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Manual do Aluno

Apresentacéo

A importancia dos microrganismos na conservacao e transformacdo dos produtos
agroalimentares justifica a introdug¢dao deste médulo como suporte a todo o processo

tecnoldgico.

Objetivos da aprendizagem

e Aplicar as regras basicas de seguranca num laboratério de Microbiologia;

e Reconhecer a importancia da Microbiologia;

* Reconhecer a a¢cdo dos microrganismos patogénicos nos alimentos;

e |dentificar os fatores que influenciam o crescimento dos microrganismos;

e Reconhecer a importancia da manipulacdo desses fatores na conservacao dos

alimentos.

Ambito dos contetidos

1. Taxionomia microbiana
1.1. Bactérias
1.2. Bolores e leveduras
2. Nutricdo e crescimento de microrganismos
2.1. Fatores intrinsecos
2.2. Fatores extrinsecos
3. Microbiologia dos alimentos
3.1. A¢do dos microrganismos na conservagao
3.2. Efeitos dos fungos (bolores e leveduras) na industria agroalimentar
3.3. Efeito das bactérias na indUstria agroalimentar
4. Doengas alimentares
4.1. Microrganismos patogénicos
4.2. Prevencdo de doencas de origem alimentar
5. Praticas laboratoriais

5.1. Regras de trabalho em laboratério
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5.2. Preparacao de material
5.3. Preparagao de meios de cultura
5.4. Analises sumarias de pesquisa de alguns microrganismos com importancia para

a industria agroalimentar.
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INTRODUCAO

No inicio da humanidade e durante milhares de anos, a alimentacdo baseava-se nos
abundantes recursos da natureza. Depois 0 homem passou a plantar, a criar animais e a
produzir os seus alimentos.

Com o aparecimento dos alimentos preparados surgem as doencas transmitidas devido
a deterioracdo (conservacdo inadequada). Na Idade Média, a morte de milhares de
pessoas por Ergotismo era frequente, devia-se a intoxicacdo aguda por ingestdo de
cereais contaminados pelo fungo Claviceps purpurea.

No século XllI, surgem os primeiros registos escritos sobre a importancia da limpeza e
higiene na producdo de alimentos. Mais propriamente as primeiras normas de higiene
gue caraterizavam produtos carneos quanto a boa ou ma qualidade.

Relativamente a presenca e atividade dos microrganismos em alimentos, é praticamente
impossivel precisar o inicio da sua compreens3o, por parte do homem. E inegavel que isso
aconteceu antes do estabelecimento da microbiologia.
O homem intuitivamente desenvolveu técnicas para
conservacdo, sem saber porqué, e nem qual o papel dos
alimentos na transmissao de doencas.

Em 1658 Kircher (fig. 1) relatou a presenca de “vermes”
em carnes decompostas; usando um microscépio
rudimentar, examinou doentes com peste bubdnica e

relacionou esta com putrefacdo.

i 3 1* AETHANALYS KIBCHERTS FYLImRsly
Figura 1 - Kircher. & St Lefi A st g
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Antony van Leeuwenhoek (fig. 2) foi o primeiro microbidlogo de que ha conhecimento.
Negociava tecidos e fabricava chapéus. Dele diz-se ter inventado o microscdpio, embora
haja quem atribua a paternidade da inveng¢dao a Hans e Zacharias Janssen, também
holandés, em 1590.

Leeuwenhoek foi seguramente o primeiro a fazer observagdes microscdpicas de materiais

bioldgicos.
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Numa carta datada de 9 de outubro de 1676, a duas
semanas de fazer 44 anos, escrevia a Royal Society of
London, sociedade que incentivava pensadores de toda
a Europa a contribuirem com ideias ou descobertas
cientificas a serem publicadas. O teor da carta era

estranho para a época:

“No ano de 1675, em meados de setembro... descobri
Figura 2 - Antony van criaturas vivas na dgua da chuva que ficara estagnada

Leeuwenhoek. por alguns dias num novo barril... Isso encorajou-
me a investigar essa dgua mais atentamente, jd que
esses [animais] me pareciam aos olhos mais de dez mil vezes menores do que o
[animal]... de nome pulga-d’dgua, que se pode ver em movimento na dgua a vista
desarmada”.

Antony van Leeuwenhoek

Este comerciante téxtil holandés, Leeuwenhoek, divertia-se nas horas vagas, a montar
lentes, tendo observado aquilo que denominou de “animalculus”, umas pequenas
criaturas vivas apenas identificaveis através de vidros curvos que montou num

microscopio rudimentar (fig. 3).

Figura 3 - Microscopio rudimentar de Leeuwenhoek.
Viu microrganismos que se moviam em gotas de chuva, infusdes putridas, saliva e
vinagre. E narra, numa outra carta, o «horror» estampado na cara de pessoas que o

visitaram para testemunhar as suas descobertas:
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“Vieram vdrias damas a minha casa ansiosas para ver as pequenas enguias no
vinagre, mas algumas ficavam téo enojadas com o espetdculo que juravam nunca
mais usar vinagre. E se alguém contasse a essas pessoas, no futuro, que ha mais
dessas criaturas nos residuos dos dentes da boca de um homem do que o total de
homens de todo um reino? Especialmente naqueles que nunca limpam os dentes”.

Antony van Leeuwenhoek

As observagdes de Leeuwenhoek, homem de pouca formagao cientifica, suscitaram,
nessa época, grande interesse junto da comunidade cientifica e da sociedade, em geral,
ainda que provocassem arrepios a algumas damas.

Foi ele quem deu os primeiros passos no universo
microscopico que permitiram a muitos outros

investigadores prosseguirem os seus estudos.

Figura 4 - Spallazani.

Em 1765 Spallazani (fig. 4) mostra que com recipientes vedados de um modo mais eficiente
e realizando a fervura por um tempo prolongado, a vida ndo surge espontaneamente.
Demonstrou que uma infusdo de carne aquecida durante 1 hora e em recipiente fechado
permanecia longo tempo sem deteriorar.

Nicholas Appert, em 1809 desenvolveu uma técnica de conservagao de alimentos,
através do acondicionamento dos alimentos em garrafas de vidro com algum liquido,
apos as garrafas (fig. 5) serem rolhadas e lacradas com cera, :
eram fervidas em banho-maria por um determinado periodo,
deste modo Appert conseguia um prolongamento do tempo
de vida de prateleira destes alimentos. Utilizou este processo

em vegetais e produtos carneos.

Figura 5 - Garrafa de Appert.
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Na época, Appert (fig. 6) acreditava que a
preservacdo do alimento devia-se a auséncia de ar
no interior da garrafa. Esta hipdtese foi derrubada
por Pasteur algumas décadas depois, em 1864, ao
provar que os pequenos seres vivos que ja haviam
sido identificados por Leeuwenhoek em 1675 eram
responsdveis por deterioracdes nos alimentos e

doencas no homem.

O termo Bacterium foi introduzido somente em

Figura 6 - Nicholas Appert.

1828, pelo microbiologista alemdo Christian
Gottfried Ehrenberg. O género Bacterium compreendia bactérias com formato de bastdo
ndo formadoras de esporos. O género foi considerado um nomen genericum rejiciendum
em 1954 pela Comissao Internacional de Nomenclatura Bacteriana.
Em 1837, Louis Pasteur (fig. 7) provou que
a acidificacdo do leite era provocada por
microrganismos, as suas experiéncias deram
fundamento para a teoria microbioldgica da
doenga. Foi mais conhecido do publico em
geral por inventar um método para impedir
gue leite e vinho causem doencas, um processo
gue veio a ser chamado pasteurizacdo. Ele é

considerado um dos trés principais fundadores

da microbiologia, juntamente com Ferdinand

Figura 7 - Louis Pasteur.

Cohn e Robert Koch.

Pasteur, por solicitacdo de vinicultores e cervejeiros da regido, comegou a investigar
a razao pela qual azedavam os vinhos e a cerveja. De novo, utilizando o microscopio,
conseguiu identificar a bactéria responsavel pelo processo. Prop6s eliminar o problema
aquecendo a bebida lentamente até alcangar 48° C, matando, deste modo, as bactérias,
e encerrando o liquido posteriormente em cubas hermeticamente seladas para evitar
uma nova contaminacdo. Este processo originou a atual técnica de pasteurizacdo
dos alimentos. Demonstrou, desta forma, que todo o processo de fermentagao e

decomposicdo organica ocorre devido a acao de organismos vivos.
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A experiéncia de Pasteur (fig. 8), na qual utilizou balées com pescoco de cisne veio
provar a presenga de microrganismos no ar. Pasteur colocou um caldo nutritivo num
baldo de vidro, de pescoco curvo (pescoco de cisne). Ferveu o caldo existente no baldo,
o suficiente para matar todos os possiveis microrganismos que poderiam existir nele.
Terminado o aquecimento, vapores da dgua proveniente do caldo condensaram-se no
pescoco do baldo e depositaram-se, sob forma liquida, na sua curvatura inferior.

Como os frascos ficavam abertos, ndo se podia falar da impossibilidade da entrada do
“principio ativo” do ar. Com a curvatura do pescog¢o do baldo, os microrganismos do
ar ficavam retidos na superficie interna humida e ndo alcangavam o caldo nutritivo.
Quando Pasteur quebrou o pescoco do baldo, permitindo o contacto do caldo existente
dentro dele com o ar, constatou que o caldo ficou contaminado com microrganismos

provenientes do ar.

Figura 8 - Experiéncia de Pasteur.

As pesquisas de Pasteur demonstraram que o efeito da temperatura na preservagdo dos
alimentos era na realidade sobre os microrganismos, observando que uma temperatura
de 62 a 63°C por um periodo de uma hora e meia era suficiente para eliminar os
microrganismos presentes em sumos de frutas. Este processo, que recebeu o nome de
pasteurizacdo, provocou um grande desenvolvimento na qualidade dos vinhos franceses,
principal industria francesa na época, concedendo a Pasteur um grande prestigio junto
do governo do seu pais.

Tanto as descobertas de Appert como de Pasteur foram desenvolvidas e amplamente

aplicadas na industria alimentar, até aos dias de hoje.
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As guerras mundiais no século passado proporcionaram o desenvolvimento e
aperfeicoamento destas técnicas de conservagao, visto existir a necessidade de abastecer
as tropas com alimentos preparados seguros.

As alteragGes dos habitos alimentares como consequéncia das guerras e da deslocacao
das pessoas dos meios rurais para os meios citadinos e industriais, levou a producdo de
alimentos que tivessem um periodo de conservacdo mais alargado do que os alimentos
frescos e disponiveis localmente, uma vez que surgiu a necessidade de transportar os
alimentos a grandes distancias.

O inicio da era espacial exigiu a producdo de alimentos seguros para os astronautas,
uma vez que no espaco estes estariam durante periodos de tempo alargados sem outros
fornecimentos de alimentos ou recursos médicos, no caso de doengas causadas por
alimentos contaminados.

Hoje em dia, a microbiologia é uma ciéncia com imensas aplicacbes em campos
vastissimos, que vao da industria a medicina, passando pela agricultura, engenharia,

biotecnologia, geologia e ecologia.
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1. TAXONOMIA MICROBIANA

Microbiologia
No mundo que vivemos tudo nos parece visivel, no entanto existe um mundo invisivel
povoado de seres ndo visiveis a olho nu, que coabitam connosco e que sdo presenca
diaria na nossa vida. Habitam na nossa pele, cabelos e dentro de nés nas mucosas do
tubo digestivo.

A Microbiologia é definida como a ciéncia que estuda os organismos “demasiado
pequenos” para serem observados a olho nu, ou seja, os microrganismos e as suas
atividades. Nao é possivel observar seres vivos com dimensdes inferioresa 1 mm de forma
clara, pelo que devem ser examinados microscopicamente. Assim, a microbiologia tem
como objeto de estudo as bactérias e arquedes, os virus, os fungos, as algas unicelulares
e os protozoarios. Alguns membros destes grupos, em particular algumas algas e alguns
fungos, tém dimensdes suficientes para serem vistos sem o auxilio do microscopio.

A microbiologia preocupa-se com a forma, a estrutura, a reproducdo, a fisiologia,
o metabolismo e a identificacdo destes seres microscépicos. Inclui o estudo da sua
distribuicdo natural, suas relacdes reciprocas e com outros seres vivos, seus efeitos
benéficos e prejudiciais sobre os humanos e as alteracBes fisicas e quimicas que
provocam no seu meio ambiente.

Na generalidade, a microbiologia estuda os organismos microscépicos unicelulares. Nas
formas superiores de vida, os organismos sdo compostos por muitas células, que constituem
tecidos altamente especializados e 6rgaos destinados a exercer fungbes especificas.
Nosindividuos unicelulares, todos os processos vitais sdo realizados numa Unica célula
e nos individuos pluricelulares as células tém funcdes especializadas organizadas em
orgdos e tecidos. Independentemente da complexidade de um organismo, a célula
(fig. 9) é, na realidade, a

unidade basica da vida.

Figura 9 - Células animal e

vegetal
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Um dos principios fundamentais da biologia é que todos os seres vivos sdao formados
por células. Assim na Biosfera encontramos dois tipos de seres vivos: os unicelulares,
constituidos apenas por uma célula capaz de realizar todas as fungdes vitais, e os
pluricelulares, constituidos por varias células, organizadas em tecidos diferenciados
e especializados em diversas fungbes. As células podem ainda ser divididas em dois
grandes grupos, consoante possuem ou ndo uma estrutura designada por nucleo, temos
assim as células procariéticas e eucariodticas.

Atualmente os procariotas representam as formas de vida mais ancestrais que
se conhecem. Este grupo agrega as bactérias, que incluem importantes espécies
patogénicas, e os arquedes (arqueobactérias), que vivem nos ambientes mais extremos
da Terra.

As células procaridticas (fig. 10) ndo possuem nucleo, sendo por isso as mais simples,
exemplos delas sdo as bactérias e as cianobactérias, As células procariotas sdo as que
formam as bactérias e as arqueas, que sdao uns seres bizarros capazes de sobreviver em

ambientes indspitos, como em salinas (haldfilas), ou em geiseres (termofilas).

Figura 10 - Célula Procaridtica

As células eucaridticas apresentam nucleo, tendo por isso uma estrutura mais complexa,
estdo representadas nos restantes grupos de seres vivos, sdao fundamentalmente

semelhantes entre si e profundamente diferentes das células procariéticas.
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Apesar de existirem algumas diferencas estruturais entre as células eucaridticas animais
(fig. 11) e as células eucariodticas vegetais (fig. 12), ambas possuem trés constituintes

fundamentais: a membrana celular, o citoplasma e o nucleo.

CELULA ANIMAL EUCARIOTICA
H'n_q.n-_

Figura 11 - Célula animal

Quanto as suas semelhancas, registamos que a membrana plasmatica constituida por
duas camadas lipidicas fluidas e continuas onde estdo inseridas moléculas proteicas,
esta membrana da individualidade a cada célula e organiza as moléculas devido a sua
permeabilidade que é a principal responsavel pelo controlo da entrada e saida de
substancias da célula.

O citoplasma é um espaco intracelular preenchido por uma substancia fluida,
denominada por hialoplasma, onde estd “mergulhado” tudo que se encontra dentro
da célula, como moléculas e organelos, responsaveis pelo metabolismo da célula.
E composto principalmente por dgua, cerca de 80%, mas também contem ides, sais,
macromoléculas, como proteinas e o RNA. Na zona central da célula existe uma estrutura

com material genético que nas células procariotas se designa por nucleoide e nas células

eucariotas se designa por nucleo.
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Figura 12 - Célula vegetal

Relativamente as diferencas entre a célula eucaridtica animal e vegetal, consideramos
que, as células vegetais tém algumas diferencas importantes, em relacdo as células
animais, mas as maiores diferencas sdo a existéncia de cloroplastos, parede celular e

vacuolos. Caraterizamos assim as estruturas:

Cloroplastos - organelos similares as mitocondrias, no sentido em que se podem
autorreproduzir e sdo como que as fabricas de energia das células, capturam a energia

luminosa emitida pelo sol e convertem-na em ATP e agucares.

Parede celular - as células vegetais ndo sdo flacidas como as dos animais e possuem
uma parede celular rigida que as envolve, a parede celular, esta é formada por fibras
de celulose embebidas numa substancia constituida por varios tipos de polimeros. As
moléculas de celulose sdo lineares e providenciam uma forma perfeita com vista a
formacdo de pontes de hidrogénio, proporcionando desta forma, um meio de formacao
de longas e fortes fibras. E esta estrutura que é primeiramente responsavel por assegurar

que a célula ndo entra em rutura quando se encontra num meio hipertdnico.
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Vacuolos - Muitas vezes as plantas possuem, no centro das suas células, grandes estruturas
membranares que contém 3agua, estas estruturas sdao denominadas por vacuolos e
funcionam como reservatorios de dgua e de alimento, como lugar de acumulacdo de
desperdicios celulares e funcionam ainda como suporte estrutural da célula com vista
a manutencdo da turgescéncia. Assim, quando a planta perde ou acumula agua, os

vacuolos perdem-na ou acumulam-na correspondentemente.

O que sdao microrganismos?

Aolongo dasuavida, muitas pessoas ndo se apercebem da existéncia dos microrganismos,
a ndo ser que estes lhes causem alguma doenca. No entanto, os microrganismos
desempenham papéis muito importantes nas nossas vidas: as atividades benéficas sdo
muito superiores as atividades indesejaveis. Dos milhares de bactérias que se conhecem,
muito poucas causam doengas. De resto, a vida na Terra ndo seria possivel sem a atividade
microbiana. As bactérias absorvem o azoto do ar e ajudam algumas plantas a crescer; as
bactérias e os fungos degradam plantas e animais mortos, alguns poluentes quimicos e
restos de alimentos; alguns alimentos, medicamentos e produtos utilizados na industria
sdo produzidos pelos microrganismos.

Estes seres vivos, de tdo pequenas dimensdes, sdo o grupo de organismos que existe em
maior quantidade na Terra e estdo presentes, quer em ambientes terrestres quer em
ambientes aquaticos. Foi estimado que a massa total de células microbianas na Terra é
aproximadamente 25 vezes o total da massa animal. Se conseguissemos observa-los a
olho nu, quando nos observdssemos ao espelho, em simultaneo, observariamos cerca
de 100 triliGes de microrganismos: na pele, no cabelo, na boca, ao longo do intestino, nas
maos... Cada grama de fezes excretada contém cerca de 10 bilides de microrganismos!
No que concerne a presenca de microrganismos (fig. 13), os alimentos ndo sdo excecao.
Todos os alimentos (exceto os esterilizados), sdo portadores de microrganismos. Alguns
desempenham atividades benéficas, participando na producdo de alimentos como
0 queijo, o iogurte, os enchidos e a cerveja. Outros sdo indesejaveis porque estragam
os alimentos (por exemplo, o pdo ou a fruta com bolor) ou sdo patogénicos (causam

doencas).
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Figura 13 - Imagens ampliadas por microscopio de vdrios microrganismos.

Taxonomia Microbiana

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade de tamanho, de forma, de
complexidade, de habitat, etc., pelo que surgiu a necessidade de agrupa-los de acordo
com as suas carateristicas. Assim surgiu a taxonomia, ciéncia que distribui os organismos
por categorias taxondmicas ou taxa que traduzem o seu grau de semelhanca.
Ataxonomia é importante porque permite organizar grandes quantidades de informacao,
permite fazer uma previsdo das carateristicas de um determinado microrganismo
isolado, a criacdo de grupos com nomes precisos o que facilita a comunicacao cientifica
e é essencial para a identificacdo correta dos microrganismos.

A taxonomia divide-se em:

e classificagdo - define a forma de distribuicdo dos organismos em grupos
taxondémicos (taxa; singular taxon) (com base em semelhanca mutua ou relagédo
evolutiva).

e nomenclatura - atribui nomes aos grupos taxondmicos de acordo com regras
pré-estabelecidas.

e identificagdo - é o processo que permite determinar a que grupo taxonémico

pertence um determinado organismo isolado.
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As carateristicas utilizadas em Taxonomia, na classificacdo e identificacdo de
microrganismos sao carateristicas fenotipicas associadas a morfologia, fisiologia e
metabolismo, e a analise genética. E carateristicas ecoldgicas, associadas ao ciclo de
vida, as relagdes simbidticas, a capacidade de causar doencgas em hospedeiros, habitat

preferencial e aos fatores que afetam o crescimento.

A taxonomia microbiana considera as seguintes designacgdes:

ESTIRPE - populagdo de organismos que se distingue de outros dentro de uma espécie;
descende de um Unico organismo ou cultura pura (microrganismos isolados). Estirpes de
uma espécie podem variar ligeiramente de varias formas quando apresentam diferencas
bioquimicas e fisioldgicas (biovar); diferem morfologicamente (morfovar) e difereciam-

se nas propriedades antigénicas (serovar).

ESTIRPE TIPO - é a primeira estirpe a ser estudada de uma espécie. Geralmente é a

melhor caraterizada. Ndo é necessariamente o membro mais representativo da espécie.

ESPECIE - é a unidade basica da taxonomia microbiana e refere-se ao conjunto de
estirpes que partilham muitas carateristicas estaveis e diferem significativamente de
outros grupos de estirpes (definicdo que pode ser subjetiva); ou conjunto de estirpes
com composi¢cdo G+C (genoma) idéntica, e em que a sequéncia de nucleotideos do DNA

apresenta 70% de semelhanca.

GENERO - refere-se a um grupo bem definido de uma ou mais espécies, claramente

separado de outros géneros.

FILOGENIA ou CLASSIFICACAO FILOGENETICA - E a 4rea da taxonomia que estuda as

relacGes evolutivas entre os organismos vivos (é a base da classificacdo moderna).

A hierarquia taxondmica revela relagées evolutivas ou filogenéticas entre espécies. A
evolugao traduz as alteracdes numa linhagem de descendéncia ao longo do tempo
conduzindo a novas variedades e espécies. Traduz a histéria evolutiva de um grupo de

organismos.
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A designacgao, FILOGENIA tem origem do grego: phylon - tribo, raga; genesis - origem.

Arvores filogenéticas

As relacOes evolutivas sdo mostradas em arvores filogenéticas (fig. 14). Para analisar as

arvores filogenéticas é necessario identificar:

Ramos - o comprimento representa a distancia evolutiva ou o grau de relacionamento
evolutivo entre os organismos.

NG - unidade taxondmica (e.g., espécie ou um gene).

NG&s internos - representam organismos ancestrais.

N6 externo - representam organismos conhecidos, atuais.

Arvore com raiz tem um né que corresponde ao ancestral comum.

- &nmueln
G nomsiifur Ertimnnts  Same
G- furgl
Bpkos m S, Massbactana ey —
L COCOuI Fhsmopiesea
Flavobacimia ’-..__.i \\ 2 Fageities
. 1) . / - = ..! I I
Frarmotom :
. Aipiie [ T

Figura 14 - Arvore Filogenética (adaptado de Prescott, Harley, Klein, “Microbiology”,
5thed.)

Na presente arvore filogenética, os microrganismos estao distribuidos pelos trés

dominios (fig. 15):
Eukarya - Eucariotas

e Microrganismos: protozodrios, microalgas (fig. 16), fungos.

e Organismos superiores: animais, plantas, algas multicelulares.
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Figura 15 - Eucariota, Archaea e

Bacteria.

Figura 16 - Microalgas.

Archaea - Procariotas

Dominio Archaea (fig. 17 e 18) divide-se em: 2 “phyla” (filos), 8 classes e 12 ordens.

Figura 17 - Dominio

Archaea.
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Figura 18 - Microrganismos do dominio Archaea.

- A maior parte sdo bactérias extremdfilas, isto é, vivem em ambientes extremos, por
exemplo:
e Bactérias (fig. 19) que necessitam de niveis elevados de sal (halobactérias) -

vivem em lagos salgados, salinas, etc.;

Figura 19 - Lago salgado no Quénia - Proliferagdo de halobactérias vermelhas.
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e Bactérias que necessitam de temperaturas elevadas (fig. 20) - vivem em fontes

termais em regides com atividade vulcanica, etc.

Figura 20 - Regides vulcdnicas (Temperaturas altas e/ou pH dcido) (Aberturas

hidrotermais fundos marinhos, por exemplo Acores, Yellowstone park, EUA, Isldndia).

e Bactérias produtoras de gas metano (metanogénicas; vivem em habitats
andxicos como rumen/animais, sedimentos de lagos, campos de arroz (fig. 21),

etc.)

Figura 21 - Campo de arroz.
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Bactéria - Procariotas

Engloba todas as outras bactérias, incluindo maior parte das bactérias ambientais
(por exemplo: do solo, da agua, da microflora natural de animais e plantas), bactérias
patogénicas para o ser humano, animais e plantas, bactérias fotossintéticas, etc.

Dominio Bacteria (fig. 22) - divididos em 23 “phyla” (filos), metabdlica e morfologicamente

diversos.
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Figura 22 - Dominio Bacteria

Classificagdao de Procariotas
O manual Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology contém descricdes de todas as
espécies bacterianas identificadas. Neste manual pode-se encontrar todas as bactérias
conhecidas e identificadas. O manual estd em constante atualizacado.

e 12 Edigdo (1° volume em 1984) - utilizava classificagdo fenética

e 22 Edicdo (desde 2001) - usa classificacdo filogenética
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A classificacdo das bactérias mudou radicalmente nos ultimos anos, de forma a refletir o
conhecimento atual sobre filogenia, como resultado dos recentes avancos na sequéncia
dos genes, na bioinformatica e na biologia computacional.
A descoberta da estrutura celular procaridtica, distinta de todos os outros organismos
(os eucariontes), levou os procariontes a serem classificados como um grupo separado
ao longo do desenvolvimento dos esquemas de classificacdo de seres vivos.
As bactérias foram inicialmente classificadas entre as plantas por Lineu e agrupadas
com os fungos (na classe Schizomycetes) com excecdao das cianobactérias que eram
consideradas “algas azuis”; em 1866, Ernst Haeckel incluiu-as no reino Protista; em 1969,
foram incluidas entre os procariotas no reino Monera por Whittaker. Em 1977, com o
advento das técnicas moleculares, Carl Woese dividiu os procariotas em dois grupos,
com base nas sequéncias “16S” do rRNA, que chamou de Eubacteria e Archaebacteria,!
mais tarde, renomeados por ele préprio para Bactéria e Archaea. Woese argumentou
gue estes dois grupos, em conjunto com os eucariotas, formam dominios separados
com origem e evolucdo separadas a partir de um organismo primordial. Desta forma,
as bactérias poderiam ser divididas em varios reinos, mas normalmente sdo tratadas
como um Unico reino, dividido em filos ou divisdes. Sdo geralmente consideradas um
grupo monofilético, mas esta nocdo tem sido contestada por alguns autores. Alguns
cientistas, no entanto, consideram que as diferencas genéticas entre aqueles dois grupos
procariotas ndo justificam a divisdo e que tanto as arqueobactérias como os eucariontes
provavelmente originaram-se a partir de bactérias primitivas.
Vulgarmente, utiliza-se o termo “bactéria” para designar também as archaeas, que
atualmente constituem um dominio separado. As cianobactérias (as “algas azuis”) sdo
consideradas dentro do dominio Bacteria.
Além da sequéncia do RNA ribossomal, arqueias e bactérias diferem, entre outras
carateristicas, na constituicdo quimica da parede celular. As arqueias ndo apresentam,
em sua parede celular, o peptidoglicano, constituinte tipico das bactérias.
A classificagao proposta por Thomas Cavalier-Smith em 2003 reconhece os dois dominios:

e Prokaryota, compreendendo os reinos Archaea e Bacteria;

e Fukaryota, que inclui todos os demais organismos, tanto unicelulares quanto

pluricelulares).
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1.1. Bactérias

As bactérias classificam-se morfologicamente de acordo com a forma da célula e com o

grau de agregagdo:

Quanto a forma

e Coco : De forma esférica ou subesférica.

e Bacilo : Em forma de bastonete (do género Bacillus)

e Vibrido : Em forma de virgula (do género Vibrio)

e Espirilo : de forma espiral/ondulada (do género Spirillum)

e Espiroqueta : Em forma acentuada de espiral.

As bactérias podem apresentar diversas formas conforme se agrupam a seguir:

Bactérias em forma de cocos

9 o

Cocos isolados Cocos em cadeia

Qggo %

Cocos aglomerados

Bactérias em forma de bastonete

Bacilos

Bacilos em cadeia

SRy

Bactérias com forma curva e em espiral
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Quanto ao grau de agregacao

Apenas os bacilos e os cocos formam coldnias (fig. 23).
e Diplobacilos : Bacilos reunidos dois a dois.
e Estreptobacilos : Bacilos alinhados em cadeia.
e Diplococo : De forma esférica ou subesférica e agrupadas aos pares.
e Tétrades : Cocos associados em grupos de 4 cocos.
e Estreptococos : Formam cadeia semelhante a um “colar”.
e Estafilococos : Uma forma desorganizada de agrupamento, formando cachos.
e Sarcina : De forma cubica, formado por mais de 4 ou 8 cocos simetricamente

postos.

Qg O Sarcina
lauguﬂ Cocos 4

2P oo Diplococos D %m: Estreptococos

3aTifrud¢= 6 m Estafilococos

Figura 23 - Diferentes tipos de associa¢des de cocos: 1 - Cocos isolados, 2 - Diplococos,

3 - Tétrades, 4 - Sarcina, 5 - Estreptococos e 6 - Estafilococos.

e . . ~ - -6
As bactérias sao seres unicelulares com dimensdes médiasde 1 a5 um (1 um =10 m).

Estrutura Celular
A célula bacteriana, por ser procaridtica, ndo possui organelos membranares nem DNA
organizado em verdadeiros cromossomas, como os das células eucariotas.
Assim as estruturas da célula procariota (fig. 24) sao:
1. Os pili sdo microfibrilas proteicas que se estendem da parede celular em muitas
espécies Gram-negativas. Tém fung¢des de ancoramento da bactéria ao seu meio
e sdo importantes na patogénese. Um tipo especial de pilus é o pilus sexual,

estrutura oca que serve para ligar duas bactérias, de modo a trocarem plasmideos.
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2. Os plasmideos sao pequenas moléculas de DNA circular que coexistem com o
nucledide. S3o comumente trocados na conjugacao bacteriana. Os plasmideos
tém genes, incluindo frequentemente aqueles que protegem a célula contra os
antibidticos.

3. H& cerca de 20 mil ribossomas num citoplasma bacteriano. Os ribossomas
procariotas sdo diferentes dos eucariotas e essas diferencas foram utilizadas para
desenvolver antibidticos que sé afetam os ribossomas bacterianos.

4. O citoplasma é preenchido pelo hialoplasma, um liquido com consisténcia de
gel, semelhante ao dos eucariotas, com sais, glicose e outros aclcares, RNA,
proteinas funcionais e vdrias outras moléculas organicas.

5. Amembrana celular é uma dupla camada de fosfolipidos, com proteinas imersas.

6. A parede celular bateriana é uma estrutura rigida que recobre a membrana
citoplasmatica e confere forma as bactérias. E uma estrutura complexa composta
por peptidoglicanos - polimeros de hidratos de carbono ligados a proteinas. E
alvo de muitos antibidticos, incluindo a penicilina e seus derivados, que inibem
as enzimas transpeptidase e carboxipeptidase, responsdveis pela sintese dos
peptidoglicanos. Contém em espécies infeciosas de bactérias, a endotoxina
lipopolissacarideo (LPS).

7. Algumas espécies de bactérias tém uma camada de polissacarideos que as
protege contra a desidratagao, fagocitose e ataque de bateriéfagos, chamada de
capsula.

8. O nucledide consiste numa Unica grande molécula de DNA com proteinas
associadas, sem delimitagdo por membrana - portanto, ndo é um verdadeiro
nucleo. O seu tamanho varia de espécie para espécie.

9. O flagelo é uma estrutura proteica que roda como uma hélice. Muitas espécies
de bactérias movem-se com o auxilio de flagelos. Os flagelos baterianos sao

completamente diferentes dos flagelos dos eucariotas.

Além dessas estruturas ha também:
¢ Vacuolos baterianos: ndo sdo verdadeiros vacuolos, ja que ndo sdo delimitados
por dupla membrana lipidica como os das plantas. Sdo antes granulos de

substancias de reserva, como agucares complexos.
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Figura 24 - Esquema de bactéria hipotética que reune todas as principais estruturas.

e Algumas bactérias podem formar esporos, com um invélucro de polissacaridos
mais espesso e ficar deste modo num estado de vida latente enquanto as

condicdes ambientais forem desfavoraveis.

Movimento das bactérias

As bactérias méveis deslocam-se, quer através da utilizacdo de flagelos, quer deslizando
sobre superficies, ou ainda por alteragcdes da sua flutuabilidade. As espiroquetas
constituem um grupo Unico de bactérias que possuem estruturas semelhantes a
flagelos designadas por filamentos axiais ligadas a dois pontos da membrana celular no
espaco periplasmatico, além de terem uma forma helicoidal que gira no meio para se
movimentar.

Os flagelos bacterianos (fig. 25) encontram-se organizados de diferentes formas: algumas
bactérias possuem um unico flagelo polar (numa extremidade da célula), enquanto
outras possuem grupos de flagelos, quer numa extremidade, quer em toda a superficie

da parede celular (bactérias “peritricosas”).
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Figura 25 - Tipos de flagelos: A - unico flagelo polar;
B - vdrios flagelos num pdlo; C - dois flagelos, um em cada

pdlo; D - vdrios flagelos dispersos na parede celular.

Reprodugao

As bactérias tém uma estrutura muito mais simples do que os eucariontes (A) (fig. 26). O
seu processo de reproducdo é, assim, menos complexo. O filamento de DNA comeca por
fixar-se numa invagina¢dao da membrana plasmatica e duplica-se (B). O novo filamento
encontra-se preso noutro ponto a pouca distancia do primeiro. A membrana plasmatica
distende-se, acompanhando o alongamento da célula e separando os filamentos de DNA
(C). Quando a célula duplica o seu tamanho e os filamentos se separam, a membrana
dobra-se para dentro e isola as duas células (D). Finalmente, forma-se uma nova parede

celular e os dois individuos separam-se (E).

-

Figura 26 -
Reprodugdo de

bactérias.
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Metabolismo segundo fontes de energia e carbono
Fonte de carbono
De acordo com a fonte de 4tomos de carbono para a producdo de moléculas organicas,
as bactérias sdo classificadas em dois grandes grupos:
e Autotroficas: As bactérias autotréficas obtém moléculas de carbono apenas a
partir do dioxido de carbono.
e Heterotréficas: Sdo bactérias que obtém os atomos de carbono a partir de
moléculas organicas que captam do ambiente. Além do didxido de carbono as

bactérias necessitam de hidratos de carbono.

Fonte de energia
As bactérias podem utilizar como fonte de energia a luz, substancias inorganicas ou
organicas:
e Luz: Como as bactérias que fazem fotossintese ou foto-tréficas.
e Compostos quimicos: Como as bactérias quimio-tréficas.
e Composto inorganico: lito-tréficas

e Composto organico: organo-tréficas

Classificagdao segundo o metabolismo
Quando combinadas as classificacbes de fonte de energia e de fonte de dtomos de
carbono expostas acima, pode-se classificar as bactérias em quatro grandes grupos,

guanto as suas necessidades nutricionais:

Foto-autotroficas
Bactérias foto-autotroéficas sao capazes de produzir elas mesmas as substancias organicas
gue lIhes servem de alimento, tendo como fonte de carbono o gas carbdnico e como
fonte de energia a luz.
e Cianobactérias: sdo fotolito-autotroficas e aparentemente foram as pioneiras
no uso da d4gua como fonte de eletrdes. Incluiriam as proclordéfitas (géneros
Prochloron, Prochlorothrix e Prochlorococcus), apesar de distinguirem-se

destas por apresentar apenas clorofila , além de ficobilinas azul e vermelha.
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Estes pigmentos sdo responsdveis pelas diversas colora¢des, muitas vezes
brilhantes, que estas bactérias apresentam.

e Sulfobactérias: realizam um tipo de fotossintese em que a substancia dadora
de hidrogénio ndo é a 4gua, mas compostos de enxofre, principalmente o gds
sulfidrico (H,S). Por isso essas bactérias produzem enxofre elementar (S) como
subproduto da fotossintese, e ndo oxigénio gasoso, como na fotossintese que

utiliza HZO.

Foto-heterotréficas

As bactérias foto-heterotroéficas utilizam a luz como fonte de energia, mas ndo convertem
exclusivamente o diéxido de carbono em moléculas organicas. Assim, as bactérias
utilizam compostos organicos que absorvem do meio externo, como alcodis, acidos
gordos, glicidios etc., como fonte de carbono na produc¢do dos componentes organicos
da sua célula. Estas células sdo bactérias anaerdbias e, como exemplo, pode-se citar as
bactérias ndo-sulfurosas verdes como Chloroflexus spp., e as nao-sulfurosas purpuras,

como Rhodopseudomonas spp.

Quimio-autotroficas

As bactérias quimio-autotréficas utilizam oxidagbes de compostos inorganicos
como fonte de energia para a sintese de substancias organicas a partir de didxido de
carbono (CO,) e de atomo de hidrogénio (H) provenientes de substancias diversas. As
substancias organicas produzidas sdo utilizadas como matéria-prima para a formacao

dos componentes celulares ou degradadas para libertar energia para o metabolismo.

Quimio-heterotroficas
A maioria das espécies bacterianas apresenta nutricdo quimio-heterotréfica, ou seja,
tanto a fonte de energia quanto a de dtomos sdo moléculas organicas que a bactéria
ingere como alimento. De acordo com a fonte das substancias que lhe servem de
alimento, as bactérias heterotréficas sao classificadas em saprofagicas e parasitas.
Exemplo: Clostridium.

e Saprofagicas: alimentam-se a partir de matéria organica sem vida, como

caddveres ou porg¢des desprezadas por outros seres vivos.
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e Parasitas: alimentam-se a partir de tecidos corporais de seres vivos e podem

ser patogénicas.

Classificagdo Gram

A classificacdo Gram é muito usada para identificar bactérias. E feita com base numa
técnica de coloracdo desenvolvida pelo microbiologista dinamarqués Hans Christian
Gram. A técnica de Gram permite dividir as bactérias em dois grupos, devido as
carateristicas distintas da membrana e parede:

e Gram-positivas: Classificacdo baseada na propriedade destas bactérias ndo
serem descoradas pelo dlcool porque a sua membrana é composta por varias
camadas de peptidoglicanos ao redor da célula. Estas bactérias possuem parede
celular com uma Unica e espessa camada de peptidoglicanos. A coloracdo de
Gram, tinge com a cor purpura ou azul quando fixadas as bactérias com cristal
violeta (fig. 27 e 29), porque retém este corante mesmo sendo expostas ao

alcool.

Figura 27 - Bactérias Gram + (coloragdo azuis ou violetas).

e Gram-negativas: Classificacdo baseada na propriedade destas bactérias serem
descoradas pelo alcool, porque tem a membrana composta por peptidoglicanos,
rica em lipideos e proteinas hidrofdbicas. As bactérias Gram negativas (-)
possuem uma parede celular mais delgada e uma segunda membrana lipidica
- distinta quimicamente da membrana plasmatica, no exterior desta parede

celular. No processo de coloragao o lipido desta membrana mais externa é
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dissolvido pelo alcool e liberta o primeiro corante, o cristal violeta. Ao final da
coloragdo, estas células sao visualizadas com a tonalidade rosa-avermelhada
do segundo corante, safranina, que Ihes confere apenas a coloracdo vermelha
(fig. 28 e 29).

AR S

Figura 28 - Bactérias Gram - (coloragdo vermelha).

A

Figura 29 - Gram Positiva (+) - Parede e membrana. Gram negativa (-) - Membrana

externa, parede e membrana.
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1.2. Bolores e Leveduras

Osboloreseleveduras oufungos constituem um grupo de organismos muito diversificado.
No dia-a-dia convivemos com numerosos fungos (fig. 30) ou com os seus produtos e
nem damos conta. Contudo, os vinhos, os queijos, os cogumelos, a podridao dos frutos
ou a doenga vulgarmente chamada “pé-de-atleta” tém os fungos como fator comum.
Os fungos estdao presentes em quase todos os nichos ecoldgicos, sdo um grupo muito
numeroso. Estdo descritas cerca de 69000 espécies de fungos embora seja estimada a

existéncia de 1500000 espécies diferentes em todo o mundo.

Figura 30 - Diversidade de fungos: a-e) cogumelos; f) leveduras; g-h) bolores.
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Independentemente da sua forma e do seu tamanho, os fungos sdo seres eucariotas.
Existem fungos unicelulares como as leveduras, mas a maioria é multicelular.

Os fungos podem viver nas mais variadas temperaturas, entre 60°C a -10°C.
Como sdo heterotréficos, alimentam-se de matéria organica (viva ou morta).
Desenvolvem-se bem em locais humidos e de sombra. De acordo com o modo como

obtém alimento, podem ser classificados em trés grandes grupos:

1 - FUNGOS DECOMPOSITORES
Os fungos decompositores sdo conhecidos como fungos saproéfitas e alimentam-se
de matéria organica morta ou residuos dos mesmos, tais como pele, folhas e frutas.
Esta acdo decompositora (fig. 31) é de extrema
importancia para o equilibrio biolégico nos
diversos ecossistemas terrestres, colaborando com

a reciclagem de matéria na natureza.

Figura 31 - Fungos decompositores - fungos a

decompor morangos.

2 - FUNGOS PARASITAS
Os fungos parasitas (fig. 32) sdo aqueles fungos que vivem dependentes de outros
seres vivos, causando prejuizo e podem até matda-los. Muitas doencas nos vegetais sao
causadas por fungos deste tipo.
Nos seres humanos estes fungos
podem causar as chamadas
micoses, como por exemplo “o

pé de atleta”.

Figura 32 - Fungos parasitas - fungo a parasitar as folhas de uma planta.
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3 - FUNGOS MUTUALISTAS
Os fungos mutualistas sdo fungos que se associam a outros seres e ambos 0s organismos
sdo beneficiados. Os liquens (fig. 33) sdo exemplos deste tipo de associa¢do, onde o
fungo se une a uma alga. As algas portadoras de
clorofila sdo capazes de realizar a fotossintese e
compartilham a matéria produzida com o fungo,
que por sua vez retém agua e protege a alga da

desidratagao.

Figura 33 - Fungos mutualistas - liquens.

OS FUNGOS E O SER HUMANO
Vamos considerar alguns dos principais grupos de fungos, de interesse para o ser

humano:

Ficomicetos

Podem ser aquaticos ou terrestres,
unicelulares ou pluricelulares. Um exemplo
deste tipo sdo os do género Rhizopus (fig.
34), conhecidos como bolor preto do pao.
A grande maioria dos ficomicetos vive
como decompositores, contribuindo para a

reciclagem da matéria na natureza.

Figura 34 - Rhizopus.

Ascomicetos

Determinadas espécies de ascomicetes (fig.
35) sdo utilizados na fabricacdo de queijos
como no caso do género Penicilium. Este

género também é utilizado na producdo de

penicilina, um tipo de antibiético, como o visto

na foto ao lado:

Figura 35 - Ascomicetos.
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Basidiomicetos
Também conhecidos como cogumelos de chapéu, abrange varias espécies de
fungos,alguns comestiveis, como o champignon.

Alguns s3o venenosos, como este Amanita
muscaria (fig. 36), capaz de provocar alucinagées

aquem o ingere.

Figura 36 - Amanita muscaria.

Alimentacgao

Os fungos nao possuem clorofila, como as plantas, por isso ndo podem realizar
fotossintese, e consequentemente, ndo produzem o seu préprio alimento. Eles soltam
ao seu redor uma substancia chamada exo-enzima, que é praticamente igual a uma
enzima digestiva. Estas enzimas digerem moléculas organicas do ambiente, e entdo o
fungo absorve o alimento que foi digerido pelas exo-enzimas.

Existem dois nichos ecoldgicos para os fungos: decompositores e parasitas. A
diferenca entre os dois é que os parasitas se fixam em organismos vivos, enquanto
os decompositores se fixam em organismos mortos. Os parasitas ainda podem ser
insetivoros ou helmintivoros, respetivamente comedores de insetos ou minhocas. O
primeiro liberta uma substancia pegajosa a sua volta, onde moscas e pequenos insetos
ficam presos e sdo digeridos pelas exo-enzimas. O segundo, o fungo liberta substancias

tranquilizantes que imobilizam as minhocas (fig. 37).

Blomassa
miedipriiesiie] Actividade enzimatica
(ol dha quﬂq , nzirns imcsiris)
Metabollitos Gbeis
{antibidtioon, hodmanat de ereecimanio) Conirolo bioldgioo
{irsmotos, parmabodios]
Biotranaformagies
{walaruides. Tarmantacdes) Praclicas orestals
[Esaciapies micominras)
BEREFIGION . PRIl ot e ]
Biodeterioraghn Fitopatologia
(e, Witaks, couros, ) {deanca dos wimminos|
Alerglas Micoses
(aspengloged) {humEnas = animis)
M hoohoxinas
(B ainan, eombeving i)

Figura 37 - As atividades dos fungos segundo beneficios e prejuizos.
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Bolores

Os bolores sdo seres pluricelulares, que se tornam visiveis a olho nu, quando se
multiplicam sobre os alimentos (por exemplo, o bolor do pdo). Alguns deles sdo
especialmente perigosos para a saude, devido
a produgdo de toxinas.

Os cogumelos s3ao um exemplo de bolores
macroscopicos.

Os cogumelos (fig. 38) apresentam um elevado
teor proteico. No entanto, muitas espécies sao

venenosas.

Figura 38 - Diferentes tipos de cogumelos.

Estrutura

Osboloresoufungosfilamentosossdaocompostos
por hifas (fig. 39), as quais constituem filamentos
de células formando uma rede, chamada de
micélio. Estas invadem o alimento de modo a

realizar a absorgao de seus nutrientes.

Figura 39 - Estruturas dos bolores.

A divisdo das hifas (fig. 40) em células pode ser incompleta, logo sdo chamadas de hifas
septadas e as barreiras divisdrias chamadas septos. Se a divisao das hifas esta ausente,
neste caso sao chamadas asseptadas ou cenociticas. Os bolores geralmente possuem
paredes celulares feitas com quitina e outros materiais. As hifas podem ser modificadas
para produzir estruturas celulares altamente especializadas. Por exemplo, existem
bolores que ao parasitarem plantas perfuram as células destas através de haustorios e
assim digerem as substancias no seu interior; alguns bolores vivem no interior do solo

capturando vermes e outros pequenos animais.
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Figura 40 - Tipos de hifas - Pelos poros das hifas

SEpEOES

Ha septadas ocorre trénsito de citoplasma e de nucleos
e
de uma célula para outra. Nos fungos, os nucleos sdo

a{"ﬂn"] haploides.

Dicar

Reprodugao

Os fungos terrestres podem-se reproduzir sexuada e assexuadamente. Existem varios
processos de reproducdo assexuada. Os mais comuns sdo: biparticdo, divisdo multipla,
fragmentacdo, gemulagao, partenogénese, multiplicacdo vegetativa e esporulacao.

a. Reprodugao Assexuada por:

1 1 | | 1 1 i
(oo ) (o ) (Rl | [oniima) (rwwssad (cemoticar) frammensd

e Fragmentacgao

A maneira mais simples de um fungo filamentoso se reproduzir assexuadamente é por

fragmentagao: um micélio fragmenta-se originando novos micélios.
e Esporulagao

Nos fungos terrestres, os corpos de frutificacdo produzem, por mitose, células

abundantes, leves, que sao espalhadas pelo meio, os esporos. Para a produgao desse
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tipo de esporo a ponta de uma hifa destaca-
se do substrato e produz, através da mitose,
centenas de células chamadas conididsporos
(fig. 41) (do grego, kénis = poeira), que
permanecem unidas até serem libertadas.
E o que acontece com o fungo penicillium,
que assim foi chamado devido ao facto de a
estrutura produtora de esporos - o conidio -
se assemelhar a um pincel. Cada uma destas
células, quando langcada no ambiente, podera
gerar um novo bolor, dependendo do local

onde cair (como um pado, ou frutas).

Reprodugdo Sexuada

Figura 41 - Conididésporo de

Penicillium.

Um oétimo exemplo de fungo que se reproduz sexuadamente é o cogumelo, muito

utilizado na culinaria de alguns paises. Ele € um cogumelo (corpo de frutificacdao) que

produz esporangios (fig. 42) com formato de raquete de ténis, que se chamam basidios.

Dentro de cada basidio ocorre uma meiose,

originando quatro células, chamadas de

basididsporos. Eles sdo libertados no ambiente através do brotamento, a partir do

basidio. Estes esporos geram hifas haploides. A juncdo de hifas haploides origina um

—= E=poids

Esporanigen

Hilas

Figura 42 - Reprodug¢do Sexuada.

micélio diploide, dentro do qual ocorrem
novas meioses para a producdo de
mais esporos meidticos. A alternancia
de meiose e fusdo de hifas (que se
comportam como gametas) carateriza o
processo de reproducdo sexuada. Este
irda crescer e tornar-se num cogumelo,

completando o ciclo.
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Leveduras

As leveduras (fig. 43), tal como os bolores, sdo fungos, mas diferenciam-se por se
apresentarem predominantemente, sob a forma unicelular. Como células simples, as
leveduras crescem e reproduzem-se mais rapidamente do que os bolores e também sao
mais eficientes nas alteragGes quimicas que provocam nos alimentos.

As leveduras sdao microrganismos utilizados no fabrico de muitos alimentos como, por
exemplo, o pdo, a cerveja, a cidra e o vinho.

Apesar dos seus beneficios na alimentacdo, as leveduras também podem ter uma
intervengdo nefasta, atuando como agentes de
degradacdo dos alimentos. As alteracbes que
provocam ndo causam normalmente doengas,
no entanto, sdo extremamente importantes
porgue impossibilitam a comercializacdo dos

alimentos.

Figura 43 - Levedura da cerveja -

Saccharomyces cerevisiae.

Carateristicas das Leveduras
e Unicelulares
e Nao realizam fotossintese
e S3o ndo-filamentosos
e A maioria tem formato oval
e S3o bastante distribuidas na natureza
e S3o encontradas como um pé branco que cobrem folhas e frutas
e Existem cerca de 350 espécies diferentes
e Podem ser parasitas, simbiontes, sendo, em sua grande parte, saprobios
e Apresenta membrana celular bem definida
e Podem parasitar seres humanos, provocando doencas como a candidiase
e Membrana celular bem definida, existe a membrana citoplasmatica e a maioria

ndo possui capsula.
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Reprodugao
e Assexuada
A gemulagao ou gemiparidade ou brotamento é um processo de reproducdo assexuada
no qual ocorre a formacgdo de uma dilatagdo denominada gema (ou gomo) formada
por mitoses na superficie externa do organismo progenitor, podendo separar-se e dar
origem a um novo individuo.
Neste tipo de reproducdo, na superficie da célula adulta (célula mae) desenvolve-
se uma pequena saliéncia (célula-filha), uma gema ou broto (fig. 44) desenvolve-se e
transformar-se-a numa nova célula e apds um tempo desprende-se, passando a ter uma
vida independente.
Alguns géneros e espécies de leveduras dividem-se por cissiparidade semelhante as
bactérias. Encontramos algumas leveduras que |
foram blastéporos, pequenos esporos formados na C' vl
extremidade de um esterigma, ou ainda artrésporos, o Brotg 4
i
‘_[‘:E

T

formado pela fissao de uma célula em varios pontos.

/

Figura 44 - Broto ou gema.

e Sexuada
A reprodugdo sexuada de leveduras ocorre através de esporos enddgenos -ascOsporos
(fig. 45), contidos no interior da célula-m3e. Os ascdsporos sdo geralmente em nimero
de 4 a 8, variando de acordo com a espécie envolvida: sdo esféricos em Saccharomyces
cerevisiae, anelados

(anel de Saturno) em

Hansenula  saturnus,
alongadascomflagelos

em Nematospora, etc.

Figura 45 - Formagéo

de ascdsporos.
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CLASSIFICACAO

Atualmente, a classificagdo das leveduras baseia-se nas carateristicas reprodutivas
(sexuada ou assexuada), bem como na capacidade de utilizacdo de certos hidratos de
carbono.

A familia Sporobolomycetaceae apresenta blastésporos, considerados por algumas
micologistas como sendo o basididsporo. Pertencem a esta familia os géneros
Sporobolomyces e Bullera. Por fim a familia Cryptococcaceae agrupa leveduras
gue se reproduzem unicamente por gemulagao ou por cissiparidade. Os principais
representantes pertencem aos géneros Torulopsis e Rhodotorula.

Apresentam maior interesse os seguintes géneros e espécies de leveduras:

e Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsoideus e Saccharomyces
calbergensis, agentes normais da fermentagao alcodlica.

e Zygosaccharomyces, com capacidade de desenvolverem-se em liquidos com
alta concentragdo de agucar. S3o, por isso, responsaveis pela deterioragao de
mel, melaco e xaropes.

e Schizosaccharomyces, muito comum na superficie de frutos, no solo, no bagaco
e em substratos.

e Picchia, Hansenula e Debaryomyces, responsaveis pela formacdo de filmes na
superficie de liquidos de origem vegetal e de acidos.

e Saccharomyces, leveduras apiculadas, indesejaveis na fermentagao da uva para
producdo de vinho.

e Endomyces vernalis, utilizado na sintese de produtos gordos.

e Endomyces fiberliger, levedura capaz de produzir amilase.

Virus

No mundo dos microrganismos um outro grupo distingue-se significativamente dos
outros tipos de microrganismos, os virus, pois ndo possuem metabolismo independente.
Sdo constituidos por uma espécie de capsula proteica que encerra o seu material genético
(DNA ou RNA).

No material genético encontram-se instrugdes para a replicagao do virus que sé ocorre

no interior de células hospedeiras vivas.
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Um virus pode ser transmitido através do ar, de gotas de agua, de comida ou por contato
direto. Quando um entra em contato com uma célula, ele forga a entrada na célula e o
escudo protetor que se encontra a envolver o virus dissolve-se. Por sua vez, o centro do
virus toma conta do nucleo da célula hospedeira e recombina os cédigos da célula para
que estareproduza virus. S3o assim reproduzidos virus a partir das células. Normalmente,
as células hospedeiras morrem.

Os virus (fig. 46) podem provocar varias doencas

como, por exemplo, a Gripe, a Hepatite e a Sida.

Figura 46 - Alguns tipos de virus: a)Virus da
Hepatite, b) Virus da Sida (VIH), c) Rotavirus,

d) Virus da gripe.

Os virus sdo de dimensdo sub-microscépica (15-400 nm?3) pelo que soé sdo visiveis de
forma clara ao microscépio eletrdénico.

Os virus sdo agentes responsaveis por um grande nimero de gastroenterites em todo
o mundo. Apesar da principal via de contagio ser pessoa-pessoa, os alimentos sdo um
veiculo muito significativo na transmissao destas doengas.

As gastroenterites viricas tém sido subestimadas ao longo dos anos, principalmente por
falta de meios de diagndstico. A utilizagao de técnicas de biologia molecular nos estudos
epidemioldgicos e, possivelmente, na pesquisa de virus em alimentos contaminados
ird contribuir no futuro préximo para o reconhecimento dos virus como um grupo
importante de organismos patogénicos veiculados por alimentos.

E de salientar a ocorréncia de varios surtos de doencas de origem alimentar associados
ao consumo de alimentos contaminados com virus de Norwalk, Rotavirus (virus causador
de diarreias em criangas com menos de 5 anos), virus de Hepatite A e Astrovirus (virus
responsavel por gastroenterites).

Os virus ndo se multiplicam na dgua ou nos alimentos. Assim, a contaminagao ocorre no
local da produgdo, por contato de alimentos com 4guas e efluentes poluidos ou durante

a manipulagdo, preparacao e distribuicdo por manipuladores infetados.
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Algas Unicelulares

Algumas espécies de algas unicelulares (fig. 47), que fazem parte do fitoplancton,
produzem toxinas, que se acumulam principalmente nos bivalves (améijoas, berbigdes).
Estas algas desenvolvem-se, com maior incidéncia, nas épocas do ano em que a
luminosidade e a temperatura sdao mais elevadas.

As toxinas ndo tém cor, cheiro nem sabor e nem sempre sao destruidas pelos processos
culindrios.

Para prevenir as intoxicacdes provocadas por estas toxinas, s6 se devem consumir
bivalves que tenham sido apanhados em locais autorizados e comercializados apds

terem sido depurados.

Figura 47 - Alga Unicelular - Chorella.

Protozoarios

Existem quase 30000 espécies conhecidas de protozodrios, microrganismos unicelulares
gue vivem sobretudo em ambientes aquaticos.

Os protozodrios apresentam uma estrutura bastante complexa: todas as funcdes vitais
como a alimentacdo, a excrecdo, a reproducdo e a respiracdao tém lugar numa unica
célula. Podem ser parasitas mas a maior parte apresenta vida livre.

Asuamobilidade é conferida por diferentes tipos de estruturas. Muitos sdo microscopicos,
embora alguns sejam visiveis a olho nu. Quanto a forma, os protozodrios tém uma
variedade incrivel, desde a simples amiba, semelhante a uma bolha, até aos que estao
equipados com estruturas complicadas para apanharem presas, para se alimentarem e

para se deslocarem.
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Quadro 1 - Algumas formas de protozodrios

Ceratium Chlamidomona Euglena
/

Paramécia Spyrogira Trypanossoma

w?

Como parasitas do homem e de outros seres vivos, podem causar muitas doencas graves,

por exemplo, a doenga de Chagas causada por Trypanosoma cruzi (fig. 48, c), a amebiase

(fig. 48, a), a giardiase (fig. 48, b) e a malaria (fig. 48,d).

Figura 48 - Alguns protozodrios causadores de doenc¢as. a) amebiase; b) giardiase;

c¢) Trypanosoma cruzi; d) maldria.

CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA | 51




TRANSFORMACAO

Uma das doencas transmitidas pelo consumo de alimentos contaminados com
protozoarios é a toxoplasmose. Se em grande parte dos casos, a doenga passa facilmente
despercebida, na mulher gravida a toxoplasmose provoca graves lesdes oculares e

nervosas no feto, que comprometem a sua sobrevivéncia.
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Atividades - Exercicios

1. Desde as primeiras observa¢des de Antony van Leeuwenhoek com o seu
microscépio rudimentar que o homem pode observar seres microscopicos com
vida.

O que sdao microrganismos?
2. Qual a funcdo da taxonomia?
3. Quais os dominios da Taxonomia?
4. Qual a classificacdo das bactérias quanto a forma?

5. A classificacdo Gram é muito usada para identificar bactérias. E feita com base
numa técnica de coloracdo desenvolvida pelo microbiologista dinamarqués
Hans Christian Gram. A técnica de Gram permite dividir as bactérias em dois
grupos, devido as carateristicas distintas da membrana e parede.

Explique as diferencas entre bactérias Gram + e Gram -.

6. Os fungos podem viver nas mais variadas temperaturas, entre 60°C a -10°C.
Como sao heterotroéficos, alimentam-se de matéria organica (viva ou morta).
Desenvolvem-se bem em locais humidos e de sombra. De acordo com o modo
como obtém alimento, podem ser classificados em trés grandes grupos.

Indique e explique as diferencas destes trés grupos de fungos.

7. Os bolores sdo seres pluricelulares, que se tornam visiveis a olho nu, quando
se multiplicam sobre os alimentos (por exemplo, o bolor da fruta). Alguns deles
sdo especialmente perigosos para a saude, devido a produgao de toxinas.

Expligue a constituicdo dos bolores ou fungos filamentosos.
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8.

10.

Nos bolores ou fungos filamentosos a divisdo das hifas pode ocorrer de dois
modos.

Indique os dois modos de divisdo das hifas.

As leveduras, tal como os bolores, sdao fungos, mas diferenciam-se por se
apresentarem predominantemente, sob a forma unicelular. Como células
simples, as leveduras crescem e reproduzem-se mais rapidamente do que os
bolores e também sdo mais eficientes nas alteragées quimicas que provocam
nos alimentos.

Indique algumas das carateristicas das leveduras que as diferenciam dos outros

fungos.

Os protozodrios apresentam uma estrutura bastante complexa: todas as
fungdes vitais como a alimentagao, a excre¢do, a reproducgdo e a respiragao
tém lugar numa Unica célula. Podem ser parasitas mas a maior parte apresenta
vida livre.

Indique alguns exemplos de doengas causadas por protozodrios.
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2. NUTRICAO E CRESCIMENTO DE
MICRORGANISMOS

Como se multiplicam os Microrganismos?

A maior parte dos microrganismos multiplica-se por fissdo bindria (fig. 49) ou por
gemulagao, ou seja, uma célula da origem a duas ao fim de um certo tempo (tempo
de duplicagdo). O tempo de duplicacdo depende de microrganismo para microrganismo
e de acordo com as condi¢cdes do ambiente em que se encontra. Em condi¢cdes muito
favoraveis, alguns microrganismos podem duplicar em 20 minutos: ou seja, cada célula

forma uma nova célula, de 20 em 20 minutos.

separagio

da bactéria
/s
N

duplicagdo ¢ separagio

Figura 49 - Duplicagdo bacteriana.

Osmicrorganismos, comotodososseresvivos, tém condicGes 6timas de desenvolvimento.
Quando se conhecem os fatores que favorecem e/ou inibem o seu desenvolvimento, é
possivel controlar o seu crescimento em alimentos.

Cada microrganismo tem condic¢des especificas de temperatura, de humidade, de pH, de
atmosfera gasosa envolvente e de nutrientes para atingir o seu desenvolvimento 6timo,

ou seja, condigbes para as quais a sua duplica¢do ocorre a uma maior velocidade.

Crescimento de microrganismos em laboratério
Em laboratdrio é necessdario recorrer a meios de cultura para cultivar (fazer crescer)

diversos microrganismos.
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Omeiode cultura é umasolucdo que contém os nutrientes necessdrios para o crescimento
de microrganismos no laboratério. Alguns microrganismos crescem sem dificuldade em
gualquer meio de cultura, outros necessitam de meios especiais e existem ainda aqueles
que ndo sdo capazes de crescer em nenhum dos meios desenvolvidos até ao momento.
Os meios de cultura podem apresentar-se no estado liquido (fig. 50) ou sdlido. No caso dos
meios liquidos, a medida que os microrganismos se vao multiplicando aumenta a turvacao
do meio. Sabendo a turvagao, por medi¢cdo em aparelhos especiais (espectrofotdmetros),
é possivel estimar o nimero de

microrganismos.

Figura 50 - Fotografia de meios
de crescimento liquidos. Um
dos meios liquidos estd turvo

porque ocorreu crescimento de

microrganismos.

No caso dos meios sélidos (meio liquido solidificado com agar - aparéncia de gelatina)
(fig. 51), o crescimento é avaliado pela formacdo de coldnias (a medida que se vao
multiplicando, vao-se formando aglomerados de microrganismos, que quando atingem
um numero suficientemente elevado se tornam visiveis a olho nu). O nimero de
microrganismos é estimado com base no principio de que um microrganismo vai dar

origem a uma coldnia.

Figura 51 - Fotografia de meios
de crescimento sdlidos. Os pontos
claros que aparecem numa das
placas comprovam que ocorreu

crescimento de microrganismos

(formacgdo de coldnias).
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Noc¢des bdsicas sobre crescimento microbiano. Expressdo matemadtica. Fases do
crescimento de uma populagdo bacteriana. Fatores que afetam o crescimento de
populagdes microbianas: concentragdo de nutrientes, temperatura, pressdao osmotica,

composicdo da fase gasosa, pH, a,, etc.

Fatores que afetam o crescimento microbiano
Os alimentos sdo uma fonte excelente de substratos onde se desenvolvem numerosas

espécies e variedades de microrganismos devido aos varios fatores.

2.1. Fatores Intrinsecos

Carateristicas associadas aos préprios alimentos:
1. Atividade da Agua;
pH;
Potencial de Oxi-reducgado;

2
3
4. Composicdo do alimento - contetdo em nutrientes;
5. Agentes antimicrobianos

6

Estruturas bioldgicas

1-Adgua

A 34gua é indispensdvel para o crescimento dos microrganismos. Em determinadas
situacdes, embora presente em grandes quantidades, a agua encontra-se ligada
a certos compostos, por exemplo, o acucar ou o sal, o que inviabiliza o crescimento
de microrganismos. Um exemplo dessa situacdo é a fruta em calda, que tem uma
grande quantidade de dgua. Contudo ndao pode ser utilizada para o crescimento dos
microrganismos porque esta ligada ao aclcar adicionado. Se em vez de acucar se
adicionasse sal, o efeito seria semelhante.

A dgua ligada encontra-se intimamente associada as moléculas constituintes do produto,
ndo sendo removida ou utilizada em qualquer tipo de reacdo, assim o metabolismo
dos microrganismos fica paralisado ndo ocorrendo reproducdo ou desenvolvimento

microbiano.
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A agua livre encontra-se disponivel para as reagdes fisicas (ex. evaporac¢do), quimicas
(ex. escurecimento) e microbioldgicas, sendo o fator principal da degradacao alimentar.
Quando ndo existe agua livre, a medida de atividade da agua (a, ) sera igual aa = 0,000
e a totalidade de agua pura livre corresponde a a = 1,000.

A atividade da agua (a ) é definida como a relagdo da pressdo de vapor da solugdo
P (soluto em agua) e a PO (pressdo de vapor do solvente). O crescimento e o
metabolismo microbiano exigem a presenca de agua numa forma disponivel, pelo que
0s microrganismos tém comportamento variavel conforme o valor de a .

As bactérias sdo mais exigentes do que os bolores e leveduras. E a maioria dos

microrganismos deterioradores ndo crescem em meios com a_< 0,91.

Quadro 2 - a,eo crescimento microbiano.

Categoria a, Carateristicas
Baixa a <0,60 Microrganismos estaveis.
Sujeito a deterioracdo fungica ou por
a  Intermediaria 0,60 - 0,85
bactérias haldfilas (meios salinos).

Deterioragdo fungica e/ou bacteriana;

a  Elevada > 0,85
Crescimento de bactérias patogénicas.

2-0OpH

O pH é uma medida da acidez ou alcalinidade de uma solucdo. A escala de pH
(fig. 52) varia de 1 (valor de pH mais baixo) a 14 (valor de pH mais elevado). A maioria
das bactérias cresce melhor em ambientes préoximos da neutralidade (pH 6,0 - 8,0).
Poucas bactérias sdo capazes de crescer em pH 4acido (pH 4,0). Os bolores e as leveduras
sdo na generalidade os microrganismos mais tolerantes ao acido, desenvolvendo-se em
ambientes com valores amonircs
comercial

depHde3,5-4,0e4,5-

6,0 respetivamente.

4] 1 - 3 a4 e

Figura 52 - Escala de pH. ..L,_.
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O pH do alimento é um dos principais fatores intrinsecos capazes de determinar o

crescimento, sobrevivéncia ou destruicao dos microrganismos presentes no alimento.

Classificagdao quanto a acidez:

e Alimentos de baixa acidez (pH > 4,5)
Nestes alimentos predomina o crescimento bacteriano face a menor tempo de geracao,
envolvendo tanto espécies deteriorantes como patogénicas, aerdbias ou anaerdbias,
mesdfilas ou termdfilas. Exemplos destes alimentos sdao produtos carneos e marinhos,

leites e alguns vegetais.

e Alimentos Acidos (pH entre 4,5 e 4,0)
Predomina o crescimento de leveduras oxidativas ou fermentativas e de bolores; algumas
bactérias esporoladas (Clostridium sp.); ou bactérias ndo esporoladas (Lactobacillus,

Streptococcus). Alimentos como exemplo sdo as frutas, tais como tomate, péra.

e Alimentos de elevada acidez (pH < 4,0)
O crescimento microbiano é praticamente restrito as leveduras e bolores, no entanto
podem desenvolver-se algumas bactérias laticas ou acéticas. As frutas, sumos de frutas,

picles, chucrute sdo alguns exemplos de produtos alimentares com elevada acidez.

3 - Potencial de Oxi-reducgao

O potencial de oxi-reducdo é uma medida da tendéncia que um sistema reversivel tem
de doar ou receber eletrdes. Mede a facilidade com que o substrato cede ou capta
electrdes:

Oxidagao - doacdo de eletrBes, o substrato fica oxidado. Quanto mais oxidado um
alimento mais positivo é o potencial de oxi-redugao.

Reducdo - captacdo de electrées, o substrato fica reduzido. Quanto mais reduzido um
alimento mais negativo é o potencial de oxi-reducao.

Potenciaisde oxi-redugdopositivos(elevados)favorecemocrescimentode microrganismos
aérobios. Potenciais de oxi-reducdo negativos (baixos) favorecem o crescimento de

microrganismos anaérobios. Os microrganismos facultativos desenvolvem-se em ambos.
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e Aerdbios - Tem como potencial 6timo de crescimento, valores entre + 350 a +
500 mV;

e Anaerodbios facultativos - Crescem tanto na presenca quanto na auséncia de
oxigénio, em virtude disso tem uma capacidade de crescimento em valores
mais reduzidos de potencial ( + 100 a + 350 mV)

e Anaerdbios - Tem uma capacidade de crescerem em potenciais baixos ( + 30

a-250 mV);

4 - Composicao do alimento

Para além da dgua, os microrganismos, tal como nds, necessitam de fontes de nutrientes
e de energia. Estas necessidades podem ser satisfeitas utilizando os mesmos alimentos
gue ingerimos. Assim, em alimentos nutritivos (como o leite, a carne ou o peixe), os
microrganismos podem desenvolver-se com muita facilidade.

A composi¢dao do alimento vai ser responsavel pelo fornecimento dos substratos
utilizados pelos microrganismos nas diversas atividades metabdlicas.

Os alimentos ricos em hidratos de carbono e agucares tém uma tendéncia maior para a
proliferagdo de microrganismos.

Os microrganismos utilizam acucares, dlcoois e aminodcidos, alguns microrganismos
sdo capazes de utilizar hidratos de carbono complexos como o amido e a celulose,
transformando-os em hidratos de carbono mais simples. Os lipidos podem servir como
fonte de energia contudo somente sdo metabolizados por alguns microrganismos. Alguns
microrganismos conseguem metabolizar nucleotideos e outros metabolizam peptideos,
como fonte de azoto.

Os nutrientes necessarios ao desenvolvimento microbiano sao: agua, fontes de energia,
fontes de azoto, vitaminas e sais minerais.

A composicao do alimento associa a quantidade de dgua disponivel, o pH, os nutrientes,

os agentes antimicrobianos naturais, a interacdo entre microorganismos, etc.

5 - Agentes Antimicrobianos
Alguns alimentos sdo mais estdveis ao ataque por microrganismos, isto deve-se a
presenca de substancias inibidoras que dificultam a sua proliferacdo ou multiplicacao,

estas substancias podem ser:
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e Naturais
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e Produzidas por microrganismos (quadro 3)

¢ Adicionadas ao alimento (conservantes)

e Competicao entre microrganismos

e Estrutura bioldgica do alimento

Os agentes antimicrobianos naturais sdo o
eugenol presente no cravinho (fig. 53) e na canela;
a alicina do alho; o aldeido cindmico da canela;
timol e isotimol dos orégdos; a lizosima da clara

do ovo; a lactoferrina do leite.

Figura 53 - Cravinho da india e planta do cravinho da india.

Quadro 3: Substéncias inibidoras produzidas por microrganismos

Substancia

Microrganismo

Acido propidnico

Bactéria propidnica do queijo tipo suico

Acido lactico

Bactéria latica

Alcool

Levedura

Antibidtico

Bolores

Bacteriocinas

varios, especialmente bactérias gram positivas

Nisina

Streptococcus lactis, inibe o crescimento de espécies de
Clostridium produtora de gds, que fermentam os latatos durante

a maturacdo dos queijos, retardando a maturagao

Agua Oxigenada

Estreptococos e lactobacilos
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Os aditivos alimentares como acidos, nitratos, didxido de enxofre e sulfitos, quando
adicionados aos alimentos podem reduzir ou mesmo inibir o crescimento microbiano.
A adicdo de microrganismos inofensivos estimula o processo competitivo. Por exemplo

as bactérias laticas inibem o crescimento de bactérias Gram negativas.

6 - Estruturas Bioldgicas
A casca que reveste os frutos, a pele dos animais e a casca dos ovos sdo estruturas
biolégicas que revestem naturalmente muitos alimentos sendo prote¢ao contra a

entrada e o desenvolvimento dos microrganismos.

2.2. Fatores Extrinsecos

Carateristicas exteriores ao alimento:
1. Temperatura;
2. Atmosfera envolvendo o alimento, presenca e concentracao de gases no meio
ambiente;
3. Humidade relativa do ambiente

4. Presenca e atividade de outros microrganismos

1 - A temperatura

A temperatura tem uma forte influéncia no crescimento microbiano.

A maioria dos microrganismos patogénicos apresenta um crescimento maximo a
temperatura do corpo humano. Mas os microrganismos sdo muito mais flexiveis
do que nds no que respeita a temperatura necessaria para o seu funcionamento e
desenvolvimento.

O crescimento bacteriano é possivel a temperaturas inferiores a 0°C e superiores a
100°C. No entanto, nenhum organismo consegue multiplicar-se nesta amplitude de
temperatura. A maior parte das bactérias encontradas em alimentos conseguem crescer
entre os 5°C e os 50°C (existem algumas excec¢des). No entanto, a sua temperatura de
crescimento 6tima (temperatura a qual a velocidade de crescimento é maxima) situa-se

entre os 30 e os 40°C.
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A temperaturas baixas os microrganismos
crescem muito lentamente (por exemplo
no frigorifico, 4°C) ou ficam inativos (por
exemplo, no congelador, -18°C) mas nao
morrem. A fervura (100°C), durante 15 a 30
minutos destréi a maioria das bactérias, no
entanto ndo destrdi os esporos.

Algumas bactérias sao capazes de crescer
em temperaturas extremas (>100°C ou
<0°C), as quais a maior parte dos outros

seres vivos ndo sobreviveria (fig. 54).

Figura 54 - Termdémetro de seguran¢a dos

alimentos.

Os microrganismos tém temperaturas 6timas de crescimento (quadro 4) de acordo com

as suas carateristicas de adaptacao a temperaturas variadas.

Quadro 4: Grupos de microrganismos em fungdo da Temperatura

Termofilos 40-45 55-75 60-90
Mesofilos 5-15 30-45 35-50
Psicrofilos -5a+5 12-15 15-20
Psicrotrofilos -5a+5 25-30 30-35

2 - Concentragao de gases atmosféricos

O oxigénio (O ) representa cerca de 21% da composi¢do da atmosfera terrestre e é o gas
2

que mais condiciona o desenvolvimento de microrganismos nos alimentos. De acordo

com a necessidade de O, os microrganismos sdo divididos em 4 grupos:
2
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Aerdbios Obrigatérios - requerem oxigénio para o seu crescimento (21% de O).
2
Alguns podem crescer mais lentamente quando o O é limitado. Em meio liquido os
2
microrganismos podem rapidamente utilizar o O dissolvido na camada superficial do

2
meio. Ex: Bolores, leveduras oxidativas e bactérias (Pseudomonas, Moraxella etc..)

Aerdbios Facultativos - Crescem na presenca de O (maior producdo de energia) ou
2

podem também crescer em anaerobiose (sem oxigénio). Ex: Enterobactérias.

Microaerdfilicos - Crescem em pequena concentracdo de oxigénio (+/- 10 %) Ex:

Lactobacilos e Estreptococos.

Anaerdbios - sdo aqueles que ndo apresentam atividade metabdlica na presenca

de O Contudo alguns, por exemplo, Clostridium perfringens - podem tolerar baixas
.

concentragdes de oxigénio.

Anaerdbios Tolerantes - na presenca de quantidade de pequenas percentagens de

oxigénio, assim como na sua auséncia produzem igual quantidade de energia.

Anaerdbios Estritos - ndo sobrevivem na presencga de oxigénio.
O uso de atmosferas controladas envolvendo os alimentos em misturas de gases, podera
alterar o tempo de vida de um alimento, sendo portanto uma das opcdes de embalagem

de alguns alimentos, como por exemplo carne embalada em atmosfera modificada.

3 - Humidade Relativa do ambiente

A humidade é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento dos seres vivos,
0 mesmo ocorre com as bactérias. Sem agua elas ndao podem aproveitar os nutrientes que
asrodeiam, as bactérias ndo crescem nem se multiplicam nos alimentos desidratados mas
também ndao morrem, quando estes sdao reconstituidos voltam a crescer e a multiplicar-
-se, pelo que se deve ter com este alimentos os mesmos cuidados que se tém com os
alimentos frescos.

Os alimentos tém tendéncia a absorver humidade aumentando deste modo a atividade

da agua (a,). Os alimentos desidratados e com baixo a, tendem a absorver na sua
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superficie dgua proveniente do meio ambiente,
proporcionando-se ai o desenvolvimento
de microrganismos, por exemplo, farinha,

bolachas (fig. 55).

Figura 55 - Bolachas.

4 - Atividade de outros microrganismos

A competi¢do pelos nutrientes pode impedir o desenvolvimento de outras bactérias,
como por exemplo as bactérias laticas. As alteragdes do pH verificadas durante o
desenvolvimento dos microrganismos pode favorecer ou condicionar o desenvolvimento

de outras espécies.
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Atividades - Exercicios

1. Os alimentos sao uma fonte excelente de substratos onde se desenvolvem
numerosas espécies e variedades de microrganismos devido aos varios fatores.

Indique os fatores que afetam o crescimento microbiano.

2. Qual a importancia da atividade da agua (aW) para o crescimento dos

microrganismos?

3. Osalimentos podem apresentar acidez variavel.

Indique a classificacdo dos alimentos quanto a acidez.

4. Atemperatura tem uma forte influéncia no crescimento microbiano.

Como é que a temperatura afeta o crescimento microbiano?

5. Os microrganismos tém temperaturas étimas de crescimento de acordo com as
suas carateristicas de adaptacdo a temperaturas variadas.

Indique a classificagdo dos microrganismos quanto a temperatura.

6. A presenca de oxigénio ou a sua auséncia pode condicionar o desenvolvimento
microbiano.
Indique a classificagdo dos microrganismos quanto a necessidade ou nao de

oxigénio.

66 | CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA




3. MICROBIOLOGIA DOS ALIMENTOS

3.1. Acéo dos microrganismos na conservagéo

Na natureza a interagdo dos microrganismos com animais e plantas é uma constante natu-
ral. Uma vez que os alimentos que consumimos tém a sua origem no reino animal e no rei-
no vegetal é provdvel a presenca de microrganismos que interagem com eles. Assim como
nods necessitamos de alimentos também os microrganismos necessitam e para suprimir
essa necessidade utilizam os nossos alimentos como fontes de nutrientes para o seu pro-
prio crescimento e, como consequéncia, os alimentos sofrem alteracdes. Estas alteracdes
podem ser positivas quando ocorre um melhoramento das carateristricas dos alimentos
alterados, ou podem ser negativas, quando ocorre a deteriorizacdo dos alimentos.

As fermentacbes sdo um exemplo de alteracdes benéficas para o alimento, porque
conduzem a melhoria das propriedades organoléticas. Como exemplo de altera¢des
negativas temos o caso dos microrganismos causadores de putrefacdo dos alimentos
ou o caso dos microrganismos patogénicos, que utilizam os alimentos como substrato
para se desenvolverem e multiplicarem-se, o que torna estes alimentos perigosos para
a saude publica.

As carateristicas do alimento determinam qual a flora microbiana que pode desenvolver-
se nele,porque o substrato do alimento determina se o microrganismo pode ou nao
desenvolver-se naquele alimento. Dai ser importante conhecer os fatores que favorecem
ou inibem a multiplicacdo dos microrganismos e deste modo compreender os principios
basicos que regem quer a alteracdo quer a conservacao dos alimentos. Estes fatores
sdo o pH, a humidade, o potencial redox, os nutrientes e a presenca de substancias
inibidoras (bioquimicos ou fisicos).

Cadaum destesfatores é importante na definicao da flora microbiana que se vai desenvolver
no alimento, mas também as suas interagdes devem ser tidas em conta quando se pensa
num alimento em termos globais. Por exemplo, um microrganismo que cresce a um pH
préoximo do seu valor 6timo tolerard melhor variagdes de humidade que um outro que
cresca a valores pH afastados do ideal. Com o fim de impedir ou retardar o desenvolvimento
de microrganismos, podem manipular-se varios destes fatores simultaneamente, o que

sera mais eficaz do que intervir separadamente em cada um deles.
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Em microbiologia alimentar encontramos exemplos importantes de intera¢bes com
os alimentos, de membros dos tipos cldssicos de microrganismos: bolores, leveduras,
bactérias, archaea e virus, estes dois ultimos sdo os Unicos que apresentam acoes
prejudiciais, os restantes podem apresentar altera¢cdes benéficas ou nao, por parte dos
microrganismos que as compdem.

A interacdo existente entre os microrganismos e os alimentos pode ser classificada em

trés grupos:
1 - Microrganismos como agentes de deterioragao dos alimentos - causam alteracoes
guimicas indesejaveis deteriorando o alimento e alterando a cor, sabor, odor, textura e

o aspeto do alimento.

Alimentos deteriorados: Sdo aqueles alimentos danificados (fig. 56) por agentes micro-

bioldgicos, quimicos ou fisicos, de modo que seja inaceitavel para o consumo humano.

e Aproximadamente 20% das frutas e dos vegetais colhidos sdo perdidos por
deterioracdo microbiana produzida por aproximadamente 250 doencas
conhecidas no mercado.

e Os agentes causadores de deterioracdo podem ser bactérias, fungos e
leveduras, sendo as bactérias e os fungos os mais importantes.

e As carnes sao os alimentos mais facilmente deteriorados.

e Durante o processo da deterioracdo é selecionada uma populacdo ou tipo
predominante de microrganismos.

e C(Cada tipo de alimento deteriora-se pela ac¢do de um tipo concreto de
microrganismo.

e De todos os microrganismos presentes num alimento, sé alguns sdo capazes

de se multiplicar ativamente no alimento resultando numa selegao.

Figura 56 - Laranja a iniciar
decomposicdo por ataque de

microrganismos.
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2 - Microrganismos como agentes patogénicos transmitidos por alimentos - causam

risco a saude do consumidor.

3 - Microrganismos como produtores
de alimentos - utilizados na fabricacao
de alimentos (vinhos, queijos (fig. 57),

paes, cerveja, etc.).

Figura 57 - Queijos e vinho.

Fontes de Contaminacdo

SOLO E AGUA: microrganismos do solo podem contaminar o ar através dos
ventos e posteriormente chegar aos corpos hidricos através das chuvas.
Os microrganismos aquaticos podem ser transferidos para o solo através
das nuvens e posteriormente pela chuva, portanto sdo quase os mesmos.
No entanto, alguns microrganismos das aguas marinhas sdo incapazes de
sobreviver no solo devido a necessidade da salinidade (ex. Alteromonas spp.). A
flora bacteriana da dgua do mar é formada por microrganismos Gram negativos
e alguns Gram-positivos.

PLANTAS: poucos microrganismos presentes no solo e dgua tém a capacidade
de sobreviver e multiplicar-se na superficie das plantas porque ndo tém
mecanismos de adesdo e nutrientes necessdrios. Porém, alguns sdo
fitopatogénicos: Corynebacterium, Pseudomonas, Xantohomonas e alguns
fungos.

UTENSILIOS: bandejas, panos, tadbuas, pecas de moagem em maquinas.
Limpeza e desinfecdo inadequadas ou feitos de material inapropriado, podem
resultar em CONTAMINACAO CRUZADA.

TRATO INTESTINAL DO HOMEM E DE ANIMAIS: rico em microrganismos,
em quantidade e variedade, sdao a principal fonte de contaminacdo de

enteropatogénicos como: Salmonella, Shigella, Campylobacter e muitos outros.
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e MANIPULADORES DE ALIMENTOS: mados, roupas (podem conter
microrganismos do solo e agua), fossas nasais, boca e pele. Manipuladores
com higiene precaria podem contaminar os alimentos com microrganismos do
trato intestinal.

e RACAO ANIMAL: importante fonte de Salmonella para aves e outros animais e
a Listeria monocytogenes na silagem de forragens.

e PELE DOS ANIMAIS: principal fonte de contaminac¢ado do leite, quando nao se
tem a higiene e os cuidados necessarios.

e ARE PO: embora todos microrganismos possam ser encontrados no ar os que

melhor sobrevivem sdo as bactérias Gram positivas e os fungos.

3.2. Efeitos dos fungos (bolores e leveduras) na Industria
Agroalimentar

Os fungos sao formados pelos bolores e leveduras como ja vimos anteriormente.

Os bolores sdao, na sua maioria, aerébios, pelo que o seu crescimento se verifica na
superficie dos alimentos. Sdo formados por filamentos denominados hifas, que em
conjunto formam o micélio. As hifas podem ser septadas e intercomunicar-se através dos
poros; e ndo septada com os nucleos celulares dispersos ao longo de toda hifa (fig. 58).
Quanto as carateristicas fisioldgicas sdo menos exigentes que as leveduras e bactérias
em relacdo a humidade, pH, temperatura
e nutrientes. O micélio pode ter duas
funcdes: promover a fixacdo ao substrato,
e a reproducdo através da producdo dos

esporos.

Figura 58 - Hifas com esporos.

Embora grande parte dos bolores intervenha na contaminagdo de muitos alimentos,
algumas espécies sdo Uteis na transformacao benéfica de alguns alimentos. Por exemplo,

os queijos Roquerfort, Camembert e Brie sdo produzidos com o auxilio de bolores,
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utilizando-se também alguns destes microrganismos na elaboracdo do molho de soja,
do miso e do sonti (alimentos orientais).

Em comparagdao com outros microrganismos, leveduras e bactérias, os bolores necessitam
de menor humidade disponivel (a,) para o seu crescimento. Outras carateristicas
fisiolégicas dos bolores sao:

e Capacidade de crescer a temperaturas préximas da ambiente (25- 30°C), sendo
por isso considerados mesodfilos. Contudo, alguns sdo capazes de desenvolver-
se a temperaturas um pouco mais elevadas, ou mesmo bastante mais elevadas
(termdfilos), enquanto outros podem viver a temperaturas de refrigeracdo ou
mesmo a menos de 0°C (psicrotrofilos).

e Necessidade de oxigénio para o seu crescimento (aerébios).

e Capacidade de viver a valores muito variados de pH (2 a 8,5), embora a maioria
cresca melhor a pH acido.

e Capacidade de utilizar uma vasta gama de alimentos, dos mais simples aos mais
complexos, ja que a maioria possui enzimas hidroliticas, capazes de degradar
os alimentos mais complexos nos seus nutrientes.

® Produgdo de substancias inibidoras de outros microrganismos, como por

exemplo a penicilina de Penicillium chrysogenum.

O inicio do crescimento dos bolores é mais lento que o das leveduras e o das bactérias,
sendo portanto os ultimos a crescer quando as condi¢cdes de meio sdo propicias ao
desenvolvimento de todos os tipos de microrganismos. Contudo, uma vez iniciado o seu
crescimento, este pode ser muito rapido.

O crescimento dos bolores pode ser inibido pela utilizacdo de micostaticos, como o acido
sérbico, os propionatos ou os acetatos. A destruicao dos bolores consegue-se através da

utilizagdo de funcigidas.

Principais Géneros de Bolores de interesse na Industria
Alimentar
e Absidia (fig. 59) - parecidos com a Rhizopus, da

qual diferenciam-se por terem esporangios mais

pequenos e em forma de péra. Figura 59 - Absidia.
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e Alternaria (fig. 60) - tém hifas septadas
e reproducdo assexuada; causador da
deterioracdo de tomates, pimentdes, macas,
frutas citricas e carnes vermelhas, causando o

escurecimento dos tecidos. Algumas espécies

produzem micotoxinas.

-/

Figura 60 - Alternaria.

e Aspergillus (fig. 61) - este género
compreende mais de 100 espécies.
O seu micélio é septado e sua
reproducdo é assexuada. Aspergillus.

glaucus e Aspergillus repens causam

Figura 61 - Hifas de Aspergillus. deterioragdo em alimentos.

Outros como Aspergillus orizae e Aspergillus soyae sao utilizados na produgao de alimentos.

O Aspergillus ninger (fig. 62) é utilizado

na producdo comercial de acido citrico, . r X o~
. i
L. - . | '
glucénico e galico, Beta-galactosidase, » b
. . . -"'
glicoamilase, lipases e pectinases [ 1 £
(preparados de enzimas). " e

Figura 62 - Aspergillus ninger.

Aspergillus oryzae é grande produtor de a-amilase e enzimas pectinoliticas. Tem a
particularidade de possuir alguns representantes que degradam certos alimentos, ao

mesmo tempo podem ser utilizados na produgdo de alguns alimentos orientais.

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sdao produtoras de micotoxina (aflatoxina,
ocratoxina A e esterigmacistina).

Os Aspergillus sdo dos bolores mais abundantes, sendo algumas espécies responsaveis
por altera¢des dos alimentos e outras utilizadas na sua transformacdo. Crescem bem em

alimentos ricos em agucar ou sal, com baixo teor em humidade.
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e Aureobasidium (fig.
63) - conhecido como
Pullularia, produz
manchas pretas em
camardes e carne, sendo

comum em frutas e

vegetais. Figura 63 - Aureobasidium pulularia.

e Botrytis-tem micélio septado. Botrytis cinerea (fig. 64) é uma espécie relevante
na area dos alimentos, pois ataca as uvas e provoca podriddo cinza em magas,

péras, morangos (fig. 65) e frutas citricas.

Figura 65 - Morangos com

Figura 64 - Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea.

e Byssochlamys - reproducdo assexuada. Porém, as espécies Byssochlamys
fulva (fig. 66) e Byssochlamys nivea produzem esporos sexuais de elevada
resisténcia térmica, capazes de se multiplicar em pH baixo e baixa tensdo de
O, e produzir enzimas pectinoliticas
muito ativas. Por isso, deterioram
sucos envasados e conservas de
frutas. Podem produzir gas e estufas
produtos enlatados. O Byssochlamys
fulva pode ser produtor de

micotoxina.

Figura 66 - Byssochlamys fulva.
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Cladosporium - as espécies mais
importantes sdao Cladosporium
herbarum e Cladosporium
cladosporoides, comuns em vegetais
e frutas. Podem causar alteragdes em
carnes, manteiga e margarina.

Estes microrganismos também sao

responsaveis pelo bolor nas paredes.

Claviceps - Claviceps purpurea produz alcaldides
toxicos, principalmente em grdaos de cereais (fig.
68), é o agente etioldgico do ergotismo, uma
intoxicacdo aguda na idade média e controlada
atualmente.

Figura 68 - Espiga de trigo

contaminada com Claviceps purpurea.

nos alimentos, responsavel pela
antracnose (manchas marrons ou
pretas) em frutas como citrinos (fig.

69), morangos, e papaia.

Figura 69 - Limdo contaminado com

Colletotrichum gloeosporoides.

Fusarium (fig. 70) - sdo frequentes na superficie dos alimentos. Algumas

) T

espécies causam alteragcdes em — T — g P
frutas citricas, abacaxis e figos; " . v
. . - . \‘" i Sy
e outras produzem micotoxinas S — W
. o '
(zearalenona e tricotecenos). E )\ f _
']
T T, W
-z
. . -“I
Figura 70 - Fusarium. . A
#

74 | CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA




Manual do Aluno

Geotrichum - produzem hifas septadas
com micélio de coloragao branca. As
espécies importantes em alimentos
sdo Geotrichum candidum (fig. 71),
importantes em laticinios como queijos

e em maquinas de enlatar tomate, e

Geotrichum albidum, importante em
Figura 71 - Geotrichum candidum.
frutas.

e Monilia - varias espécies causam
deterioracdo de frutas, como péssego

(fig. 72).

Figura 72 - Péssegos contaminados por Monilia.

Mucor - Células individuais esféricas
reproduzem-se por brotamento ou
gemulagdo. Podem ser encontrados
no solo, esterco, frutas, vegetais,
grdos e outros alimentos. Muitas

espécies sdo utilizadas na producdo

de queijos e alimentos fermentados Figura 73 - Mucor rouxii.
orientais. As espécies mais comuns
encontradas nos alimentos sao Mucor pusillus,
Mucor racemosus e Mucor rouxii.

O Mucor rouxii é utilizado industrialmente na

sacarificacdo do amido.

Neurospora - A espécie Neurospora crassa
produz esporos sexuais que permanecem viaveis

no ambiente por muitos anos. Neurospora

sitophila (fig. 74) vulgarmente designada de

Figura 74 - Neurospora sitophila.
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“bolor vermelho do pao” produz pigmentos de coloragdo résea na superficie
dos paes. Pode também ser encontrada na superficie do bagaco de cana de
aclcar.

e Penicillium - género de numerosas
espécies, muito importante nos

alimentos. O seu micélio é septado e

sua reprodugdo é assexuada. Penicillium

Cyclopium e Penicillium viridicatum

causam a deterioracio de grios e (lgura75-Laranjas atacadas por

cereais. Varias espécies, Penicillium Penicillium digitatum e Penicillium

expansum provoca danos em frutos, italicum.
Penicillium digitatum e Penicillium italicum provocam podridao em citrinos
(fig. 75). Penicillium camemberti, utilizado na maturagao do queijo Camembert
e Penicillium roqueforti (fig. 77), que é usada na maturagao de queijos azuis,

sendo o Roquefort (fig. 76) um exemplo.

Figura 76 - Queijo Figura 77 - Penicillium roqueforti.

Roquefort.

® Rhizopus - tém micélio cenocitico e rizéides para fixacdo ao substrato e a sua
reproducdo é assexuada. Sdo agentes deterioradores comuns em alimentos
de origem vegetal, com producdo de enzimas pectinoliticas. Por serem
termorresistentes, estas enzimas nao sao eliminadas durante o processamento
térmico dos vegetais, o que pode causar a podriddao mole pdés-processamento.

O Rhizopus stolonifer (fig. 78) é um bolor muito comum no pao, chamado de
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“bolor do pao” (fig. 79) e intervém na alteracdo de alguns
frutos, vegetais e outros alimentos.

Produzem grande quantidade de acido fumadrico a partir
de acucares fermentdaveis. Algumas espécies sdo utilizadas

na prepara¢ao de alimentos orientais fermentados.

Figura 78 - Rhizopus

stolonifer.

e Scopulariopsis - Bolores proteoliticos que
podem causar a deterioracdo de laticinios
(queijo Camembert em especial) e carnes.
A espécie mais comum é Scopulariopsis

brevicaulis (fig. 80).

Figura 80 - Scopulariopsis brevicaulis.

e Sporotrichum - algumas espécies
(Sporotrichum  carnis (fig. 81),
por exemplo) multiplicam-se bem
em baixas temperaturas (-5°C a
-8°C), podendo desenvolver-se na
superficie de carnes (fig. 82) mantidas

em camaras frigorificas.

Figura 82 - Carne contaminada com

Sporotrichum carnis.

CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA | 77




e Thanmnidium - possuem micélio cenocitico, sdo encontrados em carnes, no
solo e em excrementos de animais. Crescem em carnes refrigeradas, com
destaque para Thanmnidium elegans.

e Qutrosgéneroscomo Trichoderma, Trichotecium, Cephalosporium e Manascus
sdo produtores de micélios de vdrias cores, e Basipetospora, Chrysosporium,

Eremascus, Polipaecilum, Wallemia e Xeromyces, sdo xerofilicos.

As leveduras que podemos encontrar nos alimentos, tal como nos bolores, podem
ser benéficas ou prejudiciais. Exemplos de utilizagdo benéfica de leveduras sao as
fermentacgdes produzidas por leveduras na producdo de pao, cerveja, vinhos, vinagre
e de alguns queijos. As alteracOes prejudiciais devido a atuacdo de leveduras podem
verificar-se em sumos de frutas, xaropes, mel, carnes, vinho, cerveja e noutros alimentos.
A maioria das leveduras com importancia para a industria alimentar desenvolve-se
melhor em ambientes com elevado teor de humidade disponivel, mais alto do que o
requerido pelos bolores, embora mais baixo do que o necessdrio para as bactérias. O
valor favoravel de a, situa-se entre os 0,88 e 0,94. Embora algumas leveduras cresgam
em meios em que a,, tem valores entre 0,62 e 0,65, como os xaropes. Em fungdo das
outras propriedades do meio, como pH, temperatura, quantidade de oxigénio disponivel
e presenca ou auséncia de inibidores, estes valores de a,, podem ser alterados.

O intervalo de temperaturas de crescimento da maioria das leveduras é semelhante ao
dos bolores, entre 25 a 30°C e a temperatura mdxima pode ir até aos 47°C, contudo
verificam-se excec¢Oes, sendo conhecidas temperaturas inferiores a 0°C.

O pH ideal de crescimento é ligeiramente acido (4,0 a 4,5) e em geral sdo aerdbias,
embora as do tipo fermentativo possam crescer lentamente na auséncia de oxigénio.

A maior parte das leveduras utilizam os acucares como fonte de energia, embora as
leveduras oxidativas possam utilizar os acidos organicos e o alcool. Como nutrientes,
podem utilizar desde compostos simples, como amoniaco e ureia, até polipeptideos e
aminoacidos.

As leveduras podem sofrer mutacGes e deste modo adaptar-se a novas condicdes.
Exemplo destas mutagcdes sdo o grande nimero de variedades que existem dentro da
espécie Saccharomyces cerevisiae, adaptadas a diversas utilizagdes como na elaboragao

de pao, cerveja, vinho, alcool, etc. Grande parte das leveduras utilizadas na industria
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alimentar sdo do género Saccharomyces, no entanto existem outros géneros com efeitos
benéficos ou prejudiciais, sendo importante a sua referéncia.
Algumas das carateristicas das leveduras sao:
e Leveduras sdo fungos unicelulares.
e Podem apresentar forma esférica, ovoide, cilindrica ou triangular.
e Algumas leveduras sdo bastante alongadas formando filamentos semelhantes
as hifas dos bolores.
e Leveduras com pseudomicélio ou micélio verdadeiro constituem a fase de
transicdo entre as leveduras unicelulares e os fungos filamentosos.
* Requerem menos humidade que a maioria das bactérias e mais que a maioria
dos bolores.
e Asleveduras podem ser aerdbias e anaerdbias.
e Todas as leveduras podem reproduzir-se assexuadamente por gemula¢do/
brotamento ou fissdo celular.
e Quanto a reproducdo, as leveduras de interesse em alimentos, podem ser
divididas em:
e Leveduras verdadeiras: ha formacgdo de ascos contendo esporos sexuados
(ascosporos)
e Leveduras falsas: ndo produzem ascosporos ou qualquer outro tipo de

esporo sexuado.

Principais Géneros de Leveduras de interesse na Industria Alimentar

e Brettanomyces - a espécie mais vulgar é a Brettanomyces bruxellensis (fig. 83) que
produz grandes quantidades de acido, sendo utilizada na fermentacdo da cerveja
belga do tipo “lambic” e das cervejas inglesas. Também se encontra em vinhos
franceses. No entanto, se por
um lado pode ser benéfica por
outro lado pode ser prejudicial

e danificar os vinhos.

Figura 83 - Brettanomyces

bruxellensis.
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e Candida - ndo produzem
esporos assexuados. Formam
pseudomicélio, mas algumas
formam micélio verdadeiro.
Sdo muito comuns em carne
fresca bovina e de aves.

Os membros desta espécie

sao conhecidos pela sua
capacidade de alterar os Figura 84 - candida-krusei-pseudohyphae.
alimentos com elevada acidez e concentracdo de sal. Algumas espécies
estdo envolvidas na deterioragao de frutas secas, vegetais, laticinios, bebidas
alcodlicas e refrigerantes.

A espécie Candida krusei (fig. 84) tem
acao benéfica e é utilizada na industria
de laticinios para manter a atividade e
aumentar a longevidade das bactérias
[aticas.

Algumas espécies sdo patogénicas para o

homem (Candida albicans) (fig. 85), mas

Figura 85 - Candida albicans. nao estdo relacionadas com alimentos.

e Cryptococcus (fig. 86) - reproduzem-se assexuadamente por gemulagao multi-

lateral. Ndo sdao fermentativos. ™ <
Sdo encontrados no solo, em
plantas, morangos, pescados
marinhos, camardo, carne bo-

vina crua, refrigerantes, vinhos

e graos de cereais.

Figura 86 - Cryptococcus.

80 | CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA




Manual do Aluno

e Debaromyces (fig. 87) - Sao
esféricas e reproduzem-se por
gemulacdo multilateral. Tém pouca
atividade fermentativa e elevada
tolerancia ao sal (18 a 20%) e
pertencem ao grupo de leveduras

formadoras de peliculas na

superficie de alimentos salgados

ou mantidos em salmoura. Figura 87 - Debaromyces.

e Hanseniaspora (fig. 88) - sdo leveduras
apiculadas, em forma de limao,
com intensa atividade fermentativa.
Podem ser encontradas numa grande
variedade de alimentos: figos, tomates,

morangos, frutas citricas e vinhos.

Figura 88 - Hanseniaspora.

e Issatchenkia (fig. 89) - produzem
pseudomicélio, multiplicando-se por
gemulacdo  multilateral.  Formam
peliculas quando em meio liquido,
podendo ser encontradas em grande

variedade de alimentos como frutas,

refrigerantes, vinhos e pescados.

Figura 89 - Issatchenkia orientalis.

Issatchenkia orientalis, anteriormente
denominada Candida krusei, é utilizada como cultura
starter de laticinios. E estd presente no Kefir.

o Kloeckera - a Kloeckera apiculata (fig. 90) é um

contaminante vulgar das frutas e flores e também do solo.

Figura 90 - Kloeckera apiculata.
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Kluyveromyces (fig. 91) - Multiplicam-se por gemulagdo multilateral, as
células podem ser esféricas, elipsoidais, cilindricas ou alongadas. Tém atividade
fermentativa muito intensa,
podendo multiplicar-se
desde 5°C até 46°C, causando
deterioracdo em laticinios,
carnes e frutas. Algumas

espécies sdao osmofilicas.

Figura 91 - Kluyveromyces.

Pichia - sdo leveduras ovais a cilindricas, com reproducdo assexuada por

gemulagdo  multilateral e 9
L - LS
formadoras de pseudomicélio. [
Formam peliculas na superficie el
Ced,

de liquidos, como salmouras. L

. ¥ I-:|-
A Pichia membranifaciens 'f:‘ L‘.‘F: e,

(fig. 92), por exemplo, cresce
na superficie de cervejas e v

de vinhos. S3o importantes

>
Fals

Figura 92 - Pichia membranifaciens.

agentes deterioradores de
cerveja, vinho, laticinios e
frutas. Algumas espécies sao osmofilicas, multiplicando-se em alimentos com

alto teor de acucar (sumos concentrados, caldo de carne, etc.).

Rhodotorula (fig. 93) - podem ser esferoidais, ovéides ou alongadas e
reproduzir-se por gemulacdo multilateral.
Este género contém espécies psicrotréficas.
Sao produtoras de pigmentos carotendides de

coloracdo amarela ou vermelha, na forma de

Figura 93 - Coldnias de Rhodotorula glutinis.
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manchas na superficie de alimentos. Tém sido associadas a alteracdo de cor
em carnes, laticinios e produtos fermentados. S3o comuns em bebidas nao

alcodlicas (sumos de laranja e maga, etc.).

e Saccharomyces - grupo bastante
heterogéneo, com leveduras que se
multiplicam por gemulagcdao multilateral
ou através da formagao de pseudomicélio.
Todas as espécies tém intensa atividade

fermentativa. Asespécies maisimportantes

sdao Saccharomyces cerevisae (fig. 94),

Figura 94 - Saccharomyces

utilizada para as mais variadas finalidades: cerevisae.
producdo de paes, bebidas (cervejas, vinhos,

etc.), alcool, glicerol, invertase e outras aplicagdes em processo tecnoldgicos.
Por outro lado estao frequentemente envolvidas em alteragdes indesejaveis
em frutas, laticinios (leite, manteiga, etc.), maionese, mel, vinagre e produtos
fermentados. As leveduras de superficie sdo fermentadoras muito ativas,
crescendo rapidamente a temperatura de 20°C. A formacdo de agregados
celulares e a rapida producdo de didxido de carbono provocam o deslocamento
das células de leveduras na superficie da massa liquida, sendo esta a razao
pela qual sao conhecidas como leveduras de superficie. As leveduras do fundo
dos tanques de fermentacdo ndo formam agregados celulares, crescem mais
lentamente e tém maior atividade fermentativa a temperaturas mais baixas
(10 - 15°C). Estes fatos permitem a sua sedimentac¢do no fundo, sendo por isso

denominadas leveduras de fundo.

A espécie Saccharomyces ellipsoideus (fig. 95)
produz elevadas concentracdes de dlcool, sendo
utilizada ndo sé para a produgado industrial de
alcool mas, também na elaboracdo de vinhos e

licores de destilagao.

Figura 95 - Saccharomyces ellipsoideus.
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A Saccharomyces uvarum (fig. 96) é uma levedura de fundo

utilizada no fabrico de cerveja.

Figura 96 - Saccharomyces uvarum.

e Schizosaccharomyces - células esféricas ou cilindricas, reproducdo assexuada, feita
por fissdo celular. Nao apresentam gemulacdo. Tém intensa atividade fermentativa,
requerendo vitaminas para a sua multiplicagdo. Formam um micélio verdadeiro
rudimentar e ascos contendo de 4 a 8 ascdsporos. Leveduras contaminantes de frutas

tropicais, melaco, mel e solo. Algumas espécies sao i_!':‘" -

xerotolerantes, crescendo em mel, rebugados e

caldo de cana. Schizosaccharomyces pombe (fig. 97)

é uma espécie corrente.

Figura 97 - Schizosaccharomyces pombe.

* Torulopsis - estas leveduras, fermentativas, provocam problemas nas fabricas
de cerveja e produzem altera¢des em diversos alimentos. Outras espécies sdo
capazes de alterar o leite condensado agucarado, os concentrados de sumos e
os alimentos acidos. A Unica espécie importante para alimentos é Torulopsis
delbrueckii (fig. 98), associada a deterioracdo de frutas, refrigerantes, cervejas,
paes e queijos. Por ser osmolitica, pode ser
encontrada em alimentos com elevado teor
de acgucar, como sumos concentrados, mel e

acucar.

Figura 98 - Torulopsis delbrueckii.
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e Trichosporon - produzem micélio verdadeiro e
nao tém capacidade de fermentar agucares. Podem
ser encontradas em camaroes frescos, carne moida,
carne de aves, sumos de frutas, graos de cereais e
vinhos. Trichosporon pullulans (fig. 99) é a espécie

predominante.

Figura 99 - Trichosporon pullulans.

e Zygosaccharomyces: Intensa capacidade de fermentar
acucares. A espécie Zygosaccharomyces rouxii (fig. 100)
é osmdfila, isto €, tolera a,, minima de 0,7 podendo ser
encontrada em xaropes, doces, frutas secas e massapao. A
Zygosaccharomyces bailii é capaz de se multiplicar em pH
1,8 mas ndo se multiplicaem a , inferiora 0,85. Esta espécie
é importante na deterioragdo de maioneses, molhos de

saladas, frutas e sumos de frutas e refrigerantes. Sdo

muito resistentes aos conservantes quimicos utilizados

Figura 100 -

.. hos alimentos (sorbatos e benzoatos, especialmente).

Zygosaccharomyces rouxii.

Aslevedurasformadorasde peliculas (fig. 101) dos géneros Pichia, Candida e Trichosporon,
crescem na superficie dos alimentos acidos, oxidando os acidos organicos e permitindo
que outros microrganismos menos tolerantes da acidez atuem, continuando a alteracao
dos alimentos. As leveduras do género Pichia toleram elevadas concentragGes de
alcool, sendo capazes de oxida-lo nas bebidas alcodlicas. Nos vinhos de Jerez (vinho
adocicado), sdo crescidas espécies do género Pichia, no intuito de |hes comunicar
sabores carateristicos.

As leveduras halotolerantes crescem nas
salmouras utilizadas naconserva¢ao de alimentos

e ainda nos molhos de soja, miso e tamari.

Figura 101 - Pelicula de leveduras formada

na superficie de um liquido.
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3.3. Efeitos das bactérias na Industria Agroalimentar

O crescimento de bactérias, tanto no interior dos alimentos como na superficie dos

mesmos, provoca-lhes um aspeto desagradavel, podendo mesmo, nalguns casos, torna-

los prejudiciais. Com exemplos de danos provocados por bactérias, podemos referir

a modificagdo da cor da superficie de alguns alimentos por bactérias produtoras de

pigmentos, a formacgao de pelicula na superficie dos liquidos, o aumento da viscosidade

superficial de certos alimentos, ou o aparecimento de turbidez ou de sedimentos

indesejaveis em alimentos liquidos.

Estes microrganismos unicelulares sao caraterizados por um ciclo de vida dividido em

guatro fases bem distintas, esquematizadas no grafico (fig. 102) seguinte:
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Figura 102 - Grdfico representativo do crescimento bacteriano

em fungdo do seu tempo de vida.

A - Fase de laténcia - fase em que o crescimento é minimo. E o periodo de contato e

adaptacdo da bactéria ao novo meio de crescimento.

B - Fase de crescimento rapido - fase em que se dd a multiplicagdo exponencial das

bactérias, apds adaptacdo ao meio.
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C - Fase estaciondria - periodo em que comeca a dar-se a exaustdao dos nutrientes, as
bactérias param de se multiplicar, por exemplo o nimero de individuos mantem-se
constante, de modo a tirar o maior rendimento possivel da escassez de alimentos.

D - Fase de declinio - também conhecida por fase de morte, pois é o periodo em que
as bactérias deixam de ter condi¢des de subsistir, comegando a morrer, até ao total

desaparecimento.

Em microbiologia alimentar, sdo da maior importancia as espécies produtoras de esporos
dos géneros Bacillus e Clostridium, pois estes esporos podem permanecer em laténcia
durante vérios anos, dando rapidamente origem a novas coldnias de bactérias assim que
encontrem um meio adequado, resultando, geralmente, em contaminagdes alimentares.
As bactérias importantes para a industria alimentar podem ser agrupados em sete
categorias:

1. Bactérias Gram Negativas, Aerdbias e Microaerdbias;

2. Bactérias Gram Negativas Aerdbias Estritas;

Bactérias Gram Negativas Anaerdbia Facultativa;

Cocos Gram Positivos;

Bacilos Gram Positivos Produtores de Esporos;

Bacilos Gram Positivos nao Esporulados;

N o u o~ oW

. Outros.

1 - Bactérias Gram Negativas, Aerdbias e Microaerdbias

Neste grupo apenas o género Campylobacter tem importancia para os alimentos.
S3do oxidase positivos, tém flagelos polares com movimento saca-rolha. As espécies
importantes sao Campylobacter
jejuni (fig. 103), Campylobacter
coli e Campylobacter lari, que
sdo  patogénicos  causadores
de gastrenterites de origem

alimentar.

Figura 103 - Campylobacter jejuni.
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2 - Bactérias Gram Negativas Aerdbias Estritas
Incluem-se neste grupo as seguintes familias e géneros:
e Pseudomonadaceae, com os géneros: Pseudomonas e Xanthomonas;
e Halobacteriaceae, com os géneros: Halobacterium e Halococcus;
e Acetobacteriaceae, com os géneros: Acetobacter e Gluconobacter
e Neisseriaceae, com o0s géneros: Acinetobacter, Alcaligenes, Brucella,

Flavobacterium, Moraxella, Psychrobacter e Shewanella.

Pseudomonas - bacilos retos ou curvos, moveis com flagelacdo polar. De catalase e
oxidase positivos. Estas bactérias encontram-se amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas em produtos de origem animal e vegetal. A sua presenga nos
alimentos é importante devido a sua intensa atividade metabdlica, utilizando uma grande
variedade de compostos organicos e produzindo pigmentos hidrossollveis, enzimas
proteoliticas e lipoliticas. As Pseudomonas
(fig. 104) sdo incapazes de utilizar hidratos de
carbono como nutrientes, mas tém capacidade
para utilizar outros compostos carbonados.
Produzem diversas substancias que provocam
sabores desagraddveis nos alimentos. Como
fontes de azoto utilizam compostos azotados

simples. Sdo capazes de sintetizar as suas

préprias vitaminas.

Figura 104 - Pseudomonas.

As Pseudomonas possuem a capacidade de crescer a baixas temperaturas. Pseudomonas
psicrotréficas sdo encontradas em alimentos refrigerados e congelados. Devido a sua
baixa resisténcia térmica s6 sdao encontradas em alimentos processados que sofreram
contaminagdo pds processamento.

Uma das espécies, Pseudomonas fluorescens (fig.s 105 e 106), produz um pigmento,
a pioverdina, que faz com que os alimentos adquiram uma fluorescéncia verde. Este
género carateriza-se ainda pela sua resisténcia a alguns desinfetantes e detergentes

utilizados na industria alimentar.
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Figura 105 - Pseudomonas fluorescens. Figura 106 - Pseudomonas

fluorescens, ampliacgdo.

Xanthomonas - sdo bacilos retos, méveis com flagelacdo polar e catalase positivos.

Muitas espécies sdo patogénicas para as plantas como a Xanthomona campestris (fig.

107) responsavel pelo cancro citrico (fig. 108). Podem causar
' vdrios tipos de deterioracdao em produtos de origem vegetal.

Figura 107 -
Xanthomona

campestris.

Figura 108 - Laranjeira e laranjas com cancro

citrico, devido a contaminacgdo pela bactéria

Xanthomona campestres.

Halobacteriaceae - sdo organismos halofilos extremos, necessitando de 15% de sal para
a sua multiplicacdo. Esta elevada concentracdo de sal é necessdria para a atividade de
enzimas, estabilidade das membranas e ribossomas, e para a sintese protéica. Crescem
em alimentos salgados como peixe e carne produzindo viscosidade e odor extremamente

desagraddveis. Os géneros mais importantes sdo Halobacterium (fig. 109) e Halococcus.

CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA | 89




TRANSFORMACAO

Halobacterium, de facto ndo sdo bactérias mas sim
Archaea, pois tanto bioquimica como geneticamente sao
completamente diferentes das bactérias. No entanto, a
estes organismos s6 muito recentemente foi reconhecida
uma identidade correspondente a sua especificidade. Sao
organismos haldfilos obrigatérios, poi apenas crescem

em ambientes com elevadas concentracdes salinas. Estes

microrganismos tém a particularidade de possuir um

Figura 109 -

pigmento (bacteriorodopsina) que lhes da a carateristica cor
Halobacterium.

vermelha e que ndo é mais do que um sistema fotossintético

simples que |hes fornece energia quimica.

Acetobacter (fig. 110) - bactérias em forma
de bacilo capazes de oxidar o etanol a acido
acético e acetato e latato a CO, e H,0. A
coloragdo Gram pode ser varidvel em funcao

da idade da cultura. Podem ser modveis

(com flagelos e peritriqueos) ou imoveis.

S3do encontrados em frutas e vegetais e sdo
Figura 110 - Acetobacter aceti.

responsdveis pela deterioracdo de sumos de
frutas e bebidas alcodlicas (vinhos e cervejas).
Gluconobacter - bactérias com capacidade de oxidar o etanol a dcido acético. A espécie
mais importante é Gluconobacter oxydans (fig. 111) encontrado em vegetais, frutas,
fermentos, cerveja, vinho, cidra e vinagre, causando a sua deterioragao pois provoca o
aparecimento de viscosidade, principalmente na cerveja. Sdo de forma elipsoidal ou de
bacilo. As culturas jovens sdo Gram negativas, mas ficam Gram varidveis a medida que a
cultura envelhece. SGo0 mdveis (com
flagelos peritriqueos) ou imdéveis.
As células podem ficar isoladas,

agrupadas, em pares ou cadeia. Sao

aerdbios estritos.

Figura 111 - Gluconobacter

oxydans.
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Acinetobacter (fig. 112) - sdo bacilos curtos ou
cocobacilos, predominantemente aos pares
ou em cadeias curtas. S3ao aerdbios estritos e
mesofilos,importantes agentes de deterioracdo de
alimentos, tanto crus como processados, incluindo

carnes e carcagas de aves.

Figura 112 - Acinetobacter.

Alcaligenes (fig. 113) - tém coloragdo Gram varidvel, podendo apresentar-se na forma
de cocos, cocobacilos ou bacilos. S0 moveis, aerdbios estritos e oxidase positivos. Ndo
fermentam acucares, mas produzem reacdes alcalinas. Como o seu nome indica, estas
bactérias provocam uma alcalinizacdo do meio
em que crescem. Estes microrganismos provém
do estrume, do solo, da dgua e do pd. Encontram-
se largamente distribuidos na natureza e tém
sido causadores de deterioracdo de alimentos
protéicos, como por exemplo leite cru, carnes, ovos

e laticinios.

Figura 113 - Alcaligenes.

Alteromonas (fig. 114) - sdo bactérias aerdbias, haldfilas,
madveis e comuns em ambientes marinhos. Podem causar

deterioragdo de pescados.

Figura 114 - Alteromonas.

Brucella - sao cocobacilos ou bacilos curtos, imdveis, com algumas espécies patogénicas:
Brucella abortus, patogénico para o gado bovino, e Brucella suis patogénico para
suinos. S3o espécies que podem causar brucelose no homem. As fontes de infe¢ao sao

o leite cru e laticinios, carnes ndo cozidas ou derivados de carne e portadores humanos
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porque tém baixa resisténcia térmica
e sdo facilmente eliminados pela

pasteurizagao.

Figura 115 - Brucella abortus.

Flavobacterium (fig. 116) - espécies bacilares imdveis, caraterizam-se por produzir
pigmentos carotendides, cujas cores vao do amarelo ao laranja. A producdo de pigmentos
depende da temperatura e substrato. Podem provocar coloragdes anormais na superficie
das carnes e pensa-se que intervenham na alteragao dos mariscos, ovos e manteiga.
Multiplicam-se melhor abaixo de 30°C e algumas espécies sdo psicrotroéfilas, sendo
encontradas, em crescimento, na superficie de legumes conservados por congelacao,
uma vez descongelados. Podem ser isoladas da agua, solo, animais, humanos e diversos
alimentos vegetais frescos e congelados,

pescado, carne e derivados e aves.

Figura 116 - Flavobacterium.

Moraxella (fig. 117) - sdo bacilos Gram negativos curtos, muitas vezes classificados
como Acinetobacter, diferindo destes apenas por serem sensiveis a penicilina e oxidase

positivos. O seu metabolismo é oxidativo, ndo formam 4cido a partir de glicose.
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Psychrobacter - género recentemente criado contém bacilos Gram negativos imoveis,
anteriormente pertencentes aos géneros Moraxella e Acinetobacter. A Unica espécie
é Psychrobacter immobilis (fig. 118), comum
em carnes, aves e peixes e também no ambiente

aquatico.

Figura 118 - Psychrobacter immobilis.

Shewanella - a espécie importante é Shewanella
putrefaciens (fig. 119), anteriormente denominada
Pseudomonas putrefaciens ou Alteromonas
putrefaciens associada ao ambiente aquatico e

marinho.

Figura 119 - Shewanella putrefaciens.

3 - Bactérias Gram Negativas Anaerdbias Facultativas

Neste grupo estao incluidas as familias Enterobacteriacea e Vibrionaceae. Estas duas
familias contém muitos géneros, mas somente os importantes para os alimentos serdao
apresentados a seguir.

Citrobacter - s3ao bacilos méveis, com capacidade de utilizar citrato como Unica fonte
de carbono. Pertencem ao grupo
dos Coliformes e s3ao bactérias
intestinais, podem ser encontrados
em muitos alimentos. Ndo ha provas
de ser causador de doenca de
origem alimentar, mas podem causar

deterioracdo nos alimentos. Citrobacter

freundii (fig. 120) é a espécie mais

Figura 120 - Citrobacter freundii.

comum em alimentos.
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Edwardsiella - sao bacilos médveis com
flagelos peritriqueos. Algumas espécies
podem ser patogénicas para o homem, mas
sua veiculagcdo em alimentos ainda nado foi

suficientemente demonstrada.

Figura 121 - Edwardsiella.

Enterobacter (fig. 122) - sdo bacilos imdveis,
fazem parte da microbiota intestinal do homem
e pertencem ao grupo dos Coliformes. Podem
causar deterioracdo de alimentos, sendo ainda

questionavel sua importancia como agente

causador de doenga de origem alimentar.

Figura 122 - Enterobacter.

Erwinia - microrganismos patogénicos para as plantas, danificando as frutas e vegetais,
pois sdo importantes agentes causadores de doencas em plantas. Sdo bacilos pequenos,
moveis (com flagelos peritriquios). Sdo oxidase negativo e catalase positivo. A Erwinia
carotovora (fig. 123) é responsdvel por um tipo vulgar de podridao de hortaligas. A
Erwinia carotovora ssp. atroseptica provoca a podriddo negra dos tubérculos de batata

(fig. 124).

Figura 123 - Erwinia Figura 124 - Batata com podriddo negra

carotovora. contaminada por Erwinia carotovora.
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Escherichia - bactéria encontrada nas fezes, cresce no intestino dos animais de sangue
guente e é um dos microrganismos mais difundidos na natureza. A principal espécie
é Escherichia coli (fig. 125) pertence ao grupo dos
Coliformes fecais, que sdo indicadores de contaminacdo
fecal em alimentos. E. coli pode causar reagdes
indesejaveis nos alimentos, além de varias linhagens

serem patogénicas para o homem e animais.

Hafnia (fig. 126) - sdo bacilos moveis,
importantes na deterioracdo de carnes
refrigeradas e vegetais. S3o importantes

causadores de doencas em plantas.

Figura 126 - Hafnia.

Klebisiella - sao frequentemente encontradas nas vias
respiratérias e trato intestinal humanos. Sdo bacilos
imoveis, produtores de cdpsula. Fazem parte do grupo
do Coliformes, sendo importantes por desenvolver
reacOes indesejdveis nos alimentos. Klebisiella
pneumoniae (fig. 127) é um exemplo de uma espécie

patogénica para o homem.

Figura 127 - Klebisiella pneumoniae.

Pantoea - género novo contendo bacilos retos ndo encapsulado e mdveis (com flagelos
peritriquios). Sdo oxidase negativos e algumas espécies produzem pigmentos amarelos.
Encontram-se em plantas, sementes, solo, dguas e espécimes humanos. Este género

contém duas espécies apenas, Pantoea agglomerans (fig. 128 e 129) e Pantoea dispersa.
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Figura 128 - Pantoea Figura 129 - Anands descascado
agglomerans. contaminado com Pantoea
agglomerans.

Proteus (fig. 130) - sdo bacilos modveis, com flagelos
peritriquios. S3o patogénicos em potencial. Provocam
alteragbes na carne, no peixe, NOS mariscos e nos
ovos e podem provocar intoxicagdes alimentares. Sao

importantes na deteriora¢do de alimentos.

Figura 130 - Proteus.

Salmonella (fig. 131) - sdo bacilos ndo esporulados sendo a sua maioria méveis. O seu
principal reservatoério é o trato gastrintestinal do homem e de animais, principalmente
aves e suinos. Este género abriga espécies causadoras de febre tiféide (Salmonella

tiphy), das febres entéricas (Salmonella m&_
- - b i  r 3

paratyphi A, B e C) e das enterocolites por

Salmonella (salmoneloses). As espécies
destes patogénicos entéricos podem
crescer nos alimentos e provocar infegGes

alimentares.

Figura 131 - Salmonella.
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Serratia (fig. 132) - sdo bacilos imdveis. As espécies importantes nos alimentos sdo
Serratia macencens, produtora de pigmentos vermelhos de natureza carotendide e
Serratia liquefaciens, que causa deterioracdo de vegetais
e carnes refrigeradas. S3o Gram negativas e anaerdbias

facultativas. A espécie mais comum é Serratia macencens.

Figura 132 - Serratia macencens.

Shigella (fig. 133) - sdo bacilos ndo esporulados, imdveis.
Encontram-se no trato gastrointestinal do homem e de
outros primatas. Microrganismo patogénico causador da
shigelose (disenteria bacilar), que pode ser de origem

alimentar.

Figura 133 - Shigella.

Yersinia (fig. 134) - bactérias ovdides ou em forma de bacilos. Encontram-se no solo. Uma
espécie importante é a Yersinia enterocolitica, causadora de vdrias doengas no homem
como gastroenterite, lifandenite mesentérica, ileite terminal e pseudoapendicite,
podendo ser transmitida nos alimentos. A espécie Yersinia pestis é a causadora da
peste no homem. Bactérias deste género foram
isoladas em muitos alimentos, principalmente

em paises de clima frio.

Figura 134 - Yersinia enterocolitica.
Aeromonas - sdo bacilos moveis (com flagelos polares) e oxidase e catalase positivos.
Carateristicas bioquimicas similares as enterobactérias. Sd3o comuns no ambiente

aquatico, sendo habitantes naturais do intestino de peixes. As Aeromonas encontram-
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se em muitos alimentos, especialmente em produtos frescos refrigerados. A espécie

Aeromonas hifrophila (fig. 135) é patogénica e pode ser transmitida pelos alimentos.

S

Figura 135 - Aeromonas hifrophila.

Plesiomonas - anteriormente pertenciam a familia Enterobacteriacea, atualmente sao
membro da familia Vibrionacea. Sao bacilos catalase e oxidase positivos. A espécie
Plesiomonas shigelloides (fig. 136) é potencialmente patogénica para o homem, tendo

sido isolada principalmente em agua, peixe, caranguejos e ostras cruas.

Figura 136 - Plesiomonas shigelloides.

Vibrio - pertencem a familia Vibrionacea. Sdo bacilos pequenos, retos ou curvos, moveis
e oxidase positivos. Algumas espécies sdo incapazes de se multiplicar na auséncia de
NaCl. A espécie Vibrio costicola é capaz de tolerar até 23% de NacCl, tendo sido isolada
de carne curada e salmoura. As espécies Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Vibrio
parahaemolyticus sdo patogénicos importantes nos alimentos. O Vibrio cholerae
(fig. 137) é encontrado no trato gastrintestinal de humanos, na dgua e, ocasionalmente,
em alimentos. Vibrio vulnificus (fig. 138) e Vibrio parahaemolyticus (fig. 139) sdo
encontrados na agua do mar e alimentos marinhos. Podem ser encontrados tanto em

agua doce como salgada, no solo, e no tubo digestivo do homem e outros animais.
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Figura 137 - Vibrio cholerae.  Figura 138 - Vibrio Figura 139 - Vibrio

parahaemolyticus.
4 - Cocos Gram Positivos
Neste grupo estdo incluidas as bactérias aerdbias e anaedbias facultativas da familia
Micrococcaceae (Micrococcus e Staphylococcus) e os cocos pertencentes aos géneros
Aerococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus e

Vagococcus.

Micrococcus - sao aerdbios estritos, catalase positivos, ocorrendo isolados ou aos pares,
dividindo-se e formando aglomerados. Podem ser encontrados no solo, agua, pd, na
pele do homem e dos animais. E comum ser encontrado nos alimentos, especialmente
leite e derivados, carcacas de animais e produtos carneos. Sdo importantes agentes
deterioradores desses alimentos. As suas propriedades variam muito de espécie para
espécie. Algumas sdo capazes de utilizar sais de amdnio e outros compostos azotados
simples como Unica fonte de azoto. Outros tém capacidade para desdobrar proteinas para
producdo de acidos. A maioria das espécies é capaz de fermentar acucares, produzindo
acidos. Uma parte tolera elevadas concentracGes de sal (cloreto de sddio - NaCl). Certas
espécies, como Micrococcus varians (fig. 140), resistem ao tratamento de pasteurizacdo
do leite. Outras ainda, produzem pigmentos e causam colora¢des anormais na superficie
dos alimentos que contaminam. Finalmente, alguns membros deste género sao capazes
de crescer a temperaturas inferiores a 10°C. Estes microrganismos encontram-se com
frequéncia no pd e na dgua e também sdo encontrados nos utensilios de manipulacao

de alimentos, quando insuficientemente lavados e desinfetados.
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Figura 140 - Micrococcus varians, apresentam em grupos de quatro.

Staphylococcus - s3o anaerdbios facultativos, ocorrendo isolados, aos pares e em
aglomerados, crescem muitas vezes em forma de cacho. A maioria multiplica-se em
concentracdes de 7,5% a 15% de NaCl. S3o encontrados em muitos alimentos, mas
no entanto ndo competem bem com outros microrganismos presentes. Podem ser
produtores de enterotoxinas nos alimentos, causando intoxicagdao quando consumidos.
O Staphylococcus aureus (fig. 141) é a espécie mais importante e é patogénica,
provocando intoxica¢Ges alimentares, podem também ser encontrados em lesdes na
pele e nas vias aéreas superiores do homem, sendo facilmente transferidos para os
alimentos. O Staphylococcus epidermes (fig. 142) é também comum na pele humana,

mas normalmente ndo é patogénico.

Figura 141 - Staphylococcus aureus. Figura 142 - Staphylococcus epidermes.

Aerococcus - Aerococcus viridans é a Unica espécie importante, com carateristicas muito

similares ao Pediococcus.
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Enterococcus - trata-se de um género novo, criado para acomodar alguns cocos
Gram positivos anteriormente pertencentes ao grupo dos Streptococcus, chamados
genericamente de enterococos. As duas espécies importantes sdo: Enterococcus faecium
(fig. 143) e Enterococcus faecalis (fig. 144). A sua importancia nos alimentos deve-se a
carateristica de serem de origem fecal, podendo ser utilizados como microrganismos

indicadores de mds condicdes de higiene e desinfecdo. Nao sdo patogénicos.

Figura 143 - Enterococcus faecium. Figura 144 - Enterococcus faecalis.

Lactococcus - trata-se também de um género novo, contendo cocos Gram positivos
anteriormente classificados como Streptococcus, e bacilos Gram positivos anteriormente
classificados como Lactobacillus. Sao catalase negativa e produzem acido latico a partir
de glicose. O género é formado por quatro espécies e trés subspécies: Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subp. hordniae,
Lactococcus garviae, Lactococcus plantarum e Lactococcus raffinolactis. Nao sao

patogénicos e tém importancia na fabricacdo de alimentos.

Figura 145 - Lactococcus lactis.
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Leuconostoc - sdo células esféricas e lenticulares, ocorrendo aos pares e em cadeias. Sao
bastante exigentes na sua multiplica¢ao, requerendo vitaminas, aminodcidos e agucares
fermentaveis. Ndo sdo patogénicas e a sua importancia advém da fermentacdo e rapida
deterioracdo do alimento. Este géneroinclui os estreptococos laticos heterofermentativos
que fermentam o agucar, produzindo acido latico e grandes quantidades de acido
acético, etanol e didxido de carbono. Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
e Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris sao utilizados na produgao de nata,
manteiga e queijo devido a sua capacidade de fermentar o acido citrico, presente no
leite, produzindo uma substancia de sabor agradavel (o diacetilo). Outras importantes
propriedades destas espécies sdo:

a) Tolerancia a elevadas concentragdes de sal, permitindo a Leuconostoc
mesenteroides (fig. 146), por exemplo, iniciar a primeira fase da fermentacao
latica em alimentos ricos em sal;

b) Maior eficdcia na fermenta¢do de produtos vegetais que a generalidade das
outras bactérias;

c) Capacidade de crescer em alimentos com elevada concentracdo de agucar.

Figura 146 - Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus (fig. 147) - sao cocos homofermentativos, ocorrendo isoladamente, aos
pares e em tétrades. Apresentam exigéncia em :
nutrientes (vitaminas e aminodcidos), podem
ser encontrados em alimentos fermentados

(picles, cerveja, vinho, etc.).

Figura 147 - Pediococcus
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Streptococcus - sdo células esféricas que ocorrem aos pares ou em cadeia e sdo
aerdbios facultativos. Bactérias homofermentativas, parte das quais tem importancia
nos alimentos. Fermentam a glicose produzindo, principalmente, acido ldtico. Esta
carateristica faz com que seja importante nos alimentos, pois podem ser responsaveis
por reacdes indesejdveis (leite cru), no entanto, em outras situagdes essas reagdes
podem ser convenientes (leites fermentados).

As espécies mais importantes sao Streptococcus agalactiae, que provoca a mastite nas
vacas; Streptococcus pyogenes, causadora da escarlatina e outras doengas; Streptococcus
thermophilus (fig. 148), utilizada na fabricacdo de queijos e iogurtes, Streptococcus bovis,
que pode contaminar o leite pasteurizado; Streptococcus lactis (fig. 149), utilizada no
fabrico de queijos, nata fermentada e manteiga; Streptococcus faecalis e Streptococcus
faecium contaminam diversos alimentos, sobretudo lacteos, pois tém capacidade de
viver em ambientes extremos. Os Streptococcus sao amplamente distribuidos na
natureza. Varias espécies foram recentemente reclassificadas, pertencendo agora aos

géneros: Lactococcus, Enterococcus e Vagococcus.

Figura 148 - Streptococcus thermophilus Figura 149 - Streptococcus lactis

Vagococcus (fig. 150) - étambémumgénero novo,
contendo cocos gram positivos anteriormente
classificados no género Streptococcus. Sao
moveis (com flagelos peritriquios), catalase

negativos. Podem ser encontrados em peixes,

fezes, 4gua e alimentos.

Figura 150 - Vagococcus
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5 - Bacilos Gram Positivos Produtores de Esporos

Este grupo abriga os géneros Bacillus, Clostridium e Desulfotomaculum; produtores
de esporos ou enddsporos. O esporo (fig. 151) é constituido por um centro contendo
material genético envolvido em vdrias camadas de mucopeptideo e capas externas
de natureza proteica. Os esporos sao resistentes ao calor, a radiagdes ionizantes, a

compostos quimicos, a desidratacdo e ao congelamento.

Figura 151 - Esquema de esporo bacteriano

A estrutura dos esporos bacterianos (fig. 152) é constituida por:

Regido Central (C) - Protoplasto rico em Ca?* e 4cido dipicolinico e enzimas, DNA, RNA e
outros minerais.

Cértex (Cx) - Camada que envolve a regido central, composta de peptideo glicano e
mucopeptideo.

Capas do esporo (SC) - envolvem o cdértex e sao constituidas principalmente, por
proteinas e menores teores de hidratos de carbono e lipidos. Pode ter uma camada
adicional.

Capas exterior (EX) - capa exterior de natureza proteica.

» Ex

?.bﬁ

Figura 152 - Micrografia de esporo

bacteriano
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A reversdo da forma do esporo para a forma vegetativa (germinacdo) pode resultar na
multiplicacdo bacteriana e consequente deterioracdo do alimento ou produgdo de toxinas.
Quando os esporos sao transferidos para um meio ambiente favordvel ao crescimento,
ocorre a germinacdo, rompendo-se a parede do esporo. A medida que o esporo germina
desenvolve-se uma nova célula vegetativa e a parede celular desprende-se.

O tamanho e localizacdo dos esporos dentro das células ndo sdo os mesmos em todas as

espécies. Alguns podem ser centrais, outros terminais e ou subterminais.

Bacillus - os microrganismos pertencentes a este género podem ser estritamente
aerdbios a facultativos; alguns sdo proteoliticos potentes (ex. Bacillus cereus) enquanto
outros tém fraca capacidade de degradacdo de proteinas (ou ser mesmo carentes de
tal capacidade); parte é portadora de gas (Bacillus polymyxa e Bacillus macerans sio
as duas espécies mais importantes); finalmente, algumas das espécies sado lipoliticas.
As bactérias termofilas acidificantes, que alteram as conservas vegetais enlatadas, sao
capazes de produzir grandes quantidades de acido |atico a partir do acglcar, sendo esta a
razao pela qual se utilizam culturas de Bacillus coagulans na fabricacdo de acido latico.
A fonte mais importante da maioria das espécies pertencentes a este género é o solo, no
entanto podem ser encontrados na dgua, em material fecal e em diversos alimentos. Sdo
moveis e catalase positivo. Podem ser: psicrotéficas, mesdfilas, e termofilas (minima de
-5°C a 45°C, e maxima de 25 a 75°C). O pH de multiplicacdo é de 2,0 a 8,0. Desenvolvem-
se em concentracdes salinas de 2% a 5%. Este grupo abriga espécies patogénicas como
Bacillus cereus (fig. 153), que causam gastrenterites de origem alimentar; espécies

deterioradoras (Bacillus subitilis (fig. 154), Bacillus stearothermophilus e Bacillus

coagulans (fig. 155) e espécies empregadas na producdo de alimentos.

Fig. 153 - Bacillus cereus Fig. 154 - Bacillus subitilis ~ Fig. 155 - Bacillus coagulans
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Clostridium - algumas das espécies deste género sao potentes fermentadoras de hidratos
de carbono, produzindo acidos (o acido butirico € um dos mais importantes) e gases
(geralmente diéxido de carbono e hidrogénio). Existem espécies mesdfilas e termofilas,
algumas tém capacidade proteolitica e sdo quase todas anaerdbias. Clostridium
thermosaccharolyticum é uma espécie sacarolitica, que provoca alteragdes, com
producdo de gas, nas conservas vegetais enlatadas. A putrefacdo de variados alimentos
é muito frequente devida a espécies mesdfilas proteoliticas pertencentes a este género,
como sao Clostridium lentoputrescens, Clostridium butyricum, uma espécie capaz de
fermentar latatos, é responsavel pela producdo tardia de gas nos queijos curados. A
maioria destes microrganismos tém origem no solo, embora também possam provir do
estrume, mas podem ser encontrados no trato intestinal do homem, animais e alimentos.
Os Clostridium com excecdo de algumas espécies aerotolerantes, sdo anaerdbios estritos.
Sdo catalase negativos. Este género contém 2 espécies patogénicas que podem ser
veiculadas por alimentos (Clostridium botulinum (fig. 154) e Clostridium perfringens (fig.
157). Contém muitas espécies deterioradoras (Clostridium pasteurianum, Clostridium

sporogenes).

Figura 156 - Clostridium botulinum Figura 157 - Clostridium perfringens

Desulfotomaculum - a espécie importante para alimentos _ ]
é a Desulfotomaculum nigrificans (fig. 158), devido a sua -
capacidade de reduzir compostos sulfurados produzindo
H,S e é a espécie responsavel pelo desagradavel cheiro

devido a producao do sulfito de hidrogénio encontrado em

Figura 158 - Desulfotomaculum nigrificans
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certas conservas enlatadas. Em alimentos enlatados, leva a formacdo de sulfeto ferroso,
responsavel pelo escurecimento do alimento. Encontram-se normalmente no solo, na

agua doce e no sistema digestivo dos ruminantes.
6 - Bacilos Gram Positivos Produtores Nao Esporulados

Brochothrix - a espécie anaerdbica Brochothrix thermosphacta (fig. 159) é anaerdbia
T A ; i

facultativa e psicrotréfica e responsavel
pela cor verde na carne degradada (fig.
160). E importante deteriorador de
carnes curadas e derivados, embalados e
refrigerados. Brochothrix thermosphacta
é um bastonete Gram positivo, que se

desenvolve a pH entre 5,5 a 8,5, resistente

ao sal, liberta acetoina e acido isobutirico.

Figura 159 - Brochothrix thermosphacta

Figura 160 - Carne degradada por

Brochothrix thermosphacta

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

A espécie Carnobacterium piscicola (fig. 161) encontra-

se em peixes.

Figura 161 - Carnobacterium piscicola
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Kurthia - a espécie mais importante é Kurthia zopfii (fig. 165), é utilizada como indicadora
de temperatura inadequada na conservagdo de carnes. Em carnes mantidas a 2°C, este

microrganismo n3o deve estar presente. E Gram positiva.

Figura 162 - Kurthia zopfii

Lactobacillus - sao bacilos retos ou curvos, ocorrendo isolados em cadeias. Geralmente
sdo imoveis e catalase negativos. A maioria é microaerdfila, conhecendo-se alguns
anaerobios estritos. Fermentam os agucares, produzindo maioritariamente acido latico
(sdo homo e heterofermentativos). Necessita de nutrientes complexos e cresce melhor
na presenca de CO,. Aqueles que sdo homofermentativos (Lactobacillus bulgaricus
(fig. 163), Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus (fig.
164), Lactobacillus casei (fig. 164), Lactobacillus termophilus e Lactobacillus delbrueckii,
entre outros) fermentam o agucar dando, principalmente, acido latico e quantidades
minimas de acido acético, diéxido de carbono e outros produtos em quantidades residuais.
Os microrganismos heterofermentativos pertencentes a este género (Lactobacillus
brevis, Lactobacillus buchneri e Lactobacillus hilgardii), além do acido latico, produzem
quantidades significativas de compostos volateis, entre os quais o etanol. Quase todas as
espécies fermentam lactose para produzir dcido latico, sendo por isso importantes nas
industrias de laticinios. As principais fontes destes microrganismos sdo a superficie das
plantas, o estrume e os laticinios. S3o uteis
na produgdo de alimentos mas podem ser

deterioradores.

Figura 163 - Lactobacillus bulgaricus

importante na produgdo de iogurtes
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Figura 164 - Lactobacillus acidophilus e

Lactobacillus casei

Listeria - s3ao bacilos pequenos,
microaerdfilos, capazes de se multiplicar
em temperaturas de refrigeracdao. A
espécie mais importante é a Listeria
monocytogenes, que é patogénica; causa
diversas manifestagGes: septicemia que
pode resultar em aborto, endocardite,

conjuntivite, meningite, entre outras.

Figura 165 - Listeria monocytogenes

7 - Outras bactérias de interesse

Arthrobacter (fig. 166) - bacterias pleomdrficas (coco-
bacilares a bacilos), Gram variaveis, frequentemente
observadas nos alimentos. S3ao bactérias muito
abundantes no solo, mas sem atividade na maioria dos
alimentos. A sua principal particularidade é a capacidade

de crescimento de algumas espécies a cerca de 5°C.

Figura 166 - Arthrobacter

Brevibacterium - Brevibacterium linens (fig. 167) é capaz de alterar as propriedades

sensoriais de alguns queijos, provoca o aparecimento de manchas na superficie de
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certos queijos (fig. 168) (ex. manchas vermelho-

alaranjadas no queijo Limburguer).

Figura 167 - Brevibacterium linens

Figura 168 - Queijo com manchas

provocadas Brevibacterium linens

Corynebacterium (fig. 169) - bacilos Gram positivos, anaerdbios facultativos, largamente
distribuidos na natureza, associados a processos de deterioragao de vegetais e produtos
carneos. Corynebacterium diphteriae espécie causadora da difteria, pode ser transmitida
pelos alimentos. Corynebacterium bovis
espécie que cresce nos Uberes das vacas,
podendo contaminar o leite (fig. 170), se
a ordenha ndo for feita em condi¢des de

maxima assepsia.

Figura 169 - Corynebacterium

& bactéris antrs straves
do canal do tats

Figura 170 - Processo de contaminagdo do leite

Durarte a inflamagio do dbare

por Corynebacterium bovis w150 & concaminiils pala bacoiia
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Coxiella - s3ao bactérias que necessitam de um hospedeiro vivo para sobreviver. Sdo
agentes deterioradores e transmitidos pelo homem pela via alimentar. Pertencem
a familia Rickettsiaceae. Coxiella burnetti é agente etioldgico da febre Q e pode ser

veiculado pelo leite cru. O processamento térmico destrdi esta bactéria.

Mycobacterium - o bacilo que produz a tuberculose, Mycobacterium tuberculosis
(fig. 171) pode ser transmitido pelo leite cru proveniente de vacas infetadas e causar
a doenca. E rapidamente destruido

pela pasteurizacao.

Figura 171 - Mycobacterium

tuberculosis

Propionibacterium - importantes na produgdo de queijos devido a sua capacidade
de produzir acido propionico e acético, além de outros acidos organicos e CO..
Porque fermentam o acido latico, hidratos de carbono e polidlcoois produzindo acido
propidnico, dcido acético e didxido de carbono. No queijo Emmental, certas espécies
(como Propionibacterium freudenreichii) fermentam os latatos para produzir o gas
que favorece a formacdo dos buracos, contribuindo também para o sabor do queijo. As
bactérias deste género que produzem pigmentos podem provocar coloragdes anormais

no queijo.

>

<t )

Figura 172 - Propionibacterium Figura 173 - Queijo Emmental com os buracos

freudenreichii formados devido ao gds produzido por

Propionibacterium freudenreichii
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Devido a grande diversidade de microrganismos que podem ser transmitidos ao homem
através do consumo de alimentos, é fundamental eliminar ou reduzir as populagdes
microbianas responsaveis pela alteracdo dos mesmos (com perda de qualidades
nutritivas) e pelo aparecimento de doencgas. A manutenc¢do da qualidade dos alimentos
passa por uma correta manipulagdo, transformacdo, embalagem, armazenagem,
transporte, distribuicdo e conservacdo durante a venda ao publico e por cuidados na
manipulacdo dos alimentos quer ao nivel da producdo quer ao nivel dos consumidores

no momento em que sdao consumidos.

O Plano de higiene deve ir ao encontro do cumprimento de leis, que ao contrario da
ideia que normalmente é vulgarizada de que a seguranga alimentar é algo que deve
ser apenas assegurado pela industria, a existéncia de sistemas de seguranca alimentar
€ um requisito para todas as unidades industriais ou onde se proceda a preparacao, a
transformacdo, o fabrico, o embalamento, a armazenagem, o transporte, a distribuicao,
0 manuseamento e a venda a disposicao do consumidor de géneros alimenticios.

Assegurar a confianga dos consumidores é uma preocupagao constante de todas as
empresas, a garantia de seguranc¢a dos produtos que produzem e ou comercializam
respeitando as condi¢des sanitarias, com a mesma implementacao de regras de higiene
nas instalacGes e processos de fabrico torna-se assim fundamental no setor alimentar.
A garantia de qualidade sanitaria diz respeito ao controlo de todo o ciclo de produgao,
aos aspetos quimicos, fisicos e bacterioldgicos das matérias-primas e dos produtos
intermédios, aos modos de producdo, de conservacdo e de transporte e por Ultimo, mas
igualmente importante ao controlo dos produtos. Este tema vai ser aprofundado nos

madulos seguintes.
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Atividades - Exercicios

1. A interacdo existente entre os microrganismos e os alimentos pode ser
classificada em trés grupos.

Indique esta classificacdo.

2. A contaminagao dos alimentos pode ter diversas origens.

Faca referéncia as fontes de contaminacdo de alimentos que estudou.

3. As leveduras que podemos encontrar nos alimentos, tal como os bolores,
podem ser benéficas ou prejudiciais.

Dé exemplos da utilizacdo benéfica e da atuacao prejudicial de leveduras.

4. Amaioriadasleveduras comimportancia paraaindustria alimentar desenvolve-
se melhor em ambientes com elevado teor de humidade disponivel, mais alto
do que o requerido pelos bolores, embora mais baixo do que o necessario para

as bactérias. Indique o valor favoravel de aW para as leveduras.

5. A temperatura e o pH sdo outros fatores que influenciam a atuagdo e
desenvolvimento das leveduras.
Indique qual o intervalo de temperaturas e o pH favoraveis ao crescimento das

leveduras.

6. O crescimento de bactérias, tanto no interior dos alimentos como na superficie
dos mesmos, provoca-lhes um aspeto desagradavel, podendo mesmo, nalguns
casos, torna-los prejudiciais. Enuncie algumas modificacdes como consequéncia

dos danos causados pelo crescimento indesejavel de bactérias.

7. As bactérias importantes para a industria alimentar podem ser agrupados em

sete categorias. Mencione estas categorias:
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8. A bactéria - Escherichia - encontrada nas fezes, cresce no intestino dos animais
de sangue quente e é um dos microrganismos mais difundidos na natureza.
A sua presenca nos alimentos indica um tipo de contaminacao, faca referéncia

a esta contaminagao.
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4. DOENCAS ALIMENTARES

Todos os anos, milhares de pessoas sofrem doencas de origem alimentar, como resultado
da ingestdao de alimentos aparentando sabor e cheiro perfeitamente normais, mas que
na realidade se encontram contaminados por um grande nimero de bactérias perigosas
ou pelas suas toxinas ou outros microrganismos.

A expressao “doencas de origem alimentar” é vulgar e tradicionalmente utilizada para
designar um quadro sintomatolégico, caraterizado por um conjunto de perturbacdes
gastricas, envolvendo geralmente vémitos, diarreia, febres, dores abdominais (fig. 174),
dores de cabeca, nduseas e desidratacdo, que podem ocorrer individualmente ou em
combinacdo. Habitualmente, estes sintomas tém inicio de 1 a 36 horas apds a ingestao

do alimento contaminado, e mantém-se durante 1 a 10 dias.

Figura 174 - Dor abdominais é um dos sintomas de doenca alimentar

Os sintomas da intoxicacao alimentar sdo: dores de cabeca, os vomitos abruptos,
nauseas, dor abdominal, cdlicas e diarreia. A intoxicacdo gastrointestinal normalmente
melhora quando o contaminante ou a toxina é eliminada do organismo, os médicos nem
sempre podem determinar a causa exata dos sintomas, se os sintomas persistirem mais
de 48 horas pode ser necessario examinar uma amostra de fezes ou entdo por uma
analise ao sangue, a amostra pode ser encaminhada para cultura de microrganismos

para que estes possam ser classificados em laboratério.
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As informacgdes sobre a duragdo entre a refeicdo e o comecgo dos sintomas podem ajudar
a diagnosticar o problema: menos que uma hora sugere que a toxina esta envolvida,
varias horas ou mais, suspeita-se que seja uma infecdo bacteriana, mais que 12 horas é
uma infegdo viral.

Atualmente sdo conhecidas mais de 250 doencas transmitidas pelos alimentos. As causas
das doencas de origem alimentar incluem virus, bactérias, bolores, toxinas, parasitas,
metais, prides, etc. Os sintomas vao desde uma gastroenterite passageira, a problemas
neuroldgicos (botulismo), hepaticos (Hepatite A), e falhas da funcdo renal (E.Coli
0157:H7) capazes de pOr em risco a vida. As bactérias, pela sua diversidade e patogenia,
constituem, de longe, o grupo microbiano mais importante e mais vulgarmente associado
as doencas transmitidas pelos alimentos.

Osalimentosdeorigemanimalouvegetal, frescosouprocessados, incluindoadgua, podem
veicular diversos microrganismos patogénicos, causadores de diversas perturbacdes
fisiologicas nas pessoas que os consomem. Os alimentos que, eventualmente, estejam
contaminados por microrganismos causadores de doencas, ao serem ingeridos,
permitem que os patogénicos ou os seus metabolitos invadam os fluidos ou os tecidos
do hospedeiro causando algumas doencgas graves, como a tuberculose ou a febre de
Malta, também conhecida como febre ondulante, resultantes da ingestao, por exemplo,
de leite ndo pasteurizado ou de queijos, em particular queijos frescos, contaminados por
populacdes bacterianas, de Mycobacterium bovis e Mycobacterium tubercolosis, ou por
Brucella abortus, agentes respetivamente responsaveis pelas doencas referidas.

Os alimentos podem ser contaminados por microrganismos patogénicos para o homem,
como resultado de deficientes condi¢des de higiene durante o seu processamento, quer
a partir de pessoas ou animais doentes, quer a partir de fezes provenientes de individuos
infetados.

Os alimentos podem, também, constituir um perigo para a saude publica, devido ao
crescimento excessivo de populacdes bacterianas, a superficie ou no interior dos
mesmos, oriundas do meio ambiente capazes de produzir toxinas (exotoxinas), que ao
serem ingeridas com o alimento podem causar graves problemas.

Em menor escala, os bolores podem também ser responsdveis por doencas alimentares,
devido a possibilidade de crescimento de determinadas espécies, capazes de produzir

toxinas fungicas, as micotoxinas, na superficie dos alimentos, nomeadamente, naquelas
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situagdes em que as condi¢des de conservagao e armazenamento sejam defeituosas.
Por outro lado, um alimento pode ficar contaminado com micotoxinas sem que, para
isso, haja necessidade de ocorréncia de crescimento de bolor no alimento. Trata-se de
um caso curioso, em que determinados alimentos de origem animal (leite ou carne)
poderdo conter micotoxinas, caso sejam derivados de animais que se alimentaram
de racdes provenientes de produtos vegetais onde tivesse eventualmente, ocorrido a
producdo dessas micotoxinas.
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define doenca de origem alimentar como sendo
uma doenca provocada por agentes que sdo transmitidos ao homem pela ingestdo
de agua ou alimentos. Estas doengas sao geralmente de natureza infeciosa ou toéxica,
provocadas por agentes microbianos que entram no corpo humano através da ingestdo
de alimentos ou de agua.
As doencgas de origem alimentar podem ser classificadas em trés grupos:
ToxinfegOes Alimentares - sdo doencas transmitidas pela ingestdo de alimentos
contaminados por bactérias, fungos, virus, protozodrios e seus respetivos produtos
toxicos.
Intoxicagbes Quimicas - sdo doencas ocasionadas pela ingestdo de alimentos
contaminados por metais, agrotoxicos e substancias raticidas e inseticidas usadas
contra pragas.
Intoxicag6es Naturais - ocorrem por confusao na escolha de produtos semelhantes
a espécies toxicas de plantas e cogumelos, ou contaminacdo natural de peixes,

moluscos e mexilhGes com substancias toxicas.

As doencas provocadas por microrganismos patogénicos sdo geralmente denominadas

de toxinfecOes alimentares, pois este termo abrange o conjunto de situa¢cdes de doencga
de origem alimentar, no entanto podem diferenciar-se em:

¢ Infecdo alimentar - ocorre porque o microrganismo que existia no alimento

multiplicou-se de tal forma que existe numa quantidade suficiente para causar

doenca. S3o causadas pela ingestdo de microrganismos. Os sintomas aparecem

apos um periodo de incubacdo, iniciado pela ingestdo do alimento, que pode

durar umas horas, varios dias ou até semanas, pois é necessario tempo para que

o microrganismo se multiplique e exerca a sua a¢do patogénica.
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e Intoxicacdo alimentar - é causada pela ingestdo de um alimento que possui

toxinas ou substancias téxicas em quantidade suficiente para causar doenga. As

toxinas sdo substancias téxicas que podem ser produzidas por microrganismos e

podem ter origem:

- No préprio alimento - Em determinadas condigdes, alguns produtos

vegetais (batatas, tomate, etc.), animais (homeadamente alguns peixes)
ou outros organismos (cogumelos venenosos), produzem toxinas que sdo
ingeridas quando estes alimentos sao consumidos.

- Microbiana - Por vezes consomem-se alimentos onde previamente
cresceu um microrganismo que produziu toxinas, e estas acabam por
ser ingeridas juntamente com o alimento. O agente patogénico pode,
inclusivamente ter desaparecido antes da ingestdo do alimento, mas nao
as suas toxinas (ex. marisco contaminado por toxinas). As toxinas atuam
diretamente sobre o trato gastrointestinal e os sintomas surgem poucas
horas (duas a quatro) apds a ingestdo do alimento contaminado.

Em determinados casos, pode-se produzir alergias alimentares somente
causadas pela presenca de microrganismos.

- Quimica - O consumo prolongado de alimentos (incluindo agua de
consumo) contaminados com substancias toxicas de origem quimica,
como sdo os casos dos metais pesados ou das dioxinas, pode resultar
numa acumulacdo destes téxicos o que, a médio/longo prazo, pode
desencadear diversas doencas dos foros oncolégico, neuroldgico, entre
outros. Geralmente, estes toxicos sao transmitidos pela agua, ar, solos,

ou por materiais em contacto com os alimentos.

o Toxinfegdes alimentares - ocorrem quando sdo ingeridos alimentos onde estdo

presentes microrganismos patogénicos em quantidade suficiente para causar

infecdo. Uma vez no intestino, estes microrganismos desenvolvem-se e produzem

toxinas que sdao os responsaveis diretos pelos sintomas.

Por vezes, tal como acontece neste texto, utiliza-se o termo toxinfe¢ao para designar

qualguer tipo de envenenamento de origem alimentar, independentemente de se
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tratar de infecdo, intoxicacdo ou toxinfecdo. Muitas destas doengas tém sintomas
comuns (diarreias, dores abdominais, vomitos e desidratacdo), o que impossibilita a sua
diferenciacado, exclusivamente, pelos sintomas.

Além disso, estes mesmos sintomas sao proprios de outras doengas de origem nao
alimentar, o que pode conduzir a diagndsticos errados. Para muitas das vitimas, a doenca
tem “apenas” como consequéncia desconforto e perda de tempo no seu emprego. Para
outras, especialmente criangas na idade pré-escolar, idosos necessitados de cuidados de
saude e aqueles que possuem um sistema imunitdrio diminuido, as doencas causadas
pelos alimentos podem ter consequéncias mais graves e, eventualmente chegar a causar
situagdes de perigo de vida.

Qualquer que seja o impacto que as toxinfecdes de origem alimentar possam ter em
cada um de nds como individuo, o custo anual em termos de sofrimento, reducdo de
produtividade e custos médicos estd estimado em centenas de milhdes de euros ou
dolares.

As toxinfecOes alimentares constituem um perigo para a saude publica pela emergéncia
de casos com consequéncias graves. O numero real de casos de doenca de origem
alimentar em Timor é ainda desconhecido. Embora o registo de episddios de toxinfecdes
alimentares seja inferior a realidade, sabe-se que tém consequéncias negativas quer do

ponto de vista da salde, quer econdémico.

Em qualquer caso, as toxinfecbes dependem do tipo de microrganismo causador de
doenca e dos seguintes fatores:
1. Grau de contaminacdo do alimento, ou seja, nimero de microrganismos
presentes no organismo e que sdo ingeridos.
2. Multiplicacdo dos microrganismos dentro do organismo. Além do mecanismos
de defesa, os microrganismos precisam encontrar condicdes fisicas ideais para a
sua multiplicacao.
3. Quantidade de toxinas produzidas pelo microrganismo que existam no alimento
ou produzidas dentro do organismo (no caso de intoxicacgoes).
4. Sensibilidade individual a a¢do dos agentes causadores de doenca (estado de

saude, idade avangada, grupos de risco, etc.).
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Tipos e fontes de contaminagao

As doengas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados, depende grandemente

do tipo de contaminacdo (fig. 175) e das fontes as quais o alimento esteve exposto e que

levaram a sua contaminacao.

Figura 175 - Os trés tipos de contaminag¢des de alimentos

Existem trés tipos de contaminacao:
e Contaminagao fisica - ocorre pela queda de um objeto estranho no alimento

como, por exemplo, um cabelo, um inseto (fig. 176), pedagos de embalagens, etc.

Figura 176 - Insetos a contaminar vegetais
e Contaminagdo quimica - ocorre quando qualquer substancia quimica ou um seu

residuo entra em contacto com um alimento, por exemplo por ma utilizagao de

detergentes e desinfetantes (fig. 177), residuos de pesticidas, metais pesados, etc.
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Figura 177 - Detergentes e desinfetantes

e Contaminagao bioldgica - é aquela que ocorre pela atividade de microrganismos

(fig. 178), especialmente bactérias.

Figura 178 - Alimentos crus em contato com alimentos que ndo véo sofrer qualquer

tratamento antes do consumo podem sofrer contaminagdo cruzada

Fontes de contaminagao dos alimentos:
e Solo e agua.
e Plantas.
e Utensilios.
e Trato intestinal do homem e animais.
e Manipuladores de alimentos.
e Ragdo animal.
e Pele dos animais.

e Arepoé.
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Independentemente da origem, é importante referir que o Homem, como manipulador
de alimentos, é o principal causador ou veiculo de transmissdo de doengas de
origem alimentar, quer por praticas de higiene incorretas (fig. 179), quer pela falta de

conhecimentos bdsicos sobre higiene e seguranca alimentar, quer ainda por descuido.

Figura 179 - Contaminag¢do cruzada causada pela utilizacGo do mesmo utensilio
para cortar alimentos naturalmente contaminados (carnes cruas) e fruta que vai ser

consumida sem tratamento posterior ao corte

De acordo com os estudos estatisticos da Organizacdo Mundial da Saude, das doencas
de origem alimentar, mais de 60% dos casos decorrem de técnicas inadequadas de

processamento e contaminagdo dos alimentos servidos em restaurantes.

4.1. Microrganismos Patogénicos

Os alimentos podem ser contaminados por varios agentes que constituirdo um perigo
para a saude do consumidor. A ingestao de alimentos contaminados provoca geralmente
uma doenga de origem alimentar.

Existem diversos tipos de microrganismos que podem ser responsaveis por toxinfe¢oes

alimentares: bactérias, virus, leveduras e bolores. As bactérias sdo as mais perigosas
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para a saude publica, causando uma maior percentagem de doencas de origem alimentar
do que os outros microrganismos. Existem algumas condi¢Ges que contribuem para o
crescimento bacteriano, tais como:
e Nutrientes/alimento - as bactérias desenvolvem-se mais facilmente nos
alimentos que constituem um meio nutritivo para elas, como é o caso das carnes,

pescado, ovos e lacticinios (fig. 180).

Figura 181 - Carnes, pescado e lacticinios

o Temperatura - a temperatura mais favoravel para a multiplicagdo de bactérias
é a temperatura do corpo humano (37°C) mas podem multiplicar-se facilmente
entre os 5 e 65°C, sendo este intervalo considerado a “zona de perigo”(fig. 181).
As temperaturas elevadas (entre 90-100°C) geralmente eliminam a maioria
das bactérias, se aplicadas por um periodo de tempo suficiente (15 minutos
no minimo). Abaixo de 5°C, a temperatura de refrigeracdo, as bactérias ndo

morrem mas também ndo se

multiplicam. Assim, deve evitar-
se que os alimentos permanecam

demasiado tempo entre os 5 e

65°C para evitar a multiplicacdo

bacteriana.

43584588388 %§

Figura 181 - Termdémetro com indica¢éo

da zona de perigo
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e Humidade - a maior parte das bactérias necessita de dgua para poder utilizar
os nutrientes, sendo a humidade um fator de crescimento bacteriano. Os
alimentos secos, como o feijdo (fig. 182), grdo, arroz, tém menor probabilidade

de serem contaminados por bactérias.

Figura 182 - Diferentes variedades de feijdo seco, muito resistentes a contaminagdoes

e Acidez - A maioria das bactérias ndo se desenvolve em meios acidos. Por isso, ao
adicionarmos vinagre, vinho, limdo ou outros componentes acidos aos alimentos
podemos evitar a multiplicacdo de algumas bactérias. Um bom exemplo é o

método de conserva em meio acido, como os picles (fig. 183).

Figura 183 - Picles

e Oxigénio - a presenca de oxigénio é essencial para o crescimento de grande parte
das bactérias, no entanto existem outras que ndo necessitam de oxigénio para se
multiplicarem. As bactérias que crescem sem oxigénio podem até tornar-se mais
perigosas pelo facto de crescerem em alimentos enlatados (fig. 184) ou outras

conservas.
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Figura 184 - Alimentos enlatados

e Tempo - as bactérias precisam de tempo para se multiplicarem, apesar de o
fazerem com uma elevada rapidez. Quanto maior for o tempo entre tarefas
realizadas atemperaturaambiente (nazonade perigo), maior sera a probabilidade
de ocorrer uma toxinfecdao alimentar pois damos o tempo suficiente a bactéria
para ela se multiplicar ou produzir toxinas. Ou seja, um alimento ja confecionado
que seja deixado a temperatura ambiente e que esteja contaminado por um
pequeno numero de bactérias poderad ter centenas delas passado algumas horas,

ja que estas se multiplicam muito rapidamente.

1. Perigos Bioldgicos

Estima-se que cerca de 90% das doengas transmitidas por alimentos sejam provocadas
por microrganismos. Estes podem encontrar-se em quase todos os alimentos, mas a
sua transmissdo resulta, na maioria dos casos, da utilizacdo de praticas erradas nas
ultimas etapas da sua confe¢do ou distribuicdo. Embora se conhegam mais de 250 tipos
diferentes de bactérias, virus e parasitas causadores de doencas de origem alimentar,
apenas alguns aparecem frequentemente. De acordo com o National Advisory Committee
on Microbiological Criteria for Foods (N.A.C.M.C.F.), EUA (2004), estes microrganismos
podem-se classificar segundo o seu perigo e difusdo (quadro 5).

As toxinfecbes alimentares podem ter origem bioldgica ou ndo bioldgica. Os
microrganismos patogénicos causadores de situagdao de doenga por ingestdo de
alimentos podem ser bactérias, fungos, virus, parasitas, prides ou por toxinas de origem

bioldgica produzidas por microrganismos.
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Quadro 5 - Classificagdo dos microrganismos de acordo com o seu risco e difusdao segundo

o National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods (N.A.C.M.C.F.), EUA

(2004).

Risco severo

Risco Moderado /
Alta difusao

Risco moderado /

Difusao limitada

Clostridium botulinum
tipos A, B, E, F

Shigella disenteriae
Salmonella typhi
Salmonella paratyphi A, B
Virus das hepatites Ae E
Brucella abortus

Brucella suis

Vibrio cholerae 01

Listeria monocytogenes
Salmonella spp.
Shigella spp.
Escherichia coli
enteropatogénica (EEC)
Streptococcus pyogenes
Rotavirus

Virus Norwalk

Entamoebea histolytica

Bacilus cereus
Campylobacter jejuni
Clostridium perfringens
Staphylococcus aureus
Vibrio cholera non-01
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

Giardia lamblia

Vibrio vulnificus Diphyllobothrium latum | Taenia saginata
Taenia solium Ascaris lumbricoides
Trichinella spiralis Cryptosporidium parvum

Quando se estudam as toxinfecGes de origem alimentar, é conveniente saber quais
os alimentos que, com mais frequéncia, estdo associados a surtos ou a casos de
envenenamento alimentar de origem microbiana, assim como, qual ou quais os
principais agentes téxicos ou infeciosos presentes nesses alimentos. E ainda conveniente
saber quais os principais sintomas associados aos principais casos. O quadro 6 apresenta
alguns alimentos frequentemente envolvidos em situagdes de toxinfegao alimentar e os

principais agentes associados.
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Quadro 6 - Alimentos e agentes causadores de toxinfe¢Ges alimentares geralmente

associados.
Alimento Microrganismos geralmente associados
Frutos do mar crus Vibrio sp., virus Hepatite A, Norovirus (Norwalk like viruses)
Ovos crus Salmonella
Carnes pouco Salmonella e Campylobacter, Escherichia coli,  Clostridium
cozinhadas perfringens

Leite ou sumos ndo
Salmonella, Campylobacter, Yersinia
pasteurizados

Queijos moles nao
Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Listeria sp.
pasteurizados

Conservas caseiras Clostridium botulinum (botulismo)

Salsichas; fiambres, etc. | Listeria sp.

Bactérias

As bactérias sdo os principais causadores de doencas de origem alimentar, ndo sé em
nimero como em frequéncia, embora outros agentes como os virus ou parasitas também
as possam provocar.

As bactérias sdo microrganismos unicelulares com uma estrutura muito simples, o que
Ihes permite replicarem-se muito rapidamente caso encontrem nutrientes, temperatura,
pH, humidade e concentracao de oxigénio favoraveis. Nalguns casos, apenas 20 minutos
sdo suficientes para que o numero de bactérias duplique, o que significa que um
nuimero inicial de 10 bactérias num determinado alimento, em condig¢des favordveis, se
multiplicard de tal modo que se formardo 640 bactérias ao fim de 2 horas.

Geralmente, as infecBes bacterianas de origem alimentar sdo referidas simplesmente
como infe¢Oes alimentares. Os principais sintomas sdo diarreias, dores abdominais,
vomitos, desidratacao e, por vezes, febre.

Aparecem apds um periodo de incubacdo que pode durar umas horas ou varios dias e

podem prevalecer durante um periodo que pode variar entre um dia e uma semana.
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Bactérias responsaveis por toxinfecdes alimentares graves:
Mais frequentes:
e Salmonella (presente em: ovos (fig. 185), animais de capoeira e outras carnes,
leite cru e chocolate).
e Nas ultimas décadas, a Salmonella tem estado na origem da maioria dos casos
de infecOes alimentares, geralmente resultantes da ingestdo de ovos, carne de

animais de capoeira e outras carnes, leite

cru e chocolate. % 3

Figura 185 - Ovos sem controlo de qualidade

podem transmitir Salmonella

e Staphylococcus aureus (presente em: produtos de salsicharia (fig. 186),
presunto, refeicGes pré-cozinhadas e cremes de pastelaria (contaminados por
manipuladores), leite e derivados, aves,

peixe, crustaceos e gelados).

Figura 186 - Produtos de salsicharia podem ser

contaminados por Staphylococcus aureus

e Clostridium perfringens (presente em: carnes de vaca e aves, molhos, legumes
cozidos (fig. 187) e derivados a que se tenha seguido arrefecimento lento).
Quando o crescimento do microrganismo no trato gastrointestinal estd associado a
produgao de toxinas, ocorre uma toxinfegao
bacteriana, sendo o Clostridium perfringens,

um dos seus agentes mais frequentes.

Figura 187 - Legumes cozidos
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Menos frequentes:

Clostridium botulinum (presente em: peixe
fumado (fig. 188) ou em salmoura, presuntos

crus e enchidos de carne).

Figura 188 - Salméo fumado
Bacillus cereus (presente em: legumes,
produtos a base de cereais (farinhas (fig. 189)
e féculas), derivados de leite, condimentos e

molhos).

Figura 189 - Farinhas

Listeria monocytogenes (presente em: leite cru, leite pasteurizado posteriormente
contaminado (fig. 190), queijos, gelados e saladas). Embora ainda com baixa
incidéncia, o aparecimento de casos de infe¢des por Listeria monocytogenes
(geralmente proveniente de leite cru, leite pasteurizado posteriormente
contaminado, queijos, gelados e saladas), nas ultimas décadas tem trazido
preocupacgdes, dado que esta bactéria pode provocar danos severos ou mesmo
fatais em bebés, criancas, mulheres gravidas,

idosos e individuos imunodeprimidos. T T

Acresce ainda, o fato desta bactéria conseguir '
crescer a temperaturas tdo baixas como as de

um frigorifico.

Figura 190 - Leite e produtos derivados

Campylobacter jejuni (presente em: leite cru, animais de capoeira crus ou mal

cozinhados, dgua de consumo (fig. 191). No entanto, a prevaléncia de infe¢bes
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por Campylobacter jejuni  (potencialmente
presente em leite cru, animais de capoeira crus
ou mal cozinhados e em agua de consumo) tem
aumentado de tal modo nos ultimos anos que,

nalguns paises, chega a rivalizar com a Salmonella.

Figura 191 - Aqua de consumo contaminada

e Escherichia coli (o seu habitat natural é o limen intestinal dos seres humanos e
de outros animais de sangue quente. A presenca da E. coli em agua ou alimentos é
indicativa de contaminagao com fezes humanas).

o Yersinia enterocolitica

o Shigella spp

o Vibrio parahaemolyticus

As intoxicagdes provocadas por Yersinia enterocolitica e por algumas estirpes de
Escherichia coli tém-se tornado prevalentes nos ultimos anos, embora existam outras
bactérias como Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, ou Bacillus cereus,
implicadas em intoxicagdes alimentares.

Relativamente as toxinfecdes de origem bacteriana, verifica-se que existem quatro
agentes que sdo os mais frequentemente responsabilizados pelos casos de toxinfecao

coletiva: Salmonella; Clostridium perfringens; Staphylococcus aureus e Campylobacter.

Virus

Sdomais pequenos que as bactérias e necessitamde um hospedeiro parase multiplicarem.
Embora ndo se multipliguem nos alimentos, a sua destruicdo apenas ocorre quando
estes sao bem cozinhados.

Os virus sdo agentes infeciosos com uma organizacdao muito simples: uma capa proteica
e um acido nucleico (DNA ou RNA) no seu interior. Sdo muito mais pequenos do que as
bactérias e para se multiplicarem requerem que uma célula viva, de uma espécie para a

qual sdo especificos, lhes sirva de hospedeiro.
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Algunsvirus sdo causadores de doencas de origem alimentar. Embora ndo se multipliquem
nos alimentos (por serem especificos para as células humanas), a sua destruigdo
também ndo ocorre a ndo ser que os alimentos sejam devidamente cozinhados. A sua
especificidade também implica que os virus que infetam animais, como é o caso do virus
da peste suina, nao representem quaisquer perigos para a salde humana sendo o seu
controlo justificado apenas por uma questao de sanidade animal.

Os virus mais frequentemente implicados em doencgas de origem alimentar sdo os da
hepatite A e da hepatite E, o rotavirus (principal causa de diarreia infantil) e os virus
da familia Norwalk (que provocam gastroenterites). O quadro 7 apresenta as principais

carateristicas das doencas causadas por estes virus.

Quadro 7 - Caraterizacdo das doencas de origem alimentar causadas por virus

Periodo de
Periodo de Alimentos mais
Virus Sintomas duragao da
incubagao implicados
doenga
Fraqueza, diarreia, 2 semanas a | Nao
Hepatite A 28 dias
colicas, ictericia 3 meses especificados
Fraqueza, diarreia, i
Hepatite E 6 semanas 1 més Agua
colicas, ictericia
Voémitos, diarreia
Nao
Rotavirus 1-3 dias liquida e 48 horas
especificados
febre moderada
Ndauseas, vomitos em
jacto, dores
14-48 abdominais, 12 horas a3 | Nao
Norwalk
horas diarreia, febre, dias especificados
mialgias
e dores de cabeca
Vomitos, diarreia
10-72 Nao
Astrovirus liquida 2 a9dias
horas especificados
e febre moderada
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Os moluscos como as ostras, os mexilhGes, as améijoas e o berbigdo (fig. 192), apanhados
junto a costa em zonas poluidas, sdo os principais alimentos implicados em viroses de
origem alimentar. Os frutos e as saladas sdo outro grupo de alimentos frequentemente
associados as toxinfecdes. A contaminacao destes produtos ocorre normalmente durante

a sua producdo devido a utilizacdo de excrementos humanos como fertilizantes.

Figura 192 - Mariscos podem ser portadores de virus

Parasitas

Os vermes e 0s protozodrios sdo parasitas, isto &, organismos que vivem sobre ou no
interior de outro organismo (o hospedeiro) beneficiando desta associacdo enquanto
prejudicam o hospedeiro do qual geralmente obtém nutrientes. Os parasitas alimentam-
se do hospedeiro sem contribuir para a sua sobrevivéncia (prejudicam ao organismo
hospedeiro).

As doengas de origem alimentar provocadas por estes parasitas sdao muito menos
frequentes do que as de origem bacteriana. Estes parasitas, que sdo muito maiores do
qgue as bactérias, podem crescer e atingir o estado adulto no trato gastrointestinal do
homem, ou ser diretamente ingeridos por consumo de tecidos de animais contaminados.
Nalguns casos, os sintomas podem durar varias semanas ao fim das quais diminuem ou
desaparecem para, posteriormente, reaparecerem.

Os vermes sao parasitas de corpo alongado ou achatado e sem esqueleto interno ou
externo. E os protozodrios sdo seres unicelulares, na maioria heterotréficos e com
mobilidade especializada.

Entre os principais parasitas causadores de doencas de origem alimentar encontram-

se Giardia lamblia (G. intestinalis), Cryptosporidium parvum (protozoarios) e Trichinella
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spiralis (verme). O quadro 8 apresenta as principais carateristicas das doencas causadas

por estes parasitas.

Quadro 8 - Caraterizagao das doencgas de origem alimentar causadas por parasitas

Periodo de
Periodo de Alimentos mais
Virus Sintomas duragdo da
incubacao implicados
doenga
Diarreia, nduseas, .
Giardia lamblia Meses (sem | Agua, salmao,
2 dias dores abdominais
(G. intestinalis) tratamento) | frutos e vegetais
e flatuléncia
Diarreia, cdlicas
Cryptosporidium abdominais, febre )
10 dias variavel Agua
parvum baixa e dores de
cabeca
A carne de
porco ou os
1-2 dias
Nauseas, diarreia, seus derivados
2-8
Trichinella voémitos, cansaco, consumidos
semanas variavel
spiralis febre e dores crus ou
(infeccao
abdominais cozinhados
larvar)
de forma
insuficiente
Prides

O prido é uma particula proteica infeciosa com capacidade de modificar outras proteinas

tornando-as cdpias desipropria. Algumas doencas produzidas pelos prides sao: Encefalopatias

Espongiformes Transmissiveis (TSE), como a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE-doenca

das “vacas loucas”) e a sua variante humana, o scrapie dos carneiros e das cabras e a doenca

de Creutzfeldt-Jakob (CJD). E constituido por uma proteina modificada que, por contacto

com uma proteina sa, a modifica, convertendo-a numa proteina patogénica que, por sua vez,

vai modificar outra proteina sa, produzindo uma reacdo em cadeia.
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Toxinas de origem bioldgica
1 - Toxinas de origem nao bacteriana - sdo toxinas de origem natural que podem
produzir doengas no organismo, estas sao:
e As micotoxinas - metabolitos que crescem em muitos bolores conhecidos.
Sao colocadas neste grupo todas as micotoxinas, toxinas produzidas por algas
e todas as toxinas produzidas pelos alimentos. As micotoxinas resultam do

crescimento de muitos dos bolores conhecidos.

e As aflatoxinas - produzidas por Aspergillus flavus e por Aspergillus parasiticus,
em nozes, amendoins (fig. 193) e outras sementes oleosas, sdo as micotoxinas
mais frequentes e mais graves, tendo algumas delas uma potente agao
cancerigena. Outras micotoxinas como a ocratoxina A, a patulina e as fumosinas
procedentes de outras espécies
de bolores, como Penicillium e

Fusarium, sdo muito menos toxicas.

Figura 193 - Frutos secos podem desenvolver

bolores produtores de aflatoxinas

e A muscarina - substancia perigosa presente em cogumelos (fungos venenosos),
pode causar intoxicacdo resultante da ingestdo de qualquer uma das muitas
espécies existentes de cogumelos venenosos (fig. 194). O potencial de
intoxicagcdo pode variar dentro da mesma espécie, em diferentes momentos

da época de crescimento e conforme se cozinham.

Figura 194 - Cogumelos do género Inocybe-Inocybe lanuginosa e Inocybe bongardii
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Aintoxicagdo pela cravagem do centeio, acontece ao
ingerir cereais contaminados pelo fungo Claviceps
purpurea (fig. 195). Este fungo é o responsavel
por uma doenca designada ergotismo, também
conhecido por “Envenenamento por Ergot” e “Fogo

de Santo Anténio”.

Figura 195 - Espiga de cereal infectada pelo fungo Claviceps purpurea

A intoxicagdo por produtos do mar pode ser provocada por peixes ou mariscos.

Normalmente, a intoxicacdo por peixes resulta de uma de trés toxinas: ciguatera,

tetrodotoxina ou saxitoxina.

A toxina ciguatera é produzida por determinadas algas microscdpicas que
servem de alimento aos peixes marinhos com barbatanas, de regides sub-
tropicais ou tropicais (fig. 196), e que acumulam-se na sua carne. Entre os peixes
mais associados a ciguatera podemos citar: garoupa, barracuda, vermelho,

cangulo e cavala.

Figura 196 - Zonas de incidéncia da toxina ciguatera

A toxina saxitoxina é um polipeptideo neurotéxico produzido por alguns
dinoflagelados (algas celulares sem parede celular), algumas algas que sao
conhecidas porprovocaremasmarésvermelhas. Estatoxina éfiltradaeretidapor

mexilhdes (fig. 197), ostras e outros bivalves sem que isso lhes cause quaisquer
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maleficios. No entanto, a ingestao por humanos de bivalves contaminados pode
provocar uma intoxicacdo aguda muito grave
conhecida por Paralytic Shellfish Poisoning -
(intoxicacdo paralisante por mariscos). Esta
toxina, tal como a ciguatera, continua ativa,

inclusivamente depois de se ter cozinhado o

alimento.

Figura 197 - Mexilhées

A tetrodotoxina é uma potente toxina de origem marinha, produzida por varias
espécies animais, mas especialmente pelo peixe globo (fig. 198). Este peixe,
gue se encontra sobretudo nos mares do Japao, constitui uma refeicdo muito
apreciada nos paises asiaticos.
Como apresenta uma elevada
toxicidade, é também usado por

muitos com o objetivo de suicidio.

Figura 198 - Peixe globo

A intoxicacdo pela histamina (envenenamento escombroide), procedente de
peixes como a cavala, o atum (fig. 199) e a albacora, acontece quando os tecidos
destes peixes se decompdem depois da sua captura e libertam altos teores
de histamina. Depois da sua ingestdo, a histamina provoca uma vermelhidao
facial imediata. O teor de histamina em determinados produtos de pesca estd

regulamentado a nivel europeu.

Figura 199 - Atum
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Para além destes microrganismos causadores de toxinfecGes e das toxinas referidas
existem outros microrganismos, virus, parasitas e toxinas que embora a nivel mundial
ndo tenham grande expressdo, podem causar danos muito graves nas zonas da sua
incidéncia. No final deste manual encontra-se um Glossario de Microrganismos no qual
se inclui informagdo detalhada sobre microrganismos ndao mencionados e sobre alguns

microrganismos ja referidos.

4.2. Prevenc¢do de doencas de origem alimentar

A causa mais comum das doengas de origem alimentar é a prepara¢do prévia dos
alimentos com demasiada antecedéncia e o seu mau armazenamento, a temperaturas
incorretas.

As bactérias crescem melhor entre os 5-63°C. A maior parte das bactérias nao formadoras
de esporos sdo mortas a 70°C. As bactérias ndo crescem, ou apenas muito lentamente
a temperaturas abaixo dos 5°C. Algumas bactérias morrem a temperaturas muito
baixas, mas muitas delas sobrevivem e multiplicam-se quando as condi¢des quentes sao
retomadas. As bactérias patogénicas causadoras de intoxica¢des alimentares podem ser
muito perigosas e podem até levar & morte, apesar de que na maior parte dos casos
causam doenga que eventualmente desaparece.

Os sintomas de uma intoxicacdo alimentar (fig. 200) podem durar dias e manifestam-
se através de dores abdominais, diarreia, vomitos, nauseas e febre. Os sintomas
normalmente surgem repentinamente, mas podem também aparecer dias depois da

ingestdao do alimento contaminado, dificultando a identificacdo da sua fonte.

Figura 200 - Intoxica¢des alimentares podem levar a hospitalizacdo
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Bactérias patogénicas causadoras de infecdes alimentares sdao muito dificeis de detetar,

pois ndo afetam o sabor ou o cheiro da comida. Os grupos particularmente vulneraveis

a doencas de origem alimentar sdo criancas, idosos, doentes e gravidas, neste Ultimo

caso o feto pode ser afetado (no caso de algumas contaminacdes) e sofrer alteragdes

genéticas irreversiveis.

A prevengao de doencgas de origem alimentar sé é possivel quando reconhecemos e

sabemos quais as principais causas que estdo na sua origem. Assim deve-se ter em

atengdo quando se manipula alimentos que situagdes de doenga alimentar podem surgir

quando se:

1. Utilizam ingredientes contaminados;

2. Adota praticas inadequadas na manipulagdo e preparagdo de alimentos; como
a confecdo insuficiente para destruicdo das bactérias; uso de restos de comida
ou inadequada reutiliza¢do de sobras;

3. Refrigerainadequadamente os alimentos, como o arrefecimento a temperatura
ambiente por tempo prolongado;

4. Prepara as refeicGes com uma antecedéncia excessiva;

5. Contaminagdo devida a manipulagao por pessoas infetadas;

6. Transfere a contaminac¢do a partir de alimentos crus ou de superficies ou
equipamentoscontaminados, paraalimentos prontosaconsumir(contaminagao
cruzada);

7. Higiene e desinfegao incorreta ou insuficiente de superficies de contato com

os alimentos, cdmaras de refrigeracao, instalacdes e do préoprio manipulador.

Na prevencao do aparecimento de casos de doenga com origem alimentar, as medidas

a tomar para diminuir o risco de contaminagao alimentar e evitar o aparecimento deste

tipo de doengas, sao os seguintes:

1.
2.

Ter matérias-primas de qualidade e manté-las isentas de contaminacdes.
Evitar a multiplicacdo bacteriana ao longo de todas as fases de produgao de
alimentos.

Confecionar os alimentos de forma a eliminar as bactérias existentes.
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A Organizacdao Mundial de Saude definiu de forma sintética 10 regras de ouro para a
preparagdo de alimentos. Pela sua abrangéncia e versatilidade podem ser adotadas,
de acordo com as condicdes de aquisicdo, processamento e consumo, como regras de
prevencdo que permitem melhorar a seguranca dos géneros alimenticios e deste modo

contribuir para a prevengao da ocorréncia de doengas de origem alimentar.

Dez regras de ouro da OMS
1. Selecionar cuidadosamente os alimentos;
2. Os alimentos devem ser completamente cozinhados;
3. Consumir o mais breve possivel os alimentos apds a sua confecao;
4. O armazenamento dos alimentos deve ser efetuado de acordo com as suas
carateristicas e corretamente acondicionados;
O reaquecimento dos alimentos deve ser completo;
Evitar o contacto entre alimentos crus e cozinhados;

Lavar as mdos sempre que necessario e repetidamente;

© N oo W

Manter todas as superficies e utensilios que contactem com os alimentos
devidamente higienizados;
9. Proteger os alimentos de insetos, roedores e outros animais;

10. Utilizar sempre dgua potdvel.

Este tema sera novamente abordado nos mdodulos seguintes devido a sua pertinéncia.
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Atividades - Exercicios

1.

4.

5.

6.

Todos os anos, milhares de pessoas sofrem doencas de origem alimentar, como
resultado da ingestao de alimentos aparentando sabor e cheiro perfeitamente
normais, mas que na realidade se encontram contaminados por um grande
numero de bactérias perigosas ou pelas suas toxinas ou outros microrganismos.

Quais os sintomas da intoxica¢do alimentar?

Atualmente sdao conhecidas mais de 250 doencas transmitidas pelos alimentos.
As causas das doengas de origem alimentar incluem virus, bactérias,
bolores, toxinas, parasitas, metais, prides, etc. Os sintomas vao desde uma
gastroenterite passageira, a problemas neuroldgicos (botulismo), hepaticos
(Hepatite A), e falhas da fungao renal (E.Coli 0157:H7) capazes de pOr em risco
a vida. As bactérias, pela sua diversidade e patogenia, constituem, de longe, o
grupo microbiano mais importante e mais vulgarmente associado as doencas
transmitidas pelos alimentos.

Como é que os alimentos podem causar doencga?

As doengas de origem alimentar podem ser classificadas em trés grupos.

Quais sdo estes trés grupos?

As doencgas provocadas por microrganismos patogénicos sdo geralmente
denominadas de toxinfecGes alimentares, pois este termo abrange o conjunto
de situacdes de doenca de origem alimentar, no entanto podem diferenciar-se
em infe¢Oes ou intoxicagdes.

Qual é a diferenca entre elas?

As toxinas transmitidas pelos alimentos podem ter diversas origens.

Indique quais as origens das substancias toxicas nos alimentos.

Como ocorrem as toxinfe¢Ges alimentares?
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7. As toxinfe¢Ges dependem do tipo de microrganismo causador de doenga e de
alguns fatores.

Quais sdo estes fatores?

8. As doencgas causadas pela ingestdao de alimentos contaminados, depende
grandemente do tipo de contaminacao e das fontes as quais o alimento esteve
exposto e que levaram a sua contaminagao.

Quais os trés tipos de contaminagado de alimentos?

9. De acordo com os estudos estatisticos da Organizacdo Mundial da Saude, das
doengas de origem alimentar, mais de 60% dos casos decorrem de técnicas
inadequadas de processamento e contaminacdo dos alimentos servidos em
restaurantes.

Qual a principal fonte de transmissao de doengas de origem alimentar?

10. Algumas toxinas sdao de origem ndo bacteriana.

Dé exemplos destas toxinas.

11. A prevencdo de doencas de origem alimentar sé é possivel quando
reconhecemos e sabemos quais as principais causas que estdao na sua origem.
Assim deve-se ter em atencdo quando se manipula alimentos determinadas
regras.

Quais os cuidados a ter na manipulagao de alimentos de forma a prevenir

doencas de origem alimentar?

12. A Organizagao Mundial de Saude definiu de forma sintética 10 regras de ouro
para a preparacao de alimentos. Pela sua abrangéncia e versatilidade podem
ser adotadas, de acordo com as condi¢cdes de aquisicdo, processamento e
consumo, como regras de prevengao que permitem melhorar a seguranga dos
géneros alimenticios e deste modo contribuir para a prevencdo da ocorréncia
de doencas de origem alimentar.

Quais as dez regras de ouro da OMS?
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5. PRATICAS LABORATORIAIS

Os microrganismos sdo seres vivos que se encontram praticamente em todo o lado e
gue possuem dimensdes tao reduzidas que sé podem ser vistos com o auxilio de um
microscépio. Por vezes conseguimos ver pontos brancos ou coloridos ou filamentos nos
alimentos que constituem agregacdes desses microrganismos. Em geral, estes seres sao
inofensivos e alguns deles podem inclusivamente ter uma agao benéfica para o Homem,

como por exemplo aqueles que sdo usados na producdo de iogurte ou queijo (fig. 199).

Figura 201 - O leite por agdo de microrganismos pode ser transformado em iogurte e

queijo

No entanto, existem alguns que podem ser prejudiciais por contribuirem para a alteracado
e degradacdo dos alimentos e outros que podem provocar doengas de origem alimentar,
com maior ou menor gravidade. Estes ultimos, por serem causadores de doenca, sao
denominados de patogénicos. Podemos encontrar microrganismos patogénicos um
pouco por todo o lado: no ar, na dgua, no solo, nos alimentos e nas pessoas. Devido
as suas reduzidas dimensdes passam despercebidos ao ser humano, sé sentimos e/ou

visualizamos as suas consequéncias.

5.1. Regras de trabalho em laboratorio

Nos habitats naturais, os microrganismos crescem frequentemente em populagdes mistas

mais ou menos complexas, que incluem varias espécies microbianas. Contudo, para
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estudar um dado microrganismo, é necessario obter a uma populagao de células desse
microrganismo em cultura pura ou axénica. Assim, o isolamento de um determinado
microrganismos a partir de popula¢des mistas, a manutencdo e conservacdo de
culturas puras e o crescimento de popula¢des microbianas puras em meios de cultura
laboratoriais sdo técnicas basicas e essenciais em Microbiologia.

Os microrganismos sdo ubiquos, isto é, estdo presentes em todo o lado. Por isso,
para obter e manter uma cultura pura é essencial evitar que outros microrganismos
(contaminantes) entrem em contacto com ela. Assim, com o objetivo de evitar a
ocorréncia de contaminagcdes, o microbidlogo recorre a técnicas de assepsia e a
esterilizacdo e desinfegdo dos materiais que usa no manuseamento das culturas
puras de microrganismos. Estas técnicas sdao criticas no controlo e prevengdo do
desenvolvimento de microrganismos, quer seja no laboratério quer em processos
industriais, nomeadamente nas industrias alimentar e farmacéutica, ou na prevengao

de doengas infeciosas.

Normas Gerais de utilizagdo do Laboratério de Microbiologia

1. O aluno/formando deve procurar familiarizar-se com a localizacdo de extintores
de incéndio e chuveiros de emergéncia. Qualquer acidente devera ser comunicado
imediatamente ao professor/formador responsavel.

2. Apermanéncia no laboratdrio exige postura de estudos e pesquisa, pelo que deve-se
observar o siléncio necessario a estas atividades.

3. Aos alunos/formandos exige-se conduta pautada pela seriedade e responsabilidade
no trato com os materiais e equipamentos utilizados durante as aulas praticas.

4. Ao entrar no laboratério, o aluno/formando devera guardar seus pertences num
local apropriado e destinado a esse efeito, de modo algum deve levar os seus
pertences para a bancada de trabalho, somente pode levar o material necessario
para a aula, como manual, caderno e materiais para apontamento. E conveniente
desligar aparelhos telefénicos (telemdveis).

5. O uso de bata branca devidamente lavada é obrigatorio. O aluno/formando deve
vesti-la logo ao chegar ao seu local de trabalho.

6. E proibido fazer experiéncias ndo autorizadas pelo professor/formador.
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7.

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

O acesso dos alunos ao laboratério de microbiologia sé é permitido na companhia
de um professor/formador ou técnico de apoio ao laboratdério, sempre que nao seja
nos tempos letivos, e sempre trajando bata branca.

Nao é permitido o consumo de alimentos e bebidas em qualquer dos espagos do
laboratdrio ou areas de apoio anexas.

E expressamente proibido fumar dentro do laboratério.

Ndo é permitida a presenca de alunos, ou de qualquer pessoa sem vinculo com a
Instituicdo, nas dependéncias do laboratdrio, sem a presenca de um professor

responsdvel ou do técnico de apoio ao laboratério.

. As aulas praticas regulares tém precedéncia sobre quaisquer outras atividades.

A ndo observancia das exigéncias com relacdo as normas de funcionamento implica
a proibicdo de acesso ou o convite para retirada do aluno das dependéncias do
laboratorio.

No inicio da aula os alunos devem lavar as mdos com sab3ao e desinfetante ou
desinfetar com dlcool iodado a 70%, que deverd estar disponivel no laboratério. No
final da aula é novamente obrigatéria a lavagem das maos e desinfecao, por motivos
de seguranca.

Apds colocar a bata, as pessoas que tenham cabelos compridos, deverdo prendé-los
por motivo de seguranca (uso de fogo).

Sobre a bancada de trabalho deve existir um pulverizador com alcool iodado 70%. A
area de trabalho devera ser pulverizada com dlcool e limpa com o papel fornecido ou
flamejada com o bico de Bunsen (no caso da bancada ser de inox) sempre no inicio
e também ao final de cada sessdo de trabalho. Ou seja, SEMPRE, no trabalho em
biologia e microbiologia, a PRIMEIRA e a ULTIMA coisa a ser feita é a descontaminagdo
da drea de trabalho.

O aluno encontrard um conjunto de objetos de uso comum. Esses objetos serdo usados
em diversas ocasies durante o ano, conforme a necessidade. E dever do aluno verificar
a integridade do material recebido e comunicar ao Professor qualquer irregularidade
encontrada. De acordo com a orientacdo do professor/formador, o aluno utilizara os
materiais necessarios a aula. No final da aula, os materiais removidos serdo devolvidos
para uso do préoximo grupo. Os demais materiais necessdrios a aula serdo colocados

sobre a bancada pelo técnico de apoio ao laboratdrio ou pelo professor.
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17. Cada aluno deverd possuir uma caneta capaz de escrever em vidro (caneta de

retroprojetor ou especifica para vidraria de laboratério).

Normas Especificas a ter nas aulas pelo aluno

1. O aluno deve dedicar atengao especial as condigbes de trabalho.

2. Antes de iniciar a aula o aluno deve verificar se todos os equipamentos e as suas
temperaturas estdo a funcionar de forma correta.

3. No inicio das analises o aluno deve seguir exatamente o protocolo da aula pratica
considerando o tempo necessario para efetuar todos os procedimentos e obter os
resultados. Deve colocar préximo do local de trabalho todo o material a ser utilizado
na realizagdo da analise. Deve arrumar cuidadosamente todo antes de iniciar a analise.

4. O aluno deve limpar e desinfetar a superficie de bancadas, balcdes e piso antes e
depois da aula préatica.

5. 0O aluno deve manipular todo o material de incubagdo (Culturas em tubos, placas de
Petri, Pipetas, etc.) dentro da zona de seguranca (camara de seguranca bioldgica).

6. Todo o material a ser descartado, principalmente os que contenham meios de
cultura e microrganismos devem ser colocados tapados dentro de recipientes no
local préprio para esta finalidade, para posterior esterilizacao.

7. Lembre-se que todo material no laboratério de microbiologia deve ser esterilizado
previamente, exigindo cuidados especiais no seu manuseio para evitar a
contaminacao.

8. As colheres, pingas, ansas, espatulas, facas, devem ser desinfetadas com alcool
e aquecidas até a incandescéncia antes e apds a sua utilizagdo. Pode-se também
mergulhar todo o material em alcool e flamejar, arrefecendo sempre na zona de
seguranga da chama.

9. Deve ser sempre feita a assepsia do frasco de amostra, antes de iniciar a analise, com
algoddao embebido em alcool 70%.

10. O aluno deve fazer a assepsia das maos, antes e depois das analises.

11. O aluno deve manter sempre algodao embebido em alcool 70% num copo de
precipitacdo com uma pinga, durante a repicagem de microrganismo para sua
seguranca. Este algoddo com alcool serve para limpar pequenos derrames. Nunca

utilizar as maos, mas sim a pinga ou luvas descartaveis.
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12. O banho-maria deve permanecer com agua destilada (limpa) e no nivel para nao
gueimar a resisténcia.
13. E proibido a permanéncia de pessoas de outras dreas no laboratério de microbiologia,

principalmente na sala de inoculagao.

Técnicas de Assepsia

As técnicas de assepsia sdo um conjunto de medidas experimentais simples, mas muito
importantes num Laboratdrio de Microbiologia. Estas técnicas devem ser praticadas
durante a manipulacdo de culturas microbianas e de meios de cultura estéreis, assim

como de todo o material de laboratério.

Nomeadamente, um recipiente que contenha uma dada cultura deve ser aberto perto
da chama do bico de Bunsen, de forma a impedir uma contaminacao devido a entrada
de ar exterior contaminado. A transferéncia de uma por¢dao da cultura contida num
tubo ou baldo para outro recipiente (inoculagdo) é realizada normalmente com uma
ansa (fig. 202) previamente esterilizada pela passagem pela chama do bico de Bunsen
(e posteriormente arrefecido) ou através de uma micropipeta com pontas de plastico
previamente esterilizadas (em autoclave, por exemplo).

Os procedimentos de assepsia devem sempre ser aplicados em todas as manipula¢des
de material contaminado e nos

procedimentos de analise.

Figura 202 - Técnica de
inoculagdo de uma placa de
Petri com meio de cultura sélido,

através de uma ansa

A presenga de chama do bico de Bunsen é fundamental para criar uma area de trabalho

estéril.
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Por exemplo, a manutengao de condigdes de assepsia durante a inoculagao de um meio

de cultura liquido deve seguir os passos seguintes:

1. Passar a ansa pela chama do bico de Bunsen até a extremidade ficar incandescente;
deixar arrefecer, ao ar, mantendo a ansa sempre perto da chama;

2. Destapar a placa de Petri que contém a cultura a usar como indculo, perto da chama;

3. Remover uma porc¢ao da cultura com a ansa arrefecida;

4. Destapar o baldo contendo o meio de cultura liquido a inocular e passar o gargalo
pela chama;

5. Transferir a cultura para o meio de cultura e passar o gargalo do baldo novamente
pela chama;

6. Esterilizar a ansa, passando-a novamente pela chama até ficar incandescente.

7. Colocar a ansa esterilizada num suporte.

As técnicas de analise, como a anteriormente descrita, serdao explicadas conforme vao

sendo utilizadas nos procedimentos de analises.

5.2. Preparagéo de material

Em Microbiologia é muito importante que todo o material, bancadas de trabalho e salas
de anadlise estejam devidamente limpos e esterilizados, de modo a evitar a presenga
de microrganismos contaminantes que possam afetar os resultados das andlises.
Assim sendo, todos os procedimentos de limpeza e desinfe¢do/esterilizagdo sdo muito

importantes para a fiabilidade dos resultados e seguranga dos analistas.

Lavagem e esterilizagao de materiais

O material utilizado deve receber a seguinte sequéncia de tratamento:

A. Descontaminacao - todo o material usado (fig. 203) deve ser devidamente
descontaminado através da esterilizagdo em autoclave (121°C durante 60 minutos ou
134°C durante 30 minutos), de modo a destruir todas as células vivas. Atencdo tubos de

ensaio que contenham reagente de KOVAC'’S ndo devem ser autoclavados.
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Figura 203 - Placas de Petri contaminadas antes da descontaminagdo

As laminas utilizadas em observag¢des microscdpicas devem ser imersas em recipientes
com hipoclorito de sédio (lixivia) ndao diluido de forma a destruir as células e
microrganismos vidveis que possam estar presentes.
B. Lavagem - depois de descontaminado o material deve ser devidamente lavado com
agua quente e detergente e enxaguado com agua destilada para evitar a formagdo de
residuos de calcdrio. Seguindo as etapas:

e Enxaguar o material em agua corrente, eliminado material organico.

e Utilizar detergente neutro.

e Preparar a solucdo e mergulhar todo material a ser lavado.

e Deixar de molho por um minimo 30 minutos ou por até 24 horas dependendo

do grau de sujidade.
e Esfregar o material com escova ou esponja.
e Enxaguaromaterialcombastanteaguacorrente,aultimaaguade enxaguamento

deve ser dgua destilada.
C. Secagem - Depois de lavado, todo o material deve ser seco em estufa a 40 °C (fig.

204) ou a temperatura ambiente. A temperatura de secagem vai variar com o tipo de

material.
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Figura 204 - Estufa de secagem com ar forcado

D. Preparacdo dos materiais - Apds a secagem cada material deve ser preparado de
acordo com o tipo de tratamento que vai receber. Os materiais que recebem tratamento
por calor seco podem ser embrulhados em papel Kraft (pardo) ou acondicionados em
cilindrosapropriados. Todos os materiais devem ser devidamente identificados. As pipetas
antes de serem esterilizadas devem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft ou
acondicionadas em cilindros apropriados. No caso de tratamento por vapor (autoclave)
os materiais devem ser acondicionados dentro de vidros com gaze ou algodao no fundo
(ponteiras e bastdes), deixando a tampa do vidro ou plastico semiaberta durante o
tratamento. Recipientes que contenham pontas de pipetas automaticas podem ser
protegidos com papel de aluminio devidamente selado.

E. Esterilizagdo - A esterilizacdo de um qualquer material ou equipamento consiste na
destruicdo ou remocdo de todas as formas de vida, patogénicas ou nao, a ele associadas.
Apds o acondicionamento e preparacdo de todo o material, este pode ser esterilizado
por via hiumida em autoclave ou por via seca em estufa de esterilizacao.

Na esterilizacdo em autoclave (fig. 205), todos os tubos
e frascos de vidro com tampas de rosca devem ter
as suas tampas ligeiramente desapertadas, antes da
autoclavagem, de forma a evitar o seu rebentamento.
Apods a esterilizacdo em autoclave, estas tampas devem

ser completamente fechadas de imediato.

Figura 205 - Autoclave




O funcionamento do autoclave deve ser respeitado de acordo com as indicagdes do
fornecedor do equipamento e todas as medidas de seguranca devem ser respeitadas.
A esterilizacdo por via humida (calor himido) em autoclave causa a desnaturacdo e
coagulacao das proteinas das células microbianas, e a dgua vai influenciar a destruicao
das membranas e enzimas pois pode induzir a destruicdo das ligacdes de hidrogénio,
0 que torna este processo mais eficaz e diminui o tempo de exposicdo. A morte das
células microbianas ocorre quando as células sdo sujeitas a temperaturas superiores a
temperatura maxima de crescimento dos microrganismos em causa.

A utilizacdo de calor em ambiente humido (autoclave) é um dos métodos mais eficazes
de destruicdo de microrganismos.

A esterilizacdo por calor himido é efectuada em autoclave (fig. 205), que consiste numa
camara com vapor de dgua saturado a pressao de 1 atm acima da pressdo atmosférica,
a que corresponde, em locais ao nivel do mar, uma temperatura de ebulicdo da agua de
121°C. No laboratério de Microbiologia, é usual sujeitar o material a esterilizar a 121°C
(1 atm; pressao relativa) durante 15 minutos, de modo a assegurar a morte de todas as
formas de vida microbianas, incluindo a dos enddsporos bacterianos, mais resistentes
ao calor que as células vegetativas. Contudo, o tempo necessario para se esterilizar
convenientemente os materiais, a esta temperatura, depende da natureza do material a
esterilizar e/ou do seu volume.

O calor humido sob pressdo é utilizado na esterilizacdo de meios de cultura que ndo
contenham componentes termoldbeis e na esterilizacdo de material de plastico e de
vidro a utilizar nos trabalhos experimentais de Microbiologia.

E também usado na descontaminacdo de roupas e instrumentos médicos e cirurgicos,
assim como de diversos materiais, reutilizadveis ou descartaveis, contaminados com
culturas de células viaveis, antes de serem lavados ou colocados no lixo.

A esterilizacdo por via seca (calor seco) processa-se na auséncia de agua em estufas de
esterilizacdo. Este tipo de esterilizacdo atua sobre os microorganismos provocando a oxi-
dacdo dos constituintes celulares organicos e a desnaturacdo e coagula¢do das proteinas.
O calor seco penetra nas substancias de uma forma mais lenta que o calor humido e por
isso exige temperaturas mais elevadas e tempos mais longos, para que haja uma eficaz es-
terilizacdo. Conforme o calor gerado recomenda-se para 170°C, 60 minutos de exposicao;

para 120°C é necessario 12 horas de exposicdo para que a esterilizacdo seja eficaz.
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As vantagens de uma esterilizacdo por calor seco sdao nao formar ferrugem nos materiais
metalicos, ndo danifica materiais de corte. E ideal para vidros, metais, algumas gorduras
e substancias em pé. Como desvantagem, o material deve ser resistente a variacdo da
temperatura. E ndo esteriliza liquidos.

O quadro 9 indica para cada tipo de material qual o tipo de tratamento mais adequado

e respetivo tempo e temperatura de esterilizacao.

Quadro 9 - Tipo de tratamento, temperatura e tempo de esterilizagdo mais adequado

para cada material.

Pipetas embaladas
CALOR SECO ESTUFA 120 °C / 30 min.

individuais ou em cilindros
Placas de Petri, tubos de
ensaios, colheres, conchas, CALOR SECO ESTUFA180°C/2h
frascos, tesouras, etc...
Frascos para colheitas,
filtros, ponteiras, bastdes CALOR HUMIDO AUTOCLAVE
(deixar os frascos com as (VAPOR) 121 °C/ 30 min.
tampas semiabertas)

CALOR HUMIDO AUTOCLAVE 120°C/ 15
Meios de cultura (maioria)

(VAPOR) min.

No entanto, ainda existem mais dois meios de esterilizacao que podem ser usados e que
possuem aplicacBes especificas. Sdo a esterilizacdo por filtracdo e por radiagao.

Entre os agentes fisicos de esterilizagao, utilizam-se, principalmente, o calor, a filtragao
e a radiacdo (por exemplo, radiacdo ndo-ionizante, como a Ultra-Violeta, e radiacdo

ionizante, como os raios X e 0s raios y).
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Figura 206 - Diferentes métodos fisicos de esterilizagdo

A esterilizacdo por filtracdo (fig. 207) envolve a remocdo de células de microrganismos
de solugdes liquidas ou de gases através da passagem do liquido ou gas por membranas
filtrantes. Estas podem ser de varios materiais (mais vulgarmente, acetato de celulose
ou de policarbonato) e tém diametros de poros muito pequenos (usualmente 0,2 um)
onde as células microbianas ficam retidas.

Esta técnica é muito utilizada em laboratérios de Microbiologia para esterilizar meios
de cultura com componentes que possam sofrer alteracdo por ac¢do do calor (por
ex. vitaminas, antibidticos, aglcares, aminodcidos) e na industria farmacéutica para

esterilizacdo de solucdes de vitaminas, de agentes quimioterapéuticos, soro etc..

Contudo, a maior parte dos virus sao
suficientemente pequenos para atravessarem
os poros destas membranas filtrantes, pelo
gue esta técnica nao assegura a esterilidade

total das solugdes ou gases filtrados.

Figura 207 - Sistemas de filtracdo de liquidos

Para além de ser utilizada para esterilizar solugdes, a filtragao através de membranas
filtrantes pode também ser utilizada para concentrar células microbianas a partir de

volumes grandes de amostras liquidas, como acontece na andlise bacteriolégica de
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aguas; este tipo de filtracdo utiliza um sistema de sucdo através de bomba de vacuo

(fig. 208).

Figura 208 - Sistema de filtragdo e respectiva bomba de vdcuo

O ar que circula em camaras de fluxo laminar de seguranga bioldgica (fig. 209) ou
em “salas limpas” é frequentemente sujeito a filtracao através de filtros de elevada
eficiéncia (High Efficiency Particle Air - HEPA- Filter) que permitem a retencdo de pelo

menos 99,999% das células e esporos microbianos ou outras particulas presentes no ar.

Figura 209 - Cémara de fluxo laminar

A radiagdo pode ser utilizada na esterilizagdo de superficie e salas de analises,
normalmente é utilizada a radiacdo ultra-violeta, outros tipos de radiacdo sdo utilizados
a nivel farmacéutico.

F. Armazenamento - Decorrida a esterilizagdo, o material preparado deve ser guardado

em armadrios e gavetas de modo a estar protegido do pé.
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5.3. Preparagéo de meios de cultura

Os meios de cultura (preparacgdes sélidas, liquidas ou semi-sdlidas (fig. 210) que contém
todos os nutrientes necessarios para o crescimento de microrganismos) sao utilizados
com a finalidade de cultivar e manter microrganismos viaveis no laboratério, sob a forma
de culturas puras.

Os meios de cultura devem ter na sua composi¢dao, os nutrientes indispensdveis ao
crescimento do organismo em questdo, sob forma assimildvel e em concentracdo ndo

inibitéria do crescimento.

Figura 210 - Meios de cultura sélidos, semi-sdlidos e liquidos

Além disso, apds a sua preparacao, cada meio de cultura deve ser submetido a
esterilizacdo, de forma a eliminar qualquer organismo vivo contaminante.

De um ponto de vista geral, os meios de cultura podem ser classificados tendo em conta o
seu estado fisico, a sua composi¢ao quimica e os objetivos funcionais a que se destinam.
A especificidade dos meios de cultura é muito importante, nomeadamente noisolamento
eidentificacdo de certos microrganismos (por exemplo, no isolamento de microrganismos
do solo) ou em testes de sensibilidade a antibiéticos ou na analise microbioldgica de
aguas, de alimentos, etc.

Na preparagdo de meios de cultura devem seguir-se as indicagdes constantes dos rétulos
das embalagens; pois, cada fabricante tem a sua formulagdo e define os procedimentos
de preparacdo para cada tipo de meio de cultura.

No entanto, no geral podem considerar-se os seguintes passos na preparagao de meios
de cultura, uma vez que sao comuns a todos:

1. Pesagem do meio de cultura em pd (fig. 210);
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2. Diluir em dgua destilada, no volume correspondente;
3. Se for o caso, levar o meio diluido a fervura, sob agitagao constante e tapado;

4. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos;

Figura 211 - Pesagem do meio de cultura em poé

5. Apo0s esterilizagdo, deixar arrefecer o meio até cerca de 50-55°C e deitar, em
condicBes de assepsia (junto a chama do bico de Bunsen), cerca de 10 a 15 ml
em cada uma das caixas de Petri previamente esterilizadas, para o caso de se
pretender placas para espalhamento em superficie (fig. 212). Deixar solidificar
e virar as placas;

6. Caso os meios preparados ndao sejam imediatamente utilizados, guardar no

frigorifico (4°C);

Figura 212 - Preparac¢do de placas de Petri para espalhamento em superficie, em

condig¢bes de assepsia
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5.4. Andlises sumdrias de pesquisa de alguns microrganis-
mos com importdncia para a industria

Na industria alimentar a realizagdo de analises microbioldgicas é muito importante
porgue permite avaliar as condicdes de higiene durante a producado, o processamento, o
armazenamento e a distribuigdo dos alimentos. E também importante na determinagdo
do tempo de vida util do produto alimentar (tempo de prateleira). S3o vdrias as
analises microbioldgicas que podem realizar-se tendo cada uma delas finalidades muito

especificas.

Analises Microbioldgicas
e Avaliagdo da qualidade microbiolégica - Pretende avaliar o risco que os
alimentos representam para a saude humana.
e Microrganismos a 30°C
e Bolores e leveduras a 25°C
Permitem avaliar:

e CondicOes de higiene

e Potencial deterioragdao do produto alimentar

e Tempo e temperatura de conservagao

e Eficdcia do tratamento

e Tempo de vida util do produto

e Microrganismos indicadores - Como o préprio nome indica as analises destes
microrganismos indicam a origem da contaminagdo, podendo revelar mas
praticas de fabrico dos alimentos.

e Bactérias coliformes - grupo de bactérias latose positivas. Presentes no
intestino do homem, animais de sangue quente, solo e plantas. Indicador

de contaminacdo de origem fecal.

e Enterobacteriaceae - familia de bactérias na qual se encontram os
géneros E.Coli, Salmonella, Shigella. Estas bactérias sdo eliminadas por
tratamento térmico correto e a agles de limpeza de desinfe¢do eficazes.

Bom indicador de avaliacdo das condicGes de gualidade sanitaria dos
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alimentos processados. Em alimentos submetidos a tratamento térmico, a

sua presenca estd associada a tratamento inadequado ou a contaminagdes
posteriores.

e Escherichia coli - indicador de contaminacgdo fecal em aguas e alimentos.

Indicador cldssico da provavel presenca de microrganismos patogénicos

entéricos. A sua presenga em niveis elevados esta associada a presenca

de Salmonella e/ou estirpes patogénicas (por ex. Escherichia coli 0:157)

e Microrganismos potencialmente patogénicos

e Staphylococos aureus - indicador de higiene pessoal. A sua presenga

esta associada a toxinfe¢des alimentares e a produc¢do de enterotoxinas.
Este microrganismo estd presente em 25 a 40% da populagdo saudavel.
Encontra-se associado a produtos sujeitos a manipulacdo frequente
(carne, leite, ovos e derivados).

e Clostridium perfringens - anaerdbio restrito. Formas esporuladas e
vegetativas, ndo se desenvolvem a temperaturas inferiores a 12-15°C.

Possivel indicador de contaminacdo fecal.

e Bacilus cereus - comum no solo e vegetacdo. Quando esta presente em
numero elevado é patogénico devido a libertacdo de toxinas. Indicador de
higiene em produtos que tenham sido submetidos a tratamento térmico.

Principais fontes de contaminacdo sdo o arroz, cereais, carnes e vegetais.

e Microrganismos patogénicos
e Samonella spp - a maioria das espécies é patogénica para o homem.
Representa um dos principais problemas de saude publica (Por ex. nos
EUA anualmente responsavel porl,4 milhGes de infecgdes; 580 mortes;

custo de 3 bilides de ddlares. Fonte: OMS). Indicadora de mds praticas

de higiene. Eliminada se forem cumpridas boas praticas de higiene e
fabrico. Principais fontes sdo carnes, leite, ovos, sumos de frutas, bolos
com cremes.

e Listeria monocytogenes - resistentes a vdrias condi¢cGes ambientais

(por ex. sal e acidez), podem ser eliminadas apds tratamento térmico
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adequado. Alimentos ndo refrigerados e mantidos em refrigeracdo
durante tempo prolongado aumentam o risco do seu desenvolvimento.
Transmissdo através de contaminacao posterior de alimentos processados

com alimentos crus. Indicadora de mds praticas de fabrico. Principais

fontes de contaminagdo sdao queijos de pasta mole, produtos carneos,

leite e derivados, saladas.

A andlise microbiolégica (fig. 213) em si divide-
se em varias etapas que devem ser seguidas e
respeitadas para que os resultados das analises

realizadas sejam validos.

Figura 213 - Andlise microbioldgica deve

respeitar vdrias etapas

Etapas dos Métodos de ensaio microbioldgicos:
e Colheita de amostras
e Rececdo da amostra
e Pesagem e preparacao da suspensdao-mae
e Sementeira
e Incubacdo
e Contagem e confirmagdo

e Leitura e calculo dos resultados

Aanalise microbiolégica constituiuma ferramenta fundamental paraaavaliacdo e garantia
da seguranca alimentar, pelo que as etapas anteriormente referidas vao ser devidamente
explicadas ao longo das atividades praticas propostas ao longo dos médulos da disciplina
de transformacao. Estas aulas praticas de microbiologia devem ser realizadas em espaco
préprio - o laboratério de microbiologia - devido aos cuidados necessarios que sdo
fundamentais para a seguranca dos alunos/formandos e dos professores/formadores. A

figura 214 retrata um exemplo de um laboratério de microbiologia para aulas.
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Figura 214 - Laboratdrio de Microbiologia

Microscépio
Uma vez que o microscopio é um equipamento fundamental num laboratério de
microbiologia é importante fazer referéncia ao seu funcionamento e cuidados de utilizagao.
Os séculos XVII e XVIII foram testemunhas de passos fundamentais na Microbiologia.
Foi nesse periodo que o Homem comegou a aperceber-se da existéncia de células,
descobrindo, por exemplo, que o sangue é formado por uma infinidade de “corpusculos”
e que “as plantas sdo (...) uma massa infinita de pequenas células ou vesiculas”.

A partir do século XIX, a célula comegou a ser vista como uma entidade perfeitamente
organizada e viva, passando a ser considerada a unidade basica estrutural e funcional
dos seres vivos.

Estes e outros progressos no conhecimento dos fendmenos da vida devem-se ao
desenvolvimento de um fantdstico instrumento
de pesquisa - o microscépio (fig. 215). Este,
aperfeicoado ao nivel da técnica moderna,
constitui, ainda hoje, um dos mais importantes
meios para o estudo da vida.

Os microscopios sdo instrumentos que permitem
obter imagens ampliadas, podendo aumentar de
cem a centenas de milhares de vezes o tamanho

original das amostras observadas.

Figura 215 - Microscdpio dtico
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Sem os microscopios, a teoria celular provavelmente nunca teria sido formulada, e o
conhecimento sobre o mundo dos microrganismos seria muito limitado. Dependendo
da ampliacdo, os microscépios dividem-se em dois tipos distintos: microscépio dtico que
utiliza a radiacdo luminosa, por fotdes para a transmissdao da imagem, e o microscépio
eletrénico, que utiliza um feixe de eletrées para o mesmo efeito.

Os microscépios oticos possuem lentes dticas, existindo cinco variedades: microscépio
luminoso, de campo escuro, de ultravioletas, de fluorescéncia e de contraste de fase.

O microscdpio 6tico de campo luminoso é o mais vulgarmente utilizado.

A) Constituigdo do microscopio ético composto (M. O. C.)
No microscopio ético composto (Fig. 216) distinguem-se duas partes:
- parte mecanica

- parte dtica

Figura 216 - Representagéio esquemdtica de um Microscépio Otico Composto
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Parte Mecanica ou Sistema mecanico

Divide-se em duas partes:

Sistema de suporte

e Base ou pé - Parte pesada que assenta sobre a mesa de trabalho, permitindo a
estabilidade de todas as outras pecas.

e Coluna ou brago - Peca fixa a base, na qual estdo aplicadas todas as outras partes
constituintes do microscépio.

e Platina - Peca paralela a base, onde se coloca a preparacdo a observar. No centro
apresenta uma abertura - a janela - por onde passam os raios luminosos.

e Pingas - Fixam o objeto a platina.

e Revolver ou Porta-objetivas - Peca giratéria portadora das vdrias objetivas.
Ao imprimir-lhe um movimento circular, coloca-se cada uma das objetivas no
prolongamento do tubo.

e Canhao ou Tubo - Peca onde se situa o sistema de ampliacdo. A extremidade

superior comporta a ocular e a parte inferior, o revélver ou porta-objetivas.

Sistema de focagem

e Parafuso macrométrico - Dispositivo que possibilita movimentos verticais de
grande amplitude, os quais provocam a aproximag¢ao ou o afastamento entre a
platina e as objetivas, proporcionando uma focagem rapida.

e Parafuso micrométrico - Funciona como o parafuso macrométrico
proporcionando, no entanto, movimentos verticais de pequena amplitude que

levam a uma focagem mais perfeita.

Parte Otica ou Sistema ético

Sistema de ampliacdo

e Lente Ocular - Sistema de lentes, situado na parte superior do tubo, que amplia
a imagem fornecida pela objetiva, funcionando como uma lupa. Em cada ocular
estd assinalado o seu poder de ampliagdo.

e Lentes Objetivas - Cada objetiva consiste num sistema de lentes que projeta uma

imagem ampliada do objeto em diregao a ocular.
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Sistema de lluminacdo

e Fonte de Luz - Nos microscépios mais antigos, de iluminagdo indireta, existe
um espelho moével em todas as direcdes, que recebe a luz e a envia para o
condensador. O espelho apresenta duas faces distintas: uma face de superficie
plana, que se usa apenas com luz natural (ndo se deve utilizar a luz solar direta)
e uma face de superficie concava, que se utiliza quando recorremos a uma fonte
de luz artificial.

e Condensador - Sistema constituido por duas ou trés lentes, cuja finalidade é
concentrar os raios emitidos pela fonte luminosa, fazendo-os incidir na preparacao.

e Diafragma - Dispositivo que se encontra associado ao condensador e que se

destina a regular a intensidade luminosa.

A figura 217 mostra-nos como o sistema de iluminacdo é importante na ampliacdo da

espécie a ser observada.

Figura 217 - Esquema do processo de iluminagéo no interior do microscdpio
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Ampliagao

A ampliagdo total da imagem, vista ao microscépio dtico, é dada pelo produto da
ampliacdo da objetiva pela ampliacdo da ocular.

Assim, por exemplo, se a ampliacdo da objetiva for de 40x e a ampliacao da ocular de
10x, a ampliagdo total é de 400x. Ou seja, a imagem é ampliada 400x.

Geralmente a ampliacdo maxima, neste tipo de microscépio é de 1000x.

O tamanho dos microrganismos €& normalmente expresso em micrometros
(um=0,000001m) e nanémetros (nm=0,000000001m). A bactéria Escherichia coli, por

exemplo, tem cerca de 1,5 um de comprimento.

B) O microscépio eletrénico

O microscopio eletrénico é um microscépio que ndo utiliza a luz, mas sim feixes de
eletrdes. Este tipo de microscépio permite um aumento da imagem muito superior
aos microscopios convencionais (cerca de 500.000x comparando com as 1000x dos
microscopios oticos).

Neste tipo de microscépio ndo ha lentes de cristal mas sim bobinas, chamadas de lentes
eletromagnéticas. Estas lentes ampliam a imagem criada, projetando-a numa tela, onde

é formada uma imagem semelhante a de uma televisdo a preto e branco.

Existem trés tipos de microscopio eletrdnico: o de transmissdo (fig. 218), que é utilizado
para a observagao de cortes muito finos; o de
varrimento (fig. 219), capaz de produzirimagensde
alta ampliacdo para a observacgdo de superficies; e

o _de tunelamento

(fig. 220) para a
visualizacao de

atomos.

Figura 218 - Microscopio eletrdnico de transmisséo

Figura 219 - Microscopio eletrdnico de varrimento,

ampliagées elevadas até 300000 vezes
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Figura 220 - Microscopio eletronico de tunelamento

As fotografias seguintes foram tiradas a diferentes tipos de microrganismos em

microscopio otico:

Fungos (fig.s 221 e 222)

Figura 221 - Fotografia do fungo Figura 222 - Fotografia do fungo
Aspergillus niger tirada ao microscépio Aspergillus niger tirada ao
Optico. Representa a libertagdo de microscdpio dptico (ampliagéo 100x)

esporos. (ampliagéo 400x)

Leveduras (fig. 223)

Figura 223 - Fotografia da levedura
Saccharomyces cerevisiae tirada ao

microscopio dptico (ampliagdo 1000x)
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Bactérias (fig. 224 a 226)

Figura 224 - Fotografia da bactéria Figura 225 - Fotografia da bactéria
Escherichia coli tirada ao microscopio Bacillus cereus tirada ao microscdpio
optico Optico
(ampliagdo 1000x) (ampliagdo 1000x)

Figura 226 - Fotografia da bactéria Staphylococcus aureus tirada ao microscopio éptico

(Ampliagao 1000x)

C) Microscopia Optica - Principios Basicos
1. Cuidados a ter com o Microscépio
Uma vez que o microscopio é um aparelho fragil e caro, é necessario ter alguns cuidados
na sua manipulagdo:
e Quando ndo estiver a ser utilizado, o microscépio deve estar na sua caixa ou
no armdrio e resguardado com uma capa de plastico, de modo a protegé-lo da

humidade, poeiras e da exposicao solar;
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O microscépio deve ser sempre transportado com as duas mados (uma colocada
por baixo da base e a outra segurando o brago);

Nunca arraste o microscépio;

O microscépio nao deve ser colocado perto do bordo da mesa de trabalho;

Evite molhar a platina do microscépio quando executar preparagdes a fresco, nas
quais utilize dgua ou qualquer outro liquido como meio de montagem;

Preste especial atencdo a focagem, para que a objetiva ndo toque no objeto,
evitando a danificagdo da mesma e a destrui¢ao da preparagao;

N3o tocar com os dedos nas lentes do microscépio;

Usar papel adequado para a limpeza, nomeadamente lencos de papel ou papel de
cozinha;

As lentes ndo devem tocar nas laminas;

Quando terminar o trabalho com o microscépio, coloque a objetiva de menor
ampliacdo e retire a preparagao da platina;

Certifique-se de que a platina e as lentes ficam limpas.

2. Regras para a observagao ao microscopio

1. Sente-se de modo a manter uma posicao correta, colocando o microscépio um
pouco a sua esquerda.

2. O caderno ou a folha de notas e desenhos deve ficar a sua direita, encostado a
base do microscépio.

3. Coloque a preparacdo a observar na platina do microscépio, tendo o cuidado
de a fixar com as pingas. Certifique-se de que a lamela esta sobre a lamina.

4. Rode o revdlver de modo a colocar a objetiva de menor ampliacdo.

5. Antes de iniciar qualquer observacdo, é necessario proceder a iluminagao do
campo do microscépio. Para tal, certifique-se de que o diafragma esta aberto
e o condensador completamente subido. Depois, se 0 microscopio tiver uma
fonte de iluminacdo prdpria, ligue-a; se nao tiver, oriente o espelho em busca
de uma boa iluminagao.

6. Observe, pela ocular, com o olho esquerdo, mantendo o direito aberto. Com a
mao esquerda, efetue os movimentos de focagem, quer os de focagem rapida

(com o parafuso macrométrico), quer os de focagem lenta (com o parafuso
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micrométrico). A mao direita deve efetuar os movimentos da preparagao sobre
a platina.

7. Procure obter uma imagem nitida, movendo o parafuso macrométrico. Nao
deve conseguir uma focagem perfeita. Para tornar a imagem nitida, rode o
parafuso micrométrico num e noutro sentido.

8. Paraampliaraimagem obtida, deve rodar o revdlver, colocando no alinhamento
do tubo a objetiva seguinte (ouvir-se-d4 um estalido). Para ajustar a focagem,
basta rodar o parafuso micrométrico.

9. Regule a iluminacdo, ajustando convenientemente a posicao do diafragma e
do condensador (uma objetiva de maior ampliacdo exige uma maior abertura
do diafragma).

10. Para observar metodicamente uma preparacdo, proceda do seguinte modo:

e Foque a preparagao;
e Com a objetiva de menor amplia¢do, percorra a preparag¢do de acordo com

0 seguinte esquema:

e Se encontrar algum pormenor que lhe pareca importante, foque-o com
muito cuidado para que o possa estudar.

e Para obter uma maior ampliacdo do objeto a observar, coloque uma
objetiva de maior ampliagdo e corrija a focagem, utilizando apenas o

parafuso micrométrico.

11. Ao finalizar a sua observagao proceda do seguinte modo:

« Baixe a platina do microscépio com o parafuso macrométrico;

o Abra o diafragma;
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o Certifique-se de que a platina e as lentes das objetivas e da ocular ficam
limpas;
« Coloque a objetiva de menor ampliacdo;

« Coloque o microscépio na respetiva caixa ou tape-o e guarde-o no armario.
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Atividades - Exercicios

1. O trabalho pratico em laboratério exige cuidados especificos que o aluno deve
ter.

Quais as normas especificas a ter nas aulas praticas pelo aluno?

2. No trabalho em microbiologia as técnicas de assepsia sdao de extrema

importancia. Porqué?
3. Aesterilizagdo de material é fundamental. Explique porqué.

4. Os ensaios microbiolégicos devem respeitar vdrias etapas.

Quais sao as etapas a cumprir durante os métodos de ensaio microbiolégicos?

5. O microscépio Otico composto é um instrumento muito importante na
observag¢do de microrganismos.

Quais as partes constituintes deste equipamento?

6. O microscépio proporciona a ampliagao da imagem.

Como é determinada a ampliacdo?
7. Uma vez que o microscopio é um aparelho fragil e caro, é necessario ter alguns

cuidados na sua manipulacgao.

Indique os cuidados a ter com este equipamento.
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ATIVIDADES - PRATICAS

Atividade Pratica n.° 1 - Estudo das carateristicas da ima-
gem em microscopia otica

Material

Microscépio ético composto
Pinca

Tesoura

Agulha de dissecagao
Conta-gotas

Laminas e lamelas

Tiras de papel de filtro
Papel de jornal ou de revista
Papel de limpeza

2 cabelos / fios de cores diferentes

Modo de Proceder

P w N

Coloque uma gota de agua sobre a lamina

Recorte, de um pedaco de papel de jornal, a letra A ou a letra F (maiusculas)
Coloque a letra sobre uma gota de agua e deixe “ensopar” o papel.

Coloque a lamela de modo a formar um angulo de 45° com a lamina e, com
a ajuda da agulha de dissecacdo, deixe-a cair lentamente de modo a evitar a
formacdo de bolhas de ar.

Observe ao microscépio com a objetiva de menor ampliagao.

Faca um esquema da letra tal como a observa a vista desarmada na preparacao
e desenhe também a imagem observada ao microscépio.

Desloque a preparagdo na platina, para a direita e para a esquerda, para a
frente e para trds, e registe os sentidos de deslocacdo da imagem.

Coloque a objetiva de ampliacdo imediatamente a seguir (10x).

170 | CURSO TECNICO DE PRODUGAO AGRARIA




Manual do Aluno

9. Faga um esquema do que observa. Utilizando os circulos para registo das
observagdes no seu caderno de laboratério. Deve sempre registar tudo o que

observa e indicar em cada observacao registada a amplia¢do utilizada.

10. Coloque a objetiva de 40x e esquematize o que observar.

11. Faga uma preparacdo com dois pedacos de cabelos / fios de cores diferentes
cruzados, usando como meio de montagem uma gota de agua.

12. Com a objetiva de menor ampliagao, observe a zona de cruzamento dos cabelos
/ fios.

13. Faca pequenos movimentos com o parafuso micrométrico e registe o que
observou.

14. Repita o procedimento anterior utilizando objetivas de maior ampliacao.
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Atividade Prdtica n° 2 - Observagdo de células do epitélio
lingual

Objetivo: Fazer preparagdes microscépicas de células e descrever os constituintes

observados.

Material

Microscdpio dtico composto
Caixa de palitos

Conta-gotas

Laminas e lamelas

Agulha de dissecagao

Azul de metileno

Soro fisioldgico

Procedimento:

1.
2.
3.

Lave a boca, bochechando com agua.

Coloque no centro de uma lamina uma gota de uma solucdo de azul de metileno.
Com um palito, raspe levemente a superficie dorsal da lingua ou parede lateral
(fig. 1), colocando o produto obtido sobre a gota de corante.

Coloque a lamela sobre a preparacado, tendo em atencdo a técnica de colocacao
da lamela descrita na montagem de preparagdes.

Examine ao microscépio com média ampliacdo e depois mude para grande

ampliagdo. Desenhe o que observar e legende.

Figura 1 - Colheita de amostra de células do epitélio lingual
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Montagem de preparagoes

1. Deite uma gota de dgua ou de outro meio de montagem no centro de uma
lamina de vidro.

2. Coloque o objeto a observar sobre a gota de agua ou reagente.

3. Encoste a lamela, obliquamente a lamina, de modo a fazer um angulo de 45°.

4. Deixe cair, lentamente, a lamela (de preferéncia apoiada a uma agulha de
dissecacao).

5. Retire o excesso de dgua ou reagente, com papel de filtro.

6. Facauma pequena pressao para eliminar as bolhas de ar que possam ter ficado.

7. Observe ao microscopio.

Figura 2 - Fases da montagem de uma preparacgdo

Discussao: Compare as células observadas com as representadas na figura 3.

Figura 3 - Células do epitélio lingual
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Toda a diversidade dos seres vivos existentes na Terra (biodiversidade) é constituida pela
mesma unidade basica - a célula. Seja bactéria, um bicho-da-seda, uma flor, uma ave
ou mesmo um ser humano, as formas vivas, das mais simples as mais complexas, sdao
constituidas por células.

A maior parte das células ndo pode ser vista a olho nu, havendo necessidade do uso do

microscépio para a sua observacao.

Material:
e Microscopio e Tesoura
e Laminas e lamelas e (Conta-gotas
e Vidros de reldgio e Palito
e Bisturi e Cebola
e Pinga e Corantes: soluto de Lugol e azul de metileno

Procedimento:
1. Coloque uma gota de soluto de Lugol no centro de uma lamina.
2. Destaque um pequeno fragmento da face interna da epiderme da cebola

(Figura 1).

Figura 1 - Epiderme da cebola

3. Cologue esse fragmento sobre a gota de soluto de Lugol (de modo a que a face

que estava sobre o tecido carnudo fique em contacto com a lamina).
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4. Coloque a lamela sobre a preparacao.
5. Observe ao microscopio e desenhe o que observar, legende.

6. Compare com a Figura 2.

Figura 2 - Células da epiderme interna da cebola

Discussao
1. Com base nos dados, justifique a designacdo de organismo multicelular que se
aplica a alguns dos seres vivos que conhece.
2. Mencione uma carateristica de uma célula de uma planta que nao esta presente
numa célula animal.
3. Considere as observagdes de células animais realizada na atividade pratica n® 2

eindique duas carateristicas comuns, nas células vegetais e animais observadas.
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Atividade Prdtica n° 4 - Observagdo microscopica de
protozodrios

Existem alguns seres vivos que sao constituidos por uma Unica célula. Estes seres vivos

denominam-se unicelulares e pertencem ao reino protista. Também sdo chamados de

protozoarios (fig. 1).

&,

[oaa e gl

Figura 1 - Protozodrios

Material

Conta-gotas

Microscdpio d6tico
Laminas e lamelas
Papel de limpeza
Papel de filtro
Agua iodada

Amostra

Infusdo preparada com agua de charcos e folhas de diversas plantas ou sé agua de

charco,

agua do mar ou rios.

Procedimento

1.
2.

Com o conta-gotas retira uma gota da amostra e coloca-a no centro da lamina.
De seguida, com o auxilio de uma agulha de dissecc¢do, colocou-se a lamela por
cima do preparado de maneira a nao ficarem bolhas de ar.

Prepare o microscépio e observe a amostra com diferentes ampliagdes. Registe

e legende as observacdes.
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4. Se quiser observar melhor os seres vivos, podera colocar uma gota de dgua

iodada e papel de filtro numa das preparagdes anteriormente utilizadas.

Discussao

1. Considere os esquemas que elaborou a partir das observagdes e tente identifica-

los utilizando os recursos fornecidos neste manual.

CURSO TECNICO DE PRODUCAO AGRARIA | 177




TRANSFORMACAO

Atividade Prdtica n®5 - Observagéo microscopica de bolores

O bolor na laranja é formado por fungos que se alimentam da laranja. Os fungos
langam uma espécie de suco digestivo que vai transformando os materiais de que ela
é feita em acucares, dgua, sais minerais, e outros nutrientes. Essa decomposicdo gera o

apodrecimento da laranja.

Material:
e Microscopio
e Laminas
e lLamelas
e (Conta-gotas

e Bisturi

Amostra:

e Laranja com bolor ou outra fruta com bolor

Procedimento 1:
1. Com o auxilio do bisturi retire um pouco do bolor existente na laranja e
coloque-o sobre uma lamina.
2. Cologue uma gota de agua sobre a preparacao.
3. Cubra a preparagao com uma lamela e observe-a atentamente ao microscopio.
4. Comauxiliodainformacdofornecidaporeste manualidentifique os constituintes
do fungo que esta a observar.

5. Elabore um esquema da observagao realizada e faca a sua legenda.

Procedimento 2:

Preparagoes grosseiras com fita adesiva

1 - PreparacgOes grosseiras para exame rapido podem ser obtidas estendendo-se sobre a
superficie dofungo um pedaco defitaadesiva (fita cola). Afita é removida cuidadosamente
e colada a lamina, sendo dispensada a utilizagdo de lamela. Deste modo evita-se que os

esporos se espalhem pelo laboratdrio.
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2 - Procede-se a observagdo ao microscépio e regista-se as observagdes.

Nota: Na observacdo de bolores é muito util observa-los através de uma lupa eletrénica,

principalmente na observagao de coldnias formadas.
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Atividade Prdtica n° 6 - Observagdo microscopica de
leveduras

As leveduras sdo organismos do dominio dos eucariontes, reino dos fungos. Sao estirpes
da espécie Saccharomyces cerevisiae que medeiam a producdo de pao, de vinho e de
cerveja. Esta espécie geralmente obtém energia por fermentacao alcodlica, produzindo

etanol, embora também tenha capacidade para respirar aerobiamente.

Parte | - Observacdo Microscopica

Material
e Porgdo de fermento de padeiro fresco
e Aguadestilada
e Laminas e lamelas
e Conta-gotas

e Microscoépio

Procedimento
1. Suspender cerca de 0,25g de fermento de padeiro em 10ml de dgua.
2. Retirar uma gota da suspensdo de células e colocar sobre uma lamina; cobrir
com a lamela.
3. Observar ao microscépio, comecando pela objetiva de menor ampliacdo.

Registar e legendar as observacgdes realizadas.

Parte Il - Preparacao de meio de cultura para leveduras em placas de meio sélido

Procedimento:
1. Deitar 100 ml de 4gua para um baldo.
2. Adicionar 2 a 4 g de mel.
3. Adicionar 2 g de agar.
4. Autoclavar durante 20 minutos a 121 °C e 1 atmosfera para esterilizar.
5. Deitar cerca de 10 mL do meio preparado para caixas de Petri esterilizadas

junto a chama (Fig. 1), e deixar arrefecer. As placas podem ser de vidro e devem
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ter sido antes esterilizadas e embrulhadas em papel Kraft. Ou entdo pode-se

utilizar placas de Petri descartaveis que vém ja esterilizadas.

Figura 1 - Verter meio de cultura em placas de Petri esterilizadas

Parte lll - Isolamento de leveduras

Material
e Porcdo de fermento fresco
e Agua esterilizada
e Placas com meio sélido
e Ansa

e Tubo de ensaio estéril

Procedimento:
(Trabalhar junto a chama)
1. Suspender um pedaco muito pequeno de fermento em 5ml de dgua esterilizada
contida num tubo de ensaio.
2. Esterilizar a ansa a chama.
3. Arrefecer a ansa no interior do tubo sem tocar na suspensao.
4. Mergulhar a ansa na suspensao e fazer uma placa de isolamento no meio sélido
contido na placa, num extremo da placa comecar a fazer um zig-zag com a ansa.
5. Colocar as placas a 25°C ou a temperatura ambiente.
6. Apds 5 dias deincubacdo observar as coldnias. Registe as observacdes relativas

as carateristicas das coldnias.
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Parte IV - Observagao microscopica a partir de coldnias isoladas

1. Retirar, jJunto a chama, com uma ansa de repicagem, uma por¢ao pequenina de
células duma coldnia isolada duma placa de isolamento (fig. 2).

2. Depositar estas células numa gota de agua, colocada sobre uma lamina (fig. 3).
Cobrir com uma lamela.

3. Observar ao microscépio 6tico.

Figura 2 - Retirar com uma ansa de repicagem, um pequeno fragmento de uma coldnia

de levedura

Figura 3 - Depositar o fragmento de colénia numa gota de dgua sobre uma lédmina e

colocar a lamela
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Atividade Pratica n° 7 - Observacdo microscopica das bac-
térias do iogurte

As bactérias do iogurte medeiam a transformacao do leite em iogurte. Utilizam a lactose
como fonte de carbono e de energia, levando a cabo uma fermentacdo latica, como
principal processo gerador de energia. Sdo bactérias Gram positivas de baixo contetdo
G+C. Os iogurtes devem conter quantidades aproximadamente iguais de Streptococcus

e de Lactobacillus.

Parte | - Observagdo microscopica de bactérias do iogurte

Material

e logurte magro natural

e Ansa
e Laminas
e Lamelas

e Microscopio 6tico

Procedimento:
1. Mergulhar a ansa no iogurte.
2. Fazer um esfregago fino numa lamina limpa.
3. Observar ao microscdpio, comecando pela objetiva de menor ampliacao.

4. Tentar distinguir os dois tipos de bactérias laticas.

Notas
Pode fazer-se o mesmo com o soro do iogurte, que embora possua muito menos
bactérias, ndo tem tanta gordura.

Pode corar-se com uma gota de mercurocromo, que se espalha na altura de fazer o

esfregaco.
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Parte Il - Preparagdo de meio de cultura em placas para bactérias do iogurte

Material
e BalGes de Erlenmeyer de 0,5 |

e Extrato de levedura

e lactose
e Peptona
e Agar

e Panela de pressdo ou autoclave

e Caixas de Petri, previamente esterilizadas

Procedimento:

1. Verter 100ml de dgua para um bal3o.
Adicionar 0,5g de extrato de levedura.
Adicionar 0,5g de peptona.

Adicionar 0,5g de lactose.
Adicionar 1,5g de agar.

Autoclavar durante 15 minutos a 121°C (1 atmosfera).

N o uv &~ w DN

Verter para caixas de Petri, junto a chama e deixar arrefecer. As placas ficam

feitas e prontas a usar quando o meio tiver solidificado.

Parte Il - Isolamento de bactérias do iogurte

Material
e logurte magro natural
e Ansa
e Placas com meio sélido
e Parafilme ou pelicula aderente
e Chama

e Estufaa37°C.

Procedimento:

1. Abrir o iogurte perto da chama.
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2. Esterilizar a ansa a chama (deixar ir ao rubro). Deixar arrefecer e mergulhar no
soro do iogurte.

3. Fazer um riscado numa placa contendo meio sdlido.

4. Selar a placa com tiras de parafilme ou pelicula aderente.

5. Colocar na estufa a 37°C. Apds 2 dias tentar observar os 2 tipos de coldnias:
a. Coldnias muito transparentes em forma de flor (Lactobacillus)
b. Coldnias brancas, pequenas e redondas (Streptococcus)

6. Retirar, junto a chama, uma porgao de células dum tipo de coldnia isolada, com
uma ansa.

7. Depositar essas células numa gota de agua, colocada sobre uma lamina. Cobrir
com lamela. Observar ao microscépio, tentando identificar os microrganismos.

8. Repetir o procedimento do ponto 7 para o outro tipo de coldnia.

9. Retirar, com uma ansa junto a chama, uma porc¢do de células dum tipo de
coldnia isolada. Fazer uma placa de isolamento. Colocar na estufa a 37°C.

10. Fazer para os dois tipos de coldnias, com vista a obter-se um crescimento

isolado dos dois géneros de microrganismos.
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Atividade Prdtica n® 8 - Observagéo microscopica de bacté-
rias - Coloracdo de Gram

A observagdo de microrganismos reveste-se de dificuldades ndo sé devido a sua reduzida
dimensdao mas, também, porque estes sdo transparentes e praticamente incolores. Com
o propdsito de estudar as suas propriedades e/ou de diferenciar os microrganismos em
grupos especificos para fins taxonédmicos e de diagndstico, recorre-se normalmente a
técnicas de coloracao.

A coloragao de Gram, desenvolvida em 1884 pelo médico dinamarqués Christian Gram,
é um dos métodos de coloragdo mais aplicados em Bacteriologia. Trata-se de um
método de coloracdo diferencial, dado que permite dividir as bactérias em duas classes

- Gram negativas e Gram positivas. E pois uma ferramenta essencial na classificagdo e

diferenciacdo de bactérias.

Esta diferenciacdo baseia-se na diferente estrutura e composicdo, nomeadamente no
diferente teor lipidico, da parede celular de bactérias Gram positivas e Gram negativas.
A parede celular das bactérias Gram negativas tem um teor em lipidos elevado na sua
membrana externa, para além de uma camada fina de peptidoglicano que circunda a
membrana plasmatica. Em consequéncia, durante o passo de diferenciagao pelo alcool,
parte dos lipidos sdo dissolvidas pelo alcool, formando-se poros na parede por onde o
corante primario (violeta de cristal) sai das células. Estas células ficam transparentes
apos o passo de diferenciacao pelo dlcool, sendo posteriormente coradas com o corante
secundario (safranina).

A parede celular das bactérias Gram positivas é constituida principalmente por uma
camada grossa de peptidoglicano e o seu teor em lipidos é nulo ou muito baixo (em
poucas espécies bacterianas). A camada de peptidoglicano atua, assim, como uma
barreira impedindo a saida do corante primario e estas células ficam coradas de violeta

escuro.

Proposta de trabalho experimental
Coloragao de Gram e observagao microscopica das células de bactérias presentes
num iogurte (cultura mista das bactérias Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus

thermophilus).
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Material:
e Laminas e lamelas
e Ansas
e Pin¢a
e Vareta de vidro
e Copo de precipitacdo
e Corantes - solugdes de violeta de cristal e de safranina
e Xilol
e Alcool etilico a 95% (v/v) e a 90 %
e Lugol

e Solvente organico de etanol-acetona 1:1 (v/v)

Coloragdao de Gram das bactérias do iogurte
Procedimento:
1. Homogeneizar o iogurte com uma vareta;
2. Preparar um esfregaco, espalhando uma gota de
iogurte homogeneizado sobre uma lamina de

vidro previamente desengordurada com xilol (fig.

1). Secar ao ar;
3. Desengordurar o esfregaco, cobrindo-o com xilol Figura 1 - Passo 2
durante 1 minuto. Secar ao ar;
4. Fixar o esfregaco desengordurado, cobrindo-o
com alcool etilico a 95% (v/v), durante 5 minutos

(fig. 2). Secar ao ar;
GEAM+ oA -
O i

vt P Figura 2 - Passo 4

5. Corar a preparagdo pelo método de

Gram (fig. 3):

Figura 3 - Método de coloragéo Gram

|.
i""ll-._ ""'llq.,.
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6. Cobrir o esfregaco da cultura em

estudo (previamente fixado a lamina
de vidro) com uma solu¢do de violeta
de cristal (VC). Deixar atuar durante 1
minuto (fig. 4). Apds este passo, todas

as células ficam coradas com o violeta

de cristal (corante primario).

Figura 4 - Passo 6

Lavar com esguicho de dgua destilada

(fig.5);

Figura 5 - Passo 7

Secar com papel de filtro, sem esfregar.
Cobrir a preparacdao com reagente de
Lugol e deixar atuar durante 1 minuto

(fig. 6).

Figura 6 - Passo 8

Escorrer a solucdo de Lugol, lavar com agua e secar. O iodo da solugdo de Lugol
forma um complexo insoluvel com o corante primdrio. O complexo violeta de
cristal-iodo (VC-I) tem uma cor mais intensa (violeta escuro) do que o VClivre e é

mais dificil de remover das células.
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10. Diferenciar pelo alcool a 90°, deixando cair a solu¢do de alcool gota a gota sobre
a preparagao até que ndo saia mais corante, ou com o solvente organico de
etanol-acetona, 10-20 segundos (fig. 7). Este é o passo de diferenciacdo entre
bactérias Gram negativas e Gram positivas. As primeiras perdem o complexo VC-I
e as ultimas retém-no. As células de
bactérias Gram positivas ficam, pois,
coradas de violeta-escuro e as Gram

negativas ficam incolores.

Figura 7 - Passo 10

11. Lavar com agua, escorrer e secar com papel de filtro.

12. Tornar a corar a preparagao, durante
5 minutos, com uma solucdo de
safranina. As células incolores de
bactérias Gram negativas ficam

coradas de cor-de-rosa (cor do contra-

corante safranina).

Figura 8 - Passo 12

13. Escorrer o corante, lavar com agua e

secar com papel de filtro (fig. 9).

Figura 9 - Passo 13
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14. Observar no microscépio otico de
campo claro (fig. 10), com a objetiva
de imersdo (x 100), ndo esquecendo
colocar uma gota de 6leo de imersao

entre a preparagao e a objetiva.

Figura 10 - Passo 14

Discussao:
Bactérias laticas do iogurte (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus)
1. Gram Positiva?

2. Gram Negativa?
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Atividade Prdtica n° 9 - Observagéo microscopica de halo-
bactérias

As halobactérias sdao contaminantes habituais do bacalhau seco salgado. Crescem
a sua superficie, como manchas avermelhadas, e exalam um cheiro carateristico a
bacalhau podre, mesmo quando o bacalhau estd em perfeitas condi¢cdes de utilizacdo.
Para o isolamento destes organismos, pde-se num meio liquido (como o descrito
abaixo, omitindo o agar) uma pequena lasca de bacalhau (preferencialmente, se
ja estiver com cheiro intenso e manchas) e incuba-se a uma temperatura de 37-
50°C, durante 1-4 semanas. Um boido de vidro é um 6timo recipiente. Quando o
meio de cultura ficar com cor vermelha e o cheiro conhecido a bacalhau estragado,
pode proceder-se ao isolamento das bactérias em placas. As halobactérias do
género Halobacterium sao cilindricas e tém movimento por flagelos; as do género

Halococcus sao esféricas.

Parte | - Observagdo microscopica de halobactérias

Material
e Bacalhau ou outro peixe salgado que apresente zonas vermelhas e cheiro
intenso.
e Tubo de ensaio
e Agua destilada
e Sal
e Ansa de repicagem
e Laminas e lamelas

e Microscopio 6tico

Procedimento:
1. Retirar ou raspar um pedago pequeno de bacalhau duma zona que esteja
vermelha.
2. Colocar num tubo de ensaio contendo 1 a 2ml de solucdo salina de NaCl (20%).
3. Agitar bem.

4. Mergulhar a ansa na solugao.
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5.
6.

Parte Il -

Material

Colocar uma gota numa lamina limpa. Colocar lamela.

Observar ao microscépio, comegando pela objetiva de menor ampliagdo.

Meio de cultura em placas para halobactérias

Bacalhau

Panela

Copos de precipitagao
Proveta

Funil

Papel de filtro

Sal

Medidor de pH
NaOH (soda caustica)
Agar

Caixas de Petri

Placa de aquecimento

Procedimento:

©® N o u B~ W N

Cozer 200 g de bacalhau em 0,5 L de agua durante 30 minutos.

Filtrar a 4gua de cozedura através de papel de filtro.

Verter o liquido para um copo de precipitacdo. Deixar arrefecer.

Por cada 100 mL juntar 20 g de sal. Retirar o sal em excesso que ndo se dissolveu.
Acertar a pH 7 com NaOH com ajuda do medidor de pH.

Adicionar 2 g de agar por cada 100 mL.

Aquecer a solugdo até entrar em ebulicdo.

Retirar a espuma em excesso, verter para caixas de Petri, e deixar arrefecer.

Parte lll - Isolamento de halobactérias

Material

Bacalhau que apresente zonas vermelhas e cheiro intenso
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e Ansa de repicagem

e Placas com meio de cultura sélido
e Parafilme ou pelicula aderente

e Chama

e Estufaa40°C

Procedimento:
1. Esfregar um pedaco de bacalhau duma zona que esteja vermelha numa placa
com meio de cultura sélido.
2. Selar a placa com tiras de parafilme ou pelicula aderente.
3. Colocar na estufa a 40°C. Passados 2 a 3 dias, identificar as coldnias vermelhas,
e fazer placas de isolamento a partir de coldnias isoladas.
4. Colocar na estufa a 40°C. Passados 2 a 3 dias voltar a observar.

5. Registar o formato das coldnias e as observagdes microscopicas.
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CULTIVO DE MICRORGANISMOS EM LABORATORIO -
Documento de Apoio as aulas prdticas

1. Inoculagao e Isolamento

1.1. INOCULAGAO

Semear ou inocular significa introduzir artificialmente uma quantidade de
amostra (inéculo) num meio de cultura adequado, com a finalidade de iniciar uma
cultura microbiana. Apds a inoculacdo, o meio de cultura é incubado a uma temperatura
adequada para o crescimento.

A inoculagdo pode ser realizada em meio liquido, sélido ou semi-sélido, utilizando-se

uma ansa ou pipeta estéril.

Cultivo em meio liquido

Habitualmente realiza-se em tubos ou em frascos de laboratdrio (Erlenmeyers, por
ex.). O crescimento da populagdo microbiana é evidenciado pela turvagdao do meio, por

formacgao de pelicula ou por formagado de sedimento (fig.1).

Figura 1 - Tubo a direita, meio BHI sem sementeira; tubo a esquerda, meio BHI apds

crescimento bacteriano. Observar turvagdo indicativa de multiplicagdo microbiana

Cultivo em meio sélido

Pode ser conduzido em tubos ou em placas.
a) Tubos com agar inclinado para inoculagao, move-se suavemente a ponta da ansa sobre
a superficie do 4gar com um movimento em zig-zag do fundo até a parte superior, com

cuidado para ndo danificar (ferir) a superficie do meio.
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b) Tubos com agar ndo inclinado, inocula-se introduzindo a ponta de uma ansa em agulha
no centro do meio (tipo picada).

¢) Inoculagdo em placas de Petri, pode ser em superficie ou em profundidade.

A inoculacdo em superficie pode ser realizada de duas formas:

1) Adiciona-se 1 mL de uma diluicdo da amostra com pipeta estéril no
centro da placa e espalha-se com o auxilio de espalhador de vidro estéril.
2) Inocula-se com a ansa de platina em anel, conforme sera explicado mais adiante

em técnica de sementeira.

Inoculacao em profundidade: Adiciona-se 1 mL da amostra ou uma das suas diluigdes no

centro de uma placa de Petri vazia esterilizada. Verter sobre o indculo 10 ml de meio de
cultura fundido e aquecido a 45°C. Agitar a placa realizando movimentos circulares no
sentido horario e no sentido anti-horario ou realizando movimentos em oito, suavemente
para que o liquido ndo saia da placa.

Incubar as placas na posicdo invertida, apds arrefecimento do agar, uma vez que a elevada
concentragao de d4gua no meio pode provocar condensagao durante a incubacgao.

No meio sélido, cada célula vidvel dard origem a uma coldnia, portanto a inoculacdo
em placas pode ser utilizada, ndo somente para cultivar microrganismos, como também
para contar e isolar coldnias. Em geral quando se deseja obter coldnias isoladas a partir
de um determinado material, é necessario diluir a amostra em tubos com dgua destilada

estéril ou em soluto de Ringer.

TECNICA DE SEMENTEIRA

Alguns procedimentos sdo indispensaveis para detecao e quantificacao de diferentes
microrganismos. Estas técnicas consistem em regras de assepsia e seguranca para evitar
a contaminagao dos meios de cultura com microrganismos do ambiente; para obter
culturas puras; para evitar acidentes laboratoriais.

1. A ansa de platina deve ser flamejada antes e depois de qualquer operacdo de

sementeira. Para tanto, devem ser aquecidos ao rubro e a parte inferior do cabo
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2.

4.

5.

deve ser passada na chama de 2 a 3 vezes. A posicao correta para flamejar a ansa
é que a mesma faga um angulo de 45° em relagao a mesa de trabalho.

Antes de retirar o material para a elaboracdo do esfregaco ou para sementeira
deve-se arrefecer a ansa na parede interna do tubo ou na tampa da placa de
Petri.

Para a sementeira em tubos de ensaio, deve-se flamejar rapidamente a boca dos
mesmos logo apds a retirar a tampa de algodao ou de plastico. Esta devera ser
mantida segura pelo dedo minimo da mdo que estd segurando a ansa. Apds a
retirada do material com a ansa, flamejar novamente a boca do tubo e recolocar
a tampa. Flambar a ansa apds o uso. Nao pousar os tampdes sobre a bancada.
As pipetas utilizadas em Microbiologia sdao previamente embrulhadas em papel
e esterilizadas. Para uso, torcer o papel na regido central da pipeta, retirar
primeiramente o papel na parte superior e depois a inferior (correspondente a
ponta da pipeta). Esta sequéncia evita que a pipeta seja contaminada pelas maos
do operador. Uma vez usada, a pipeta deve ser colocada dentro de uma proveta
de vidro ou plastico, contendo desinfetante. No caso das pontas esterilizadas de
micropipetas, as pontas devem ser colocadas em recipiente com desinfetante.
As placas de Petri deverdo ser abertas proximas ao bico de Bunsen para evitar
contaminagdao com microrganismos do ar. Uma vez semeadas as placas devem

ser incubadas em estufas com tampa voltada para baixo.

Técnica de sementeira em placa de Petri a partir de cultura de bactéria.

Procedimento (fig. 2 e 3):

a.) flamejar a ansa;

b.) remover o tampao de algodao ou tampa;

c.) introduzir a ansa na cultura de bactérias;
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(a) (d) (b) (c)

Figura 2 - Processo de recolha de amostra

d.) com a ansa, delicadamente, semear na placa de Petri;
e.) flamejar novamente a ansa;
f.) a partir de um ponto ja semeado, distribuir o material na placa, fazendo estrias na

restante area da placa.

(d) (f) (8)

Figura 3 - Técnica de sementeira

1.2. ISOLAMENTO

Isolar significa separar um tipo de microrganismo a partir de uma populacdao que o
contém. Em habitats naturais, raramente encontramos os microrganismos em culturas
puras (um Unico tipo de microrganismo), portanto é necessario um procedimento de

isolamento para separar e identificar os distintos tipos de microrganismos presentes.
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O isolamento pode ser feito diretamente a partir de uma amostra quando os
microrganismos estao numa propor¢ao adequada. Quando o microrganismo que se
deseja isolar encontra-se em pequena quantidade, é realizado o procedimento chamado
enriquecimento que significa elevar a quantidade dos microrganismos de interesse com
relagdo ao restante da populagdo. A seguir isola-se empregando o método de isolamento

por estrias ou por diluicdo, para posterior identificacdo.
Procedimentos empregados no isolamento de microrganismos:
a) isolamento por estrias

b) isolamento por diluicao

Isolamento em placas por estrias

Existem diversas técnicas, todas com o objetivo de obter colénias isoladas.

Técnica A

Consiste em retirar com a ansa de platina em anel a
amostra e fazer estrias paralelas na quarta parte da
superficie da placa; flamejar a ansa, arrefecer, girar a
placa 90° e continuar a fazer estrias cobrindo outro
guarto da placa, apds tocar 3 ou 4 vezes a drea semeada
inicialmente. Por Ultimo, sem flamejar novamente,

fazer estrias no restante da superficie da placa (fig. 4).

Técnica B

Com a ansa de platina carregada fazer 3 ou 4 estrias;
flamejar e fazer mais 3 ou 4 estrias perpendiculares as
anteriores, flambarnovamente erepetiroprocedimento

até esgotar a superficie da placa (fig. 5).

Figura 5 - Técnica das estrias cruzadas
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Isolamento por diluigGo em meio sdlido

Para este procedimento, é usado tanto o método de inoculagao em profundidade como
o método de inoculacdo em superficie. Apenas é necessdria a diluicdo da amostra.
Portanto pode-se preparar diluicdes decimais utilizando-se agua estéril ou outro diluente.
A inoculagdo em profundidade pode ser realizada tal como foi descrita anteriormente.
Uma outra forma é preparar as diluicdes diretamente em tubos de agar fundido e
aquecido (20 mL), agitar por rotacdo do tubo entre as maos e verter o meio em placas

de Petri estéreis.

CULTURA PURA

Uma cultura pura pode ser observada a partir de coléniasisoladas em meio nao seletivo,
através de um exame microscopico que deve apresentar células morfologicamente
semelhantes e com o mesmo resultado para a coloracdo de Gram. Para facilitar
a identificagdo, deve-se descrever as coldnias macroscopicamente em fun¢ao do
tamanho, forma, borda, elevacdo, transparéncia e cor (fig. 6). Quando sdo obtidas
coldnias isoladas em meios seletivos, deve-se proceder a um novo isolamento em
meio nao seletivo utilizando-se o método de estrias. Este procedimento é conhecido

como re-isolamento.

Figura 6 - Coldnias formatos, elevagdo e contornos
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PESQUISA DE MICRORGANISMOS:
Quando se deseja saber se um determinado tipo de microrganismo esta presente ou
ausente numa amostra, deve-se realizar as seguintes etapas:

a) enriquecimento

b) isolamento por estrias em meios de cultura seletivos ou diferenciais.

c) re-isolamento (meio de cultura ndo seletivo)

d) identificacdo

A etapa de enriquecimento pode subdividir-se em duas: pré-enriquecimento e
enriguecimento seletivo.

O pré-enriquecimento ou enriquecimento ndo seletivo deve ser realizado somente
quando os microrganismos estdo debilitados ou sofreram danos, sendo empregados
apenas meios nutrientes liquidos, ndo seletivos.

O enriquecimento seletivo é realizado incubando-se a amostra em meios liquidos
seletivos, ou seja, em presenca de agentes quimicos ou bioldgicos que favorecem o
desenvolvimento em particular dos microrganismos pesquisados.

Uma vez cumprida a etapa de enriquecimento, procede-se ao isolamento, empregando
a técnica de estrias em superficie, utilizando-se meios de cultura seletivos e diferenciais.
O re-isolamento em meios nao seletivos, para obtengdo de culturas puras e identificacdo
das mesmas, é a etapa final. O resultado da pesquisa dda-se sempre expressando
PRESENCA ou AUSENCIA por grama ou ml de amostra inoculada na primeira etapa do

procedimento (enriquecimento).

Atencgao:

e Nao esquecer que o trabalho em microbiologia ocorre sempre na presenga de uma
chama, devendo-se trabalhar o mais proximo desta.

e Todo o material deve estar esterilizado antes de usar.

¢ Todo o material contaminado tem de ser descontaminado.

e Lavar e desinfetar as maos antes e apos a realizagdo de analises microbioldgicas ou

sempre que se manipule material incubado.
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Anisakis simplex

Os parasitas que pertencem a ordem Ascaridida fazem parte de um grupo cuja
sintomatologia é designada por sindrome da larva migrans visceral. Os hospedeiros
definitivos sdo mamiferos marinhos com varios hospedeiros intermediarios. Entre estes
os primeiros sdo pequenos crustaceos que fazem parte da base da cadeia alimentar de
animais marinhos. A ingestdo, em cadeia, dos pequenos pelos maiores torna infetantes
muitos elos desta cadeia alimentar, acabando, alguns deles, por chegar aos hospedeiros
definitivos.

A infecdo do homem ocorre quando ingere peixes que contém a forma larvar infetante.
Esta pode penetrar parcialmente na parede de estbmago ou intestino e produzir
granuloma eosinofilico.

A sintomatologia que ocorre entre 4-6 horas apds a ingestdo do peixe contaminado,
nas formas mais severas, tem um quadro de gastroenterite com epigastralgias, nduseas,
vémitos, febre e diarreia com sangue nas fezes, podendo haver sintomatologia tipo
apendicite e o parasita causar perfuracdo intestinal; podem surgir reacdes anafilaticas/
alérgicas rapidas que podem levar a morte.

Muitas infecGes humanas apresentam sinais abdominais ou outros, sugestivos de obstrucdo
intestinal, podendo o parasita ser retirado da garganta ou eliminado pela tosse.

O consumo de peixe cru ou insuficientemente cozinhado, em vinagrete, fumado ou
marinado tém estado na origem desta infe¢do. Cavala crua, sushi e sashimi tém sido
responsdveis pela doenca. O salmao, cavala, arenque, bacalhau, pescada, atum, palmeta
e esperlano (espécie de salmonete) sdo veiculos da larva do parasita. A importacdo
de outros habitos alimentares nomeadamente orientais, nérdicos e a nossa tradicdo
alimentar, o consumo de sardinha assada, do peixe fresco grelhado, marinado constituem

um risco potencial para a infecdo por este parasita.
Bacillus cereus

As bactérias pertencentes ao género Bacillus compreendem um grande numero de

espécies, estando relatadas, até ao momento, 48 espécies diferentes. As bactérias deste
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género caraterizam-se por uma intensa atividade metabdlica, ja que produzem enzimas
gue degradam muitos substratos organicos. Devido a esta carateristica, a identificacdo
deste microrganismo é bastante complicada.

Esta espécie apresenta células em forma de bastonetes, mdveis, esporulados, Gram
positivos e anaerdbios facultativos, mesdfilo com flagelos peritriquios, e produtor
de esporos que podem ser centrais ou subterminais. S3o catalase positivos e oxidase
varidveis. Produz tanto uma enterotoxina, como uma exotoxina, dependendo da estirpe.
A enterotoxina é de natureza proteica, termolabel, podendo ser destruida a uma
temperatura de 60° C durante 20 minutos, enquanto a exotoxina é de natureza peptidica,
termorresistente, exigindo temperaturas elevadas para a sua destruicdo, cerca de 126°
C durante 90 minutos.

O Bacillus cereus é uma bactéria saprofita do solo e tem sido isolado de uma grande
variedade de alimentos especialmente de origem vegetal (cereais), mas também de

agua, carne, peixe e produtos lacteos.

Caracteristica da Doenga

O Bacillus cereus pode causar muitas infecGes e intoxicagoes: para além das infecGes de
origem alimentar pode causar septicémica, meningite, gangrenas, abcesso pulmonar,
endocardite, infe¢des oculares e morte infantil.

As toxinfecGes alimentares provocadas por esta bactéria estdo principalmente associadas
a conservacao de alimentos cozinhados em condi¢des que permitem o seu crescimento e
a sua multiplicagdo. As toxinfecdes provocadas por este microrganismo devem-se a duas
enterotoxinas produzidas pela sua forma vegetativa: enterotoxinas emética e diarreica.
A doenga emética caracteriza-se por um curto periodo de incubacdo que variade 1a 5
horas, e seus principais sintomas sdo nduseas, vomitos e célicas abdominais. Esta forma
da doenca estd quase que exclusivamente associada a alimentos farinaceos, contendo
cereais, principalmente arroz (cozido e sobretudo aquecido), mas também a molhos,
chouricos, sopas, assados no forno, massas e saladas.

A doencga diarreica é caraterizada por um periodo de incubacdo de 8 a 16 horas e os
sintomas incluem dor e cdlicas abdominais e diarreia aquosa. Estd associada ao consumo
de leite, sandes de carne, puré de batata, carnes picadas ou cortadas, alimentos com

milho.
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Brucella

Este género é constituido por pequenos cocobacilos de 0,4 a 0,6 por 1,5 micrémetros,
imoveis, ndo esporulados, Gram negativos e aerdbios.

A brucelose é uma infecdo causada por algumas espécies bacterianas do género Brucella.
Existem seis espécies que causam doenca humana e cada umatem uma origem especifica:
Brucella melitensis em cabras e carneiros, Brucella abortus em bovinos, Brucella suis em
suinos, Brucella canis em caes e Brucella pinnipedialis em animais marinhos.

As trés espécies deste género com capacidade de produzir doenca no Homem e animais
sdo a B. abortus (bovinos), a B. melitensis (caprinos) e a B. suis (suinos). Quaisquer
destas trés espécies tem capacidade de infetar o Homem, a transmissdo ocorre através
do contato com animais infetados e tecidos de animais contaminados ou através da
ingestdo de produtos contaminados, como por exemplo, ingestdo de leite e/ou laticinios
(queijos frescos) provenientes de animais infetados, originando a conhecida febre de

Malta.

Carateristicas da Doenga

Nos humanos o periodo de incubacdo é normalmente 3 a 21 dias, podendo chegar aos 7
meses. O inicio dos sintomas pode ser repentino ou gradual; na forma aguda os sintomas
predominantes sdo pirexia, suores, calafrios, fraqueza, mal-estar, dores no corpo, perda
de peso e anorexia; na forma crénica (mais de 1 ano) ha registo de febre recorrente,
dores no corpo, dores de cabeca, suores, depressdo recorrente, inércia, impoténcia
sexual e insénia. A doenga pode ser incapacitante, levando a invalidez permanente.

Podem ocorrer infe¢des graves do sistema nervoso central ou endocardites.

Campylobacter

A campilobacteriose em humanos é uma infecdo bacteriana causada por Campylobacter
spp. (termofilico). Tipicamente a dose infetante é baixa (pode ser 500 células) e as
espécies mais associadas com infe¢do em humanos sao Campylobacter jejuni seguido
pela Campylobacter coli e P Campylobacter lari, embora outras espécies possam também
causar infecdes.

Destaca-se, neste género, a espécie C. jejuni, como responsdvel por enterites agudas,

numa escala comparavel as provocadas pelas salmonelas. Esta espécie apresenta
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bastonetes espiralados, ndo esporulados, mdéveis por um unico flagelo polar, Gram
negativos e microaerofilicos. Possui como habitats preferenciais o trato intestinal e oral
de animais, como aves, ovinos, caes e gatos. As infecdes alimentares associadas a esta
espécie tém ocorrido pela ingestao de produtos lateos crus, animais de capoeira crus ou

mal cozinhados, e 4gua de consumo.

Carateristicas da Doenga

O periodo de incubagcdo em humanos varia entre 2 a 5 dias. Os sintomas podem ser
moderados a graves, sendo comum diarreia aquosa ou viscosa contendo sangue e/
ou leucdcitos fecais, dores abdominais e musculares, febre, dor de cabec¢a e nduseas.
Normalmente a infecdo é auto limitada e dura poucos dias, 7 a 10, apds a ingestdo dos
alimentos.

Campylobacter é uma bactéria facilmente destruida pela desidratacdo e reparacao
culindria representando um risco sé quando os alimentos sdao preparados em mas

condicdes de higiene ou consumidos sem serem bem cozinhados.

Clostridium botulinum

Clostridium botulinum é uma bactéria ubiquitaria produtora de uma toxina poderosa. Esta
espécie bacteriana apresenta as suas células em forma de bastonetes com 0,5 a 0,8 por
3 a 8 micrémetros, dispostos isoladamente, ou aos pares ou em cadeia, moveis por meio
de flagelos peritriquios, produtora de esporos, sdo bacilos Gram-positivos pertencente
a familia Bacillacea e anaerdbios estritos. Os esporos sdo ovais, o esporangio é dilatado
e geralmente subterminal.

O Clostridium botulinum é responsavel pela doenca conhecida pelo botulismo, intoxicacdo
alimentar grave e, eventualmente, fatal, que afeta o Homem causando perturbacdes
neuroparaliticas. Esta espécie produz potentes toxinas, de natureza proteica, de
elevado peso molecular e termorresistentes. Estas toxinas apenas sdao destruidas pelo
aquecimento a 80° C, durante 30 minutos ou a 100° C, durante 10 minutos. Conhecem-
se sete toxinas botulinicas diferentes, classificadas de A a G, de acordo com a sua
natureza antigénica. Os tipos A, B, E e F s3o causadores de botulismo no homem. Os tipos
patogénicos para animais sdo predominantes C e D. O tipo G ainda é pouco conhecido,

ndo tendo sido associado com doencas até ao momento.
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Os alimentos mais sujeitos a serem contaminados pela producdo destas toxinas sdo
aqueles que sofrem alguns tratamentos térmicos com vista a sua conservacao. Estdo
neste caso os alimentos enlatados, em conserva ou fumados, cujos tratamentos térmicos
a que sdo sujeitos ndo permitem a destruicao dos esporos do Clostridium botulinum.
Assim, peixe, enlatados de vegetais e conservas de carnes elaborados em casa, frutos
do mar e mel constituem os produtos alimentares de maior risco para a producdo das
toxinas botulinicas,principalmente se as matérias-primas estavam contaminadas e as
condicdes de higiene ndo foram as adequadas.

A dose infetante é muito baixa podendo uma pequena quantidade de toxina (poucos

nanogramas) causar a doenga.

Carateristicas da Doenga

Os principais sintomas caraterizam-se pela perda de visdo, dificuldades respiratérias
e debilidade. Estes sintomas manifestam-se entre 12 a 36 horas apds a ingestdo dos
alimentos contendo a toxina, mas pode ocorrer 2 horas depois ou mais tarde, como
8 dias. As nauseas e vomitos muitas vezes sdo os primeiros sintomas e a neurotoxina
afeta primeiro as juncdes neuromusculares da cabeca e pescoco, impedindo a passagem
de estimulos do nervo motor para o musculo, resultando dupla visdo, incapacidade
de focar, inclinagdo das palpebras, alteracao da fala e incapacidade de engolir ou falar
claramente, fraqueza, vertigens. Na progressdo da doenca ha falha muscular aumentada
até os musculos necessdrios para a respiracdo ou musculos cardidcos falharem com
consequente morte do paciente. Note-se que apds o aparecimento dos primeiros
sintomas podera surgir a morte dentro de um dia.

O botulismo pode ser confundido com outras doencas incluindo sindrome de Guillan-
Barrémiastenias graves e toxinfecdes alimentares por outras bactérias. Os sinais do
botulismo infantil consistem em obstipacdo, dificuldade em comer, letargia, fraqueza,
secrecOes orais e gemidos ou choro alterados. A perda de controlo mental é notéria.
Clostridium botulinum encontra-se amplamente distribuido na natureza, sendo o solo
e 0 ambiente aquatico seu habitat principal. Os sedimentos aquaticos também contém
numero elevado de esporos de Clostridium botulinum e portanto os peixes apresentam

um risco potencial.
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Para que um alimento ndo seja causador de botulismo é necessdrio impedir que a
neurotoxina botulinica venha a ser formada. Logo, é necessario impedir a germinagao
dos esporos e a proliferacdo de células de Clostridium botulinum, quando a toxina é
formada. Um alimento nao causard botulismo se todas as células vegetativas e esporos
de C. botulinum forem destruidos. Esta destruicdo normalmente é obtida através de
tratamento térmico elevado.

O congelamento, assim como a refrigeracdo, ndo tem qualquer efeito prdtico na

destruicao de células vegetativas, esporos ou neurotoxinas botulinicas.

Medidas de prevengao:

e Nao adquirir nem ingerir alimentos cuja lata ou tampa se apresentem opada
(inchada) ou enferrujadas;

e Nao adquirir nem ingerir alimentos cujo conteudo liquido se apresente turvo;

e Nao adquirir nem ingerir alimentos cujo vidro se apresente turvo;

e S6 consumir mel de procedéncia conhecida;

e Ferver alimentos enlatados antes do consumo, principalmente o palmito, ja
gue este é um dos alimentos mais relacionados aos casos de botulismo (a
toxina é destruida a temperatura de 65 a 80° C por 30 minutos; ou a 100 ° C

por 5 minutos).

Clostridium perfringens

Este género inclui a espécie C. perfringens também conhecida por C. welchii,
responsdavel pela produgdo de uma enterotoxina de natureza proteica, de elevado
peso molecular e sensivel ao calor. Esta espécie apresenta bastonetes mdveis por
flagelos peritriquios, esporulados, Gram positivos e apresenta capsula. Uma das
carateristicas mais importantes de C. perfringens é sua capacidade de multiplicagao
a temperatura alta. Embora ndo seja considerado um microrganismo anaerdbio
estrito, o crescimento inicial é dependente do potencial de oxi-reducdo. Produz uma
série de proteinas biologicamente ativas, algumas com atividade téxica e outras com
atividade enzimatica. De acordo com a producdo das quatro toxinas extracelulares
mais importantes (toxinas alfa, beta, épsilon e iota), as estirpes de C. perfringens sao

classificadas em cinco tipos: A, B, C, D e E. Todos os cinco tipos produzem a toxina alfa,
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que tem atividade fosfolipdsica (lecitinase) e é hemolitica. A toxina beta é produzida
por C. perfringens do tipo B e C, a toxina épsilon por C. perfringens tipos Be D e a
toxina iota é produzida somente pelo tipo E.

As infe¢des por Clostridium perfringens estdao normalmente associadas com a ingestao
de pratos de carne ou frango pré-cozinhados, nos quais a cozedura nao foi adequada e
ndo foram rapidamente refrigerados, permitindo assim a germinacdo dos esporos que
sobrevivam a pré-cozedura. Note-se que esta espécie, apds a germinacdo dos esporos,
tem capacidade de crescer a uma temperatura de 45°C e a pH 7, com um tempo de
geracdo muitissimo pequeno, da ordem dos 10 minutos. Isto significa que com esta
capacidade de crescimento uma sé célula pode originar uma populagdao superior a
250.000 células em 3 horas!

A intoxicacdo alimentar é causada por uma enterotoxina que aparece quando se forma
o esporo de C. perfringens. Seu papel no processo de esporulagdo ndao é conhecido.
Mesmo as estirpes chamadas “ndo-enterotoxigénicas” produzem pequena quantidade
de enterotoxina, mas essa quantidade é insuficiente para causar a doenca. Acredita-
se que este fendmeno ocorre porque o calor provoca, a nivel genético, alteragdes no
sistema regulador de producdo da toxina.

A enterotoxina é formada durante o processo de esporulacdo. A esporulacdo de C.
perfringens pode ocorrer excecionalmente no alimento, mas este fendmeno ocorre
principalmente no intestino. Entretanto, é pouco provavel que a toxina pré-formada
no alimento venha a causar intoxicacdo, uma vez que grandes quantidades de toxinas
sdo necessarias para o desenvolvimento dos sintomas. Além disso, a enterotoxina ndo
resiste ao pH acido do trato digestivo, nem a ac¢do das enzimas digestivas. Desta forma,
a intoxicacdo alimentar ocorre pela ingestdo de alimentos contendo nimeros elevados
de células viaveis de C. perfringens, que esporulam no intestino delgado, libertando a
enterotoxina durante este processo.

A temperatura de 60°C as células vegetativas de C. perfringens sao rapidamente inativas.
A resisténcia térmica dos esporos pode variar de estirpe para estirpe.

Em geral, existem dois tipos de esporos: os termorresistentes e os termo-sensiveis.
Os esporos da classe termorresistente requerem um choque térmico entre 75 a 100°C
por 5 a 20 minutos para germinarem mais facilmente. As razes para esta diferenca na

resisténcia térmica ainda ndo estdo suficientemente explicadas. Os esporos de ambas as
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classes sobrevivem a cozedura dos alimentos e podem ter a sua germinagao estimulada
pelo aquecimento. Como se disse, é evidente que estirpes mais termorresistentes
sobrevivem a periodos mais longos de aquecimento, e sdo, provavelmente, os principais
responsaveis pelos casos de intoxicacao alimentar.

Possui como habitats preferenciais o solo, sedimentos de aguas marinhas ou doces
e o intestino de animais e do Homem. A sua ampla distribuicdo na natureza é devida
aos esporos que C. perfringens produz, altamente resistentes as condi¢des ambientais

(oxigénio, etc...).

Carateristicas da Doenga

A sintomatologia por infecdes de C. perfringens é caraterizada pelo aparecimento de
diarreias, dores abdominais e nauseas. Geralmente, ndo ocorrem vomitos nem febres.
Usualmente, estes sintomas iniciam-se entre 8 a 20 horas apds a ingestdo dos alimentos
contaminados.

Clostridium perfringens é o responsavel por dois tipos diferentes de toxinfecdo alimentar.
Estirpes do tipo A causam a intoxicac¢ao alimentar na forma classica e as do tipo C causam
a enterite necrdtica, bem mais grave.

Os sintomas da intoxicacdo alimentar por C. perfringens do tipo A sdo dores abdominais
agudas, diarreia com nauseas e febre, sendo os vomitos raros. Os sintomas aparecem
mais frequentemente entre 8 a 12 horas apds a ingestao de alimentos contendo nimero
elevado de células e a duracdo dos sintomas é frequentemente de 12 a 24 horas.
Normalmente, esta intoxicagdo é muito comum, em todas as partes do mundo.

A enterite necrdtica, causada por C. perfringens tipo C, é rara. Os sintomas sdo dores
abdominais agudas muito intensas, diarreia ensanguentada, algumas vezes vomitos,
e inflamagdao necrética do intestino delgado, sendo frequentemente fatal. Os casos
descritos na literatura tém sido associados ao consumo de carne de porco mal cozida.
Este microrganismo é facilmente isolado nos alimentos, tanto crus quanto processados,
e seu envolvimento em casos de doencas de origem alimentar é bastante grande.
Alimentos a base de carne bovina e de carne de frango tém sido os principais causadores
de intoxicacdo alimentar por C. perfringens. A maioria dos surtos relatados é associada
a alimentacdo em estabelecimentos institucionais (restaurantes, hospitais, fabricas,

escolas, etc.).
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Cryptosporidium parvum - parasita

O Cryptosporidium é um pequeno parasita intracelular que ocorre no reino animal e
tem sido encontrado em mamiferos, aves, répteis e peixe. O Cryptosporidium parvum
tem uma distribuicdo por todo o mundo e tornou-se uma causa comum de infe¢des
gastrointestinais em individuos imunocomprometidos, nomeadamente com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, como patogénico oportunista e de outro modo em
pessoas saudaveis. A transmissdo de um hospedeiro para outro é feita no estado de
oocisto pela via fecal-oral, através da dgua ou alimentos contaminados, ou contacto de

animais com o homem ou de pessoa a pessoa.

Carateristicas da Doenca

Os sintomas aparecem entre 1 a 6 semanas depois do contacto infetante e sdo diarreia
grave, principalmente em pessoas imunocomprometidas, dores abdominais, disturbios
intestinais, nauseas, vomitos e febre, infecdo pulmonar e traqueal associada a tosse e
febre baixa. Os sintomas nao especificos incluem perda de peso, dores, fraqueza e dores
de cabeca. A doenca dura entre 2 a 4 semanas, mas pode ir além das 4 semanas.

Os sintomas crénicos podem durar muito e sdo recorrentes. As populacdes com
imunodeficiéncia podem ficar com a doenca para sempre. A dose infetante € menor
do que 30 cistos e as fontes de contaminagao incluem agua, solo, insetos, superficies
ambientais, contaminacdo fecal, animais crus e irrigacdo imprdpria de frutos e
vegetais.

O parasita é altamente infecioso e parece ser uma das maiores causas de diarreia
infeciosa em muitas partes do mundo, considerando-se que o maior risco provém

da ingestdo de alimentos frescos, crus ou mal cozinhados e de dgua contaminada.

Diphyllobothrium latum - parasita

E um parasita da classe Cestoidea que tem como hospedeiros definitivos os mamiferos
que se alimentam de peixe. Existem muitos casos assintomaticos, outros com
sintomatologia idéntica a uma gastroenterite e situacées mais extremas, que podem levar
a uma anemia macrocitica devido a deficiéncia em vitamina B_,. A eliminagdo de ovos
nas fezes leva a contaminagdo de aguas com desenvolvimento de formas intermédias

em alguns peixes de que o salm3do é um exemplo. A ingestdo de peixes infetados pelos
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hospedeiros definitivos fecha o ciclo do parasita. Peixe cru ou mal passado e sushi tém
sido responsaveis pela sua transmissdo. Nos povos com grande consumo de salmdo e de

outros peixes a incidéncia da parasitose é elevada.

Echinococcus - parasita

A equinococose (doenca hiddtica) é uma parasitose causada pelo estado larvar do
género Echinococcus. S3o conhecidas seis espécies que causam infecdo. Na Europa
Echinococcus granulosus e Echinococcus multilocularis que causam respetivamente
a doenca quisto hidatico e doenca alveolar hidatica. O estado adulto Echinococcus
granulosus vive no intestino delgado dos cdes. O parasita adulto liberta ovos que sao
passados para as fezes. Carneiros, cabras, gatos e renas sdo os hospedeiros intermédios
nos quais os ovos ingeridos eclodem e vao libertar as larvas do parasita. Esta larva pode
entrar na circulacdo e migrar para varios drgaos, especialmente figado e pulmdes, onde
desenvolvem o quisto hidatico. O hospedeiro definitivo é infetado pela ingestdao de
6rgdos do hospedeiro intermédio contendo quistos.

Os seres humanos s3ao o hospedeiro final e podem ser infetados pela ingestdo de
ovos derramados nas fezes ou por cdes infetados. Os ovos ingeridos eclodem no trato
digestivo libertando o estado larvar que podem entrar na circulacdo e migrar para o
figado, pulmdes e outros tecidos desenvolvendo quistos hidaticos. Estes podem manter-
se intactos durante muitos anos e depois sofrerem rotura. Os sinais e sintomas clinicos da
doenca dependem da localiza¢do dos quistos e sdo muitas vezes similares aos induzidos
pelo crescimento lento de tumores.

O Echinococcus multilocularis tem um ciclo similar ao anteriormente citado, provoca
a equinococose alveolar que é altamente patogénica. E uma doenca crénica “cancer-
like” de consideravel importancia em saude publica, dado que é fatal em pacientes ndo

tratados.

Enterobacter sakazakii

Enterobacter sakazakii € uma bactéria da familia Enterobacteriaceae e do género
Enterobacter. A andlise filogenética recente deste microrganismo levou a propostas de
o recolocar num novo género, Cronobacter, e considerar uma nova espécie Cronobacter

sakazakii. Esta espécie nao faz parte da flora sapréfita do trato gastrointestinal humano
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ou animal mas existe no ambiente e nos alimentos Enterobacter sakazakii € uma das
duas bactérias (sendo a outra Salmonella spp.) de grande preocupacdo nas formulas
infantis em po, dado que tem causado doenga em todas as idades, sendo a maior parte
dos casos em bebés com menos de 2 meses de idade.

Este microrganismo ja foi associado a surtos de meningite em recém-nascidos, assim
como a casos isolados e morte em todo o mundo.

Enterobacter sakazakii é reconhecida como sendo um agente patogénico oportunista,
invasivo e emergente de origem alimentar, representando um risco para a saude dos
recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. Com efeito, é o agente etioldgico
de casos graves mais raros de meningite, enterocolite necrosante, abcessos cerebrais e
septicemia em criancgas, sendo um risco maior para as criancas com menos de 28 dias,
particularmente prematuras ou com baixo peso (menor que 2500 g). A contaminacao de
formulas infantis em pd pode ocorrer durante a produc¢ao ou durante a reconstituicao.
As infecOes por Enterobacter sakazakii em latentes, adultos e pacientes idosos podem
apresentar uma multiplicidade de sintomas. Os sintomas na fase inicial sdo perda de
apetite, irritabilidade, itericia, dificuldade em respirar, dores, cianose, colapso, espasmos
e variacdes térmicas.

No caso dos adultos, as manifestac¢des clinicas associadas a infe¢cbes por Enterobacter
sakazakii podem incluir septicémia, apendicite e por vezes este microrganismo atua

como agente co-infetante. Nos idosos pode levar ao aparecimento de pneumonia.

Escherichia
Este género inclui uma Unica espécie bacteriana, a E. coli, porventura o ser vivo mais
estudado e mais conhecido do Homem. Esta espécie é caraterizada por células em forma
de bastonetes retos, de 1,1 a 1,5 por 2 a 6 micrémetros, moveis por flagelo peritriqueos
ou imdveis, ndo esporulados, Gram negativos e anaerdbios facultativos. Constitui um
habitante normal do intestino do Homem e dos outros animais e s6 em determinadas
situagdes pode causar infe¢des. Conhecem-se, no entanto, trés estirpes diferentes desta
espécie, de acordo com a natureza da infecdo que podem provocar:
e Estirpes oportunistas que sdao, em geral, indcuas no seu habitat natural,
mas podendo causar problemas se alcangarem outros locais ou tecido do

hospedeiro;
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e Estirpes enteropatogénicas que provocam acdes lesivas na mucosa do trato
intestinal, causando gastrenterites agudas, principalmente em recém-nascidos e
criancgas até aos dois anos;

e Estirpes enteroxinogénicas, que, embora ndao tenham capacidade de invadir a
mucosa intestinal, produzem enterotoxinas que atuam ao nivel da membrana

das células epiteliais.

Praticamente todos os alimentos, quer de origem vegetal, quer de origem animal que
ndo tenham sido objetos de processamento, podem veicular a E. coli, desde que, em
algum momento, tenham sido sujeitos a poluicdo fecal. Um dos casos mais alarmantes
de infe¢do alimentar por E. coli ocorreu nos Estados Unidos, nos anos 80, por ingestao

de queijo Camembert contaminado.

Sintomas
Os principais e mais frequentes sintomas caraterizam-se pelo aparecimento de diarreias,
febre e nduseas que, normalmente, aparecem 6 a 36 horas apds a ingestao do alimento

contaminado.

Fasciola hepatica - parasita

Os homens, os ovinos e os bovinos sao os principais hospedeiros definitivos deste parasita
hermafrodita que se instala no figado e canais biliares, provocando lesGes que podem
levar a morte. A transmissdo da-se através das fezes dos animais parasitados que com
determinadas condigdes ambientais ddao origem a um miracideo que pode permanecer
dentro do ovo durante 9 meses, saindo dele quando estimulado pelo contacto com a
agua e com a luz solar. Esta forma intermediaria quando sai do ovo nada até encontrar
um hospedeiro intermediario, pequenos caracdis existentes nesses locais humidos
(género Lymneia).

Depois de um periodo mais ou menos prolongado no caracol sdo libertados cercarias
que aderem aos vegetais aquaticos enquistando. E sobre essa forma que é ingerida pelos
hospedeiros definitivos quando se alimentam de vegetais contaminados, migrando
depois através da parede intestinal para a cavidade abdominal, através da cdpsula de

Glisson atravessam o parénquima hepdtico e canais biliares onde podem viver por
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muitos anos. Os ovos sdo excretados 3 a 4 meses apds a ingestdo e o ciclo inteiro é
completo em 4 a 6 meses.

A morbilidade humana varia com o nimero de parasitas e o estadio da infecdo. A fase
aguda ocorre durante a migracdo do parasita para o figado. A ingestdo do parasita e
a destruicdo do parénquima tecidular, hemorragia, morte parasitaria e resposta
inflamatdria largamente mediada por eosinéfilos resulta em patologia grave.

Os mecanismos de reparac¢dao podem levar a fibrose extensiva e ao aumento de pressao
hepatica e fibrose periportal. A fase crénica em que o parasita esta presente nos canais
biliares tende a ser menos severa.

O parasita pode formar lesGes etdpicas em muitos tecidos, sendo estes nédulos,
granulomas ou tratos de migragdo muitas vezes mal diagnosticados como tumores
malignos ou Ulceras gastricas.

Quando os casos sdo sintomdticos podem surgir 2 meses depois da ingestdo da
metacercaria diarreia, dores abdominais superiores, urticdria, mal-estar, perda de
peso, tosse, febre e suores noturnos. Os sinais da fase aguda sdo hepatomegalia,
esplenomegalia, anemia, fraqueza e eosinofilia periférica marcada até 80%.

O parasita adulto nos canais biliares pode estar associado a colangite, e colecistite com
calculos ou ndo.

A infecdo pode levar a obstrucdo levando a itericia colestadtica, ndusea, prurido, dor

abdominal e hepatomegalia e intolerancia a gorduras.

Ficotoxinas - algas

As ficotoxinas s3ao metabolitos secunddrios produzidos por algumas espécies
fitoplantdnicas marinhas e de agua doce, téxicos para muitos seres vivos, entre os
guais o Homem. Para além de terem uma alta potencia para intoxicagdo humana
(principalmente neurotodxica) e pouca capacidade imunogénica, sao compostos estaveis
e termorresistentes. Algumas espécies fitoplantdnicas, em determinadas condicdes
ambientais favordveis (normalmente as condi¢Ges de luz, temperatura e vento durante o
periodo de primavera/verdo e o estado eutrofizado dos recursos hidricos), desenvolvem-
se a uma taxa de crescimento superior a normal, atingindo elevadas densidades celulares

gue se acumulam a superficie da agua.

CURSO TECNICO DE PRODUCAO AGRARIA | 213




Como este tipo de algas microscépicas apresentam pigmentacao forte (vermelha, verde,
verde-azul), este fendmeno é conhecido por florescéncia ou Algal Bloom. Quando se
trata de espécies toxicas, designa-se por Harmful Algal Bloom (HAB).

A intoxicacdo humana por ficotoxinas é conhecida desde ha séculos e tem sido
maioritariamente atribuida a ingestdo de bivalves contaminados. No ambiente marinho,
as ficotoxinas sdo produzidas pelos dinoflagelados sendo organismos filtradores,
concentram quantidades elevadas de toxinas, constituindo, assim, o principal vetor de
intoxicacdo animal e humana, diretamente ou através da cadeia alimentar.

A ocorrénciadeinimeros episédios de intoxicacdo humana grave, muitas vezes associada
a casos de morte, levou as autoridades de muitos paises, entre os quais Portugal, a
implementar medidas de prevencdo, tais como a monitorizacdo de toxinas nos bivalves
e a regulamentacdo dos respetivos niveis de tolerancia.

Em reservatoérios de agua doce superficial (albufeiras, barragens, praias fluviais, etc.) os
organismos fitoplantdnicos associados a producdo de focotoxinas sdo as cianobactérias.
Tal como os dinoflagelados, as cianobactérias constituem a base alimentar de alguns
organismos que acumulam as suas toxinas ou sao por elas afetadas. Porém, como o
homem ndo consome moluscos bivalves de dgua doce, o veiculo de intoxicacdo, neste
caso, € a dgua contaminada. A presenca de toxinas na agua deve-se, essencialmente, a
lise cianobacteriana decorrente do decaimento dos blooms e da aplicagao de algicidas
para a sua destruicao.

Assim, a intoxicacdo humana com cianotoxinas pode ocorrer através da ingestao da dgua
bruta durante atividades balneares em albufeiras contaminadas com cianobactérias
toxicas, da ingestdo da dgua da rede e em unidades de hemodiilise, por insuficiéncia
dos sistemas de tratamento normalmente usados nas estaces de tratamento de 4dguas
para remocdo das toxinas da 4dgua bruta. Contudo, em muitos paises a contaminagao
dos reservatorios de agua doce com cianobactérias toxicas é frequente e tem sido
responsavel por episddios de intoxicacdo animal e humana. A crescente preocupacao
com este fendmeno levou a implementacao de programas de monitorizagcdo com vista a
alertar para possiveis situacdes de risco para a saude publica.

De um modo geral, as ficotoxinas podem causar efeitos ao nivel gastro-hepato-intestinal
e/ou neuroldgico e a sua designacdo baseia-se quer no tipo de sintomas que provocam

no Homem quer no organismo a partir do qual foram isoladas.
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Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP)- toxinas de dinoflagelados

DSP é a segunda intoxicacdo, por bivalves, mais registada em todo o mundo. A doenca
€ causada pela ingestdao de moluscos contaminados com toxinas de dinoflagelados
Dinophysis spp. e Prorocentrum lima. A doenga tem sido registada primariamente de
mexilhdes toxicos, mas outros bivalves como ostras, lingueirdo e vieiras estdao também
implicados. Os sintomas sdo similares aos das gastroenterites bacterianas. Os doentes
queixam-se de diarreia, nduseas, vomitos, dores abdominais e calafrios. Os sintomas
iniciam-se apds cerca de 30 minutos a algumas horas apds ingestdo de bivalves
contaminados, as vitimas recuperam em cerca de 3 dias. Ndo estdo descritos casos letais
associados a sindrome DSP.

Para além do efeito agudo as DSP sdao também promotores tumorais bastante potentes
e, muito recentemente, considerados genotoéxicos.

A sindrome DSP apresenta uma larga distribuicdo a nivel mundial, em particular na

Europa e no Japdo cuja ocorréncia é, aparentemente, sazonal.

Amnesic Shellfish Poisons (ASP) - diatomaceas

Origem: Espécies de diatomaceas do género Pseudonitzschia.

Foram reportados surtos na Costa do Pacifico dos Estados Unidos, na Nova Zeldandia e
na Europa.

Os sintomas incluem disturbios gastrointestinais (diarreia, nduseas, vomitos e dor
abdominal) e disturbios neuroldgicos (tonturas, desorientacdo, letargia, perda

permanente da memdria recente), podendo levar a coma e morte.

Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP) - dinoflagelados

NSP é causado por toxinas produzidas por dinoflagelados do género Gymnodinium.

A doenca tem sido reportada por individuos que consumiram ostras, lingueirdo e outros
moluscos.

Os sintomas aparecem dentro de minutos depois do consumo dos bivalves tdxicos e
geralmente diminuem dentro de horas ou poucos dias. Os sintomas incluem formigueiro
e dorméncia dos labios, lingua, garganta e area perioral, dores e fraquezas musculares,

desarranjo gastrointestinal e vertigens.
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Alguns doentes queixam-se de sensacao de calor e frio. Nao foram reportadas sequelas
ou casos de mortalidade. Os alimentos implicados tém sido bivalves como ostras,

lingueirao e vieira.

Paralytic shellfish poisoning (PSP)

PSP é ndo s6 a intoxicacdo marinha com maior distribuicdo mundial, mas também
a primeira a ser reconhecida e a ser estudada em todo o mundo. Casos devido a
consumo de mexilhdes foram reportados em Franca em 1689. A sindrome PSP é
o envenenamento por bivalves contaminados com toxinas fitoplantdnicas e foi
considerado endémico na costa do Pacifico e do Canada. E também abrangente
a ocorréncia de toxinas associadas a fitoplanton de agua doce (Australia, Brasil,
Dinamarca, Portugal, EUA).

Origem: Espécies de dinoflagelados marinhos dos géneros Alexandrium sp., Pyrodinium
sp. e Gymnodinium sp. e das cianobactérias de dgua doce dos géneros Aphanizomenon,
Anabaena, Lyngbya e Cylindrospermopsis.

A doenga ocorre geralmente em individuos que tenham comido mexilhdes, lingueirao,
ostras e vieira.

Dado que a PSP é termorresistente, tanto alimentos crus como cozinhados podem causar
a doenca.

Existe um bloqueio da propagacao do impulso nervoso. Os sintomas aparecem entre 5 a
30 minutos depois da ingestdo do molusco ou peixe toxico e a gravidade e o progndstico
dependem da quantidade e tipo de toxina (s) consumida (s), se o doente estd com o
estdbmago vazio ou cheio e se consumiu alcool.

A saxitoxina é uma das mais potentes toxinas humanas estando descrito na literatura
que 120 a 180ug desta toxina podem causar sintomas moderados e 0,5-2 mg podem
causar a morte.

Em casos moderados de PSP, o doente sente uma sensacdo de formigueiro ou queimadura
nos labios, gengivas e lingua que progride para o pescoco, bragos, pontas dos dedos e
muda mais tarde para dorméncia. Nos casos moderados a dorméncia estende-se para os
bracos e pernas tornando dificeis os movimentos voluntdrios. A ataxia € acompanhada
pela sensacdo de escuriddo (flutuar no ar). Pode ocorrer afasia, dores musculares,

salivacdo, dor de cabeca, sede, nduseas e podem ocorrer vomitos. A intoxicacao
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aguda causa paralisia progressiva, levando a dificuldade respiratéria. As vitimas estao
conscientes durante a doenga.

Nos casos ndo tratados a paralisia é progressivamente mais grave e a morte ocorre devido
a paragem respiratdria, geralmente dentro de 12 a 18 horas. Se o doente sobrevive até

12 horas, o progndstico é bom e a recuperagao nao deixa sequelas.

Brevetoxinas - dinoflagelados

Origem: Dinoflagelado marinho da espécie Gymnodinium breve.

Distribuicdo: A ocorréncia de episédios de intoxicacdo humana por brevetoxinas tem-se
restringido, basicamente, a Carolina do Norte e Costa da Flérida. As toxinas tém também
sido detetadas no Golfo do México, Nova Zelandia e Japao.

Os efeitos sdo similares aos de PSP, excluindo o efeito letal.

Ciguatoxinas - dinoflagelados

Origem: Dinoflagelado marinho da espécie Gambierdiscus toxicus.

Contrariamente as outras espécies produtoras de ficotoxinas, este dinoflagelado é
epifitico e cresce associado a corais. Constitui a base alimentar de peixes herbivoros
que, por sua vez, sdo o veiculo de intoxicacdo para o Homem.

Distribuicdo: Regides tropicais de recifes de coral.

Provoca disturbios gastrointestinais (diarreia, nduseas, vdmitos e dor abdominal intensa)
e disturbios neurolégicos (dorméncia das extremidades e labios, sensacdo de alternancia
da temperatura, dores musculares e das articulagdes, dores de cabeca, comichao,
taquicardia, hipertensao, visdo turva e paralisia).

Ocasionalmente, é fatal. A sintomatologia varia geograficamente: os efeitos
gastrointestinais predominam na regido das Caraibas, enquanto no Pacifico predominam
os efeitos neuroldgicos.

Este facto podera dever-se a variacao qualitativa das toxinas envolvidas.
Microcistinas - cianobactérias

Origens: Espécies pertencentes aos géneros Microcystis, Oscillatoria e Anabaena, que

sdo cianobactérias predominantes nas florescéncias de dguas doces.
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Distribuicdo: As microcistinas sdao consideradas as cianotoxinas com uma maior
distribuicao mundial.

A ocorréncia de blooms tdxicos tem sido descrita na Europa (Dinamarca, Reino Unido,
Finlandia, Franga, Alemanha, Irlanda, Holanda, Noruega, Portugal, Russia, Eslovénia),
América (Brasil, Canadd, USA), Asia (China, Jap30), na Africa do Sul e Australia.

A hepatotoxicidade resulta da capacidade das microcistinas entrarem em poucos minutos
no sistema de transporte dos acidos biliares nos hepatdcitos, causando a hiperfosforilagdo
de proteinas e a reorganizagao irreversivel dos microfilamentos celulares. Desenvolvem-
se sintomas de gastro-hepato-enterite e em poucas horas a intoxicacao podera culminar
numa hemorragia intrahepdtica letal.

Para além do efeito agudo, as microcistinas sao também consideradas promotores
tumorais.

A hiperfosforilacdo proteica, induzida pelas microcistinas, produz um estado similar a
mitose, causando um crescimento tecidular que associa o efeito inibitdrio das fosfotases
pelas microcistinas a sua actividade de promocdo tumoral. Estudos muito recentes
indiciam, também, uma possivel accao genotoxica.

Noutros paises como Austradlia e China estudos epidemioldgicos apontam para o
aumento da incidéncia de efeitos agudos adversos decorrentes do contacto com a agua
contaminada com cianobactérias.

Adicionalmente, na China verificou-se a correlagdo entre a frequéncia da ocorréncia
de cianobactérias produtoras de microcistinas e o aumento da incidéncia de cancro

hepatico.

Nodularinas
Origem: Noduldria spumigena.
Distribuicdo: Australia, Nova Zelandia e Mar Baltico.

Efeitos e Sintomatologia: Similares aos das microcistinas.
Anatoxinas

Origem: Espécies pertencentes aos géneros Anabaena, Microcystis, Oscillatoria e

Aphanizomenon.
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Distribuicdo: A ocorréncia de blooms téxicos tem sido descrita na Europa (Dinamarca,
Reino Unido, Finlandia, Alemanha, Irlanda, Italia, Noruega), América (Canadd, USA), Asia
(Japao, Coreia do Norte).

Efeito Agudo: Anatoxina-a: Paralisia, asfixia e morte. Anatoxina-a(S): Hipersalivacao,
lacrimagem, cianose da mucosa oral, dispneia, incontinéncia e morte.

Tém sido registados casos de envenenamento animal por ingestdao de dgua contamidada

por cianobactérias produtoras de anatoxinas.

Giardia - protozoario

Giardia spp. é um protozodrio flagelado normalmente encontrado aderente ao epitélio
superficial do intestino delgado. O ciclo de vida e a forma modvel divide-se por fissao
binaria para produzir mais trofozoitos.

Intermitentemente os trofozoitos formam cistos resistentes que sao eliminados pelas
fezes do hospedeiro.

A infegao por G. intestinalis € o mais comum parasita protozodrio intestinal no mundo
gue infeta o homem. Giardia tem sido encontrada nos bovinos, carneiros, cabras, cavalos,
gatos e roedores.

A transmissdo dos cistos é feita via fecal-oral através da agua ou alimentos contaminados
e contacto entre animais e entre pessoas. Os cistos podem manter-se infeciosos durante
meses em condigOes apropriadas ao parasita. A infecao por Giardia esta relacionada com
mas condicdes sanitdrias e de higiene, podendo estar associadas a viagens.

Os sinais mais proeminentes da giardiose no homem sdo nduseas, desconforto intestinal,
fadiga, diarreia aquosa, flatuléncia, distensao abdominal, geralmente durando poucos
dias. Ocasionalmente, esta fase aguda pode durar meses, causando ma absorcao, perda

de peso e debilidade.

Listeria

O género Listeria é uma bactéria que compreende 6 espécies, mas 0s casos humanos sao
quase exclusivamente causados pela espécie Listeria monocytogenes.

A L. monocytogenes é uma bactéria ubiquitaria, ocorrendo tanto em ambientes agricolas
(solo, plantas e dgua) como em ambientes de processamento de alimentos. A bactéria

é resistente a varias condi¢Ges adversas como elevada acidez e concentragao de sal;
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cresce em baixas concentraces de oxigénio e temperaturas de refrigeracao, sobrevive
por longos periodos no ambiente, nos alimentos, nas fabricas de produtos alimentares
e nos frigorificos domésticos.

A L. monocytogenes encontra-se frequentemente presente em alimentos crus (tanto de
origem animal como vegetal), podendo também estar presente em alimentos cozinhados
gue sofreram contaminacdo apds processamento. Tem sido isolada de alimentos como
carnes cruas e prontas a comer, aves, leite cru, queijo (principalmente as variedades de
pasta mole), gelados de natas, peixe cru, peixe fumado, vegetais crus. Mesmo quando
o numero inicial de células de L. monocytogenes ¢é baixo no alimento contaminado, o
microrganismo pode multiplicar-se durante o armazenamento, inclusivé a temperaturas
de refrigeracdo.

Cozinhar mata a Listeria, mas a bactéria multiplica-se a temperaturas baixas 2 a 4°C,
0 que torna a ocorréncia em alimentos prontos a consumir com relativamente longo
tempo de prateleira um problema particular.

Adoseinfetante da Listeria é desconhecida, variando com a estirpe e com a suscetibilidade

da vitima.

Carateristicas da Doenga

Alisteriose é transmitida essencialmente através do consumo de alimentos contaminados
com a bactéria Listeria monocytogenes. A maioria das listerioses adquiridas por
contacto com animais infetados manifesta-se sob a forma de infe¢es de pele e atinge
principalmente veterinarios e criadores de animais.

Tal como outras toxinfecGes alimentares, a listeriose pode ser prevenida cumprindo
rigorosamente as 4 regras “universais” de higiene e de seguranca alimentar.
Adicionalmente, e porque garantir a auséncia de L. monocytogenes em todos os produtos
€ uma tarefa impossivel, os individuos mais suscetiveis a contrair a infecao devem evitar o
consumo dos alimentos que apresentam maior probabilidade de estarem contaminados.
A sintomatologia é muito parecida com o quadro patoldgico da meningite, podendo
provocar abortos em gravidas infetadas por esta espécie bateriana. O aparecimento
dos sintomas apés a ingestdo do alimento contaminado é muito varidvel e ocorre com

particular incidéncia nos recém-nascidos e nos idosos.

220 | CURSO TECNICO DE PRODUCAO AGRARIA



Manual do Aluno

Os sintomas aparecem entre 4 dias a algumas semanas e podem variar de sintomas
moderados tipo gripe e diarreia a graves, como septicemia e meningoencefalites e
abcessos, podendo a infecdo durar dias a semanas. As infeces humanas sdo raras mas
a doenca é muitas vezes severa e a mortalidade alta, principalmente em popula¢ées de

risco.

Micotoxinas - fungos

Micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por fungos, capazes de produzir
efeitos toxicos agudos e crénicos (carcinogénios, mutagénicos, teratogénicos,
imunotoxicos e estrogénicos) em animais e humanos, podendo estar presentes
uma variedade de sinais clinicos nao especificos e sintomas como rash (comichao e
vermelhiddo), conjuntivite, hemorragia nasal, apneia, tosse, ndusea e vomitos.

Os pediatras devem ser capazes de reconhecer que vémitos, problema na medula éssea,
hemorragia pulmonar aguda, apneia recorrente e/ou pneumonia podem ser causados
por micotoxinas.

Devido a variedade de maneiras em que a doenca relacionada com micotoxinas se
manifesta clinicamente, a hipdtese de ser confundida com outras doencgas é grande,
sendo por isso considerada a doenca “Great Masquerader” do século XXI. (Etzel, 2006)
Estas toxinas ocorrem naturalmente e sdo produzidas por certos fungos que podem
crescer em varios alimentos como cereais, nozes, frutos secos, magas e legumes, sob
certas condicdes ambientais.

A maior parte das micotoxinas sdo estdveis e sobrevivem ao processamento alimentar,
sendo as mais importantes as aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas (toxinas produzidas

pelo Fusarium spp.) e patulina.

Os fungos mais toxinogénicos na Europa sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium spp..
As questdes a considerar quando a ingestdo de micotoxinas é suspeita sdo:
* As pessoas que comeram o mesmo alimento estdo doentes?
e Os sintomas comegaram entre alguns minutos a 3 horas depois do consumo?
e Algumas aves de estimagao ou animais comeram o mesmo alimento e ficaram
doentes?

e Adiarreia estd ausente ou é uma parte nao significativa da doenga?
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Aflatoxinas (AFTs)

As AFTs consistem num grupo de aproximadamente 20 metabolitos de fungos
relacionados, embora sé as AFTs B1, B2, G1 e G2 estdo normalmente presentes em
alimentos com excec¢ao da AFT M1 gm que o leite é o alimento veiculo mais frequente.
A Aflatoxina B1 é a mais importante desta familia de compostos e é produzida por 3
espécies relacionadas: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius.

Os bolores aflatoxigénicos ocorrem em partes quentes do mundo e as AFTs podem ser
produzidas numa grande variedade de produtos como figos, nozes e cereais, temperos e
frutos secos, milho, amendoim e outras sementes.

As AFTs sdo altamente hepatotdxicas sendo a sua toxicidade influenciada pelo seu
metabolismo depois de entrar no corpo e pode ser encontrada assim como os seus
derivados no sangue, urina e leite humanos.

Aflatoxina B1 é responsdvel por necrose hepdtica apds expoicdo cronica e pode ser
envolvida na epidemiologia do cancro hepatico em algumas partes do mundo. A ingestao
massiva de aflatoxina pode resultar em aflatoxicose com vémitos, dor abdominal,
hepatite e as vezes morte.

O risco associado com exposicdo a AFTs é potenciado pela exposicdo simultdnea a

hepatite B e eventualmente C.

Ocratoxinas

A ocratoxina A é produzida por Penicillium verrucosum em climas temperados e por
algumas espécies de Aspergillus nos sitios quentes e tropicais do mundo. A mais
importante espécie de Aspergillus produtores de ocratoxinas A é A. achracues. P.
verrucosum esta especialmente associado a cereais armazenados, embora também
tenha sido isolado a partir de carne e peixe.

A ocratoxina A também foi encontrada no leite, café (grdo e bebida), vinho, cerveja
e sumo de uvas, temperos, soja, cacau, nozes, arroz e milho, frutos secos, cereais e
leguminosas.

A ocratoxina estd muito espalhada nos alimentos e a sua presenca nos fluidos humanos
confirma que hd uma exposic¢ao significativa dos seres humanos.

A ocratoxina é considerada carcinogénica e nefrotéxicas com propriedades genotodxica,

imunosupressora e inibidora da sintese proteica.
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Fumonisinas

A acdo toxica das fumonisinas parece resultar da competicdo com a esfingosina no
metabolismo esfingolipidico. O efeito em humanos ainda ndo esta completamente
estabelecido, mas a evidéncia sugere efeito carcinogénio no eséfago.

O maior produtor de fumonisinas é Fusarium moniliforme e espécies relacionadas que

sdo endémicas no milho e produtos a base de milho em todo o mundo.

Desoxinivalenol e nivalenol

Sao produzidas por espécies de Fusarium. Os sintomas nos humanos incluem anorexia,
nauseas, vomitos, dores de cabeca e abdominais, diarreia, calafrios, vertigens e
convulsdes.

A maior fonte desta toxina é F. graminearum que é endémica no trigo e outros cereais

em todo o mundo (milho, cevada, aveia, centeio, malte, cerveja e pao).

Zealarone

Zealarone é uma toxina estrogénica, com atividade anabdlica e promotora do crescimento
produzida pelo Fusarium graminearum e espécies relacionadas, que se encontra nas espi-
gas de milho e graos de cereais (cevada, milho, trigo, arroz, aveia, sorgo, gergelim e pao).
Os agentes estrogénicos podem aumentar os niveis plasmdticos de colesterol e
triglicéridos em mulheres.

Esta toxina tem sido implicada em alguns incidentes de mudancas da puberdade precoce

em criangas.

Patulina

A patulina é um metabolito téxico produzido por algumas espécies de bolores do género
Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces, que crescem em frutos, incluindo macas, peras,
uvas e outras frutas, cereais especialmente maltados e cevada, mas o mais importante
no contexto da producao alimentar humana é o Penicillium expansum, um patogénio
que apodrece as magas e peras.

O UK Committee on Mutagenicity classificou a patulina como mutagénico. Os sintomas
em humanos reportados devido a toxicose por patulina sdo nduseas, vomitos e disturbios

gastrointestinais, embora ndo tenha sido descrito até agora nenhum surto.
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Algumas andlises feitas em Portugal mostram valores altos de aflatoxinas em frutos
secos e nozes nos pontos de controlo de importagao, embora nas lojas de retalho os
valores sejam mais baixos.

Quanto a ocratoxina, a incidéncia em artigos alimentares é alta, mas com niveis baixos,
embora em certos alimentos como café torrado, uvas e mistura para barbecue os niveis

sejam um pouco preocupantes.

Mycobacterium bovis Tuberculose

A tuberculose é uma doenca grave em humanos e animais, causada por espécies da
familia das Mycobacteriaceae, mais especificamente por espécies do Mycobacterium
tuberculosis complex.

Este grupo inclui Mycobacterium bovis responsavel pela tuberculose bovina que afeta
uma grande variedade de animais de sangue quente incluindo o homem. A maior
via de transmissdo de M. bovis a humanos é através dos alimentos contaminados

(principalmente leite e produtos lateos) ou contacto direto com animais infetados.

Salmonella

O género Salmonella inclui varias espécies patogénicas para o homem e outros animais.
Tal como a E. coli, este género pertence a familia das Enterobacteriaciae e os principais
focos de infecdao sdo as fezes humanas e de animais. Este género é constituido por
bastonetes de 0,5 a 0,7 por 1 a 3 micrémetros, mdveis por flagelos peritriquios, ndo
esporulados, Gram negativos e anaerébios facultativos. Nas espécies mais importantes
incluem-se o agente da febre tirdide, S.typhi, e as espécies mais associadas as infe¢des
alimentares tém sido identificadas como S. typhimurium, S. enteritidis e S. newport,
correspondendo a S. typhimurium a responsabilidade pelos maiores incidentes. Esta
ultima espécie produz uma enterotoxina de natureza lipopolissacaridica com elevado
peso molecular. Os alimentos mais suscetiveis a contaminacdo por Salmonella sao o

leite, queijos, chocolates, carnes frescas, nomeadamente, carcacas de aves e ovos.
Carateristicas da Doenga
Os sintomas mais frequentes caraterizam-se pelo aparecimento de diarreia aquosa,

dores abdominais, febre e vomitos. Pode surgir o aparecimento de pontos vermelhos nos
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ombros, térax ou abdémen. As complicagcdes podem levar a hemorragia intestinal, desde
Ulceras no ileon ou perfuragdo intestinal. Estes sintomas aparecem, normalmente, entre
12 a 36 horas apds ingestao dos alimentos contaminados. No entanto, e dependendo da

estirpe pode levar de 7 a 28 dias até ao aparecimento dos sintomas.

Shigella

O género Shigella, tal como os géneros anteriores, pertence a familia das enterobactérias,
é constituido por bastonetes de 0,4a 0,6 por 1 a3 micrémetros, imdveis, ndao esporulados,
Gram negativos e anaerébios facultativos. As espécies deste género sdo os agentes
causais da disenteria bacilar no Homem, tendo-se isolado quatro espécies associadas a
esta doenga no Homem: S. dysenteriae, S. boydii, S. flexneri e a S. sonnei. Estas espécies
sdo restritas aos humanos, sendo a poluicdo fecal a sua principal via de contaminacdo e

dispersao.

Carateristicas da Doenga

A desinteria bacilar tem um periodo de incubacdo de 15 - 20 horas seguintes a ingestao
do alimento contaminado e é uma doenga caraterizada por diarreia aquosa, que é
seguida em poucos dias pelo aparecimento de muco nas fezes, com ou sem sangue.
Em geral é uma doenca autolimitada, durando 5 a 6 dias. Em criancas, idosos e doentes
imunocomprometidos a doenga pode ser fatal.

Os surtos de shigeloses sdo sazonais com maior incidéncia durante os meses mais
guentes do ano. Dado a dose infetante ser muito baixa, a possibilidade de disseminacao
€ muito alta tornando as condigdes sanitdrias e a educagao de boas praticas de higiene
pessoais um fator muito importante para reduzir o nimero de incidentes de disenteria
bacilar.

A shigelose é endémica em muitos paises em desenvolvimento e é a mais importante

causa de diarreia com sangue em todo o mundo.

Staphylococcus aureus
Esta espécie apresenta células de forma esférica, de 0,5 a 1,5 microdmetros de
diametro, formando arranjos irregulares, iméveis, ndo esporulados, Gram positivos

e anaerobios facultativos. A sua presenga nos alimentos pode provir dos préprios
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manipuladores de alimentos portadores de infecOes piogénicas ou de portadores
sdos que alojam estas bactérias no nariz, na garganta ou a superficie das maos. Produz
uma exotoxina termorresistente, ndo afetada pela exposicdo a uma temperatura de
100° C, durante 30 minutos. Os alimentos mais suscetiveis a producdao da toxina
estafilocdcica sao os cremes deficientemente armazenados e refrigerados, carnes
preparadas, sanduiches e mesmo leite, se incorretamente refrigerados. Esta bactéria
existe no ar, po, esgotos, aguas, alimentos e equipamentos alimentares, superficies
ambientais, humanas e animais.

A dose infetante é baixa dado que uma dose de toxina inferior a 1,0 micrograma em

alimentos contaminados produzira doenca.

Carateristicas da Doenga

Os principais sintomas caraterizam-se pelo aparecimento de nduseas, vomitos, dores
abdominais, diarreia, suores, dor de cabecga e por vezes diminuigdo da temperatura
corporal. Aparecem entre 1 a 8 horas apds a ingestdo do alimento contaminado. Em
casos graves pode ocorrer colapso mas a recuperacdo é rapida (dentro de 2 dias) e
discreta.

S.aureus causa intoxicacdo provocada pela ingestdo do alimento que apresenta a
toxina pré-formada, sendo que o agente causal ndo é a bactéria, mas vdrias toxinas
(A,B,C1,C2,C3,D,E) produzidas por ela que sdao as enterotoxinas. Atualmente sabe-se que

a S.intermedius e S.hyicus também produzem tais toxinas.

Taenia solium / saginata

O homem é o Unico hospedeiro definitivo podendo ser também intermediario da Taenia
solium.

Nos animais, os hospedeiros intermedidrios sdo os bovinos para a T. saginata e os suinos
paraa T. solium.

As teniases sdo na maior parte dos casos assintomaticos, vivendo os parasitas no intestino
delgado, sendo a sua agao meramente espoliativa dos nutrientes do hospedeiro.

As proglotis eliminadas pelas fezes do homem parasitado libertam no exterior os ovos
gue contém, podendo estes ser ingeridos pelo porco ou bovinos. Nestes, apds migracao

interna e transformacgao, vao alojar-se nos musculos. A ingestao, pelo homem, de carne
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infetada com a forma intermédia (cisticerco), fecha o ciclo permitindo que o verme atinja
a forma adulta no intestino delgado.

Pode acontecer autoinfecdo do homem quando ingere os ovos de T. solium através dos
alimentos ou devido a deficiéncia de higiene pessoal. Quando o homem é hospedeiro
intermediario deste parasita, o cestodo pode desenvolver-se até a forma de cisticerco.
Sob esta forma pode alojar-se nos musculos estriados, coracdo, olhos e cérebro
provocando, por vezes, lesdes irreversiveis.

A neurocisticercose é um dos grandes problemas da saude publica sendo também um

problema em vdrios paises, sobretudo em algumas populagdes rurais.

Toxoplasma

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério existente em todo o mundo,
cujo ciclo de vida implica o gato como hospedeiro definitivo, embora na sua fase assexual
possa infetar uma grande variedade de animais incluindo o homem. O homem pode
adquirir toxoplasmose pela ingestao de cistos esporulados ou vidveis na carne de animais
infetados. Pensa-se que a maior fonte de infecdo dos animais resulte da contaminacgao
do ambiente com cistos das fezes de gato, que podem permanecer infeciosos por um
ano ou mais se tiverem condigdes favoraveis. A transmissao pela via alimentar dos cistos
em carne crua ou mal cozinhada é a mais usual no homem.

Os sinais clinicos podem ser variaveis porque o parasita pode infetar todos os drgaos do
corpo.

No homem a toxoplasmose é normalmente assintomatica ou associada a sintomas
ligeiros, muitas vezes so caraterizados por linfadenopatia envolvendo os nédulos linfaticos
cervicais posteriores. A infecdo aguda pode causar anemia, dermomiosite, encefalite,
enterite, febre, hepatite, linfadenite, miocardite, infecdo placentaria, pneumonia,
retinocoroidite, miosite esquelética, amigdalite e vasculite.

Geralmente os sinais manifestam-se de uma semana a um més depois da exposigao.

A duracdo, gravidade e desenvolvimento da doenga variam com o estado imunitario do
hospedeiro.

Embora em doentes imunocomprometidos possa ser grave com envolvimento cerebral,
0 mais grave é a infecdo congénita e o aborto na mulher gravida, sendo as lesdes no feto

maiores quanto mais cedo a gravida infetar.
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Trichinella - parasita

Triquinelose é uma doenca zoondtica causada por parasitas nematodos do género
trichinella.

O parasita tem uma grande variedade de espécies hospedeiras, nomeadamente
mamiferos.

As espécies de Trichinella ultrapassam todas as fases do ciclo de vida no corpo de um
Unico hospedeiro.

Na Europa, a triquinelose tem sido descrito como emergente e/ou reemergente durante
as ultimas décadas.

Os seres humanos adquirem a infecdo comendo carne de porco, de javali e outras carnes
de caca. O cavalo, cdo e carne de outros animais tém também transmitido a infecdo. A
carne de cavalo foi identificada como fonte de infecdo em casos de surtos na UE entre
meados dos anos 70 até 2005.

A prevencdo da doenca pode ser conseguida com a cozedura completa da carne e a
congelagao minimiza a infeciosidade do parasita, podendo mesmo destrui-lo caso a
espessura das pecas de carne e o tempo de congelagdo sejam adequados.

Os sinais clinicos da triquinelose aguda em humanos sdo caraterizados por 2 fases: a
primeira pode incluir nduseas, diarreia, vomitos, fadiga, febre e desconforto abdominal.
Porém esta fase de sintomas inclui dores musculares e de cabega, febre, olhos inchados,
dores nas articulacdes, calafrios, tosse, prurido cutaneo, diarreia ou obstipacdo. Nos casos
mais graves pode haver dificuldade de coordenagao de movimentos assim como problemas

respiratorios e cardiacos. Podendo uma pequena percentagem de casos levar a morte.

Yersinia

Este género possui as carateristicas gerais dos anteriores, pois inclui-se também na Familia
das Enterobacteriaciae. Apresenta bastonetes, Gram negativos e ndo esporulados,
destacando-se a espécie Y. enterocolitica, como causadora de infe¢des alimentares por

ingestdo de alimentos constituidos a base de leite e de carnes brancas (peru).

Carateristicas da Doenga
Os principais sintomas manifestam-se pelo aparecimento de dores abdominais, nauseas,

diarreia e vomitos, aparecendo de 16 a 48 horas apds a ingestdo dos alimentos. Mas os
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sintomas podem desenvolver-se ao fim de 7 dias depois da exposicdo e podem durar 1
a 3 semanas, ou mais tempo.

Ainfecdo é muitas vezes adquirida ingerindo comida contaminada, como carne de porco
mal cozinhada ou crua, em leite ou dgua contaminada.

A capacidade da bactéria desenvolver-se a 4°C faz da comida refrigerada, com tempo
de prateleira relativamente longo, uma provavel fonte de infecdo. Para além disso a
bactéria pode sobreviver durante um longo periodo em alimentos congelados, embora

seja destruida por pasteurizagdo, cozinhada normalmente.

Vibrio

O género Vibrio, da Familia das Vibrionaceae, inclui duas espécies patogéneas para o
Homem, nomeadamente, o V. cholerae, responsavel pela cdlera, e uma outra espécie
halofilica, bem adaptada aos ambientes marinhos, designada por V. parahaemoliticus
e associada as infe¢des alimentares por ingestdao de peixe, moluscos e crustdceos
contaminados. A espécie Vibrio parahaemoliticus é constituida por bastonetes

encurvados, moveis por um Uunico flagelo polar, ndo esporulados, Gram negativos e

anaerdbios facultativos.

Carateristicas da Doenga

Os principais sintomas de infe¢des provocadas por V. parahaemoliticus sao:
desidratacdo provocada por diarreias excessivas, dores abdominais, vomitos e febre.
Estes sintomas aparecem normalmente entre 12 a 18 horas apds a ingestdo dos

alimentos contaminados.

Virus

A contaminagdo de alimentos e dgua representa uma ameaca a saude humana.

Os casos de surtos alimentares de origem viral estdo a aumentar por causa do aumento
da populacdo, escassez de agua limpa, mudanca de habitos alimentares e devido ao
comércio internacional onde os produtos sao consumidos longe da sua origem.

A contaminacdo dos alimentos ocorre durante a preparacao por manipuladores infetados

ou pelo contacto com aguas de esgoto ou agua poluida.
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Como estes surtos sao maioritariamente de origem entérica a prevencao da
contaminacdo fecal é a primeira linha de atuacdao preventiva quer seja pela cozedura
dos alimentos ou pelas boas praticas de higiene na sua manipulacao.

Os virus entéricos podem sobreviver durante longos periodos nos alimentos e no
ambiente de manipulacdo e sdo altamente resistentes a refrigeracao, a congelacdo, a
acao de preservativos e ionizacdo por radiacdo, embora sejam destruidos pelo calor.
Comoosvirusndocrescemnosalimentos, porque precisamde célulasvivas parasereplicar
e quase todas as viroses humanas de origem alimentar sdo devido a virus estritamente
patogénicos para o homem, a transmissdo via alimentar reflete contaminacdo fecal,
com persisténcia do virus no alimento mas ndao com a sua replicagdo. Para além disso
as viroses de origem animal sdo altamente infeciosas, onde a dose infetante é muito
baixa (10-100) e altas doses de virus sdo eliminados pelos vomitos ou pelas fezes dos
individuos infetados. Este facto faz com que, se a transmissao alimentar da doenca nao
for detetada inicialmente, o surto pode ser atribuido a contagio pessoa a pessoa e ndao
ao alimento que deu origem a infecao.

Os bivalves, produtos frescos e prontos a comer sdo especialmente vulnerdveis a
contaminagao viral porque sdo ingeridos crus ou estdo em contacto com agua ou gelo
contaminados ou submetidos a mas praticas de higiene na manipulacdo. Embora surtos
virais associados a bivalves tenham ocorrido durante décadas, outros tipos de alimentos
tém sido recentemente implicados em grandes surtos virais, devido ao aumento do seu
consumo por razdes de saude e por serem importados de dreas com poucas restricoes
sanitarias.

Embora as doencas de origem animal viral sejam um problema significativo, os alimentos
sdo raramente testados para pesquisa de contaminacdo viral, sendo este teste feito
unicamente a bivalves.

Recentes estudos epidemioldgicos evidenciam que virus entéricos, em particular
Norovirus, que causam gastroenterites agudas, mas também Virus da hepatite A sdo as

maiores causas de doencas de origem alimentar em paises desenvolvidos.

SRSV (Norovirus)
Small round structured viruses (SRSVs) ou Norwalk/Norwalk-like viruses (antigamente

denominados Norovirus) estdao normalmente implicados em gastroenterites de origem
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alimentar particularmente devido a ingestdo de moluscos bivalves ou a existéncia de
manipuladores infetados.

O periodo de incubacdo é de cerca de 24 horas, com uma varia¢do de 15 a 50 horas
dependente da dose, podendo provocar nauseas e vomitos, febre baixa e diarreia suave
e moderada.

As fezes ndo tém sangue, muco ou glébulos brancos. Pode provocar dores abdominais
ou célicas e dor de cabega.

Geralmente a doenga é moderada e autolimitada e os doentes raramente necessitam de
hospitalizagao, mas sao altamente infeciosos.

Os alimentos que tém sido implicados em gastroenterites por SRSV incluem saladas, produ-
tos de pastelaria, sandes, hamburgers, fruta seca, carnes frias e outros alimentos frios.
Estes virus sdo primariamente transmitidos pela via fecal-oral, pelo consumo de
alimentos ou dgua contaminados fecalmente, ou por disseminacdo pessoa a pessoa. A
segunda disseminag¢do pode ocorrer por via aérea.

Os surtos ocorrem geralmente em estabelecimentos coletivos onde é partilhada a
comida e a dgua.

Confirmacao laboratorial: detegdo viral nas fezes ou vomito do doente ou seroconversao
entre a fase aguda e convalescente ou visualiza¢do de virus que reagem com o soro do

doente convalescente e ndo na fase aguda por microscopia imunoeletrénica.

Rotavirus

O rotavirus do grupo A é a mais importante causa de diarreia em criancas em todo o
mundo mas raramente implicado em surtos de gastroenterites virais de origem alimentar.
O rotavirus é transmitido via fecal-oral e causa doenga no homem e em animais com as
subsequentes perdas econdmicas.

O rotavirus do grupo B tem causado gastroenterites graves no adulto na China através do
consumo de adgua contaminada.

O rotavirus do grupo A causa um terco de hospitalizagdes por diarreia em criangas com
idade inferior a 5 anos e o pico da infe¢do ocorre nos meses de inverno. As criangas
com idade de 6 meses a 2 anos sdo as mais suscetiveis. Embora muitas criangas figuem
imunes pelos 4 anos, um alto inoculo ou estados imunitdrios deprimidos podem levar a

doenga moderada entre criangas mais velhas e adultos.
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O periodo de incubacdo de gastroenterites por rotavirus é de 1 a 2 dias. Os vémitos
ocorrem por 3 dias acompanhados de diarreia aquosa por 3 a 8 dias e muitas vezes dores
abdominais e febre.

O virus é eliminado pelas fezes durante 5 a 7 dias. Embora a infecdo induza uma certa
imunidade, esta nao confere prote¢do completa a futuras infe¢des. Também é conhecida
a sua associacdo a diarreias do viajante.

Conformacao laboratorial: dete¢do do antigénio viral nas fezes do doente.

Virus Hepatite A

O virus da hepatite A pode causar surtos de origem alimentar em que os manipuladores
infetados tém um papel predominante. A dose infetante é desconhecida mas presume-
se que serd entre 10-100 particulas virais.

A transmissdo é via fecal-oral, sendo em primeiro lugar transmitido pelo contacto de
pessoa com pessoa, embora a fonte epidérmica sejam alimentos e agua contaminados,
principalmente em mas condig¢des sanitarias.

O primeiro sitio da replicacao viral é o figado e a infecdo tem um periodo de incubacdo
de 10 a 50 dias, dependendo da dose infetante, podendo ser assintomatica, subclinica e
hepatite ictérica ou ndo ictérica.

Os sintomas podem ser ligeiros a graves e prolongados. O paciente antes do inicio
da hepatite desenvolve anorexia, febre, dores, fadiga, mialgia, urina escura, nauseas,
vomitos e ocasionalmente diarreia.

Uma ou duas semanas depois aparecem os sintomas carateristicos da hepatite como
virémias e ictericia.

Os doentes infetados sao infeciosos antes do inicio da hepatite e alguns dias depois
do desenvolvimento da ictericia. A excrecdao de virus em individuos infetados antes
do aparecimento dos sintomas clinicos € um importante fator para a transmissao via
alimentar, sendo o modo de transmissao a via fecal-oral e o veiculo mais comum os
bivalves de aguas poluidas ingeridos crus ou mal cozinhados.

Entre outros alimentos encontramos alimentos sortidos frios, sanduiches, frutos, sumos
de fruta, leite e derivados, vegetais, saladas e bebidas geladas tendo os manipuladores
de alimentos um importante papel na transmissdo da infe¢do. Os surtos sdo comuns em

instituicdes coletivas.
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Virus Hepatite E

O virus da hepatite E é considerado a maior agente etioldgico de hepatites ndo A e ndo
B transmitido por via entérica em todo o mundo. O virus é transmitido por via fecal-oral
e ocorre na Asia, norte de Africa, América latina incluindo México, onde os surtos com
origem no consumo de dgua sdo comuns.

Nos anos recentes tem sido identificado na Europa, Australia e EUA.

O virus da hepatite E provoca uma doenga aguda com sintomas moderados.

E geralmente autolimitada e n3o progride para o estado crénico ou portador. O virus
infeta o figado e provoca sintomas de hepatite depois de um periodo de incubacao de
22-60 dias.

Os sintomas podem incluir virémia, nduseas, urina escura e dores em geral.

O virus é excretado na bilis e fezes 2 semanas antes da elevacdo de enzimas hepaticos

até a sua normalizacgdo.

A andlise de infecOes virais de origem alimentar revela que os virus SRSV sdo a maior
causa de gastroenterite epidérmica e a sua importancia relaciona a diversidade de
estirpes circulantes e a perda de imunidade a longo prazo, que permite a reinfecao
ocorrer em intervalos regulares.

Outros virus entéricos como astrovirus e calcivirus sdo infe¢des predominantemente
pediatricas, aumentando a imunidade a longo prazo, que persiste no adulto.

Este facto explica a raridade de infecdes de origem alimentar por estes virus assim como

por rotavirus.
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http://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/zoo/index.html - muitas informagdes e

fotografias de varios microrganismos podem ser obtidas no Zoo dos Micrébios
http://snirh.inag.pt/default.htm http://www.bacteriamuseum.org/niches/foodsafety/
watersafety.shtml
http://europa.eu.int/comm/environment/youth/water/index_pt.html http://www.epa.
gov/safewater/kids/

http://www.asm.org - site com artigos e informacdo acerca da histdria da microbiologia

http://www.e-escola.pt/ftema.asp?canal=biologia&id=71

http://www.magma.ca - site com muita informacdo respeitante ao microscépio bem

como um leque de inUmeras imagens de seres microscoépicos
http://www.panalimentos.org/panalimentos_por/Educacion/educacionl.asp?cd=136&id=64
http://activa.sapo.pt/belezaesaude/nutricao/2009/08/21/no-verao-proteja-se-contra-
as-doencas-de-origem-alimentar2#ixzz1tzyQ4QmY

http://www.segurancalimentar.com/conteudos.php?id=30
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Notas
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