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RESUMO

Bacillus cereus é uma grande preocupacao na industria de laticinios. Seus esporos
sdo resistentes ao calor e a produtos quimicos. Este micro-organismo esta
frequentemente associado a intoxica¢des alimentares devido a producdo de toxinas
como cerulida, citotoxina K, hemolisina BL e enterotoxina ndo hemolitica. Este estudo
teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de esporos de 12 cepas de B. cereus
reconstituidos em leite em po integral em cenarios em que o leite em p6 é
habitualmente preparado em residéncias, hospitais e servicos de alimentacédo e
nutricdo como aquecimento em chama direta, aquecimento por micro-ondas,
manutencdo a temperatura ambiente e armazenamento em refrigerador doméstico.
O leite em po6 contaminado artificialmente com esporos de B. cereus (n=36) foi
reconstituido com &agua destilada estéril antes de cada cenério. As contagens de
esporos de B. cereus foram feitas antes e ap0s a simulacdo de cada um dos cenarios.
As contagens foram feitas em agar nutriente e TSB suplementado com polimixina e a
confirmacédo em agar MYP e microscopia 6tica por coloracdo de Gram. O numero de
reducdes decimais (y) em UFC apds cada cenéario foi calculado para cada cepa,
considerando a populacdo antes e apés os cenarios aplicados. O (y ) causado pelo
aguecimento em chama direta variou de 0,18 UFC a 0,93 UFC (cepas B94 e B63)
para as células vegetativas para os esporos a variacao foi de 0,76 UFC a 0,08 UFC
(B18 e B3). Para aquecimento em micro-ondas o y das células vegetativas variou de
0,15 UFC a 1,23 UFC (cepas B3 e B51) e para os esporos a variacao foi de 0,14 UFC
a 0,77 UFC (B3 e B18). Para manutencao em temperatura ambiente por 2 horas o y
variou -0,19 UFC a 0,18 UFC (CCGB512 e B94) e para os esporos variou de 0 UFC
(CCGB432 e CCGB512) a 0,72 UFC (B51). Para o cenério de armazenamento por 24
horas em geladeira a 10°C o y para células vegetativas variaram -0,24 UFC a 0,31
UFC (CCGB511 e B51) e para os esporos 0,39 UFC a -0,32 UFC (B51 e B86). Os
resultados indicaram que puderam ser observados dois grupos de cepas, um grupo
resistente para o qual o y foi menor que 1 UFC e um grupo sensivel, para o qual foi
observado redugbes maiores 1 y UFC. Os resultados destacam que as condi¢des de
armazenamento do leite reconstituido apds o cenario por chama direta, geladeira e
temperatura ambiente ndo foram capazes de fornecer mais de 1 y UFC de reducgao

de B. cereus, potencialmente apresentando riscos a saude publica se houver o



consumo do leite em p6 contaminado. O micro-ondas obteve uma reducao maior que
1y UFC sendo o cenario que promoveu a maior reducao tanto de células vegetativas

guanto dos esporos das respectivas cepas.

Palavras-chave: inativacdo microbiana; valor D; patdgeno; microbiologia preditiva;
seguranca do alimento.



ABSTRACT

Bacillus cereus is a major concern in the dairy industry. Its spores are resistant to heat
and chemicals. This microorganism is frequently associated with intoxications due to
the production of toxins such as cerulide, cytotoxin K, hemolysin BL and non-hemolytic
enterotoxin. This study aimed to evaluate the spore survival of 12 strains of B. cereus
reconstituted in whole milk powder in settings where milk powder is usually prepared
in homes, hospitals and food and nutrition services such as direct flame heating,
microwave heating, room temperature maintenance and storage in a domestic
refrigerator. Powdered milk artificially contaminated with B. cereus spores (n=36) was
reconstituted with sterile distilled water before each treatment. Spore counts of B.
cereus were made before and after the simulation of each scenario. The counts were
made on nutrient agar and TSB supplemented with polymyxin and optical microscopy
by Gram stain. The number of decimal reductions (y) after each treatment was
complete for each strain, considering the population before and after specialized
treatment. The (y) firing by direct flame heating ranged from 0,18 UFC to 0,93 UFC
(strains B94 and B63) for plant cells for spores a and ranged from 0,76 UFC to 0,08
UFC (B18 and B3). For microwave heating the y of vegetative cells varied from 0,15
UFC to 1,23 UFC (strains B3 and B51) and for spores the variation was from 0,14 UFC
to 0,77 UFC (B3 and B18). For maintenance at room temperature for 2 hours, y ranged
from -0,19 UFC to 0,18 UFC (CCGB512 and B94) and for spores it ranged from 0
(CCGB432 and CCGB512) to 0,72 UFC (B51). For the scenario of storage for 24
hours in a refrigerator at 10°C the y for plant cells ranged from -0,24 UFC to 0,31 UFC
(CCGB511 and B51) and for the spores 0,39 UFC to -0,32 UFC (B51 and B86). The
results indicated that two groups of strains could be observed, a resistant group for
which the y was less than 1 and a sensitive group, for which greater reductions were
observed 1 y UFC. The results highlight that the storage conditions of the reconstituted
milk after the treatment by direct flame, dissipation and room temperature were not
able to provide more than 1y UFC. reduction of B. cereus, potentially susceptible to
public health if contaminated powdered milk is consumed. The microwave obtained a
reduction greater than 1 y UFC the treatment that promoted the greatest reduction in

both vegetative cells and spores of the best strains.



Keywords: microbial inactivation; D-value; pathogen; predictive microbiology; food

safety.
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1 INTRODUCAO

O leite devido a sua composicdo rica em proteinas, gorduras, carboidratos,
minerais, aminoacidos essenciais e vitaminas pode ser considerado um bom alimento na
dieta de seres humanos (CALLEFE e LANGONI, 2015). Apos a ordenha pode ocorrer a
contaminacdo por micro-organismos através do ambiente, equipamentos e utensilios
utilizados, além dos funcionarios que fazem a obtencao e manuseio do leite tornando-se
fontes importantes de contaminacao, podendo comprometer a qualidade do leite e seus
derivados (SILVA et al., 2011). Alguns patdgenos como Listeria monocytogenes,
Salmonella sp, Campylobacter sp, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum e Escherichia coli ttm sido encontrados no leite (COIA et al. 2001; JAYARAO
et al. 2006; GUNDOGAN e AVCI, 2014).

O B. cereus esta presente no grupo das bactérias que causam doencas que sao
transmitidas através dos alimentos (DTA). A etiologia desse enfermidade é conhecida e
de curta duracdo (MOUSSA-BOUDJEMAA et al., 2006). Devido a curta duracao da
doenca, é provavel que o nimero de casos notificados esteja subestimado (GRANUM,
1997). O B. cereus é responsavel por duas sindromes veiculadas por alimentos, a
emética e a diarreica. A enterotoxina ndo hemolitica (Nhe), citotoxina K (CytK) (LUND et
al., 2000), e a hemolisina BL (Hbl) (BEECHER et al., 1995), causam o tipo intoxicagao
com sintomas diarreico (LUND e GRANUM, 1996). A toxina cerulida causa os sintomas
de intoxicacao do tipo emético (AGATA et al., 1995). Os sintomas da sindrome emética
sdo dores abdominais, nauseas e vomitos ocorrendo em poucas horas apés a ingestéo
de comida contaminada. E na sindrome diarreica os sintomas aparecem entre 8 e 16
horas apés a ingestéo do alimento contaminado e o individuo apresenta diarreia e dores
abdominais. (EHLING-SCHULZ et al., 2005; KIM et al., 2010).

A Resolucdo RDC N° 331 de 23 de dezembro de 2019 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a instru¢gdo normativa n°® 60 ndo apresentam critérios

microbiolégicos relacionados a B. cereus para leite em pé (BRASIL, 2019).



12

Entretanto, os esporos de B. cereus sao resistentes a agentes quimicos e fisicos,
tem capacidade de adeséao a superficies, podendo contaminar plantas de processamento
de alimentos (REYES e BASTIAS et al., 2007). A ocorréncia de esporos de B. cereus em
leite em pé podem variar de 0,3 a 4 logio (BECKER et al., 1994; REYES e BASTIAS et
al., 2007). Embora as condicbes no leite em pd ndo sejam favoraveis a germinacao e
multiplicacdo, quando reconstituido, esse produto se torna um ambiente propicio para o
desenvolvimento desse micro-organismo (REYES e BASTIAS et al., 2007). Tornando um
alimento inseguro para consumo humano (BAE et al., 2012; BERTHOLD-PLUTA, PLUTA
e GARBOWSKA, 2015; GRANUM e LINDBACK, 2013).

Devido a sua estrutura 0os esporos apresentam propriedades de resisténcia com
um nucleo desidratado coberto por varias camada que fazem a sua protecdo. E a sua
longevidade se deve a dorméncia do esporo (SETLOW, 2006). A regidao do cértex do
esporo mantém essa dorméncia e a resisténcia ao calor, acredita-se que contribui para
manter o nucleo desidratado (ATRIH E FOSTER, 2001).

Para a germinacdo é preciso a degradacdo do cortex com auxilio das enzimas
presentes nessa regido promovendo a expansdo do conteudo do nucleo do esporo
(MOIR, 2006; SETLOW, 2003; VOLLMER et al., 2008). Receptores que auxiliam nessa
germinacao e transportadores (canais ou poros) sdo incorporados nessa membrana
interna (SETLOW, 2006).

Durante o processo de germinacdo a membrana interna cresce e se expande 1,5
vezes nao sendo necessario a sintese de lipideos e se torna o plasma da membrana da
futura célula. Um conjunto de transportadores nessa membrana permitem o
funcionamento metabdlico celular durante a fase que inicia o crescimento (MOIR, 2006;
SENIOR e MOIR, 2008). Para finalizar a germinacdo conclui quando as camadas que
compbem a membrana interna, incluindo o restante do revestimento e a membrana
externa séo liberadas (VEPACHEDU e SETLOW, 2007).

Diante do exposto ndo foram encontrados dados sobre o comportamento de B.
cereus em diferentes condi¢cdes de reconstituicdo do leite em po. Além disso, esse estudo

visa analisar a variabilidade no comportamento de cepas de B. cereus (n=36).
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Os cenarios estudados nesse trabalho tem por objetivo entender o comportamento
de esporos e células vegetativas de B. cereus apds a reconstituicdo do leite em p4. Dessa
forma, o objetivo € avaliar impacto de cada um dos cenarios mais utilizados no preparo
em ambientes domésticos, de servicos de alimentacdo e lactarios, segundo
recomendacdes da OMS. Os cenarios mais comuns nesses ambientes sdo a fervura,

micro-ondas, armazenamento sob refrigeracdo e manutencéo a temperatura ambiente.
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2 OBJETIVOS

Estudar o comportamento do B. cereus em diferentes cenarios ap0s a reconstituicdo do

leite em po.

2.1 Objetivos especificos

Estudar o comportamento de células vegetativas e esporos de B. cereus durante

0 aquecimento em chama direta;

Estudar o comportamento de células vegetativas e esporos de B. cereus durante

0 aquecimento em micro-ondas domeéstico;

Estudar o comportamento de células vegetativas e esporos de B. cereus durante

a manutencao em temperatura ambiente;

Estudar o comportamento de células vegetativas e esporos de B. cereus durante

0 armazenamento sob refrigeragao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1.1 Bacillus cereus sensu lato

O grupo Bacillus cereus sensu lato € composto por bacilos gram-positivos,
formadores de esporos e com estreita relacdo filogenética, mas com alta diversidade
ecoldgica (FAYAD et al., 2019). O grupo € composto por 13 espécies B. anthracis, B.
cereus s.s, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B.
toyonensis, B. cytotoxicus, B. cereus biovar anthracis, B. gaemokensis, B. manliponensis,

B. bingmayongensis e B. wiedmannii (FAYAD et al., 2019).

Os esporos de B. cereus estdo ubiquamente distribuidos no meio ambiente, sao
comumente encontrados em solo e sedimentos, agua e no trato gastrointestinal de
invertebrados e em altas concentracoes em fezes bovinas (HEYNDRICKX, 2011,
MARROLLO, 2016). Sua temperatura 6tima para multiplicacéo varia de 25 a 37°C, mas
existem espécies capazes de se multiplicar entre 3 e 75°C, algumas espécies podem
crescer desde meios acidos até alcalinos pH 2 até pH 10 (DROBNIEWSKI, 1993;
DUFRENNE et al., 1995).

3.1.2 Bacillus cereus sensu stricto

Bacillus cereus sensu stricto faz parte das 13 espécies que compdem o grupo de
Bacillus cereus sensu lato, essa espécie ja foi isolado em alimentos in natura e alimentos
processados como vegetais, pimentas, massas, arroz, farindceos, formulas infantis,
alimentos prontos para consumo, produtos desidratados, leite e derivados tanto o UHT
guanto o pasteurizado (CHAVES; PIRES; VIVONI, 2011; CHAVES et al., 2017).

E uma bactéria de destaque por apresentar a capacidade de causar doencas

(FDA, 2012). Algumas cepas do Bacillus cereus sensu stricto apresentam plasmidios
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semelhantes ao Bacillus anthracis que causam lesdo de pele, disgestivas ou vias
respiratérias que podem levar a morte (MARSTON et al., 2016). Outras cepas podem
causar bacteremia persistente (SCHAEFER et al.,, 2016) ou meningoencefalite e
abscesso cerebral (TUSGUL et al., 2017).

A muito tempo j& se conhece a importancia do acompanhamento do B. cereus
sensu stricto na seguranga dos alimentos (BENNETT et al., 2013). A sua capacidade de
producdo de esporos o torna capaz de sobreviver aos processos industriais. A
composicdo dos alimentos, pH e tratamentos térmicos pode desencadear a germinacao
e a multiplicacdo dos esporos que sdo influenciados pela composicdo dos alimentos
(WARDA et al., 2015).

Esse micro-organismo é responsavel por duas sindromes, a emética e a diarreica.
A sindrome emética € causada por uma toxina pré-formada no alimento durante a
esporulacdo bacteriana. Essa toxina, cerulida, é resistente ao calor e a ambientes 4cidos.
A sindrome emética € caracterizada por voémitos, podendo ter episédios de diarreia e 0s
sintomas podem aparecer de 30 minutos até 6 horas apods a ingestdo de alimentos
contaminados (OH et al., 2012; FDA, 2012; MCKILLIP, 2000). A sindrome diarreica é
causada pelo consumo de alimentos contaminados com concentracdes partir de 10*
UFC/g ou mL de alimento (DREWNOWSKA e SWIECICKA, 2013; SWIECICKA et al.,
2013, KAMINSKA et al.,, 2015; HENDRIKSEN et al., 2006; COLLIER, 2005). As
enterotoxinas serdo produzidas e a colonizacdo no intestino. Os sintomas sdo diarreia,
vomitos e colicas que se iniciam de 6 até 15 horas apés o consumo do alimento
contaminado (OH et al., 2012; FDA, 2012; MCKILLIP, 2000). As toxinas associadas a
ocorréncia da sindrome diarreica sao hemolisina BL (HBL), ndo hemolitica (Nhe) e
citotoxina k (CytK) (EHLING-SCHULZ et al., 2004). Nao ha necessidade da colonizagéo
de uma grande quantidade de cepas de B. cereus, ja que apenas a coloniza¢cdo de uma

Unica cepa de B. cereus ja é capaz de causar as duas sindromes (OH et al., 2012).

A producéo de cerulida é dependente da temperatura do alimento 12°C parece ser
0 temperatura minima para a producao de cerulida (KRANZLER et al., 2016; EHLING-

SCHULZ et al., 2004). Em estudos com a produc¢éo de cerulida em leite desnatado em
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temperaturas variadas foi detectada a toxina nas temperaturas de 12°C (apés 4 dias) e
37°C (ap6bs 24 horas) (FINLAY et al., 2000).

3.1.3 Contaminacao de produtos lacteos por Bacillus cereus

As bactérias formadoras de esporos, Bacillus e Clostridium sdo as principais
causadoras de problemas na industria alimenticia (HEYNDRICKX, 2011). B. cereus
sensu stricto € de extrema importancia na cadeia dos laticinios, pois além de causar
doencas apresenta um potencial deteriorante com a producéo de proteases e lipases
capazes de reduzir a vida 0til dos produtos (JONGHE et al., 2010; KUMARI; SARKAR,
2016). Além disso, a resisténcia ao calor dos esporos confere capacidade de sobreviver
ao processo de ultra-alta temperatura (UHT) (VIDAL et al., 2016) e a capacidade de
adesdao e formacéo de biofilme aumentam a probabilidade de contaminacéo na industria
de produtos lacteos (SHAHEEN et al., 2010).

A presenca desse micro-organismo € comum em produtos lacteos (WONG et al.,
1988; VIDAL et al., 2016). A principal rota de contaminagéo, na industria, é através do

leite cru que séo transportados das fazendas até as industrias.

A ocorréncia de B. cereus em leite in natura € descrita por diversos autores
(CHRISTIANSSON et al.,, 1999; BARTOSZEWICZ et al, 2008), pasteurizado
(BARTOSZEWICZ et al.,, 2008; ZHOU et al., 2008). A contaminagdo por B. cereus
também é relatada em leite produzidos ultra high temperature (UHT) (REZENDE-LAGO
et al., 2007; VIDAL-MARTINS et al., 2005), leites fermentados (WONG et al., 1988),
sorvetes (WONG et al., 1988; ZHOU et al., 2010), leite em pé (WONG et al., 1988) e
diversos outros produtos da industria de lacteos (MONTANHINI et al, 2012). A
contaminacao por esporos em produtos lacteos desidratados varia entre 0,3 e 4 logao.
Apesar desses produtos ndo favorecerem a germinacao, eles séo utilizados com outros
ingredientes e sdo usados em formulagfes de laticinios, iogurtes, sobremesas além de
ser usado como ingrediente alimentar (SADAT et al. 2018; YILDIZ e OZCAN, 2019).
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3.1.4 Processamento térmico de produtos lacteos

O tratamento térmico constitui uma parte integrante dos processos usados na
industria de laticinios. Realizar o controle de tempo e temperatura de forma eficiente
durante o processamento térmico dos alimentos € um desafio para a industria de
laticinios. Os principais fatores durante o desenvolvimento de um processo térmico sao
o0 tempo de processo e a resisténcia microbiana. Alguns processos térmicos, como
exemplo a pasteurizacdo, contribuem para a inativacdo microbiana em uma taxa
logaritmica. Explicando de uma forma mais concisa independentemente do tamanho da
populacdo que esta presente na matriz alimentar, uma propor¢ao constante da populagéo
de um determinado micro-organismo é inativada durante um intervalo de tempo quando
ocorre a exposicao além das condicdes de temperatura e faixas toleraveis. Um processo
térmico para ser eficiente depende da resisténcia térmica de micro-organismos nao
apenas do bindmio tempo/temperatura. O processo térmico de aquecimento dos produtos
além de ser influenciado pelo meio o qual ocorre o aquecimento também depende da sua
viscosidade, composi¢do, tamanho e forma do alimento (LING et al., 2015; SINGH e
BORNHORST, 2018).

Em uma linha de producdo industrial os processos térmicos estdo entre as
operacdes unitarias mais comuns. Os tratamentos térmicos na industria de alimentos sao
planejados de forma especifica para agirem de forma eficiente nos micro-organismos e
dessa foram reduzir sua multiplicacdo ou sobrevivéncia (LING et al., 2015; SINGH e
BORNHORST, 2018). Tratamentos térmicos podem causar a ruptura da membrana
celular e afetar o contetdo genético dos micro-organismos levando essas células a morte
(MULLER, FERREIRA MARCZAK e SARKIS, 2020). Outra forma de utilizagdo é
causando a desnaturacdo de proteinas e dessa forma proporcionando a qualidade
desses alimentos processados (IBARZ e BARBOSA-CANOVAS, 2002; KADAM, TIWARI
e O'DONNELL,2015). Garantir a producao de alimentos seguros e saudaveis é a fungéo
do processo térmico (ASHENAFI, 2012).
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Existem alguns aspectos relevantes que precisam ser considerados na concepcao
do desenvolvimento de um tratamento térmico em uma industria de alimentos: as
propriedades quimicas apresentadas pela matriz alimentar, mecanismos basicos do
processo de transferéncia de calor que ocorre entre 0 meio aquecido e o alimento e a
gualidade sensorial e nutricional do alimento (HEWITT, SHIRES e BOTT, 2000; IBARZ e
BARBOSA-CANOVAS, 2002; FELLOWS, 2009; KAKAGC, LIU e PRAMUANJAROENKIJ,
2012). Mas o processo de cinética de inativacdo de micro-organismos € o principal foco
dos tratamentos térmicos na industria de alimentos (LING et al., 2015; KING e BEDALE,
2017). Existem outros fatores que influenciam os tratamentos térmicos industriais como
tipo do meio de aquecimento, reologia, estrutura, design do equipamento e composicao
do produto (RAO, 2007; SERTH e LESTINA, 2014). Nesse processo térmico diferentes
sistemas podem ser usados como autoclaves, aquecimento 6hmico, trocadores de calor
tubulares ou de placas, sistemas de injecdo direta de vapor até mesmo inovacdes
técnicas como aquecimento infravermelho, aquecimento por radiofrequéncia e micro-
ondas (CAPPATO etal., 2017; AUGUSTO, SOARES e CASTANHA, 2018; DEN BESTEN
et al., 2017a; BOZKURT-CEKMER e DAVIDSON, 2017; JIANG et al., 2020; LINARES-
MORALES, PRADO-BARRAGAN e NEVAREZ-MOORILLON, 2020; VERMA et al.,
2020).

A autoclavagem se realizada de forma correta funciona como um método de
esterilizacdo. O processo e feito usando vapor pressurizado (15 psi) obtendo uma
temperatura de saturacdo de 121°C. A pressao e o calor excessivo proporcionado pelo
equipamento danifica e desnatura macromoléculas além das estruturas subcelulares,
incluindo acidos nucleicos, proteinas e membranas plasmaticas (REES, 1977,
POMERANZ, 1988; CAEL et al., 1973; KOENIG, 1972; PARKER, 1983).

O ultrassom pode proporcionar emulsificacédo, retirada da espuma, extragéo,
homogeneizacdo, mistura além do efeito antimicrobiano (ANSARI et al., 2017). O efeito
de cavitacdo que faz com que o ultrassom tenha o efeito bactericida (CARSTENSEN,
1986; SCHERBA et al., 1991), com a producdo de microbolhas promovendo o seu

colapso. Esse colapso promove o aumento da temperatura (5500 K) e uma presséao
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aproximada de (50 Mpa) (NEPPIRAS, 1980; SUSLICK, 1990; WOOQOD et al., 2017). Existe
uma outra teoria que sugere a relacdo com a sonicacdo do liquido resultando na
formacdo de radicais livres promovendo ataques ao DNA no interior das células
microbianas (ANSARI et al., 2017).

A manosonicagdo (EVELYN e SILVA 2016B; RASO et al, 1998b) e a
termosonicacdo (EVELYN e SILVA, 2015b; MILANI E SILVA, 2017) reduzem a
resisténcia dos esporos aos tratamentos promovendo a inativagéo dos esporos. Segundo
Ansari et al., (2017) o efeito letal do ultrassom também pode ser explicado através da
sonicacao do liquido que ira formar radicais livres que irdo atacar o DNA no interior das

células microbianas.

Uma nova tecnologia com resultados positivos para inativacdo de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes presentes em alimentos liquidos é o tratamento
por campo elétrico pulsado (AMIALI et al., 2007, WESIERSKA e TRZISKA, 2007), esse
tratamento necessita de baixa quantidade de energia (VEGA-MERCADO et al., 1997) e
a sinergia com o tratamento térmico apresentam bons resultados na inativacdo
microbiana (AMIALI et al., 2007, EVRENDILEK e ZHANG, 2003; WALKLING-RIBEIRO
et al., 2010).

Nas ultimas décadas para inativacdo de bactérias tem se aplicado na industria de
alimentos esterilizacdo por micro-ondas (SENNA et al., 2010). Sendo o principio de
funcionamento do equipamento para promover a morte celular a geracdo de calor nas
células por ondas eletromagnéticas (GIBSON et al., 1999; WOO et al., 2000).

Geralmente durante o desenvolvimento de um processo térmico 0s principais
fatores que séo levados em consideragdo sao a resisténcia microbiana, temperatura e
tempo de processo, pois sdo bastante estudados e associagdes sao encontradas com
facilidade (KING e BEDALE, 2017). Para realizar as estimativas de temperatura sao
levadas em consideracdo a quantidade de temperatura ideal que deve ser transferida
para inibir os patégenos ou micro-organismos que causam deteriorizacado com alteracdes
minimas das propriedades nutricionais e sensoriais (LEWIS e JUN, 2011). Pode-se

realizar o monitoramento da temperatura no equipamento e/ou no produto nao
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processado (KUSWANDI e NURFAWAIDI, 2017; BIBI et al., 2017). O monitoramente feito
de forma adequada garante que processo térmico correto foi entregue. Mas existe uma
outra possibilidade que consiste na resposta do micro-organismo pode ter uma ampla
variacao e algumas estratégias para detectar e destruir essas mudancas adaptativas dos
micro-organismos precisam ser desenvolvidas (BOWER e DAESCHEL, 1999; SMELT e
BRUL, 2014).

Uma etapa fundamental durante os tratamentos térmicos é o tempo de
processamento desse tratamento devido a relagdo existente entre a letalidade
mensuravel da populacdo microbiana (BOWER e DAESCHEL, 1999; SMELT e BRUL,
2014). A resisténcia dos micro-organismos € variavel é definida pela habilidade de
sobreviver a relacdo tempo/temperatura (RISZAK e COLWELL, 1987). Sendo assim
podemos dizer que o parametro mais importante nos processos térmicos é o binbmio
tempo versus temperatura. O binémio informa valores de tempo e temperatura o qual o
alimento é processado garantindo a reducdo da carga microbiana (KING e BEDALE,
2017). Existem varias combinacbes para o bindbmio na qual pode ser definida
considerando a matriz alimentar e do microbioma associado (KING e BEDALE, 2017).
Geralmente, os produtos lacteos sdo submetidos aos processos de pasteurizacao e
esterelizacdo (KELLY, DATTA e DEETH, 2012). Dessa forma, um grande desafio para a
industria de alimentos é garantir um processo térmico que dé como resultado a seguranca
microbioldgica, a estabilidade do produto além de néo alterar os atributos nutricionais e
sensoriais (ERKMEN e BARAZI, 2012).

3.1.5 Inativacao cinética microbiana no processo térmico de laticinios

O leite tem uma grande quantidade de nutrientes e isso o0 torna um 6timo
ambiente para crescimento de muitos micro-organismos até mesmo 0s patdgenos.
(QUINTO et al., 2020; SINGHAL et al., 2020). Dessa forma medidas que promovem a

seguranca microbiolégica do leite minimizando o risco a saude humana se tornam
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extremamente necessarias (MACHADO et al., 2017). Os tratamentos térmicos do leite
constituem etapas importantes para a futura producdo dos laticinios para inibir o
crescimento microbiano e consequentemente estender a vida de prateleira dos produtos
(KELLY, DATTA e DEETH, 2012). Para o planejamento de um tratamento térmico, deve-
se considerar o potencial de crescimento de bactérias formadoras de colbénias apos o
tratamento térmico, temperatura de armazenamento, pH e outros fatores. Inclui-se
alteracbes quimicas, sensoriais e nutricionais para um tratamento efetivo (SINGHAL et
al., 2020).

De todos os processos usados em uma industria de laticinios o tratamento térmico
€ uma etapa fundamental. A pasteurizacdo visa a inativacdo de células vegetativas de
bactérias como Listeria monocytogenes, Samonella, Escherchia coli patogénica,
Campylobacter e Staphylococcus aureus, Pseudomonas e Lactobacillus (FDA, 2012;
DEN BESTEN et al. 2017a). Os esporos sao resistentes sendo assim, necessitam de
uma quantidade maior de calor para serem inativados e por isso ndo sao destruidos
durante o processo de pasteurizacdo (BUSTA, 1967; FDA, 2012). Por isso as industrias
de laticinios precisam desenvolver tratamentos térmicos mais eficientes visando inativar
€SSes esporos e consequentemente aumentar a vida Gtil dos produtos lacteos (BOWER
e DAESCHEL, 1999; SMELT e BRUL 2014; VIDIC et al., 2020). Na Tabela 1 estdo
representados o0s principais tratamentos usados na inddstria de laticinios com objetivo de
tratamento térmico e controle microbiolégico (BARBOSA-CANOVAS, 2005;
BHATTACHARYA, 2014).

O calor fornecido durante o tratamento térmico promove a inativacdo enziméatica e
microbiana. Para esses tratamentos que ocorrem no interior dos alimentos sao
considerados o binbmio tempo versus temperatura e 0s mecanismos basico de
transferéncia de calor do meio aquecido (vapor ou agua). Entendendo a interacédo
binbmio tempo/temperatura 0os mecanismos que fazem a transferéncia de calor,
considerando a intensidade desse calor para atingir a inativacdo microbiana garante-se

a aceitabilidade do produto e um processo térmico seguro.
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Tabela 1 - Tratamentos térmicos para leite e laticinios, questdes microbioldgicas e indicadores de tratamentos

térmicos
Tratamento . o Indicadores do tratamento o
Produto o Aspectos microbiolégicos o Referéncias
térmico térmico
Pasteurizacéo Inativa Mycobacterium
Leite (HTST) tuberculosis, Bucella abortis, o _
_ . . ] Atividade da alcalinofosfatase (POLTRONIERI e
pasteurizado (72°C - Coxiella brunetti e células
. ] ) ROSSI, 2018; KELLY,
74°C/15 -30s) vegetativas de patdgenos, o .
. ~ Atividade da lactoperoxidase =~ DATTA e DEETH, 2012
) L reducao na populacéo de
Leite Pasteurizacéo (+) BYLUND, 1995)

pasteurizado (63°C/30 min)

ESL (Leite  Pasteurizacéo
com vida util de alta
extendida) temperatura
leite (120°C/1 —4s)

micro-organismos produtores

de acidos e coliformes.

Atividade da alcalino fosfatase (DOLL, SCHERER, e
(-) WENNING, 2017;
Atividade da lactoperoxidase (-) DEETH, 2017)

Inativa esporos de bactérias

psicrotroficas
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Tabela 1 - Continuacao

Tratamento ) o Indicadores do tratamento o
Produto o Aspectos microbiologicos o Referéncias
térmico térmico
(HIRVI e
Leite cru Termizacéo B o GRIFFITHS,
. Reducéo de bactérias o i
(Manutencéo da 57°C - 68°C/ _ o Atividade da catalase (+) 1998; LOPEZ-
_ ) psicrotréficas .
gualidade do leite) 15s FANDINO e

Leite esterilizado

em garrafas

Bateladas em
autoclave
110°C -
120°C/15 -
40 minutos

Inativa micro-organismos

resistentes ao calor, incluindo

€eSporos

OLANO, 1999)

(LEWIS, 2003;
METHA, 1980;
BYLUND, 1995)

Atividade da Alcalino fosfatase(-)

Atividade da lactoperoxidase (-)
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Produto Tratamento térmico

Aspectos

microbiologicos

Indicadores do tratamento

térmico

Referéncias

Esterilizag&o (infuséo
ou injecao de vapor)
135°C - 140°C/3-5s

Esterilizagéo (infuséo ou

Leite UAT (Ultra
alta

temperatura)
injecéo de vapor)135°C

—140°C/3-5s

Inativa micro-organismos
resistentes ao calor,

incluindo esporos

Atividade da alcalino fosfatase
)
Atividade da lactoperoxidase (-

)

(BYLUND,
1995; LEWIS,
2003; METHA,

1980)
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3.1.6 Sobrevivéncia de Bacillus cereus em diferentes ambientes

Os esporos de B.cereus podem sobreviver por longos periodos e em produtos
como o leite em po e produtos lacteos desidratados (BEUCHAT et al., 2013). Apesar
dos alimentos desidratados néo proporcionarem condicdes ideais para germinagao de
esporos viaveis, apos a reconstituicdo, se mantidos a temperatura ambiente ou sob
refrigeracéo, os esporos podem germinar e multiplicar e produzir toxina (MEER et al.,
1991; JAQUETTE e BEUCHAT, 1998). Algumas cepas de B. cereus tem caracteristica
psicrotrofica e podem produzir toxinas em temperaturas de 6°C (GRANUM et al.,
1993).

Os esporos sao estruturas resistentes a estresses ambientais em condi¢des de
altas temperaturas, acdo de enzimas ou acidos organicos, reducdo de pH, baixa
atividade de &gua. Essa caracteristica confere a capacidade de sobrevivéncia na
industria principalmente durante a producéo do leite em pé (BURGESS et al., 2010).
Além disso, a presenca da lactose no leite pode formar camadas protetoras que
contribuem para a sobrevivéncia dos esporos de B. cereus (ALVES et al., 2016) e a
gordura pode apresentar um efeito protetor durante o aquecimento (ABABOUCH e
BUSTA, 1987; ABABOUCH, DIKRA e BUSTA 1987; MOLIN e SNYGG, 1967). Um
outro fator que pode influenciar na resisténcia de B.cereus é a reducédo da atividade
de agua, que reduz a transferéncia de calor no alimento e interfere na cinética de
inativacdo do micro-organismo (ABABOUCH e BUSTA, 1987; SENHAJI, 1977,
SENHAJI e LONCIN, 1977).

A alta influéncia da composicao do meio de calor € mostrada pelo valor Dt que
€ um parametro dependente da temperatura que mostra variacdo de espécie
especifica (MULLER, FERREIRA MARCZAK e SARKIS, 2020; VAN ASSELT e
ZWIETERING, 2006; MAZAS et al., 1999). A cinética de inativacdo de diferentes
fatores biolégicos além dos micro-organismos pode ser amplamente usada para
descrever esse conceito (TOLA e RAMASWAMY, 2012; SHIRTZ, 2007). Um exemplo
desse uso € a inativagao cinética de primeira ordem de proteases do leite com valor
D 150°C variando entre 0,5 e 27 segundos (LEWIS, 2003). Em condi¢des isotérmicas

de temperatura determinamos os valores Dr1. Lembrando que as mudangas de
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temperatura alteram a resisténcia térmica do micro-organismo (SMELT e BRUL,
2014).

A resisténcia dos esporos ao calor umido pode estar relacionado com o
processo de reticulacdo e formacdo das camadas durante a fase de esporulagéo.
(SANCHEZ-SALAS et al., 2011; SETLOW, 2014).

A inativagdo de micro-organismos por micro-ondas, ainda tem lacunas a serem
preenchidas. Alguns estudos consideram que o efeito letal esta associado somente
ao calor (VALSECHI, HORII e ANGELIS, 2004). Entretanto, outros estudos sugerem
a desnaturacéao de proteinas, degradacédo de acidos nucleicos ou outros componentes
celulares e simplesmente a lise celular séo responsaveis pela inativacdo microbiana
(DATTA e DAVIDSON, 2000; HEDDLESON e DOORES, 1994). O processo de
inativacdo das bactérias pelo micro-ondas ndo segue um padrdo estipulado
(VALSECHI, HORIl e ANGELIS, 2004). Khalil e Villota (1988) supbs que esse
equipamento pode catalisar algumas reacdes oxidativas nos lipidios da membrana o

que afeta a célula durante o aquecimento.

Segundo Swain e James (2010) para a eficacia do micro-ondas precisam ser
avaliados muitos fatores. Sieber et al. (1996) fez uma revisdo de fatores que podem
afetar o aquecimento do leite em micro-ondas domésticos (2.450 MHz) e constatou
que a eficacia do tratamento térmico no produto depende da quantidade do leite e da
geometria do equipamento. Foi notado que em temperaturas mais baixas as ondas
eletromagnéticas penetraram mais no leite. Uma hipétese € o aguecimento mais
elevado ocorrera uma rapida absorcdo das ondas eletromagnéticas pelo equipamento
fazendo com que essas ondas nao atinjam uma ampla penetracédo no produto (CHA-
UM, RATTANADECHO e PAKDEE, 2011).

Fatores como o tamanho, densidade, forma dos alimentos, propriedade do
meio, material do recipiente interferem na condugéo do calor para 0 micro-organismo
principalmente, para os esporos (CHIPLEY, ROHIFS e FORD, 1980; LIN e LI,1971;
NAJDOVSKI, DRAGES e KOTNIK, 1991; PFEIFER e KESSLER; 1994). Dessa forma
se aplicado um tratamento ndo efetivo em bactérias como Bacillus spp. podem
sobreviver ao choque (WAYLAND, BRANNEN e MORRIS, 1977). Portanto, fatores

fisicos e quimicos dos alimentos precisam ser levados em consideracdo para o efeito
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letal do estresse nos micro-organismos (RAMEZANZADAH et al., 1999; ROSEN,
1972; SASAKI, HONDA e MIYAKI, 1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de leite em po

As amostras de leite em p6 contaminadas com esporos de B. cereus foram
preparadas previamente de acordo com ALVARENGA et al., (2018a) e ALVARENGA
et al., (2018b). Alvarenga et al (a,b) inoculou 7,2 (+ 0,2) logio esporos por grama de
massa seca por cepa e em triplicada no spray drying Labmaq SD 1.0. O leite integral
para a producado do leite em p6 foi pasteurizado integral [3,5% (v/v) de gordura] os
lotes comerciais foram testados em relacdo a presenca de B. cereus de acordo com
a metodologia de Bennet, Tallent, Hait (2015), sendo a contagem de esporos de B.

cereus desses lotes comerciais < 10 esporos/mL de leite.

Foram inoculados a suspensao de esporos de B. cereus 12 cepas no leite em
po sendo feito em triplicatas totalizando 36 experimentos (n=36). Essas amostras
foram armazenadas sob a temperatura ambiente de 25°C por 2 anos. A origem das
cepas inoculadas no leite em p6 esta descrita na Tabela 2. As cepas foram derivadas
de alimentos que continham leite em p6é na sua composi¢cdo ou que estavam

contaminados.

Tabela 2 - Fonte das Cepas

Cepa Fonte
Cepa Padrao
para processos

ATCC14579 térmicos

CCGB* 432 Chocolate
CCGB* 436 Chocolate
CCGB* 511 Laticinios
CCGB* 512 Laticinios
CCGB* 540 Laticinios

B3 Leite

B18 Amido

B51 Carne

B63 Refeicdo Pronta

B86 Farinha de Milho

B94 Leite
Colegcdo de Culturas do Género Bacillus e
Géneros Correlatos - Fundacdo Oswaldo

Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.
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4.2 Procedimentos de preparo do leite em p6 reconstituido

As amostras de leite em pd contaminadas foram reconstituidas em agua
destilada estéril manualmente com auxilio de um bastdo de vidro por 1 minuto. Para
a reconstituicdo foi mantida a proporcionalidade recomendada comercialmente pela

maioria dos fabricantes de 26 gramas de leite em p6 para cada 200 mL de &gua.

As condi¢cdes de preparo foram similares as utilizadas no ambiente doméstico,
lactarios e servicos de alimentagdo conforme descrito pela OMS (2007). As
simulacbes em laboratério foram necessarias para a manutencdo da seguranca
biologica, considerando que foi manipulado um micro-organismo patogénico (B.
cereus). Para o desenvolvimento do trabalho foram simuladas quatro condigbes de
reconstituicdo do leite em pé. Os cenarios envolveram as condicfes separadas para
refletirem as condicdes usuais de preparo e armazenamento em ambientes
domésticos e servicos de alimentacdo e nutricdo (OMS, 2007). Os experimentos

foram conduzidos em triplicata para cada amostra.

4.3 Cenarios para avaliacdo do comportamento do Bacillus cereus

Para avaliacdo do comportamento de B. cereus em leite em pd reconstituido
foram testados 4 cenarios: tratamento em chama direta, micro-ondas,

armazenamento em geladeira e manutencao a temperatura ambiente.

A populacgédo de esporos e de células vegetativas de B. cereus foi determinada

antes e apos cada cenario aplicado.

4.3.1 Contagem de células vegetativas

Para enumeracdo das células vegetativas (No). Foram realizados 2
plagueamentos em superficie sem aplicacdo do choque térmico. O primeiro com a
cepas plagueadas diretamente e o segundo com aplicacdo do tratamento do cenario
especifico. Apos o periodo de incubacéo foi realizada a contagem das col6nias e uma

subtracao entre as colbnias de B. cereus obtidas apos a aplicacéo do cenario com as
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colonias obtidas com o plaqueamento direto. O resultado obtido dessa subtracéo foi o
No.

4.3.2 Contagem de esporos

Para enumeracao das esporos (Nr) foram realizados 2 plagueamentos em
superficie com aplicacdo do choque térmico. O primeiro de 70°C por 15 minutos e o
segundo choque térmico apos a aplicacdo do cenario especifico de 70°C por 10
minutos. Apos o periodo de incubagéo foi realizada a contagem das colbnias e feita
uma subtracdo entre as colbnias de B. cereus obtidas apds o cenario aplicado e as
colénias de esporos obtidos antes da aplicacdo do cenario. O resultado obtido dessa

subtracdo com choque térmico foi o Nr.

4.3.3 Choque térmico para ativagdo dos esporos

Para a contagem dos esporos utilizou-se a metodologia de Bennett, Tallent e
Hait (2015) com modificacbes propostas por Alvarenga et al. (2018 a,b). Foram
testadas algumas condi¢des de ativacdo dos esporos antes dos cenarios (75°C/20
minutos, 70°C/20 minutos) e apds os cenarios (70°C/10 minutos, 70°C/15 minutos,
70°C/20 minutos, 75°C/ 20 minutos e 80°C/30 minutos). As melhores condi¢cfes de
recuperacdo dos esporos para as cepas antes dos cenarios foi 70°C/15 min (binémio
tempo/temperatura 6timo para ativacdo dos esporos dados preliminares nédo
apresentados). Apos a aplicagdo dos cenarios o melhor resultado obtido para cepas

foi o0 binbmio 70°C/10 min (dados preliminares ndo apresentados).

4.3.4 Contagem de células vegetativas e esporos

Para a enumeracdo dos esporos e células vegetativas de B. cereus apés a
reconstituicao item 4.2 as amostras foram homogeneizadas e as diluicdes seriadas
foram preparadas em solucéo de Citrato de Sédio (Synth, Brasil) 1%. O plagueamento
em superficie foi realizado em Agar Nutriente (Neogen, EUA) seguindo-se incubac&o
a 30°C por 24 horas. Para as amostras com contagem menor que 10 células por mL

foi utilizada a técnica de NMP (Numero Mais Provavel) em caldo Tryptcase Soy Broth
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(TSB, Neogen, EUA) (BLODGETT, 2020), suplementado com solu¢do de Polimixina
10.000 UI/mL (InITripab, Brasil). Decorrido o periodo de incubacéo, as colénias com
morfologia tipica de B. cereus foram isoladas em Agar Manitol Gema de Ovo (MYP)
(Neogen, EUA) suplementado com solucéao de Polimixina (Inlab, Brasil) 10.000 Ul/mL
e confirmadas por testes bioquimicos. Os mesmos procedimentos bioquimicos foram
utilizados para confirmacéo dos tubos positivos.

Os dados de contagem antes e apos as condi¢cdes de preparo foram utilizados
para calcular o nimero de reducdes decimais (y) causadas por cada cendrio. A

determinacao doy em UFC foi feita de acordo com a Equacéo 1.

y=log(3¥) @

Onde: No é a populacado de células vegetativas e Nr € a populacédo de esporos.
4.3.5 Cenario 1: Tratamento térmico por aquecimento direto em chama

As amostras de leite reconstruidas a temperatura ambiente (25 + 2°C),
acondicionadas em erlenmeyers estéreis, foram submetidas ao aquecimento em
chama direta até a fervura a temperatura de 98°C. conforme procedimentos descritos
pela OMS (2007). O tempo até atingir a fervura foi de 5 min (£1min). Apés a fervura as
amostras foram resfriadas em banho de gelo a 4°C atingindo uma temperatura interna
de 40°C. Para a determinacdo do nuamero de reducdes decimais (y) foram coletadas
aliqguotas antes apds o tratamento. A enumeracao da populacédo foi realizada de
acordo com a metodologia descrita no item 4.3.1 e 4.3.2. Os testes foram conduzidos

em triplicata.

4.3.6 Cenario 2: Tratamento térmico em micro-ondas

Apos a reconstituicdo do leite em po, em temperatura ambiente (25 + 2°C) as
amostras acondicionadas em erlenmeyers estéreis, foram colocadas no centro do
micro-ondas domeéstico (Eletrolux, MEX 55, volume 45 litros, tenséo 127 V, corrente

13 A, frequéncia 60 Hz, China) e tratadas termicamente por 30 s. As condi¢des de
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aguecimento utilizadas sao usuais em residéncias e unidades de alimentacdo e
nutricdo (LEITE, 2018). As amostras atingiram temperatura interna final de 90°C (x
2°C). ApOs o aquecimentos as amostras foram colocadas em um banho de gelo a
4°C para resfriamento atingindo uma temperatura interna de 40°C. A populacdo de
B.cereus foi determinada de acordo com a metodologia descrita no item 4.3.1 e 4.3.2.
O numero de reducgbes decimais (y) calculado pela Equacdo 1. Os experimentos

foram conduzidos em triplicata.

4.3.7 Cenario 3: Manutencao a temperatura ambiente

As amostras de leite em po6 reconstituidas em agua destilada estéril foram
mantidas a temperatura ambiente (25°C + 2°C) por 2 horas (OMS, 2007). Cada
amostra foi reconstituida separadamente e a populacao de B. cereus foi determinada
apos a reconstituicdo e apds a manutencao a temperatura ambiente por 2 horas. A
metodologia utilizada para contagem de células e esporos esta descrita no item 4.3.1
e 4.3.2. Os testes foram conduzidos em triplicata.

4.3.8 Cenario 4. Manutencdao sob refrigeracéao

As amostras de leite em p6 foram reconstituidas em agua destilada estéril e
mantidas sob refrigeracdo (10°C + 2°C) em refrigerador doméstico (Eletrolux, Infinty,
Brasil) por 24 h. As contagens de células e esporos foram realizadas antes e apés a
manutencao sob refrigeracdo conforme descrito no item 4.3.1 e 4.3.2. Os testes foram

conduzidos em triplicata.

4.4 Determinacgao daresposta minima e maxima da sobrevivéncia de esporos de

Bacillus cereus

O numero de reducdes decimais (y) das cepas nos cenarios foi avaliado
estatisticamente por analise ndo paramétrica, pois os dados tanto para células

vegetativas quanto para 0s esporos ndo atenderam aos pressupostos da analise de
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variancia que séo a normalidade e a homocedasticidade das variancias, sendo assim

foram analisados pelo teste de kruskal-Wallis.

4.5 Andlises estatisticas

As diferencas estatisticas entre as cepas com relacdo ao numero de reducdes
decimais (y) foram comparados pelo teste de kruskal-Wallis (p < 0,05) utilizando o
software R (version 4.0.3). O pacote utilizado para analise (Agricolae), utiliza para

comparacao das médias a diferenca minima significativa de Fisher.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos dos tratamentos na sobrevivéncia de esporos e células de Bacillus

cereus

Os efeitos dos diferentes cenarios na sobrevivéncia de B. cereus em leite em
po integral reconstituido estdo demonstrados na Figuras de 1 a 9. A partir de uma
inoculacao de leite em po6 estéril juntamente com a suspenséo de esporos de 7,2 (
0,2) logio esporos por grama de massa seca no spray drying. Os resultados foram
apresentados em numero de reduc¢bes decimais (y) em UFC para cada um dos
cenarios testados, tanto para esporos quanto para células vegetativas. Os cenarios
avaliados refletem a forma de preparo em ambiente domésticos, servicos de

alimentacéo e lactarios.

5.1.1 Aquecimento em chama direta

No tratamento térmico aguecimento em chama direta o y para a populacéo de
células vegetativas variou de 0,18 UFC (B94) a 0,93 UFC (B63) (Figura 1). Para as
células vegetativas, pode-se observar que ha trés grupos distintos com relacdo a
sobrevivéncia ao tratamento térmico por aquecimento em chama, o primeiro grupo
com o y > 0,90 UFC, o segundo grupo com y variando entre 0,64 UFC e 0,49 UFC e
o terceiro grupo com y menor que 0,40 UFC. O primeiro grupo € composto somente
pela cepa B63 (y = 0,93 UFC), sendo estatisticamente semelhante as cepas B18,
CCGB511 e CCGB512 . O segundo grupo compreende as cepas CCGB511 (y =0,57
UFC), CCGB512 (y =0,53 UFC), B18 (y = 0,64 UFC), B51 (y = 0,49 UFC) e B86 (y
=0,49 UFC). No terceiro grupo estao as cepas CCCGB432 (y = 0,30 UFC), CCGB436
(y = 0,38 UFC), CCBG540 (y =0,22 UFC), B3 (y = 0,20 UFC), B94 (y = 0,18 UFC) e
ATCC14759 (y = 0,34 UFC). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia (p<0,05) entre os grupos avaliados
p=0,004.
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Nas células vegetativas a resposta da sobrevivéncia das cepas B. cereus em
leite em po integral reconstituido variou com valor minimo 0,09 UFC para a cepa B3 e
maximo de 0,97 UFC para a cepa B51.

Figura 1 - Boxplot para o numero de reducfes decimais para células
vegetativas de Bacillus cereus em leite em pdé integral
reconstituido apos o tratamento térmico por aquecimento em
chama direta
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Para os esporos de B. cereus em leite em p6 integral reconstituido houve
variacdo do valor minimo 0,06 UFC para a cepa CCGB512 e maximo de 0,78 UFC
para as cepas B51 e B18. O y para esporos (Figura 2) no aguecimento em chama
direta variou entre 0,76 UFC (B18) e 0,08 UFC (B3). O grupo com maior sobrevivéncia
ao tratamento térmico é composto pelas cepas B3 (y = 0,08 UFC), CCGB 512 (y =
0,09 UFC), B94 (y = 0,15 UFC), CCGB432 (y = 0,15 UFC), CCGB436 (y = 0,19 UFC).
O grupo com maior sensibilidade ao tratamento térmico € composto pelas cepas
CCGB511 (y = 0,67 UFC) e B18 (y = 0,76 UFC) (Figura 2). A cepa utilizada como
micro-organismo indicador para processamento térmico ATCC 14579, apresentou
maior resisténcia ao aquecimento com y = 0,13 UFC (Figura 2) para esporos e y =

0,33 UFC (Figura 1) para células vegetativas.
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Figura 2 - Boxplot para o numero de redu¢cfes decimais para esporos de
Bacillus cereus em leite em po6 integral reconstituido apés o
tratamento térmico por aguecimento em chama direta
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5.1.2 Aquecimento por micro-ondas

O tratamento térmico em micro-ondas domeéstico foi realizado por 30 segundos,
em poténcia alta (100%). A temperatura maxima atingida durante o aquecimento foi
de 90°C (z 2°C) durante o aquecimento. O numero de redu¢des decimais para células
vegetativas variou de y = 0,15 UFC (B3) a y = 1,23 UFC (B51) (Figura 3) e para
esporos a variacao foi de y = 0,14 UFC (B3) e y = 0,77 UFC (B18) (Figura 4). A cepa
B3 apresentou maior sobrevivéncia ao aquecimento por micro-ondas, com O0s
menores valores de y para células vegetativas (y = 0,15 UFC) e para esporos (y =
0,14 UFC). Sendo estatisticamente semelhante a cepa padrdao ATCC 14579 (y = 0,25

UFC para as células vegetativas e y = 0,34 UFC para os esporos; p = 0,01).

No aquecimento do leite em pé integral reconstituido observou-se que a
sobrevivéncia de células vegetativas tem 3 grupos distintos, o primeiro grupo com y
menor que 0,30 UFC, o segundo grupo com y variando entre 0,47 UFC e 0,67 UFC e
o terceiro grupo com y maior que 1 ciclo logaritmico. Esses grupos séo
significativamente diferentes entre si (p < 0,05). As cepas com maior sensibilidade ao
tratamento térmico por micro-ondas foram CCGB436 (y = 1,02 UFC) e B51 (y = 1,23
UFC). O grupo intermediario € composto pelas cepas CCGB432 (y = 0,50 UFC),
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CCGB511 (y = 0,60 UFC), CCGB540 (y = 0,67 UFC), B18 (y = 0,60 UFC), B63 (y =
0,49 UFC) e B86 (y = 0,40 UFC). As cepas com maior resisténcia ao aquecimento por
micro-ondas foram ATCC14579 (y = 0,25 UFC), B94 (y = 0,22 UFC) e B3 (y = 0,15
UFC). A resposta da sobrevivéncia das cepas B. cereus nas células vegetativas por
aquecimento no micro-ondas variou com valor minimo 0,11 UFC para as cepas
ATCC14579 e B3 e valor maximo de 1,25 UFC para a cepa B51.

Figura 3 - Boxplot para o numero de redu¢cdes decimais para células
vegetativas de Bacillus cereus em leite em pé integral
reconstituido ap6s o aguecimento por micro-ondas
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O maior nimero de reducdo na populacdo de esporos (y) apdés o
aquecimento de leite em pé reconstituido em micro-ondas foi observado para a
cepa B18 (y = 0,77 UFC) (Figura 4). A sobrevivéncia dos esporos das cepas B.
cereus no micro-ondas variou com minimo 0,08 UFC para a cepa B3 e valor
maximo de 0,79 UFC para a cepa B18.

No grupo de cepas resistentes ao aquecimento estao as cepas B94 (y =
0,14 UFC), B86 (y = 0,19 UFC) e B3 (y = 0,19 UFC). As cepas mais sensiveis
aos tratamentos foram B18 (y = 0,77 UFC), CCGB432 (y = 0,68 UFC), B51 (y
= 0,52 UFC) e CCGB511 (y = 0,58 UFC). A sensibilidade dos esporos ao
aguecimento por micro-ondas difere significativamente entre as cepas
avaliadas (p < 0,05).



Figura4 - Boxplot para o numero de reducdes decimais para esporos
de Bacillus cereus em leite em po integral reconstituido
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5.1.3 Manutencao a temperatura ambiente

39

As amostras de leite em po6 integral reconstituidas foram mantidas a

temperatura ambiente (25°C + 2°C) por 2h em condicdes estéreis.

A manutencdo a temperatura ambiente o niamero de reducfes para células

vegetativas variou de -0,19 UFC (CCGB512) a 0,18 UFC (B94). Considerando 0y =

-19 UFC para a cepa CCGB512, pode-se observar que houve aumento na populacao

de células vegetativas (Figura 5). O mesmo comportamento foi observado para as

CCGB511 (y = - 0,06 UFC), B3 (y = - 0,05 UFC), B18 (y = - 0,05 UFC) e B51 (y =

-0,05 UFC). Entretanto, esse aumento na populacdo de células vegetativas nao foi

significante, pois foi menor que 0,5 UFC ja que podem existir variagbes associadas

aos métodos de contagem (MUNFORDA et al., 2017).
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Figura 5 - Boxplot para o numero de reducfes decimais para células
vegetativas de Bacillus cereus em leite em po integral apés
manutencdo em temperatura ambiente (25°C = 2°C) durante 2
horas
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Para a populagdo de esporos, a manutencgéo do leite integral reconstituido a
temperatura ambiente a variacéo no y foi de 0,00 UFC (CCGB432 e CCGB512)a 0,72
UFC (B51) (Figura 6). A maiores reducdes decimais para a populagao de esporos foi
observada para as cepas B51 (y = 0,72 UFC), B18 (y = 0,19 UFC) e CCGB 540 (y =
0,14 UFC). A demais cepas testadas apresentaram namero de redu¢des menores que
0,01 UFC. A reducédo da populacdo de esporos durante a manutencao a temperatura
ambiente pode indicar a germinagao dos esporos. Essa observacao corrobora com os
resultados observados para células vegetativas, para as cepas B51 com aumento de
na populacéo de células vegetativas de 0,24 logio para 0,32 logio € para a cepa B18

com a populacao variando de 0,35 logio para 0,40 logso.

A sobrevivéncia das células vegetativas das cepas B. cereus na manutencédo a
temperatura ambiente variou com minimo -0,24 UFC para a cepa CCGB512 e valor
maximo de 0,2 UFC para a cepa B94. Para os esporos o minimo foi -0,46 UFC para a

cepa B86 e maximo 0,75 UFC para a cepa B51.
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Figura 6 - Boxplot para o numero de reducdes decimais para esporos de
Bacillus cereus em leite em pé integral apdés manutencdo em
temperatura ambiente (25°C + 2°C) durante 2 horas
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5.1.4 Manutencdao sob refrigeragcao

As amostras de leite integral reconstituido foram mantidas em refrigerador
doméstico (10 £ 2°C) por 24h. O numero de reducbes decimais (y) para células
vegetativas variou de -0,24 UFC (CCGB511) a 0,31 UFC (B51) (Figura 7). As cepas
com 0s maiores numero de reduc¢bes foram B51 (y = 0,31 UFC) e a B94 (y = 0,15
UFC) . As cepas que apresentaram y menor que 0,1 UFC foram B63 ( y = 0,03 UFC),
CCGB 540 (y = 0,06 UFC), B3 (y = -0,01 UFC), ATCC14579 (y = 0,04 UFC), CCGB
432 (y = 0,02 UFC), CCGB 512 (y = 0,00 UFC), B18 (y = 0,04 UFC), CCGB436 (y
= 0,06 UFC) e B86 (y = 0,09 UFC).

A sobrevivéncia das células na refrigeracdo variou com minimo -1,61 UFC e
maximo de 0,45 UFC ambos para a cepa CCGB511. O comportamento da células
vegetativas na refrigeragéo indica que nao houve diferenca estatistica entre as cepas
(p=0,12).
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Figura 7 - Boxplot para o numero de reducfes decimais para células
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O y para a populagéo de esporos durante a manutencéo sob refrigeracao variou

de 0,39 UFC (B51) a -0,32 UFC (B86) (Figura 8). O maior numero de reducdes foi
observado para a cepa B51 (y = 0,39 UFC), seguido pelas cepas B63 (y = 0,36 UFC),
CCGB436 (y = 0,25 UFC) e B18 (y = 0,15 UFC) (Figura 8). As cepas ATCC14579,
CCGB432 e CCGB512 apresentaram y = 0,00 UFC (Figura 8). Para os esporos o

valor minimo variou de -0,46 UFC para a cepa B86 e maximo 0,67 UFC para a cepa
B51.
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Figura 8 - Boxplot para o nimero de reducdes decimais para esporos

de Bacillus cereus em leite em po integral apés manutencao
sob refrigeracao (10°C + 2°C) por 24 horas
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5.1.5 - Variacéo dos esporos e células vegetativas por cepa nos cenarios

Figura 9 - Comportamento Células vegetativas e esporos por cepa nos
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Avaliando o comportamento das reducdes das cepas nos cenarios aplicados
(Figura 9) usando o excel o resultado tanto de células vegetativas quanto de esporos
gue mais se aproximou dos resultados obtidos pela cepa padrdo de tratamentos
térmicos ATCC14579 foi a cepa B3 derivada do leite apresentando comportamentos
similares durante os 4 cenarios aplicados. O restante das cepas apresentaram

comportamentos distintos comparados a cepa padrao.

As reducdes observadas no cenario de chama direta e micro-ondas entre as
cepas ATCC14579 e a B3 observa-se que houve reducdo no tratamento de chama
direta e micro-ondas ja na temperatura ambiente e na refrigeracdo as cepas se

mantiveram praticamente constante.
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6 DISCUSSAO

A ocorréncia esporos de B. cereus em leite em pé varia de 0,3 a 4 logio
(BECKER et al., 1994; REYES e BASTIAS et al., 2007). Embora as condi¢des, no
leite em po, ndo sejam favoraveis a germinacéo e multiplicacéo, quando reconstituido,
esse produto em um ambiente propicio para o desenvolvimento desse micro-
organismo; (REYES e BASTIAS et al., 2007). Tornando um alimento inseguro para
consumo humano (BAE et al., 2012; BERTHOLD-PLUTA, PLUTA e GARBOWSKA,
2015; GRANUM e LINDBACK, 2013)

Ao ser aquecido a resposta dos esporos ira depender da cepa e da composi¢cao
do meio o qual esses esporos estdo inseridos (MAZAS et al., 1999). O leite em pé nao
proporciona as condi¢cdes adequadas para a germinagcao de esporos de B. cereus,
mas apos reconstituicdo e 0 armazenamento na temperatura ambiente pode ocorrer
germinacao dos esporos e células vegetativas produzindo toxinas (DI PINTO et al.,
2013).

Ha uma diversidade na capacidade de germinacao de esporos de cepas de B.
cereus induzidas por nutrientes em alimentos matrizes. No leite ha relatos de uma
germinacao bastante eficiente além de ativacdo de esporos pelo calor (ABEE et al.,
2011).

A diversidade das cepas, esporulacdo e as condicbes de germinacao
influenciam tanto o papel dos germinantes quanto as caracteristicas dessa
germinacdo (HORNSTRA et al., 2006b). A temperatura em que ocorre essa
esporulacéo é um fator relevante para determinar a resisténcia ao calor dos esporos,
sendo os esporos formados em temperaturas mais altas apresentam maior resisténcia
ao calor, mas existem estudos que mostram diferentes influéncias da temperatura
(GOUNINA-ALLOUANE et al., 2008).

Abee et al. (2011) constatou que o0 processo de germinacdo de esporos
apresenta um papel fundamental durante o primeiro estagio do alimento deteriorado
e na infecgdo de origem alimentar, pois ocorre a mudancga de um esporo dormente
para um célula vegetativa. Moléculas produzidas no alimento iniciam o processo de
germinacdo do esporo possivelmente com a combinagdo de um tratamento térmico.

Para garantir a qualidade de um alimento é preciso prevenir a germinacado desses
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esporos através de inibidores de germinagdo, mas ndo sdo esperados bloqueadores

de germinacao nos alimentos.

Dos cenarios avaliados nesse estudo o que mostrou maior capacidade de
reducado na populacédo de células vegetativas (y = 1,23 UFC cepa B51) e esporos (y =
0,77 UFC cepa B18) foi o aquecimento em micro-ondas. Gibson et al., (1999) e Woo
et al., (2000) j4 haviam constatado que a maior reducdo na populacdo de B. cereus
por micro-ondas esta associada a geracdo de calor pelas ondas eletromagnéticas.
Esse tipo de cenario tem vantagens devido a reducdo de degradacdo térmica do
produto, gera calor de maneira uniforme, requer menos tempo para atingir o processo
de temperatura desejado (GIBSON et al., 1999; WOO et al., 2000).

Estudos tem demonstrado que a irradiacdo promovida pelo micro-ondas é
bastante eficaz (CELANDRONI et al., 2004; WELT et al.,1994). Considerando 0s
resultados obtidos nos experimentos com cenario térmico, aquecimento em chama
(Figuras 1 e 2) e micro-ondas (Figuras 3 e 4), as amostras tratadas no micro-ondas
obteve a maior reducéo de células vegetativas e esporos. Além disso, a alta atividade
de &gua do leite reconstituido, € um fator critico para a inativacdo dos esporos por
micro-ondas (HYONG et al., 2017). A temperatura interna das amostras reconstituidas
aguecidas em micro-ondas foi de 90°C (x 2°C), enquanto as amostras aquecidas em
chama direta foi de 98°C. Apesar da temperatura no cenario de chama direta ser mais
elevada o numero de reduc¢des para a populacéo de esporos da cepa ATCC14579 foi

menor (y = 0,13 UFC aquecimento direto), (y = 0,34 UFC micro-ondas).

Esses resultados indicam que os mecanismos de transferéncia e distribuicdo

de calor sdo melhores no aguecimento por micro-ondas (ALEJANDRO et al., 2019).

Os efeitos esporicidas dos micro-ondas foram atribuidos ndo somente ao calor
(KIM et al., 2013; HONG et al., 2004), mas também pela capacidade de rompimento
da membrana celular, degradacéo da cromatina e a alteracdo na sintese de proteinas
(JIN-XUAN et al., 2018). O aquecimento por micro-ondas também pode promover a
ruptura da membrana celular segundo Diao et al. (2014), alteracdo no proteoma da
célula comprometendo o metabolismo celular (JIN-XUAN et al., 2018)

Durante a manutencdo das amostras de leite reconstituido na temperatura
ambiente ndo foi observado a multiplicacdo e/ou reducdo no numero de células
vegetativas (Figura 5). Entretanto, uma mudanca na populacéo de esporos (Figura 6)

pode indicar a germinac&o dos esporos. Modelos descritos na literatura (BURSOVA
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et al., 2018) indicam que a exposi¢ao de B. cereus a uma temperatura de 24°C por 24
horas ha producéo de enterotoxina Nhe, hemolisina BL e toxina emética. Além disso,
cepas de B. cereus com caracteristicas psicotréficas podem se multiplicar e produzir
enterotoxinas em temperaturas de 4 e 8°C (BURSOVA et al., 2018). Os resultados da
manutenc¢ao sob refrigeracdo indicaram redug&o na populagéo de células vegetativas
das cepas B51 e CCGB512 (Figura 7). Entretanto, para a populacéo de esporos houve
a indicacao da germinacéo para a cepa CCGB511.

Na Bélgica um trabalho em que foi determinado a temperatura minima para o
crescimento 380 cepas de B. cereus isoladas de materiais alimentares descobriu que
a maioria dos isolados ndo cresceu a temperatura <8°C, mas 88% dos isolados
cresceram a 10°C, 50% a 9°C, 7% a 8°C, 3% a 7°C, <1% a 6°C e nenhum a 5°C
(SAMAPUNDO, HEYNDRICKX, XHAFERI E DEVLIEGHERE, 2011).

O reaquecimento de produtos alimentares poderia eliminar rapidamente células
vegetativas psicrotolerantes de B. cereus, entretanto a toxina cerulida é termoestavel
de acordo com Hoton et al., (2009). A sobrevivéncia de esporos apos os produtos
terem sido submetidos ao processamento térmico pode levar a germinagédo de micro-
organismos e consequentemente deterioracdo do produto e até mesmo surtos de
doencas (BERENDSEN et al., 2015; DEN BESTEN et al., 2017a, b).

Esses dados indicam que a variagdo no comportamento microbiano ndo deve
ser desprezada. Principalmente, quando se trata de uma avaliacdo quantitativa de
risco, pois 0 impacto na estimativa de risco associada ao consumo pode ser
subestimado (ALVARENGA et al., 2018b).

As praticas de reconstituicdo do leite apresentados neste estudo sdo utilizadas
com frequéncia em residéncias, restaurantes, estabelecimentos de alimentagéo
coletiva e hospitais. O ideal no consumo do leite em po seria 0 seu consumo imediato
apos a reconstituicdo, mas sabemos que em determinadas situagbes 0s
consumidores fazem armazenamento do produto seja em temperatura ambiente ou
geladeira o que pode comprometer a qualidade do produto se estiver contaminado
com cepas de B. cereus. O B. cereus além de causar intoxicagbes alimentares
(diarreica e sindrome emética) podem causar infeccdes que nao sejam
gastrointestinais que podem ser fatais principalmente para pacientes que apresentam
um comprometimento no seu sistema imune (MAHLER et al., 1997; AVASHIA et al.,
2007).
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7 CONCLUSOES

O cenario de micro-ondas causou o0 maior niumero de reduc¢des (y) tanto para
células vegetativas (y =1,23 UFC) quanto nos esporos (y =0,77 UFC). No aquecimento
em chama direta o y foi de 0,76 UFC para esporos e 0,94 UFC para células
vegetativas. Na manutencdo em temperatura ambiente e sob refrigeracdo indicou a
possibilidade de germinacao de esporos (y = - 0,14 UFC).

O aquecimento em micro-ondas é o mais indicado para ser realizado em
unidades de alimentacédo, hospitais e residéncias em relacdo a fervura. Esse cenario
mostrou-se mais efetivo para reducéo de B. cereus. Os resultados destacam que as
condi¢cBes de aguecimento utilizadas na reconstituicao do leite em pd ndo sdo capazes
de fornecer mais de 2y UFC de B. cereus, apresentando potencialmente riscos a

saude publica.



SUGESTOES DO TRABALHO

Finalizacdo dos experimentos com todas as amostras doadas para
verificar o comportamento das cepas de B. cereus inoculadas no leite em pé
desnatado, integral e nas suas varia¢gGes de cenario térmico. Além disso, testar
outros cendrios utilizando a combinacéo dos tratamentos avaliados. Sugestdes

de continuidade do experimento para futuros trabalhos.
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APENDICES

APENDICE A - Coldnias tipicas de Bacillus cereus
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APENDICE D - Teste no MYP cepa B51 e B94
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