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Introdugao

A primeira observacao

sobre 0 tema
“crescimento
microbiano” é que o

termo ndo se refere ao
aumento de tamanho de
um microrganismo. Este,
na  microbiologia, €
utilizado como sindnimo

de reproducdo. Desta
forma, guando um
microrganismo esta

crescendo, na verdade ele
esta se multiplicando.

Por isso, 0 crescimento
microbiano ndo deve ser
entendido singularmente e
sim como crescimento
populacional.

Os microrganismos nao
conseguem auto fornecer
todos os fatores para seu
crescimento. Portanto €
necessario que alguns
fatores sejam fornecidos
como temperatura,
atividade de agua,
nutrientes etc.

FATORES DO CRESCIMENTO
MICROBIANO

Toda populacdo microbiana apresentam quatro fases de
crescimento:

Fase de adaptag¢do - quando um microrganismo se instala
em um novo meio ha necessidade de um tempo de adaptacao.
Neste momento ndo crescimento populacional.

Fase de crescimento (log) - nesta fase, a multiplicagdo é
intensa e ocorre aumento populacional. Esta fase pode ser
entendida como geracdo de microrganismos sobreviventes
(S) maior que o numero de morte (M); (S)>(M)

Fase estaciondria (lag) - nesta fase o numero de
sobreviventes é igual ao numero de mortos, portanto a
populagdo esta constante; (S)=(M)

Fase de declinio (morte) - nesta fase o nimero de mortos é
maior que o numero de sobreviventes, portanto a populacao
estd em declinio. (S)<(M)

As fases do crescimento microbiano sdo influenciadas por
fatores como: fartura ou escassez de nutrientes; competicao
microbiana por nutrientes e espaco, geracdo de metabolitos
toxicos etc.

Nas Figuras 1 e 2 estd mostrado as fases do crescimento
microbiano.

O tempo para se completar as 4 fases de crescimento
microbiano depende das condig¢des intrinsecas e extrinsecas,
estes sdo particular para cada microrganismo. O tempo de
geracdo de cada microrganismo também é diferente. Na
Tabela 1 esta mostrado o tempo de geracdao de algumas
bactérias. Alteracdes nos fatores intrinsecos e extrinsecos
causam alteracdes nestes tempos.

Tabela 1 - Tempo de geracdo bacteriana nas condigdes
6timas.

Microrganismo Tempo de Geragcao (minutos)
Escherichia coli 20
Bacillus subtilis 28
Staphylococcus aureus 30
Pseudomonas aeruginosa 35
Mucobacterium tuberculosis 800

Fonte - PERRY e STALEY (1997).
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Figura 1 - Fases do crescimento microbiano. (S) sobreviventes; (M) mortos.

Devido as dificuldades de equacionar a fase de crescimento e declinio em escalas exponenciais,
convém extrair o logaritmos destas fases.

Log do Numero de Microrganismos

Tempo (h)

Figura 2 - Fases do crescimento microbiano em escala logaritmica.
(S) sobreviventes; (M) mortos
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FATORES INTRINSECO

ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

No alimento, a agua pode ser componente molecular, pode estar fortemente ligada, fracamente
ligada ou estar livre. A atividade de 4gua é a quantidade de 4gua livre no alimento.

Agua é essencial para o crescimento microbiano, porém estes s6 conseguem utilizar agua livre.
Portanto, atividade de agua é o melhor pardmetro para medir a agua disponivel para o
crescimento microbiano.

Fisicamente, atividade de dgua é a razdo entre a pressdao de vapor de agua no alimento e a
pressdo de vapor da dgua pura a 25°C.

Pressdo de vapor de agua no alimento
Aw = — - Eq. 1
Pressdo de vapor da agua pura (25°C)

Uma experiéncia bastante simples pode ajudar a entender o que é pressdo de vapor de agua:
quando uma pequena quantidade de agua é deixada sobre uma superficie, mesmo estando na
temperatura ambiente, a 4gua evapora. Isso ocorre devido a uma tendéncia da umidade da
superficie molhada entrar em equilibrio com a umidade do ambiente. Isto é a pressao de vapor
de agua. Logicamente que essa evaporacdo ocorre mais facilmente quando a agua nao esta em
contato com outros constituintes como ocorre nos alimentos. Portanto a pressdo de vapor de
agua nos alimentos nunca sera superior a da agua pura

A agua que evapora dos alimentos na medi¢do da atividade de dgua é justamente a que esta livre.
Como forma de padronizagdo, convencionou-se que a pressdao de vapor da agua pura seria 1.
Portanto em qualquer alimento, esse valor serd menor ou no maximo igual a 1. Desta forma,
pode-se assumir que a atividade de agua nos alimentos sempre varia de 0 a 1.

Os microrganismos possuem exigéncias diferentes quanto atividade de agua para crescimento.
Em uma populagio mista de microrganismos, acima de 0,95 de atividade de agua, ha
predominéancia de bactérias Gram negativas. Baixando até 0,90, bactérias Gram positivos passam
ser predominantes. Abaixo de 0,85, praticamente ha inibicdo do crescimento bacteriano,
predominando leveduras osmofilicas, fungos xeroéfilos e microrganismos haléfilos. Finalmente,
abaixo de 0,60, sdo inibidos os halofilicos e nao ha crescimento microbiano. Porém, mesmo nao
havendo crescimento, ndo significa que os microrganismos sdo eliminados, pois estes podem
permanecer viaveis, porém sem crescimento populacional.
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Os alimentos sao classificados por faixa de atividade de 4gua como:

Alimentos com atividade de dgua alta - sao alimentos com Aw acima de 0,86. Neste grupo
estdo incluidos alimentos como carne, leite, palmito, queijos de alta umidade, frutas, vegetais,
ovos etc. Estes alimentos sdo deteriorados basicamente por bactérias. Na verdade, quase todos
os microrganismos possuem melhor crescimento com Aw alta, porém como a reproducdo das
bactérias é mais rapido que a reproducdo dos bolores e leveduras, esses ultimos acabam sendo
inibidos.

Alimentos com atividade de dgua intermedidria - sdo alimentos com Aw entre 0,60 e 0,86.
Neste grupo de alimentos estdo incluidos os queijos duros, carne curada como salame e copa,
leite condensado, mel etc. Estes alimentos sdo seguros ao ponto de vista de bactérias
patogénicas. A deterioragdo ocorre basicamente por acao de leveduras osmofilicas,
microrganismos halofilicos e fungos xerdfilos.

Alimentos com atividade de dgua baixa - sao alimentos com Aw menor que 0,60. Neste grupo
estdo incluidos os alimentos secos como leite em po, biscoitos, café, actcar etc. Nao ha
possibilidade de crescimento microbiano nestes alimentos, porém estes nio devem ser
ignorados pela microbiologia, pois podem servir de veiculos de esporos e células vegetativas de
microrganismos patogénicos. Ja tem sido relatado pela literatura surtos de Salmonella veiculados
pelo leite em pé.

Outro fato a ser considerado acerca da atividade de agua é a patogenicidade dos microrganismos.
Por exemplo, Staphylococcus aureus cresce em atividade de dgua a partir de 0,86, porém para
haver produc¢do de toxinas, ha necessidade de atividade de agua, pelo menos, de 0,91. Este
mesmo fato ocorre com fungos micotoxigénicos como Aspergillus flavus, o crescimento ocorre a
partir de 0,78, mas a producao de micotoxinas, apenas acima de 0,83.

POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

O pH ¢é a medida de acidez ou alcalinidade de um alimento. Em outras palavras, é o logaritmo
negativo da quantidade de ions H* ou HO- presente nos alimentos. Em escala numérica ficaria
uma escala conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Relacdo entre H* e HO- dissolvido e pH e pOH.

uantidade de ions H* . uantidade de ions _ .
dissolvido pH = -Log (") HO- dissolvido OH = -Log (HO')
0 1 0 1
0,1 2 0,1 2
0,01 3 0,01 3
0,001 4 0,001 4
0,0001 5 0,0001 5
0,00001 6 0,00001 6
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0,000001 7 0,000001 7

Como as duas escalas variam de 1 até 7, convencionou-se montar uma escala variando entre 1 e
14, assumindo que o 7 seria quando as concentracdes de ions H* e HO- estivessem iguais,
portanto neutro.

A vida pode ser entendida como um complexo funcionamento enzimatico. As enzimas possuem
pH 6timo de atuacdo, por isso 0os microrganismos também possuem pH 6timo de crescimento.
Isto ndo significa que ndo ha crescimento em outros valores de pH, os microrganismos
conseguem crescer numa faixa consideravelmente extensa, porém ha um valor de pH que ele
cresce melhor.

De forma geral, bactérias crescem em pH mais alto que bolores e leveduras. De forma analoga a
atividade de agua, as bactérias crescem mais rapido que bolores e leveduras e acabam sendo
predominantes. Alimentos com alta acidez (baixo pH) sdo predominantemente deteriorados por
fungos.

A producdo de toxinas por microrganismos patogénicos e o crescimento também ocorrem em
faixas de pH diferentes. Normalmente a producao de toxinas ocorre em uma faixa mais restrita
de pH. Staphylococcus aureus cresce numa faixa de pH entre 4,5 e 9,3, porém somente produzem
toxinas no intervalo entre 6 e 7.

Os alimentos sao classificados de acordo com o pH como:

Alimentos muito dcido - sdo aqueles com pH abaixo de 3,7. Neste grupo estdo os frutos citricos
como limao e laranja; vegetais acidificados como chucrute e picles, extrato de tomate etc. Estes
alimentos apresentam boa estabilidade ao crescimento microbiano, normalmente a acidez é
suficiente para manté-los estaveis por uma longa validade comercial. A deterioracao, quando
ocorre, normalmente é devido ao crescimento de fungos filamentosos quando expostos ao ar
atmosférico.

Alimentos dcidos - sdo aqueles com pH entre 3,7 e 4,5. Neste grupo estdo incluidos maionese,
tomate etc. Estes alimentos sdao predominantemente deteriorados por fungos, o crescimento
bacteriano é raro, porém algumas bactérias lacticas podem crescer.

Alimentos de média acidez - sdo aqueles com pH entre 4,5 e 5,3. Neste grupo estdo incluidos
banana, vagem etc. A deterioracdo ainda é predominada por fungos, porém bactérias lacticas
possuem bastante atividade podendo causar deterioracdo com certa frequéncia.

Alimentos de baixa acidez - sio aqueles com pH acima de 5,3. Neste grupo estdo incluidos
carne, leite, ovo, frutos do mar etc. A deterioragdo ocorre predominantemente por agdo
bacteriana. Este € o grupo que merece maior aten¢ao na microbiologia de alimentos, pois contém
a maioria dos alimentos e microrganismos patogénicos causadores de doencas de origem
alimentar.
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POTENCIAL DE OXIRREDUCAO (Eh)

O potencial de oxirreducdo é o balanco de agentes oxidantes e redutores em um meio. A grosso
modo, pode ser entendido como a quantidade de oxigénio dissolvido em um meio. Os
microrganismos possuem necessidade diferentes de oxigénio para o crescimento, portanto a
atmosfera de envase determina qual microrganismo prevalecera.

Os microrganismos podem ser classificados de acordo com o potencial redox como:

Aerdbios - s3ao microrganismos que necessitam de oxigénio para crescimento. Os
microrganismos para multiplicar necessitam da energia liberada pela quebra de moléculas de
agucar. Os microrganismos aerobios possuem uma rota bastante definida de geracao de energia
que consiste em glicdlise, ciclo de Krebs e cadeia respiratoria. Nesta dltima etapa ha transporte
de elétrons entre receptores especificos no citoplasma, apés passar por todos receptores, o
elétron é capturado por uma molécula de oxigénio que combinado com hidrogénio forma
peroxido de hidrogénio (H202) que é toxico aos microrganismos. Porém estes microrganismos
possuem a enzima catalase que quebra o peréxido de hidrogénio em agua de oxigénio. Neste

grupo estdo incluidos bolores, Pseudomonas, Aeromonas etc.

Anaerdbios - sdo microrganismos que necessitam de auséncia de oxigénio para crescimento.
Estes microrganismos tem como receptores finais do oxigénio moléculas organicas. Se ha
oxigénio, este preferencialmente recebera o elétron formando peréxido de hidrogénio, porém
estes microrganismos nao possuem catalase para quebra-lo. Por este motivo o oxigénio é téxico
a eles. Neste grupo estao incluidos microrganismos do género Clostridium, Dessulfotomaculum
etc.

Anaerobios facultativos - sio microrganismos que crescem na presenga e auséncia de oxigénio.
Estes possuem, pelo menos, duas rotas bem definida de metabolismo de carboidratos: a via
aerdbia (glicdlise, ciclo de Krebs e cadeia respiratoria) e a via anaerobia (fermentacao). Nesta
ultima, o aglcar ndo é totalmente hidrolisado e o produto final é uma molécula contendo
bastante energia ainda, podendo ser acidos (bactérias) ou alcoois (leveduras). Neste grupo estao
a maioria dos microrganismos envolvidos na microbiologia de alimentos como: Staphylococcus,
Salmonella, grupo coliformes, Bacillus, Lactobacillus etc.

Microaerdfilos - sio microrganismos que necessitam de quantidades de oxigénio menor que a
quantidade encontrada no ar atmosférico (21%). Neste grupo estdo incluidos microrganismos
como Campylobacter jejuni e Campylobacter coli.

Anaerobio aerotolerante - s3o microrganismos anaerébios que toleram uma pequena
quantidade de oxigénio. Neste grupo estdo incluidos microrganismos como Clostridium
perfringens.

A forma de medir o potencial de oxirreducao nos alimentos é através de eletrodos especificos
para esta finalidade e a unidade de medida é o milivolts (mV). Confusdes sdo geradas acerca
desta unidade, pois seria mais conveniente expressar como quantidade de oxigénio dissolvido.
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Porém a forma dos eletrodos medirem a diferenga entre o potencial oxidante e redutor gera uma
escala de diferenca de potencial (ddp) que é expressa em milivolts.

Esta escala varia de cerca -350 a +500 mV. Portanto, ha diferentes intensidades de condicdes
anaerdbias e aerdbias.

Na Figura 3 esta mostrado o crescimento microbiano de acordo com o potencial de oxirreducao.

E—— o
-500 -250 -100 0 +100 +250 +500

anaerobios

anaerobio facultativos

aerobios

anaeroébios aerotolerante

microaerofilo

Figura 3 - Crescimento microbiano de acordo com o potencial de oxirreducao.

NUTRIENTES DISPONIVEIS/ESTRUTURA BIOLOGICAS/SUBSTANCIA ANTIMICROBIANAS
NATURAIS

Alguns alimentos possuem nutrientes mais disponiveis para o crescimento microbiano que
outros. Por exemplo, a proteina da carne do peixe estd mais disponivel para os microrganismos
que a carne bovina.

Ha alimentos que possuem naturalmente substancias antimicrobianas. O ovo, por exemplo,
possui a ovotrasferrina que, naturalmente, sequestra ferro necessario para o crescimento
microbiano. Além disso, ha presenca de lisozima na clara que é um antimicrobiano natural.

Durante a produc¢do de manteiga ocorre a etapa de malaxagem. Esta tem por finalidade dispersar
a agua em pequenas goticulas por toda massa indisponibilizando-a para o crescimento
microbiano. Em outras palavras, ocorre reducao da atividade de agua.

Alguns antimicrobianos naturais sdo gerados através de cultura starter adicionada aos
alimentos, como bactérias acido lacticas. Lactococcus lactis, por exemplo, produz um
antimicrobiano natural chamado nisina, este possui efeito principalmente sobre microrganismos
Gram positivos e esporos de Clostridium e Bacillus. A nisina desde 1969 ja é reconhecida como
aditivo alimentar pela FAO/OMS. No Brasil, pode-se utilizar em queijos até 12 ppm.
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Algumas especiarias como canela, cravo, mostarda, alho, ervas aromaticas e 6leos essenciais
também possuem efeito bacteriostatico/bactericida.

A intensidade da agdo antimicrobiana de 6leos essenciais em ordem decrescente sdo: orégano >
dente de alho > coentros > canela > tomilho > hortela > mostarda > alecrim. No entanto, existem

estudos que ressaltam que a hortelad possui menor efeito que a mostarda.

Na Tabela 3 esta mostrado o efeito microbiano de algumas especiarias

Tabela 3 - Eficicia de especiarias como antimicrobianos naturais

Especiarias

Eficacia

Coentros, oréganos e salsa

Pimenta da Jamaica, manjericao,
alcaravia, citronela, manjerona, salvia,
alecrim e alho

Manjericdo, citronela e menta

Oréganos e tomilho

Cominhos

Endro

Bactérias Gram positivas e negativas,
inclusive Listeria monocytogenes

Bacillus subtilis, Clotridium botulinum,
Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus

Largo espectro contra bactérias Gram
positivas e negativas

Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Clostridium botulinium, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus

Clostridium botulinium, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica

Fonte - Food Ingredients Brasil, 2010 (adaptado).
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FATORES EXTRINSECOS

TEMPERATURA

Todos os microrganismos possuem uma faixa de temperatura de crescimento. Porém ha uma
temperatura que é a temperatura 6tima. Nesta temperatura o crescimento é mais rapido.

A temperatura Otima de crescimento esta relacionada com a atividade das enzimas dos
microrganismos. Todas as enzimas possuem uma temperatura 6tima de atuagdo que é a energia
necessaria para ativacdo do sitio ativo. A temperatura Otima de crescimento de um
microrganismo é a temperatura na qual a maioria das suas enzimas estdo na temperatura 6tima
de atuacao.

De acordo com a temperatura 6tima de crescimento, os microrganismos podem ser classificados
como:

Psicrdfilos - sao microrganismos que possuem a temperatura 6tima de crescimento abaixo de
20°C.

Mesdfilos - sdo microrganismos que possuem a temperatura 6tima de crescimento entre 20 e
40°C

Termdfilos - sao microrganismos que possuem a temperatura 6tima de crescimento acima de
40°C.

Com os avangos das técnicas de conservacao, sobretudo a refrigeracdo, os microbiologistas
comecaram observar que alimentos refrigerados deterioravam mais lentamente que os expostos
na temperatura ambiente, porém também deterioravam. Por algum tempo, acreditou-se que os
responsaveis pela deterioracdo de produtos refrigerados eram os psicrofilos.

Porém, ensaios laboratoriais mostraram que estes microrganismos eram o0S mesmos
microrganismos meso6filos. Neste momento, acreditou-se que os mesoéfilos poderiam crescer em
temperatura de refrigeracdo. Porém, nem todos possuiam atividade em temperatura de
refrigeracdao, portanto havia um subgrupo inserido dentro dos meséfilos que possuiam. Para
diferenciar este subgrupo dos demais meséfilos, convencionou-se chama-los de psicrotroficos.

Da mesma forma que ha mesofilos capazes de crescer na temperatura de refrigeracdo, também
ha mesofilos capazes de crescer acima de 40°C. Estes por sua vez, foram chamados de
termodutricos.

Deste entdo, ha muita confusdo acerca destas nomenclaturas, pois entre
psicroéfilos/psicrotroficos e termofilos/termoduricos ha pouca diferenca quanto a grafia. Para
aumentar ainda mais a confusdo, hd muitos autores que classificam microrganismos
psicrotroficos como a Listeria monocytogenes como psicrofilos.

Para atenuar essa confusdo, deve-se considerar que microrganismos psicroéfilos raramente
ocorrem em alimentos, portanto a maioria dos microrganismos com atividade sobre alimentos
refrigerados sao na verdade psicrotréficos.
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ATMOSFERA DE ENVASE

Este parametro determina a microbiota que predominante nos alimentos envasado. As duas
formas mais comuns de envasar os alimentos, é sob aerobiose ou anaerobiose. Quando os
alimentos sao armazenados em aerobiose, a microbiota predominante também sera de natureza
aerodbia. Desta forma, os microrganismos importantes sdo bolores, leveduras, bactérias aerdbias
e anaerdbias facultativas.

H4 uma classe de microrganismos muito importante em bioconservacdo de alimentos, os
anaerobios facultativos. Estes possuem capacidade de crescimento na presenga e auséncia de
oxigénio, portanto a atmosfera de envase (aerobiose ou anaerobiose), nao ha inibe o crescimento
deles.

Produtos carneos embalados a vacuo sdao adicionados de nitrato/nitrito para inibir o
crescimento de anaerdbios, sobretudo Clostridium botulinum, porém ndo possuem ac¢do contra
anaerobios facultativos. Em alimentos ndo carneos, onde ndo se aplicam o uso de nitrato/nitrito,
deve-se garantir reducdo do pH abaixo de 4,5, justamente para inibir o desenvolvimento do
Clostridium botulinum. Com esta reducdo de pH, também ha desfavorecimento para o
crescimento de bactérias, exceto bactérias acido lacticas que possuem atividade até pH 3,2.
Portanto, nestes alimentos, é muito comum deterioracao por Lactobacillus e Lactococcus, além de
leveduras fermentativas.

Atualmente, os alimentos estdo sendo acondicionados em embalagens com atmosfera
modificada. O nitrogénio (N2) é um gas inerte, por isso é amplamente utilizado em substituicdo a
anaerobiose. Alguns produtos extrusados, como extrusados de milho, se forem acondicionados
em atmosfera com oxigénio “murcham” e o efeito do vacuo causa deformagao estrutural. Por isso
sao embalados em atmosfera de nitrogénio (N2).

Porém nao ha nenhum efeito bacteriostatico ou bactericida com o uso de nitrogénio (N2). Estes
efeitos podem ser conseguidos com atmosfera utilizando gas carbénico (COz). Este, aumenta a
fase de adaptacdo dos microrganismos e diminui a taxa de crescimento, por isso retarda o
crescimento. Quando o CO2 é dissolvido em agua, forma-se acido carbonico e consequentemente
acidificacao do meio. Esta acidificacao é transferida para o citoplasma microbiano e interfere no
funcionamento enzimatico celular, além de estimular o aparecimento de radicais livres toxicos.

Microrganismos Gram negativos sdo mais sensiveis ao CO2 que os Gram positivos. Dentre os
Gram negativos, os mais sensiveis sdo os do género Pseudomonas e entre os Gram positivos, os
mais resistentes sdo os Clostridium. O COz em concentracdes acima de 20% pode, inclusive,
estimular o crescimento de Clostridium botulinum.

O uso de CO2 também nao possui eficiéncia contra os anaerdbios facultativos. Bactérias acido
lacticas também resistem bem sua presenga nos alimentos.

Altas concentracdes de oxigénio também podem atuar como conservadores. Normalmente
misturas de gases contendo 70% de oxigénio e 30% de gas carbonico estende a validade
comercial de produtos carneos. Inibindo, inclusive, o crescimento de aerébios.
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UMIDADE RELATIVA

Este parametro refere-se a umidade do ambiente que os alimentos sdo armazenados. No caso de
alimentos acondicionados em embalagens, refere-se a umidade do interior da embalagem.

Os microrganismos nao utilizam a umidade relativa para crescerem e sim a agua livre, que é
mensurada pela atividade de agua. Porém, a umidade relativa interfere diretamente na atividade
de dgua do alimento, pois este tendera a entrar em equilibrio com o meio onde esta inserido.

Outro fator importante acerca deste parametro é a temperatura de estocagem, pois
normalmente para bioconservacdo, quanto maior é a temperatura de estocagem, menor deve ser
a umidade relativa do meio.

O conceito de umidade relativa é importante no processo de secagem, pois da mesma forma que
os alimentos tendem a ganhar agua quando colocados em uma atmosfera com umidade relativa
maior, estes também tendem perdé-la quando colocados em ambiente com umidade relativa
menor.

Este principio é utilizado nos equipamentos de secagem de alimentos e também é uma forma de
inibir o crescimento microbiano, pois neste processo a agua livre do alimento é a primeira a
evaporar, diminuindo desta forma a atividade de agua.
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