacio de prostaglandinas E de células eucaridticas.

Uma citotoxina, inibidora de sintese protéica em células eucaridticas, parece também estar
associada ao processo infeccioso.

Varios sorotipos de Salmonella apresentam ainda um plasmidio grande, de 602 90kDa, denomi-
nado plasmidio de viruléncia de Salmonella. Este plasmidio contém genes (genes spv ) relacionados
com a capacidade de multiplicagio desses sorotipos de Salmonella dentro dos macrofagos.

Antigamente, acreditava-se que para que um individuo adquirisse uma salmonelose de origem
alimentar era necessatia a ingestfio de um niimero elevado (>10%) de células vidveis de Salmonella no
alimento. Virios estudos, no entanto, tém demonstrado que diversos fatores podem alterar esse valor.
0O estabelecimento dos sintomas de salmonelose, bem como a sua gravidade, dependem do sorotipo
de Salmonella envolvido, da competéncia dos sistemas de defesa inespecificos e especificos do
individuo afetado e das caracteristicas do alimento envolvido. Assim, por exemplo, em alimentos com
elevado teor lipidico, as salmonelas ficam “protegidas” dentro dos gldbulos de gordura, ndo sendo
afetadas pelas enzimas digestivas ou pela acidez géstrica. Nestes casos, doses infectantes de até 50
células por grama podem ser desencadeadoras de doenca. Entre alimentos dessa natureza destaca-se
o chocolate em barra, envolvido em diversos surtos.

Epidemiologia

Atualmente, Salmonella é um dos microrganismos mais freqiientemente envolvidos em casos €
surtos de doencas de origem alimentar em diversos paises, inclusive Brasil. Na Inglaterra e paises
vizinhos, 90% dos casos sio causados por Salmonella. Dados recentes publicados nos Estados Unidos,
Canadé e Japiao indicam que os relatos de ocorréncia de salmonelose de origem alimentar aumentam
a cada ano. Nesses pafses, e também 1o Brasil, S. typhimurium & o sorotipo mais comumente
encontrado nos alimentos. A distribuicao geogréfica dos demais sorotipos parece ser varidvel. Assim,
certos sorotipos como S. typhimurium e S. enteritidis nao tém distribui¢io geogréafica definida, sendo
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isolados com freqiiéncia semelhante nos diferentes pafses. Entretanto, outros sorotipos tém dis-
iribuiciio regional mais restrita: S. derby é muito comum no México, mas € raro nos Estados Unidos,
S.panama tem grande importincia na Buropa e S. weltewreden na Asia. S.virchow & freqiientemente
isolado de humanos no Reino Unido e na ex-Unido Soviética. Em um grande estudo realizado com
1.5 milhdo de cepas de Salmonella, isoladas de material humano e ndo-humano entre os anos de 1934
= 1975, em 109 paises, verificou-se que os sorotipos mais freqiientes eram S.fyphimurium, S.enteritidis,
S.infantis ¢ S.heidelberg. No Brasil, levantamento recém-concluido indicou que S.typhimurium,
S.agona, S.anatum e S.oranienburg sio 0s quatro sorotipos mais fregiientemente encontrados no
homem, em alimentos e amostras ambientais.

Uma faceta interessante da epidemiologia de Salmonella € o surgimento ¢ subseqiiente desapa-
recimento de alguns sorotipos em determinadas localidades. Entre os vérios casos relatados na
literatura, destaca-se o caso do sorotipo S.hadar, detectado pela primeira vez em 1954 em Israel.
Depois desse isolamento, esse sorotipo passou a ser comum na Inglaterra, tanto em material clinico
humano quanto em carne de aves, passando a ser isolado também na Franga, Canada e Estados Unidos.
Apés um periodo de ocorréncia elevada (1975-1979), a freqiiéncia de S.hadar na Inglaterra diminuiu
bastante, mas é o quinto sorotipo mais comum no Canadd. Outro exemplo éa S, eastbourne, raramente
isolada nos Estados Unidos e Canada antes de 1973. Neste ano ocorreu um grande surto internacional
envolvendo chocolates contaminados com S.eastbourne. ApGs este surto, o sorotipo praticamente
desapareceu.

As salmonelas sao amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato intestinal do homem e de
animais o principal reservatorio natural. Entre os animais, as aves (galinhas, perus, patos, gansos) sio
o reservatério mais importante. Suinos, bovinos, eqtiinos e animais silvestres (roedores, anfibios e
répleis) também apresentam salmonelas. Os animais domésticos (cies, gatos, passaros, etc.) podem
ser portadores de salmonelas, representando grande risco, principalmente para criangas. As aves tem
um papel especialmente importante, pois podem ser portadores assintomaticos, excretando continua-
mente salmonelas pelas fezes. Animais nessas condigdes podem causar contaminagoes cruzadas de
grande importincia nos abatedouros de aves.

Indimeros surtos de toxinfecgdo alimentar causados por Salmonella sio conhecidos, envolvendo
0s mais variados tipos de alimentos. Verifica-se, no entanto, que carne de aves e outros tipos de carne
sio os mais freqiientemente envolvidos. Salmonelose associada & laticinios &, quase sempre, causada
por leite cru ou inadequadamnente pasteurizado e também queijo. Quanto a produtos derivados de
ovos, 0s mais freqiientemente envolvidos em surtos séo as saladas & base de ovos, sorvetes e outras
sobremesas de fabricagio caseira.

Nos dlfimos anos tem se observado um aumento na incidéncia de salmonelose causada por
S.enteritidis, envolvendo ovos e produtos 2 base de ovos. Este sorotipo tem a peculiariedade de
colonizar o canal ovopositor das galinhas, o que causa a contaminagio da gema durante a formagao
do ovo.

Hibitos alimentares podem influenciar consideravelmente a epidemiologia das salmoneloses.
Assim, no Iraque, é comum salmonelose humana causada por leite de ovelha e de biifala, que sao
consumidos apés ligeiro aquecimento e conservagio em temperatura ambiente. Em paises do Oriente
Médio, os produtos preparados com gergelim sio freqiientemente envolvidos. O consumo de visceras
de animais em determinados paises (China, Africa do Sul, Tsrael) tem causado varios surtos de
salmonelose.

Recentemente foram relatados alguns episédios de salmonelose de origem alimentar associados
a viagens aéreas internacionais. Preparacio e armazenamento de grandes quantidades de alimentos
em cozinhas de acronaves, manuseio excessivo, controle inadequado da temperatura das cAmaras de
conservacio dos alimentos prontos para o consuino sao condigBes favoraveis para a multiplicacio de
salmonelas.

As salmoneloses de origem alimentar podem estar limitadas a um dnico individuo ou a um
pequeno grupo de individuos relacionados, como podem também estar associadas a surtos de grandes
proporgdes, envolvendo milhares de pessoas. E importante lembrar que os animais podem ser afetados
por Salmonella, resultando em grandes prejuizos para os criadores. Nesse caso, destacam-se as
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infecgdes por S.dublin no gado bovino, por S.pullorum e S.gallinarum nas aves, S.abortus-bovis no
gado ovino e S.cholerae-suis nos suinos.

Medidas de Controle

O calor € uma forma eficiente para a destruicéo de salmonelas nos alimentos. Algumas salmonelas
$30 mais resistentes que outras ao calor (por ex: S.seftenberg 775W é 10 a 20 vezes mais resistente
que uma salmonela comum). A composicio do alimento onde a salmonela esti é extremamente
importante. A presenca de sacarose, por exemplo, pode dobrar a resisténcia térmica de S. typhimurium.
A presenca de dgua € também importante, sendo que em ambiente imido a resisténcia é muito inferior
aquela apresentada em ambiente seco. A diferenga pode ser bastante grande: experimentos conduzidos
com ovos desidratados ¢ ovos inteiros indicam que a resisténcia térmica nos ovos desidratados pode
ser de até 650 vezes maior do que nos ovos liquidos.

Uma forma interessante para o controle de Salmonella em produtos i base de carne de aves é a
chamada exclusio competitiva. Neste processo, impede-se que Salmonella colonize o trato gastrintes-
tinal das aves ainda na fase inicial de suas vidas. Os animais recém-nascidos sdo submetidos a um
tratamento com culturas microbianas mistas contendo bactérias indcuas, que vao ocupar os sitios de
adesdo das salmonelas, excluindo-as da flora intestinal dos animais. Desta forma, reduz-se conside-
ravelmente a presenga de salmonelas em uma granja, resultando em menor indice de contaminagio
nos animais ali produzidos. Bste processo vem sendo utilizado com grande sucesso em diversos paises
europeus.

CAMPYLOBACTER JEJUNI

CAMPYLOBACTER COLI

CAMPYLOBACTER LARI

Caracteristicas do Microrganismo

Embora vérias espécies de Campylobacter estejam associadas a doenga, C. jejuni, C. coli e C.
lari (anteriormente denominado Campylobacter NARTC e C. laridis ) sio as espécies mais freqiien-
temente isoladas em casos de gastrenterite humana.

Recentemente foi proposta a cria¢io da familia Campylobacteriaceae para abrigar as intmeras
espécies de Campylobacter. Entre suas principais caracteristicas destacam-se: forma de bacilos
curvos, espiralados, muito finos e compridos (0,2 a 0,5nm de largura e 0,5 a 5nm de comprimento),
Gram-negativos, méveis com tinico flagelo polar que apresenta de duas a trés vezes o comprimento
da célula. O flagelo & responsavel pelo seu movimento caracteristico em saca-rolha ou em vaivém.
Em culturas jovens € possivel a observacio da morfologia em asa de gaivota. Nio formam esporos e
culturas de varios dias adquirem morfologia cocdide, correspondente a formas nao-cultivaveis. Sdo
quimiorganotréficos e ndo fermentam nem oxidam acticares, obtendo energia a partir de aminoécidos
ou de componentes intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico. Sdo oxidase positivos e redutores
de nitrato. As espécies C. coli e C. lari sio bastante semelhantes a C. jejuni, sendo a diferenciagio
entre elas baseada apenas em testes bioquimicos: C. coli nao € capaz de hidrolisar hipurato e C. lari
¢ capaz de crescimento em presenga de 30ug de dcido nalidixico.

A caracterfstica mais marcante do género Campylobacter é a microaerofilia, requerendo tensio
baixa de oxigénio para sua multiplicaco. O crescimento € inibido quando a concentragio de O3 é
menor que 3% e maior que 15%, sendo 5% a concentracio ideal. Além disso, sdo capnofilicos, ou
seja, requerem cerca de 10% de CO» para sua multiplicacao.
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C. jejuni, C. colie C. lari crescem em faixa bastante estreita de temperatura, que varia entre 30°C
= 47°C, com um 6timo de 42°C, razio pela qual sdo, muitas vezes, denominados campilobacters
termofilicos.

Essas bactérias sdo altamente sensiveis ao sal, sendo essa sensibilidade varidvel em funcio da
‘cmperatura. Assim, néo se multiplicam em meios contendo 2% de NaCl, quando mantidos a 30°C ou

35°C. A4°C, sdo sensiveis a 1% de NaCl. Sdo também bastante sensiveis ao pH édcido e a desidratagiio.

Caracteristicas da Doenca

Adinfeegio por C. jejuni pode manifestar-se de varias formas, sendo a enterocolite a mais comum.
A sintomatologia da campilobacteriose é clinicamente semelhante 3 causada por diversos outros
patégenos entéricos. O perfodo de incubacio varia normalmente de dois 2 cinco dias, podendo se
sstender até 10 dias. A doenca caracteriza-se por causar diarréia acompanhada de febre baixa e dores
2bdominais. Em alguns casos, a febre pode ser alta e as fezes podem conter sangue, leucocitos e muco.
VOmitos sdo raros. A fase aguda da diarréia dura dois a trés dias, mas as dores abdominais podem
persistir por até trés semanas.

C. coli e C. lari comportam-se de maneira semelhante a C. jejuni com relagio & doenca que
provocam.

Mecanismo de Patogenicidade

O mecanismo pelo qual C.jejuni causa doenca ainda niio estd suficientemente esclarecido.
Resultados obtidos até o momento indicam que sua patogenicidade € multifatorial. A adesdo 3 mucosa
intestinal € indispensavel. I foi demonstrado que algumas cepas de C. Jejuni sdo capazes de produzir
toxinas. Entre as toxinas produzidas por C.jejuni destaca-se uma enterotoxina termoldbil (semelhante
4 toxina colérica) e citotoxinas. Muitos pacientes apresentam sangue e muco nas fezes, o que sugere
um mecanismo invasivo do célon. Em alguns casos, C.jejuni penetra na mucosa intestinal, multiplican-
do-se na lamina propria, tal como ocorre com Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica.

Epidemiologia

C. jejuni tem sido caracterizado como agente de enterocolite em diversas partes do mundo. Nos
Estados Unidos, acredita-se que scja mais freqgiiente que Salmonella e Shigella juntos. Na Inglaterra,
a freqiiéncia estimada é semelhante A de Salmonella, e vem aumentando ultimamente. No Brasil,
tem-se demonstrado que C. jejuni € também um importante agente de gastrenterite aguda ¢ cronica,
afetando principalmente criancas. Nos paises em desenvolvimento, a cnterocolite é endémica e a
freqiiéncia de casos assintomaticos € elevada.

C. jejuni e C. coli s2o microrganismos comensais do trato gastrintestinal de uma grande variedade
de animais domésticos e silvestres. Sdo isolados de bovinos, suinos, gatos, caes, roedores e, princi-
palmente, de aves (pombos, frangos, patos, perus), com freqiiéncia que varia de 30% a 100%. C. lari
faz parte da flora intestinal de gaivotas e de outras aves de ambientes aquéticos e, menos freqtiente-
mente, de mamiferos. C. coli ¢ comum em suinos. Os animais representam, portanto, a fonte mais
importante de transmissio destes patdgenos.

Além da transmissio através do contato direto com animais contaminados, C.jejuni ¢ C. coli
podem ser transmitidos por portadores com infeccdes ativas. A transmissdo pode ser indireta através
da ingestdo de dgua e alimentos contaminados. A maioria dos surtos ja descritos foi associada ao
consumo de leite cru, proveniente tanto de bovinos quanto de outros animais. Acredita-se que a
contaminagdo do leite seja decorrente de contaminacio com fezes, devido a condig¢Oes precarias de
higiene durante a ordenha dos animais. Mastite bovina por Campylobacter spp também pode ser causa
de contaminagio de leite cru. O leite pasteurizado nio representa um veiculo importante, visto que
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Epidemiologia

Apesar da maioria dos casos de shigelose ser disseminada através da transmissio pessoa a pessoa,
ja foram relatados muitos surtos de infecgdo ocasionados pela ingestdo de alimentos ou dgua
contaminados. Esta contaminaciio, no entanto, é sempre em virtude da presenca de fezes humanas
provenientes, geralmente, das maos de um individuo assintomatico ou com a doenga em forma branda,
nao diagnosticada.

No Brasil, as shigelas sio os principais agentes de enterocolite, sendo S. flexneri e S. sonnei
isolados mais freqiientemente.

A shigelose estd sempre associada a higiene pessoal e condigOes sanitdrias deficientes. As
institui¢des para doentes mentais, comunidades urbanas de baixas condigdes sécio-econdmicas e
creches infantis sfo considerados locais de alto risco.

Mecanismo de Patogenicidade

As células de Shigella spp, além de aderir as células epiteliais da mucosa do intestino grosso, mais
especificamente, do fleo terminal e ¢6lon, atuam invadindo e multiplicando-se no interior dessas
células, destruindo-as durante o processo. Contudo, raramente, ou muito raramente, atingem a lamina
prépria. Para que a invasdo ocorra, é necesséria a presenga de um plasmideo com PM de 100 a
140MDa.

Shigella dysenteriae produz uma toxina — toxina de Shiga — que apresenta uma subunidade A
(enzima) ligada a cinco subunidades B. A subunidade A tem PM de 32kDa ¢ a B de 7,7kDa. As
subunidades B da toxina de Shiga reconhecem um glicolipideo presente na superficie da célula
hospedeira ao qual se liga. ApGs este evento, ela é internalizada por endocitose. Atoxina pira a sintese
protéica da célula hospedeira.

A toxina de Shiga apresenta vérias atividades toxicas: atua como uma enterotoxina na alca ligada
de coelho; como uma neurotoxina causando paralisia em camundongos e coelhos e, em cultura de
células de mamfferos, age como uma citotoxina. Embora esta toxina possa contribuir, de alguma
forma, para danificar a mucosa intestinal, seu principal papel parece estar relacionado a sindrome de
uremia hemolitica (HUS) decorrente da complicagio da shigelose. Nesta sindrome ocorre a faléncia
renal que algumas vezes se desenvolve em criangas, poucos dias apés um ataque de disenteria, podendo
ser fatal.

Medidas de Controle

As medidas de controle e prevengio da shigelose de origem alimentar estao relacionadas com a
boa higiene pessoal e educagio dos manipuladores de alimento. A contaminagio de alimentos ou dgua
com Shigella spp indica contaminacio recente com fezes humanas, devido a fragilidade desse
microrganismo.

YERSINIA ENTEROCOLITICA

Caracteristicas do Microrganismo

As bactérias do género Yersinia pertencem a familia Enterobacteriaceae e, atualmente, as
seguintes espécies sio reconhecidas: ¥, pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y. frederiksenii,
Y, kristensenii, Y. intermedia, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. bercovieri, Y. mollaretii, Y. ruckeri.

Baseado em suas caracteristicas bioquimicas, as cepas de Y. enterocolitica sio classificadas em
bidtipos que diferem em niimero e testes bioquimicos.

Essas bactérias apresentam 57 antigenos somadticos “0”, 19 flagelares “H”, além de antigenos
capsulares “K”. Sao lisadas por fagos e esses podem ser ativos para as espécies relacionadas: Y.
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frederiksenii, Y. kristensenti, Y. intermedia, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. bercovieri e Y. mollarettii, H dois
esquemas de fagotipagem. Um terceiro foi proposto pot pesquisadores norte-americanos, uma vez
que 0s esquemas europeus nao sio muito ativos para cepas do sorotipo O8, mais comumente isoladas
nos Estados Unidos. A fagotipagem é importante ferramenta nos estudos epidemiolégicos.

Caracterfsticas da Doenca

Afonte de infecgo €, provavelmente, a via oral, tendo, portanto, os alimentos e a 4gua uma grande
importéncia na transmissdo da doenga.

Aregido do trato intestinal afetada é a ileocecal, provocando enterite, ileite terminal e linfadenite
mesentérica. No caso de enterite, os sintomas mais comuns sio febre, is vezes sanguinolentas, diarréia
e dores abdominais. Ndusea e vomito sio fregiientes.

Infecgdes extra-intestinais por Y. enterocolitica podem ocorrer, enire elas, septicemia, artrite,
sindrome de Reiter, eritema nodoso, endocardite, glomerulonefrite e lipus eritematoso.

Epidemiologia

Apesar de ser uma bactéria amplamente distribuida na natureza, apenas alguns sorotipos sdo
patogénicos para o homem e prevalecem em suinos. Esses sorotipos sio 03, 05, 08 e 09, sendoa ¥,
enterocolitica, sorotipo O3, fagotipo VIII, 0 mais comum no Brasil.

Sufnos séo considerados a principal fonte de sorotipos patogénicos de Y. enterocolitica para o
homem, uma vez que o intestino e a faringe de recém-nascidos sio facilmente colonizados, tornan-
do-os portadores.

Outros animais dos quais ja foi isolada s3o vacas, chinchilas, coelhos, cobaias, macacos, peixes,
aves, carneiros e cavalos.

Y. enterocolitica € uma bactéria psicrotréfica e, portanto, os alimentos refrigerados de origem
animal tornam-se importante fator de risco para o consumidor. Esse fato pode ser exemplificado por
dois dos maiores surtos de infecgio de origem alimentar, onde os veiculos transmissores foram leite
pasteurizado e, no outro, leite achocolatado.

Essa bactéria tem sido isolada de diversos alimentos em diferentes paises, inclusive no Brasil.
Entre esses alimentos podem ser citados: carnes de diferentes origens e seus derivados, leite cru e
pasteurizado, produtos de laticinios e verduras. Entre as camnes, as linguas suinas, principalmente,
apresentam alto indice de positividade para Y. enterocolitica sorotipo O3, que é patogénico.

O isolamento de ¥, enterocolitica de amostras de leite pasteurizado € decorrente, provavelmente,
de uma contaminacio pds-processamento € ndo devido a sua resisténcia 2 temperatura de pas-
teurizagao.

Em relacfio a 4gua, ji se constatou a presenga de Y. enterocolitica em diversas amostras, tendo
em alguns casos sido ligada, epidemiologicamente, a surtos de infecgao.

Mecanismo de Patogenicidade

A patogenicidade das cepas virulentas de Y. enterocolitica ocorre através da invasio da mucosa
intestinal provocando os sintomas caracteristicos de gastrenterite.

Essa bactéria apresenta afinidade pelas placas de Peyer e, provavelmente, afravessa a mucosa
intestinal através das c€lulas M. Ao atingir o tecido subjacente, as células bacterianas penetram nos
nédulos linfaticos mesentéricos onde se multiplicam, provocando resposta inflamatria e conseqiiente
dor abdominal.

Algumas cepas de Y. enterocolitica sio capazes de causar dor abdominal t3o intensa que leva a
confundir essa infecgio com uma apendicite. Essas cepas s&o as que se multiplicam mais infensamente
nas placas de Peyer provocando, portanto, uma resposta inflamat6ria também mais intensa. A maioria
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das infecgdes 6 autolimitante, uma vez que a resposta do hospedeiro € capaz de conter a multiplicagio
e eliminar as bactérias, através da agao dos polimorfonucleares.

Algumas cepas de Y. enterocolitica produzem uma enterotoxina termoestavel (Yst), semelhante
a de E. coli, que estimula a atividade da guanilciclase. Entretanto, como €la ndo € produzida a
temperaturas acima de 30°C, uma vez que o gene responsavel pela sua produgio sé € expresso a 26°C,
seu papel na patogenicidade & considerado nulo. Outro aspecto que contribui para corroborar com tal
fato é que vArias cepas patogénicas, apresentando outros fatores de viruléncia, ndo sdo produtoras da
toxina.

Aviruléncia de Y, enterocolitica manifesta-se através de plasmidios de viruléncia. As trés espécies
patogénicas de Yersinia (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica ) apresentam plasmidios
de 70 a 75kbp, responsveis por um niimero de genes que contribuem para a sua viruléncia. Os
produtos desses genes classificam-se em quatro categorias: a) proteinas de adeso/invasao (adesi-
nas/invasinas) (YadA ); b) excregio de proteinas antifagociticas (Yops ); ¢) protefnas envolvidas no
processamento e excre¢io de Yops (¥sc ) e proteinas reguladoras.

Na primeira etapa da infecgao por Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis ocorre a ligacio da
bactéria A superficie apical das células da mucosa intestinal, seguida pelo engolfamento da bactéria
por essas células e a invasio da mucosa atingindo, entéo, o tecido subjacente quando € liberada por
exocitose.

Foram inicialmente identificados dois fatores de invasio: a invasina codificada pelo gene inv e o
Ail (attachment-invasion locus ). Mais recentemente foi identificado um terceiro fator que auxilia na
invasdo. Esse fator, uma adesina, € codificado por um gene denominado YadA (Yersinia adherence ).

Medidas de Controle

Como os animais s3o importantes reservatérios de Yersinia spp e os suinos particularmente de ¥
enterocolitica, a medida de controle mais importante a ser considerada € a eliminagdo do microrga-
nismo presente nesses animais.

A conscientizagio dos manipuladores de alimentos, quanto a higiene pessoal, também & impor-
tante no controle desta doenga.

Uma vez que a dgua pode ser um veiculo de transmissao, inclusive a utilizada na industria de
alimentos, 0 uso de 4gua nio tratada, de qualquer fonte, na produgao de alimentos acarretara, sempre,
um certo risco.

VIBRIO CHOLERAE

Caracteristicas do Microrganismo

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae, com seus membros sendo caracterizados como
bacilos Gram-negativos, retos ou curvos; sio méveis devido a presenga de um tinico flagelo polar;
produzem oxidase ¢ catalase e fermentam glicose sem produgio de gés. Das 38 espécies que fazem
parte do género, 10 sdo consideradas patogénicas para o homem.

V. cholerae apresenta antigenos de parede O sendo a espécie dividida em mais de 100 sorogrupos
diferentes. Até recentemente, associava-se 3 epidemia de colera somente as cepas capazes de produzir
toxina e pertencentes ao sorogrupo O1. Por essa 1azdo, as cepas de V. cholerae eram classificadas em
V. cholerae O1 e V. cholerae nao Ol. Entretanto, em 1993, houve o primeiro relato de uma nova
doenga, semelhante & cdlera, na regifio da fndia e Bangladesh. Estudos revelaram que esse microrga-
nismo néo pertencia a nenhum dos sorogrupos previamente descritos pata V. cholerae, mas a um novo
sorogrupo, ao qual foi dado a designagio 0139 e o sindnimo Bengal.

As cepas de V. cholerae siio, ainda, caracterizadas por vérios biotipos. Dois sio os biotipos de V.
cholerae mais importantes, ambos responséveis por infecgbes que nio sfo diferenciadas clinicamente
— o classico e o El Tor. Esses biotipos sfio geralmente diferenciados através da aglutinagdo de
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eritrocitos de galinhas, hemolise, reacio de Voges-Proskauer e sensibilidade a polimixina B. O biotipo
classico foi o responsével pelas epidemias de colera ocotridas antes de 1950. A presente epidemia &
causada pelo biotipo El Tor de V. cholera O1. Cada biotipo & ainda classificado nos sorotipos [naba,
Ogawa e Hikojima, de acordo com os fatores do antigeno que apresentam. O antigeno 0 € composto
dos fatores A, Be C; 0 sorotipo Inaba consiste dos fatores A e C, enquanto 0 Ogawa é constituido
pelos fatores Ae B. O sorotipo Hikojima apresenta 0s trés fatores simultancamente. J4 foi relatada a
conversio do sorotipo Ogawa em Inaba e Inaba em Ogawa.

Caracteristicas da Doenca

A célera é uma doenga presente na fndia desde tempos imemoriais. No entanto, s6 foi reconhecida
em 1817 quando se espalhou por outros pafses, causando a Primeira Pandemia. A Segunda Pandemia
teve inicio em 1829, quando o vibridio colérico disseminou-se através da Europa atingindo, em 1832,
2 América do Norte. A Terceira Pandemia, iniciada em 1852, foi estudada por John Snow que
esclareceu virios fatos relacionados a doenga. A Quarta Pandemia durou de 1864 a 1875; 2 Quinta de
1887 a 1896 e a Sexta foi de 1902 a 1923.

Em 1961, teve inicio a Sétima Pandemia que dura até o momento. Nesta, o agente causador € 0
V cholerae O1, biotipo El Tor, sorotipo Inaba. Casos esporédicos vém ocorrendo em todo 0 mundo,
sendo considerada a epidemia que atingiu a maior extensio geografica e teve a mais longa duragio.
Em 1991, atingiu a América do Sul, com 0s primeiros €asos ocorrendo no Peru e posteriormente
disseminando-se para outros pafses, cOmMo Brasil, Argentina, Bolivia, Equador, Colombia e Chile.

A epidemia de colera causada por V. cholerae 0139, iniciada em fins de 1992, talvez possa Vir a
ser considerada a Oitava Pandemia, caso outros surtos da doenga continuem a OCOITEL. Partindo da
{ndia e Bangladesh, © microrganismo disseminou-se pelo Paquistdo, Nepal, China, Tailandia,
Casaquistio, Afeganistao Malésia.

O periodo de incubaggio da colera varia de seis horas a cinco dias. As pessoas infectadas com o
vibrido podem ou ndo apresentar sintomatologia ou, ainda, apresentar diarréia moderada ou diarréia
aquosa e profusa. Nos casos mais severos pode haver perdade maisde 1 litro de fezes por hora, levando
a perda ripida de l{quido, colapso circulatério e 2 morte, quando na auséncia de terapia.

Nos casos causados por V. cholerae ndo O1, a diarréia tende a ser mais moderada do que a
provocada por cepas do sorogrupo O1. O periodo de incubagiio varia de seis horas a trés dias. Cepas
do sorotipo ndo O1 ja foram isoladas do sangue, ferida, bile, liquido cérebro-espinal. As do sorogrupo
01, ao contrario, 56 tém sido isoladas de fezes.

A terapia indicada € a reposicao de fluidos, através da injecdo infravenosa de solugio de Jactato
de Ringer ou ouftra solugio semelhante. Nos casos moderados, usa-se a reidratacio oral. O antibidtico
de escolha € a tetraciclina.

Mecanismo de Patogenicidade

V, cholerae penetra no Organismo humano através da via oral &, apos vencer a acidez estomacal,
atravessa o piloro atingindoo intestino delgado. Nesse local produzuma exotoxina— toxina da colera-
que atua nas células da mucosa intestinal localizadasna cripta das vilosidades. Essas células da mucosa
apresentam bombas de transporte de fons (Na*, CI, HCO3, K*), que normalmente mantém um forte
controle sobre o fluxo de fons através da mucosa intestinal. Sob condigdes normais, esse fluxo € do
ldmen para o tecido, resultando em um ganho de dgua para 0 interior do tecido. A presenca da toxina
colérica altera esse balango, provecando a diminuigio do fluxo de fons Na* para o interior do tecido,
causando um aumento no fluxo de fons CI" (e 4gua) do tecido para 0 Timen, resultando em diarréia
intensa e alteragdo no balango de eletrolitos.

V cholerae apresenta um nico flagelo polar que movimenta a bactéria em diregfio & mucosa
intestinal. A aderéncia da bactéria A essa mucosa OCOLTe através de longos filamentos — pili —
presentes emsua superficie. Esses piliforam denominados Tep pili (para foxin core gulated pili ) porque
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os genes que codificam a produgao dessas estruturas sdo regulados de maneira analoga acs genes que
codificam a producio da toxina colérica. Ao contririo do que ocorre na E. coli, cujos pili encontram-se
distribuidos pela superficie da bactéria, neste caso essas estruturas localizam-se em apenas uma por¢ao
da superficie bacteriana. No entanto, desconhece-se até o momento se a localizacao dos pili tem papel
especial na colonizacio da supetficie da mucosa.

Determinadas proteinas da membrana externa parecem ser também importantes na colonizagao,
uma vez que cepas mutantes, nas quais essas proteinas estao ausentes, apresentam menor capacidade
de colonizagdo do trato intestinal de animais. Tais proteinas sao codificadas por um grupo de genes
denominado genes de fator acessério de colonizagio (Acf).

V. cholerae secreta uma protease dependente de Ca e Zn, denominada mucinase, que degrada
diversos tipos de protefnas, inclusive a fibronectina, lactoferrina e a prpria toxina colérica. Aprovavel
funcdo dessa proteina € permitir o desligamento do V. cholerae da célula hospedeira, ao qual a bactéria
se encontra aderida. Esse desligamento pode ser importante, pois pode permitir a adeséo da célula
bacteriana a novas células da mucosa.

A importincia da toxina como fator de viruléncia é indiscutivel. Cepas mutantes de V. cholerae
ndo produtoras dessa toxina nao causam a diarréia caracterfstica, apesar de provocarem uma forma
branda de diarréia devido, provavelmente, a presenga de outras toxinas.

A toxina colérica € do tipo A-B, contendo uma subunidade A e cinco subunidades idénticas B. Os
pesos moleculares sdo de 27 kDa para a subunidade A e de 11,7 kDa para a B.

As subunidades A e B sao secretadas no periplasma onde se ligam posteriormente, e sao liberadas
no fluido externo, através de um mecanismo desconhecido. Quando intacta, a subunidade A é
enzimaticamente inativa, requerendo a sua divisao em fragmentos Aj e Az, que sao unidos por ligagoes
dissulfeto. Durante essa separagao ocorre, provavelmente, a liberagio da toxina no fluido extracelular.

A toxina excretada adere as células apicais da mucosa do hospedeiro através dos gangliosideos
GM; da célula hospedeira. Em seguida, a subunidade Ay € liberada da toxina, provavelmente pela
reducdo daligacio sulfeto que aliga ao fragmento Ay, e penetra na célula do hospedeiro por mecanismo
nfo totalmente elucidado. Até o momento, o que melhor explica essa penetragio € ainsercio das cinco
subunidades B na célula hospedeira, formando um poro através do qual a subunidade A; penetra.

A subunidade A; da toxina colérica promove a ADP-ribosilagio de uma proteina de membrana
chamada Gs. Essa proteina pertence a familia das proteinas G, responsaveis pela regulagao de varias
fungdes da célula eucaridtica, sendo a Gs a que regula a atividade da adenilciclase da célula hospedeira.
Portanto, € ela que determina o nivel de AMP ciclico (cAMP) dessa célula. As proteinas G sdo
denominadas de fatores de ribosilagio de ADP (ARFs ). Quando a subunidade Ay da toxina colérica
esta presente ela promove a ADP ribosilagio da proteina Gs, com conseqiiente bloqueio do controle
realizado pela proteina G, elevando, de forma incontroldvel, os niveis de cAMP. O efeito mais
importante dessa alteracio ocorre na atividade dos transportadores de fons Na e Cl produzindo o
desequilibrio hidrolitico associado a toxina colérica.

Recentemente, outras toxinas produzidas por V. cholerae foram descritas. Sua descoberta foi
causada pela observacio de que cepas mutantes nao-produtoras da toxina colérica continuavam
causando diarréia em voluntirios. As toxinas recentemente estudadas sao:

Zot. Esta enterotoxina rompe as jungdes (zona occludens ) que ligam fortemente as células da
mucosa e $30 responsiveis pela integridade da sua membrana. Essas jungdes formam uma barreira
tdo eficiente que mesmo os fons ndo conseguem se difundir facilmente entre as células da mucosa.
Conseqiientemente, os fons necessitam ser transportados por bombas de fons especificas através das
membranas, o que permite o controle do fluxo de fons e dgua através da mucosa intestinal, responsavel
pela capacidade do corpo de reter d4gua. A ruptura dessas juncdes permite, portanto, o rompimento do
balango idnico causando a diarréia. Esta toxina recebeu o nome de Zot (zona occludens toxin ).

Toxina ACE. Esta toxina ndo estd relacionada 2 toxina colérica e nem a Zot, tendo recebido o
nome de enterotoxina colérica acessoria (ACE = acessory cholera enterotoxin ). Causa diarréia em
animais, sendo desconhecido seu papel no homem.

Apesar destas toxinas nio serem responsaveis pela diarréia caracteristica associada a cdlera, elas
podem estar relacionadas a colonizagao bacteriana do intestino.
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Epidemiologia

_ Em algumas regi6es do globo terrestre, a colera ainda € uma doenga endémica, como ocorre na
India e partes da Asia e Affica.

O reservatério da bactéria, comprovado até o momento, é o homem, sendo que o ciclo de
transmissao homem-meio ambiente mantém a doenca.

Em 4reas endémicas, a 4gua contaminada com fezes torna-se, provavelmente, o veiculo de
infeccio. Em surtos, no entanto, pode haver associagio com uma fonte comum de alimento.

Tanto o sorogrupo O1 como o nio O1 encontram-se amplamente distribuidos na natureza, ja tendo
sido isolados de dguas de estudrio e pantanos salgados de 4reas litordneas com clima temperado.

Além disso, o V. cholerae sobrevive por longos periodos em 4dgua de mar ndo esterilizada (sete
dias) e esterilizada (25 dias). Em frutos do mar sobrevive por 45 dias. Esses perfodos de tempo, no
entanto, variam conforme a temperatura de armazenamento, sendo que a refrigeracio tende 2
prolongé-los.

Medidas de Controle

A prevencio de epidemias de colera € baseada principalmente na infra-estrutura de saneamento
bésico adequado, além das boas priticas de higiene pessoal do individuo.

Acocgio adequada de alimentos marinhos e a prevengio de uma recontaminagéo desses alimentos
ap6s o processamento também auxiliardo na prevengo da doenga.

Os individuos altamente suscetiveis, como aqueles com doencas hepdticas ou que estejam em
tratamento com drogas imunossupressoras ou quimioterapia, devem evitar o consumo de alimentos
marinhos crus e 4guas recreacionais, onde os vibrios fazem parte da microbiota normal.

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

Caracteristicas do Microrganismo

E um bacilo reto ou curvo, Gram-negativo, néo formador de esporo, apresentando um flagelo
polar, pertencente 4 familia Vibrionaceae. No entanto, desenvolve flagelos laterais quando cresce em
meio sélido.

V, parahaemolyticus é uma bactéria facultativa anaerbia com metabolismo tanfo respiratorio
como fermentativo. Tem como aceptor de elétrons o O2 molecular. A Tabela 4.3 apresenta as reag0es
bioquimicas que diferenciam V. parahaemolyticus de ouiros microrganismos relacionados.

As cepas isoladas de casos clinicos de gastrenterite sdo hemoliticas, enquanto que as provenientes
de Aguas marinhas ndo apresentam esta caracteristica no meio de Wagatsuma. Este meio & composto
por hemacias humanas e dgar, entre outras substincias. A hemélise ocorre devido a produgao de uma
hemolisina extracelular termoest4vel que recebeu o nome de fendmeno de Kanagawa, distinguindo-2
de outros fatores hemoliticos presentes em Vibrio spp.

Em relagiio is suas caracteristicas antigénicas, V. parahaemolyticus apresenta trés tipos de
antfgenos: somatico termoestavel — O (11 grupos), capsular termoldbil —K (65 grupos) e o antigeno
flagelar H.

O antigeno K é um polissacarideo 4cido cuja estrutura apresenta diversos agicares, entre eles
pentoses, hexoses e hexosaminas. O antigeno O € um lipopolissacarideo que contém acicar, galactose.
glucosamina, heptose, fosforo, éster de dcido graxo e compostos nitrogenados.

Estudos soroldgicos realizados com um grande niimero de cepas demonstraram que com poucas
excegbes, em uma cepa, cada antigeno K associa-se a um finico antigeno O.

A temperatura tima de crescimento de V. parahaemolyticus, em meio de cultura, & de 379C. No
entanto, esta bactéria cresce na faixa de 5°C a 43°C, dependendo do pH do meio de cultura.
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Tabela 4.3
Reagdes Bioquimicas Diferenciadoras de V. alginolyticus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus

Caracleristica Espécies
V. alginolyticus V. parahaemolyticus V. vulnificus

Fermentagéo

Celobiose _ v X
Lactose _ B .
Salicina _ _ X
Sacarose . B -
L-arabinose _ . -
Crescimento

NaCl 8% . 5 _
NaCl 10% = _ -
Voges-Proskauer & _ ~

Simbolos:+, quase todas as cepas positivas (90% ou mais); V, variagao de cepa para cepa (26-74% positivas);
— guase nenhuma cepa positiva (0-10%).

O pH minimo de crescimento a 5°C em caldo tripticase-soja com 3% de NaCl € de 7,3, mas este
valor eleva-se para 7,6 na concentracio salina de 7%. O crescimento ocorre em uma ampla faixa de
pH: de 5 a 11, sendo o 6timo entre 7,5-8,5.

A presenga de NaCl é imprescindivel para o crescimento desta bactéria, sendo 0,5% a concentra-
¢do limitante nos substratos. A concentracio de 3%, correspondente a uma atividade de 4gua de 0,992,
propicia excelente crescimento desta bactéria.

O tempo de geragio € curto, tanto quando se desenvolve em meio de cultura como em alimentos.
A 37°C em caldo infusio de cérebro e coragio, suplementado com 2,5% de NaCl, apresenta tempo
de geracdo de 8-9 minutos; em frutos do mar verificou-se que a multiplicagao foi igualmente rdpida.
Em polvo cozido, este tempo foi de 12 minutos, a 30°C. Em temperaturas de refrigeragio, 12°C, a
bactéria desenvolve-se, podendo aumentar cinco ciclos logaritmicos em uma semana. Portanto,
verifica-se que este microrganismo, quando mantido sob refrigeracfio inadequada por perfodos curtos,
pode atingir niimeros elevados.

V. parahaemolyticus é um microrganismo relativamente fragil, sendo muito sensivel & desidrata-
¢do e ao calor. Estudos realizados demonstraram que em amostras de homogeneizados de ostras,
aquecidos a 60°C e 80°C, havia poucos sobreviventes apés 15 minutos. Quando se aumentou a
temperatura para 100°C, nenhuma cepa foi recuperada.

A sensibilidade ao frio é amplamente reconhecida. Mesmo assim, hd controvérsia entre os
pesquisadores que se dedicam ao estudo dessa bactéria sobre qual € a melhor temperatura para sua
estocagem. Enquanto alguns deles registram uma rdpida inativaciio a temperatura entre 1°C e 7°C,
outros verificaram que tal fendmeno ocorria principalmente entre -2°C e -3°C.

Essa bactéria € haldfila facultativa, isolada de dguas litoraneas e alimentos de origem marinha.

Caracteristicas da Doenca

O consumo de peixes, crustdceos e moluscos contaminados com V. parahaemolyticus, na maioria
das vezes, provoca no ser humano gastrenterite branda, com duragio de dois a trés dias. Nestes casos,
temos os seguintes sintomas: diarréia, cdibras abdominais, niusea, vdmito, dor de cabega, febre baixa
e calafrios. Nos casos mais severos, em vez de diarréia, ocorre disenteria com fezes mucdides e
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sangiiinolentas, podendo haver entao nos casos mais graves, necessidade de hospitalizacio. O uso do
antibidtico tetraciclina aliado a uma terapia de suporte com reidratagio & recomendado.

O periodo de incubagio varia de quatro a 96 horas.

V. parahaemolytiicus pode causar infecgdes extra-intestinais, tendo sido isolado de feridas das
extremidades dos olhos, ouvido e do sangue.

Epidemiologia

O primeiro surto de toxinfecgdo causado por V. parahaemolyticus data de 1950, quando o
microrganismo foi isolado de um alimento japonés shirasu constituido por sardinha fervida em
salmoura, parcialmente desidratada, e das fezes de pacientes na cidade de Osaka, Japao. Neste surto
ocorreram 20 6bitos entre os 272 casos.

Virios sdo os relatos sobre o isolamento dessa baciéria a partir de amostras de dgua do mar e
estudrios, peixes e frutos do mar. Raros sdo aqueles sobre seu isolamento a partir de dguas doces e
peixes de 4gua doce, concluindo-se que o teor salino destas amostras provavelmente era alto.

A freqiiéncia de isolamento ¢ maior durante os meses de verao, quando a temperatura da dgua é
mais elevada.

No Brasil, cepas de V. parahaemolyticus Kanagawa-negativa foram isoladas de ostras coletadas
16 litoral de Sdo Paulo. As isoladas de crustaceos e moluscos provenientes da baia de Sepetiba, RJ, e
as isoladas de caudas de lagostas, coletadas na feira do pescado de Fortaleza, Ceard, apresentaram
reagio positiva de Kanagawa.

Em relagiio aos surtos, a maioria resultou do consumo de alimentos marinhos crus ou parcialmente
cozidos. Entre eles podem ser citados os alimentos de origem japonesa como sushi, caranguejo,
camardo e moluscos.

O indice de contaminagio de um alimento & relativamente baixo, tendo sido relatados fndices
inferiores a 10%/g em peixes recém-pescados.

Pesquisas realizadas indicam que o ntmero de cepas Kanagawa-positivas presentes no meio
ambiente é extremamente baixo.

Para que ocorra a infecgo, o individuo deve ingerir um alimento contaminado com 105-107UFC
com reagio Kanagawa-positiva por grama do alimento. Contudo, devido aos baixos indices de
contaminagio dos alimentos, para que este nimero seja atingido é necessario que o alimento tenha
sido manipulado em temperaturas abusivas. Neste caso pode ter ocorrido ou o crescimento de toda a
populagio ou ter havido aumento apenas na populagio formada por células virulentas, quer por
transformagio genética de cepas avirulentas (Kanagawa-negativas) ou por selegio ¢ colonizagio das
cepas virulentas (Kanagawa-positivas) in vivo.

Mecanismo de Patogenicidade

Pesquisas realizadas demonstraram a existéncia de pelo menos quatro constituintes hemoliticos
em V. parahaemolyticus: hemolisina termoestivel direla (thermostable direct hemolysin — Tdh),
hemolisinas termolébeis, fosfolipase A e lisofosfolipase. Enquanto que a hemolisina termolabil é
encontrada em diferentes cepas de V. parahaemolyticus, a Tdh é responsivel pelo fendmeno de
Kanagawa.

A hemolisina de Kanagawa é uma molécula protéica termoestével, suscetfvel 2 tripsina, com PM
aparentemente de 4.4000 daltons. A protefna € composta por 18 amino4cidos e tem ponto isoelétrico
de 4,9. Tanto a seqiiéncia de nucleotideos como a de aminoécidos ja foram determinadas. Para a
produgio desta hemolisina, o pH do meio deve estar entre 5,5 e 6,5. O meio de Wagatsuma contém
manitol que, ap6s sua fermentacdo pelas cepas bacterianas, provoca a reducdo do valor do pH.

. A dnce minima da hemolisina de %anagawa purificada é de 0,1ug, sendo que sua atividade téxica
foi observada tanto i vivo como in VIEFo.

A mocar dac actudne realizadog nog 1iltimos 20 anos serem suficientemente eg;' ==~ ~7l~=~n anonin
a0 papel da hemolisina de Kanagawa na patogenia da gastrenteriie causaaa por V. parahaemolyticus,
pap £ g
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wirios pesquisadores iém questionado se esta citotoxina é, realmente, otinico fator de viruléncia. Entre
0s varios aspectos levados em consideragio, estao: 1) a grande quantidade de hemolisina purificada
necessdria para dilatar a al¢a de intestino de coelho (125-250pg, enquanto que para a toxina colérica
€ de 0,5ug); 2) as cepas Kanagawa-negativas estio sempre presentes entre as isoladas de pacientes
com gastrenterite ¢, principalmente, tanto o anti-soro para a hemolisina termoestavel direta (Kanaga-
Wa), como para a enterotoxina de V. cholerae nio previnem o actimulo de fluido provocado por V.
parahaemolyticus nas algas ligadas de fleo de coelho.

Cepas de V. parahaemolyticus sio capazes de aderir & superficie epitelial da mucosa e penetrar
no epitélio intestinal produzindo bacteremia em coelhos recém-nascidos, em jejum, além de se
conseguir isolar cepas Kanagawa-positivas de cultura de figado e bago. Outros testes realizados com
cepas Kanagawa-positivas e Kanagawa-negativas demonstraram a mesma capacidade de aderéncia e
invasao.

Até o momenio, no entanto, a hemolisina de Kanagawa — termoestivel — & considerada o
principal fator de viruléncia para V. parahaemolyticus. Ela é letal, citotoxica e cardiotrépica. Resumin-
do, é uma enterotoxina citotéxica.

Medidas de Controle

As medidas de controle baseiam-se, no que diz respeito a produtos de origem marinha, no
cozimento, na refrigeragio e no congelamento adequados de maneira a impedir que a bactéria atinja
nameros elevados através de sua multiplicago. Se, por acaso, cepas patogénicas encontram-se
presentes, existe a possibilidade de haver produgio de hemolisina de Kanagawa, a qual uma vez
formada permaneceri intacta, com pouca perda de sua atividade hemolitica ou letal.

VIBRIO VULNIFICUS

Caracteristicas do Microrganismo

Vibrio vulnificus é uma bactéria que se apresenta na forma de bastonetes Gram-negativos, algumas
vezes em forma de virgula, pertencente & familia Vibrionaceae.

Apds estudos de hibridizacio de DNA, esses vibrios, que eram anteriormente conhecidos como
vibrios lactose-positivos, devido i caracteristica que os diferenciava das espécies V. parahaemolyticus
¢ V. alginolyticus, passaram a ser denominados V. vulnificus (do termo latino vulnifica que significa
ferida).

V. vulnificus € uma bactéria que se desenvolve facilmente em varios meios de cultura. E um
microrganismo hal6filo e suas necessidades em relagio aos sais sdo satisfeitas através da adigao de
NaCl ao meio, em concentragdes na faixa de 1% a 3%; em concentragdes superiores a 6% ndo ha
crescimento. A temperatura étima de crescimento é de 37°C, com tempo de geracio de 22 a 30 minutos.

Como o ambiente marinho € o habitat natural de vibrios causadores de doenga, estas bactérias
sdo, portanto, contaminantes naturais de alimentos de origem marinha, o que torna impossivel a
prevencio da contaminagio de produtos crus.

Caracteristicas da Doenga

V. vulnificus € um dos patégenos humanos que apresenta maior poder de invasio e mortalidade.

Os primeiros relatos sobre a doenga provocada por esse microrganismo relacionam-se as infecgbes
de feridas e ndo a infecgbes de origem alimentar.

V. vulnificus apresenta duas vias de entrada no organismo humano. Uma delas € através da ingestao
de alimentos marinhos, sendo as ostras o principal alimento envolvido em casos de septicemia
priméria, com alta taxa de mortalidade. A segunda via de entrada € através de lesdes presentes na
epiderme. Tais lesdes podem ser tao pequenas quanto uma picada de inseto. Contrariamente 3
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septicemia primdria, as infecgGes das feridas apresentam baixa taxa de mortalidade, podendo, porém,
levar a amputacio do membro afetado.

Septicemia Priméria e Gastrenterite. O reservatério primério de V. vulnificus € a 4gua do mar,
¢ osindividuos acometidos pela doenga relatam a ingestdo de alimentos marinhos crus, principalmente
ostras, conforme citado anteriormente.

O periodo de incubagio da doenga pode ser muito curto, variando de sete horas a alguns dias,
com periodo médio entre 16 e 38 horas.

Os sintomas mais importantes nio sio aqueles normalmente relacionados is infecgdes de origem
alimentar como diarréias, vémitos e dores abdominais, mas sim febre, calafrios, niuseas e hipotensao.

O isolamento de V. vulnificus de culturas de fezes de individuos infectados & raro e, quando tal
ocorre, € freqiientemente de individuos sem diarréia.

O desenvolvimento de lesdes secundarias geralmente ocorre nos casos de septicemia primdria.
Estas lesoes aparecem, de modo geral, nas extremidades e o tecido fende a necrosar.

Os individuos que desenvolvem a septicemia priméria normalmente apresentam doencas cronicas,
sendo as mais comuns aquelas relacionadas a problemas hepéticos ou hematoldgicos. Os agentes
imunossupressores e doengas cronicas renais também sio fatores de risco.

Existem relatos de que a morte ocorre entre duas e 24 horas apGs a admissdo hospitalar, mas s
vezes demora até seis semanas. A maioria dos casos acontece mesmo ap6s intenso uso de antibiéticos,
com a tetraciclina sendo o mais eficiente.

A faixa etdria dos individuos acometidos encontra-se na faixa de 50 anos, sendo os do sexo
masculino os mais atingidos.

Recentemente, foram descritos casos de gastrenterite caracterizados por vomito, diarréia ou dores
abdominais com culturas positivas de fezes e negativas de sangue. Nao hd relatos de morte devido a
essa forma de infecgao.

Infecgbes de Feridas. Como ja citado, além de provocar doencas de origem alimentar, V/ vulni-
ficus provoca infeccBes em feridas ao penetrar em lesées da pele. Tais lesdes estdo, em 89% dos casos,
associadas a 4gua do mar e/ou frutos domar. Pequenos orificios em virtude de mordidas de caranguejos
ou qualquer outro animal marinho, além dos provocados por utensilios utilizados na limpeza de frutos
do mar ou de conchas, sao considerados excelentes portas de entrada para esse microrganismo.

O periodo médio de incubagio € de 12 horas, quatro horas sendo o mais curto,

Os primeiros sintomas sio dor intensa, eritema e edema no local de entrada que rapidamente
evolui para lesdes ¢ vesiculas. Outros sintomas sio semelhantes aqueles da septicemia primaria, como
febre e calafrios. Partes das lesdes tornam-se necrosadas, envolvendo o tecido subcutineo acompa-
nhada por toxicidade sistémica severa ou celulite.

Neste caso particular das infecgdes por V. vulnificus, a nectose fregiientemente estende-se para o
miisculo esquelético causando extenso dano ao tecido, o que leva 4 amputagio do membro, Contra-
riamente & septicemia primria, neste caso nio se verifica o desenvolvimento de lesdes secundérias.

A taxa de mortalidade pode atingir até 43% dos casos.

Mecanismo de Patogenicidade

O mecanismo de patogenicidade de V. vulnificus é o de invasio.

Os fatores de viruléncia responsiveis pelo desencadeamento tio rapido dessas infecgGes fatais
ainda néo estdo totalmente elucidados. No entanto, uma variedade de fatores tem sido implicada como
determinante de viruléncia do V. vulnificus em modelos animais. Entre esses fatores estio incluidos:

Efeito do Ferro. Células de V. vulnificus crescem melhor em meios suplementados com uma fonte
de ferro, como o radical heme, por exemplo. Um ntimero significante de infecgBes humanas com este
microrganismo ocorre em pacientes com hematocromatose ou alcoolismo, em que hé aproximada-
mente 100% de saturacio de transferrina de soro.

Citotoxina-Hemolisina. B uma toxina extracelular, antigénica, termolabil com atividade citolitica
contra eritrécitos de mamiferos (hemolitica), e contra células de ovario de hamster chinés (CHO).
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Esta citolisina tem peso molecular de 50,8kDa, apresentando uma DLso para camundongos de 3pg/kg,
ap6s injecao intravenosa.

Essa toxina pode estar envolvida na producio das lesbes cutineas, caracteristicas das infec¢des
por V. vulnificus, como demonstrado pela degradagio de algumas células e indugfo da liberacio de
histamina. No entanto, parece que a importancia desta citolisina na patogenia das infecgdes por V.
vulnificus € menor do que a de outros fatores, uma vez que cepas tornadas citolisina-negativa através
de transposon, nio foram afetadas no seu potencial de viruléncia. Além disso, cepas citolisina-positiva
e citolisina-negativa apresentaram a mesma DLsp.

Papel da Cdpsula. V. vulnificus apresenta duas morfologias coloniais distintas, designadas como
opaca e translicida. As opacas sdo encapsuladas, geralmente virulentas a camundongos. Sao soro-
resistentes e podem utilizar o ferro ligado a transferrina para crescimento. As cepas que originam
col6nias translicidas ndo apresentam capsulas, sio menos virulentas, sdo sensiveis ao soro € podem
nio se desenvolver em meios com ferro limitado, mesmo na presenga de transferrina que esteja 100%
saturada.

Medidas de Controle

O numero de V vulnificus na dgua aumenta quando a temperatura estd na faixa de 13°C a 22°C.
Deve-se, portanto, evitar o consumo de alimentos marinhos crus durante os meses de verdo. Para que
o niimero desta bactéria seja mantido baixo, é necessirio que, logo apds terem sido pescados ou
colhidos, os alimentos sejam mantidos sob refrigeragdo ou ainda colocados em gelo, de forma a
manté-los em temperaturas inferiores a 5°C até serem consumidos. O tratamento com diacetil em
concentracio de 50ppm auxilia na reducio do mimero dessa bact€ria.

O aquecimento a temperaturas internas de 70°C destrdi rapidamente todos os vibrios. Portanto, o
cozimento adequado de todos os alimentos marinhos para consumo garante a seguranga destes
alimentos, ndio havendo relatos que associam o consumo de frutos do mar cozidos com casos humanos
de infecgoes por V. vulnificus. A prevencio de infecgdes de feridas, por outro lado, parece ser mais
dificil, uma vez que estas infecgdes podem ocorrer em pessoas aparentemente saudaveis.

AEROMONAS HYDROPHILA

Caracteristicas do Microrganismo

As evidéncias quanto ao envolvimento de Aeromonas spp na etiologia de doengas gastrintestinais
em seres humanos tém aumentado nos ultimos anos. Por outro lado, seu papel como causador de
infecgdes em hospedeiros imunodeprimidos ja estd bem determinado.

Apesar de até 0 momento ndo haver relatos sobre surtos de infecgdo alimentar causados por A.
hydrophila, a sua presenca em fezes de pacientes com diarréia, enteropatogenicidade apresentada em
modelos animais e sua presenga em vérios alimentos levam a suspeitar de um agente infeccioso de
origem alimentar.

Como Plesiomonas, o género Aeromonas também pertence a familia Vibrionaceae, e apresenta
dois grupos distintos: o primeiro € formado pela espécie A. salmonicida, microrganismo psicrotréfico
e imdvel, sorologicamente homogéneo e parasita sob condigdes naturais, patogénico para peixes,
incapaz de crescer a 37°C e no patogénico para o homem. O segundo grupo € formado por espécies
méveis deste género e inclui A. hydrophila, A. caviae e A. sobria.

As espécies méveis do género Aeromonas sio bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos,
com comprimento de 1-4,4p e largura de 0,4-1,0. Seu flagelo € polar, geralmente monotriquio, com
comprimento de 1,7u. S3o heterotréficas, produtoras de oxidase e catalase e fermentadoras de
carboidratos, com produgio de icido e gés.

Essas espécies sio mesdfilas, com temperatura Stima de crescimento de 28°C e maxima de 42°C.
Muitas cepas multiplicam-se a 5°C tornando esse microrganismo especial no que se refere a saude
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ptiblica, uma vez que essa temperatura & considerada adequada para o controle do desenvolvimento
de patdégenos de origem alimentar.

As espécies de Aeromonas sio tolerantes a0 sal, desenvolvendo-se na presenca de 4% de NaCl
quando a temperatura de crescimento é de 28°C. Sabe-se, no entanto, que em concentracoes de NaCl
superiores a 1,5%, a velocidade de crescimento é menor. A tolerancia ao sal é diminuida quando a
temperatura é de 5°C.

A faixa de pH para seu crescimento ¢ de 4,0-10,0, sendo mais tolerantes a 4cidos na temperatura
de 28°Cdoqueade 4°C.

Caracteristicas da Doenga

A. hydrophila e A. sobria sio causadores de dois tipos de doenga gastrintestinal, sendo que a mais
comum apresenta caracteristicas semelhantes 3 da colera, com diarréia aquosa e febre moderada. O
segundo tipo é caracterizado pela presenca de muco e sangue nas fezes.

A diarréia provocada por Aeromonas Spp geralmente é moderada e restrita. Porém, tém sido
relatados casos severos de ambos os tipos de gastrenterite.

Outras infecgdes podem ser causadas por Acromonas spp: septicemia, meningite e infecgdes em
feridas e nos tratos respiratorio e urindrio.

Epidemiologia

As espécies moveis de Aeromonas spp si0 microrganismos aquéticos que ocorrem em aguas
doces, marinhas e estudrios. Estudos reatizados demonstram sua presenga em maior niimero em aguas
fluentes ou salgadas do que em Aguas calmas ou doces. A. hydrophila foi isolada de amostras de dgua
cujo pH estd na faixa de 5,2 — 9.8 e temperaturas de 4°C 2 45°C.

Essa bactéria também tem sido isolada de amosiras de dgua clorada e de fezes de animais como
vacas, carneiros, cavalos e porcos.

Em alimentos estio presentes nos de origem animal como peixes, camardes, 0stras, caranguejos,
carnes, frangos e leite cru, além de carne de porco e de vaca embaladas a vicuo, carnes cozidas, saladas
pré-preparadas e dgua mineral engarrafada.

Como ja citado, apesar de nfio haver relato de surto confirmado de origem alimentar por A.
hydrophila, essa bactéria tem sido associada a casos esporddicos de gastrenterite.

Dois suttos ocorridos nos Estados Unidos, em 1982 ¢ 1983, parecem ter sido causados por
Aeromonas hydrophila.

Mecanismo de Patogenicidade

Cepas de A. hydrophila produzem dois tipos de enterotoxina: uma citotonica, semelhante a da
célera, ¢ uma citotoxina. Ja foi observada a ocorréncia das duas simultaneamente.

Aenterotoxina citotonica, separada das hemolisinas produzidas porA. hydrophila através do ponto
isoelétrico e filtragdo em gel, provoca o arredondamento das células Y-1 (células da adrenal de
camundongo), sem a destruicdo das mesmas, ¢ estimula a sintese de AMP ciclico e secrecao de
esteroides nestas células. Além disso, provocam o aciimulo de fluidos em alga de fleo de coelho. Essa
enterotoxina é inativada quando aquecida a 60°C por 20 minutos, mas estivel se 0 aquecimento for a
56°C por 10 minutos. O peso molecular é de aproximadamente 15kDa e o ponto isoelétrico localiza-se
entre 4,2 ¢ 4,6.

No entanto, existem considerdveis evidéncias de que o principal fator de viruléncia seja a
citotoxina, uma vez que causa néo s6 o arredondamento das células, mas também a morte do tecido
celular, apresentando ainda atividade biol6gica em camundongo recém-nascido e em alca de fleo de
coelho.
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Algumas cepas de A. hydrophila produforas de beta-hemolisinas foram capazes de provocar
actimulo em algas ligadas de ileo de coelho, mas nio provocaram diarréia em seres humanos quando
ingeridas em niveis de 10'° unidades formadoras de coldnias. A explicagio mais provavel para tal
fendmeno é que as cepas enterotoxigénicas devem apresentar propriedades adicionais, tais como poder
de invasdo ou aderéncia & mucosa intestinal para causar diarréia.

Medidas de Controle

Devido as caracteristicas psicrotréficas de A. hydrophila, o armazenamento 2 temperatura de
refrigeracdo ndo &, por si s6, um método adequado de prevencio da transmissdo desta bactéria pelos
alimentos. Conseqiientemente, outros métodos como o termoprocessamento sio necessatios.

PLESIOMONAS SHIGELLOIDES

Caracteristicas do Microrganismo

O género Plesiomonas é composto por bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, catalase
e oxidase positivos e fermentadores de aglicares.

Quando isolada pela primeira vez, em 1947, P. shigelloides foi classificada na familia Enterobac-
teriaceae. Atualmente, pertence a familia Vibrionaceae, juntamente com os géneros Aeromonas e
Vibrio.

As suspeitas sobre a sua patogenicidade datam de 40 anos atrds. Encontra-se amplamente
disseminada e, informacdes recentes indicam ser a responsével por infec¢des oportunistas que, muitas
vezes, resultam em morte. Além disso, pode causar gastrenterite moderada. Em muitos aspectos, esse
microrganismo nio € diferente de outros oportunistas, tais como V. vulnificus, L. monocytogenes e
varios fungos.

O género Plesiomonas € facilmente diferenciado de outros pertencentes a familia Vibrionaceae,
em virtude da fermentagio do inositol e da auséncia de hidrolases extracelulares.

P, shigelloides nao produz hemolise em dgar sangue e alguns pesquisadores observaram a presenga
de corpusculos de inclusio (polifosfatos), que podem ser tteis na identificagio do microrganismo.

Sorologicamente, o género Plesiomonas apresenta virios antigenos O e alguns H. Recentemente,
foi demonstrada a presenca de um antigeno enterobacteriano comum (CA), em culturas desta bactéria,
sugerindo ser este microrganismo fortemente ligado a familia Enterobacteriaceae.

Caracteristicas da Doenca

Os sintomas da gastrenterite causada por P, shigelloides sdo semelhantes aos de oufras infecgbes
causadas por bactérias Gram-negativas: diarréia (94%), dores abdominais (74%), ndusea (72%),
calafrios (49%), febre (37%), cefaléia (34%) e vOmito (33%). Esses sintomas permanecem por uma
semana ou mais. O periodo de incubagio € de um a dois dias.

O tratamento da diarréia consiste no aumento da ingestao de liquidos ¢ eletrélitos, uma vez que
as fezes sfo aquosas e sem sangue. A antibioticoterapia ¢ feita empregando-se cloranfenicol, genta-
micina ou tetraciclina.

Epidemiologia

P. shigelloides j4 foi identificada como um dos agentes patogénicos ou tinico agente em estudos
epidemioldgicos sobre causas de diarréia.

Os alimentos que tém sido incriminados em surtos de enterite por bactérias desse género sio:
peixe salgado, caranguejos, ostras cruas ou assadas.

A 4gua, ndo s6 para beber, como também para fins recreacionais, também tem sido relacionada
a surtos causando nao s enterite, como também outras infeccdes.
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Os reservat6rios dos microrganismos desse género incluem os seres humanos, aves, peixes,
répteis, crustaceos e mamiferos.

Mecanismos de Patogenicidade

Os mecanismos de enteropatogenicidade de P shigelloides ainda encontram-se em estudo.
Contudo, poucas sio as diividas relativas s infecgdes extra-intestinais.

Os testes da alca ligada de intestinos de coelho, Sereny, ensaio de camundongo recém-nascido
$80 negativos para culturas de Plestomonas e seus filtrados. Por outro lado, existem alguns relatos
sobre a produgio de toxinas termoestaveis e termoldbeis por algumas cepas dessa bactéria, além de
ja ter sido isolada uma endotoxina que é um lipopolissacarideo. Esta endotoxina & pirogénica para
coelhos e letal para coelhos e camundongos.

FUNGOS PRODUTORES DE MICOTOXINAS

Os fungos sdo indesejaveis nos alimentos porque sio capazes de produzir uma grande variedade
de enzimas que, agindo sobre os alimentos, provocam a sua deterioraciio. Além disso, muitos fungos
podem produzir metabélitos téxicos quando estéo se multiplicando nos alimentos. Estes metabélitos
recebem a denominagio genérica de “micotoxinas”, e correspondem a produtos metabolicos secun-
ddrios que, quando ingeridos com os alimentos, causam alteragdes biolégicas prejudiciais tanto no
homem como nos animais (micotoxicoses).

Casos de intoxicagOes por micotoxinas sdo conhecidos desde a Idade Média e atualmente
acredita-se que mais de 100 substancias toxicas diferentes podem ser produzidas por, pelo menos, 80
espécies diferentes de bolores. Alguns bolores sio capazes de produzir mais de uma micotoxina.

Por motivos diddticos, as micotoxinas e as micotoxicoses serdo classificadas nos se guinfes grupos:

a) Toxinas e micotoxicoses por Aspergillus spp.

b) Toxinas e micotoxicoses por Penicillium spp.

c) Toxinas e micotoxicoses por Fusarium spp.

d) Toxinas e micotoxicoses por Claviceps spp.

Toxinas e Micotoxicoses por Aspergillus spp

As aflatoxinas sao as micotoxinas mais estudadas. Sdo produzidas principalmente pelo A. flavus
¢ A. parasiticus. Sio conhecidas as aflatoxinas By e By, que recebem essa denominacio por emitirem
fluorescéncia azul (blue ) quando expostas a luz ultravioleta de ondas longas, as aflatoxinas Gy e Ga,
que apresentam fluorescéncia verde (green ) nessas condicdes, ¢ a aflatoxina M, isolada de leite (milk).
Estes compostos sio derivados da cumarina, apresentando diferentes graus de hidroxilacio.

A produgio de aflatoxinas € favorecida pela temperatura de 23°C a 26°C, sendo produzida em maior
quantidade quando o substrato € rico em carboidratos, gorduras e protefnas. As aflatoxinas sio comumente
encontradas no amendoim, semente de algodao, castanhas e grios de outros cereais como milho.

As aflatoxinas podem ter atividade t6xica aguda em diversos animais (patos, coelhos, cachorros,
cobaias), e pequenas quantidades sio suficientes para causar danos hepéticos e hemorragjas no trato
gastrintestinal e na cavidade peritoneal. Além disso, as aflatoxinas tém propriedades hepatocarcino-
génicas. Quando ingeridas em doses subletais, os animais apresentam hiperplasia biliar, isto €, uma
multiplica¢io exagerada de células na regido do duto biliar no figado. Adicionalmente, h um actimulo
de gordura no figado, responsivel pela coloragdo amarelada deste 6rgio.

O emprego do calor na forma em que costuma ser utilizado no processamento de alimentos nio
causa a inativacio completa das aflatoxinas. Assim, quando amendoins sio torrados, a atividade das
aflatoxinas B e B; pode ser reduzida em 70% e 45%, respectivamente. O emprego de agentes quimicos
inativadores pode ser eficiente. A circulagao de amonia sobre os griios de milho durante o armazena-
mento tem se mostrado eficiente para inativagio das aflatoxinas, mas apresenta o inconveniente de
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alterar a coloragio dos grios. O emprego de sulfitos e de bissulfitos no tratamento dos graos parece
ser eficiente para inativacio dessas toxinas.

As ocratoxinas sio produzidas principalmente pelo A. alutaceus (anteriormente denominado
A.ochraceus ), € sio ésteres derivados da L-p-fenilalanina, sendo as mais importantes as ocratoxinas
Ae B. OA. alutaceus é um contaminante comuim de nozes, castanhas, graos de cereais (cevada, milho,
trigo, aveia, soja, arroz, amendoim), frutas citricas, algodao, pimenta-do-reino ¢ alguns produtos
fermentados orientais 2 base de peixe.

A ocratoxina A causa lesdes renais e hepaticas em animais. No figado causa aciimulo de gorduras
e alteracdes nas mitocondrias. Nos rins, seu efeito se dé por obstrugdo tubular, Poucas sio as
informacdes arespeito da ocratoxina B. Sabe-se que € menos téxica que a ocratoxina Ae que raramente
& detectada em cereais.

A esterigmatocistina € outra micotoxina produzida por fungos desse género (A. versicolor, A.
nidulans e A. rugulosus ). Como as aflatoxinas, é hepatocarcino génica, sendo conhecidos pelo menos
oito compostos derivados diferentes, com acio por inibigio de sintese de DNA. Sua ocorréncia foi
relatada em trigo, aveia e café.

Toxinas e Micotoxicoses por Penicillium spp

Intimeras toxinas diferentes produzidas por fungos do género Penicillium sdo conhecidas.

A rubratoxina, produzida pelo P rubrum, provoca doengas hemorrdgicas em animais (aves,
suinos, gado bovino). Sua produgao esta associada A produgdo de pigmentos vermelhos. O cereal mais
comumente envolvido é o milho.

A patulina, produzida pelo P. expansum, P. claviforme € P, urticae, tem agio antibi6tica. Sua
produgio ocorre principalmente em frutas em deterioragio. Esta micotoxina € estivel em condigbes
4cidas, razdo pela qual tem sido encontrada em sucos de frutas, principalmente macés.

A citrinina, produzida pelo P citrinum € por outros bolores desse género, ¢ a citreoviridina,
produzida pelo F. citreoviridae, sio encontradas em alguns alimentos fermentados consumidos pelos
orientais, principalmente o artoz amarelo, cuja coloragio é conseqiiéncia da producdo de pigmentos
amarelos pelos bolores mencionados. A citrinina afeta os rins ¢ causa doengas que se assemelham &
glomerulonefrose e nefrose téxica em animais experimentalmente inoculados. Animais inoculados
com citreoviridina apresentam convulsdes, paralisia dos membros traseiros, vomitos, problemas
respiratdrios e cardiovasculares.

Acido penicilico ¢ também uma micotoxina de interesse e & produzida pelo P. puberulum,
envolvendo principalmente 0 milho. Sua acio biologica é semelhante 4 da patulina.

Muitas outras toxinas produzidas por fungos do género Penicillium sio corthecidas: luteosquirina,
cicloclorotina, islanditoxina, eritrosquinina, rugulosina, 4cido micofendlico, decumbina, acido beta-
nitropropandico, 4cido ciclopiazdnico, griseofulvina, xantocilina, viridicatina, dcido viridicatico,
ciclopenina e ciclopenol.

Toxinas e Micotoxicoses por Fusarium spp

Os bolores do género Fusarium (F. gramineumn, F tricincuum e Emoniliforme ) podem produzir
pelo menos trés tipos de micotoxinas: os tricotecenos, as fumonisinas e zearalenona.

Os tricotecenos sio sesquiterpendides, sendo conhecidos cerca de 140 compostos diferentes. Sao
os responsaveis por uma sindrome denominada ATA (aleucia tdxica alimentar). Estas micotoxinas sao
produzidas principalmente no trigo, cevada, aveia, centeio e milho, e sua produgio é dependente das
condigdes climéticas, ocorrendo principalmente quando a colheita € feita nos meses de inverno,
quando a temperatura ¢ |nais baixa. Varios casos de micotoxicoses dessa natureza foram relatados
ap6s a Il Guerra Mundial. U desses casos ocorreu na Rissia em 1940 e provocou morte de centenas
de pessoas devido ao consumo de produtos assados preparados com milho armazenado por longo
tempo a baixa temperatura.




Aaleucia toxica alimentar ¢ uma doenga grave e caracteriza-se por causar a destruige da medula
Gssea. Poucas horas apds a ingestao do cereal contaminado, aparecem sintomas de queimacio naboca,
faringe, es6fago e estémago, seguida de gastrenterite caracterizada por vOmitos e diarréia, que pode
durar virios dias. Na fase seguinte aparecem os problemas sangiifneos: leucemia, agranulocitose,
anemia e redugio do nimero de plaquetas. A pele fica marcada por petéquias hemorrégicas subcuti-
neas, que evoluem para a necrose da pele e dos miisculos imediatamente abaixo. Em seguida, os
pulmdes sfio também afetados com o surgimento de abcessos e hemorragias e o resultado final € a
morte do individuo afetado. A taxa de mortalidade & bastante elevada (80%).

Os tricotecenos ndo sio destruidos pelo aquecimento a 100°C, e podem permanecer ativos nos
grios por até seis anos. Tratamento com dcidos e dlcalis também ndo afeta a atividade dessas toxinas,

As fumonisinas, produzidas pelo F. moniliforme, estio associadas a leucoencefalomalicia eqliina
(LEME) e edema pulmonar em suinos (EPS).

A zearalenona, produzida pelo F. graminearum, ¢ uma micotoxina que constitui um sério
problema em ragdes 4 base de milho, representando um sério risco a criagdo de animais. Apresenta
propriedades estrogénicas e causa o que se denomina “sindrome estrogénica” dos suinos e também
de outros animais. Em fémeas, a vulva fica edemaciada e, em casos graves, pode haver prolapso
vaginal. Os ovdrios sio também afetados, podendo ocorrer aborto. Nos machos observam-se atrofia
dos testiculos e aumento das glindulas mamadrias.

Aprodugio de zearalenona no milho e em outros cereais é favorecida por temperaturas alternadas
(dias quentes, noites frias) e pelo excesso de umidade durante o armazenamento de graos.

Toxinas e Micotoxicoses por Claviceps spp

Algumas espécies de Claviceps (C. purpurea e C. paspali ) causam uma micotoxicose denomi-
nada ergotismo. Surtos de ergotismo foram muito comuns na histéria da humanidade e durante séculos
sua ocorréncia esteve associada ao consumo de cereais embolorados. Hoje em dia essas micotoxicoses
$d0 muito raras.

Duas formas de ergotismo sio conhecidas:

— Ergotismo gangrenoso, que causa uma sensagio de queimagio nos pés e nas méos, razio pelo
qual antigamente esta doenga era denominada “fogo-de-santo-antdnio” ¢ era encarada como
um castigo divino. Hd uma diminuigio gradativa do fluxo sangiiineo para os pés ¢ mios,
resultando em gangrena. Em casos graves, é necesséria a amputagio dos membros afetados.

— Ergotismo convulsivo, que € devido 4 aciio neurotéxica do ergot. Aforma convulsiva inicia-se
com alucinagdes e, em casos graves, pode levar i morte.

O principio ativo téxico produzido por esses fungos recebe a denominagdo genérica de ergot, e é
formado por pelo menos nove compostos ativos diferentes. Sio polipeptideos derivados do 4cido
lisérgico (LSD).

O ergotismo estd mais comumente associado ao consumo de alguns cereais, principalmente
cenieio, aveia, cevada e trigo, O fungo produz na planta uma estrutura de aspecto granuloso
(selerotium), de coloragio marrom-avermelhada, que contém o material téxico. Estes grios podem
ser contados e alguns paises tém especificagbes para o niimero méximo tolerado nos cereais.

VIROSES DE ORIGEM ALIMENTAR

Caracteristicas Gerais dos Virus

Os virus sio considerados parasitas intracelulares obrigatérios, podendo parasitar ndo s animais
e vegetais como também bactérias, fungos e algas. Para a sintese dos componentes necessarios a sua
estrutura, os virus utilizam-se dos sistemas enzimaticos da célula parasitada. Cada particula viral é
constituida por um cerne de 4cido nucléico (DNA ou RNA, nunca ambos), recoberto por uma camada
protéica chamada cdpside. O conjunto acido nucléico-envélucro protéico constitui o nucleocapside.
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A cépside é formada por miltiplas subunidades morfoldgicas denominadas capsdmeros. Alguns virus
possuem ainda um envoltério de natureza glicoprotéica ¢/ou lipidica, que, &s vezes, apresenta espiculas
salientes que lembram espinhos.

Os virus t8m tamanho bastante reduzido, variando entre 10 e 200nm. A grande maioria dos virus
tem seus elementos organizados segundo estruturas helicoidais e isométricas. Nos virus de estrutura
helicoidal os capsdmeros organizam-se segundo simetria helicoidal, dispondo-se o dcido nucléico na
parte interna das unidades protéicas, associado as mesmas. Nos virus de estrutura isométrica, os
capsbmeros organizam-se segundo simetria icosaédrica, isto €, formando um corpo de 20 faces
triangulares equiléteras, 12 vértices e 30 arestas. A grande maioria dos virus de interesse em alimentos
tem estrutura icosaédrica.

Os virus sio classificados de acordo com a natureza do dcido nucléico viral: RNA ou DNA. Os
virus de interesse em alimentos sdo todos RNA, normalmente de fita simples.

A multiplicagio dos virus ocorre inteiramente dentro da célula parasitada. O ciclo envolve as
seguintes etapas: adsor¢io, penetragio, desnudagdo, transcrigdo, traducdo, replicagdo, maturacio e
liberagio. A adsorcdo a célula hospedeira depende da existéncia de receptores especificos na
membrana celular, em geral de natureza glicoprotéica, e também de estruturas especiais na particula
viral que podem ser as espiculas ou ainda peptideos na superficie viral. A penefragdo € mediada ou
pela invaginagio da membrana celular em volta da particula viral ou pela fusdo do involucro viral
com a prépria membrana celular ou ainda pela simples penetragio do virus através da membrana
celular. Na desnudacdo, o envoltério da particula viral é removido pela agio de enzimas celulares e
0 4cido nucléico € liberado. Na transcricdo, a particula viral utiliza os mecanismos celulares para
sintetizar m-RNA (RNA mensageiro), necessario para o processo de sintese protéica. Nos virus RNA,
o RNA viral pode funcionar como m-RNA ou ainda ser copiado para formar m-RNA a custa da agao
de uma enzima RNA polimerase RNA dependente. Um terceiro mecanismo que pode ocorrer em
certos virus RNA envolve a agio de uma enzima chamada transcriptase reversa, que sintetiza DNA a
partir de RNA viral. Nos virus DNA, o DNA precisa ser transctito para RNA, através de mecanismos
que dependem das caracteristicas do genoma viral. Na traducdo, uma vez sintetizado, o m-RNAliga-se
aos ribossomos celulares iniciando a sintese das proteinas virais. Na replicacdo, o genoma viral dd
origem a n0vOs genomas, e, na maiuragdo, estes novos genomas acoplam-se as protefnas virais para
formar novas particulas virais. Na liberagdo, a célula hospedeira sofre uma lise celular, liberando
grandes aglomerados de particulas virais. Alguns tipos de virus néo causam essa lise celular, podendo
permanecer associados indefinidamente a célula hospedeira.

Os virus podem ser transmitidos diretamente de um hospedeiro para outro, podendo haver
envolvimento de dgua e/ou alimentos na transmisso (“veiculos”). Podem também ser transmitidos
por via indireta, através de “vetores”, que podem ser animais (vetores biologicos) ou mecanicos
(fomites).

Virus de Importiancia em Alimentos

As doengas virais humanas causadas pelo consumo de dgua ¢ alimentos séo relativamente poucas,
merecendo destaque a hepatite A, a poliomiclite ¢ as gastrenterites por rotavirus e por virus Norwalk.
No Brasil, as estatisticas sio poucas, mas nos Estados Unidos as viroses correspondem a cerca de 2%
do total dos surtos de origem alimentar.

Hepatite A

O virus da hepatite A ¢ um virus RNA de fita simples, pertencente ao grupo dos enterovirus. A
hepatite A, anteriormente denominada hepatite infecciosa, transmite-se pela via fecal-oral, sendo a
dgua e os alimentos contaminados os principais veiculos durante as epidemias. Entre os alimentos,
merecem destaque os moluscos bivalves, que podem contaminar-se durante seu cultivo em dguas
contaminadas. O consumo de moluscos crus tem sido incriminado em diversos casos de hepatite A,
assim como saladas cruas. Na hepatite, o virus atinge a mucosa intestinal e passa para o figado pela
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via sangiifnea do sistema porta. As lesdes hepdticas consistem em necrose celular do parénquima
hepatico, proliferagao nas células de Kupfer, com acfimulo de macr6fagos, linfécitos e leucdcitos nas
areas de necrose. O periodo de incubagio varia de dois a seis meses. 0s paciente maniém sua
capacidade infectante durante um periodo de duas a trés semanas antes do aparecimento da ictericia
(actimulo de bilirrubina no sangue, responsével pela coloragio amarelada da pele dos doentes), e duas

~ semanas apds a regressao deste sintoma. O virus da hepatite A tem elevada resisténcia ao calor,
suportando temperaturas de 60°C por meia hora.

Poliomielite

A poliomielite € uma virose do sistema nervoso, causada por um virus que tem como hospedeiro
natural o homem e como habitat 0 intestino, sem risco para 0 hospedeiro quando este tem anticorpos
em niveis protetores. Na auséncia destes anticorpos, 0s virus atingem o sistema nervoso central,
atingindo as células da medula Gssea, que sdo destruidas. Embora atualmente néo ocorra em pafses
desenvolvidos, varios casos de poliomielite causada por consumo de leite cru foram relatados entre
os anos 1914 e 1950, nos Estados Unidos. Atualmente, esta doenga estd praticamente erradicada em
muitos paises devido a0 advento de vacinas eficientes, 2 melhora nas condigdes de higiene durante a
produgio de alimentos & a pasteurizagio do leite. Agua, verduras cruas © mariscos sdo também
importantes vias de transmissdo. E importante ressaltar que os poliovirus sdo excepcionalmente
resistentes: sobrevivem em dgua ndo tratada por até 160 dias, em solo por até 120 dias e em mariscos
por até 90 dias.

Gastrenterites por Rotavirus

Os rotavirus so virus RNA de fita dupla, e causam gastrenterite principalmente em criangas com
idade inferior a seis anos. Os rotavirus causam alteragdes no fluxo de 4gua e elefrolitos no nivel de
mucosa intestinal, além de interferir no processo de reabsorcio de fluidos intestinais, resultando em
diarréia. Os virus causam também lesdes nas células do intestino delgado, principalmente nas da
parede lateral & do topo das vilosidades. O processo infeccioso instala-se em cerca de 48 horas,
regredindo apos trés a cinco dias. Os virus, no entanto, podem ser eliminados por muitos dias apds
terem cessado os sintomas (até 40 dias). As gastrenterites por rotavirus s30 mais comuns n0S Meses

3

de inverno. Agua e alimentos podem ser importantes veiculos de transmisso dos rotavirus.

Gastrenterites por Virus Norwalk

Os virus Norwalk sio virus RNAde fita simples, e tem esse 1ome devido 2 cidade norte-americana
em que causaram um grande surto em 1968. Sua morfologia nao & muito bem definida. Esses virus
sdo causadores de gastrenterites semelhantes aquelas causadas pelos rotavirus, mas sdo mais fre-
giientes no verdo, tem duragio mais curta: 12 a 48 horas. O periodo de incubacio é de 48 horas, €
dho afetados tanto adultos quanto criangas. Virios relatos de surtos de origem alimentar indicam que
4gua, vegetals crus & pescado s2o 08 veiculos mais importantes.

Medidas de Controle

A contaminagio de alimentos com virus pode ser priméria e secundéria. Exemplos de alimentos
com contaminagio primdria sao 08 vegetais que s€ contaminam nas plantacdes irrigadas com aguas
servidas ou fertilizadas com adubo humano, carnes provenientes de animais doentes e moluscos
cultivados em 4guas contaminadas. A contaminacio secundéria ocorre durante o processamento,
armazenamento, distribuigdo € preparagao final dos alimentos, podendo ser indireta, através de

vetores, ou direta, através de manipuladores. Estes dltimos constifuem-se no elemento de maior
importancia na contaminagao de alimentos por virus.
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Detec¢io em Alimentos

Os testes laboratoriais de pesquisa de virus em alimentos empregam culturas celulares obtidas de
tecidos normais e tecidos neopldsicos e também o estudo morfoldgico das particulas virais nos
alimentos através de microscopia eletronica ou raios X. Estas técnicas sdo muito trabalhosas e de
pouca aplicagdo para alimentos, sendo a presenga dos virus usualmente determinada de forma indireta,
através da pesquisa de microrganismos indicadores de contaminagdo fecal. Convém lembrar que a
correlagéio entre estas determinagdes tem sido bastante questionada.
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Alteracoes Quimicas Causadas
por Microrganismos

Mariza Landgraf

O desenvolvimento de microrganismos nos alimentos pode levar a alteragbes em sua composicao
quimica, em suas propriedades organolépticas ou ainda na sua estrutura. Este processo, conhecido pelo
homem desde ha muito tempo, recebe o nome de deterioracio ou biodeterioragao. Os alimentos ndo sao
os tinicos a sofrerem esse processo, mas outros materiais, como algodao, papel, madeira e, at€ mesmo, o
aco também podem ser atacados. Em conseqiiéncia, bilhdes de dolares sao perdidos anualmente.

Os casos mais comuns de biodeterioracdo sfo encontrados na produgio agricola e enire os
alimentos, sendo as bactérias, os fungos, os roedores, os insetos e as doencas em vegetais os principais
agentes causadores. Entre as doengas vegetais, podem ser citados o cancro citrico e a antracnose na
banana. Bactérias sdo responsiveis nao apenas pela deterioracio de carnes, leite ¢ derivados, mas
também pela perda de alimentos decorrente da presenca de patégenos, como aSalmonella, que coloca
em risco a satide da populagio. Fungos sdo causadores da destruigio de cereais. Nuvens de gafanhotos
destroem colheitas inteiras de vegetais.

Este capitulo abrange, de modo geral, os aspectos bioquimicos das alteragOes causadas pelos
microrganismos nos alimentos. No Capitulo 6, serdo apresentadas as diversas alteragSes que podem
ocorrer em diferentes grupos de alimentos.

DEGRADACAO DE COMPONENTES QUIMICOS DOS ALIMENTOS

CARBOIDRATOS

Os microrganismos metabolizam os carboidratos a fim de obter energia para o seu crescimento.
A metabolizagio desses substratos pode ocorrer na presenca de oxigénio — metabolismo oxidativo
— quando hd predominéncia de bactérias aerébias ou anaerdbias facultativas, com produgio de H,O
e CO2 € sem o acimulo excessivo de produtos intermedidrios, ou na auséncia de oxigénio —
metabolismo fermentativo — quando as bactérias anaerdbias estritas ou facultativas utilizam os
carboidratos, acumulando os produtos intermediarios ou finais €, conseqilientemente, afetando as
caracteristicas organolépticas do alimento.

Outras reagdes bioquimicas, como a glicélise anaerdbia, inversiio da sacarose e a oxidagio da
glicose a acido gliconico, também podem ocorrer.

Monossacaridios

Os monossacaridios, quando metabolizados pelo processo fermentativo — geralmente pela via
de Embden-Meyerhof —, transformam-se em dcido pirivico como substincia intermedidria e,
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Fig. 5.1 — Vias gerais para a producdo de alguns produtos de fermentagdo a partir da glicose, por diversos microrganismos. A: ldticos
homofermentadores. B: Ldticos heterofermentadores. C e D: Propionibacterium. E: Saccharomyces. F: Acetobacter spp. G: Acetobacter
superoxidantes (Jay, 1992).

conforme as condicdes nutricionais existentes, esse dcido ¢ transformado em diferentes compostos
quimicos.

AFig. 5.1 apresenta as diversas vias paraa produgao de alguns produtos de fermentacio da glicose
por varios microrganismos.

De acordo com o tipo de produto final formado, os processos de fermentagio podem ser
classificadas nos seguintes grupos:

Fermentagao Lética

Realizada pelas bactérias pertencentes ao grupo ldtico ou bactérias ldticas. Fazem parte deste
grupo os seguintes géneros bacterianos: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tactococcus, Enterococcus, Carnobacterium e Vagococeus.

Nesta fermentagio hd produgio de dcido latico, podendo ser do tipo homoldtica, com maior
quantidade desse componente em relagio aos demais produtos formados, como diacetil, etanol e CO2,
ou heteroldtica, quando as proporgdes desses produtos sao, praticamente, as mesmas.

As bactérias homofermentadoras, quando metabolizam pentoses podem mudar o padrio de
fermentagio produzindo além de 4cido latico, também é4cido acético.

Todos os membros dos géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e Vagococcus sdo
homofermentadores, juntamente com algumas espécies de Lactobacillus. O género Leuconostoc €
alguns lactobacilos séo heterofermentadores. Estes sio mais importantes do que 0s homofermen-
tadores por produzirem substancias responsaveis pelo aroma e sabor, tais como acetaldeido e diacetil.

As diferengas entre homo- e heterofermentadores t8m base genética e fisiologica. Os homolaticos
apresentam as enzimas aldolase hexose-isomerase, mas nio apresentam a fosfocetolase. Utilizam a
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via de Embden-Meyerhof-Parnas para produzir duas moléculas de lactato para uma de glicose. J& os
heterolaticos apresentam a fosfocetolase, mas ndo a aldolase e a hexose-isomerase e, em vez de utilizarem
a via de Embden-Meyerhof-Parnas na degradagio de glicose, usam ou a do monofosfato-hexose ou a via
das pentoses. Algumas caracterfsticas de cada género de bactéria litica sdo apresentadas a seguir.

Streptococcus. As bactérias pertencentes a esse género s3o homolaticas. Devido as alteracOes na
sistemitica bacteriana, varias espécies pertencentes a esse género foram reclassificadas. As espécies
remanescentes foram divididas em dois grupos:

— piogenes: engloba as espécies patogénicas para o homem e animais, entre elas S, pyogenes
(patégeno humano) e S. agalactice (patGgeno animal), que sdo encontradas no leite cru;

—_ viridans: aespécie S. salivarus subespécie thermophilus é empregada na produgio de queijos
__ suico e mozarela — ¢ também de iogurtes.

Carnobacterium. Sio bacilos Gram-positivos, catalase negativa. As quatro espécies reconhecidas
até 0 momento sio: C. divergens (anteriormente Lactobacillus d ivergens), C. piscicola (anteriormente
L. piscicola), C. gallinarum e C. mobile. Como ji mencionado, sao heterofermentadores, com a
maioria crescendo a 0°C e nenhum a 45°C. Produzem gis a partir da glicose. Ao contrdrio dos
lactobacilos, nfo crescem em meio com acefato e n#o sintetizam 4cido oléico. Sdo encontrados em
carnes embaladas a vacuo e produtos semelhantes, bem como carnes de peixe ¢ de frango.

Lactococcus. Esse género contém algumas espécies que anteriormente pertenciam aos géneros
Streptococcus (grupo sorolégico N de Lancefield) e Lactobacillus. Crescem a 10°C mas nao a 45°C.
O principal produto de fermentaggo & 0 4cido L-litico. As espécies reconhecidas sao: Lactococcus
luctis subespécie lactis (anteriormente Strepiococcus lactis subespécie lactis), Lactococcus lactis
subespécie cremoris (anteriormente S. lactis subespécie cremoris), L. lactis subespécie hordinae
(anteriormente Lactobacillus hordinae), L. lactis subespécie diacetilactis (anteriormente S. lactis
subespécie diacetilactis), L. garviae (anteriormente S. garviae), L. plantarum (anteriormente S.
plantarum) e L. raffinolactis (anteriormente S. raffinolactis).

As subespécies lactis e cremoris de L. lactis $30 utilizadas como culturas starters na produgdo
de queijo e de alguns tipos de manteiga. A subespécie lactis esta sempre relacionada ac azedamento
do leite cru.

Pediococcus. Sio homofermentadores, com bom crescimento em salmouras com concentragao
de até 5,5% de NaCl. No entanto, 0 crescimento torna-se bem reduzido em concentragdes de 10%. A
faixa de temperatura para seu crescimento & de 7°C a45°C. Essas bactérias ja foramisoladas de vegetais
em salmoura e de bebidas alcodlicas em processo de deterioracio devido a produgo de diacetil,
substincia indesejével neste caso. Em decorréncia do aroma desagraddvel, o diacetil € inaceitdvel,
principalmente em sucos citricos.

Leuconostoc. Sao cocos Gram-positivos, catalase negativa, heterofermentadores. L. mesen-
teroides subespécie dextranicume L. mesenteroides subespécie cremoris atuam sobre 0 dcido citrico
do leite e produzem substancias flavorizantes.

Algumas caracteristicas das espécies de Leuconostoc que as tormam importantes em alimentos
$20:

— produzem diacetil € outras substincias aromatizantes;

__ toleram concentracdes salinas altas, o que lhes permite iniciar a fermentacio latica, por
exemplo, em chucrute, produzindo quantidade de Acido suficiente para inibir as bactérias
nao-liticas;

— toleram altas concentragbes de aglicares crescendo, portanto, em Xaropes, misturas para
sorvetes efc.;

— produzem gis (COy) em quantidades considerdveis, 2 partir de agficares, provocando o
aparecimento de orificios (“olhos”) em queijos, deterioragio em xaropes e outros alimentos
com alto teor de agticar, além de participarem da fermentacio de alguns queijos;

— produzem alta quantidade de mucilagem em meios contendo acticares. Conseqiientemente,
sio utilizados na produgio de dextrana, mas, na indistria agucareira, tanto de cana-de-aciicar
como na de beterraba, essa mucilagem € altamente prejudicial, pois pode bloquear uma linha
de produgio devido ao entupimento do encanamento.
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Lactobacillus. Sio bacilos Gram-positivos e catalase negativa. Os Lactobacillus isolados de
alimentos sio microaer6filos existindo, no entanto, cepas anaerdbias, principaimente em fezes
humanas e rimen. Ocorrem na maioria dos vegetais juntamente com outras bactérias laticas e também
em laticinios. Recentemente foi descrita a espécie L. suebicus isolada de pastas de péra e magd, capaz
de crescer em pH 2,8 e em 12% a 16% de etanol.

Esse género apresenta espécies homolaticas e heteroléticas. Sao importantes em alimentos porque:

— apresentam capacidade de fermentar aglicares com producio de quantidade consideravel de
4cido latico. Sao, portanto, utilizados na produgio de laticinios e de vegetais fermentados. No
entanto, sio microrganismos que causam a deterioragao de vinhos e cervejas;

— sfio produtores de gés e outros produtos voldteis (espécies heterofermentadoras) podendo
provocar a deterioragdo de alimentos como queijo suigo (L. fermentum) ou de vinhos (L.
hilgardi);

__ a maioria é termodgrica, sobrevivendo a pasteurizacfio e outros processamentos t€rmicos,
podendo causar a deterioragio nos alimentos submetidos a esses processos, como acontece
com o coalho do queijo sufgo ou queijos similares;

__ sao ainda tteis na determinagio de vitaminas em alimentos, uma vez que sdo incapazes de
sintetizd-las. Apresentam grande dificuldade para se desenvolver em alimentos com baixo teor
vitaminico.

Algumas espécies de Lactobacillus, por crescerem a temperaturas de refrigeraco, ja foram

isoladas de alimentos cimeos embutidos, como é o caso do L. viridescens, que causa o esverdeamento
desses produtos.

Fermentacdo Alcodlica

Neste tipo de fermentagdo, caracteristico de leveduras e bactérias do género Zymomonas, 0
piruvato é convertido a CO5 e acetaldeido, sendo este reduzido a etanol.

Entre os microrganismos fermentadores produtores de 4lcool, as leveduras do género Saccharomyces
s80 as mais importantes, Os microrganismos desse género enconfram-se amplamente distribuidos nz
natureza, estando associados tanto 2 deterioragio como a produgdo de alimentos. Como deteriorantes, séc
causadores de alteragBes em frutas e produtos derivados, agficar, maionese, molhos para salada, laticinios.
vinagre e mel. Na produgdo de alimentos, tomam parte 10 processo fermentativo de produgéio de cervejz
(S. cerevisiae), de produtos de panificagio (S. uvarum) e vegetais fermentados, por exemplo.

Embora ndo seja o Gnico responsével pela fermentagao alcodlica de seivas de plantas das Américes
Central e do Sul, Asia ¢ Africa, Zymomonas é sempre o microrganismo dominante, sendo provavel-
mente o responsivel pela formagiio da maijoria do 4lcool (produto descjado) nas bebidas. Esse
microrganismo € também responsdvel por deterioragao de sucos de frutas como cidra de magh e de
peras. Pode ser, além disso, constituinte da microbiota deteriorante de cerveja. Neste alimento €
responsivel pelo sabor desagradavel de “magi podre” devidoa tragos de acetaldeido e HS produzidos.

Cormo as bactérias acéticas utilizam o etanol oxidando-o a acido acético, essas bactérias podem
depender da atividade da Zymomonas que fermenta glicose produzindo o substrato de seu crescimen-
to, o etanol.

Fermentaciio Acida Mista ou Férmica

Os produtos desse tipo de fermentagio séo 4cido l4tico, 4cido acético, dcido succinico e dcids
f6rmico. Essa via fermentativa é utilizada pela maioria das bactérias pertencentes 3 familia Enterobac-
teriaceae.

Durante essa fermentaciio, em alguns casos, hd actimulo de acido e o pH atinge valores inferiorss
a seis levando, entdo, alguns géneros bacterianos a produzirem a enzima hidrogenilase férmica qus
transformara o acido férmico em CO, + Ha. Os géneros Escherichia, Salmonelia, Proteus s=
produtores de gas. O género Shigella, por exemplo, nio produz gés, apesar de produzir acido.
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Fermentagdo Butanodicica

Basicamente ocorre a mesma reagio que na fermentagfio mista, porém com menor produgio de
acido. O aceptor de elétrons, neste caso, é a acetoina (butanodiol), que é reduzida a 2,3 butilenoglicol.
Os produtos formados nesta fermentacdo sao neutros. Quando o 2,3 butilenoglicol é exposto ao ar,
ocorre oxidacio e parte € transformada, novamente, em acetofna.

Serratia, Enterobacter e Bacillus sdo alguns dos géneros que utilizam essa via fermentativa. A
presenca de Serratia em alimentos causa o aparecimento da cor vermelha em sua superficie, sendo S.
marcescens a espécie mais comum. Enterobacter ¢ um dos membros do grupo coliforme utilizado
como indicador de higiene. B. polymyxa e B. macerans sio importantes deteriorantes em ervilhas,
aspargos, espinafre, p€ssegos e tomates enlatades. Como apresentam baixa resisténcia térmica, a via
de entrada desses microrganismos ocorre, provavelmente, através de pontos de vazamento existentes
na costura da lata.

Fermentagdo Butirica

Nesse processo hi predominancia da formagao de 4cido butirico, além de dcido acético, CO,, Ho,
acetona, isopropanol e n-butanol. As bactérias envolvidas sio denominadas bactérias butiricas. A
fermentacdo butirica € realizada por certos anaerdbios estritos, sendo tipica do género Clostridium.

Nesse género hd espécies patogénicas veiculadas por alimentos, como C. botulinum e C.
perfringens, e espécies nio-patogénicas. As espécies C. butyricum e C. pasteurianum sio importantes
agentes deteriorantes de alimentos dcidos ou de média acidez envasados ou enlatados, termoproces-
sados. Devido a formagio de gases — CO; e Hy —, ocorre o estufamento da lata. Existem espécies
que também sdo putrefativas como C. sporogenes, C. putrefaciens e C. botulinum.

Fermentagdo Propidnica

Realizada pelas bactérias propidnicas. Os produtos finais sao dcido propidnico, icidos acético e
succinico, além do COz. Durante a produgio do queijo tipo suico, essa fermentagdo ocorre apds a
fermentacio latica e coagulagio da caseina. O dcido propidnico contribui para o sabor € o aroma,
enquanto o CO; formado € responsavel pelos orificios, caracteristicos desse queijo.

Esse tipo de fermentagéo € feito por Propionibacterium, sendo que algumas espécies sio também
capazes de produzir pigmentos, que podem causar mudangas de coloracio em queijos.

Polissacaridios

Poucos microrganismos sao capazes de hidrolisar polissacaridios.

Entre os polissacaridios hidrolisiveis por microrganismos, os mais importantes sao:

Amido, E um componente de reserva de vérias plantas. Devido a enzimas extracelulares como
didstase e amilase, produzidas por determinadas bactérias e bolores (microrganismos amiloliticos), o
amido pode ser hidrolisado diretamente & glicose ou ser transformado em compostos intermediérios,
como a maltose. Exemplo: Bacillus. ‘

Celulose. A celulose € considerada uma substéncia fibrosa priméaria em plantas. Poucas espécies
bacterianas metabolizam este polissacaridio, ao contrério do que ocorre com os bolores. Sao denomi-
nadas bactérias celuloliticas e produzem celulases, que degradam a celulose diretamente & glicose ou
a produtos intermedidrios, como a celobiose. A presenca de substiincias que s3o mais facilmente
metabolizadas, como a glicose, reprime a producio de celulases. Exemplo: Clostridiunt.

Pectinas. Sao polimeros de 4cido galacturdnico com grupos carboxilas esterificados por radicais
metila. As pectinas sdo encontradas nas paredes celulares e espacos intercelulares dos tecidos vegetais.

As pectinas encontram-se, na maiotia das vezes, ligadas a celulose, formando um complexo
insolivel em 4gua, a protopectina. Durante o amadurecimento das frutas ocorre a quebra dessa
molécula, havendo liberagio da pectina.




Alguns microrganismos, chamados pectinoliticos, produzem em vegetais a deterioracio denomi-
nada “podridao mole”, decorrente justamente da produgéo de enzimas pécticas por esses microrganis-
mos. Bssas enzimas sdo: pectinesterase, poligalacturonidase & pectato-transeliminase. Exemplo:

Erwinia spp.

SUBSTANCIAS INTERMEDIARIAS DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Algumas bactérias utilizam 0s compostos intermedidrios formados durante o metabolismo de
carboidratos, ocasionando alteragSes nos alimentos. Podem ser citadas:

1 — Bactérias acéticas ou produtoras de dcido acético: so bactérias que realizam uma oxidagio
incompleta de dlcoois, provocando o actimulo de 4cidos orgAnicos como produto final. O 4cido acético
é produzido quando se tem 0 etanol como substrato.

Qutra proptiedade importante das bactérias produtoras de acido acético é sua alta tolerancia a
condicdes Acidas, com muitas cepas sendo capazes de se desenvolver em pH inferior a 5.

Os géneros pertencentes a esse grupo <30 Gluconobacter e Aceiobacter. Este, diferentemente do
anterior, é ainda capaz de oxidar o 4cido acético a CO, e HyO. Essa diferenca esta relacionada com a
presenga do ciclo completo do 4cido citrico no género Acetobacter. Devido a essas diferencas no
potencial oxidativo, os gluconobacters sdo algumas vezes denominados suboxidativos ¢ 0s acetobac-
ters de superoxidativos.

As bactérias do dcido acético sio freqiientemente isoladas de vinhos e sucos de frutas com lcool,
como cidra, e, provavelmente, desenvolvem-se em frutos e flores ricos em aciicares, onde € comum
a fermentagdo alcodlica mediada por leveduras.

Culturas de bactérias acéticas sio empregadas na produgio de vinagre. Ao mesmo tempo, sa0
importantes agentes da deterioracio de alimentos dcidos.

2 — Descarboxilagdo de dcido pirivico: essa reacio leva a formagao de acetaldeido ¢ CO2. O
acetaldeido pode, entre outras reagoes, ser condensado formando acetoina (ou acetilmetilcarbinol).
Este composto pode ser oxidado a diacetil, que & responsdvel pelo aroma de manteiga bastante
pronunciado em sucos citricos, por exemplo.

PROTEINAS

As proteinas sdo cadeias de amino4cidos unidos por ligagdes peptidicas que podem ser destruidas
por hidrdlise catalisada por enzimas. De maneira geral, as proteinas sao degradadas, através de
proteinases a peptideos e em seguida aminoacidos, através de peptidases.

Os microrganismos s6 conseguem aproveitar as moléculas menores de proteina, os peptidios, €
ndo a protefna intacta, pois esta nio copsegue atravessar a membrana celular. Para tanto, alguns
microrganismos tais como Clostridium, Bacillus ¢ Pseudomonas, ¢, ocasionalmente, espécies de
oufros géneros, secretam enzimas extracelulares que rapidamente hidrolisam moléculas de proteinas
a peptidios soliveis aminoacidos. Algumas bactérias secrefam enzimas que hidrolisam uma grande
variedade de substrato protéico; outras secretam enzimas que preferencialmente hidrolisam gelatina
ou colageno. Essas gelatinases colagenases sio de importincia em produtos carneos.

A putrefagio, um tipo de biodeterioragio protéica, facilmente detectada, resulta da acdo de
microrganismos sobre aminodcidos, nucleotidios e outros compostos nitrogenados de baixo peso
molecular. Nesta reaco ocorre a formacéo de substancias de odor pitrido (mercaptanas, aminas efc.).
Aruptura da molécula protéica provoca, entre outros defeitos no alimento, alteragdes na textura, como
o amolecimento dos tecidos, e alteragdes no aroma. Quanto mais avangado estiver 0 processo de
deterioracio, mais marcantes serdo as alteracdes verificadas nos alimentos.

$omente apds a utilizagio dos compostos de baixo peso molecular disponiveis é que os micror-
ganismos irdo atacar as proteinas de maior peso molecular.

Dependendo do tipo de microrganismo, da temperatura, da quantidade de Oz disponivel e das
possiveis substancias inibitérias presentes, a degradagao dos aminoficidos pode ocorrer através da:

— desaminacdo oxidativa ou redutora: a desaminagio oxidativa produz amonia e alfa-cetoacidos

correspondentes, sendo estes utilizados como fonte de energia pelos microrganismos. A
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desaminacio redutora € realizada somente por anaerébios estritos, produzindo aménia e 4cidos
orginicos. Algumas vezes, a deterioracio de pescados é detectada através da produgio de
acidos organicos volateis de baixo peso molecular, tais como 4cidos férmico, acético,
propidnico, butirico e outros;

— desaminagdo redutora e oxidativa: essa reagio é conhecida como reago de Stickland. Os
clostridios metabolizam aminoacidos através dessa reagao, que envolve a combinagio da
desaminacio oxidativa da L-alanina com a desaminacio redutora de um outro aminoacido,
glicina por exemplo, dando como produtos 4cido acético, CO2 e am6nia. Além da alanina,
outros aminodcidos, como valina, leucina e isoleucina, podem atuar como doadores de
hidrogénio na reacao de Stickland, formando 4cido isobutirico, cido isovalérico e 4cido
alfa-metilbutirico como produtos finais, respectivamente. .

Somente a glicina, a prolina e a hidroxiprolina sdo redutivamente clivadas através da reagfio de
Stickland, com a prolina e a hidroxiprolina sendo convertidas, respectivamente, aos acidos y-amino-
valérico e y-amino-a-hidroxivalérico.

— descarboxila¢do: ha remogio do grupamento carboxila por enzimas descarboxilases es-
pecificas. A descarboxilagio anaerébia produz diferentes aminas. As mais conhecidas sio
histamina, cadaverina e putrescina provenientes, respectivamente, dos aminoacidos histidina,
lisina e ornitina. Essas aminas sfo volteis e utilizadas como indice quimico da qualidade do
pescado;

— produgdo de H3S: esta substancia, produzida a partir de aminoacidos contendo enxofre em sua
mol€écula, como cisteina ou metionina, é conhecida devido ao odor caracterfstico de ovo podre
que confere a produtos protéicos deteriorados. Entre as bactérias produtoras de HpS, Desul-
fotomaculum nigrificans é uma das mais conhecidas como deteriorante de alimentos en-
vasados ou enlatados, produzindo H,S a partir da cisteina;

— decomposicio do radical do aminodcido: neste tipo de deterioragio, os microrganismos
produzem substancias caracteristicas, como o indol, a partir do triptofano. O indol é usado
como indice quimico de qualidade do pescado.

Outras substancias nitrogenadas naoc-protéicas também sio utilizadas pelos microrganismos. As
amidas, imidas e uréia podem ser transformadas em grande quantidade de aménia; guanidina e
creatina, quando degradadas, originam uréia e amdnia e a biodeterioragio de aminas, purinas e
pirimidinas leva & producio de uréia.

Entre as substancias nitrogenadas nio-protéicas, a redugfio do 6xido de trimetilamina (TMAQ) a
trimetilamina (TMA) é de grande importincia na avaliacao da qualidade do pescado, uma vez que
apresenta aroma caracteristico e pronunciado.

Ao contrario do que ocorre na deterioracio de carboidratos, na qual hé uma queda do pH devido
a produgio de 4cidos, na biodeterioracio protéica verifica-se, ao contrario, uma elevacio do pH. Essas
alteragOes nos valores do pH sao indicadoras da degradacio dessas substincias.

LIPIDIOS

Os principais lipidios presentes em alimentos sdo ésteres de glicerol e cidos graxos, denominados
trigliceridios. A estrutura geral é apresentada na Fig, 5.2.

Os radicais Ry, Rz e R3 sdo dcidos graxos, que podem ser idénticos ou ndo nas trés posigdes.

Os 6leos puros € as gorduras nao sao atacados por microrganismos, uma vez que eles nao crescem
na auséncia de dgua. No entanto, nos alimentos gordurosos que também contém dgua, a situacio €
diferente. Uma vez que a interagio entre dgua e gordura € baixa, a existéncia de uma fase aquosa
associada a gordura € suficiente para o desenvolvimento microbiano. E o que acontece em alimentos
como margarina, manteiga e creme de leite.

As gorduras podem ser transformadas por reagdes de hidrolise, oxidacio e oufros processos, em
compostos que acarretam modificacOes agradaveis ou nio no aroma do alimento.

A deterioragdo da gordura € conhecida como rancificacio. Existem dois tipos de rancificagao: a
hidrolitica, geralmente de origem enzimatica podendo ser causada por microrganismos, e a oxidativa,
que nao depende da acdo de microrganismos.
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Fig. 5.2 —Estrutura geral dos trigliceridios.

Algumas bactérias como Pseudomonas fragi, P. fluorescens, fungos (por exemplo, Penicillium

roqueforti, Rhizopus oligosporus, Thamnidium elegans) ¢ leveduras, como Candida lipolytica e C.
fresenii, produzem lipases que liberam 4cidos graxos nas posicdes 1-3 ou oo’ de um trigliceridio

muito mais rapidamente do que na posigao 2 ou {3 da molécula do trigliceridio.
Outros microrganismos, no entapto, Como Aspergillus flavus, Staphylococcus aureus € Geotri-
dos na posigao 2 ou

chum candidum, hidrolisam, de preferéncia, 08 grupamentos de acido graxo liga

f do trigliceridio.
Microrganismos lipoliticos produzem cetonas metiladas e acidos graxos voldteis a partir de dleos

¢ gorduras. Entre eles podem ser citados C. lipolytica, P. roqueforti, G. candidum e micrococos que
produzem cetonas metiladas juntamente com seus slcoois secundérios correspondentes. Essas subs-
etamente do metabolismo de 4cidos graxos livres liberados pela -oxidacio,

tancias originam-se dir
resultando no B-cetodcido correspondente. Este B-cetodcido pode, entdo, sofrer uma descarboxilagio

originando a metilcetona correspondente ou a acetil-coA ¢ dcidos graxos de cadeia menor por
clivagem. As moléculas de acetil-coAsio subsegiientemente oxidadas a CO através do ciclo do acido

tricarboxilico.
A rancificacio oxidativa produz substincias com aroma pronunciado e desagraddvel devido a
misturas de cetonas e aldefdos

decomposi¢do dos hidroper6xidos em compostos carbonilicos (
saturados e insaturados). Na rancificagao hidrolitica ocorre a liberagdo de Acidos graxos das moléculas
de triglicerfdios, sendo que 05 de cadeia curta, como o butirico, capréico e caprilico, causam odores

estrarthos nos alimentos nos quais estao presentes.

Os fosfolipidios sdo hidrolisados por enzimas especificas — as fosfolipases — que recebem
diferentes letras em sua designagdo: fosfolipase A, fosfolipase B, fosfolipase C e fosfolipase D,
dependendo da ligagdo éster na qual ela age. As fosfolipases A e B clivam ésteres de dcidos graxos,
enquanto que as fosfolipases Ce D hidrolisam ligagdes éster-fosfato.

OUTRAS DETERIORACOES
acOes que ocorrem devido ao crescimento microbiano, lev ando

Entre outras deterioragdes ou alter
arejeigio do alimento, podem ser citadas as modificagGes na viscosidade € as alteragdes de cor devido

a produgfio de pigmentos ou 30 crescimento do micélio de bolores.

) ALTERACOESNA VISCOSIDADE

Assim como alguns microrganismos sio capazes de hidrolisar polissacaridios, existem aqueles
que realizam o processo inverso, isto &, polimerizam dissacaridios sintetizando 0s polissacaridios.
Leuconostoc mesenteroides, B. subtilis ¢ E. coli, por exemplo, utilizam sacarose € maltose para a
producio de amiloses dextranas. Essas substincias alteram 0 alimento, produzindo limo superficial
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em alimentos sélidos ou alterando a viscosidade dos alimentos liquidos. No leite, por exemplo, o
crescimento de Enterobacter aerogenes e Alcaligenes causa o aumento da viscosidade. L. mesen-
teroides, B. subtilis e E. coli alteram a viscosidade do leite ¢ de sucos concentrados. Cepas de
Lactobacillus plantarum, por exemplo, afetam principalmente bebidas — cerveja — e produtos de
origem vegetal, como chucrute e outros. As Pseudomonas provocam o aparecimento de limosidade
superficial em carnes frescas refrigeradas.

ALTERACOES NA COLORACAO

As alteragoes na coloragao do alimento podem ser provocadas por diversos géneros bacterianos
produtores de pigmentos. Esses pigmentos, quando hidrossoliveis, difundem-se pela dgua livre do
alimento podendo ser visualizados nao apenas no local do crescimento bacteriano mas também em
outros pontos. Os lipossoliveis, por sua vez, s6 serdo visiveis nos pontos onde houver crescimento
bacteriano. )

Entre as bactérias produtoras de pigmentos podem ser citadas as do género Serratia, pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, cujos pigmentos, insoliiveis em 4gua, variam do réseo ao vermelho.
Pigmentos de cor amarela, laranja ou vermelha, também insoliveis em dgua, sdo produzidos por
Flavobacterium. Violaceina, substincia insoliivel em dgua de cor violeta, € produzida por Chromobac-
terium. Os géneros Halococcus e Halobacterium, hal6filos importantes na deterioragio de produtos
carneos e de pescados, desidratados e salgados, produzem pigmento denominado bactorubeina, de
cor que varia do réseo ao vermelho.

As bactérias do género Pseudomonas sio importantes no que se refere a deterioracio de alimentos,
produzindo pigmentos de diferente natureza e coloragio. Entre eles tem-se os pigmentos fluorescentes
de coloragdo amarelo-esverdeada quando sob luz ultravioleta em comprimento de onda inferior a 260
nm, e os nao-fluorescentes, de coloracio verde (clororafina), laranja (fenazina) ou azul (piocianina).
Todos esses pigmentos sao hidrossoliveis.

ALTERACOES DEVIDAS AO CRESCIMENTO DE BOLORES E LEVEDURAS

Os bolores e leveduras apresentam caracteristicas fisiologicas similares, conforme visto anterior-
mente.

Ao se comparar a velocidade de multiplicacio de bactérias, bolores e leveduras constata-se que
as primeiras apresentam o menor tempo de geracao, Por isso, sao os principais agentes deteriorantes
quando o alimento oferece condicoes ideais para sua multiplicago. Se, no entanto, existirem condigoes
seletivas, como pH 4cido, atividade de 4gua inferior a 0,94, temperatura entre 25-28°C e substrato rico
em carboidratos, os microrganismos predominantes serdo as leveduras.

As leveduras apresentam duas caracteristicas distintas: podem ser deterioradoras ou promotoras
do processo tecnolégico. Um exemplo tipico é o Saccharomyces cerevisiae, utilizado na obtencio de
vinhos e dlcool etilico, mas, quando presente em sucos de frutas ou bebidas carbonatadas, pode ser
agente deteriorante.

Os vegetais sdo o hébitat desses microrganismos, uma vez que sio ricos em carboidratos,
substancias importantes para seu desenvolvimento.

A acdo das leveduras sobre as proteinas e outras substancias nitrogenadas € praticamente nula.
Por outro lado alguns géneros, como Candida e Torulopsis, sio capazes de atuar sobtre os lipidios.

A utilizagdo dos carboidratos pode ser em aerobiose ou anaerobiose, num processo respiratorio
ou oxidativo.

Leveduras oxidativas, também conhecidas como filim yeasts, apresentam-se rugosas e brancas,
crescendo na superficie de alimentos dcidos como picles e sucos envasados em jarras de vidro, além
de também aparecerem na superficie de dornas ou tanques de fermentacao. Essas leveduras, ao
utilizarem acidos orgénicos e dlcoois, elevam o pH do produto. Podem ser citadas espécies dos géneros
Pichia, Hansenula, Debaryomyces, Candida ¢ Trichosporon. Com a elevagio do pH pode ocorrer o
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desenvolvimento de microrganismos pouco resistentes a acidos, como é 0 €aso dos patdgenos, entre
eles de C. botulinum em picles e outros alimentos cidos.

Entre as leveduras, o Zigosaccharomyces bailii é uma das mais estudadas como agente de
deterioragao. E uma {evedura osmofila, crescendo em meios com até 70% de glicose, além de tolerar
concentragdes moderadas de etanol, 10% de NaCl e apresentar resisténcia a alguns conservadores
quimicos, como benzoato e sorbato de s6dio.

Os bolores, por serem em absoluta maioria microrganismos aerdbios, apresentam apenas meta-
bolismo oxidativo, com CO; e HO como produtos finais do metabolismo de carboidratos.

Estes microrganismaos, a0 contrario das leveduras, s30 ativos produtores de enzimas capazes de
hidrolisar os polissacaridios — amido e pectina, por exemplo —, sendo algumas espécies do género
Aspergillus importantes nesse tipo de deterioragao. Byssochlamys, bolor com a peculiaridade de se
desenvolver em anaerobjose, causa deterioracio em vegetais envasados, devido a sua atividade
pectinolitica. Alguns bolores também sio produtores de proteinases extracelulares, e espécies dos
géneros Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Mucor e Rhizopus apresentam atividade lipolitica.

0Os bolores tornam o alimento inaceitdvel para o consumo quando seu crescimento, tepresentado
pelo micelio, € visivel. O micélio € uma massa de hifas que pode apresentar diferentes aspectos: S€CO
e pulverulento, timido, gelatinoso, compacto ou nao, com aparéncia cotonosa; pode ser incolor ou
colorido com tonalidades de vermelho, amarelo, castanho, verde cinza ou preto.

Outro grupo de bolor importante € 0 que provoca deterioragio em graos ou cere ais armazenados.
Sdo os “bolores de armazenamento”. Exemplo: Aspergillus glaucus, A. candidus, A. flavus €
Penicillium spp. Algumas espécies produzem micotoxinas tornando importante © controle da prolife-
racio desses microrganismos em alimentos.

Os bolores sdo responsaveis por grandes perdas nas produgtes de frutas, cereais ¢ hortaligas, por
serem agentes fitopatogénicos.

A presenca de micélio, de fragmentos de hifas e de esporos em alimentos industrializados é razdo
para a rejeicao do produto, uma vez que tal fato indica utilizagéo de matéria-prima de mé qualidade
ou falhas higiénicas durante 0 processamento.

Alguns bolores sdo psicrotroficos, provocando a deterioragio de alimentos refrigerados. Exem-
plos: espécies de Penicillium, Cladosporium, Trichothecium e Aspergillus. Os alimentos salgados €
parcialmente desidratados podem set deteriorados por espécies halofilas de bolores, como éocasoda
alteragio denominada dun em bacalhau salgado, ocasionada por Sporendonema expizoun. Essa
alteragio € caracterizada principalmente por pequenos tufos ou pontos de cor preta ou castanho na
superficie do alimento.
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Deterioragdo Microbiana
de Alimentos

Mariza Landgraf

DETERIORACAO DE LEITE E DERIVADOS

O leite ¢ um excelente mejo de cultura para os microrganismos devido a suas caracteristicas
intrinsecas, como alta atividade de 4gua, pH proximo ao neuiro e riqueza em nutrientes. As substancias
inibitérias para os microrganismos, como lactoperoxidase e aglutininas, presentes em leite cru
recém-ordenhado, sdo inativadas rapidamente.

Acontaminagdo do leite pode ocorrer durante a ordenha, porém as principais fontes de contamina-
a0 530 o0s equipamentos utilizados durante a manipulagio, o transporte, o processamento € o
armazenamento.

A qualidade de todos os produtos derivados do leite dependera, basicamente, das condi¢des
microbiol6gicas da matéria-prima.

No leite e seus derivados sdo verificados os seguintes defeitos microbiolégicos:

SABORES E ODORES ESTRANHOS

Tanto o sabor como o odor do leite sio delicados e facilmente alterdveis. O aparecimento de
sabores e de odores estranhos no leite e derivados é decorrente da multiplicacio de microrganismos
que resistiram ao processo de pasteurizago ou de microrganismos que contaminaram o produto depois
do processamento térmico.

O sabor e odor 4cidos sio devidos a reagdes de fermentagio de agticares por bactérias presentes
nesses produtos, como por exemplo, a fermentagio latica e a fermentacio butirica,

O sabor amargo € decorrente da presenga de peptidios devidos 2 protedlise, enquanto que o sabor
¢ 0 aroma de rango sao devidos 4 oxidagio ou hidrdlise da gordura do leite e derivados.

Aroma de caramelo ou queimado, semelhante ao de leite cozido, pode ser provocado por cepas
de Lactobacillus lactis var. maltigenes.

Odor de estébulo é causado pelo desenvolvimento de Enferobacter, o de batata pot Pseudomonas
mucidolens e o de peixe por Aeromonas hydrophila.

ALTERAGOES NA COR

A cor do leite ou de seu creme estd diretamente relacionada as suas caracteristicas fisicas e
composi¢io quimica. As alteragdes de cor podem ser devidas a outras reagbes quimicas ocorridas
anteriormente a0 processamento ou ao crescimento de microrganismos produtores de pigmento. Entre
as cores que podem aparecer no leite, podem ser citadas:

— azul — crescimento de Pseudomonas syncyanea;
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__ amarela — P, syncyanea pode causar essa cor na POrgao cremosa, concomitantemente a
lip6lise e protedlise. O género ' lavobacteriwm também produz pigmento amarelo;

__ vermelha — Serratia marcescens € Micrococcus roseus, além de algumas leveduras que, a0
crescerem, produzem colonias vermelhas ou rosas na superficie do leite ou do seu creme.

RANCIDEZ

As bacitérias, através de suas enzimas lipoliticas, atuam sobre as gorduras hidrolisando-as e/ou
oxidando-as. Alguns dos produtos dessas reagdes sio cetonas, aldeidos e 4cidos, no caso de oxidagio,
¢ acidos graxos e glicerol, no caso da hidrolise. Fstes compostos sdo responséveis pelo odor e sabor
caracteristicos da rancificagio. Os géneros causadores sio: Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus,
Proteus, Clostridium, além de bolores e leveduras.

ALTERAGOES NA VISCOSIDADE

Este tipo de alteragdo ocorre em Ieite, creme ou soro de leite. O material capsular das células
bacterianas apresenta, geralmente, aspecto mucilaginoso, sendo que a sua produgio é mais infensa em
baixas temperaturas. O aumento da viscosidade pode se dar na superficie do leite, devido ao
crescimento de Alcaligenes viscolatis ou, entio, dispersa por todo o interior do liquido, devido ao
desenvolvimento de Enterobacter spp, Klebsiella oxytoca, Lactococcus lactis, Lactobacillus spp-

PRODUCAO DE GAS

Este defeito normalmente é acompanhado pela acidificagio do leite e derivados. As principais
bactérias produtoras de gds sao 08 coliformes, Clostridium spp, algumas espécies do género Bacillus
com produgiio de CO2 ¢ Hy, além de bactérias propionicas € heterolaticas que produzem apenas CO.

No leite, no estado liquido, a produgdo de gis évisualizada pela formacéo de espumana superficie.
No leite cru, os principais causadores desse problema sfio as bactérias do grupo dos coliformes,
enquanto que no pasteurizado sao as espécies de Bacillus e Clostridium. Em queijos, 0s responsiveis
sio as bactérias propionicas, € no leite condensado, as leveduras fermentadoras da sacarose.

DETERIORACAO DE CARNES E DERIVADOS

Assim como o leite, a carne também apresenta uma composigdo quimica que a forna excelente
meio de cultura. Apresenta alta atividade de 4gua, é um alimento rico em substincias nitrogenadas,
minerais e fatores de crescimento. Além disso, 0 pH é favoravel para a maioria dos microrganismos.

A quantidade e os tipos de microrganismos que se desenvolverdo na came dependerdo das
condigdes de abate a que 0 animal foi submetido, das condigdes de estresse nesse momento, etc.

Os tipos mais comuns de deterioragio de carnes podem ser classificados de acordo com a
atmosfera que envolve os produtos e se sio provocados por bactérias, bolores ou leveduras. A
temperatura é outro fator de importancia que influenciard o tipo de deterioracio. Assim, a carne
refrigerada seré deteriorada por microrganismos que Crescem nessas temperaturas, incluindo muitos
daqueles capazes de produzir limosidade superficial, alteragbes na cor e pontos de crescimento
superficial. Por outro lado, os microrganismos putrefativos requerem temperaturas mais elevadas.

ALTERACOES EM CONDICOES DE AEROBIOSE

Em condigdes de aerobiose 05 microrganismos podem ocasionar os seguintes defeitos:




TR

LIMOSIDADE SUPERFICIAL

Os géneros de microrganismo responsdveis por essa deteriora¢do estio relacionados com a
temperatura de armazenamento € com a quantidade de dgua disponivel. Um exemplo disso € o
desenvolvimento de microrganismos do grupo Pseudomonas-Alcaligenes em alimentos com alta
atividade de dgua mantidos em temperaturas de refrigeraco, enquanto que em alimentos com menor
atividade de dgua como salsichas e lingiiicas, os causadores dessa alterac@o serao 0s micrococos € as
leveduras, e, nos alimentos com menor atividade de gua, serdo os bolores.

Por outro lado, em temperaturas proximas a do ambiente, os micrococos e outros mesofilos
desenvolver-se-ao. Na Tabela 6.1, sdo apresentados os niimeros de microrganismos necessarios para
provocar o aparecimento de limosidade e odor estranho em carnes e derivados.

ALTERACOES NA COR DOS PIGMENTOS DA CARNE (HEMEPIGMENTOS)

Os pigmentos presentes na carne sio constituidos, principalmente, por duas proteinas: a hemo-
globina, que € o pigmento do sangue, e a mioglobina, que € o pigmento dos miisculos. No tecido
muscular, com boa irrigacio sangiiinea, a mioglobina constitui de 80% a 90% do pigmento total.

Esses dois pigmentos apresentam estruturas similares, exceto em relagio ao tamanho, uma vez
que a molécula de mioglobina é 1/4 do tamanho da molécula da hemoglobina. A mioglobina consiste
de uma porcio protéica, denominada globina (é uma protefna globular), e de uma porgio nio-protéica,
denominada “anel heme”. A por¢ao heme do pigmento € importante na determinacio da cor da carme,
uma vez que esta depende, parcialmente, do estado quimico do ferro presente nesse anel.

Os pigmentos da carne podem reagir com diversos subsiratos resultando em alteragOes na sua cor.
Essas reagdes, no entanto, dependerdo da forma em que o ferro se encontra no anel heme. No estado
oxidado, o ferro (fon férrico — Fe™™**) & incapaz de reagir com outras moléculas, inclusive. com o
oxigénio molecular. Na forma reduzida (fon ferroso — Fe*™), esse elemento reage rapidamente com
a dgua e com o oxigénio molecular. Por isso, € importante que as condi¢des reduzidas sejam mantidas
no tecido muscular, pois o oxigénio reage com o ferro reduzido na mioglobina originando a cor
vermelha, tdo desejada na carne fresca.

A Fig. 6.1 mostra as alteracdes quimicas dos hemepigmentos durante o processamento e cura da
carne.

A cor vermelha da carne pode adquirir tons de verde, marrom ou cinza, devidos a produgio, por
bactérias, de HzS, compostos oxidantes, como perdxidos, por exemplo.

Em carnes vermelhas processadas, dois tipos de esverdeamento podem ocorrer, sendo um caunsado
pela H20;3 e o outro pelo HaS. No caso do esverdeamento pela H;O2, que ocorre em alguns tipos de
salsichas e outras carnes curadas e embaladas a vécuo, esse defeito geralmente aparece apos a
exposic¢io desses produtos ao ar. Na presenca do ar, hd formagio de HyO; que reage com nitroso-he-
mecromo produzindo uma porfirina oxidada esverdeada. O esverdeamento também ocorre em

Tabela 6.1
Nimero de Microrganismos no Momento do Aparecimento do Odor
e Limosidade em Alimentos Protéicos

7 Nimeros
Alimento
Odor Evidente Limosidade Evidente
Carne de frango 2,5-100x10%/cm? -~ 10-60x10%/cm?
Carne de vaca 1,2-100x108/cm? 3-300x108/cm?
Salsichas 1,0-1,3x108/cm? 1,3x108/cm?
Peixe 1,0-130x108/cm?
Qvos ou ovos liquidos 10x10%/g

Fonte: Frazier & Westhoff, 1988.
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Fig. 6.1 —Reagoes dos hemepigmentos durante a cura e o processamento da carne, Sreme, rosa

decorréncia do crescimento de microrganismos no centro do produto, onde o baixo potencial de Bolores
6xido-redugio propicia o acimulo de H,0,. Apesar de o Lactobacillus viridescens ser o microrganis-
mo mais comum nesse tipo de esverdeamento, outros também podem estar envolvidos como

Pontos|
Leuconostocs, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis. Essa deterioragio pode ainda ser = mais com
causada por bactérias produtoras de HoO, como Lactobacillus fructivorans e Lactobacillus Jensenii. pontos verd
O esverdeamento ndo torna o produto perigoso quando ingerido, i

O esverdeamento causado pela produgio de H,S ocorre geralmente em carnes vermelhas frescas
quando armazenadas em embalagens a vicuo ou impermedveis a trocas gasosas e mantidas a ODORES E|
temperaturas entre 1°C e 5°C. O H,S reage com pigmento normal de carne (mioglobina) para formar Os odal
a sulfomioglobina, de coloragio verde. Em carnes cujo pH encontra-se abaixo de 6,0, esse tipo de . 55 g
esverdeamento ndo ocorre. Entre os microrganismos causadores desse defeito, podem ser citados: e |
Pseudomonas mephitica, Shewanelia putrefaciens, Lactobacillus sake. -de‘lsp ﬁo nidal

O cresg
Rancificacao @ carne € &
mmicElio col

Os microrganismos lipoliticos podem causar tanto lipSlise, através da acao de lipases, como @=ssa deterl
acelerar a oxidagio de gorduras presentes na carne por intermédio de oxidases, Contudo, a maioria
dos problemas relacionados 2 rancificacio da carne nio é de origem microbiana.

Os principais microrganismos lipoliticos causadores da deterioracio de gorduras na carne sio as ALTERA(
pseudomonas e outros Gram-negativos, Bacillus, leveduras e bolores. Esses mesmos microrganismos Sho can
também so ativos na degradagio oxidativa de acidos graxos. g |

Os écidos graxos livres liberados pela hidrélise das gorduras sdo inibitérios para uma grande ASPXES;P;
variedade de microrganismos. Tem sido observado que a populacio microbiana total de um produto s3nico) dd
cérneo rancificado tende a diminuir conforme a rancificagao se desenvolve. Os peréxidos produzidos pnomgo)_
durante a oxidagio dos dcidos graxos insaturados também sio téxicos para muitos microrganismos, e
podendo produzir um efeito similar. O mecanismo pelo qual uma bactéria oxida os 4cidos graxos ¢ a m%mt:é
B-oxidagio que remove fragmentos com dois carbonos, Qualquer sistema bacteriano que produza 3 = &
perdxido catalisara a oxidagio quimica dos 4cidos graxos na carne. e
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Aldeidos e acidos, substincias produzidas durante a oxidacgo, transmitem a carne sabor e odor
estranhos. Através da hidrélise da gordura hé liberacao de acidos graxos que também podem ser

responsaveis por sabor e odor estranhos.

FOSFORESCENCIA

Apesar de ser um defeito raro, pode ser causado por bactérias luminescentes ou fosforescentes
que crescem na superficie da carne. Ex.: Photobacterium.

ALTERACOES NA COR

Essas alteracdes podem ser ocasionadas por:

Bactérias Produtoras de Pigmentos

Serratia marcescens ou qualquer outra bactéria produtora de pigmento vermelho provoca o
surgimento de pontos vermelhos; Ps. syncyanea transmite cor azul a superficie do produto.

Leveduras Produtoras de Pigmentos

Devido aos pigmentos que produzem, provocam o aparecimento das seguintes cores: branco,
creme, rosa Ou marrom.

Bolores

Pontos brancos sio conseqiiéncia do crescimento de vérios bolores, sendo o Sporotrichum carnis
o mais comum. Os esporos verdes de diversas espécies de Penicillium provocam o aparecimento de
pontos verdes.

ODORES E SABORES ESTRANHOS

Os odores e sabores estranhos geralmente sdo perceptiveis nas carnes antes que qualquer outro
sinal de deteriorag@o o seja. Os 4cidos volateis como o férmico, acético, butirico € propidnico sao
responsaveis pelo odor 4cido. A expressdo “aroma de geladeira” € usada para designar, de maneira
indefinida, um sabor adulterado.

O crescimento de bolores pode tornar a superficie da carne viscosa, pegajosa. Além disso, quando
a carne é armazenada em temperaturas préoximas a do congelamento, pode ocorrer a formagao de
micélio cotonoso, sem esporulacio, de coloracio branca, denominado whiskers. Os principais agentes
dessa deterioracio sio espécies de Thamnidium, Mucor e Rhizopus.

ALTERACOES EM CONDICOES DE ANAEROBIOSE

Sio causadas por bactérias aerdbias facultativas e anaerébias que crescem no interior da carne.
As principais alteragdes $ao:

Acidificacio. Resulta, principalmente, do actimulo de 4acidos organicos (férmico, acético, pro-
pidnico) durante a degradagio enzimdtica bacteriana de moléculas complexas. A protedlise, sem
putrefacio, causada por bactérias anaerdbias ou facultativas, por exemplo, espécies de Clostridium
butiricos e coliformes, também pode contribuir para a acidificagio.

Putrefacio. A verdadeira putrefacio significa a decomposigdo anaerébia de proteinas com
produgdo de compostos de aroma desagraddvel como HaS, indol, escatol, putrescina, cadaverina, etc.
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O género bacteriano mais comum causador desse tipo de deterioracdo é o Clostridium, embora as
bactérias aerSbias facultativas também possam estar envolvidas.

Odores ou Sabores Estranhos. Recebem diversos nomes. No entanto, todos sdo considerados
termos indefinidos. Por exemplo: o termo inglés bone taint refere-se a carnes e estd relacionado a
acidificagio ou 2 putrefagio préxima ao osso, principalmente em presuntos. De um modo geral,
significa putrefagao.

A deterioragio de produtos cmeos depende tanto da sua composigio como da temperatura em
que o produto é mantido. As bactérias laticas estio presentes em quase todo tipo de produto carneo
fresco ou curado, com crescimento também em temperaturas de refrigeragao. Enquanto que em alguns
tipos de embutidos, salame, por exemplo, a fermentagio ltica é estimulada, em outros casos ela pode
ser responsdvel pela formagéo de limo (secregio viscosa) superficial ou no interior, principalmente
se houver sacarose no produto. Além disso, a fermentacao latica pode causar o esverdeamento do
produto e também sua acidificagdo quando hé produgio de dcido latico e outros cidos em excesso.

Carnes Curadas

O sucesso do processo de cura de uma peca de came depende da sua carga microbiana e do fato
de apresentar ou nio deterioragio incipiente. Qualquer alterag&o nos pigmentos da carne pode resultar
emum produto curado de coloragio alterada, assim como a deterioracdo incipiente levard aum produto
de aparéncia, sabor e odor alterados.

Amanipulagio inadequada das carnes curadas também leva & deterioragfio, 0 mesmo acontecendo
com o armazenamento prolongado.

Os sais utilizados no processo de cura enquanto auxiliam na inibigao de alguns microrganismos,
como é o caso do nitrito em relacio aos anaerdbios, podem também favorecer o crescimento de outras
bactérias Gram-positivas (NaNO; favorece o crescimento de bactérias laticas em alguns embutidos),
bolores e leveduras. Os sais de cura apresentam as seguintes vantagens, do ponto de vista microbio-
16gico:

__ favorecem o crescimento de bactérias Gram-positivas, leveduras e bolores em relagio as

Gram-negativas, que sio as principais deterioradoras das carnes;

— reduzem o processamento térmico necessario para produzir produtos cérneos estaveis.

Os principais defeitos microbiolégicos nas cames curadas sdo a formagio de limo superficial e o
emboloramento. Como visto anteriormente, 0 limo é resultante do exuberante crescimento microbia-
no, principalmente de bactérias ldticas (Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc), Micrococcus spp
¢ leveduras. Esses microrganismos crescem 2 temperatura de refrigeragéo, na superficie dos produtos
carneos curados que apresentam umidade adequada. Nio crescem se a superficie estd seca. Con-
taminam o produto apds o processamento. Infelizmente, a umidade necesséria ao crescimento
bacteriano é a mesma que a superficie necessita para ter um bom aspecto.

O uso de embalagens a vécuo ou peliculas envolventes impermedveis ao oxigénio auxilia no
controle do emboloramento. Além disso, o armazenamento em baixas temperaturas retarda o cres-
cimento de bolores.

DETERIORACAO DE FRANGOS

As bactérias sdo as principais causadoras da deterioragao desse alimento, sendo o conteiido
intestinal a fonte priméria desses microrganismos. A majoria delas cresce na superficie (pele, parte
interna da cavidade do corpo e qualquer superficie cortada), com 0s produtos de decomposi¢ao
difundindo-se vagarosamente para o interior da carne. Odores estranhos podem ser notados quando
a contagem bacteriana atinge, aproximadamente, 2,5 milhGes de UFC/cm?. Em frango eviscerado,
mantido a 10°C ou abaixo, a deterioragio ocorre, principalmente, por Pseudomonas e leveduras
(Torulopsis e Rhodotorula). Acima dessa temperatura, tem-se 0 crescimento de Alcaligenes spp ¢
Flavobacterium spp. Com o tempo, aparece limosidade na superficie da came e, dependendo da
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quantidade de fons de ferro na 4gua de lavagem, hd produgio do pigmento pioverdina pelas
pseudomonas.

Odores alterados sio comuns em pedagos de frango refrigerados, causados principalmente por
Pseudomonas spp, embora espécies de Alcaligenes também possam estar envolvidas,

DETERIORACAO DE PESCADO E FRUTOS DO MAR

O pescado é uma das principais fontes de proteina do ser humano. B também um dos alimentos
mais suscetiveis 2 deterioragio devido a atividade de dgua elevada, composigio quimica, teor de
gorduras insaturadas facilmente oxidaveis e, principalmente, a0 pH préximo da neutralidade.

A composigio quimica do pescado varia em fungdo da espécie, época do ano e condi¢des de
alimentacio. O teor de carboidratos € desprezivel na maioria dos pescados, com excegdo dos moluscos.
Por isso, a deterioragio desses alimentos & caracterizada pela utilizacio de substincias nitrogenadas,
principalmente as nio-protéicas, o que resulta na elevagao do pH. Entre essas substincias nitrogenadas
nao-protéicas devem ser ressaltadas, entre outras, 6xido de trimetilamina (TMAOQ), aminoicidos,
bases nitrogenadas volateis, dcido drico e uréia, que apresentam teores variados conforme a espécie
de peixe. Assim, por exemplo, enquanto o cagéo e o tubarfio apresentam 275mg% de TMAO, o
bacalhau apresenta 95mg%, e o arenque, apenas 40mg%. Os pescados de dgua doce nio apresentam
essa substancia.

A deterioracio de pescados pode ocorrer através de autélise, oxidagio, atividade bacteriana ou
ainda pela combinagio desses trés processos. O processo de autélise ocorre devido 4:

— agfo dos sucos digestivos: esses sucos, de natureza 4cida, com muitas enzimas proteoliticas,
atravessam a parede intestinal apés a morte do pescado, indo atuar sobre os tecidos musculares,
provocando sua decomposicio e facilitando a disseminaco de microrganismos do trato
intestinal. Essas enzimas também atacam e perfuram as visceras, o que acelera a deterioracio;

— agdo das enzimas dos tecidos: além das enzimas dos sucos digestivos, também as dos tecidos
¢ da pele levam ao amolecimento e desintegracdo da carne, facilitando conseqlientemente a
disseminagio dos microrganismos contaminantes.

A oxidagio das gorduras insaturadas durante o armazenamento provoca alteragGes no aroma ou

coloragio do pescado.

O desenvolvimento microbiano, ao lado dos processos de deterioragio citados, contribui para
acelerar as alteragGes do pescado durante o seu armazenamento.

Na carne de peixe, a deterioragio ocorre mais rapidamente do que em outros produtos cirneos,
devido ndo s6 a autélise, como também ao pH préximo 2 neutralidade, o que favorece o desenvol-
vimento microbiano.

A microbiota do pescado & influenciada pelo seu habitat, sendo um dos principais fatores de
seleclio a temperatura, uma vez que ela raramente ultrapassa 20°C ao longo do ano. Por isso, as
condigOes sdo mais favordveis ao desenvolvimento de uma microbiota psicrotréfica do que a uma
estritamente mesofila.

A composi¢io quimica do pescado também influencia o desenvolvimento microbiano, Verifica-
se, neste alimento, o desenvolvimento de microrganismos capazes de utilizar substancias nitrogenadas,
protéicas ou nio.

Entre os géneros que fazem parte da microbiota natural do pescado podem ser citados Pseudo-
monas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium, Vibrio e Micrococcus. Os mais importantes na
deterioragio desses alimentos sdo os géneros Pseudomonas e Shewanella, principais responséveis
pelas alteragtes organolépticas do pescado devido a formagdo de trimetilamina, €steres, substincias
voldteis redutoras e outros compostos com aroma pronunciado. As espécies principais envolvidas no
processo sio F, fluorescens, P. fragi e Shewanella putrefaciens. Esses géneros sio importantes devido
ndo s6 4 sua natureza psicrotréfica, mas principalmente pela capacidade que tém de utilizar, para o
seu desenvolvimento, substincias nitrogenadas nio-protéicas.
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As reagbes enzimaticas que 0COITem 10s tecidos do pescado ap6s a sua morte produzem vérias
substincias nitrogenadas nio-protéicas (aminoécidos livres, creatina, uréia e 6xido de trimetilamina),
que serdo utilizadas pelas bactérias.

As maiores alteraces quimicas decorrentes da deterioragiio dos pescados sdo: produgio de bases
nitrogenadas voléteis — particularmente trimetilamina, que, 20 contrario da TMAO que é inodora,
apresenta aroma caracteristico — ¢ aménia decorrente da desaminago oxidativa de compostos
nao-protéicos (uréia e creatina).

Outros compostos voldteis, também importantes na deterioragio de pescados, mas produzidos em
menores quantidades sio metil e etilmercaptanas, dimetil-sulfeto, HaS, diacetil, acetaldeido, butanal,
etanal, acetona, metanol ¢ etanol. H,S, dimetil-sulfeto e metilmercaptana apresentam um limiar de
deteccio muito baixo (40,0,50 e 0,05ucg/kg, respectivamente). Os principais substratos na formagio
desses compostos sio os aminodcidos sulfurados como metionina e cistefna. A glicina, a leucina e a
serina, por sua vez, possibilitam a formagio de ésteres dos 4cidos acético, propidnico e butirico,
responsaveis por odores de frutas causados pelo desenvolvimento de Pseudomonas spp-

Uma vez tendo esgotados os substratos nitrogenados néo-protéicos, as bactérias passam a atuar
sobre as protefnas ocasionando alteragbes mais profundas, como o amolecimento dos tecidos € o
aumento na conceniracio de compostos de odor nauseante. O processo deteriorativo de origem
bacteriana pode ser resumido nas seguintes etapas:

__ aminodcidos e outras substancias nifrogenadas ndo-protéicas sao utilizados pelos microrganis-
mos logo ap6s o término do rigor mortis;

__ Pseudomonas ¢ Shewanella, principalmente, desenvolvem-se utilizando rapidamente oS
compostos anteriores, originando produtos com aroma desagradivel e alterando a composi¢ao
do substrato;

—_ como conseqiiéncia da etapa anterior, cessa repressdo de proteinases, tendo inicio o processo
proteolitico, levando ao aumento ou reposicio de aminoécidos no substrato;

— a produgdo de bases ¢ compostos voliteis, bem como a de HaS e outros compostos, -
aumentada, acelerando a decomposigdo do pescado.

O pescado salgado é deteriorado por bactérias halotolerantes, como Micrococcus, ou halofilicas
dos géneros Halococcus e Halobacterium causadores de alteragdes na cor, sendo o vermelhdo o tipo
mais comum dessa alteragao.

Os crustéceos apresentam maior porcentagem de carboidratos do que os pescados. Entre os
crustéceos, os mais consumidos sdo 0s camardes, lagostas e caranguejos.

A microbiota de crusticeos recém-capturados reflete a qualidade da dgua em que estavam © da
dgua de lavagem, as condigbes higiénicas de manipulagio, etc. Os microrganismos presentes na
microbiota sio os mesmos encontrados em peixes com Pseudomonas spp, Acinetobacter-M oraxella
¢ leveduras, sendo predominantes na deterioragio desses alimentos.

A deterioragio de crusticeos parece ser bastante similar a do peixe, comegando nas partes externas
devido 2 anatomia desses organismos. A presenca de altas quantidades de aminodcidos livres torna-os
extremamente suscetiveis ao répido ataque da microbiota deteriorante. Como nos pescados, 2
deterioracio é acompanhada pela producio de grandes quantidades de bases nitrogenadas volateis.
Algumas dessas bases originam-se da redugdo do éxido de trimetilamina presente nos crustaceos.

Os moluscos (ostras, mariscos, lulas) apresentam em sua carne alto teor de carboidrato, quando
comparados aos pescados e crustaceos, e menor teor de nitrogénio total. O carboidrato encontra-se
principalmente na forma de glicogénio. Conseqilentemente, a deterioracdo apresenta ufm padrdo
diferente em relagio ao visto anteriormente.

A microbiota destes alimentos também varia com a qualidade da 4gua em que s¢ encontravar,
da agua de lavagem e outros fatores. Os géneros bacterianos isolados de ostras deterioradas s&o:
Serratia, Pseudomonas, Proteus, Clostridium, Shewanella, Escherichia, Enterobacter, Flavobac-
terium, entre outros, Conforme o processo deteriorativo avanca, hd predominio dos géneros Pseudo-
monas e Acinetobacter-Moraxella spp, com enterococos, lactobacilos e leveduras dominando os

wltimos estigios da deterioragio. .
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Devido ao alto nivel de glicogénio, a deterioragio de moluscos € essencialmente fermentativa, e
alguns pesquisadores propdem a seguinte escala de pH como base na determinacio da qualidade
microbioldgica de ostras:

pH 6,2-5,9 =Dboa

pH 5,8 = inadequada (off)

pH 5,7-5,5 = inadequada (musty)

pH 5,2 e abaixo = deteriorada (azedo ou putrido)

Fm lulas, a0 contrdrio do que ocorre em mariscos e ostras, verifica-se durante a deterioracio o
aumento das bases volateis nitrogenadas, como ocorre nos crusticeos.

DETERIORACAO DE OVOS

A maioria dos ovos & estéril, pelo menos em sua parte interna. No entanto, as cascas tornam-se
logo contaminadas por matéria fecal da ave, da gaiola ou do ninho. Essa contaminag@o pode ocorrer
também pela dgua de lavagem, pela manipulagdo ou ainda pela embalagem utilizada. O tipo de
microrganismo contaminante isolado da casca ¢ variado. Verifica-se que, na microbiota normal, ha
predominio de Gram-positivos, enquanto que no ovo deteriorado ocorre a substitui¢do por Gram-ne-
Qativos.

O ovo tem vérias maneiras de se proteger da invasdo microbiana. A casca ¢ a cuticula de
tevestimento retardam a entrada dos microrganismos. As membranas internas também servem como
barreira mecinica. Durante o envelhecimento do ovo ocorrem alteragGes nas membranas, favorecendo
a deterioragao.

Além das barreiras fisicas, existem as quimicas. Entre estas podem ser citadas a albumina, que é
uma substincia inadequada como meio de cultura, pois além do pH ser alto, variando de 9 a 10, existe
a baixa disponibilidade de compostos nitrogenados. As ligagGes das proteinas com 2 riboflavina, e da
avidina com a biotina, tornam esses compostos indisponiveis para os microrganismos.

A deterioracio dos ovos pode ser visualizada através de sua aparéncia geral ou pela iluminagéo
com luz transmitida, mas alguns defeitos s6 poderdo ser notados se 0 V0 for quebrado.

No ovo fresco, pode-se verificar rachaduras, vazamentos, perda do frescor ou brilho, manchas de
sujeira no exterior, além de sangue coagulado. Qualquer rachadura, fenda na casca ou sujeira no ovo
favorecerdo a deterioragio durante o armazenamento.

Para provocar alteragOes de origem microbiana em ovos cujas cascas estdo intactas, € necessario
que:

0 microrganismo contamine a casca;

o microrganismo atravesse 0s poros da casca atingindo as membranas;

o microrganismo ultrapasse as membranas atingindo a clara do ovo;

o microrganismo seja capaz de se desenvolver na clara do ovo, apesar de todas as condigdes
desfavoraveis anteriormente citadas, atingindo, entdo, a gema onde se multiplica rapidamente,
completando o processo de deterioragdo.

Algumas vezes, 05 MiCrorganismos sao incapazes de se multiplicar na clara, mas alcangam a gema
do ovo, caso esta apresente algum ponto de uniao com a membrana celular interna.

A deterioracio dos ovos é mais de origem bacteriana do que fangica. Entre as bactérias, as mais
importantes s&o:

Pseudomonas fluorescens, que provocam o aparecimento de pontos verdes na clara. Ovos em
estado adiantado de deterioracio apresentam fluorescéncia quando observados sob luz ultravioleta.

Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes e certas bactérias do grupo dos coliformes, que provo-
cam alteragbes de cor na gema com o aparecimento de pontos coloridos. Em estagios mais avancados
h4 a desintegracio da gema.

Proteus spp, que estdo envelvidos com o desenvolvimento de pontos negros que evoluem até 0
escurecimento da gema e sua postetior desintegragao. Outras bactérias envolvidas com esse tipo de
deterioracio sio algumas espécies de Pseudomonas e Aeromonas.
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Além de alteragSes de cor, todas essas bactérias também provocam alteragSes no odor, que podem
ser classificadas como auséncia de odor caracterfstico (P Jluorescens), odor Ppouco detectavel, odor
frutado, altamente ofensivo (Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter) e odor piitrido com evidente
producio de H,S e desenvolvimento de pre: a

Os defeitos decorrentes da deteriorag i 0 €om o estagio de
crescimento em que esses microrganismos se encontram, Assim, o emboloramento no estdgio inicial
de crescimento recebe o nom de alfinete, porque € pequeno e compacto, aparecendo,

, Varios tipos de bolor causam a deterioracdo fingica
superficial. Bolores causadores da deterioragfio de ovos incluem espécies de Penicillium, Clados-
porium, Sporotrichum, Mucor, T hamnidium, Botrytis, Alternaria outros. O resultado final ¢ a
podridio flingica, com o micélio atingindo o intetior do ovo através de Seus poros ou ranhuras. Podem
Ocorrer também a geleificacio da clara ¢ o surgimento de manchas coloridas produzidas por
Sporotrichum (mancha vermelha) e Cladosporium (manchas negras).

DETERIORACAO DE ALIMENTOS ENVASADOS OU ENLATADOS

Os alimentos enlatados ou envasados nio deveriam sofrer deterioraciio microbiana, pois sio
submetidos a processamento térmico. Entretanto, por razoes diversas, algumas vezes a deterioraciio
ocorre. As principais causas Ppara isso sio:

— deterioragfio pré-processamento ou incipiente;

— conlaminagio do alimento enlatado através de falhas nas costuras (também conhecido como

vazamento);

— resfriamento inadequado;

— subprocessamento.

A contaminagio do alimento enlatado através de falhas nas costuras, durante a fase de resfriamen.-
to, € caracterizada pela microbiota composta por bactérias nio formadoras de €Sporos que néo
sobreviveriam a0 tratamento térmico,

De acordo com o valor de seu pH, os alimentos envasados, termicamente processados, clas-
sificam-se em;:

— alimentos de baixa acidez com PH acima de 4,5;

— alimentos 4cidos com pH na faixa de 4,0 a 45;

— alimentos muito 4cidos com pH inferior a 4,0.

O valor 4,5 para a divisio entre 0s alimentos de baixa acidez e alimentos dcidos é considerado
devidoao crescimento e produgio de toxina por algumas cepas de Clostridium botulimum em alimentos
com pH préximo a 4,6.

Os alimentos de baixa acider (pH>4,5) podem ser deteriorados por:

— bactérias termofilas do grupo flat sour — B, Stearothermophilus, B. coagulans, por exemplo.

Séao bactérias fermentadoras de carboidrat , na

alterada apresenta-se com as extremiday 1

durante o armazenamento do produto. A aparéncia do produto ¢ normal, mas o sabor & dcido

devido ao fato de o pH estar bem abaixo do normal. O aroma fica alterado, e o liquido, turvo.

B. stearothermophilus nio se desenvolve em temperaturas inferiores a 43°C, portanto s6

acarretard deterioracio se a etapa de resfriamento for vagarosa ou se o produto for armazenado

em locais de temperatura elevada, As principais fontes de contaminacio sio os equipamentos

(branqueadores, por exemplo) e as matérias-primas como aglcar e amido, e também o solo;
— baci€rias anaerébias terméfilas ou T.A. — Terméfilas anaerébias ou simplesmente T.A. & a

denominacio dada a i
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com aroma butirico ou de queijo. As fontes de contaminagio sdo as mesmas que para o grupo
anterior;

— deteriorantes sulfidricos — os microrganismos deste grupo ndo causam alteracdes visiveis na
lata, mas o H,S produzido € absorvido pelo produto, causando o escurecimento e o desenvol-
vimento de odor de “ovo podre”. O microrganismo caracteristico desse grupo € o Desulfoto-
maculum nigrificans, que produz esporos de resisténcia térmica menor do que a dos esporos
de bactérias do grupo flat sour ¢ T.A. A contaminagio por esses microrganismos indica um
subprocessamento bastante grosseiro;

— bactérias mesofilas formadoras de esporos —neste grupo sio incluidas as bactérias deterioran-
tes anaerdbias ndo produtoras de toxina, conhecidas como P.A. 3679 (putrefativos anaerdbios).
S#o bactérias meséfilas produtoras de gis, cujo crescimento provoca estufamento da lata, que
tende a explodir. O produto pode apresentar-se parcialmente digerido, com pH levemente
acima do normal e odor tipicamente podre.

Porém, devido a sua importincia em satide piiblica, inclui-se também neste grupo o Clostridium
botulinum. Os esporos dos tipos A e B apresentam resisténcia térmica tio elevada quanto os esporos
dos microrganismos identificados como P.A. 3679.

Outros microrganismos proteoliticos ou putrefativos que deterioram este tipo de alimento sio C.
histolyticum, C. bifermentans e C. sporogenes, entre outros.

No entanto, o fratamento térmico necessario para destruir os esporos de C. botulinum € suficiente
para prevenir a deterioracfio por esses outros microrganismos. Contudo, néo é raro o emprego de
processos mais severos com o infuito de destruir os esporos mais termorresistentes deste grupo,
incluindo os esporos de P.A. 3679.

Espécies mesofilas de Bacillus também podem causar deterioracio de alimentos enlatados, apesar
de seus esporos serem mais termossensiveis do que os das espécies termofilas. Muitas espécies de
Bacillus sao aerobias, nao crescendo, portanto, em embalagens cujo vacuo foi bem realizado. No
entanto, em alimentos de baixa acidez comercialmente esterilizados, a deterioragio pode ocorrer
quando o vicuo das latas ndo é adequado. Exemplos de microrganismos causadores desse tipo de
deterioragao sao B. subtilis e B. mesentericus.

Os produtos deidos, cujos valores de pH encontram-se na faixa de 4,0 a 4,5, siio deteriorados por:

— bactérias termofilas de tipo flat sour — B. thermoacidurans, B. coagulans e B. polymyxa. O
B. coagulans é o mais importante deles, especialmente na deterioracdo de tomates e produtos
de tomate. O crescimento deste dltimo em suco de tomate depende do niimero de esporos,
disponibilidade de Oz e pH do suco. A lata apresenta-se normal e a alteragio no vacuo € pouca.
O produto apresenta-se com alteragdes no pH e no aroma;

— anaerdbios butiricos — provocam deterioracio em tomate e suco de tomate, abacaxi e péra,
por exemplo. Ocorre a dilatacio da lata, que pode estourar. O produto fica fermentado, com
odor butirico. Ex.: C. pasteurianum, que tem temperatura 6tima de crescimento na faixa de
25°Ca35°C.

— bactérias nio formadoras de esporos — principalmente bactérias laticas. A lata estufa e
geralmente estoura. O produto fica com odor 4cido.

Entre os produtos dcidos estdo as frutas como os tomates, péras e figos.

Os produtos de alta acidez (pH<4,0) incluem o chucrute, picles e outros produtos fermentados.
Geralmente sao deteriorados por bolores e leveduras e/ou bactérias laticas, sendo os géneros Lac-
tobacillus e Leuconostoc os mais importantes.

Os bolores sdo geralmente considerados de pouca importincia na deterioragdo de alimentos
enlatados. A excecao € Byssochlamys fulva, que deteriora frutas envasadas podendo causar a completa
desintegracio da fruta devido 2 hidrélise da pectina. Além disso, pode também causar o estufamento
da embalagem pela produgao de COa.

O estufamento de uma lata pode ser de origem microbiana ou quimica. Na microbiana, isso ocorre
devido a produgio de CO; + Hy, enquanto que, na quimica, o gas produzido é apenas o H. Por isso,
é interessante que se analise a qualidade e a quantidade de gases em uma lata estufada para se identificar
a natureza da alteragfio do alimento.




No diagndstico da natureza da deterioragao do alimento enlatado € importante a aparéncia da laz
fechada. Uma lata normal apresenta suas extremidades planas ou levemente concavas. Quando b=
produgio de gases noseu interiot, essa lata sofre alteragdes visiveis. Essas alteragdes sdo denominadas

— flipper: observada na lata com extremidades normais, mas uma delas torna-se convexa quandc
a lateral da lata é pressionada ou a temperatura do produto € elevada;

— springer: observada na lata que tem as duas extremidades dilatadas, mas que permanecem
chncavas quando pressionadas, Caso apenas uma das extremidades esteja convexa, quando
pressionada a outra extremidade da lata se distenderd;

— soft swell: observada na lata que apresenta as duas extremidades distendidas, mas que aindz
podem ser pressionadas;

— hard swell: observada quando as extremidades da lata encontram-se dilatadas, néo sendo
possivel pressiond-las devido a grande quantidade de gis presente.

Essas alteracBes da lata ocorrem em seqiiéncia, podendo auxiliar na determinago do tipo de
deterioragio. Deve ser ressaltado, contudo, que tais alteragdes ndo indicam necessariamente uma
deterioracio microbiana, embora tanto a alteragio soft swell como hard swell freqiientemente o sejam

Outros defeitos que podem ser notados em uma lata s3o pequenos pontos de depressio, microfu-
ros, corrosao e costuras laterais defeituosas.

DETERIORACAO DE PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL

As perdas relativas A deterioraco de vegetais provocadas pelas chamadas “doencas de mercado”
correspondem a, aproximadamente, 20% de toda a colheita. S6 no Brasil, em 1991, as perdas atingiram
10 milhdes de toneladas, equivalentes a 5 bilhoes de dblares.

As causas dessas perdas podem ter origem microbiolégica ou serem devidas & manipulacdo ¢
acondicionamento inadequados, sazonalidade e rede de armazenamento insuficiente.

A composicio média dos vegetais & a seguinte: dgua — 88%; carboidratos — 8,6%; proteinas —
1,9%; lipidios — 0,3%; cinzas — 0,84%; vitaminas, dcidos nucléicos e outros constituintes — menos
do que 1%. Portanto, pode-se constatar que 0s vegetais s30 um meio adequado para o crescimento de
microrganismos. Esse crescimento ¢ favorecido também pela alta atividade de 4gua, baixa acidez ¢
potencial de oxi-redugfo relativamente alto dos vegetais.

Um dos géneros mais freqiientemente envolvido com a deterioracfio de vegetais € o Erwinia. A
podriddo mole bacteriana, causada por Erwinia carotovora ¢ Pseudomonas spp, como P. marginalis,
além de espécies de Clostridium e Bacillus, € o tipo de deterioragdo mais comum nos vegetais. Os
microrganismos hidrolisam a pectina provocando o amolecimento do vegetal, produzindo odor
desagradavel e aparéncia imida. Alguns dos vegetais atacados sdo aspargo, cebola, alho, cenoura,
alface, salsdo, batata, espinafre, repolho, melancia, cantalupe, pepino, brocolis, couve-flor.

Apesar de 0 mecanismo pelo qual as bactérias do género Erwinia provocam a podriddo mole nao
estar totalmente elucidado, é bastante provavel que esses microrganismos sobrevivam as custas da
seiva do vegetal até que esta esteja exaurida. A partir dai, a substincia cimentante induz a formagao
de pectinases que hidrolisardo a pectina, dando ao vegetal a consisténcia mole. Uma vez que as
barreiras externas sio destruidas pelos microrganismos produtores de pectinases, os ndo produtores
dessas enzimas desenvolver-se-ao fermentando os carboidratos simples presentes. Os microrganismos
participantes, principalmente bactérias, t8m seu desenvolvimento estimulado pela presenca de com-
postos nitrogenados simples, vitaminas (principalmente as do complexo B) e minerais. O crescimento
cessa apenas quando o vegetal estd totalmente destruido. A presenca de compostos volateis, como
ambnia e outras substincias produzidas pela microbiota, € responsavel pelo odor desagradével.

O género Erwinia pertence & familia Enterobacteriaceae, sendo bactérias sem muitas exigéncias
para o seu crescimento. Sao capazes de crescer a 10°C. Sao microrganismos produtores de protopec-
tinase. Além disso, muitas espécies de Erwinia sio capazes de fermentar agicares e 4lcoois existentes
em certos vegetais, como ramnose, celobiose, arabinose, manitol, etc., compostos que nio séo
utilizados pelas bactérias mais comuns.
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por Xanthomonas campestris, que também € responsivel por uma grande variedade de doengas em
outras plantas, inclusive o cancro citrico,

Em relagio aos agentes fangicos, estes sio mais importantes do que as bactérias na deterioracio
de alimentos de origem vegetal. O género Botrytis é considerado um dos mais verséteis, causando a
podridio flingica em pelo menos 26 tipos de vegetais.

Alnvasio fiingica pode ser pré ou pés-colheita. Entre aqueles que ocasionam a deterioracio antes
da colheita podem ser citados o Botrytis, que invade a flor do morango, causando a podridao cinza;
Colletotrichum, responsavel pela antracnose nas frutas citricas, mangas, abacates, papaias; o Gloes-
porium, que provoca podridio de magcis e antracnose de bananas. No entanto, a maioria dessas
deterioragdes ocorre pos-colheita, quando os fungos invadem os produtos danificados.

A deterioragiio fiingica de vegetais freqiientemente resulta em 4reas de amolecimento, enquanto
que as podriddes fiingicas de frutas secas como magas e pessegos mostram areas marrons ou de cor
creme, devido ao crescimento do micélio do bolor. Alguns tipos de fungo apresentam drea infectada
seca, dura e freqiientemente descolorida,

Os balores sio mais comuns em frutas e vegetais 4cidos, deficientes em vitamina B e que
apresentam superficie moderadamente seca.

Avia de entrada dos microrganismos deteriorantes nos vegetais € importante, pois determinars o
tipo de deterioracio e a probabilidade de sua ocorréncia. Os danos causados por meios mecinicos,
fitopatégenos e manuseio inadequado favorecerio a entrada. A parte do vegetal que € utilizada como
alimento também é Importante. As partes subterrneas, como raizes, tubérculos e bulbos (cenouras,
batatas, beterrabas) e vegetais rasieiros (morangos, pepinos, meldes) estdo em contato direto com o

solo e contaminar-se-io com os microrganismos af presentes. Folhas e flores como alface, aspargo,

a maioria dos frutos.
As caracteristicas da deterioracio dependem do tipo de produto atacado e dos microrganismos
envolvidos no processo. Se o alimento for mole € sumarento, a deterioragiio serd mole ¢ paposa,

DETERIORACAO DE SUCOS DE FRUTAS E VEGETAIS

Os sucos naturais ou concentrados podem ser obtidos espremendo-se as frutas ou vegetais, ou
entdo a partir de macerados ou material triturado, de modo a serem obtidos Jjuntamente com a polpa,
ou ainda através da dgua, como ocorre no suco de ameixa seca.

O pH do suco depende do produto, variando de 2,4 para o suco de liméo at€ 4,2 para o de tomate.
Todos eles apresentam agticares em quantidade varidvel entre 2% e 17%. O alto teor de dgua favorece
o crescimento de leveduras e bactérias, mas bolores também podem crescer na superficie, quando em
contato com o ar.

O desenvelvimento de leveduras ou bactérias dependerd mais da temperatura de armazenamento
do que da composicio do suco. A temperatura entre 15°C e 35°C favorece o desenvolvimento de
leveduras. O aumento do potencial redox devido & remogao de sélidos do suco favorece também o
crescimento de leveduras. A deficiéncia em vitamina B desfavorece o crescimento bacteriano.

As alteragbes que ocorrem em sucos de frutas frescas armazenados 3 temperatura ambiente sio
decorrentes da fermentagio alcodlica, por leveduras formadoras de pelicula ou por bolores que
crescem na superficie, ou da oxidagio do dlcoo] a dcido acético quando bactérias acéticas estdo
presentes. Os tipos de levedura que crescerdo dependem dos tipos predominantes no suco e da
temperatura. As leveduras selvagens, produtoras de quantidades moderadas de 4lcoo] e quantidades
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consideréveis de dcidos volateis, produzirio primeiro a fermentagio. Bm temperaturas proximas de
extremos — 15°C-35°C —, leveduras crescerfo com a produgdo de sabores e odores desagraddveis.
Acima de 32°C-35°C, por serem temperaturas muito altas para leveduras, haverd crescimento de
lactobacilos que produzirio 4cido litico e alguns compostos voliteis. Abaixo de 15°C, ocorre
crescimento principalmente de bolores e leveduras.

Além da fermentacio alcodlica, os sucos de frutas podem sofrer as seguintes alteraches provoca-
das por microrganismos:

— fermentaciio l4tica de agiicares por bactérias laticas heterofermentadoras como Lactobacillus
brevis e Leuconostoc mesenteroides em sucos de maci e péra, e homofermentadoras como L.
delbrueckii, subespécie lactis;

— fermentagio de 4cidos orginicos do suco por bactérias liticas — L. pasteurianum, que
transforma 4cido malico em acidos acético e succinico, e dcido citrico em acido latico e 4cido
acético;

— produgao de limosidade por Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis e Lactobacillus
plantarum em suco de magés.

Sucos de vegetais contém menor quantidade de aglicares que os de frutas, mas sio menos 4cidos.
com os valores de pH variando de 5,0 a 5,8. Apresentam ainda varios outros fatores favordveis ao bom
crescimento de microrganismos mais dificeis, como as bactérias laticas. Portanto, a fermentagio
desses sucos ocorrerd principalmente por bactérias formadoras de dcido, embora possa ocorrer o
crescimento de bolores e leveduras.

Sucos concentrados de frutas e vegetais, principalmente os enlatados e termoprocessados ou
congelados, favorecem o crescimento de leveduras e espécies de Leuconostoc e Lactobacillus
tolerantes ao agicar e dcidos.

DETERIORACAO DE CEREAIS, FARINHAS E PRODUTOS DE PANIFICACAO

CEREAIS E FARINHAS

A microbiota do trigo, centeio, milho e outros produtos relacionados ¢ formada pela do solo, do
ambiente no qual sdo armazenados ¢ aquela adquirida durante o processamento. Como a atividade de
dgua desses produtos é baixa, mesmo o alto teor protéico e de carboidratos ndo serd suficiente para
permitir o bom crescimento bacteriano. No caso das farinhas, os agentes branqueadores auxiliam na
redugio dd carga microbiana. No entanto, quando ha condigdes para o desenvolvimento microbiano,
bactérias do género Bacillus e os bolores 30 0s primeiros a se desenvolverem. Alguns microrganismos
aerdbios formadores de esporos, como os Bacillus, sio produtores de amilase, o que permite que
utilizem farinhas e derivados como fonte de energia, desde que a umidade seja suficiente. Com
atividade de 4gua menor, hd crescimento de bolores com o aparecimento tipico do micélio e formagio
de esporos. Entre esses bolores, Rhizopus spp € comum, podendo ser reconhecido devido a cor preta
de seus esporos.

Bactérias laticas sio as principais deteriorantes de produtos de massa, inclusive massa para pizzas.

DETERIORACAO DE PRODUTOS DE PANIFICACAO

Os produtos de panificagio, manuseados de mancira adequada, raramente sio afetados por
microrganismos, uma vez que apresentam baixa umidade. O armazenamento desses produtos em
atmosfora com baixa umidade dificulta o crescimento dos bolores. Esse tipo de deterioragdo, quando
ocotte, é causado pelo armazenamento em umidade elevada ou pela embalagem do produto ainda
quente. A massa de pdo caseiro pode apresentar uma alteragio conhecida como ropiness, causada por
certas cepas de Bacillus subtilis, na qual ocolre um aumento da viscosidade, conferindo & massa um
aspecto de corda. A fonte dessa bactéria é a farinha, sendo o seu crescimento favorecido pela
manutencio da massa em temperatura favoravel.
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Em relagiio aos bolos, dificilmente sofrem deterioragio bacteriana devido s altas concentragGes
de agticar, o que diminui a atividade de dgua. Conseqiientemente, o emboloramento & a forma mais
comum de deterioragio. A fonte dos bolores pode ser qualquer um dos ingredientes utilizados na sua
preparacio. Apesar de serem destruidos pela temperatura de cozimento, a adicdo de coberturas como
glacés, por exemplo, pode trazer nova carga microbiana. Além disso, a manipulagio sempre acarreta
0 perigo de uma nova contaminagio. Como anteriormente ressaltado, o crescimento dos bolores sera
favorecido pela alta umidade e, quando continuo em pées € bolos, provoca o endurecimento desses
produtos,

DETERIORACAO DE AGUCARES E DOCES

Como os produtos anteriores, estes também raramente sofrem deterioracio quando preparados,
processados e armazenados com os devidos cuidados, especialmente devido a falta de umidade
suficiente para o crescimento microbiano.

As bactérias contaminantes mais importantes dos acticares de cana e beterraba pertencem aos
géneros Bacillus e Clostridium. A deterioragio ocorrerd caso os agiicares sejam armazenados sob
condi¢des de extrema umidade, sendo os microrganismos mais envolvidos: Torula spp e cepas
osmofilicas de Saccharomyces spp, que provocam a inversio do agticar. Nas usinas agucareiras, por
outro lado, 0 Leuconostoc mesenteroides é um dos microrganismos mais probleméticos, pois hidrolisa
asacarose e sintetiza um polimero da glicose, a dextrana. Este polimero é mucilaginoso e, dependendo
da quantidade formada, entope a tubulagio da linha de processamento.

Entre as balas, confeitos, bombons e outros doces, os produtos recheados com creme podem sofrer
deterioragOes caracterizadas por explosdes causadas por bactérias pertencentes ao género Clostridium,
principalmente C. sporogenes. A contaminagio por essa bactéria ocorre através do aclicar, amido e,
provavelmente, outros ingredientes.

DETERIORACAO DE CONDIMENTOS E NOZES

Os condimentos nao sofrem deterioragio como os demais grupos de alimentos, apesar de poder
haver crescimento de bolores durante a desidratacio, conferindo-lhes uma alta carga de esporos. O
tratamento dos condimentos com 6xido de propileno reduz a carga microbiana. Outros tratamentos
incluem a irradiagdo, vapor e tratamento com acidos seguido de neutralizacgo.

Em relagiio 4s nozes e produtos semelhantes, o alto teor de gordura e o baixo contetdo aquoso
tornam esses produtos refratérios a deterioracéo bacteriana. Porém, quando armazenados em ambien-
tes com umidade relativa elevada, os bolores podem desenvolver-se e produzir micotoxinas, como
por exemplo, aflatoxinas.
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Controle do Desenvolvimento
Microbiano nos Alimentos

Mariza Landgraf

Uma das principais preocupagGes do microbiologista de alimentos relaciona-se ao controle do
desenvolvimento microbiano, visando eliminar riscos 2 saiide do consumidor, bem como prevenir ou
retardar o surgimento de alteragdes indesejdveis nos alimentos. O ideal é que os microrganismos nfo
tenham acesso aos alimentos, excetuando-se, evidentemente, aqueles obtidos através de processos de
fermentacio. Entretanto, uma vez que tal fato é praticamente impossivel, é necessaria a adoczo de
medidas para controlar seu desenvolvimento.

Existem diversas maneiras para que esse controle seja exercido:

— através do uso de métodos mecinicos para a remogio dos microrganismos presentes (filtragio,

por exemplo);

— através da manutengdo de condigdes atmosféricas desfavordveis 2 multiplicacio microbiana

(embalagem a vicuo, por exemplo);

— através do uso de temperaturas elevadas;

— através do uso de baixas temperaturas;

— através da desidratagio;

— através do uso de conservadores quimicos;

— através da irradiagio do alimento;

— através da destrui¢io mecinica dos microrganismos (altas pressdes, por exemplo);

— através da combinagio de dois ou mais dos métodos citados, geralmente a mais empregada.

Os seguintes principios estdo envolvidos na conservagio dos alimentos:

1. Prevencio ou retardamento da decomposigio microbiana: ¢ realizado impedindo-se o acesso
de microrganismos aos alimentos, impedindo-se o crescimento e a atividade dos microrganismos
presentes (baixas temperaturas, desidratagio, condigGes anaerébias ou agentes quimicos) e através da
destruicio dos microrganismos (calor ou radiagio).

2. Prevengao ou retardamento da autodecomposigio do alimento: € realizada através da destruiciio
ou inativacio das enzimas do alimento (por exemplo, branqueamento), através da prevengao ou
retardamento de reagSes quimicas (por exemplo, prevengio da oxidaggo lipidica por meio do emprego
de um antioxidante).

3. Prevengéo de injiirias provocadas por insetos, outros animais, causas mecanicas, etc.

ATabela 7.1 apresenta um resumo dos principais agentes de conservagio, seu modo de acdoede
execucao.

CONTROLE DOS MICRORGANISMOS POR REMOCAO

Uma das maneiras de se controlar a carga microbiana do alimento ¢ pela remogio dos micror-
ganismos presentes, que pode ser realizada pelos processos de lavagem, centrifugacio e filtracio.
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Tabela 7.1
Processos Tecnolégicos de Conservagio: Atuais e Potenciais

Objetiva Agente de Conservagao Modo de Execucdo/Exemplo
Inibigao parcial ou completa do Redugéo da temperatura Refrigeracéo
crescimento microbiano ) Congelamento
Atividade de agua Desidratacao e liofilizagao

reduzida/Aumento da osmolaridade Cura e salga
Conservagao com adigao de
aglcares
Adicao de outros solutos
Controle de microestrutura Compartimentalizagio da fase
aquosa em emulsoes dgua/oleo
Diminuigao do oxigénio Embalagens a vacuo e sob
nitrogénio
Aumento da concentragio de CO,  Embalagem em atmosfera
controlada ou modificada

Acidificagdo Adigao de 4cidosffermentacéo

Uso de culturas Adigao de microrganismos e
produtos fermentados

Aumento da concentragio de Fermentag&o alcodlica

etanol Produgéo de cerveja e vinho
Fortificagao

Uso de enzimas e outras proteinas  Adicao de: lisozima, lactoferrina,
lactoperoxidase

Uso de conservantes Adicao de conservadores:

inorganicos

(sulfito, nitrito, etc.); organico
(propionato, sorbato, “parabéns”,
etc.; bacteriocinas (nisina, etc.)

Inativagdo de microrganismos Calor Pasteurizagéo
Esterilizacao
Radiago ionizante Radurizagao
) Radicidagéo
Radapertizag@o
Agentes quimicos Tratamento de ingredientes

(por exemplo, com éxido de etileno)
Tratamento de materiais de
embalagens
(por exemplo, com peroxido de
hidrogénio,
efou calor; irradiacao
Enzimas Adicao de lisozima
Presséo Aplicacéo de elevada presséo
hidrostatica
Chogue elétrico Aplicacao de alta voltagem
Restrigao do acesso de Embalagem Uso de embalagens: latas, vidros
microrganismos aos alimentos e plasticos flexiveis e semi-rigidos
Processamento asséptico Processamento asséptico e uso de
embalagem asséptica

Fonte: Gould, G.W. Ecosystem approaches to food preservation. J. Appl. Bacteriol. Symp. Suppl. 73:58S, 1992.

LAVAGEM

No preparo de carcagas de animais, de frutas e de muitos vegetais para envasamento, congelamen-
to ou consumo in natura deve ser utilizada uma etapa de lavagem paraa remogao de microrganismos,
poeira e residuos de pesticidas. No entanto, algumas vezes, esse sistema ndo traz os efeitos benéficos
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esperados. Exemplo: o polimento de superficie de frutas com escovas pode provocar injirias invisiveis
na casca, resultando numa deterioragdo mais ripida. O mesmo pode ocorrer na lavagem de ovos
quando realizada de maneira inadequada.

SEDIMENTACAO OU CENTRIFUGACAO

A sedimentagio ou centrifugacio ndo sdo processos muito eficientes, uma vez que a remogio de
microrganismos nio € completa. A sedimentacio é utilizada principalmente no tratamento de agua
sendo, no entanto, insuficiente para torna-la potavel.

A centrifugacfo, utilizada na industrializagéo de leite, € mais um processo de clarificacio, uma
vez que retira particulas em suspensao. A centrifugagio em alta velocidade remove a maioria dos
€SpoI0S.

FILTRACAO

Entre os métodos de remocio, este € o tinico que remove totalmente 0s microrganismos, tendo,
porém, seu uso limitado a liquidos. O liquido ¢ filtrado sob pressdo positiva ou negativa através de
um filtro previamente esterilizado. O filtro pode ser feito de terra diatomécea, de celulose ou outros
materiais semelhantes. Esse método € aplicado para sucos de frutas, cerveja, refrigerantes, agua e
vinho.

CONTROLE DOS MICRORGANISMOS POR MANUTENGAO EM CONDICOES
DESFAVORAVEIS

Os alimentos embalados a vicuo ou aqueles cujo ar do espago livre tenha sido substituido por
CO2 ou NO; apresentam condigGes anaerébias que impedem o desenvolvimento de microrganismos
aerébios. No Capitulo 2, o emprego de atmosferas modificadas para conservacio de alimentos é
discutido com maiores detalhes.

CONSERVACAO PELO EMPREGO DE ALTAS TEMPERATURAS

O emprego de altas temperaturas na conservagio de alimentos estd fundamentado nos efeitos
deletérios que o calor tem sobre os microrganismos. Temperaturas elevadas causam a denaturagio de
proteinas e a inativagio de enzimas necessérias ao metabolismo microbiano.

O tratamento térmico necessario para destruir os microrganismos ou seus €esporos varia com o
tipo de microrganismo, a forma em que o microrganismo se enconfra e o ambiente durante o
fratamento.

Existem duas categorias de tratamento térmico: pasteurizagiio e esterilizagio.

A pasteurizagdo pode ter duas finalidades distintas: destruigio de todos os microrganismos
causadores de doenga (por exemplo, a pasteurizaciio do leite) ou destruigio ou reducio do nimero de
microrganismos deteriorantes (por exemplo, pasteurizagio do vinagre, de Sucos).

O processo de pasteurizagdo é aplicado a alimentos 4cidos ou muito 4cidos (pH <4,5 ), aalimentos
que sao conservados sob refrigeracio ou congelamento, e ainda aos submetidos a concentragdo e
desidrataggo. Conseqiientemente, nao haverd condigdes para a multiplicacio das formas microbianas
que resistiram a pasteurizagio.

Em relagiio ao leite, a pasteurizagio pode ser atingida sob diferentes combinagdes de tem-
peratura/tempo. As mais comuns s3o: 63°C por 30 minutos, denominada baixa temperatura/longo
tempo, ¢ 72°C por 15 segundos, denominada alta temperatura/tempo curto (em inglés, high tem-
Dperature short time — HTST).

Todos esses tratamentos sdo suficientes para destruir os microrganismos patogénicos nio-for-
madores de esporos, inclusive os de maior resisténcia térmica como Mycobacterium tuberculosis e
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Coxiella burnetti, além de todas as leveduras, bolores, bactérias Gram-negativas e muitas Gram-po-
sitivas. Os microrganismos sobreviventes sdo os terméfilos e os termoduricos. Os primeiros ji foram
citados anteriormente. Os termodiiricos sio microrganismos que resistem a altas temperaturas, sem
contudo multiplicarem-se a essas temperaturas. Sio representados pelos géneros Lactobacillus e
Streptococcus.

A esterilizagdo, por sua vez, significa a destruicio de todas as células vidveis que possam ser
enumeradas por técnica apropriada de semeadura. Em alimentos, emprega-se o termo “esterilizagio
comercial” para indicar que nenhum microrganismo vidvel pode ser detectado pelos métodos usuais
de semeadura ou ainda que o niimero de sobreviventes é tio baixo que nessas condigdes de
envasamento e armazenamento € insignificante. Para isso contribuem também o pH, o potencial de
6xido-reducio e a temperatura de armazenamento.

A esterilizagio, quando aplicada ao leite, € realizada a 140-150°C por poucos segundos (leite tipo
longa vida). Esse processo denomina-se UHT (Ultra High Temperature), sendo o produto resultante
tinico e distinto do pasteurizado. O processo é continuo, necessitando de condi¢Ges assépticas durante
todo o processamento. Esse tipo de leite pode ser armazenado por mais de oito semanas, sem alteragio
do sabor e odor.

FATORES QUE AFETAM A TERMORRESISTENCIA DOS MICRORGANISMOS

Existem alguns parametros ou fatores que podem afetar a resisténcia térmica dos microrganismos.
Séo eles:

1. Agua. A tesisténcia térmica das células microbianas aumenta com a diminuicdo da umidade.
Esse fato esté relacionado com a denaturagio protéica que ocorre mais rapidamente em ambiente
hidratado do que em desidratado. A maneira precisa pela qual a dgua facilita a denaturacio térmica
da proteina néo est4 totalmente esclarecida. Sabe-se, no entanto, que o aquecimento de protefnas na
presencga de dgua origina grupamentos SH livres com conseqiiente aumento da capacidade das
proteinas em se ligar 4 molécula de 4dgua. A presenca de dgua permite a quebra térmica das ligagdes
peptidicas, um processo que requer mais energia na auséncia de H>O e conseqiientemente aumenta a
refratividade ao calor.

2. Gordura. Apresenca de gordura aumenta a resisténcia térmica de alguns microrganismos, confor-
me pode ser observado pelos dados mencionados na Tabela 7.2. Essa protecio €, algumas vezes,
denominada protecao lipidica. Presume-se que o aumento na resisténcia térmica esteja diretamente ligado
ao fato de a gordura afetar o contetido de dgua da célula. Estudos com C. botulinum demonstraram que
4cidos graxos de cadeia longa sao melhores protetores do que os acidos graxos de cadeia curta.

3. Sais. Estas substincias influenciam a resisténcia térmica dos microrganismos de maneira
varidvel, dependendo do tipo de sal, concentragio e outros fatores. Portanto, alguns sais tém efeito
protetor para os microrganismos, enquanto outros tornam as células mais sensiveis ao calor. Por
diminuirem a atividade da dgua, alguns sais aumentam a termorresisténcia das células microbianas,
enquanto outros (Ca?*, MgZ*, por exemplo), a0 aumentaremn a Aa, aumentam a sensibilidade ao calor.

O cloreto de sddio, em concentracOes baixas, apresenta um efeito protetor, aumentando a
resisténcia térmica de alguns esporos.

Tabela 7.2
Efeito do Meio Sobre o Ponto de Destruicdo Térmica de Escherichia coli
Meio Temperatura de Destruicao Térmica (°C)
Creme 73
Leite integral 69
Leite desnatado 65
Soro 63
Caldo 61

Fonte: Jay (1992).
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4. Carboidratos. Os aglicares parecem proteger alguns microrganismos e €sporos. A concentra-
¢d0 Otima para essa protegio varia com o microrganismo: é alta para alguns microrganismos
osmofilicos e baixa para outros; alta para esporos ¢ baixa para células nio-osmofilicas. O efeito
protetor €, em parte, devido a uma diminuicio da Aa, causada pelas altas concentracdes de aglcar,
Uma grande variacio, no entanto, existe entre os aclicares e dleoois, relativa ao seu efeito na
termorresisiéncia. Em estudos realizados com cinco substancias foi encontrada a seguinte ordem
decrescente: sacarose > glicose > sorbitol > frutose > glicerol.

5. pH. As células e esporos sio mais termorresistentes em substratos com PH neutro ou préximo
da neutralidade. O aumento na acidez ou alcalinidade torna mais rapida a destruicio pelo calor, mas
a alteracdo em diregdo 4 acidez é mais eficiente do que aquela em dire¢do 2 alcalinidade, A Tabela 7.3
apresenta os resultados da resisténcia térmica dos esporos de B. subtilis em diferentes pH.

No tratamento térmico de alimentos muijto dcidos, essa caracterfstica é de grande importancia,
uma vez que a quantidade de calor necessiria para se atingir a esterilizagio 6 muito menor quando
comparada aos alimentos com pH préximo do neutro,

6. Proteinas e Qutras Substincias, A presenca de protefnas, assim como a de lipidios, apresenta
um efeito protetor sobre os ticrorganismos. Por isso, os alimentos com alto teor protéico necessitam
de tratamento térmico mais rigoroso do que aqueles com baixo conterido protéico.

7. Niimero de Microrganismos. Quanto maior o niimero de microrganismos, maior a quantidade
de calor necesséria para destrui-los. O mecanismo que tenta explicar essa protecio est4 relacionado 3
produgio de substincias excretadas pelas células e que as protegeriam. Entre essas substincias
estariam as de natureza protéica. Além disso, considera-se que quanto mais numerosa a populagio,
maior serd a possibilidade de se ter células com resisténcia térmica mais elevada,

8. Fase de Crescimento. As células na fase estaciondria tendem a ser mais fermorresistentes, com

logaritmica, mas diminui conforme essa fase vai progredindo. Os esporos mais velhos sio mais
resistentes do que os mais Jjovens. Por qué? Nio se sabe,

9. Temperatura de Crescimento, A temperatura de multiplicacio das células e a de esporulagio
tendem a influenciar na termorresisténcia do microrganismo. Assim, ela tende a aumentar conforme
a temperatura 6tima de incubacio aumenta, €, para muitos, € mais elevada conforme se aproxima da
temperatura méxima de crescimento,

10. Compostos Inibitérios. A presenga de inibidores microbianos durante 0 aquecimento, como
antibi6ticos termorresistentes e SO;, diminui a resisténcia térmica dos microrganismos. O efeito
pritico de se adicionar os conservadores quimicos aos alimentos antes do tratamento térmico € a
redugio da quantidade de calor necessdria para o tratamento térmico surtir efeito.

11. Relagao Tempo/Temperatura, O tempo necessdrio para a destruicio de células e esporos sob
determinadas condi¢des diminuj conforme a temperatura aumenta. A Tabela 7.4 apresenta o efeito da
temperatura no tempo de destruicio térmica de €Sporos.

RESISTENCIA DE ESPOROS

Entre os microrganismos, os €sporos bacterianos sio as formas que apresentam maior resisténcia
térmica, sendo os esporos de terméfilos os de maior resisténcia,

Tabela 7.3

Efeito do pH na Resisténcia Térmica de Esporos de Bacillus Subtilis
pH Tempo de Sobrevivéncia
dos Micrerganismos (min)
N

5,6 7
6,8 11
7,6 ik

84 9
Fonte: Frazier (1988).




Fig, 7.1 — Um esporo bacteriano tipico.
Ex = exosporo; SC = capas do esporo; Cx = cortex; C = regido central,

Acresisténcia dos esporos parece ser decorrente da desidratagio do protoplasto, mineralizacio e
adaptagdo térmica,

A estrutura tipica de um esporo bacteriano é a apresentada na F ig. 7.1.

Regido Central (C). O protoplasto do esporo é rico em Ca2* e dcido dipicolinico, que forma o
complexo dipicolinato de Ca, com propriedades semelhantes a um gel. Provavelmente, o elevado teor
de écido dipicolinico € o responsavel pela resisténcia dos esporos. Nessa regido também sio

também parece ser importante Para a resisténcia térmica dos €SpOoros.

As capas dos esporos (SC) que envolvem o cortex sio constituidas, principalmente, por proteinas
¢ por teores menores de carboidratos e lipidios. Essas capas sdo importantes na resisténcia dos €Sporos
a cerlos agentes antibacterianos, como por exemplo, a lisozima.

Em alguns esporos, encontra-se uma camada externa adicional, constituida provavelmente de
protefnas, juntamente com lipidios e carboidratos,

DESTRUIGAO TERMICA DE MICRORGANISMOS

Alguns conceitos basicos relacionados i tecniologia sio necessérios para se entender o proces-
samento térmico de alimentos envasados:

Tabela 7.4
Efeito da Temperatura Sobre a Temperatura de Destruicio Térmica de Esporos
T(0) C. botulinum (60 bilhé_es de esporos . Esporos Terméﬁlqs T(150 mijl esporos/mf
Suspensos em lampédo — pH 7,0) (min) de suco de milho — PH 6,1) (min)
100 260 1.140

105 120 =
110 36 180
115 12 60

120 5 17
Fonte: Jay (1 992),
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1. Tempo de Destrui¢ao Térmica (TDT): € o tempo necessario para destruir um certo nimero de
microrganismos a uma determinada temperatura, Nessa determinagfio, mantém-se a temperatura
constante e determina-se o tempo necessario para a destruicio das células.

O ponto de destrui¢io térmica € a temperatura necessaria para destruir um certo nimero de
microrganismos em um tempo determinado, geralmente 10 minutos.

2. Valor “D” (ou “Razdo Letal”): corresponde a0 tempo, em minutos, em uma determinada
temperatura, necessario para uma redugio em 90% no niémero de células ou esporos presentes numa
suspensdo. Esse valor € numericamente igual a0 nimero de minutos necessarios para que a curva de
sobreviventes atravesse um ciclo logaritmico. Matematicamente, & igual  recfproca da inclinagio da
curva de sobreviventes (Fig, 7.2).

3. Valor “2”: o valor “z” corresponde ao intervalo de temperatura necessario para que a curva da
destruicdo térmica atravesse um ciclo logaritmico. Matematicamente, esse valor € igual ao reciproco
da inclinacdo da curva da destrui¢io térmica decimal (Fig. 7.3).

Ou seja, corresponde ao intervalo da temperatura capaz de provocar uma variagio de 10 vezes no
valor “D”.

O valor “D” reflete a resisténcia de um microrganismo a uma temperatura especifica, enquanto
o valor “z” fornece informacio sobre a resisténcia relativa de um microrganismo a diferentes
temperaturas de destruicio.

Conhecendo-se o valor “z”, pode-se calcular o processo térmico equivalente em diferentes
temperaturas. Por exemplo, se a 140°F (60°C), o tempo de 3,5min corresponde a um processamento
térmico adequado, e se “z” for igual a 8, pode-se considerar que um processo realizado a 148°F (64°C)
por 0,35min € equivalente aquele realizado a 132°F (55°C) por 35min. >

107
Tempo | Numero de sobrevivemtes
(min) (por ml)
5 10°
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Fig. 7.2 —Cdlculo do valor D de uma suspensio de esporos de Bacillus subtilis 5230, aquecida a 116,7°C.
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Fig. 7.3 — Determinacdo do valor “z”, utilizand a curva de
(log F vs. T).

ia térmica (log D. vs. T) ou a curva de destruicdo térmica

4. Valor “T”: € o tempo, em minutos, a uma determinada temperatura, necessario para a destruicio
de esporos ou células vegetativas de um microrganismo especifico.

Fo: representa a medida da capacidade de um processo térmico de reduzir o nimero de €SpOros
ou células vegetativas de um microrganismo por embalagem.

[Fo=D;(log a — log b)]

a =ndmero de células da populagio inicial; b = niimero de células da populacio final; D; = tempo
necessario, a uma temperatura de referéncia, para destruir 90% dos esporos ou células vegetativas de
um microrganismo.

Conceito 12-D. Fste conceito refere-se 20 tratamento térmico, na indistria de alimentos en-
vasados, necessério pata reduzir o nimero de esporos sobreviventes de C. botulinum a 1072, Como
0s esporos de C. botulinum nao germinam ou produzem toxina em alimentos com pH inferior a 4,6,
tal conceito s6 € vélido para alimentos com pH superior a esse valor.

Para ilustrar esse conceito tome-se o seguinte exemplo. Tendo em mente os demais conceitos j4
citados, e assumindo-se que cada embalagem de alimento contém apenas um tnico esporo de C.
botulinum, Fg pode ser calculado usando-se a equagio geral da curva de sobreviventes:

Fo = Di(log a —log b)
Fo =0,21(log 1-log 10-%)
Fo=021x12=252

Esse resultado indica que um processamento, por 2,52min a 250°F (121°C), reduz para um o niimero
de esporos de C. boulinum em uma dentre um trilhdo de embalagens (10'2). Ao se considerar que alguns
esporos flat-sour tém valor “D” de aproximadamente 4,0 alguns alimentos enlatados recebem tratamento
Fo de 6,02 8,0, o nimero potencial de esporos de C. botulinum é ainda mais reduzido.
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ENVASAMENTO ASSEPTICO

Nos métodos tradicionais de envasamento, recipientes de metal ou vidro ndo esterilizados sao
preenchidos com o alimento e, em seguida, fechados e, posteriormente, esterilizados. No envasamento
asséptico, o alimento € esterilizado e depois colocado, em condigdes assépticas, em embalagens
estéreis que depois sdo seladas, também em condigdes assépticas.

O envasamento asséptico teve um grande impulso a partir de 1981, com a aprovagio pelo Food
and Drug Administration do peréxido de hidrogénio para a esterilizagdo de materiais flexiveis para
embalagem. Entre esses materiais, destacam-se os cartoes de multicamadas flexiveis empregados nas
embalagens de alimentos “longa vida”.

Qual o tipo de alimento que poderia ser submetido a essa tecnologia? Em principio, qualquer
alimento que possa ser bombeado através de um trocador de calor. No entanto, ela tem sido aplicada
principalmente a alimentos liquidos, como leite, sucos de frutas, massa de tomate e outros, devido as
dificuldades de aplicagio dessa tecnologia para alimenios sGlidos.

Algumas das vantagens do envasamento asséptico sdo:

— oemprego de cartdes com multicamadas flexiveis para embalagem, em vez de vidro ou metal;

— osprodutos nio adquirem o sabor metélico caracteristico daqueles processados em embalagem

de metal;

— otempo de processamento de um produto em altas temperaturas € minimizado ao se empregar

a tecnologia; %

— esse tipo de envasamento permite o uso de membrana filtrante para esterilizagio de certos

liquidos;

— podem ser usados diversos gases para preenchimento do espago livre, como por exemplo, o

No.

Entre as desvantagens podem ser citadas:

— menor impermeabilidade das embalagens ao Oz do que as de vidro ou metal;

— menor rendimento do que para embalagens de vidro ou metal.

Adeterioracio dos alimentos embalados assepticamente é diferente daqueles envasados em metal.
Nos alimentos de alta acidez, envasados em recipiente de metal, pode ocorrer 0 estufamento por
produgio de Hy e vazamento nas costuras. Esses problemas ndo devem ocorrer nas embalagens
assépticas. No entanto, devido a permeabilidade ao Oy, outros tipos de deterioragdo podem ocorrer
nesse tipo de embalagem.

ALGUMAS CARACTERISTICAS DOS MICRORGANISMOS TERMOFILOS

Os term6filos sdo microrganismos com temperatura minima de crescimento ao redor de 45°C,
6tima entre 50°C e 60°C e méaxima de 70°C ou acima. Entre os microrganismos termdéfilos podem ser
encontrados cianobactérias, tiobacilos, algas, fungos, bacilos e clostridios.

Na multiplicaciio de microrganismos termofilos, ao contrario do que ocorre com os meséfilos, a
fase logaritmica é curta e muitas vezes dificil de ser medida. Os esporos germinam € as células
multiplicam-se rapidamente. Alguns microrganismos termdfilos tém tempo de geracio de 10 min, em
altas temperaturas. Avelocidade de morte também € répida. Aperda da viabilidade ou auto-esteriliza-
¢do abaixo da faixa de temperatura de crescimento é uma caracteristica desses microrganismos. Na
Fig. 7.4 sdc comparadas as curvas de crescimento de uma bactéria a 20°C, a 37°C e a 55°C.

Por que os terméfilos requerem temperaturas altas para multiplicacio? A seguir encontram-se
listadas algumas caracteristicas desses microrganismos:

1 —FEnzimas. suas enzimas podem ser subdivididas em trés grupos:

— aquelas que sdo estdveis na temperatura de produgio, mas requerem temperaturas levemente

superiores para inativagio, por exemplo: desidrogenase mélica, ATPase, certas peptidases;

— algumas enzimas sdo inativadas na temperatura de produgdo na auséncia de substratos

especificos, por exemplo: catalase e certas enzimas ligadas & membrana;
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Fig. 7.4 —Curvas de crescimento de cepas bacterianas incubadas a 20°C, 37°C e 55°C.

— algumas enzimas e proteinas sdo altamente termorresistentes, por exemplo: algumas proteases,
protefnas de flagelos, esterases, termolisina.

Entre as teorias que tentam explicar por que essas enzimas sao termorresistentes, tem-se a
existéncia de maiores niveis de amino4cidos hidrofébicos do que nos similares mesofilos. Uma
proteina mais hidrofébica seria, possivelmente, mais termorresistente. Uma outra teoria esta relacio-
nada com a ligagio de fons metalicos, como o Mg?*.

2 — Ribossomos. Em geral, a estabilidade térmica do ribossomo estd relacionada a temperatura
maxima de crescimento do microrganismo. No entanto, ndo s tem conhecimento de DNA termorresis-
tente. A composigio basica do rRNA afeta a estabilidade térmica. Estudos demonstraram que a
elevagio da temperatura médxima de crescimento do microrganismo provocou um aumento no
contetdo de G-C de moléculas de rRNA e a diminuicio de A-U. O aumento no contetido de G-C
tornou a estrutura mais estavel através de uma ligagiio de H mais extensa. Por outro lado, a estabilidade
térmica do RNA solivel de termdéfilos € meséfilos parece ser similar.

3 —Flagelos. Os flagelos de termdfilos séo mais termoestaveis do que os de mesofilos, resistindo
a temperaturas de 70°C, enquanto os de mesdfilos desintegram-se a 50°C.

4 — Necessidades Nutricionais. Geralmente os termdfilos necessitam de mais nutrientes do que
os mes6filos, quando crescem a temperaturas elevadas. A Tabela 7.5 ilustra esse aspecto, em relagio
as necessidades nutricionais de B. coagulans 1039 e B. stearothermophilus 4259. Embora essa
caracteristica do termofilismo nao tenha sido muito estudada, as alteracGes nas necessidades metabo-
licas, conforme se aumenta a temperatura de incubagio, podem ser devidas a uma falta geral de
eficiéncia por parte do complexo metabdlico.

5 —Tensdo de O2. Conforme a temperatura de incubago aumenta, a velocidade de multiplicagao
dos microrganismos também aumenta, elevando, conseqiientemente, a demanda de O3 no meio de
cultura e reduzindo a solubilidade do Oz, Alguns pesquisadores consideram essa caracterfstica um dos
fatores mais importantes entre os que limitam o crescimento termofilico no meio de cultura.

6 —Lipidios Celulares. Uma vez que um aumento no grau de insaturago dos lipidios celulares
estd associado ao crescimento psicrotréfico, ¢ normal considerarmos que o efeito inverso ocorra na
multiplicagio de microrganismos terméfilos. Isto &, conforme a temperatura de multiplicagio aumen-
ta, ocorre uma diminuigiio na proporgio de &cidos graxos insaturados nos lipidios celulares, enquanto
se verifica um aumento na de 4cidos graxos saturados. Acidos graxos saturados formam ligagdes
hidrofébicas mais fortes do que os insaturados. Entre os 4cidos graxos saturados encontram-se os
ramificados. Alguns autores obscrvaram que duas espécies terméfilas de Bacillus spp. preferiram
sintetizar 4cido heptadecandico ramificado a sintetizar dcidos graxos insaturados.
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Tabela 7.5
Efeito da Temperatura de Incubacéo nas Necessidades Nutricionais das Bactérias Terméfilas

Organismo e Necessidades Nutricionais
Ndmero da Cepa %0 pree =
B. coagulans 2(F) his, thi, his, thi, his, thi,
bio, fol bio, fol bio, fol
B. coagulans tio, bio, tio, bio, his, met
1039 (F) fol fol thi, nic,
bio, fol
B. stearothermophilus met, leu met, thi, met, thi,
3690 (F) thi, nic bio, fol bio, fol
bio, fol
B. stearothermophilus bio, fol met, his, met, his
4259 (F) nic, bio, nic,bio,
fol fol
B. stearothermophilus nao cresce glu, his, glu, his,
1373b (O) met, leu, met, leu,
bio bio, rib

Fonte: Jay (1992)
£ = facultativo, O = termdfilo obrigatdrio, his = histidina, thi = tiamina, bio = biotina, fol = dcido fdlico, met =
metionina, leu = leucina, nic = dcido nicotinico, glu = écido glutdmico, rib = riboflavina.

7 —Membranas Celulares. Anatureza das membranas celulares afeta o crescimento termofilico.
Uma vez que a unidade da membrana celular consiste de camadas de lipidios circundadas por camadas
de proteinas e que essa membrana depende da camada lipidica para suas fungGes bioldgicas, a ruptura
dessa estrutura causaria nio s6 injiria & célula, mas talvez sua motte. As alteragdes na saturacio de
lipidios, como visto, pode tornar a membrana celular um fator critico para o crescimento e sobrevivén-
cia dos termdfilos.

8 —Efeito da Temperatura. Os termfilos aparentemente ndo se multiplicam tio rapidamente na
sua femperatura Gtima de crescimento, como se poderia imaginar. De uma maneira geral, se
compararmos a velocidade de multiplicagio de um microrganismo terméfilo na sua temperatura 6tima
de crescimento com a velocidade de multiplicagio de um microrganismo meséfilo, também na sua
temperatura Gtima de crescimento, verificaremos que o microrganismo meséfilo apresenta velocidade
maior de multiplicagio, sendo portanto considerado mais eficiente. Ja foi constatado que as enzimas
terméfilas sio menos eficientes do que as meséfilas. Pode-se dizer que, a fim de continuarem atuantes,
as enzimas termdfilas diminuem sua eficiéncia durante o crescimento microbiano, atuando em
velocidade reduzida (“marcha lenta”).

9 —Genética. Alguns pesquisadores, ao realizarem a transformagio termofilica em uma cepa de
B. subtilis que nio se multiplicava em temperatura acima de 50°C colocando-a na presenca de DNA
extraido de uma cepa que se multiplicava a 55°C, verificaram que a freqiiéncia de transformagio foi
de 10, isto &, que a cada 10.000 células-filhas, uma era transformada. Constataram, ainda, que de
10% a 20% das células transformantes retiveram o alto nivel de resisténcia 2 estreptomicina
apresentado pelo microrganismo receptor, indicando que os loci genéticos para a resisténcia a esse
antibidtico e para o crescimento a 50°C estio muito préximos. No processo de transformacio, quanto
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menor for a distincia entre dois marcadores — mneste caso, capacidade de multiplicagio a 55°C e
resisténcia a estreptomicina —, maior serd a freqiiéncia de transformagio dupla.

Embora muito j4 se tenha aprendido sobre os mecanismos bésicos do termofilismo microbiano,
0 mecanismo exato permanece um mistério.

CONTROLE DOS MICRORGANISMOS ATRAVES DA DESIDRATACAO

O controle microbiano através da desidratagdo talvez seja o método mais antigo de conservagio
de alimentos. A observagio pelo homem, ja em tempos remotos, de que as sementes secas dos
alimentos podiam ser armazenadas de uma esta¢8o do ano para outra é um dado da longevidade desse
método, que se baseia no fato de que tanto os microrganismos como as enzimas precisam de dgua
para sua atividade. Portanto, para se conservar um alimento por esse meétodo diminui-se o contetido
de dgua até o ponto em que ocorra a inibigio dos microrganismos deteriorantes e dos causadores de
doengas de origem alimentar.
Alimentos secos, desidratados ou com baixa umidade, denominados LMF (Low Moisture Foods)
$d0 0s que apresentam, geralmente, teor de umidade inferior a 25% e atividade de dgua inferior a 0,60.
Nesta categoria, estio incluidos os alimentos secos tradicionais ¢ os alimentos liofilizados. Os
alimentos que apresentam atividade de 4gua entre 0,60 e 0,85 sdo denominados alimentos com
umidade intermediaria ou IMF (Intermediate Moisture Foods).
Apesar de a primeira razdo para a desidratagio dos alimentos ser a prevengio do crescimento
microbiano, outras razées podem ser enumeradas, entre elas:
— prevengiio das alteragoes quimicas ou fisicas no alimento, induzidas ou auxiliadas pelo excesso
de umidade;
— redugdo dos custos de embalagem, armazenamento e transporte;
— preparacio de produtos para processos nos quais somente produtos desidratados possam ser
utilizados;
— remogao da umidade adicionada em operagGes de processamento;
— reaproveitamento de produtos.

PRE-TRATAMENTOS

Os alimentos que serdo desidratados devem ser de boa qualidade, pois, de modo geral, a
desidratacio ndo modifica a qualidade microbiolégica da matéria-prima.

As operagdes de lavagem, limpeza, retirada de casca, pele e corte, entre outras que sio realizadas
antes da desidratacdo, dependem do tipo de alimento a ser processado.

Por exemplo, as carnes ¢ batatas necessitam de cocgao antes da desidratacdo, enquanto que o
branqueamento é uma etapa importante no processamento de vegetais. O branqueamento consiste ou
na imersio dos vegetais em dgua quente ou no uso de vapor. Suas principais funcdes sao:

— inativar as enzimas que possam causar alteragdes indesejéveis durante o armazenamento do

alimento desidratado;

— fixar a cor verde de certos vegetais;

— reduzir o niimero de microrganismos presentes nos alimentos. Algumas vezes, essa redugio

é de até 99%;

— facilitar a embalagem de produtos folhosos, devido ao murchamento das folhas;

— retirada do ar existente nos tecidos das plantas.

Para a desidratacio de algumas frutas, aimersdo em solugio alcalina de carbonato de s6dio produz
finas ranhuras na pele, removendo-a e facilitando, conseqiientemente, a desidratagio.

O tratamento com SO, realizado para certas frutas, previne o escurecimento durante a desidrata-
¢io ¢ o armazenamento. Antioxidantes sdo adicionados aos alimentos para prevenir alteragOes
oxidativas no produto desidratado.

120




wrETETET S

SISTEMAS DE SECAGEM

A desidratac@o pode ser:

Natural. Consiste simplesmente na exposigao do produto ao sol e ao vento. Entre os alimentos
submetidos a esse método podem ser citados as uvas, o coco, peixes e carnes em algumas regides do
globo terrestre. As temperaturas precisam ser elevadas e o ar seco para que nfo haja desenvolvimento
microbiano.

Controlada. A desidratacio com ar controlado é empregada para reduzir o contetido de umidade
de virias colheitas a niveis aceitiveis para o armazenamento. Pode ser:

— por secagem a vicuo: o alimento é colocado em uma cimara na qual o vicuo € produzido. A
4gua ¢ evaporada em temperaturas baixas causando menor injdria ao alimento;

— por secagem em tineis: este sistema emprega tiineis através dos quais sio movimentados
vagoes contendo bandejas do produto. O ar quente ¢ ventilado paralelamente ou em movimen-
to conirédrio ao do alimento,

Existem varios sistemas de secagem. A escolha de um deles depende das qualidades a serem
mantidas, da sensibilidade do alimento a injiria térmica, bem como das caracteristicas de reidratacio
¢ do custo do processo.

Os quatro principais sistemas de desidratagio sio:

— ar quente, para alimentos como vegetais;

— spray-drying para liquidos e semiliquidos;

— secagem a VACUO para Sucos;

— liofilizaco.

Alguns produtos requerem combinacio de mais de um desses métodos.

EFEITOS DA DESIDRATACAO SOBRE 0S MICRORGANISMOS

Apesar de o processo ndo ser letal, durante a desidratagio ou secagem alguns microrganismos sio
destruidos. Muitos tipos de microrganismos podem ser isolados dos alimentos desidratados, principal-
mente quando a matéria-prima utilizada & de baixa qualidade ou quando néo sdo segnidas boas praticas
de produgio durante as diferentes etapas do processamento.

As bactérias sio, entre os microrganismos, aqueles que necessitam para seu crescimento de niveis
de umidade relativamente altos, seguindo-se as leveduras e os bolores. Portanto, as bactérias dificil-
mente sdo responsédveis pela deterioragio de alimentos desidratados, pois necessitam de atividade de
dgua acima de 0,90. O mesmo pode ser dito em relagiio aos microrganismos causadores de doencas
de origem alimentar, cuja absoluta maijoria nio se desenvolve em alimentos com Aa inferior a 0,90.
Nos alimentos com atividade de dgua entre 0,80 e 0,85, a deterioragio ocorre dentro de uma a duas
semanas, causada por uma grande variedade de fungos. Em atividade de 4dgua igual a 0,75, a
deterioragao € retardada, com poucos tipos de microrganismos deteriorantes desenvolvendo-se. Em
alimentos com atividade de dgua igual ou inferior a 0,70, a deteriorag¢io por microrganismos é mais
diffcil, podendo ndo ocorrer, mesmo durante o armazenamento prolongado. Apesar de serem raros,
alguns microrganismos crescem em atividade de dgua inferior a 0,65, na faixa de 0,60 2 0,62. Algumas
leveduras osmofilicas como Zygossaccharomyces rouxii ja se desenvolveram, sob certas condigdes,
em atividade de dgua de 0,65.

Os microrganismos mais perigosos nos alimentos desidratados, portanto, sio os bolores, sendo
os do género Aspergillus, os mais importantes. A Tabela 7.6 apresenta os valores minimos de atividade
de dgua para a germinacio e crescimento de bolores e leveduras importantes nesse tipo de alimento.

O conceito “4gua de alarme” (alarm water) foi sugerido como parimetro para estimar a
estabilidade de alimentos desidratados durante o armazenamento. Esse conceito estd relacionado a
um determinado contetido de 4gua, que nio deve ser excedido caso se queira evitar o crescimento de
bolores. O contetido de “4gua de alarme” de alguns alimentos € apresentado na Tabela 7.7.

Como ja comentado anteriormente, embora a desidratagio destrua alguns microrganismos, os
esporos bacterianos, assim como os fungos e muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
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Tabela 7.6
Atividade de Agua Minima Relatada para a Germinagao e Crescimento de Alguns Bolores e
Leveduras Deteriorantes de Alimentos

Microrganismo Atividade de Agua Minima

Candida utilis 0,94
Botrytis cinerea 023

Rhizopus stolonifer 0,93
Mucor spinosus 0,93
Trichosporon pullulans 0,91
Aspergillus glaucus 0,70

0,64

Aspergillus echinulatus
Zygossacharomyces rouxii 0,62

Fonte: Jay (1992).

sobrevivem a esse processo. Parasitas causadores de doenga de origem alimentar, como a Trichinella
spiralis, ja foram relatados como sobreviventes a0 processo de desidratacao.

Com excecio dos microrganismos que sio destruidos pelo branqueamento ou pré-cozimento,
poucos sao aqueles destruidos durante o processo de liofilizagiio, sendo que um ndmero maior €
destruido durante a fase de congelamento. Nessa ctapa, entre 5% ¢ 10% da dgua permanece ligada 2
outros constituintes do alimento, sendo removida pelo processo de desidratacio. A morte ou injiria
da célula microbiana causada pela desidrataciio pode ser resultante da denaturagio das porgdes ainda
congeladas e nao desidratadas devido & concentragao causada pelo congelamento, pela remogao da
4gua ligada e/ou pela recristalizagio de sais ou hidratos formados de solucdes eutéticas. Quando a
motte ocorre durante a desidratagao, avelocidade de morte celular € maior durante os estagios iniciais
do processo.

A liofilizagiio é o método mais brando de desidratacio, tanto em relagio a0 alimento como aos
microrganismos presentes. Durante o congelamento, desidratagio, armazenamento © reidratagio podem
ocorrer alteragdes na microbiota. Bactérias Gram-negativas como Pseudomonas, Escherichia e Vibrionao
sobrevivem a esse processo tao bem quanto 0s cocos Gram-positivos e as bactérias formadoras de esporos.

ESTABILIDADE DOS ALIMENTOS DESIDRATADOS DURANTE O ARMAZENAMENTO

Entre as consideracSes a serem feitas na prevengio da deterioragio fingica de alimentos
desidratados, uma das mais importantes ¢, sem divida, a umidade relativa (U.R.) do ambiente de

Tabela 7.7

Contelido de “Agua de Alarme” Para Alguns Alimentos
Porcentagem de Agua

Alimento

Leite em pd aproximadamente 8
Ovos desidratados 10-11
Farinha de milho 13-156

Arroz 13-15

Carne magra desidratada 16
Vegetais desidratados 14-20
Amido 18

Fruta desidratada 18-25
Fonte: Jay (1992).

Umidade relativa = 70%; temperatura = 20°C.
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armazenamento. Se a embalagem nao for adequada e a U.R. for elevada, o produto absorver umidade
da atmosfera até que o equilibrio seja estabelecido. Portanto, 2 deterioragio da superficie serd
inevitavel com o crescimento caracteristico de bolores, devido a suas necessidades de oxigénio. Os
alimentos desidratados podem sofrer alteragOes de natureza quimica, ainda que nfo ocorra O Cres-
cimento fiingico durante 0 armazenamento. Nos alimentos desidratados com alto teor de lipidios, a
rancificacio oxidativa € a forma mais comum de deterioragio quimica; nos alimentos corm aglicares
redutores ocorre o escurecimento nio-enzimatico ou reagdo de Maillard, visivel devido 2 alteracao na
cor. Em algumas frutas e vegetais mais censiveis a essa deterioragio também se verifica o desenvol-
vimento de sabor amargo.

Além destas, outras reagdes quimicas podem OCOLIET DOS alimentos desidratados: alteragbes na
cor, perda de vitamina C nos vegetais e alteracoes estruturais que impedem a reidratagio adequada
do produto.

Algumas medidas podem ser tomadas a fim de minimizar esses problemas:

_“manter o conteddo de umidade tdo baixo quanto possivel;

__ reduzir o maximo possivel o contendo de aglcares redutores, uma vez queé estao envolvidos

na reacio de Maillard;

— quando o branqueamento for necessario, manter baixo 0 nivel de solidos solaveis. Esses
sSlidos solfiveis provenientes do branqueamento seriado de vegetais impregnam, provavel-
mente, a superficie do produto tratado e, por conferem agicares redutores © aminoécidos,
aumentam a possibilidade de ocorréncia do escurecimento ndo-enziméatico;

__ uso de diéxido de enxofre (SO2) antes da desidratagio de vegetais, protegendo a vitamina C
e retardando a reagio de escurecimento. Provavelmente, O SO, atua como um aceptor de
radical livre, impedindo essa reacio.

ALIMENTOS DE UMIDADE INTERMEDIARIA

Os alimentos de umidade intermedidria ou IMF (intermediate moisture foods) tém sido
produzidos para consumo desde h4 muito tempo. S&0 caracterizados por apresentar contetido de
umidade entre 15% e 50% e atividade de dgua entre 0,69 e 0,85. Combinadas a esses fatores, a
adico de conservadores quimicos ¢ a embalagem em anaerobiose auxiliam na sua estabilidade.
Os baixos niveis de atividade de 4gua sio alcangados através da remogdo de dgua por desorgao,
adsorgio efou adigio de aditivos como sais e agticares. Nos IMT recentemente desenvolvidos,
empregam-se aditivos umectantes como glicerol, glicdis, sorbitol, sacarose ¢ fungistaticos como
sorbatos e benzoafos.

A Tabela 7.8 apresenta a faixa deo atividade de dgua de alguns IMF considerados tradicionais.

PREPARACAO DO IMF

A tinica bactéria de interesse em satide piiblica que se multiplica em alimentos com atividade de
4gua (Aa) proximaa 0,86 & o Staphylococcus aureus. Portanto, um IMF deve ser preparado de maneira
a ter seu conteddo de umidade entre 15% e 50% e a Aa ajustada para valores inferiores a 0,36,
empregando-se umectantes e adicionando-se agentes antifingicos, pois nessa faixa de Aa s@o os
fungos que se desenvolvem. A redugio do pH auxilia na estabilidade desses alimentos.

Entre as varias metodologias empregadas para se determinar a4 Aa de um alimento, pode ser
utilizada a lei de Raoult. Por essa lei, 0 nimero de moles da dgua em solugao ¢ dividido pelo nimero
total de moles em solugio:

nimero de moles HoO

Aa= e
nimero de moles de H,0 + namero de moles do soluto

Quando a Agua é pura, tem-se:




55,5

Aa= =1,00

755540

No caso de se adicionar 1mol de uma substancia qualquer, tem-se:

55,5

- 55,1+1

=0,96

Para os alimentos de umidade intermedidria, tem-se como objetivo atingir uma determinada Aa
conhecida. Portanto, poderemos saber quantos moles de um determinado soluto serdo necessarios
para que uma Aa seja atingida. No entanto, como os alimentos sdo muito complexos, muitas vezes
nfo ocorre o esperado. Por exemplo: com a adi¢iio da sacarose, a redugio da Aa € maior do que a
esperada pela lei de Raoult, tornando essa lei sem valor prético.

Alimentos de umidade intermediria podem ser preparados por adsorgio ou desor¢ao de agua.
No primeiro caso, o alimento é desidratado (fregiientemente liofilizado) e depois submetido a
hidratagio controlada até se obter a composigio desejada. Através da desorgéo, o alimento € colocado
em uma solugiio com pressio osmética mais alta, a fim de que o ponto de equilibrio seja alcangado.
Entre as técnicas empregadas para alterar a Aa de um IMF durante a sua produgio, podem ser
citadas:
— infusdo Gmida: pedagos do alimento s6lido sdo embebidos e/ou cozidos em uma solugio
adequada para que o produto final tenha o nivel de dgua desejado (desor¢ao);
— infusfo a seco: pedagos do alimento sélido sdo primeiramente desidratados e depois imersos
em uma solugio contendo os agentes osméticos (adsorgio);
— componente de mistura: todos os ingredientes do IMF sao pesados, misturados, cozidos e
extrusados ou combinados de outras maneiras para que o produto final tenha a Aa desejada;

— desidratagiio osmética: os alimentos sdo desidratados pela imersdo em liquidos com Aa menor
do que a do alimento.
Exemplos de IMF sao: frutas desidratadas (figos, timaras, uvas-passa, macis), marshmallow,
geléias, mel, charque, etc. Os alimentos para animais domésticos (pef foods) também pertencem a esta
classe de desidratados. Eles sio freqiientemente preparados através da mistura dos componentes.

Tabela 7.8
Alimentos com Umidade Intermediéria Considerados Tradicionais

Produto Alimenticio Faixa de A
Frutas secas 0,60-0,75
Bolos e produtos de confeitaria 0,60-0,90
Alimentos congelados 0,60-0,90
Aclcares, xaropes 0,60-0,75
Alguns doces 0,60-0,65
Alguns cereais 0,65-0,75
Bolo de frutas 0,73-0,83
Mel 0,75
Concentrados de sucos de frutas 0,79-0,84
Geléias 0,80-0,91
Leite condensado 0,83
Alguns embutidos fermentados } 0,83-0,87
Alguns queijos maturados 0,96

Fonte: Jay (1992).
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ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DO IMF

A atividade antimicrobiana nos IMF & resultado de vérios fatores, sendo o principal deles a faixa
restrita de Aa desses alimentos. Qutros fatores existentes sio o pH, Eh, os conservadores quimicos
adicionados, a microbiota competidora e o tratamento térmico empregado no processamento. Em
conseqiiéncia, dificilmente as bactérias Gram-negativas e a maioria das Gram-positivas proliferarao,
com excecao de alguns cocos, das bactérias esporuladas e dos lactobacilos.

Em relagdo aos bolores, os IMF terdo a vida dtil prolongada caso a Aa seja reduzida para valores
préximos a 0,70. No entanto, isso fard com que o produto resultante seja do tipo seco. Na faixa de
0,80, como ja mencionado, um grande niimero de bolores desenvolve-se. Para impedir o desenvol-
vimento desses microrganismos, vérios recursos podem ser utilizados como a reducio dopH e aadigiio
de fungistaticos.

ESTABILIDADE DOS IMF DURANTE O ARMAZENAMENTO

As reagOes quimicas que ocorrem nos alimentos desidratados também sio constatadas nos de
umidade intermedidria, uma vez que tanto a oxidacgio lipidica como o escurecimento nio-enzimatico
tém seu Stimo nessa faixa de Aa e porcentagem de umidade,

O armazenamento dos IMF sob condices adequadas de umidade é necessério para prevenir o
desenvolvimento de bolores e para a estabilidade do alimento como um todo, Como para os
desidratados tradicionais, 0 armazenamento em ambiente com umidade relativa maior levaré ao ponto
de equilibrio, €, caso a embalagem seja permedvel, haverd penetragfio de 4gua e conseqiiente
crescimento de bolores na superficie. A embalagem deve ser também impermedvel a trocas gasosas,
inibindo o desenvolvimento de microrganismos aerébios.

CONTROLE DO DESENVOLVIMENTO MICROBIANO PELO EMPREGO DE BAIXAS
TEMPERATURAS

CARACTERISTICAS DOS MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

O parimetro temperatura é um dos fatores extrinsecos mais importantes na atividade bioquimica
dos microrganismos. Quanto menor for a temperatura, menor serd a velocidade das reacdes bioqui-
micas ou a atividade microbiana. Em consegiiéncia, poder-se-ia considerar que tanto o congelamento
como a refrigeragiio sio os melhores métodos de conservacao para qualquer tipo de alimento. No
entanto, isso nao € verdade! Alguns alimentos nio podem ser estocados nem mesmo sob refrigeracio,
pois sofrerdo injiiria devido ao frio, tornando-se inaceitiveis para o consumo. Portanto, a temperatura
na qual um alimento pode ser armazenado depende do tipo de o alimento. Além disso, fatores
econdmicos também devem ser considerados, uma vez que a remogdo de calor e a manutencio do
ambiente frio controlado sio de alto custo. Os alimentos pereciveis sio os de maior interesse quando
se considera o armazenamento em baixas temperaturas.

Antes de comegarmos a tratar do emprego de baixas temperaturas no controle microbiano, é
necessdrio que sejam definidos alguns termos:

Microrganismos Psicréfilos. Sio aqueles cuja temperatura de crescimento encontra-se na faixa
de 0°C a 20°C, com 6timo entre 10°C e 15°C;

Microrganismos Psicrotréficos. Sio os capazes de se desenvolver entre 0°Ce 7°C, com produ-
¢io de colonias ou turvagio do meio de cultura em sete a 10 dias. Alguns psicrotréficos, no entanto,
crescem em temperaturas de até 43°C, sendo, de fato, meséfilos.

Uma vez que os psicrotréficos ndo se multiplicam a uma mesma velocidade entre 0°Ce 7°C, dois
novos termos foram propostos para classifica-los:

Europsicrotrdficos (do grego eurys que significa largo): esses psicrotréficos nfio formam colénias
visiveis até o sexto e 0 10°dia. Exemplos: Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica, Hafnia alvei;
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Estenopsicrotréfico (do grego stends que significa estreito, abreviado): sdo os psicrotréficos que
formam colnias visiveis em, aproximadamente, cinco dias. Exemplos: Pseudomonas fragi, Aeromo-
nas hydrophila.

Alguns autores sugerem o crescimento a 43°C em 24 horas, em meio de cultura ndo-seletivo,
como teste que distingue os microrganismos psicrotréficos dos nio-psicrotréficos, uma vez que os
primeiros nao devem crescer nessas condigdes.

Temperaturas Frias. Sao as encontradas normalmente nos aparelhos domésticos de refrigeracdo
(5°C-7°C), e temperaturas ambientes entre 10°C e 15°C, sendo adequadas para o armazenamento de
certos vegetais e frutas.

Temperaturas de Refrigeracio. Sio as da faixa de 0°C a 7°C.

Temperaturas de Congelamento. Sio temperaturas a -18°C ou abaixo de -18°C. Nessas tem-
peraturas praticamente cessa o crescimento de todos 0s microrganismos, com raras excegdes que o
realizam em velocidade extremamente baixa.

A temperatura mais baixa na qual se constatou o crescimento microbiano em alimento foi a de
-34°C, no caso uma levedura com coloragéo rosa. Os microrganismos que normalmente crescem em
temperaturas inferiores a 0°C sio os bolores ¢ leveduras, apesar de j4 ter sido relatado o crescimento
de bactérias em temperaturas de -12°C e -20°C. Entre os alimentos que permitem o crescimento
microbiano a temperaturas abaixo de 0°C podem ser incluidos os sucos concentrados de frutas,
sorvetes e bacon.

REFRIGERACAO

A temperatura minima de crescimento para a maioria dos microrganismos estd ao redor de 10°C.
Mas, como ao se falar em refrigeracio, geralmente, nos referimos a temperaturas inferiores a 10°C,
0s mesofilos ndo representam problema, pois nfio se desenvolvem nessas temperaturas. Os micror-
ganismos de interesse sdo, pois, 0s psicroirdficos. Mesmo para estes, no entanto, quanto mais baixa
for a temperatura, menor serd a sua velocidade de crescimento. Assim, um alimento sofreri deteriora-
¢ao, aproximadamente, quatro vezes mais rapida a 10°C e duas vezes mais a 5°C e 0°C.

Alguns microrganismos causadores de doengas de origem alimentar sio capazes de se desenvolver
ou produzir toxinas em temperaturas de refrigeracio, mas a maioria nio cresce abaixo de 4,4°C.
Exemplos: Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum tipo E.

Outros métodos de conservagio de alimentos sio freqiientemente empregados em conjunto com
a refrigeragdo. O uso de embalagens a vacuo ou com CO; para exclusio do oxi génio retarda o
desenvolvimento da deterioragio microbiana, uma vez que os psicrotréficos séo, principalmente,
aerébios. Processos de salga, cura, defumacio ou emprego de outros agentes quimicos, assim como
0 tratamento térmico brando, podem inibir ou reduzir o nimero de microrganismos no alimento
refrigerado.

Chogque Frio. Resulta na perda de uma oumais barreiras relativas i permeabilidade da membrana,
havendo em conseqiiéncia o extravasamento de aminodcidos e nucleotidios da célula. O choque frio
€ uma forma direta de causar injiria a células, resultante da redugiio da temperatura sem o congelamen-
to do substrato.

Resfriamento Ripido. Tanto frutas e vegetais como leite, ovos e carnes necessitam de refrigeracdo
para prevenir a deterioragio. Alimentos liquidos podem ser resfriados através de sua passagem em
trocadores de calor; para outros utiliza-se a passagem de ar frio.

Os alimentos devem ser refrigerados em porgdes pequenas de modo a serem resfriados com-
pletamente, em um curto periodo de tempo.

CONGELAMENTO
Os alimentos sfio congelados com a finalidade de prolongar sua vida de prateleira, em relagéo

aquela conseguida apenas com a refrigeragio. As temperaturas utilizadas sio baixas o suficiente para
reduzir ou parar a deterioragio causada pelos microrganismos, enzimas ou agentes quimicos como o
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05. O congelamento é um dos melhores métodos para se manter a cor, 0 aroma ¢ a aparéncia de muitos
alimentos.

Preparo dos Alimentos para o Congelamento

O preparo dos alimentos, que ndo devem apresentar sinais de deterioragio, inclui a selegdo,
lavagem, branqueamento e embalagem antes do congelamento.

O branqueamento consiste na breve imersdo dos vegetais em 4dgua quente ou 10 uso de vapor.
Suas principais fungdes séo:

__ inativar as enzimas que possam causar alteragbes indesejiveis durante o armazenamento do

alimento congelado;

— fixar a cor verde de certos vegetais;

— reduzir o ndmero de microrganismos nos alimentos. Algumas vezes, essa reducéo ¢ de até

99%;

— facilitar a embalagem de produtos folhosos, devido a0 murchamento das folhas;

— retirar o ar existente nos tecidos das plantas.

A igua empregada no branqueamento deve ser de boa qualidade, impedindo que esporos
bacterianos contaminem os alimentos. Apesar de a redugio no nimero de microrganismos nao ser a
fungio mais importante desse processo, a temperatura utilizada para inativar enzimas € também
suficiente para reduzir, de modo significativo, o nimero de células vegetativas.

Congelamento de Alimentos e seus Efeitos

Existem dois processos basicos de congelamento de alimentos:

— congelamentordpido: atemperatura é diminuida para aproximadamente -20°Cem 30minutos.
Para que tal ocorra, pode-se fazer a imersdo direta ou contato indireto do alimento com o
refrigerante ou 0 uso de correntes de ar frio através do alimento que estd sendo congelado;

— congelamento lento: é o processo no qual a temperatura desejada € atingida entre trése 72
horas. E o que ocorre no congelador doméstico.

Do ponto de vista da qualidade total do produto, o congelamento répido apresenta mais vantagens

do que o lento, pelas seguintes razoes:

— no congelamento rapido, os cristais de gelo formados 530 pequenos, enquanto no lento esses
cristais sdo grandes;

— enquanto no congelamento répido ocorre o blogueio ou supressao do metabolismo, evitando
assim a perda do equilibrio metabélico, no congelamento lento hd quebra da harmonia
metabdlica;

— no congelamento répido, a exposi¢io 2 concentragdo de constituintes adversos & répida,
enquanto que no lento essa exposicio € maior;

— a adaptacio a baixas temperaturas nao ocorre no congelamento répido, ao contréirio do que
acontece durante o congelamento lento;

— nocongelamento rapido verifica-se o choque térmico, 0 quendo ocorre no congelamento lento;

— no congelamento répido ndo se tem o efeito protetor, ao contrdrio do constatado no con-
gelamento lento quando a concentragio de solutos propicia um efeito benéfico;

— no congelamento ripido, os microrganismos sio congelados no interior dos cristais de gelo.

O congelamento da dgua pura & presso atmosférica normal ocorre a 0°C. Conforme a temperatura
¢ diminuida abaixo de 0°C, a pressio de vapor da dgua e do gelo € reduzida de modo que, abaixo de
-10°C, a atividade de dgua é menor do que aquela necessiria para o crescimento da maioria das
bactérias.

As solugBes aquosas presentes em tecidos animais e vegetais apresentam temperatura de con-
gelamento na faixa de 0°Ca -10°C. Quando o alimento € colocado a temperaturas abaixo daquelas de
congelamento, a gua extracelular comeca a congelar, e os solutos presentes tendem a migrar para a
parte liquida remanescente. Conseqiientemente, ocorre um aumento na concentragdo de solutos com
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aredugio da temperatura de congelamento desse liquido. Dependendo da velocidade de congelamen-
to, alguns materiais sélidos ficam presos no interior dos cristais de gelo ou entre os cristais.

Conforme a concentragiio de solutos do liquido extracelular aumenta, vetifica-se uma diferenca
osmotica. Em conseqiiéncia, a dgua tende a deixar os tecidos das plantas, animais ou células
microbianas. O congelamento lento causa maior concentragio de solutos e maior desidratagiio do que
o congelamento rapido.

Ao contririo do que ocorre no congelamento rapido, onde se verifica a formacio de um grande
nimero de pequenos cristais de gelo, no congelamento lento a solidificacio inicia-se em um nimero
pequeno de locais resultando na formagao de grandes cristais de gelo. Esse processo pode alterar a
estrutura fisica do tecido. Portanto, o congelamento rdpido de alimentos € o processo que fornece um
produto final de melhor qualidade.

A ruptura da estrutura celular resulta em alteragdes na textura do alimento descongelado. Pode
ocorrer a exsudacio dos sucos resultando em gotejamento. Esse suco contém protefnas dissolvidas,
vitaminas, minerais e outras substincias.

Em um alimento congelado a -20°C, a dgua que ndo estd congelada corresponde aquela que se
encontra ligada a outras moléculas quimicas, nio estando portanto disponivel para a atividade
bioldgica.

Sistemas Utilizados no Congelamento

Virias séo as formas para a remogao de calor de um alimento: convecgio, condugio, evaporagio
ou radiagdo. Nos sistemas comerciais de congelamento sdo utilizados a convecgio, a condugio ou a
combinagao dos dois.

Entre os sistemas desenvolvidos para o congelamento podem ser incluidos:

— congelador de placas (simples, duplo ou pressio);

— correntes de ar frio (salas, ambientes fechados, tineis);

— imers#o em liquidos (COz, N2);

— pulverizacio com liquido congelante.

O sistema a ser selecionado para o congelamento depende do tipo de alimento, velocidade de
congelamento e fatores econdmicos. Embora relativamente vagaroso, o congelamento em tinel com
correntes de ar frio pode ser utilizado na maioria dos alimentos.

Os liquidos sdo melhores condutores de calor do que o ar. Portanto, obtém-se um congelamento
mais rdpido através da imersio em liquido congelante do que com o congelamento em correntes de
ar frio. Entre os fluidos empregados no congelamento tem-se: NaCl, CaCl, e o diclorodifluormetano
(Freon 12), 2 -29,8°C. O uso deste 1iltimo, no entanto, esté sendo reavaliado pela Agéncia de Protecio
Ambiental dos Estados Unidos, pois parece provocar danos 4 camada de ozdnio da atmosfera.

Para o congelamento muito rapido (congelamento criogénico), sio empregados gases liquidos
(CO; ou Ny) ou a imersdo em liquidos ou pulverizagio.

Estabilidade dos Alimentos Congelados

Alguns fatores que afetam a vida de prateleira de um alimento congelado sio os tratamentos a
que ¢ submetido antes do congelamento, o tipo de embalagem, a temperatura, as flutuacbes na
temperatura de armazenamento e as condicdes para o descongelamento desse alimento. Na Tabela 7.9
encontra-se o tempo de armazenamento de alguns alimentos congelados.

Quanto mais baixa for a temperatura de congelamento, maior serd a vida itil do produto.
Temperaturas altas de congelamento nio induzem a inativagio de enzimas que podem deteriorar o
alimento. Bsse problema pode ser controlado por tratamentos para a destrui¢io enzimdtica, como o
branqueamento, antes do congelamento.

O material de embalagem também é importante. Ao prevenir a difusio do O, para o interior da
embalagem, a rancidez ou oxidagio poder ser protelada. As alterages, devido & oxidagio, podem
ser evitadas em certos alimentos, pela adigio de ascorbato ou véarios antioxidantes, aumentando assim
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Tabela 7.9
Tempo de Armazenamento para Cames Bovina, de Porco e de Frango, Mantidas a -17,8°C.

Produto Congelamento a-17,8°C
(Meses)

Carnes in natura
embutidos (porco) 1-2
carnes diversas 3-4
carne moida 2-3
costeleta (carneiro e porco) 34
bifes 8-12
Carnes processadas
bacon 1
presunto (inteiro) 1-2
presunto (metade) 1-2
presunto (fatias) 1-2
embutidos defumados N&o se recomenda
embutidos secos € semi-secos o congelamento
Carnes cozidas
carnes cozidas e pratos a base de came 2-3
caldo de carne 2-3
Carne fresca de aves
frango e peru
pato e ganso
Carne cozida de aves
pedagos com caldo
pedagos nédo cobertos
pratos & base de carne de frangos
frango frito

Fonte: Banwart (1989).

a sua vida de prateleira. A embalagem também devera impedir a evaporagio da umidade do alimento
congelado.

Avelocidade de congelamento afeta a vida iifil do alimento congelado, sendo que o congelamento
lento proveca uma perda da qualidade devido 2 longa permanéncia do alimento em temperaturas
superiores a 0°C. Essa perda pode ser equivalente 2 perda que ocotre nos alimentos armazenados
durante alguns meses a -18°C.

O descongelamento, tanto deliberado como acidental, deve ser sempre visto com cuidado. O
acidental pode ocorrer durante o armazenamento, transporte, distribui¢do e comercializagdo.

Tanto o crescimento bacteriano como a perda dos atributos de qualidade sao postergados com o
descongelamento rapido.

O tempo méaximo de armazenamento de um alimento congelado ndo é baseado na sua microbio-
logia, mas em outros fatores como textura, aroma, maciez, cor e qualidade nutricional total apds o
descongelamento e cozimento.

Alguns alimentos, embalados sem os devidos cuidados, podem sofrer o fendmeno conhecido
como queimadura pelo frio ou freezer burn, caracterizado pela cor escura de alimentos de cor clara.
Esse fendmeno € irreversivel e atinge algumas frutas, frangos, carnes e peixes, tanto crus como cozidos.
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Efeitos do Congelamento Sobre os Microrganismos

O congelamento é um dos métodos de conservagio de culturas bacterianas, sendo a liofilizacdo,

talvez, o melhor deles. No entanto, j4 foi demonstrado que as temperaturas de congelamento afetam

a destruicio de certos microrganismos considerados importantes em alimentos. Alguns fatos que

ocorrem em certos microrganismos durante o congelamento sio:

— conforme a espécie de microrganismo, verifica-se morte imediata durante o congelamento;

— a proporgio de células sobreviventes, imediatamente apés o congelamento, € independente
da velocidade de congelamento;

— as células, ainda vidveis, imediatamente aps o congelamento, morrem gradualmente quando
armazenadas congeladas;

— esse declinio numérico é relativamente rdpido a temperaturas logo abaixo do ponto de
congelamento, principalmente ao redor de -20°C. Porém, € menor a temperaturas mais baixas.

Como ocorre em outros métodos de conservacio de alimentos, os microrganismos comportam-se

de maneira varidvel durante o congelamento. Os cocos sao mais resistentes do que os bacilos

Gram-negativos. Entre os causadores de doenga de origem alimentar, as salmonelas sdo menos

resistentes do que 0S. aureus ou células vegetativas de clostridios, com os esporos e toxinas bacterianas

ndo sendo afetados por baixas temperaturas, ATabela 7.10 apresenta a contagem bacteriana de diversas
espécies de Salmonella armazenadas durante 270 dias a -25,5°C. Constata-se que nenhuma das
espécies foi totalmente destruida.

Cepas de uma mesma espécie de microrganismo apresentam diferentes comportamentos quanto

A sua viabilidade durante o congelamento. O tipo de congelamento empregado, a natureza e a

composicio do alimento, o periodo de armazenamento, entre outros, sdo fatores importantes na

manutengio da viabilidade do microrganismo. Temperaturas ao redor de -20°C s@o menos letais do
que a de -10°C.

Alguns fendmenos que ocorrem durante o congelamento das células sdo descritos a seguir:

— a 4gua que congela é a dgua livre. Durante o congelamento, essa dgua forma cristais de gelo
que aumentam de tamanho. Ne congelamento lento, os cristais de gelo formados sdo
extracelulares; no congelamento rapido, esses cristrais sdo intracelulares. A dgua que néo estd
disponfvel nio congela; com o congelamento, as células desidratam-se devido ao esgotamento
da agua disponivel;

— o congelamento leva a um aumento na viscosidade da matéria celular, conseqiiéncia direta da
concentragio de 4gua na forma de cristais de gelo;

— o congelamento resulta na perda de gases citoplasmaticos como Oz e CO,. Aperdade O; para
os microrganismos aerdbios provoca a parada das reagdes respiratorias; o estado de maior
difusdo do O, pode aumentar a atividade oxidativa no interior das células;

Tabela 7.10
Sobrevivéncia de Culturas Puras de Microrganismos Entéricos em Chow Mein de Frango,
Armazenado a -25,5°C.

Contagem Bacteriana (1 05/9) apbs Armazenamento por (Dias)

Microrganismo 0 2 5 9 14 28 50 92 270
Salmonelia 75 560 270 217 111 111 32 50 22
newington
S. typhimurium 1670 2450 1340 1180 110 955 310 900 340
S. typhi 1285 455 218 173 106 45 26 23 086
S. gallinarum 685 870 450 365 290 17,9 149 83 48
S. anatum 1000 790 550 525 335 294 226 162 42
S. paratyphi B 230 2050 1180 930 920 428 243 388 190

Fonte: Jay (1992).
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— o congelamento acarreta alteragoes no pH da matéria celular, podendo haver variagoes de 0,3
- 2,0 unidades em seus valores, tanto acima como abaixo do pH inicial;

— a concentragiio dos eletrdlitos celulares € afetada pelo congelamento como conseqiiéncia da
concentragio de 4gua na forma de cristais de gelo;

— o congelamento causa uma alteragao generalizada no estado coloidal do protoplasma celular.
As proteinas, assim como outros constituintes do protoplasma celular, encontram-se nas
células vivas em estado coloidal dinamico. A quantidade de agua existente € a adequada para
a manutencio desse estado;

— o congelamento causa alguma denaturagio das proteinas celulares. A maneira como essa
denaturagfio ocorre ainda nio estd bem esclarecida. Sabe-se, no entanto, que alguns grupamen-
tos como lipoproteinas separam-se de outros;

— o congelamento induz ao choque térmico em alguns microrganismos, principalmente em
terméfilos. Durante o declinio abrupto da temperatura, hi um nimero maior de células
destruidas do que no declinio lento; :

— ocongelamento causa injiria metabdlica em algumas células microbianas, como por exemplo,
em certas espécies de Pseudomonas.

Geralmente, 0s protozodrios sio destruidos pelo congelamento abaixo de -5°C ou -10°C, quando

substincias protetoras ndo estdo presentes. Alguns organismos permanecem vidveis, como por
exemplo, Trichinelln spiralis, agente da triquinose.

Vantagens e Desvantagens do Congelamento

As vantagens do congelamento como método de conservagao de alimentos sao:

__ ndo adiciona nem remove compostos presentes no alimento;

__ ndo adiciona sabor ou aroma novos nem altera o natural;

— ndo diminui a digestibilidade nem causa perda significativa do valor nutritivo.

Algumas das desvantagens sao:

— 0s microrganismos nao sao destruidos totalmente;

— 05 esporos S30 Muito resistentes a esse processo € as toxinas nao sio destruidas;

— 0s alimentos congelados, embalados de maneira inadequada, desidratam muito rapidamente,
causando uma deterioragiio marcante tanto no aroma como na apaténcia geral do alimento.

Efeito do Descongelamento

O processo de descongelamento € muito importante na sobrevivéncia do microrganismo, sendo
que repetidos congelamentos e descongelamentos destruirdo a bactéria através da ruptura celular.
Quanto mais répido for o descongelamento, maior sera o nimero de células sobreviventes, sendo a
causa desse fato ainda desconhecida.

O descongelamento, como citado anteriormente, é um processo mais lento do que o congelamento,
seguindo um padrio potencialmente capaz de provocar mais injdrias. '

O perfil tempo/temperatura caracteristico do descongelamento é, potencialmente, mais prejudicial
do que o perfil do congelamento. Durante o descongelamento, a temperatura eleva-se rapidamente
até o ponto de liquefagio, onde permanece durante um longo periodo de tempo, dando oportunidade
para que ocorram reagSes quimicas, recristalizacdo e até mesmo o crescimento microbiano.

Ja se considerou que a morte dos microrganismos nao ocorre durante o con gelamento, mas sim,
¢ principalmente, durante o processo de descongelamento. No entanto, tal fato ainda nao foi provado.

ALGUMAS CARACTERISTICAS DOS MICRORGANISMOS PSICROFILOS E
PSICROTROFICOS

Podem ser citadas as seguintes caracterfsticas:




Aumento dos residuos de dcidos graxos insaturados: o contetido lipidico de grande nimero de
bactérias esté, geralmente, entre 2% ¢ 5%, estando a maioria localizada, principalmente, na membrana
celular. As gorduras bacterianas sdo ésteres de glicerol de dois tipos: lipides neutros, nos quais um,
dois ou os trés grupamentos hidroxila do glicerol estao esterificados com acidos graxos de cadeia
longa, e fosfolipides no qual um dos grupamentos hidroxila esté ligado & etanolamina, colina, glicerol,
inositol ou serina, através de ligacio fosfodiéster. Os outros dois grupamentos hidroxilas estio
esterificados com dcidos graxos de cadeia longa.

Ao crescer em baixas temperaturas, muitos psicrotréficos sintetizam lipides neutros e fosfolipides
contendo uma propor¢do maior de dcidos graxos insaturados quando comparados ao crescimento a
temperaturas mais altas. A Tabela 7.11 mostra os efeitos da temperatura de incubagio na composicao
de 4cidos graxos de Candida utilis. Constata-se que o conteddo de dcido linolénico (18:3) aumentou
enquanto que o de dcido oléico diminuiu, em temperaturas mais baixas.

A ampla distribuigio de alteracdes induzidas por baixas temperaturas na composigio de dcidos
graxos sugere associagdes com mecanismos fisiologicos da célula. Sabe-se que um aumento no grau
de insaturagio de dcidos graxos em lipides acarreta a redugfo no ponto de fusdo desses lipides,
mantendo-os no estado liquido, portanto, mével, o que permite 4 membrana continuar com sua fungio.
Essa teoria € conhecida como “teoria da solidificacdo lipidica”.

O “choque frio” é um outro fato que deve ser levado em consideragdo, pois significa a morte de
nitas células bacterianas durante o resfriamento repentino de uma suspensao de cé€lulas viaveis
desenvolvidas a temperaturas mesofilicas. Geralmente, esse fato relaciona-se a bactérias Gram-nega-
tivas e ndo a Gram-positivas. Apds o choque frio ocorre a liberacio de certos constituintes celulares
de baixo peso molecular, provavelmente devido a danos na membrana plasmética. J4 foi proposto que
a faixa de temperatura de crescimento de um microrganismo depende da sua capacidade em regular
a fluidez de seus lipides naquela faixa.

Psicréfilos sintetizam alios niveis de polissacaridios: as bactérias Leuconostoc e Pediococcus,
que aumentam a viscosidade do leite ¢ provocam o ropy na massa do pao, t€m seu crescimento
favorecido pelas baixas temperaturas. A maior produgdo de dextrana em temperaturas mais baixas ¢,
aparentemente, devida ao fato de a dextrana-sucrase ser rapidamente inativada em temperaturas
superiores a 30°C.

A formagio de substincia viscosa, deterioracao caracteristica de salsichas, carnes frescas de
frango e carne moida, é causada pelo aumento da sintese de polissacaridios em baixas temperaturas.

A produgio de pigmentos é favorecida: este efeito parece estar presente apenas nos microrganis-
mos que sintetizam fenazina e pigmentos carotendides. O melhor exemplo deste fenémeno envolve
a producio de pigmentos por Serratia marcescens. O microrganismo produz uma enzima ter-
mossensivel que catalisa a ligacio entre os compostos que formam a prodigiosina, que € o pigmento
vermelho.

Tabela 7.11
Efeitos da Temperatura de Incubagao na Composigao de Acidos Graxos de Culturas Estacionarias
de Candida utilis

Temperatura Conceqtrag:a’o Composigio de Acido Graxo*

rncubagZo o) d‘?{%ﬁ‘,ﬁs 16:0 16:1 18:1 18:2 18:3
30 2,0 18,9 4,6 39,1 34,3 2,1
20 2,0 20,3 11,4 31,6 217 6,1
10 2,0 27,4 20,6 20,7 17,6 10,7
5 1,7 19,2 15,9 18,2 16,3 27,3

Fonte: Jay (1992).
*Os valores séo expressos como porcentagens dos dcidos graxos totais, que so designados x:y, sendo x o
ndimero de atomos de carbono e y o nimero de duplas ligagdes por molécuia.
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Algumas cepas utilizam cerfos substratos de maneira diferente em baixas temperamuras: foi
relatado que algumas cepas de microrganismos, ao fermentarem agficares em temperaturas inferiores
a 30°C, originam 4cido ¢ gs, enquanio que acima dessa temperatura somente acido é produzido.

Efeitos de Baixas Temperaturas no Metabolismo dos Microrganismos

Entre os efeitos apresentados pelas baixas temperaturas no crescimento e atividade dos micror-
ganismos causadores de doenga de origem alimentat, 03 mais estudados foram:

1) Psicrotroficos apresentam velocidade metabélica reduzida: asrazes para que isso ocorra ainda
1180 estio totalmente compreendidas.

Conforme a temperatura & reduzida, a velocidade de sintese protéica também diminui, sem haver
alteracdes na quantidade de DNA celular, A redugiio na sintese protéica parece estar relacionada com
a redugiio na sintese de enzimas a baixas temperaturas. Alguns autores sugeriram que baixas
temperaturas afetam a sintese de uma profeina repressora e que essa protefna ¢ termolébil. Outros
aufores sugerem que a baixa temperatura pode influenciar a fidelidade da translagio do RNA
mensageiro durante a sintese protéica.

Apesar de nfo se conhecer o mecanismo pelo qual ocorre a diminuigio da atividade metabdlica
de microrganismos a baixas temperaturas, 0 psicrotréficos apresentam, Nessas temperaturas, uma
boa atividade enzimética, uma vez que 2 0°C apresentam motilidade, formagao de endosporos €
germinagio de endosporos. Atemperatura minima de cres cimento pode ser determinada pela estrutura
de enzimas e membranas celulares, bem como pela sfntese de enzimas. Em temperaturas altas, 0s
psicrotréficos nao produzem enzimas, provavelmente devido 2 inativagdo de reagbes que as sin-
tetizam, embora saiba-se que a inativacio de enzimas também ocorre.

2) Transporte de solutos através da membrana psicrotrofica é mais eficiente: os psicrotroficos
apresentam lfpides em sua membrana que a formnam mais fluida. Tenta-se explicar a facilidade do
transporte através da membrana a baixas temperaturas pela sua maior mobilidade. Além disso, as
permeases de transporte dos psicrotroficos séo, aparentemente, mais operantes nessas condigdes do
que aquelas de outros mesofilos. Apesar de ndo se conhecer totalmente o mecanismo especifico desse
aumento no transporte, ja foi demonstrado que os psicrotréficos sdo mais eficientes do que os meséfilos
1o consumo de solutos a baixas temperaturas.

3) Alguns psicrotréficos produzem células maiores: ao se comparar o tamanho de células de alguns
bolores e leveduras em diferentes temperaturas, verifica-se que as células sdo maiores quando crescem
sob condicBes psicrotroficas. Estudos com Candide utilis mostraram que 0 aumento da célula é devido,
provavelmente, a um aumento nos conteddos de RNA e proteina das células.

De maneira geral, 0s microrganismos psicrotréficos sio considerados como tendo niveis mais
clevados tanto de RNA como de proteinas.

4) Sintese de flagelo & mais eficiente: E. coli, Salmonella paratyphi B e outros microrganismos,
inclusive alguns psicrofilos, sao exemplos de microrganismos mais eficientes na sintese de flagelo a
baixas temperaturas.

5) Psicrotréficos sdo favorecidos pela aeragao: estudos sobre os cfeitos da aeracio no tempo de
geracdo de Pseudomonas fluorescens em temperatura a 4°C e 2 32°C na presenca de glicose, citrato
¢ casaminodcidos demonstraram que a 4°Cea 10°C a aeragio (agitagao) diminuiu o tempo de geragio,
enquanto que a 32°C a aeraco resultou em tempo mais longo de geragdo. A grande maioria das
bactérias psicrotroficas estudadas ¢ acrdbia ou facultativa, e so esses 0s tipos de microrganismos
relacionados A deterioragdo de alimentos refrigerados. Entre os poucos microrganismos anaerébios
psicrotréficos estudados, 0 Clostridium putrefaciens foi um dos primeiros.

Natureza da Baixa Resisténcia Térmica dos Psicrotréficos

Alguns autores tentaram explicar as causas que limitam o crescimento dos psicrotréficos a
temperaturas muito acima de 30°C-35"C, concluindo que as temperaluras méximas de crescimento
das bactérias estio relacionadas com as temperaturas minimas de destruicio das enzimas respiratorias.
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Quando alguns psicrotréficos sdo submetidos a temperaturas acima da maxima para seu cres-
cimento, a morte celular é acompanhada pelo extravasamento de varios constituintes intracelulares,
entre outros, por proteinas, DNA, RNA e aminodcidos livres. Esse extravasamento, provavelmente,
decorre da ruptura da membrana celular.

Qualquer que seja o mecanismo responsivel pela morte do microrganismo psicrotrofico em
temperaturas poucos graus acima da sua temperatura 6tima de crescimento, essa destruicic em
temperaturas relativamente baixas € caracteristica desse grupo de microrganismos, principalmente
daqueles cuja temperatura 6tima de crescimento & de 20°C ou abaixo de 20°C.

CONSERVACAO DE ALIMENTOS PELO EMPREGO DE RADIACAO IONIZANTE

O emprego de radiagdo ionizante na conservagao de alimentos foi patenteado nos Estados Unidos
em 1929. No entanto, s6 nos tltimos 30-40 anos é que os cientistas de muitos pafses comegaram,
realmente, a dar maior atencio a esse método. -

Aradiacio pode ser definida como sendo a emissdo e a propagagio da energia ou particulas através
do espago ou da matéria.

O espectro eletromagnético encontra-se representado na Fig. 7.5 com as vérias radiagdes separa-
das com base em seus comprimentos de onda. Interessam & conservagio de alimentos as radiagOes
com comprimentos de onda mais curtos por serem as mais nocivas aos microrganismos. De interesse
especial sdo as radiacdes jonizantes, que apresentam comprimento de onda de 2.000 Angstrons ou
menos. Exemplos: os raios gama emitidos por %Co, as particulas beta, as particulas alfa, os raios X
0s raios c6smicos. Como destréi o microrganismo, sem haver um aumento aprecidvel de temperatura,
o processo é denominado “esterilizaciio a frio”.

Irradiagio é o processo de aplicagdo de energia radiante a um alvo qualquer, no caso, um
determinado alimento.

Alguns conceitos devem ser considerados ao se irradiar um alimento:

— roentgen é uma unidade de medida usada para expressar a dose de exposigdo aos raios X ou

radiagio y;
— curie é aunidade de atividade radioativa e corresponde a 3,7x101° desintegractes por segundo;

— RAD (Radiation Absorbed Doses) ¢ a unidade de dose absorvida equivalente a absor¢ao de

100ergs/g de matéria. Os multiplos dessa unidade sdo quilo-rad (krad) = 1.000rad e mega-rad
(Mrad)=1.000.000rad;

— Gray (Gy) € a unidade mais recente, sendo 1Gy=100rad=1Joule/kg.

As caracteristicas das radiagGes de interesse na conservagio de alimentos sdo:

Raios Ultravioleta (luz UV). Essa radiaciio é um poderoso agente bactericida, com o com-
primento de onda mais eficiente encontrando-se ao redor de 2.600A. A célula bacteriana € destruida
devido a mutagdes letais no DNA, com formagio de dimeros de nucleotidios que sdo os produtos mais
estiveis e abundantes. Essas radiagoes inibem a sintese de DNA, bem como, em menor extensao, a
de RNA e de proteinas.

Por apresentar um baixo poder de penetragio, a radiagio UV fem seu emprego limitado na
conservacio de alimentos. E usada principalmente na superficie dos alimentos, podendo, no entanto,
catalisar reagOes indesejdveis como oxidacio de lipidios produzindo rancificagdo e descoloragao
superficial de vegetais. Alguns usos da radiacio UV em alimentos sdo: na esterilizagiio do ar e
superficie de pdes e outros produtos de panificagio antes de serem embalados, para minimizar a
deterioragiio por bolores; na esterilizacdo da camada superficial de tanques de xaropes; na esterilizagao
de embalagens como sacos plasticos de baixa espessura e permedveis & radiacfo; na destruigio de
esporos de Bacillus stearothermophilus em agticar; na redugao da contaminagao superficial de carnes
mantidas em camaras de refrigeracao. ‘

Particulas . As particulas B sdo elétrons emitidos por fontes radioativas. Apresentam baixo
poder de penetragao. Essas particulas podem ser aceleradas, em aparelhos denominados aceleradores
de particulas, adquirindo maior energia. E nesse estado que podem ser utilizadas na irradiagio de
alimentos.
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Tabela 7.12
Conservacao de Alimentos e Dose Empregada*

Aplicagdes da Radiagao na
Aplicagao Geral * Exemplos Especificos Dose
(Mrad)
Diversos condimentos
o Cebola em po
Descontaminagao de ingredientes 1,0
Corantes

Suplemento mineral
Carne bovina e de frango

Produtos & base de ovos
0,3-1,0

Inativagao de Salmonella
Camarao

Earinha de carne e peixe
Morango

Ma
Para aumentar o tempo de armazenamento de frutos nga 0,2-0,5
Papaia

Tamara

Batata
L . . Cebola
Inibigao de germinagao ou crescimento Sy 0,01-0,3
0

Cogumelo

*Dose abaixo da limite recomendado (1Mrad) pelo Comité da FAO/IAEA/WHO.
Fonte: Ley (1983).

Raios y. Sao radiagbes cletromagnéticas emitidas pelo niicleo excitado de elementos radioativos,

sendo os de importincia na conservagio de alimentos 0 °Co e o 13Cs. E a forma mais barata para
aplicagiio em alimentos, uma vez que sio subprodutos da fissdo do urfinio. Apresentam excelente

poder de penetragio, a0 contrério dos raios UV e particulas f. A meia-vida do 60Co € de cinco anos €

a do 137Cs ¢ de, aproximadamente, 37 anos.
ATabela7.12 apresenta alguns exemplos de aplicagdes da radiagio em alimentos € as respectivas
doses utilizadas. A dose necessdria para se obter o efeito desejado estd diretamente relacionada 2
atividade do radioisétopo, Devido 3 limitacdo na penetragio de elétrons nos alimentos, 0s equipamen-
tos mais adequados para as operagbes na linha de processamento envolvem o tratamento de em-
balagens individuais cOm €Spessura nio superior a poucos centimetros.
Alguns cuidados devem ser tomados com o0 alimento antes de ser submetido  irradiagao:
— selecio dos alimentos: estes devem estar em bom estado de frescor e qualidade, devendo set
evitados aqueles com deterioracdo incipiente;
— limpeza dos alimentos: qualquer sujidade ou particula deve ser removida. Esse cuidado
diminuird o ndmero de MiCrorganismos presentes;
— embalagem: deve proteger o alimento da contaminagio pos-processamento. Os vidros de cor
clara podem ter sua cor alterada, quando expostos a doses proximas de 10KGy, resultando em
cor indesejavel;
— brangueamento ou tratamento térmico: enzimas do alimento ndo sdo destrufdas pelas doses
utilizadas na irradiagio de alimentos (Fig. 7.5). Portanto, & necessario destrui-las antes do
processo, pois caso contrario poderaoser responsdveis pela deterioracioposterior do alimento.
O branqueamento de vegetais ¢ o fratamento térmico moderado de cames sd0 08 melhores

métodos.
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EFEITO DA RADIAGAO SOBRE 0S MICRORGANISMOS

Aeficiéncia de uma determinada dose de radiagao sobre 03 microrganismos depende dos seguintes
fatores:

1) Radiorresisténcia do microrganismo: como outros agentes antimicrobianos, a resposta da célula
Imicrobiana A radiacio jonizante esté relacionada a natureza e a quantidade do dano direto produzido
em seu alvo vital, ao ndmero, natureza e longevidade dos radicais quimicos induzidos pela radiacio
¢ 3 habilidade inerente A célula em tolerar ou reparar o danoe influéncia dos meios extra e intracelular.
Dessa forma, qualquer tentativa em se classificar ou comparara radiorresisténcia dos microrganismos
somente tem significado quando todas as condigoes forem bem definidas e compreendidas.

Entre os microrganismos existem diferengas entre 0s géneros e mesmo entre cepas de uma mesma
espécie. A faixa da radiorresisténcia microbiana é ampla, embora ndo tanto quanto a variagio que
ocorre na termottesisténcia.

As bactérias Gram-negativas, tanto as deteriorantes como as patogénicas, sdo geralmente mais
sensiveis do que as células vegetativas das bactérias Gram-positivas. Os esporos de Bacillus e
Clostridium sio mais resistentes do que os anteriores.

Entre as formas vegetativas, existem algumas espécies altamente radiorresistentes como 0
Deinococcus radiodurans, D. radiophilus, D. proteolyticus, Deinobacter grandis, Acinetobacter
radioresistens e Rubrobacter radiotolerans. Os Deinococcus $30 €0C0S Gram-positivos, os Deinobac-
ter bacilos Gram-negativos, Acinetobacter cocos Gram-negativos e Rubrobacier bacilos Gram-posi-
tivos. O mecanismo de resisténcia dessas bactérias ainda ndo estd esclarecido. Supde-se que a
presenca de envelope celular mais complexo possa ser um fator. Além disso, todos apresentam
pigmentos e contém varios carotendides que sugerem alguma relacao com a alta radiorresisténcia.
Outro fator parece estar relacionado a presenca de um eficiente mecanismo de reparo de seus
4cidos nucléicos.

Entre as mais sensiveis 2 radiacio podem ser citadas as pseudomonas e flavobactérias. Micror-
ganismos radiossensiveis parecem ser incapazes de superar o efeito deletério causado pela formagio
de radicais livres e peréxidos provenientes da radidlise da dgua.

Em relagio aos fungos, as leveduras so mais resistentes do que os bolores, sendo os dois
geralmente mais resistentes do que as bactérias Gram-positivas. Com excegdo dos endosporos das
espécies extremamente resistentes, a radiorresisténcia de modo geral é semelhante  encontrada na
termorresisténcia bacteriana. Os virus s3o mais resistentes do que 0s esporos bacterianos.

2) Niimero de microrganismos: quanto maior o pimero de microrganismos presente, major serd
a dose necessaria para a sua destruicao.

3) Composic¢do do alimento: o meio em que 0 microrganismo se encontra tem influéncia sobre a
radiorresisténcia. Os microrganismos em meios protéicos sio mais resistentes do que aqueles que se
encontram em solugao-tampéo. As protefnas exercem efeito protetor contra as radiacoes, de maneira
andloga ao que ocotre no tratamento térmico (Tabela 7.13).

4) Presenca ou ausénciade oxigénio: a auséncia de oxigénio torna.o microrganismo mais resistente
a radiagdo. A adicfio de substincias redutoras ao meio, por exemplo, compostos com radicais
sulfidrilas, tem o mesmo efeito, elevando a radiorresisténcia, como um ambiente anaerdbio.

5) Estado fisico do alimento: células desidratadas sio mais resistentes a radiagio do que as no
estado normal. Esse efeito é, provavelmente, conseqiiéncia da radidlise da dgua pelas radiagOes
jonizantes. Bm relacio & temperatura, c€lulas microbianas congeladas sio mais resistentes do que as
nfo congeladas (Tabela 7.13).

6) Condigiio do microrganismo: 0s microrganismos tendem a ser mais resistentes a radiagio
quando na fase lag, imediatamente antes da divisio celular ativa. As células tornam-se mais sensiveis

conforme progridem na fase lo garitmica, atingindo o minimo de sensibilidade no fim dessa fase.
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Tabela 7.13
Influéncia do Meio e Temperatura na Radiorresisténcia de Salmonella Typhimurium
Expressa em Valor Dy (Krad)

Meio Valor D1q (Krad)

Temperatura Ambiente -15°C
Tampéo fosfato 20,8 39,1
P6 de caolim 21,0 —
Carne 55,8 96,3
Ovo 63,2 68,0
Corned beef 80,0 —
Farinha de osso 91,0 —
Coco desidratado 158,0 —

Fonte: Ley (1983).

EFEITO DA RADIACAO SOBRE O ALIMENTO

As doses de radiagao altas o suficiente para esterilizar um alimento também podem produzir,
através de reagdes secundarias, efeitos indesejdveis em muitos alimentos, causando alteragGes de cor,
sabor, odor ou mesmo de outras propriedades fisicas.

Essas alteragbes podem ser causadas diretamente pela irradiagio ou indiretamente por reagoes
pos-irradiagdo. Quando irradiada, a 4gua sofre radidlise segundo a reagio:

3H20 radidlise — H + OH + H,0, + H,

Em conseqiiéncia, so formados radicais livres que reagem entre si conforme ocorre a difusio.
Esses radicais, altamente reativos, podem reagir com outras moléculas presentes no meio. Ao se
irradiar em anaerobiose, os sabores e odores desagradaveis sio minimizados devido 2 falta de oxigénio
para formar peréxidos. A irradiagio em temperaturas abaixo da de congelamento também minimiza
a producio de sabores desagraddveis porque reduz a radiclise.

As proteinas e ouiros compostos nitrogenados parecem ser sensiveis i irradiacdo. Entre os
compostos formados podem ser citados o NHs, hidrogénio, CO,, HsS, amidas e carbonilas. Os
aminoacidos com anel aromtico tendem a ser mais sensiveis do que os outros, sofrendo alteraces
no anel.

Os lipides e gorduras também podem sofrer alteragSes, pois carbonilas e outros produtos da
oxidagfio sio formados tais como peroxidos, principalmente quando airradiaciio efou 0 armazenamen-
to subseqiiente € feito na presenca de oxigénio. O efeito organoléptico é o desenvolvimento de
rancidez.

Em carnes tem sido observado o aparecimento de odores estranhos devido i produgio de
compostos volateis. Enire esses compostos jé foram identificados carbonilas, compostos contendo S
em suas moléculas, hidrocarbonetos, etc.

Em relagdo as vitaminas do grupo B, foi constatada a destruigio parcial de tiamina, niacina,
piridoxina, biotina e Bya. A riboflavina, 4cido pantoténico e cido folico, por sua vez, tiveram seu
contetido aumentado, provavelmente, devido  liberagao de vitaminas a eles ligadas.

Em frutas e vegetais, além do desenvelvimento de odor e sabor desagradéveis, outras alterages
ocorrem, sendo uma das principais o amolecimento desses produtos causado pela degradacio da
pectina e da celulose, que sio responséveis pela estrutura das plantas.

ESTABILIDADE DOS ALIMENTOS IRRADIADOS DURANTE O ARMAZENAMENTO

Os alimentos que sofreram esterilizagéio por altas doses de radiacao (radapertizagio) podem sofrer
deterioragio pés-processamento caso suas enzimas nio tenham sido destruidas por outro processo.
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Qs que foram submetidos a doses mEMOres, ocorrendo apenas a pasteurizagdo (radicidacao ou
radurizagio), serdo deteriorados pela microbiota sobrevivente quando armazenados em temperaturas
adequadas para © crescimento desses microrganismos.

CoNSE—RVAQAO DE ALIMENTOS PELO EMPREGO DE AGENTES QUIMICOS

Conservador quimico & qualquer substancia adicionada a um alimento para prevenir ou retardar
a deterioragio por ficrorganismos, nao estando incluidos os sais comuns, aglicares, vinagres,
condimentos ou 6leos extraidos de condimentos, ou mesmo substincias provenientes da defumacéo.
Alguns conservadores quimicos t2m também a propriedade de agir no controle de microrganismos
patogénicos.

O nfimero de compostos quimicos utilizados como conservadores de alimentos ¢ relativamente
pequeno, pois como serfio ingeridos com O alimento, medidas de seguranca, visando impedir riscos a
gade piiblica sio necessarias. Para tanto, 0 Codex Alimentarius, da Food and Agriculture Or-
ganization—FAO, Organizagao das Nagoes Unidas-ONU, estabelece para 2 maioria dos aditivos
alimentares a denominada “dose didria aceitavel” (Acceptable Daily Intake — ADI) que significa,
fundamentalmente, 2 quantidade méxima do conservador que pode ser ingerida diariamente, sem
causar danos i saide publica. A dose di4ria aceitdvel é expressa em mg/kg de peso corpéreo.

A eficiéncia de um conservador quimico N0 alimento depende de diversos fatores, entre eles a
concentragao em gue seré utilizado, a temperatura €0 tempo de armazenamento do alimento, tipo de
conservador, tipos de microrganismos contaminantes, além das carateristicas intrinsecas do alimento
(pH, atividade de dgua, composigio quimica, etc:):

Concentracdo: dever ser adequada para a destruigao dos microrganismos, upa vez que quando
reduzida pode inibir ou até mesmo estimular crescimento microbiano. Alguns conservadores podem
ainda ser metabolizados pelos microrganismos qué deveriam inibir, perdendo conseqilentemente sud
fungao.

Temperatura: 2 toxicidade, geralmente, aumenta proporcionalmente a temperatura. Caso 2
temperatura do alimento a ser conservado esteja proxima da 6tima para O desenvolvimento dos
microrganismos contaminantes, 0 efeito inibitério do conservador serd reduzido.

Tipo e nimero de microrganismos presemies: diferentes mictorganismos podem apresenfar
sensibilidade diferente em relago aos cONSeIv adores, 0s quais mostram menor eficiéncia quanto maior
a intensidade da contaminagao. Portanto, ¢ importante manter 0 nfveis de contaminagdo baixos.

Além disso, nm conservador nao deve ser toxico nas concentragoes empregadas, ndo pode ser
carcinégeno, deve ser de baixo custo, solivel em 4gua e ndo produzit caracteristicas organolépticas
indesejaveis.

A eficiéncia de um agente antimicrobiano estd relacionada a trés fatores: efeito do pH, efeito do
grau de dissociagio do dcido (pKa) e agao esp ecifica do agente antimicrobiano.

Os conservadores permitidos pela Jegislacao brasileira podem set agrupados da seguinte forma:

1. Acidos lipofilicos € derivados:

__ 4cido benzbico € benzoatos de sodio, potassio € célcio;

__ #cido sorbico e sorbatos de sodio, potassio € cilcio;

__ 4cido propidnico e seus sais de sédio, potassio € célcio;

__ ésteres do dcido p-hidroxido benzbico (“parabens”).

2. Nitratos e nitritos

3. Diéxido de enxofre € derivados

4. Nisina

5, Natamicina

Acidos Lipofilicos e Derivados

Devido a guestoes relacionadas 4 solubilidade (0 microrganismo precisa de Agua para s€
multiplicar), ao sabor (n@o deve OcOITer alteracio do sabor do alimento) ¢ & baixa toxidez, os sais dos
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4cidos sérbico, benzédico e propidnico sio mais utilizados do que os 4cidos em si. Os propionatos €
benzoatos sio mais baratos do que os sorbatos, enquanto que os ésteres do 4cido hidroxibenzodico sao
os menos utilizados em alimentos devido ao seu alto custo.

A eficiéncia dos dcidos lipofilicos como conservadores €, em parte, devida a sua solubilidade, na
forma nio-dissociada, na membrana celular, e, conseqiientemente, a sua agao como “prétons ion6fo-
r0s”, ou seja, permitem a entrada mais rapida de prétons nas células microbianas do que ocorreria na
sua auséncia, aumentando, portanto, as necessidades energéticas da célula para manutengdo de seu
pH interno, relativamente alcalino.

Acido Benzéico e os Benzoatos (Cédigo de Rotulagem na Legislagdo Brasileira: PI)

O benzoato de sédio foi o primeiro conservador quimico permitido nos Estados Unidos, sendo
hoje amplamente empregado em muitos paises. Seu emprego na forma de sal é devido a baixa
solubilidade do 4cido livre. Em solugao, o sal se transforma na forma acida, que ¢ a forma ativa.

A atividade antimicrobiana do benzoato est4 relacionada ao pH do meio, sendo maior em valores
baixos. Em pH proximo da neutralidade ¢ praticamente ineficiente. A pKa do benzoato € 4,20, ¢ em
pI 4,00, 60% do composto encontram-se na forma nao-dissociada, enquanto que em pH 6,00 somente
1,5% encontra-se nessa forma. Como & usado em alimentos acidos, o benzoato atua como inibidor de
bolores ¢ leveduras, embora em conceniragdes de 50 a 500 ppm também seja ativo contra algumas
bactérias.

Apesar do mecanismo de ago do benzoato nio estar totalmente esclarecido, a molécula dcida
niio-dissociada parece ser o agente inibitério, porque penefra mais rapidamente na célula microbiana
do que a forma dissociada ou ionizada. O icido ¢ introduzido na célula bacteriana no processo
respiratorio, bloqueando a oxidacio da glicose e do piruvato.

Em alguns alimentos, como suco de frutas, esse conservador pode produzir sabores desagradaveis.
Tal inconveniente pode ser minimizado pela redugio da concentragio de uso ou pela combinagio com
outros conservadores.

No organismo, o acido benzdico reage com a glicina formando 4cido hiptrico que ¢ eliminado
através da urina. ‘

Dependendo do alimento, o limite méximo permitido pela legislagio brasileira varia de 0,005 a
0,30g/100g ou 100ml (expresso em 4cido benzbico).

Acido Sérbico e Sorbatos (Cédigo de Rotulagem PIV)

Esses compostos tém sido usados como conservadores em alimentos na forma direta ou pela
aplicagio na forma de spray ou imersao.

Os sorbatos de cilcio, s6dio e potdssio sao mais empregados do que o 4cido sérbico por serem
mais solveis em dgua. Como os demais dcidos fracos, apresentam atividade antimicrobiana na forma
ndo-dissociada, sendo geralmente ineficazes em alimentos com pH>6,5. Sdo mais eficientes do que
o benzoato de sédio em pH entre 4,0 € 6,0. ApKa do sorbato ¢ 4,80, e em pH 4,0, 86% do composto
estiio dissociados, enquanto que em pH 6,0 somente 6% encontram-se nessa forma.

S3o altamente eficientes contra bolores e leveduras e contraum grande nimero de bactérias, sendo
as acrébias catalase-positivas parcialmente inibidas, enquanto que as catalase-negativas, como
Factobacillus e Clostridium, ndo o sio. Em alimentos como picles ¢ queijos, devido a resisténcia das
bactérias laticas, sio utilizados como fungistaticos, impedindo o crescimento de bolores e leveduras.
O 4cido sérbico e seus sais podem ser empregados em bolos em niveis superiores aqueles empregados
com os propionatos, uma vez que nao alteram o aroma ou 0 sabor do produto.

Esses produtos tém se mostrado ativos também contra Staphylococcus aureus, Vibrio parahae-
molyticus, salmonelas, coliformes e bactérias psicrotroficas deteriorantes, como pseudomonas.

O mecanismo de aciio do dcido sorbico ndo esid devidamente esclarecido. No entanto, em fungos
parece que inibe a agio de desidrogenases, interferindo na assimilag3o oxidativa. Em relagdo a sua
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a¢lo sobre 0s esporos bacterianos em fase de germinagio, os sorbatos previnem a multiplicagéo das
células vegetativas.

O sorbato age sinergisticamente com o nitrito retardando a produgdo da toxina botulinica,
aumentando o tempo necess4rio para que seja produzida em condigdes abusivas.

No Brasil, o 4cido sorbico e seus sais podem sex adicionados a alguns alimentos, como coco ralado,
bombors e similares, leite de coco, massas frescas, recheadas ou nio, molhos, néctares de frutas, etc.
desde que o limite maximo esteja na faixa de 0,01 a 0,20g/100g ou 100ml, conforme o alimento.

Sua metabolizagio no organismo animal ocorre de forma idéntica  de outros 4cidos graxos
presentes em alimentos, produzindo COze H:0.

Acido Propiénico e Propionatos (Cédigo de Rotulagem: PIX)

Com estrutura, CH3CH,COOH, este 4cido e seus sais sio usados em pies, produtos de panificagio
¢ confeitaria, picles, chocolates, entre outros alimentos, com limite na faixa de 0,20 a 0,40¢/100g
expresso em dcido propionico.

Os sais sdo bastante soliiveis em dgua e sua eficiéncia 6 marcante na inibi¢io do crescimento de
bolores, embora, nas concentragdes permitidas, tal ndo ocorra em relagio as leveduras. Esta carac-
terfstica torna-os o conservador ideal para ser adicionado na formulagio de produtos de panificagao,
onde se emprega fermento bioldgico. O sal de cilcio é o mais utilizado nestes produtos, pois fornece
suplementagio de cilcio e melhor eficicia do fermento na liberagdo de COp.

Outra caracteristica do dcido propionico é a inibigdo do crescimento de algumas espécies de
Buacillus, responsaveis pela detetioragao denominada rope nos produtos de panificagio, decorrente da
hidrolise do amido, com subsegiiente fermentagio e produgio de material polissacaridico pela bactéria
(material capsular). Em conseqiiéncia, o interior dos pées apresenta um crescimento imido, viscoso
¢ com odor pronunciado e desagraddvel.

Aacio antimicrobianadesses compostos é similara dos benzoatos e sorbatos. ApKado propionato
¢é 4,87 e, em pH 4,00, 88% do composto encontram-se nio-dissociados. A molécula ndo-dissociada
desse acido lipofilico é necessdria para sua atividade antimicrobiana.

A tendéncia desses sais dissociarem-se & baixa, fazendo com que sejam mais ativos em alimentos
de baixa acidez.

Tilosina
Polifosfato

Nisina Sorbato

Sl Metabissulfito
Dietil pyrocarbonato Benzoato

Cloreto de sédio

‘G @

Germinagao Intumescimento Ecloséo Crescimento
da célula Divis&o
vegetativa celular

Fig. 7.6 — Diagrama representativo do crescimento de um endosporo dentro da célula iva mostrando estdgi idos a

concentragdes minimas inibitdrias de alguns conservadores.

141




Por serem bastante higroscopicos, devem ser protegidos da umidade.

FEsteres do Acido Para-hidroxibenzéico (“Parabens”) (Codigo de Rotulagem: PIII)

Os ésteres do 4cido p-hidroxibenzdico (“Parabens”) sao utilizados como agentes antimicrobianos
principalmente em cosméticos e produtos farmacguticos. Nos Estados Unidos, trés “parabens” sdo
permitidos como conservadores de alimentos: o metil, o propil & o heptil p-hidroxibenzoato. Os
derivados butil ¢ etil sio permitidos em alimentos em alguns outros paises.

Como ocorre com o 4cido benzdico, os “parabens” parecem apresentar maior atividade an-
timicrobiana na forma ndo-dissociada, pois devido a presenca do grupo carboxila, néio ocorre
dissociacio da molécula numa faixa mais ampla de pH. A solubilidade em dgua ¢ inversamente
proporcional ao nimero de dtomos de carbono presentes na cadeia. Sgo particularmente ativos contra
bolores e leveduras, e relativamente ineficientes contra bactérias, especialmente contra as Gram-ne-
gativas.

O propilparaben € mais ativo do que o metilparaben, enquanto que o heptilparaben retarda a
germinagdo e a producio de toxina pelo Clostridium botulinum tipo A na concentragdo de 100ppm,
quando em meio reduzido. Em relagio ao metilparaben, sio necessrios 1.200ppm para que ocorra
inibicdo similar. O heptilparaben ja demonsirou ser eficiente também contra bactérias do grupo
malolético. i

Metil, etil e propilparabens (PIII, segundo alegislago brasileira) e seus sais sodicos sdo permitidos
em picles em concentragdes de até 0,1%. O pKa desses compostos estd a0 redor de 8,47. Sua atividade
antimicrobiana nio é aumentada com o abaixamento do pH, na mesma intensidade que ocorre com
os benzoatos. Sua eficiéncia j4 foi relatada em pH 8,0.

Nitratos e Nitritos (Cédigo de Rotulagem: PVII e PVIID)

O nitrato de sédio (NaNO3) e o nitrito de sédio (NaNO») sdo empregados em solugdes de cura
para cames, uma Vez que sdo agentes estabilizadores da cor vermelha, inibidores de alguns micror-
- ganismos deteriorantes e produtores de toxinfecgdo alimentar, além de contribufrem para melhorar as
carateristicas organolépticas dos produtos carneos carados. O nitrato desaparece tanto durante o
aquecimento como durante 0 armazenamento. Além disso, muitas bactérias utilizam-no como aceptor
de clétrons, ¢ durante esse processo, 0 nitrato ¢ reduzido a nitrito. O fon nitrito é, portanto, 0 mais
importante dos dois na conservacio das carnes, sendo altamente reativo, podendo agir tanto como
agente redutor como oxidante. O 4cido nitroso, origindrio da ionizagio do nitrito em ambiente dcido,
decompée-se em Oxido nitrico (NO), responsdvel pela fixacdo da cor nas cames curadas. O 6xido
nitrico reage com a mioglobina sob condigdes reduzidas, produzindo a nitrosomioglobina, que € 0
pigmento vermelho deseidvel. O 6xido nitrico é capaz, também, de reagir com outros compostos como
catalase, peroxidases, citocromos e outros, podendo ser que alguns dos efeitos antibacterianos dos
nitritos contra os aerdbios sejam devidos a essas reagbes. O nifrito apresenta pKa de 3,29 ¢,
consegiientemente, existe como acido nitroso no-dissociado (HNO,), em valores baixos de pH. Com
o pH acima de 7,5, o nitrito pode auxiliar 0 crescimento bacteriano. Entre pH 6,0 e 7,0, apresenta
pouco efeito antibacteriano, devido 2 presenca de baixa concentragao de Acido nitroso ndo-dissociado.
0O estado nio dissociado méximo e, portanto, maior atividade antibacteriana do 4cido nitroso, ocorre
quando o pH estd entre 4.5e5,5.

O nitrito tem efeito contra o Clostridium botulinum pela inibicdo do crescimento da célula
vegetativa, durante 0 armazenamento, e prevengdo da germinacio dos esporos que sobreviveram ao
processamento térmico. Para que isso ocorra, a quantidade de NOy adicionada ¢ maior do que a
necessaria para o desenvolvimento da cor e sabor,

Em laboratério, o fator antibotulinico é formado ap6s o aquecimento do meio de cultura, mas isso
nio ocorre quando o meio é filtrado. Sua natureza ¢ desconhecida. Esse fator é conhecido como fator
de Perigo/efeito Perigo ou inibidor de Perigo. O nivel inicial de NO2 € maisimportante para a atividade
antibotulinica do que o nivel residual.
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A atividade antibotulinica do NO, depende de vérios fafores que se correlacionam: pH, conteddo
de sal, temperatura de incubagio e ntmero de esporos de C. botulinum. Bsporos termo-injuriados s&o
mais estaveis do que os nao-injuriados. O nitrito & mais eficiente sob condigOes reduzidas.

Apesar deo C. botulinum ser o microrganismo de maior preocupagio, o mitrito ¢ eficiente contra
Staphylococcus aureus, sendo essa eficiéncia maior com a diminui¢io do pH. O composto €;
geralmente, ineficaz contra Enterobacteriaceae, inclusive Salmonella spp, € conira bactérias laticas.

Em alguns paises, o nitrito ¢ utilizado em queijos para controlar a produgdo de gases pelo C.
butyricum. Outros clostridios também sio controlados por esse agenie quimico.

O emprego do nitrito como conservador quimico em alimentos tem inconvenientes. Entre cles, a
reagio com aminas secundirias formando nifrosaminas, que sio, na sua maioria, carcinogénicas. No
geral, tem-se a seguinte reagio:

[RzNHz + HONO — RoN-NO + H,0]

Em condigGes dcidas, aminas tercidrias e compostos de amdnio quaterndrio também frrmam
nitrosaminas. A formagdo de nitrosaminas pode ser inibida pela adicio de isoascorbato.

Devido ao risco 4 satide piblica decorrente da formagio desses compostos carcinogénicos, virias
combinagbes do nitrito com outros conservadores foram avaliadas com 0 intuito de reduzir o nivel
necessdrio no alimento. Entre essas associagdes, a de 0,26% de sorbato com 40 ou 80ppm de NO»
mostrou-se eficiente na prevengio da formacio da toxina botulinica. A eficicia dessa associagio, no
entanto, ¢ dependente de outros ingredientes da sclugdo de cura e de parametros do produto, como
pH, contetido de NaCl, niimero e tipo de microrganismo presente.

MODO DE ACAO

O nitrito parece inibir o C. botulinum ao interferir com enzimas que apresentam Fe e S em sua
estrutura, como a ferredoxina, impedindo, em conseqiiéncia, a sintese de ATP (adenosina trifosfato)
a partir do piruvato.

As bactérias laticas sio resistentes devido 2 falta de ferredoxina. J4 os clostridios apresentam
ferredoxina e hidrogenase que, no caso das bactérias anacrébias, atuam sobre 0 transporte de elétrons,
na quebra do piruvato, originando ATP, Hy e CO;.

Adinibigfo do transporte ativo e transporte de elétrons pelo nitrito j foi relatada por varios autores,
sendo tais efeitos consistentes comai ibigio das enzimas como ferredoxina e hidrogenase pelonitrito.

No Brasil, o nitrato de potdssio ou sédio, associado ou nfo a nitrito de potassio ou sédio (PVID), pode
ser adicionado em produtos carmeos curados (exceto charque) e em queijos (exceto 08 frescais) no limite
méximo de 0,05¢/100g para os primeiros e 0,02% sobre o peso do leite, correspondendo a 0,005 no
produto final, expresso em fon nitrito para os queijos. Os nitritos de potassio ou s6dio (PVIII) podem ser
adicionados em produtos cirneos curados (excefo charque e alimentos infantis) no limite miximo de
0,02¢/100g, isoladamente ou combinados no produto a ser consurmido, expresso em fon nitrito.

Dixido de Enxofre e Sulfitos (Cédigo de Rotulagem PV)

0 dixido de enxofie ¢ os sais de sédio e potassio de sulfito (SO3), bissulfito (HSO3), e metabissulfito
(S20s) parecem apresentar 0 mesmo modode ago. Além da atividade antimicrobiana, oferecem vantagens
adicionais, como por exemplo, a prevengio do escurecimento enzimatico de alguns alimentos.

Esses compostos vém sendo empre gados desde tempos imemoriais na conservagio de alimentos.

Os vérios sais sio soliveis em dgua formam SO molecular, fon bissulfito (H1SO7) e fon sulfito
(S03=). A proporgao com que esses {ons sio formados depende do pH da solucio. 0 SO2€ favorecido
porpH <3,0, HSO7 por pH entre 3,0e5,0, e0S03=por pH > 6,0. Durante 0 armazenamento, 0 teor
de SO, tende a diminuir, devido a oxidacdo; 0s metabissulfitos s3o mais estaveis, ¢ os sulfitos

apresentam menor estabilidade.
0O SO, apresenta seletividade quanto 2 sua acio: € mais eficiente contra bolores e leveduras do

que contra as bactérias. Em baixas concentragBes & bacteriostatico, sendo os bacilos Gram-positivos,
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principalmente as bactérias laticas, mais resistentes do que os Gram-negativos. Entre as leveduras, as
espécies aerdbias sdo mais sensiveis ao SO» do que as anaerdbias facultativas, especialmente
Saccharomyces cerevisiae.

Esses compostos sdo usados no estado liquido, gasoso ou na forma de sais dcidos ou neutros em
frutas secas, sucos de fruta, xaropes, vinhos e outros. Seu uso nao é permitido em carnes por degradar
a tiamina (vitamina By).

O mecanismo de acio do fon sulfito ainda ndo é conhecido, embora algumas possibilidades
tenham sido levantadas. Uma delas € que a forma néo-dissociada do 4cido sulfuroso ou o SOz sejam
os responséveis pela atividade antimicrobiana. Tal fato € sustentado pela maior eficiéncia em pH mais
baixos. Uma outra sugestio € que a atividade antimicrobiana seja devida ao seu forte poder redutor,
com esses compostos reduzindo a tensio de oxigénio a um ponto abaixo do requerido pelos
microrganismos aerdbios ou pela agfio direta sobre o sistema enzimético. O SO2 pode ter ainda agdo
téxica sobre enzimas, inibindo o crescimento microbiano pela inibi¢io de enzimas essenciais, sendo
este o motivo pelo seu uso na desidratagiio de alimentos com a finalidade de inibir o escurecimento
enzimitico. Os sulfitos ndo inibem o transporte celular. Pelo diagrama da germinacio do esporo, na
Fig. 7.6, verifica-se que o metabissulfito atua sobre a germinagio do endosporo durante o crescimento
da célula vegetativa.

Diéxido de enxofre, sulfito, metabissulfito e bissulfito de s6dio, célcio e potéssio sao permitidos
em nosso pafs na faixa de 0,002 a 0,035/100g de alimento, em uma grande variedade de alimentos,
como agficar refinado, batatas fritas congeladas, camardes e lagostas, cervejas, sucos, refrigerantes ¢
vinhos. Os limites sdo expressos em SO residual.

O SO; e os sulfitos sdo metabolizados a sulfatos e excretados na urina sem qualquer dano
patolégico.

Nisina (C6digo de Rotulagem: PXIII)

Anisina é uma bacteriocina, isto ¢, uma proteina que tem atividade antimicrobiana. £ amplamente
utilizada na conservagio de alimentos, com aproximadamente 46 paises permitindo seu uso, entre eles
o Brasil, onde é empregada em queijos fundidos e em preparados a base de queijos fundidos no limite
maximo de 12,5mg/kg.

Esse composto foi utilizado pela primeira vez em alimentos com a finalidade de impedir a
deterioracio de queijo suico por C. butyricum.

Entre as caracteristicas desejaveis que apresenta, podem ser citadas:

— atoxicidade;

— produgdo natural por cepas de Lactococcus lactis;

— termoestabilidade e excelente estabilidade durante o armazenamento;
— destruicio por enzimas digestivas;

— nio confere sabores ou odores desagradaveis ao alimento;

— pequeno espectro de atividade antimicrobiana.

A nisina é eficiente contra bactérias Gram-positivas, principalmente as formadoras de esporos, €
ineficiente contra Gram-negativas e fungos. Pode ser utilizada como adjuvante do tratamento térmico
no processamento de alimentos enlatados ou como inibidora de espécies dos géneros Bacillus e
Clostridium submetidos ao choque térmico. Além do uso em certos alimentos enlatados, em alguns
paises a nisina & usada em laticinios como queijos processados, leite condensado, leite pasteurizado,
além de produtos processados de tomate. Ela é mais estivel em alimentos &cidos.

Outras bacteriocinas, como a subtilina, tém modo de agfo similar. Atuam sobre a germinagao de
endosporos, com o mesmo sitio de ac¢io (Fig. 7.5). No entanto, 0 mecanismo pelo qual a agdo
antimicrobiana ocorre ainda nfo estd completamente elucidado.
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Natamicina (Cédigo de Rotulagem: PXII)

ca, produzido por Streptontyces natalensis, muito eficiente

£ um composto com estrutura poliéni
contra bolores ¢ leveduras, mas nao contra bactérias. Algumas das caracteristicas que fornaram

possivel seu uso em certos tipos de alimentos sao:
— nfo atua sobre bactérias;
__ o desenvolvimento de resisténcia entre fungos € muito baixo;
__ raramente se verifica resisténcia cruzada entre outros polienos antifingicos;
a transferéncia de DNA entre fungos néo ocorre na mesma extensiio que entre as bactérias;

o uso na clinica médica é limitado; ndo € vsado em racio animal.
do na crosta de queijos no limite méaximo de

No Brasil, esse produto pode ser adiciona
2mg/100cm?, néo devendo ocorter migragio para a parte comestivel do queijo.

Seu modo de acdo é semelhante ao de outros polienos: liga-se a esterdis da membrana induzindo
a distorcio na permeabilidade seletiva da mesma.

Antibisticos como as tetraciclinas (clorotetraciclina;
de j4 serem empregados em Outros paises como con
aprovados pelo Ministério da Satide do Brasil.

s ¢ oxitetraciclina), subtilina e tilosina, apesar
servadores de alimentos, ainda nio foram

OUTROS COMPOSTOS QUIMICOS QUE ATUAM COMO CONSERVADORES

NaCl e Acticares

0 modo de acio dessas duas substancias & similar. O uso do NaCl como conservador vem desde
tempos remotos, quando ja era usado na conservacgio de carnes. Altas concentragbes de NaCl
provocam a desidratacio dos alimentos e do microrganismo. O sal em concentragdes de 0,85-0,90%
em Agua produz condi¢do isotdnica para os MIiCrerganismos que nfo sejam de origem marinha. Quando
2 célula microbiana é colocada em condigao hipertonica (por exemplo, salina a 5%), a quantidade de
4gua é maior no interior da célula. Portanto, a dgua tende a sair da célula numa velocidade maior do

que entra. O resultado € a plasmolise, que resulta na inibigio do crescimento e possivelmente na sua
morte. Tal fato ndo ocorre somente na célula microbiana, mas também na da carne, ocasionando a
desidratagio da carne.

As bactérias que ndo sio de origem matinha podem ser inibidas por 20% ou menos de NaCl,
enquanto que alguns bolores, geralmente, toleram niveis mais altos. Os microrganismos que crescerm

na sua presenga € mecessitam de altas concentragbes de sal s&o denominados haldfilos, € 0s que
dos como halodtiricos.

sobrevivem mas no crescem nessas altas concentracdes sdo conheci
Os aglicares (sacarose, por exemplo) exercem seu efeito como conservador de maneira andloga

a do sal. A diferenca esta na concentragio necessaria, para se obter 0 mesmo efeito, que deve ser seis
vezes maior que a de sal. O uso mais comum desse agente conservador € na produgdo de conservas

de frutas, balas, confeitos e leite condensado.

Os microrganismos apresentam respostas diferentes a concenracdes hipertonicas de aglicares,
com os bolores ¢ as leveduras sendo menos sensfveis que as bactérias. Alguns dos bolores e leveduras
podem crescer na presenca de 60% de sacarose, enquanto que a maioria das bactérias € inibida por
concentracdes bem menores. Os microrganismos capazes de crescer em altas concentragdes de agiicar

<30 denominados osmdfilos, e osmodiiricos sio 0s que suportam essas concentragoes sem, contudo,

se desenvolver. Entre as leveduras osmofilicas, o Zigosaccharomyces rouxii cresce na presenga de

concentracdes de agiicar extremamente altas.

Acidos Orgénicos
dos como acidulantes, também exercem efeito

Os écidos acético, citrico e ldtico, emprega
conservador. Entre eles, o dcido acético € 0 mais eficiente. Algumas bactérias séo tolerantes a esse
4cido, entre elas 0 Acetobacter, certas bactérias laticas, e bolores e leveduras. Os outros dois acidos

citados apresentam atividade antimicrobiana mais restrita e apenas em valores baixos de pH.




Defumacio

A prética da defumagio também remonta a tempos imemoriais, de maneira analoga a da salga de
carnes e peixes. Apesar de o processo contribuir principalmente para melhorar o sabor e a coloragdo
dos alimentos, a fumaga empregada durante o mesmo contém substancias com atividade antimicro-
biana, como compostos fendlicos, aldeido férmico e 4cidos alifiticos. Uma das mais importantes
substancias quimicas formadas nesse processo € o formaldeido (CH20), que atua denaturando
proteinas pela sua reagio com grupos aminas. Devido ao calor necessario para a produgio da fumagio,
parte da estabilidade dos produtos defumados é devida 3 destruigio térmica de microrganismos da
superficie, bem como da desidrataciio. Isso ocorre principalmente quando a defumacio é realizada 2
temperatura de 60-85°C. Em relacio a defumagdo a frio, a temperaturas de 25-35°C, que também pode
ser feita com fumagao liquida, foi verificada pequena atividade antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana da defumagio é maior contra bactérias Gram-negativas e nos cocos
pertencentes aos géneros Micrococcus e Staphylococcus, enquanto as bactérias laticas dos géneros
Pediococcus, Leuconostoc, Streptococeus e Lactococcus apresentam maior resisténcia.

A conservagio dos alimentos defumados s6 é assegurada pela refrigeracio do produto (tem-
peratura menor ou igual a 4°C), pois o tratamento nio elimina esporos bacterianos, inclusive os de C.
botulinum. Excegtes sio os produtos com baixa atividade de dgua, pois esta impede o crescimento
bacteriano durante o armazenamento em condi¢Oes ambientais.

Tratamento com Gases

O tratamento com gases para o controle ou destrui¢io de microrganismos contaminantes restrin-
ge-se a0 gis carbbnico, Gxidos de etileno e de propileno e ao ozonio. O nitrogénio e o oxigénio, apesar
de utilizados freqiientemente nas embalagens e cimaras de armazenamento de matérias-ptimas e
alimentos processados, ndo exercem atividade antimicrobiana significativa.

Gds Carbonico —COy

Este gas é incolor, inodoro, nao-inflamavel, atGxico ao ser humano na concentracio de até 10%,
nio deixando residuos toxicos nos alimentos, além de ser bastante soltivel na dgua. Seu efeito sobre
0s microrganismos ¢ varidvel. Em concentragGes superiores a 5% na atmosfera provoca inibicio do
crescimento de bolores e bactérias psicrotréficas Gram-negativas, entre elas Pseudomonas, Acineto-
bacter e Moraxella, que sdo importantes deteriorantes de carnes e derivados e de alimentos refrige-
rados. As bactérias laticas, por sua vez, sio estimuladas na presenca de CO;.

Seumecanismo de a¢io nio estd totalmente elucidado, mas quando sua concentragiio na atmosfera
€ de 20%, ocorre redugio do pH, interferéncia na atividade de al gumas enzimas e no metabolismo do
succinato, paralelamente 2 desidratagio da membrana celular por blogueio da migracio de compostos
hidrossoltiveis para o interior da célula.

Oxidos de Etileno e Propileno

Esses 6xidos, juntamente com o formato de metila e etila, apresentam agOes similares. As
estruturas dos éxidos sio:

Os 6xidos sdo gases empregados como fumigantes na inddstria de alimentos, sendo aplicados
como antifingicos em frutas desidratadas, nozes e condimentos.

Os bolores e leveduras sdo menos folerantes a esses gases, seguidos de bactérias nio-es-
porogeénicas e células vegetativas.

Por serem agentes alquilantes, presume-se que sua acio antimicrobiana esteja relacionada a essa
caracteristica. Na presenga de dtomos libeis de hidrogénio, o anel instével do 6xido de etila quebra-se,
¢ 0 dtomo de hidrogénio liga-se ao oxigénio formando o radical hidroxietila (CH,CH,OH). Este
radical, por sua vez, liga-se 4 posicio livre deixada pelohidrogénio na molécula organica. Essa ligagdo
bloqueia grupos reativos na proteina microbiana, resultando na inibigdo do microrganismo.
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O éxido de etileno é usado como gés esterilizante em caixas flexiveis e semi-rigidas para embalar
assepticamente alimentos processados. Em diversos alimentos ocorre a formagdo de residuos de
etilenoglicol e etilenocloridrina, potencialmente carcinogénicos. Em alimentos protéicos, seu uso nio
¢ recomendado por destruir vitaminas e aminodcidos essenciais.

O 6xido de propileno, apesar de apresentar vérias carateristicas semelhantes as do 6xido de etileno,
& menos volatil e tem menor atividade bioldgica. Apresenta menor poder de penetragio nos materiais.
Sua maior vantagem reside no fato de ndo formar substancias residuais toxicas, pois o propilenoglicol
é a tinica substancia formada.

Nos Estados Unidos € utilizado em alimentos desidratados como cacau, gomas, condimentos e
amido, entre outros; no Canadé, seu uso néo é permitido.

Qzbnio

O ozbnio é um gés instdvel, soldvel em dgua, com odor caracteristico. O limite para o ser humano
estd na faixa de 0,04mg/l; acima dessa concentragio é irritante para os olhos e vias respiratorias.
Apresenta um alto poder de oxidagdo, decompondo-se espontaneamente em oxigénio, tanto no ar
como na agua.

O ozbnio oxida rapidamente compostos insaturados causando a rancificagio de gorduras, a
oxidacio de aldeidos a 4cidos, com redugio de pH, ¢ em nivel celular, a oxidagdo de grupos sulfidrilas
e amino, coagulagio de proteinas e inativagio de enzimas, particularmente catalase, peroxidase e
desidrogenase.

A eficiéncia da desinfecgio com ozOnio depende da temperatura, teor de umidade, matéria
orgAnica presente (a qual provoca o aumento da velocidade de decomposicao desse gis) e do tipo de
microrganismo. As bactérias sdo mais sensiveis ao ozonio, seguidas pelos bolores ¢ leveduras; os
esporos bacterianos sdo mais resistentes.

O uso do ozénio restringe-se ao tratamento de dguas, maturagdo da cidra e vinho, esterilizagio
do interior de garrafas de refrigerantes e dguas, e retardamento do crescimento de microrganismos
deteriorantes na superficie de alimentos armazenados.

A produgio de ozénio € feita pela passagem de ar seco entre dois eletrodos ligados a uma fonte
de corrente alternada de velocidade elevada ou, entdo, pelo uso de limpadas ultravioleta em
comprimento de onda na faixa de 1.750 2 2.100 A.

Agentes Antifingicos para Frutas

Na Tabela 7.14, encontram-se relacionados alguns compostos que sio aplicados a frutas apés a
colheita para controlar fungos, principalmente bolores.

O benomil & aplicado em concentragdes de 0.5 a 1,0g/l na superficie de frutas. Este composto
apresenta a caracteristica de penetrar no interior da fruta. E usado mundialmente para controlar a
podridio da coroa e a antracnose de bananas e podriddes da extremidade do caule de frutas citricas.
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Tabela 7.14
Alguns Agentes Quimicos Empregados para Controlar a Deterioragio Fingica de Frutas

Composto Frutas
Tiabendazol Maga, péra, frutas; cfiricas, abacaxi
Benomil Maga, péra, banana, manga, frutas citricas, mamao,
péssego, abacaxi, cereja
Bifenil Frutas citricas
Fumigagao com SO2 Uva
Alfa-fenilfenato de sodio Maga, péra, abacaxi, frutas citricas

Fonte: Jay (1992).

B mais eficiente ¢ penetra mais facilmente do que 0 tiabendazol. Tanto o tiabendazol como o benomil
sfio controladores da podridio seca causada por Fusarium.
O bifenil é usado para controlar a deferioragio de frutas citricas por Penicillium durante 0
armazenamento. Geralmente, é usado como envoltério de frutas ou em folhas entre camadas de frutas.
A fumigagio com SO é empregada para prevenir a disseminagio de Botrytis de uva para uva.
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Critérios Microbiolégicos para
Avaliacdo da Qualidade
de Alimentos

Bernadette D.G.M. Franco

Entre os varios pardmetros que determinam a qualidade de um alimento, os mais importantes so,
sem diivida, aqueles que definem as suas caracteristicas microbioldgicas. A avaliacio da qualidade
microbioldgica de um produto fornece informagdes que permitem avalid-lo quanto s condicGes de
processamento, armazenamento e distribuicio para o consumo, sua vida itil e quanto ao risco a saiide
da populacio.

Para que a andlise microbiol6gica seja conduzida de forma que os tesultados obtidos permitam
um julgamento correto do produto analisado, é necessario que critérios de avaliagio sejam claramente
estabelecidos. Esses critérios sdo definidos de modo a permitir uma avaliagio segura e vilida,
relacionada a seguranga que o produto oferece para o consumidor e também para o produtor.

Os critérios de avaliacio sio estabelecidos pela legislacio de cada pafs, e, em nivel internacional,
por um programa conjunto FAO/WHO, da Organizacio das NagSes Unidas (Joint FAO/WHO Food
Standards Program), através da Comissio do Codex Alimentarius. De acordo com o Codex Alimen-
tarius, os seguintes itens compdem um critério microbioldgico:

— oplano de amostragem, no qual se define o nimero de unidades a serem analisadas e o tamanho

de cada unidade;

— adefini¢io dos microrganismos que devem ser estudados em cada produto (microrganismos

indicadores, microrganismos patogénicos, etc.);

— a defini¢do da metodologia analitica a ser adotada;

— o estabelecimento dos padrdes, normas e especificagies que definirdo se o produto sera

aprovado ou reprovado.

PLANOS DE AMOSTRAGEM

Considerando que a distribui¢ao dos microrganismos nos alimentos nio € uniforme, quanto maior
for o nimero de unidades de um produto submetido a anélise, maior serd o significado estatistico do
resultado obtido. E muito importante que a amostragem feita reduza ao minimo as chances de reprovar
um produto aceitivel ou de aprovar um produto inadequado.

Planos de amostragem foram inicialmente propostos pelo ICMSF (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods) em 1974 e, posteriormente, revistos em 1978. Nova revisio
€ esperada para breve. De acordo com o ICMSF, os diferentes planos de amostragem sdo subdivididos
em 15 categorias (Tabela 8.1), de acordo com o grau de risco que os microtganismos contaminantes
podem oferecer ao produtor e ao consumidor. O risco é dependente do tipo de microrganismos
presentes e de seu niimero. Alguns microrganismos apenas deterioram o produto (categorias 1, 2 € 3),
outros sdo indicadores da possivel presenca de patogenos (categorias 4, 5 e 6), outros sio patogénicos
mas causam doengas leves e sdo de difusio restrita (categorias 7, 8 e 9), outros sio patogénicos
causando doengas leves mas de difusdo extensa (categorias 10, 11 ¢ 12), e outros sio patogénicos e

149




podem causar doengas graves (categorias 13,14 ¢ 15). O grau de risco é tAo mais grave quanto maiores
forem as chances de os micTorganismos presentes se multiplicaren, ou seja, o grau de risco depende
das condi¢bes de armazenamento do produto.

Algumas caracterfsticas de cada categoria de plano de amostragem estdo apresentadas na Tabela
3.1. Nesta tabela, n representa o ndmero de unidades, retiradas de um finico lote de produto, analisadas
independentemente, € ¢ representa o niimero maximo aceitivel de unidades do lote que excedem 0
ntmero maximo de microrganismos por grama tolerado.

Conforme pode ser verificado na Tabela 8.1, os planos de amostragem das categorias 1 a 9 sio
de trés classes, e os das categorias 10 a 15 sdo de duas classes. Nos planos de duas classes, a unidade
analisada pode ser classificada como aceitavel ou como inaceitével, ou seja, o resultado estd ou nao
de acordo com o esperado. Em um plano de trés classes, estabelecem-se niimeros limites: um limite
inferior, designado por m, € um limite superior, designado M. Este plano, evidentemente, s se aplica
nas anélises quantitativas. Uma unidade & considerada aceitdvel se o resultado for inferior a m ¢
inaceitavel se for superior a M. Resultados entre m ¢ M conferem 2o produto uma qualidade chamada
marginal. Na Tabela 8.1, quando a categoria se refere a um plano de trés classes, o valor de ¢ representa 0
nmero total de unidades analisadas que podem apresefifar resultados superiores a0 limite m{nimo m.

Um plano de duas classes & mais simples que o de trés classes. Em um plano de duas classes em
que n=5 e c=0e o critério & auséncia de Salmonella em 25g de produto, se houver uma unidade positiva
para Salmonella, entre as cinco analisadas, todo o lote é rejeitado. Sen=5¢ c=2 e o critério é contagem
maxima de coliformes 100/g, se houver até duas unidades com contagem de coliformes supetior a
esse limite, o lote € aprovado, mas se 0 niimero de unidades com resultados supetiores a 100/g for trés
ou mais, o lote & rejeitado. Para ilustrar um exemplo de plano de trés classes, considere-se um produto
em que a contagem fotal nao deve exceder 10%/g (M) ou ser maior que 10%/g (m) em trés de cinco
unidades analisadas. Nesse exemplo, n=5, ¢=3, m=10° e M=10°. Se uma tinica unidade der resultado
maior que 10%/g, o lote deve ser rejeitado, 0 mesmo acontecendo quando quatro ou mais unidades

derem resultado superior a 10%/g.

Tabela 8.1
Planos de Amostragem Recomendados de Acordo com 08

Riscos a Satde e Condigdes de Manipulagéo
Condigtes Presumiveis de Manipulagéo e Consumo apés a Amostragem

Tipo Condi¢bes CondigGes Condiges
de Risco Reduzem Mantém Aumentam
4 Saude o Risco o Risco o Risco
Inalterado
Sem risco categoria 1 categoria 2 categoria 3
direto a 3 classes 3 classes 3 classes
salde n=5¢c=3 n=5c=2 n=5c=1
Risco baixo categoria 4 categoria 5 categoria 6
e indireto 3 classes 3 classes 3 classes
n=5¢c=3 n=5c=2 n=5c=1
Risco moderado, categoria 7 categoria 8 categoria 9
direto 3 classes 3 classes 3 classes
Difusao restrita n=5c=2 n=5c=1 n=10c=1
Risco moderado, categoria 10 categoria 11 categoria 12
direto 2 classes 2 classes 2 clases
Difus&o extensa n=5¢=0 n=10c=0 n=20c=0
Risco direto, categoria 13 categoria 14 categoria 15
grave 2 classes 2 classes 2 classes
=15¢c=0 n=20c=0 n=60c=0

S . melEes0 MR
n = ntimero de unidades submetidas a exame;

¢ = niimero de unidades fora do padrao tolerado;

plano de 2 classes, plano de 3 classes: consultar o texto.

Fonte: ICMSF (1978).
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Considerando que as decisbes de aprovar ou rejeitar um lote sio baseadas nos resultados obtidos com
unidades amostradas desse lote, deve-se levar em conta que €s5€S resultados nio indicam necessariamente
a exata situagio do lote. Existe sempre a probabilidade de se rejeitar lotes satisfat6rios e de aprovar lotes
insatistatérios. A probabilidade de se rejeitar lotes satisfat6rios define o chamado “risco do produtor”, € 2
probabilidade de aprovar lotes insatisfatérios constitui o “risco do consumidor”.

£ importante lembrar também que um mesmo Jote pode ser rejeitado para uma determinada
finalidade e ser aprovado para outra. Por exemplo, um lote de leite cru pode ser rejeitado para ser
classificado como do tipo B e ser aprovado para ser classificado como do tipo C.

Os planos de amostragem para cada tipo de produto alimenticio podem ser especificados por cada
pais, através de legislagio prépria. No caso de inddstrias produtoras de alimentos, muitas definem
seus préprios planos de amostragem, que 3o vlidos para seus programas infernos de controle de
qualidade. No entanto, 0s planos de amostragem propostos pelo ICMSF sio adotados internacional-
mente. Na Tabela 8.2, podem ser vistos alguns exemplos de planos de amostragem propostos pelo
ICMSF para alguns tipos de alimentos.

Tabela 8.2
Planos de Amostragem e Limites Microbiolégico'saPropostos para Alguns Alimentos (ICMSF 1978)
Alimento * Deter- Cate- Ne de bimite/g
minagéo goria Classes n c m M
Pescado fresco CPP 1 3 5 3 108 107
Coliformes
totais 4 3 5 3 4 400
S.aureus 4 3 5 3 103 2x10°
Camar&o cru CPP 1 3 5 3 108 107
congelado Coliformes
fecais 3 5 3 4 400
S.aureus 4 3 5 3 108 2xi10®
V. parahaemoliticus 10 2 5 0 102 —
Vegetais con- E.coli 5 3 5 2 10 102
sumidos crus Salmonella 11 2 10 0 0 —
Vegetais con- Salmonella " 2 10 0 0 —_
sumidos cozidos
Alimentos de- CPP 3 3 5 1 104 108
sidratados E.coli 5 3 5 2 <3 10
dietéticos S.aureus 9 3 10 1 10 102
B.cereus 9 3 10 1 10 10*
C.perfringens 9 3 10 i 102 10°
Salmonella 15 2 60 0 0 —
Ovo pasteu- cm.d. 1 3 5 3 5x10% 5x10°
rizado CPP 4 3 5 3 104 108
Salmonella 10 2 5 0 0 —
Leite em pd CPP 5 3 5 2 5x10% 5x10°
Coliformes 5 3 5 1 10 107
S.aureus 8 3 5 1 10 102
Carmne crua cPP 1 3 5 3 106 107
Salmonella 10 2 5 0 0 —

CPP = Contagem padrao em placas;
c.m.d. = contagem microscépica direta.




DEFINICAO DOS MICRORGANISMOS QUE DEVEM SER ESTUDADOS

Para se estabelecer 08 critérios a serem adotados para aprovar ou reprovar determinado produto

alimenticio, é necessdrio conhecer quais microrganismos devem sex pesquisados nesse produto. A

pesquisa desses microrganismos é que vai determinar se o produto estd ou nao adequado, dos pontos
de vista higiénico-sanitrio & de satide publica.
ado anteriormente, 0S microrganismos oferecem diferentes graus de risco a0

Conforme mencion
produtor e a0 consumidor. Segundo esse comportamento, 0 ICMSF classifica 0s microrganismos em
cinco categorias diferentes, a saber:

—_ microrganismos sem risco direto & saide: neste grupo estdo incluidos os microrganismos de

importéncia Jimitada quanto a sua capacidade de causar alteragfes no alimento, sem serem
patogénicos. £ o caso dos fungos e das bactérias aerébias mesofilas;

__ microtganismos que oferecem um risco indireto 2 satide do consumidor: neste grupo incluem-
se 0s TMiCrorganismos que ddo indicagdes sobre as condigoes higiénico-sanitarias do produto

(microrganismos indicadores). Sem serem patogénicos, eles podem indicar a possivel presen-
S. qureus € Muitos outros

¢a de outros microrganismos prejudiciais a satide, como Salmonella,
(ver Capitulo 3). Além disso, muitos deles podem causar alteracOes nas caracteristicas originais

dos alimentos;
__ icrorganismos que oferecem risco direfo & satide do consumidor: aqui estdo incluidos todos

os microrganismos patogdnicos de interesse em alimentos. Dependendo da gravidade da
patologia que provocam € do tamanho dos surtos que s30 capazes de causar, sio classificados
em trés grupos:

{ __risco direto, moderado & difusdo limitada: microrganismos potencialmente patogénicos que
causam doencas relativamente brandas. Normalmente, €5S€S microrganismos a0 inicialmente trams-
mitidos por um dnico alimento, mas contaminagoes cruzadas podem causar sua transferéncia para
outros alimentos. Nesse grupo estio: Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens ipo A, Coxiella
burnetti, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejunie o nematoide Trichinella spiralis;

2 risco direto, moderado difusao extensa: microrganismos potencialmente patogénicos, mas
que causam doencas mais graves que as do grupo anterior, ¢ em doses infectantes mais baixas. 530

capazes de s€ difundir pelos alimentos com mais facilidade. Pertencem a esse gIupo: Salmonella

Typhimurivm, E. coli patogénica, Shigella, Vibrio parahaemolyticus e estreptococos beta-hemoliticos;

3 — risco direto e grave: microrganismos altamente patogénicos, que nfo devem estar presentes
alimento. Pertencem a esse grupo: Clostridium botulinunt, Salmonella typhi, Salmonella

em nenhum
paratyphi A e B, Salmonella cholerasuis, Shigella dysenteriae tipo 1, Vibrio cholerae, Brucella

elitensis, Clostridium perfringens tipo C e virus da hepatite infecciosa.

DEFINICAO DAMETODOLOGIA ANALITICA A SER ADOTADA

Paraautilizagio adequada de-um critério microbiologico, & necessario que ametodolo gia analitica
a ser adotada seja selecionada corretamente. Muitos métodos analiticos diferentes podem set utilizados
para uma mesma determinagao (ver Capitulo 10). Conseqilentemente, a escolha do melhor método
vai depender do critério microbiol6gico adotado. Assim, por exemplo, 10 €aso de anélise para verificar
atendimento a padroes microbiolégicos legais, métodos legalmente aprov ados devem ser empregados.
Nos casos de monitoramento de pontos criticos de controle de uma linha de processamento em unia
industria alimenticia, métodos diferentes dos citados no exemplo anterior podem ser utilizados, desde
los responsaveis pelo controle. No caso de produtos pard importagio €

que reconhecidos aceitos pe!
exportagio, comercializados entre paises diferentes, métodos internacionalmente reconhecidos devem

ser utilizados.
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ESTABELECIMENTO DOS PADROES, NORMAS E ESPECIFICACOES

A aprovagio ou rejeigio de qualquer produto alimenticio submetido a anilise estd na dependéncia
dos resultados da anélise e dos critérios microbiolégicos adotados.

Os critérios microbiolégicos podem ser obrigatérios ou de orientagio. Um critério obrigatdrio é
aquele que nio pode ser desobedecido em nenhuma situagdo. Os alimentos que nio estiverem de
acordo com esse critério devem ser reprovados. A reprovagio significa, entre outras possiveis, uma
das seguintes providéncias: destruicio do produto, reprocessamento, devolugdo do produto ao
fabricante, suspensdo da licenga para comercializacio. Critérios de orientacfio servem para alertar
sobre possiveis problemas no processamento, armazenamento, distribuigio e comercializagio dos
alimentos, sem necessidade de providéncias dristicas como as que determinam um ctitério obrigatério.

No contexto exposto, padrio microbioldgico € um critério obrigatério, pois faz parte de uma lej
ou de uma regulamentagdo administrativa. O nfo atendimento ao padrdo microbiolégico vigente
constitui violagio da lei, e medidas legais por parte dos Grgdos competentes sio possiveis. Por outro
lado, normas microbioldgicas, anteriormente denominadas “limites recomendados”, sio de orientagio
e correspondem a um critério utilizado pela inddstria alimenticia para monitoramento dos pontos
criticos de controle de todo o processo produtivo. As normas microbiolSgicas sio estabelecidas pela
prépria indistria, podendo variar de uma para oufra, e serem ainda mais ou menos rigidas que os
padrbes microbiol6gicos. Além das normas, existem as especificagGes microbioldgicas, que sdo
critérios utilizados no comércio de alimentos. O atendimento s especificagGes é uma condigio para
o acordo entre vendedores e compradores de alimentos,

Os critérios microbiolégicos podem ser internacionais, federais, estaduais e municipais, assim
como podem ser determinados pela inddstria alimenticia.

Em nivel internacional, os critérios sio definidos pela Comissido do Codex Alimentarius, do
programa FAO/WHO. Essa Comissdo é composta por representantes de todos os paises que fazem
parte da Organizacio das NagSes Unidas, sendo a participagdo voluntéria. Em nivel internacional, age
também o ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods), cuja
atividade tem sido centrada principalmente no estabelecimento de métodos analiticos e de plaros de
amostragem.

Em nivel federal, cada pais tem os critérios que julga mais convenientes. Na Comunidade
Econdmica Européia, a tendéncia é pela adogio dos critérios do Codex Alimentarius, o que deve
ocorrer 1o futuro também com as novas comunidades econ6micas que estdo se formando. No Brasil,
padrdes microbiolGgicos para alimentos séo definidos, em nivel federal, pelos Ministérios da Satide
¢ da Agricultura, embora em algumas fases da histéria outros ministérios tenham participado também.
Os padres microbiolégicos do Ministério da Satide, vigentes no momento do preparo deste texto, sdo
os da Portaria n° 01/87, de 28 de janeiro de 1987. Em 26 de novembro de 1993, o Ministério da Satide
aprovou a Portaria n® 1.428 que contém o “Regulamento técnico parainspegio sanitiria de alimentos”,
as “Diretrizes para o estabelecimento de boas praticas de produgio e de prestagio de servicos na drea
de alimentos” e o “Regulamento técnico para o estabelecimento de padrdes de identidade e qualidade
para servicos e produtos na irea de alimentos”. Os padrées do Ministério da Agricultura constam do
Regulamento de Inspegio Industrial e Sanitiria de Produtos de Origem Anima] (RIISPOA), composto
pelos Decretos n® 30.691, de 29 de margo de 1952, e n® 1.255, de 25 de junho de 1962, que tém hoje
infimeras portarias complementares. O Ministério da Agricultura, através da Portaria n° 101, de 11 de
agosto de 1993, aprovou e oficializou os métodos analiticos para controle de produtos de origem
animal e seus ingredjentes. Em nivel estadual, alguns estados da federagfio, como Sio Paulo, tém
legislacdo propria (Decreto n2 12,486, de 28 de outubro de 1978, da Secretaria de Estado da Satide),
0 mesmo ocorrendo com alguns municipios.
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Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle

Maria Teresa Destro

INTRODUCAO

Nas dltimas décadas, a indistria de alimentos tem sofrido profundas transformacdes, dentre as
quais cabe ressaltar a introdugao de operagdes automatizadas e de alta velocidade, novas embalagens,
novas formulacBes e sistemas de distribuicio eficientes. Muitas vezes, grandes volumes de produto
sdo enviados, logo apds a produgho, para 0s centros de distribuicio e comercializagio, estando a
disposigao dos compradores pouco tempo apds a produgao.

Os alimentos processados € 08 produtos in natura S0 artigos importantes no mercado inter-
nacional. Muifos pafses, inclusive o Brasil, exportam patte de sua produgao para gerar recursos. Este
mercado pode ser ameagado por restricBes impostas pelos paises importadores, relativas 4 seguranca
do produto.

Pode-se definir um alimento seguro como sendo aquele no qual constituintes ou contaminantes
que causem perigo a satide estdo ausentes ou abaixo do limite de risco.

Virios fatores tém contribufdo para reduzir a distancia entre alimentos seguros ¢ os de risco. A
exigéncia por parte dos consumidores de que os alimentos processados tenham caracteristicas
organolépticas mais proximas 3 do produto natural tem levado ao emprego de condi¢bes de tempo X
temperatura de cocgio menores que h4 algumas décadas. Além disso, 2 utilizagio de concentragdes
1mais baixas de cloreto de s6dio e outros conservadores, bem como a utilizagio de outros coadjuvantes
tecnolégicos, exige controle mais eficiente sobre o processamento de alimentos.

U alimento pode tornar-se de risco por razles tais como: contaminagio e/ou crescimento
microbiano; uso inadequado de aditivos quimicos; adigdo acidental de produtos quimicos; poluicdo
ambiental ou degradagdo de nutrientes.

14 um consenso geral de que o problema mais importante, do ponto de vista de satide piiblica, €
a ingestao de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos.

A abordagem tradicional de controle de alimentos baseia-se principalmente na inspecdo da
producio e testes laboratoriais do produto final, tanto por érgdos governamentais quanto pelo pessoal
do controle de qualidade da inddstria, para verificar se o produto estd ou nao de acordo com as leis €
com as necessidades comerciais.

Devido a pressoes do mercado para produgio de bens mais seguros € de baixo custo, as empresas
da Area de alimentos, assim como as de outras areas, tém reconhecido as limitagOes dos programas
tradicionais de controle de qualidade e estdo tentando implementar novos sistemas de gerenciamento
que permitam produzir bens efetivamente seguros e simultaneamente de melhor qualidade e com
menor custo.

Para obtengdo de produtos de melhor qualidade e menor custo, O gerenciamento total de qualidade
(Total Quality M anagement — TOM) tem sido bem aceito ¢ vem ganhando espago nos dltimos anos,
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pois as empresas tém sentido a necessidade de mudancas para poderem competir & permanecer 1o
mercado.

O programa de andlise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC), conhecido internacional-
mente pela sigla em inglés HACCP (Hazard Analysis and Critical C ‘ontrol Points), vem de encontro
4 necessidade de produzir alimentos mais seguros, pois é uma maneira sistematizada de estabelecer
pontos de monitoramento, em uma linha especifica de producio, a fim de garantir a seguranga do
produto final. Este mesmo sistema poderia ser aplicado para atributos de qualidade, mas ¢ importante
que ndo se confunda as duas dreas.

HISTORICO

O conceito HACCP nio é novo. Uma das primeiras aplicagdes do sistema ocorreu durante o
Império Romano, envolvendo a produgdo de vinho. Notava-se que, quando o vinho mantido em jarras
de chumbo era consumido, era comum OCOITEr O envenenamento das pessoas, O qué nunca ocorria
com vinho conservado em jarras de barro. Assim, passou-se a estocar o vinho somente em jattras de
barro.

O sisterna HACCP, como se conhece hoje, foi criado hd cerca de 40 anos pelas inddstrias quimicas
da Gra-Bretanha. Nas décadas de 50, 60 € 70, o sistema foi empregado pela Comissio Ameticana de
Energia Atdmica para o planejamento de usinas nucjeares. Nessa época, o sistema visava avaliar o
tempo médio de falha para os componentes de uma instalagao nuclear a fim de calcular o tempo médio
de falha da instalagio como um todo. Desta maneira, visava-se garantir que uma falha ocorresse a
cada 200 anos. Os criadores das missdes espaciais americanas adotaram a 16gica da andlise de risco
de falha para o desenvolvimento de equipamentos espaciais para vbos tripulados. No final dos anos
60, a National Aeronautics and Space Administration — NASA, nos Estados Unidos, su geriu que 0
sistema HACCP fosse empregado na produgaode alimentos para os voos espaciais, a fim de minimizar
a chance de ocorréncia de doencas de origem alimentar nos tripulantes desses v0o0s.

Assim, o esquema de andlise de tipo de falha desenvolvido para equipamentos eletrdnicos foi
adaptado aos alimentos. Este esquema consiste em examinar o produto e perguntar: 0 que pode dar
errado?

Portanto, usando um conceito que combina principios de microbiologia de alimentos, de controle
de qualidade e de avaliagio dos riscos durante a obtengao de um alimento o mais seguro possivel,
desenvolveu-se o sistema HACCP.

Na década de 70 verificou-se que o programa poderia ter outras aplicagoes além do programa
espacial. Foi entdo empregado em inddstrias processadoras de alimentos de baixa acidez e depois em
estabelecimentos processadores de carne.

Em 1980, a Organizagio Mundial da Saide, em conjunto com a International Commission on
Microbiological Specification for Foods (ICMSF), recomendou 0 emprego do sistema por apresentar
melhor relacio custo-beneficio quando comparado a outras abordagens.

DEFINICAO DE TERMOS E COMPONENTES DO SISTEMA

Antes de abordar a aplicagio do sistema HACCP é necessério que os termos usualmente

empregados sejam definidos.

Um dos pontos passiveis de certa confusio provém da palavra hazard, usualmente traduzida para
o portugués como risco, perigo. Entretanto, no sistema HACCP, as palavras hazard (perigo) e risk
(risco) apresentam sentidos distintos, que precisam set definidos e usados de maneira correta.

HAZARD (=PERIGO)

Perigo é definido como sendo uma contaminagio inaceitdvel de natureza biolégica, quimica ou
fisica e/ou crescimento ou sobrevivéncia inaceitivel de microrganismos de interesse para a seguranca
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(ou deterioragao) e/ou produgio inaceitive] ou

persisténcia nos alimentos de produtos do metabolismo
microbiano (toxinas, enzimas, aminas biogénicas).

Os perigos de natureza biolégica incluem as
bolores, leveduras, parasitas, cogumelos e peixes
produtos de limpeza, antibidticos, metais pesados, aditivos co
monossadico. Os petigos de naturez
pedras, etc,

bactérias toxigénicas e infecciosas, rickétsias, virus,
- Os perigos de natureza quimica incluem pesticidas,

mo sulfitos, nitratos e glutamato
a fisica incluem fragmentos de metais, vidro, farpas de madeira,

RISK (= RISCO)

perigos. A principio, o risco pode ser matematicamente
experiéncia € o bom senso para avalid-lo. O grau de
determinado como alto, moderado, baixo
ApGs estas definicdes, pode-se aborda
HACCP para uma linha de processament

quantificado, mas na prética utiliza-se a

risco decorrente de um perigo pode ser
ou desprezivel.

ras clapasa serem seguidas para a elaboragio de um sistema
0. Estas etapas estio apresentadas na Fig, 9.1,

12 ETAPA

Preparar o fluxograma do processo, incluindo desde ingredientes até o produto final ou consumi-
dor.

Este fluxograma devers ser detalhado, contendo informa

¢Oes sobre especificagdes dos ingredien-
tes, formulagio do produto, ¢

tapas de processamento e sistema de embalagem.

22 ETAPA

Preparar o fluxograma do processo

-
Identificar perigos e determinar suas severidades e riscos
v
Determinar ofs) ponto(s) critico(s) de controle

v .
Estabelecer critérios para garantir a controle
|
v
Monitorar os pontos criticos de controle

|

¥ % . o = " .
Tomar ages corretivas Sempre que o monitoramento indicar que os critérios nao foram atingidos

Verificar se o sistema esta funcionando como planejado

¥ig 9.1 —Etapas do sistema HHACCP (modificado de Bryan, | 992).




suaves incluem as causad

histamina e substincias asseme

Campylobacter, E. coli patogénica, Salmonella, Shigella, V. parahaemolyticus, Yersinia en-
terocolitica, virus da hepatite A, micotoxinas, toxina ciguatera € tetramina. Doengas moderadas ou
as por Bacillus spp; C. perfringens, L. monocytogenes (em adultos saudd-

veis),S. aureus, virus semelhantes 20 Norwalk, amaioria dos parasitas, veneno diarréico dos moluscos,
lhadas, e a maioria dos metais pesados.

32 ETAPA

Determinar (ou identificar) os pontos criticos de controle, nos quais os perigos possam ser

controlados, e avaliar a que categoria cada ponto critico se enquadra.
Ponto critico de controle (PCC) é definido como sendo uma operagao (prética,

processo ou local) na qual uma medida preventiva ou de controle pode ser tomada
prevenir ou minimizar um perigo ou varios petigos.

Os PCCs podem ser divididos em trés categorias:

__ pPCCe — é uma operagio na qual os perigos sdo elimina

enlatamento;
— PCCp — ¢ uma operagao

exemplo: congelamento;

__ PCCr— é uma operagio na qual 0s perigos sio reduzidos, mini

3o sio eliminados ou MESMO evitados. Por exemplo: refrigeracio de alimentos pereciveis.

Devido 2 semelhanga entre PCCp e PCCr, € muito comum agrupé-los em uma Ginica categoria.

Dessa forma, muitos microbiologistas classificam 08 pontos criticos de controle em apenas duas
o perigo € eliminado, e PCCy, referente 20(s)

categorias: PCCy, referente 20(S) ponto(s) em que
ponto(s) em que © petigo é apenas prevenido.

procedimento,
para eliminar,

dos. Por exemplo: pasteurizagio €

na qual o perigo ¢ prevenido, evitado, mas nio eliminado. Por

mizados ou retardados, mas

42 ETAPA
uma operagio estd sob controle.

diquem quando
a ou biologica, especificos para

Especificar, para cada PCC, os critérios que in
Critérios sio limites ou caracteristicas de nafureza fisica, quimic:

cada PCC. Estes limites podem estar relacionados a: tempo e temper atura para alimentos termicamente
processados; atividade de igua para certos tipos de alimentos; pH para alimentos fermentados; teor
de cloro na agua de resfriamento de enlatados; umidade na area de armazenamento de produfos
desidratados; temperatura durante a distribuigio de alimentos refrigerados; altura de um alimento na

bandeja durante a refrigeracio, etc.

Os critérios selecionados devem estar documentados € bem especificados, inclusive com as

tolerancias, quando estas forem apropriadas. A escolha dos critérios deve ser baseada em utilidade,

custo e praticidade, mas principalmente na capacidade de fornecer boa garantia de controle. Assim,
da e o tempo de permanéncia do

se o trafamento térmico é um PCC, 2 temnperatura exata a ser atingif
produto aquela temperatura devem ser especificados, € as tolerancias permitidas devem estar defini-

das.

52 ETAPA
entos para monitorar cada PCC, a fim de verificar s€

Estabelecer ¢ colocar em prética procedim
cia de observacOes ou medidas

cles estao sob controle.

Monitorar significa conduzir, sistematicamente, uma seqiien
planejadas para controlar um perigo, 2 fim de determinar se um PCC estéa de acordo com critérios
estabelecidos. Os procedimentos de monitoramento escolhidos devem permitir agdes para corre¢ao
- de uma situacdo fora do controle, antes ¢ duranie uma operagao.

SAocinco 08 tipos principais de monitoramento empregados: observagio (de praticas de manipula-
¢ao e procedimentos de limpeza); avaliagao sensorial; medidas de propricdades fisicas (tempo/tem-
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peratura de processamento, torque das tampas, vacuo em embalagens, por exemplo); testes quimicos
(pH ou acidez, concentragio de detergentes/sanificantes) e exames microbiologicos.

Estas observacdes devem ser registradas e arquivadas para uso em verificacoes futuras. Os
registros devem incluir graficos e tabelas de tempo X temperatura, listas de checagem e tabelas de
controle, formularios de registro de observagdes e medidas, e também relatoérios dos laboratdrios.

62 ETAPA

Especificar e registrar quais agdes corretivas serao tomadas sempre que 0 monitoramento indicar
que um PCC nio esta sob controle.

As agdes corretivas sio agdes especificas que devem ser tomadas rapidamente, sempre que um
critério nio for atingido. Por exemplo, aumento do tempo de cocgo.

72 ETAPA

Verificar, através do uso de informactes adicionais, se o sistema HACCP planejado estd fun-
cionando,

Verificar significa usar métodos, procedimentos ou testes adicionais aqueles usados no
monitoramento, para determinar se o sistema HACCP em uso estd de acordo com o planejado. Também
serve para garantir que o monitoramento esti sendo executado efetiva e eficientemente.

Verificar difere de monitorar, uma vez que verificar nao leva a tomada imediata de agdo corretiva,
mas pode indicar que o plano inicial apresenta falhas, necessitando de reavaliagdo ou modificacio.

IMPLANTACAO DO SISTEMA HACCP

A implantagio de um programa HACCP s se torna possivel quando hi o comprometimento da
direciio da empresa, a fim de que ela participe do processo, explicando metas e objetivos, e fornecendo
recursos humanos ¢ materiais. A lideranca ¢ fundamental para que os empregados compreendam 0s
objetivos do programa e desejem fazer seu trabalho da melhor maneira possivel. Se a seguranga do
alimento ndo for a prioridade mixima da empresa, e 0 HACCP nio receber 0 apoio necessirio, entio
nio serd também a prioridade méxima do operdrio da linha de producio.

O grupo que ird participar da elaboragao, implantagio e controle do programa HACCP deveré ser
composto por pessoas de diversas qualificacGes e formagdes. Devem estar incluidos aqueles que iréo
analisar os perigos, os que irfio monitorar os pontos criticos de controle, os que supervisionarao as

~ operaches nos pontos criticos de controle, os que fardo os testes laboratoriais ¢ os que fardo as
verificacdes de monitoramento. Assim, microbiologistas, tecnélogos e engenheiros, supervisores de
produgio, chefes de garantia de qualidade, trabalhadores dalinha de produgio, etc. deverdo fazer parte
do grupo. Quando a implantagio do sistema & responsabilidade exclusiva de técnicos, corre-se 0 1isco
da elaboraciio de um programa complicado e opressor, que fatalmente nio funcionara.

Deve-se ressaltar que o sistema HACCP deve ser desenvolvido para cada uma das linhas de
processamento, de uma unidade, de uma dada empresa. Assim sendo, ¢le € exclusivo, ndo podendo
ser “importado” de outras unidades ¢/ou empresas, nem adquirido sobre a forma de “pacotes” prontos
para serem empregados. Um plano imposto por fontes externas serd mal recebido, errdneo e/ou
incompleto, independente do especialista que o desenvolveu.

Teoricamente, a implantagio de um sistema HACCP ¢ simples, pois baseia-se na identificacdo
das poucas operacSes realmente criticas e na busca de maneiras simples para monitord-las e
coniroli-las. Entretanto, o processo de planejamento ¢ implantag@o de um programa HACCP paraum
produto alimenticio especifico de uma determinada linha de processamento exige tempo (meses).
Pode-se ainda precisar de mais tempo até que o conceito se solidifique e comece a produzir evidéncias

claras de seu potencial. Outro ponto relevante € o custo de instalagio, que a principio pode ser alto,
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mas este custo é rapidamente recuperado pelo aumento na produtividade, qualidade e menor {ndice
de reclamacdes dos consumidores.

Uma vez definido o grupo de profissionais que participard da implantagdo do sistema HACCP e
elaborado o plano HACCP para cada processo ou produto especifico, deve-se proceder ao registro
das informacdes. Estes registros devem incluir:

— objetivo do plano (por exemplo, controle de deterioragio quimica, presenga de materiais

estranhos ou controle microbiolégico);

— os membros do grupo e seus cargos na empresa, pois & importante em eventuais modificacGes

do plano;

— descri¢io do produto e seu uso;

— fluxograma completo, destacando os PCCs;

— perigos associados a cada PCC e as medidas preventivas;

— limites criticos;

— sistemas de monitoramento;

— procedimentos para registros do monitoramento;

— agbes corretivas a serem tomadas 1o caso de ocorréncia de desvios;

— procedimentos para verificagao do funcionamento do sistema.

Estas informages devem estar em local de facil acesso e disponiveis a quem desejar consultd-las.
Elas sdo especialmente importantes quando s&o propostas mudangas na formulagdo, no processo ou
nas especificagdes de um produto.

Um fator importante para o sucesso da implantagiio de um programa HACCP ¢ a educagio e o
treinamento dos funcionarios, pois estes nio devem apenas entender o que estdo fazendo, mas também
o porqué de o fazer.

Um dos motivos que tém atrapalhado o sucesso do HACCP junto as indiistrias de alimentos € a
dificuldade em se estabelecer os pontos criticos de controle. Muitas vezes, hi um excesso de pontos
considerados criticos no processo, o que pode até resultar num produto menos seguro, devido a uma
menor énfase aqueles pontos verdadeiramente criticos. A maioria dos sistemas de processamento de
alimentos tem apenas alguns poucos pontos no processo que realmente satisfazem o critério de pontos
criticos de controle. Na verdade, existem nos processos muitos ponfos de controle (PC), pontos estes
cuja perda de controle nio resulta num risco de satide ou de seguranga inaceitivel, mas que mesmo
assim devem ser corrigidos.

Diferenciar um PCC de um PC requer experiéncia e € essa diferenciacio a responséavel pela
existéncia de programas HACCP efetivos e aqueles inoperantes.

EXEMPLO DA APLICACAO DO SISTEMA HACCP

Para ilustrar a aplicacio do sistema HACCP, escolheu-se o processamento de alimento envasado
de baixa acidez (cenoura enlatada em salmoura).

AFig. 9.2 apresenta o fluxograma de produgio deste alimento, com os pontos criticos de controle
identificados. Estes mesmos pontos criticos sdo validos para outros produtos de baixa acidez.

O preparo das cenouras enlatadas & muito semelhante ao de outras hortaligas. Apds a selegio e
lavagem, elas sao fracionadas, branqueadas e envasadas. Adiciona-se a salmoura e promove-se a
exaustao das embalagens que sao imediatamente recravadas. Aseguir, as embalagens sdo termicamer-
te processadas em autoclaves, resfriadas, secas, acondicionadas em caixas e armazenadas em
temperatura ambiente, estando prontas para serem distribuidas.

MATERIA-PRIMA

A matéria-prima representa um ponto de contaminagio importante. Assim, a sele¢io e lavagem
devem ser cuidadosas, pois o principal perigo é a possibilidade de permanéncia, no produto, de esporos
de C. botulinum e de esporos de bactérias termofilas, importantes em produtos distribuidos em regites
tropicais e subtropicais.
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Fig. 9.2 —Fluxograma de producio de cenouras enlatadas. —ponto de contaminagdo elevado (modificado de ICMSF, 1988).

EMBALAGEM (PCCR)

Aembalagem é um PCC, uma vez que defeitos existentes na mesma podem permitir vazamentos,
contaminagio pos-processamento e deterioragio do produto. E um PCCr, pois 0s perigos decorrentes
dos defeitos podem ser reduzidos por medidas de controle adequadas.

Controlar as embalagens significa certificar-se da sua qualidade, verificando se estao de acordo
com as especificagdes necessérias (dimensao, tipo de vedante e de verniz, etc.). Devem ser utilizadas
somente embalagens intactas e sem falhas.

Monitorar as embalagens significa observar, através de um plano de amostragem adequado, suas
condigoes durante 0 processo, através de inspecdo on line para defeitos visfveis.

As agbes corretivas devem ser tomadas sempre que lotes de embalagens apresentarem niveis
elevados de defeitos visualmente perceptiveis ou estiverem fora das dimensdes especificadas.
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ENLATAMENTO, EXAUSTAO (PCCR)

Afaltade controle nestes pontos pode acarretar problemas tanto de qualidade, quanto de seguranca
do produto. O peso adequado do produto, por embalagem, deve ser observado a fim de se evitar o
superenchimento da lata e o decorrente subprocessamento que pode permitir a sobrevivéncia de
€Sporos.

O controle dessa efapa consiste na observacio do enchimento uniforme, com sélidos e liquidos
na proporgao especificada, na verificagio do espaco livre da embalagem, bem como do peso do
produto. Desvios dos limites especificados para espago livre e peso podem levar a deformacoes da
embalagem e/ou subprocessamento, principalmente quando se utiliza autoclaves rotacionais. A
viscosidade da salmoura e a densidade do produto também sio criticas. Assim, se forem alterados o
tamanho dos pedagos de cenoura e/ou a composicio da salmoura hi necessidade de verificar se o
processamento inicialmente especificado é adequado para o novo produto. Esta verificacio pode ser
feita através de testes de penetracio de calor. A temperatura de enchimento também deve ser
controlada.

Para 0 monitoramento deve-se amostrar ¢ medir periodicamente o peso da cenoura, o volume e
a viscosidade da salmoura, a proporgio sélido-liquido, o espago livre e a temperatura de enchimento.

RECRAVACAO (PCCR)

A seguranga de um alimento envasado depende da existéncia de embalagens que possam ser
hermeticamente fechadas. Se as costuras, vedantes ou vedagdes nio forem adequados ou se outros
defeitos estiverem presentes, a possibilidade de contaminagio pds-processamento é muito maior. A
importancia da utilizagéo de latas em bom estado j4 foi enfatizada, mas a operaciio de recravacao pode
causar danos nas latas e provocar vazamentos das mesmas. O controle desta operagdo € de fundamental
importancia, sendo assim considerado um PCC.

O controle consiste na estrita observéncia ao programa de manutengio das recravadeiras, evitando
que pessoas néo habilitadas tentem ajustd-las. Os mecinicos responsaveis pela manutencio devem
ser conscientizados da importancia da operagio para a produgiio de alimentos seguros. Deve-se
também verificar se a codificagio das embalagens estd correta e se estd sendo bem gravada.
Periodicamente, deve-se medir a sobreposi¢ao enire gancho da tampa e gancho do corpo para verificar
se estd dentro dos limites tolerados.

Para o monitoramento, amostragens periédicas para medir a sobreposicio (indice que determina
a exatiddo da recravagiio) e avaliacOes visuais da recravagio sio formas de monitoramento. Todas as
medidas, bem como quaisquer mudangas feitas na recravadeira, devem ser registradas.

PROCESSAMENTO TERMICO (PCCE)

O objetivo do processamento térmico & garantir que o produto apresente esterilidade comercial.
Basicamente, dois grupos de bactérias esporuladas devem ser considerados: as terméfilas, que sio
deteriorantes e podem se desenvolver se o resfriamento das latas ndo for adequado ou se as mesmas
forem estocadas em locais com temperaturas elevadas, e as bactérias esporuladas meséfilas, dentre
as quais o C. botulinum é o representante mais importante. Assim, deve-se ter certeza de que o
botulinum cook foi aplicado a todas as latas. Erros no processamento térmico podem ter conseqiiéncias
desastrosas, por isto este ¢ o PCC mais importante para alimentos envasados.

O controle do processamento térmico deve ser feito em duas fases. Na primeira, deve-se considerar
os fatores envolvidos nas operagdes pré-processamento, como o controle da temperatura do produto
antes do processamento térmico, o controle do tempo entre a recravagio e o processamento térmico,
o controle da recravago das latas ¢ o controle da exaustac da autoclave. Na segunda fase estio os
fatores relacionados ao fratamento térmico aplicado quando a autoclave ja estd carregada, Aqui
inclui-se quantidade e disposicio das latas (para autoclaves estaciondrias) e necessidades operacionais,
como presséo de vapor, circulagio de dgua, velocidade da correia, etc. Ha necessidade de garantir a
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destruigio de esporos pela relagio adequada entre tempo e temperatura do processo e pela exaustido
do equipamento. Uma outra exigéncia € garantir que latas nao processadas nao se misturem aquelas
ja termicamente processadas. Isto pode ser controlado pelo layout da planta e pelos sistemas de
gerenciamento.

A verificagio do funcionamento e a calibragio das autoclaves precisam ser feitas periodicamente
por técnicos especializados.

No monitoramento deve-se observar as operagdes de exaustio e o tratamento térmico; verificar
e registrar a temperatura ¢ a pressio no interior da autoclave e o tempo de aquecimento da lata,
permanéncia na temperatura adequada e o tempo total de permanéncia da embalagem na autoclave.
Antes de iniciar a operagio da autoclave, hd necessidade de certificar-se que o equipamento e todos
os seus instrumentos estio funcionando adequadamente. Os diferentes tipos de autoclave existentes
exigem diferentes tipos de controle e monitoramento, mas todos eles devem ser bem documentados.
A operaciio e 0 monitoramento de uma autoclave sio trabalhos para especialistas, e o operador de
autoclave deve estar devidamente informado sobre a natureza critica desta etapa.

RESFRIAMENTO (PCCP)

O resfriamento deve ser feito cuidadosamente, a fim de evitar danos i embalagem e a contamina-
¢iio do seu contetido, pela entrada de microrganismos provenientes da dgua de resfriamento. Por isto,
esta etapa € considerada um PCC.

Dentre os sistemas de resfriamento existentes, aqueles que empregam agua s30 0s mais utilizados,
sendo que o resfriamento pode ocorrer na propria autoclave ou ndo. O resfriamento externo pode ser
feito por imersdo das latas em tanques ou por passagem em ttneis de resfriamento com jato de dgua.

No controle, a pressdo externa aplicada 2 lata, bem como a velocidade de resfriamento, devem
ser controladas para prevenir deformagGes. Ahigiene deve serrigorosa nestaetapa, pois imediatamente
ap6s o tratamento térmico, as embalagens estio mais susceptiveis 2 contaminacio por microrganis-
mos. Como os selantes ainda ndo estdo solidificados, podem ocorrer deslocamento de costuras e
penetracio de pequenos volumes de dgua nas embalagens. Desta forma, a qualidade microbioldgica
da dgua de resfriamento é muito importante, a fim de minimizar o risco de contaminagio. Este controle
pode ser feito com a cloragao da dgua de resfriamento.

Para o monitoramento, a determinacio do teor de cloro residual livre ¢ essencial, devendo a
amostra de dgua ser colhida no ponto onde a menor concentragio de cloro é esperada. Um bom controle
nesta etapa é importante nio sO para garantir a qualidade da 4gua, mas também por questoes
econdmicas, pois o excesso de cloro representa gastos desnecessirios e pode causar corrosdo da
embalagem e das instalagBes. Quando existe sistema de recirculagio da dgua de resfriamento, outro
ponto a ser verificado € a existéncia de matéria organica em suspensdo. Esta deve ser eliminada para
evitar que o desempenho do sistema possa ser afetado.

MANUSEIO DAS LATAS (PCCR)

As embalagens quentes e dmidas podem ser contaminadas se expostas a nameros elevados de
microrganismos préximo a dreas de costuras e vedagGes. Fste risco ser ainda maior se as embalagens
forem submetidas a choques fisicos nesta etapa. As méaos dos trabalhadores podem ser fonte de
contaminagdo do produto, propiciando a entrada de bactérias como S. aureus e Salmonella. Assim,
deve-se evitar a manipulacio das latas timidas e ainda mornas, sendo preferivel o emprego de
equipamentos sem extremidades denteadas.

Para o controle ¢ essencial que todas as superficies que entram em contato com as embalagens
sejam mantidas em condigdes higiénicas adequadas e que o contato entre irabalhador € as embalagens
seja evitado até que as mesmas estejam secas. Deve-se também evitar danos fisicos 2s latas através
de emprego de equipamentos adequadamente projetados. As condigoes de higiene nas dreas pos-
tratamento térmico devem ser rigorosamente verificadas.
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No monitoramento, a observagio cuidadosa do manuseio das latas € fundamental, bem como a
verificagio da efetividade das rotinas de limpeza e desinfecgdo dos equipamentos.

ARMAZENAMENTO E DISTRIBUICAO

Apesar de ndo representarem pontos criticos para 0 produto em questdo, estas etapas também
merecem atengao, pois a seguranca do produto esta relacionada 3 integridade da lata. Se ocorrererm
danos a0 revestimento externo da lata, podem surgir pontos de corrosao, podendo este processo ser
acelerado se a lata estiver em ambiente dmido. As latas devem ser empacotadas somente quando
estiverem bem secas € estocadas em locais livres de umidade e de maneira a permitir circulagao de ar
entre elas, Danos fisicos devem ser também evitados.

A temperatura do local de estocagem é importante, pois pode permitir a germinagio de esporos
que tenham resistido a0 tratamento térmico, levando assim a deterioracio do produto.

EXPOSICA0 A0 CONSUMIDOR (PCCR)

Este problema estd forado controle do produtor, masestd relacionado a danos causados ao produto,
durante sua exposigdo ao consumidor. Danos fisicos 3s latas, decorrentes de quedas ou outras formas
de manipulagao inadequadas, sdo alguns dos problemas que podem ocorrer.

Para o controle, é preciso instruir o vendedor quanto ao manuseio correto das embalagens e
produtos.

No monitoramento ¢ importante visitar os pontos de venda para verificar seu funcionamento e

observar o nfvel de danos causados as latas.

CONCLUSAO

O sistema HACCP, quando corretamenie executado, auxilia na identificacdo de fatores que afetam
diretamente a seguranca de um produto. Isto permite ao produtor concentrar esforgos nestas dreas criticas,
determinando procedimentos especificos de controle, limites, tolerincia e sistemas de monitoramento.

Desta maneira, utiliza-se um sistema de controle cuja relagio custo-beneficio é muito mais
interessante que a abordagem tradicional de inspec@io. Em resumo, 0s recursos técnicos sao dirigidos
somente Aqueles aspectos da produgiio que sio criticos a seguranga do produto.

E importante, no entanto, lembrar que HACCP ndo € a panacéia para todos 08 problemas de
seguranga alimentar, sendo apenas uma ferramenta. Se os dados gerados a partir da implantacio de
um sistema HACCP niio forem avaliados & atualizados, sua implantaggo terd sido perda de tempo e
de dinheiro. A implantagio, por si sd, nao previne os problemas de seguranga gue pedem ocorrer com
um alimento. Aavaliagio periédicados dados gerados pelo sistema pode indicar qual amelhor maneira
de controlar os perigos, ou seja, 08 dados fornecem as informagdes sobre 0s problemas, mas € 0
produtor quem deve decidir a maneira de utilizar estas informagdes.
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Métodos de Andlise

Bernadette D.G.M. Franco

A andlise dos alimentos para se verificar quais e quantos microrganismos estio presentes &
fundamental para se conhecer as condigBes de higiene em que esse alimento foi preparado, os riscos
que esse alimento pode oferecer 4 satde do consumidor e se o alimento terd ou ndo a vida til
pretendida. Além disso, a anélise laboratorial permitird determinar o agente etiol6gico mais provavel
1o caso de um episédio de toxinfecgio alimentar. Essa andlise € indispensavel também para verificar
se os padrdes e especificagdes microbiolégicos, nacionais ou internacionais, estdo sendo atendidos
adequadamente.

A anilise microbioldgica de um produto alimenticio pode ser conduzida para investigar a presenca
ou a auséncia de microrganismos nesse produto, para quantificar os microrganismos presentes e para
identificar e caracterizar as diferentes espécies microbianas. Inimeros métodos laboratoriais de andlise
podem ser utilizados em cada uma dessas determinagdes. Atualmente, esses métodos sio comumente
divididos em métodos “convencionais” ¢ métodos “rapidos”.

Os métodos convencionais recebem essa denominacio porque foram desenvolvidos hd muitos
anos e desde entio vém sendo empregados como métodos oficiais na maioria dos laboratdrios
brasileiros e também em outros pafses. Esses méiodos estdo descritos em publicagdes consideradas
de referéncia, internacionalmente aceitas. Entre essas publicagbes destacam-se o Bacteriological
analitical marual (ed. 1992), publicado em conjunto pela United States Food and Drug Administration
(FDA) e Association of Official Analytical Chemists International (AOAC International), o Compen-
dium of methods for the microbiological examination of foods, inicialmente editado pela American
Public Health Association e na edigio mais recente (1992) por Vanderzant e Splittstoesser, ¢ o
Microrganisms in foods — their significance and methods of enumeration (ed. 1978), publicado pela
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF). Além destes,
existem ainda os métodos recomendados por outras associagdes como a International Organization
for Standardization (ISO), a International Dairy Federation (IDF) e outras.

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 70, como conseqiiéncia da necessidade de se
abreviar o tempo necessdrio para a obtengio de resultados analiticos ¢ melhorar a produtividade
Jaboratorial. Além desses objetivos, esses métodos visam também a simplificagio do trabalho e a
redugio de custos. Para alguns métodos, a essas vantagens aliam-se outras como maior sensibilidade
e especificidade que os métodos convencionais.

No texto que se segue, sdo apresentadas ao leitor informagdes basicas sobre os métodos
convencionais de anilise, incluindo-se também uma apresentagio resumida dos métodos rapidos.
Caso o leitor necessite de informacdes detalhadas sobre esses métodos, inclusive fabricantes, deverd
consultar a bibliografia mencionada no final deste capitulo.

Os seguintes tépicos sdo importantes no estudo dos métodos de anilise microbiolégica de
alimentos: amostragem, preparagio da amostra para analise, métodos de contagem de microrganismos
e isolamento e identificagio de patégenos.
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AMOSTRAGEM

A obtencio correta das amosiras, Seu transporte para o laboratorio ¢ sua preparagao para andlise
sio etapas fundamentais para o sucesso de numa andlise microbioldgica. Da execugio correta dessas
trés etapas depende a exatidio dos resultados obtidos.

No momento da obtengio de uma amostra para anlise, todas as precaugdes deverm ser tomadas
para que a amostra obtida seja representativa do produto como um todo. Produtos prontos para
consumo devem ser coletados em suas embalagens originais fechadas, com especificagao de dados
que identificam €ss¢ produto: nimero do lote, data de fabricagio, efc. Quando embalagens abertas
precisam ser analisadas, é importante que sejam acondicionadas adequadamente para evitar con-
taminagao com outros alimentos, com manipuladores, com o ambiente, etc. Produtos acondicionados
em embalagens grandes, de dificil transporte para o laboratério, podem ser amostrados in loco, com
2 méxima assepsia possivel e uso de utensilios esterilizados (conchas, espatulas, seringas, pipetas,
zaragatoas, etc.).

Amostras de alimentos pereciveis refrigerados devem ser mantidas entre 0 € 4,4°C até 0 inicio da
analise. Quando se tratar de alimentos congelados, as amostras devem ser descongeladas somente
para a realizagao da andlise. Como regra geral, toda amostra deve ser analisada até 36 horas ap0s sua
obtengdo. Produtos pereciveis que ndo puderem ser analisados nesse periodo podem ser refrigerados
ou ainda congelados, dependendo do tipo de produto, objetivo da anlise e tipo de microrgamnismo a
ser pesquisado.

O namero de unidades a serem coletadas para andlise € 0S critérios adotados para aprovagio ou
reprovacio deum produto definemum plano de amostragem. Os planos de amostragem sao delineados
levando-se em conta os objetivos da andlise microbiolégica, a natureza do produto, o método analitico
a ser empregado ¢, principalmente, 08 critérios microbioldgicos a serem adotados (ver Capitulo 8).

PREPARACAO DA AMOSTRAPARA ANALISE

Técnicas corretas de preparagio da amostra para andlise sa0 indispensdveis. Técnicas assépticas
devem ser utilizadas em todas as etapas. Umavez que a distribuigio dos microrganismos nos alimentos
néo é uniforme, uma homogeneizagao prévia de {oda 2 amostra é indispensdvel. No caso de amostras
s6lidas, a porgao a ser analisada deve ser representativa da amostra inteira.

Rotineiramente, a por¢io da amostra a ser analisada corresponde a 25g, 50g ou 100g (ou ml) de
produto. Essa porgao, no caso de produtos s6lidos ou semi-solidos, precisa ser homogeneizada com
um diluente apropriado. A escolha desse diluente depende do tipo de produto e dos microrganismos
a serem pesquisados. Na maioria dos casos, entretanto, utiliza-se o tampao diluente de Butterfield

4gua fosfatada tamponada, pH 7,2) ou dgua peptonada a 0,1%. Em alimentos ricos em gordura, €
necessiria a adicao de agentes tensoativos para promover a emulsificagdo.

A homogeneizagio das amostras com o diluente pode ser feita em homogeneizadores de
Jaboratério ou em liquidificadores convencionais. Os de laboratdrio sdo mais adequados, pois sdo de
aco inoxidavel e, portanto, podem ser esterilizados por autoclavagio. O tempo e a velocidade de
homogeneizagio devem evitar aquecimento das amostras e conseqiiente dano aos microrganismos.
Deve ser evitada também a formagio de aerossOis durante a homogeneizagao.

O prepato das amosiras para andlise pode se transformar em uma tarefa bastante trabalhosa,
demorada e tediosa. Essa tarefa pode ser facilitada pelousode diluidores gravimétricos automatizados,
constituidos por uma balanca, que faz a pesagem da amostra em um saco pléstico estéril, e por um
dispositivo que acrescenta o diluente, também estéril, na quantidade certa para fazer a diluicdo
programada no aparelho. Paraa homogeneizagio da amostra com o diluente, o saco pléstico pode ser
colocado em um homogeneizador denominado Stomacher, que € um instrumento constituido de uma
cimara contendo duas pis que batem em um movimento de vaivém. Uma vez introduzido 0 saco
pléstico, o batimento das pés desmancha a amostra, permitindo que 0s microrganismos nela presentes
se transfiram para a fase aquosa. Atualmente, existem no mercado sacos plasticos providos de um
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sistema de filtracdo que retém particulas s6lidas, o que facilita a retirada das aliquotas necessirias para
a realizacho da analise microbiolégica.

O Stomacher apresenta uma série de vantagens em relagéio aos homogeneizadores convencionais:
ndo hd formagio de aerossdis; ndo ha geragio de calor; os sacos sdo descartiveis; em alguns casos, o
proprio saco pode ser utilizado para incubagio da amostra; a operacao € mais facil e limpa, e o nivel
de ruido € reduzido. A desvantagem mais evidente € a necessidade de se trabalhar com sacos plasticos
resistentes para evitar a ruptura durante a homogeneizacio de alimentos que contém partes rigidas
(ossos, cascas, por exemplo).

METODOS DE CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

TS
CONTAGEM POR PLAQUEAMENTO sl L)

ONN Y )

O método convencional de contagem de microrganismos consiste no plaqueamento de aliquotas

" do alimento homogeneizado e de suas diluicdes em meios de cultura sélidos adequadamente

selecionados em fungéo do(s) micrmgamsmo(s) a ser(em) enumerado(s)y. O plaqueamento pode ser

“feito por semeadura na superficie do meio de cultura previamente distribuido em piacas de Petri

estéreis (semeadura em superficie) ou, entdo, o meio de cultura pode ser adicionado apés a transferén-
cia das aliquotas para placas de Petri vazias (semeadura em profundidade). As placas sio, ento,
incubadas a uma combinagﬁo de tempo e temperatura adequada para a determinagio a ser feita, apos
0 que as coldnias sao enumeradas. A enumeracao pode ser feita manualmente ou com auxilio de
contadores automaticos,,

Essa metodologia €, certamente, a mais utilizada nos laboratérios de anilise de alimentos, pois
diferentes grupos de microrganismos podem ser enumerados de acordo com o meio de cultura e/ou
as condigoes de incubagio (tempo, temperatura e atmosfera) empregadas.

Apesar da aparente simplicidade dessa técnica, ela é bastante trabalhosa quando mmtas dliulgoes
precisam ser analisadas ou quando o nimero de amostras € grande. A leitura dos resultados pode ser
bastante dificil, cansativa e imprecisa, mesmo quando contadores autométicos sdo empregados.

Viarios métodos alternativos de contagem tém sido propostos visando melhorar a eficiéncia dessa
determinacao. O método de plaqueamento em espiral € um sistema automatizado de semeadura. O
plaqueador em espiral inicialmente succiona, através de uma canula de teflon, a amostra homogenei-
zada. Em seguida, o plaqueador faz a semeadura da amostra na superficie do meio de cultura presente
em uma placa de Petri colocada sobre uma plataforma giratGria. A medida que faz a semeadura, a
cinula se desloca do centro para as bordas da placa formando uma espiral e um gradiente de
concentragfo, que se inicia no centro e diminui & medida que se dirige para as bordas da placa. Apds
a mcubagao da placa, as coldnjas podem ser contadas, manual ou automaticamente.[ A contagert
“manual ¢ feita baseada em um modelo que deve ser colocado embaixo da placa, permitindo selecionar
osegmento da placa em que o mimero de coldnias é contivel. A cada segmento corresponde um fator
de multiplicagao relacionado com o volume do indculo nele depositado. Multiplicando-se o nimero

de coldnias por esse fator, obtém-se o nimero de unidades formadoras de coldnias por grama (ou ml)

de produto. A contagem pode ser feita também através de um contador automatico a laser que,
computadorizado, permite a obtengfio imediata da contagem por grama (ou ml) de produto. Esse
método permite a contagem de uma até 1.000 colonias em uma tinica placa, o que significa economia

de meio de cultura, vidraria, trabalho e espaco no Iaboratério (bancadas, incubadoras, autoclaves, efc.).

Outro método alternativo de contagem & a técnica de membrana filtrante. O produto em anlise
¢ homogeneizado e filtrado através de membranas filtrantes de acetato de celulose ou nitrocelulose,
de porosidade adequada (geralmente 0,45mp), que permite a passagem de liquidos retendo os
microrganismos. Paraimpedir o enfupimento dos poros das membranas, no casode alimentos de dificil
homogeneizagao, recomenda-se um tratamento prévio do homogeneizado com enzimas (tripsina,
alcalase, por exemplo) ou com agentes tensoativos (Triton® X-100, por exemplo). Apés a filtracio e
retenco dos microrganismos, a membrana € transferida para a superficie das placas de Petri contendo
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o meio de cultura de escolha. ApGs a incubagao, as coldnias sao enumeradas, visualmente ou através
de contadores eletrdnicos.

Em 1974, pesquisadores canadenses desenvolveram um novo tipo de membrana, que denomina-
ram HGMF (hydrophobic grid membrane filter), também conhecida como membrana Isogrid. Esta
membrana difere das convencionais por ser quadrada e apresentar um grid de material hidrofébico
impresso em sua superficie, formando 1.600 pequenos quadrados. Apds a filtragao do alimento,
adequadamente homogeneizado e tratado com enzimas quando necessario, a membrana Isogrid é
transferida para a superficie de placas contendo meio de cultura. Apds aincubagio, formam-se colonias
de tamanho no miximo igual ao de um quadrado da membrana. O resultado da contagem dessas
coldnias deve ser multiplicado por um fator de corregio para a obtencao do ntimero exato de unidades
formadoras de colénias por grama ou ml de produto.

Além da finalidade de contagem de colénias, as membranas hidrofébicas podem ser empregadas
em técnicas complementares para identificacfio de microrganismos: testes de hibridizacio de DNA,
testes imunoenzimaticos, testes bioquimicos e outros.

As membranas filirantes podem ser também utilizadas na técnica de epifluorescéncia direta. Essa
técnica foi inicialmente desenvolvida para contagem de microrganismos vidveis e nio vidveis em leite,
mas atualmente ¢ utilizada para outros produtos também. Nessa técnica, os microrganismos retidos
na superficie de membranas de policarbonato sio submetidos a coloragio com um corante nucleofilico
(alaranjado de acridina, por exemplo) e, posteriormente, as membranas sao observadas ao microscopio
de epifluorescéncia. Células de fluorescéncia laranja, avermelhada ou marrom correspondem a células
vidveis, enquanto células de fluorescéncia verde sao células mortas. Essa técnica fornece resultados
imediatos, com boa sensibilidade. Entretanto, a contagem pode ser extremamente cansativa quando
feita visualmente. Microscopios acoplados a processadores de imagem computadorizados podem
fazer a contagem diferencial automaticamente. Para evitar o uso de microscopios de epifluorescéncia,
outros corantes nao fluorogénicos tém sido testados, com bons resultados. Entre estes, destaca-se o
INT — cloreto de (2-p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazélio — e a combinacio azul-de-anili-
na-rodamina (ou rosa de Bengala).

Como método avangado para contagem de microrganismos em alimentos, merecem destaque as
placas Petrifilm, constituidas de cartdes de papel de 8x10cm, revestidos de meio de cultura desidratado,
corantes indicadores e agentes gelificantes hidrossoliveis. Esses componentes revestem também o
filme plastico removivel que recobre cada placa. As placas Petrifilm sdo comercializadas prontas para
uso, isto €, basta inocular 1ml da amostra adequadamente diluida e incubar. A dgua contida no inéculo
reconstitui o meio de cultura desidratado e solubiliza os agentes gelificantes. Apés um minuto, o meio
gelifica e as placas podem ser incubadas. A contagem de coldnias € feita visualmente na prépria placa,
que ¢ quadriculada para facilitar a contagem.

As placas Petrifilm também podem ser empregadas para monitoramento da qualidade microbio-
légica de ambientes e superficies.

DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

A técnica do Nimero Mais Provivel, também chamada técnica dos tubos muiltiplos, é outra
maneira bastante utilizada pelos laboratérios de microbiologia de alimentos para estimar a contagem
de alguns tipos de microrganismos, como coliformes totais, coliformes fecais, F.coli e S.aureus.

Na técnica do Nimero Mais Provavel, o produto a ser analisado, apds homogeneizagao, €
submetido a pelo menos trés diluicdes decimais seriadas. De cada uma dessas diluigOes, aliquotas
iguais sio transferidas para trés ou para cinco tubos contendo o meio de cultura escolhido e um tubo
coletor de gds (tubo de Durhan). Todos os tubos sio incubados, e, em seguida, 0s positivos sdo
identificados. No caso de coliformes e E.coli, positividade significa turvagiao do meio com produgio
de gas. Na determinaco de S.aureus, a positividade € dada apenas pela turvagao do meio de cultura
e confirmacio da presenca de S.aureus por plaqueamento em meios adequados. Pelo nimero de tubos
positivos em cada uma das diluicbes empregadas determina-se o Numero Mais Provével por grama
de produto, tendo como base a tabela estatistica de Hoskins para trés ou para cinco tubos. Esse método
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€ bastante antigo (foi introduzido por volta de 1915), muito utilizado até hoje, mas seus resultados sio
bastante imprecisos, uma vez que permite apenas uma estimativa do niimero de microrganismos
presente. - '

" Na estimativa do niimero de coliformes totais, coliformes fecais e E.coli em um alimento pela
técnica do Namero Mais Provavel, normalmente dois caldos de cultura sio empregados. Essas trés
determinagdes sdo feitas em quatro etapas: 12 — semeadura em caldo laurilsulfato triptose; 28 —
semeadura dos tubos positivos em caldo laurilsulfato triptose para caldo bile lactose verde brihante
(determinagio de coliformes totais) ou para caldo EC (determinacio de coliformes fecais e E.coli);
328 — plaqueamento das culturas positivas em meio sélido para isolamento de coldnias de E.coli;
48 — jdentificacio de colOnias através de testes adequados.

A estimativa do mimero de E.coli pela técnica convencional dos tubos miltiplos pode durar até
cinco dias para se completar. Essa é uma determinagio extremamente importante na avaliacio das
condicBes de higiene de um produto alimenticio (ver Capitulo 3), daf a necessidade de introduzir
métodos alternativos mais rapidos. Como método alternativo, tem-se utilizado a técnica fluorogénica
baseada na técnica dos tubos miltiplos para E.coli mencionada anteriormente. Ao primeiro ou ao
segundo caldo de cultura adiciona-se MUG (4 metil-umbeliferil B-D-glicuronideo) que, através da
enzima B-glicuronidase produzida pela grande maioria das cepas de E.coli € transformada em uma
umbeliferona que € fluorescente quando observada na luz ultravioleta de onda longa. A observacao
do mimero de tubos turvos, com gas e fluorescentes apds 24 horas ou, no maximo 48 horas, permite
o calculo do Nimero Mais Provavel de E.coli por grama (ou mi) de produto. Essa técnica deve ser
utilizada com algumas precaug6es, pois alguns alimentos, como ostras, tém f3-glicuronidase endégena.
Além disso, a atividade da enzima e a intensidade da fluorescéncia sao dependentes do pH do meio
(em pH 9, a fluorescéncia é 1.000 vezes maior que em pH 5).

METODOS INDIRETOS DE CONTAGEM

Os métodos mencionados até 0 momento, excetuando-se a técnica da epifluorescéncia direta, sao
baseados na multiplica¢io microbiana, ou seja, na formagao de coldnias visiveis em meios de cultura
s6lidos ou no desenvolvimento de turvagio em meios de cultura liquidos. Varios outros métodos t€m
sido propostos para estimar o nimero de microrganismos, fundamentados em parimetros diferentes
da multiplicacio microbiana. Entre esses métodos, merecem destaque as écnicas de impedancia-con-
dutAncia, de bioluminescéncia, de microcalorimetria e de radiometria.

Técnicas de Impedancia-Condutincia

Essas técnicas sio baseadas na propriedade que os microganismos tém de alterar a impedéncia
efou a condutincia de um meio. Essas alteragdes ocorrem como conseqiiéncia da mudancga da
composicio quimica desse meio devido a atividade metabélica dos microrganismos presentes.
Durante a multiplicagio microbiana, moléculas grandes (proteinas, lipidios, carboidratos) sdo trans-
formadas em moléculas menores (aminoacidos, cidos graxos, 4cidos organicos), quimicamente mais
ativas. A formagdo ¢ 0 aciimulo desses metabdlitos finais resultam em alteragdes mensuraveis na
condutincia e na impedancia elétrica no meio.

O Bactometer é um instrumento que mede mudangas de impedancia. O aparelho € composto por
uma incubadora na qual devem ser introduzidos os médulos pldsticos descartéveis contendo pequenas
cAmaras providas de eletrodos e por um sistema computadorizado para monitoramento dos dados.
Cada amostra em andlise é transferida para uma das cdmaras dos médulos, aos quais se adiciona o
meio de cultura de interesse, de acordo com o(s) microrganismo(s) procurado(s). Os mddulos sdo
colocados na incubadora, de modo a fechar o circuito elétrico, e o sistema elabora uma curva de
impedéncia para cada amostra. Um outro instrumento, denominado RABIT (rapid bacterial impedan-
ce test) funciona de modo semelhante. Na curva de impedéncia, € definido o “tempo de detecgdo”, ou
seja, 0 tempo necessario para que a curva de impedancia, inicialmente plana, passe a se elevar,
indicando alteracdes na impedéncia. Essa elevagio ocorre quando a concentragiio microbiana atinge
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10° a 107 microrganismos por ml. O tempo de detecgio & inversamente proporcional & quantidade de
microrganismos presentes. Com essa técncia é, portanto, possivel determinar o niimero de micror-
ganismos presentes em determinado produto, assim como € possivel determinar se um produto estd
ou nao acima de um limite de especificacio.

Funcionando de forma bastante similar, o sistema Malthus mede mudancas de condutincia. O
aparelho € constituido de um banho-maria, tubos de ensaio providos de eletrodos € um sistema
computadorizado para andlise e interpretacdo dos dados. Os tubos contém o meio de cultura de escolha,
e o sistema funciona da mesma forma que o anterior. O tempo de detecgdo € monitorado, deter-
minando-se o nimero de microrganismos por grama de produto.

Técnicas de impeddncia e condutincia tém sido bastante utilizadas para o monitoramento da
qualidade de diversos tipos de alimentos. Novos meios de cultura seletivos e diferenciais tém sido
avaliados para pesquisa de patégenos como Salmonella, Listeria ¢ E.coli O157:H7 e de grupos
especiais de microrganismos, como bolores e leveduras.

Técnicas de Bioluminescéncia

Esta técnica estd baseada no principio de que a quantidade de ATP (trifosfato de adenosina)
presente em um sistema esta relacionada ao niimero de células metabolicamente ativas, inclusive
microrganismos. Uma das formas mais simples de se medir a quantidade de ATP € através do sistema
luciferina-luciferase, obtido da cauda de vaga-lumes. O ATP reage com a enzima luciferase, na
presenga de luciferina, formando um complexo que, em contato com o oxigénio e com o fon magnésio,
sofre uma descarboxilagio, com emissao simultanea de luz. Aquantidade de luz emitida € proporcional
a quantidade de ATP presente, que, por sua vez, é proporcional 2 quantidade de microrganismos vidveis
presentes. Em resumo, a reacdo € a seguinte:

Mg2+
E + LH; + ATP — E-LH; - AMP + PP
E-LH; -AMP + Oy — oxiluciferina + COy + AMP + Luz

E = enzima luciferase. LH; = luciferina. E-LH2-AMP = complexo luciferase-luciferina-AMP,
PP = pirofosfato.

A quantidade de luz emitida pode ser medida por um luminémetro, um fluorimetro ou um
espectrofotdmetro de cintilagdo liquida. Existem no mercado vérios kifs prontos para uso, que, além
dos reagentes necessdrios para o teste, oferecem também medidores portateis. Esses kits tém sido
utilizados na determinagao de contaminagdo de superficies e de amostras ambientais no monitoramen-
to de pontos criticos de controle microbiano e, mais recentemente, para determinacio rdpida da
qualidade microbioldgica de leite € laticinios.

Na drea de alimentos, a contagem de microganismos vidveis por essa técnica sofre a interferéncia
do ATP intrinseco, ou seja, aquele presente em outras células. Alimentos como carne fresca, leite e
pescado tém grande quantidade de ATP ndo-microbiano, sendo necessario que esse ATP seja eliminado
para que o método possa ser utilizado. Normalmente, faz-se um tratamento com apirase, extraida de
batata, que hidrolisa o ATP extracelular, sem interferir no ATP microbiano, que € intracelular.

Microcalorimetria

Os microrganismos, ao se multiplicarem, geram calor. O calor produzido € proporcional a
quantidade de microrganismos presentes em um sistema. Instrumentos muito sensiveis sio capazes
de detectar minimas alteracbes de calor e conseqiientemente estimar a carga microbiana na amostra.
Ainda que essa técnica seja bastante sensivel e ripida, estudos mais aprofundados de suas aplicages
na 4rea de alimentos sao ainda necessarios.
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Radiometria

O método da radiometria foi desenvolvido para o monitoramento da produgio de CO; radioativo
por microrganismos em um caldo suplementado com substrato radioativo (glicose, formato, glutama-
to, etc.). Os microrganismos metabolizam esses componentes liberando CO» radioativo, cuja quan-
tidade é proporcional & quantidade de microrganismos presentes. Apesar da alta sensibilidade do
método, as dificuldades de trabalho com isétopos radioativos t€m limitado sua utilizagao.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Os métodos convencionais para isolamento ¢ identificacio de microrganismos patogénicos em
alimentos incluem semeaduras em meios de cultura sélidos apropriados para o isolamento de coldnias
¢ testes complementares para identificagio desses patdgenos. Dependendo do microrganismo a ser
pesquisado e do alimento em anélise, o plaqueamento para isolamento de coldnias deve ser precedido
de uma etapa de pré-enriquecimento da amostra e, muitas vezes, de uma etapa adicional de en-
riquecimento seletivo.

Quanto aos métodos utilizados para identificagio dos microrganismos, observa-se que, durante
décadas, foram baseados no comportamento bioquimico frente aos mais variados substratos. Os testes
chamados “convencionais” para caracterizagio de um determinado microrganismo séo baseados na
observacio da capacidade deste microrganismo de realizar determinadas reagGes bioquimicas. Nor-
malmente, esses testes so realizados em tubos de ensaio e podem representar uma quantidade de
trabalho muito grande a um custo bastante elevado.

Nos tiltimos anos, vdrias técnicas tém sido propostas e avaliadas, para simplificar e melhorar a
precisio dos resultados de identificagio de microrganismos, patogénicos ou nao. Os novos métodos
podem ser classificados em trés grandes grupos: técnicas bioquimicas miniaturizadas, técnicas
imunolégicas e técnicas genéticas.

TECNICAS BIOQUIMICAS MINIATURIZADAS

Txistemn no comércio numerosos sistemas prontos para identificagiio de microrganismos, os
chamados kits. Os primeiros sistemas foram idealizados para identificagdo de enterobactérias, mas
atualmente j4 sio comercializados sistemas de identificagdo de virios outros grupos de microrganis-
mos: nio-fermentadores, Gram-positivos, anaerobios, bactérias laticas, bolores ¢ leveduras, etc.

Os sistemas comerciais s3o, na maioria, miniaturizados, isto &, os testes sio executados em
recipientes pequenos, contendo pequenos volumes de meio de cultura. Existem sistemas que utilizam
placas de microtitulagiio (com carreiras destaciveis ou ndo), galerias com pequenas cimaras, tubos
divididos em compartimentos, etc. Em alguns sistemas, 08 meios de cultura encontram-se na forma
desidratada ou liofilizada, em outros os meios estdo impregnados em tiras ou discos de papel, e em
outros 0s meios encontram-se prontos para uso.

) Além da vantagem evidente de facilitar o trabalho do microbiologista, os sistemas comerciais

* produzidos por empresas idoneas sio submetidos a rigorosos festes de controle de qualidade, o que
garante sua confiabilidade e reprodutibilidade. Fm alguns desses sistemas, o nimero de testes
bioquimicos para um tnico microrganismo € grande, o que petmite a obtengio de resultados mais
corretos e precisos. Outras vantagens sdo também importantes: facilidade de estocagem, uso e
descarte. A interpretagio dos resultados é também mais facil, pois é baseada em uma engenhosa
combinacio de nimeros, obtida de acordo com o resultado de cada teste. A interpretacio pode ser
feita através do uso de um manual que acompanha cada um dos sistemas ou através de um método
computadorizado.

Sistemas de identificagio computadorizados totalmente automatizados, extremamente sofis-
ticados, foram recentemente desenvolvidos. Apos a transferéncia do microrganismo em teste para os
sistemas, todas as demais tarefas (incubacfio, adigfio de reagentes, leitura, interpretacao e impressao

dos resultados) sio realizadas automaticamente.




Os sistemas miniaturizados comerciais podem ter seu emprego limitado por fatores econdmicos.
No entanto, sistemas miniaturizados mais baratos, de fabricacio caseira, podem ser utilizados, com
resultados bastante satisfatérios. Assim, por exemplo, em vez de utilizar tubos de ensaio para fazer
testes biogquimicos convencionais, esses testes podem ser feitos em placas de microtitulagdo, com
enorme economia de meio de cultura, de trabalho, espago em bancadas, estufas, geladeiras, autoclaves,
etc. Os meios de cultura sdo distribuidos nas placas que sdo inoculadas a partir de uma placa-mée, na
qual sio preparadas as suspensdes dos microrganismos em teste. A inoculagio pode ser feita com um
multiinoculador preparado com uma chapa de madeira mole (tipo balsamo) contendo alfinetes de boa
qualidade (ago inoxidével) espetados a distincias equivalentes as camaras da placa de microtitulagio.
Esses inoculadores podem ser flambados e reutilizados. Esse sistema miniaturizado tem sido utilizado
om vérios laboratdrios para as mais variadas finalidades, com resultados bastante satisfatdrios.

TECNICAS IMUNOLOGICAS

Ap6s um longo tempo, no qual as técnicas imunoldgicas destinadas 2 identificagio de micror-

ganismos estavam limitadas a testes de aglutinacio em lamina ou tubo, diversos métodos imunoldgicos

, mais avancados comegaram a Surgir. Atualmente, devido A sua alta especificidade e sensibilidade,
esses novos métodos vém tendo emprego cada vez maior também na area de alimentos.

Os métodos imunolégicos sao baseados em reagdes entre antigenos e anticorpos especificos para
esses antigenos. Dois tipos de anticorpos sao utilizados: mono e policlonais.

Os anticorpos policlonais correspondem a uma mistura de anticorpos, cada um produzido contra
um epitopo diferente do antigeno. Cada um dos anticorpos presentes nessa mistura tem afinidade e
especificidade pelo epitopo responsavel por sua producdo. Anticorpos policlonais sdo preparados

através da imunizacio de animais com um antigeno, da retirada do sangue e purificagao do soro para
remogio dos anticorpos inespecificos.

Os anticorpos monoclonais sio aqueles secretados por hibridomas, que sio células hibridas
resultantes da fusdo de células tumorais com células secretoras de anticorpos. Para sua obtengio,
efetua-se a imunizacio de um animal (rato ou camundongo) e posteriormente retira-se o bago. As
células do bago sdo misturadas as células de miclomas e fundidas para a formagio dos hibridomas.
Em seguida, é necessdrio fazer a sclegio do hibridoma que produz o anticorpo desejado, fazendo-se
a sua clonagem. O clone assim obtido é, portanto, uma linhagem celular capaz de produzir anticorpo
em grande quantidade e de alta especificidade.

As técnicas imunoldgicas mais utilizadas em microbiologia de alimentos sao divididas em cinco
grupos: de imunocaptura, imunoenzimaticas, de imunoimobilizagao, de co-aglutinagio e de
imunofluorescéncia.

Técnicas de Imunocaptura

Também chamadas técnicas de imunosseparagio magnética, baseiam-se na capacidade de os
microrganismos aderirem a superficie de particulas metilicas superparamagnéticas revestidas de
anticorpos especificos. Uma vez obtida a ligagio entre antigenos bacterianos e anticorpos, o sistema
& entio colocado em um suporte que contém um {ma que atrai as particulas metalicas. O material ndo
ligado ao fmé pode ser removido, € 0 que resta corresponde a um concentrado dos microrganismos
procurados. Esse material concentrado pode entdo ser uiilizado para novo enriquecimento ou para
plaqueamento, que ficam muito mais eficientes, pois a microbiota acompanhante de interferéncia foi,
em grande parte, removida. '

O uso desta técnica na drea de alimentos € muito recente, ja tendo sido testada com sucesso para
pesquisa de Listeria Spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp. € de toxina do Clostridium
perfringens.
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Técnicas Imunoenzimadticas

Nesses testes, um dos reagentes estd adsorvido 2 superficie de uma matriz sélida, como esferas
de poliestireno, placas de microtitulacio, particulas metdlicas revestidas de carbonato, e outras. A
reagio € baseada na ligacdo nfio-covalente e reversivel do antigeno com o anticorpo especifico, no
qual um desses reagentes € marcado com uma enzima. As enzimas utilizadas com essa finalidade sio
normalmente cromogénicas, ou seja, agem em reagdes que resultam no desenvolvimento de cor. As
enzimas mais utilizadas nesses testes sdo a fosfatase alcalina e a peroxidase. Para o desenvolvimento
de cor, muitos substratos podem ser utilizados: ABTS — éacido 2,2’-azino-bis(3-ctil-benztiazolin-6-
sulfénico) —, o-toluidina, 4-cloro-1-naftol, 3,3’-diaminobenzidina, N,N,N’N’-tetrametilbenzidina,
p-nitrofenilfosfato, entre outros. Substratos fluorogénicos sio também empregados. A intensidade da
cor formada pode set observada visualmente ou medida com espectrofotémetros especiais.

Entre os varios tipos de testes imunoenzimdticos existentes, dois sio mais comumente em-
pregados:

— tipo competitivo: o antigeno da amostra em teste compete com o antigeno marcado com a
enzima, adicionado a mistura reagente, pelos sitios de ligagio com o anticorpo fixo na matriz
s6lida. A presenca de antigeno na amostra em teste diminui a quantidade de antigeno marcado
capaz de se ligar ao anticorpo. Conseqiientemente, a concentracio do antigeno na amostra em
teste € inversamente proporcional a intensidade de cor desenvolvida;

— tipo ndo-competitivo (tipo sanduiche): para que essa reagio seja possivel, o antigeno deve ter
pelo menos dois sitios de ligagio com o anticorpo. Faz-se a adsorcio do anticorpo A matriz
s6lida, seguida da adigdo da amostra-teste e de um conjugado constituido de um anticorpo
marcado com a enzima, diferente do primeiro. Completa-se a rea¢io com a adi¢io do substrato
para essa enzima. Neste tipo de reacio, a concentracio do antigeno na amostra em teste é
diretamente proporcional 4 intensidade de cor desenvolvida.

Os testes imunoenzimdticos sao amplamente empregados em microbiologia de alimentos, visto
apresentarem simplicidade, sensibilidade, especificidade e conveniéncia como método de triagem.
Em principio, todo microrganismo pode ser utilizado para produgio de anticorpos especificos, assim
como qualquer metabdlito, desde que imunogénico (natural ou artificialmente). Atualmente, existe no
mercado um ntimero bastante grande de sistemas comerciais baseados em técnicas imunoenzimaticas,
sendo que grande parte deles estd disponivel também no mercado brasileiro. A maioria utiliza o tipo
sanduiche e emprega microplacas, destinando-se principalmente a pesquisa de Salmonella spp,
Listeria spp, enterotoxinas de S.aureus e aflatoxinas. Em alguns desses sistemas comerciais, a leitura
do resultado pode ser feita visualmente, mas em outros o leitor de microplacas é necessério.

Recentemente foram introduzidos no mercado sistemas totalmente automatizados para identifica-
¢ao de Salmonella, Listeria ¢ enterotoxinas de S.aureus por testes imunoenzimdticos, nos quais todas
as etapas do teste s3o executadas automaticamente.

E importante ressaltar que, até o momento, os métodos imunoenziméticos para pesquisa de
patégenos em alimentos sio considerados métodos de triagem. Alimentos que fornecerem resultados
positivos nesses testes devem ser analisados também pelos métodos convencionais.

Técnicas de Imunoimobilizacao

Nessas técnicas, bactérias méveis cultivadas em meio semi-sélido podem ter sua mobilidade
bloqueada pela adicfo de anticorpos flagelares especificos. Ha formagio de umabanda de precipitagio
visivel na interface anticorpo/bactéria. Aplicivel por principio a qualquer microrganismo flagelado,
constituem a base de um sistema comercial largamente utilizado em diversos paises para pesquisa
rapida de Salmonella, chamado Salmonella 1-2 Test. Esse sisterna € formado por um conjunto de duas
pequenas cAmaras plasticasinterligadas formando um L. Ainterligacao das duas cimaras se faz através
de um pequeno orificio, que permanece tampado até o momento do uso. A cimara horizontal contém
um caldo de enriquecimento seletivo para Salmonella, e a cimara vertical contém um meio semi-sé-
lido, a superficie do qual se adiciona, no momento do uso, anti-soro flagelar polivalente. Para- o uso




deste sistema, o alimento deve ser submetido a uma etapa de pré-enriquecimento para Salmonella, e
posteriormente esse caldo utilizado para inoculagdo do Salmonella 1-2 Test. Se o caldo de pré-en-
riquecimento contiver Salmonella, haverd, 24 horas ap6s o inicio do teste, formacio de uma banda de
imunoprecipitagio em forma de U no alto da cAmara vertical.

Esse teste &, também, até o momento, considerado um método de triagem. Toda a amostra positiva
nesse teste deve ser submetida aos testes convencionais para pesquisa de Salmonella em alimentos.

Técnicas de Co-Aglutinacio

Fassas técnicas sio também conhecidas como reagdes de aglutinacio de litex (aglutinagio passiva
reversa). Em microbiologia de alimentos, essas reagdes sdo utilizadas principalmente para pesquisa
de toxinas microbianas em culturas ou no préprio alimento. Baseiam-se na aglutinagao de particulas
de Tatex sensibilizadas com anticorpos antitoxinas. Quando efetuadas em placas de microtitulagdo, a
aglutinagio pode ser observada pela formacao de uma estrutura em rede que confere a0 meio um
aspecto difuso. Quando niio ocorre a aglutinagdo, isto €, quando o antigeno ndo esta presente, as
particulas de latex precipitam, formando um botdo compacto no fundo da placa. Atualmente, sio
comercializados sistemas para identificagio das seguintes toxinas: enterotoxinas estafilocécicas A B,
C e D, colérica e de E.coli enterotoxigénica, de C. perfringens, de B. cereus (forma diarréica) e de
toxina da sindrome do choque toxico de S. aureus.

Técnicas de Imunofluorescéncia

A presenga de determinado antfgeno € detectada através de sua ligacio com anticorpos marcados
com um composto fluorescente (rodamina B, tiocianato ou isotiocianato de fluoresceina). A fluores-
céncia do complexo formado pode ser observada ao microscépio de fluorescéncia. Bssa técnica tem
sido bastante utilizada na deteccio presuntiva de Salmonella em uma grande variedade de alimentos,
mas sua aplicagio tem sido limitada devido aresultados falso-positivos causados por reagdes cruzadas
com outras bactérias.

TECNICAS GENETICAS

As técnicas de hibridizagio de DNA e a reagio de polimerase em cadeia (PCR) sdo, no momento,
as técnicas genéticas de maior aplicacio em alimentos.

Testes de Hibridizacio

Os testes de hibridizacio de DNA sio realizados com sondas genéticas, que a0 segmentos de
DNA de fita simples, capazes de reconhecer e formar hibridos com fitas complementares de DNA ou
RNA. As sondas genéticas podem ser radioativas (marcadas com 32P) ou colorimétricas (marcadas
com enzimas).

Ahibridizagio de DNA pode ser realizada de duas formas: em base sélida, quando 0 DNA-alvo
fica fixo a um suporte sélido, e, em base liquida, quando 0 DNA-alvo fica disperso em um liquido.

Para a realizacfio de um teste de hibridizagio em base solida, os microrganismos sdo inicialmente
fixados a um suporte sdlido, como por exemplo, membranas de celulose, nitrocelulose ou acetato de
celulose. Os microrganismos sdo entdo tratados adequadamente para expor o DNA e para provocar
sua denaturaciio, ou seja, a separagio em duas fitas. O suporte sélido & colocado na solugio de
hibridizacio, que contém a sonda genética e demais componentes necessarios para a reagio. Apos
lavagem, os filtros sdo revelados, usando técnicas de auto-radiografia, quando assondas saoisotdpicas,
ou técnicas colorimétricas, quando as sondas sio marcadas com enzimas.

No teste de hibridizacio em base liquida, o procedimento bésico € o mesmo; apenas 0s
microrganismos €, conseqientemente, o DNA-alvo encontram-se em solugao.
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As sondas genéticas podem ser naturais, com tamanho variando entre 10 a milhares de nucleoti-
dios, ou sintéticas, com 16 a 40 nucleotidios. A grande maioria das sondas genéticas é de DNA, mas
existem também sondas de RNA.

Sondas genéticas sdo “armazenadas” através de insercio em plasmidios replicativos, e, para sua
utilizacio nos testes de hibridizacio, as sondas devem ser removidas dos plasmidios por tratamento
enzimatico com enzimas de restri¢io. Essas enzimas sio endonucleases especificas que hidrolisam o
DNA em locais predeterminados.

Os testes de hibridizagfio, para serem eficientes, necessitam da presenca de 105 a 10° células
bactérias, o que limita sua sensibilidade. Para que essa concentragiio seja atingida, & preciso submeter
o alimento a uma ou mais etapas de pré-enriquecimento.

A pesquisa de microrganismos utilizando técnicas de hibridizacio de DNA requer um laboratério
adequadamente equipado, com analistas bem treinados. Para facilitar a utilizacdo de sondas em
laboratérios de andlise de alimentos, virios sistemas comerciais j4 foram desenvolvidos, destinados
principalmente & identificagfio de microrganismos patogénicos (Salmonella spp., Listeria spp.,Listeria
monocylogenes, S. aureus, E.coli enterotoxigénica e Campylobacter spp). . >

Esses sistemas comerciais trabalham com sondas de DNA sintéticas, oligonucleotidicas, marcadas
com enzimas, ¢ baseiam-se em reagdes de hibridizagio em base liquida. O material genético alvo nio
¢ 0 DNA, mas 0 RNA ribossémico (RNA). Esse detalhe confere alta sensibilidade ao teste, pois um
microrganismo pode apresentar de 1.000 a 10.000 cépias de tRNA por célula, € apenas uma copia de
DNA. O niimero méximo de ribossomos presentes por célula € atingido quando o microrganismo esté
em fase logaritmica de crescimento, dai a necessidade de uma ou mais etapas de enriquecimento. Para
arealizacio do teste, sio empregadas duas sondas: uma de captura, que tem uma “cauda” polideoxia-
denilica (poli-dA) e outra de detecgdo, marcada com fluoresceina nas extremidades 3’ ¢ 5°. Apés o
enriquecimento em meio liquido e tratamento das amostras para lise e liberacio do RNA, adiciona-se
as sondas de captura e de detecciio. Os hibridos formados entre o rRNA microbiano e as sondas sio
capturados por um bastdo de poliestiteno recoberto de 4cido polideoxitimidinico (poli-dT). Esse
polimero ¢ homélogo ao poli-dA da cauda da sonda de captura. Com a introducio do bastdo na solucao
haverd a hibridizagfio da cauda de poli-dA com a camada de poli-d T do bastéo, que, retirado do sistema,
carrega consigo os hibridos DNA-TRNA. Em seguida, o basto é submetido ao tratamento com um
conjugado de anticorpos policlonais antifluoresceina marcados com peroxidase. No passo final, o
bastdo ¢ introduzido na solugdo reveladora ¢ o desenvolvimento de cor nessa solugio é lido no
fotdmetro portatil que acompanha o sistema.

Reacio de Polimerase em Cadeia

Um dos mais importantes avangos na érea de métodos rédpidos em microbiologia foi a tecnologia
baseada na reagao da polimerase em cadeia, também chamada PCR (polimerase chain reaction). Com
esta técnica, teoricamente € possivel multiplicar um dnico fragmento de DNA para milhdes de copias
de si mesmo em poucas horas. A multiplicagiio é exponencial e se dd através da acio de uma enzima
(DNA polimerase) que, tendo um segmento de DNA de fita simples como molde, é capaz de construir
a fita complementar a esse segmento, através da polimerizagao de nucleotidios adicionados ao sistema.
O infcio da copia se d4 a partir de dois oligonucleotidios iniciadores (primers) complementares as
extremidades 3’ e 5” do fragmento de DNA a set copiado.

A metodologia do PCR € simples. Cada ciclo envolve trés passos: denaturagio do DNA e
separagao em fitas simples, feita a 95°C por um minuto; ligacio dos oligonucleotidios iniciadores,
feita a 37°C por dois minutos, e polimerizagiio com formagfo da fita complementar, feita a 72°C por
trés minutos. Sintetizada a primeira cdpia, o processo recomeca. O mesmo pode se repetir até 20 a 30
vezes, permitindo uma amplificacio para até 10° a 10° copias de cada fragmento de DNA original.

A polimerase utilizada nesses testes (Taq DNA polimerase) é termorresistente, 0 que permite que
todas essas ctapas sejam realizadas em um 1inico recipiente: basta adicionar todos os compostos
necessarios e variar apenas a temperatura, Incubadoras de alta sensibilidade e répido ajuste de
temperatura, chamadas termociclos, foram especialmente desenvolvidas para as técnicas de PCR.
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A amplificagio do niimero de copias de DNA de um microrganismo permite que testes de
hibridizacdo sejam feitos com eficiéncia muito maior. Muitos microrganismos de importincia em
alimentos tém sido estudados utilizando-se essas técnicas. E possivel que, em futuro bastante préximo,
as etapas de enriquecimento indispensdveis & pesquisa de certos patogenos em alimentos possam até
ser abreviadas ou mesmo eliminadas.

CONSIDERACOES FINAIS

A escolha da metodologia a ser adotada na realizacdo de andlises mictobiolégicas de um produto
qualquer deve ser norteada pelos seguintes pardmetros: precisdo pretendida; custo; tempo de andlise;
aceitabilidade do método pelos 6rgaos oficiais e pela comunidade cientffica; simplicidade de operagio;
treinamento e qualificagio do analista; disponibilidade de reagentes, meios de cultura e outros
suprimentos; reputagio e assisténcia técnica oferecidas pelos fabricantes; disponibilidade de espago
no laboratério.

Independentemente do método selecionado, é extremamente importante que cada laboratdrio
desenvolva programas de controle de qualidade laboratorial. O objetivo ¢ verificar a exatiddo e a
precisio dos dados obtidos & garantir que sejam adequados para uma tomada de decisdo. Qutros
beneficios incluem a garantia de que boas priticas laboratoriais estio sendo adotadas, impedindo
contaminacfes cruzadas entre amosiras, ambiente e analistas.

BIBLIOGRAFIA

1. Fung DYC, Matthews RF. Instrumental methods for quality assurance in foods. Marcel Dekker, Inc. New York, p. 1-38,
1991,
2. International Commission on Microbiological Specifications for Foods. Microrganisms in foods. 1. their si gnificance
and methods of enumeration, 434p., 1978.
3. Jay IM. Modern food microbiology. 4th ed. Van Nostrand Rheinhold, New Yorlk, p. 97-184, 1992.
4. United States Food and Drug Administration & Association of Official Analytical Chemists International — Bac-
teriological Analytical Manual, 7" ed, 529p., 1992.
. Vanderzant C, Splittstoesser DF. Compendium of methods for the microbiological examination of foods. American
Public Health Association, Washington, 3rd ed., 914p., 1992.

w

176







