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RESUMO

Na presente pesquisa foi realizada uma avaliagdo do risco de transmissdo de

botulismo por mortadela e presunto.

Numa primeira fase, foram examinadas amostras de mort.adela € presunto cozido,
coletadas ao acaso no varejo do municipio de Campinas - SP. A partir de 25 amostras de
cada produto, em quadruplicata de 75g, num total de 100 subamostras, foi calculado o
Numero Mais Provével (NMP) de C. botulinum por kg de mortadela e presunto. Nesta fase,
ainda foram determinados o tempo e a temperatura de estocagem na revenda, bem como o
pH, atividade de agua, concentragdo de cloreto de sédio e de nitrito de soédio e umidade
desses produtos.

Na segunda fase, mortadela e presunto elaborados por nés e artificialmente
contaminados com 10* esporos de C. botulinum tipos A e B por amostra foram avaliados
quanto a possibilidade de toxigénese do microrganismo, quando submetidos a estocagem

inadequada, a temperatura de 30°C.

Os resultados obtidos permitiram estimar a incidéncia de Clostridium botulinum na
ordem de 0,27NMP/kg de mortadela e inferior a 0,13NMP/kg de presunto.

A formagdo de toxina botulinica foi observada nas amostras de presunto
artificialmente contaminadas, apds 12 dias de estocagem a temperatura de 30°C. Ao fim de
28 dias de estocagem, a mesma temperatura, néo foi detectada toxina nas amostras de

mortadela.



EVALUATION OF THE INCIDENCE OF Clostndium botulinum AND TOXIN PRODUCTION
IN MORTADELLA AND HAM.

SUMMARY

The risk of transmitting botulism via mortadella and ham was evaluated in this

research.

In the first phase, samples of mortadella and cooked ham were acquired at random
from shops in the region of Campinas - SP. Twenty five samples of each product were
acquired and examined in quadruplicate (75g each) giving a total of 100 sub-samples. The
Most Probable Number (MPN) for C. botulinum per kg of mortadella or ham, was calculated.
The storage times and temperatures at the distributers were also determined plus the pH,

water activity, sodium chloride and sodium nitrite concentrations and water content.

In the second phase, mortadella and ham were produced in the pilot plant and
contamined with 10* C. botulinum types A and B spores per sample. These samples were
evaluated to determine the possibility of toxin formation by the microorganism when the

products were submitted to inadequate storage at a temperature of 30°C.

The results obtained allowed for the estimation of an incidence of C. botulinum at a
level of 0,27 MPN/kg in mortadella and below 0,13 MPN/kg in ham.

The formation of botulinum toxin was observed after 12 days of storage at 30°C in
the artificially contamined ham samples. After 28 days of storage at the same temperature,

no toxin was detected in the samples of mortadella.



1. INTRODUCAO

O botulismo alimentar € uma intoxicagdo decorrente do consumo de alimentos
contaminados por toxina produzida pela bactéria anaerébia esporogénica denominada

Clostridium botulinum.

Com base nas numerosas pesquisas realizadas sobre a ocorréncia de
C. botulinum na natureza, sabe-se que seu habitat natural &€ o solo e os sedimentos
aquaticos. A partir deste habitat, ele pode contaminar os mais diferentes tipos de
alimentos, tanto de origem vegetal, como também os de origem animal. Geralmente, os
alimentos envolvidos em surtos de botulismo s&o as conservas caseiras de vegetais e

pescado, bem como os embutidos de came e presunto.

O desenvolvimento do C. botulinum em alimentos & condicionado por varios
fatores de natureza fisica e/ou quimica aos quais chamamos de barreiras. O controle da
atividade de agua - Aa (limitando o teor de agua disponivel no alimento), a acidez, a
utilizagdo de temperaturas elevadas de processamento, a estocagem em baixa
temperatura, o uso de cloreto de sodio e de nitritos ou outros conservadores sdo algumas
das barreiras mais comumente utilizadas. Um nivel elevado de contaminagao por esporos
de C. botulinum pode aumentar severamente a possibilidade do desenvolvimento e

produgao de toxina por esta bactéria.

A presente pesquisa foi conduzida com o objetivo de avaliar a freqiiéncia e a
intensidade da contaminagdo por C. botulinum em mortadela e presunto, bem como

verificar as quantidades dessas barreiras existentes nos produtos expostos na revenda.

Dentre os produtos industrializados derivados de carne, escolhemos a mortadela e
o presunto por serem geralmente ingeridos sem aquecimento prévio. O tempo necessario
para haver toxigénese de C. bofulinum nesses produtos, quando estocados em
temperatura inadequada, também foi avaliado em produtos por noés elaborados e
artificialmente contaminados. Isso nos permitiu esclarecer até que ponto ha seguranga no

consumo de tais produtos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CRONOLOGIA DAS PRINCIPAIS DESCOBERTAS SOBRE O Clostndium botulinum

O botulismo de origem alimentar provavelmente tem ocorrido desde que o homem
vem tentando conservar alimentos para consumo posterior. Durante o século XVIII, na
Europa Central, essa doenga era geralmente associada éo consumo de embutidos,
principalmente de sangue ou figado. Por essa associagdo ao produto foi introduzido o
termo botulismo, do latim "botulus”, que significa embutido, para denominar a doenga
(DOLMAN, 1964; SMITH, 1977).

Em 1896, van ERMENGEN citado por DOLMAN (1964), estudando um surto de
envenenamento alimentar ocorrido em Ellezelles, Bélgica, associado ao consumo de
presunto cru salgado, que ocasionou uma doenga semelhante ao envenenamento por
embutidos, isolou 0 microrganismo causador, ao qual chamou Bacillus botulinus (esta
designagao permaneceu até 1923, quando foi redenominado Clostridium botulinum). Em
seu estudo, van ERMENGEN observou que este microrganismo era uma bactéria em
forma de bastonete, produtora de esporos que descreveu como sendo rapidamente
destruidos por aquecimento a 80°C. A temperatura 6tima de crescimento desta bactéria
era de 20 a 30°C em meio de came de porco cozida, adicionado de 1% de glicose,
peptona e cloreto de sédio e 2% de gelatina. As culturas eram fracamente gelatinoliticas
e cresciam em meio contendo até, aproximadamente, 5% de cloreto de sédio, porém
eram inibidas sob concentragdes salinas mais elevadas. Van ERMENGEN demonstrou
ainda que esta bactéria produzia uma toxina sensivel a luz, ar, alcalis e especialmente ao
calor, sendo destruida completamente por ebuligdo durante 5 minutos. Por outro lado, a
toxina era resistente a acidificagado, precipitagao por alcool e sulfato de amodnia, a didlise
e a protedlise. Alguns animais de laboratorio, tais como coelhos, cobaias, camundongos
€ macacos eram altamente susceptiveis a toxina administrada por via oral; em contraste,
outros animais como gatos, ratos, cdes, pombos e frangos eram resistentes. Com base
nas descrigdes muito bem detalhadas de van ERMENGEN, este isolamento, perdido ao
longo do tempo pdde, mais tarde, no século XX, ser reconhecido como sendo de uma
cepa nao-proteolitica de C. botulinum tipo B (DOLMAN, 1964, SMITH, 1977, LYNT et al,,
1982, SPERBER, 1982).



Em 1904, LANDMANN citado por DOLMAN (1964) isolou C. botulinum de feijdes
enlatados, causadores de um surto ocorrido em Darmstadt, na Alemanha, envolvendo 12
pessoas, das quais 11 morreram. Esta foi a primeira vez que um alimento de origem

vegetal foi implicado em surto de botulismo.

Em 1910, LEUCHS citado por DOLMAN (1964) relatou que as cepas isoladas por
van ERMENGEN e LANDMANN em 1896 e 1904, respectivamente, produziam, cada uma
delas, neurotoxinas sorologicamente diferentes e que havia, portanto, mais de um tipo do
microrganismo. Em 1919, BURKE citado por SMITH (1977) confirmou a diferenga
sorolégica das duas toxinas botulinicas e designou os dois tipos de B e A,

respectivamente.

Em 1922, o tipo C de C. botulinum foi isolado por BENGSTON citado por SMITH
(1977), nos Estados Unidos e por SEDDON citado por SMITH (1977), na Austrélia, a
partir de botulismo em frangos e bovinos, respectivamente. Em 1924, PFENNINGER
citado por SMITH (1977) observou algumas diferengas sorologicas entre estas duas
cepas do tipo C isoladas: a antitoxina produzida pela cepa americana, isolada por
BENGSTON, neutralizava a toxina homoéloga, bem como a toxina produzida pela cepa
australiana, porém a antitoxina produzida a partir da cepa isolada por SEDDON
neutralizava apenas a toxina homoéloga. Assim, em 1929, GUNNISON, MEYER citado por
SMITH (1977) classificaram as cepas do tipo C em subtipos C alfa e C beta.

Em 1927, DuTOIT, ROBINSON citado por SMITH (1977) isolaram o tipo D de
C. botulinum a partir de bovinos doentes, na Africa do Sul.

Entre 1936-1937, o tipo E foi encontrado em dois lugares diferentes. BIER citado
por SMITH (1977), na Ucrania, isolou uma cepa proveniente de pescado envolvido em
um surto de botulismo e, quase ao mesmo tempo, HAZEN citado por SMITH (1977) isolou
outra cepa a partir de pescado enlatado, processado na Alemanha, que havia causado
botulismo em trés pessoas e a morte de uma delas.

Em 1943, nos Estados Unidos da América, foi reconhecido o primeiro caso de

botulismo de feridas. Esta categoria de botulismo é consequéncia da formagédo



de toxing en: uma lesao infeccionadz, ap0s a multiplicagdo do C botulinum (CENTER
FOR DISEASE CONTROL - CDC, 1979).

Em 1960, na Dinamarca, MOLLER, SCHEIBEL (1960) reconheceram o tipo F de
C. botulinum. Este tipo foi isolado de pasta de figado preparada em casa, envolvida em

um surto de botulismo com quatro casos € uma morte.

Em 1970, o ultimo tipo de C. botulinum reconhecido e designado como tipo G foi
isolado de uma amostra de solo por GIMENEZ, CICCARELLI (1970), na Argentina.

Em 1976, foi reconhecido o botulismo infantil, doenga resuitante da absorgao da
toxina botulinica "in vivo" no trato intestinal de criangas, geralmente com idade inferior a
um ano, apos a ingestao de esporos e multiplicagdo do C. botulinum no intestino infantil
(CDC, 1979).

Em 1978, os mesmos descobridores do tipo G de C. botulinum demonstraram,
pela primeira vez, a produgdo de mais de um tipo de toxina por uma mesma cepa de
C. botulinum. Esta nova cepa, produtora das toxinas A e F, foi designada subtipo AF.
Este subtipo foi isolado repetidamente na Argentina (HAUSCHILD, 1989). Em 1981,
HATHEWAY, Mc CROSKEY (1981) relataram o isolamento de uma cepa produtora de
toxinas B e F e, a seguir, POUMEYROL et al. (1983) isolaram uma cepa produtora de

toxinas A e B.

No biénio 1985-1986, a toxina botulinica foi reconhecida como sendo produzida
por outras espécies do género Clostridium. HALL et al. (1985) relataram a produgdo de
toxina botulinica tipo F por uma cepa de C. barati e McCROSKEY et al. (1986)

demonstraram a produgdo de toxina tipo E por cepas de C. butyricum.



2.2. CARACTERIZAGCAO DO Clostridium botulinum

O Clostndium botulinum é uma bactéria anaerobia esporogénica, Gram positiva, em
forma de bastonete reto ou ligeiramente curvado. Os esporos sdo ovais, o esporangio é
dilatado e geralmente subterminal. A bactéria € moével por flagelos peritricos, sendo
observada ao microscépio usualmente isolada e menos frequentemente aos pares ou em
cadeias curtas (SNEATH et al., 1986) '

A espécie inclui sete tipos, A, B, C, D, E, F e G, diferenciados pela especificidade
antigénica de suas toxinas. As toxinas produzidas pelos varios tipos de C. botulinum s&o
proteinas termoldbeis, sorologicamente distintas, porém com efeitos sintomaticos
similares (SNEATH et al., 1986).

Os tipos A, B e E de C. botulinum tém causado a maioria dos casos de botulismo
em humanos, enquanto os tipos C e D sdo mais freqientemente envolvidos em
botulismo de outros mamiferos e aves (SMITH, 1977, EKLUND, 1982). O tipo F,
definidamente foi implicado em apenas dois surtos de botulismo no homem e o tipo G
ainda nao foi reconhecido em casos de botulismo (HAUSCHILD, 1989). Contudo, o
microrganismo e a toxina tipo G foram identificados em material de autépsia, a partir de
cinco casos de morte subita de pacientes acometidos por outras doengas (SONNABEND
et al., 1981).

As toxinas botulinicas sdo designadas de forma comespondente aos tipos das
cepas de C. botulinum que as produzem. Uma vez que a maioria das cepas produz
apenas um tipo de toxina esta forma de classificagdo tem-se mostrado pratica. Porém,
esta simplicidade ndo existe: o tipo C de C. botulinum é dividido em subtipos Ca e CB ,
desde 1924. As cepas Ca produzem trés tipos de toxina, C1, C2 e D, e as cepas CB
produzem somente toxinas C2. Quanto as cepas do tipo D elas produzem toxinas D, C1 e
C2 (SMITH, 1977). Assim, SUGIYAMA (1980) reconhece oito tipos de toxinas A, B, C1,
C2, D, E, F e G, considerando que as toxinas C1 e C2 sdo completamente diferentes
quanto a especificidade soroldgica. Os autores que ainda se referem a sete tipos de
toxina consideram C1 e C2 como subtipos de toxina.

HAUSCHILD (1989), fazendo uma revisdo, correlaciona os tipos e subtipos
mencionados de C. botulinum da forma exposta no Quadro 1 e as toxinas em maiores e

menores, de acordo com as quantidades produzidas, respectivamente.
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QUADRO 1. Toxinas de C. botulinum.

Tipos Subtipos Toxinas
Maiores Menores

A - A -
AB A B
AF A F
B - B -
' BA B A
BF B F

Cc (Ca) Cs C..D
(CB) - C.

D - D Ci.C:
E - E -
F - F -
G - G -

Fonte: HAUSCHILD (1989).



O agrupamento dos tipos de C. botulinum, com base nas semelhangas metabolicas,
foi introduzido por HOLDEMAN, BROOKS (1970), para os tipos de A a F até entdo

reconhecidos. Estes grupos permaneceram dispostos da forma que se segue:

Grupo | - inclui todas as cepas do tipo A e as cepas proteoliticas dos tipos B e F;
fermentam alguns carboidratos (Quadro 2).

Grupo I! - inclui todas as cepas do tipo E e as cepas nao-proteoliticas dos tipos B e F; sdo
fortemente sacaroliticos, fermentando agucares com grande produgdo de
gases.

Grupo |l - inclui todas as cepas dos tipos C e D, as quais podem ser fracamente ou nao-
proteoliticas.

SMITH, HOBBS (1974) incluiram o tipo G em um quarto grupo separado:

Grupo IV - que inclui todas as cepas do tipo G, proteoliticas mas que n3o fermentam
carboidratos.

O termo proteolitico refere-se a digestao da caseina, das proteinas da came, do
ovo coagulado e do soro sanguineo, mas ndo a hidrélise de gelatina ou de outras
proteinas modificadas, que as cepas nado-proteoliticas também conseguem hidrolisar
(SNEATH et al., 1986).

Algumas toxinas botulinicas, em particular, aquelas produzidas pelas cepas néo-
proteoliticas, requerem ativagdo com proteases, tais como a tripsina (para efetividade nos
testes de laboratoério), o que ocorre naturalmente durante a passagem do alimento
contaminado pelo estdmago da vitima (CDC, 1979).

No Quadro 2 expressamos algumas caracteristicas bioquimicas dos quatro grupos
de C. botulinum, de acordo com HOLDEMAN ef al. (1977).



QUADRO 2. Algumas caracteristicas bioquimicas de Clostrdium botulinum.

Caracteristicas Grupos

| ] [ v
Digestao de Proteinas + - - +
Hidrolise de gelatina + + + +

Fermentagao de:
- glicose + +
- manose - + + -
- frutose -* +
- sacarose - +
- lactose - - - -
Produgao de:
- urease - - - -
- lipase + + + -
- lecitinase - - - -
- indol - - - -

Redugao de nitrato - - - -

Simbolos: + = reagdo positiva; - = reagdo negativa; v = reagao variavel;, * = reagdo

positiva fraca em algumas cepas.



A determinagao por cromatografia dos produtos da fermentagdo em caldo peptona-
extrato de levedura-glicose ("PYG") permite confirmar a divisdo estabelecida nos quatro
grupos metabolicos de C. botulinum (HOLDEMAN et al., 1977, SNEATH et al., 1986). Sao
detectados, de modo geral, no Grupo |, grandes quantidades dos acidos acético e
butirico, quantidades moderadas dos acidos isobutirico, isovalérico e propidnico e tragos
dos acidos isocaproico e valérico; no Grupo Il, apenas os A&cidos acético e butirico;
no Grupo lll, adicionalmente aos acidos acético e butin‘cc;, aparece, em grande
quantidade o acido propidnico, no Grupo IV, o acido acético é detectado em grande

quantidade e os acidos butirico, isobutirico e isovalérico em quantidades moderadas.

O conteudo de guanina e citosina (G + C) no acido desoxiribonucléico (ADN), de
acordo com SNEATH et al. (1986) também possui homologia entre os tipos de C.
botulinum dispostos naqueles grupos descritos. Nos grupos | e ill, o conteado de G + C é
de 26-28 mol%; no grupo |l &€ de 27-29 mol% (SNEATH et al., 1986); e no grupo IV de 28-
30 mol% (SUEN et al., 1988).

Quanto a temperatura de crescimento, no Quadro 3 expressamos as faixas de
temperaturas 6timas e os extremos onde ocorre crescimento. A temperatura maxima de
50°C, ha crescimento de tipos proteoliticos A, B e F e a minima de 3,3°C ha tipos ndo-

proteoliticos E, B e F que conseguem crescer.



QUADRO 3. Temperaturas de crescimento de Clostndium botulinum

Tipos Temperatura (°C) Referéncia
6tima extremos
A, 28-40 10-48 BONVENTRE, KEMPE (1959);
B e F proteoliticos SPERBER (1982)
—— 50 GENIGEORGIS (1981)
E, 25-37 3,345 SPERBER (1982); SNEATH et al.
B e F nao-proteoliticos (1986)
C.DeG 30-37 - SNEATH ef al. (1986)

Apesar de tantas diferengas existentes entre os quatro grupos descritos, tem-se
conservado o C. botulinum em uma s6 espécie devido a agdo similar que as toxinas
produzidas pelos diversos tipos provocam nos animais. Contudo, em 1988, a criagdo de
uma nova espécie para o género Clostridium foi proposta por SUEN ef al. (1988),
denominando Clostridium argentinense sp. nov. todas as cepas de C. botulinum
produtoras de toxina tipo G incluidas no grupo IV. Com o descobrimento de cepas de
Clostridium barati e de C. butyricum produtoras de toxinas botulinicas toda a classificagdo

deve ser revista.
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2.3. MANIFESTACOES CLINICAS DO BOTULISMO

A toxina botulinica atua sobre o sistema nervoso periférico ao bloquear a passagem
do estimulo nos terminais dos nervos, causando principalmente disturbios
neuromusculares e digestivos. Os sintomas mais frequentes desta intoxicagdo sao:
diplopia, fotofobia, disfagia, cansago generalizado, disfonia e vertigens. Nauseas,
vOmitos, dores abdominais e diarréia, as vezes precedem b inicio dos sintomas
neurologicos, porém, a constipagdo € comum a medida que o envolvimento neurolégico
progride. Como principais sinais de botulismo observam-se dificuldade respiratéria,
fraqueza muscular ou paralisia, ataxia, pupilas fixas e dilatadas e ptose das palpebras. As
membranas mucosas da boca, lingua e faringe apresentam-se freqientemente secas.
O sistema nervoso central ndo é afetado e o processo mental permanece normal. A
auséncia de febre é caracteristica, a menos que complicagdes, devido a algum tipo de
infecgdo, venham a se desenvolver. A pulsagado do paciente geralmente € normal ou mais
lenta, mas pode ocorrer taquicardia devido ao desenvolvimento de hipotensio. A medida
que a doenga progride, ocorre maior dificuldade respiratéria, sendo que a principal
causa de morte por botulismo ¢é decorrente da parada respiratéria (CDC, 1979,
SAKAGUCHI, 1979, SUGIYAMA, 1980).

O aparecimento dos sintomas e sinais de botulismo pode ocorrer em poucas horas
ou tao tarde quanto oito dias apds a ingestdo do alimento contaminado com a toxina.
O periodo nomal de incubacdo é de 18 a 36 horas. Geralmente, os pacientes
apresentando periodo de incubagcdo da doenga mais curto sdo afetados mais
severamente e mais comumente sd3o 0s que morrem e, 0S que sobrevivem,

desenvolvem uma recupera¢ao mais prolongada (CDC, 1979).

De acordo com BOROFF, DASGUPTA (1971), a toxina botulinica € o produto
natural com maior poder letal que se conhece. LAMMANA (1959) menciona que menos
de 0,1x10 micrograma causa a morte de um camundongo. Para humanos, a dose letal

ndo é conhecida, estimando-se que ndo mais que 1 micrograma de toxina pode ser fatal.
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2.4 DIAGNOSTICO E ISOLAMENTO DE Clostndium botulinum

O diagnostico do botulismo de origem alimentar € geralmente confirmado quando, em
adi¢ao aos sintomas clinicos caracteristicos deste tipo de intoxicagéo, a toxina botulinica
e/ou o C. botulinum vidvel sdo detectados em amostras do alimento suspeito ou em
amostras clinicas do paciente ou em ambos (CDC, 1979). As amostras clinicas podem
constituir-se de soro sangliineo, fezes, vomito, contetdo gé,stn‘cb, liquido de enemas e
por¢cbes de intestino deigado, grosso e figado, em casos de morte do paciente e
autépsia. Com excegao do soro, as demais amostras também podem ser utilizadas para
detecgdo da bactéria.

Em casos de botulismo infantil, HATHEWAY, Mc CROSKEY (1981) relataram que
as fezes sdo as amostras que mais comumente contém C. botulinum viavel efou sua
toxina. Amostras de soro raramente tém se apresentado positivas para toxina, nestes

casos.

A detecgdo de toxina botulinica é, geralmente, feita por meio do ensaio biolégico
em camundongos. Este teste baseia-se na agao letal da toxina em camundongos e na
sua neutralizagdo com antitoxina especifica e permite detectar menos que 0,1
micrograma de toxina (SAKAGUCHI, 1979). O procedimento bdsico inclui a injegdo
intraperitonal de camundongos fémeas, tipo "Swiss", pesando de 20-30g, com amostras
liquidas ou extratos de amostras sélidas, com e sem antitoxina especifica (CDC, 1979).
Os extratos sdo preparados macerando-se a amostra com solugdo tampao ligeiramente
acida, tal como fosfato-gelatina pH 6,6, (BOWMER, 1963). O extrato é entao separado
por centrifugagdo a 12.000g, durante 20 minutos, sob refrigeragdo (4°C) e, quando
necessario, fitrado em membrana de 0,45um, para evitar infecgées no camundongo. Em
adicéo a filtragdo, as infecgdes no camundongo também podem ser controladas com
200mg/kg de tetraciclina no extrato a ser injetado (HEALTH PROTECTION BRANCH -
HPB, 1973). Tratamentos com tripsina também podem ser necessarios para ativar a
toxina, especialmente, quando cepas nao-proteoliticas estdo envolvidas. A tripsina nao
interffere na neutralizagdo com antitoxina (CDC, 1979, FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 1984).
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A escolha das antitoxinas utilizadas na neutralizagao da toxina depende dos tipos
mais possivelmente suspeitos de estarem envolvidos. Em casos de botulismo humano de
origem alimentar, a neutralizagao preliminar com antitoxina trivalente (A, B, E) e com duas
destas antitoxinas monovalentes € usuaimente adequada. A neutralizagdo pode ser
feita "in vitro” ou injetando-se previamente os camundongos antes de injetar o extrato
com as antitoxinas escolhidas. Este ultimo método & mais trabalhoso e raramente
utilizado (HAUSCHILD, 1989). )

Como as toxinas sdo termolabeis, uma por¢do do alimento ou das amostras
clinicas (com exceg¢ao do soro sanguineo) deve ser aquecida a 100°C durante 10 minutos

e injetada em um par de camundongos para servir de controle negativo (CDC, 1979).

Os sinais tipicos de botulismo no camundongo sdo: pélo ericado, estreitamento da
cintura, respiragao ofegante, dificuldade de locomogéo, principalmente com os membros
posteriores, paralisia progressiva e morte (KAUTTER, LYNT, 1984). Tempos de
sobrevivéncia sdao menores com quantidades maiores de toxina, porém se ocorrerem
mortes com menos de duas horas da injecdo, a causa mais comum € a presenga de
agentes nao-especificos. A maioria das mortes por botulismo geralmente ocorre ao redor
de 24 horas, porém, a observagdo dos camundongos deve continuar por até quatro dias.
Quando apenas um camundongo do par inoculado morrer (1/2) ap6és 24 horas,
recomenda-se a inoculagdo de mais um par. Neste caso, o resultado & considerado
positivo para toxina quando dois ou mais camundongos morrerem (pelo menos 2/4).
Algumas amostras, provavelmente contendo pequenos niveis de toxina, podem causar
sinais de botulismo, sem contudo causar a morte do camundongo; nestes casos,
resultados definitivos podem ser obtidos aumentando-se a dose injetada (por exemplo

0,4 - 0,5ml para 0,8 a 1,0m, no maximo).

O ensaio biolégico em camundongos tem permanecido sem modificagdes durante
décadas. Varios outros testes "in vitro" também foram desenvolvidos, porém, até o
presente, nenhum deles parece ser tdo sensivel @ poucos sao tdo especificos e seguros.
HOBBS et al. (1982) relataram que dentre os métodos "in vitro", os mais sensiveis
permitem a detecgdo de aproximadamente 1 micrograma de toxina por mililitro. Os

ensaios de detecgdo também dependem do tipo e das condigdes da toxina.
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Na deteccdo de C. botulinum viavel, o procedimento consiste essencialmente da
inoculagdo das amostras clinicas ou de alimentos em caldo de enriquecimento e
identificagdo da toxina neste caldo através do ensaio biolégico. Os meios de
enriqguecimento comumente utilizados sdo meio de carne cozida ("CMM"), meio de
carne cozida com glicose, meio de came cozida-glicose-amido ("CMGS"), meio de
triptona-peptona-glicose-extrato de levedura ("TPGY") sem ou com tripsina (FDA, 1984,
ELLIOT et al. 1988). No minimo, dois tubos do meio de enriquecirr;ento devem

ser inoculados. Um deles, apds inoculagdo, deve ser aquecido a 75-80°C ou a 60°C
durante 10 a 15 minutos, para cultura seletiva dos esporos; o outro tubo deve ser
inoculado e incubado sem aquecimento prévio para permitir o desenvolvimento de

esporos de tipos ndo-proteoliticos e de células vegetativas de C. botulinum (FDA, 1984).

Os meios sdlidos para isolamento de C. botulinum a partir dos meios de
enriquecimento podem conter sangue (DOLMAN, 1964) ou, mais comumente, emulsdo
de gema de ovo (CDC, 1979, FDA, 1984, KAUTTER, LYNT, 1984, ELLIOTT et al., 1988).
O C. botulinum, assim como alguns outros clostridia, produzem enzimas lipoliticas que
causam a precipitagdo da gordura contida no meio, resultando em uma iridescéncia ou
aparéncia aperolada ao redor e por cima das coldnias (KAUTTER, LYNT, 1984). A
inclusao de gema de ovos aos meios de cultura também permite a recuperagdo de
esporos injuriados pelo calor, provaveimente devido a presenga de lisosima
(HAUSCHILD, HILSHEIMER, 1977).

As placas de Petri contendo meios sélidos inoculados devem ser incubadas em
atmosfera anaerdbia imediatamente ap6s a semeadura. O gas nitrogénio é recomendado
em KAUTTER, LYNT (1984) para obtengdo de atmosfera anaerdébia em jarras, podendo
ser utilizado também o gas hidrogénio puro (FUTTER, RICHARDSON, 1971, SERRANO,
JUNQUEIRA, 1991) ou em combinagdo com gas carbonico e nitrogénio.

2.5. HABITAT E EPIDEMIOLOGIA DE Clostrdium botulinum

A distribuicdo geografica dos esporos de C. botulinum na natureza tem sido

extensivamente estudada por diversos pesquisadores. HAUSCHILD (1989) apresenta um
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sumario geral sobre essa ocorréncia, a nivel mundial, mostrando que os ambientes
terrestres e aquaticos sdo o "habitat” natural deste microrganismo. Em geral. o nimero de
esporos, os tipos de C. botulinum no ambiente e a relativa prevaléncia do tipo de toxina
produzida sdo fatores significativos associados com a incidéncia de surtos de
botulismo. A esse respeito, SMITH (1977), BANWART (1979) e HAUSCHILD (1989)
mencionam que os surtos de botulismo ocorridos nos Estados Unidos foram devidos
principalmente as cepas do tipo A deste microrganismo, pais dnde esporos deste tipo
preponderam no solo; ja os ocorridos na Europa foram devidos as cepas do tipo B; na
Escandinavia, Japdo, Canada, Alasca e parte da URSS., o tipo E foi mais
frequentemente relacionado com os surtos (ver Quadro 4). SMITH (1977) sugere que a
psicrotolerancia das cepas do Grupo Il deve ser o fator-chave para a prevaléncia do tipo

E naquelas regides de clima frio do hemisfério norte, bem como no ambiente aquatico.

Tanto os alimentos de origem animal, quanto vegetal mostram-se envolvidos em
surtos humanos de botulismo alimentar (Quadro 5). Os pescados (peixes, crustaceos,
ovas de peixe e outros produtos) aparecem frequentemente associados ao tipo E. Os
alimentos associados com o tipo A sd@o principalmente vegetais, enquanto o tipo B é
predominante em produtos carneos (BANWART, 1979, HAUSCHILD, 1989).

Nos Quadros 4 e 5 também podemos evidenciar o diagnéstico de surtos de
botulismo alimentar em diferentes partes do mundo. Na América do Sul, foram relatados
pela Argentina 20 surtos em periodo de 10 anos (1970-1980), sendo identificado
C. botulinum tipo A em 14 destes surtos (Quadro 4). Os alimentos predominantemente
envolvidos em surtos relatados neste pais desde 1922 até 1980 foram os de origem

vegetal (Quadro 5).

No Brasil, revisdes cientificas elaboradas por LEITAO (1982) e SERRANO (1990)
mencionam dados sobre a ocorréncia de Clostridium botulinum no ambiente marinho e
terrestre e seu envolvimento em casos e surtos de botulismo em bovinos, galinaceos e no
homem. De acordo com o Ministério da Agricultura, nos anos de 1980 e 1982, ocorreram,
respectivamente, 230 e 377 surtos de botulismo em bovinos, abrangendo rebanhos de
diversos Estados brasileiros, com maior incidéncia nos Estados de Goias e Minas Gerais

(SERRANO, 1990), porém nem todos os surtos foram confirmados laboratorialmente.
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Surtos de botulismo em galinaceos foram relatados nos Estados do Rio Grande do Su!
(SARAIVA, 1978) e Sao Paulo (SERRANO, 1990)

Em humanos, o primeiro surto de botulismo relatado ocorreu em 1958, no Rio
Grande do Sul e envolveu 9 pessoas, das quais 7 morreram. O alimento incriminado foi
conserva caseira de escabeche de corvina e Clostrndium botulinum produtor de toxina tipo
A foi isolado deste alimento (PEREIRA FILHO, 1958). ‘

Em dezembro de 1981, no Rio de Janeiro, dois casos provaveis de botulismo, com
uma morte, foram relatados por SERRANO (1982). O alimento suspeito foi paté de frango
industrializado, porém, as investiga¢cdes nao ofereceram resultados conclusivos, embora,
com base nas manifestagcbes clinicas apresentadas pelos pacientes, a possibilidade de

se tratar de botulismo ficasse bastante provavel.

Em 1986, um surto de botulismo alimentar envolvendo sete pessoas da mesma
familia e outro caso ndo relacionado com a familia foram confirmados no Triangulo
Mineiro (FERREIRA et al., 1987). O alimento relacionado ao surto foi preparado com
came de porco e conservado imerso na prépria banha, sendo posteriormente ingerido,
com aquecimento apenas para derreter a gordura superficial, das sete pessoas
envolvidas, duas morreram com severa dificuldade respiratéria e as demais receberam
tratamento com soro anti-botulinico tipos A e B e se recuperaram. Através de ensaio
biolégico em camundongos, toxina botulinica tipo A foi detectada no sangue dos
pacientes, porem, o alimento incriminado nao foi examinado. Onze meses mais tarde, um
jovem de 16 anos apresentou sinais e sintomas de intoxicagdo relacionados ao
botulismo. Toxina botulinica tipo A foi detectada em seu soro sanguineo e apds receber
anti-soro tipos A e B, o paciente se recuperou. Relagdo entre a intoxicagdo e algum

alimento nao foi estabelecida neste caso.

Em margo de 1990, no Municipio de Sdo Paulo, foi relatado um caso de botulismo
em individuo do sexo masculino (ARAP et al, 1993). Este caso foi confirmado
laboratorialmente: 0 exame do soro sanguineo do paciente apresentou toxina botulinica
tipo A e/ou B; a partir de cultura de fezes foi isolado Clostridium botulinum tipo A; dentre
os alimentos suspeitos, uma amostra de conserva vegetal caseira ("pickles”) revelou a

presenga de toxina botulinica e do microrganismo. A conserva foi preparada a partir de
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vegetais crus (cenoura, couve-flor, pimentao, cebola, nabo, couve-de-bruxelas e fundos
de alcachofra), previamente aferventados rapidamente em agua e sa! e adicionados de
ovos de codorna e pepino "cornichon" em conserva. Estes produtos foram distribuidos em
frascos de vidro previamente limpos e aferventados e imersos em calda constituida de
nove partes de azeite para uma parte de vinagre. Os frascos foram hermeticamente
fechados e mantidos a temperatura ambiente. O frasco de conserva envolvido na
intoxicagdo do homem foi sendo consumido durante cerca de trés meses. O mesmo
frasco foi levado ao litoral de S&o Paulo durante uma viagem, no més de janeiro, e
certamente consumido por mais uma pessoa idosa do sexo feminino, que desenvolveu
mal subito com sintomas neurologicos, evoluindo rapidamente para o o6bito, sem que

tivesse sido aventada, na época, a hipotese de botulismo (ARAP, et a/., 1993).

Quando comparamos os dados existentes no Brasil com aqueles de outras partes do
mundo, devemos considerar que 0s poucos casos conhecidos em nosso pais nao
representam a extensao do problema e que existe uma intensa necessidade de se
ampliar a prevengdo da doenga, principalmente nas areas de saude publica, medicina
veterinaria e tecnologia de alimentos (LEITAO, 1982, SERRANO, 1990).
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QUADRO 4. Tipos de C. botulinum envolvidos em surtos de botulismo.

Local Periodo N° de N° de surtos Tibos %
surtos com tipos A B E  Outros®
identificados
Japéo 1951-84 96 96 96 0
Canada 1971-85 67 64 88 0
EUA® 1971-85 210 193 63 23 14 0
Alasca 1971-85 35 33 15 15 70 0
Dinamarca 1971-85 11 9 11 0 78  11(F)
Noruega  1962-78 15 15 0 47 47  6(F)
Bélgica 1982-84 7 7 0 57 14 29(B+C)
RFA 1971-82 >90
Franca 1978-84 115 114 0 96 3 1(AB)
Espanha  1969-83 30 30 100 0
italia 1979-83 239° 15 20 60 7 13(A+B)
Tchecoslo- 1979-84 17 6 17 83 0 0
vaquia
Polonia 1979-83  2390° 1279° 2 96 2 0
URSS 1958-64 95 45 33 38 29 0
Ira 1972-74 63 63 0 97 0
China 1958-83 986 733 93 5 1 <1(A+B)
Argentina  1970-80 20 14 100 0 0 0

a - Em parénteses, tipo(s) identificado(s)

b - Tipo F suspeito
c - Alasca incluido

d - Casos (nédo surtos)

Fonte: HAUSCHILD (1989)
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QUADRO 5. Alimentos envolvidos em surtos de botulismo.

Local Periodo  N° de surtos Alimentos (%) i Fontes (%)
com alimentos Carnes Pescados Vegetais Outros Caseiros Comerciais
identificados
Japéo 1951-84 94 0 99 0 98
Canada 1971-85 63 70 22 8 0 97
EUA" 1971-85 183 14 17 60 9 90 10
Alasca 1971-85 33 45 55 0 100 0
Dinamarca 1951-84 11 27 73 0 - -
Suécia 1969-84 6 17 83 0 83 17
Bélgica 1982-84 5 60 20 20 0 60 40
RFA 1971-82 - >75 — - - - -
Franga 1978-84 83 86 5 7 2 88 12
Espanha 1969-83 24 42 0 58 0 92 8
ltalia 1979-83 13 8 8 77 8 - -
Tchecoslo-  1979-84 14 72 7 14 7 100 0
vaquia
Hungria 1961-85 58 67 0 3 29 100 0
Polbnia 1979-83  2434° 87 11 2 0 6 32
URSS 1958-64 83 17 67 16 0 - -
Ira 1972-74 63 3 97 0 0 - -
China 1958-83 958 10 0 86 4 - -
Argentina 1922-80 30 3 10 73 13 77 23

a - Casos (nao surtos)

Fonte: HAUSCHILD (1989)
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2.6 INCIDENCIA DE Clostridium botulinum EM CARNES E DERIVADOS

A incidéncia de esporos de C. botulinum em carnes frescas e em produtos cameos,
de acordo com as escassas pesquisas relatadas até o presente, especialmente nos
Estados Unidos, Canada e Gra-Bretanha, é relativamente baixa. Porém, com o
aprimoramento da metodologia € 0 aumento do peso de cada amostra, uma incidéncia
mais elevada pode ser esperada (SOFOS et al., 1979).

Nos Estados Unidos e Canada, as pesquisas envolvendo uma variedade de
produtos carmeos crus ou semi-conservados indicam a ordem de 0,1 a 1,0 esporo de
C. botulinum por kg de produto cameo (GREENBERG ef al., 1966, TACLINDO et al.,
1967, INSALATA et al, 1969, ABRAHAMSSON, RIEMANN, 1971, HAUSCHILD,
HILSHEIMER, 1980, HAUSCHILD, HILSHEIMER, 1983).

GREENBERG et al. (1966) realizaram uma ampla pesquisa em cames cruas de
bovinos, suinos e aves coletadas em plantas de processamento dos Estados Unidos e
Canada. Do total de 2.358 amostras analisadas, somente de uma amostra de frango,
proveniente de Colimbia Britanica (Canada), foi isolado C. botulinum tipo C. A incidéncia
observada neste estudo foi significativamente mais baixa que a observada em estudos
subseqlientes e pode estar associada ao uso de um meio seletivo (agar sulfito polimixina
sulfadiazina) no processo de isolamento. Ainda com referéncia a esta pesquisa, deve-se
notar que foi retirado um pequeno inéculo (3,0 g) de um elevado niumero de amostras, o
que naturalmente diminui a frequéncia de amostras positivas. A quantidade total de came

inoculada foi de aproximadamente 7,0kg.

Um levantamento realizado na Califéomia (EUA) por TACLINDO ef al. (1967) em 73
amostras de carnes processadas prontas para o consumo ("luncheon meats") e em 17
amostras de embutidos ("sausages") proporcionou apenas um resultado positivo para
C. botulinum tipo B em came processada. A quantidade total de came inoculada neste
estudo foi de aproximadamente 2,4 kg (em 12 aliquotas de 2g por amostra) e o meio de

cultura utilizado foi o meio de came cozida.
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THATCHER et al. (1967) relataram que em pesquisa realizada no Canada, com
amostras coletadas a nivel de varejo, o C. botulinum n&o foi encontrado em 436 amostras
de varios tipos de produtos carneos fatiados, embalados a vacuo, enquanto trés do total
de 400 amostras de pescado embalado congelado continham esporos. O peso total das

amostras examinadas nao foi relatado nesta pesquisa.

INSALATA et al. (1969), em pesquisa realizada nos E_stados Unidos, observaram
uma amostra positiva para C. botulinum tipo B em salsicha entre 70 amostras de produtos
carneos embalados a vacuo. O peso total das amostras examinadas néo foi relatado e o

meio de cultura utilizado foi o recomendado por DUFF citado em INSALATA et al. (1969).

ABRAHAMSON, RIEMANN (1971) examinaram amostras de produtos carneos
semiconservados e coletados em supermercados de Davis, California (EUA). A toxina
botulinica tipo A foi detectada em cinco do total de 100 amostras de presunto cozido
examinadas e o C. botulinum foi isolado de duas amostras; uma amostra de came de
peru defumada, do total de 41 amostras examinadas, continha C. botulinum tipo B.
Nesta pesquisa, os referidos autores examinaram, no total, aproximadamente 11,3kg
de produtos carneos, em 372 amostras de 30g inoculadas em meio de came moida

adicionado de cisteina.

ROBERTS e SMART investigaram a incidéncia de C. botulinum em carne de suinos
crua, em pedagos de "bacon" e em "bacon" embalado, na Gra-Bretanha. Em fase
preliminar de estudos,ROBERTS, SMART (1976), detectaram 10 amostras positivas para
C. botulinum tipo B € uma para tipo A em 263 amostras de "bacon" examinadas,
utilizando aliquotas de 25g; em outra fase subsequente, amostras de 175g foram
utilizadas e 19 amostras foram positivas para o tipo A, em 26 amostras analisadas
(ROBERTS, SMART, 1977). A incidéncia de esporos encontrada parece ser mais elevada
do que a relatada nos Estados Unidos e Canada.

HAUSCHILD, HILSHEIMER (1980) realizaram uma vasta pesquisa sobre a
incidéncia de C. botulinum em "bacon", no Canada. Do total de 104 amostras, em
quadruplicata, cada uma de 75g, apenas uma das quadruplicatas se tornou téxica.

Tentativas repetidas de novo isolamento nas outras trés amostras do mesmo produto ndo
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permitiram detecgao de toxina, indicando, assim, um baixo nivel de contaminagdo A
toxina produzida na amostra positiva foi neutralizada apenas por uma combinagdo dos
antisoros A e B. Desconsiderando a possibilidade de contaminag&o por ambos os tipos,
os autores consideraram que o microrganismo poderia ser uma cepa rara produtora de
mais de um tipo de toxina. O Numero Mais Provavel (NMP) de esporos de C. botulinum
foi estimado estatisticamente em 0,064 por kg de "bacon". Em ‘estudos subsequentes,
utilizando outros produtos cameos semiconservados, HAUSCHILD, HILSHEIMER (1980)
detectaram esporos de C. botulinum tipo A em duas amostras de 75g. Nesta pesquisa,
132 amostras foram examinadas. O meio de cultura utilizado pelos autores foi o caldo
tripticase-peptona-extrato de levedura-glicose ("TPGY"). Assumindo tal distribuigdo de

esporos entre os produtos analisados, o NMP foi estimado em 0,2 esporos por kg.

No Brasil, foi realizada uma pesquisa sobre a detec¢gdo de toxina botulinica e o
isolamento de Clostnidium botulinum e outros clostridios em produtos carneos embalados
a vacuo, comercializados na regido de Ribeirdo Preto, SP (SCHOCKEN - ITURRINO et
al., 1988). Foram examinadas 1.020 amostras de presuntada (163 amostras), salsicha
(198 amostras), pasta de came com picles (138 amostras), paté de came (161 amostras),
paté de figado (174 amostras) e came bovina cozida (186 amostras), inoculadas em meio
de carne cozida (CMM, Difco), em volumes de 2ml, a partir da diluicdo de 20g de amostra
em 80ml de solugdo salina, ou seja, na quantidade de 0,5g de cada amostra. Os
resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram a auséncia de toxina botulinica em
todas as amostras examinadas e o C. botulinum nao foi isolado de nenhuma amostra.

Outras bactérias do género Clostridium foram isoladas de 204 (20%) amostras.
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27 PRINCIPAIS FATORES NO CONTROLE DO DESENVOLVIMENTO DE Clostridium
botulinum EM ALIMENTOS

Para mostrar os principais fatores ou barreiras que controlam o crescimento de
C. botulinum, elaboramos o Quadro 6, a partir de dados citados por LEISTNER (1986) e
HAUSCHILD (1989).

QUADRO 6. Fatores mais relevantes que controlam isoladamente o desenvolvimento de

Clostndium botulinum tipos A, B e E.

Fatores Tipo de C. botulinum

AeB EeB

proteolitico nao-proteolitico

Acidez (pH) <ou=4,.6 <ou=4,8
Concentragao de nitrito > ou= 300 mg/kg > ou = 200 mg/Kg
(apH 6,0)
Concentragao de NaCl >ou = 10% >ou=5,0%
Aa (NaCl como soluto) <ou=0,94 <ou=0,97
Temperatura de refrigeragao <ou=10°C <ou=3°C

Tratamento térmico:

D100 (esporos) 25 min 0,1 min

Fonte: LEISTNER (1986), HAUSCHILD (1989).
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Em algumas conservas de alimentos, o C bofulinum é controlado por um unico
fator, por exemplo, o tratamento térmico de esterilizagdo em alimentos enlatados de baixa
acidez, mas, geralmente, o microrganismo € inibido por uma combinagao de diversos
fatores, alguns deles interagindo. BAIRD PARKER, FREAME (1967) estudaram o efeito
combinado da atividade de agua (Aa), pH e temperatura no crescimento de C. botulinum
tipo B. Neste estudo, demonstraram que a Aa minima para crescimento da bactéria
aumenta com a diminuigao do valor de pH; nao foi observado cre.scimento com Aa= 0,95
e pH= 7,0 ou Aa= 0,99 e pH= 5,0. LEISTNER (1977) reuniu os fatores relevantes para
bloquear o desenvolvimento de C. botulinum num conjunto de obstaculos ("hurdles") que
podem ser diminuidos ou removidos individuaimente, ao passo que outros s&o

aumentados.

O Quadro 7, que elaboramos com nossos dados e de RIEMANN (1973) e
HAUSCHILD (1989), mostra diversas interagbes de barreiras que podem ser usadas.

Em produtos cameos, numerosas pesquisas tém comprovado que a prevengdo do
crescimento do C. botulinum & uma consequéncia da combinagdo dos varios fatores
(PIVNICK et al., 1969, RIEMANN et al., 1972, HUSTAD et al., 1973, ROBERTS et al,,
1979, HAUSCHILD et al., 1982, TOMPKIN, 1983, ROBERTS, GIBSON, 1986).

A quantidade de nitrito inicialmente adicionada é a principal responsavel pela
seguranga dos produtos cameos durante a estocagem. O grau de inibicdo é maior com
niveis iniciais mais elevados de nitrito (CHRISTIANSEN et al, 1973, TOMPKIN, et al,,
1977). A queda do nivel de nitrito em produtos cameos tem inicio logo apés sua adigdo
ao produto e é continua, dependendo de fatores tais como: composigéo do produto, pH,
processamento e temperatura de estocagem. O nitrito residual também exerce algum
efeito na inibigdo do C. botulinum (PIERSON, SMOOT, 1982).

O mecanismo de agao inibitéria do nitrito sobre os varios microrganismos nao é
bem conhecido, mas sabe-se que é a forma nao-dissociada do acido nitroso (HNO2), que
€ o composto ativo (INGRAM, 1974, citado por PIERSON, SMOOT, 1982). No
C. botulinum, o nitrito foi demonstrado reagindo nas ligagdes ferro-enxofre de algumas

proteinas, por exemplo, ferrodoxina, para formar complexos ferro-6xido nitrosos, inibindo
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o sistema fosforoclastico, o qual envolve a conversdao do piruvato a acetil-fosfato,
transferéncia de elétrons e formagcdo de ATP (REDDY et al., 1983, WOODS, WOOD,
1982).

PIVNICK et al. (1969), trabalhando com came de porco curada, inoculada com
esporos de Clostridium botulinum tipos A e B, na concentragdo de 10° esporos/g de
came, concluiram que concentragdes de cloreto de sédio acirﬁa de 6,1% sao necessarias
para prevenir a produgdo da toxina botulinica, na auséncia de nitrito, enquanto niveis de
cloreto de sédio de 5,8 a 6,1%, na fase aquosa do produto com 75mg de nitrito de
sodio/kg ou 4,9% de sal com 150mg de nitrito/kg sdo necessarios para prevenir a

formacao de toxina.

HUSTAD et al. (1973) estudaram o efeito do nitrito e do nitrato de sédio na
formagao de toxina botulinica, em salsichas inoculadas com 620 esporos de C. botulinum
tipos A e B por grama, incubadas a 27°C durante 56 dias. Seis diferentes concentragbes
de nitrito de sédio (0, 50, 100, 150, 200 e 300mg/kg) e quatro niveis de nitrato de sbédio
(0, 50, 150 e 450mg/kg) foram utilizados na formulagdo das salsichas. Quando nao foi
adicionado nitrito, amostras toxicas foram detectadas ap6s 14 dias a 27°C; no nivel mais
baixo de nitrito (50mg/kg), foi encontrada uma amostra téxica ap6s 56 dias de incubagao;
niveis mais elevados de nitrito inibiram completamente a produgdo de toxina durante o
periodo de 56 dias de incubagao a 27°C. Estes autores relataram que, ap6s a adigdo do
nitrito a carme, a concentragao inicial deste sal diminui em média 16%, ocorrendo, ainda,
uma redug¢ao adicional de aproximadamente 51% durante o processamento, restando, ao
final do processamento, em média, 33% da quantidade inicialmente adicionada. Ainda
que o nivel de nitrito residual tenha diminuido para 3mg/kg durante a estocagem, nao foi
detectada, durante aquele periodo, toxina botulinica em amostras iniciaimente
formuladas com 100mg de nitrito/kg. O nitrato de sédio mostrou-se pouco eficiente na

prevengao da toxigénese.

HAUSCHILD et al. (1982) inocularam 10* esporos de C. botulinum tipos A e B em
pasta de figado embutida em filmes de poliéster, formulada com 0, 50, 100 e 150mg de

nitrito de sédio/kg e armazenaram o produto a 27°C. Verificaram que as amostras ficaram
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toxicas ao fim de uma semana, quando os niveis de nitrito eram de 0, 50 e 100mg/kg, as
amostras contendo 150mg de nitrito/kg somente ficaram tdéxicas ao final de duas

semanas de armazenamento aquela temperatura.

Estas diferengas nos periodos de aparecimento de toxina, verificadas nas
pesquisas realizadas por Hustad ef al. (1973) e Hauschild et al. (1982) podem ser
compreendidas levando-se em consideragdo o que preconizoﬁ ROBERTS, GIBSON
(1986). os fatores conhecidos a combinar para controle de C. botulinum em produtos
cameos incluem pH do produto, atividade de agua do produto, concentragdo de sal,
quantidade de nitrito inicialmente adicionado ao produto e concentragdo residual,
severidade do tratamento térmico aplicado no processamento, temperatura de
estocagem, numero de esporos presentes no produto, natureza da microbiota
competitiva, quantidade de ferro disponivel no produto (exemplo: diferentes tipos de

cames) e outros aditivos, como ascorbato, fosfato e nitrato.

26



QUADRQ 7 Métodos de controle de Clostnidium botulinum utilizados na preservagao de

alguns tipos de alimentos.

Método de Controle

Destruigao Inibigdo
dos esporos dos esporos

Tipo de alimento

Processamento térmico
comFo>24

Processamento térmico
com Fo < 2,4, sal e nitrito

Pasteurizagao e pH
Pasteurizagao, sal,
nitrito e refrigeragéo
Pasteurizagao, pH, sal

e refrigeragao

Pasteurizagao e
refrigeragéo

Defumagao, sal, nitrito e
refrigeragéo

Defumacgao, sal e
refrigeragéo

Sal, nitrito e
refrigeragéo

Refrigeragao

Aa (sal, secagem), pH
e nitrito

Salga e secagem

Salga

(+) +

Conservas de baixa acidez (pH > 4,6)
Conservas de carnes curadas estaveis
(ex: paté de figado, paté de presunto)
Conservas acidas (pH < 4,6)

Produtos cérneos curados cozidos
pereciveis (ex: salsicha, presunto cozidos)
Caviar, queijos frescos

Leite, carne de caranguejo enlatada
Bacon, frango defumado, tender

Pescado defumado

Produtos carneos curados crus pereciveis
(ex: lingﬁ'ic;a)

Carnes e pescados frescos

Produtos cérneos secos fermentados
(ex: salame, presunto Parma)

Bacalhau, charque

Produtos carneos salgados (ex: pés e
joelho suinos)

Fontes: RIEMANN (1973), HAUSCHILD (1989), JUNQUEIRA, SERRANO (1994).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS
3.1.1. PRODUTOS ALIMENTICIOS

- Mortadelas embutidas em bexigas de bovino ou em filmes de plastico, pesando
de 3 a 5kg.

- Presuntos cozidos enformados e prensados, embalados em filmes de plastico,

pesando aproximadamente 3kg.
3.1.2. MICRORGANISMOS

- Clostridium botulinum tipo A, ATCC 25763, fomecido pelo "Center for Disease
Control" - Atlanta, GA, USA.

- Clostndium botulinum tipo B proteolitico, ATCC 7949, fomecido pelo "Center for
Disease Control" - Atlanta, GA, USA.

- Clostridium botulinum tipo B proteolitico, isolado de mortadela tipo "Bologna",

coletada no comércio de Campinas.
3.1.3. MEIOS DE CULTURA

- Caldo triptona - peptona - glicose - extrato de levedura ("TPGY"), preparado
no laboratério, segundo FDA (1984);

- Agar anaerébio - gema de ovo ("EYA"), preparado no laboratério, segundo
FDA (1984),

- Agar ditiotreitol (agar DDT), preparado no laboratério, segundo HAUSCHILD,
HILSHEIMER (1977);
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- Agar figado de vitela com gema de ovo, ("LVA") Difco, de acordo com FDA
(1984);

- Meio de carne cozida ("CMM"), preparado no laboratério, segundo FDA
(1984),

- Agar Wynne com gema de ovo ("WA-EY") preparado no laboratério, segundo
HAUSCHILD, HILSHEIMER (1977);

- Meio de esporulagdo de Schmidt, preparado no laboratério, segundo
HAUSCHILD et al . (1975).

3.1.4. EQUIPAMENTOS

- Estufas incubadoras reguladas a temperatura de 35°C + 0,5 e 30°C % 0,5,

"Fanem”, modelo 347,
- Homogeneizador de pistdes, "Seward Medical", "Stomacher Lab, Blendor",
- Centrifuga refrigerada a 4°C+1.0 "Beckman”, modelo J2-21;
- Microscopio de contraste de fase, "Karl Zeiss", modelo " Standart/6";

- Higrébmetro elétrico, marca "Novasina", modelo EEJA 3/Bag, com cémara
modelo 4-TEBO;

- Potenciémetro para medida de pH, marca "Micronal”, modelo B-374;
- Espectrofotdmetro, "Milton Roy Company"”, modelo "Spectronic 20";

- Termopar mineral, "ECIL", MS11/T-S-00/304-30-S 1000/PL11/00/F-1500 (25-),
com registrador de 6 pontos, " FAC-400 B Multi-thermometer".
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- Jarras para obtengdo de anaerobiose em atmosfera de hidrogénio, conforme
descrito em FUTTER, RICHARDSON (1971).

- Outros equipamentos de uso comum.
3.1.5. OUTROS

- Camundongos tipo "Swiss" (Mus musculus), fémeas, pesando

aproximadamente 20g, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP;

- Antitoxinas de  Clostridium botulinum (tipos A,B,C,D,E,F,G e polivalentes),

fomecidas pelo "Center for Disease Control" - Atlanta, GA, USA;
- Tripsina 1:250, Difco, ref. 0152-13,;

- Outros materiais de uso corrente em analises microbiologicas e fisico-quimicas.

3.2. METODOS

3.2.1. PESQUISA I: INCIDENCIA DE Clostndium botulinum EM MORTADELA E
PRESUNTO

3.2.1.1. AMOSTRAGEM

Foram coletadas durante dez meses consecutivos, no varejo do Municipio de
Campinas, 25 amostras de mortadela e 25 amostras de presunto cozido de
aproximadamente 500g cada uma. As amostras de mortadela pertenceram a 10 marcas
comerciais diferentes e as de presunto a 8 marcas. As marcas estudadas foram
determinadas ao acaso, através de sorteio durante a coleta das amostras. A temperatura
intema dos produtos foi determinada, no momento da coleta com o auxilio de termdémetro
de mercario. As amostras, cortadas com a faca do comerciante e acondicionadas em
sacos plasticos estéreis, foram imediatamente transportadas ao laboratério em caixa de

isopor com gel congelado; a seguir foram retiradas dos plasticos em cabine de fluxo
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laminar e, apos eliminagdo da camada superficial, que entrou em contato com a faca do
comerciante, divididas em quatro por¢des de 75g (subamostras), para exame
microbiolégico. Também foram retiradas duas amostras de aproximadamente 100g para

analises fisico-quimicas.
3.2.1.2. INCIDENCIA DE ESPOROS DE C. botulinum
a) Detecgdo de esporos produtores de toxinas

Duas subamostras de 75g foram adicionadas de 200ml de caldo "TPGY", a
temperatura de 75°C. Em continuagdo foram desintegradas em homogeneizador de
pistdes, durante 1 minuto. Posteriormente, os homogeneizados foram transferidos para
frasco de vidro com tampa rosqueavel e adicionados de 400m! do mesmo caldo a 75°C,
perfazendo um volume total de 600mi de caldo "TPGY". Para a ativacao de esporos
eventualmente presentes e destruicdo de formas vegetativas, os frascos contendo os
homogeneizados foram aquecidos a 75°C durante 20 minutos, em banho-maria, e
imediatamente resfriados em banho de agua com gelo picado. A seguir, foram incubados
a 35°C durante 7 dias.

Apés a incubagdo, foram removidos assepticamente de cada frasco
aproximadamente 15mi de homogeneizado do alimento em caldo "TPGY" e transferidos

para tubos de centrifuga, seguidos de centrifugagéo a 12.000 x g, durante 20 minutos.

Em continuagdo, dois camundongos foram injetados intraperitoneaimente,
cada um com 0,4ml de sobrenadante. Outra aliquota de 1,0ml do mesmo sobrenadante
foi adicionada de 0,25ml de solugéo estéril de tripsina a 0,5% e mantida a temperatura de
35°C durante 30 minutos; posteriormente, 0,5ml desta suspens&o também foi injetada em
dois camundongos. Uma terceira aliquota de 1,2ml do sobrenadante foi aquecida a
ebulicdo durante 10 minutos, com o objetivo de inativar a toxina eventuaimente presente

e apos resfriamento em banho de agua fria, foram injetados 0,4mi em dois camundongos.

Os animais injetados foram mantidos sob observagéo por um periodo maximo

de 4 dias, visando constatar sintomas de botulismo.
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Os resultados foram considerados presuntivamente positivos, quando houve
morte dos camundongos inoculados (2/2 ou pelo menos 2/4) com os sobrenadantes
ndo-aquecidos e sobrevivéncia daqueles inoculados com os sobrenadantes submetidos

a aquecimento.

b) Ensaios confirmativos da presenga de toxina e isolamento do C. botulinum

A partir das amostras presuntivamente positivas foram realizadas provas
confirmativas do tipo de toxina botulinica presente. Para tanto, 1,0ml do sobrenadante
presuntivamente positivo foi adicionado de 0,25ml de antitoxina polivalente e incubado a
35°C durante 30 minutos; a seguir, dois camundongos foram injetados
intraperitonealmente com 0,5ml do liquido, e mantidos em observag&o durante 4 dias. A
prova foi considerada positiva quando os camundongos injetados com o sobrenadante

adicionado da antitoxina polivalente sobreviveram.

Finalmente, para a identificagdo do tipo de toxina botulinica presente, foram
repetidos os testes de neutralizagdo "in vitro", desta feita com antitoxinas monovalentes
A B, C,D E FeG, e inoculagio em camundongos. A identificagdo do tipo de
C. botulinum foi conseguida quando houve sobrevivéncia do par de camundongos que foi
injetado com sobrenadante neutralizado com uma das antitoxinas monovaientes e morte

de todos os demais.

Para isolamento do C. botulinum, a partir das subamostras confirmadas
positivas, as suspensdes de alimento em caldo "TPGY" obtidas em "3.2.1.2a" foram
inoculadas por estrias em superficie dos meios "LVA", adicionadas de gema de ovo, e
"EYA", seguidos de incubagdo a 35°C por 48h., em atmosfera anaer6bia de hidrogénio.
Ap6s incubagdo, foram isoladas colonias com uma fina camada superior brilhante por
cima e ao redor, de aparéncia aperolada, e transferidas para meio "CMM". Apds
incubagédo a 35°C durante 3 dias, as culturas isoladas foram mantidas no mesmo meio e

armazenadas sob refrigeragdo a £ 4°C.
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3.2 1.3 INCIDENCIA DE ESPOROS E CELULAS VEGETATIVAS

Duas subamostras de 75g remanescentes das quatro obtidas em "3.2.1.1." foram
submetidas aos procedimentos descritos no item "3.2.1.2.", com excegdo do tratamento

térmico a 75°C.

3.2.1.4. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Duas aliquotas de aproximadamente 100g de cada amostra coletada (item

"3.2.1.1.") foram analisadas, em paralelo, para determinar:

a) pH, através de potencidmetro elétrico.

b) Atividade de agua, através de higrometro elétrico

c) Concentragao de cloreto de sodio, segundo WILLIAMS (1984).

d) Umidade, de acordo com o Instituto Adolfo Lutz - IAL (1985).

e) Concentragdo de nitrito de sodio, de acordo com LARA et al . (1978).

3.2.2. PESQUISA IIl: AVALIAGAO DA POSSIBILIDADE DE PRODUGAO DE TOXINA EM
MORTADELA E PRESUNTO

3.2.2.1. PREPARAGAO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS E CONTAGEM

Para preparagdo das suspensées de esporos de C. botulinum tipos A e B (ATCC)
e do microrganismo isolado na pesquisa |, foram usados os procedimentos descritos por
HAUSCHILD et al . (1975), utilizando meio de esporulagdo de Schmidt. A contagem dos
esporos nas suspensdes estocadas foi realizada usando meio "WA-EY" e inoculagdo em
profundidade, segundo descrito por HAUSCHILD, HILSHEIMER, (1977).

3.2.2.2. PREPARAGAO DE PRESUNTO COzIDO E DE MORTADELA CONTAMINADOS
ARTIFICIALMENTE COM ESPOROS DE C. botulinum

a) Mortadela e presunto foram preparados em usina piloto de cames, de

acordo com formulagdo e técnica de fabricagdo industrial mais comum. Para a formulagdo
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da moradela foram utilizados os seguintes ingredientes: paleta bovina (49,73%) paleta
suina (8,00%); toucinho (14,00%); gelo (20,00%); sal (1,60%); nitrito de sddio (0,02%);
eritorbato de sodio (0,05%); mistura comercial de fosfato (0,50%); especiarias (0,70%),
alho "in natura" (0,40%) e amido de milho (5,00%). Na formulagdo do presunto foram
utilizados: pernil suino (82,03%); agua gelada (15,00%), sal 1,60%); nitrito de sédio
(0,02%); eritorbato de sodio (0,05%), mistura comercial de fosfatos para presunto
(0,50%); especiarias (0,50%) e agucar (0,30%). ‘ ‘

b) A massa de mortadela foi embutida em tripa artificial, incolor, sem
impregnag3o interna, com didmetro de 80mm ("Hoechst"), resultando em 20 unidades de
aproximadamente 700g cada uma. O presunto foi acondicionado em 10 férmas de aco
inoxidave! revestidas internamente de filme plastico de polietileno de alta densidade, em

porgoes de 700g,aproximadamente.

c) Apos o embutimento da mortadela e antecedendo a fase de fechamento das
formas de presunto, as unidades dos produtos foram injetadas na regido central e no
sentido longitudinal, com 1mi de suspens&o dos trés tipos de C. botulinum citados no item
"3.1.2", misturados em partes iguais, perfazendo 10* esporos/ml, aproximadamente. A
injegdo foi realizada com o auxilio de seringa descartavel de 10ml e agulha de 25cm de

comprimento, sendo o volume inoculado distribuido ao longo das pegas.

d) A seguir, os produtos foram submetidos a cozimento, em vapor fluente. No
caso do presunto, o cozimento foi escalonado iniciando-se com vapor a 60°C e
aumentando 5°C de 30 em 30 minutos, até atingir temperatura de 80°C. Esta temperatura
foi mantida até se obter uma temperatura final intema de 72°C. Para a mortadela foi
realizada secagem até uma temperatura intema de 50°C ¢ 3°C, seguida de cozimento
escalonado em vapor fluente da seguinte maneira: 60-70°C/15 minutos; 75°C/15 minutos
e 80-85°C até atingir temperatura intema de 72°C. Apés cozimento, os produtos foram

refrigerados, primeiro em &gua gelada e a seguir sob refrigeragéo a 4°C.
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3223 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DOS PRODUTOS PREPARADOS, NAO
CONTAMINADOS ARTIFICIALMENTE

Amostras de mortadela e presunto foram submetidas as analises fisico-

quimicas descritas em "3.2.1.4.".
3.2.2.4. PRODUGAO E DETECCAO DE TOXINA BOTULINICA

Apos resfriamento, os produtos inoculados foram estocados a temperatura de 30°C.
Apos 5, 8, 12, 15, 21 e 28 dias de estocagem foram coletadas trés mortadelas e de cada
uma foram retiradas duas amostras de aproximadamente 50g, da parte central,
abrangendo a regido inoculada. Para presunto, foram retiradas, aos 2, 5, 8, 12 e 15 dias
de estocagem, trés amostras de aproximadamente 50g de trés pecas diferentes
envolvendo a regido inoculada. Todas as amostras foram examinadas quanto a

presenga de toxina botulinica, de acordo com a técnica preconizada pelo CDC (1979).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. PESQUISA I INCIDENCIA DE Clostndium botulinum EM MORTADELA E
PRESUNTO

Foi evidenciada toxina botulinica apenas em uma das 100 subamostras de mortadela
examinadas. Esta subamostra pertencia ao par destinado a peéquisa da incidéncia de
esporos e células

vegetativas (item 3.3.1.3). Na outra subamostra deste par e no par de subamostras
submetidas a ativagdo térmica para pesquisa de esporos (item 3.2.1.2) n&o foi detectada
toxina botulinica. Tentativas repetidas de isolamentos do microrganismo em meio "LVA"
adicionado de gema de ovo e em meio " EYA" e inoculagbes em camundongos, a partir

destas trés subamostras, ndo apresentaram positividade.

A eficiéncia do método de detecgdo de esporos utilizado na pesquisa foi estudada
por HAUSCHILD, HILSHEIMER (1980). Estes autores inocularam artificialmente esporos
de C. botulinum em amostras de "bacon" e demonstraram que cerca de 40% dos esporos
eram recuperados a partir de subamostras ndo aquecidas e 80% a partir de subamostras
submetidas a aquecimento a 75°C por 20 minutos, para ativagdo dos esporos. Deste
modo, a metodologia aplicada em nossa pesquisa permite evidenciar um maior numero
de esporos dormentes e também células vegetativas do C. botulinum. O fato de haver
trés subamostras negativas para C. botulinum e apenas uma positiva dentro da mesma
amostra é aceitavel desde que era esperado um baixo nivel de contaminagdo dos

produtos por este microrganismo.

O C. botulinum detectado na subamostra téxica de mortadela foi identificado como

sendo do tipo B.
O Numero Mais Provavel (NMP) de C. botulinum foi calculado de acordo com

HAUSCHILD, HILSHEIMER (1983), através da seguinte equagéo desenvolvida por
HALVORSON, ZIEGLER citado por HAUSCHILD, HILSHEIMER (1983).

36



onde N = numero total de subamostras
Q = numero de subamostras negativas

a = peso de cada subamostra em kg.

Uma vez que a produgdo de toxina foi evidenciada em uma subamostra das 50 nao-

aquecidas, o NMP de C. botulinum/kg de produto foi estimado em 0,27.

Nas 100 subamostras de presunto cozido ndo foi evidenciada presenga de C.
botulinum. Neste caso, foi estimado o NMP do microrganismo/kg de produto como sendo

inferior a 0,13.

Comparando-se os resultados obtidos com os relatados em estudos realizados por
pesquisadores de outros paises, verifica-se maior similaridade com os encontrados na

América do Norte.

A partir de pesquisa realizada por GREENBERG et al. (1966) em cames cruas, nao
industrializadas, HAUSCHILD (1989) pdde determinar a incidéncia de 0,14 NMP de C.
botulinumikg. De forma analoga, HAUSCHILD (1989), a partir de pesquisas de
TACLINDO et al. (1967), ABRAHAMSSOM, RIEMANN (1971) e HAUSCHILD,
HILSHEIMER (1983), estimou em produtos cameos curados, uma incidéncia de 0,62;
0,54 e 0,20 NMP de C. botulinum/kg, respectivamente. Em bacon embalado a vacuo,
HAUSCHILD, HILSHEIMER (1980) encontraram o NMP de 0,06 C. botulinum/kg. Ainda
no Canada, THATCHER et al. (1967) examinaram 436 amostras de varios tipos de
produtos cameos industrializados, fatiados e embalados a vacuo e nao detectaram C.

botulinum nesta pesquisa, o peso das amostras no foi relatado.

Por outro lado, na Gré-Bretanha, a incidéncia de C. botulinum em came suina ndo
industrializada e em "bacon" embalado a vacuo foi mais elevada, alcangando, em média,
valores de 2,56 e 3,33, respectivamente (HAUSCHILD, 1989).

No Brasil, enquanto nés pesquisamos 100 subamostras de 75g num total de 7,5kg
de cada produto estudado, SCHOCKEN-ITURRINO etal. (1988) examinaram 1020
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amostras de produtos carneos variados, embalados a vacuo e usaram amostras de 0 5g,
perfazendo um total de 510g dos prodhtos inoculados Estes autores nao evidenciaram a
presenca de C. botulinum. Este fato pode talvez em parte ser atribuido a utilizacado de
amostras com peso menor de produto. Aplicando a equagdo de HAVORSON e
ZIEGLER, podemos estimar nesta pesquisa o NMP como sendo inferior a 1,96 por kg de

produto.

Nos Quadros 8 e 9 estdo contidos os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas
realizadas nas 25 amostras de mortadela e presunto coletadas. A temperatura dos
produtos e o tempo de estocagem até o momento da coleta no comércio também podem

ser observados nos mesmos quadros.
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Quadro 8 - Valores obtidos nas analises fisico-quimicas das 25 amostras de mortadela

coletadas no comércio.

Amostra Temperatura Tempo de pH* Aa* NaCl* Umidade* NaNO,
de coleta  Estocagem (%) (%) residual
(°C) (dias) (mg/Kg)
M.1 11,0 9 6,6 0,969 1,98 - 54,17 50,0
M.2 7,0 49 6,4 0,955 3,00 49,91 26,8
M.3 12,0 5 6,3 0,970 2,49 54,28 15,0
M4 3,5 13 6,4 0,985 2,40 53,39 24,0
M.5 22,0 20 6,3 0,958 2,92 51,55 55
M.6 17,0 4 6,1 0,975 2,34 64,25 16,3
M7 45 22 5,5 0,934 2,54 48,90 25
ms** 20 22 6,4 0,944 2,59 50,75 13,9
M.9 25,5 1 6,1 0,943 2,47 61,95 17,5
M.10 18,5 26 6,5 0,937 2,97 47,80 223
M.11 50 11 6,5 0,971 2,70 49,45 37,0
M.12 75 40 6,0 0,931 3,25 46,70 6.4
M.13 9,0 7 6,4 0,954 2,67 51,90 20,1
M.14 11,0 18 6,5 0,954 2,74 58,85 51,4
M.15 30,0 28 6,2 0,939 3,23 45,95 24
M.16 45 6,1 0,968 3,18 55,94 16,4
M.17 11,0 5 5,2 0,954 2,86 57,33 51
M.18 11,5 19 6,0 0,964 2,74 48,75 23,0
M.19 26,0 19 6,0 0,954 2,66 47,70 22,4
M.20 6,5 11 6,1 0,961 2,44 51,97 33,7
M.21 17,0 4 6,1 0,968 2,34 64,44 73,0
M.22 250 11 6,1 0,961 2,34 54,44 11,4
M.23 9,0 - 6,1 0,963 2,56 53,13 24,2
M.24 21,5 20 6,2 0,957 3,03 52,99 23,1
M.25 7,0 27 6,3 0,960 2,80 52,38 329

* Meédias de 2 repetigbes.
** Amostra com presenga de Clostridium botulinum
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Quadro 9 - Valores obtidos nas analises fisico-quimicas das 25 amostras de presunto

coletadas no comeércio.

Amostra Temperatura Tempo de pH* Aa* NaCl* Umidade* NaNO;
de coleta Estocagem (%) (%) residual
(°C) (dias) (mg/Kg)

P.1 12,0 12 6,6 0,977 2,18 . 77,33 86,5
P.2 6,0 66 67 0964 240 7672 45
P.3 14,0 27 6,3 0,975 2,02 70,67 84,0
P.4 50 14 6,3 0,988 2,02 71,24 45,0
P.5 20 21 6,1 0,952 1,47 69,05 11,0
P.6 7,0 7 6,1 0,977 2,09 73,75 68,0
P7 6,0 60 6,4 - 2,16 76,50 33,0
P.8 4,0 11 6.4 0,968 1,93 73,45 84,4
P.9 35 14 6,6 0,954 2,34 75,85 94,0
P.10 11,5 46 6,5 0,954 1,75 70,95 70,1
P.11 4,0 25 6,2 0,974 2,11 72,05 85,7
P.12 8,0 46 6,3 0,972 2,21 68,55 51,4
P.13 0,5 42 6,4 0,974 2,32 66,85 67,0
P.14 12,0 29 6,5 0,963 1,98 73,55 92,0
P.15 14,0 117 6,5 0,961 2,37 70,57 40,0
P.16 55 21 6,2 0,975 1,99 72,72 89,7
P.17 11,0 11 6,4 0,973 2,23 76,16 129,7
P.18 55 35 6,2 0,973 2,07 76,62 83,0
P.19 6,0 29 6,2 0,973 1,84 71,15 96,4
P.20 55 13 6,1 0,971 2,05 69,92 96,4
P.21 2,5 11 6,2 0,970 2,07 72,21 102,0
p.22 6,0 11 6,2 0,968 2,36 74,60 122,0
P.23 19,0 6 6,2 0,977 2,14 70,31 129,0
P.24 7.0 7 6,2 0,969 2,35 75,44 95,6
P.25 2,5 29 6,3 0,968 2,14 72,69 95,6

* Médias de 2 repetigbes.
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No que se refere a temperatura de estocagem de mortadela, as empresas
produtoras, para satisfazerem a resolugdo CISA N° 10 de 31 de julho de 1984 (ABIA,
1989), indicam, no rétulo, que o “"produto mantém suas melhores caracteristicas se
conservado até 22°C, em ambiente seco”. Dentre as amostras por nés coletadas no
comércio, pode-se observar, no Quadro 8, que quatro (16%) se encontravam expostas a
venda em temperatura acima do limite de conservagdo indicado (amostras M.9, M.15,
M.19 e M.22), sendo que a maior temperatura de comercializac;éo verificada durante a
coleta das amostras foi de 30°C. Nao foi possivel determinar o tempo durante o qual
estes produtos permaneceram estocados nas respectivas temperaturas. A partir da data
de producdo, verificamos a idade das amostras coletadas (tempo de estocagem no
Quadro 8) e observamos que duas amostras de mortadela (8%) se encontravam a venda
fora do prazo de validade de 30 dias; estabelecido pelas empresas produtoras (amostras
M.2 e M.12).

Para o presunto cozido, as empresas produtoras recomendam que seja mantido
resfriado a temperatura de 8-10°C, sendo nestas condigdes valido por dois meses. No
Quadro 9, verifica-se que, das amostras por nos coletadas, sete (28%) se encontravam a
venda em temperatura acima do limite recomendado (amostras P.1, P.3, P.10, P.14,
P.15 P.17 e P.23) e duas amostras (8%) haviam ultrapassado o prazo de validade
indicado pelos produtores (amostras P.2 e P.15).

Geraimente mortadela e presunto sdo vendidos fatiados no estabelecimento
comercial, n3o possibilitando, desta forma, ao consumidor saber se esta adquirindo um
produto dentro do prazo de validade. Estes valores elevados de temperatura e tempo de
estocagem precisam ser vistos com preocupagdo. A correta preservagédo do produto e a
inibicdo da produgdo de toxina botulinica pelo microrganismo eventualmente presente
dependem, em grande parte, do controle da temperatura e do tempo de estocagem, que
devem obedecer as recomendagdes dadas pelo fabricante e que constam do rétulo do
produto. Falhas neste sentido, como as constatadas no presente trabatho, demonstram o
desconhecimento dos comerciantes da importancia destes fatores (especialmente da
temperatura) no controle do desenvolvimento microbiano e/ou produgdo de toxinas, que

podem pdr em risco a saude do consumidor.
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Por comparagdo entre os dois produtos cérneos estudados, observamos, nos
Quadros 8 e 9 que, quanto ao pH, as amostras de mortadela e presunto encontram-se na
faixa de 6,1 - 6,6. Valores inferiores a 6,1 foram observados somente na mortadela, em
trés amostras com pH 6,0 (M.12, M.18 e M.19) e em duas amostras com pH 55 e 5,2
(M.7 e M.17, respectivamente). O pH limite para crescimento de Clostridium botulinum
tipos A e B é de 4,6, no minimo, o que mostra que aqueles valores acima do pH limite
ndo constituem barreira para o desenvolvimento do C. botulinum, se considerado
isoladamente. Os dados obtidos estdo de acordo com o relatado por PIERSON, SMOOT
(1982) que mencionam uma média de pH em pesquisas com produtos cameos curados
na faixa de 5,5 a 6,6. Quanto mais baixo o pH, mais efetiva se torna a inibic&o do C.
botulinum pelo nitrito de sédio (PIERSON, SMOOT, 1982).

Com relagdo a atividade de &gua (Aa) e & concentragdo de cloreto de sddio, as
amostras de mortadela apresentam valores de Aa ligeiramente menores e de

concentragado salina ligeiramente maiores que os obtidos em presunto.

Considerando o fator Aa isoladamente, apenas quatro amostras de mortadela (M.7,
M.10, M.12 e M.15) apresentam valores seguros para o controle do desenvolvimento de

C. botulinum e produgao de toxina.

A maior diferenga entre os dois produtos aparece no teor de umidade: na mortadela
varia de 45,95% a 64,4% (amostras M.15 e M.21, respectivamente) e no presunto de
66,85% a 77,33% (amostras P13 e P1, respectivamente).

De acordo com a legislagéo brasileira de alimentos, a adig&o do nitrito de sodio ou de
potassio em cames curadas s6 pode ser feita em quantidade tal que, no produto pronto
para 0 consumo, o teor em nitrito ndo ultrapasse 0,02mg/kg (ABIA, 1989). Desse modo, &
comum o emprego de 0,02mg/kg de nitrito de sédio durante a formulag@o dos produtos
cameos curados, resultando em concentragdes residuais geralmente abaixo de
0,02mg/kg nos produtos prontos para o consumo. A queda da concentragao de nitrito tem
inicio imediatamente apds sua adigdo & came e é continua, sendo afetada pela
composicdo do produto, processamento, pH e temperatura de estocagem (HUSTAD et.
al, 1973, PIERSON, SMOOT, 1982).
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Entre os dois produtos analisados, podemos observar que as mortadelas, em geral,
apresentaram valores residuais de nitrito de sodio menores que os presuntos,
provavelmente devido as diferengas de composigdo, processamento térmico e

temperatura de estocagem durante a distribuigdo e a comercializagao.

Foi observado que entre amostras dos mesmos produtos, as concentragoes de nitrito
foram bastante variaveis. Por exemplo, no Quadro 8, a amostra de rﬁortadela M.21,
coletada com temperatura de 17°C e quatro dias de estocagem apresentou concentragdo
residual de nitrito de soédio de 73mg/kg, ao passo que nas mesmas condigbes de
estocagem, a amostra M.6 apresentou tdo somente 16,3mg/kg deste sal, sugerindo uso
de nitrito de sodio de forma diferente, maior na amostra M.21 e em quantidade menor na
amostra M.6. Da mesma forma, a amostra de mortadela M.9 com apenas um dia de
estocagem a 25,5°C (temperatura superior @ recomendada, de 22°C) apresentou
17,5mg/kg de nitrito de sodio residual, também sugerindo uso de pouco nitrito de sédio na

sua formulagao.

No Quadro 9 destacamos as amostras de presunto P.17 e P.23, que foram coletadas
com 11 e 6 dias de estocagem, a temperatura inadequada de 11°C e 19°C e
apresentaram concentragdes residuais de nitrito de sédio de 129,7mg/kg e 129,0mg/kg,
respectivamente. Em ambas as amostras de presunto, os valores de nitrito de sédio
apresentam-se notoriamente acima das demais amostras deste produto, sugerindo

excesso de uso em suas formulagdes.

Estes resultados levam-nos a admitir que as industias usam quantidades bem
diferentes de nitrito de soédio nas suas formulagdes. Como preconizaram GIBSON ef al.
(1984), a monitoragdo do nitrito em um produto cameo durante a distribuigdo ou
comercializagdo, sem conhecimento da técnica de fabricag&o e historico prévio desse
produto, fornece-nos pequena informagdo da quantidade usada pelo produtor.

O pH, Aa, umidade e concentragdes de nitrito e de cloreto de sodio sdo fatores
intrinsecos, que juntos contribuem para a conservagéo de cada produto, sendo, portanto,
de pouca validade a discusséo isolada de cada fator (LEISTNER, 1977, ROBERTS,
GIBSON, 1986).
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42 PESQUISA II: AVALIAGAO DA POSSIBILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE
TOXINA DE Clostridium botulinum EM MORTADELA E PRESUNTO,
CONTAMINADOS ARTIFICIALMENTE COM ESPOROS.

Os resultados da avaliagdo da possibilidade de haver toxigénese em mortadela e
presunto, contaminados artificialmente com 10* esporos de Clostridium botulinum tipos A

e B/ unidade, estido reunidos no Quadro 10.

QUADRO 10. Tempo necessario para ocorréncia de toxigénese em mortadela e presunto
contaminados artificialmente com esporos de C. botulinum e submetidos & estocagem

inadequada a temperatura de 30°C.

Produto Tempo (dias)

2 5 8 12 15 21 28
Mortadela - oe® ol 06 ol o6® 0/6
Presunto o3 053 0/3 1/3® 2p® . -

(a) = n° de amostras toxicas / n° de amostras inoculadas em camundongos.

(b) = amostras com textura, cor e odor alterados.

Como pode ser observado, néo foi evidenciada toxina botulinica nas amostras de
mortadela, mesmo apos 28 dias a temperatura de 30°C.

No presunto, apds 12 dias de estocagem a 30°C, foi detectada presenca de toxina
botulinica em uma amostra de um grupo de trés utilizadas no ensaio (Quadro 10), porém,

a amostra ja apresentava sinais evidentes de deterioragdo: textura, cor e odor alterados.



HUSTAD et al. (1973), em salsichas inicialmente formuladas com 100mg de nitrito
de sodio/kg e inoculadas com 620 esporos/g de C. botulinum tipos A e B, nao

encontraram amostras toxicas ao fim de 56 dias de estocagem a temperatura de 27°C.

HAUSCHILD et al. (1982), trabalhando com pasta de figado embutida em filme de
poliéster, inoculada com 10* esporos/unidade de C. botulinum tipés A e B e armazenada
também, como na pesquisa anterior, a 27°C, observaram toxigénese apbs uma semana,
quando os niveis de nitrito de sodio na formulagdo eram 50 e 100mg/kg, e ap6s duas
semanas, quando a concentragdo inicial deste sal era de 150mg/kg; nestes casos, a
presenga de toxina sempre foi acompanhada de aparecimento de odor putrido. Como se
vé, as possibilidades de ocorrer produgdo de toxina botulinica séo diferentes entre os
produtos citados, o que era de se esperar, ja que as interagbes das barmeiras existentes
nos produtos também sdo diferentes. Isto nos leva a dizer que sempre que haja
fabricagdo de um novo produto, ou sua modificagéo, torna-se necessario avaliar o risco
de desenvolvimento de toxina e, conforme os casos, reproduzir-se em laboratério os
possiveis abusos que poderdo ocorrer durante a produgdo, o transporte e o

armazenamento.

No Quadro 11 estdo reunidos os resultados das determinagées fisico-quimicas
realizados nas amostras de mortadela e presunto, imediatamente apds o preparo. Na

formulagio desses produtos foram utilizados 200mg de nitrito de s6dio por kg.

Na mortadela, verificamos (Quadro 11) que a concentragdo deste sal diminuiu para
87.6mg/kg (ou seja, 43,8% da quantidade inicialmente adicionada) e apos a estocagem
durante 28 dias a 30°C (Quadro 12) para 1,6mg/kg (0,8% da quantidade inicialmente

adicionada).
No presunto, a concentragdo de nitrito de sodio diminuiu imediatamente apoés
preparo para 94,2mg/kg (47,1%) e ao fim de 15 dias de estocagem (ap6s o aparecimento

da toxina) ndo foi mais detectada a presenga de nitrito de sddio (Quadro 12).

HUSTAD et al. (1973), ainda que em produtos diferentes daqueles que elaboramos,

também relataram uma diminuigdo substancial do nitrito: em salsichas inicialmente
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formuladas com 100mg de nitrito de sodio/kg, estes autores verificaram, apds o
processamento, redugdo em aproximadamente 33% da quantidade adicionada na
formulagdo. Apos estocagem a temperatura de 27°C durante 36 dias, 0 nivel residual de

nitrito de sodio era de 3 mg/kg de salsicha.

A quantidade de nitrito inicialmente adicionada na formulagdo é a principal
responsavel pelo controle do C. botulinum, como ja visto. A feduééo do teor deste sal é
esperada apds fabricagdo do alimento e durante a estocagem, em virtude do
processamento, da composigdo quimica do alimento e da temperatura em que vem
sendo mantido.
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QUADRO 11. Determinagdes fisico-quimicas realizadas em amostras de mortadela e

presunto imediatamente apos preparo dos produtos (média de duas repetigbes).

Produto pH NaNO; NaCl Umidade . Aa
(mg/Kg) % %

Mortadela 6,5 87.6 1,75 62,4 0,976

Presunto 6,3 94,2 1,75 73,6 0,974

QUADRO 12. Determinagdo de nitrito de sédio em amostras de mortadela e presunto

apos estocagem a temperatura de 30°C (média de duas repeticdes).

Produto NaNO; residual Tempo de estocagem
(mg/kg) (dias)

mortadela 1.6 28

presunto 0,0 15@

(a) aparecimento de toxina.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos:

1. Estima-se a incidéncia de Clostrdium botulinum em 0,27NMP/kg de mortadela e

inferior a 0,13NMP/kg de presunto.

2. Encontram-se sob revenda produtos em condigdes inadequadas de temperatura e
prazo de validade, que podem por em risco a sua seguranca. Quatro (16%) amostras
de mortadela e sete (28%) amostras de presunto, das 25 amostras coletadas no
comércio, estavam a venda em temperatura acima do limite recomendado; duas (8%)

amostras de cada um dos produtos coletados estavam fora do prazo de validade.

3. Considerando-se isoladamente os fatores que controlam o desenvolvimento do C.
botulinum, apenas quatro (16%) amostras de mortadela apresentaram valores
seguros para impedir a toxigénese, ou seja, atividade de agua < 0,94.

4. Observa-se que os produtores usam quantidades bem diferentes de nitrito de sodio

nas suas formulagdes, 0 que leva a concluir que é necessaria uma fiscalizagado mais
acurada nas industrias.

Nas condicdes de formulagio, processamento e estocagem de nossa pesquisa, a
mortadela ndo desenvolveu toxina botulinica; o presunto desenvolveu toxina quando as

condigdes organolépticas do produto ja eram inaceitaveis.
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