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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a sobrevivência ao congelamento de microrganismos
potencialmente patogênicos, hambúrgueres de frango foram contaminados
com Escherichia coli (ECHC), Staphylococcus aureus (SAFH) e Salmonella
Enteritidis (SE86) e armazenados a -18ºC. Os mesmos microrganismos e ainda
E. coli ATCC 25972, S. aureus ATCC 25923, and S. Enteritidis ATCC 13076
também foram inoculados em água peptonada 0,1% e congelados a -18ºC, a
fim de avaliar um possível efeito protetor dos componentes do hambúrguer
sobre os microrganismos. A quantificação dos microrganismos foi realizada nos
intervalos de 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de congelamento. Com o
propósito de estudar as alterações nos ácidos graxos das células microbianas
expostas ao congelamento, foram extraídos os ácidos graxos de cada bactéria,
congelada e não congelada, e estes foram analisados por cromatografia
gasosa. Os resultados demonstraram que, de modo geral, houve uma redução
média de menos de 1 unidade logarítmica (log10) no número de células
artificialmente inoculadas em hambúrgueres de frango. As reduções obtidas
para cada microrganismo em água peptonada 0,1% foram significativamente
(P<0,05) maiores do que as reduções observadas em hambúrguer de frango,
sugerindo a existência de um efeito crioprotetor dos componentes do
hambúrguer. Em todos os experimentos, as reduções mais expressivas foram
observadas nas primeiras semanas de congelamento. Ocorreram alterações
expressivas na composição de ácidos graxos de S. aureus (SAFH) e S. aureus
ATCC 25923, o que pode indicar que estes microrganismos alteraram a
composição dos seus ácidos graxos como resposta ao estresse causado pelo
congelamento.

1 Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente -
Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (75 p.) Março de 2005.
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Survival of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella

Enteritidis During Storage in Frozen Chicken Hamburger1

Author: Letícia Sopeña Casarin
Adivisor: Dr. Adriano Brandelli
Co-adivisor: Dr. Eduardo César Tondo

ABSTRACT

With the purpose to evaluate the survival of pathogens to the freezing storage,
chicken hamburgers were contaminated with Escherichia coli (ECHC),
Staphylococcus aureus (SAFH), and Salmonella Enteritidis (SE86), and stored
at -18ºC. The same microorganisms and E. coli ATCC 25972, S. aureus ATCC
25923, and S. Enteritidis ATCC 13076 were also stored at the same
temperature in frozen 0.1% peptone water to evaluate a possible protective
effect of hamburger compounds in bacterial cells. The quantification of the
microorganisms was carried out in the intervals of 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21 and 28
days of storage. With the purpose of studying the alterations in the fat acids of
bacterial cells due to frozen storage, fat acids of each bacterium were extracted
and analyzed by gas chromatography. The results demonstrated that, overall,
there was a mean reduction of less than 1 logarithmic unit (log10) in the number
of cells artificially inoculated in chicken hamburgers. The reductions obtained for
each microorganism in 0.1% peptone water were significantly (P <0,05) larger
than the reductions observed in chicken hamburger, suggesting the existence of
an cryoprotective effect due to the hamburger compounds. In all experiments,
most expressive reductions were observed in the first weeks of storage.
Expressive alterations in the fat acids composition of S. aureus (SAFH) and S.
aureus ATCC 25923 were observed, and these could be interpreted as a
response to the freezing stress.

1 Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology
- Food Microbiology, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (75 p.). March, 2005.
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1. INTRODUÇÃO

As carnes e os produtos cárneos estão freqüentemente associados

com doenças veiculadas por alimentos. Dentre os produtos cárneos, os

hambúrgueres são considerados alimentos que requerem atenção, pois seu

consumo tem aumentado expressivamente, são fabricados com matéria-prima

que pode apresentar contaminação microbiana e seu processo produtivo pode

propiciar contaminação patogênica devido a falhas nas práticas de higiene.

Nos últimos anos, diversos surtos de toxinfecções alimentares

ocorreram devido ao consumo de hambúrgueres inadequadamente

processados, os quais estavam contaminados com microrganismos

patogênicos.

Atualmente, o Brasil é um dos mais importantes produtores de carne

de frango no mundo e a produção de produtos de frango, como os

hambúrgueres, tem aumentado significativamente. Diversos fatores têm

contribuído para tornar este produto largamente consumido, como o baixo

custo, o menor conteúdo de gordura se comparado com as outras carnes e

ainda o curto período de tempo necessário para o seu preparo.

Apesar das severas medidas de controle de qualidade implantadas

nas indústrias de produtos avícolas, a presença de bactérias patogênicas em
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hambúrgueres de frango pode ocorrer e, por isso, este alimento representa

uma significativa preocupação para fornecedores, consumidores e órgãos

oficiais de saúde pública.

Uma vez que o processamento térmico inadequado tem sido

apontado como a principal causa dos diversos surtos alimentares envolvendo

hambúrgueres e que esse processamento pode ser considerado uma das

principais barreiras no controle de toxinfecções, as demais etapas do

processamento de hambúrgueres devem ser avaliadas quanto a capacidade de

diminuir o número de microrganismos patogênicos. Dentre esses

processamentos, pode-se citar o congelamento, uma vez que os hambúrgueres

são geralmente comercializados em temperaturas de aproximadamente -18ºC.

Alguns estudos têm demonstrado que o congelamento de produtos cárneos

pode fornecer uma margem de segurança adicional aos alimentos, porque

pode causar a morte ou danificar significativamente boa parte das células de

uma população microbiana.

No entanto por outro lado, diversos pesquisadores observaram que

um grande número de microrganismos pode permanecer viável em alimentos,

mesmo depois de um longo período de congelamento. Portanto, torna-se

necessária a realização de estudos que investiguem o comportamento de

microrganismos patogênicos específicos, em alimentos nos quais estes

microrganismos são mais incidentes.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do armazenamento a -18oC na sobrevivência de

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis em

hambúrguer de frango.

2.2 Objetivos Específicos

• Avaliar a influência do tempo de armazenamento

congelado na sobrevivência destes microrganismos;

• Verificar se os constituintes do hambúrguer de frango

conferem proteção às células bacterianas durante o armazenamento

congelado;

• Estudar se há diferença entre as taxas de sobrevivência de

microrganismos relacionados a surtos ou isolados de humanos e

microrganismos ATCC (American Type Culture Collection);

• Verificar se o armazenamento a -18oC modifica a

composição de ácidos graxos dos microrganismos estudados.



3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Produtos de carne de frango

Nos últimos 20 anos, a produção mundial de carnes dobrou de 100

milhões de toneladas para 200 milhões e o frango foi o maior responsável por

este aumento (Schorr, 1999).

O mercado internacional de carnes vem passando por importantes

transformações, as quais vem alterando, tanto os níveis de consumo das

diferentes proteínas de origem animal como a comercialização nas principais

cadeias agroindustriais do setor. O consumo per capita mundial de carnes

vermelhas permaneceu praticamente inalterado, ao redor de 24-26kg/ano,

enquanto que o consumo de carne de frango dobrou, passando de 4,5 para

9,0kg/habitante/ano (Bliska, 1997).

Estimativas demonstram que o consumo global de carne de frango

será de 80 milhões de toneladas em 2005 e 100 milhões de toneladas em

2015, crescimento este muito expressivo, se comparado com os 53 milhões de

toneladas consumidas em 1997 (Schorr, 1999).

No Brasil a situação é muito semelhante, o consumo per capita de

frango aumentou de 2,3kg/ habitante/ano, em 1970, para 23,8kg, em 1997, um
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crescimento de 943%. O consumo das outras carnes evoluiu muito mais

lentamente; o de carne bovina cresceu 144% e o de carne suína aumentou

somente 12%, nos últimos 27 anos (Schorr, 1999).

Além do aumento no consumo de carne de aves, a forma de

comercialização desta carne também tem sofrido muitas modificações, nos

últimos anos (Bliska, 1997). Nos EUA, o consumo de frango inteiro e de cortes

caiu de 74% para 54% e o de carne de frango processada aumentou de 26%

para 46% de todo o frango produzido no país (Schorr, 1999).

Seguindo a tendência mundial, muitos consumidores brasileiros têm

preferido adquirir alimentos congelados ou semi-prontos. Por esse motivo, a

agroindústria brasileira vem inovando, passando a explorar esse nicho de

consumidores que desejam uma alimentação mais prática (Bliska, 1997).

O baixo custo e o menor conteúdo de gordura, juntamente com o

curto período de tempo necessário para o preparo dos produtos

industrializados de frango, como o hambúrguer, são os principais fatores que

têm contribuído para o aumento do consumo destes produtos (Astorga et al.,

2002).

3.2 Hambúrguer de frango

Hambúrguer é o produto cárneo industrializado obtido da carne

moída inspecionada, adicionado ou não de tecido adiposo e ingredientes,

moldado e submetido a processo tecnológico adequado (Brasil, 2000).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de

Hambúrguer (Brasil, 2000), os hambúrgueres podem ser fabricados com carne
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moída de bovino, de frango, de suíno ou de peru e podem ser classificados

como produtos crus, semi-fritos, cozidos, fritos, congelados ou resfriados. Estes

devem conter um teor máximo de gordura de 23%, um mínimo de 15% de

proteína e 3% de carboidratos totais.

O mesmo regulamento permite a adição de até 30% de carne

mecanicamente separada, mas somente em hambúrguer que será cozido

antes da comercialização (Brasil, 2000).

Um esquema simplificado de produção de hambúrguer está

apresentado na Figura 1.

FIGURA 1: Fluxograma de produção de hambúrguer (SEBRAE/SENAI, 2000).
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3.3 Contaminação microbiológica em hambúrguer

Devido ao aumento do consumo a as suas características

intrínsecas, os produtos de frango são considerados alimentos que requerem

atenção. A contaminação bacteriana destes alimentos, apesar de ser

indesejável, muitas vezes, é inevitável e depende do nível de contaminação da

carcaça de frango utilizada como matéria-prima, das práticas de higiene

utilizadas durante a manipulação e do tempo e temperatura de armazenamento

(Astorga et al., 2002).

De modo geral, os produtos cárneos estão expostos à contaminação

microbiana devido às etapas envolvidas no seu processamento, sua

composição química, rica em proteínas, lipídios e sais minerais, elevado teor

de umidade e pH apropriado (Ranucci et al., 2004).

Durante o processamento tecnológico de elaboração de

hambúrgueres, etapas como a pesagem, moagem, mistura, congelamento e

embalagem envolvem operações de risco no que diz respeito aos perigos

microbiológicos, tais como, contaminação, multiplicação e resistência

microbiana (Oliveira et al., 1999).

Além disso, os hambúrgueres são elaborados com carne moída, que

é um produto perecível, no qual pode ocorrer o desenvolvimento de um número

inaceitável de microrganismos em um curto período de tempo (Tamminga et

al., 1982).

Bactérias patogênicas  como S. aureus, E. coli e Salmonella spp.,

são freqüentemente encontrados nestes produtos. (Duitschaever et al., 1977;
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Foster et al., 1977; Pezzotti et al., 2001) e dependendo da linhagem, podem

provocar surtos de toxinfecções alimentares.

3.4 Toxinfecções alimentares envolvendo hambúrguer

Durante o período de 1980 a 2000 no estado do Rio Grande do Sul,

foram registrados pela Secretaria de Saúde e Meio Ambiente, 1918 surtos de

toxinfecções alimentares, envolvendo mais de 142.000 pessoas. Nesse mesmo

período, o Staphylococcus aureus, a Salmonella spp. e os coliformes fecais

foram os principais agentes etiológicos dos surtos investigados, sendo as

carnes e produtos cárneos envolvidos em boa parte desses surtos (Rio Grande

do Sul, 2001).

Diversos surtos de toxinfecções alimentares já foram associados ao

consumo de hambúrgueres. Nestes casos foi verificado que o alimento

envolvido havia sido preparado com carne contaminada com microrganismos

patogênicos e foi submetido a um tratamento térmico inadequado. Vários

outros autores têm relatado a ocorrência de surtos devido ao consumo de

hambúrguer mal cozido (Marriot et al., 1980; Belongia et al., 1991; Doyle, 1991;

CDC, 1994; CDC, 1995; Sage & Ingham, 1998). Alguns exemplos são descritos

a seguir.

3.4.1 Toxinfecções causadas por Escherichia coli

Nos últimos 20 anos, E. coli  tem sido envolvida em muitos surtos de

toxinfecções alimentares em todo o mundo. Embora muitos alimentos tenham

sido associados aos casos, os hambúrgueres têm sido os alimentos mais
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envolvidos (Willshaw et al., 1994; CDC, 1997; Bell & Kyriakides, 1998; Meng &

Doyle, 1998). Esse microrganismo, principalmente o sorovar E. coli O157:H7,

têm sido o responsável pela grande maioria dos surtos em muitos países como

EUA, Canadá, Reino Unido e Japão (Tamplin, 2002).

A E. coli O157:H7 começou a ser mais amplamente estudada a

partir de dois surtos de colite hemorrágica, ocorridos em Oregon e Michigan,

nos EUA, devido ao consumo de sanduíches com carne moída mal cozida.

Dentre os 43 pacientes, todos apresentaram diarréia sanguinolenta e severas

dores abdominais, sendo que 63% tiveram náuseas e 49% vômitos. Somente

7% das vítimas apresentaram febre. Acredita-se que a dose infectiva neste

caso, foi menor que 10 UFC (Jay, 2000).

No período de 1982 a 1995, os hambúrgueres responsáveis por 50%

dos surtos causados por E. coli O157:H7 ocorridos nos EUA (Wachsmuth et al.,

1997). Nesse mesmo país, em 1993, ocorreram dois grandes surtos

envolvendo 732 e 782 pessoas, respectivamente, devido ao consumo de

hambúrgueres mal cozidos (IFST, 1996). Em um deles, o qual ocorreu nos

estados da Califórnia, Nevada, Washington e Idaho, houve 3 mortes. Outros

dois surtos foram descritos nos estados de New Jersey e na Virginia, EUA, em

1994. Tais surtos foram rastreados até o consumo de hambúrgueres e

causaram 46 e 20 vítimas não fatais, respectivamente (Jay, 2000). Em 1996,

um surto ocorrido na Escócia, devido ao consumo de hambúrguer contaminado

com E. coli O157:H7, envolveu 496 pessoas e foi responsável por 20 mortes

(Pennington, 1998).
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3.4.2 Toxinfecções causadas por Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes responsáveis

por surtos de toxinfecções no mundo (Zhang et al., 1998). Há algumas

décadas, S. aureus  tem sido responsável por 25% de todos os surtos

ocorridos nos EUA. No mesmo país, de 1988 a 1992, ele foi responsável por

1,8%, 2,8%, 2,4%, 1,7% e 1,5% das toxinfecções, respectivamente (Bean et

al.,1997). Durante o mesmo período de  5 anos, S. aureus causou 5,1% dos

surtos registrados na Europa (Tirado & Schimdt, 2001). No Rio Grande do Sul,

durante o ano de 2000, este agente foi responsável por 5,1% dos casos de

toxinfecções notificados pela Secretaria da Saúde e Meio Ambiente, sendo o

segundo agente etiológico dos surtos ocorridos neste período (Rio Grande do

Sul, 2001).

No ano de 2002, foram registrados pelo Center for Disease Control

and Prevention (CDC) dos EUA, dois surtos em estados diferentes dos EUA,

envolvendo um total de 59 pessoas, devido ao consumo de hambúrguer

contaminado com S. aureus (CDC, 2002).

Muitas estirpes de S. aureus são capazes de produzir enterotoxinas,

e estas toxinas termoestáveis é que são as responsáveis pelos sintomas da

intoxicação (Balaban & Rasooly, 2001; Tamarapu et al., 2001). A dose de

enterotoxina necessária para produzir os sintomas é menor que 1,0 µg/kg (300

a 500 ng). Esta quantidade de toxina é produzida por 105 microrganismos por

grama, porém a toxina será produzida apenas em temperaturas de 10 a 48ºC,

em pH de 4,5 a 9,6 e em alimentos com aw entre 0,87 e 0,99 (Forsythe, 2002).
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3.4.3 Toxinfecções causadas por Salmonella spp.

Anualmente, aproximadamente 40.000 casos de salmonelose são

notificados pelo Center for Disease Control and Prevention nos EUA, porém,

acredita-se que o número de casos que ocorrem realmente seja de 1,4

milhões, devido a sub-notificação (Mead et al., 1999).

Em 2002, um surto de salmonelose, envolvendo 26 presos de uma

penitenciária dos EUA, foi associado ao consumo de hambúrguer bovino

contaminado com S. Heidelberg (CDC, 2002). No mesmo ano, também nos

EUA, 47 pessoas foram envolvidas em um surto devido ao consumo de

hambúrguer contaminado com S. Newport (CDC, 2002).

Nas últimas décadas, o sorovar predominante apontado como

causador de infecções alimentares mudou de S. agona, S. Hadar e S.

Typhimurium para S. Enteritidis, em muitos países (D’Aoust, 1994). S.

Enteritidis é atualmente o agente etiológico de salmoneloses predominante nos

EUA (Lin et al., 1996), País de Gales (Liebana et al., 2002), França (Bouvet et

al., 2002), Itália (Muresu, et al., 2001), Polônia (Glósnicka & Kunikowska,

1994), entre outros (CDC, 1995, Rabscha et al., 2001).

No estado do Rio Grande do Sul a S. Enteritidis  tem sido apontada

como o principal agente etiológico isolado de alimentos envolvidos em surtos

alimentares nos últimos anos (Geimba et al., 2004). Nestes surtos, os principais

alimentos envolvidos foram os produtos de origem animal, principalmente

aqueles oriundos de frangos (Rio Grande do Sul, 2001, Costalunga & Tondo,

2002), evidenciando a necessidade de controle de produtos como os

hambúrgueres de frango.
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 3.5. Congelamento de alimentos

O congelamento é importante no processamento de alimentos tanto

no aspecto econômico, por minimizar a deterioração dos alimentos, quanto ao

que diz respeito à saúde pública, pois contribui para o controle de toxinfecções

alimentares (El-Kest & Marth, 1992).

Historicamente, o congelamento de alimentos teve origem na China,

onde barris de gelo eram usados para  preservar os alimentos por volta do ano

1000 A.C. Os gregos e os Romanos também armazenavam alimentos em

barris com neve (Archer, 2004). Existem relatos do consumo de alimentos

congelados, tais como gelo com aromatizantes (picolé) e sorvetes já na Idade

Média (Lund, 2000).

Na metade do século IXX, nos EUA se utilizava sal e gelo para

reduzir a temperatura com o propósito de congelar peixe. Neste mesmo

período, carnes e aves congeladas, assim como peixes e ovos, eram

transportados em navios, por longas distâncias (Lund, 2000).

Alimentos congelados começaram a ser comercializados em 1929

(Person & Londahl, 1993). Logo em seguida, nos anos 1930, iniciava-se a

revolução dos alimentos congelados com o crescimento do número e variedade

destes alimentos, os quais passaram a fazer parte do estilo de vida das

famílias (Lund, 2000).

Outro fato marcante na história dos alimentos congelados foi o início

da comercialização de refrigeradores e freezers domésticos, nas décadas de



13

50 e 60. Neste mesmo período, começam a aparecer as publicações sobre  a

conservação dos alimentos pelo frio (Geiges, 1996).

Nas décadas de  80 e 90, o aumento do número de famílias com

freezer doméstico e o início da utilização do forno de microondas, somados à

busca crescente por maior praticidade, impulsionaram ainda mais o consumo

destes alimentos. Somente no ano de 1994 o segmento de alimentos

congelados cresceu 68,9% (Bliska,1997). Neste mesmo período a mudança no

comportamento da população, que passou a consumir alimentos fora das

residências fez crescer o número de redes de “fast food” e restaurantes, que

tornaram-se os principais consumidores dos produtos congelados.

3.5.1 Congelamento de alimentos e microrganismos

A utilização de baixas temperaturas para conservar alimentos,

baseia-se no fato de que o crescimento microbiano pode ser retardado em

temperaturas acima da temperatura de 0oC e normalmente é inibido por

temperaturas abaixo deste valor. Isto ocorre porque as reações metabólicas

dos microrganismos são catalisadas por enzimas e a taxa de reação, a qual é

catalisada enzimaticamente, é dependente da temperatura. A diminuição da

temperatura, provoca uma redução na taxa de reação (Jay, 2000).

As temperaturas de armazenamento de alimentos congelados são

aquelas iguais ou abaixo de -18ºC. Nessa temperatura, sob condições normais,

o crescimento dos microrganismos é inibido, mas alguns microrganismos

podem crescer nas temperaturas de congelamento, porém com uma

velocidade extremamente lenta (Jay, 2000).
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Existem muitas espécies bacterianas que podem crescer em

temperaturas abaixo de 7ºC, principalmente entre os gêneros de bactérias

Gram negativas.  Os microrganismos que crescem em temperaturas abaixo de

20ºC, são chamados de psicrófilos (Morita, 1975). No entanto, os

microrganismos que são capazes de crescer em temperaturas entre 0ºC e 7ºC,

e têm suas temperaturas ótimas de crescimento próximas a 30ºC, são

classificados como psicrotróficos (Jay, 2000).

O crescimento de microrganismos a 0ºC ou menos, tem sido

demonstrado por diversos pesquisadores, e a temperatura de crescimento mais

baixa observada em microrganismos de interesse em alimentos foi de -34,4ºC,

para uma levedura rosa em caldo Sabouraud (McCormack, 1950). Weinzirl &

Gerdeman (1929) observaram o crescimento de bactérias abaixo de  -20ºC. O

crescimento de bolores e leveduras em temperaturas abaixo de 0ºC é mais

provável que o crescimento de bactérias, uma vez que os fungos podem

crescer em condições de baixa atividade de água.

Isto pode ser explicado porque, além das características de cada

microrganismo, o crescimento em temperaturas abaixo de 0ºC, depende do

conteúdo de nutrientes, do pH e da quantidade de água livre (aw) (Jay, 2000).

 A aw dos alimentos tende a diminuir a medida que a temperatura cai

abaixo do ponto de congelamento. E é a partir desta redução na aw que inicia-

se a série de efeitos causados nos microrganismos quando estes são

congelados, que são descritos a seguir.
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3.5.1.1  Efeitos do congelamento sobre os microrganismos

Muitas teorias sobre o que ocorre com os microrganismos durante o

processo de congelamento têm sido propostas, sendo que as mais

freqüentemente abordadas são:

a) desidratação da célula, devido ao fato de que a água livre

congela, formando cristais de gelo;

b) danos mecânicos na parede celular e na membrana, causados

pela formação de cristais de gelo extra e intracelulares;

c) aumento da viscosidade do material celular, como conseqüência

direta da concentração da água na forma de cristais de gelo;

d) perda de gases citoplasmáticos, como oxigênio e gás carbônico.

Esta perda de oxigênio suprime a respiração em células

aeróbias;

e) mudanças no pH da matéria celular de 0,3 a 2,0 unidades para

mais ou para menos;

f) mudanças na concentração de eletrólitos celulares, como

conseqüência da concentração da água na forma de cristais de

gelo;

g) alteração no estado coloidal do protoplasma celular, devido ao

desbalanço eletrolítico causado pela desidratação;

h) desnaturação das proteínas celulares, como conseqüência da

diminuição do conteúdo de água e da concentração de eletrólitos

(Baust, 1963; El-Kest & Marth, 1992; Jay, 2000).
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Algumas destas hipóteses não foram completamente investigadas

até o momento, mas sabe-se que a ocorrência destes efeitos é influenciada por

vários fatores.

3.5.1.2 Fatores que afetam comportamento dos microrganismos
             durante o congelamento
Os principais fatores que afetam a resistência ou a susceptibilidade

dos microrganismos durante o congelamento são:

a) velocidade de congelamento: o congelamento rápido é menos

prejudicial para as células dos microrganismos que o

congelamento lento (Geiges, 1996). No congelamento rápido a

temperatura do alimento é reduzida para -18ºC a -20ºC em 30

minutos, o que favorece a formação de pequenos cristais de

gelo, porém no congelamento lento (freezer doméstico) onde a

temperatura é atingida em 3 a 72 horas, ocorre a formação de

grandes cristais de gelo (Jay, 2000). A formação de grandes

cristais de gelo causa danos mecânicos na célula microbiana

(Delazari, 1980).

b) Temperatura de congelamento: as temperaturas de

congelamento muito baixas como -20ºC são menos prejudiciais

para os microrganismos do que temperaturas médias como -

10ºC (Geiges, 1996; Jay, 2000). Na maioria dos casos, para

temperaturas abaixo de -10ºC, quanto mais baixas, menos

efetivas se tornam em relação à destruição de microrganismos

(Delazari, 1980). Mais microrganismos são destruídos a -4ºC do
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que a -15ºC ou menos, sendo que temperaturas abaixo de  -24ºC

parecem não ter nenhum efeito significativo (Jay, 2000). A razão

pela qual as temperaturas superiores a -10ºC são mais letais

para os microrganismos, parece estar relacionada com o

processo de desnaturação das proteínas, que é menos intenso a

temperaturas mais baixas (Delazari, 1980).

c) Tempo de congelamento: a influência do tempo de congelamento

no comportamento dos microrganismos é bem conhecida e

alguns estudos têm demonstrado que a maior parte dos danos e

morte das células ocorre no início do período de congelamento,

ou seja nas duas primeiras semanas (Speck & Ray, 1977;

Delazari, 1980).

d) Velocidade e temperatura de descongelamento:  o processo de

descongelamento é importante na sobrevivência dos

microrganismos. Quanto mais rápido for o descongelamento,

maior o número de microrganismos sobreviventes (Geiges, 1996;

Jay, 2000). Além disso repetidos ciclos de congelamento e

descongelamento podem causar a destruição das células devido

à ruptura da membrana celular (Yamamoto & Harris, 2001).

e) Características do alimento: a composição do alimento pode

aumentar ou diminuir a resistência dos microrganismos ao

congelamento. De maneira geral, a resistência diminui em

alimentos que contenham íons, sais orgânicos e ácidos (Delazari,

1980; Demchick et al., 1982). E aumenta em alimentos ricos em
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proteína, lipídios e carboidratos, pois estes constituintes exercem

um efeito crioprotetor nas células microbianas (Delazari, 1980;

Palumbo & Willliams, 1991; Geiges, 1996, Jay, 2000, Archer,

2004). Alguns autores sugerem que este efeito protetor deve-se

ao fato de que os componentes se ligam à água, diminuindo a

formação de cristais de gelo ou, envolvem a superfície da célula,

protegendo-a (Morichi et al., 1963; El-Kest & Marth, 1992). Além

dos constituintes naturalmente presentes nos alimentos, alguns

aditivos também podem conferir este efeito (Archer, 2004).

f) Tipo de bactéria: de modo geral, as bactérias Gram negativas

são mais sensíveis ao congelamento do que as Gram positivas

(Speck & Ray, 1977; Farrel & Upton, 1978; Delazari, 1980). Os

endosporos e as toxinas dos microrganismos, aparentemente,

não são afetadas por temperaturas de congelamento (Georgala &

Hurst, 1963).

g) Fase de crescimento da bactéria: bactérias na fase estacionária

de crescimento apresentam maior resistência ao congelamento

do que bactérias na fase logarítmica de crescimento (Mackey et

al., 1980; Geiges, 1996).

O grande número de fatores que influenciam no comportamento dos

microrganismos durante o congelamento dificultam o estabelecimento de um

padrão de comportamento o qual seja expressado por todos os

microrganismos. Dessa forma, são necessárias pesquisas específicas para

determinar as condições apropriadas de congelamento, levando em
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consideração as características do alimento e dos microrganismos presentes

no mesmo.

3.5.1.3 Mecanismos de resistência dos microrganismos ao
congelamento

Alguns microrganismos desenvolvem certos mecanismos de

resistência como resposta ao choque frio e esses são citados abaixo:

1)  modificações na composição de ácidos graxos da membrana

citoplasmática;

2) produção de proteínas de choque frio (CSP – cold shock

proteins);

3) absorção de solutos como betaína, prolina e carnicina, os quais

funcionam como osmopropetores (Forsythe, 2000).

Entre os principais mecanismos, a produção de CSP e as

modificações nos ácidos graxos da membrana são os mais estudados até o

momento.

Os microrganismos modificam a composição de ácidos graxos da

membrana citoplasmática com a finalidade de manter a sua fluidez e

funcionalidade, características estas necessárias para a sobrevivência e

crescimento dos mesmos. Normalmente, ocorrem alterações tais como:

a) aumento da quantidade de ácidos graxos insaturados,

acompanhada ou não da diminuição dos saturados; sendo que

insaturações cis contribuem mais para o aumento da fluidez do

que as insaturações trans.
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b) aumento na quantidade de ramificações anteiso e iso, com as

anteiso contribuindo mais do que as iso;

c) diminuição no tamanho da cadeia de ácidos graxos (Russel,

1989).

A contribuição de cada uma destas alterações para o aumento da

fluidez, ocorre na seguinte ordem decrescente de importância: aumento de

insaturações cis, aumento de ramificações anteiso e iso, aumento nas

insaturações trans e, por último, a diminuição do tamanho da cadeia (Russel,

2002).

Cada microrganismo possui uma composição de lipídios na

membrana, a qual está adaptada à faixa de temperatura particular de

crescimento. O mesmo nível de fluidez da membrana pode ser mantido por

diferentes combinações de ácidos graxos, portanto bactérias com

comportamento similar em baixas temperaturas podem ter uma composição

lipídica muito diferente. Estas diferenças podem ser influenciadas por

diferenças filogenéticas, por capacidades metabólicas distintas e por interações

lipídio-proteína específicas de cada bactéria (Russel, 2002).



4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Instalações

O armazenamento das amostras de hambúrguer de frango e as

análises microbiológicas foram realizadas no Laboratório de Microbiologia de

Alimentos do Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS). A

extração de ácidos graxos das culturas bacterianas e a análise cromatográfica

dos mesmos foram realizadas no Laboratório de Bioquímica de Alimentos do

ICTA/UFRGS e no Laboratório de Equipamentos Especiais do ICTA/UFRGS,

respectivamente.

4.2 Meios de cultura, diluentes e reagentes

Os meios de cultura e diluentes utilizados foram da Merck

(Darmstad, Alemanha), da Oxoid (Basingstoke, Inglaterra) ou da Difco (Detroit,

EUA) e os reagentes da Merck (Darmstad, Alemanha) e da Nuclear (Diadema,

São Paulo). A composição e o modo de preparo dos meios de cultura, dos

diluentes e soluções utilizadas neste trabalho estão descritos no Apêndice 1.
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4.3 Seleção e armazenamento dos hambúrgueres de frango

Os hambúrgueres de frango utilizados neste trabalho foram

hambúrgueres crus comercializados congelados, de uma mesma marca

comercial. A composição dos hambúrgueres utilizados, conforme informação

do fabricante, era de 10,7% de gorduras totais, 17,9% de proteínas, 1,8% de

carboidratos, 0,8% de sódio e porcentagens menores de ferro e cálcio. Os

hambúrgueres foram comprados em supermercados de Porto Alegre–RS,

sendo que no momento da compra o

estado de congelamento dos mesmos foi avaliado sensorialmente (visão e

tato). Os hambúrgueres foram imediatamente transportados para o laboratório

em caixas isotérmicas e armazenados em freezer a –18ºC ± 2ºC até o

momento dos experimentos. A temperatura do freezer utilizado foi monitorada

diariamente, durante todo o período de armazenamento, através de um

termômetro de mercúrio (Incoterm, Porto Alegre, Brasil).

4.4 Avaliação da qualidade microbiológica dos hambúrgueres

Antes dos experimentos que envolveram a contaminação artificial

dos hambúrgueres, a presença de Salmonella spp. e a quantificação de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram avaliadas em um hambúrguer

de frango (56g) de cada uma das caixas utilizadas, as quais continham 12

hambúrgueres cada uma. As avaliações microbiológicas foram realizadas

segundo os métodos recomendados por FDA (1992). As caixas que continham

amostra contaminada com Salmonella spp., Escherichia coli ou Staphylococcus
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aureus não foram utilizadas nos experimentos, sendo que  novas caixas de

lotes diferentes foram compradas e analisadas novamente.

4.5 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho e as suas fontes

estão apresentadas na Tabela 1. As linhagens utilizadas foram obtidas da

Coleção de Culturas do Laboratório de Microbiologia de Alimentos do

ICTA/UFRGS, com exceção da cultura de Escherichia coli (ECHC), a qual foi

gentilmente cedida pelo Dr. Delmar Bizani (Laboratório de Bioquímica de

Alimentos do ICTA/UFRGS).

TABELA 1: Linhagens bacterianas utilizadas e suas fontes
Linhagem Fonte

Escherichia coli (ECHC) Isolada de cistite humana

Staphylococcus aureus (SAFH) Isolada da cavidade nasal de
um manipulador de alimentos

Salmonella Enteritidis (SE86) Isolada de alimento envolvido
em surto de salmonelose

Escherichia coli ATCC 25972

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Salmonella Enteritidis ATCC 13076
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4.6  Preparo dos Inóculos

Antes de cada experimento, as culturas que estavam armazenadas

em glicerol a -15ºC, foram transferidas para caldo Infusão de Cérebro e

Coração - BHI (Merck) e incubadas com agitação a 37ºC, por  18-24h.

Para avaliar a pureza das culturas foi realizado o isolamento por

esgotamento em ágar Infusão de Cérebro e Coração (BHI), coloração de Gram

e as provas bioquímicas específicas para cada microrganismo, segundo FDA

(1992). As provas bioquímicas utilizadas estão apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2:  Provas bioquímicas utilizadas para avaliar a
          pureza das culturas bacterianas

Microrganismo         Provas bioquímicas

Escherichia coli Produção de indol
Vermelho de metila (VM)
Voges-Proskauer (VP)
Citrato

Staphylococcus aureus Coagulase

Salmonella spp. Ágar três açúcares e ferro (TSI)
Ágar lisina e ferro (LIA)

Foi realizada também a quantificação das culturas puras em placas

com ágar Padrão para Contagem – PCA (Oxoid), para que a partir desta

quantificação fosse estabelecida a diluição utilizada para o inóculo .

As culturas puras foram novamente ativadas em caldo Infusão de

Cérebro e Coração – BHI, com incubação/agitação a 37ºC por 18-24h. Depois

de ativadas as culturas foram diluídas 1:10 em água peptonada 0,1%, de forma

que fosse obtida uma concentração de células de aproximadamente 7 log10
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UFC/ml. O número de células dos inóculos foram confirmados através do

cultivo em placa com ágar BHI.

4.7 Contaminação dos hambúrgueres de frango

No interior de uma câmara de fluxo laminar, os hambúrgueres (56g),

foram descongelados em temperatura ambiente, por 30 minutos, colocados em

um Becker de 500mL estéril e foram inoculados com 5,6mL da suspensão de

células de Escherichia coli (ECHC), Staphylococcus aureus (SAFH) e de

Salmonella Enteritidis (SE86), contendo aproximadamente 7 log10 UFC/ml.

Cada microrganismo foi inoculado separadamente e os inóculos foram

misturados na massa de hambúrguer com o auxílio de uma espátula estéril. Os

hambúrgueres contaminados foram transferidos e enformados em placas de

Petri estéreis (Figura 2). Foi separada uma amostra para quantificação dos

microrganismos no tempo 0 (sem armazenamento congelado) e as demais

placas foram armazenadas em freezer a -18ºC ± 2ºC, por 28 dias. A

temperatura do freezer foi monitorada diariamente, durante todo o período de

armazenamento, utilizando-se um termômetro de mercúrio (Incoterm).

                        FIGURA 2: Hambúrguer de frango contaminado
                                           com S. Enteritidis
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4.8  Avaliação  da  sobrevivência dos microrganismos em

hambúrguer  de   frango durante o  armazenamento a -18oC

Para avaliar a sobrevivência dos microrganismos durante o

armazenamento a -18oC foram coletadas porções de hambúrguer contaminado

e analisadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento.

A porção equivalente a um hambúrguer (56g) foi descongelada em

temperatura ambiente por 30 minutos, no interior de uma câmara de fluxo

laminar, e então procedeu-se a pesagem assepticamente, de uma amostra de

25g (para análise de E. coli e S. Enteritidis) e de 10g (para análise de S.

aureus). Estas amostras foram acondicionadas em saco plástico estéril e

homogeneizadas em 225mL ou 90mL de água peptonada 0,1% estéril em um

homogeneizador tipo “stomacher”, obtendo-se dessa maneira a diluição 1:10, a

partir da qual foram preparadas as diluições decimais subseqüentes com água

peptonada 0,1% para as amostras contaminadas com E. coli e S. aureus e com

água peptonada tamponada 1,0% para amostras contaminadas com S.

Enteritidis.

As amostras de hambúrguer diluídas foram semeadas nos meios de

cultura específicos para cada um dos microrganismos estudados neste

trabalho.

4.8.1 Contagem de Escherichia coli

Para essa contagem utilizou-se o ágar Cristal Violeta Vermelho

Neutro Bile – VRBA (Oxoid) com a técnica de semeadura em profundidade com

sobrecamada.
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Adicionou-se 1mL das diluições em placas de Petri estéreis e

misturou-se com aproximadamente 15mL de VRBA, previamente dissolvido e

resfriado a 45ºC. Após a solidificação, uma sobrecamada de 3-4mL do mesmo

meio foi adicionada. As placas foram incubadas invertidas em estufa a 44-45ºC

por 24 horas. Após o período de incubação foi realizada a contagem apenas

das placas que continham de 25 a 250 colônias típicas de coliformes fecais, ou

seja que apresentavam colônias roxo-avermelhadas com diâmetro de 1,0mm

ou mais e rodeadas por um halo de mesma coloração, diferenciando-se assim,

das colônias típicas de coliformes não fecais nessa temperatura de incubação,

as quais são pequenas (< 0,5mm) e sem halo (Klein & Fung, 1976).

4.8.2 Contagem de Staphylococcus aureus

Para essa contagem foi utilizado o ágar Baird Parker (Merck),

adicionado de emulsão de gema de ovo e solução de telurito de potássio 1%,

com a técnica de semeadura em superfície.

Adicionou-se 0,1mL das diluições em placas contento o ágar Baird

Parker. As placas foram incubadas invertidas a 37ºC durante 48 horas (FDA,

1992). Após o período de incubação foi realizada a contagem das placas

contendo de 25 a 250 colônias típicas de S. aureus, ou seja, colônias convexas

de 1-5mm de diâmetro, de cor preta com brilho, delimitada por uma borda

opaca envolvida por uma zona clara de 2-5mm (Merck, 2000).
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4.8.3 Contagem de Salmonella Enteritiids

Para a contagem de Salmonella Enteritidis foi utilizado o método do

Número mais Provável (NMP) descrito por Dufrene et al. (2001) com

modificações, o qual é descrito a seguir.

Os 225mL das diluições 10-7 e 10-8, foram distribuídos

assepticamente em três tubos de 50mL, três tubos de 5mL e três tubos de

0,5mL, sendo que aos tubos de 0,5mL foram adicionados 5mL de água

peptonada tamponada 1,0%. As séries de três tubos foram incubadas a 37ºC

por 18 ± 2h. Depois do período de incubação foi transferido 0,1mL de cada um

dos tubos da série e colocado em tubos contendo 10mL de caldo Rappaport

Vassiliadis, estes foram incubados a 42-43ºC por 24 a 48h. Depois de 24h ou

48h os inóculos dos tubos que apresentaram crescimento foram semeados em

estrias na superfície do ágar Verde Brilhante e incubados a 37ºC por 24h.

Após o período de incubação, os tubos com crescimento e que

apresentaram colônias típicas de Salmonella spp. no ágar Verde Brilhante,

foram considerados positivos. A partir deste resultado o número de Salmonella

Enteritidis foi calculado, utilizando-se uma tabela de NMP para combinações de

três tubos e quantidades de amostra de 10,0; 1,0 e 0,1 mL, com intervalo de

confiança de 95%, segundo recomendado pela FDA (1984) no Bacteriological

Analytical Manual.
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4.9 Avaliação da influência do descongelamento do hambúrguer

      de frango na sobrevivência dos microrganismos

Com o propósito de investigar se durante o descongelamento dos

hambúrgueres artificialmente contaminados, houve crescimento ou morte dos

microrganismos, foi realizada a contagem dos microrganismos durante o

período de descongelamento.

Foi retirada do freezer uma amostra de hambúrguer artificialmente

contaminada, a fim de serem realizadas contagens de cada um dos

microrganismos, separadamente. As contagens foram feitas nos tempos 0, 10,

20 e 30 minutos de descongelamento em temperatura ambiente. As contagens

de S. aureus (SAFH) e E. coli (ECHC) foram realizadas segundo os métodos

recomendados por FDA (1992). Para a contagem de S. Enteritidis foi utilizado o

método do Número mais Provável (NMP) descrito por Dufrene et al. (2001).

4.10 Avaliação  da  sobrevivência dos  microrganismos em água

peptonada 0,1% durante  o armazenamento a -18oC

Para avaliar se os componentes do hambúrguer de frango

(proteínas, gorduras, etc.) conferem algum efeito crioprotetor nas células dos

microrganismos, os mesmos foram congelados em água peptonada 0,1% e as

taxas de sobrevivência foram comparadas com a das células que foram

inoculadas em hambúrguer de frango.

As culturas de E. coli (ECHC), S. aureus (SAHF), E. coli ATCC

25972 e S. aureus ATCC 25923 foram cultivadas, separadamente em 10mL de

caldo BHI (Merck) a 37ºC por 18-24h. Depois da incubação, as células foram
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centrifugadas a 10.000rpm por 3min. e o sobrenadante foi removido. As células

foram ressuspendidas em 9mL de água peptonada 0,1% e diluídas até a

obtenção de uma concentração final de aproximadamente 6 log10 UFC/mL. A

concentração inicial de células nas culturas de cada microrganismo foi

determinada anteriormente pela quantificação em placa com ágar BHI (Merck).

Foi transferido 1,0mL da suspensão de células com

aproximadamente 6 log10 UFC/mL para nove tubos de micro-centrífuga de

1,5mL. Um tubo foi separado para ser realizada a quantificação no tempo zero

(sem armazenamento congelado) e os demais tubos foram armazenados em

freezer a -18ºC.

As culturas de S. Enteritidis (SE86) e de S. Enteritidis ATCC 13076

foram submetidas aos mesmos procedimentos de cultivo e centrifugação, mas

foram diluídas para obter uma concentração final de 6 log10 UFC/mL em nove

frascos Erlenmeyers contendo 250mL de água peptonada 0,1%. Foi separado

um frasco para ser realizada a quantificação no tempo zero (sem

armazenamento congelado) e os demais frascos foram armazenados em

freezer a –18ºC.

Para realizar a contagem do número de células de cada bactéria,

foram retiradas amostras de 1mL (para E.coli e S. aureus) e 250mL (para S.

Enteritidis) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento. As

amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, diluídas

decimalmente em água peptonada 0,1 % (para E.coli e S. aureus) ou em água

peptonada tamponada 1,0% (para S. Enteritidis) e semeadas nos meios de

cultura específicos para cada microrganismo.
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4.10.1 Contagem de Escherichia coli

Para essa contagem utilizou-se o ágar Cristal Violeta Vermelho

Neutro Bile – VRBA (Oxoid), com a técnica de semeadura em profundidade

com sobrecamada, conforme já foi descrito no item 4.8.1.

4.10.2 Contagem de S. aureus

Para essa contagem foi utilizado o ágar Baird Parker (Merck),

adicionado de emulsão de gema de ovo e solução de telurito de potássio 1%, o

mesmo utilizado para contagem deste microrganismo inoculado em

hambúrguer de frango (item 4.8.2), porém a técnica de semeadura utilizada foi

a técnica de gota, segundo Miles & Misra (1938).

As placas contendo o meio Baird Parker foram divididas em 6 partes

iguais e em cada uma das partes foi inoculado 20µL da diluição. Esta técnica

possibilita, portanto, que sejam semeadas duas diluições em triplicata em uma

única placa. As placas depois de totalmente secas foram incubadas invertidas

a 37ºC por 48h. Depois do período de incubação foi realizada a contagem das

colônias típicas de S. aureus (item 4.8.2) em cada uma das partes da placa. O

número de unidades formadoras de colônia (UFC) encontrado em cada parte,

foi multiplicado por 50,  para obter-se o número de UFC em 1mL.

4.10.3 Contagem de Salmonella Enteritidis

Para a contagem de Salmonella Enteritidis foi utilizado o método do

Número mais Provável (NMP) descrito por Dufrene et al. (2001), conforme já foi

descrito no item 4.8.3.
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4.11 Análise da composição de ácido graxos

Neste trabalho foi avaliado também se as bactérias estudadas

desenvolveram resistência ao choque frio devido a alterações na composição

de ácidos graxos das células bacterianas.

4.11.1 Preparo das culturas para extração dos ácidos graxos

As culturas puras de cada bactéria foram cultivadas em caldo

Infusão de Cérebro e Coração – BHI, com incubação/agitação a 37ºC por 18-

24h. Depois da incubação, um tubo contendo a cultura de cada bactéria foi

separado para extração de ácidos graxos e outro tubo com a mesma bactéria

foi armazenado em freezer a –18ºC, por 24h.

Antes da extração de ácidos graxos, as suspensões de células

foram transferidas para tubos de micro-centrífuga e centrifugadas a 10.000rpm,

por 3min., sendo então lavadas duas vezes com solução salina 0,85%.

4.11.2 Extração de ácidos graxos

As células foram submetidas as reações de saponificação e

metilação e os metil ésteres dos ácidos graxos foram extraídos, como descrito

abaixo.

Depois da lavagem das células o sobrenadante  foi desprezado e ao

precipitado foi adicionado, aos poucos, 2mL de metanol/NaOH (reagente 1). O

precipitado juntamente com o reagente 1 foi transferido para um tubo de ensaio

com tampa de teflon. Este tubo foi levado ao banho-maria a 100ºC, por 5min.

Em seguida, o tubo foi agitado em um agitador magnético e foi levado



33

novamente para o banho-maria, onde permaneceu  por mais 25min, a 100ºC.

Depois deste período, o tubo foi retirado do banho-maria e foi deixado em

temperatura ambiente até esfriar. Depois de resfriado foi adicionado ao tubo

4mL da solução metanol/HCl 6N (reagente 2) e este foi colocado no banho-

maria a 80ºC, por 15min. O tubo foi deixado em temperatura ambiente até

esfriar e foi adicionado de 4mL da solução de hexano/éter metil tert-butil

(reagente 3), sendo então agitado e, depois da separação das fases, removeu-

se a fase superior. Esta fase foi transferida para outro tubo de ensaio e foram

adicionados 4mL de NaOH 0,3M (reagente 4). Em seguida, esperou-se a

separação de fases e removeu-se a fase de cima (solvente + ácidos graxos).

Esta fase foi transferida para dois tubos de micro-centrífuga e estes foram

deixados abertos em temperatura ambiente até que todo solvente fosse

evaporado (Buyer, 2002).

Depois que o solvente evaporou os tubos foram fechados e

armazenados em freezer até o momento da análise por cromatografia gasosa.

4.11.3 Cromatografia gasosa

As amostras contendo os metil ésteres de ácidos graxos foram

dissolvidas em 10µL de hexano e 1µL foi injetado manualmente com

micropipeta em um cromatógrafo  a gás da marca Shimadzu (Japão) modelo

GC14B. Foi utilizado um detector de ionização de chama (250ºC) e a pressão

aplicada foi de 100kPa. O gás de arraste foi o hidrogênio e a coluna utilizada foi

uma DB1 com 30m de comprimento, 0,25mm de largura e 0,25µm de
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espessura de filme. A temperatura de rampa foi de 150ºC por 4min. até atingir

250ºC com uma razão de 4ºC/min.

A composição de ácidos graxos das bactérias estudadas foi

determinada através da comparação dos tempos de retenção com um padrão.

O padrão utilizado foi o Bacterial Acid Methyl Esters – BAME (Supelco,

Bellefonte, EUA ).

A proporção de ácidos graxos de cada bactéria foi obtida a partir

da área proporcional ao pico correspondente a cada ácido graxo.

4.12 Análise Estatística

Todos os experimentos realizados para avaliar a sobrevivência dos

microrganismos foram repetidos, pelo menos duas vezes, sendo todos os

resultados provenientes de contagens em triplicatas.

As contagens em UFC/g ou mL e em NMP/g ou mL obtidas em cada

experimento foram transformadas em log10, antes de serem analisadas

estatisticamente.

A análise estatística foi realizada com o auxílio do Núcleo de

Assistência Estatística da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

utilizando o software “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS),

versão 12.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Adotou-se o nível de significância de 5% em todo tratamento

estatístico dos dados.

Para avaliar se houve variações estatisticamente significativas entre

as contagens nos diferentes tempos de armazenamento congelado, entre os
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dois meios de inoculação (água peptonada e hambúrguer de frango) e entre os

microrganismos, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) para medidas

repetidas.

Através da análise de variância para medidas repetidas, avalia-se

grupos de variáveis dependentes que representam medidas diferentes de um

mesmo atributo, quando estas medidas são realizadas repetidas vezes para o

mesmo caso. Utilizando este modelo pode-se investigar interações entre os

fatores (tratamento), bem como, os efeitos de fatores individuais.



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. Qualidade  microbiológica  dos  hambúrgueres de frango

A contaminação naturalmente presente nas amostras de

hambúrguer de frango foi avaliada antes da sua utilização neste trabalho. Este

procedimento foi realizado a fim de evitar possíveis interferências nos

experimentos. Os resultados demonstraram que 50% das 12 amostras de

hambúrguer testadas apresentaram contaminação com S. aureus ou

representantes da família Micrococcaceae (Tabela 3). As amostras que

apresentaram estas contaminações não foram utilizadas nos experimentos,

uma vez que tais microrganismos poderiam crescer no meio de cultivo utilizado

para o isolamento de S. aureus. Por não ser o objetivo deste trabalho, as

bactérias contaminantes não foram identificadas completamente, sendo

consideradas apenas como membros da família Micrococcaceae.

Dentre as 12 amostras analisadas, quatro apresentaram S. aureus,

sendo que as contagens foram de 1,2x102 a 8,0x102 UFC/g. Tais valores são

inferiores ao limite estabelecido para hambúrgueres pela legislação brasileira,

Resolução RDC nº 12 de 2001 (Brasil, 2001), o qual é de 5x103 UFC/g. Nas 12

amostras analisadas não foi encontrada contaminação por Salmonella spp. ou

por coliformes fecais (E. coli).
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O número expressivo de amostras (50%) com contaminação por

bactérias da família Micrococcaceae, provavelmente deve-se ao fato de que as

indústrias não direcionam medidas específicas para o controle destes

microrganismos, o que ocorre para outros microrganismos como o S. aureus, a

Salmonella spp. e os coliformes fecais, exigidos pela legislação ou pelo

mercado externo.

TABELA 3: Qualidade microbiológica dos hambúrgueres de frango
CONTAGENS (UFC/g)

AMOSTRA S. aureus E. coli Salmonella
spp.

Micrococcaceae

1 N.D N.D N.D N.D
2 N.D N.D N.D N.D
3 N.D N.D N.D N.D
4 N.D N.D N.D 1,1x 103

5 N.D N.D N.D 3,2x104

6 1,2x102 N.D N.D 9,8x102

7 3,8x102 N.D N.D 1,1x103

8 N.D N.D N.D N.D
9 6,5x102 N.D N.D 4,5x103

10 8,0x102 N.D N.D 1,0x103

11 N.D N.D N.D N.D
12 N.D N.D N.D N.D

N.D: Não detectado

5.2 Influência do descongelamento do hambúrguer de frango na

      sobrevivência dos microrganismos

Considerando que o descongelamento do hambúrguer de frango foi

necessário para uma melhor homogeneização da amostra com o diluente, o

comportamento dos microrganismos durante o período de 30 minutos de

descongelamento em temperatura ambiente foi avaliado.
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Os resultados encontrados demonstraram que não houve

multiplicação ou morte expressiva dos microrganismos durante o período de

descongelamento do hambúrguer de frango, uma vez que não houve diferença

significativa (P>0,05) entre as contagens durante o período de

descongelamento (Tabela 4). Com base nesses resultados, pode-se dizer que

as diferenças encontradas entre as contagens obtidas nos diversos tempos de

armazenamento congelado não foram influenciadas pelos períodos de

descongelamento.

TABELA 4: Contagens  de  S. aureus  (SAFH),  E. coli  (ECHC)
                    e  S. Enteritidis  (SE86) durante o descongelamento

de hambúrguer de frango, em temperatura ambiente
Contagens*

(log10 UFC/g ou NMP/g)

Tempo de

descongelamento

S. aureus

(SAFH)

E. coli

(ECHC)

S. Enteritidis

(SE86)

0 5,90a 4,66b 6,95c

10 6,20a 4,63b 7,15c

20 6,28a 4,69b 7,04c

30 5,99a 4,64b 6,95c

* Os  valores  representam  a  média  de  dois experimentos com
contagens em triplicatas.
a, b, c  Valores  com  letras  iguais  na  mesma coluna não diferem
significativamente entre si (P>0,05).
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5.3 Sobrevivência dos microrganismos em hambúrguer de

frango durante o armazenamento a -18oC

Foram observadas reduções nas populações de todas as bactérias

testadas, contudo um elevado número de sobreviventes foi encontrado mesmo

depois de 28 dias de armazenamento a -18oC.

De modo geral, observou-se uma redução média de menos de 1

unidade logarítmica (log10) no número de células artificialmente inoculadas nos

hambúrgueres de frango (Figura 3).

FIGURA 3: Sobrevivência de E. coli ECHC (♦), S. Enteritidis
SE86 (•)  e  S. aureus   SAFH   (∇)   em
hambúrguer  de   frango armazenado -18ºC por
28 dias.
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A população inicial de E. coli (ECHC) de 6,23 ± 0,48 log10 UFC/g,

apresentou uma redução média de 0,63 log10 UFC/g, depois de 28 dias de

armazenamento a -18ºC (Tabela 5). Resultados similares foram encontrados

por Doyle & Schoeni (1984), quando investigaram a sobrevivência de

Escherichia coli O157:H7 em hambúrguer bovino armazenado a -20ºC, por 9

meses. Estes pesquisadores observaram uma redução de 0,50 log10 UFC/g na

população inicial de aproximadamente 6,70 log10 UFC/g. Da mesma forma,

Sage & Inghan (1998) demonstraram reduções de 0,62 a 2,52 log10 UFC/g na

população de 6,00 log10 UFC/g de E. coli O157:H7 inoculada em hambúrguer

bovino congelado a - 20 ºC, por 24 horas.

TABELA 5 : Reduções no número de células de E. coli,  S. aureus e
     S. Enteritidis  em hambúrguer  de frango  armazenado a

                                     -18º C, por 28 dias
Redução* (log10  UFC/g ou NMP/g)Tempo de

armazenamento E. coli S. aureus S. Enteritidis

1 0,61 0,50 0,53

2 0,52 0,83 -

3 0,41 0,93 0,10

4 0,35 0,66 -

7 0,59 0,63 0,37

14 0,94 0,59 0,10

21 1,01 0,67 0,13

28 0,61 0,99 0,46

Média 0,63a 0,73a 0,26b

* As reduções foram calculadas comparando as contagens em cada
tempo de armazenamento a -18oC com as contagens iniciais (tempo
zero).
a,b Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05)

                 entre si.
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A população inicial de S. aureus (SAFH) de 6,46 ± 0,64 log10 UFC/g,

demonstrou uma redução média de 0,73 log10 UFC/g (Tabela 5). Resultados

similares foram apresentados por Teagasc (1997), avaliando a sobrevivência

de S. aureus em carne moída congelada a -35ºC, durante 10 semanas. Esse

autor encontrou uma redução de 0,66 log10 UFC/g na população inicial, a qual

era de  aproximadamente 6,00 log10 UFC/g.   

Neste trabalho, observou-se uma redução de apenas 0,26 log10

NMP/g na população inicial de 7,46 ± 0,71 log10 NMP/g de S. Enteritidis

congelada em hambúrguer de frango (Tabela 5). De acordo com Raj & Liston

(1961), Salmonella spp. são conhecidas pela sua tolerância ao congelamento.

Como exemplo disso, S. Typhimurium demonstrou grande estabilidade quando

inoculada em peixe congelado a -17,9ºC por mais de um ano. Esse

microrganismo também mostrou ser resistente ao congelamento a -20ºC em

hambúrguer bovino, mas foi muito susceptível a repetidos ciclos de

congelamento e descongelamento (Georgala & Hurst, 1963). Por outro lado,

reduções maiores a aquelas encontradas neste trabalho foram demonstradas

por outros pesquisadores, por exemplo: Teagasc (1997) encontrou uma

redução de 0,88 log10 NMP/g na população de Salmonella Kentucky congelada

em carne moída a -35ºC, por 10 semanas. Um decréscimo maior ainda foi

encontrado por Escartin et al. (2000) quando estudaram a redução no número

de Salmonella spp. em carne suína congelada a  -15ºC. Estes pesquisadores

encontraram uma redução de 3,00 log10 NMP/g, depois de 78 semanas de

congelamento.
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Não houve diferença significativa (P>0,05) entre as reduções médias

de S. aureus (SAFH) e de E. coli (ECHC). Apenas a redução do número de S.

Enteritidis (SE86) diferiu significativamente das demais, uma vez que foi o

microrganismo que demonstrou a menor taxa de redução encontrada no nosso

trabalho. Considerando que esta bactéria foi isolada de um alimento envolvido

em surto de salmonelose e que de acordo com Geimba et al. (2004), esta

linhagem apresenta características genotípicas específicas de S. Enteritidis

assumidas como virulentas isoladas no Rio Grande do Sul, a resistência ao

congelamento pode estar relacionada com as propriedades de virulência desse

microrganismo.

Se forem analisadas as reduções encontradas nos microrganismos

inoculados em hambúrgueres, pode-se dizer que tais resultados contrariam o

bem conhecido pressuposto de que bactérias Gram negativas sobrevivem

menos ao congelamento que Gram positivas (Speck & Ray, 1977, Sheridan

1982, Lund, 2000). No entanto, Archer (2004) tem demonstrado que algumas

bactérias Gram negativas podem sobreviver bem em alimentos congelados,

dependendo da composição da matriz do alimento e de outros fatores,

justificando assim, que patógenos alimentares Gram negativos estejam

associados a grande maioria dos surtos de toxinfecções relacionados com o

consumo de alimentos congelados.
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5.4 Sobrevivência dos microrganismos em água peptonada

0,1% durante o armazenamento a -18oC

A população inicial de E. coli (ECHC), a qual  era de 5,46 ± 0,31

log10 UFC/mL, apresentou redução média de 1,63 log10 UFC/mL, enquanto que

a contagem inicial de S. aureus (SAFH) de 6,30 ± 0,06 log10 UFC/mL foi

reduzida em 1,34 log10 UFC/mL. A população de S. Enteritidis (SE86),

inicialmente apresentando contagens médias de 6,63 ± 0,00 log10 NMP/mL,

demonstrou redução média de 0,85 log10 NMP/mL (Tabela 6).

E. coli ATCC 25972 apresentou uma redução média de 1,81 log10

UFC/mL na sua população inicial que era de 5,96 ± 0,10 log10 UFC/mL,

enquanto que a população inicial de S. aureus ATCC 25923 de 5,19 ± 0,02

log10 UFC/mL foi reduzida em 0,97 log10 UFC/mL. A contagem inicial de S.

Enteritidis ATCC 13076 de 6,36 ± 0,01 log10 NMP/mL, demonstrou uma

redução média de 1,08 log10 NMP/mL (Tabela 6).

Quando a sobrevivência dos isolados das três bactérias ECHC, SAFH,

SE86 foi comparada com os isolados ATCC, em água peptonada 0,1%

(Figuras 4, 5 e 6), observou-se que não houve diferença significativa (P>0,05)

entre E. coli (ECHE) e E. coli ATCC 25972 e também entre S. aureus (SAHF) e

S. aureus ATCC 25923. Contudo, houve diferença significativa entre S.

Enteritidis (SE86) e S. Enteritidis ATCC 13076.
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         TABELA 6. :  Reduções no número de células de E. coli  (ECHC e ATCC
25972), S. aureus (SAFH e ATCC 25923) e S. Enteritidis
(SE86 e ATCC 13076) armazenadas a -18oC em água
peptonada 0,1% por 28 dias

Reduções*
(log10 UFC/mL ou NMP/mL)

E. coli S. aureus S. Enteritidis

Tempo de
congelamento

ECHC ATCC
25972

SAFH ATCC
25923

SE86 ATCC
13076

1 1,11 0,30 0,75 0,77 0,27 0,41

2 1,66 1,68 1,73 0,41 - -

3 2,17 2,50 1,68 0,52 0,68 0

4 1,66 1,68 1,04 0,54 - -

7 1,61 1,69 0,51 2,01 2,03 0,41

14 2,44 2,26 2,53 0,77 0,25 1,00

21 0,91 2,46 2,26 1,09 0,59 1,89

28 1,44 1,86 0,93 1,64 1,27 2,76

Média 1,63 1,81 1,34 0,97 0,85 1,08

         * As reduções foram calculadas comparando as contagens em cada

tempo de armazenamento a -18oC  com as contagens iniciais (tempo

zero).
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FIGURA 4: Sobrevivência de E. coli ECHC (∇) e E. coli ATCC
25972 (•), em água peptonada 0,1%, durante
armazenamento a  -18ºC por 28 dias.

FIGURA 5: Sobrevivência de S. aureus SAFH (∇) e S. aureus
ATCC 25923 (•) em água peptonada 0,1%,
durante o armazenamento a -18ºC por 28 dias.
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5.5 Comparação da sobrevivência dos microrganismos em água

       peptonada com a sobrevivência em hambúrguer de frango

As reduções obtidas para cada microrganismo em água peptonada

0,1% foram significativamente (P<0,05) maiores do que as reduções

observadas em hambúrguer de frango. Isto pode ser observado nas figuras 7, 8

e 9 que mostram uma comparação entre a sobrevivência de cada uma das

bactérias em hambúrguer de frango e em água peptonada 0,1%.

FIGURA 6: Sobrevivência de S. Enteritidis SE86 (∇) e S.
Enteritidis ATCC 13076 (•) em água peptonada
0,1% durante o armazenamento a -18ºC por 28
dias
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FIGURA 7: Sobrevivência de E. coli ECHC em hambúrguer de
frango (ο) e em água peptonada 0,1% (■), durante
o armazenamento a - 18ºC por 28 dias.

FIGURA 8: Sobrevivência de S. aureus SAFH em
hambúrguer de frango (ο) e em água peptonada
0,1% (■), durante o armazenamento  a  - 18ºC
por 28 dias.
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Estes resultados sugerem um efeito protetor dos componentes do

hambúrguer sobre as células dos microrganismos testados. Teagasc (1997)

demonstrou que S. aureus inoculado em carne moída com 5% de gordura

sobreviveu menos (redução de 0,66 log10  UFC/g) ao armazenamento

congelado a -35ºC do que em carne moída com 50% de gordura (redução de

0,47 log10 UFC/g). Dykes & Moorhead (2001) constataram que a camada de

gordura sub-cutânea da carne ofereceu proteção para diferentes bactérias

durante o congelamento. No entanto, como esta proteção acontece ainda não

está bem esclarecido (El-Kest & Marth, 1992; Archer, 2004).

Uma vez que na composição dos hambúrgueres utilizados, conforme

informação do fabricante, os principais constituintes eram proteínas e gorduras,

FIGURA 9: Sobrevivência de S. Enteritidis SE86 em
hambúrguer de  frango (ο) e em água peptonada
0,1% (■), durante o armazenamento a -18ºC por 28
dias.
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as menores reduções verificadas nos hambúrgueres quando comparadas a

aquelas em água peptonada podem estar relacionadas, mais provavelmente,

ao efeito protetor destes dois constituintes. Contudo, demais estudos devem

ser direcionados a fim de comprovar este efeito.

No presente trabalho, observou-se que a  maior queda no número

de células de todas as bactérias ocorreu nas primeiras duas semanas de

congelamento (Figuras 7, 8 e 9), tanto em hambúrgueres quanto em água

peptonada 0,1%. Após esse período, o número de células permaneceu

praticamente inalterado. Outros autores também observaram que as maiores

reduções na população de diferentes bactérias ocorreram no estágio inicial (1-2

semanas) de congelamento (Speck & Ray, 1977; Teagasc, 1997; Semanchek

& Golden 1998).

5.6 Composição de ácidos graxos

Neste trabalho foi avaliado também se as bactérias estudadas

desenvolveram resistência ao choque frio devido a modificação da composição

dos ácidos graxos nas células bacterianas.

A composição de ácido graxos maioritários das bactérias estudadas

neste trabalho está apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7: Composição de ácidos graxos* de S. aureus,  E. coli e  S.
                Enteritidis submetidas ou não ao armazenamento a -18ºC

Tratamento/ Proporção de ácidos
graxos (%)Bactéria

Não Congelada Congelada

S. aureus (SAFH) -
-

C20:0 (16,7)

a-C15:0 (34,3)
C17:0∆ cis (14,6)

C20:0 (18,3)

S. aureus (ATCC 25923) -
C16:0 (5,9)

C20:0 (30,6)

a-C15:0 (12,0)
-

C20:0 (25,8)

E. coli (ECHC) C16:0 (3,8)
C20:0 (12,9)

C16:0 (16,3)
C20: 0 (15,5)

E. coli (ATCC 25972) -
-
-

C18:12 cis (6,2)
C20:0 (41,3)

C14:0 (8,9)
C16:0 (15,4)

C17:0∆ cis (6,7)
-

C20:0 (38,9)

S. Enteritidis (SE86) a-C15:0 (16,3)
C17:0∆ cis (6,2)

C20:0 (64,2)

-
-

C20:0 (77,6)

S. Enteritidis (ATCC 13076) -
a-C15:0 (21,3)

-
C17:0∆ cis (10,7)

C20:0 (53,2)

C14:0 (7,7)
-

C16:0 (23,4)
C17:0∆ cis (8,8)

C20:0 (19,7)

*  A  composição  corresponde  a  proporção  dos  ácidos  graxos
                     maioritários.

De forma geral, as principais alterações na composição dos ácidos

graxos de um microrganismo submetido a baixas temperaturas ocorrem na

membrana citoplasmática (Annous et al., 1997, Panoff et al., 1998, Chihib et al.,

2003). Segundo Russel (2002), a alteração na composição de ácidos graxos
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que mais contribui para manter a fluidez da membrana citoplasmática é o

aumento na proporção de ácidos graxos com insaturações cis, seguida pelo

aumento das ramificações anteiso e iso, aumento das insaturações trans e pela

diminuição no tamanho da cadeia de ácidos graxos.

A composição dos ácidos graxos maioritários de S. aureus (SAFH)

depois de congelado foi alterada com o surgimento de um ácido graxo anteiso

(a-C15:0) e de um ácido graxo insaturado (C17:0∆ cis), ambos em proporção

expressiva, porém observou-se que a proporção de ácidos graxos saturados

(C20:0) permaneceu praticamente inalterada depois do armazenamento a -

18oC. Em S. aureus ATCC 25923 pode-se considerar que também houve uma

mudança na composição de ácidos graxos, sendo que, neste caso ocorreu

uma diminuição importante na proporção de ácidos graxos saturados (C16:0 e

C20:0) acompanhada do aparecimento de um ácido graxo anteiso (a-C15:0).

Estas alterações sugerem que S. aureus (SAFH) e S. aureus ATCC 25923

desenvolveram o mecanismo de alteração dos ácidos graxos, provavelmente

da membrana citoplasmática, como resposta ao estresse causado pelo

armazenamento congelado.

Chihib et al. (2003), em um estudo no qual avaliaram o perfil de

ácidos graxos de duas linhagens de L. monocytogenes (Scott  A e CNL

895807) quando incubadas em diferentes temperaturas, encontraram

resultados semelhantes. Os pesquisadores observaram diferenças nas

alterações dos ácidos graxos entre as duas linhagens. Nestas bactérias foi

observado um aumento na quantidade de anteiso-C15:0 e um decréscimo na

quantidade de iso-C15:0 quando a temperatura de incubação diminuiu de 37ºC
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para 4ºC. Na linhagem Scott A houve um decréscimo na proporção de anteiso-

C17:0, enquanto que na linhagem CNL ocorreu um aumento deste mesmo

ácido graxo. No entanto, na L. monocytogenes CNL foi observado um

decréscimo expressivo nos ácidos graxos saturados C14:0 e C16:0, o que não

foi observado na linhagem Scott A.

Neste estudo, para E.coli (ECHC) observou-se apenas um aumento

na proporção de ácidos graxos saturados (C16:0 e C20:0) depois do

armazenamento a -18oC. E para E. coli ATCC 25972 um aumento na

proporção total de ácidos graxos saturados (C14: 0 + C16:0 + C20:00) depois

do armazenamento a -18oC, sendo que a proporção de ácidos graxos com

insaturações cis praticamente não foi alterada. Estes resultados não permitem

a compreensão do comportamento destes microrganismos durante o

armazenamento congelado, com relação a sua composição de ácidos graxos.

S. Enteritidis (SE86) demonstrou neste trabalho, um aumento na

proporção de ácidos graxos saturados (C20:0), acompanhado do

desaparecimento de ácidos graxos com ramificações anteiso e de ácidos

graxos com insaturações cis, depois do armazenamento a -18oC. Com base

nestes resultados, pode-se sugerir que este microrganismo, o qual apresentou

a maior taxa de sobrevivência durante o armazenamento congelado,

principalmente em hambúrguer de frango, não utiliza o mecanismo de alteração

da composição de ácidos graxos como principal modo de resistência ao

armazenamento congelado, ou que as alterações ocorridas nos ácidos graxos

deste microrganismo não puderam ser detectadas através da técnica de

análise cromatográfica utilizada neste trabalho.
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Para S. Enteritidis ATCC 13076 observou-se uma pequena redução

na proporção de ácidos graxos saturados que era de 53,2% e depois do

armazenamento a -18oC passou para 50,8% (C14:0 + C16:0 + C20:0). Esta

redução de ácidos graxos saturados foi acompanhada da redução na

proporção de ácidos graxos com insaturações cis (C17:0∆ cis) e do

desaparecimento do ácido graxo com ramificação anteiso (a-C15:0). A partir

deste resultado não foi possível explicar o comportamento deste microrganismo

durante o armazenamento congelado, com relação a composição de ácidos

graxos.

Microrganismos psicrotróficos freqüentemente se adaptam a

ambientes frios através da alteração da composição de lipídios de membrana,

mantendo a fluidez da mesma (Berry e Foegeding, 1997; Panoff et al., 1998). O

aumento na proporção de ácidos graxos ramificados tem sido descrita durante

a adaptação ao frio por linhagens de Listeria monocytogenes (Mazzotta e

Montville, 1997) e Bacillus cereus (Abriouel et al., 2002). Entretanto, quando E.

coli entra em fase estacionária, os ácidos graxos insaturados dos fosfolipídios

são convertidos em ciclopropanos derivados. Além disso, o fosfatidilglicerol é

derivado para cardiolipina e para a síntese de mureína, além de componentes

da membrana externa. Estas alterações contribuem para uma estrutura mais

rígida, menos fluida, que se acredita “isolar” o microrganismo do ambiente

desfavorável ao crescimento (DiRusso et al., 1999).



6. CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:

1- Houve redução nas populações de todas os microrganismos

testados,  contudo um elevado número de sobreviventes foi encontrado mesmo

depois de 28 dias de armazenamento a -18oC;

2- Quando os microrganismos foram congelados em hambúrguer de

frango não houve diferença significativa entre as reduções médias de S. aureus

(SAFH) e de E. coli (ECHC). Apenas a redução do número de S. Enteritidis

(SE86) diferiu significativamente das demais, uma vez que este foi o

microrganismo que demonstrou a menor taxa de redução encontrada neste

trabalho;

3- As reduções obtidas para cada microrganismo em água

peptonada 0,1% foram significativamente maiores do que as reduções

observadas em hambúrguer de frango. Sugerindo portanto, a existência de um

efeito protetor dos constituintes do hambúrguer de frango nas células dos

microrganismos.
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4- A redução mais pronunciada no número de células de todas as

bactérias estudadas ocorreu nas primeiras duas semanas de armazenamento a

-18oC, tanto em hambúrguer de frango quanto em água peptonada 0,1%;

     5- Quando a sobrevivência dos isolados das três bactérias ECHC,

SAFH, SE86 foi comparada com os isolados ATCC, em água peptonada 0,1%,

houve diferença significativa apenas entre S. Enteritidis (SE86) e S. Enteritidis

ATCC 13076.

6- Ocorreram alterações expressivas na composição de ácidos

graxos de S. aureus (SAFH) e S. aureus ATCC 25923, o que pode indicar que

estes microrganismos desenvolveram o mecanismo de alteração dos ácidos

graxos como resposta ao estresse causado pelo armazenamento congelado.

7- Para E. coli (ECHC), E. coli ATCC 25972, S. Enteritidis (SE86) e

S. Enteritidis ATCC 13076 as alterações na composição de ácidos graxos

observadas não permitiram a compreensão do comportamento desses

microrganismos durante o armazenamento congelado, com relação ao

desenvolvimento desse mecanismo.

8 – O armazenamento a -18oC não pode ser utilizado como uma

estratégia para garantir a seguança microbiológica de hambúrguer de frango,

sendo necessário portanto, minimizar a contaminação da matéria-prima e

utilizar um tratamento térmico no produto antes do seu consumo.

Considerando-se que a toxina estafilocócica uma vez formada, não será

controlada pelo armazenamento congelado ou mesmo pelo tratamento térmico.



7. PERSPECTIVAS

Entre os possíveis desenvolvimentos futuros desta pesquisa estão:

- Conhecer melhor as interações existentes entre os constituintes do

alimento e os microrganismos, a fim de avaliar os efeitos crioprotetores de cada

constituinte sobre as células dos microrganimos durante o armazenamento

congelado;

- Avaliar a infuência de fatores como pH do alimento, fase de

crescimento e método de detecção dos microrganismos, sobre a sobrevivência

dos mesmos durante o armazenamento congelado;

- Avaliar a possibilidade dos microrganismos entrarem em estado

viável mas não cultivável (VNC), devido ao estresse causado pelo

armazenamento congelado;

- Aprofundar a investigação das alterações na composição de ácidos

graxos e também os demais mecanismos de resistência ao armazenamento

congelado, tais como produção de cold shock proteins e absorção de solutos

como betaína, prolina e carnicina;

- Avaliar a sobrevivência dos microrganismos estudados neste

trabalho e de demais microrganismos quando congelados em outros alimento
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tais como carcaças de frango, cortes de carne bovina e suína, vegetais

minimamente processados, polpas de fruta, sorvete, entre outros.
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Apêndice 1

Meios de cultura, diluentes e soluções utilizados neste trabalho

1. Ágar Baird Parker

Composição do meio base (g/940mL)
Peptona de caseína 10,0g
Extrato de carne 5,0g
Extrato de levedura 1,0g
Piruvato de sódio 10,0g
Glicina 12,0g
Cloreto de lítio 5,0g
Ágar-ágar 15,0g

Suplemento (mL/940mL meio base)
Solução aquosa de telurito de potássio 1% 10,0mL
Emulsão de gema de ovo: salina (1:1 p/p) 50,0mL

Preparo

Dissolver 58g do meio base em 940mL de água destilada e esterilizar

em autoclave a 121ºC por 15min. Deixar esfriar até 45-50ºC e adicionar

o suplemento estéril. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar

solidificar. O pH final do meio base deve ser de 6,8 ± 0,2.

2. Ágar Infusão de Cérebro e Coração (BHI)

Composição (g/L)
Infusão de cérebro 200,0g
Infusão de coração 250,0g
Proteose peptona 10,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Fosfato dissódico (Na2HPO4) 2,5g
Dextrose 2,0g
Ágar-ágar 15,0g
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Preparo

Dissolver 52g do meio em 1L de água destilada e esterilizar em autoclave a

121ºC por 15min. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar.

O pH final deste meio deve ser 7,4 ± 0,2.

3.  Ágar Lisina Ferro (LIA)

     Composição (g/L)
Peptona de carne 5,0g
Extrato de levedura 3,0g
Dextrose 1,0g
Tiossulfato de sódio 0,04g
Citrato férrico amoniacal 0,5g
Púrpura de bromocresol 0,02g
Cloridrato de L-lisina 10,0g
Ágar-ágar 15,0g

      Preparo

Dissolver 32g do ágar em 1L de água destilada, distribuir em tubos de

ensaio (5,0mL/tubo) e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. Retirar

da autoclave e inclinar os tubos até esfriar e solidificar o meio. O pH final

deste meio deve ser 6,7± 0,2.

4. Ágar Padrão para Contagem (PCA)

Composição (g/L)
Peptona de caseína 5,0g
Extrato de levedura 2,5g
Dextrose 1,0g
Ágar-ágar 14,0g

Preparo

Dissolver 22,5g do meio em 1L de água destilada e esterilizar em autoclave

a 121ºC por 15min. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar

solidificar. O pH final deste meio deve ser de 7,0± 0,2.
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5. Ágar Três Açúcares e Ferro (TSI)

Composição (g/L)
Peptona de caseína 15,0g
Peptona de carne 5,0g
Extrato de carne 3,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Lactose 10,0g
Sacarose 10,0g
Dextrose 1,0g
Sulfato ferroso 0,2g
Tiossulfato de sódio 0,5g
Vermelho de fenol 0,024g
Ágar-ágar 12,0g

Preparo

Dissolver 65g do meio em 1L de água destilada, distribuir em tubos de

ensaio (5,0mL/tubo) e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. Retirar

da autoclave e inclinar os tubos até esfriar e solidificar o meio. O pH final

deste meio deve ser 7,4 ± 0,2.

6. Ágar Verde Brilhante (BG)

Composição (g/L)
Proteose peptona 10,0g
Extrato de levedura 3,0g
Lactose 10,0g
Sacarose 10,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Verde brilhante 0,0125g
Vermelho de fenol 0,08g
Ágar-ágar 20,0g

Preparo

Dissolver 58g do meio em 1L de água destilada e esterilizar em autoclave a

121ºC por 15min. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar.

O pH final deste meio deve ser de 6,9 ± 0,2.
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7. Ágar Cristal Violeta Vermelho Neutro Bile (VRB)

Composição (g/L)
Peptona de carne 7,0g
Extrato de levedura 3,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Lactose 10,0g
Vermelho neutro 0,03g
Sais biliares 1,5g
Cristal violeta 0,002g
Ágar-ágar 13,0g

Preparo

Dissolver 39,5g do meio em 1L de água destilada, aquecer até a completa

dissolução do meio e distribuir imediatamente em placas de Petri estéreis.

Não autoclavar. O pH final deste meio deve ser de 7,4 ± 0,2.

8. Água Peptonada 0,1%

Composição (g/L)
Peptona de carne ou de caseína 1,0g

Preparo

Dissolver 1g de peptona em 1L de água destilada e esterilizar em autoclave

a 121ºC por 15min. O pH final deste diluente deve ser de 7,0 ± 0,2.

9. Água Peptonada Tamponada 1,0%

Composição (g/L)
Peptona 10,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Fosfato dissódico (Na2HPO4) 3,5g
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,5g

Preparo

Dissolver 10g em 1L de água destilada e esterilizar em autoclave a 121ºC

por 15min. O pH final deste diluente deve ser de 7,2 ± 0,2.
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10. Caldo Citrato

Composição (g/L)
Fosfato de sódio amoniacal
(NaNH3PO4)

1,5g

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,0g
Sulfato de magnésio 0,2g
Citrato de sódio 3,0g

Preparo

Dissolver os ingredientes em 1L de água destilada, distribuir em tubos de

ensaio (3-4mL/tubo) e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. O pH

final deste meio deve ser 6,7 ± 0,2.

11. Caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI)

Composição (g/L)
Infusão de cérebro 200,0g
Infusão de coração 250,0g
Proteose peptona 10,0g
Cloreto de sódio 5,0g
Fosfato dissódico (Na2HPO4) 2,5g
Dextrose 2,0g

Preparo

Dissolver 37g do meio em 1L de água destilada, distribuir em tubos de

ensaio e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. O pH final deste meio

deve ser 7,4 ± 0,2.

12. Caldo Rappaport Vassiliadis

Composição (g/L)
Triptona 4,5g
Cloreto de magnésio (MgCl2 6H2O) 29,0g
Cloreto de sódio 8,0g
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 0,6g
Fosfato dopotássico (K2HPO4) 0,4g
Verde malaquita 0,036g
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Preparo

Dissolver 43g do meio em 1L de água destilada, distribuir em tubos de

ensaio e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. O pH final deste meio

deve ser 5,2 ± 0,2.

13.  Reagente de Kovacs para Prova de Indol
(solução alcoólica 5% p- Dimetilaminobenzaldeído)

Composição
p- Dimetilaminobenzaldeído 5,0g
Álcool amílico 75,0mL
Ácido clorídrico concentrado 25,0mL

Preparo

Dissolver completamente o p- dimetilaminobenzaldeído no álcool amílico,

aquecendo em banho-maria (50-60ºC). Adicionar cuidadosamente o ácido

clorídrico concentrado. Colocar em um frasco escuro e estocar em

refrigerador por até 1 semana. O pH deste reagente deve ser inferior a 6,0.

14. Reagentes para prova de Vermelho de metila/Voges Proskauer (VM/VP)

Caldo VM/VP

Composição (g/L)
Peptona 7,0g
Glicose 5,0g
Fosfato dipotássico  (K2HPO4) 5,0g

Preparo

Dissolver os reagentes em 1L de água destilada, distribuir em tubos

(5mL/tubo) e esterilizar em autoclave a 121ºC por 15min. O pH final deste

meio deve ser 6,9 ± 0,2.
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Solução de Vermelho de metila

Composição (g/L)
Vermelho de metila 0,2g
Etanol 95% 600,0mL
Água destilada 400,0mL

Preparo

Dissolver o vermelho de metila em etanol 95% e completar o volume com

água destilada. Armazenar sob refrigeração por até 3 semanas.

15. Soluções para Coloração de Gram

Cristal Violeta

Composição
Cristal violeta 0,4g
Etanol 95% 10,0mL
Fenol 1,0g
Água destilada 100,0mL

Preparo

Diluir o cristal violeta em etanol 95%  e adicionar o fenol dissolvido em água

destilada. Manter em repouso por 24h e filtrar.

Fucsina

Composição
Fucsina básica 0,3g
Etanol 95% 10,0mL
Fenol 5,0g
Água destilada 95,0mL

Preparo

Diluir a fucsina em etanol 95%  e adicionar o fenol dissolvido em água

destilada. Diluir a solução em 1/10.



74

Lugol

Composição
Iodo 5,0g
Iodeto de potássio 10,0g

Preparo

Misturar os dois reagentes e adicionar 100mL de água destilada. Diluir

1/15.

Álcool-Acetona

Composição
Acetona 50,0mL
Etanol 95% 50,0mL

Preparo

Misturar os dois reagentes.

16. Solução de Plasma de Coelho para Prova de Coagulase

Composição
Plasma de coelho liofilizado com EDTA 3,0g
Solução salina 0,85% 3,0mL

Preparo

Dissolver o plasma liofilizado em solução salina 0,85% e utilizar em

seguida.

17. Soluções para Extração de Ácidos Graxos

Solução de metanol/ NaOH

Composição
Hidróxido de sódio (NaOH) 45,0g
Metanol 150,0mL
Água destilada 150,0mL

      Preparo

      Dissolver o NaOH em metanol e adicionar a água destilada.
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Solução de HCl/ Metanol

Composição
HCl 6N 325,0mL
Metanol 275,0mL

      Preparo

      Misturar os dois reagentes.

Solução de Hexano/ Éter metil tert-butil

Composição
Hexano 200,0mL
Éter metil tert-butil 200,0mL

      Preparo

      Misturar os dois reagentes.

Solução de Hidróxido de sódio 0,3M

Composição
Hidróxido de sódio (NaOH) 10,8g
Água destilada 900,0mL

      Preparo

      Dissolver o NaOH em água destilada.

18. Solução Salina 0,85%

Composição
Cloreto de sódio (NaCl) 8,5g
Água destilada 1000,0mL

Preparo

Dissolver o NaCl em água destilada, esterilizar em autoclave a 121ºC por

15min.
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