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0 que se pretende com o presente trabalho, mais 

do que fornecer uma informar;ao especializada, e pro

porcionar ao leitor uma panoramica do papel da 

biotecnologia na industria alimentar e dos principios 

gerais que regem a obtenr;ao de varios tipos de alimentos 

e bebidas que da sua aplicar;ao dependem. Por essa razao 

se trata num primeiro capitulo dos alimentos fermen

tados e da fermentar;ao, num segundo capitulo sao 

descritas as operar;oes que tern sido levadas a cabo para 

obtenr;ao e utilizar;ao dos agentes transformadores que 

sao as proteinas especializadas denominadas enzimas, e 

num capitulo final se detalham as aplicar;oes da biotecno

logia no controlo de qualidade. 

Nao cabe nesta obra tratar com detalhe a produr;ao 

de materias primas para a industria alimentar por via 

biotecnol6gica, embora sejam mediaticos os diversos 

aspectos de que se revestem os novas cereais, oleagi

nosas, frutos e tuberculos que, entre outros, estao 

disponiveis no mercado mundial e resultam da aplicar;ao 

das mais modernas tecnologias biol6gicas. Recorrendo a 

estas tecnicas e alterado o c6digo que os organismos 

vivas transmitem de gerar;ao em gerar;ao - c6digo gene

tico - nao se fazendo uso de melhoramentos dependentes 

da reprodur;ao sexuada e das leis de Mendel coma se fez 

durante seculos e se faz ainda. A alterar;ao do c6digo 

genetico e efectuada por intervenr;ao laboratorial directa 

sabre o portador desse c6digo, uma molecula denomina

da acido desoxiribonucleico (DNA na literatura anglo

sax6nica, ADN na nossa), constituinte dos cromossomas 

nas celulas dos organismos superiores e integrando tam

bem um organelo denominado ribossoma, por forma a 

incutir propriedades e caracteristicas transmissiveis. 

Os organismos resultantes tern ja e terao no futuro 

um impacto fortiss imo na industria, quer porque a sua 

produr;ao resulte facilitada ou mais 

limpa, quer ainda porque apresentem 

propri~dades funcionais especializadas e desejaveis , 

tendendo portanto progressivamente a substituir aqueles 

menos especializados que resultaram do lento trabalho 

de selecr;ao e melhoramento tradicional. 

A inocuidade ou coma vem sendo habitual dizer-se a 

seguranr;a de utilizar;ao destas novas materias-primas 

pode ser averiguada de acordo com o metodo SAFEST, 

constante de um documento traduzido pelo Conselho 

Nacional da Qualidade e que pode portanto ser obtido 

no Institute Portugues da Qualidade. 

Baseia-se no principio de que se deve estimar a 

inocuidade de um nova alimento com base na semelhan

r;a que ele tenha com outro ou outros pre-existentes, 

analisando as diferenr;as em pormenor, e portanto na limi

tar;ao da averiguar;ao de inocuidade as caracteristicas do 

alimento ou ingrediente considerado coma nova que sao 

diferentes daquelas que existiam em alimentos ou ingre

dientes previamente utilizados e geralmente reconhecidos 

coma in6cuos (GRAS). Deve aplicar-se nao s6 a alimentos 

provenientes de modiftcar;oes geneticas mas tambem aos 

que no contexto da legislar;ao europeia sao considerados 

novas alimentos (Regulamento 258/97 de 27 de Janeiro), 

bastando para isso que nao tivessem sido utilizados coma 

alimento em nenhum dos Estados-membros. 
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Determinadas correntes de opiniao tern vindo a 

apontar riscos de utilizar;:ao de alimentos transgenicos, 

sendo os principais a transferencia por parte do novo 

alimento ou ingrediente de caracteristicas geneticas de 

resistencia a antibi6ticos e a microrganismos patogenicos 

do tracto intestinal e as reacr;:oes alergicas que venham a 

surgir ao novo alimento ou ingrediente. 

Quanto as primeiras e importante que se diga que a 

caracteristica de resistencia a antibi6ticos que pode ser 

utilizada na intervenr;:ao laboratorial de modificar;:ao 

genetica, nao e transferida acompanhada de um 

mecanismo promotor, ao contrario do que acontece a 

caracteristica cuja expressao e desejada e que constitui 

razao de ser da transformar;:ao genetica. A transferencia 

de material genetico do alimento ou ingrediente 

modificado, entretanto provavelmente processado e/ou 

utilizado num primeiro estadio em alimentar;:ao animal, 

por forma a conferir resistencia ao antibi6tico aos 

microrganismos potencialmente patogenicos existentes 

no tracto intestinal e um acontecimento tao improvavel 

que acerca da probabilidade da sua ocorrencia se podera 

dizer que e quase nula. Certamente, varias ordens de 

grandeza inferior a probabilidade de intoxicar;:ao 

alimentar mortal por ingestao de uma conserva. 

Quanto as segundas e necessario ter consciencia de 

que quando aquilo que se pretende ver expressado no 

novo genoma e a produr;:ao de uma proteina, se averigua 

inicialmente se esta proteina tern ou nao uma hist6ria de 

reacr;:oes alergicas, concluindo-se pela negativa antes de 

prosseguir. 

Resta portanto e e real o risco da ocorrencia de 

alterar;:oes polimericas, que obriga ao despiste das 

modificar;:oes na gama de proteinas produzida pelo novo 

organismo, e a levar a cabo testes alergol6gicos. As 

grandes empresas responsaveis pelo desenvolvimento 

destes novos produtos tern demonstrado niveis de 

precaur;:ao extremamente elevados, testando exaus

tivamente as materias-primas que desenvolvem. 

0 trabalho de investigar;:ao, desenvolvimento, 

demonstrar;:ao e aplicar;:ao neste dominio tern sido 

predominantemente feito nos EUA, cujo organismo de 

controlo e fiscalizar;:ao, a FDA (Food and Drug 

Administration), tern vindo a entender nao dever p6r 

demasiados obstaculos ao progresso cientifico, o qual por 

sua vez apaixona a opiniao publica americana. 0 

resultado, uma vez que a economia dos EUA concern uma 

larga componente de exportar;:ao de materias-primas e 

transformados para alimentar;:ao esta a vista: a Europa 

multiplica-se em esforr;:os de despiste de alterar;:oes 

geneticas em alimentos - para acorrer a tarefas que a FDA 

classificou de desnecessarias - e limita a utilizar;:ao de 

sementes geneticamente modificadas, introduzindo uma 

assimetria nas vantagens concorrenciais. As limitar;:oes 

graves de eficacia dos sistemas de controlo, no entanto, 

nao poderao deixar de levar ao reconhecimento eventual 

da inoperancia das restrir;:oes actuais. 



Muitos dos produtos alimentares do nosso 

quotidiano devem as suas caracterlsticas a actividade de 

microrganismos. 

Varios desses produtos tern uma origem que se 

perde no tempo e correspondem a uma forma 

tradicional de prolongar a vida util dos alimentos. A 

produ~ao de vinho, por exemplo, e tao antiga, que os 

gregos acreditavam que o vinho tinha sido inventado pelo 

Deus Di6nisos. Os chineses, por seu turno, tern registos 

de 2300 AC sobre o fabrico de vinho de arroz. Os povos 

balcanicos consomem leites fermentados desde tempos 

imemoriais. 

Alem de serem mais duraveis, todos os alimentos 

fermentados adquirem caracterlsticas organolepticas que 

resultam directa ou indirectamente da actividade de 

microrganismos fermentativos, os quais, agindo sobre a 

materia-prima alimentar, lhe alteram o conteudo vita

minico, o perfil em aminoacidos, a cor, a textura, o sabor. 

Certo e que, apesar do USO de alimentos fer

mentados se perder na noite dos tempos, o papel dos 

microrganismos na sua produ~ao s6 come~ou a ser 

reconhecido em epoca recente. 

Por volta dos anos 50 do seculo XIX, Pasteur foi 

abordado por produtores de vinhos franceses com 

problemas de altera~ao dos vinhos. 

Ao comparar ao microsc6pio amostras de vinho born 

com vinho deteriorado, Pasteur descobriu a existencia de 

microrganismos de varias especies. Certos tipos 

predominavam nos vinhos de qualidade, enquanto que 

outros eram muito mais numerosos nos vinhos de baixa 

qualidade. Pasteur foi levado a concluir que uma selec~fo 

apropriada" de microrganismos poderia assegurar a pro

du~ao de vinhos de qualidade consistentemente elevada. 

Para o conseguir, destruiu os microrganismos presences 

no mosto das uvas aquecendo-o entre 50 e 60°C e, ap6s 

arrefecimento, reinoculou o mosto com vinho de al·ta 

qualidade, que continha naturalmente os microbios dese

javeis. Desta forma, Pasteur chegou a uma serie de 

conclus6es fundamentais, nomeadamente: 

a) Confirmou resultados anteriores, seus e de outros 

autores, verificando que as fermenta~6es eram da 

responsabilidade de microrganismos; 

b) Concluiu que havia microrganismos "bons", isto e, 

desejaveis, produtores de alimentos fermentados de boa 

qualidade, e microrganismos "maus" que interferiam com 

as fermenta~6es e deterioravam os alimentos; 

c) Demonstrou que era possivel controlar, atraves da 

temperatura, a infesta~ao por microrganismos deterio

radores. Daqui nasceu a pasteuriza~fo. opera~ao hoje em 

dia largamente difundida no sector agro-alimentar. 

Mais tarde, Pasteur alargou os seus escudos a cerveja 

e, em 1857, publicou um trabalho demonstrando que o 

leite azeda por ac~ao de certos microrganismos. 
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Estavam assim lani;adas as bases para o escudo cienti

fico das fermentai;oes. Gerai;oes de microbiologistas pas

saram a dedicar-se ao escudo da ecologia microbiana dos 

alimentos e bebidas fermentadas, havendo actualmente 

milhares de publicai;oes cientificas tratando da microbio

logia dos queijos, da choucrute, do vinho, da cerveja, etc. 

Sabe-se, hoje em dia, que as actividades dos micror

ganismos escao estreitamente relacionadas com as pro

priedades intrfnsecas das materias-primas, ou seja, as 

propriedades fisico-quimicas dos tecidos animais ou ve

getais que as constituem - pH, humidade, potencial redox, 

perfil nutritivo, estrutura, entre outras. Por exemplo, nao 

e possivel desencadear uma fermentai;ao por bacterias 

lacticas em sumo de laranja porque o pH do sumo 

corresponde a uma acidez muito superior a toleravel por 

bacterias lacticas. 

Por outro lado, o Homem aprendeu a controlar as 

propriedades extrinsecas do meio da fermentai;ao - tem

peratura, salinidade, pressao osm6tica, entre outras - que 

permitem orientar a fermentai;ao seleccionando os 

microrganismos dominances a partir de uma populai;ao 

microbiana inicial muito heterogenea. 

Como definir fermentai;ao? 

Doelle (em "Bacterial Metabolism", Academic Press, 

NY, 1975) define-a como sendo 

"um procmo pelo qua. ~., 1ub1trato orgamco 1c1re 

mod1fca~oe1 f111co quim1m por ac)aO de enz1ma1 elaborada1 no 

decur\O do m.e1mo por m1crorgan·1mo1". 

Esta definii;ao sevira de ponto de partida para o que 

se explanara a seguir. 

A fermentai;ao nao e importance apenas para a pro

dui;ao directa de alimentos. De facto, a partir dos anos 60 

do seculo XX, constatou-se um progressivo aumento do 

uso de aditivos de processamento alimentar obtidos por 

fermentai;ao. 

As enzimas, na sua maioria produzidas por fermen

tai;ao, estao a assumir uma tao grande importancia nas 

industrias agro-alimentares, que merecerao um tratamen

to especial no pr6ximo capitulo. 



n .. _ -1 .. ,.-:;n ~ .. ! ......... : .... :- ......... t ..... _ .. _ ................ 

Existe uma grande variedade de lacticinios fermenta

dos largamente utilizados na alimentai;ao humana desde 

os tempos mais remotos (ver ). 

Ql A )RC Lacticinios Fermentados 

Nome Microorganismos ~~ 
Leite azedo 

Leitelho 

Kefir 

Kumiss 

Queijo 

logurte 

Lactobacillus acidophilus Consumo nos pa1ses ba1carncos 

Lactobaci//us bulgaricus C onsurri1do em 'llu1tos pa 5e5 

Streptococcus /actis, L bulgaricus, Candida kefir Consum do no Sudoe5te .ls1at1c.o 

L bu/garicus, L leichmannii, Candida spp. 0~'Jduz1do com le1te de egua. consum1do prirc1pa mente nJ Russia 

varias CUltUras lacticas;porvezes fungos filamentOSOS 1flSUn10 U'llVerSJ 

Streptococcus thermophilus, Lbulgaricus __ 1rsumo 1..n1versa1 

Analogo de iogurte L acidophilus, Biofidobacterium bifermentans Corsurno U'11versa• 

0 processo de produi;ao dos leites fermentados ini

cia-se pela adit;ao ao leite de um in6culo, em geral de ba

cterias lacticas, tambem denominado cultura de arranque 

("starter culture" em ingles), a leite pasteurizado. Os 

in6culos eram antigamente formados por uma pequena 

fraci;ao do leite ja fermentado, o que ainda se pratica em 

fabricos artesanais. Segue-se um periodo de incubai;ao a 

temperatura controlada, verificando-se uma serie de 

fen6menos que vao conferir ao produto final as suas 

caracteristicas organolepticas: o pH baixa por apareci

mento de acido lactico; a caseina coagula e forma-se um 

gel acido; a lactose e quase toda consumida e 0 que res ta 

e desdobrado em glucose e galactose; aumenta o teor em 

vitaminas e aminoacidos livres; aparecem substancias com 

sabores e aromas caracteristicos, tal como o diacetilo, 

com sabor amanteigado. 

Ha cerca de IS anos comei;ou a ser comercializado e 

teve uma expansao fulgurante um leite fermentado fabri

cado por um inoculo, constituido por Lacidophillus e 

Bifidobacterium bifermentans, obtendo-se um produto com 

o aspecto do iogurte. 

A difereni;a fundamental entre a produi;ao de queijo 

e a produi;ao de leites fermentados encontra-se no tipo 

de gelificai;ao obtida. 

Se tivermos em conta que o leite possui uma estru

tura em micelas, no caso dos leites fermentados a fer-
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menta~ao lactica prolongada faz desaparecer essa estru

tura. As micelas desagregam-se e as particulas de caseina 

ficam dispersas e desmineralizadas. 0 gel assim obtido 

retem muita agua e a sua aptidao aos tratamentos fisicos 

e baixa. 

Ja no caso dos queijos, quaisquer que sejam as suas 

caracteristicas, existe sempre uma percentagem maior ou 

menor de gel de coal ho, obtido nao por coagula~ao acida, 

mas por coagula~ao enzimatica da caseina. 0 preparado 

enzimatico pode ter varias origens - animal (quimosina). 

vegetal (flor do cardo, folhas de alcachofra ou de figueira) , 

microbiana (renina de Mucor miehei). 

As enzimas agem sobre as micelas de caseina, rom

pendo algumas das liga~oes e permitindo que as particulas 

de caseina desagregadas se liguem entre si por meio de 

pontes de fosfato de calcio.A malha assim obtida constitui 

o gel de coalho. E uma malha muito mineralizada, com 

muito calcio, e as liga~oes estabelecidas entre as particulas 

de caseina conferem a esta malha uma grande resistencia, 

permitindo a utiliza~ao de tratamentos mecanicos e 

termicos, que facilitam a remo~ao da agua. 

A produ~ao de queijo atravessa as seguintes fases: 

A coalhada e uma mistura 

de gel de coalho e de gel acido. 0 leite sofre simul

taneamente dois tipos de coagula~ao. Por um lado, da-se 

uma coagula~ao acida por ac~ao de bacterias lacticas. 

Estas podem ser originarias da propria flora do leite em 

natureza, ou provir de culturas de arranque selec

cionadas. 0 preparado enzimatico vai coalhar o leite por 

ruptura parcial das micelas e posterior agrega~ao das 

mesmas, dando origem a gel de coalho. 

As caracteristicas da pasta obtida - mole, semi-mole 

OU dura, vao depender sobretudo da propor~ao gel de 

coalho/gel lactico obtida. Esta propor~ao pode ser con

trolada de diversas formas - quantidade e tipo de enzi

mas, tempo de matura~ao do leite antes da adi~ao de 

enzimas, opera~oes fisicas posteriores. 

constituem a 2• fase de pro

du~ao. A sua maior ou menor intensidade e dura~ao tam

bem vao influenciar a dureza final da pasta na medida em 

que, ao removerem mais depressa a agua, podem parar a 

desmineraliza~ao do gel, melhorando a sua resistencia. 

lncluem-se nestas opera~oes a lavagem dos graos da 

coalhada seguida de salga, a salga simples, o corte, a pren

sagem, o cozimento, entre outras. Nesta fase faz-se a 

moldagem e, no caso dos queijos de pasta manchada, pro

cede-se tambem a inocula~ao com fungos filamentosos . 

de queijo e constituida 

pela afina~ao. matura~ao, ou cura. Os queijos, ja molda

dos, sao incubados em camaras de temperatura controla

da, de forrna a proporcionarem a flora microbiana neles 

existente as condi~oes de transforma~ao lenta que darao 

origem ao produto acabado. Os microrganismos actuam 

lentamente, ao longo de varias semanas, durante as quais 

a lactose residual e fermentada, as gorduras e as protei

nas sao parcialmente hidrolisadas e sao libertados OS 

aromas caracteristicos. 
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0 produto final, ou seja, o queijo para consumo, vai 

depender de um vasto conjunto de factores: tipo de leite 

utilizado (vaca, ovelha, cabra, bufala, iaque, camela, mis

turas diversas), tipo de "starter" lactico, tipo e concen

tra~ao do preparado enzimatico (as micelas de caseina 

sao cortadas de maneira diferente pelas diferentes enzi

mas e dao origem a residuos peptidicos que, na 

matura~ao dao sabores diferentes ), tipo e intensidade das 

diversas opera~oes ffsicas, inocula~o ou nao com fungos, 

dura~ao e natureza da afina~ao. Esta e a razao pela qual 

existem no mundo milhares de variedades de queijos. 

Produ~ao de alrmentos fermentados 
•~I 

Os vegetais fermentados mais difundidos sao a "chou-

croute", os "pickles" e as azeitonas (ver ). 

No essencial a fermenta~ao e m.uito semelhante para 

todos os casos, requerendo no entanto opera~oes de 

prepara~ao e acabamento diferentes. 

Destacam-se 4 etapas: 

Oi..,A;)R( Vegetais Fermentados 

Nome Microorganismos 

Azeitonas Lactobacillus mesenteroides, Lactobacil/us plantaraum 

" 1 ~-- -- Trata-se de criar condi~oes extrinsecas 

que proporcionem o aparecimento de uma flora lactica 

dominante. Estas condi~oes sao essencialmente a elevada 

salinidade - qualquer uma das fermenta~oes vegetais 

ocorre na presen~a de um teor de sal da ordem dos 

2Sg/Kg de materia-prima. Suportam estas condi~oes algu

mas leveduras e bacterias halotolerantes nao nocivas. 

Nesta etapa predominam as 

bacterias lacticas e as leveduras. Como a acidez ainda nao 

e muito elevada, encontram-se nesta fase bacterias dos 

generos Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus. 

As bacterias lacticas mais 

sensiveis a acidez - Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus 

- desaparecem. Dominam OS lactobacilos acido-resis

tentes - L plantarum e o mais vulgar - e as leveduras fer

mentativas, que se encarregam de fermentar os a~ucares 

residuais libertando alcoois que conferem sabor. 

E uma fase que pode ocorrer 

quando fungos filamentosos acido-resistentes e leveduras 

oxidativas crescem na superficie das tinas de fermenta~ao. 

:onsurno ur1versal 

Choucroute Lactobacillus mesenteroides, Lactobacillus plantaraum ~onsurno rnu1to d1fund1do na E:uropa 

Molho de soja Aspergillus oryzae, Saccharomyces rouxii, Ldelbrueckii .onsu'Tio ur versal 

Pickles Pediococcus cerevisiae,Lactobacil/us plantaraum .onsumo un versa I 

Tempe Rhizopus o/igosporus Que1,o de soia. rn1to d1fund:do r>o Sudoeste As1at1co 

I I 
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Na categoria dos produtos vegetais fermentados 

encontramos tambem os vegetais orientais fermentados, 

nos quais intervem microrganismos completamente 

diferentes. 

Referir-nos-emos, a tftulo de exemplo, a 2 dos produ

tos de maior consumo: o tempe e o molho de soja. 

0 - tambem conhecido por queijo de soja -

tern como materia-prima os graos de soja. Estes sao 

primeiramente demolhados, descascados e as sementes 

sao divididas ao meio. Seguidamente fervem-se por 20 

minutos, escorrem-se e espalham-se por tabuleiros onde 

sao inoculados com o fungo filamentoso Rhizopus 

oligosporus. Esta mistura e depois acondicionada em 

embalagens arejadas diversas, que vao desde sacos de 

plastico perfurados ate folhas de bananeira. 

As embalagens sao em seguida incubadas a 32°( 

durante um dia de forma a haver uma boa multiplicar;ao 

do fungo sem que haja esporular;ao. Ap6s este prazo o 

tempe apresenta-se com um aspecto e consistencia 

semelhantes as do queijo fresco. 

Outro produto oriental de grande consumo e o 

. 0 seu fabrico envolve 2 etapas. Primeiro, 

uma materia-prima rica em amido - farelo de trigo, graos 

de soja, arroz - e autoclavada e humedecida. A seguir o 

material e inoculado com o fungo filamentoso Aspergil/us 

oryzae, e incubado cerca de 3 dias a 25-30°C. E a pro

dur;ao de koji.As varias enzimas provenientes do koji vao 

decompor farinhas de varias origens - trigo, soja, arroz -

libertando largas quantidades de ar;ucares fermentes

civeis, peptidos, aminoacidos e <icidos gordos. Para selec

cionar a flora conveniente, a qual e predominantemente 

lactica, coloca-se esta massa semi-fermentada em 

salmoura (cerca de 20% de sal) onde permanece encre 3 

meses e I ano. A sucessao de microrganismos e grande. 

Numa primeira fase dominam Ldelbrueckii, que acidifica o 

meio com acido lactico, e Bacillus subtilis, que degrada 

protefnas. Seguidamente Pediococcus halophilus aumenta a 

acidez do meio cedendo o lugar a leveduras halotole

rantes, Hansenula spp. e Saccharomyces rouxii, que produ

zem alcoois superiores a partir de aminoacidos. E comum 

a presenr;a da bacteria Corynebacterium glutamicum. 

Actualmente, o molho de soja e um produto conhecido 

e utilizado em toda a parte. 
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Os mais importantes produtos de carne fermentados 

sac os enchidos, sendo sem duvida os mais conhecidos os 

famosos salames, de origem italiana. Ha tambem as sal

sichas fermentadas semi-secas. de consume mais restrito 

a nfvel mundial (ver .. .• ). 

QJAORC Carne e Pescado Fermentados 

Nome Microorganismos 

Presuntos curados Aspergillus, Penicillium spp. 

Salames, salsichas fermentadas Varias bacterias lacticas 

Observa~oes 

Sul dos f:UA 

Difund1dos mund•alMente 

Peixe curado "maatjes" 

Anchovas 

Bacterias lacticas, enzimas end6genos '-'olJnda. Norte da Europa 

Flora lactica dominante, leveduras halotolerantes 1fusao mundial 

Molhos de peixe Flora lactica e leveduras _ Jdeste lsiat1co 

lnicia-se a manufactura dos salames misturando a 

carne moida, os sais de cura (nitrite ou nitrate e sal), 

especiarias e uma pequena quantidade de ai;:ucar para 

induzir o arranque mais rapido da flora lactica. A mistura 

e colocada em tachos, em camaras refrigeradas (3-4°C), 

durante 2-3 dias, ao longo dos quais se desenvolve a flora 

lcictica. Ap6s se ter procedido ao ensacamento em tripa, 

os salames sac armazenados a 20°C em ambiente humi

do (75-80% de HR) durante uma semana. 

Passa-se em seguida a defumai;:ao se se quiserem 

obter variedades fumadas (30°C). Caso contrario, passa

-se directamente a cura em camara fria (7- I 3°C e 

70%HR) onde existe uma permanente renovai;:ac do ar, 

perdendo o salame 20-40% de humidade ao longo de 

cerca de 3 meses. A flora lcictica desempenha no proces-

so um papel fundamental: liberta acido lcictico baixando 0 

pH. desenvolve sabores, liberta bacteriocinas inibidoras 

de outras bacterias, reduz o nitrate a nitrite. 

Como produtos de pescado fermentados salientare

mos os maatjes e produtos similares utilizados na 

Holanda e no Norte da Europa, as anchovas, muito 

apreciadas e difundidas internacionalmente, e o molho de 

peixe oriental, o nuoc-mam. 

0 e um molho de peixe muito popular no 

Sudeste Asiatico. Os peixes nae eviscerados sac mistu

rados com sal na propori;:ao de 3: I, respectivamente, e 

deixados a fermentar dentro de tinas fechadas pelo 

me nos durante 6 meses. As enzimas do tracto digestive 

dos peixes provocam a liquefaci;:ao de praticamente todo 

o material s61ido. 0 lfquido obtido atravessa uma 

13 
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sucessao de etapas fermentativas da responsabilidade 

sobretudo de especies de Bacillus e de bacterias lacticas 

do genero Micracoccus . Ap6s 6 meses o liquido e 

recolhido e filtrado, deixando-o a maturar durante 

mais 3 meses. 

A produ~ao de pouco se afasta da produ~ao 

de molhos de peixe.As condi~oes sao no entanto modi

ficadas de forma a favorecerem a multiplica~ao lactica e a 

impedirem a completa liquefac~ao do pescado. 

Assim, ao sal adiciona-se salitre, a~ucar (para induzir 

a fermenta~ao lactica) e especiarias.As anchovas, lavadas, 

mas nao escamadas nem evisceradas, sao dispostas den

tro de recipientes as camadas alternadas com a mistura 

salina (200g/Kg de pescado). A fermenta~ao lactica dura 

60 dias, sendo interrompida antes de se dar a liquefac~ao 

dos tecidos. Passa-se por fim a uma serie de opera~oes 

de acabamento. 

No fabrico dos , que sao semi-conservas de 

arenque em salmoura, e sobretudo importante a con

tribui~ao dos enzimas pancreaticos conseguida atraves 

de um esmagamento desse orgao quando se processa 

a eviscera~ao do arenque jovem na altura da primavera. 

... ,-1" o~,.. 

0 pao e provavelmente o primeiro e mais antigo ali

mento fermentado. Desde a antiguidade que se reconhe

cia a importancia dos graos de cereais e nozes na ali

menta~ao. e a indispensabilidade das opera~oes de moa

gem, adi~ao de agua e tratamento termico para melhorar 

a sua digestibilidade. A interven~ao de fermentos, embo-

ra nao identificados com microrganismos, data tambem 

da antiguidade, e foram isoladas estirpes de leveduras a 

partir de achados arqueol6gicos egipcios. Na civiliza~ao 

egipcia, o uso do trigo era considerado um privilegio de 

algumas classes apenas, e outros cereais eram utilizados, 

moidos, amassados com agua e secos ao sol ou em fornos. 

A estabilidade da superestrutura alveolar do pao, 

conseguida com uma rela~ao massa/volume diminuta, e 

consequencia da natureza especial de determinadas pro

teinas denominadas gluteninas cuja concentra~ao e quali

dade e maxima no trigo, mas o crescimento das cavidades 

internas e consequencia das actividades metab61icas de 

leveduras Sacharamyces que, dispersas durante a amas

sagem, consomem amido contribuindo para a sua dex

triniza~ao e vao deixando que se acumulem produtos 

finais do seu metabolismo 

Quando se da a sua morte termica durante o cozi

mento, o gas carb6nico e o etanol formados expandem, 

conferindo a estrutura alveolar referida. Por outro lado 

as a-amilases das leveduras continuam a dextrinizar o 

amido, ado~ando a massa e permitindo forma~ao da 

caracteristica crosta do pao. 

... 
IT"\l'I Ari. ftl.o..lft, r '""'" 

A maior parte das bebidas fermentadas e sujeita a 

ac~ao preponderante de leveduras do tipo Saccharomyces, 

sendo 0 produto basico da fermenta~ao 0 alcool. 

No entanto ha casos em que e uma bacteria -

Zymamanas mobilis - o microrganismo responsavel pela 

fermenta~ao alco6lica (ver ). 



QuADRO 4: Bebidas Fermentadas 

Nome Materia-prima Microorganismos Observai;:oes 

Araque Arroz Bacterias e leveduras Extremo Onente 

Cerveja Malte de cevada Saccharomyces car/sbergensis, S. cerevisiae Difusao mund1al 
e outros cererais 

Chicara Milho mastigado Leveduras Consumo localizado (America do Sull) 

Cidra Ma~~s. mistura de Saccharomyces cerevisiae Europa e America do Norte 
ma~as e peras 

Ginger-beer Solu~ao. d~ a~ucar Saccharomyces pyriformis, Latobacillus vermiformis Muito apreciada em lnglaterra 
e espec1anas 
(gengibre,etc.) 

Hidromel Mel Saccharomyces rouxii D1fusao reduzida 

Kuva Feijao germinado Leveduras America do Sul 

Mescal Suco de Cacto Leveduras America Central 
(Pachycerius spp.) 

Pombe Milho germinado Leveduras Africa 

Pulque Suco de agave Leveduras, Zymomonas mobilis America Central 
(Agave americana) 

Sake Arroz Aspergillus oryzae, Saccharomyces sake Japao 

Vinagre Vinho, cidra, etc. Acetobacter spp. Difusao mundial 

Vinho comum Sumo de uva Leveduras, Leuconostoc oenos Difusao mundial 

Vinho de palma Leite de coco* Acetobacter spp., Bacterias lacticas, Leveduras Vanos paises africanos, Equador 

* tambem se usam as inflorescencias das palmas do coqueiro (Cocus nudfero). 

Saliente-se ainda que nao e raro verificarem-se 

fermenta~oes lacticas secundarias que podem melhorar o 

sabor do produto final, como, por exemplo, se verifica 

com a fermenta~ao malo-lactica dos vinhos. 

Na produ~ao de bebidas fermentadas, ha fundamen

talmente dois casos a considerar: 

i) a matena-prima e rica em a~ucares fermentesciveis 

(uvas, ma~as e mel). Neste caso, podem ser imediatamente 

utilizadas leveduras de fermenta~ao alco61ica, obtendo-se 

os conhecidos produtos vinho, cidra e hidromel; 

i1) a mareria-prima e nca em produtos amilaceos -

caso dos cereais e das leguminosas - sendo entao neces-
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sario fazer intervir previamente um processo de 

transforma~ao enzimatica do amido em a~ucares - etapa 

de sacarifica~ao - s6 podendo proceder-se a fermenta~ao 
alco61ica numa fase posterior. E o que se passa com a 

cerveja e o sake, ou com outros produtos mais tradi

cionais e de consumo mais localizado, como a chicara 

sul-americana. Na chicara o processo de sacarifica~ao e 

no minimo curioso: sao as enzimas diastasicas da saliva 

que sacarificam o amido dos graos de milho ao serem 

lentamente mastigados pelas ancias das tribos indias. 

A grande vantagem da cerveja e do sake sobre os vi

nhos de frutos (uvas, ma~as, peras ou produtos regionais 

tais como os vinhos de maracuja, de pessego, ou de bagas 

silvestres ). e a possibilidade de uma produ~ao insensivel a 
sazonalidade pela longa dura~ao das materias-primas 

amilaceas. lsso permite um aprovisionamento constante, 

por um lado, e uma produ~ao permanente, por outro, o 

que nao s6 reduz os "stocks", como amortiza mais rapi

damente os equipamentos. 

Na cerveja, a origem do preparado enzimatico de 

sacarifica~ao e o malte. 0 malte e uma materia-prima 

resultante da germina~ao de um cereal, em geral cevada 

distica. Na fase de germina~ao e controlada a tempera

tura e a humidade, de forma a garantir a obten~ao de um 

grao germinado com o maximo possivel de enzimas. 

Sabe-se que esse maximo se atinge quando as radiculas 

atingem 2/3 a 3/4 do comprimento total dos graos. Nesse 

momento, a germina~ao e paralisada por secagem. 

A temperatura de secagem ira influenciar a cor e o 

corpo da cerveja, pois, se for elevada, favorece, por um 

!ado, reac~oes de escurecimento, e, por outro, inactiva 

certas enzimas em favor de outras mais resistentes.Ap6s 

a secagem, o malte e limpo das radiculas por crivagem e 

pode ser conservado para aplica~ao posterior. 

Note-se que em Africa e corrente o consumo de 

cerveja de milho, o qual e germinado segundo um proces

so muito semelhante ao descrito para o malte. Os graos 

de malte come~am por ser moidos. Adiciona-se-lhes em 

seguida agua e complementos amilaceos de varias ori

gens, que podem ir desde semeas de arroz a semeas de 

trigo, a mil ho. Aumenta-se a temperatura para prom over 

a gelifica~ao do amido e facilitar a conversao do amido 

em a~ucar - a sacarifica~ao - pelas enzimas do malte. Ap6s 

a sacarifica~ao do amido, o mosto obtido e fervido com 

lupulo a I 00°C e sofre uma serie de opera~oes de 

limpeza e clarifica~ao. ate que, ap6s arrefecimento ate 

cerca de I 0°C, e inoculado com leveduras seleccionadas, • 

em geral variedades de Saccharomyces carlsbergensis. A 

fermenta~ao dura cerca de I semana. 

Passa-se entao para uma etapa de matura~ao da 

cerveja, durante a qual varios aromas potencialrnente 

desagradaveis sao absorvidos pelas leveduras em repouso 

a baixa temperatura. Esta opera~ao dura de 3 semanas ate 

varios meses. Seguem-se as opera~oes de acabamento 

(filtra~ao. pasteuriza~ao. carbonata~ao. embalagern, etc.) 

(ver ). 

0 caso do sake e muito semelhante. A fonte de 

enzimas e o koji, que, neste caso, e preparado sobre 

arroz autoclavado. 0 koji obtido e adicionado a um 

caldo de arroz que, ap6s sacarifica~ao. e fermentado 

pela levedura Saccharomyces sake, altamente tolerante a 

elevados teores alco61icos, o que permite obter uma 
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bebida forternente alcoolizada (I 2- I 5°GL) ao flrn de 

cerca de urn mes de ferrnenta~ao. 

Antes de dar por encerrado o terna dos alirnentos fer

rnentados, convern salientar que em produtos de uso tao 

cornurn corno o cha, o cafe e o cacau, intervern ferrnen

ta~oes corno etapas essenciais do seu processarnento. 



A interven~ao da biotecnologia tradicional na 

prepara~ao de alimentos era exclus1vamente no dominio 

do processo, e isto no tocante aos diversos produtos 

fermentados consumidos por esse mundo fora. A no~ao 

de aditivo provem da de ingrediente, da qua! se distingue 

provavelmente apenas por argumentos de quantidade ou 

concentra~ao. e ambas tern a sua raiz no desejo de tornar 

apropriaveis determinados processos cuja componente 

tecnol6gica caira no dominio comum. 

Num primeiro grupo de corantes, pode salientar-se a 

importancia crescente das fontes naturais de carote

n6ides. Destas, a que tendencialmente apresentara mais 

importancia sera sem duvida o licopeno, por enquanto 

obtido a partir de tomate e em especial de variedades 

com elevado teor em licopeno e provenientes tanto de 

selec~ao como de manipula~ao genetica. Dentre as alter

nativas biotecnol6gicas aos actuais corantes de sintese, 

deve-se salientar o P-caroteno obtido a partir de estir

pes da microalga Dunaliella sa/ina, produzida quer em 

bioreactores a ceu aberto baseados no facto de que aos 

valores elevados de salinidade a que se opera ha poucos 

predadores, ou em bioreactores de ambiente totalmente 

controlado. Como corante mas tambem provitamina A, e 

este o caroten6ide sem duvida mais importante. Tambem 

se podem obter por processos biotecnol6gicos a canta

xantina e a astaxantina e seus esteres, por exemplo uti

lizando estirpes da microalga Ch/ore/la ou mais habitual-

mente Haematococcus. Outra alternativa e a utiliza~ao da 

biomassa obtida de quantidades industriais de esqueletos 

externos de marisco, fazendo a sua extrac~ao e purifi

ca~ao. Estes caroten6ides, quer os de origem sintetica 

quer os outros, sao utilizados em aquacultura como 

corantes (camarao, truta salmonada, salmao) uma vez que 

quando produzidos em cativeiro nao ha outros aditivos 

naturais conducentes a cor final correcta (ver~ 

dos peixes. 

Um outro corante vermelho, mas hidrossoluvel, e o 

acido carminico, principal componente da conchinilha, 

extracto obtido de culturas de Daaylopius coccus Costa. 

Grande parte dos corantes hidrossoluveis, nao sinteticos, 

de tons carregados, sao antocianinas que, tal como o 

extracto de baga de sabugueiro (Sambucus sambucus), sao 

utilizados para corar sumos, geleias e compotas. Os 

corantes amarelos sao geralmente de sintese, excep~ao 

feita de alguns caroten6ides como a luteina/zeaxantina 

tao instrumentais na colora~ao da gema de ovo, e de que 

existem versoes dispersaveis em fase aquosa, e ainda 

extractos de folhas de Carthamus tinctorius L, o tambem 

denominado a~afrao mexicano, de fraco sabor. Colora

~oes azuis nao sao conotadas com alimentos, mas sim 

com farmacos ou mesmo com produtos t6xicos, na 

Europa. Podem no entanto ser uteis na composi~ao de 

cor verde, em conjunto com amarelos. Para alem das 

antocianinas ha que citar a ficocianina, uma proteina de 
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0 JADR< Exemplos de aditivos alimentares obtidos por fermenta~ao 

Nome Microorganismos 

Acido citrico 

Acido lactico 

Aspergillus niger 

L delbrueckii 

Acido acetico Acetobacter aceti 

Acido glutarnico (arninocicido) Corynebacterium glutamicum 

L-lisina (arninocicido) Brevibacterium ~avum 

L-triptofano (arninoacido) B.~avum 

Riboflavina Ashbya gossypit 

Ta!l'beM se extrJ1 de residues de c1tr1nos 

fafT'ben L tihzado ra prodLc;ao de plasticos 

Tafl'OeM obt1do Jrtesa'laifl'~nte COl"l A xylinans 

E o sabonzarte flla s util1zado no mundo 

Adit1vo de rac;oes an1ma1s 

Adit1vo dE: rac;oes 

V1tamina B2 

L-sorbose 

Cianocobolarnina 

Carotenes 

Astaxantina 

Gluconobacter oxydans Precursor de V1ta'111na C 

Propionibacterium shermanii V.cam1'ld B 1 2 

Blakes/ea Trispora, Dunaliella sa/ina 0recurso~ de v·tarnina A. corante 

Phaffia rhodozyma, Haematococeus dp. .orarce 

cor azul intensa que quando pura apresenta fluorescencia 

r6sea, e e proveniente de cianobacterias tais corno Spirulina 

ou Nostoc. 0 seu uso tern sido rnais intense no Japao. 

.. ... • • r n I} A ~1 T r r 

Tarnbern os edulcorantes podern ter origern ou 

conotac;ao biotecnol6gica. Assirn o rnais popular edul

corante de fraco poder cal6rico, o aspartame (ver 

), foi descoberto por acaso por urn quimico 

que levou a mac suja a boca. uma atitude habitualmente 

pouco recornendavel que neste caso tera valido rnilhces. 

0 aspartame - ester rnetilico da L-aspartil-L-fenilalanina 

- e cerca de 180 vezes mais doce do que o ac;ucar e de 

igual valor ca16rico e pode ser produzido por catalise 

enzirnatica, utilizando urna protease estavel a alta 

temperatura. 

F1GL,I\! Formula quimica do aspartame 

0 ~' NH~ 
HO~ A, \_/ . ~ ACHO 

) 

,., ...... ,. 11 ff\ C 

0 acido citrico e provavelmente 0 rnais rnultifaceta

do dos acidos organicos, pois actua quer corno acidi

ficante quer corno quelante, o que significa que nfo s6 

reduz o nurnero de rnicrorganisrnos viaveis por efeito de 

abaixamento do pH e da diminuic;ao da actividade de ices 

de rnetais de transic;ao que lhes sejam eventualmente 

necessaries corno tambem atrasa as reaq:ces quirnicas 

destes ices rnetalicos norneadarnente as de iniciac;ao de 



processos de oxida~ao de lipidos. Conservante · por aci

difica~ao e sinergista antioxidante, o cicido citrico pode 

ser obtido por sintese ou extraido de citrinos, por exem

plo, mas habitualmente e produzido biotecnologicamente 

por culturas de Aspergil/us niger. 

0 meio de cultura tipico das fermenta~oes Hquidas, 

mais comuns nos paises ocidentais, tern como base o 

mela~o diluido, desmineralizado (os metais pesados 

mesmo em tra~os baixam muito o rendimento} e 

complementado. Este meio e inoculado com esporos de 

Aspergillus niger. Quando se usam as fermenta~oes semi

solidas, mais comuns no Extremo Oriente, usa-se farelo 

de trigo complementado com nutrientes. 

A fermenta~ao dura 4-5 dias a 30°( , mantendo-se o 

pH a 5,5. 0 rendimento e bastante elevado, pois cerca de 

80% dos a~ucares sao transformados em cicido citrico. 

Este e extraido do caldo de cultura atraves de uma serie 

de etapas que culminam com a obten~ao de cristais puros 

do acido. Tambem se pode obter a partir de culturas de 

Candida guillermondi ou de Candida lipolytica. 

De forma semelhante, embora com outros micror

ganismos intervenientes, se obtem outros acidos orga

nicos. Assim, o cicido acetico produz-se com o auxilio 

da bacteria Acetobacter acetii, o acido lactico com 

Lactobacillus delbrueckii, o fumarico com o fungo Rhizopus 

de/emar e o malico com o fungo Aspergillus ffavus. 

..... ft I'" ft "I"'\ r ( 

A aplica~ao de conhecimentos biotecnologicos e de 

grande importancia na produ~ao de hidrocoloides. 0 

agar - agente espessante, gelificante estabilizante e tex-

turizante - produzido, por simples processos de recolha 

e purifica~ao. a partir da macroalga Rhodophyceae consti

tui um excelente exemplo. Tambem os carragenanos sao 

obtidos de outras algas vermelhas, e utilizados na indus

tria alimentar em fun~ao das suas propriedades especifi

cas, como agentes texturizantes e espessantes em queijo, 

farinhas e produtos de pastelaria, compotas e geleias, e 

ainda em goma de mascar. 

arr a.1 Tc r ..... ", r ,... u • .. 'T',.., 

Um exemplo final de utiliza~ao de conhecimentos de 

biotecnologia na produ~ao de ingredientes alimentares e 

a sintese enzimatica de P-monoesteres de glicerol e aci

dos gordos, tao uteis como agentes emulsionantes.A uti

liza~ao de uma lipase especifica 1,3 actuando em solvente 

alcoolico sobre um oleo, permite obter o P-acilglicerol 

separando-o dos acidos gordos lisados a partir das 

posi~oes I e 3. 0 produto pode ser utilizado como tal 

(tera, por exemplo se se partir de oleo de peixe, resul

tado um enriquecimento forte em cicido gordo w3 que 

estava predominantemente ligado no oleo naquela 

posi~ao) ou como materia prima para esterifica~ao enzi

matica com lipase(s) de especificidade bem definida na 

produ~ao de triacilglicerois de composi~ao determinada. 

E nz1mas no Processo Produt1vo 
.!ft Al.~ft ~,i .•... 

A industria alimentar ja utiliza enzimas ha mais de 

sessenta anos. 0 advento de uma cada vez maior variedade 

de enzimas a pre~os que se vao tornando cada vez mais 

competitivos a medida que aumenta o numero de fornece-
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dores e a gama de enzimas, a melhoria da actividade e 

especificidade das prepara~oes disponiveis, a possibilidade 

de reutiliza~o atraves de reactores de enzimas imo

bilizadas e o progresso tecnol6gico que resulta de trabalhos 

de investiga~ao e desenvolvimento conjugam-se com a 

actividade legislativa e normalizativa para aumentar o leque 

de aplica~oes e de enzimas utilizaveis na industria alimentar. 

0 desenvolvimento de aplica~oes de tecnologias 

enzimaticas na industria alimentar, quer a nivel de pro

du~ao quer a nivel de analise e controlo. e, pois, um 

dominio em rapida muta~ao (ver ). 0 texto 

deste capitulo consiste assim num conjunto de exemplos 

que tern ou tiveram aplica~ao pratica, ou cuja aplica~ao se 

previa quando estas linha foram escritas. 

As enzimas mais utilizadas na industria alimentar sao 

as hidrolases (E.C.3), seguindo-se lhes em importancia 

embora a alguma distancia as oxidoreductases (E.C.1 ), as 

isomerases (E.C.5) e finalmente as transferases (E.C.2). 

Neste trabalho, serao apresentados exemplos de apli

ca~ao de cada uma destas categorias de enzima, indepen

dentemente do dominio ou ramo especifico da industria 

alimentar mencionado. 

A utiliza~ao de enzimas imobilizadas limita-se a ali

mentos e ingredientes liquidos, sendo a aplica~ao de enzi

mas em alimentos ou ingredientes s61idos normalmente 

feita assegurando-se que a enzima utilizada se pode sepa

rar eficientemente do alimento ou ingrediente ap6s 

transforma~ao. OU entao que e inactivada no decurso dos 

acontecimentos que antecedem o consumo desse ali

mento ou ingrediente. Essa inactiva~ao. embora nao seja 

uma condi~ao essencial, destina-se a minimizar as hip6te-

ses de intolerancia ou reac~ao alergica que a ingestao de 

qualquer proteina pode potencialmente causar em deter

minados consumidores, a semelhan~a com o que aconte

ce, por exemplo, com a intolerancia de algumas pessoas 

as gluteninas do trigo, OU a proteinas de determinadas 

leguminosas. 

'•rin nr u1l\on1 .. , .... ,,. 

0 uso de proteases na produ~ao de concentrados 

peptidicos a partir de proteinas vegetais e na tenderiza~ao 

de carne, da papaina no fabrico de cerveja e de proteases 

vegetais na coagula~ao de leite e na afina~ao de queijos, vai 

de par com o uso de lipases na produ~ao de gorduras 

isentas de acidos gordos para margarinaria. As lipases 

podem tambem ser utilizadas na produ~ao de substitutos 

de manteiga de cacau. lgualmente importante e o uso de 

amilases, hemicelulases, celulases, pectinases e outras 

enzimas capazes de hidrolisar oligo - e polissacaridos na 

produ~ao de ingredientes alimentares capazes de 

utliza~ao como espessantes ou bases funcionais e tambem 

na de misturas de a~ucares utilizciveis como edulcorantes 

de ponto de cristaliza~ao baixo e/ou habito microcris

talino, tao uteis para gelados e doces semi-frios. 

APLICA~AO DE PROTEASES 

A primeira patente mencionando a adi~ao de uma 

enzima ex6gena nao essencial ao processo na produ~ao 

de um alimento data de 191 I e diz respeito a papaina que, 

adicionada a cerveja, diminui ou anula a turva~ao a frio. 

A papaina e tambem utilizada como agente de 

textura para Carne.Tai e efectuado injectando 0 extracto 
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enzimatico no animal pouco antes de proceder ao abate. 

Ao valor do pH do sangue as enzimas sac inactivas e por 

via vascular sac distribuidas pelos musculos. Quando 0 

pH diminui devido a respira<;ao anaer6bia que acompa

nha a transforma<;ao do musculo em came e resulta na 

acumula<;ao de lactate, as enzimas sofrem activa<;ao, o que 

lhes permite, mediante regime termico apropriado, levar 

a cabo a prote61ise durante a confec<;ao antes de sofrer 

inactiva<;ao termica. Apesar de indolor e nae stressante, 

o processo de distribuit;ao vascularizada tern como 

consequencia acumula<;ao de enzima no ba<;o e figado, 

impossibilitando a utiliza<;ao destes 6rgao que liquidificam 

por aquecimento. 

A bromelaina, enzima que se pode obter do ananas ou 

dos seus caules e folhas, tern actua<;ao e utiliza<;ao seme

lhante a da papaina mas e menos estcivel e a ficina, obtida 

de seiva de figo. e tambem semelhante a papaina, e utilizada 

na prepara<;ao de coalhos de leite em alguns paises. A 

utiliza<;ao de proteases na produ<;ao de coalho de leite para 

produ<;ao de queijo ja foi abordada no capitulo anterior. 

Outra aplica<;ao e a utiliza<;ao de prepara<;oes enzi

maticas com actividade proteolitica de largo espectro para 

liquidificar isolados proteicos ou extrair peptides de protea

ginosas, obtendo-se misturas de peptides, tal como quando 

se hidrolisam proteinas com acido. E necessario evitar os 

sabores amargos devidos a exposi<;ao de residues hidrof6-

bicos a superficie dos peptides, mas a "proteina vegetal hidro

lisada" pode nao ter tanto sal como a que resulta da hidr6-

lise de isolados com acido cloridrico seguida de neutraliza<;ao. 

Sao tambem utilizadas proteases, tanto de fungos 

como bacterianas neutras, quer para controlo da for<;a da 

massa de panifica<;ao quer para melhorar o escure

cimento da crosta e as propriedades que limitam o seu 

trabalho mecanico (ver ). 

i:ll_,c.J•J Processo de fabrico de pao 

Farinha. Agua e Outros lngredientes 

Enzima I 

Farinha 

Mistura 

Afinac;ao intermedia 
25 °C. 12 min 

Moldagem 

Absorc;:ao 

1----.. Massa 

Divlsao 

Aflnac;ao final 
40 °C, para o molde 

Pao +------, Cozedura 
215 °C. 20 min 



APLICA~AO DE LIPASES 

Para alem da afinac;:ao acelerada de queijo ja men

cionada, a utilidade das lipases no dominio da produc;:ao de 

alimentos ou ingredientes provem da catalise de reacc;:oes 

de interesterificac;:ao, alco61ise e transesterificac;:ao. 

A utilizac;:ao de lipases permite modificar as pro

priedades reo16gicas de oleos vegetais ou de peixes me

lhorando, por exemplo, as suas caracteristicas coma 

componente de uma margarina de barrar. Outra apli

cac;:ao e a produc;:ao dos designados CBE - "cocoa butter 

equivalent"- ou CBS. A sua utilizac;:ao na confecc;:ao de 

chocolates, coma substitute ate 5% da manteiga de 

cacau, e permitida em alguns paises da UE. 

Finalmente pode mencionar-se a obtenc;:ao de emul

sionantes nae i6nicos tais coma os mono, di- e tri-esteres 

de sacarose e sorbitol, e os MDG se se utilizar glicerol 

coma polio!. 

Existem hoje em dia muitas preparac;:oes comerciais 

de lipases, geralmente obtidas a partir de fungos ou bac

terias, com actividades espedficas. Deve mencionar-se 

ainda a utilizac;:ao habitual de fosfolipase pancreatica A 

para a transformac;:ao de lecitina em lisolecitina, outro 

emulsionante com propriedades distintas. 

APLICA~AO DE GLICANASES 

As glicanases constituem um conjunto largo de enzimas 

que actua hidrolisando oligo e polissacaridos. Em primeiro 

lugar poderao mencionar-se as endoglucanases utilizadas na 

liquefacc;:ao do amido (amilase do B. lichenformis) para obter 

a altas temperaturas dextrinas com valores de DE (dex

trose equivalente, numero de unidades de monosacarido) 

de 8 a I 5 que podem ser em seguida sacarificadas com 

glucoamilase por processes continues cujo produto prin

cipal e glucose. Uma alternativa e a utilizac;:ao de a -ami

lase de Aspergil/us oryzeae ou de P-amilase na obtenc;:ao 

de xaropes de malte a partir de amido. A pululanase e a 

isoamilase sac utilizadas para lisar as ramificac;:oes nas 

cadeias de amido, potenciando o efeito das outras 

amilases e removendo as dextrinas limite.A utilizac;:ao de 

amiloglucosidase para reduzir a quantidade de dextrinas 

na cerveja e habitual. 

Em panificac;:ao e pastelaria tambem podem ser uti

lizadas as enzimas mencionadas no paragrafo anterior, 

sendo habitual suplementar-se em a -amilase as farinhas 

de trigo em func;:ao das necessidades da panificac;:ao a que 

serao submetidas, e com consequencias favoraveis na 

durac;:ao do produto final, uma vez que aparentemente a 

sua utilizac;:ao retarda a retrogradac;:ao, embora possa ter 

efeitos negatives sabre a consistencia. A utilizac;:ao de 

glucoamilase termoestavel podera vir a tornar-se mais 

comum, porquanto e capaz de continuar a reduzir o 

conteudo de dextrinas mesmo quando a P-glucosidase 

ja foi inactivada. 

Uma aplicac;:ao curiosa e pontual da acc;:ao da inver

tase, que convene a sacarose numa mistura de glucose e 

frutose com valor edulcorante superior e ponto de fusao 

bem inferior, e na produc;:ao de bombons recheados, em 

que e daquela transformac;:ao enzimatica que resultam os 

recheios pastosos de bombons cujo exterior e cristalino 

ou constituido por chocolate. A invertase adicionada a 
sacarose assegura a reacc;:ao de inversao que origina a 

consistencia pastosa do recheio que nao logra cristalizar. 
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Mas e na produ~ao de bebidas que a utiliza~ao de gli

canases encontra formas mais diversificadas. A adi~ao de 

enzimas pectinoliticas a mostos brancos acelera a clarifi

ca~ao do vinho obtido, e indispensavel em vinho tinto 

corrente obtido por termovinifica~ao. e pode ter utili

dade para "vintages". Podem tambem ser adicionadas 

pectinases para melhorar a liberta~ao dos principios ter

penicos presentes em vinhos de castas bem definidas. Na 

produ~ao de cidra a interven~ao de enzimas e da maior 

importincia, conduzindo a clarifica~ao do produto final 

(no processo apelidado de defeca~ao) . A produ~ao de 

sumo de ma~a para a industria e para consumo depende 

por completo de processos enzimaticos. Torna-se 

necessaria a utiliza~o de poligalacturonase e de pectina 

metilesterase para obter o sumo clarificado, bem como 

na produ~ao do concentrado comercializado interna

cionalmente. A utiliza~o de celulase e hemicelulase em 

conjunto com as enzimas pectinoliticas na altura da ma

cera~ao dos frutos traz vantagens importantes. A utili

za~ao de amilase e/ou amiloglucosidase e por vezes 

necessaria. Durante a produ~ao do sumo ocorrem tam

bem processos enzimaticos end6genos que conduzem a 
altera~ao de sabor e aroma e tambem ao escurecimento. 

Pode tambem mencionar-se a utiliza~ao de naringinase e 

em particular de uma ramnosidase obtida de Penicillium 

para ado~r sumo de laranja, convertendo a naringina em 

prunina e ramnose. A naringina e por sua vez convertida 

em naringenina e glucose pela P-glucosidase existente 

tambem nestes extractos. 

Utiliza~oes menos convencionais sao a da inulinase 

que conduz a obten~ao de frutose a partir do seu 

polimero inulina proveniente de especies cultivadas em 

diversos paises como por exemplo as endivias, e ainda as 

das celulases e hemicelulases. Estas ultimas enzimas tern 

vindo a ser cada vez mais utilizadas, em particular na 

confec~ao de alimentos para animais. De facto a sua utili

za~ao nas formula~oes permite usar uma maior 

quantidade dos P-glucanos naturalmente existentes nos 

cereais, permitindo a sua digestao pelos animais. 

nwnnrn11rT&CC(' 

A mais importante aplica~ao deste tipo de enzimas a 

produtos alimentares e certamente como antioxidante. 

Escao neste caso misturas de catalase e de glucose oxi

dase que funcionam como modificadoras da atmosfera 

em produtos alimentares. Uma aplica~ao semelhante e a 

da adi~ao de glucose oxidase e de um pouco de glucose 

ao leite para assegurar a ac~ao bacteriolitica da lacto

peroxidase end6gena, assegurando-se desse modo a 

extensao da conserva~ao de leite destinado a queijaria. 

Do mesmo modo pode esta enzima, imobilizada em con

junto com P-galactosidase, servir para gerar em continuo 

pequenas concentra~oes de per6xido de hidrogenio, con

duzindo a uma efectiva pasteuriza~ao a frio. 

A glucose oxidase pode tambem ser util quando se 

torne indispensavel assegurar a remo~ao de a~ucares 

redutores como a glucose, para evitar o escurecimento 

de Maillard na produ~ao de ovo em po. A lipoxigenase e 

usada no branqueamento de farinhas, oxidando os lipidos 

e caroten6ides presentes e intervindo em conjunto com 

a ascorbato oxidase na melhoria das qualidades mecani

cas da massas de panifica~ao. aumentando-lhes a fluidez. 
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A glucose isomerase imobilizada e utilizada nos 

Estados Unidos para tratar xaropes de glucose produzin

do misturas frutose/glucose. Esta tecnologia repousa na 

obten~ao de edulcorantes alimentares por hidr6lise do 

amido, geralmente de milho, em alternativa a da utiliza

~ao exclusiva da beterraba e cana sacarina. Transformar 

glucose em frutose tern uma primeira vantagem do ponto 

de vista edulcorante pois a segunda e mais doce que 

a primeira. A mistura final, que pode aproximar-se em 

composi~ao da que se obtem por inversao da sacarose, 

corresponde entre outros aos requisitos de uma mini

miza~ao da tendencia de cristaliza~ao em concentra~ao 

razoavelmente elevada e a baixa temperatura. Estes 

requisitos sao ditados pela sua utiliza~ao na confec~ao de 

gelados, sorvetes e semi-frios, nao podendo correr-se o 

risco de se formarem cristais as baixas temperaturas de 

processo. 0 volume de transforma~ao anual de xaropes 

de glucose e de tal forma importante que esta aplica~ao 

singular confere as isomerases importancia apreciavel em 

tecnologia de alimentos. 

..- .. • ur,.,..,,... 111. fr { 

As aplica~oes das transferases em industria alimentar 

estao ainda numa fase inicial, mas o crescimento deste 

tipo de aplica~ao sera dos mais importantes, a medida 

que se tornam mais conhecidas e evidentes as subtis 

funcionalidades dos oligo- e polissacaridos. Cabera aqui 

mencionar apenas o isolamento e a possibilidade de apli

ca~ao de uma glicosil transferase termoestavel do 

Thermonoaerobacter, a qual pode ser utilizada na forma~ao 

de ciclodextrinas e e activa ate aos 95°C, permitindo 

tambem a sua utiliza~ao em processos de liquidifica~ao 

de amido a pH baixo, com assinalaveis vantagens do 

ponto de vista do processo. Um campo que esti actual

mente em franco desenvolvimento e a obten~ao. por 

meio de transferases, de gluco-, fructo- e galactooligos

sacaridos com largas potencialidades de utiliza~ao na 

industria alimentar. 

Tambem se deve referir a utiliza~ao de fosfoquinase 

para obter a gelifica~ao de caseinas e outras proteinas em 

presen~a de ioes calcio, e a de transaminase para obten

~ao de gel a partir de solu~oes proteicas. 

Finalmente pode referir-se a utiliza~ao potencial de 

enzimas ramificantes sobre o amido. 

0 futuro: novas aplica~oes das biotecno1og1as 
1 -rl1.1rt:to"1,..t A.n.,.I\ Al~ ...... ft"t ... rftt 

Existe um enorme potencial a explorar a varios 

niveis, usando os novos horizontes abertos pela Bio

tecnologia, combinando o saber proveniente de diversas 

areas, nomeadamente da Engenharia Bioquimica, da 

Engenharia Metab6lica, da Biocatalise Aplicada, da 

Biologia Molecular. Tendo em aten~ao os avan~os ja efec

tuados a escala laboratorial, existe um conjunto de 

dominios nos quais as perspectivas de desenvolvimento 

ja se encontram claramente identificadas e que expla

naremos a seguir. 

""' L.1 iur n n.r f\t1o.n." 11Tn1 

Ao nivel dos produtos, as substancias naturais exis

tentes em pequena quantidade poderao ser obtidas por 
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meios biotecnol6gicos em muito maior quantidade e a 

menor custo, o que permitira melhorar o desempenho 

da industria agro-alimentar. Estao neste caso, por exem

plo, a obteni;:ao de enzimas de coalho para produi;:ao de 

queijo, de edulcorantes como a taumatina, de lipases para 

produi;:ao de aromas para queijo (ver ). 

A produi;:ao de novos aditivos por fermentai;:ao tern 

vindo a aumentar, todos os anos, paulatina mas segura

mente. Este aumento deve-se fundamentalmente a 3 

razoes. Por um lado, as objeci;:oes a utilizai;:ao em proces

samento alimentar de aditivos quimicos sinteticos sao 

cada vez maiores. Por outro lado, certos aditivos de 

origem natural sao dificeis de obter por limitai;:oes de 

produi;:ao. pela sua sazonalidade e pelas condii;:oes 

necessarias a sua produi;:ao natural. Finalmente, a pro

dui;:ao em fermentador permite a multiplicai;:ao muito 

rapida de microrganismos com elevados rendimentos. 

A investigai;:ao de meios de cultura de baixo custo 

para produi;:ao de aditivos de alto valor acrescentado 

encontra-se especialmente activa e tera certamente 

largo impacto econ6mico.Alem disso, a produi;:ao de adi

tivos por microrganismos geneticamente modificados 

tera certamente grande potencial, tendo em conta as ja 

drasticas condii;:oes de assepsia e controlo em que se 

desenrolam actualmente este tipo de fermentai;:oes. 

Um caso tipico e o da produi;:ao de taumatina.As tau

matinas - existem 5 formas diferentes - sao proteinas com 

um poder edulcorante que pode ser ate I 00 000 vezes 

superior ao da sacarose. Alem de serem produtos natu

rais, que actualmente se extraem da planta Thaumatococcus 

danielli benth, as taumatinas I e II nao sao t6xicas e est:ao ja 

aprovadas para consumo humano e animal. 

lnfelizmente. as fontes naturais de taumatina sao 

muito limitadas. Em primeiro lugar, o habitat natural das 

plantas produtoras circunscreve-se as zonas florestais do 

Gana, Nigeria e Costa do Marfim.Alem disso, a sua trans

ferencia para outras zonas do planeta tem-se revelado 

ineficaz devido a estreita dependencia, para a sua propa

gai;:ao, de insectos polinizadores especificos. Finalmente, 

continua a saber-se muito pouco sobre as praticas de cul

tivo e maneio de uma planta silvestre ate ha pouco con

siderada de pouca utilidade. 

Surgiu por isso a ideia de fazer exprimir o gene da tau

matina II - que e uma proteina de 207 aminoacidos - num 

QL ADRC Exemplos de produtos em desenvolvimento por meio de Biotecnologia 

Produto Origem Natural Uso 

Quimosina 

Taumatina 

Li pases 

a-galactosidase 

Diacetilo 

Vitelas 

Planta rara 

Varios microrganismos 

Plantas 

Streptococcus 

Queijo Prodt.<;:ao 1'11Crob1ana em c..irso: j;i err USO ros rUA 

Edu/corante Produ<;:~o n1crob1ana er1 c..ino: 1a ell' •Jrn ell' ~arias p~.1ses 

Aromas de queijo n_oduc;.io por b1olog1a molecu ar. uso err f:t5e de cenc 1arr~rto 

Modiftcac;ao de gomas naturais ·odu<;:ao por eveduras 1a derionstrada 

Aroma . :odu<;:ao por ':l1o~og1a rrio ~cular em fase avan<;:ada 



microrganismo, havendo tentativas de clonagem em 

bacterias e leveduras desde 1982, com sucesso moderado. 

Em 1995, no entanto, apareceu algo de mais prome

tedor. Um grupo de investigadores espanh6is patenteou a 

produ~ao de taumatina II por meio de uma estirpe 

recombinante do fungo Aspergillus niger, var. awamari 

(Uriach et al. , Eur. Pat. Application 06843 I 2A2 1995). 

Embora na patente se indique que o rendimento obtido 

em taumatina e da ordem dos mg/litro, OS autores da 

patente apontam para a perspectiva desses rendimentos 

subirem para os gramas/litro, desde que se utilizem fer

mentadores e se combinem os actuais conhecimentos 

em Engenharia Metab61ica e em Engenharia Bioquimica. 

No mesmo sentido apontam as investiga~oes em 

curso para a produ~ao do corante toruleno pela levedu

ra Rhadatarula rubra, ou de licopeno pela bacteria fila

mentosa Streptramyces chrestamycetus. Encontra-se tam

bem ja demonstrada em laborat6rio a possibilidade de se 

produzirem aromas por tranforma~ao directa de alcoois 

em aldeidos em fermentador gas-s61ido usando enzimas 

denominadas alcool oxidases. 

(\ ... I \I r I n. (\ ( 0 D n ( c: { { n { 

Ao nivel dos processes, a constru~ao de estirpes 

microbianas com novas potencialidades ou a obten~ao de 

enzimas para melhoramento de processes fermentativos 

tradicionais e um dos campos mais actives da investiga~ao. 

A Biologia Molecular. assim como tecnicas mais clas

sicas da Biologia Celular, tern vindo a desenvolver novas 

estirpes de microrganismos que, uma vez conveniente

mente ensaiadas, em condi~oes rigorosamente contro-

ladas, quanto a sua inocuidade e estabilidade, poderao vir 

a contribuir com grandes avan~os nas fermenta~oes 

tradicionais (ver '). 

Encontram-se neste caso as leveduras com factores 

"killer", que sao capazes de eliminar a concorrencia de 

outras leveduras selvagens durante as vinifica~oes . 

Outros exemplos incluem leveduras com capacidade de 

fermenta~ao malo-lactica e leveduras produtoras de aro

mas. Para a industria cervejeira seria interessantissima a 

utiliza~ao de leveduras amiloliticas, isto e, capazes de 

efectuarem a sacarifica~ao sem ser necessario recorrer a 

maltagem previa. Tambem no dominio da cerveja seria 

interessante a utiliza~ao de leveduras capazes de 

reduzirem o teor de acetilo logo no fim da fermenta~ao 

primaria, reduzindo substancialmente a etapa da matu

ra~ao. Foi construida uma estirpe de levedura de cerveja 

produtora de a -acetolactato descarboxilase que rapida

mente reduziu os niveis de diacetilo de cerveja verde, 

tendo-se conseguido diminuir o seu tempo de matura~ao 

de 5 semanas para uma. 

No que respeita as fermenta~oes lacticas, refira-se o 

caso da obten~ao de estirpes resistentes as infec~oes 

viricas, das estirpes sobre-produtoras de bacteriocinas 

que protegem os produtos fermentados das contami

na~oes com bacterias patogenicas, das estirpes capazes 

de produzir grandes quantidades de diacetilo real~ando o 

sabor amanteigado. 

Continua tambem a desenvolver-se investiga~ao em 

torno de produtos de pescado fermentado obtidos a par

tir de especies de baixo valor comercial, sendo de referir o 

aparecimento no mercado de pastas de peixe fermentado. 
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QUADR.O Novas estirpes microbianas para processos fermentativos tradicionais 

Microorganismo Processo Enzima 

S. cor/bergensis 

S. corlbergensis 

Produc;ao de cerveja 

Produc;ao de cerveja 

Glucanase 

a -acetolactato 
descarboxilase 

Degrada~.io de gh.Jc.anos rnelhoria da filtrab1hdade 

lmped1r formac;ao de d1acettlo 
'-iin1u1~ao do tempo de m.itura~ao 

S. cerevisioe 

Bacterias Llcticas 

Produc;ao de vinho 

Queijo, pao, cacau, 

Enzima malo-lcictica 

Varias 

:.ic;ao de ac1dez 

_ elenr processm. melhorar aromas 
produtos cameos, vegecais, etc 

Bacterias Llcticas Aromas a -acecolaccato 
descarboxilase 
ausente 

Ai..:nentar produ<;ao dE' diacet1lo 

Tambem as enzimas aplicadas as industrias alimenta

res tern vindo a beneficiar com os avanc;os em Biologia 

Molecular, podendo referir-se, entre outras, as seguintes 

consequencias previsiveis desta aplicac;ao: a sobrepro: 

duc;ao de enzimas; a inserc;ao em microrganismos de 

genes responsaveis por enzimas de interesse natural

mente produzidas por plancas ou animais superiores; a 

modificac;ao genetica de enzimas ja existences no sentido 

de alargar o pH de funcionamento, a termoescabilidade, 

ou outras propriedades. 
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As tecnicas de ADN recombinante, vulgo de enge

nharia genetica, tern cambem vindo a proporcionar a 

obtenc;ao de variedades vegecais com caracteristicas 

especificas. Encontram-se neste caso: as variedades de 

tomate de maturac;ao retardada, com uma vida de 

prateleira prolongada; as variedades de batata mais 

ricas em amilose ou amilopectina, tornando-as mais apcas 

para a industria de pure de batata, ou, inversamente, para 

a de bacacas congeladas pre-fricas; os cereais e as 

oleaginosas modificadas, que incorporam informac;ao 

genetica que os protege contra o ataque de insectos e 

outras pragas, aumencando as produc;oes. 

Em estado avanc;ado de investigac;ao encontra-se a 

obtenc;ao de citrinos transgenicos sem limonina, a subs

cancia que confere amargor aos sumos de citrinos. E cada 

dia que passa sao anunciados novos vegetais e frutos, pos

suindo propriedades industrialmente interessantes. 

Embora se continue hoje a debater na Europa a van

tagem da utilizac;ao da hormona BST (do ingles "Bovine 

Sornatotrophin"), o certo e que nos EUA, a BST. produzi

da por um microrganismo geneticamente modificado, e 

largamence utilizada. A BST aumenta o rendimento de 

produc;ao de leite e diminui a proporc;ao gordura/protei

na na carne de vaca. 

A Biotecnologia Animal tern conhecido enorrnes avan

c;os nos ultimos tempos, como se demonstra pelo recence 

aparecimenco da primeira ovelha clonada. Nao serci, pois, 

de admirar, que nos apare~rn neste dominio, cal como 

aconteceu com a Biotecnologia Vegetal, algumas surpresas 

interessantes, e corn vastas potencialidades de aplicac;ao. 



0 principal objectivo das Industrias Alimentares e 

produzir produtos in6cuos com dura~fo aceit.avel e que 

satisfa~am as exigencias impostas pelo consumidor e 

pelos organismos reguladores. Neste con

texto, a avalia~fo da qualidade dos ali

mentos constitui uma parte integrante da 

moderna industria alimentar, sendo moti

vo de interesse para o produtor dos alimentos, para o 

processador e para as autoridades que regulam a industria. 

Os principais criterios para avaliar a qualidade de um 

alimento sfo: propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas 

que determinam a qualidade sensorial; a presen~a de 

microrganismos, substancias alergenicas e outras subs

tancias t6xicas que afectam a saude publica; adultera~ao 

e descri~ao fraudulenta; e composi~ao nutritiva. 

Todavia, muitos dos metodos tradicionais utilizados 

para verificar a qualidade dos alimentos nao satisfazem 

minimamente as necessidades da lndustria Alimentar, na 

maior parte dos casos devido quer ao elevado tempo de 

resposta quer ao custo. Por exemplo, a realiza~ao de um 

teste para a detec~ao de Salmonella exige, no minimo, 

tres a quatro dias para a obten~ao de um resultado 

negativo e mais tres dias para confirma~ao caso o teste 

presuntivo seja positivo. Naturalmente, este elevado 

tempo de execu~fo dos ensaios significa que o material 

tern que ser armazenado ate autoriza~ao do 

departamento de controlo de qualidade, com evidentes 

custos. Em muitas situa~oes, pode ate ocorrer que o 

tempo de prateleira do produto seja inferior ao tempo 

de resposta do teste a efectuar e, como tal, o produto 

nao possa ser comercializado. 

Mais recentemente, as varias entidades envolvidas 

no Controlo de Qualidade dos Alimentos - lndustna, Go

verno e Comunidade Cientifica - reconheceram o sis-

tema HACCP (Hazard Analysis of Critical Control Points) 

como o principal elemento dos programas de segu

ran~a/controlo de qualidade. Este sistema baseia-se no 

seguinte principio: a seguran~a/qualidade de um alimento 

s6 pode ser garantida quando todas as componentes do 

processo, incluindo a produ~ao de materias-primas e 

manipula~ao pelos consumidores, sao tidas em conside

ra~fo. isto e, para assegurar a qualidade de um alimento 

o controlo deve ser feito em todas as fases do processo. 

Neste conceito, assume fundamental importancia o 

desenvolvimento de Tecnicas Rapidas para o 

Controlo de Qualidade, sendo a Biotecnologia uma 

das areas que pode desempenhar um papel fundamental 

no desenvolvimento de metodologias novas, mais rapidas 

e eficazes para assegurar a qualidades dos alimentos. 

Uma vez que a maior parte dos problemas associados 

ao controlo de qualidade nas industrias alimentares sao 

de origem microbiana, a aplica~ao de T ecnicas Rapidas 

de Controlo de Qualidade tem-se centrado na 

detec~ao. contagem e identifica~ao de microrganismos, 

enterotoxinas e micotoxinas. Todavia, tern sido desen

volvidas outras aplica~oes, nomeadamente, detec~ao de 

residuos de pesticidas, antibi6ticos, hormonas e protei

nas. A utiliza~ao de tecnicas imunol6gicas para a detec~ao 
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de proteinas especificas em alimentos pode ser usada, 

com vantagens, na deteq:ao de proteinas associadas a 
ocorrencia de alergias alimentares, detecc;ao de proteinas 

t6xicas contaminantes (toxina botulinica), detecc;ao da 

adulterac;ao de alimentos (inclusao de carne de frango em 

carne de vaca) e na verificac;ao de varios aspectos regula-

mentares. 

A selecc;ao de um metodo rapido para controlo de 

qualidade passa pela considerac;ao dos seguintes factores: 

- o metodo deve ser o mais sensivel possivel 

e o .limite de detecc;ao o mais baixo possivel. Em muitos 

casos, o nivel de exigencia e de uma celula por 25 gramas 

de alimento. 

- e opinifo Corrente que um 

teste e considerado rapido se for possivel obter uma 

resposta 4 horas ap6s a recolha da amostra. 

- este factor envolve o investimento inicial na 

aquisic;ao do equipamento e os subsequentes custos 

por teste, incluindo custos de reagentes e tecnicos. 

Normalmente, para grande numero de analises sao dese

javeis unidades automaticas enquanto que devem ser usa

dos sistemas simples para amostras em pequeno numero. 

Outros factores a ter em conta sao: aceitabilidade, 

simplicidade, necessidade de pessoal preparado, estabili

dade e custo dos reagentes, reputac;ao da companhia, 

assistencia tecnica e espac;o necessario. 

A crescente exigencia dos consumidores no que diz 

respeito a garantia de inocuidade dos produtos alimenta

res tern vindo a catalisar o desenvolvimento de meto

dologias cada vez mais precisas, mais rapidas e mais 

fiaveis, muitas das quais biotecnol6gicas. 

Principais aplica~iies de tecnicas rapidas 
--• .. -It\ -'~ -·- - •-

Seguidamente, sera efectuada uma apresentac;ao 

breve das principais tecnicas de controlo de qualidade 

que envolvem a utilizac;ao da Biotecnologia, indicando-se 

as suas aplicac;6es mais relevantes. 

De acordo com a principal metodologia utilizada, as 

tecnicas disponiveis, podem ser classificadas em: 

tecnicas bioquimicas 

tecnicas biofisicas 

tecnicas imunol6gicas 

tecnicas geneticas 

"'r '" ' ,. • ( I\ In I\ 11 f 

A tecnica de controlo de qualidade que melhor satis

faz OS requisitOS de analise em tempo real e a determi

nac;fo do ATP por Bioluminescencia. Uma vez que a 

quantidade de ATP - trifosfato de adenosina - existente 

numa celula se mantem aproximadamente constante, a 

luz produzida durante uma reacc;ao enzimatica que con

verte a energia quimica associada ao consumo de ATP em 

luz esta directamente relacionada com o numero de 

celulas metabolicamente activas presentes na amostra. 

A determinac;ao do ATP por Bioluminescencia nas 

Industrias Alimentares pode ser usada quer para a moni

torizac;ao das condic;6es higienicas quer para analisar a 

qualidade do produto. 

A monitorizac;ao da higiene por este metodo tern 

sido usada numa grande variedade de situac;6es incluindo 

industrias cervejeiras, de lacticinios e de sumos de frutas . 

Deve no entanto ser referido que este sistema nao tern 



aplicabilidade em unidades processuais que usam sis

temas de limpeza a seco - moagens - em que os residues 

alimentares nunca sao completamente eliminados e, 

como tal, obtem-se sempre niveis elevados de ATP. 

0 desenvolvimento de lumin6metros portateis e sis

temas miniaturizados bem como a possibilidade de liga

i;ao ao computador permitem prever que o mercado 

europeu, no ano 2000, de kits para a monitorizai;ao da 

higiene seja de 18.500 mil hoes ·de d61ares. 

A Bioluminescencia por ATP tambem e utilizada para 

determinar a carga microbiana de um grande numero de 

produtos alimentares. Neste tipo de sistemas, uma vez 

que o ATP pode estar presente nas celulas somaticas, o 

ATP de origem microbiana tern que ser separado antes da 

analise, recorrendo normalmente a lise selectiva das celu

las somaticas. 

Existem sistemas que fazem uso da Bioluminescencia 

para detectar a carga microbiana em leite, cervejas, 

bebidas e sumos de frutas, carne de bovines e carne de 

aviario, sendo o limite inferior de deteci;ao da ordem das 

Io· ufc/ml OU I 0' ufc/cm' para tempos de resposta da 

ordem dos I 0-15 minutes. Sao necessaries tempos mais 

elevados para a cerveja e para sumos, uma vez que tern 

que ser realizado um passo de filtrai;ao para eliminar os 

niveis elevados de ATP nao microbiano. 

As tecnicas ate agora descritas permitem somente 

quantificar a carga microbiana total nao dando nenhuma 

identificai;ao relativamente a tipos especificos de bacte

rias, nomeadamente patogenicas. Recorrendo a tecnicas de 

manipulai;ao genetica e ja possivel a utilizai;ao da Bio

luminescencia para a identificai;ao de E. coli e Samonella. 

A medii;ao da actividade da catalase - enzima pre

sence em varios alimentos - e outra tecnica que faz uso 

da determinai;ao da actividade enzimatica para quantificar 

o numero de microrganismos presences numa amostra. 

Esta tecnica permite detectar I 0' celulas bacterianas por 

grama de amostra em minutos.Algumas aplicai;oes sao a 

deteci;ao de contaminai;oes em materias-primas e pro

dutos acabados, controlo do branqueamento de vegetais 

e qualidade do leite e deteci;ao de mastites subclinicas 

em vacas leiteiras. 

A hidr61ise do MUG (4-metilumbeliferil-P-D-glu

curonideo) produz o composto 4-metilumbeliferona alta

mente fluorescente sob luz ultravioleta de elevado com

primento de onda. Este fen6meno permite a deteci;ao 

das estirpes de E.coli, Salmonella, Yersinia e Shigella em 

diversas matrizes alimentares. 

A analise fotometrica de alterai;oes bioquimicas e uma 

tecnica baseada na quantidade de luz transmitida, resul

tante de reaci;oes bioquimicas, atraves de uma suspensao 

de celulas microbianas que pode ser usada para a identifi

cai;ao de microrganismos. Neste sistema, os dados foto

metricos sao comparados com uma biblioteca fotometri

ca permitindo a identificai;ao dos microrganismos. 

Outras tecnicas colorimetricas baseiam-se na mu

dani;a de cor de corantes relacionadas com alterai;oes 

bioquimicas causadas pelos microrganismos. 0 corante a 

utilizar depende da aplicai;ao pretendida e podem ser 

usados corantes que produzam cor como consequencia 

de, por exemplo, alterai;oes do pH e do potencial de oxi

dai;ao/redui;ao. Nestes sistemas o limite inferior de 

deteci;ao e da ordem de I 0' a I 0' microrganismos/ml. 
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Um outro conjunto de tecnicas baseia-se na medi~o 

da actividade metab61ica dos microrganismos, incluindo 

determina-;ao de impedancia/condutancia, reac-;ao com 

corantes e produ-;ao de subprodutos tais como calor, 

toxinas e acidos. 

Ao crescer, os microrganismos quebram moleculas 

de elevado peso molecular em moleculas bastante mais 

pequenas e carregadas, alterando a resistencia/impedan

cia do meio a passagem da Corrente electrica. Como 

resultado da actividade metab61ica dos microrganismos, a 

impedancia diminui ao passo que a capacitancia e condu

tividade aumentam. Nestes sistemas, determina-se o 

tempo ao fim do qual se verifica uma brusca altera-;ao no 

sinal electrico, correspondente a obten-;ao de concen

tra-;oes celulares caracteristicas (Io• a I 0' celulas/ml para 

bacterias e 10· a 101 celulas por ml para leveduras). 

Quanto mais rapido for 0 tempo de detec~o maior sera 

a concentra-;ao inicial de microrganismos. 

Os microrganismos, ao crescer, produzem calor. 

Embora produzido em pequenas quantidades, o calor 

resultante da actividade metab61ica pode ser medido 

usando microcalorimetros. Para quantificar a carga 

microbiana por calorimetria, e necessario a obten-;ao de 

um termograma que correlacione a quantidade de calor 

libertado com o numero de celulas. Por compara-;ao dos 

termogramas de amostras contaminadas com o termo

grama padrao pode ser determinado o numero de 

microrganismos presentes na amostra. 

..... r •• Ir I { 11un1 nr 

Os ensaios imunol6gicos sao tecnicas que utilizam as 

reac-;oes imunol6gicas para detectar a presen-;a de uma 

substancia (ver ). Sao ensaios altamente especi-

ficos e bastante sensiveis o que os torna extremamente 

atraentes como tecnica rapida de controlo de qualidade, 

uma vez que e possivel a detec-;ao de quantidades 

vestigiais dum dado composto com exigencias minimas 

de purifica-;ao e/ou concentra-;ao da amostra. Alem 

destas vantagens, tern elevada reprodutibilidade e podem 

ser usados em variadas condi-;oes. 

A base de todos OS ensaios imunol6gicos e a interac

-;ao entre um anticorpo e o correspondente antigene e a 

detec-;ao dessa interac-;ao utilizando enzimas ou com

postos marcados radioactivamente. 

A maior parte dos ensaios imunol6gicos contem os 

seguintes componentes: um antigene (analito para ser 

determinado), um anticorpo que se liga ao analito, um 

metodo para separar 0 material ligado do nao ligado, um 

indicador no anticorpo ou no analito que permita a sua 

detec-;ao e padroes do analito. Os testes imunol6gicos 

podem ser qualitativos ou quantitativos, dependendo dos 

objectivos a atingir. 



FIGURA 5: Esquema de uma reac~ao enzimatico-imunologica 

l. reacc;:ao 
imunol6gica 

anticorpo 

~ - substancia a analisar 
• - enzima 

2. lavagem ..... + ·~ 

f- ~ -f ~ 

TECNICAS IHUNOLOGICAS 

NO CONTROLO OE QUALIOAOE HICROBIOLOGICO 

3. reacc;:ao 
enzim6tica 

Nos ensaios imunol6gicos mais utilizados nas indus

trias alimentares um antigene livre compete com um 

antigene marcado enzimaticamente para um conjunto limi

tado de anticorpos ligados a uma fase s61ida, ocorrendo a 

reaq:ao, ap6s a qual e efectuada uma lavagem para 

remover reagentes nae ligados. E adicionado um substra

te corado sendo a cor resultante inversamente propor

cional a quantidade de antigene presente na amostra. Este 

tipo de ensaio e conhecido por ELISA. 

Tambem podem ser utilizados ensaios ELISA nos quais 

ambos os anticorpos est:ao em excesso, podendo ter a 

mesma especificidade ou direccionados para diferentes 

lugares antigenicos do organismo. A amostra e misturada 

com a fase s61ida contendo um anticorpo e os organis-

Q 0 c romogenio 
0 

" 
•• produto 

• corado 

mos presentes ligam-se a superficie s6lida.A fase s61ida e 

lavada e o anticorpo marcado adicionado. 0 anticorpo 

marcado liga-se aos microrganismos presentes e ocorre 

a formac;:ao de cor que, neste caso e proporcional a quan

tidade de antigene. 

Existe, actualmente, uma grande variedade de ensaios 

enzimatico/imunol6gicos disponiveis comercialmente e 

aplicaveis a todos os alimentos. Estes ensaios permitem a 

detecc;:ao rapida de microrganismos patogenicos - espe

cies de Usteria, Salmonella, E. coli 0 I 57:H7 - e toxinas -

toxina de Staphylococcus aureus e toxina de Bodi/us cereus. 

0 tempo de resposta destes ensaios depende do tipo de 

microrganismo estando compreendido entre 20 e 52 

horas. Este tempo, que pode ser considerado elevado, 

resulta da necessidade de haver um periodo de enrique

cimento previo da amostra. 
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Alem dos ensaios enzimaticos imunol6gicos, existem 

ensaios baseados noutras tecnicas de detec~ao: 

forma-se um precipita

do visivel quando ocorre a interac~ao antigene/anticorpo. 

Existe comercialmente um ensaio, baseado neste meto

do, para a detec~ao de Salmonella e aprovado para todos 

os alimentos. 
- _1_ ---- - realizam-se quando ocorre 

a forma~ao de uma estrutura em malha entre um antigene 

e o anticorpo. 0 aglutinado obtido e visivel a olho nu. Os 

ensaios de aglutina~ao podem ser usados para a detec~ao 

de toxinas produzidas por Staphylococcus e C/ostridium. 

usam compostos fluo

rescentes ligados aos anticorpos. Quando os anticorpos 

marcados reagem com os seus antigenes especificos, o 

complexo fluorescente resultante e detectado. Sistemas 

deste tipo permitem a detec~ao rapida de Salmonella , 

Usteria , enterotoxina de Staphylococcus, E. coli 0157 e 

Usteria monocytogenes. 

Tai como nos ensaios enzimatico imuno16gicos o fac

tor condicionante no tempo de resposta destas tecnicas 

e 0 periodo de enriquecimento. 

UTIL.lACAO :H ENSAIOI lf'lJNOLOGICOI 
.. ~ ... _ rc:rrAn r ~ L~ ,...._ .... "'"•L• .. ,,,. 

As micotoxinas sao metabolitos secundarios t6xicos 

produzidos pos bolores que frequentemente contami

nam produtos agricolas tais como milho, trigo e amen

doins ap6s a colheita e durante o armazenamento. Estes 

compostos, que apresentam uma grande diversidade de 

estruturas quimicas, podem dar origem a sintomas que 

podem ir desde a simples gastroenterite ate cancro. Para 

se ter uma ideia da importancia das micotoxinas, a FAQ 

estima que 25% das culturas a nivel mundial sao afectadas 

pelas micotoxinas, sendo as aflatoxinas devido ao seu ele

vado potencial carcinogenico as mais importantes. 

Os metodos tradicionais para a analise de micotoxi

nas tern custos elevados e sao extremamente morosos. 

FIGURA Representa~ao esquematica de um ensaio de hibridiza~ao de DNA 

Recolher amostras num suporte s61ido 
(ex. membranas) 

Tratar as amostras para obter DNA 
da cadeia dupla 

O bter cadeias simples de DNA 
por desnatura~iio e trata-las 

de mode a fixa- las ao suporte 



A utilizac;:ac de ensaios radio imunol6gicos (RIA) e 

ensaios ELISA constitui uma importante alternativa as 

tecnicas tradicionais existindo disponiveis comercial

mente varios sistemas para a detecc;:ac rapida de 

micotoxinas usando tecnicas imunol6gicas. 

Os ensaios imunol6gicos disponiveis, ELISA na maior 

parte dos casos, podem ser qualitativos (sim ou nac) ou 

quantitativos e sac de execuc;:ac extremamente rapida, 

variando o tempo de analise entre os I 0 e 20 minutos na 

grande maioria das situac;:oes. Para aflatoxinas, os limites 

de detecc;:ac sac de 5-20 p.p.b em milho e cereais e de 

0.5 p.p.b em leite. 

UTI LllA\flO ~ E E NSAIOS lf't J NO LOG I COS 
••• ... rTr-c~·"" .... ""'r(T"" ,....,. r "-':Ctnl't'\( nr nonr-ar 

Nos ultimos 5 anos, verificou-se um aumento signi

ficativo da utilizac;:ac de ensaios imunol6gicos para a 

analise de residuos de drogas e pesticidas em produtos 

alimentares, encontrando-se ja alguns sistemas dispo-

~y_-1 
-I~ 
~ 

niveis comercialmente. Estes ensaios podem ser aplicados 

a qualquer tipo de alimento sendo os limites de detecc;:ao 

muito baixos (alguns p.p.b). 

nLIZA(AO DE ENSAIOS IMUNO~OGICOS 
ul\ '"H.IT~n1 n l"\I\( DDnn11Tnr I I ll..4( .. ITI DC r 

Tambem podem ser usados ensaios imuno16gicos 

para proteinas alimentares especificas para detectar adul

terac;:ac de alimentos, tais como a substituic;:ac de carne 

de vaca por carne de frango, inclusac de proteinas vege

tais em produtos ccirneos, substituic;:ac de figados de 

ganso por figados de pato em "foie-gras", substituic;:ac de 

leite de cabra ou ovelha por leite de vaca. Os ensaios 

ELISA e de imunodifusac sac os mais utilizados para este 

fim, sendo possivel a detecc;:ac de contaminac;:oes da 

ordem de 1%. 

Tambem sac utilizados sistemas ELISA para controlar 

o processamento termico de alimentos, atraves da quan

tificac;:ac de componentes cuja concentrac;:ac pode variar 

Adicionar sondas marcadas de DNA 
de cadeia simples a amostra 

As sondas de DNA hibridizam com as 
partes complementares das cadeias 

l.avar o excesso de sondas; verificar 
a presen•a de sondas marcadas; 

sondas ligadas ao suporte indicam 
uma reac~ao positiva 
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38 durante o processamento e a detec.;ao de proteinas com 

actividade alergenica em alimentos. Existe comercializado 

um processo ELISA que permite a detec.;ao de quanti

dades vestigiais de gluten em varios alimentos, 0 que e 

fundamental para individuos com doen.;a celiaca. 

0 potencial de utiliza.;ao destas tecnicas na detec.;ao 

de proteinas alimentares e enorme, sendo possivel, por 

exemplo, a detec.;ao de proteinas transferidas por via 

biotecnol6gica de uma especie para outra. 

----•• """"' ""'r t.1r'TI,&<" 

A hibridiza.;ao do AON pode ser utilizada para detec

tar rapidamente e com exactidao bacterias em alimentos. 

Nesta tecnica sao utilizadas sondas de AON - pequenas 

cadeias simples marcadas de AON com um padrao 

sequencial de bases exactamente complementar ao do 

AON do microrganismo alvo. Quando as sondas de AON 

sao introduzidas em amostras contendo o AON alvo hi

bridizam, isto e, formam uma cadeia em helice dupla de 

AON (ver ). 

A grande maioria das sondas existentes sao marcadas 

com is6topos, embora tal como nos testes imunol6gicos, 

a sua detec.;ao possa ser feita enzimaticamente. Existem 

sondas construidas para os patogenicos mais impor

tantes, nomeadamente, Campylobacter jejuni, E.coli, Usteria 

sp., Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus aureus, Vibrio 

sp. e Yersinia sp. 

Como nos ensaios imunol6gicos acima descritos, a uti

liza.;ao de sondas de AON para a identifica.;ao de micror

ganismos requer um passo previo de enriquecimento de

vido a sensibilidade do metodo, que e da ordem dos I 01 

microrganismos/ml. Este passo faz com que o tempo de 

resposta do ensaio seja da ordem das 46-53 horas. 

Esta limita.;ao pode ser ulrapassada recorrendo a 
reac.;ao de polimerase em cadeia (PCR). Nesta tecnica, a 

utiliza.;ao de polimerase de AON, termicamente estcivel, 

permite a obten.;ao extremamente rapida de milhares de 

c6pias de pequenos fragmentos da helice dupla do AON 

alvo, reduzindo enormemente quer o tempo de analise 

quer OS limites de detec.;fo dos metodos que usam a 

hibridiza.;ao do AON. 

A utiliza.;ao de sondas gen6micas pode tambem ser 

efectuada recorrendo a hibridos AON/ARN e ARN/ARN. 
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