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Resumo: Bacillus spp. sdo bactérias esporuladas, as quais tém a capacidade de
resistir a tratamentos com temperaturas elevadas e frequentemente estédo
envolvidas em surtos alimentares. Bacillus thuringiensis € uma bactéria pertencente
a esse grupo comumente utilizada no controle de pragas da agricultura, contudo ja
foi responsavel por Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) O presente traballho
teve por objetivo analisar a multiplicacdo de uma cepa de B. thuringiensis advinda
de uma contaminacdo de leite UHT, utilizando modelagem matemética e
microbiologia preditiva. A cepa de B. thuringiensis foi artificialmente inoculada em
leite UHT e armazenada a 26°C. Pelo programa ComBase DMFit construiu-se uma
curva de multiplicacdo que resultou em um coeficiente de determinacdo (R%) de
0,9901 e um erro quadratico médio (RMSE) de 0,1989. Os resultados
demonstraram que a multiplicacdo de B. thuringiensis em leite UHT alcancou uma
concentracdo de 10’ log UFC/mL em aproximadamente 15 horas. A fase lag desta
multiplicdo durou um periodo de 6 horas, o que significa que esta bactéria se
desenvolve bem em leite UHT. O modelo obtido experimentalmente foi comparado
com uma curva obtida pelo ComBase predictor para Bacillus spp, e observou-se
que os parametros cinéticos foram semelhantes. Isto significa que a cepa de B.
thuringiensis analisada apresentou modelo de multiplicacdo similar ao género
Bacillus spp. como referenciado em diversos estudos. Por fim, o modelo obtido
experimentalmente foi compativel com os modelos preditos, podendo ser utilizado
no estudo da multiplicacdo do B. thuringiensis em leite UHT.

Palavras-chave: B. thuringiensis, microbiologia preditiva, leite UHT, modelo matematico primario,

ComBase.



1. INTRODUCAO

O leite longa vida esta presente em 86% dos lares brasileiros e representa 76%
do volume consumido. Assim esse produto supera as vendas dos segmentos dos
leites pasteurizados e leite em pd, que muitas vezes tém sua demanda aumentada
pela baixa disponibilidade de matéria-prima para beneficiamento (ASSOSSIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE LEITE LONGA VIDA, 2014).

O leite € composto por lactose, glicerideos, proteinas, sais, vitaminas e enzimas
(ORDONEZ, 2005). Esta composicdo muito rica faz com este tipo de produto se
torne vulneravel a contaminagdo por microrganismos. Visto isso, € necessaria a
implementag&o de procedimentos que assegurem a inocuidade e qualidade durante

a cadeia de beneficiamento (Oliveira, 2008).

O género Bacillus spp. estd frequentemente associado a surtos alimentares
envolvendo lacteos, principalmente por sobreviverem a tratamentos a altas
temperaturas. A falta de boas praticas agropecuarias durante a ordenha aumenta a
carga microbiana do leite cru, o que pode tonar ineficiente o processo térmico ao

qual o leite serd submetido.

E neste contexto de seguranca dos alimentos que se insere a modelagem
matematica e a microbiologia preditiva, que podem ser utilizadas como ferramentas
para gestdo de riscos, auxiliando na otimizacdo dos planos de seguranca dos
alimentos, avaliando processos e na vida de prateleira dos produtos. Além disso, a
utilizacé@o deste tipo de ferramenta matemética permite desenvolver modelos para o
comportamento dos microrganismos por meio de parametros cinéticos de

multiplicacéo.

Uma cepa de B. thuringiensis foi isolada de uma amostra de leite UHT no Rio
Grande do Sul, pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. O B.
thuringiensis € um microrganismo com atividade entomopatdgeno, ou seja, possui
atividade inseticida contra alguns insetos. O B. thuringiensis € muito semelhante

genotipicamente e fenotipicamente ao B. cereus, sendo diferenciados apenas pela



producdo cristais pelo B. thuringiensis. A andlise por métodos moleculares
demonstram que ndo ha distincdo entre estas cepas. Esta semelhanca também
esta na presenca de toxinas enteretoxigénicas, que podem causar surtos
alimentares. Foi esta razdo que motivou o estudo dos parametros cinéticos da
multiplicacdo deste microrganismo e suas implicacGes, por meio de modelagem

matematica e microbiologia preditiva.

2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO PRINCIPAL

Avaliar a curva de multiplicacdo de Bacillus thuringiensis extraido de uma
amostra de leite UHT, por meio de modelagem matematica e microbiologia

preditiva.

2.20BJETIVOS ESPECIFICO

-Determinar os parametros cinéticos de multiplicacdo de B. thuringiensis em
leite UHT;

- Construir o modelo primario de multiplicacdo de B. thuringiensis em leite
UHT.

- Avaliar o modelo de multiplicacédo obtido nesse estudo por meio dos valores
do coeficiente de determinacéo (R?) e do erro quadratico médio (RMSE);

-Comparar o modelo de multiplicacdo obtido nesse estudo a modelos

gerados por programas ComBase Predictive;

-Avaliar o comportamento do B. thuringiensis durante o periodo de incubacgéo

e suas implicacdes para a industria e para o consumidor.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1LEITE
Segundo a Instrugdo Normativa IN 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA), o leite € o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condicdes higiénico-sanitarias, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite obtido da ordenha de animais sadios deve ser ordenhado em
ambiente com praticas higiénicas e isento de colostro

O leite é constituido basicamente por agua, carboidratos, gorduras, proteinas,
vitaminas e minerais, sendo a 4gua o0 componente presente em maior quantidade.
Segundo Ordonez 2005, o leite é uma mistura homogénea de substancias como
proteinas, gorduras e carboidratos. Algumas destas substancias encontram-se em
emulsdo, que é o caso da gordura e compostos associados. Outras se encontram
em suspensao, caso das proteinas e minerais, e ainda algumas estao em forma de

dissolucéo verdadeira, que € o caso das proteinas e vitaminas hidrossoluveis.

3.2PRODUCAO E MERCADO DE LEITE

Segundo o censo Agropecuario do IBGE existem no Brasil aproximadamente
5,2 milhdes de propriedades rurais, e que deste total, 25% se dedicam a producédo
de leite. As regides que apresentam maior percentual das propriedades
fornecedoras de leite sdo a Regido Sul que apresenta 41% do numero de
estabelecimentos, seguida das regides Centro-oeste com 39%, Sudeste com 33%,
Norte 18% e regido Nordeste com 16% (IBGE, 2014).

Os estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana figuram entre os
principais produtores de leite cru do pais. Na Tabela 1 sdo apresentados os 10

principais produtores de leite do Brasil.



Tabela 1:Estados com maior volume de leite produzido no Brasil.

Unidades da federagcdo com as
maiores producdes de leite.
1° Minas Gerais
2°  Rio Grande do Sul
3° Parana
4°  Goias
5°  Santa Catarina
6° Séao Paulo
7° Bahia
8°  Mato Grosso
9°  Rondonia
10° Pernambuco
Fonte: IBGE - Diretoria de Pesquisas, Coordenacéo de Agropecuaria, Pesquisa da

Pecuéria Municipal (2012).

O volume de leite produzido por esses 10 estados representa 86,6% da
producdo do pais, o que corresponde a aproximadamente 28 bilhdes de litros de
leite (IBGE, 2012). O Brasil no ano de 2011 chegou a uma producéo de 32 bilhdes
de litros de leite (MAIA, 2013) com uma previsao para o ano de 2014 de 37 bilhdes
(MILKPOINT, 2014).

Em meados dos anos 90 comecou no Brasil um processo de
desenvolvimento da producédo leiteira que foi estimulado pela expansdo da
economia do pais por meio da participacdo no mercado externo e também pelo
aumento notavel do poder de compra da populacdo (JANK et al, 1999). Desde
entdo o Brasil vem apresentando elevacdo no montante de producéo, ainda que em
taxas constantes, destacando o pais no cenario internacional de mercado leiteiro.
Segundo dados da FAO (2012) em 2010 o Brasil foi o quinto maior produtor de leite
cru, sendo o volume de leite produzido igual a 31 bilhdes de litros, enquanto
Estados Unidos, india, China e Russia foram os quatro primeiros colocados.

O potencial de expansao do mercado de pecuaria de leite seria maior em paises
em desenvolvimento segundo Berlezi (2013), visto que em paises ja desenvolvidos
a producédo iria variar pouco ja que a demanda do produto seria suprida pelo
comércio local e que o mercado nesta classe de paises ja estaria saturado. No
Brasil, a situacdo seria oposta a ocorrida em paises desenvolvidos visto a
possibilidade da populacdo mudar de uma classe de menor poder aquisitivo para
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uma de maior poder aquisitivo. Concomitantemente ao aumento do poder aquisitivo
da populacdo ocorre uma mudanca nos habitos alimentares. O aumento da renda
per capita das classes C e D faz com que estas classes mudem seus hébitos
alimentares, consumindo em maior quantidade produtos lacteos, o que reflete o
crescimento da producéo de leite no pais. (SILVA, 2012; SCHIAVI, s.d.).

Segundo Berlezi (2013), o Brasil poderia vir a se tornar um pais influente no
mercado externo de lacteos ja que a oferta de leite no pais tende a crescer
significativamente nos proximos anos; para tanto seria necessario que o foco do
mercado de laticinios no pais estivesse voltado para exportacdo (SPEROTTO,
2012). Para atingir o mercado externo e consolidar a atividade leiteira nacional no
exterior seria necessario a implementacdo de politicas que prospectassem novos
compradores para nossos produtos, pela insercdo de praticas higiénicas e de
qualidade que assegurem o0 padrdo de qualidade exigido pelos mercados
importadores (TRENNEPOHL, 2011). Visto isso, acredita-se que seja necessario
que o mercado atual passe por mudancas na forma de gerir esse setor da industria

de alimentos a fim de atender ao mercado consumidor cada vez mais exigente.

3.3PROCESSAMENTO DE LEITE CRU

Como mencionado anteriormente, durante a década de noventa, o Brasil
passou por mudancas significativas no volume de producdo de leite devido a
mudancas salariais e a novos habitos alimentares dos brasileiros. A partir deste
momento viu-se a necessidade de alteracdo da gestdo da cadeia de pecuaria de
leite, e que uma das mudancas a ser implementada seria a estocagem refrigerada
de leite cru (BRASIL, 2002).

Atualmente o processamento do leite é constituido basicamente das etapas
de recepcdo do leite cru, resfriamento, armazenamento, pré-aquecimento,
centrifugacédo, homogeneizacédo, pasteurizacao, tratamento UHT, envase asséptico

e estocagem.



3.3.1 RECEPCAO DO LEITE CRU

Inicio do processo produtivo, no qual os caminhdes isotérmicos chegam até a
plataforma de recepcéo do laticinio para descarregar o produto. Nesta etapa sao
realizadas todas as analises fisico-quimicas apresentadas na Tabela 2 que séo
exigidas pela Instrucdo Normativa 51 (BRASIL, 2002), somente apds a aprovacao

da matéria-prima da-se inicio ao procedimento de descarga do leite.

O leite cru deve ser recebido a uma temperatura de até 10°C, e o
procedimento de descarregamento deve ser realizado com mangueiras coletoras de
facil higienizacdo. J4 os tanques para armazenamento devem ser de material

inoxidavel.

Tabela 2: Andlises fisico-quimicas de rotina na indlstria de laticinios.
CONTROLE DIARIO DE ANALISES NO RECEBIMENTO

Temperatura

indice Crioscopico

Acidez Titulavel

Densidade Relativa, a 15/15°C
Teor de Gordura

% de Sdlidos Totais e de Solidos ndo gordurosos
Teste do Alcool /Alizarol na concentragdo minima de 72% v/v (setenta e dois

por cento volume/volume)

Pesquisa de Fosfatase Alcalina (quando a matéria-prima for proveniente de
Usina e ou Fabrica)

Pesquisa de Peroxidase (quando a matéria-prima for proveniente de Usina e
ou Fabrica)

Pesquisa de Neutralizantes da Acidez e de Reconstituintes da Densidade

3.3.2 RESFRIAMENTO

O leite pode chegar a plataforma com uma temperatura de até 10°C, contudo
deve ser armazenado em uma temperatura de no maximo 7°C (BRASIL, 2002). Por
essa razao, logo apos a aprovacao das analises fisico-quimicas o leite deve passar
por um processo de resfriamento, para que a sua temperatura figue em um valor

menor ou igual a 7°C. Esta temperatura deve ser mantida para que ndo haja a



multiplicacéo exagerada de bactérias que possam acidificar a matéria-prima.

3.3.3 ARMAZENAMENTO

O leite cru é refrigerado em silos de aco inoxidavel 304 ou 316, podendo ser
estocado por um periodo de até 48 horas a temperaturas de no maximo 7°C, para

gue néo haja multiplicacdo de microrganismos ou formacao de toxinas.

3.3.4 PRE-AQUECIMENTO

O leite deve ser aguecido a uma temperatura de aproximadamente 32°C a fim
de aumentar a eficiéncia do processo de centrifugacéo.

3.3.5 CENTRIFUGACAO

Esta etapa é realizada para promover a remocdo de sélidos indesejaveis, a
diminuicAo da contagem de microrganismo e de células somaéticas pela

bactofugacao e padronizacéo do leite (GEA, 2014).

3.3.6 HOMOGENEIZACAO

A homogeneizacdo do leite ocorre na saida da centrifuga, quando este €
submetido a altas pressfes e velocidades. A pressdo a qual o leite é submetido
deixa os globulos de gordura menores, diminuindo a tendéncia a aglomeracao

desses glébulos durante o armazenamento do produto.

3.3.7 PASTEURIZACAO

Na pasteurizacdo o leite é submetido a uma temperatura entre 72°C e 75°C, por
um periodo entre 15 e 20 segundos, seguido de resfriamento imediato a 4°C
(BRASIL, 2002). Esta etapa do processamento deve ser realizada em um trocador
de calor de placas, com painel de controle equipado com termorregistrador

automético, valvulas de desvios e termOmetros. O intuito da pasteurizagdo €



diminuir a contaminag¢ao por microrganismos patdogenos e deteriorantes sensiveis a
tratamentos térmicos, aumentando a vida util do produto visto que elimina os

microrganismos que podem alterar a composi¢éo nutricional do leite.

3.3.8 TRATAMENTO UHT

De acordo com a portaria n° 370/1997, o processo de ultra pasteurizacao
consiste em submeter o leite homogeneizado a uma temperatura entre 130°C e
150°C, por um periodo entre 2 e 4 segundos, mediante um processo térmico de
fluxo continuo, sendo este imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a
32°C e envasado sob condicbes assépticas em embalagens estéreis e

hermeticamente fechadas.

3.3.9 ENVASE ASSEPTICO

Antes de ser envasado o leite passa por um processo de resfriamento, para que
assim possa ser envasado (DuPont, 2014). Nesta etapa o leite UHT € envasado em
embalagens estéreis e hermeticamente fechadas, que impedem a passagem de
microrganismos e criam uma barreira contra luz, dgua e ar (TETRAPAK, 2014). As
embalagens podem ser de material cartonado, PET (LISITA, 2010) ou flexiveis
(CAMPOS, 2014).

3.3.10 ESTOCAGEM

O armazenamento do leite deve ser realizado em lugares secos, com
condi¢des higiénicas suficientes, livre de pragas, umidade, luz intensa e calor. E
indispensavel que durante as etapas do processamento sejam assegurados todos
0s requisitos do programa de Boas Préticas de Fabricacédo (BPF). Este programa é
composto por um conjunto de diretrizes que visam assegurar as condicdes
higiénico-sanitarias do alimento, abrangendo as etapas desde a recepcao das

matérias-primas até a expedicdo do produto final.



3.4BOAS PRATICAS DE FABRICACAO

A crescente demanda por produtos de melhor qualidade implica na
necessidade de implantacdo de medidas que visem ao aumento na qualidade da
matéria-prima e dos produtos prontos. No entanto a ideia de que € necessério
implementar procedimentos para aumentar e assegurar a qualidade do insumo a
ser vendido ainda é pouco difundida entre os principais responsaveis pelas

matérias-primas.

Hoje em dia ndo € somente os oOrgdos fiscalizadores que exigem que o
padrao de qualidade seja mantido, os consumidores também querem que o produto
pelo qual eles pagam seja indcuo e de qualidade. Visto isso, os produtores devem
implementar procedimentos de boas praticas de pecuaria que maximizem a
qualidade de sua matéria-prima, e que esse cuidado durante a pecuaria do leite se
reflita no produto final que chega ao consumidor. A FAO em 2013 langou uma
segunda edicdo de um guia de Boas Préaticas de Pecuaria do leite focado na
propriedade rural, que busca por meio da implementacdo de Boas Praticas nas
areas de saude, nutricdo e bem-estar animal, higiene na ordenha, gestdo do meio
ambiente e socioecon6mica, aumentar a rentabilidade, a produtividade e

principalmente garantir um insumo de alta qualidade.

A fiscalizacdo estabelece por meio da Portaria 368/1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os pré-requisitos basicos e
necessarios para implementacdo de Boas Praticas em estabelecimentos
industrializadores de alimentos. Somado a isso, a Portaria n° 46, de 10 de fevereiro
de 1998, instituiu a obrigatoriedade do Sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle — APPCC a ser implantado nas industrias de produtos de
origem animal sob regime do Servico de Inspecédo Federal — SIF e a Resolucéo do
Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) n° 10, de 22 de
maio de 2003, instituiu a implantacdo dos programas de PPHO — Procedimento
Padrdo de Higiene Operacional, definindo pontos essenciais que devem ser

controlados pelas empresas a fim de que a seguranca dos alimentos seja mantida.

Em 2005 como uma forma de padronizar os procedimentos de fiscalizacéo, o
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DIPOA implementou por meio da Circular 175 um programa de fiscalizacéo
baseado nas Portarias 368/1997 e 46/1998, e na Resolucdo 10/2003. Este
programa visa garantir os padrfes higiénico-sanitarios nos estabelecimentos
beneficiadores de produtos de origem animal pela fiscalizacdo continua e

sistematica.

Os pré-quesitos estabelecidos por este programa e que sdo utilizados como
elementos fiscalizadores estao descritos na tabela 3:

Tabela 3: Programas de Auto Controle que devem ser implementados em estabelecimentos
beneficiadores de produtos de origem animal (DIPOA, 2009)

PROGRAMA AREA DE APLICACAO
PAC 1 Manutencéo das instalacfes e equipamentos industriais
PAC 2 Vestiarios, sanitarios e barreiras sanitarias
PAC 3 lluminacéo
PAC 4 Ventilagdo
PAC 5 Agua de abastecimento
PAC 6 Aguas residuais
PAC 7 Controle integrado de pragas
PAC 8 Limpeza e sanitizacao
PAC 9 Higiene, hébitos higiénicos, treinamento e salde dos operérios
PAC 10 Procedimentos Sanitarios das Operacdes
PAC 11 Controle da matéria-prima, ingredientes e material de embalagem
PAC 12 Controle de temperaturas
PAC 13 Calibracéo e afericdo de instrumentos de controle de processo
PAC 14 Avaliacdo do Programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
PAC 15 Controles laboratoriais e analises
PAC 16 Controle de formulacéo dos produtos fabricados
PAC 17 Certificacdo dos produtos exportados

A fiscalizacdo busca com o auxilio destes programas, que abordam
principios e regras, a correta manipulagdo de alimentos, levando-se em
consideracdo toda linha de producdo, desde a matéria-prima até o produto final,
envolvendo as condigbes de armazenamento, condigbes estruturais de edificios,
condicbes de equipamentos, sanitizacdo de equipamentos e dependéncias da
empresa, controle de pragas, higiene pessoal e tratamento de efluentes.
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Programas de qualidade como APPCC e BPF asseguram por meio de
pontos criticos de controle e praticas de producdo higiénico-sanitarias que
microrganismos mesofilos e psicrotroficos tais quais Coliformes, Salmonella,
Listeria e Bacillus ndo se multipliguem no leite. Dentre estes microrganismos o
género Bacillus spp. se destaca quando falamos de producéo de leite UHT pelo fato
de ser esporulado e poder permanecer no leite tratado termicamente, mesmo que

sejam implementados programas para controle da produgao.

3.5Bacillus spp.

Bacillus spp. € um género de bactéria Gram (+), formador de esporos, com
linhagens psicrotroficas. E considerado um potencial contaminante de alimentos por
se desenvolver em ampla faixa de temperatura e ter capacidade de esporulagao.
Griffiths (1989) estudou a multiplicacdo desse género em temperaturas desde 6°C
até 25°C, e observou que as espécies que mais se desenvolveram nesse intervalo
de temperatura foram o B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides. Estas trés
espécies sdo muito semelhantes, sendo bastante dificil distingui-las fenotipicamente
(DROBNIEWSKI, 1993).

O género Bacillus spp. esta frequentemente associado a surtos alimentares
envolvendo produtos lacteos, principalmente pelo fato de serem mesofilicos
esporulados, sobrevivendo a tratamentos a altas temperaturas. As bactérias deste
género sao usualmente encontradas em pequenas quantidades nos alimentos,
porém acredita-se que o aumento da contaminacdo se dé por falhas no controle da
temperatura do tratamento térmico e no armazenamento (FORSYTHE, 2013). A
falta de boas praticas durante a ordenha aumenta a carga microbiana do leite cru, o
gue pode tornar ineficiente o processo térmico ao qual o leite serd submetido. Além
disso, os enddsporos formados por essas bactérias quando elas sdo submetidas a
condicdes estressantes, aumentam sua resisténcia a altas e baixas temperaturas,

ambientes secos e diversos sanitizantes.

A espécie mais estudada desse género é B. cereus que pode causar dois

tipos de doengas gastrintestinais sdo elas: sindrome emeética e sindrome diarréica,
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ambas causadas por enterotoxinas. Ha cepas de B. cereus que podem produzir
ambas toxinas. A sindrome do tipo diarréica possui sintomas semelhantes a
intoxicacao por Clostridium perfringens, sendo originada pela ingestao de alimentos
contaminados com esporos que, no trato gastrintestinal, produzem uma
enterotoxina termolabil (com resisténcia de 5 minutos a 60°C). A sindrome emética
€ causada pela ingestdo de um numero elevado de células (mais de 100.000 por
grama de alimento) e assemelha-se a intoxicacdo alimentar causada pelo
Staphylococcus aureus. Nessa sindrome ocorre a producdo de uma toxina
termoestavel (resistente por 90 minutos a 121 °C, estavel em pH entre 2 a 11)
(FORSYTHE, 2013).

Segundo Gore et al. (2003), a producdo de enterotoxinas pelo B. cereus
ocorre quando o microrganismo se multiplica a cerca de 32°C, em condicdes
aerdbias, com uma concentracdo de 1% de carboidratos e pH alcalino. Assim,
alimentos que contém elevados niveis de amido, frutose ou lactose, como produtos
lacteos, vegetais e carneos (KOTIRANTA, LOUNATMAA, HAAPASALO, 2000)
gquando estocados em temperatura ambiente por longos periodos, estdo mais
sujeitos ao desenvolvimento de B. cereus enterotoxigénicos.

O grupo Bacillus spp. é considerado muito semelhante fenotipicamente,
sendo a distingdo entre as espécies por provas bioquimicas de dificil realizacdo. As
espécies de B. mycoides, B. thuringiensis e B. antrhacis sdo consideras
subespécies do B. cereus. Ahmed et al. (1995) relatam a alta semelhanca entre
Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis, diferenciados apenas pela producédo de
cristais durante a esporulagdo pelo género B. thuringienses. Contudo, em
momentos em que 0 microrganismo ndo se encontra na forma de esporos, néo

havera distincdo entre os géneros B. thuringiensis e B. cereus.

3.5.1 Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis é uma bactéria Gram (+) formadora de esporos que possui
atividade inseticida pela produgéo de cristais formados durante a esporulagcédo. Os
cristais de B. thuringiensis, também conhecidos por d-endotoxinas, sdo formados
principalmente por proteinas denominadas Cristal (Cry), (BRAVO; GILLB;
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SOBERON, 2007). Estes cristais apresentam atividade entomopatogénica para
varias espécies de insetos e, por isto, essa bactéria vem sendo utilizada como

inseticida natural em lavouras.

A identificacdo do B. thuriengiensis é realizada por provas bioquimicas, que
segundo a Instrucdo Normativa 62 consistem em testes de: Coloracdo de Gram,
catalase, motilidade, reducdo de Nitrato, hemdlise em sangue de carneiro,
decomposicdo da tirosina, crescimento de rizoide, e por fim a verificagdo da
presenca dos cristais por métodos moleculares. Porém, se as células de B.
thuringiensis forem submetidas a tratamentos térmicos, pode ocorrer a perda do
plasmideo responsavel pela formacdo dos cristais, e a bactéria pode nao ser mais
identificada como B. thuringiensis (GRANUM, 2002; European Food Safety
Authority, 2005). Nesse sentido, B. cereus e B. thuringiensis sao geneticamente
indistinguiveis, exceto pela presenca desse plasmideo e, consequentemente, dos
cristais. No entanto, estudos indicam que espécies de B. cereus e B. thuringiensis
podem adquirir ou perder este plasmideo por troca horizontal, que consiste na troca
de genes entre bactérias ndo descendentes por conjugacdo, transducdo ou
transformacao (THORNE, 1993).

Estudos demonstram que cepas de B. thuringiensis podem causar a mesma
sindrome diarréica ocasionada por enterotoxinas de B. cereus (RIVERA et al,
2000; HANSEN and HENDRIKSEN,2001). Além disso, algumas analises
laboratoriais demonstraram que vegetais prontos para consumo apresentaram
cepas de B. thuringiensis (Frederiksen et al., 2006; Hendriksen & Hansen, 2006).
Este microrganismo ja foi identificado em comidas prontas para consumo, vegetais
e frutas (ZHOU, et. al., 2007). Também algumas cepas desta espécie possuem a
capacidade de causar diarreia por possuirem genes enteretdxicos iguais aos
encontrados nas estirpes de B. cereus causadoras de surtos alimentares (WILCKS,
2006). O fato das linhagens de B. thuringiensis e B. cereus serem muito
semelhantes quanto a genética pode justificar o baixissimo nimero de notificagées
de contaminacé&o alimentar por B. thuringiensis que na maioria das vezes, devido a
semelhanca entre as espécies, acaba confundido com B. cereus. Dessa forma o
namero de surtos alimentares envolvendo o B. thuringiensis pode estar

subestimado visto que muitas vezes 0 agente etioldgico pode ser erroneamente
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identificado como B. cereus (PAIVA et. al., 2009).

A bactéria do género B. thuringiensis € comumente encontra no solo visto
que esta é utilizada como pesticida para controle de pragas (PERANI et al., 1998).
Contudo, esta espécie possui a capacidade de produzir toxinas capazes de causar
intoxicacbes em humanos (PESSOA, 2014). Assim, objetiva-se com auxilio de
modelagem matematica e microbiologia preditiva estudar o comportamento deste
microrganismo em leite UHT por meio da obtencdo de parametros cinéticos de

multiplicacéo, e a potencialidade deste em causar surtos alimentares.

3.6 MODELAGEM MATEMATICA E MICROBIOLOGIA PREDITIVA

Ao falarmos de modelagem matematica nos referimos a um conjunto de
proposicdes baseadas em simulagdes, que nos auxiliam no entendimento do
comportamento de processos estudados (Baranyi & Roberts, 1995). Este tipo de
ferramenta matematica vem se desenvolvendo e se difundindo desde os anos 80
com a popularizacdo dos computadores pessoais. Os modelos matematicos
atualmente sdo utilizados como uma forma de predizer e auxiliar na solugédo de
problemas praticos (ANJOS, 2013).

Whiting e Buchanan (1994) fizeram a diferenciacdo dos modelos em
primarios, secundarios e terciarios. Os modelos primarios descrevem a evolucdo da
multiplicacdo microbiana pela determinagdo dos parametros microbioldgicos
cinéticos correspondentes as fases de multiplicacdo dos microrganismos. Com a
determinacdo destes parametros pode-se gerar um grafico correspondente as
quatro fases do crescimento bacteriano: adaptacédo, exponencial, estacionaria e
morte (ALVARENGA, 2008).

Os modelos secundarios descrevem a dependéncia dos parametros
cinéticos com os fatores ambientais, como por exemplo a mudanca causada pela
alteracdo da temperatura; enquanto modelos terciarios sdo representados por
softwares que se baseiam em modelos priméarios e secundarios para predizer o
comportamento do microrganismo de interesse em funcao das condi¢cdes as quais
foram submetidos (MILLER et. al., 2004). Os programas Pathogen Modeling

Program (PMP), Food MicroModel, Seafood Spoilage Predictor e Food Spoilage
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Predictor, fazem parte dos softwares disponiveis para estudos de microbiologia
preditiva (FERREIRA, 2004); outro exemplo de modelo terciario € programa

ComBase Predective Model.

E neste contexto de modelagem matematica que se insere a microbiologia
preditiva, que prediz o comportamento do microrganismo por meio da analise de
dados experimentais. A microbiologia preditiva de alimentos é uma area com
potencial para desenvolvimento por ser considerada uma ferramenta util na analise
de riscos (SHIMONI e LABUZA, 2000).

Assim utilizando-se essas ferramentas juntamente com o0s dados
experimentais de multiplicagdo microbiana é possivel estimar os parametros
cinéticos como velocidade maxima de multiplicacdo (u), duragcéo da fase lag (A) e
populacdo microbiana maxima atingida (In) (SARMENTO, 2006). Além disso, 0s
dados laboratoriais podem ser utilizados para constru¢cdo de um grafico da curva

tipica do crescimento bacteriano. Essa curva apresentara trés fases:

e Fase lag: Fase na qual o microrganismo estd se adaptando ao meio
de cultivo;

e Fase exponecial: Fase na qual a multiplicagdo microbiana cresce de
forma exponecial;

e Fase estacionaria: Fase com numero maximo de células, na qual a

taxa de multiplicacéo € igual a de morte microbiana.

A curva obtida pela modelagem sera semelhante a representada na figura 1.
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Figura 1: Curvatipica do comportamento de desenvolvimento microbiano (SWINNEN et al.,
2004).

Segundo Neumeyer et. al. (1997), a microbiologia preditiva possui diversas
vantagens, entre as quais pode estimar o tempo de vida de prateleira, avaliar os
processos de higienizacdo e determinar niveis microbiolégicos seguros para os
produtos. O uso de modelagem matematica pode diminuir a necessidade de

analises laboratoriais de longo prazo e otimizar processos (DAVEY, 1994).
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Avaliagcao da multiplicagao de Bacillus thuringiensis em leite UHT por meio de

modelagem matematica e microbiologia preditiva

Resumo: Bacillus spp. sao bactérias esporuladas, as quais tém a capacidade de
resistir a tratamentos com temperaturas elevadas e frequentemente estéao
envolvidas em surtos alimentares. Bacillus thuringiensis € uma bactéria pertencente
a esse grupo comumente utilizada no controle de pragas da agricultura, contudo ja
foi responsavel por Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) O presente traballho
teve por objetivo analisar a multiplicacdo de uma cepa de B. thuringiensis advinda
de uma contaminacdo de leite UHT, utilizando modelagem matematica e
microbiologia preditiva. A cepa de B. thuringiensis foi artificialmente inoculada em
leite UHT e armazenada a 26°C. Pelo programa ComBase DMFit construiu-se uma
curva de multiplicacdo que resultou em um coeficiente de determinacdo (R%) de
0,9901 e um erro quadratico médio (RMSE) de 0,1989. Os resultados
demonstraram que a multiplicagdo de B. thuringiensis em leite UHT alcangcou uma
concentracdo de 10’ log UFC/mL em aproximadamente 15 horas. A fase lag desta
multiplicdo durou um periodo de 6 horas, o que significa que esta bactéria se
desenvolve bem em leite UHT. O modelo obtido experimentalmente foi comparado
com uma curva obtida pelo ComBase predictor para Bacillus spp, e observou-se
que os parametros cinéticos foram semelhantes. Isto significa que a cepa de B.
thuringiensis analisada apresentou modelo de multiplicacdo similar ao género
Bacillus spp. como referenciado em diversos estudos. Por fim, o modelo obtido
experimentalmente foi compativel com os modelos preditos, podendo ser utilizado

no estudo da multiplicacdo do B. thuringiensis em leite UHT.

Palavras-chave: B. thuringiensis, microbiologia preditiva, leite UHT, modelo matematico primario,

ComBase.
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4.1INTRODUCAO

Bacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas, aerdbias, formadoras de
enddsporos, consideradas ubiquas, ou seja, estdo presentes no solo, agua e
poeira. Esses microrganismos tém a capacidade de resistir a tratamentos com
temperaturas elevadas e podem estar envolvidos em surtos alimentares. Espécies
desse género podem ser identificadas em produtos “in natura”, frescos ou

processados, derivados do leite e em cereais (JAY, 2005).

A espécie Bacillus cereus é considerada a mais importante deste género,
contudo existem relatos que incluem a ocorréncia de contaminacdo alimentar,
devido a presenca de B. mycoides, B. thuringiensis e B. anthracis (COSENTINO, et.
al., 1997; PRUB et. al., 1999; SWIECICKA e MAHILLON, 2006). Além disso,
diversos autores destacam que esses microrganismos sdo bastante similares
quanto a morfologia, aspectos bioquimicos e producdo de enterotoxinas,
responsaveis pelas possiveis intoxicacdes alimentares (FORSYTHE, 2013; LAGO,
2002; PESSOA, 2014).

4.1.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € um bastonete Gram-positivo entomopatogénico (causa
doencas em insetos), esporulado e que produz cristais téxicos durante a
esporulacdo. B. thuringiensis € uma bactéria aerdbia, porém nao estrita, com faixa
de temperatura de multiplicacdo entre 10 e 45 °C. Ela pode utilizar uma variedade
de substratos como fonte energética sdo exemplos a lactose, a glicose e a
sacarose (PANAROTTO, 2006).

A principal caracteristica que difere o B. thuringiensis das demais espécies do
mesmo género é a presenca intracelular de um cristal protéico (GLARE;
O’'CALLAGHAN, 2000; HABIB; ANDRADE, 1998; MORAES; CAPALBO; ARRUDA,
2001; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). A producéo de cristais proteicos
representa uma caracteristica tipica de B. thuringiensis e, em geral, ocorre durante

18



a esporulacéo.

Estudos demonstram que algumas cepas de B. thuringiensis sdo capazes de
produzirem enterotoxinas e que esses microrganismos foram isolados de varios
alimentos, como por exemplo, produtos lacteos e uvas (BAE, et al., 2004;
BIDOCHKA, et al., 1987). O aumento do uso dessa bactéria como inseticida natural
pode ser um dos fatores para o0 aumento dos casos de intoxicagdo alimentar, visto
gque 0s esporos posteriormente poderdo germinar e produzir enterotoxinas
(COSENTINO et. al.,, 1997). Pesquisas apontam que foram encontradas em
espécies de B. thuringiensis enterotoxinas codificadas pelos genes hbl, nhe e bceT.
Estas toxinas também s&o encontradas em linhagens de B. cereus e séo
comumente envolvidas em surtos alimentares. O envolvimento deste
microrganismo em relatos de surtos alimentares € considerado esporadico, mesmo
com a comprovacao da producdo desta toxina pelo B. thuringiensis, (JACKSON et
al., 1995).

4.1.2 Bacillus spp. E CONTAMINACAO DE PRODUTOS DERIVADOS DO
LEITE.

O leite € um alimento com valor nutritivo muito elevado (SANTIAGO, 2008), o
que favorece o desenvolvimento de indmeros microrganismos, tornando-o
altamente perecivel, além de um importante veiculo de agentes de toxinfeccdo
alimentar (PONSANO et al., 2001). Muitos desses agentes, no entanto, séo
destruidos por altas temperaturas as quais o leite é submetido durante o seu
processamento (MIJACVIC e SAMARDZIJA, 1996).

Contudo, alguns microrganismos esporulados conseguem permanecer nos
alimentos mesmo se eles forem submetidos a tratamentos térmicos, como a fervura
e a pasteurizacdo. Dentre as formas esporuladas, Bacillus spp. destaca-se na
industria alimenticia como agente causador de intoxicacdo alimentar, aléem de
provocar grandes prejuizos econdmicos por ser um potencial deteriorante de
alimentos (COSENTINO et al., 1997). Em um estudo conduzido por (WONG et al.,
1998), a maioria das cepas de Bacillus spp. isoladas de produtos derivados do leite,

incluindo leite pasteurizado, sorvete e leite em po foram capazes de produzir
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toxinas. Desses microrganismos, foram identificadas espécies de B. cereus, B.
thuringiensis e B. mycoides. Turnbull (1989) descreve que B. thuringiensis e B.
mycoides sdo fortemente relacionados ao B. cereus, e que eles tém a capacidade

de produzir toxina enterotoxigénica.

Acredita-se que a contaminagcdo por esta espécie de microrganismos venha
diretamente do solo, ar e agua, sendo que a presenca destes em equipamentos
pode contribuir para recontaminagéo do leite tratado termicamente. Além do mais,
Gordon (1977) relatou o envolvimento de B. thuringiensis em um caso de mastite
bovina, o qual resultou na morte do animal. Além deste caso envolvendo um
animal, ha indicacdo do envolvimento de B. thuringiensis em casos de surtos com
frutas, vegetais, sobremesas (sorvetes, pudins e bolos), pratos prontos, produtos
tratados termicamente, molhos, arroz, carnes, queijo, maionese e pastas
(ROSENQUIST et. al., 2005).

4.20BJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo analisar a multiplicacdo de uma cepa de B.
thuringiensis em leite UHT com o auxilio de modelagem matematica e microbiologia

preditiva.

4.3MATERIAIS E METODOS

4.3.1 OBTENCAO DOS DADOS DE MULTIPLICACAO DA BACTERIA
Bacillus thuringiensis

A cepa de B. thuringiensis foi isolada de uma amostra de leite UHT no Rio
Grande do Sul. O microrganismo foi identificado pela analise de PCR e

sequenciamento no MegaBACE™

500 (APBiotech, Japao) seguido por andlise in
silico nos bancos de dados do Basic Local Alignment Serch Tool (BLAST) e do
Ribosomal Database Projetc (RPD). Essa identificacdo foi realizada no Laboratorio
de Imunovirologia Molecular e Bioquimica de Proteinas da Universidade Federal de
Visoga (MG) e a analise da multiplicacdo dessa bactéria em leite foi realizada no

Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos, do Instituto de Ciéncia e
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Tecnologia de Alimentos - ICTA/UFRGS.

Depois da identificacdo, o isolado bacteriano foi cultivado em caldo BHI (Brain
Heart Infusion), a 37°C, por 24 horas, e, depois do periodo de incubacéo, realizou-
se a lavagem da cultura, utilizando agua peptonada (0,1 % m/v) autoclavada para a
realizacdo do inoculo. A analise da multiplicacédo foi realizada em uma amostra de
leite UHT adquirida em um supermercado de Porto Alegre (RS), a embalagem foi
desinfetada com alcool etilico 70%. Uma amostra de 200 mL de leite UHT foi
colocada em um Erlenmeyer previamente esterilizado, no qual se inoculou 0,1 mL
de uma cultura contendo 102 UFC/mL do microrganismo estudado. Apés a
inoculacdo do microrganismo na amostra de leite, retirou-se aliquotas de 1,0 mL,
nos tempos 0; 2,5; 5; 6; 7; 8,5; 10; 11,5; 13; 14; 15; 16; 24 e 26 horas, durante a
coleta dos pontos a amostra de leite permaneceu sob uma temperatura de 26°C e
um recipiente fechado. A temperatura de 26°C foi escolhida pelo fato do
microrganismo ser mesofilico. Cada aliquota retirada foi submetida ao método de
diluicho em &gua peptonada (0,1 % m/v). Logo apds fez-se a semeadura das
diluicdes pelo método de espalhamento em placas de Petri contendo agar BHI e

agar mossel, que foram incubadas a 37°C, por 24 horas.

Apés este periodo de incubacao, foi realizada a avaliacdo quantitativa do
namero de células viaveis obtidas para cada ponto analisado, obteve-se assim o
namero de colbénias por mL (UFC/mL). Este nimero em UFC/mL foi transformado
para base log e submetido a analise matematica. Além das contagens bacterianas,
mediu-se o pH e a temperatura do leite inoculado no decorrer do experimento.

Foram realizadas duas curvas de multiplicacéo, independentes, para avaliar o
comportamento da bactéria em leite UHT, sendo as contagens de cada uma delas
executadas em duplicata. Concomitantemente a esse experimento realizou-se a
coloragdo de Gram dos microrganismos que se multiplicaram nas placas de agar
BHI e mossel, em todos os pontos analisados, a fim de verificar uma possivel

contaminacgao das amostras.
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4.3.2 MODELAGEM DOS PARAMETROS CINETICOS DE MULTIPLICACAO
de B. thuringiensis EM LEITE UHT

A multiplicacdo da bactéria foi investigada com o auxilio de um programa de
modelagem matematica chamado ComBase DMFit
(http://modelling.combase.cc/DMFit.aspx), o qual descreve o crescimento de
microrganismos baseado na andlise quantitativa e modelagem matematica dos

dados experimentais.

A equacao 1 representa o0 modelo basico para equacdo de Baranyi e a equacao
2 o valor da fase lag. A taxa de crescimento, tempo de geragédo e logaritmo da
densidade méaxima da populacdo (A) sdo representados pela equacédo 3, 4 e 5,

respectivamente.

Equacédo 1: Modelo béasico para equacao de Barany.

M max A(t) — l

WO =y, + e A —In(l + 61}177)
e A

x Vo

Onde:

y(t) = concentracao de células no tempo (t); e:

y = In(N/No) yo = concentragéo inicial de células no tempo 0 (t=0);
Ymax = concentracdo maxima de células;

Mmax = maxima taxa de crescimento

Equacdo 2: Variacdo da concentracdo de substrato em funcéo do tempo.

In(1+ 1
/l_n(+/%)

v

Onde:
go=Po/Kp; onde q, representa o estado fisioldgico das células;
Po = concentracdo de células no inicio do processo de crescimento;

Kp = constante de Michaelis-Menten
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Equacédo 3: Taxa de crescimento L.

d(In x(t))

u(t) =
u(0) "

Onde:

X(t) = Aumento da concentracao celular bacteriana em funcéo do tempo.

Equacédo 4: Tempo de geracao

G=In2/umax

Onde:

pmax = taxa maxima de crescimento atingida pelo microrganismo

Equacédo 5: Logaritmo da densidade méaxima da populagdo microbiana.

ln(e—;f{ + e—ho o E—I-j,—ho)

‘Z{ max

A(r) =

Onde:

ho= -Inag;

0o = estado fisioldgico das células no tempo t= to;
ho = estado fisiolégico inicial da célula

4.3.3 AVALIACAO DO AJUSTE PREDITIVO DA MULTIPLICACAO DE B.
thuringiensis EM LEITE UHT

O programa DMFit foi utilizado para obtencdo dos parametros cinéticos que
representam as respostas do comportamento de multiplicagdo do microrganismo
quando submetido a determinadas condi¢cfes. Entre os parametros calculados e
utilizados na avaliagdo do modelo estédo o coeficiente de determinagao (R?) e o erro
quadratico médio (RMSE). O R2? representa o erro meédio calculado pelo modelo,
enquanto o RMSE indica a adequacdo do modelo com os dados utilizados na
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modelagem. Valores R2 proximos a 1 sugerem que o modelo € o que mais se
adéqua ao comportamento de multiplicagcdo do microrganismo. Enquanto valores de
RMSE préximos a zero representam a melhor aproximacgéo entre os valores que
foram obtidos pela modelagem e observados no experimento (Oh et al., 2012;
Wang et al., 2013). As equacdes 6 e 7 representam os calculos para valores de R2

e RMSE, respectivamente.

Equacéo 6.Equacéo para o cé}Icqu do valor de R2.
N 2
i=1 Q’i - .}’i)

N o2
i=1 Vi

R?=1-

onde:

N = ntmero de pontos no conjunto de dados;
¥i = valor observado;

¥: = valor predito.

Equacéo 7,Equacéo para célculo do valor RMSE.

L(p—)?

n

RMSE =

onde:
n = nimero de observacgodes;

ﬁi = valor observado;
& = valor predito.

Além disso, utilizou-se para modelagem da curva de multiplicacdo o
programa ComBase Predictor ([http://modelling.combase.cc/]) com as seguintes
variaveis: temperatura 26°C, valor da contagem inicial 2,0 log UFC/mL e
microrganismo Bacillus spp. Dessa forma, os parametros cinéticos obtidos nesse
modelo foram utilizados para comparagdo com o0s dados obtidos
experimentalmente, j& que as condi¢bes (valores das variaveis) em que ambos

foram obtidos sdo bem semelhantes.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de leite UHT utilizada para o experimento foi testada para
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contaminagao microbiana antes da inoculacao da cepa de B. thuringiensis, e estava

livre de contaminacéo por células bacterianas viaveis.

Os resultados da contagem total obtidos pelo plagueamento direto em meio de
cultura foram transformados em base logaritmica e submetidos a modelagem
matematica no programa ComBase DMFit. Este programa, utilizando o modelo
primario completo de Baranyi e Robson (1994), descreve o0s parametros de
multiplicagcdo do microrganismo e modela uma curva de multiplicagdo microbiana. A

curva do experimento esta demonstrada na figura 2.

Log LIFC/ml

Tempo [horas)

Figura 2..Curva de multiplicacdo microbiana de B. thuringiensis em leite UHT a 26°C, ajustada aos
dados do DMFit. A linha representa o modelo primério. Cada ponto representa a média entre a
duplicata, repetido duas vezes.

A curva de multiplicacdo comecou com uma contagem de 2,04 UFC log/mL,
atingindo uma populacao final de 7,37 UFC log/mL. Pelo estudo, percebe-se que o
B. thuringiensis se multiplica rapidamente em temperatura igual a 26°C, sendo que
a temperatura 6tima de multiplicacédo varia de 25 a 37°C (KRAMER & GILBERT,
1989; DROBNIEWSKI, 1993; DUFRENNE et al., 1995).

Séo apresentados na tabela 4 os parametros da modelagem de multiplicacao
obtidos pelo DMFit tais quais: Concentracéo celular inicial e final, taxa maxima de

multiplicacéo e tempo da fase lag.
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Tabela 4: Parametros cinéticos obtidos no ComBase predictive models para modelagem da
multiplicacdo de B. thuringiensis em leite UHT a uma temperatura de 26°C.

Parametros Modelagem

R? 0,9901
RMSE 0,1989
Ln(No) 2.0423
Fase Lag (A) 5.9274
Umax 0.6153
In(N) 7.3686

R2 = Coeficiente de determinacdo; RMSE = Erro quadratico médio (adequacao ao modelo); In(No) = logaritmo
natural da concentragdo celular no tempo (to), expresso em UFC/mL; Fase lag (A) = tempo da fase lag em
horas; uméax = taxa maxima especifica de multiplicacéo; expressa em [log(UFC/mL)/h]; In (N) = logaritmo natural
da concentracao celular no tempo (t) em horas, expresso em UFC/mL.

Conforme demonstrada na Tabela 4, a fase lag correspondeu a um tempo de
5,92 horas. Este tempo de adaptagéo indica que o leite € um bom substrato para
desenvolvimento de B. thuringiensis, e que o periodo maximo ao qual o leite pode
permanecer a uma temperatura de 26°C € 5,92 horas. Segundo Takami et. al.
(1990), o Bacillus spp. possui facilidade em se adaptar e desenvolver, tanto em
meios sintéticos quanto em meios mais complexos. O Bacillus spp se desenvolve
bem em meios ricos em carbono e nitrogénio, o que é o caso do leite (GIONGO,
2006).

A populagéo final de células foi de 7,36 UFC log/mL, alcancada em um
periodo de aproximadamente 15 horas de incubacdo a 26°C. De acordo com
Albrecht (2014), a dose infectante para Bacillus spp é de 10° UFC log/mL, o que
significa que ao final de um periodo de 13 horas a amostra se consumida ja
causaria surto, caso a cepa fosse patogénica. A dose inicial utilizada para
incubacédo foi de 2 UFC log/mL, caso esta concentracao inicial fosse mais alta, a
guantidade de células vidveis necessarias para ocasionar um surto poderia ser
atingida mais rapidamente visto que este microrganismo apresentou facilidade de

multiplicacéo em leite.

Na Tabela 4 constam os valores obtidos para o coeficiente de determinacgéo
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(R?) e o erro médio (RMSE) para este modelo, e os resultados foram de 0,9901 e
0,1989, respectivamente. Valores de R2 préximos a 1 indicam melhor desempenho
do modelo, e valores de RMSE proximos a zero sugerem a melhor aproximacao
entre os valores preditos e observados. Visto isso, fica claro a adaptagdo dos
dados experimentais ao modelo primario.

A figura 3 representa a confrontagcdo das curvas obtidas pelo programa
Combase Predictor para Bacillus spp., e a curva para B. thuringiensis obtida pelo

ComBase DMFit por insercdo dos dados experimentais.

Log UFC/ml

Tempo [horas)

Log UFC/ml

Tempo (h)

Figura 3.Curvas do modelo experimental ajustado aos dados do DmFit, e do modelo pré-definido pelo
ComBase, respectivamente

Por meio de comparacdo visual, pode-se observar que as curvas modeladas
para a multiplicacéo de B. thuringiensis em leite UHT e a curva obtida para Bacillus

spp. sdo muito semelhantes, o que ja era esperado visto que o valor de ajuste da
curva foi proximo a um.
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Para as curvas obtidas, verificou-se que a fase Lag correspondeu a um periodo
de aproximadamente 5,92 horas. A fase exponencial correspondeu ao intervalo de
5 a 15 horas de cultivo. ApOs esse periodo, ocorreu o inicio da fase estacionéria,
periodo no qual ndo houve mais aumento do nimero de microrganismos, porém

ainda havia bactérias viaveis em grandes quantidades.

O pH do leite oscilou entre um valor inicial entre 6,85 e 7,3 durante um
periodo de 13 horas, e que somente apds 24 horas de incubacdo a amostra
apresentou diminuicdo no valor do pH para 6,75, 0 que ndo representa uma

mudancga expressiva.

O B. thuringiensis € um microrganismo ubiquo, podendo estar na agua, ar,
poeira ou até mesmo no Ubere quando a contaminacdo € muito elevada. O leite
UHT de onde foi isolado este microrganismo pode ter sido contaminado por
diversas maneiras, como 0 uso de agua contaminada, falta de controle do binémio
tempo-temperatura do tratamento térmico ou higienizacdo mal realizada. Os
esporos do microrganismo resistem a condi¢cdes adversas, podendo permanecer
em sua forma vegetativa quando submetido ao estresse causado, por exemplo, por
tratamentos térmicos e sanitizacdo, e vir a se multiplicar quando as condi¢cbes

ambientais se tonarem favoraveis.

Possivelmente houve falha no controle dos programas de qualidade para
justificar a presenca dessa bactéria no leite UHT. O leite pode ter sido ordenhado
com uma contagem inicial de microrganismos muito alta, o que seria um indicador
da falta de condi¢cBes higiénico-sanitarias e diminuiria a eficacia do tratamento
térmico. A utilizacdo de agua fora dos padrdes microbiologicos exigidos; sanitizacao
realizada com concentracdo de produtos aquém da necessdria, ou por tempo
insuficiente; falhas no controle da temperatura de estocagem, pasteurizacdo e
tratamento UHT, também podem estar relacionados ao problema de contaminacao

do leite por B. thuringiensis.

Para que nao haja contaminacéo do leite deve-se seguir as diretrizes que

séo estipuladas pelas legislagbes em vigor, por meio de praticas higiénicas desde a
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ordenha do leite até a expedicdo do produto final. Respeitado as temperaturas

indicadas para estocagem e para o tratamento térmico do leite.

5. CONCLUSAO

Os resultados demonstrados no presente estudo indicam que a cepa de B.
thiringiensis multiplica-se bem em leite UHT. O periodo maximo no qual o leite pode
permanecer a uma temperatura de 26°C, sem seja atingida uma contagem elevada
de células bacterianas viaveis, é de 5,92 horas.

As bibliografias estudadas indicam que embora o B. thuringiensis ndo esteja
frequentemente envolvido em surtos alimentares, este pode apresentar toxinas
enterotoxigénicas semelhantes as encontradas na espécie B. cereus, que podem
causar Doengas transmitidas por alimentos (DTA). Também foi possivel observar
pelas curvas de multiplicagdo a semelhanca entre os parametros cinéticos das
cepas de B. thuringiensis e Bacillus spp.

N&o existem estudos sobre modelagem matematica e microbiologia preditiva
para multiplicacdo de B. thurigiensis em leite UHT e sobre a potencialidade destas
cepas em causar surtos alimentares. Sugere-se que em estudos futuros sejam
avaliadas outras temperaturas de incubacédo, inoculacdo de contagens iniciais mais
elevadas e uma analise genotipica das cepas. Para que assim, seja possivel
maiores afirmacdes sobre a multiplicacdo e producéo de toxinas enterotoxigénicas

por este microrganismo.
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7. DISCUSSAO GERAL

O B. thuringienses é usualmente utilizado como biopesticida no controle de
pragas, visto sua capacidade entomopatogénica pela sintese de cristais proteicos.
Contudo, segundo JAY (2005) mesmo o microrganismo B. thuriengiensis estando
mais frequentemente associado ao controle biolégico de insetos e ndo com surtos

alimentares, algumas cepas podem produzir enterotoxinas podendo causar DTA.

O género B. thuringiensis € muito semelhante ao género do B. cereus, sendo
gue em momentos nos quais ndo existe esporulacdo estas duas espécies seriam
indistinguiveis. O isolamento de uma cepa de B. thuringiensis advinda de uma
amostra de leite UHT direcionou o foco deste trabalho para analise de multiplicacao

por meio de modelagem matematica e microbiologia preditiva.

O grupo Bacillus spp. esta frequentemente envolvido em surtos alimentares com
arroz, leite, sorvetes, molhos e queijos. O fato de o B. thuringiensis ser muito
semelhante fenotipicamente ao B. cereus, pode ter subestimado o real

envolvimento de B. thuringiensis em surtos alimentares, visto que o surto pode ter
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sido erroneamente identificado como resultante da contaminagdo por B. cereus

enquanto na verdade seria pela contaminacéo de B. thuringiensis.

A positividade para estes pontos sugere a necessidade da revisdo do uso deste
microrganismo como agente pesticida, visto que no momento no qual este é
pulverizado em lavouras pode-se estar espalhando um potencial causador de DTA.
Além disto, estudos demonstram que 0 microrganismo contém os genes que podem

causar surtos alimentares.

Os resultados demonstraram que o microrganismo se adapta bem ao leite UHT
e multiplica-se em periodos pequenos, atingindo em poucas horas a dose infectiva
necessaria para causar surtos alimentares. Atualmente n&o existem estudos
relacionados a modelagem de B. thuringiensis em leite, portanto este servira como
referéncia para futuros estudos relacionados a multiplicacdo deste microrganismo e

possiveis causas de contaminacao do leite.
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