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0 controle microbiologico de alimentos tem, como
objetivo principal, fornecerlum produto ém condicoes higiénico-
sanitarias adequadas, livre de contaminantes capézes de causar
riscos a saude do consumidor. No caso de um surto de gastrenteri
te, a necessidade de corrélacionab o microrganismo presentéemuum
alimento com o agente etiolégico da doenga tem como finalidade ©

rientar a conduta dos orgaos competentes.

As bactérias do género Salmonella e E. coli sao
os microrganismos mais pesquisados em alimentos; o primeiro pela
sua importancia medica como patogeno e ¢ segundo por ser indica

5, 50, 90, 16 . o
: . Porem, as dificuldades

dor de contaminagao fecal
e a demora inerentes aos metodos utilizados na analise microbig
'na, se constituem em fatores limitéﬁtes no cohtrole microbiolégi
co de alimentos processados65 e no diagnéstico correto dos paté

. . R 22
genos responsavels por gastrenterites -.

Este trabalho teve como finalidade desenvolver u
ma metodologia répida.e prética para enumerar £. coli e 8. typhj
nuriun presentes em alimentos, o8 guais apés tratamento prévio a
dequado eram filtrados em mémbranas capazes de reter os microrga
éismos, que a seguir eram colocadas em meios de cultura apropria
dos e incubadas. O material escolhido para o trabalho fol o oVo
de galinha (clara, gema e ovo 1iquido), por se tratar de um ali
mento rico em nutrientes, altamente perecivel e gque pela sua na
tureza quimica (alto teor de proteinas é de lipidios) e de difi
cil filtragéoah' %, 8% pirerentes métodos foram por noés estuda
dos, no sentido de reduzir a vigcosidade do material, tais como:
emprego de terra diatomacea, Tween 80 e diversas proteases e 11
pases. A diminuigao de viscosidade facilita a filtragao, possibl
litando que um dado volume de alimento atravesse com maior facl
lidade uma membrana bacteriolégica com poros de 0,45 um. Ao lado

de estudes efetuados para.diminuigéd da visooéidade, foi investl

- 02 -



gada comparativamente a eficacia da membrana filtrante e dos mé_
todos classicos de cultura, na recuperagéo de E. coli e §. fy;)h_i_
purium, na clara, gema € no ovo 1iquido, artificialmente contami

nados.,
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Os microrganismos patogénicos frequentemente en
~contrados nos alimentos, em numero variével, podem tornar-se res
ponséveis por casos de tokiminfBCQSes de origem alimentar, provo
cando desde um ligeiro mal estar, dor de cabega,néuseas,v8mitos

. - - 50
e diarreia, ate morte, de acordo com o patogeno presente .

I - Ovo de galinha: implicagoes microbiolégicas e problemas coma

ultrafiltragao.

Entré os alimentos, o ovo de galinha, devido a a
pundancia de nutrientes propicios ao desenvolvimento de microrga
nismosSI, ¢ considerado um dos veiculos mais importantes de dig
seminagao de salmonelas l{ Estas podem ser isoladas do ovario, o
viduto e da caﬁidade peritonial das aves infectadas e de ovos ain
da antes da postura35. As salmonelas também tém a capacidade de
penetrar no interior do ovo atraves da casca contaminada?'6 . Devi
do a esses fatores, a pasteurizagao do ovo 1iquido, da clara ou
da gema, e feita principalmente com o objetivo de eliminar as sal
monelas. Infelizmente o tempo e a temperatura usados para elimi
na-las estao proximos ou mesmo dentro da faixa adversa que pro
duz alteragoes fisicas e funcionais nas protéinas do ovo. A albu
mina da clara e particularmente muito sensivel, desnaturando-se

“ 6
em poucos minutos a temperatura de 602C .

A Salmonella € também o contaminante principal do
ovo desidratado; o problema se torna mais serio se houver desen
volvimento do microrganismo durante o processo de fe?mentagﬁo pa

~ 51
ra remogaoc de glicose .

- Do ponto de vista fisico, a clara de ovo se cong
titul num produto de dificil filtragao, devido ‘a  sua concentra

cao de cerca de 10 a 1l1% de proteinas com peso molecular entre
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77, 88

34.000 e 45.6003h' s cujas moléculas esfericas alcangam di

Ametro de até 0,42 pm e conferem ao material uma alta viscosida

89
de .

A gema do ovo, por sua vez, constituida de 33% de

34, 51, 77, 82, &9 : ,
, passiveis de obser

lipidios e 16% de proteinas

vagao ao microscépio, como egferas cujos diametros variam de 25
89 - -, . ~ .

a 150 pm , tambem € um materlal de dificil filtragao em membra

nas com poros de 0,45 pm de diametro.

TT - Salnonella e E. coli: tecnicas de isolamento e problemas ine

rentes as metodologias utilizadas.

Um dos micforganismos mals pesquisados pela sua
importéncia médica € a Salmonella, reSponsével por inumeros sur
tos de gastrenteritesg' 66, 106, 107, 108 = questao € de tal im
portancia que a Comissio Nacional de Normas e Padrdes do Ministe
rio da satde'’ e a Secretaria de Saude do Governo de Sao Paulo,
através do decreto n¢ 12486, de 20 de outubro de 1978g0, determi
naram gue, hos alimentos processados ou industrializados, a Sal
monella deve estar ausente em 25 g de amostra. Porém, o isolamen
to desse miCrorganismo constitui um problema tecnico complexo,
principaimente gquando og germes se apresentam em numero reduzido
no material. Com o fim de conternar tal dificuldade, o micrecbio

. ~ . . ) 19, 21, 25,37, 38, 63,87
logista langa mao de um pre-enriquecimento

37, 38, 63

e de um enriquecimento seletivo para a recuperacaoc de

Salmonella, antes de prosseguilr dentro.do esquema geral de isola

mento de enterobacterias, com plaqueamento em meics seletivos e

. .. 8, 21, 30, 31 ) - ) , . &0
diferenciais , caracterizagao bioguimica

16

e analise

-~ " i3 2 = ] o~ 3 - k3 -
antigenica . Para atender a legislagac vigente e polis necessa
rio realizar o pre-enriquecimento de 25g do alimento durante 24

horas, o enrigquecimento por igual periodo de tempo e,tﬂnseguida;

- 06 -



fazer a semeadura em melos seletivo~diferenciadores, com incuba
gao pelo tempo preconizado. Assim, pelo método tradicional, a ob
tencao de um resultado presuntivo da presenga de Salmonella, re
quer pelo menos 3 dias, alem c#:”que a tecnica torna O processo
dispendibso. Com a2 finalidade de contornar esses preblemas, vé
rios trabalhos tém sido realizados no sentido de reduzir o tempo
da zmnalise ou desenvolver metodologlas mais eficazes, como imuno
fluorescénciag7, ensaios imunoenziméticossg'loo; radiometrialooe
hibridagao DNA—DNA72. Informagoes com relagao ao emprego das tec
nicaslde radiometria,_ensaio imunoenzimatico e hibridagac DNA-
DNA, sao em n&mefo reduzido. No que tange a4 técnica de imunofluo
rescencia, diversos trabalhos citam a ocorrencia de resultados
falso-positivo, em 4 a 17% dos ensaiosﬁg' 76, 104

Além da importancia em vefificar zavpresenga ou
auséncia de Salmonella em 25 g de alimento, a necessidade de enu
mera-la comegou a preocupar 08 microbiologistas, pols, a quanti
dgade de mirorganismos necessaria para promover a infecgao e dife
renteﬁ7, de acordoc com & espécie e o sorotipo. Assim, tem surgl
do trabalhos no sentido de enumerar as salmonelas utilizando ©
método de plagueamento em superficie empregando agar seletivo ou
o método do numero mais provavel (NMP) em meio - de enriquecimen
to Zh MG'QT'GS..Quando o alimento contéﬂaoﬁtroscontaminantes ca
pazes de crescer em meio seletivo s6lido, a pesquisa de Salmonel
la pode ficar prejudicada7h. Como a guantidade de inoculeo utili
zado e pequena (da ordem de 0,01 g), o método se torna impratica
vel em alimentos que contem éoncen{ragéo abaixo de 100 microrga
nismos por grama. Para a tecnica do NMP, pode tambem ser citada

uma, série de inconvenientes, que 520 0OS MESMOS relacionados aos

L g4, 97, 109
coliformes .

Devido as dificuldades na determinacho de patoge

nos, costuma-se pesquisar, grupos de microrganismos conhecidos €O

- Q7 -



mo indicadores; entre estes estao os indicadores de contaminagao
_ fecal. Muitos sao os trabalhos que discutem a importéncia da uti

lizagao de coliformes totals e da £. celi como indicadores de con
i, 5, 18, 39 -

taminagao fecal ; no entanto, & Consenso que um gran

de numero de coliformes sugere uma falta de limpeza, manuselo e
. p ) . 75 '

estocagem improprios dos alimentos e a eventual presenga de mi

crorganismos patogénicossoQ

Para a enumeracao desses contaminantes fecais, u
tilizawse a técnica do NMP, gue é descrita e aceita pelas comig
soes internacionais pértinentesl' Be 5 80 Para sua determinagao
sao preconizadas 3 variagoes do método. A primeira consiste na u
tilizagao do caldo Lauril Sulfato Triptose (1.8T) acompanhado de
confirmagéo em caldo Lactosado Bile Verde Brilhante (BGLB); a se
gunda, somente na utilizagao do caldo Mac Conkey (MaC) e a tercel
ra, na utilizacao do caldo BGLB e confirmagao em agar EndoEea .
Desde que a contagem de coliformes pode incluir variedades dife
rentes de bactérias, dependendo dos meios de cultura, da especie
de microfganismo, do tempo de incubagao e do critério empregado
para a leitura dos resuitados, ha a possibiliéade<ﬂalaboratérios
diversos obterem resultados diferentes. Porém, no estudo realiza
de por Silliker et alii97 , em associagao com 15 laboratorios,
foi demonstrado gue as diferengas resultantes da utilizacgao das

tres variagaes de metodo, eram relativamente peguenas guando com

paradas com a diferenga de porcentagem de recuperacgac utilizando

-

o8 mesmos meics.

A,positiQidade de resultado dessas trés variacgoes
do método de NMP consiste, basicamente, na fermentagao de lacto
se e produgao de gés em 48 horas dekincubagéo a 35=372 C. :A con
firmagao da presenga de coliformes totails necessita, portanto, de
um tempo minimo de 72 horas. Porém, a auséncia de gas apbds 48 ho

ras de incubacao (teste negativo), exclul alguns coliformes que

- 08 -



. 109 .
fermentam a lactose com lentidao e ate mesmo algumas cepas de

. ~ ~ ' 7
E. coli enteropatogenicas nao fermentadoras de lactose O.

Outras desvantagens da técnica do NMP podem ser
citadas, como por exemplo a obtengéo de um resultado falso 'posi
tivo pela introducao de alimentos ricos em sacarose no meio de
cultura e, consequentemente, produgao de gas por bactérias nao
fermentadoras de lactose, ou ainda, resultados falso-negativos pe
la presenga de inibidores naturais ou artificiais nos alimentos,
que irao afetar o crescimento doé microrganismos'mesmoquandocu&

. . 94
tivados em meios apropriados .

Ainda mais, sendo esse metodo um teste de AuUmero
mais provével, ou seja, uma estimativa baseada em férmulasckaprg
.babilidade, a exatidao esta na dependéncia do numero de tubos u
Sadoslﬁg. Swarop, citado por Yo}rcoyalog,l em 1940 jé havia demons
trado que a analise de um so tubo fornece um erro de 130% e & me
dida em gue ©O namero de tubos aumenta de 5 para 20 e para 200,

os erros caem de 60 para 30 e finalmente para 10%.

iII - Membrana filtrante

A técnica da membrana filtrante & um metodo rela
tivamente novo que concentra, remove € enumera bactériasenlliqui
dos e no ar. A terminologia usada quandb se esta referindo a es
te dispositivo varia muito, sendo conhecido como Membrana Filtran
te Molecular, Membrana Filtrante ou ainda, Filtro Molecular10 .

Originalmente a técnica foi desenvolvida como me
todo para testar a quaiidade sanitaria da égua na Alemanha duran
te e apos a 2% Grande Guerra. 0. primeiro estudo nos Estados Unl

42
dos Toi feito por Goetz em 1947 . Posteriormente, Goetz e seu
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grupo desenvolveram, no Instituto de Tecnologia da Califdrnia, me
todos de manufatura de membranas € meilos que favorecessem O cres

cimento das bacterias coletadas sobre o filtroiﬁ.

A membrana e um disco fino de acetato ck! celulo
se com poros minusculos de 0,45 pm de diﬁmetro, e tem a fungao
de reter as pactérias presentes nos liquidos que atravessam seus
poros, mediante uso de pressao ou sucgao. Apbs -a recuperagao dos
microrganismos, a membrana & coletada assepticamente e colocada
sobre uma placa absorvente contendo um meio nutritive e diferen
cial, geralmente de concentragéo dupla, gue & incubada em tempe
ratura adeqguada ac desenvolvimento do organismo desejadoTl.(ksnE
trientes fluem atraves dos poros da membrana, alimentando as bac
térias e permitindo, assim, sua reprodugéd e formagac de colo
nias, que geralmente apos 15 a 18 horas de incubagao ja podem ser
observadas a olho nu ™. 0 método, portanto, & de execugao facil,
fornecendo resultados presuntivos em menos de 24 horas e com uti
lizagao minima de meios de cultura e vidrariayl. A estas vanta
gens podem ser acrescidas ainda: a eliminacao de componentes in
te:ferentes, Como agécares ou inibidores pregsentes nos alimentos
e a consequente ocorréncia de fesultados falso pesitivos ou nega
tivosgk; enumeracao dos microrganismos pela contagem direta das
coldonias fofmadasS e transferencia sucessiva da membrana de um

. . 52
meio para o outro, conforme o interesse .

0 método & aceito atualmente para a deteccaoc de

. . 5 Lo ~ . g
coliformes em agua e inumeros trabalhos tem sido realizados no
sentido de otimizar a tecnica, modificando os meios de cultura,
. 41, 43, 48, 60, 61,81, 88, 91, 28
procedimentos e temperaturas . .
Ainda outros organismos presentes naturalmente ou introduzidos
artificialmente na égua tem sido recuperados pela utilizacao da
; . A 11
membrana filtrante, como por exemplo a Yersinia enterocolitica ,

54 . .
'Stap_hylococcus aureus , Streptococcus Faecal156, Serratia marces
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gz, 92 o B2,092 82,92
cens , Proteus vulgaris e Salmonella thyphimuriaum .

Muitos trabalhos v@m,sendo realizados no sentido

de usar a membrana na analise microbiolégica de alimentos, tanto

. .l 10, 23, 45, 83, 84, 93
liquidos como solidos e pastosos . Assim, es

tudos foram realizados para a recuperacac de coliformes e £. <o

i 20, 26, 32, 40,86, 93, 9%, 9% 20, 27, 53, B4 )

1 , Salmonella , Bacillus

10, 17 84 B4
, Staphylococcus aureus , Streptococcus faecalis . fun

L4, 45 . 5%, 56, 57, 101, 105
gos e virus .

Os produtos alimenticios apresentam varios compo

nentes que dificultam a filtragao, tais como particulas em Sus

-

pensée, proteinas no estado coloidal, gorduras, etc. Assim, inu
meros trabalhos tém sido realizados visando uma técnica capaz de
sumentar a filtrabilidade dos alimentos, como por exemplo a utl
lizacao de um novo modelo de homogeneigador de alimentos denomi
nadoe de "Stomacher'", que remove as bacteérias do material atraves
de vigorosos golpes ¢ compressao, promovendo atrito entre as par

ticulas, em lugar de afetar a eastrutura fisica do alimento, como

) ~ 93, 94 . -
ocorre na trituragao 7% pQutros metodos fisicos para aumentar

a filtrabilidade incluem o uso de filtros de papél, telag de '"ny

‘ : ~ . 55, 56, 94, 101, 105
lon", la de vidro, gaze, etc. e de membranas
857 g# - :‘ N Fal .
. Como metodos quimicos, tem sS1

' . . 56,57 ,58
do empregados agentes floculantes, como polieletrolitos ;
. 20, %3, 84, 93
agentes surfactantes, como Triton X e Tween 80 L pro
101,105

de diferentes procedencias

20, 53, 64, 85, 94, 105 - .o
teases . . e solugoes de acidos ou bases

com a finalidade de precipitar as proteinas.

Com referencia especiai as proteinas de ovo, Kir
kan e Hartmansa, tyrabalhande com albumina de ovo desidratado} su
geriram a utilizagao de proteases fungicas, dentreoutrosn@todos
altérnativos. Por outro lado, Becher e Harte111? verificaram um

efeito sinérgico de certas enzimas protecliticas, guando assocla
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das com lisozima, na destruigao de bacterias.

Assim, a introdugac de uma protease na clara de
ovVo para a hidrélise proteica, poderia inTluir negativamente na
recuperagao de bactérias viaveis, visto ser elauma fonte natural

de lisozima .



MATERIAL



Para o desenvolvimento do presente trabalho foi

_empregado o segulnte material:

- EQUIPAMENTOS
‘ . Fluxo laminar norizontal Veco Indistria Brasileira

Campinas/SP

. Agitador Vortex Ciclo Mixer - Représ. Cap. Casa da Quimica

Soc. Ltda.
pHnmtroCorning‘Digital 110

. Banho-maria -~ Soc. Fabbe Ltda. modelo 169

. Contador de Coanias da Biomatic Aparelhos Cientificos Ltda
Colorimetro Fotoelétrico:da Micronal B 240

. Microscopio éptico binocular Nikkén 47-372

. Micrqécépio Estereoscépio Nikkon
Bomba de vacuo e pressao Millipore Corporation XX 6000000
suporte de vidro Millipore Corporation XX 1004724 M

. Membrana Millipore Corporation HAWG 04700 47mm com poros de

0,45 pm
. Placas absorventes Millipore Corporation EP 1004700

Balancgas, autoclaves, estufas e vidrarias.

11 - REAGENTES
Acido cloridrico PA Merck
Alumina PA Reagen

Acetato de chumbo PA Reagen
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Celite PA Reagen

Hidroxido de sédio PA Merck

Polietilenoglicol Carboﬁax 4000 da Henrifarma
Reativo para fenol Folin biocauteau QEEL
Reativo para teste de urease {(*)

Tween 80 QEEL

L-tirosina Merck

Soro Anti-salmonela Polivalente Flagelar do Instituto Adol

fo Lutz

Soro Anti-salmonela Poplivalente Sométicd do Instituto Adol

fo Lutz

Alcalase, protease pacteriana da Novo Industri 0,676 unida

de .Anson/g

Bromelina Sigma 1:3000

Bromelina Wako Pure Chemical Industrie Ltda 1:3000
Lipase de germe de trigo Sigma

Neﬁtrase, protease fﬁngica da Novo Industri
papaina Biobras 465 WPA (mc)/G

Pancreatina Merck

Pepsina Wako Pure Chemical industries Ltda 1:1000C0

pepsina Merck 1:10000

I1I - MEIOS DE CULTURA

Todos os meios de cultura foram da marca Difco,

com excecgao dagueles preparadbs-no laboratorio.



. Agar m Endo les
. Agar Endo
. Agar Nutriente
. Agar Salnonela Shigella (8S8)
. Agar Verde Brilhante
. Caldo Bile Verde Brilhante
. Caldo Lauril Sulfato Triptose
. Caldo Lactosado (LB)
Caldo m Tetrationato base (*)
Caldo Tetrationato base
. Caldo m Verde Brilhante (*)

_ Caldo de Infusao de Cérebro e Coragao (BHI)

(*) Meios de cultura e reagentes preparados em nos&a]aborab&ﬁﬂ

IV - MATERIAL ANALISADRO
Como material de pesguisa empregou-se a clara, a gema €
ovo de galinha integral, no estado natural, sem casca € ho

mogeneizado, denominado ovo liguido.

V '~ BACTERIAS EMPREGADAS

Escherichia coli, com caraoteristicas'morfolégicaseafisiolé
gicas da espécie, fornecida pelo laboratorio de Microbiolo
gia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos €

Agricola da Hniversidade Estadual de Campinas.

Salmonella typhimuriun, COM caracteristicas morfologicas €

fisiolégicas da especie, fornecida pelo mMesmo laboratorio.



METODOS



I - Estudo da filtrabilidade da clara, da gema é do ovo 1iquido,
de galinha.

Em testes preliminares de filtragem, verificamos
que volumes pequenos, tais como 0,01 mi de ovo liquido, 0,01 ml
de gema ou 0,02 ml de clara,eram éuficientes para ocluirem os po
ros de 0,45 pm de diametro das membranas HAWG 47 mm, antesck>té£
mino da filtragéo. Desta forma, foram realizadoéexperimentoscom
o objetivo de aumentar a filtrabilidade do alimento, sem alterar
o numero de microrganismos viaveis presentes. Estes estudos visa
ram principalmente a alteragao das estruturas protéicas e 1ipidi

cas, componentes predominantes do ovo.

1. TRATAMENTO DO OVO LIQUIDO

1.1. Com adsorventes

Para a.experi%ncia foram empregadosckﬁfsadsorveg
teg, alumina € terra diatomacea. 0 ovo 1iquido foi diluido de 100
vezes com agua destilada e porgaes de 1,0; 2,03 3,0, 4,0:35;0 ml
foram transferidas para tubos de ensalo. Em cada tubo foi adicio
nado 1,0 g de um dos adsorventes € égua deatilada suficiente pa
ra completar 50,0 ml, sob agitagéo. Apés 10 min de repouso, O mz&
terial foi filtrado, primeiro em‘papel de filtro comum, para eli

minar o excesso de adsorvente € componentes adsorvidos €, depols,

em membrana HAWG 47mm, sob vacuo de 300 mm de Hg.

1.2. Com agente surfactante: ‘Tween 80

Porcoes de 4,0; 5,0 ¢ 6,0 ml de ovo liguide,dilu
ido como anteriormente descrito, foram transferidas para tubos

de ensaio € acrescidas de 5,0 ml de Tween B0 a 5%. O volume das &
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mostras foi completado ate 50,0 ml com égua destilada. Ag amos
trag foram homogeneizadés, deixadas em repouso por 10 minutos e
em seguida filtradas, atraves de membranas filtrantes e sob  va

cuo.

1.3. Com agente precipitante: acetato de chumbo

Volumesde 1,0; 2,0 e 3,0 ml de solugéo de ovo 1i
guido diluido com égua destilada, foram transferidos para tubos
de ensaio e cada um acrescido de 1,0 g de acetato de chumbo e de
égua destilada para odmpletar 50,0 ml.'Apés homogeneizagéo e re
pouso por 10 min as amostras foram submetidas a filtragao em papel

‘de filtro comume em membrana filtrante, sob Vacuo .

1.4. Associacao dos tratamentos citados em 1.1, 1.2 e 1.3

Porgoes de 1,0; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 ml de ovo 1iquido,
diluidas de 10 vezes com agua destilada, foram transferidas para
tubos de ensalo € acrescidas de uma das seguintes associagoes: 1,0
g de um dos adsorventes com 5,0 ml de Tween 80 a 5%; 1,0 g de um
dos adsorventes com 1,0 g de acetato de chumbo € 5,0 ml de Tween
80 5% com 1,0 g de acetato de chumbo. O volume das amostras de
cada tubo foil elevado para 50,0 ml com agué destilada, sob aglta
cao; apés repouso de 10 min foram filtradas, primeiro em papel
de filtro comum € depoils em membrana filtrante, sob Vacuo.

“

1.5. Utilizagao de filtros nao convencionails

A solugao de oVO 1iquido preparada COmO no item
1.1, foi gubmetida a uma flltragao prévia nos seguintes wmate
rials: gaze farmaceutica, fibra de vidro prcnoada e papel de fil

tro qualitativo, antes do uso da membrana f¢ltrante



1.6. Utilizacao de polietilenoglicol (PEG) como floculante

Volumes de 10,0 ml de ovo liquido diluidos como
no item 1.3, foram transferidos para tubos de ensaio e acrescidos
de 1,0 ml de PEG a 20%. Apos homogeneizagao e repouso.de-lo min,
houve formagao de um precipitado flocoso, © gual fol ressuspenso
e a solugao filtrada atraves de 14 de vidro e papel de filtro. O
1iquido 1impido foi filtrado atraves éarmembrana filtrante, sob

vacuo.

1.7. Acidificagdo do ovo liquido com 4cido cloridrico

Varias amostras de 10,0 ml da solugao de ovo 1i
guido diluida como no item 1.3, foram transferidas para tubos de
ensaio e acrescidas de ate 6, O ml de solucgaoc de . a01do cloridrico
0,1 N. Nao ocorreu sedimentagao ou formag&ockaflocos Analogamen
te ao tratamento feito com PEG, O OVO liquidoikﬁ.submetido a £il
tragao prev1a atraves do conjunto 14 de vidro e papel de filtro

e, em seguida, atraves da membrana filtrante, sob Vacuo.

5 TRATAMENTO DA CLARA DE OVO

5.1. Acidificagao da clara com 4cido cloridrico

Obgetlvando a pr001p1tagao da albumina, 10,0 ml
da solucao de glara de ovo, dllulda de 4 vezes CcON agua. destila
da, foi acrescido de 1,0 ml de acido cloridrico ©,1 N, produzin
do um pH de aproximadamente 4,8, Logo apos a adigao do acido, fol
iniciada a formagéo de flocos, 0S quails, apés um repouso de 10
min, sedimentaram, deixando um sobrenadante transparente. A fil
tracho foi feita primeiro em 15 de vidro e papel de filtro qua

l1itativo, utilizando um funil de vidro como suporte.VCom<>filtrg
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do completamente transparente, foi feita a segunda filtracao uti

}izando a membrana e vacuo.

2.2, Utilizagao de polietilenoglicol (PEG) como agente flo

culante

A introducado de 1,0 ml de PEG a 20% em 10,0ml da
solugéo de clara, preparada como no item 2.1, praticamenterﬁhyal

terou seu aspecto fisico.

5. 3. Utilizaghio de proteases para a digestao da albumina da

clara

Proteases de diferentes prbcedéncias foram testa
das a fim de ser escolhida 'a que melhor se adaptasse as nossas
' condigaes de pesquisa; Foi inVestigada.uma enzima que tivesse uma
boa atividade a temperatura de 40¢ C e no pH natural daclara, da
gema e doO OVO 1iquido. A temperatura de 40¢ ¢ foi escolhida por
gue acima dela a viabilidade das pactérias poderia ser COMPromg
tidé. Foi mantido o pH natural da clara, da gema € do OVO liqui
do; pois o ajuste de pH para 0S5 valores de méxima atividade para
élgﬁmas enzimas, iria sumentar o volume de trabaiho e, com iss0,

dificultar o processo, Que deveria ser o mails simples e rapido

possivel.

As enzimas estudadas foram: bromelina da Sigma,
bromelina da Wako, papaina da Biobras, pepsina da Merck, pepsina
da Wako, Alcalase (protease pacteriana) e Neutrase {(protease fﬁg

gica), ambas da Novo Industri.

2.3.1. Agéo proteolitica no revestimento do filme fotogré

fico.

0 teste foi realizado com & finalidadecﬁaavaliaf
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a eliciencla das diferentes enzimas em digerir a camada de reves
timento protéico depositada no filme, qué da ao mesmo sua colora
cao escura. A camada de proteina em contato com a solu§ao enzima
tica € digerida, desprendendo-se do filme, o© qual se torna trang
parente. A eficiencia da enzima & analisada em fungao do tempo,
isto e, quanto mais ativa a enzima sobre esse substrato, menor e
0 tempo de digestéo e mais rapidamente o filme se torna transpa

rente.

0 filme fol cortado em quadrados com éreackaaprg
ximadamente 25 mm? , introduzidos com pinéa em tubos de ensaio cﬁg
tendo 1,0 ml de enzima & 0,1%, dois tubos para cada enzima, sen
do que'um déles foi mantido a temperatura ambiente (em forno de

p59C), e o outro em banho-maria a 400 C.

2.3,2. Escolha da enzima mais apropriada para as protei

nas da clara

ApOos O experimento anterior foram seleclonadas
as enzimas bromelina da Sigma, papaina da Biobras, "Alcalase' da
Novo Industri e pepsina da Wako, a fim de, entre elas, ser 63CO

lhida aguela mais ativa para as protginas da clara.

A quantificagao do grau de hidrolise foi feifa

- . 7
segundo © metodo preconizadc por Anson , que consiste na dosagemn
colorimétrica da tirosina liberada pela digestéo enzimatica das

proteinas, de acordo com o seguilte procedimento:

a. A clara foi diluida em agua destilada 1:3 p/p paraobtengéode
~ . 7
um substrato com concentragao protelca em torno de 2,5% , ad
mitinde que ela contenha de 10 a 11% de proteina .
b. Volumes de 5,0 ml dessa solugao de clara foram transferidos pa

ra 8 tubos de ensalo.



Ci

Os tubos foram colocados em banho-maria a 402C. Apés ser atin

gido o equilibrio térmico, em 4 dos tubos com solucgao de cla

‘ra, foram introduzidas, respectivamente, bromelina, papaina e

pepsina, em concentragoes enzimaticas de 2,0 mg/ml e Alcalase

a 0,00114 unidade Anson/ml, em cada solugao.

Oz conteudos dos tubos foram homogeneizados e deixados para di

gestao com agitaqéo constante por 30 minutos a 40°C.

Transcorrido o tempo de dlgestao, as reageos foram interrompi
das pela adigao de 10, O ml de solugao ‘de acido trlcloroacetz

co (TCA) 0,3 N, a cada um dos tubos.

Os 4 tubos foram retirados do banho-maria, fechados com folha

de papel aluminio e mantidos em geladeira por 3 horas a 5¢C.

Os outros 4 tubos contendo 5,0 ml de solugao de clara, foram
reservados para o ensalo em branco correspondente a cada enzi
ma. Para tal, a adigao de 10,0 ml da solucao de TCA foi feita

antes da introdugao das enzimas.

Os tubos do ensaio em branco também foram mantidos na geladel

ra por 3 horas a 5% C.

Decorrido esse tempo de repouso, OS conteudos dos 8 tubos fo
ram filtrados em papel de filtro qualitativo e dosada a tiro

sina em todos os filtrados.

A dosagem da tirosina foi feita da seguinte maneira: 2,0ml do
material preparado foram transTeridos para um tubo de ensalo,
acrescidos de 4,0 ml de qolugao de hidroxido de sodio 0,5 N;
1,2 ml do reagente de Folin (obtldo diluindo 3 vezes o produto

comerc1al)6?2 8 ml de agua destilada, toUﬂlmﬁﬁoumvdhmoch 10,0ml.
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k. A absorbancia foil medida entre 2 a 10 minutos, apos a introdu
gao do reagente de Folin, em fotocolofimetro com filtro verme

lho (banda centrada em 660 nm) .

As concentracgoes de tirosina foram calculadas por
comparagao com uma curva padrao construida a partir de solugoes

contendo 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg/ml de L-tirosina da Merck.

2.3.3. Estudo da cinetica enzimatica tendo a clara como
substrato

0 estudo da cinética foi feito para a Dbromelina

e Alcalase; 08 parémetros estudados foram temperatura, concentra

950 e tempo. O objetivo destas experi@ncias foi o de determinar

as condigoes mais proximas das ideais para o nosso trabalho.

a. Escolha da temperatura adequada para a digestéo.

Foram testadas as temperaturas de 35, 40 e 45¢C,
sendo o tempo de digestao fixado em 30 minutos. O efeito da tem
peratura na velocidade da hidrolise foi estudado apenas para a
bromelina, uma vez_qué se dispunha destes dados na literatura pa

ra a Alcalase.

As experiencias foram executadas de modo analogo

as descritas no ftem 2.3.2.

b. Determinagho da concentragao otima das enzimas

-

Tendo sido fixada a temperatura em 40¢ C e o tem
po de digestéo em 20 minutos, o passo seguinte fol a procura da
razac enzima-substrato gue nos propbrcionasse resultados mais sa
tiafatorios. Para tal foram empregadas concentragoes de 0, 03;
0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,30 mg de bromelina e 0,0114; 0,0228;
0,0342; 00,0456, 0,05670 e 00,0684 unidade Anson de Alcalase por mi

lilitro de solugao de clara, num volume total de 5,0 ml. No res
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tante todo o procedimento fol analogo ao dos testes anteriores.
Neste ensalo, para cada concentragao, foi feito um teste em bran
co correspondente, visto gue a quantidade de enzima introduzida

podia influir na leitura da absorbancia.

c. Escolha do tempo Otimo da reagao

Empregando 0,20 mg ou 0,6 unidade Anson de bro
melina e 00,0456 unidade Anson de Alcalase por mililitro de solu
gao de clara, num volume total de 5,0 ml, foi feito o estudo re
ferente ao efeito do tempolna proteélise.'A temperatura utiliig
da foi de 40° C. A extensao da reagao foi medida nos intervalos

de 15, 30, 45 e 60 min de incubagao.

3. TRATAMENTO DA GEMA DE OVO

3.1. Acidificacho da gema com acido cloridrico

Vériaé porcoes de 10,0 ml da solugao de gema di
luida (na razao de uma parte de gema para cinco de égua destila
da), foram transferidas para tubos dé ensaio e acrescidas de ate
6,0 ml de solugio de acido cloridrico 0,1 N. Nao ocorreu sedimen
tagao ou formacdo de flocos. Analogamente ao tratamento feito com
a clara, a gema foi submetida a filtragao prévia através do con
junto la de vidro e papel de filtro e, em seguida, atravésckamem

brana filtrante, sob vacuo.

3.2. Utilizagso do PEG como agente floculante

Volumes de 10,0 ml de gema, diluidos comono item
3.1, foram transferidos para tubos de ensaio e acrescidos de 1,0
ml de PEG a 20%. Apés homogeneizaqaa e repouso de 10 min, houve

formagao de um precipitado flocoso, o qual foi resugpenso €  a
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solugao filtrada atraves de 1a de vidro e papel de filtro. O 1
quido 1impido foi filtrado atraves da membrana filtrante, sob v

cuo.

3.3. Utilizacao de proteases para digestao das proteinas da

gema.

3.3.1. Escolha da enzima mais apropriada para as protei

nas da gema.

A escolha foi realizada de maneira anéloga a da
clara. Para a obtencao de uma solugdo de gema com cerca de 2,5%

p . 7
de proteina, segundo a tecnica preconizada por Anson , & gema,

17, 82, 88§
b

que contem 16,1% de material protéico foi diluida co

"mo no item 3.1.

3.3.2. Estudo da cinetica enzimatica

Os efeitos da temperatura, do tempo de incubacao
e da concentracao das enzimas Alcalase e bromelina sobre as pro
teinas da gema, foram analisados mediante testes analogos aos fej

tos com a ¢clara.

3.3.3. Utilizagao de lipases para a degradagaockatriglg

ceridios da gema

A gema;, alem de conter cerca de 16% de proteina

& constituida tambem de 31% de 1ipidios; dos quais 60 a 62% SA0
trigliceridios B{ substancias que atuam decisivamente na obstru
-¢ao dos poros da membrana. Assim, foi procurada uma lipase que di
gerisse os trigliceridios da gema, tentando com isso melhorar a
filtrabilidade. A atuacao das lipases (do germe de trigo e da pan
cfeatina) fol avaliada pelo método deécrito em Methods of Enzymatic

13 rd -
Analysis , titulando os acidos graxos liberados pela lipolise
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com solugao de hidroxido de sodio 0,0474 N, sendo os resultados
dados em normalidade de acidos graxos. Para esse ensaio a concen
tracao das enzimas foi de 2,0 mg/ml de solugao de gema preparada
como no ltem 3.1. A 1ipéiise foi realizada a 402 C por 30 min ,
sob agitagéo intermitente. Todo o ensaio foil realizadoeyﬁduplicg
ta e cada teste teve um branco correspondente para eliminar a in

fluéncia da enzima na titulacgao.

Foi tambem testada a associagao entre estas lipa

ses e a bromelina, na razao de 1l:1.

Os resultados preliminares demonstraram que a pan
creatina possui maior atividade sobre a gema do que a lipase do
germe de trigo. Em vista disso, foram feitos estudos cinéticos a
penas com a pancreatina, verificando o efeito da temperatura, con
centragao e tempo na extensao da lipélise. As.temperaturas, con
centragaes e tempos analisados foram de 30, 40 e 502 C; 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg por mililitro de éolUgéo de gemae 15, 30,

45 e 60 minutos.

4. VERIFICAGAO DOS VOLUMES MAXIMOS DE CLARA, DE GEMA E DE Ovo LI
QUIDO, TRATADOS ENZIMATICAMENTE, FILTRAVEIS ATRAVES DA MEMBRg
NA HAWG 47 mm.

Escolhidas as enzimas eAestabelecidos oS parémg
tros a serem empregados, o proximc passo foi o de verificar o
maior volume de clara, de gema € de ovo liquido possivel de ser
filtrado, apés o tratamento enzimatico estudado. 0s diferentes
volumes das amostras, dizuidas e nao diluidas, foram submetidos
ao tratamento enzimatico com as enzimas escolhidas e nas condi
gaes'étimas de tempo e temperatura, a‘saber, 45 min e 40°2C, com

agitagao intermitente. Decorrido este tempo as amostras foram sub
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metidas a filtragao atraves da membrana filtrante.

Com o intuito de aumentar a filtrabilidade da ge
ma e do ovo liquido, foi estudado o efeito da adigao de hidroxi
do de soédio 0,05 N e de Tween 80 a 0,5% sobre as amostras digeri
das, isto é, apés o tratamento enzimatico. Para 1,0 ml de gema
e 2,5 ml de ovo 1iquid0, foram adicionados volumes de 5,0 ml de
Tween 80 e volumes variados de hidroxido de sodio, entre 1,0 e
5,0 ml. O efeito da adigao_foi avaliado em termos de tempo de fil

tragao.

11 - Agao das enzimas sobre a viabilidade de uma enterobacteria

Segundo Becker e Hartselllz, as enzimas proteoli
ticas exercem efeitos letais sobre os microrganismos. Por este mo
tivo, foi feito um estudo sobre o grau de'recuperagéo da E. celi
apés a digestéb enzimatica da clara, da gema e do ovo 1iquido, i
noculados artificialmente com este microrganismo. O estudo foil
realizado com a E. celi podendo, no entanto, ser com qualquer'bé
cilo Gram negativo, devido a semelhanga na constituigéo da pare

de.

"E. celi, obtida de uma cultura estoque, foi semea
da em égar nutriente e incubada por 24 h a 37°¢ Ce, deste crescl
mento, realizado um repique em Caldo de Infusao de Cérebro e Co
ragac (BHI), que tambem foi incubado por 24 h a 37¢ C. Esta cul
tura foi diluida com salina para 16"6, obtendo~-se uma populagéo
microbiana em torno de 10° bactérias por mililitro. Desta concen
tracgao, porgoes de 1,0 a 5,0 ml foram empregadas para contaminar
artificialmente 50,0 ml de.amostra. Feita a homogeneizagao, as a
mostras inoculadas foram transferidas em duplicata para 08 tubos

e levadas para um pbanho-maria a 402 C. Apés o'equilibrio térmico,
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fol adlcionada égua destilada estéril nos tubos controles e nos
cutros as solugaes enzimaticas estéreis,—em quantidades que resul
tassem em relagdes de concentragao otimas enzima/substrato.(ﬁstg
bos testes e controles foram mantidos a 402 C durante 45 minutos,
com agitacao intermitente. Decorrido esse tempo, volumes de 0,1
e 1,0 ml do material de cada tubo foram transferidos para placas
de Petri e vertido sobre eles o meio de égar Endo fundido e res

friado até 50° C.

As placas foram incubadas a 35¢ C por 24 e 48 ho
ras, sendo feita, entao, a contagem das colonias que se desenvol

veram.

III - Recuperagao da enterobactéria £. coli atraves de diversos

métodos de filtragao.

Os métodos desenvolvidos para aumentar a filtra
bilidade das amostras foram estudados verificando a wviabilidade
do seu emprego na recuperagao de uma enterobactéria.Cksseguiﬁtes
tratamentos descritos anteriormente, ‘que renderam volumes aprecié

veis de filtragao, foramanalisados:

Solucao de clara com acido cloridrico 0,1 N e dupla filtragao
(item 2.1); clara com Alcalase, conceniracao 0,045 uA/ml, com
temperatura e tempo de digestéo de 409 C e 4% min (item 4);59
lugao de ovo liquido com PEG a 20% e dupla filtragfo (item1.6);
ovVo liquido com Alcalase, concentragao 0,09 uA/ml, temperatura
e tempo de digestao de 402 C e 45.min e adigao de 2,0ml de hi
droxido de sédio 0,05 N e 5,0 ml de Tween 80 a0,5%(item 4); So
lugao de gema com PEG a 20% e dupla filtragdo (item 3.2)e gema
com Alcalase, concentragao O;lS_uA/ml, temperatura e tempo de

digestao de 402C e 45 min e adigao de 5,0 mlckahidréxidp de sé
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dio 0,05 N e Tween 80 a 0,5%, 5,0 ml (item 4).

Para o estudo da fecuperagéo da £.'cali,o'hﬁmulo
e ag amostras contaminadas artificialmente com E. coli foram pre
parados como anteriormente e volumes de amostras inoculadas‘ com
£. coli, tratados por metodos acima discriminados, foram filtra
dos em membrana filtrante. Apés a lavagem com égua destilada es
teril, as membranas foram transferidas para placas com égar m kEn
do les e incubadas por 24 h a 352 C, apés‘xnn pré—enriquecimento
em caldo Lauril Sulfato por 1,5 ﬁ e 35¢ C. Segundo Grabow e Pre
ez?%, no agar m Endo les, ha uma maior reéuperaqéo de E. coli dg
bilitada. Para cada ensailo, foram feltos controles por plagueamen
to em profundidade em égar Endo, que foram incgbados a 359 C por

.24 h.

IV - Ensaios sobre a recuperagao da £. coli e da S. typhimurium.

Apés a padronizagao do método por nos desenvolvi
do, foram feitos diversos ensaios comparativos entre a técnica
da membrana filtrante (MF) e metodos: tradicionails empregados pa
ra a identificacdo e enumeragao da E. coli e S. thyphinuriun, ino
culadas artificialmente na clara & no oOvVo 1iguido. A pesquisa nao
foi realizada na gema devido a baixa recuperagao dos microrganis

mos nesse material, evidenciadas nos ensalios anteriores(itanlll)

Como meétodos comparativos de recuperagao de E.co
Ii inoculéda experimentalmente na clara € no oOvVO 1iquido (prepa
rados de acordo com o item II), foram empregadas as técnicas de
plagueamento em profundidade em agar Endo e a do numero mais pro
vavel com 3 séries de 5 tubos para cada diluigao em caldo Lauril
_gulfato e confirmagao de coliformes em caldo Bile-Verde Brilhan

1, 50, 103 o |
te . A temperatura de incubacgao fol de 35¢ ¢ e o tempo
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de 24 h para cada ensalo.

Para a tecnica da membrana filtrante, as amostras
consistiam de 5,0 ml de clafa e 2,5 ml de ovo liqﬁido, empregan
do 0,045 e 0,090 unidade Anson de Alcalase;xn*mililitro; respec
tivamente, para a digestao de cada um dos materiais. A digestEO
se processou durante 45 min a 40° C, em banho-maria e com agita
cao intermitente. No caso da clara, a digestao foi sucedida pela
filtragao em membrana HAWG 47 mm sob vééuo de 300 mm de mercurio
e a lavagem da membrana com égua destilada estéril. No caso do o
Vo liquido, a fiitraqéo das amostras digeridas foi precedida pg
la adigao de 5,0 ml de solucao de Tween 80 a 5% e 2,0 ml de solu
¢io de hidroxido de sodio C,05 N, ambas estereis, apos © que as
membranas foram submetidas a lavagem com égua destilada esteril.
As membranas com £E. coli foram submetidas a um préwenriquecimeg
to em placas com caldo LauriE‘Sulfato,.incubadas a 352 C por 1,5
h e, em seguida, transferidas para égar m Endo les e incubadas a
35¢ C por 18 a 24 h. Apés este tempo, foi feita a contagem das
colanias de £. coli, que se desenvolveram sobre a membrana com O

brilho verde metalico caracteristico.

Para a recuperacso da §. typhisuriur inoculadaex
perimentalmente na clara e no 0Ovo 1iquido (idem item II), foi em
pregado COnmo méﬁodo comparativo, a técnica classica de pré—enr&
quecimento em caldo lactosado, enriguecimento em caldo tetratio
nato, isolamento em agar Salnonella-Shigella e agar Verde Brilhan
te e prova sorolégicass. Na técnica de membrana filtrante, foi u
tilizado para a filtragab procedimento semelhante aguele emprega
do no cago da £. coli. As membranas coﬁ $. typhimuriunm foram pré
—enriquecidas em caldo m Tetrationato por 3 horas a 352 C, trahg
feridas para caldo m Verde Brilhante e incubadas por 15 h a 35¢
C. Apés a incubagaoc, as membranas com colonias de microrganismqs

foram colocadas sobre uma placa absorvente com reagente de ureia
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e apés 20 min feita a leitura da prova da urease. O procedimeﬂ
to descrito para a recuperagéo da salmonela em membrana filtran
te foi conduzido segundo a orientacao de Klaber e Clarksz.-Para
a confirmagao da identificagao das salmonelas foram feitas rea
goes sorologicas com soros antiflagelar e antissomatico polivaleg
tes, obtidos no Instituto Adolfo Lutz. Foram contadas apenas as
colonias nao-fermentadoras de lactose e que deram reagao de urea

se negativa.
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RESULTADDOS




Os resultados obtidos apés diversos tratamentos
de clara, gema e ovo liquido, com. a finalidade de aumentar o vo
lume paséivel de filtragéo atraves da membrana filtrante HAWG 47

mm, sao apresentados na tabela 1.

Tratando a clara com solucgao de acido cloridrico
e a gema € 0 OVo 1iquido com solugéo de PEG, foipossivelfiltrar
Cvolumes apreciéveis de amostra, sem obstruir os poros da membra
na filtrante, desde que obedecida a proporcionalidade entre osvo
lumes de reagentes e amostras. Apos a primeira filtragao em lade
vidro e papel de filtro qualitative, o filtrado ficava completa

mente 1£mpido e transparente,

Atraves do emprego das enzimaéproteoliticas,das
lipases ou de associagaes destes dois grupos de enzimas, houve au
mento na filtrabilidade, devido a fragmentagao das moléculas de
proteinas e lipidios. O tratamento da clara com Alcalase permitiu
a filtragao de ate 5,0 ml, volume este muito grande se partirmos
do principio de que apenas 0,02 ml de clara eram passivei&cszii
tragéo, no estado original, sem tratamento enzimatico. No caso do
ovo liquido e da gema, a introdugac da solucgac de Tween 80 e de
hidroxido de sodio, favoreceu muito a filtragao, permitindo a pas
‘sagem pelo‘filt:o de um volume grande, a saber, 2,5 ml de ovo 1i

quido e 1,0 ml de gema, quando da utilizagao da Alcalase.

-

I - Emprego de proteases ?aré a digestao de proteinas da clara e

da gema.

Na tabela 2 estao os resultados do teste realiza
do para avaliar a eficiéncia das diferentes enzimas em digerir a
camada de revestimento protéico'depositada no filtro fotografico,

as temperaturas de 25 e 402 C,
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As enzimas Alcalase {(Novo industrli), bromelina
{(sigma), papaina (Biobras) e pepsina (Wako), demonstraram ser as
mais ativas na nidrolise de gelatina, nas condicoes de trabalho,
descolorindo o filme fotografico em 9, 10, 13 e 30 minutos, a 40?2
C. Esta primeira experiéncia gerviu como triagem para & escolha
das proteases mais ativas. As enzimas selecionadas foram, em S€
guida, submetidas a novos experimentos, com & finalidade de se €8
colher a mals eficiente para a hidrélise das proteinas de clara

e de gema de OVOS.

A eficiéncia da agao enzimatica foi avaliada ég
lorimetricamente pela dosagem de tirosina liberada na hidrolise
das proteinas, mediante reagao com reagente deFolinCiocauteau .
A leitura da absorbancia da solugéb, foi comparada com uma curva
padrao (figura 1) construida a partir de reagao com solugaoc de ti

rosina.

Na tabela 3 sao mostrados os resultados da diges
tao das proteinas da gema e da clara de ovo pelas enzimas, €Xpres

sos em micrograma de tirosina por mililitro de clara ou de gema.

Atraves do ensaio de digestgo, expresso na tabe
la 3, foi verificado gque a Alcalase e a bromelina apresentavam as
maiores atividades. Em seguida, estas enzimas foram submetidas a
estudos de cinética, com a Ffinalidade de serem selecionadas as
melhores condigaes de temperatura, concentragéo enzimética e tem
po de digestéok 0Os resultados da atividade enzimatica foram &Xx

pressos em micrograma de tirosina liberada por mililitro de cla

ra ¢ de gema, sendo graficados nas figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7.

Com relagéo a4 concentracao, o aumento gradativo
da bromelina na solugao foi acompanhado de maior liberacgao de ti

rosina, ao passo que para a Alcalase, acima de 0,0456 usa/ml, ave
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locidade de reagao se tornou constante. 'Através dos resultados
obtidos fol possivel observar que a Alcalase,'enz concentragaes
muito mais baixas do que a bfomelina, exerce atividade proteoli

tica maior na clara € na gema, nas condigoes pré—estabelecidas.

Quanto aoc tempo, apdés 45 min de digestao a 40°¢
¢, nenhum ou apenas ligeiro aumento foi observado na producao de
tirosina. Neste teste também, 0s resultados demonstraram a supg
rioridade de agdo da Alcalase em relagdo a bromelina, nas condi

¢oes empregadas.

II - Utilizagao de lipases para a degradagdo de trigliceridios

da gema.

Na tabela 4 estdo expréssas as normalidades de &
cidos graxces provenientes da lipélise de trigliceridios pelas en

zimas: lipase do germe de trigo e pancreatina.

A pancreatina mostrou ser mals eficlente do que
a lipase do germe de trigo sobre os lipidios da gema, nas condi
coes de estudo. A associacao das lipases com bromelina tambem fa

voreceu a liberacac de acidos graxos.

0 estudo da cinetica para selecionar as melhores
condigoes de temperatura, concentracao enzimatica e tempo de hi
drolise, tambem foi realizado para a pancreatina e os resultados

apresentados nasgs figuras 8, 9 e 10,

A variacao da extensao da hidrolise das gorduras
da gema, expressa pela concentragao de acidos graxos, foi 'pequg
na com o aumento de temperatura. Com relagao ao tempo e concentra
gao, 45 minutos e 4,0 mg de pancreatina por mililitro de solugao

de gema mostraram ser as cohdigSes_mais adequadas.’
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Assim, atraves dos estudos de cinética,zxsseguig
tes condigoes otimas de trabalho foram eétabelecidas: temperatu
ra de digestao 40% C; tempo de incubagao 45 minutos; concentragao
de bromelina 2,0 mg, de Alcalase 0,046 uA e de pancreatina 3,0mg
por miltilitre de solugaes de clara ou de gema com 2,5% de protei

na.

Com esses parametros determinados, o passo seguin
te do trabalho consistiu em verificar qual o maior volume de cla
ra ou de ovo liquido capaz de ser filtrado atraves da membrana

filtrante HAWG 47 mm, apés o tratamento enzimatico.

ITI - Verificacgao dos volumes maximos de clara, gema e ovo liqui
do, tratados enzimaticamente, filtraveis através da membra

na HAWG 47 mm.

Os resultados, tratamentos e volumes de eleigao

estac expressos na tabela 5.

Guando o nﬁmero de bgctérias contaminantes é re
duzido, o resultado de uma analise microbiolégicackaalimentos g0
zara de maior confianga quanto maior for o volume ou o peso da a
mostra utilizada. Tendo em vista este principio, o trabalho foi
prosseguido apenas com a Alcalase, que permitiu a filtragaé de

5,0 g de clara, 2,5 g de ovo 1iquido e 1,0 g de gema.

IV - Agao das enzimas sobre a viabilidade da E. coli.

Uma vez que o tratamento enzimatico da clara, ge
ma e ove liquido, a temperatura de 402 C, poderia exercer efeito

nocivo sobre a viabilidade dos microrganismos presentes, reduzin
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do o numero de bactérias recuperéveis na membrana , €sse paramg
tro fol estudado com a enzima Alcalase e.os resultados estao ex
pressos nas tabelas 6, 7 e 8. Fazendo a regressao lineér dos va
lores experimentais, forém obtidos os seguintes coeficientes ag
gulares, lineares e de correlagao: 0,91, 3,5 e 0,99 paraéxclara;
1,1, -1,6 e 1,0 para a gema e 1,2, -7,9 e 0,98 para o ovo 1iqui

do.

A analise de regressao indica que a recuperagao
dos microrganismos apos o tratamento enzimatico nao diferiu sig
nificativamente daguela obtida do material sem tratamento algum,

visto que os coeficientes angulares das retas sao proximos de 1,0.

0 coeficiente de correlagao de 0,99 no caso da
clara, de 1,0 para a gema e de 0,98 no caso do ovo 1iquido, indi
cam que os resultados com e sem tratamento enéimético estao alta
mente correlacionados, nao havendo dispersao apreciével dos pon

tos.

V - Recuperacao da E. coli atraves dos diversos métodosckafiltré
cao.

A recuperagdo da E.coli na membrana filtrante foi

realizada para os diferentes tratamentos e os resultados expres

sos nas tabelas 9, 10 e 11.

A recuperagao da E. coli foi totalmente prejudi
cada quando a clara fol tratada com dcido cloridrico, a gema € o
ovo liquido com PEG, tendo os microrganismos ficado retidos na la
de vidro com os componentes 861lidos das amostras, mesmo depois de
varias lavagens. O papel de filtro e a la de vidro que receberam

o material tratado foram submetidos a plagqueamento em égarrnEndo




leg, tendo havido crescimento de €. coli, confirmando a suspeita.

Da mesma forma, na gema tratada com Alcalase e a
dicionada posteriormente de hidroxido de sodio e Tween 80, a re
cuperacho da E. coli fol extremamente baixa. A introdugao de 5,0
ml de hidroxido de so6dio afetou sensivelmente as bactérias, devi
do ao pH do meio, comprovando a verificagao que fizemos de que a
recuperagao desse microrganismo diminui quando e submetido a um

pH acima de 10, mesmo que somente por 5 min.

Por outro lado, o tratamento da clara e do ovo li
quido com solugao enzimatica, resultou numa recuperacao de E. co
1i, na membrana filtrante, em valores proximos daqueles obtidos

pela téecnica de plagueamento.

Devido a estes resultados, os ensalios posteriores
foram realizados somente com a clara e ¢ ovo liquido, deixando o

estudo da gema para outra ocasiao.

VI - Ensaios para a verificagao da recuperacao da £. coli da cla
ra e do ove liquido, pelos métodos classicos e por  aguele

por nos desenvolvido.

Na tabéla 12 estao os resultados da recuperagac
da £. coli da clara e‘ﬁo ovo liguido contaminados artificialmen
te, atraves dos métodos de plagueamento em profundidade e membra
na filtrante. A reta de regressao dos numeros de microrganismos
recuperados da clara pelo método da membrana filtrante, em funcao
dos recuperados pelo metodo de plagueamento, mostratmuiequivalég
cia entre os dois procedimentos. Um coeficiente de correlagao de
0,95 indica boa correlagao dos resultados. O coeficiente angular

de 0,99 e o linear de 0,50 sao indicativos da similaridade entre
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o8 resultados obtidos pelas duas técnicas.

A mesma analise de correlacao feita na eX@eriég
cla com o ovo liquido, mostra que neste caso, embora o coeficien
te de correlagao seja de 0,98, indicando umaproporcionalidédeeﬁ
tre os resultados dos dois métodos, um coeficiente angular de
0,39 traduz uma recuperagao menor com o uso da tecnica da membra
na filtrante. O decreéscimo porcentual na recuperacgao dos micror
ganismos do ovo liquido pelo‘métpdo da membrana filtrante, em re
lagdo a recuperacio no plagueamento, é copstante; o que permite
que seja proposto um fator de correczo multiplicativo de 2,6 pa

ra melhorar o resultadd obtido com a membrana filtrante.

A tabela 13 apresenta resultados quanto a recupe
ragéo da £E. ¢coli pela tecnica do nume ro mais provével (NMP) e a
da membrana filtrante. Fazendo a regressﬁo linear dos wvalores ex
perimentais foram obtidos, para a clara e o ovo liquido respecti
vamente, coeficientes de correlacao de 0,70 ¢ 0,83, coeficientes
lineares de 3,7 e 0,21 e coeficientes angulares de 0,48 e 0,58,
Para a regresséo, os resultados dos dois ultimos experimentos da
clara foram axcluidos, pois o nﬁmeroade colonias recuperadas na
membrana filtrante estava muito além do x‘ecomendado4 , Prejudican
do a contagem e fornecendo resultades mais baixos do que o NMP,

porém nao abaixo do limite inferior do intervalo.

A baixg correlagao entre os Pesultadosobtidospg
lo método da membrana filtrante e pelc numero maisprovévei{NMPL
acreditamos seja devido ao fato de os valores fornecidos pelo NMP
jé ge tratarem de resultados estatisticos, eles préprios afetados
de uma razoavel dispersao. Mesmo assim, todos os resultados for
necidos pela tecnica da membrana filtrante na clara, se situaram
dentro dos intervalos da densidade de populagao bacteriana (nivel

de confianga de 95%) obtidos pelo método de NMP.
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VII - Ensaios paraaverificacac da recuperagao da S. typhimuriun
da clara e do ovolliquido, contaminados artificialmente, pe

lo método classico e pelo da membrana filtrante.

A tabela 14 apresenta resultados quanto a recupe
ragao de S. typhimuriusm no ovo liquido através do metodo de enri
quecimento e o da membrana filtrante. Apesar do sucessoda filtra
géo, a recuperagéo de §. thyphimurium folil baixa'para © OVOo liqui
do. Provavelmente a introdugao de alcali e de detergente afetou
a salmonela de modo anélogo ao gue ocorreu com a E.éoli, havendo
necessidade de serem realizados novos estudos para o aprimoramen

to da técnica da membrana filtrante aplicada a esse material.

Os resultados da recupecracgao da S.typhinuriun da
clara,através dos metodos de enriquecimento e da membrana filtran
te,estao na tabela 15. Os resultados démonstraram que quando as
salmonelas estado presentes na clara em concentragoes muito Dbail
xas, da ordem de 0,1 a 0,2 microrganismo por grama de amostra,
nao e possivel a sua recuperagao pela técnica da membrana filtran
te, sendo possivel detectar a gua presenga pelo métodqcﬂaenri@ug
cimento. Isto se deve ao fato de as massas de amostras utilizg
das serem diferentes, isto &, 5,0 g de clara para a técnica da
membrana e 25 g para a do enriguecimento. Porém, apesar de ter a
guantidade de amostra como fafor limitante, foi surpreendente a
sensibilidade demonstirada pela técnica da membrana filtrante em
relacao a recuperagao de baixa dénsidade de salmonelas na clara.
Uma populacao ﬁicrobiana de 0,3 ou 0,4 bactéria por grama de cla
ra foi possivel de ser recuperada a partir de 5,0 g de amostra,
fornecendo uma contagem de 2 ou 3 salmonelas na membrana, identi
ficadas pela prova de urease e pelos soros antiflagelar e antisso

matico poclivalentes.
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TABELA 1

Volume de material filtrad

cuo de 300 mm de mercurio, em diferentes tratamentos

o através da membrana HAWG 47 mm sob va

Tratamento clara (nl) ovo liquide (ml) gema {al)
sen tr_atamento 0,02 0,01 0,01
filtros nao convencionais - 0,02 _
alumina - 0,02 -
terpa diatomacea - 0,02 -
Tween 80 - 0.0_5 -
acetato de churbo - ¢,10 -
alumina + Tween 80 - 0,15 -
Celite + Tween 80 - 0,15 -
alumina + acetato de chuambo - 0,20 -
Celite + acetato de cﬁumbo - 0,20 -
Tween B0 + acetato de chumbe - 0,25 -
acido clorldrico 10,0 1,0 {},8‘
Polietilenoglicol (PEG) 1,0 10,0 10,0
pepsina Wako 1,2 0,8 0,8
papaina 8iobras 1,2 0,8 0,8
lipase de germe de trigo - 1,0 1,0
pa;lcreatina - 1,0 1,0
bromelina Sigma ) 2,5 1,0 i,0
Alcalase Novo Industri ‘5,0 é,5 1,0
bromelina + pancreatina - 1,0 1,0
bromelina + lipase - 1,0 1,0
Alcalase + lipase - 2,5 1,0
Alcalase + pancreatina - 2,5 1,0

- ensaio nao realizado



TABELA 2

Tempo de descoloramento do filme fotografico pelas diferentes so

lugoes enzimaticas, em duas temperaturas.

tempo (minutos)

Enzima
252 C 402 C

Alcalase Novo Industri 18 : | 9
Bromelina Sigma - 20 10
Bromelina Wako > 120 ' 90
Neutrase Novo Industri > 120 | 160
Papaina Biébrés . 28 13
Pepsina Wako | 80 30
Pepsina Merck 120 _ 65
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TABELA 3

Atividade das enzimas sobre as proteinés da gema e da glara do

. OVOo.
Concentracao de tirosina (pg/ml)
Enzima
Gema Clara
Alcalase 1395 T 249
bromelina | 600 - 199
papaina 199 58
pepsina 77 35

Condicoes empregadas - volume de solugdo: 5,0 ml; temperatura de
digestdo: 40° C; tempo de digestao: 30 minutos e concentragoes en
ziméticas: de Alcalase‘0,00114 uA/ml, de bromelina 2,0 mg/ml, de

papaina 2,0 mg/ml, e de pepsina 2,0 mg/ml.
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TABELA 4

Hidrolise de trigliceridios da gema de ovo

Enzimas Kormalidade de acidos graxos
lipase do germe de trigo 0,002
pancreatina _ o 0,02¢
lipase do germe de trigo + bromelina (1:1) . 6,017
pancreatina + bromelina (1:1} ©D,029

Condigoes empregadas - volume de solugao: 5,0 ml; temperatura de
digestio: 40¢ C; tempo de digestao: 30 minutos e concentragao de

enzima: 2,0 mg/ml



TABELA 5

Relacao dos métodos de tratamento enzimatico pré-filtragaoc e quan

tidades maximas filtraveis de amostra.

. . Tween B0 tempo
am;sgra conc: de tem?o;1n;ub. temp.olncub. NaOH 0£05 ] 0,5% Filtr.
g enzima min. F-C) {nl) (a1) (nin)
avo Alcalase
liquido 0,09 45 40 2,0 5,0 1,0
2,5 A /nl
avo pancreat.
1iquido 45 40 4,0 - 2,0
2,5 . 2,0 ng
clara Alcalase
0,045 45 40 - - 1,0
5,0 wA/ nl :
clara bromelina 45 40 _ _ 1,0
2,5 2,0 ng
gema Alcalase
0,15 45 40 3,0 5,0 2,0
1,0 up/nl .
] t.
gena pancrea 45 40 5,0 5,0 1,0
¢,8 2,0 ng




TABELA 6

Influsncia da Alcalase na viabilidade da E. coli inoculada arti

ficialmente na clara

numero de microrganismos/grama de clara

Experimento _
sem enzima com enzima
1 10 13
2 14 10
3 | | 16 . 20
4 30 B 35
5 | 52 48
6 ' 53 54
7 68 : 70

'8 : 85 77

-

Condigoes empregadas - temperatura e tempo de digestéo: 40¢ C/45
minutos; ooncentraqéo enzimatica: 0,045 uA/ml; meio de cultura:
agar Endo e tempo e temperatura de incubagao: 35¢ c/24 e 48 ho

ras.
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TABELA 7

Influéncia da Alcalase na viabilidade da E. coli inoculada arti

ficialmente em ovo liquido.

numeroc de microrgamismos/grama de ovo liquido

Experimento
‘sem enzima com enzima
1 15 12
2 16 20
3 YA _ 11
4 ‘ 35 34
5 50 32
6 90 | 100
7 106‘ 115

Condigoes empregadas - temperatura e tempo de digestao: 40% C/45
minutos; concentragao bnziméticaf.o,og uA/g de ovo; meio de cul
tura: égar Endo e temperatura e tempo de incubagao: 35°¢ C/24 ho

rasgs.
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TABELA 8

Influéncia da Alcalase'na viabilidade da E. coli inoculada art&

ficialmente na gema.

numero de microrganismos/grama de gema

Experimento
sem enzima com enzima
1 14 12
2 13 15
3 | " 18 .20
4 - 30 | - 28
5 '"_ ' 40 37
6 58 60
7 BO B85

Condigoes empregadas - Temperatura e tempo de digest50:409 Cedb
minutos; concentragao'énzimética: 0,15uA/ml; meiockzcultura;égar

Endo; temperatﬁra e tempo de incubacgao: 352 C e 24 e 48 horas.
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TABELA 9

Recuperag%o da E. colil inoculada artificialmente na clara, subme
tida a dois tratamentos diferentes e filtrada atraves da membra

na HAWG 47 mm, sob vacuo de 300 mm Hg.

numero de E. coli/grama de clara

Experimentos -
plagueamento a b

1 11 1 10

2 o ‘ ‘ 21 3 21

a. Solugao de clara com 4Zeido cloridrico 0,1 N e dupla filtragao.

b. Clara com Alcalase,'concentragéo 0,045 uwA/ml, com temperatura

e tempo de digestao de 40¢ C e 45 min.

Condigoes empregadas na experlen01a - meiog de cultura:c plaguea

mento em agar Endo e membrana filtrante em agar m Endo les; tem

peratura e tempo de incubagao: 35¢ C, 24 e 48 horas.
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TABELA 10

Recuperagao da E. coli inoculada artificialmente no ovo 1iduido,
submetida a dois tratamentos diferentes e filtrada através da mem

brana HAWG 47 mm.

numero de E. colifgrama de ovo liquido

Experimentos
: plagueamento c ’ d
1 15 0 12
2 20 2 15

¢. Solugao de ovo 1igquido com PEG a 20% e dupla filtragao.
d. Ovo liquido com Alcalase, concentragao 0,09 uA/ml, temperatu
ra e tempo de digestdo de 402 C e 45 min. e adigdo de 2,0 ml

de hidroxido de sodio 0,05 N e 5,0 ml de Tween 80 a 0,5%

.o

Condigoes empregadas na experiencia -~ meios de cultura: plaquea
mento em agar Endo e membrana filtrante em agar m Endo 1€8; tem

peratura e tempo de incubacgao: 352 C, 24 e 48 horas.
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TABELA 11

Recuperacao da €. celi inoculada na gema apés dois tratamentos di

ferentes e retida na membrana HAWG 47 mm.

namero de £. coli/grama de gema

Experimentos
plaqueamento e il
1 20 2 1
2 50 4 5

e. Solugdo de gema com PEG a 20% e dupla filtragao.

f. Cema com Alcalase, concentracgao 0,15 uA/ml, temperatura é tem
po de digestdo de 402 C e 45 min. e adigdo de 5,0 ml de hidro
xido de s6dio 0,05 N e Tween 80 a 0,5%, 5,0 ml.

-

Condicdes empregadas - Plagueamento em agar Endo e membrana fil
trante em égar Endo les. temperatura e tempo de incubacao: 352 C

24 ¢ 48 horas.
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TABELA 12

. Recuperagao da E. Coll inoculada artificialmente pelosnétodpscka

plagueamento e de membrana filtrante (MF)

Clara (bacterias recuperadas) Ove liquido (bacterias recuperadas)
Membrana fiitrante Plagueamento _ Membrana filtrante plaqueamento
(5 9y (1g) (g (2,5 g} (1g) (1g)
60 12 18 24 9,6 28
65 13 11 25 10 : 21
7 15 18 o 27 1 17
90 18 17 : 28 11 21
160 32 30 i 52 ‘ 21 60
200 50 45 - 55 22 85
200 40 : 30 | 57 23 30
240 48 52 62 25 50
250 50 7 4 83 25 39
270 54 53 ' : 95 38 59

- - 300 285 114 280

Condigaes empregadas - quantidade de ciara na tecnica de MF: 5,0 g;
gquantidade de ovo liquido”na'técnica de MF: 2,5 g; quantidade de
clara no meétodo de plaqueamento: 1,0 g e guantidade de ovVO 1iqui

do no metodo de plaqueamento: 1,0 g.
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TABELA 13

)

Recuperagao da E. c¢oli, inoculada artificialmente, pelos‘métodos

de numero mais provavel (NMP) e de membrana filtrante {(MF).

Clara (bacterias recuperadas}

Ovo liquide (bactérias recuperadas)

, KF NMP LI LS MF NMP L1 LS
(5 g) {g) {g) (o) (g) {2,5¢) (g) (g) (g) (9)
20 4,0 3,3 i,1 9,3 3 1 13,0 3,5 30,0
26 5,1 4,9 1,7 12,6 3 1 2%,0 6,8 73,4
30 6,0 1.2 2,3 18,4 5 2 7.9 2,3 i8,7
30 6,0 7,9 2,3 18,7 5 2 4,9 1,7 12,6
35 7,0 3,3 1,1 9,3 3] 2 10,9 3,1 25,1
40 8,0 9,4 2,8 21,9 15 6,0 4,6 1,6 12,0
L6 9,1 13,0 3,5 30,0 20 8,0 17,2 4,1 48,4
50 10,0 9.4 2,8 21,9 48 19 21,2 5,3 66,%
50 10,0 7,9 2,3 48,4 100 40,0 27,8 9,0 84,9

ncont. 0 cont. 3,3 1,1 9,3 125 50,0 92,0 21,0 300,0
400 80,0 16¢,9 80,0 - - - 10,9 3,1 25,1
470 95,0 160,09 80,0 - Rocont. Rocont. 10,9 3,1 25,

n cont.: nao conté&el;lquandg ocorreu sobreposicac das colonias

ou delimitacfo imprecisa das mesmas.
- : quando n3o houve crescimento de coldnias com caracteris
tica de E. coli sobre a MF.
LT i limite inferior
LS : limite superior
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TABELA 14

..
i

Recuperacao da S. typhimuriun inoculada artificialmenterx)ovo li
quido atraves do método de enriquecimento e do método da membra

na filtrante.

Bacterias inoculadas por Bacterias recuperadas . )
. Enriquecimento (25 g)
na membrana filtrante

grana de ovo 1iquido

(2,5 ¢} (1 g ) agar S égar.VB
8 21 8 + : +
8 26 10 s +
7 2 1 + +
6 5 2 + *
8 8 3 + +
6 7 3 + *
g 2 1 + +
10 3 1 + +
B 2 1 + +
7 - - + +
0,1 - - + +
0,3 _ - - + +
0,3 - - | . +
0,4 - - ' N ‘ s
0,5 . L - - o .
crescimento positivo +

ausencia de cregcimento -



TABELA 15

'Recuperagéo da S. typhinuriunm inoculada artificialmente naclara,

pelo método classico de enriquecimento e pela técnica de membra

na filtranté.

- - *
Bacterias inoculadas

na membrana filtrante

’ +
Bacterias recuperadas

Enriquecimento {25 g)

por grama de clara

(5 q) (1 g) agar SS agar VB
0,1 - - + +
0,1 - - . .
0,1 - - + +
0,3 37 1 + +
0,4 2 1 + +
0,4 2 1 + +
0,5 & 1 + +
4 12 2,5 s -
5 34 6,8 + +
6 14 2,8 + +
8 35 7,0 + +
g 41 8,2 + +
15 85 13 + .
17 60 12 + +
20 —80 16 + ¥
crescimento positivo +

ausencia de crescimento
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DISCUSSAO



Pela analise da tabela 1, verifica-se que volumes
consideraveis de amostra podem ser filtrados atraves da membrana
HAWG 47 mm com poros de 0,45 um, apés tratamento da clarakxmaéci
do cloridrico ou da gema‘e do ovo liquido com polietilenoglicol.
Porém, a recuperagéo de E. coli foi prejudicada com esses 'tratg
mentos, como mostram os resultados expressos nas tabelas 9 e 10.
A introdugaoc de acido cloridrico na clara provoca a queda do pH
até o ponto isoeletrico da albumina, com sua consequente agluti
nagﬁo e precipitagéoag, carreando consigo as bactérias. Alem do
aprisionamento mecinico, a retengao microbiana pode, tambem, ad
vir da presenga de polissacaridios na parede celular destas bac
térias Gram negativas, conferindo as mesmas cargas elétricas ne
gativas, fazendc com que sejam retidas nas estruturas das protei
" nas precipitadas, por interacgaoc elétfostética‘(*). Quanto a uti
lizagao de polietilenoglicol (PEG) na gema, deve-se lembrar que
este ¢ empregado rotineiramente para a‘recuperagéo de virus em a
limentos78, provocando a floculacio de lipoproteinas pela agao do
polieletrélito‘ Provavelmente por um mecanismo semelhante, a E.
coli ficou retida nas malhas formadas pelas prcteinas agregadas,

resul tando numa baixa recuperacgac na membrana filtrante.

Com relagac aos resultados eipressos nas tabelas
5, 12 e 15, foi verificado que é possivel a filtracao de volumes
apreciéveis de amostra, da ordem de 5,0 g de clara, atraves da
mémbrana filtrante, apés tratamentos adeguados, sem contudo redu
zir o numero de microrganismos viaveis. Outros autores, desenvol
vendo trabalhos similares, Vérificaram é possibilidade de filtrar
até 5,0 g de leite em po desnatadosh, 0,5 gde carne moidaga, 0,7
g de ervilhag3 e 5,0 g de gelatinazo, desmistificando, assim, a

erenca da impossibilidade do uso da membrana filtrante em alimen

(#*) CANHOZ, P.C. - Comunigagao pesso‘al.
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tos.

Quanto & recuperagao da E. coli na membrana £il
trante, as tabelas 12 e 13 mostram que num material com densida
de alta de E. coli a contagem e prejudicada, fornecendo résultg
dos mals baixos do gque 0sS dos métodos tradicionatls, como o do pla
queamento em profundidade e do namero mais provavel (NMP). Este
fato esta de acordo com recomendagac da American Public Health
Associationa, a qual diz que © numero de coliformes recuperados
na membrana nao deve ultrapassar o de 80, exatamente por causa da
dificuldade de contagem quando a densidade popula01ona1 & alta.
Para contornar este inconveniente, Sharpe € Mlchaud propuseranm
a utilizacao da “Hidrofobic Crid Membrane Filter", que permite
lcontagens de ate 10° microrganismos, devido aos indmeros reti

culos de cera impressos sobre a membrana.

Observando as tabelas 10, 11, 12 e 14, verifica-
se que a introdugdo de alcali e detergente na gema e no ovo 1igqui
do tem efeito prejudiclal na recuperacao da E. coli e da S.typhi
murium, Por outro 1ado, as tabelas 6, 7 e 8 indicam que uma pro
teolise de 45 min. a 40¢ C com "Alcalase" nao afeta a v1ab111da
de da £. coli presente na clara, na gema ou no ovo 11qu1do. A cla
ra, que tem como componentes sSecCOs praticamente apenas substén
cias protéicasak, forneceu resultados excelentes de filtracgao e
recuperagéo de microrganismos com a proteollse. A gemae ¢ OVO 11
quido, ambos com altos teores de material graxoag, além da diges
tho protéica necessitaram de -outros tratamentos, como elevagao do
pH e emprego de detergente, para favorecer a filtragéo; porém,
tais procedimentos sSa0 §rejudiciais as bacterias Gram negativas.
Em experimentos prévios jé haviamos vefificado a menor recupera
cBo da . coli guando mantida em um pH acima de 10, mesmo que 5O

mente por 5 min.
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Assim, para melhorar oS resultados da tecnica da
membrana filtrante para o OVO 1iquido e principalmente para a ge
ma, sera necessario procurar uma lipase mais eficaz do que aspor
nos utilizadas, ou adicao de outras substancias menos prejudici
als. Desta forma, resultados semelhantes 3queles da clara poderao
ser alcancgados tanto para O OVO 1iquido, sem a necessidade do fa
tor de corregac, cComo para a gema, cujo indicefkerecuperagéo foi

baixissimo.

Com relagao'é tabela 15, resultados surpreenden
tes, comoc a recuperagao de S. typhimurius presente na clara numa
concentracgao da ordem de 0,3 a 0,5 microrganismo por grama, fo
ram observados. Isto demonstra a sensibilidade da técnica da mem
brana filtrante em recuperar salmonelas presentes em baixas den

sidades em alimentocs.

A necessidade de quantificarsSalnonella nos alimen
tos tem si@o alertada por diversos autoresza’ k7, 83 , sendo rea
lizadas tentativas de enumeracgao utilizando metodos de NMP ou de
plaqueamento de superfiéie em égar seletivo. Inconvenientes como
quantldade de amostra muito peguena (0,01 g) e 1nterferenc1as na
leitura com crescimento de contaminantes, foram citados parac>me
todo de plaqueamento74; assim como dificuldades inerentes ao me
todo do Nup 't 94» 37, 108 )

Assim, tornava-se urgente encontrar um metodo re
produtivel em qualquer laboratério de microbiologiade alimentos,

sem onerar muito a pesguisa de rotina ou exigir pessoas altamen

te qualificadas para tal.

Kirkham e Hartman®>, em 1962, ja alertavam sobre

a viabilidade do emprego da membrana filtrante‘para o isoclamento
de salmonelas de albumina de ovo desidratado. Esta era tratada

com protease e celite; porem, fol observada balxa reprodut1v1dade
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em 10,0 g de amostra.

Com a técnica por nos desenvolvida, utilizando-se
5;0 g de clara, foi possivel quantificar a presenga de ate 0,3
$. typhinuriun por grama de amostra. Por outro lado, numa .clara
com um numero igual ou superior ao de 100 Salmonella por grama de
amostra, 6 necessario a filtragao de apenas 1,0 g de clara atra
ves da membrana. Desta maneira, pela tecnica da membrana filtran
te, utilizando-se 2 membfanas e amostragem de 1,0 e 5,0 gramas de
clara, e possivel cobrir uma faika de 0,3 .a 100 salmonelas por
grama. Concentragoes acima desse valor jé'se situam dentro do ii

mite de sensibilidade do méetodo de plagueamento.

Devido a facilidade_ da realizagBo da técnica da
" membrana filtrante, reduzida guantidade de vidraria e de melos
de cultura utilizados, raplidez nos resultados; eliminagao de ini
bidores ou componentes que alteram a seletividade do meio e cla
reza na contagem das colonias isoladas de f.coli € S.typhinurium,
que cresceram sobre a membrana nos meios de culturas diferenciais,
essa técnica podera vir a ser uma ferramenta de trabalho muito u

til para 08 microbiologistas de alimentos



CONCLUSGOES




1.

A utilizagéo da tecnica da membrana filtrante'na clara € per

feitamente'viével para a identificagao da E. coli, ‘mesmo em

‘concentragoes baixas, da ordem de um microrganismo por' grama

de clara, utilizando a protease bacteriana "Alcalase'" na con
centragéo de 0,045 unidade Anson/ml e submetidaz&dzgestao por
45 min a 402 C. A contagem das colonias sobre a membrana com
caracteristicas de €. coli, pode ser realizada apés 16 a 18 h
de crescimento nos meios seletivos diferenciais; aobtengéode
colénias isoladas permite a transferencia direta dos microrga
nismos para os melos apropriados para a realizacao das provas

bioguimicas.

A recuperagéo_da S. typhimurium pela técnica da membrana 1l
trante e de grande interesse, vigto ser uﬁ metodo répido, sen
givel e prético de gquantificar este microrganismo, até em con
centragoes de 0,3 bactéria por gramé de amostra com filtragao
de 5,0 g de clara. A digestéo da clara por 45 min & 40%C com
0,045 unidade Anson/ml de "Alcalase", nao afeta a viabilidade
do mlcrorganlsmo Com a transferéncia da prépria membrana, do
meio de enrlqu801mento para o melio ‘seletivo-diferenciador e de

pois para o meio da prova de urease, fica simplificado o tra

balho do microbiclogista.

A utilizagao da téchica da membrana filtrante para a identifi
cagao e a enumeracao da E. coli no ovo 1iquido, € viavel, com
limitagoes em termos de recuperagac, sendo necessaria a intro
dugao de um fator de correcaoc. O emprego da "Alcalase'" na con
centragéo de 0,09 unidade Anson/ml de ovo 1iguido, para a di
gestao protéica, por 45 min a 409'C, nao afeta a viabilidade
do microrganismo; porém a introdugao dge 5,0 ml de Tween 80 a
0,5%e de 2,0ml de hidroxido de sbédio 2,05 N, reduz a recupg

racido das bactérias.
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RESUMO

Dentro da linha de pesquisa de identificagao e e
numeragao rapida de microrganismos, O presente trabalho. foi reé
1izado no sentido de verificar a viabilidade do emprego da membra
na filtrante na recuperagao de Escherichia coli e Salmonella ty
phinurium, inoculadas experimentalmente em ovo de galinha {(clara,

gema e ovo liguido).

Apés o tratamento com a protease bacteriana "Al
calase", viabilizou-se a filtragem de 5,0 g de clara, 2,5 g de ©
vo liquido e 1,0 g de gema, atraves da membrana HAWG 47 mm da mar

ca Millipore.

A recuperagao de E. coli em clara fol realizada
através do emprego simulténeo da tecnica de plaqueamento em pro
fundidade e de um metodo por nes desenvolvido, utilizando a mem
brana filtrante. Os resultados obtidos com a tecnica do plaguea
mento foram préximos acs consegulidos com & tecnica proposta."'Cg
locando os dois résultados em gréfico foi obtida uma reta'de re
gressao com coeflclente de correlaqao de 0;9%5 e coef1c1ente an
gular de 0,99. 0Os resultados da experlen01a de inoculagao de ovo
1igquido com E. tcoli, obtidos com O emprego das duas técnicas, for
néceram uma reta com coeficiente de correlagac de 0,98. O coefi
ciente angular foi balxo, O 39 havendo hecessidade da introdu
gao de um fator de corregao multlpllcatlvo de 2,6, _ﬁara compen
saf a menor recuperagao obtida com © uso da técnica da membrana
filtrante. 0 isolamento de Et. coli da gema foi insatisfatorio,

com o emprego da téenica da membrana filtrante.

A S. typhinmuriun, previamente'inoculada em clara

e em ovo liquido, foi recuperada com o emprego da técnica classi
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ca de enriquecimento e isolamento em meios éeletivos e com © me
todo'por'hés desenvolvido. Os resultados demonstraram que mesmo
em concentragaes t3o baixas como 0,3 microrganismo por grama de
clara, e bossivel recuperar a $. typhinmuriun atraves da tecnica
da membrana filtrante. A recuperagac deste microrganismo do ovc

liquido foi insatisfatoria.



ABSTRACT

In the line of research for the identification
and rapid enumeration of micro-organisms, the present work was
carried out with the object of verifying the viability of the
use of a membrane filter in the recuperation of Escherichia
coli and Salmonella typhinmurium, jnoculated experimentally into

the hen's egg (white, yolk, and whole liquid egg).

After treatment with bacterian protease "Alcal:
se", 5.0 g of egg white, 2.5 g of wholelliquid egg, and 1,0 g
of egg yolk were filtered through the 47 mm HAWG filter

(Millipore).

The recuperation of E. coli from the egg white
was done by means of the simultaneous use of pour plate method
and a method developed by us, using a membrane filter. The
results obtained using the pour piate technique were very simil
to those developed by the authors of this research. When both
fesuits were plotted on a graph, a line of regression with a
correlation coefficient of 0,95 and an angular coefficient of
0,99 was obtained. The results of the experiment involving the
inoculation of the whole liquid egg with E. ¢oli, using both
techniques, showed a line with a dorrelation coeficient of 6.95
The angular coefficient of 0.39 was low, making the introductic
of a manipulative correction factor of 2,6 necessary inorder te
compenséte for a lesser recuperation obtained using the membra:
filter technique. The isolation of E. celi from the yolk was

not satisfactory using the membrane filter technique.

The S.typhimurium,.preﬁiously inoculated into

white and whole liguid egg, was recuperated using the classic
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techniqué of enrichment and isolation in selective media and
also by methods develoﬁed by us. The results show.that even in
concentrations as low as 0.3 micro-organisms per gram of egg'
white, it is possible to recuperate the §. typhimuriua by use
of the membrane filter technique. The recuperation of this micrc

organism from the whole liguid egg was insatisfactory.
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APENDICE




O0s melos de cultura e 0S reagentes abaixo descri
tos foram preparados em nosso 1abofat6rio, em fungio da dificul

dade em obté-1o03 comercialmente. Sao eles:

1. Reagentes para teste de urease.

Ureia 20,0 g

Azul de Bromotimol 0,16g
Vermelho de Fenol 0,20¢g
Agua destilada 100 ml

| 52
Segundo Klaber e Clark

t 2. Caldo m Tetrationato base.
Proteose Peptoha 5,0 g
Sal biliar ' \ 1,0 g
Tiossulfato de So6dio 30,0 g
Agua destilada '1000ml

Segundo Klaber e Clark’’

3. Caldo m Verde Brilhante.

Q _ Proteosé pepéona nt 3. 20,0 g
- Extrato de levedura : 6,0 g
Lactose : | 20,0 g
Sacarose h 26;0 g
Cloreto de Sédio 10,0 g
Vermelho de Fenol - 0,1l6g

Verde Brilhante 0,025gl

Agua destilada 1006 ml

o ' 52
Segundo Klaber e Clark
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0 meio m Verde Brilhante teve seu pH corrigido pa
ra 7,5 com hidroxido de sodio, sendo, em seguida, autoclavado a
121¢ C por 15 min. O pH do meio m Tetrationato base foi elevado
a 8,4 com hidroxido de sodio, apos 0 que o caldoftd.aquecido ate
a fervura. A oxidagao do tiossulfato a tetrationato, no caldo m
Tetrationato base, fol realizada cerca de 10 min antes douso do
meio de cultura, mediante a introdugzo de 0,2 ml de solugao de

iodo a 30% para cada 10,0 ml de caldo.
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