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Apresentacao e-Tec Brasil

Prezado estudante,
Bem-vindo ao e-Tec Brasil!

Vocé faz parte de uma rede nacional publica de ensino, a Escola Técnica Aberta
do Brasil, instituida pelo Decreto n° 6.301, de 12 de dezembro 2007, com o
objetivo de democratizar o acesso ao ensino técnico publico, na modalidade
a distancia. O programa é resultado de uma parceria entre o Ministério da
Educacao, por meio das Secretarias de Educacdo a Distancia (SEED) e de Edu-
cacao Profissional e Tecnoldgica (SETEC), as universidades e escolas técnicas
estaduais e federais.

A educacao a distancia no nosso pais, de dimensdes continentais e grande
diversidade regional e cultural, longe de distanciar, aproxima as pessoas ao
garantir acesso a educacao de qualidade, e promover o fortalecimento da
formacao de jovens moradores de regides distantes, geograficamente ou
economicamente, dos grandes centros.

O e-Tec Brasil leva os cursos técnicos a locais distantes das instituicoes de
ensino e para a periferia das grandes cidades, incentivando os jovens a concluir
o ensino médio. Os cursos sao ofertados pelas instituicdes publicas de ensino
e o atendimento ao estudante é realizado em escolas-polo integrantes das
redes publicas municipais e estaduais.

O Ministério da Educacao, as instituicoes publicas de ensino técnico, seus
servidores técnicos e professores acreditam que uma educacao profissional
qualificada — integradora do ensino médio e educacao técnica, — é capaz de
promover o cidadao com capacidades para produzir, mas também com auto-
nomia diante das diferentes dimensdes da realidade: cultural, social, familiar,
esportiva, politica e ética.

No&s acreditamos em vocé!
Desejamos sucesso na sua formacao profissional!
Ministério da Educacdo

Janeiro de 2010

Nosso contato
etecbrasil@mec.gov.br






Indicacao de icones

Os icones

sdo elementos graficos utilizados para ampliar as formas de

linguagem e facilitar a organizacado e a leitura hipertextual.
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Atencao: indica pontos de maior relevancia no texto.

Saiba mais: oferece novas informacdes que enriquecem o
assunto ou “curiosidades” e noticias recentes relacionadas ao
tema estudado.

Glossario: indica a definicdo de um termo, palavra ou expressao
utilizada no texto.

Midias integradas: remete o tema para outras fontes: livros,
filmes, musicas, sites, programas de TV.

Atividades de aprendizagem: apresenta atividades em
diferentes niveis de aprendizagem para que o estudante possa
realiza-las e conferir o seu dominio do tema estudado.






Palavra do professor-autor

Apresentacao da disciplina

Projeto instrucional

Aula

Aula

Aula

Aula

1 - A evolucao da Microbiologia
1.1 Historia da evolucao da Microbiologia

1.2 Quem descobriu os microrganismos?

1.3 O que é biogénese e abiogénese ou geracao espontanea? 18

1.4 Quem foi Louis Pasteur?
1.5 A Microbiologia como ciéncia

2 - Classificacao dos microrganismos
2.1 Os seres vivos

2.2 Célula

2.3 Classificacao dos 5 reinos

2.4 Principais caracteristicas dos grupos de microrganismos 25

3 - Caracteristicas das bactérias

3.3 Morfologia
3.4 Estruturas bacterianas

3.5 Parede celular

4 - Fungos e virus
4.1 Fungos e virus

4.2 Caracteristicas dos fungos em relacao as bactérias

4.3 Modo de vida dos fungos de acordo com o tipo
de alimentacao

4.4 Tipos de reproducao
4.5 Diversidade morfoldgica dos fungos
4.6 Virus



Aula 5 - Curva de crescimento dos microrganismos

Aula 8 - Normas em laboratério de Microbiologia

5.1 Esquema da progressao
5.2 Atividade da agua
5.3 Acidez (pH)
5.4 Oxigénio
5.5 Composicao quimica
5.6 Fatores antimicrobianos naturais._.._.................

5.7 Interacdes entre microrganismos
5.8 Umidade

Aula 6 - Alteracoes microbianas

sobre as substancias dos alimentos

6.2 Fontes de microrganismos encontrados em alimentos
6.3 Alteracbes microbianas sobre os constituintes dos alimentos
6.4 Utilizacao dos carboidratos

Aula 7 - Mecanismos de producao de doencas

dos microrganismos

7.1 Infeccoes e toxinfeccoes
7.2 Mecanismos de patogenicidade ...
7.3 Relacao entre agente X hospedeiro
7.4 Multiplicacao nos tecidos do hospedeiro

7.5 Producéo de toxinas

8.1 Normas em laboratério de Microbiologia
8.2 Normas de trabalho microbiolégico

Aula 9 - Processo de esterilizacao, desinfeccao e

preparo do material para uso em analises
microbiolégicas de alimentos. ... ...
9.1 Processo de esterilizacdo e desinfeccao

9.2 Agentes utilizados
9.3 Biofilmes microbianos

53
53

56
61
62
63
64
65
67

69
69

70
70
71

77
77

77
79
79
80

83
83

84



9.4 Preparacao do alcool a 70%

9.5 Diluicao de produtos clorados em PPM

9.6 Preparo do material para uso em analises
microbioldgicas de alimentos

Aula 10 - Coleta, transporte e estocagem de amostras
paraanalise
10.1 Coleta de amostras

Aula 11 - Contagem total de microrganismos em placas 101

11.1 Contagem total de microrganismos em placas 101

11.2 Diluicao de amostra e plaqueamento em profundidade 101

Referéncias 107






Palavra do professor-autor

Caro aluno!

A Microbiologia Basica servira de base para o entendimento do papel dos
microrganismos para a vida. Nesta disciplina, vocé estudara quem sao os
microrganismos, como foram descobertos, como sao e como podem ser
importantes na tecnologia de alimentos, participando em varios processos
como producao, conservacao e deterioracao de alimentos e, ainda, como
promotores de doencas.

O conteudo abordado |he deixara estimulado a continuar os estudos da mi-

crobiologia dos alimentos, pois vocé vera que esses fazem parte do nosso
dia a dia.
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Apresentacao da disciplina

Esta disciplina serd composta de 11 aulas. Na Aula 1, vocé tera a oportunida-
de de entender a evolucao da Microbiologia, como foram as primeiras des-
cobertas dos microrganismos, os principais responsaveis por essa evolucao e
a importancia da Microbiologia para a nossa vida.

Na Aula 2, vocé estudara a classificacdo dos seres vivos e suas principais
caracteristicas. Vocé vera na aula anterior, que existem no mundo diversos
tipos de microrganismos. Esses microrganismos apresentam caracteristicas
bioldgicas diferentes, ou seja, diferencas no formato, no tamanho, funcées
fisiolégicas e metabdlicas, como também na sua capacidade de por em risco
a salde do homem. Quanto ao metabolismo dos microrganismos, as bac-
térias e fungos possuem vida propria, podendo multiplicar-se nos alimentos
e aumentar em numero, além de produzir toxinas. J& os virus dependem de
um hospedeiro para sua multiplicacao.

Vocé conhecera as caracteristicas das bactérias na Aula 3.

Jana Aula 4, vocé dara continuidade ao estudo das caracteristicas dos micror-
ganismos, através da andlise das principais caracteristicas dos fungos e virus.

Na Aula 5, vocé sabera como os microrganismos descrevem a curva de cres-
cimento e quais os fatores que influenciam nesse crescimento. Com esses
conhecimentos sabera como aumentar o tempo de prateleira dos alimentos
e produzir alimentos a partir dos microrganismos. Sabera também como evi-
tar infeccdes e toxinfeccdes alimentar. Como vocé verd, o aprendizado desta
aula é base fundamental para a disciplina de Microbiologia dos Alimentos.

Na Aula de numero 6, vocé estudara os principais microrganismos de interesse
na Microbiologia dos Alimentos, por serem sempre encontrados em géneros
alimenticios, animais e vegetais. Os alimentos podem constituir um risco para
o consumidor, quando microrganismos patogénicos estao presentes e encon-
tram condicbes favoraveis para se multiplicar e ou produzir toxinas.
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Na aula seguinte, vocé aprendera que tipos de doencas podem ser difundidos
por alimentos e quais sao 0s mecanismos de patogenicidade dos microrganismos.

A partir da Aula 8, vocé estudara todas as atividades relacionadas ao traba-
lho de analises microbiolégicas em laboratorio. Iniciaremos com as normas
definidas para higiene do pessoal que trabalha no laboratério, dos equipa-
mentos e utensilios e a sequéncia de planejamento. Ainda nessa aula, vocé
verd que para obtencdo de um resultado analitico confiavel devemos ter
todo o cuidado para evitar que contaminantes encontrados no ambiente de
analise bem como nos equipamento, vidrarias e utensilios cheguem a amos-
tra, modificando a carga microbiana original. Dessa forma, os processos de
esterilizacao e desinfeccao sdo parte das etapas de analises microbiolégicas
de fundamental importancia.

Na Aula 9, vocé conhecerd os agentes fisicos e quimicos utilizados no processo
de esterilizacao e desinfeccao, as diluicbes de alcool e cloro utilizados nos
processos de desinfeccao, e as etapas do preparo do material utilizado nas
analises microbiolégicas. Vera também que o resultado analitico de uma
amostra ou lote depende significativamente de como a amostra foi coletada,
transportada e estocada. Assim sendo, na Aula 10 abordaremos a forma
correta de realizacao dessas etapas.

Na ultima aula, vocé conhecera o método de contagem total de microrga-
nismos em placas.
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Projeto instrucional

Instituicao: Universidade Federal Rural de Pernambuco — CODAI
Nome do Curso: Producdo Alimenticia
Professor-autor: Irineide Teixeira de Carvalho

Disciplina: Microbiologia Basica
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Aula 1 - A evolucao da Microbiologia

Objetivos da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Reconhecer a importancia da descoberta do microscopio para a
Microbiologia.

Diferenciar a abiogénese da biogénese.
Identificar a importancia de Louis Pasteur para a abiogénese.

Identificar o inicio da Microbiologia e a sua importancia para a nossa vida.

1.1 Histdria da evolucao da Microbiologia
A Microbiologia é uma ciéncia que foi impulsionada com a descoberta do mi-
croscopio por Leuwenhoek (1632 — 1723). A partir da descoberta do microscé-
pio e a constatacao da existéncia dos microrganismos, 0s cientistas comecaram
a indagar sua origem, surgindo entao, as teorias da abiogénese ou geracao
espontanea e a biogénese. Apds os experimentos de Spallanzani que prova-
ram gue infusdes quando aquecidas, esterilizadas e fechadas hermeticamente
para evitar recontaminacao impediam o aparecimento de microrganismos, a
abiogénese foi descartada.

Acredita-se que os microrganismos (organismos pequenos so visiveis com
o auxilio de lentes) apareceram na terra ha bilhdes de anos a partir de um
material complexo de aguas oceanicas ou de nuvens que circulavam a terra.
Os microrganismos sao antigos, porém a microbiologia como ciéncia é jovem,
uma vez que os microrganismos foram evidenciados ha 300 anos e s6 foram
estudados e compreendidos 200 anos depois.

Aula 1 - A evolucao da Microbiologia 17



1.2 Quem descobriu os microrganismos?
Antony Van Leuwenhoek (1632 — 1723) era um homem comum que possuia
um armazém, era zelador da prefeitura e servia como provador oficial de vinhos
para a cidade de Delft na Holanda. Tinha como hobby polir lentes de vidro,
as montava entre finas placas de bronze ou prata para inspecionar fibras e
tecelagem de roupas, flores, folhas e pingos d'agua. Na época, era comum o
interesse pelo mundo natural, mas Leuwenhoek tinha o cuidado de descrever,
detalhadamente, tudo o que fazia e o que observava com suas lentes.

Usando seu precario microscépio, observava aguas de rios, infusdes de pi-
menta, saliva, fezes, etc.; até que verificou nesses materiais, a presenca de um
grande numero de pequenissimos objetos moéveis e de formas diferentes, que
nao poderiam ser vistos sem a ajuda das lentes, e os chamou de “animaculos”
por acreditar gue seriam pequeninos animais vivos.

Leuwenhoek fez observacdes magnificas sobre a estrutura microscépica das

sementes e embrides de vegetais, animais invertebrados, espermatozoides,
sangue, circulacao sanguinea etc. Uma dimensao inteiramente nova enri-
gueceu a biologia (bio = vida, logia = estudo). Todos os tipos principais de
microrganismos que hoje conhecemos — protozoarios, algas, fungos e bactérias
foram primeiramente descritos por Leuwenhoek.

1.3 0 que é biogénese e abiogénese ou
geracao espontanea?

Apobs a revelacdo ao mundo da presenca dos microrganismos, os cientistas

comecaram a indagar a origem desses seres e se dividiram em duas correntes

de pensamento as quais veremos a seguir.

Biogénese — Alguns cientistas acreditavam, inclusive Leuwenhoek, que as
“sementes” destas criaturas microscopicas estao sempre presentes no ar,
de onde ganham acesso aos materiais e ali crescem desde que as condicoes
sejam adequadas ao seu desenvolvimento. A essa forma de multiplicacao dos
microrganismos chamou-se biogénese.

Abiogénese — Outros cientistas acreditavam que os microrganismos se for-

mavam espontaneamente a partir da matéria organica em decomposicao ou
putrefacao, essa forma de multiplicacdo chamou-se abiogénese.
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A abiogénese também ficou conhecida como geracao espontanea.

A crenca na geracao espontanea de seres vivos teve uma longa existéncia. A
ideia da geracao espontanea teve origem na Grécia Antiga, que acreditava
gue ras e minhocas surgiam, espontaneamente, de um pequeno lago ou lama.
Outros acreditavam que larvas de insetos e moscas eram produzidas a partir de
carne em decomposicao. Pouco a pouco, essas ideias foram perdendo forca,
por demonstracdes cientificas como a do médico italiano Francesco Redi (1626
—1697), que demonstrou que as larvas encontradas na carne em putrefacao
eram larvas de ovos de insetos e nao um produto da geracao espontanea.

Convencer 0s que apoiavam a abiogénese de que um ser nao poderia surgir
apenas da matéria organica, tornou-se bem mais dificil, principalmente, a
partir do experimento de Heedham em 1749, que demonstrou que, de muitos
tipos diferentes de infusdes, invariavelmente, emergiam criaturas microscopicas
(microrganismos), independentemente do tratamento que receberam, protegi-
das ou nao, fervidas ou nao. Hoje, sabe-se que os experimentos de Heedham
foram falhos, pois este ndo tomava precaucoes higiénicas para proteger seus
experimentos do ar circundante, permitindo dessa forma a contaminagao de
suas infusoes.

Cingquenta anos apods os experimentos de Heedham, Spallanzani evidenciou em
centenas de experiéncias, que o aguecimento das infusdes até esterilizacao,
pode impedir a contaminacao por microrganismos. Posteriormente, Spalla-
zani concluiu que podera haver recontaminacgao das infusées por conducao
dos microrganismos pelo ar, desde que o frasco que a contenha nao esteja
hermeticamente fechado ou apresente rachadura, propiciando na infusao, o
aparecimento de colénias de microrganismos.

1.4 Quem foi Louis Pasteur?

Louis Pasteur (1822 — 1895) era um quimico francés bastante respeitado na
época por seus inumeros trabalhos cientificos, dedicou seus consideraveis
talentos ao estudo dos microrganismos. Interessou-se pela industria de vinhos
franceses e pela funcao dos microrganismos na producao de alcool. Este inte-
resse incentivou-o a continuar o debate sobre a origem dos microrganismos,
uma vez que ainda persistiam alguns defensores da geracdo espontanea ou
abiogénese, a exemplo do naturalista francés Félix Archiméde Pouchet (1800
— 1872). Pasteur fez uma série de experimentos definitivos. Um dos principais
processos foi o uso de frascos de colo longo e curvado, semelhante ao pescoco

Aula 1 - A evolucdo da Microbiologia 19



de cisnes, que foram preenchidos com caldo nutritivo e aguecidos. O ar podia
passar livremente através dos frascos abertos, mas nenhum microrganismo
surgiu na solucao. A poeira e 0s microrganismos depositavam-se na area sinu-
osa em forma de V do tubo e, portanto, nao atingiam o caldo. Seus resultados
foram comunicados com entusiasmo na Universidade de Sorbonna, em Paris,
em 7 de abril de 1864.

Figura 1.1: Louis de Pasteur
Fonte: http://www.sil.si.edu/digitalcollections/hst/scientific-identity/fullsize/SIL14-P002-04a.jpg

Pasteur deu um grande impulso na tecnologia de alimentos. O processo de pre-
servacao dos alimentos pela pasteurizacao foi criado por esse ilustre cientista,
e 0 nome do processo de pasteurizacao foi dado em sua homenagem. Vocé
terd a oportunidade de saber como funciona a pasteurizacao na disciplina de
Microbiologia dos alimentos.

1.5 A Microbiologia como ciéncia

Muitos curiosos e cientistas contribuiram para o estudo da Microbiologia
como ciéncia. Seu inicio se deu na segunda metade do século XIX, quando os
cientistas provaram que 0s microrganismos originaram-se de pais iguais a eles
préprios e ndo de causas sobrenaturais ou de plantas e animais em putrefacéo,
como na teoria de geracao espontanea.

E preciso fazer experimentos e comprovar, cientificamente, antes de defender

ou afirmar uma tese. Muito cuidado! Vocé pode esta repetindo erros, como
os que defendiam a abiogénese.
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A Microbiologia preocupa-se com o estudo dos microrganismos e de suas
atividades. Estuda a forma, a estrutura, a reproducao, a fisiologia, o metabo-
lismo e a identificacdo dos seres microscopicos. Estuda sua distribuicado natural,
suas relacdes reciprocas e com outros seres vivos, seus efeitos benéficos e
prejudiciais sobre os homens e as alteracoes fisicas e quimicas que provocam
em seu meio ambiente.

Em sua maior parte, a Microbiologia trata com organismos microscépicos uni-
celulares. Nos individuos unicelulares todos os processos vitais sao realizados
numa unica célula. Independentemente da complexidade de um organismo,
a célula é, na verdade, a unidade basica da vida. No processo de reproducao,
0s organismos vivos mantém uma identidade de espécie, possuindo poten-
cialidades de alteracoes, buscando encontrar um modo especial de sobreviver.

A tarefa dos microrganismos na natureza é algo sensacional, especialmente,
quando se lembra de seu papel como regulador do equilibrio entre seres vivos
e mortos.

Vocé viu ao longo da aula que a Microbiologia esta presente em nosso dia a

dia. Com base nisso, sera que na atualidade leigos tém espaco para contribuir
com a Microbiologia? Justifique a sua resposta.

Resumo

Nesta aula, vocé aprendeu sobre a evolucao da Microbiologia, as suas primeiras
descobertas, os principais responsaveis por essa evolucao e a importancia dessa
Ciéncia para a nossa vida.

Atividades de aprendizagem

-—

. Quando apareceram 0s microrganismos na Terra?

N

. Que sao microrganismos?

w

. Quando se evidenciou a presenca dos microrganismos?

=y

. Quem foi Antony Van Leuwenhoek?
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5. Qual a importancia do microscépio para a Microbiologia?

6. O que diferenciou Leuwenhoek dos demais investigadores amadores?
7. Como Leuwenhoek observou os microrganismos?

8. O que caracteriza a teoria da abiogénese?

9. O que caracteriza a teoria da biogénese?

10. Como e por quem a teoria da abiogénese foi descartada?

11. Que experimento colocou fim, definitivamente, na abiogénese?

12. Quem foi Louis de Pasteur?

13. Que método de conservacao dos alimentos teve como origem o nome
de Louis de Pasteur?

14. O que é Microbiologia?
15. O que se propde estudar a Microbiologia?

16. Qual a origem da palavra Microbiologia?
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Aula 2 - Classificacao dos microrganismos

Objetivos da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

|dentificar a célula como unidade comum a todos os seres Vvivos,
bem como sua estrutura.

Reconhecer os reinos Monera, Protista, Plantae, Animalia e Fungi.

Identificar as caracteristicas dos reinos Monera, Protista, Plantae,
Animalia e Fungi.

2.1 Os seres vivos

Os seres vivos sao constituidos de unidades microscdpicas chamadas de células
gue formam, em conjunto, estruturas organizadas. As células sao compostas
de nucleo e citoplasma. Quando o nucleo celular é circundado por uma mem-
brana nuclear ou carioteca, os organismos que as possuem sao chamados de
eucarioticos, os que nao possuem células com carioteca sao os procariéticos
a exemplo das bactérias.

Baseado na maneira pela qual os organismos obtém alimentos, Robert H. Whit-
taker classificou os organismos vivos em 5 reinos: reino Monera, reino Protista,
reino Plantae, reino Animalia e reino Fungi. Os microrganismos pertencem
a trés dos cinco reinos: as bactérias sao do reino Monera, os protozoarios e
algas microscépicas sao Protistas e os fungos microscépicos como leveduras e
bolores pertencem ao reino Fungi.

2.2 Célula

A célula é uma estrutura tipica microscépica comum a todos os seres Vvivos.
Com os avancos da microscopia eletrénica na década de 1940, foi possivel
a visualizacao de muitas estruturas da célula que seria impossivel no micros-
copio otico.
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Todas as células se compdem de duas regides internas principais conhecidas
como nucleo e citoplasma. O nucleo, que é circundado pelo citoplasma, con-
tém todas as informacoes genéticas do organismo, sendo responsavel pela
hereditariedade. O citoplasma é a sede primaria dos processos de sintese e o
centro das atividades funcionais em geral.

Em algumas células, o nucleo é circundado por uma membrana denominada
de membrana nuclear ou carioteca. Compreendem o grupo das eucarioticas,
0s protozoarios, os fungos, a maior parte das algas. Estas células se asseme-
lham as dos animais e plantas. Em contraste, as bactérias e o pequeno grupo
de algas azul-verdes se caracterizam por células menores procariéticas por nao
apresentarem membrana nuclear.

Nas plantas e microrganismos, a parede celular é a Unica estrutura limitante.
Seu Unico papel parece ser o de protecao contra injurias mecanicas e impedem,
principalmente, a ruptura osmética quando a célula é colocada em ambiente
com alto teor de agua. Veja a Figura 2.1 a seguir.

Reticulo
endoplasmatico

Membrana Celular —

Ribossomo e Citoplasma

Nucleo | ‘ : Lisossoma

Centriolos . _
Mitocondria

Vesicula
Dobra temporaria

de membrana celular Complexo de Golgi

Figura 2.1: Estrutura esquematica de uma célula

Os microrganismos protozoarios sao estudados na ciéncia da Parasitologia.

Baseando-se nas descricoes acima, esquematize uma célula.

2.3 Classificacao dos 5 reinos

A classificacdo dos organismos, mais recente, proposta por Robert H. Whit-
taker em 1969, foi baseada a partir da maneira pela qual o organismo obtém
nutrientes de sua alimentacao. Veja:
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1. Fotossintese — processo pelo qual a luz fornece energia para converter
o diéxido de carbono em agua e acucares.

2. Absorcao - a captacdo de nutrientes quimicos dissolvidos em agua.
3. Ingestao - entrada de particulas de alimentos nao dissolvidas.

Nesse esquema de classificacao, os procariotos que normalmente obtém ali-
mentos sé por absorcao constituem o reino Monera. O reino Protista inclui
0s microrganismos eucariéticos unicelulares, que representam os trés tipos
nutricionais: as algas sao fotossintéticas, os protozoarios podem ingerir seu
alimento e os fungos limosos somente absorvem os nutrientes. Os organis-
mos eucarioticos superiores sdo colocados no reino Plantae (plantas verdes
fotossintéticas e algas superiores), Animalia (@animais que ingerem alimentos)
e Fungi, organismos que tém parede celular, mas nao apresentam o pigmento
clorofila encontrado em outras plantas para promover a fotossintese, portanto
eles absorvem os nutrientes. Como pode se observar, 0s microrganismos per-
tencem a trés dos cinco reinos.

2.4 Principais caracteristicas dos grupos
de microrganismos
* Protozoarios — sdo microrganismos eucariéticos unicelulares. Como os
animais ingerem particulas alimentares, ndo apresentam parede celular
rigida e ndao contém clorofila. Movem-se através de cilios, flagelos ou
pseudodpode. Estes microrganismos sao estudados na ciéncia da Parasito-
logia (estudo dos parasitas).

Sao amplamente distribuidos na natureza, principalmente, em ambientes
aquaticos. Muitos sdo nocivos ao homem como a ameba e a giardia.

Figura 2.2: Protozoarios
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e Algas - sao semelhantes as plantas por possuirem clorofila que participa
do processo de fotossintese e apresentam uma parede celular rigida. Sao
eucariotos e podem ser unicelulares ou multicelulares com varios metros
de comprimento. Podem ser nocivas por produzirem toxinas, obstruir cai-
xas d'agua ou crescerem em piscinas. Entretanto, algumas espécies sao
usadas nas industrias de alimentos, farmacéuticas, cosméticos e para o uso
em laboratdrio. As algas ndo sdo estudadas na Microbiologia de alimentos.

Figura 2.3: Algas
Fonte: http://www.sxc.hu/photo/816065

e Fungos — podem ser unicelulares ou multicelulares. Sao eucariotos e
possuem parede celular rigida. Os fungos nao ingerem alimentos e ob-
tém os nutrientes do ambiente através de absorcao.

Figura 2.4: Fungos
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e Bactérias — sao procariotos, carecem de membrana nuclear e outras es-
truturas celulares organizadas observadas em eucariotos.

Figura 2.5: Bactérias

e Virus - representam o limite entre as formas vivas e as sem vida. Nao sao
células como as descritas anteriormente, contém somente um tipo de
acido nucleico, RNA ou DNA que é circundado por um envelope proteico
ou capa. Devido a auséncia de componentes celulares necessarios para o
metabolismo ou reproducdo independente, o virus pode multiplicar-se
somente dentro de células vivas, por isso nao sao considerados seres vi-
VOS por ndo possuirem vida proépria.

Figura 2.6: Virus

Liste as principais caracteristicas dos grupos de microrganismos vistos nesta aula. =
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Resumo

Nesta aula, vocé estudou a classificacao dos seres vivos em Monera, Prostista,
Plantae, Animalia e Fungi e as suas principais caracteristicas.
Atividades de aprendizagem

1. O que é acélula?

2. Quais as duas principais regides da célula?

3. Como essas regides se dispdem na célula e qual a funcdo de cada
uma delas?

4. O que é carioteca?

5. Como se chamam os microrganismos cujas células possuem carioteca?
6. Como se chamam os microrganismos cujas células nao possuem carioteca?
7. Que microrganismos fazem parte do grupo dos eucariéticos?

8. Que microrganismos fazem parte do grupo dos procariéticos?

9. Qual o papel da parede celular?

10. Em que se baseia a classificacdo dos cinco reinos?

11. Quais sao os cinco reinos e quem propo6s?

12. Quais as formas de nutricao dos microrganismos?

13. Que tipos de nutricdo representam cada reino?

14. Os microrganismos pertencem a qual dos cinco reinos?

15. Quais as principais caracteristicas dos protozoarios, algas, fungos,
bactérias e virus?
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Aula 3 - Caracteristicas das bactérias

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Identificar as caracteristicas das bactérias com relacdo ao tamanho,
a morfologia e as estruturas da sua célula.

3.1 Caracteristicas gerais das bactérias

e Sdo seres unicelulares, aparentwemente simples, sem carioteca, ou seja,
sem membrana delimitante do nucleo. H4 um Unico compartimento,
o citoplasma.

e O material hereditario, uma longa molécula de DNA, esta enovelada na
regiao, aproximadamente central, sem qualquer separacao do resto do
conteudo citoplasmatico. Suas paredes celulares, quase sempre, contém
o polissacarideo complexo peptideoglicano.

e Usualmente se dividem por fissdo binaria. Durante este processo, o DNA
é duplicado e a célula se divide em duas.

A seguir, vocé ira estudar mais detalhadamente as caracteristicas de maior
importancia para o entendimento das aulas seguintes.

3.2 Tamanho

Invisiveis a olho nu, sé podendo ser visualizada com o auxilio do microscépio,
as bactérias séo normalmente medidas em micrébmetros (um), que sdo equi-
valentes a 1/1000mm (10mm). As células bacterianas variam de tamanho
dependendo da espécie, mas a maioria tem aproximadamente de 0,5a Tum
de diametro ou largura. Veja a Figura 3.1 a sequir.
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Figura 3.1: Visualizacao das bactérias com o auxilio do microscopio

\

3.3 Morfologia
Ha uma grande variedade de tipos de bactérias e suas formas variam, de-
pendendo do género da bactéria e das condicoes em que elas se encontram.

Apresentam uma das trés formas basicas: cocos, bacilos e espirilos.

e (Cocos — sao células geralmente arredondadas, mas podem ser ovoides
ou achatadas em um dos lados quando estao aderidas a outras células.
Os cocos quando se dividem para se reproduzir, podem permanecer uni-
dos uns aos outros, o que os classificam em:

a) Diplococos — sdo 0s que permanecem em pares apés a divisao.

b) Estreptococos - sao aqueles que se dividem e permanecem ligados em
forma de cadeia.

c) Tétrades — sao aqueles que se dividem em dois planos e permanecem em
grupos de quatro.

d) Estafilococos - sao aqueles que se dividem em multiplos planos e formam
cachos (forma de arranjo).

e) Sarcinas - sdo os que se dividem em trés planos, permanecendo unidos
em forma de cubo com oito bactérias.
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Veja a seguir a Figura 3.2 representando os tipos de arranjos.
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Figura 3.2: Visualizacao da classificacao dos Cocos

&

* Bacilos — sdo células cilindricas ou em forma de bastdo. Existem diferen-
cas consideraveis em comprimento e largura entre as varias espécies de
bacilos. As porcdes terminais de alguns bacilos sao quadradas, outras
arredondadas e, ainda, outras sao afiladas ou pontiagudas.
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Figura 3.3: Fotografia de Bacilos

e Espirilos — sdo células espiraladas ou helicoidais assemelhando-se a um
saca-rolha.

Os espirilos nao sao evidenciados em Microbiologia de alimentos

Existem modificacbes dessas trés formas basicas (cocos, bacilos e espirilos),
chamada de pleomérficas. O pleomorfismo é a alteracao da forma basica da
bactéria decorrente de contaminacdo da cultura, envelhecimento da cultura,
entre outros fatores.

3.4 Estruturas bacterianas

Com a ajuda do microscépio, podemos observar uma diversidade de estrutu-
ras, funcionando juntas numa célula bacteriana. Algumas dessas estruturas
sao encontradas externamente fixadas a parede celular, enquanto outras sao
internas. A parede celular e a membrana citoplasmatica sao comuns a todas
as células bacterianas.
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A seguir, veja na Figura 3.4, de forma esquematica, as estruturas de uma
célula procariotica.

Capsula

Citoplasma

Ribossomaos

Inclusao Parede celular

Membrana plasmatica

Area nuclear (nucleside)

Capsula
contendo DNA

Parede celular

Membrana S ‘
£yt g L

plasmatica ﬁ/f N

Fimbrias 7 /)

’{ Flagelos

Plasmidea

Figura 3.4: Estrutura de uma célula bacteriana

3.5 Parede celular

A parede celular é uma estrutura rigida que mantém a forma caracteristica
de cada célula bacteriana. A estrutura é tao rigida que mesmo altas pressoes
ou condicoes fisicas adversas raramente mudam a forma das células bacte-
rianas. E essencial para o crescimento e divisao da célula.

As paredes celulares das células bacterianas nao sao estruturas homogéneas,
apresentam camadas de diferentes substancias que variam de acordo com o
tipo de bactéria. Elas diferem em espessura e em composicao. Além de dar
forma a bactéria, a parede celular serve como barreira para algumas subs-
tancias, previne a evasao de certas enzimas, assim como a entrada de certas
substancias quimicas e enzimas indesejaveis, que poderiam causar danos a
célula. Nutrientes liquidos necessarios a célula tém passagem permitida.

3.5.1 Membrana citoplasmatica

Localiza-se imediatamente abaixo da parede celular. A membrana citoplas-
matica é o local onde ocorre a atividade enzimatica e do transporte de mo-
léculas para dentro e para fora da célula. E muito mais seletiva a passagem
de substancias externas que a parede celular.
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Virulentas
Significa poténcia
da minifetacao clinica.

3.5.2 Estruturas externas a parede celular

3.5.2.1 Glicocalice

Significa revestimento de agUcar — é um envoltério externo a membrana
plasmatica que ajuda a proteger a superficie celular contra lesbes mecanicas
e quimicas. E composto de moléculas de acucar associadas aos fosfolipidios
e as proteinas dessa membrana. O glicocalice bacteriano é um polimero vis-
Cos0 e gelatinoso que esta situado externamente a parede celular. Na maio-
ria dos casos, ele é produzido dentro da célula e excretado para a superficie
celular. O glicocalice é descrito como uma capsula.

Em certas espécies, as capsulas sao importantes no potencial de producao
de doencas da bactéria. As capsulas, frequentemente, protegem as bactérias
patogénicas da fagocitose pelas células do hospedeiro.

3.5.2.2 Flagelos e cilios

Flagelo significa chicote — longo apéndice filamentoso que serve para
locomocao. Se as projecdes sao poucas e longas em relacdo ao tamanho da
célula, sdo denominados flagelos. Se as projecbes sdo numerosas e curtas
lembrando pelos, sdo denominados cilios.

Existem quatro tipos de arranjos de flagelos, que séo:

e Monotriquio (um unico flagelo polar).

Anfitriquio (um Unico flagelo em cada extremidade da célula).

Lofotriquio (dois ou mais flagelos em cada extremidade da célula).

Peritriquio (flagelos distribuidos por toda célula).

As bactérias méveis contém receptores em varias localizacdes, como dentro
ou logo abaixo da parede celular. Estes receptores captam os estimulos qui-
micos, como 0 oxigénio, a ribose e a galactose. Em resposta aos estimulos,
a informacao é passada para os flagelos. Se um sinal quimiotatico (estimulo
guimico) é positivo, denominado atraente, as bactérias se movem em dire-
cao ao estimulo com muitas corridas e poucos desvios. Se um sinal é nega-
tivo, denominado repelente, a frequéncia de desvios aumenta a medida que
a bactéria se move para longe do estimulo.

As bactérias patogénicas flageladas sao consideradas mais virulentas que
as nao flageladas
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3.5.2.3 Filamentos axiais

Sao feixes de fibrilas que se originam nas extremidades das células e fazem
uma espiral em torno destas. A rotacao dos filamentos produz um movimen-
to que propele as espiroquetas (bactérias que possuem estrutura e motili-
dade exclusiva) como a Treponema pallidum, o agente causador da sifilis,
em um movimento espiral. Este movimento é semelhante ao modo como
0 saca-rolha se move, permitindo que as bactérias se movam efetivamente
através dos tecidos corporais.

3.5.2.4 Fimbrias e pili

Sao apéndices semelhantes a pelos mais curtos, mais retos e mais finos que
os flagelos, sao usados para fixacdo em vez de motilidade. Essas estruturas,
que distribuidas de modo helicoidal em torno de um eixo central, sao divi-
didas em fimbrias e pili, possuindo funcoes diversas. As fimbrias permitem
as células aderir as superficies, incluindo as de outras células. As fimbrias de
bactérias Neisseria gonorhoeae, o agente causador da gonorreia, auxiliam
0 microébio a colonizar as membranas mucosas e uma vez que a colonizacao
ocorre, as bactérias podem causar doencas.

Os pili (singular pilus), normalmente, sao mais longos que as fimbrias,
havendo apenas um ou dois por célula. Os pili unem-se as células bacteria-
nas na preparacdo para transferéncia de DNA de uma célula para outra.

3.5.3 Area nuclear ou nucleoide

Contém uma Unica molécula circular longa de DNA de dupla fita,
o cromossomo bacteriano. E a formacao genética da célula que transporta
toda informacdo necessaria para as estruturas e as fungdes celulares.

3.5.3.1 Ribossomos

Servem como locais de sintese proteica. Sao compostos de duas subunida-
des, cada qual consistindo de proteinas e de um tipo de RNA denominado
ribossémico (RNA). Os ribossomos procarioticos diferem dos eucarioticos
no numero de proteinas e de moléculas de RNA. Devido a essa diferenca,
a célula microbiana pode ser morta pelo antibiético, enquanto a célula do
hospedeiro eucariético permanece intacta.

3.5.3.2 Esporos

Os esporos se formam dentro da célula bacteriana, chamada de enddspo-
ros, sao exclusivos de bactérias. Sdo células desidratadas altamente duraveis,
com paredes espessas e camadas adicionais.
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Os géneros Bacillus e Clostridium podem apresentar esporos, estruturas
gue constituem formas de defesa e ndo devem ser confundidas com unida-
des reprodutivas. Na forma de esporos, essas bactérias tém a capacidade de
resistir a acao de agentes quimicos diversos, as temperaturas inadequadas,
aos meios de radiacdo, acidos e outras condicdes desfavoraveis.

3.5.3.3 Plasmideos

Sao moléculas de DNA de dupla fita pequenas e circulares. Nao estdo conec-
tados ao cromossomo bacteriano principal e replicam-se, independentemen-
te, do DNA cromossémico. Podem ser ganhos ou perdidos sem lesar a celu-
lar e transferidos de uma bactéria para outra. Podem transportar genes para
atividades como a resisténcia aos antibidticos, tolerancia aos metais toxicos,
producao de toxinas e sintese de enzimas. Quanto mais alto o peso molecu-
lar maior sera sua importancia. Cada plasmideo tem uma funcao propria, os
que nao tém funcado sao cripticos e apresentam baixo peso molecular.

3.5.4 Reproducao

Quando os microrganismos estao em um meio apropriado (alimentos, meios
de cultura, tecidos de animais ou plantas) e em condicdes 6timas para o
crescimento, um grande aumento no nimero de células ocorre em um peri-
odo de tempo relativamente curto. A reproducao das bactérias (veja a Figura
5) se da, principalmente, de forma assexuada, em que novas células iguais
a que deu origem sao produzidas. As bactérias se reproduzem assexuada-
mente por fissdo binaria, na qual uma Unica célula parental simplesmente
se divide em duas células filhas idénticas. Anteriormente a divisao celular, os
conteudos celulares se duplicam e o nucleo é replicado. O tempo de gera-
cao, ou seja, o intervalo de tempo requerido para que cada microrganismo
se divida ou para que a populacdo de uma cultura duplique em nimero é
diferente para cada espécie e é fortemente influenciado pela composicao
nutricional do meio em que o microrganismo se encontra.
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Observe a figura abaixo:

g W )) Célula parental

(C SERL> )) Elongacdo celular

Invaginacao da parede
~—
C WW ) celular (septo) e
distribuicdo do material
A

nuclear

Formacao de uma parede

G W%"W a celular transversa (septo) e
distribuicao organizada do
material celular em duas
células

Separacao em duas
células-filhas idénticas,
cada uma delas capaz
de repetir este processo

Figura 3.5: Reproducao dos procariotos

Alguns procariotos se reproduzem assexuadamente por modelos de divisao
celular diferentes da fissao binaria, tais como:

* Brotamento - a célula-mae expele, de forma lenta, uma célula-filha
que brota de maneira a originar uma nova bactéria. As células-filhas po-
dem se manter agregadas as células-maes, apés sucessivos brotamentos
forma-se uma coldnia.
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* Fragmentacao - formacao de filamentos, cada um deles inicia o cresci-
mento de uma nova célula. Ex. Nocardia sp

e Formacao de esporos — producao de cadeias de esporos externos.

3.5.5 Divisao das bactérias

As bactérias sao divididas em dois grandes grupos: as eubactérias e as ar-
queobactérias. As eubactérias apresentam composicdo da parede celular
diferente das arqueobactérias, frequentemente aparecem aos pares, em
cadeias, formando tétrades ou agrupadas. Algumas apresentam flagelos,
favorecendo seu deslocamento rapidamente em liquidos. Sao de grande im-
portancia na natureza e na industria, sendo essenciais na reciclagem de lixo
organico e na producdo de antibidtico como a streptomicina. As infeccoes
causadas pelas eubactérias incluem as streptocécica de garganta, tétano,
peste, colera e tuberculose.

As arqueobactérias assemelham-se as eubactérias quando observadas por
meio de um microscépio, mas existem diferencas importantes quanto a sua
composicdo quimica, a atividade e ao meio ambiente em que se desenvol-

vem tais como em elevada concentracdo de salina ou acidez elevada e altas
temperaturas a exemplo de piscinas térmicas e lagoas salinas.

Resumo
Nesta aula, vocé aprendeu sobre as estruturas bacterianas relacionadas a

parede e membrana celular, bem como as ligadas a area nuclear. Aprendeu
gue as bactérias sao divididas em eubactérias e arqueobactérias.

Atividades de aprendizagem
1. Que sao bactérias?

2. Quais as caracteristicas gerais das bactérias?

3. Qual o tamanho aproximado das bactérias?

4. De que depende o tamanho das bactérias?
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5. Quais as formas das bactérias?

6. Como se organizam espacialmente os cocos? O que é pleomorfismo e
guando acontece?

7. Quais as estruturas ligadas a parede celular bacteriana?
8. Quais as funcdes da parede celular?

9. Onde se localiza a membrana celular?

10. Quais as funcoes da membrana celular?

11. Onde se localiza o glicocalice?

12. De que é composto o glicocalice?

13. Qual a funcao da céapsula?

14. De que é composta a capsula ou glicocalice?

15. O que é flagelo e cilios?

16. Quais sdo os arranjos de flagelo?

17. O que sao fimbrias e pili?

18. Qual o singular de pili?

19. Qual a funcao das fimbrias e pili?

20. Onde se localiza a informacao genética da célula bacteriana?
21. Onde ocorre a sintese proteica?

22. O que sao esporos bacterianos?

23. Qual a funcao dos esporos?

24. O que sao plasmideos?

Aula 3 — Caracteristicas das bactérias 39



25. Todas as bactérias possuem plamideos?
26. Qual o principal forma de multiplicacdo bacteriana?
27. Em que condicbes ocorre a multiplicacao bacteriana?

28. O que difere as eubactérias das archeabactérias?
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Aula 4 - Fungos e virus

Objetivos da aula

Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Identificar e listar as caracteristicas das células dos fungos.
Diferenciar os fungos unicelulares dos multicelulares.

Compreender a diferenca entre um fungo perfeito e um fungo
imperfeito.

Identificar os fungos quanto a sua forma de vida e como eles
obtém alimentos.

Listar as caracteristicas e estruturas morfoldgicas dos fungos.

4.1 Fungos e virus

Os fungos sao organismos eucaridticos, heterotréficos e, geralmente,
multicelulares. Sao encontrados na superficie de alimentos, formando col6-
nias algodonosas e coloridas.

Os mais conhecidos sao os bolores, os cogumelos, as orelhas-de-pau e as
leveduras (fermentos). Os fungos, em sua maioria, sao constituidos por
filamentos microscépicos e ramificados, as hifas. O conjunto de hifas de
um fungo constitui o micélio. Os fungos tém nutricao heterotrofica por-
que necessitam de matéria organica, provenientes dos alimentos, para
obtencao de seus nutrientes.

A maioria vive no solo, alimentando-se de cadaveres de animais, de plantas e
de outros seres vivos. Esse modo de vida dos fungos causa o apodrecimento
de diversos materiais e por isso sdo chamados de saprofagicos. Certas es-
pécies de fungos sdo parasitas e outras vivem em associacdes harmoniosas
com outros organismos, trocando beneficios.

Aula 4 - Fungos e virus 41



Segue algumas figuras de fungos como exemplos para visualizacao

das diferentes formas.

Figura 4.1: Penicilium
Fonte: Adaptado de: http://www.schimmel-schimmelpilze.de/images/penicillium-rem-2690.jpg

a  Saccharomyces Cerevisiae: =
Celulas vegetativas, celular em
brotamento e esporos
b Saccharomyces ludwigil; b Houm'

¢ Geotrichum candidum,

\)

d Pichia menmbraneafaciens C 10 pm

Figura 4.2: Exemplos de fungos

A Sacharomyces Cerevisiae é usada como fermento bioldgico na fabricacao
do pao, cerveja, vinho e da champanha.
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4.2 Caracteristicas dos fungos em relacao
as bactérias

Os fungos sao geralmente adaptados a ambientes que poderiam ser hostis

as bactérias. Sdo encontrados na superficie de alimentos formando colénias

algodonosas e coloridas.

Todavia, diferem das bactérias em determinadas necessidades ambientais e
nas caracteristicas estruturais e nutricionais apresentadas a seguir:

Apresentam a parede celular com presenca de substancias quitinosas e célu-
las com organelas membranosas (mitocéndrias, complexo de golgi, vactolo).

e Nao possuem células méveis em todos os estagios do ciclo de vida.
e Reserva de energia na forma de glicogénio.

e Os fungos normalmente crescem melhores em ambientes em que o pH é
muito acido, o qual sdo desfavoraveis para o crescimento da maioria das
bactérias comuns.

® Quase todos possuem forma aerébica. Algumas leveduras sdo anae-
rébicas facultativas.

* A maioria dos fungos é mais resistente a pressdo osmaética que as bacté-
rias; muitos, consequentemente, podem crescer em altas concentracoes
de acucar ou sal.

e Podem crescer sobre substancias com baixo grau de umidade, geral-
mente tao baixo que impede o crescimento de bactérias.

e Necessitam de menos nitrogénio para um crescimento equivalente ao
das bactérias.

e Sao capazes de metabolizar a carboidratos complexos, tais como lignina
(madeira), que as bactérias ndo podem utilizar como nutriente.

As caracteristicas citadas, anteriormente, nos mostram que os fungos se

desenvolvem em substratos diversos como paredes de banheiro, couro de
sapatos e jornais velhos.
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4.3 Modo de vida dos fungos de acordo com

o tipo de alimentacao

Os fungos apresentam grande variedade em relacdo aos modos de vida, mas
sempre obtém alimento por absorcao de nutrientes do meio.

Decompositores — os fungos decompositores obtém seus alimentos
pela decomposicao de matéria organica. Eles podem atuar como sa-
profagos, degradando a matéria organica presente no corpo de orga-
nismos mortos.

Parasitas — sao parasitas os fungos que se alimentam de substancias
retiradas do corpo de organismos vivos, nos quais se instalam, preju-
dicando-os. Esses fungos provocam doencas em plantas e em animais,
inclusive no ser humano.

Mutualisticos — certas espécies de fungos estabelecem relacées mutu-
alisticas com outros organismos, nos quais ambos se beneficiam. Den-
tre os fungos mutualisticos, alguns vivem associados a raizes de plantas
formando as micorrizas (raizes que contém fungos). Nesses casos, elas
absorvem agua do solo, degradam a matéria organica e absorvem os nu-
trientes liberados, transferindo parte deles para a planta, que cresce mais
sadia. Esta, por sua vez, cede ao fungo certos aglicares e aminoacidos de
gue ele necessita como alimento.

Predadores - entre os fungos mais especializados estao os predadores,
que desenvolvem varios mecanismos para capturar pequenos organis-
mos, especialmente nematédeos, utilizando-os como alimento.

4.4 Tipos de reproducao
4.4.1 Assexuada

44

Ocorre pela fragmentacdo do micélio, brotamento, cissiparidade ou
producao de esporos assexuais.

Nao ocorre fusao de nucleos, apenas mitoses sucessivas.

Mitose - divisao celular na qual os cromossomos das células sao dupli-
cados e as células formadas apresentam a mesma constituicdo genética.

Este tipo de reproducado corresponde a fase imperfeita, também chama-
da de anamorfica dos fungos.
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4.4.2 Sexuada

e Aumenta a variabilidade genética, pois os individuos formados podem
apresentar constituicdo genética diferente.

e Corresponde a fase perfeita ou teleomorfica dos fungos.
e Envolve a ocorréncia de trés processos:
Plasmogamia

Fusdo de protoplasmas, resultante da anastomose de duas células

Cariogamia

Fusdo de dois nucleos haploides (n) e compativeis formando
um nucleo diploide (2n)

Meiose

Nucleo diploide (2n) sofre divisdo reducional apés a cariogamia para
formar dois nucleos haploides (n)
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4.5 Diversidade morfoldgica dos fungos
4.5.1 Fungos unicelulares (leveduras)
e (Células ovais ou esféricas — 1 a 10pm.

e Reproducao por brotamento ou cissiparidade.

e Crescimento geralmente rapido formando colénias cremosas ou mem-
branosas e auséncia de hifas aéreas.

e Em determinadas condicoes, células em reproducao permanecem ligadas
a célula-mae, formando pseudo-hifas.

4.5.2 Fungos filamentosos (bolores)
e Multicelulares formados por estruturas tubulares (hifas — 2 a 10um) o
conjunto dessas estruturas constitui o micélio.

e As hifas podem ser continuas (cenociticas ou asseptadas) ou apresentar
divisdes transversais (hifas septadas).

Hifa continua Hifa septada

Figura 4.3: Hifa continua e hifa septada

4.5.3 Fungos dimorficos
e Apresentam em determinadas condi¢des a fase leveduriforme (37°C, alta
tensao de CO,) e em outras a fase filamentosa.

e A fase de levedura se reproduz por brotamento, enquanto que a fase
filamentosa produz hifas aéreas e vegetativas.
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O dimorfismo nos fungos dependente da temperatura de crescimento.
Crescido a 37°C, o fungo apresenta forma de levedura. Crescido a 25°C,
ele apresenta a forma filamentosa.

Observe em alimentos com colénias de fungos (paes, extrato de tomate,
tomates, queijo e outros), as hifas que em conjunto formam o micélio, e
as diversas coloracoes.

4.6 Virus

Os virus ndo sao considerados organismos vivos porque sao inertes fora das
células hospedeiras. Diferem dos demais seres vivos pela auséncia de orga-
nizacao celular, por nao possuirem metabolismo préprio e por necessitarem
de uma célula hospedeira. No entanto, quando penetram em uma célula
hospedeira, o acido nucleico viral torna-se ativo ocorrendo a multiplicacao.

4.6.1 Caracteristicas dos virus

Possuem um unico tipo de acido nucleico, DNA ou RNA.
Possuem uma cobertura proteica, envolvendo o acido nucleico.

Multiplicam-se dentro de células vivas, usando a maquinaria de sintese
das células.

Induzem a sintese de estruturas especializadas, capazes de transferir o
acido nucleico viral para outras células.

Parasitas obrigatoérios apresentando incapacidade de crescer e se dividir
autonomamente.

Replicacao somente a partir de seu préprio material genético.

A Figura 4.4 abaixo, obtida a partir de microscopia eletrénica, representa
um fago, ou seja, virus que ataca bactérias. Na cabeca, encontra-se o
material genético (DNA ou RNA), a cauda é uma estrutura de aderéncia
a célula hospedeira.
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Figura 4.4: Representacao do fago

4.6.2 Estrutura viral

Um virion é uma particula viral completa, composta por um meio acido nu-
cleico, envolto por uma cobertura proteica que protege do meio ambiente e
serve como veiculo na transmissao de um hospedeiro para o outro. Os virus
sdo classificados de acordo com as diferencas na estrutura desses envoltorios.

4.6.2.1 Capsideo e envelope

O acido nucleico dos virus é envolvido por uma cobertura proteica chamada
de capsideo. A estrutura deste é denominada pelo genoma viral e constitui a
maior parte da massa viral. O capsideo é formado por subunidades proteicas
chamadas de capsémeros. Em alguns virus, o capsideo é coberto por um en-
velope que, consiste de uma combinacao de lipidios, proteinas e carboidra-
tos. Alguns virus animais saem do hospedeiro por um processo de extrusao,
no qual a particula é envolvida por uma camada de membrana plasmatica
celular que vai constituir o envelope viral. Os virus cujos capsideos nao estao
cobertos por um envelope sao conhecidos como virus nao-envelopados.

4.6.3 Classificacao morfoldgica
Podem ser classificados com base na arquitetura do capsideo.

e Virus helicoidais — O genoma viral esta no interior de um capsideo
cilindrico oco com estrutura helicoidal.

* Virus poliédricos — O capsideo da maioria deles tem a forma de um
icosaedro. Sao exemplos o adenovirus e o poliovirus.

e Virus envelopados - o capsideo é coberto por um envelope.
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* Virus complexos - alguns virus, especialmente os bacterianos, pos-
suem estruturas complicadas e por isso sao denominados complexos.
Um bacteriéfago ou gagos (virus que atacam bactérias) é um exemplo
de virus complexo. Um fago é capaz de aderir a parede celular de uma
bactéria hospedeira, perfurando-a e nela injetando seu DNA. O cap-
sideo proteico do fago, formado por uma “cabeca” e uma “cauda”,
permanece fora da bactéria.

Capsémero Acido nucléico Acido nucléico Envelope

Capsidio

Virus poliédrico Virus helicoidal envelopado

\: J

Figura 4.5: Virus poliédrico e virus helicoidal envelopado

4.6.4 Multiplicacao de bacteriéfagos

O ciclo de vida viral mais conhecido é o dos bacteriéfagos, que podem se
multiplicar por dois mecanismos alternativos: o ciclo litico (termina com a
morte da célula hospedeira) ou ciclo lisogénico (a célula permanece viva).
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Parede Cromossomo Capsideo
bacteriana bacteriano

1 Adsorcao:
o fago adere a
célula hospedeira

2 Penetracao:
parte do fago penetra na
célula hospedeira
e injeta seu DNA

F /@f\\/@\

/@
3 Biossintese:
o DNA do fago conduz

a sintese de componentes virais
para célula hospedeira

4 Maturagao:
0s componentes
virais sao montados
formando virions

a célula hospedeira
sofre lise liberando
novos virions

Figura 4.6 - Ciclo do bacteriéfago
Fonte: Tortora, Funke e Case (2000).

50

Capsideo (cabeca)

Bainha

BaiFibra
da Cauda \ cauda

Placa basal
Pino

> Parede celular
/—X M e

plasmatica

?ﬁ Bainha contraida

Nucleo da cauda

N\

AN >Caps'deo

Fibras da cauda

Microbiologia Basica



Resumo

Nesta aula, vocé estudou as principais caracteristicas morfolégicas,
reprodutivas e nutricionais dos fungos e virus.

Atividades de aprendizagem

1. Com relacdo a célula, como sdo os fungos?

2. O gque sao hifas?

3. Como se encontram os fungos na natureza?

4. Diferencie as caracteristicas dos fungos em relacao as bactérias?

5. Que sao fungos decompositores, parasitas, mutualisticos e predadores?
6. Que sao fungos imperfeitos?

7. Que sao fungos perfeitos?

8. Por que a velocidade de crescimento dos fungos é menor que das
bactérias?Que sao leveduras?

9. Quem sao os fungos filamentosos?
10.Que sao fungos domoérficos?
11.Porgue os fungos ndo sao considerados organismos vivos?

12.Que sao bacteriofagos?
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Aula 5 — Curva de crescimento dos microrganismos

Objetivos da aulas
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Identificar as fases da curva de crescimento dos microrganismos e o
gue caracteriza o inicio e o fim de cada fase.

Conhecer os tipos de associacdes e os fatores intrinsecos e extrinsecos
gue influenciam na velocidade de crescimento dos microrganismos.

5.1 Esquema da progressao

5.1.1 Curva de crescimento

O crescimento dos microrganismos descreve uma curva caracterizada por qua-
tro fases: laténcia (lag), exponencial (log), estacionaria e morte ou destruicao.

As bactérias se reproduzem via progressao geomeétrica (n2), por isso a expres-
sao é representada em logaritmo (log) do numero de microrganismo pelo
tempo gasto para a multiplicacdo, isto é crescimento exponencial por ter uma
célula originando 2 que por sua vez originam 4 e, assim, sucessivamente.

Log. do n° de microrganismos por hora em 1ml

Log do numero de bactérias viaveis

Tempo (h)

Figura 5.1 - Grafico da curva de crescimento
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As bactérias se reproduzem via progressao geométrica (2")

O tempo de geracao das bactérias ocorre num intervalo entre 7-30 minutos.

AB = fase de laténcia
BC = fase logaritmica
CD = fase estacionaria

DE = fase de destruicao ou morte

e Fase de laténcia (lag)

E caracterizada pela adaptacdo da célula do microrganismo ao novo meio,
quer seja através da inoculacao ou contaminacao. Esta fase é influenciada pela
idade da cultura, quantidade de in6culo bacteriano, tipo de microrganismo,
caracteristicas do alimento e meio ambiente (pH, oxigénio, composicdo do
meio, substancias inibidoras, etc.)

Na contaminacao os microrganismos chegam ao meio espontaneamente.
Na inoculacao os microrganismos sao adicionados ao meio intencionalmente.

Quando os microrganismos encontram as condicoes ideais para a sua mul-
tiplicacdo, da-se o fim da fase de laténcia e inicia-se a fase logaritmica (log),
também conhecida como fase exponencial, por se tratar de um crescimento
em progressao geométrica. Uma célula bacteriana se divide e da origem a duas
outras e assim sucessivamente (2").

Se desejarmos produzir alimentos a partir de microrganismos, devemos entao
oferecer todas as condicoes ideais para que estes passem o menor tempo
possivel na fase de laténcia (lag), entrando imediatamente na fase logaritmi-
ca (log). Ao contrario, se desejarmos conservar o alimento, devemos evitar a
multiplicacao, dando condicbes desfavoraveis a multiplicacdo.

* Fase logaritmica (log) — é caracterizada pelo crescimento acelerado e a
predominancia de células jovens que apresentam seu maximo potencial
metabdlico. Com o aumento populacional podera haver esgotamento de
nutrientes e/ou alta concentracado de metabdlitos toxicos que limitara a
multiplicacdo, pondo fim a fase de crescimento exponencial, ou seja, a
fase logaritmica.
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E importante diferenciar metabolitos toxicos de toxinas. Os metabolitos toxicos
sao produtos do metabolismo das bactérias.

e Fase estaciondria

E caracterizada por células velhas, mais resistentes a condicoes adversas, po-
dendo em alguns casos se esporular. Nessa fase, o numero de células viaveis
é igual ao numero de células inviaveis.

e Fase de destruicao

Com o aumento da adversidade do meio, essas células morrem em ritmo ace-
lerado (fase de declinio, destruicdo ou morte), dando fim ao ciclo microbiano.

5.1.2 Fatores que regulam a curva de crescimento
dos microrganismos

A curva de crescimento é regulada através das associacdes em que vivem 0s

microrganismos tais como simbiose, antagonismo, sinergismo e metabiose; dos

fatores inerentes ao meio de crescimento dos microrganismos (intrinsecos) e

dos fatores do ambiente externo ao meio de crescimento dos microrganismos

(extrinsecos).

A embalagem é uma barreira entre os fatores intrinsecos e extrinsecos.

5.1.3 Associacao

e Simbiose: os microrganismos convivem harmonicamente. Em condicoes
ideais para o crescimento de todos eles, ha sempre uma predominancia
das bactérias sobre as leveduras e estas sobre os fungos.

e Antagonismo: a presenca de um determinado microrganismo inviabiliza
a presenca de outro.

e Sinergismo: dois ou mais microrganismos em convivio simultaneo, apre-
sentam suas funcoées metabdlicas potencializadas.

e Metabiose: ocorre uma predominancia de um grupo de microrganismos
que vao sendo, sucessivamente, substituidos em consequéncia da modifi-
cacao progressiva do meio, ou seja, 0s metabolitos produzidos tornam-se
tdxicos para um grupo, sendo ideal para outro e, assim sucessivamente,
até o esgotamento total de nutrientes que inviabilize a vida.
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5.1.4 Fatores intrinsecos

O conhecimento dos fatores intrinsecos que agem sobre determinado alimen-
to, permite prever sua “vida de prateleira”, sua estabilidade microbiolégica,
bem como conhecer a capacidade de crescimento e/ou a producao de toxinas
dos microrganismos patogénicos eventualmente presentes. No entanto, o
conhecimento de cada uma dessas caracteristicas isoladamente é pouco util
devido aos efeitos interativos entre elas. Esses efeitos podem ser ndo apenas
aditivos como também sinérgicos ou mesmo antagonicos.

Sao considerados fatores intrinsecos a atividade de agua (Aa), acidez (pH), oxi-
génio, composicao quimica, a presenca de fatores antimicrobianos naturais e as
interagcdes entre os microrganismos presentes nos alimentos. Entre os fatores
extrinsecos, 0s mais importantes sao a umidade e a temperatura ambiental e
também a composicao da atmosfera que envolve o ambiente.

5.2 Atividade da agua

Procure verificar bem a diferenca entre atividade de dgua e umidade do ali-
mento. Esse conhecimento serd muito Util na tecnologia de alimentos.

A pressao osmotica é a forca com a qual a d4gua se move através da membrana
citoplasmatica de uma solucao, contendo uma baixa concentracao de subs-
tancias dissolvidas (solutos) para outra contendo alta concentracao de solutos.
Quando as células microbianas estdo em um meio aquoso nao devem existir
grandes diferencas na concentracdo dentro e fora da célula, ou as células
poderiam desidratar-se ou romper-se.

Em uma solucao isotonica o fluxo de dgua para dentro e para fora da célula
esta em equilibrio e a célula cresce normalmente. Entretanto, quando o meio
externo é hipertdnico, com uma concentracao de soluto mais alta que no
citoplasma da célula, a célula perde agua e seu crescimento é inibido.

Peixes salgados e frutas em calda sdo conservados pela retirada osmética da
agua de qualquer célula microbiana que estejam presentes. Ao contrario,
guando a solucao externa é muito hipoténica, com uma concentracao de
solutos muito mais baixa do que na célula, a &gua flui para dentro da célula
e a rompe. (Figura 5.2 )
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fSqugéo Isotonica Solucao Hipertonica Solucao Hipotoénica )

A=B A<B A>B
Célula microbiana Célula microbiana com Célula microbiana com
em equilibrio com concentracao de soluto concentracao de soluto
0 meio menor que o meio maior gque 0 meio
A Célula bacteriana B Meio em que ela se encontra
\ | ‘ J

Figura 5.2: Efeito da pressao osmética sobre a célula microbiana

A agua de um alimento, conforme sua situacao e disponibilidade, é um dos
fatores mais importantes no crescimento microbiano. A dgua pode ser con-
siderada como um composto quimico necessario para o crescimento e como
participante da estrutura fisica do alimento. Os microrganismos (bactérias, le-
veduras, mofos) necessitam de umidade para se desenvolverem, tendo o cresci-
mento maximo quando dispdem de &dgua suficiente. A 4gua deve apresentar-se
em condicdes de ser utilizada pelos micrébios, isto é, ndo combinada de forma
alguma, como ocorre em certos solutos e coloides hidrofilicos. Agua ligada a
macromoléculas por forcas fisicas ndo esta livre para agir como solvente ou
para participar de reacdes quimicas e, portanto, ndo pode ser aproveitada
pelos microrganismos.

Certos solutos, como sal e o agucar, originam um aumento de pressao osmo-
tica que tende a diminuir a quantidade de agua disponivel ao microrganismo.
Em casos extremos, podera ocorrer a plasmélise por causa do movimento da
agua no interior da célula para o meio exterior, com a finalidade de tentar
igualar as concentracoes.

A umidade relativa do ar também tem importancia. Caso ela seja menor do que
a umidade do alimento, este perdera umidade pela sua superficie. Quando a
umidade relativa do ar for maior havera adsorcdo de umidade pelo alimento.

Dentro do microambiente do alimento, a disponibilidade de agua é determina-

da por sua pressao de vapor relativa ou atividade aquosa mais do que por sua
concentracao. E importante, portanto, o estado fisico-quimico no qual a 4gua
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se apresenta (combinada, livre, na forma cristalina, etc.) e ndo sua quantidade
absoluta.

Face ao exposto podemos definir atividade de agua de um alimento ou de
uma solucao qualquer como sendo a relacdo existente entre a pressao parcial
de vapor do alimento (P), e a pressao de vapor da agua pura (Po), a uma dada
temperatura. Os valores de atividade de agua variamde O a 1.

Aa=P/P,

Podemos reduzir a atividade de agua de um alimento por evaporacao, adicao
de soluto (sal ou aclcar) ou congelamento.

A adicao de sais, de acucar e de outras substancias provoca a reducao da ativi-
dade de agua de um alimento por reduzir a pressao de vapor de P (pressao de
vapor de agua de alimento), sendo essa reducao variavel em funcao da natureza
da(s) substancia(s) adicionada(s), da quantidade adicionada e da temperatura.

Na Tabela 1, pode ser vista a relacao existente entre o valor de Aa de uma
solucao e a concentracdo salina dessa solucao. Assim, uma solucao de NaCl
a 22% (p/v) tem Aa de 0,86, enquanto uma solucao saturada de NaCl tem
Aa de 0,72. Portanto, a adicao de sal a um alimento qualquer reduz o valor
de Aa. A adicao de outros compostos como agucar e glicerol também causa
alteracao no valor da Aa. A atividade de agua de um alimento pode também
ser reduzida através da remocao de agua (desidratacdo) e do congelamento.

Tabela 5.1: Rela¢ao entre a atividade de agua e a concentracao de NaCL

Aa Molar %(p/v)
0,995 0,15 09
0,99 0,30 17
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 (2005).
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Verifica-se que, na maioria dos alimentos frescos, a Aa é superior a 0,95. Os
microrganismos tém um valor minimo, um valor maximo e um valor étimo
de Aa para sua multiplicacdo. Considerando que a Aa da agua pura é 1,00 e
gue microrganismos nao se multiplicam em agua pura, o limite maximo para
0 crescimento microbiano é ligeiramente menor que 1,00. O comportamento
dos microrganismos em relacao a Aa minima 6tima é bastante variavel.

Microrganismos osmofilicos sao capazes de se multiplicar em altas concentra-
¢Oes de aclcar e os osmoduricos sao capazes de suportar altas concentracoes
(mas ndo se multiplicam). Ja os halofilicos e haloduricos sao capazes de se
multiplicar ou de suportar altas concentracoes de NaCl, respectivamente. Em
geral, bactérias requerem Aa mais alta que os fungos. As bactérias Gram-ne-
gativas sao mais existentes que as Gram-positivas em relacao a Aa necessaria.
A maioria das bactérias deteriorantes nao se multiplica em Aa inferior a 0,91,
enguanto que fungos deteriorantes podem fazé-lo em Aa de até 0,80. Com
relacdo as bactérias causadoras de toxinfeccoes alimentares, o Staphylococus
aureus pode tolerar Aa até 0,86 para sua multiplicacdo, porém nessa con-
centracao nao produz toxinas, enquanto, Clostridium perfringens nao se
multiplica em alimentos com Aa inferior a 0,94.

Os valores de Aa mais baixos relatados na literatura, relacionados com multiplica-
cdo microbiana, sao de 0,75 para bactérias halofilicas, 0,65 para bolores xerofili-
cos e 0,60 para leveduras osmofilicas. Dessa forma, considera-se o valor de 0,60
como o valor de Aa limitante para a multiplicacdo de qualquer microrganismo.

Tabela 5.2: Valores de Aa minima para a multiplicacao 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

Fonte: Jay (2005).

A atividade de agua, temperatura e disponibilidade de nutrientes sdo interdepen-
dentes. Assim, a qualquer temperatura, a capacidade de microrganismos multipli-
carem-se abaixa quando a Aa abaixa. Quanto mais proxima da temperatura 6tima
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para multiplicacdo, mais larga é 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 0s microrganismos podem multiplicar-se.

A Aa limitante para o crescimento de determinado microrganismo depende
ainda de outros fatores intrinsecos que podem agir simultaneamente, como
o pH do meio, o potencial do éxido-reducao e a presenca de substancias
antimicrobianas naturais ou intencionalmente adicionadas, entre outros. De
modo geral, quando esses fatores provocam um afastamento das condicdes
6timas para a multiplicacao de determinado microrganismo, mais alto sera o
valor de Aa necessario.

Procure verificar bem a diferenca entre atividade de agua e umidade do ali-
mento. Esse conhecimento sera muito Util na tecnologia de alimentos.

O efeito da diminuicao de Aa a um valor inferior ao considerado 6timo para um
microrganismo, acarretara o aumento da fase lag do crescimento microbiano
e a diminuicao da velocidade de multiplicacao e do tamanho da populacao
microbiana final. Esse efeito é devido as alteracdes em todas as atividades me-
tabdlicas, uma vez que todas as reacdes quimicas das células sdo dependentes
da &gua. Alguns microrganismos acumulam substancias dentro da célula a fim
de igualar seu gradiente de concentracao com o meio, a exemplo da prolina
e outros aminoacidos.

Leveduras osmofilicas acumulam alcodis poli-hidricos, como glicerol, para efe-
tuar a regulacao da pressao osmotica (osmorreguladores). Bactérias halofilicas
fazem a regulacao através da capacidade de acumular KCI.

O Clostridium Botullinum é uma bactéria patogénica produtora do botulis-
mo, que na maioria das vezes leva a morte.

Fungos preferem pH muito acido para multiplicacao, ja as bactérias patogéni-
cas preferem alimentos pouco 4cidos. £ importante ressaltar que essas solucoes
sao adicionadas em pequenas quantidades nos alimentos, ndo sendo capazes
de atuarem como aditivos conservadores.

De acordo com os conhecimentos obtidos, descreva como vocé podera reduzir a
atividade de agua dos alimentos através de exemplos, justificando suas respostas.
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5.3 Acidez (pH)

E um fator de grande importancia na limitacdo dos tipos de microrganismos
capaz de se desenvolver no alimento. Quanto menor o pH, mais acida é a
solucao e quanto maior o pH, mais basica é a solucao. Se o valor do pH de
uma solucado esta abaixo de 7, a solucao é acida; se o pH esta acima de 7, a
solucdo é basica (alcalina). Em funcao desse parametro, os alimentos podem
ser classificados em:

a) Alimentos pouco acidos: os que possuem pH superior a 4,5. Ex. leite,
carnes, pescados, alguns vegetais, etc.

b) Alimentos acidos: os que possuem pH entre 4,5 a 4,0. Ex. Beterraba,
tomate, berinjela, ameixa, etc.

¢) Alimentos muito acidos: os que possuem pH inferior a 4,0. Ex. frutas
citricas, refrigerantes, macas, azeitonas, etc.

O pH 4,5 é muito importante em microbiologia de alimentos, pois assinala
o nivel abaixo do qual nao ha desenvolvimento de Clostridium botulinum,
bem como, de modo geral, das bactérias patogénicas.

A microflora de alimentos pouco &cidos (pH > 4,5) é muito variada, havendo
condigbes para o desenvolvimento da maioria das bactérias, fungos filamento-
sos e leveduras. Em alimentos acidos (4,0 > pH < 4,5), as bactérias que podem
se desenvolver sao as laticas e algumas esporuladas dos géneros Bacillus e
Clostridium. Nesta faixa, os fungos filamentosos e as leveduras encontram
boas condicdes para seu desenvolvimento. Finalmente, nos alimentos muito
acidos (pH < 4,0) podem se desenvolver apenas os fungos filamentosos e as
leveduras e por sua vez a bactéria latica e acética.

Acredita-se que o pH adverso afeta, principalmente, a respiracao dos microrga-
nismos, por acao em suas enzimas e no transporte de nutrientes para dentro
da célula microbiana. Tal como acontece com a Aa, também o pH desfavoravel
provoca um aumento na fase logaritmica (lag) da multiplicacdo microbiana.

Quando os microrganismos estao em pH diferente do neutro, sua capacidade
de multiplicacdo depende de sua capacidade de modificar o pH adverso. Quan-
do em pH acido, os aminoacido-descarboxilases de muitos microrganismos sao
ativadas (pH préximo de 4,0), resultando na producdo de aminas, que aumen-
tam o pH. Por outro lado, em pH alcalino, ocorre a ativacdo de aminoacido-
desaminases (pH proéximo de 8,0), que produzem &cidos organiscos, cujo efeito
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é areducao do pH. Algumas bactérias, Clostridium botullinum, por exemplo,
tém a propriedade de reduzir o acido butirico, a butanol que aumenta o pH
do meio. O mesmo acontece com aquelas bactérias que produzem acetoina
a partir de acido pirtvico (enterobacter spp., por exemplo).

5.4 Oxigénio
A tensdo ou pressao parcial do oxigénio, bem como o potencial de oxidacao
(poder oxidante ou redutor) do alimento determina os tipos de microrganismos
gue se desenvolverao.

Do ponto de vista de aproveitamento de oxigénio livre, os microrganismos
podem ser classificados em aerdbios, anaerdbios, microaerofilos e facultativo.
Sao aerdbios quando necessitam de oxigénio; anaerébios quando se desenvol-
vem na auséncia de oxigénio e facultativo quando podem viver em condicbes
aerdbias ou anaerébias. Alguns autores incluem também os microaeréfilos,
quando o crescimento é melhor numa pressao reduzida de oxigénio.

Algodao Algodéo Algodéo
Crescimento ]
microbiano Crescimento r
Meio microbiano )
de cultura Meio
Meio de cultura
de cultura Crescimento
microbiano
Bactérias Aerdbias Bactérias Anaerodbias Bactérias Facultativas

Figura 5.3: Crescimento das bactérias aerdbias, anaerébias e facultativas

Os microrganismos aeroébios metabolizam os carboidratos tendo como produto
final CO2, 4gua e ATP (adenosina trifosfato), molécula altamente energética.
J& os microrganismos anaerébios nao podem obter energia como no caso
anterior, porgue eles ndo possuem o sistema enzimatico necessario. Assim, do

62 Microbiologia Basica



acido piravico, substancia do metabolismo intermediario, eles podem formar
acido latico, alcool, etc., obtendo com isso energia. Comparando as reacoes
podemos concluir que a primeira reacao, energeticamente falando, é bem
mais eficiente que a segunda. Isso explica porque as bactérias aerdbias, por
produzirem maior quantidade de ATP, se multiplicam mais rapidamente que
as anaerobias.

Os mofos sao estritamente aerdbios, as leveduras se desenvolvem melhor
aerobicamente, mas podem viver na auséncia do oxigénio, enquanto que as
bactérias podem ser aerdbia, anaerdbias e facultativas.

As bactérias aerobias, por produzirem maior quantidade de ATP, se multiplicam
mais rapidamente que as anaerdébias.

Os fungos se multiplicam na presenca do oxigénio, as leveduras e bactérias
fermentam em anaerobiose.

Divida o contetdo de uma lata de extrato de tomate em dois copos, evitando
sujar as laterais dos copos. Em um dos copos, cubra o extrato de tomate com
6leo de soja (uma lamina de 0,5 a 1 cm de espessura). Cubra com papel lami-
nado e deixe a temperatura ambiente de aproximadamente 28°C por 5 a 7 dias.
Com outro copo, proceda da mesma forma sem a lamina de 6leo. Observe os
dois copos, o que aconteceu?Justifique o resultado.

5.5 Composicao quimica
Os microrganismos variam guanto a suas exigéncias aos fatores de crescimento
e a capacidade de utilizarem diferentes substratos que compdem os alimentos.

a) Fonte de carbono: pode muitas vezes limitar o crescimento dos micror-
ganismos. Os carboidratos complexos (polissacarideos), tais como amido
e celulose, nao sao diretamente utilizados necessitando de enzimas para
reduzir estes polissacarideos a moléculas de monossacarideos a fim de
passarem através dos poros da membrana microbiana.

As gorduras e 0s 6leos sdo atacados por microrganismos lipoliticos como por
exemplo, muitos fungos filamentosos, leveduras e bactérias (pseudomas, achro-
mobacter, alcaligenes, e outros), porém grande nimero de microrganismos nao
tem capacidade de crescer nesses substratos. Microrganismos com atividade
pectinolitica provocam a quebra de pectina dos vegetais.
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b) Fonte de nitrogénio: ndo é tdo importante quanto a fonte de carbono
na limitacao do desenvolvimento. Microrganismos proteoliticos sao im-
portantes em alimentos ricos em proteinas, onde provocam alteracao no
sabor e no odor.

¢) Fonte de vitaminas: em geral, os alimentos possuem as quantidades
necessarias para o crescimento dos microrganismos. As bactérias Gram-
positivas sdo as mais exigentes de vitaminas do complexo B, sendo que as
Gram-negativas e os fungos geralmente sdo capazes de sintetizar todas
as vitaminas que necessitam.

d) Sais minerais: ndo sao limitantes ao desenvolvimento microbiano.

5.6 Fatores antimicrobianos naturais

A estabilidade de alguns alimentos frente ao ataque de microrganismos é
devido a presenca de algumas substancias naturalmente presentes nesses
alimentos.

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

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

Entre os fatores antimicrobianos naturais devem ser incluidas as estruturas
bioldgicas que funcionam como barreiras mecanicas para a penetracao de
microrganismos. Nessa categoria estao as cascas de 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, tem
importante papel os compostos quimicos propositalmente adicionados aos
alimentos (conservadores) como recurso tecnolégico para estender sua vida
util. E importante ressaltar que essas especiarias quando adicionadas nos ali-
mentos, sdo em pequenas quantidades, nao sendo capaz de atuarem como
aditivos conservadores.
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Deixe a temperatura de 28°C 4 nozes, duas com cascas e duas sem cascas. Ob-
serve o tempo em que cada noz apresenta alteracdes microbiolégicas visiveis.

5.7 Interacoes entre microrganismos

Um determinado microrganismo, ao se multiplicar em um alimento, produz
metabdlitos que podem afetar a capacidade de sobrevivéncia e de multiplica-
cao de outros microrganismos presentes nesse alimento. Assim, por exemplo,
as bactérias produtoras de acido latico (bactérias laticas) podem alterar o pH
do alimento de tal forma que o tornam acido demais para o crescimento de
muitos outros microrganismos. Por outro lado, a formacao de compostos al-
calinos, como aminas, formados por acao de descarboxilases produzidas por
muitos microrganismos resulta no aumento do pH do alimento, tornando-o
propicio na proliferacao daquelas bactérias anteriormente inibidas pelo pH
acido. £ o que ocorre com as leveduras que degradam o acido latico de ali-
mentos fermentados, tornando-os favoraveis ao crescimento e producao de
toxinas por Clostridium botulinum.

Os produtos do metabolismo de certas bactérias podem ser essenciais para a
proliferacdo de outras. Podemos citar o exemplo da tiamina e do triptofano,
gue sao essenciais para o staphylococus aureus, e podem ser produzidas em
determinados alimentos como consequéncia da contaminacao com Pseudo-
monas aeruginosa.

5.7.1 Fatores extrinsecos

Sao os fatores relativos ao ambiente externo ao meio em que se encon-
tra o microrganismo. Exemplo: Ovo — clara e gema: fatores intrinsecos;
casca(embalagem) ambiente( temperatura e umidade): fatores extrinsecos.

5.7.2 Temperatura

A temperatura tem uma grande influéncia no crescimento dos microrganis-
mos. Nao é de surpreender, uma vez que todos os processos de crescimento
sao dependentes de reacdes quimicas que sao afetadas pela temperatura. A
temperatura na qual uma espécie de microrganismo cresce mais rapidamente
é a temperatura 6tima de crescimento.

A temperatura 6tima para uma espécie microbiana nao é a temperatura me-
diana entre as temperaturas maxima e minima. Em vez disso, é mais proxima
do limite superior da variacao de temperatura, porque a velocidade das reacdes
enzimaticas aumenta com o aumento da temperatura até um ponto em que
as enzimas sao danificadas pelo calor e as células param de crescer.
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Ha muita controvérsia sobre a classificacdo dos microrganismos de acordo
com a temperatura ideal de multiplicacdo. A mais aceita costuma dividir os
microrganismaos nos seguintes grupos:

Microrganismos psicrofilos - (crescem em baixas temperaturas), tém a tem-
peratura de multiplicacao entre 0°C e 20°C, com um 6timo entre 10°C e 15°C.

Microrganismos psicotroficos - (crescem em temperaturas moderadas),
tém a temperatura 6tima de multiplicacao entre 25°C e 40°C, minima entre
5°C e 25°C, e maxima entre 40°C e 50°C. Observe que eles se comportam
como mesofilo, porém se a temperatura é de refrigeracao eles conseguem se
multiplicar normalmente.

Microrganismos terméfilos - (crescem em altas temperaturas), tém a tempe-
ratura 6tima de multiplicacao entre 45°C e 65°C, minima entre 35°C e 45°C,
e maxima entre 60°C e 90°C.

Os microrganismos psicréfilos e psicotréfico multiplicam-se bem em alimentos re-
frigerados, sendo os principais agentes de deteriorizacdo de carne, dos pescados,
dos ovos, dos frangos e outros. Nesse grupo podem ser incluidos os seguintes
géneros: Pseudomonas Alcaligenes, Flavobacterium, Micrococcus e outros.

Microrganismos mesoéfilos - correspondem a grande maioria daqueles da
importancia em alimentos, inclusive a maior parte dos patégenos de interesse.

A maioria das bactérias termofilas importantes pertencem ao género Bacillus
e Clostridium, incluido tanto espécies deterioradoras (Bacillus coagulans,
Clostridium thermosaccharolysticum), quanto espécies patogénicas (Clos-
tridium botulinum, Clostridium perfringens).

Os fungos sao capazes de crescer em faixa de temperatura mais ampla do
que as bactérias. Muitos fungos sao capazes de se multiplicar em alimentos
refrigerados. As leveduras, por sua vez, ndo toleram bem altas temperaturas,
preferindo as baixas, mesofila e psicréfila.

Muitos fungos e bactérias deterioradoras sao psicréfilas. A maioria das bacté-
rias causadoras de infeccao e toxinfeccao alimentar sdo mesofilas ou termofilas
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A barreira entre os fatores intrinsecos do alimento e os fatores extrinsecos é
a embalagem.

5.8 Umidade

Ha uma correlacao estreita entre a atividade de agua (Aa) de um alimento e
a umidade relativa de equilibrio do ambiente.

Alimentos conservados em ambiente com UR superior a sua Aa tenderao a
absorver umidade do ambiente, causando um aumento em sua Aa. Por outro
lado, os alimentos perderdao agua se a umidade for inferior a sua Aa, causando
uma diminuicao nesse valor. Essas alteracdes provocarao modificacdes na capa-
cidade de multiplicacao dos microrganismos presentes, que sera determinada
na Aa final, conforme discutido anteriormente.

5.8.1 Composicao gasosa do ambiente

A composicao gasosa do ambiente que envolve um alimento pode determinar
0s tipos de microrganismos que poderao nele predominar. A presenca de oxi-
génio favorecera a multiplicacdo de microrganismos aerébios, enquanto que
sua auséncia causara predominancia dos anaerdbios, embora haja bastante
variacdo na sensibilidade dos anaerébios ao oxigénio.

Resumo

Nesta aula, vocé estudou como os microrganismos descrevem a curva de cres-
cimento, quais os fatores que influenciam esse crescimento, as fases da curva
de crescimento e o que caracteriza o inicio e o fim de cada fase; os tipos de
associacoes e os fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam na velocidade
de crescimento dos microrganismos.

Atividades de aprendizagem

-

Por que o crescimento das bactérias descreve uma progressao geométrica?

N

. Qual o tempo de geracao de uma bactéria?

w

Diferencie contaminacao de inoculacao?

P

O que caracteriza a fase de laténcia?
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5. Quando se inicia a fase log?
6. Quando ocorre o fim da fase log?
7. Como podemos prolongar a fase lag?

8. Qual a importancia das fases de laténcia e logaritmica na conservacao e
producao de alimentos?

9. Em que fase da curva de crescimento, encontramos células velhas e re-
sistentes?

10.Que sao fatores intrinsecos e extrinsecos?
11.Como se comporta a embalagem nos alimentos?
12.0 que ocorre no sinergismo?

13.Quais sdo os fatores intrinsecos?

14.Quais sdo os fatores extrinsecos?

15.Qual a importancia dos fatores intrinsecos na producédo e na conservacao
dos alimentos?
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Aula 6 — Alteracoes microbianas
sobre as substancias dos alimentos

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Aprender sobre 0s principais microrganismos encontrados nos
alimentos, sua fonte de origem e como eles atuam sobre as
substancias dos alimentos.

6.1 Alteracoes microbianas sobre os alimentos
Os microrganismos no alimento podem causar alteracoes desejaveis, quando
sao benéficos por modificarem as caracteristicas originais do alimento de
forma a obter-se um novo produto, como por exemplo, os microrganismos
utilizados na fabricacdo de queijos, vinhos, cervejas, paes, etc.; Indesejaveis
(deterioradores) quando sao causadores de alteracdes quimicas prejudiciais
ao alimento, que resultam em alteracoes de cor, odor, sabor, textura e aspec-
to indesejavel do alimento. Essas alteracdes sao consequéncia da atividade
metabdlica natural dos microrganismos que estao apenas tentando perpe-
tuar a espécie, utilizando o alimento como fonte de energia; e como agen-
tes patogénicos que, quando presentes nos alimentos, podem representar
algum risco para a saude.

A sequir, serdo listados as principais fontes primarias e géneros de bactérias
e fungos normalmente encontrados em alimentos.

O manual de sistematica bacteriana da Bergey (o Bergey’s manual of
sistematic bacteriology) é um livro de referéncia internacional que contém
a descricdo de todos 0s géneros e espécies de bactérias, bem como fornece
uma organizacdo pratica para a diferenciacdo desses organismos, junta-
mente com esquemas e tabelas de classificacdo apropriada.
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6.2 Fontes de microrganismos encontrados
em alimentos

Solo e agua - os microrganismos encontrados no solo e na agua sao basica-
mente 0s mesmos, uma vez que 0s microrganismos do solo sao carregados
para os rios, lagos e mares através da chuva. Os aquaticos chegam ao solo
através da formacdo das nuvens que se precipitam em forma de chuvas. Os
microrganismos aquaticos que necessitam da salinidade da agua ndo sao
capazes de sobreviver em solos.

Ar e poeira — estdo presentes no ar e na poeira 0s microrganismos do solo
que estao transitoriamente em suspensao. Exemplo: Alcaligenis, Bacillus, Ci-
trobacter, Corynebacterium, Clostridium, Enterobacter, Proteus, Micrococ-
cus, Pseudomonas, Serratia vibrio, Streptomyces, Penicillium, Trichothecium,
Botrytis, Fusarium.

Plantas e derivados — sao contaminantes das plantas os microrganismos
do solo que sao capazes de aderir e se multiplicar no tecido vegetal. Exem-
plos: Acetobacter, Erwinia, Flavobacterium, Curtia, Lactobacillus, Leuconos-
toc, Pediococus, Streptococcus, Sacaromyces, Penicillium, Asperqillius.

Trato gastrointestinal — a biota intestinal consiste de muitos microrganis-
mos 0s quais nao sobrevivem por muito tempo na dgua. Nessa microbiota se
encontra todas as enterobactérias, inclusive patdbgenos importantes. Exem-
plos: Bacteriodes, Escherichia, Salmonella, Shiguella, Proteus, Staphylococ-
cus, Lactobacillus, Streptococcus.

Manipuladores de alimentos — a microbiota das maos, cavidades nasais,
boca, pele e trato intestinal sdo provenientes do solo, agua e de outras
fontes do meio e chegam ao alimento devido as praticas sanitarias e higié-
nicas deficientes do manipulador. Exemplos: Micrococcus, Staphylococcus.

6.3 Alteracoes microbianas sobre os
constituintes dos alimentos

Embora algumas vezes pareca que os microrganismos estao tentando arruinar
nossas vidas por arruinarem nossas fontes de alimentos, inclusive infectando e
destruindo plantas, animais e até humanos, isso nao é verdade. Na natureza,
o principal objetivo dos microrganismos é a sua propria perpetuacao, sendo
necessario para isso a utilizacdo da matéria organica (carboidratos, proteinas e
lipidios) para obtencao de energia a partir de nossos alimentos.
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Muitos sao 0s géneros e espécies de bactérias envolvidas na eventual de-
terioracdo dos alimentos. A predominancia de um determinado tipo de-
pende de suas caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas e de adequacao
do alimento como substrato ao desenvolvimento. Os carboidratos (que
vocé estudara a seguir), substancias nitrogenadas nao proteicas, protei-
nas e lipidios podem se constituir em nutrientes para 0s microrganismos,
havendo como consequéncia, sensiveis alteracdes nas caracteristicas qui-
micas, fisicas e organolépticas dos alimentos.

Os microrganismos podem ser desejaveis em uma dada situacao e, inde-
sejaveis em outra. Por exemplo: se desejamos ter um suco de uva, ou um
copo de leite, os microrganismos fermentadores seriam indesejaveis, porém
se quisermos um vinho ou uma coalhada, estes seriam desejaveis. Todos
0s microrganismos desejaveis, deterioradores e patdégenos, sao provenientes
dessas fontes primarias ou através de vetores ou contaminagdo cruzada.

6.4 Utilizacao dos carboidratos

Praticamente todo carboidrato (polissacarideo, dissacarideo e monossaca-
rideo) esta sujeito a utilizacdo como substrato para crescimento microbia-
no, basicamente como fonte de energia. As condicdes em que ocorre esta
utilizagdo sdo de importancia critica no sentido de definir a natureza das
alteracdes provocadas e a maior ou menor intensidade do crescimento mi-
crobiano. Assim, na presenca de oxigénio, as bactérias aerébias facultativas
irdo predominar com um metabolismo respiratério oxidativo, levando a pro-
ducao de H,0 e CO, sem acumulo excessivo de produtos intermediarios; no
entanto, em face de mais intensa producao de energia na forma de ATP, o
crescimento microbiano sera muito mais rapido acarretando alteracoes nas
caracteristicas organolépticas e vida util do produto.

Em anaerobiose as bactérias passam a utilizar os carboidratos por um pro-
cesso fermentativo, com o acimulo gradativo de produtos intermediarios ou
finais que afetam as caracteristicas dos alimentos.

A grande maioria das bactérias é capaz de utilizar diretamente os mono e os
dissacarideos por um processo oxidativo ou fermentativo, no entanto, os polis-
sacarideos, como amido e celulose, ndo penetram através da membrana celular
das bactérias, sendo necessaria a sua prévia hidrélise pela atividade de enzimas
extracelulares produzidas por algumas bactérias. Exemplo: o amido é hidroliza-
do pela acao de a-amilase a maltose; celulose por celulase dando glicose etc.
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A metabolizacdo dos aclcares por um processo fermentativo leva a produ-
cao de acido pirlvico numa etapa intermedidria, no entanto, os produtos
finais do metabolismo fermentativo sdo extremamente varidveis nos diversos
géneros e espécies de bactérias. Quando a fermentacao resulta na obten-
cao de CO, de um Unico produto final € denominada de homofermentacao;
guando a fermentacao resulta em mais de um produto final é denominada
de heterofermentacao.

6.4.1 Tipo de fermentacao

Fermentacdo homolatica — com formacédo de acido latico. E caracteris-
tica de algumas bactérias laticas nos géneros Streptococcus, Pediococcus,
Lactobacillus.

Fermentacado heterolatica — com formacao de acido latico, etanol e CO,
ocorrendo em bactérias dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc.

Se desejarmos isolar bactérias amiloliticas, vamos procura-las em alimentos
ricos em amido, como raizes e tubérculos; no caso das bactérias pectinoliti-
cas ou laticas, recorremos aos frutos e leite respectivamente.

Fermentacao alcodlica — com producao de etanol, acetaldeido e CO, e
provocada por bactérias do género Zymomonas.

Fermentacao butanodidica — semelhante a anterior, mas com menor pro-
ducéo de acidos e formacdo de 2-3 butanodiol, ocorrendo nos géneros En-
terobacter, Serratia, Aeromonas e em Bacillus polymyxa.

Fermentacdo butirica — com predominancia de acido butirico, acido
acético, CO, e H, e tipica de Clostridium ssp.

Fermentacao propidnica — com producao de acido propidnico, acido acé-
tico, acido succinico e CO,,.

Na degradacao de um polissacarideo até a obtencao de um monossacari-
deo, varias enzimas participarao do processo.

Faca uma massa com 300g de farinha de trigo, 20g de margarina, 30g de
acucar, 50g de fermento bioldgico (fermento para pao) e agua suficiente
para fazer uma massa elastica. Deixe a massa repousar por 2 horas. Observe
o crescimento da massa e, em seguida, justifique o ocorrido.
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6.4.2 Decomposicao de proteinas e utilizacao de
substancias nitrogenadas

Os microrganismos sb conseguem aproveitar as moléculas menores de pro-

tefna, os peptidios, e ndo a proteina intacta, pois esta nao consegue atraves-

sar a membrana celular. Ndo sdo muitas as bactérias que evidenciam intensa

atividade proteolitica, no entanto, espécies do género Bacillus, Clostridium,

Pseudomonas, Proteus e Aeromonas demonstram tal capacidade.

As alteracdes de proteinas nitrogenadas nao proteicas decorrentes da acao
de enzimas extracelulares, acarretam marcantes alteracbes nos alimentos
tais como amolecimento, mudanca de cor e aroma.

Denomina-se putrefacdo ao processo deterioravel, resultante da utilizagao
anaerdbia das proteinas e substancias nitrogenadas nao proteicas. Nessa re-
acao ocorre a formacao de substancias de odor putrido (mercaptanas, ami-
nas, etc.); e decomposicdo para os casos em que a degradacao é aerdbia,
com oxidacao dos produtos metabdlicos.

Alguns produtos decorrentes da utilizacdo microbiana de aminoacidos
especificos merecem especial mencao.

- A decomposicao de triptofano resulta na formacdo de indol e
escatol,queemconcentracoeselevadasapresentamaromapronunciado
e desagradavel.

— A descarboxilacdo de certos aminoacidos como a lisina e ornitina
resultam na formacdo de aminas de aroma muito intenso como a
cadaverina e putrescina.

- A histidina livre presente em alimentos, com particular abundancia
em peixes da familia Scombridae (atum, bonito, cavalinha) é decom-
posta por bactérias, principalmente por Proteus morganii, resultan-
do no acumulo de histamina nos tecidos. A presenca de histamina e
outras aminas biogénicas nos alimentos, em concentracbes acima de
100mg/100g, tém sido relatadas como responsaveis por casos e sur-
tos de intoxicacoes.

Outras substancias volateis decorrentes da decomposicao microbiana de
aminoacidos sao de grande importancia tais como: gas sulfidrico, dimetil
sulfeto e o metil merceptano, responsavel pelo odor nauseante de pesca-
dos deteriorados; TMA (trimetilamina) é outra substancia volatil presente em
peixes em deterioracao.
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6.4.3 Decomposicao de lipidios

Os principais lipidios em alimentos sao as gorduras, basicamente ésteres de
glicerol e acidos graxos e denominados trigliceridios. As gorduras presentes
nos alimentos estao sujeitas a processos de hidrolise e oxidacao, que resul-
tam na formacao de varios compostos. O processo hidrolitico é catalisado
pelas lipases, enzimas produzidas por algumas bactérias principalmente nos
géneros Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobac-
ter, Flavobacterium, Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, muitas delas psi-
cotroficas e associadas com deterioracdo de alimentos gordurosos mantidos
sob refrigeracao.

Os 6leos puros e as gorduras ndo sao atacados por microrganismos, uma
vez que eles nao crescem na auséncia de agua. No entanto, nos alimen-
tos gordurosos que também contém agua a situacao é diferente. Uma vez
gue a interacdo entre dgua e gordura é baixa, a existéncia de uma fase
aquosa associada a gordura é suficiente para o desenvolvimento microbiano.
E 0 que acontece em alimentos como margarina, manteiga creme de leite.
A gordura deteriorada é denominada rancosa, cabendo diferenciar a ran-
cificacao hidrolitica, geralmente de origem microbiana, da oxidativa que
usualmente ndo envolve a participacao de microrganismos, embora alguns
bolores nos géneros Asperqillus e Penicillium produzam enzimas oxidativas.

Coloque em temperatura ambiente (28°C) duas amostras, uma de um

gueijo gorduroso e outra de 6leo de soja. Observe o comportamento das
duas amostras e, em sequida, justifique o que ocorreu.

Resumo
Nesta aula, vocé conheceu os principais microrganismos encontrados nos

alimentos, sua fonte de origem e como eles atuam sobre as substancias
dos alimentos.

Atividades de aprendizagem

1. De acordo com o papel que desempenham, como sao classificados
0S Microrganismos?

2. Quais as fontes de contaminacao dos microrganismos?
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3. Quais os principais microrganismos encontrados no solo, agua, vegetais,
trato intestinal e manipuladores de alimentos?

4. De que dependera a velocidade de deterioracao dos alimentos?

5. Com que fim os microrganismos metabolizam os carboidratos?

6. Quais as diferencas metabdlicas das bactérias aerdbias e anaerdbias?
7. Diferencie homofermentacdo de heterofermentacao?

8. Que tipos de alteracbes perceptiveis nos alimentos sao decorrentes da
acao microbiana sobre as proteinas?

9. Diferencie decomposicao de putrefacdo?
10.Como se denomina a gordura deteriorada?

11.Que sao lipases?

Aula 6 — Alteragdes microbianas sobre as substancias dos alimentos 75






Aula 7 - Mecanismos de producao de
doencas dos microrganismos

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Identificar os mecanismos pelos quais 0s microrganismos causam
doencas de origem alimentar

7.1 Infeccoes e toxinfeccoes
Os microrganismos causam doencas de origem alimentar (gastroenterites),
através de processos de toxinfeccoes alimentares ou de infeccao.

Toxinfeccdes ou intoxicacoes alimentares: infeccoes causadas pela
ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas.

Infeccoes alimentares: infeccoes causadas pela ingestdao de alimentos
contendo células viaveis de microrganismos patogénicos.

Na toxinfeccdo alimentar, a toxina é formada no alimento e, em concen-
tracdo capaz de produzir a doenca, sendo ingerida na alimentacao, podera
causar a toxinfeccao. Na infeccao, o agente infeccioso é ingerido juntamente
com o alimento, que vence as barreiras protetoras do hospedeiro, coloniza a
mucosa intestinal e desencadeia o processo infeccioso.

7.2 Mecanismos de patogenicidade

Os diferentes microrganismos causadores de doencas de origem alimentar
podem apresentar diversos mecanismos que podem dar inicio a doenca. As
toxinas dos fitoplancton, as micotoxinas de fungos e as toxinas das bactérias
Gram-positivas sao pré-formadas no alimento ou no trato intestinal durante
a esporulacdo a exemplo do Clostridium Perfrigens.
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A dose minima infectante é a quantidade minima de células do microrga-
nismo patogénico ou toxina, capaz de produzir a sindrome da doenca

7.2.1 Mecanismos de patogenicidade das bactérias
Gram-negativas

A patogénese e as propriedades de viruléncia desse grupo de bactérias sao

diferentes das Gram-positivas e muito mais complexas por serem caracteris-

ticas medidas por multiplos fatores. De um modo geral uma bactéria causa

infeccao alimentar quando é capaz de:

infectar as superficies, mucosas gastrointestinal,

® penetrar no organismo geralmente por essas superficies mucosas;

multiplicar-se nas condicbes ambientais do trato gastrointestinal;

e causar danos ao tecido mucoso do hospedeiro.

Bactérias Gram-positivas causam toxinfeccao alimentar.

Bactérias Gram-negativas causam infeccao alimentar.

Apesar de serem determinados geneticamente, os fatores de patogenicidade
e viruléncia das bactérias expressam-se apenas quando existem condicoes,
favoraveis. Estas condicoes sao especificas para cada microrganismo e po-
dem variar de hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre diferentes tecidos
de um mesmo hospedeiro. Além disso, veremos posteriormente, que alguns
fatores de viruléncia precisam interagir com estruturas quimicas especificas
(receptores) das células do hospedeiro, para exercer a sua acao sobre a mes-
ma. A auséncia de um receptor apropriado, nos tecidos de um hospedeiro,
pode torna-lo resistente a um determinado patégeno. Portanto, a auséncia
de condicbes ambientais favoraveis e/ou de receptores especificos poderia
explicar porque algumas doencas s6 ocorrem em determinadas espécies de
animais ou afetam apenas setores especificos do corpo.

O mecanismo de patogenicidade das bactérias esta relacionado aos pro-

cessos interativos entre o agente infeccioso e o hospedeiro; os fatores re-
lacionados a células do microrganismo, as substancias produzidas pelos
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microrganismos e a inferéncia com mecanismos de defesa do hospedeiro.
A seqguir, veja a relacdo entre o agente e o hospedeiro.

7.3 Relacao entre agente X hospedeiro

O primeiro requisito para o estabelecimento de uma infeccdo é que o
patdgeno entre em contato com a camada de muco que recobre a superficie
epitelial da mucosa do hospedeiro. Feito o contato inicial, o patbgeno adere
as células epiteliais para escapar dos mecanismos de remocao bacteriana
disponivel no local, como o fluxo das secrecdes e a acao mucociliar.

A aderéncia permanente da bactéria ao tecido do hospedeiro requer o es-
tabelecimento de ligacoes especificas entre estruturas complementares na
superficie das bactérias e da célula epitelial. Essas estruturas compreendem
as adesinas (fimbrias, fibrilas e glicocélices), na superficie bacteriana, e os
receptores, na superficie da célula epitelial.

A maioria das bactérias para estabelecer um processo infeccioso precisa pe-
netrar as mucosas (invasao) e disseminar-se pelo organismo do hospedeiro,
entretanto, algumas espécies bacterianas, como o Vibrio cholerae e a Es-
cherichia coli enteropatogénica nao penetram na mucosa, mas causam seus
efeitos prejudiciais por meio de exotoxinas.

E indispensavel que haja receptores no nivel do epitélio intestinal do
hospedeiro para que ocorra a fixacdo do agente produtor da infeccao.

7.4 Multiplicacao nos tecidos do hospedeiro
Para ser patogénica, uma bactéria deve ser capaz de sobreviver e multipli-
car-se nos tecidos do hospedeiro. A maioria dos patdégenos pode adquirir
nutrientes suficientes por algumas geracoes. A velocidade com que esses
nutrientes sdo encontrados e utilizados é extremamente importante. Outros
fatores que podem contribuir para limitar o crescimento microbiano no inicio
de uma infeccao, ¢ a alta tensdo de oxigénio que restringe o crescimento de
anaerébios, ou a escassez de ferro livre. Muitas bactérias patogénicas secre-
tam compostos quelantes de ferro.

O numero de células que se multiplicam, depende de condicdes favoraveis

encontradas no epitélio do hospedeiro. A gravidade da doenca depende da
viruléncia do agente infeccioso.
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7.5 Producao de toxinas

As bactérias patogénicas podem provocar danos aos tecidos do hospedeiro
através de producao de toxinas e desencadeamento de reacdes imunolo-
gicas prejudiciais e, algumas vezes, mortais. A maioria dessas toxinas é
exotoxina, isto é, apos serem produzidas pelas bactérias sao eliminadas
para o meio ambiente.

No caso da infeccao, a producao de toxina ocorre no epitélio do hospedeiro
por bactérias aderentes e ou invasivas.

Uma caracteristica comum das exotoxinas é sua natureza proteica.

As endotoxinas sao componentes integrantes da membrana externa da pa-
rede das bactérias Gram-negativas. A natureza quimica das endotoxinas s
exerce seus efeitos téxicos, quando sdo liberadas durante a lise bacteriana.
7.5.1 Interferéncia com mecanismos de defesa
do hospedeiro

As bactérias patogénicas tém que vencer os fatores antibacterianos séricos,
fagocitose e respostas imunoldgicas humoral e celular do hospedeiro.
Baseado no que vocé estudou, faca uma pesquisa e identifique uma bactéria
que causa infeccao alimentar, um fungo e uma bactéria que causam toxin-
feccao alimentar.

Resumo

Nesta aula, vocé estudou 0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos cau-
sam infeccao e toxinfeccao alimentar.

Atividades de aprendizagem

1. O que é toxinfeccao alimentar?

2. O que é infeccao alimentar?

3. Que sdo micotoxinas?
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4. Que sdo endotoxinas e exotoxinas?

5. Quais das duas formas de toxinas, citadas anteriormente? Elas se enqua-
dram na maioria das toxinfeccdes?

6. Uma bactéria patogénica, quando ingerida, sempre causara doenca?
7. Quais as etapas necessarias para que ocorra uma infeccao alimentar?

8. As bactérias Gram-positivas sao responsaveis por que tipo de doenca?
E as Gram-negativas?

9. Que sao processos de invasividade?

10.Quais as defesas do hospedeiro em relacao ao agente infeccioso?
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Aula 8 - Normas em laboratoério
de Microbiologia

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Conhecer as normas de trabalho em laboratério de Microbiologia.

8.1 Normas em laboratério de Microbiologia
Em laboratério, onde se realizam analises microbiolégicas, deve-se obedecer
a uma série de normas que visam eliminar ou minimizar os riscos de conta-
minacao, nao sé dos alimentos a serem analisados bem como dos manipu-—
ladores, visto que, sempre existe a possibilidade de se estar trabalhando com
material contaminado por patégenos.

Os laboratérios ao realizarem as diferentes analises estdo permanentemente
em contato com microrganismos patégenos e apatdgenos. A observacdo
destas normas visa também, além do acima exposto, assegurar a exatidao
dos resultados das anélises efetuadas.

8.1.1 Higiene pessoal e equipamentos de protecao
e Nao participar dos trabalhos, se portador de algum ferimento nas maos.

Deixar fora do laboratério roupas, agasalhos, carteiras, pastas, livros, ou
qualquer outro pertence que nao sera utilizado no laboratério

e Lavar sempre as maos ao entrar e antes de sair do laboratério.
e Usar avental, luvas e protetor capilar.

e Nao fumar, comer ou ingerir liquidos no laboratério.

e Nao tocar os olhos, boca e nariz com as maos.

* Nao umedecer etiquetas com a lingua.
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Nao usar avental para limpar objetos ou instrumentos de trabalho.

Tratar imediatamente qualquer ferimento provocado durante o trabalho
(cortes e arranhoes).

Comunicar imediatamente ao chefe imediato, qualquer suspeita de ha-
ver contraido uma enfermidade indicando o material ou o microrganis-
mo com o qual estava trabalhando no momento.

Memorize as normas acima e sem consulta repasse para o papel os conheci-
mentos obtidos. Repita esse treinamento até ter memorizado completamente.

8.2 Normas de trabalho microbioldégico

a)
b)

(9]

84

Planejar cada tarefa levando em consideracao o tempo necessario para
execucdo e leitura da mesma.

Trabalhar sempre de maneira ordenada, tranquila, constante e metédica,
evitando movimentos desnecessarios.

Limpar e desinfetar a superficie da bancada de trabalho, antes e apds a
tarefa de cada dia.

Anotar:

tipo de amostra;

data e hora da chegada ao laboratério e qualquer outra observacao
prévia a analise;

na analise propriamente dita, anotar método utilizado, meio de cultura
empregado, resultados obtidos e outras anotacdes que julgar importante.

O material a analisar deve ser tocado, exclusivamente, com instrumentos
estéreis e nunca com as maos.

No caso de derramamento fortuito do material infectado, desinfectar e
esterilizar novamente.

Colocar todo o material usado, tais como: laminas, pipetas, etc., em
recipientes adequados com solucdo desinfetante.
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a)
b)
0
d)
e)

Todo o material deve seguir preferencialmente a sequéncia abaixo:

esterilizacdo;
lavagem;
secagem;
esterilizacdo;

armazenamento.

Os cultivos, ap6s a leitura, devem ser esterilizados.
Ao sair do laboratério verificar se estao fechados registros de gas e agua.

Deixar todo o laboratério limpo e ordenado para o dia seguinte.

Fazer um roteiro das normas a serem seguidas de forma clara e objetiva.

Resumo

Nesta aula, vocé conheceu as normas definidas para higiene do pessoal
que trabalha no laboratério, dos equipamentos e utensilios e a sequéncia
de planejamento.

Atividades de aprendizagem

A que visam as normas em laboratério de Microbiologia?

Como se deve proceder em um laboratério de Microbiologia, para asse-
gurar a saude do manipulador?

Qual a importancia da desinfeccao da bancada de trabalho?

Por que sé se deve tocar alimentos durante a analise microbioldgica, com
material estéril?
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5. Qual a sequéncia de tratamento necessario aos materiais de laboratério
de Microbiologia?

6. Qual a necessidade da esterilizacao do cultivo microbiolégico apés a leitura?
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Aula 9 - Processo de esterilizacao,
desinfeccao e preparo do material para uso
em analises microbioldgicas de alimentos

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Aprender os agentes fisicos e quimicos utilizados no processo de
esterilizacdo e desinfeccao, as diluicdes de alcool e cloro utilizados
nos processos de desinfeccao, e as etapas do preparo do material
utilizado nas analises microbiolégicas.

9.1 Processo de esterilizacao e desinfeccao
De maneira geral, podemos informar que o termo esterilizacao implica no
uso de agentes fisicos e/ou quimicos para eliminar totalmente os organismos
vivos de um material. Em contrapartida, o termo desinfeccdo se entende
pelo uso de agentes quimicos germicidas para destruicao da infeciosidade
potencial de um dado material, ndo implicando, portanto, na eliminacao
total dos organismos vivos.

Na contaminacao, os microrganismos chegam ao alimento espontaneamente e,
na inoculacdo, a cultura microbiana é adicionada intencionalmente ao alimento,
visando uma alteracao desejada.

9.2 Agentes utilizados
e Agentes fisicos

Calor umido: técnica preferencial para esterilizacdo de todo o material, com
excecdo daqueles que por qualquer razdo poderiam sofrer alteracbes (por
exemplo: solucdes de aclcares). Recomenda-se o uso de autoclave a 121°C
por 15 minutos.
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Calor seco: a esterilizacao segura pelo calor seco requer uma temperatura
de 160°C por 1 ou 2 horas. A esterilizacado por calor seco é usada de uma
maneira geral para materiais de vidro ou metal.

Radiacao UV: o efeito bactericida muito conhecido da luz solar deve-se na
realidade as irradiacbes ultravioletas que é um desnaturante proteico.
Quanto menor o comprimento de onda, maior sua acao bactericida.

e Agentes quimicos
Dissolucao dos lipidios da membrana celular (detergentes lipossolubilizantes).

Alteracoes irreversiveis das proteinas (mediante o uso de desnaturalizantes,
guelantes, etc.).

9.3 Biofilmes microbianos

Na natureza e nos alimentos, 0s microrganismos crescem como uma co-
munidade, que quando aderem uma superficie formam uma pelicula invi-
sivel a olho nu chamada de biofilme.

As células microbianas que formam o biofilme estdo embebidas em uma
matriz polimérica. Desta forma, os alimentos podem ser contaminados
com bactérias degradadoras e patogénicas, provenientes do contato com
o biofilme.

Os biofilmes se formam em qualquer superficie. Para a formacao do biofilme,
inicialmente os nutrientes dos alimentos sdo adsorvidos na superficie forman-
do um filme condicionante, em seguida, os microrganismos aderem a esta
superficie, multiplica-se e formando microcolénias, dando sequéncia a uma
camada de célula. Geralmente, uma limpeza efetiva e um programa de saniti-
zacao podem inibir a formacao de biofilme.

88 Microbiologia Basica



a Filme condicionante de residuos alimenticios na superficie de trabalho

‘\_f\——-\_/\/_/'\/\_,/\/ . . L.
-«—— Residuos alimenticios

(fontes de nutrientes)

Superficie de trabalho

b Microrganismos aderidos a superficie condicionada

o @

€ Os microrganismos dividem-se e formam microcol6nias. A formacao de polissacarideo
estabiliza o biofilme

M -<—— Camada de polissacarideo secretada

d Fragmentos de biofilme que descamam periodicamente

“* «— Diversos microrganismos do biofilme
descamado no produto alimenticio

Figura 9.1: Formacao de biofilme
Fonte: Forsythe (2002, p. 153)
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a Biofilme maduro

¥ =

b Remocio do material da superficie (polissacarideo, residuos alimenticios, etc.)
por detergente

o

€ Destruicdo de microrganismos por desinfetante

IRLINRY
om0

—_—

d Enxdgue para remocao de células microbianas mortas, as quais, de outra maneira,
poderiam agir como fontes de nutrientes para um novo biofilme

oo —

Figura 9.2: Remocao de biofilmes
Fonte: Forsythe (2002, p. 154)

9.4 Preparacao do alcool a 70%

O alcool é um produto hidratado, porém tem um poder de evaporacao
muito rapido. O poder bactericida pode ser melhorado se aumentarmos
seu tempo de contato com as superficies. O alcool a 93,8% tem um maior
poder de volatilizacdo, portanto para melhor acdo bactericida devemos
diluir o alcool a 70%.

90 Microbiologia Basica



Sabemos que o alcool comercial possui:

96°GL (Gay Loussac) — densidade vol/vol que corresponde a 92,8 INPM
(Instituto Nacional de Pesos e Medidas) que é a relacao peso/volume.

Logo, 100ml de alcool é constituido de 938ml de alcool e 62ml de agua.
Com isso podemos fazer a seguinte relacao:

1000ml...cciii, 92,8%

X =754,31ml de alcool
1000 — 754,31 = 245,69
755ml de alcool + 245ml de dgua equivale ao alcool a 70%

O alcool diluido a 70% permite um maior tempo de contato com o microrga-
nismo e por isso possui maior poder bactericida.

9.5 Diluicao de produtos clorados em PPM
E importante conhecer a concentracdo de cloro ativo nos produtos.
Os fornecedores informam sempre a concentracdo em g% havendo a ne-
cessidade de transformar em PPM (partes por milhao). Por isso, devemos
transformar as medidas para mg/l.

O cloro é um excelente germicida.
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e-Tec Brasil

9.6 Preparo do material para uso em anali-
ses microbiolégicas de alimentos

Todos os materiais para uso em analises microbiolégicas de alimentos devem

ser preparados de forma a garantir que estes se encontrem totalmente limpos,

estéreis e isentos de residuos quimicos e organicos no momento das analises.

As etapas de preparo desse material incluem a descontaminacao, descarte de

residuos contaminados, lavagem, acondicionamento e esterilizacao.

A esterilizacdo de vidrarias deve ser feita, preferencialmente, em estufa, porque
ao final da esterilizacdo o material encontra-se completamente seco.

Pipetas com capacidade menor que 1,0ml nunca devem ser esterilizadas em
estufas, pois as altas temperaturas provocam alteracées significativas nas
medidas de volume.

9.6.1 Etapas de preparacao do material

9.6.1.2 Descontaminacao e descarte de residuos contaminados
Todo material resultante das analises microbioldgicas é altamente contamina-
do, com milhares de vezes do numero de células viaveis em comparacao com
as contagens, normalmente, encontradas nos alimentos. Esse material inclui
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meio de cultura onde foi obtido o crescimento microbiano. Toda vidraria e
demais utensilios que tenham entrado em contato com os microrganismos,
para a descontaminacdo deve ser submetido a esterilizacdo em autoclave a
121°C por 30 minutos. Portanto, antes se deve afrouxar as tampas de todos
os frascos com detergente para amolecer residuos em pipetas e facilitar a
remocao, durante a etapa seguinte de lavagem.

9.6.1.2 Lavagem

Na lavagem de vidrarias e demais utensilios, os detergentes mais utilizados sao
0s que contém compostos alcalinos como silicatos, carbonatos ou fosfatos.
Quando é necessaria a aplicacao de agentes mais fortes, no caso por exemplo,
de pipetas que ndo permitam a introducao de escovas usa-se, frequentemente,
solucao sulfocrémica, constituida de acido sulfurico e dicromato de potassio
e a solucao alcodlica TN de hidréxido de sodio. O enxofre desse material deve
garantir a total eliminacao de residuos que podem interferir e prejudicar os
resultados das analises.

O bom resultado analitico depende de todos os cuidados higiénicos no
laboratdério, com a amostra, a area fisica, os materiais de analises e com
o laboratorista.

9.6.1.3 Acondicionamento

e Placas de petri — devem ser acondicionadas em estojos de aluminio
ou aco inoxidavel ou embrulhadas em papel Kraft em grupos de até
10 placas.

* Pipetas — preencher o bocal com algoddo e acondicionar em porta
pipetas com as pontas viradas para baixo. Na extremidade oposta a da
tampa é prudente proteger o fundo do estojo com gaze ou algodao.
Pode-se também embrulhar individualmente em papel Kraft, identifican-
do-se a extremidade que deve ser aberta no momento da analise.

e Tubos de ensaio vazios - fechar com tampdo de algoddo ou com
as respectivas tampas. Acondicionar em grupos, em cestas apropriadas,
cobrir a parte superior dos tubos com papel Kraft e amarrar com barban-
te. Deve-se proceder da mesma forma com frascos de homogeneizacao
e outros frascos vazios.

e Espatulas, pincas, tesouras e demais utensilios — embrulhar individu-
almente com papel Kraft, identificando a extremidade do embrulho que
deve ser aberta no momento da andlise.
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Muitos laboratérios utilizam métodos rapidos de analises microbioldgicas. Usa-
se também placas de petri e ponteiras de pipetas automaticas descartaveis.

9.6.1.4 Esterilizacao
Na esterilizacdo em estufa, o material deve permanecer a 170°C/1h e na es-
terilizacdo em autoclave a 121°C/15 minutos. Deve-se evitar trabalhar com a

estufa ou autoclave muito cheias para facilitar transferéncia de calor.

A esterilizacdo de vidrarias deve ser feita, preferencialmente, em estufa,
porque ao final da esterilizacdo o material encontra-se completamente seco.

Pipetas com capacidade menor que 1,0ml nunca devem ser esterilizadas em

estufas, pois as altas temperaturas provocam alteracdes significativas nas
medidas de volume.

Resumo

Nesta aula, vocé aprendeu sobre os agentes fisicos e quimicos utilizados
no processo de esterilizacao e desinfeccao, as diluicdes de alcool e cloro
utilizados nos processos de desinfeccao, e as etapas do preparo do material
utilizado nas analises microbiolégicas

Atividades de aprendizagem

1. Para que fazer a descontaminacao do material resultante da analise
microbiana?

2. Como se realiza a descontaminacao?

3. Quais os detergentes mais utilizados na lavagem de vidrarias e utensilios
de laboratério?

4. Quando usar a solucao sulfocrébmica?
5. De que é composta a solucao sulfocrémica?

6. Como acondicionar placas de petri e pipetas?
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7. Como acondicionar tubos e materiais metalicos?
8. Qual o perigo do residuo de detergentes nas vidrarias?

9. Qual a relacdo tempo/ temperatura utilizadas para esterilizacdo em
estufa e em autoclave?

10. Diferencie esterilizacdo de desinfeccdo?
11. Quais os agentes fisicos e quimicos utilizados na esterilizacao e desinfeccao?
12. O que é biofilme?

13. Quanto de alcool e de agua devemos utilizar para obtencao de 1000 ml
de &lcool a 70%?

14. Qual a vantagem de se utilizar o alcool a 70% para desinfeccao
de superficies?

15. Como calcular a quantidade de cloro para obtencao de uma diluicao
a 10PPM, sabendo-se que a agua sanitaria possui 2,5% de cloro ativo?
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Aula 10 - Coleta, transporte e
estocagem de amostras para analise

Objetivo da aula
Ao final da aula vocé devera ter condicoes de:

Conhecer as etapas de coleta, transporte e estocagem de amostras
para analise microbiolégica visando a qualidade dos resultados obtidos.

10.1 Coleta de amostras
A conclusao correta a respeito do lote dependera da coleta de amostras para
avaliacao do lote de alimentos processados.

Entende-se por lote uma quantidade de alimento de mesma composicao e
caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais produzidas e manuseadas sob as
mesmas condicdes. O lote pode ser composto de uma quantidade de emba-
lagens unitarias, no caso de alimentos embalados ou por¢des de determinado
peso ou volume, nao acondicionados em embalagens individuais.

Uma amostra de lote seria um determinado numero de embalagens
escolhidas ao acaso para representar o lote que passara a se chamar unidades
de amostra. Uma unidade de amostra nao representa o lote, qualquer con-
clusao a respeito do lote depende do conjunto de unidades de amostra.

Unidade analitica — ¢ a quantidade de alimento efetivamente utilizada na
analise de uma unidade de amostra.

Qualquer falha na coleta, transporte e estocagem da amostra resultard em um
falso resultado analitico.
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10.2 Coleta de amostra para analise
Dos cuidados especiais tomados na coleta de amostra para analise microbiolé-
gica, dependem a validade e a interpretacao dos resultados laboratoriais.

10.2.1 As normas técnicas a serem seguidas

a)

b)

)

d)

e)

f)

)]

h)
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Planejamento para um perfeito sincronismo entre a coleta/remessa e a
capacidade do laboratério em executar as analises.

Coleta das amostras, sempre que for possivel, em suas embalagens origi-
nais e em quantidade nunca inferior a 100g ou 100ml.

Na impossibilidade de atender o item anterior, a coleta da amostra deve
ser feita em condicoes assépticas.

Deve-se proceder a limpeza e a desinfeccdo da embalagem do alimento a
ser analisado, com solucao de alcool iodado ou outro desinfetante, abran-
gendo uma area que alcance pelo menos 10cm da extremidade da aber-
tura. No caso da embalagem com tampa descartavel, deve-se proceder da
mesma forma acima. Quando tratar-se de recipiente hermeticamente fe-
chado, a borda nao codificada deste deve ficar posicionada para cima, na
qual se faz a assepsia. Usa-se um abridor de latas previamente esterilizado.

Acondicionamento da amostra, quando retirada da embalagem original,
deve ser feito em recipiente integro, previamente esterilizado e identifi-
cado, capaz de resguardar de qualquer alteracao utilizando fechamento
gue nao pode ser violado.

Sempre que possivel e/ou necessario, a amostra deve estd acompanhada
de um relatério consignado local, hora e método da coleta, lote da partida
e numero que as constitui, bem como informacoes que possam orientar a
execucao e interpretacao dos resultados.

Providéncias especiais deverao ser tomadas para que o tempo decorrido
entre a coleta da amostra e a execucao das analises seja 0 menor possivel.

As amostras devem ser mantidas em condicdes que impecam o desen-
volvimento de microrganismos, sem contudo impedir que estes conti-
nuem vidveis até o momento da analise. Assim, os alimentos deterio-
raveis devem ser mantidos sob refrigeracdo e os desidratados em lugar
fresco e seco.
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10.2.2 Transporte e estocagem de amostra para analise
a) Deve-se transportar e estocar amostras de alimentos da mesma forma
como o produto é transportado e estocado na sua comercializacao.

b) Alimentos comercialmente estéreis em embalagens herméticas podem
ser transportados e estocados a temperatura ambiente, devendo ser pro-
tegido contra exposicao a temperaturas superiores a 45°C.

¢) Alimentos com baixa atividade de dgua (desidratados, secos ou concen-
trados) podem ser transportados e estocados a temperatura ambiente e
protegidos contra a umidade.

Alimentos pereciveis, comercializados de forma refrigerada ou congelada,
devem ser transportados na condicdo da coleta e transportados em caixas de
isopor com gelo dentro de sacos plasticos, para evitar acimulo de liquido na
caixa. Recomenda-se que a estocagem seja nas mesmas condicoes de coleta
e no caso dos refrigerados o tempo decorrido entre a coleta e a andlise ndo
deve ultrapassar 36 horas.

Resumo

Nesta aula vocé conheceu as etapas de coleta, transporte e estocagem
de Amostras para analise microbiolégica visando a qualidade dos
resultados obtidos.
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Atividades de aprendizagem

1. Diferencie lote de unidade de amostra.

2. Como pode ser composto o lote?

3. O Que é unidade analitica?

4. Qual da importancia da correta coleta de amostra?
5. Como deve-se proceder a coleta de amostra?

6. Como deve-se transportar e estocar a amostra?
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Aula 11 - Contagem total
de microrganismos em placas

Objetivo da aula

Aprender sobre o método de contagem total de microrganismos
em placas.

11.1 Contagem total de microrganismos
em placas

A contagem de microrganismos em placas é um método utilizado para con-
tagem de grupos microbianos em geral, tais como os aerébios mesofilos,
aerobios psicrofilos, bolores e leveduras e os clostridios sulfito redutores.
E utilizado ainda para a contagem de géneros e espécies especificas, desde
que utilizado um meio seletivo especifico para cada género, a exemplo de
contagem de Staphilococcus aureus, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus
e outros.

O método de contagem total em placas se baseia na premissa de que cada
colénia microbiana formada é originaria de uma célula ou de uma unidade
formadora de col6nia presente em uma amostra do alimento.

Variando o tipo de meio de cultura (enriquecido, seletivo, seletivo diferencial)
e as condicdes de incubacao (temperatura e atmosfera) é possivel selecionar
0 grupo, género ou espécie que se deseja contar.

11.2 Diluicao de amostra e plaqueamento
em profundidade
11.2.1 Preparo de diluicoes

Para obtencao da diluicao inicial (1/10), procede-se do seguinte modo:

1. Retirar assepticamente porcoes de 25g ou 25ml da amostra colocando-
se em homogeneizadores esterilizados.

2. Adicionar 225ml do diluente escolhido (solucdo salina a 0,85% ou
solucdo salina peptonada).
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3.

a)

b)

6.

Preparar as diluicoes necessarias, 1072, 103, 1074, a partir da diluicdo 107",
da amostra preparada anteriormente, transferindo 1ml da diluicao inicial
para tubos com 9ml de solucao salina peptonada e homogeneizar.

Homogeneizacao:

a diluicdo 107" deve ser ressuspensa no liquidificador por 15 segundos
antes de ser feita a diluicdo a 102 e a semeadura;

para fazer as diluicbes subsequentes e as semeaduras, ressuspender por
10 segundos em agitador. Na auséncia do agitador, aspirar e soltar a
suspensao 15 vezes com pipeta.

Distribuir 1ml de cada diluicao no centro de placas de Petri estéreis adi-
cionando-se cerca de 15ml de Agar padrao para contagem fundido e
resfriado a 45°C. Em superficie plana, submeter a placa a duas séries
alternadas de cinco movimentos de vai e vem e cinco movimentos rota-
torios, deixar solidificar.

Incubar as placas invertidas a 36+_1°C por 48 horas.
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1 ml 1ml 1ml 1 ml 1 ml

Inéculo original Cada tubo [
contém 9 ml
de caldo de
cultura
Diluicdes 1:10 1:10.000 160:000
w € Y

o ]

Plagueamento

1:100

l 1:10.000  1:100.000

Calculo: numero de colénias na placa X indice de diluicao da amostra = nimero de bactérias/ml
(Por exemplo, considerando-se que a placa que recebeu a diluicao de '/, ., contém 32 coldnias,
pode-se estimar que existem 32 X 10.000 = 320.000 bactérias/ml da amostra.)

Figura 11.1: Contagem em placa e dilui¢oes seriadas

Na contaminacao, os microrganismos chegam ao alimento espontaneamen-
te e na inoculacdo a cultura microbiana é adicionada intencionalmente ao
alimento, visando uma alteracao desejada.

11.2.2 Obtencao dos resultados
e Serdo consideradas significativas a contagens das diluicoes que apresen-
tarem entre 30 e 300 coldnias.

e Para calcular o numero de unidade formadora de colénia (UFC) por gra-
ma do produto, multiplicar o numero significativo encontrado, pelo fator
de diluicao correspondente:

a) Leituras abaixo de 30 col6nias na menor diluicao (107"), expressar como
abaixo de 300 UFC/grama.

b) Auséncia de crescimento em 107", expressar como abaixo de 10 UFC/grama.

¢) Leituras acima de 300 col6nias na maior diluicdo expressa como maior de
300 x 10* UFC/gramas.

d) Leituras entre 30 e 300 col6nias, expressar o resultado multiplicando-se
o valor encontrado pelo fator de diluicdo correspondente.
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N\

1,00u 0,1 ml 0,1ml

1 Adigdo do inéculo
em placa sem
meio solido

2 Adicao de agar
nutriente fundido

3 Misturar com
agitacao suave

E-Y

Crescimento das
colénias ocorre

na superficie como
também dentro do
agar apos sua solidificacao

-

. O método pour plate . 0O método de espalhamento em placa

J

1 Adicao do in6culo
em placa contendo
meio solido

2 Espalhamento do
inéculo em toda a
superficie

Crescimento das
colénias somente
na superficie

do meio

_J

Figura 11.2: Metodologia utilizada para a contagem de col6nia em placas. (a) o mé-

todo pour plate. (b) o método de espalhamento em placa
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Exemplo de expressao de resultado

NuUmero de colbnias contadas na diluicdo de 103 = 250

Resultados: 2,5 x 10°> UFC/grama.

Resumo

Nesta aula vocé aprendeu como se faz a contagem de microrganismos em
placas, que é um método utilizado para contagem de grupos microbianos
em geral, tais como os aerébios mesdfilos, aerdbios psicrofilos, bolores e
leveduras e os clostridios sulfito redutores. E utilizado ainda para a conta-
gem de géneros e espécies especificas, desde que utilizado um meio seletivo
especifico para cada género, a exemplo de contagem de Staphilococcus au-
reus, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus e outros.

Atividades de aprendizagem
1. O que é o método de contagem em placas?
2. Em que se baseia o método?

3. Como proceder para isolar grupos, géneros ou espécies de microrganis-
mos no método de contagem em placas?
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4. O que sao UFC?Para que se faz diluicdes de amostras?
5. Qual a faixa de UFC que se deve fazer a contagem?

6. Quais as temperaturas de incubacdo para mesdfilos, termofilos
e psicrofilos?
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