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RESUMO

SOUZA, iris Barbosa de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2003.
Aplicabilidade de um modelo para estimar o crescimento de Bacillus
cereus em arroz-doce, em funcao da temperatura. Orientadora: Raquel
Monteiro Cordeiro de Azeredo. Conselheiros: Nélio José de Andrade e
Gino Ceotto Filho.

Foi avaliado o crescimento de duas cepas de referéncia de
Bacillus cereus, uma diarréica e outra emética, inoculadas em meio de
arroz-doce preparado conforme propor¢cao de ingredientes de uso comum em
restaurantes e domicilios. Os ensaios permitiram avaliar o comportamento das
duas cepas, submetidas as temperaturas de 10, 15, 22, 30, 37 e 45°C, gerando
curvas a partir das quais foram calculadas as taxas maximas de crescimento
relativas a cada cepa em estudo. A partir do tempo inicial, e depois, a intervalos
convenientes, segundo a temperatura de exposicdo, amostras em duplicatas
foram submetidas a procedimentos para contagem das Unidades Formadoras
de Colbnias, por semeadura em superficie de placas contendo agar MYP.
O crescimento de ambas as cepas a 10°C foi praticamente nulo, mas entre
15°C e 37°C as taxas de crescimento relativas a fase exponencial, expressas
em ciclos logaritmicos por hora, foram ascendentes, com o0s tempos de
geracdo calculados entre 261 e 28 minutos, para a cepa de tipo emético, e
entre 225 e 31 minutos, para a cepa de tipo diarréico. A 45°C a velocidade de
crescimento de cada cepa foi sensivelmente menor do que a 37°C, com o0s
tempos de geracdo alcancando 46 e 48 min, aquela temperatura,
respectivamente para a cepa diarréica e para a cepa emética. Em seguida
foram realizados dois ensaios para estudar o comportamento de ambas as
cepas de B. cereus, inoculadas no mesmo substrato e submetidas a um
processo lento de resfriamento, entre 49°C e 22°C, aproximadamente. Partindo
do tempo zero e a cada intervalo de duas horas, até completar doze horas,
foram desenvolvidos procedimentos de contagem em meio de agar MYP. Os
dados obtidos permitiram construir curvas de temperatura e, a partir dai, curvas
de crescimento dos microrganismos, sempre em funcao do tempo. Um modelo
matematico foi, entdo, ajustado as taxas de crescimento de B. cereus em meio

de arroz-doce, em funcdo da temperatura, calculadas anteriormente. Esse

vii



modelo, segundo seus autores, permite estimar o crescimento microbiano em
toda a faixa de temperatura em que ocorre multiplicacdo. A magnitude desse
crescimento, nas condi¢cdes testadas, foi expressiva. A estirpe diarréica
apresentou crescimento equivalente a quatro ciclos logaritmicos e a cepa
emética chegou a aumentar cinco ciclos, apos doze horas de exposicdo ao
resfriamento. Os valores preditos, obtidos por meio do modelo, mostraram uma
pequena tendéncia para superestimar as contagens, porém observou-se que
essa diferenca se reduziu ao final das doze horas, nos dois ensaios. Assim, ao
final do resfriamento, as populacdes preditas e experimentais diferiram em,
aproximadamente, 0,1 ciclo logaritmico. Concluiu-se que o substrato mostrou-
se adequado ao crescimento do patégeno, mas os resultados observados néo
corroboraram a expectativa de maior crescimento dos microrganismos em meio
de arroz-doce do que em preparacao de arroz simples, considerando dados da
literatura. Atribuiu-se a canela em po, dispersa no alimento, possivel efeito
inibidor. Contudo, ficou evidente que a exposi¢cdo do alimento a temperaturas
entre 22 e 30°C, comumente observadas em regides tropicais, oferece risco
expressivo de que as populacdes de B. cereus alcancem numeros suficientes
para causar as intoxicacfes caracteristicamente atribuidas ao patégeno. O
modelo utilizado foi considerado com potencial para contribuir na avaliacdo de
riscos a que se expdem os consumidores do alimento - arroz-doce - quando
mantido a temperaturas que permitem o crescimento de diferentes cepas de

B. cereus.
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ABSTRACT

SOUZA, iris Barbosa de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2003.
Applicability of a model to estimate the growth of Bacillus cereus in
"arroz-doce", in function of the temperature. Advisor: Raquel Monteiro
Cordeiro de Azeredo. Committee members: Nélio José de Andrade and
Gino Ceotto Filho.

The growth profile of two pathogenic Bacillus cereus type-strains (one
diarrhoeal, another emetic), were evaluated by inoculating suspensions of
bacterial spores on a substrate that reproduces a typical Brazilian product, a
rice pudding-like dessert known as “arroz-doce”, prepared according to a recipe
commonly used in food service establishments and at home. The growth
kinetics of both microrganisms was assessed under six temperature treatments,
i.e., 10, 15, 22, 30, 37 and 45°C. From the resulting growth curves, the
maximum growth rates, related to the exponential growth phase, were
calculated for each type-strain. At time intervals adequate to each exposure
temperature, from the beginning (time zero), duplicate samples were submitted
to procedures for counting colony forming units by spreading the inoculum on
surfaces of plates containing MYP agar. At 10°C, the growth was not detected,
but growth rates related to the exponential phase increased as the temperature
shifted from 15°C to 37°C, with corresponding generation times shifting from
261 to 28 minutes for the emetic type-strain and from 225 to 31 minutes for the
diarrhoeal one. At 45°C, the generation times were reported as being 46 and 48
minutes, for the diarrhoeal and the emetic type-strains, respectively, noticeably
lower than that at 37°C. Two assays were then carried out to study the behavior
of both B. cereus strains, inoculated in the same substrate and submitted to a
slow cooling from 49°C to 22°C, approximately. At two-hour intervals from time
zero, until twelve hours, procedures for counting B. cereus populations in MYP
agar were developed. The data obtained was used to generate temperature
curves, and from them, growth curves of the microrganisms, as functions of
time. A mathematic model was then fitted to the previously calculated growth
rates of B. cereus in the “arroz-doce” medium as a function of temperature.
From this model, according to its authors, it is possible to assess growth of

microorganisms throughout all their growth temperature range. The magnitude
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of this growth was expressive under the tested conditions. The diarrhoeal type-
strain increased in four logarithmic cycles, while the emetic one increased in
five cycles after twelve hours of cooling exposure. The predicted values
obtained from the model exhibited a slight tendency to overestimate the counts;
however, this effect was not so evident at the end of the cooling process, in
both assays. So, the predicted and observed populations differed in about 0.1
log cycle. The substrate was considered to be adequate to the pathogen
multiplication, but the observed results did not corroborate the expectation of a
higher microbial growth in a rice preparation resulting from its enrichment with a
protein source (milk). The cinnamon powder added to the substrate probably
inhibited B. cereus growth. However, it was evident that the exposure of the
food to temperatures between 22 and 30°C, commonly observed in the tropics,
may allow that B. cereus populations achieve counts high enough to cause the
illnesses attributed to the pathogen. The mathematic model was considered as
having potential for contributing to evaluate the risk that the “arroz-doce”
consumers are exposed to when this product is kept at temperatures that allow

growth of different B. cereus strains.



1. INTRODUCAO

Estimativas recentes, divulgadas por agéncias oficiais, nos Estados
Unidos, revelam que mais de setenta milhdes de casos de doencas de origem
alimentar afligem anualmente o0s norte-americanos, resultando em
aproximadamente quatrocentas mil hospitalizacbes e cinco mil mortes. A
precariedade das condi¢cOes brasileiras, especialmente em regides de maior
pobreza, permite-nos supor que em nOsSSO meio esses numeros sejam ainda
maiores, de magnitude alarmante. As chances de ocorréncia de doencgas
transmitidas por alimentos sdo sempre expressivas, porque a exposicado e
consequéncia do proprio ato da alimentacéo.

Pesquisas desenvolvidas para se conhecer o potencial de crescimento
de espécies reconhecidamente comuns e responsaveis por ocorréncias dessa
natureza sdo sempre oportunas. Tais avaliacbes fornecem subsidios para
acOes de controle e prevencao e refletem o compromisso de profissionais
voltados a questdes de saude coletiva.

Bacillus cereus é um dos microrganismos notaveis por sua ubiglidade e
capacidade de adaptacdo a diversos substratos alimentares, associado a
causa de duas sindromes, sendo a mais comum devida a uma toxina diarréica,
conhecida ja ha quase cinglenta anos. A outra sindrome, emética, deve-se a
uma toxina reconhecida h& pelo menos trinta anos, embora sua caracterizacéo
exata soO tenha acontecido em meados da década passada. As evidéncias das
propriedades enteropatogénicas do microrganismo levam a considera-lo um
dos mais importantes agentes etiolégicos de doencas de origem alimentar.

Esse microrganismo esta profusamente difundido no meio ambiente,
incidindo em alimentos os mais variados. No caso particular do arroz, chega a
ser considerado parte integrante de sua microbiota usual. Sua multiplicacéo,
também, ocorre em grande variedade de substratos alimentares, de forma que
0s niveis de contaminacdo podem tornar as preparagdes um perigo expressivo
para os consumidores. A contaminagado dos alimentos por B. cereus, néo leva,
necessariamente, a alteracbes em suas propriedades sensoriais, disso
resultando que o consumidor possa ingerir o produto assim contaminado -
incluindo preparacdes de arroz - sem perceber modificagbes de odor ou

paladar.



Evidéncias apontadas por diversos autores levam a crer que a adicdo de
proteinas torna 0s substratos ainda mais propicios ao crescimento do
microrganismo. O enriquecimento de preparagbes, com leite ou outros
ingredientes de altos teores protéicos, podem determinar aumentos nas taxas
de crescimento do patdégeno. Além disso, os altos niveis de contaminacéo
observados em condimentos e especiarias, que podem compor varias dessas
preparagdes enriquecidas, evidenciam o perigo representado por esses itens,
como fonte do microrganismo. O préprio leite, mesmo pasteurizado, é um
ingrediente cuja contaminacédo por B. cereus tem sido amplamente registrada
na literatura especializada.

A partir dessas consideracdes e destacando a freqiiente associagao de
intoxicacbes por B.cereus a preparacdes amilaceas, pareceu oportuno
investigar o efeito da adicdo de substrato protéico em uma base de cereal.
Assim € que se avaliou o crescimento de duas cepas patogénicas classicas
inoculadas em meio de arroz-doce, uma preparagcdo basicamente amilacea
acrescida de um ingrediente rico em proteina (leite), a uma faixa de
temperatura que se estendeu de 10 a 45°C. A escolha do arroz-doce se
justifica, visto ser uma preparacao bastante difundida nos cardapios brasileiros,
em restaurantes e domicilios, e por se ter acesso a indicios que levam a
suspeitar de seu envolvimento em surtos de intoxicagdes por B. cereus.

O trabalho foi conduzido visando a contribuir para orientar acdes
preventivas do perigo representado pelo crescimento de B.cereus em

preparacdes de arroz-doce, com 0s seguintes objetivos especificos:

a) Estudar o crescimento de duas cepas patogénicas de B. cereus, inoculadas
em preparacdes de arroz-doce, a 10, 15, 22, 30, 37 e 45°C;

b) Ajustar um modelo matematico, proposto para descrever o crescimento
microbiano em funcdo da temperatura, aos dados experimentais obtidos,
relativos as taxas exponenciais de crescimento;

c) Submeter as cepas, inoculadas no mesmo substrato de arroz-doce, a uma
operacdo lenta de resfriamento, entre 48 e 22°C, aproximadamente,
durante 12 h;

d) Avaliar o modelo, comparando dados estimados aos dados experimentais

observados quando da operacéo de resfriamento de arroz-doce.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia e impacto das doengas de origem alimentar

As doencgas cujos agentes sdo transmitidos por alimentos representam
um problema de grandes propor¢des, com custos econdmicos elevados, em
todo o mundo. Estudos epidemiolégicos desenvolvidos em diversos paises
levam a constatagdo de que tem ocorrido um consideravel aumento na
incidéncia dessas doengas, com consequéncias tanto para a saude quanto
para a economia de individuos, familias, grupos populacionais e para as
relacfes entre paises (Kaferstein, 2003). As pressdes econdmicas e logisticas
para estender a vida de prateleira dos produtos podem contribuir para a
ocorréncia dos surtos, mas os fatores preponderantes ligam-se a questbes de
higiene dos alimentos, desde a producdo da matéria-prima até a utilizacdo
inadequada dos produtos, pelos consumidores. O ideal de disponibilizar para a
populacdo apenas alimentos in6cuos parece uma meta de alcance remoto
(Caswell, 2000).

As informacdes epidemiologicas disponiveis sobre as doencas de
origem alimentar, tanto em paises industrializados como em paises em
desenvolvimento, mostram que a frequéncia de enfermidades e mortes
associadas ao consumo de alimentos contaminados é intoleravelmente alta
devido a uma vasta colecdo de patdégenos que contaminam nOSSOS
suprimentos alimentares (Potter et al., 1997).

E consenso o conceito de que as doencas de origem alimentar s&o
aguelas contraidas como resultado da ingestdo de alimentos. Embora muitas
doencas sejam consequéncias indiretas dessa ingestdo, ha outras que sao
diretamente associadas ao consumo de alimentos ou refeicbes, por
determinado numero de pessoas, ocorrendo em forma de surtos (Cliver, 1990).
O reconhecimento do surto pode depender, por sua vez, do namero de
pessoas envolvidas e da severidade da doenca. Muitos surtos passam
despercebidos porque as doencas ndo sao notificadas pelos profissionais de
saude, principalmente os casos individuais, comprometendo os registros dos

dados e 0 acesso as informagdes.



Os surtos de doencas de origem alimentar manifestam-se em forma de
infeccbes e intoxicagcdes, na grande maioria de origem microbiana,
predominantemente por bactérias que representam constante desafio aos
profissionais responsaveis pelo controle higiénico dos alimentos (Collins, 1997).
Dispersos na natureza, 0s microrganismos adaptam-se para tolerar condicfes
extremas de sobrevivéncia e podem contaminar e crescer em muitos alimentos,
inclusive na agua, representando um perigo constante para a saude humana
(McMeekin et al.,1997).

As infecbes alimentares s&@o causadas por microrganismos viaveis,
incluindo bactérias, virus, protozoarios e parasitas. As intoxicacdes alimentares
apresentam diversas origens, podendo ser por substancias quimicas presentes
naturalmente nos alimentos, por contaminantes acidentais ou intencionais ou,
ainda, por toxinas microbianas. O trato digestivo (especialmente o intestino
delgado) é o sitio primario de acdo dos agentes infecciosos ou das toxinas
ingeridos com os alimentos. Os sintomas predominantes - tais como nauseas,
vomito, diarréia, mal estar e febre - bem como os periodos de incubacgdo, estdo
relacionados com o agente da doenca (Cliver, 1990).

Segundo Mead etal. (1999), mais de 200 doencas conhecidas sdo
transmitidas através dos alimentos. Esses autores relataram que, em paises
industrializados, como os Estados Unidos, dados epidemiolégicos sugerem
uma incidéncia anual de 30% para doencas de origem alimentar. Em paises
em desenvolvimento esses valores podem ser muito mais altos, acarretando
sérias consequéncias para a saude publica.

Nota-se uma preocupacao internacional constante com o aumento das
doencas decorrentes do consumo de alimentos contaminados. Dados
apresentados por Guiaro (1995) mostraram que 0s casos de contaminacdo de
alimentos por bactérias, virus e parasitas triplicaram em dez anos, entre 1985 e
1995, nos Estados Unidos e na Europa. De acordo com o Center for Disease
Control and Prevention (CDC), estima-se que as doencas de origem alimentar
comprometem 76 milhdes de pessoas todos 0s anos, nos Estados Unidos, com
uma demanda de 325 mil internagbes hospitalares e cerca de cinco mil mortes
(DeWaal, 2003). Diversos autores relatam que, em paises em
desenvolvimento, a contaminacdo da agua e de alimentos mata quase dois

milhdes de criancas por ano (Ackerman, 2002; Schlundt, 2002; Tauxe, 2002;
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Mead, 1999). Nesses paises, a diarréia infantil surge como o problema de
saude publica mais relevante (Kéferstein, 2003).

No Brasil, estudos socio-econémicos sobre a inocuidade dos alimentos
sao incipientes e nao existem informacOes precisas sobre a incidéncia de
surtos de doencas transmitidas por alimentos. De acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude, essa situacdo se deve, em grande parte, & ndo notificacdo
dos surtos e a falta de compromisso e responsabilidade resultantes
(Damasceno et al., 2002).

Estatisticas da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) indicam
que, na América Latina, no periodo de 1993 a 2002, foram relatados 230.619
casos de doencas de origem alimentar, com 317 mortes. Nesse mesmo
periodo, no Brasil, foram registrados 17.967 casos de toxinfec¢des alimentares,
com cinco mortes (SIRVETA, 2003). A Secretaria da Saude do Estado de Sé&o
Paulo divulgou dados de doencas transmitidas por alimentos e agua, em 2002,
relatando 3.950 casos e dois Obitos. A distribuicdo percentual de surtos
notificados, segundo sua etiologia, foram: 48,2% de etiologia desconhecida,
25,4% devidos a bactérias, 23% atribuidos a virus, 2% a parasitas e 1,5% a
agentes de natureza quimica (CVE/SES-SP, 2003).

O numero de pessoas vulneraveis aos riscos relacionados ao consumo
de alimentos contaminados tem aumentado, influenciando a taxa de incidéncia
das doencas de origem alimentar. Isso se deve a fatores como a desnutricao, a
incidéncia de diversas doencas causadoras de imunodepressdo e o0
envelhecimento. Por exemplo, na Europa, a populacdo com mais de 60 anos
era de 20%, em 1999, e as estimativas para 2050 giram em torno de 35%
(Kéaferstein, 2003).

O envelhecimento populacional brasileiro resultou da queda da
fecundidade, que vem ocorrendo no pais a partir de 1960, somada a queda
progressiva nas taxas de mortalidade, desde o final da segunda guerra
mundial. Estudos brasileiros tém demonstrado que, entre os idosos, a grande
maioria (mais de 85%) apresenta pelo menos uma enfermidade crbnica e,
destes, cerca de 15% manifestam pelo menos cinco condi¢cdes patoldgicas,
tornando-se mais susceptiveis a contrair outros agravos (Ministério da Saude,
2003). No Brasil, segundo Chaimowicz (1997), estima-se que 0 numero de

idosos devera duplicar até 2050, alcancando 15% do total da populacédo. Tal



previsdo aponta para a necessidade imediata de investimento em acdes
preventivas de saude, o que inclui a protecédo aos alimentos.

Mudancas no estilo de vida e nos padrées de consumo podem estar
relacionados, também, ao aumento no numero de surtos. Segundo Pires et al.
(2002), essas mudancas - decorrentes, principalmente, da participacdo da
mulher no mercado de trabalho e da concentracdo populacional nos grandes
centros - tém contribuido para a expansdo no consumo de alimentagéo fora do
lar e gerado um significativo aumento no numero de estabelecimentos de
producdo e comercializacdo de refeicoes. A falta de treinamento da méao-de-
obra e a manipulacdo excessiva de grandes lotes de alimentos, expostos a
longos periodos sem refrigeracdo, sdo apenas alguns dos fatores que se
associam a origem dos surtos, nesses locais.

Mesmo no ambiente doméstico, o preparo e conservacao dos alimentos
sob condi¢des sanitariamente inadequadas predispdem as doencas de origem
alimentar (Nunes et al., 2002). Dos surtos notificados na cidade de S&o Paulo
em 2002, 43 foram registrados em ambientes domésticos e 24 em
estabelecimentos comerciais (Figueiredo, 2002). Além disso, a participacao de
alimentos pré-processados nos cardapios domésticos é crescente, resultado da
preferéncia dos consumidores por produtos de preparo rapido (Damasceno,
et al., 2002). A disponibilidade de alimentos prontos para 0 consumo € uma
tendéncia tanto na Europa, quanto nos Estados Unidos e no Brasil (Maistro,
2001). Para exemplificar, uma analise dos gastos com alimentacéao,
desenvolvida no municipio de Sdo Paulo entre 1990 e 1996, constatou uma
reducdo de 35% de despesas com alimentos in natura, enquanto 0s gastos
com alimentos pré-processados aumentaram (Barreto e Cyrillo, 2001).
Portanto, falhas nas unidades produtoras desses alimentos prontos ou semi-
preparados, podem ocasionar a ocorréncia de surtos no ambiente doméstico,
dificilmente rastreados.

Somente a observancia geral das regras de higiene, associadas a
identificacdo e ao controle especifico de pontos criticos, abrangendo toda linha
de producao, desde a agricultura até a mesa, permitira gerenciar a maioria dos
riscos, no futuro (Schlundt, 1999).



2.2. Caracterizagado de Bacillus cereus e intoxicagdes atribuidas ao
patégeno

Bacillus cereus é uma bactéria em forma de bastonete, Gram-positiva,
formadora de esporos, mével por meio de flagelos peritricos e anaerdbia
facultativa (Claus e Berkeley, 1986). Exemplares tipicos crescem em alimentos
com atividade de agua a partir de 0,95, na faixa de temperatura entre 5 e 50°C e
em pH entre 4,35 a 9,30. A germinacdo de esporos ocorre, também, entre 5 e
50°C e os tempos de geracdo a temperaturas Otimas podem ser iguais ou
menores do que 30 min (Granum,1997; Johnson et. al. ,1983; Bryan et al.,1981,
Raevuori e Genigeorgis, 1975; Kim e Goepfert, 1971). A resisténcia térmica dos
esporos varia entre estirpes e com o substrato em que sao aquecidos: Dufrenne
et al. (1994) registraram variacdes de Dgoec entre 4,6 e 200 min. Rajkowsky e

Mykolajcik (1987) encontraram valores Diggec entre 0,6 e 27 min.

Os esporos de B. cereus sao resistentes ao calor, a desidratacdo e a
outros fatores destrutivos, o que explica sua ocorréncia freqiiente em grande
variedade de alimentos, crus e processados (Kramer e Gilbert, 1989; Gilbert,
1979; Goepfert etal., 1972). Por causa dessas propriedades e de sua
excepcional capacidade de adesao, os esporos de B. cereus representam
problema de grande propor¢cdo na industria de alimentos; sua superficie é
fortemente hidrofébica, com grande capacidade de aderéncia a materiais
comumente usados em superficies de equipamentos e bancadas, como acgo
inoxidavel, em industrias e cozinhas (Husmark e Sik, 1990).

Em funcdo de suas células secretarem enzimas capazes de degradar
grande variedade de materiais organicos, desempenham papel ecolégico bem
definido e compdem um importante grupo de interesse biotecnoldgico
(Drobniewski, 1993; Kramer e Gilbert, 1989).

As atencdes sobre o microrganismo se acentuaram apos sua identificacao
como patogeno de origem alimentar, agente etioldgico de intoxicacdes que se
manifestam em forma de diarréia ou de vOmito, importante causa de surtos
relatados mundialmente. Contaminando alimentos durante o0 manuseio,
processamento, estocagem ou distribuicdo, pode crescer e causar decomposicao
ou, ainda, determinar a ocorréncia de intoxicacbes, em homens e animais

(Dufrenne et al., 1994). Segundo Granum (1994), a bactéria pode ser transferida



para os alimentos a partir de diferentes fontes e ai sobreviver, em forma de
esporos, a tratamentos térmicos que reduzem a populagdo competitiva, o que lhe
proporciona condi¢des ideais de multiplicacéo.

Fato que tem contribuido de maneira notavel para estimular as atencdes
sobre B. cereus, em anos recentes, tem sido o isolamento freqiiente de cepas
psicrotroficas, capazes de crescer e produzir toxina em alimentos mantidos sob
refrigeracdo, especialmente leite (Granum, 1997; Dufrenne etal., 1995;
Christiansson et al. 1993).

Sao conhecidas varias toxinas produzidas por B. cereus. Entre essas
toxinas, destacam-se as enterotoxinas, que causam a sindrome diarréica,
proteinas de alto peso molecular e termoldbeis (Granum, 1997). Outro metabdlito
toxico € a toxina emética, um peptideo ciclico de baixo peso molecular,
termoestavel, purificado por Agata et al. (1994). A toxina emética € extremamente
estavel e resistente a extremos de pH e a protedlise (Finlay et al., 2002b).

As intoxicagbes alimentares associadas ao patdogeno s&o, entao,
caracterizadas por dois tipos distintos de sintomatologia, um de natureza
diarréica e outro vomitivo, em funcdo da estirpe e da toxina produzida (Granum,
1997).

A intoxicacao diarréica foi comprovada pela primeira vez na Noruega, por
Hauge (1955). A forma diarréica apresenta sintomas que se assemelham aqueles
provocados pela intoxicacdo por Clostridium perfringens. Quadro de diarréia e
célicas abdominais ocorre 8 a 16 h apds consumo de alimento contaminado por
grandes numeros de B.cereus (freqlientemente mais de 10°células ou
esporos/g). Nauseas sdo um sintoma ocasional, mas quase nunca ocorre vémito.
Os sintomas persistem por, no maximo, 24 h, na maioria dos casos (Granum,
1997; Kramer e Gilbert, 1989).

Garcia-Arribas e Kramer (1990) chamaram atencdo para o fato de
aproximadamente 75% dos surtos diarréicos envolverem alimentos contendo
ingredientes amilaceos. Entretanto, segundo Langeveld et al. (1996), a sindrome
diarréica é mais comumente relacionada a ingestdo de alimentos ricos em
proteinas. Na verdade, as sindromes sdo associadas a uma grande variedade de
alimentos, incluindo carnes, cremes e sopas (Granum, 1997; Kramer e
Gilbert, 1989).



Tém sido levantadas duvidas com respeito a forma como se desenvolve a
intoxicagdo diarréica - se por ingestdo de toxina formada no alimento ou por
ingestdo do microrganismo, sendo a toxina formada no préprio organismo. Singh
et al. (1984) relataram um caso excepcional, a partir do qual tais duvidas se
manifestaram. Estes autores relataram a presenca de B. cereus em amostras de
leite materno, coletado assepticamente de mulher cujo filho apresentava diarréia.
A contagem era alta (5 x 10* UFC/g) e a natureza toxigénica dos isolados foi
confirmada em ensaios com animais. Tendo sido descartada qualquer
possibilidade de que a diarréia tivesse causa alérgica, concluiu-se que o leite
teria sido contaminado por B. cereus a partir de uma infeccdo sistémica da mae -
talvez mastite. Assim sendo, a crianca nao teria ingerido a toxina, e sim grandes
guantidades do microrganismo, por ocasido da amamentacdo. Esse fato
conduziu a hipotese de que o microrganismo pode crescer e produzir a
enterotoxina no intestino. Granum etal. (1993) desenvolveram um trabalho
apresentando evidéncias favoraveis a hipotese de produgdo de toxina no ileo,
pela verificacdo de que, em condi¢cdes anaerdbias, B. cereus cresceu e produziu
toxina de forma comparavel as condicbes aerdbias. Assim, & perfeitamente
plausivel a hipétese de o microrganismo multiplicar-se no intestino delgado, ai
produzindo toxina em quantidade suficiente para causar a sindrome diarréica.

A forma emética de intoxicacdo por B. cereus foi reconhecida a partir de
1971, em associacdo ao consumo de arroz preparado em restaurantes chineses
(Kramer e Gilbert, 1989). O fato foi atribuido a préatica de se deixar o arroz cozido
a temperatura ambiente por longos periodos de tempo, durante algumas horas,
ou de um dia para o outro, ou por até trés dias.

Na maioria dos incidentes emeéticos tem sido observada alta contaminacao
nos alimentos, em niveis superiores a 10° UFC/g (Nichols et al., 1999; Gilbert,
1979). Os surtos eméticos sdo quase exclusivamente associados a produtos a
base de arroz; embora outros alimentos tenham sido incriminados, como leite e
massas (Finlay et al., 2002b; Kramer e Gilbert, 1989).

A sindrome emética € descrita como um quadro em que 0s sintomas
predominantes sdo nduseas e vOmito, caracterizado por periodo de incubacgéo
curto (1 a 5 h) e duragao quase sempre inferior a 24 h. O padréo da doencga se
assemelha a intoxicacdo devida a Staphylococcus aureus (Granum, 1997;

Granum e Lund, 1997). Entretanto, a sindrome emética pode se manifestar em



formas extremamente severas, havendo relatos de casos fatais por faléncia
hepética fulminante (Finlay et al., 2002b).

A frequéncia de um ou outro tipo de intoxicacdo varia de um pais para
outro. No Japéao, o tipo emético predomina, associado ao consumo de arroz. Na
Europa e nos Estados Unidos o tipo diarréico é relatado com mais frequéncia.
Entretanto, os dados disponiveis sobre surtos sdo, em geral, sub-relatados. Um
dos poucos paises cujos dados sao confiaveis, a Noruega associou B. cereus a
etiologia de 33% do total de casos de intoxicagbes alimentares, entre 1988 e
1993 (Granum e Lund, 1997).

O principio béasico do diagnéstico e da prevencao das intoxicacdes por B.
cereus consiste na sua deteccéo e identificacdo nos alimentos e ambientes. A
partir do monitoramento e controle de produtos, ingredientes e ambientes é
possivel elaborar procedimentos de prevencéo (Van Netten e Kramer, 1992).

Uma variedade de métodos de analise € recomendada para a
recuperacéo, identificacdo e confirmacdo do B. cereus em alimentos (Azeredo,
1998), incluindo métodos rapidos, envolvendo testes imunolégicos (Chen et al.,
2001).

Para identificacdo da toxina diarréica de B. cereus, em alimentos, existem
métodos simples, comercializados em kits, baseados em principios de
antigenicidade. A deteccdo da toxina emética € mais complexa e, geralmente,
mais cara, podendo ser desenvolvida usando modelos animais (insetivoros e
primatas) ou in vitro, por meio de culturas de células ou métodos colorimétricos
(Finlay et al., 2002, a, b; Finlay et al., 1999).

2.3. Incidéncia e crescimento de Bacillus cereus em alimentos

Fang et al. (2003) consideram B. cereus com caracteristicas de patégeno
emergente de origem alimentar, justificando sua opinido com base em sua
capacidade de adaptacdo a temperaturas de refrigeragdo, contaminando
produtos industrializados prontos para o0 consumo e cada vez mais comuns,
disponiveis no mercado de alimentos. Segundo Arango etal. (1997), foi a
bactéria encontrada com maior frequéncia entre os alimentos analisados entre
1994 e 1995, em Buenos Aires.
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Um total de 10.310 amostras de alimentos, analisadas por um laboratoério
oficial do Ministério da Saude na Republica de Chipre entre 1991 e 2000, revelou
incidéncia de B. cereus em 97,3% dessas amostras. As amostras examinadas
apresentaram-se contaminadas com niveis de até 10° UFC/g; entretanto,
somente 1% do total apresentou contaminac&o igual ou superior a 10* UFC/g
(Eleftheriadou et al., 2002). Esse trabalho envolveu uma grande variedade de
alimentos comuns, como leite e derivados, sanduiches, alimentos prontos para o
consumo, carnes curadas, peixes, sobremesas, sucos concentrados, cremes e
misturas de vegetais. Os alimentos foram adquiridos no mercado local, em
ambientes normalmente freqlientados pela populacdo e por grande numero de
turistas.

Carlin et al. (2000a) relataram que alimentos cozidos e resfriados, também
chamados de REPFEDs (Refrigerated Processed Foods of Extended Durability),
estdo se tornando cada vez mais populares na Europa. Sao alimentos
pasteurizados e armazenados em temperaturas de refrigeracdo (entre 2 e 4°C)
por até trés meses. Nos Ultimos anos, esses alimentos, contendo vegetais, tém
sido associados a intoxicacbes atribuidas a B. cereus, o que os torna alvo de
atencdo por parte de profissionais de saude.

Valero etal. (2002) verificaram, em varios vegetais frescos, contagens
estimadas entre 10° e 7,8x 10° UFC/g, evidenciando que B.cereus pode
realmente representar problema para as industrias de processamento de
vegetais. Posteriormente, Valero etal. (2003) avaliaram a influéncia do pH,
tratamento térmico e temperatura de armazenamento no crescimento de cepas
psicrotroficas de B. cereus em substratos vegetais com o objetivo de estender o
tempo de armazenamento sob refrigeracdo. Observou-se que a combinacéao de
pH 5,0 e armazenamento abaixo de 8°C inibiu o crescimento do microrganismo
por 60 dias. Aumento na temperatura de estocagem, com armazenamento feito
em torno de 12°C, determinou a necessidade de um branqueamento muito mais
drastico, no inicio do processo, para reduzir a populacao inicial.

Segundo Carlin et al. (2000a), os vegetais sdo uma fonte frequente de
contaminacgao por bactérias esporuladas. Carlin et al. (2000b) avaliaram amostras
de purés de diversos legumes (brécoli, cenoura, batata, abobrinha e ervilha
fresca), pasteurizados e refrigerados por 20 dias a diversas temperaturas, entre 4

e 10°C, sendo B. cereus isolado de todas as amostras.
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Em purés de abobrinha, foram isoladas cepas psicrotréficas de B. cereus
em amostras tratadas por pasteurizacédo e observou-se o crescimento das cepas
em material armazenado por cinco dias a 20-25°C, tendo as populagdes se
aproximado de 10°UFC/g (Guinebretiére etal., 2003). Estes autores e Carlin
et al. (2000a, b) concluiram que, mesmo em baixos numeros, microrganismos
esporulados - em especial B. cereus - podem contribuir significativamente para a
contaminacao final de alimentos comercializados sob refrigeracdo os quais
podem chegar ao consumidor impréprios para o consumo.

Outros produtos prontos, como sushi e sanduiches, armazenados a 18°C,
apresentaram contaminacdo em 62,5% de 164 amostras coletadas em
supermercados em Taiwan, conforme relato de Fang et al. (2003). Na Africa do
Sul, Nortjé et al. (1999) analisaram 51 amostras de embutidos a base de carne,
nas quais o microrganismo foi detectado, em populacfes estimadas abaixo de
10% UFC/g. Os autores enfatizaram a necessidade de implementar métodos de
prevencdo do perigo representado pela presenca de B. cereus em alimentos
protéicos.

As carnes, que sao alimentos muito pereciveis, podem carrear uma série
de patégenos, entre os quais B. cereus, uma vez que a ocorréncia desse
microrganismo no interior do intestino dos animais é estimada em torno de 33%,
de acordo com Borch e Arinder (2002). E importante, pois, avaliar a seguranca
desses produtos, especialmente em preparacdes prontas para 0 consumo.

Pedroso et al. (1999) estudaram preparacdes de quibes e alméndegas em
uma cozinha hospitalar, desenvolvendo fluxogramas de preparo e analises
microbiologicas das amostras coletadas em diversas etapas. Observaram a
contaminacdo por B.cereus em alméndegas (1 x 10° UFC/g) e em quibes
(2 x 10? UFC/g) prontos para 0 consumo, mesmo ap6és o tratamento térmico de
4 min a 82,3°C e 6 min a 95°C, respectivamente.

Entre os alimentos de consumo geral, o arroz tem sido investigado quanto
a presenca do microrganismo, bem como servido de substrato em diversos
experimentos, ao avaliar seu crescimento e producdo de toxina. Shah et al.
(1996) reuniram dados de diversos levantamentos que permitem identificar arroz

e leite como os mais importantes veiculos de intoxica¢des pelo microrganismo.
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A secagem de grdos destr6i a maior parte dos microrganismos
contaminantes, mas esporos do género Bacillus s&o termorresistentes e
costumam sobreviver ao tratamento, o que justifica a presenca de B. cereus em
arroz e explica sua associacao frequente com surtos (Sarrias et al., 2002). Estes
autores isolaram diversas estirpes presuntivas de B. cereus em 61 amostras de
arroz cru, com casca e polido, ndo tendo observado niveis superiores a 10°
UFC/g.

Segundo Fang et al. (2003), o patdgeno é usualmente isolado de amostras
de arroz cru e pode ser considerado parte integrante de sua flora usual. Sperber
(2001) lembra que, sendo um ingrediente extremamente propenso a presenca de
B. cereus, altos niveis de contaminacdo podem tornar as preparacdes um perigo
expressivo para 0os consumidores. Muitos restaurantes - especialmente orientais -
utilizam temperaturas improprias para o armazenamento de arroz cozido e a esse
fator atribui-se a contaminacéo de preparacdes por B. cereus em niveis acima de
10* UFC/g, observada nesses locais (Nichols et al., 1999).

O crescimento e a producdo de toxina emética (ou cereulideo) em arroz
cozido foram acompanhados por Finlay etal. (2002a), que estudaram trés
estirpes mesofilas sob temperaturas entre 8 e 30°C. Os autores relataram
germinacdo de esporos, crescimento e producdo de toxina a partir de 15°C. A
essa temperatura, a producao de toxina era detectavel apos 48 h, enquanto a 20
e 30°C, apoés 24 h de incubacéo, a producédo de toxina ja era detectada. Digno de
nota € o fato de que a producéo a 15°C ocorreu quando as popula¢des ainda se
mantinham em torno de 10° UFC/g, enquanto a 20 e 30°C s6 se detectava a
producdo de toxina quando as populacdes eram maiores do que 10’ UFC/g.

A producéo da toxina emética foi observada em varios alimentos, inclusive
arroz, por Agata et al. (2002), pela inoculagéo de cepas eméticas em 14 amostras
de diferentes alimentos, incubadas por 24 horas a 20°C, 30°C e 35°C. Em arroz
cozido, B. cereus cresceu rapidamente até 10’ e 10® UFC/g e a producdo de
toxina emética a 30°C e 35°C foi expressiva. Os autores relataram que, mesmo a
20°C a producdo de toxina emética em arroz cozido ocorreu em tempo

relativamente curto, apds dezesseis horas.
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Em cereal desidratado a base de arroz, Jaquette e Beuchat (1998)
avaliaram a sobrevivéncia e crescimento de cepas psicrotroficas, tendo o produto
sido reconstituido para alimentacdo infantil. Os resultados evidenciaram a
presenca de baixos numeros de esporos de B. cereus no material em estudo.
Apos reconstituicdo com leite ou suco, a toxina era produzida dentro de 24 horas
a 30°C. Mesmo em temperatura abaixo de 8°C houve crescimento, mas sem
producao de toxina.

Desde a década de 1980, Bryan et al. (1981) chamavam a atenc¢éo para o
fato de que o arroz deve ser cozido em pequenas quantidades, usadas
imediatamente ap0s o preparo, pois o habito de se manter o arroz cozido a
temperatura ambiente, comum em nosso meio, contribui para aumentar os riscos
da multiplicacdo de B. cereus, alcancando niveis perigosos (Bryan et al., 1997;
Jermini et al., 1997).

Em leite e derivados, 0os microrganismos constituem um importante risco
potencial para a saude dos consumidores. Os esporos de B. cereus, presentes
no leite antes do tratamento térmico, podem sobreviver a altas temperaturas,
vindo a germinar e crescer, alcancando niveis que alteram o produto e podem
determinar a ocorréncia de intoxicacdes. Borge et al. (2001) relataram que a
presenca de B. cereus em leite representa um foco de interesse, no que diz
respeito ao processo de pasteurizacdo. Nao destruidos, os esporos podem
germinar durante o armazenamento em baixa temperatura, representando um
problema econdmico e sanitario.

Dufrenne et al. (1994) isolaram 30 cepas de B. cereus a partir de amostras
de alimentos e ambientes, algumas das quais associadas a casos de intoxicagao,
para avaliar caracteristicas de sobrevivéncia, crescimento e producdo de
enterotoxina como parametros na producdo segura de alimentos. Valores Dggoc
até >200 min foram relatados, bem como cepas psicrotroficas, capazes de
comprometer produtos pasteurizados, armazenados em temperatura de
geladeira. Como todas as cepas exibiram capacidade de produzir toxina
diarréica, ficou evidente a importancia da presenca do patdégeno, mesmo sob

armazenamento frio, em torno de 10°C.
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Lin et al. (1998) identificaram as fontes de contaminacdo de 232 amostras
coletadas na linha de processamento de pasteurizacdo do leite, relatando que
10% do total das amostras examinadas apresentavam contaminagédo por
B. cereus, ao final da producéo.

Na Europa, muitos paises mantém ativos sistemas de vigilancia sanitaria e
incluem testes de identificacdo de B. cereus ao diagnosticar agentes de surtos.
Disso resulta que o microrganismo representa uma das principais causas de
doenca de origem alimentar, segundo citacdes de Azeredo (1998). Dados do
CDC mostram que, nos Estados Unidos, entre 1993 e 1997, foram registrados 14
surtos envolvendo 691 enfermos. Entre 1991 e 2000, em Taiwan, foram relatados
274 surtos de doencas de origem alimentar, originados predominantemente em
ambiente doméstico e em escolas. Desses, 171 foram causados por bactérias,
sendo B. cereus responsavel por 113 (41%) do total (Chang e Chen, 2003). Na
Inglaterra e Pais de Gales registraram-se 29 surtos atribuidos ao consumo de
arroz contaminado por B. cereus, entre 1992 e 1996, com 164 pessoas afetadas.

Mesmo em paises como o Brasil, onde os dados relativos a intoxicagfes
alimentares atribuidas a B.cereus sdo escassos, pode-se deduzir sua
importancia epidemiolégica. Investigacdes da Vigilancia Sanitaria Municipal, em
Campinas, entre 1987 e 1993, levaram a evidéncias de que B. cereus foi
incriminado em 68,4% dos surtos comprovados, segundo Passos e Kuaye
(1996). Dados anteriores, apresentados por Salzberg etal. (1982), levaram a
suspeitar do microrganismo na etiologia de um surto de diarréia registrado em
dois restaurantes universitarios. Por meio de dados disponiveis no SIRVETA
(2003), relativos ao periodo 1993 - 2003, em nove paises da América Central e
do Sul foram registrados 27 surtos envolvendo B. cereus, atingindo 657 pessoas,
sem nenhum 0bito; no mesmo registro, cinco surtos foram atribuidos a B. cereus,
no Brasil, com 26 enfermos. Entre os dados divulgados pela Secretaria da Saude
do Estado de S&o Paulo relativos ao ano de 2002, séo relatados trés surtos
atribuidos a B. cereus, envolvendo 45 casos (CVE/SES-SP, 2003).

Rajkowsky e Mykolajcik (1987) mencionaram a possibilidade de que a
importancia de B. cereus como agente etioldgico de surtos de intoxicacdes
alimentares seja subestimada, seja porque os laboratérios ndo o procuram de
forma rotineira, seja pela semelhanca de sintomas com intoxicacdes produzidas

por outros microrganismos, que pode levar a diagnoésticos equivocados. Granum
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(1997) atribuiu a curta duracdo das doencas e ao acometimento de pequenos
nameros de pessoas, em ambientes domésticos, as deficiéncias nos registros de

surtos, tanto na literatura como em estatisticas oficiais.

2.4. Controle de riscos de intoxicacdes alimentares por Bacillus cereus

Nos ultimos anos tem-se intensificado a preocupacdo com a producao
higiénica de alimentos e com a prote¢do do consumidor. Ainda que se reconheca
que a obtencdo de alimentos absolutamente isentos de contaminagdo nao é
viavel, todo o esforco deve ser dirigido ao controle de fatores que aumentam os
riscos. As operacdes de resfriamento dos alimentos ocupam lugar de destaque
entre esses fatores, (Schlundt, 1999).

Nos Estados Unidos, entre 1977 e 1982, foram estudados diversos surtos
de doencas de origem alimentar, com o objetivo de identificar os principais
patogenos e respectivos veiculos alimentares envolvidos, bem como os fatores
gue contribuiram para esses surtos. Os dados foram comparados com outros,
obtidos entre 1961 e 1976, levando a conclusdo de que o cozimento inadequado
e a exposicdo do alimento a temperatura ambiente ou a condi¢cdes abusivas de
resfriamento foram associados a causa da maioria dos surtos, em ambos 0s
periodos. As intoxicacdes por B. cereus foram atribuidas especialmente ao
cozimento impréprio ou a manutencdo em temperatura abusiva por 12 horas ou
mais, entre as fases de preparo e consumo do alimento (Bryan, 1988).

Bryan et al. (1997) e Jermini et al. (1997) comprovaram que o habito de se
manter o arroz cozido a temperatura ambiente realmente contribui para aumentar
os riscos da multiplicacdo de B.cereus até niveis perigosos. Segundo
observacbes de Azeredo (1998), ocorrendo a exposicdo do alimento a
temperaturas entre 22 e 46°C, pode-se prever rapida multiplicacdo do patdgeno,
de sorte que aumentos de cinco ou mais ciclos logaritmicos podem ser previstos
em alimentos submetidos a operagbes de resfriamento lentas. Populacdes de
B. cereus préximas de 10’ UFC/g foram observadas em amostras de arroz
mantidas por varias horas a 26°C, recolhidas de cantinas universitarias, segundo

relato de Harmon e Kauter (1991).
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Notermans et al. (1997) apresentaram um estudo de estimativa do risco de
B. cereus presente em leite pasteurizado. Entende-se 0 processo de risk
assessment como a ‘estimativa da probabilidade de que um efeito adverso
podera ocorrer, comprometendo o consumidor’. Uma estimativa de risco consiste,
assim, em identificar o perigo, avaliar a exposicdo e a dose-resposta e
caracterizar o risco. No caso em questéo, a ‘identificacdo do perigo’ representou
0 potencial de o leite apresentar contaminacdo por B. cereus e, assim, causar
efeitos adversos a saude do consumidor. A ‘avaliacdo da exposicdo’ é a
estimativa da quantidade (dose) desse patégeno a que a populacdo sera
eventualmente submetida. O ‘estabelecimento da dose-resposta’ resulta de
andlises epidemiolégicas, relacionando o nivel de exposicdo ao agente
(populagéo presente nos alimentos incriminados, ou quantidade de toxinas) com
0 aparecimento das doencas. ‘Caracterizacao do risco’ € o processo de identificar
e quantificar os fatores envolvidos no risco de haver uma exposicdo a niveis nao
aceitaveis de um agente, no caso em questdo, B.cereus, no momento do
consumo do leite. No estudo desenvolvido, os resultados obtidos permitiram
estabelecer um limite de sete dias para armazenagem de leite, a 7°C ou menos,
para garantir populacdes menores do que 10° UFC/mL. Os estudos de estimativa
de risco representam uma grande ajuda para a prevencdo das doencas de
origem alimentar e controle de seus agentes.

A contaminacdo e multiplicacdo dos microrganismos dependem de
propriedades intrinsecas e extrinsecas dos alimentos (McMeekin et al., 1992). A
temperatura - fixa ou flutuante - € um dos mais importantes fatores que
influenciam o desenvolvimento da populagcdo microbiana (Dooley e Roberts,
2000; Bréand et al., 1997). A associacdo temperatura x tempo tem sido muito
estudada, para controlar, eliminar ou reduzir o numero de microrganismos
durante as fases de processamento, manipulagcéo e distribuicdo dos alimentos,
objetivando seu consumo seguro pela populagdo. Como cada microrganismo
apresenta peculiaridades de comportamento em relacdo a esses fatores, 0s
estudos para conhecer as possiveis respostas a condicdes de uso habitual
permitem a orientacdo de medidas de controle eficazes. Uma das estratégias
tecnologicas tem sido a aplicagdo de ‘barreiras’, baseadas nas respostas
fisiolégicas dos microrganismos, valendo-se do controle de parametros como

temperatura, tempo de exposicao, pH do alimento etc. (Leistner 2000).
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Uma ferramenta que pode ser extremamente Util para prever e, assim,
intensificar medidas de controle das intoxicagcbes por patdgenos, é a
microbiologia preditiva. O uso de equac¢Bes matematicas para descrever o
comportamento microbiano tem recebido, desde a década passada, consideravel
atencdo. Mesmo anteriormente, a partir dos anos 40, alguns trabalhos foram
desenvolvidos, conforme citagcdes de Ross (1993). O conceito de microbiologia
preditiva parte da suposicdo de que respostas de microrganismos a fatores do
meio podem ser expressas por equacdes matematicas (Ross e McMeekin, 1994;
Skinner et al., 1994).

A capacidade de crescimento de microrganismos em substratos
alimentares vem sendo avaliada, historicamente, em condi¢des de laboratorio,
por meio de estudos de inoculacéo e contagem das populagdes, ao longo de um
determinado periodo. Um grande avan¢co nesse campo deve-se ao uso de
modelos matematicos, de forma que equacbes descrevem a cinética de
crescimento em fungao de determinados parametros, especialmente temperatura,
pH e atividade de agua (Wilson et al., 2002). A modelagem preditiva tem sido
proposta de forma a reduzir gastos com tempo e materiais normalmente
despendidos em experimentos de laboratério (Buchanan e Whiting, 1996).

O desenvolvimento desses modelos para predizer o0 crescimento
microbiano em alimentos se inicia com a obtencdo de dados experimentais de
forma que o padrdo de crescimento € identificado e o modelo é construido, em
funcdo de uma ou mais variaveis (McClure et al., 1994; Skinner et al., 1994).
Esses estudos vém sendo utilizados pelas industrias de alimentos por permitirem,
com a previsdo do crescimento de microrganismos, obter uma estimativa
razoavelmente precisa acerca da vida de prateleira de produtos pereciveis, como
carne (Shimoni e Labuza, 2000), peixe (Dalgaard, 1995; McMeekin et al, 1992) e
derivados de leite (Griffiths, 1994).

Varios trabalhos usando modelos matematicos foram desenvolvidos, em
estudos de crescimento ou de resisténcia térmica de B. cereus. Sutherland et al.
(1996) testaram a validacdo de um modelo de crescimento do microrganismo, em
meio de cultura, influenciado por condi¢bes de temperatura, pH, concentracdo de
Nacl e CO,. Os dados estimados foram comparaveis a registros da literatura,

relativos a alimentos como leite, carnes e produtos a base de carboidratos.
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Chorin etal. (1997) modelaram o crescimento de B.cereus em meio
laboratorial, em funcdo de temperatura, pH e atividade de agua. Os resultados
preditos apresentaram alto coeficiente de correlacdo com os dados experimentais
obtidos no estudo, porém os autores recomendaram a continuidade das
pesquisas em substratos alimentares.

McElroy et al. (2000) desenvolveram estudos preditivos do crescimento de
B.cereus a 15, 20 e 30°C, em meio de arroz. Os autores relataram que seus
dados foram condizentes com trabalhos de Johnson et al. (1983) e Gilbert et al.
(1974), com relacéo a caracteristicas de crescimento do microrganismo em meio
de arroz.

A cinética do crescimento de diversas cepas de B. cereus, em meio de
arroz, sob diferentes temperaturas, foi avaliada por Azeredo et al. (2002). Um
modelo proposto por Zwietering etal. (1991) foi ajustado aos dados
experimentais e permitiu estimar populacbes que evidenciaram 0s perigos que
podem advir da exposicao do alimento a operacdes lentas de resfriamento.

Modelo semelhante foi utilizado por Choma et al. (2000), para testar o
efeito de temperaturas entre 5 e 40°C nas caracteristicas de crescimento de
B. cereus, em meio de abobrinha e em meio de cultura enriquecido. O modelo
revelou-se adequado, comparado aos dados obtidos experimentalmente.

Considerando a falta de dados na literatura especializada, o segmento dos
Servigcos de Alimentacdo ndo parece, via de regra, ter acesso a modelos de tal
natureza, aplicaveis as condicdes desses locais. Da mesma forma, estudos em
ambientes domiciliares sao raros, embora ndo se possa questionar sua validade.
Evidenciando esse potencial, um modelo matemético foi utilizado por Delignette-
Muller e Rosso (2000), adotando como parametros ‘crescimento’ e
‘armazenamento de leite pasteurizado em geladeiras domésticas’ com
temperaturas ndo uniformes. A variacao das condi¢coes de armazenamento levou
ao crescimento de B. cereus em leite, revelando que o controle da refrigeracao
pode ser de grande importancia na qualidade sanitaria de alimentos, no momento
de seu consumo.

Nauta et al. (2003) usaram um modelo preditivo para avaliar a exposi¢cao
de consumidores ao risco de intoxicacdes por B. cereus, em vegetais refrigerados
e prontos para o consumo, avaliando o crescimento do microrganismo durante

processamento, transporte, comercializacdo e armazenamento dos produtos em
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refrigeradores domeésticos. Embora o modelo ndo tenha sido validado, os autores
sugeriram a necessidade de reduzir a temperatura dos refrigeradores abaixo de
4°C e de exercer monitoramento da contaminagdo dos produtos prontos, como
medidas de seguranca para a saude.

H4, entretanto, ocasifes em que ocorrem discrepancias entre o modelo e o
crescimento observado, em geral com os valores preditos superando valores
obtidos experimentalmente. Na verdade, pior seria 0 contrario, caso em que 0
modelo levasse a subestimar o crescimento microbiano e a uma falsa idéia de
seguranca. Seja como for, o aperfeicoamento dos modelos depende da
continuidade dos estudos e as vantagens de seu uso ndao podem ser ignoradas
(Wilson et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Higiene de
Alimentos do Departamento de Nutricdo e Saude, na Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Minas Gerais.

3.1. Alimentos

Os alimentos que serviram para compor 0s substratos de crescimento
foram adquiridos no comércio local: arroz (polido, classe ‘longo’, variedade
‘EEA 406, tipo 1); acucar refinado; leite em p6 integral; canela em po e sal de

cozinha.

3.2. Microrganismos

A pesquisa foi desenvolvida com as cepas de referéncia NCTC 11145,
de tipo diarréico, e NCTC 11143, de tipo emético, adquiridas da National
Collection of Type Cultures por intermediacdo da Fundacdo Tropical de

Pesquisas André Tosello, Campinas, SP.

3.3. Ativagao das culturas de Bacillus cereus

Amostras das cepas de B. cereus, em forma liofilizada, foram hidratadas
com 1 mL de solucado salina a 0,9%. Em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram
semeadas na superficie das placas contendo meio de agar MYP, seletivo para
B.cereus. O preparo desse meio de cultura seguiu a descricdo do
Bacteriological Analytical Manual (BAM, 1995), no entanto, uma vez que 0O
trabalho foi desenvolvido com culturas puras, foi suprimida a adicdo de Sulfato
de Polimixina-B, ja que sua adicao inibitoria e seletiva ndo se fazia
necessaria.

Depois do periodo de incubacéo a 35°C por 18 a 24 horas, amostras das
coldnias tipicas foram isoladas em forma de estrias em superficies de placas
contendo 0 mesmo meio seletivo e submetidas a idéntico procedimento de
incubacgédo. Verificada a pureza do material, por observacdo em microscépio de
caracteristicas morfolégicas e coloracdo de Gram, amostras das col6nias foram
transferidas para tubos contendo agar nutriente inclinado e mantidas em

refrigerador até 0 momento do preparo das suspensdes de esporos.
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3.4. Planejamento experimental

A pesquisa compreendeu dois experimentos. No primeiro, o crescimento
de duas cepas de B. cereus em meio de arroz-doce foi avaliado em fungéo de
seis tratamentos de temperatura. As cepas foram testadas, a cada
temperatura, sob as mesmas condi¢cdes experimentais. Os testes foram feitos
segundo duas repeticoes.

No segundo experimento, cada cepa foi submetida a uma operacéo de
resfriamento particular, caracterizando uma operacdo de resfriamento lento
para cada microrganismo testado.

Em ambos os experimentos, as contagens dos numeros de UFC foram
tomadas a partir de amostras (tubos inoculados) em duplicata e, para cada
amostra, semeaduras em duplicata de duas ou mais diluicbes do material em
teste.

O ajuste do modelo de Zwietering etal. (1991) aos dados obtidos
experimentalmente foi desenvolvido utilizando o software ORIGIN® - verséo
5.0, da Technical Graphics and Data Analysis in Windows®, Micrococal

Software, Inc.

3.5. Avaliagéo do crescimento de Bacillus cereus em meio de arroz-doce a
diferentes temperaturas

3.5.1. Preparo das suspensdes de esporos

Procedeu-se, inicialmente, a ativacdo das colbnias conservadas em
refrigerador, a 4°C, transferindo-se amostras dessas colbnias para tubos
contendo agar nutriente inclinado. O preparo das suspensdes de esporos
iniciou-se apds a terceira repicagem, quando havia uma grande massa de
células formadas na superficie dos referidos tubos. A cada um dos tubos,
entdo, adicionou-se 0,5 mL da solugdo salina esterilizada para remover a
massa celular, com auxilio de alca de platina. Essas suspensdes de células
foram usadas para inocular, em superficie, 0 meio de esporulacédo previamente
preparado em frascos Schott de 1.000 mL, devidamente identificados de
acordo com a cepa correspondente.

O meio para cultivo dos esporos foi elaborado conforme proposta de

Martin e Blackwood (1972), usando caldo nutriente suplementado com
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0,01% MnSQOy4, 1% de amido e 2% de agar. Cada cepa foi cultivada em quatro
frascos, cujo meio foi solidificado com o frasco tombado, de forma a aumentar
a superficie para o cultivo dos esporos.

Depois de um periodo de incubacdo de 48 a 72 horas a 35°C e, em
seguida, 72 a 96 horas a 5°C, os esporos de cada frasco foram removidos com
auxilio de bastdes de vidro estéreis e suspensos em 20 mL de 4gua destilada
esterilizada. Ao final, dispunha-se de quatro amostras de cada uma das
suspensodes concentradas de esporos, relativa a cada cepa. Em seguida, cada
aliquota de 20 mL foi transferida para tubo de centrifuga com capacidade de
50 mL, também esterilizado, e levado a centrifuga com autonomia para dez
tubos devidamente equilibrados, seguindo a programacgédo de 5.000 g por 20
minutos, com temperatura ajustada em 4°C, adotando procedimento descrito
por Wescott etal. (1995). Esse procedimento foi repetido cinco vezes,
descartando o sobrenadante, de forma a concentrar as suspensdes com > 98%
de esporos refrateis.

Apos a ultima centrifugacéo, adicionaram-se 10 mL de agua destilada a
cada tubo e submeteu-se o material a agitacdo, para desprender e transferir os
esporos para frascos contendo 50 mL de agua destilada e pérolas de vidro.
Apés contagem, as suspensfes foram acrescidas de agua destilada até
padronizar as populacdes em, aproximadamente, 10° esporos/mL. Desta
forma, dispunha-se de quatro frascos relativos a cada cepa, constituindo as

suspensdes-estoque, as quais foram armazenadas a 4°C.

3.5.2. Preparo do meio de arroz-doce

O meio de arroz-doce, utilizado em toda a pesquisa como substrato de
crescimento para os microrganismos em estudo, foi preparado em tubos de
ensaio de 25x 150 mm, providos de tampas de aco inoxidavel, sendo
elaborado com a seguinte composicéao: 4,0 g de arroz; 2,4 g de acucar; 0,032 g
de sal; 0,016 de canela em po6 e 14 mL de leite reconstituido conforme
instrucbes de rotulo. Essa formulacdo foi feita seguindo exatamente as
mesmas propor¢gdes adotadas por um restaurante institucional e apresentava-
se similar a uma tipica preparacao de uso domiciliar. A relacdo aproximada de
duas partes de liquido (14 mL) para uma de solidos (6,45 g) apresentou-se em

conformidade com o meio formulado por Azeredo et al. (2002).
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Os tubos contendo os ingredientes relacionados foram levados a
autoclave a 121°C por 15 minutos, tornando o meio uma réplica do alimento
pronto para consumo. Partindo dessas formulagGes, cada tubo apresentou,
apos ser esterilizado, cerca de 20 gramas de substrato pronto para receber o

in6culo, com a seguinte composicdo de macronutrientes:

Tabela 3.1. Composicdo do meio de arroz-doce utilizado como substrato de
crescimento.

Constituintes Quantidade | glicideos | Proteinas | Lipideos Valor
)] 9) 9) (9) energeético

(kCal)

Agucar refinado 2,4 2,38 0 0 9,55

Arroz polido cru. 4,0 3,19 0,29 0,02 14,10
Canela 0,016 - - - -

Leite de vaca integral 14,0 0,68 0,5 0,42 8,50
Sal refinado 0,032 0 0 0 0

Total 20,44 32,15

Fonte: FRANCO, G. Tabela de Composigédo Quimica dos Alimentos, 1998.

3.5.3. Determinacgao das taxas maximas de crescimento (u) e dos tempos
de geracdo (G) relativos a cada microrganismo e temperatura,
testadas

Inicialmente, antes da inoculagdo, amostras das suspensdes de esporos,
correspondentes a cada cepa, foram transferidas para frascos esterilizados e
rediluidas com agua destilada esterilizada, de forma a permitir que o material a
ser inoculado viesse a apresentar uma populacdo inicial proxima de 107
esporos/g. Em seguida, aliquotas de 15 mL dessas suspensdes foram
transferidas para tubos de ensaio tampados e esterilizados, para serem
submetidas a choque térmico a 70°C em banho-maria, durante 15 minutos,
segundo preconiza Johnson et al. (1984). Findo esse tempo, esses tubos foram
mergulhados em banho de gelo, para interromper o tratamento térmico.

Cada tubo contendo o substrato de crescimento - 20 g de arroz-doce -
foi inoculado com 0,5 mL de suspensdo assim tratada, e a populacdo de
B. cereus situou-se, sempre, dentro dos limites pré-estabelecidos. Como cada

cepa foi testada em separado e de forma a observar o crescimento ao longo de
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toda a fase exponencial, foram inoculados entre sete e dez duplicatas de tubos,
por estirpe estudada e a cada temperatura.

O material de cada tubo foi, entdo, transferido para saco de plastico
esterilizado e homogeneizado em digestor tipo stomacher, sendo devidamente
lacrado para evitar contaminacédo. Ao final, quando todos os pares de tubos
haviam sido inoculados, eram transferidos para estufas de incubacdo, de
acordo com a temperatura em teste, a saber: 10, 15, 22, 30, 37 e 45°C,
incluidas na faixa em que o crescimento de B.cereus é esperado
(Azeredo, 1998). A observacao do crescimento das cepas, a cada temperatura
e por repeticdo, demandou uma semana, de forma que essa fase da pesquisa
estendeu-se por 12 semanas.

A partir do tempo zero e a intervalos convenientes, duplicatas das
amostras de cada cepa, foram retiradas e homogeneizadas em stomacher,
com 180 mL de solucéo peptonada esterilizada, obtendo-se uma dilui¢éo inicial
de 10™. A partir dessa diluicéo, foram feitas as diluicbes em série apropriadas,
tendo o cuidado de semear aliquotas de, pelo menos, duas diluicdes, para
evitar falhas na contagem. Para cada tubo, as semeaduras foram feitas em
duplicata, em placas contendo agar MYP, as quais foram incubadas a 30°C
por, aproximadamente, 20 horas, para que os tamanhos reduzidos das colonias
facilitassem sua contagem (Azeredo, 1998).

Os intervalos para retiradas das amostras e contagens das UFC foram
estipulados mediante consulta a literatura (Azeredo, 1998), segundo

expectativa de crescimento do microrganismo a cada temperatura (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Intervalos entre contagens de Bacillus cereus em meio de arroz, a
diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Intervalos (h)

10 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192
15 0, 8, 16, 24, 30, 35, 48, 60

22 0, 4,8, 12,16, 20,24

30 0,24,6,8,10,12

37 0,24,6,8,10,12

45 0,24,6,8,10,12
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Os dados relativos aos numeros de microrganismos, a cada intervalo,
permitiram a obtencdo das curvas de crescimento, a cada temperatura,
expressas como logaritmos dos numeros de UFC, em funcdo do tempo de
incubacdo. Foram selecionados os segmentos correspondentes as taxas de
crescimento exponencial e, por regressao linear, calculados os coeficientes
angulares segundo cada temperatura de exposicdo. Esses coeficientes,
denominados w(T), expressaram o0 aumento das populacbes de
microrganismos em ciclos logaritmicos por hora.

Os tempos de geracdo (G), ou o numero de minutos necessarios para
duplicar o numero de microrganismos, foram calculados com base na
Equacéo 1.

G=log 2/ ) Equacéo 1

3.6. Ajuste de um modelo proposto para estimar o crescimento de
microrganismos, em funcdo da temperatura, aos dados
experimentais

Uma equacdo proposta por Zwietering etal. (1991) para estimar o
crescimento de microrganismos em funcao da temperatura, foi utilizada nesta
pesquisa para verificar sua confiabilidade ao estimar o crescimento de
B. cereus em meio de arroz-doce, durante operacdo de resfriamento. Esta
equacdo, aqui denominada Equacdo 2, permite estimar as taxas maximas de
crescimento microbiano ao longo de uma ampla faixa de temperatura e

apresenta-se como:

W(T) = [a(T-Tmin)]?. {1-exp[b.(T-Tmax)]} Equagédo 2

em que p(T) representa a taxa maxima de crescimento em funcdo da
temperatura, compreendendo o intervalo que pode comportar crescimento de
cada cepa estudada, entre Tyin € Tmax (Minima e maxima temperaturas que
limitam essa faixa de crescimento potencial). Os valores de Thyin € Tmax, bem
como as letras a e b, representam parametros obtidos pelo ajuste.
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3.7. Avaliagcdo do crescimento de Bacillus cereus em meio-arroz doce,
durante resfriamento

O crescimento dos microrganismos, em meio de arroz-doce, foi
acompanhado ao longo de uma operagdo lenta de resfriamento, cujo
monitoramento e registro de temperaturas foi feito utilizando um aparelho de
aquisicdo de dados com doze canais de varredura (12-Channel Scanning
Thermocouple Thermometer, da Cole-Parmer) e termopares de tipo T, de cobre
constantan.

Oito duplicatas de tubos de ensaio, contendo 20 g do meio descrito em
3.4.2 e equilibradas a uma temperatura entre 48 e 49°C, foram inoculadas com
aliquotas de 0,5 mL das suspensdes de esporos de B. cereus (obtidas segundo
3.4.1), de forma a se partir de uma populacéo inicial estimada em torno de
10% esporos/g de meio.

Uma das duplicatas foi imediatamente homogeneizada para o0s
procedimentos de diluicdo e semeadura em agar MYP, para contagem da
populacao inicial, relativa ao tempo zero do experimento.

Em seguida, os tubos foram colocados em recipiente isotérmico,
contendo arroz cozido com temperatura equilibrada, também, entre 48 e 49°C.
O tamanho da batelada de arroz cozido (em torno de 3,5 kg) foi estabelecido
em testes preliminares, de forma a proporcionar um declinio lento de
temperatura, simulando uma situacdo real de resfriamento desse alimento.
Essa operagao prolongou-se por 12 h, de forma a que o material em estudo
exibiu uma taxa de resfriamento média em torno de 2 a 2,5°C/h, até equilibrar-
se a temperatura ambiente.

Para monitorar e registrar as temperaturas, foram inseridos quatro
sensores em tubos néo inoculados, contendo o0 mesmo meio de arroz-doce.
Assim como os tubos inoculados, os quatro tubos onde esses sensores foram
inseridos estavam posicionados equidistantes do centro da batelada de arroz
cozido, a qual serviu de suporte para sua colocagao.

As amostras (tubos inoculados, em duplicata) foram retiradas a cada 2 h
de intervalo e submetidos a resfriamento em banho de gelo, de modo a
paralisar o crescimento dos microrganismos. Foram desenvolvidos, entdo, os
procedimentos de homogeneizacdo e diluicdo seriada, para contagem do
namero de unidades formadoras de col6nias, em placas contendo meio MYP.
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Durante todo o tempo, foram feitas tomadas de temperatura de
resfriamento do meio de arroz-doce, por meio dos termopares. O equipamento
era acoplado a um microcomputador e os registros de temperatura se fizeram
de minuto em minuto, durante os 720 min de duracdo de cada ensaio, um
relativo a cada cepa. Assim se obtiveram, a cada ensaio, medidas de
temperatura que permitiram construir curvas de resfriamento de arroz-doce em
funcdo do tempo, ou seja, valores de temperatura (T) em funcdo do tempo (t).

Por outro lado, as contagens dos microrganismos, a cada intervalo,
levaram a construcao de curvas de crescimento das cepas estudadas, naquele

substrato, ao longo do tempo de exposi¢ao ao resfriamento.

3.8. Estimativas e dados experimentais relativos ao crescimento de
Bacillus cereus em meio-arroz doce, durante operacdo de
resfriamento

No presente trabalho, a equacéo de Zwietering et al. (1991) foi ajustada
aos dados experimentais de crescimento de B. cereus em meio de arroz-doce,
entre 10 e 45°C e, a partir desse ajuste, foi possivel estimar as taxas maximas
de crescimento, em fungcdo da temperatura, ao longo de toda a faixa limitada
pelos valores Tnin € Tmax COrrespondentes a cada cepa.

Partindo dos dados obtidos, conforme descricdo em 3.4.5, relativos as
medicdes de temperatura de arroz-doce em funcdo do tempo, durante
resfriamento, foi possivel estabelecer, para cada instante de tempo (t) uma
temperatura (T) e, assim, obter os dados de taxas maximas de crescimento em
funcdo do tempo, ou u(T. As estimativas desses valores puderam ser utilizadas
para construir curvas preditivas de crescimento, em funcdo do tempo, a partir

da Equacao 3.
N=Np.10#®-t Equacéo 3

Em que N representa a magnitude da populagcdo no instante t,
No representa a populacao inicial e u(T) é a taxa de crescimento, obtida pelo
ajuste, expressa em relacédo ao tempo.

Os valores estimados foram, entdo, comparados aos dados
experimentais obtidos anteriormente, relativos ao crescimento das cepas

estudadas, durante a operacao de resfriamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagao do crescimento de Bacillus cereus, em meio de arroz-doce,
a diferentes temperaturas

Essa etapa consistiu de seis ensaios, correspondentes as seis
temperaturas testadas, cada um deles desenvolvido simultaneamente com
cada uma das duas cepas estudadas: B. cereus NCTC11143 (tipo emético) e
NCTC11145 (tipo diarréico), em duas repeticbes. Vinte e quatro curvas de
crescimento (Figuras 4.1 a 4.4) foram construidas a partir dos resultados,
expressando o crescimento dos microrganismos em log UFC/h.

As taxas maximas de crescimento, obtidas a partir dos segmentos
relativos a fase exponencial, sdo apresentadas na Tabela 4.1, detalhando
cepas e temperaturas. Na Tabela 4.2 foram registrados os tempos, em
minutos, necesséarios para duplicar as populacdes (valores G), excluidas as
observacbes relativas a temperatura de 10°C, em razdo de terem sido
calculados valores muito altos, superiores a 3.000 min.

O crescimento de ambas as cepas, inoculadas no meio de arroz-doce, foi
bastante evidente na faixa de temperatura entre 15 e 45°C. Especialmente a 30
e 37°C, as taxas calculadas revelaram intensa capacidade de multiplicacéo
naquele substrato, com tempos G registrados entre 28 e 40 min. No entanto, a
10°C o crescimento foi inexpressivo, mesmo apés 192 h de incubacédo. Talvez
isso se deva a uma fase lag muito longa desses microrganismos, sob tais
condi¢cdes, ou dependa do controle de outras variaveis, suposi¢cdes que
encontram suporte em relatos de experimentos envolvendo B. cereus. Na faixa
de temperatura entre 5 a 10°C, Choma et al. (2000) ndo observaram
crescimento em substrato comum, somente em meio enriquecido e sob
determinadas condicfes de pH e aeracdo. Somente apés 14 dias a 8°C, Lin et
al. (1998) observaram o0 crescimento de cepas psicrotréficas, previamente
cultivadas em substrato enriquecido e inoculadas em amostras de leite.
Dufrenne et al. (1994) nédo relataram crescimento para a maioria de 31 cepas
de B. cereus depois de quatro semanas de incubac&o a temperaturas abaixo
de 11°C, ainda que algumas tenham crescido segundo tempos de geracéo

maiores do que 200 min.
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Observou-se, neste trabalho, que ambas as cepas exibiram crescimento
a 15°C (Figura 4.1 e 4.3), registrando-se aumentos populacionais de,
aproximadamente, trés ciclos logaritmicos, ap6s um periodo de incubacdo de
60 horas. A cepa diarréica pareceu reagir melhor a essa temperatura do que a
cepa emética, considerando os tempos de geracdo observados, de 225 e

261 min, respectivamente (Tabela 4.2).

Tabela 4.1. Taxas maximas de crescimento (u) de Bacillus cereus em meio de
arroz-doce, a diferentes temperaturas, expressas em ciclos
log.h™

Temperaturas (°C)

Microrganismos
10 15 22 30 37 45

Cepa emética 0,0043 0,0692 0,2374 0,5005 0,6493 0,3923

Cepa diarréica 0,0054 0,0802 0,2494 0,4525 0,5762 0,3757

Tabela 4.2 - Tempos de geracao (G) de Bacillus cereus em meio de arroz-
doce, a diferentes temperaturas, expressos em minutos

Temperaturas (°C)
Microrganismos
15 22 30 37 45
Cepa emética 261 76 36 28 46
Cepa diarréica 225 72 40 31 48

A 22°C o crescimento foi bem maior do que a 15°C, evidenciando-se
aumentos da populacéo inicial da cepa emética em torno de quatro ciclos
logaritmicos, enquanto a cepa diarréica exibiu aumentos de até cinco ciclos,
apos apenas 24 h de incubacdo. Novamente se verificou que a cepa diarréica
pareceu mais bem adaptada a temperaturas abaixo da faixa ideal.

Por outro lado, entre 30 e 45°C a cepa emética apresentou menores
tempos de geracdo do que a cepa diarréica, o que condiz com observacdes de
Fermanian et al. (1994) que relataram melhor adaptacdo das cepas eméticas a
temperaturas acima da faixa ideal. Segundo Gilbert et al. (1974), a maior
tolerancia dos tipos eméticos a temperaturas mais altas contribui, inclusive,

para a sobrevivéncia e crescimento dessas cepas em arroz cozido.
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Figura 4.1. Crescimento da cepa emética em meio de arroz-doce, a 10, 15 e 22°C.
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As taxas maximas de crescimento (i) e os menores tempos de geracao
(G) foram associados as temperaturas otimas de crescimento, a 30 e 37°C.
Foram calculados valores G de 36 e 28 minutos, para a cepa emética, e para a
cepa diarréica, 40 e 31 minutos, respectivamente a 30 e 37°C (Tabela 4.2).
A essas temperaturas foram observadas as maiores contagens, de até 10’
microrganismos/grama do alimento, apés 12 horas de incubacéo, revelando
aumentos populacionais da ordem de cinco ciclos log. Apds apenas seis horas
de incubac&o, as contagens das populacées chegaram a 10° UFC/g, nimeros
francamente associados por varios autores a episddios de intoxicaces
alimentares, segundo Azeredo (1998).

A 45°C, o crescimento de ambas as cepas apresentou taxas em franco
declinio, evidenciando a proximidade dos limites de temperatura que permitem
0 crescimento de B. cereus, segundo evidéncias obtidas em diversos estudos
(Borge et al., 2001; Azeredo, 1998; Fermanian et al., 1994). O comportamento
de onze cepas isoladas de arroz e carne foi estudado por Borge et al. (2001),
0S quais concluiram que a maioria das cepas apresentava crescimento limitado
a temperaturas até 43°C, ainda que uma das cepas tenha mostrado
crescimento mesmo a 50°C, apds uma fase lag de 72 horas.

Os resultados verificados neste estudo sdo compativeis, de forma geral,
com outros trabalhos envolvendo preparacdes de arroz, com ou sem adicao de
leite em suas formulagbes (Agata et al., 2002; Johnson et al., 1983; Bryan et
al., 1981; Gilbert et al., 1974). As populacdes finais observadas no arroz-doce
foram menores do que as observadas por Azeredo et al. (2002), que relataram
densidades populacionais de até 10° UFC/g, partindo de populacdes iniciais
semelhantes as deste trabalho, em estudo envolvendo diversas cepas
inoculadas em meio de arroz adicionado de alho, sal e 6leo, testadas a vérias
temperaturas, entre 10 e 45°C.

A sobrevivéncia e, ou crescimento de cepas de B.cereus foram
avaliados em substrato de cereal a base de arroz, reconstituido com leite ou
suco de macgd, quando sob armazenamento a 15, 21 e 30°C. Isto foi
particularmente observado quando o cereal foi reconstituido com leite. A 30°C,
a populacdo aumentou 4,42 ciclos log em apenas nove horas, sendo
evidenciado o potencial de risco representado pela preparacdo assim
armazenada, especialmente para criangas e imunodeprimidos. A 15 e 21°C o
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crescimento das cepas veio a exceder o equivalente a seis ciclos log depois de
48 e 24 horas, respectivamente (Jaquette e Beuchat, 1998).

Na Espanha, um total de 65 amostras de diferentes sobremesas
contendo leite, como pudim de arroz e mousse de frutas, elaboradas em
estabelecimentos de hotelaria e restaurantes, foram submetidas a analises
microbioldgicas, e a contaminacdo média por B. cereus foi estimada em niveis
abaixo de 10° UFC/grama (Busto, 2000). Os resultados mostraram que,
qgquando mantidas sob temperatura de refrigeracdo, as amostras se situaram,
geralmente, dentro dos padrdes de comercializacdo e aptas para o consumo.
Essa medida preventiva foi endossada por Choma et al. (2000) que, estudando
0 comportamento do patdgeno a temperaturas entre 5 e 13°C, enfatizaram que
a maioria das cepas patogénicas de B. cereus ndo € bem adaptado a baixas
temperaturas e ressaltaram a importancia do controle das temperaturas de
refrigeracdo, de forma a prevenir o seu desenvolvimento.

A producéo de toxina em arroz tem sido um fato amplamente constatado
em diversos estudos. Agata et al. (2002) avaliaram a producdo de toxina
emética em varios alimentos, inclusive arroz, e verificaram intenso crescimento
nesse substrato, entre 20 e 35°C, com producédo de toxina a partir de 30°C. As
populacdes maximas observadas, ap6s 24 h a 30 ou 35°C, chegaram a 10°
UFC/g. A deteccdo de toxina emética, feita em cultura de células HEp-2, foi
sensivelmente maior em arroz e alimentos farinaceos do que em preparacoes a
base de carne, ovos e alimentos liquidos.

Vérios autores consideram que o0 enriquecimento de preparagdes
amildceas com ingredientes protéicos seja favoravel ao crescimento de
B. cereus (segundo citacdes de Azeredo, 1998; Kramer e Gilbert, 1989), o que
seria uma agravante, quando em associacdo com 0 uso inadequado de
temperatura de armazenamento.

Nesta pesquisa, embora o arroz-doce tenha-se mostrado adequado ao
crescimento do patdégeno, os resultados ndo corresponderam a expectativa de
favorecimento das populacbes em teste, considerando relatos de outros
autores, a exemplo de Azeredo (1998). E de se supor, entdo, que outros
ingredientes da preparacao de arroz-doce tenham interferido negativamente no
crescimento das cepas estudadas. O meio, elaborado a base de arroz e leite,

foi acrescido de uma mistura de aguUcar, canela e sal. Em 20g do produto
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pronto, as proporc¢des finais aproximadas foram de 20% de arroz, 12,01% de
acucar, 0,08% de canela, 0,16% de cloreto de sédio e 67,76% de leite integral.
Simulando uma preparacao tipica de arroz-doce, esse substrato apresentou pH
em torno de 6,0 (x 0,3) e atividade de agua 0,99, condi¢cdes adequadas ao
crescimento do microrganismo.

O cloreto de sddio ndo pareceu afetar o crescimento de diferentes cepas
de B.cereus, no estudo conduzido por Azeredo et al. (2002), os quais
utilizaram 1,15% de sal na preparacdo de substrato a base de arroz. Também
Mahakarnchanakul e Beuchat (1999) observaram crescimento de cepas
psicrotréficas e mesofilas em preparacdes a base de batatas e de frango, com
até 4% de cloreto de sdédio.

Quanto ao agucar, seu uso em baixas concentracdes € considerado como
forma de enriguecer os substratos, favorecendo o0 metabolismo de
microrganismos. Dessa forma, Choma et al. (2000) utilizaram 2% de glicose em
meio para crescimento de cepas psicrotroficas de B. cereus (em caldo de
abobrinha), a temperaturas abaixo de 20°C. No presente trabalho, mesmo
tendo sido utilizada uma concentracdo de 12%, ndo se supde que este tenha
sido um ingrediente com efeito inibidor, visto que a atividade de agua do meio
(0,99) manteve-se O6tima para o crescimento de microrganismos em geral.
Chorin et al. (1997) observaram que apenas valores inferiores a 0,95 inibiram
crescimento de B. cereus. Esses dados sdo compativeis com os de Raevuori e
Genigeorgis (1975), que relataram o mesmo valor de atividade de agua
limitante para o crescimento desse microrganismo.

Ao contrario de sal e agucar, pode ser atribuido a canela efeito inibitorio
para o crescimento das cepas de B. cereus. As especiarias sdo importantes
ingredientes, em razdo de seus 0Oleos essenciais: por exemplo, eugenol em
cravos, alicina em alho, aldeido cindmico e eugenol em canela, carvacol e timol
em orégano etc. (Valero e Salmerdn, 2002). A canela tanto é rica em 6leos
essenciais quanto em taninos e ambos apresentam efeito antagonista do
crescimento bacteriano, embora seu uso seja mais difundido em razéo de suas
propriedades como agente de sabor e odor (Hsieh et al., 2001). Estes autores
submeteram extratos de plantas, inclusive da canela, a tratamentos térmicos de
60, 80, 100 ou 121°C por 0, 5,10,15 e 20 minutos e observaram que 0s extratos

foram muito estaveis aos tratamentos térmicos, mesmo apds 20 minutos as
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temperaturas mais altas. Segundo os autores, os efeitos inibitérios foram
ligeiramente aumentados, ap6s o0 aguecimento.

Valero et al. (2002) testaram a atividade antibacteriana de onze Oleos
essenciais, entre esses 0 O6leo de canela, no crescimento de cepas
psicrotréficas de B cereus inoculadas em caldo de cenoura e incubadas a 5, 8,
12 e 16°C. Na concentracdo de 5 pL de 6leo de canela/100mL de caldo de
cenoura, a fase lag de B cereus foi de treze horas e a taxa maxima de

crescimento ndo passou de 0,1 ciclos log/h, a 16°C.

4.2. Ajuste de um modelo proposto para estimar o crescimento de
microrganismos, em funcdo da temperatura, aos dados
experimentais

A Figura 4.5 permite visualizar o ajuste da Equac&o 2, proposta por
Zwietering et al. (1991), aos dados obtidos experimentalmente, relativos as
taxas maximas de crescimento das cepas de B. cereus, em funcdo das
temperaturas de 10, 15, 22, 30, 37 e 45°C. Na Tabela 4.3 estéo relacionados
0s parametros obtidos por esse ajuste. Dessa forma, foram estimados o0s
valores de pu (T), relativos a cada uma das cepas estudadas, em toda a faixa

de temperatura que permite seu crescimento, em meio de arroz-doce.

Tabela 4.3: Parametros obtidos pelo ajuste da ‘Equacdo 2'* aos dados
experimentais relativos ao crescimento de Bacillus cereus em
meio de arroz-doce

Parametros
Microrganismos
a b Tminimo Tmaximo
Cepa emética 0,0377 0,0081 7,8 (£0,3) 48,3 (£0,1)
Cepa diarréica 0,0389 0,0440 6,9 (+1,3) 49,3 (+0,6)

e Equagdo 2: w(T) = [a(T-Tmin)*. {1-exp[b.(T-Tma)]}

A equacdo proposta é amplamente citada na literatura, em associagédo
ao seu valor para predizer o crescimento de diferentes microrganismos em
varios substratos. Exemplos de sua utilizacdo, mencionados por Varios
autores, atestam de sua confiabilidade e da amplitude de suas aplicacdes, em
microbiologia preditiva (Choma et al., 2000; Nyati, 2000; Azeredo, 1998;
McMeekin et al., 1997).
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Figura 4.5. Taxas de crescimento de Bacillus cereus em meio de arroz-doce e

ajuste da Equacéo 2* aos dados experimentais
* 1(T) = [a(T-Tmin)]>. {1-exp[b.(T-Tmax)]}
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4.3. Estimativas e dados experimentais relativos ao crescimento de
Bacillus cereus em meio-arroz doce, durante operacdo de
resfriamento

O processo de resfriamento de arroz-doce, distribuido em tubos que,
por sua vez, foram inseridos em batelada de arroz cozido, ocorreu lentamente,
como esperado. Os dados de temperatura, obtidos de minuto em minuto e
tomados como média das medidas de quatro sensores, permitiram a
elaboracao dos gréficos constantes da Figura 4.6.

As temperaturas registradas no tempo zero (momento da inoculagéo)
foram de 48,1°C, no ensaio conduzido com a cepa emética, e 49,3°C no ensaio
em que foi testada a cepa diarréica. Ao final de doze horas, as temperaturas
registradas nos ensaios relativos a cada cepa foram de 24,3 e 22,1 °C,
respectivamente. As taxas meédias de resfriamento foram de 1,9°C/h e de
2,3°C, nos ensaios desenvolvidos com a cepa emética e com a cepa diarréica.
A queda de temperatura, obviamente, ndo seguiu um padrao linear, de maneira
gue o resfriamento foi mais rapido nas primeiras horas (Tabela 4.4) e quase se
mostrava estavel nas ultimas quatro horas. Quando foi desenvolvido o ensaio
com a cepa diarréica, a temperatura ambiente se situava pelo menos trés graus
mais baixa do que a temperatura medida no dia em que a cepa emética foi
testada, o que talvez explique a maior rapidez de resfriamento, especialmente

na fase inicial.

Tabela 4.4. Taxas de declinio de temperatura de arroz-doce (°C/h), durante
operacéao de resfriamento

. . Tempo (h)
Microrganismos
0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12
Cepa emética 3,8 2,5 2,1 1,5 1,2 0,8
Cepa diarréica 5,6 3,2 2,0 1,2 0,9 0,7

As taxas médias de resfriamento calculadas neste trabalho reproduzem
dados de 2,34°C/h, relatados por Azeredo (1998) e refletem o que ocorre
quando o alimento é resfriado a temperatura ambiente. Tratou-se, portanto, de
uma operacao tipica de resfriamento de preparacdes de arroz, comum em
ambientes em que a temperatura se situa em torno de 22 a 25°C, fato

constatado em testes preliminares realizados durante esta pesquisa.
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Disso resulta que os microrganismos foram expostos a condi¢cdes
favoraveis ao seu crescimento, uma vez que a temperatura se situou, sempre,
dentro dos limites maximos e minimos que permitem esperar a multiplicacdo da
maioria das cepas de B. cereus (Tabela 4.3). Por isso, € de se supor que
mesmo as temperaturas mais altas ndo tenham exercido efeitos adversos
sobre 0s microrganismos.

O crescimento dos microrganismos foi acompanhado durante as doze
horas de resfriamento lento, sendo um ensaio desenvolvido com cada
microrganismo. Sob as condicfes descritas, a cepa emeética cresceu em torno
de cinco ciclos logaritmicos e a cepa diarréica, quatro ciclos. Os dados relativos

as contagens, a cada intervalo de 2 h, constam da Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Crescimento de Bacillus cereus (UFC/g) em meio de arroz-doce,
durante operacédo de resfriamento.

. . Tempo (h)
Microrganismos
0 2 4 6 8 10 12
Cepa emética 1,15x10°  7,80x10° 8,00x10° 1,05x10° 9,75x10° 8,25x10°  6,85x10’
Cepa diarréica 1,30x10°  4,50x10° 5,25x10°  4,35x10® 1,75x10° 1,20x10°  4,50x 10°

Na faixa de temperatura em que ocorreu o0 resfriamento,
aproximadamente entre 49 e 22°C, durante doze horas, o incremento de quatro
a cinco ciclos logaritmicos na populagdo bacteriana permite estimar um alto
risco de intoxicacdo para eventuais consumidores. Trabalhos como o de Agata
et al. (2002) evidenciam esse potencial: arroz cozido, mantido a 20°C por 12 a
16 horas, foi relatado como suspeito de causar intoxicacdo emeética. Nos
Estados Unidos, entre 1988 a 1992, 76% das causas de doencas de origem
alimentar associada a B. cereus foram relacionadas a condi¢cbes inadequadas
da temperatura no armazenamento. Entre esses surtos, 10% envolveram
consumo de arroz.

E, portanto, de todo desaconselhavel submeter arroz-doce a uma
operacéo lenta de resfriamento, prolongando sua exposicéo a temperaturas de
risco por periodos de varias horas. O recomendavel seria distribuir o produto
em peqguenas porcdes, para favorecer o resfriamento rapido, e armazenar sob
refrigeracdo, de preferéncia abaixo de 7°C, dentro do prazo maximo de trés
horas (Baker, 2002).
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As taxas maximas de crescimento em funcdo da temperatura, obtidas a
partir do ajuste da equagdo de Zwietering et al. (1991) aos dados
experimentais, permitiram estimar as populagdes, a cada intervalo de tempo,
partindo de uma populacédo hipotética de 1 microrganismo (cé€lula ou esporo)
por grama de alimento, no caso, arroz-doce. Assim, os dados preditos e
experimentais (estes, com seus valores normalizados, pela divisdo de cada
contagem pela contagem inicial) compdem as Tabela 4.6 e 4.7e ilustram a

figura 4.7 com as curvas preditivas e experimentais.

Tabela 4.6: Crescimento da cepa emética, submetida a resfriamento: dados
experimentais (N/No) e estimativas, em UFC por grama do meio
de arroz-doce

Tempo (h
Dados po (h)

0 2 4 6 8 10 12
Experimentais 1 7 70  9,10x10° 8,50x10° 7,20x10* 6,00x10°
Estimados 1 5 86  1,60x10° 2,10x10* 1,50x10° 7,40x10°

Tabela 4.7: Crescimento da cepa diarréica, submetida a resfriamento: dados
experimentais (N/No) e estimativas, em UFC por grama do meio
de arroz-doce

Tempo (h)
Dados
0 2 4 6 8 10 12
Experimentais 1 3 40  3,30x10° 1,30x10° 9,20x10°® 3,50x10*
Estimados 1 7 87  6,70x10° 3,60x10° 1,50x10* 4,90x10*

Em ambos os casos, os dados experimentais foram achados menores
que os dados estimados, especialmente com relacdo as contagens dos tempos
intermediarios, entre 6 e 10 h, quando as populacdes preditas se situaram em
torno de 0,3 a 0,4 ciclos logaritmicos maiores do que as populacdes
observadas pela contagem em placas. Entretanto, também em ambos os
casos, apdés 12 horas de resfriamento essa diferenca se reduziu e as
contagens estimadas excediam as experimentais em valores equivalentes,

aproximadamente, a 0,1 ciclo logaritmico.
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Essas discrepancias, em que os dados estimados superam os valores
observados na experimentacdo, foram salientadas por Wilson et al. (2002)
como uma ocorréncia comum, quando se usam modelos preditivos. Quando
McElroy et al. (2000) observaram o crescimento de B. cereus a 15, 20 e 30°C e
utilizaram os dados para modelar o crescimento do microrganismo, o modelo
exibiu a mesma tendéncia para maior, o que garantiria, segundo o autor, uma
margem de seguranca. Nesse trabalho, os autores citaram dados relativos a
tempos de geragcdo, obtidos por diversos autores que pesquisaram O
crescimento do microrganismo no mesmo substrato, para sustentar a
adequacdao e confiabilidade do modelo.

O crescimento de B. cereus, como de Varios outros microrganismos, tem
sido testado por diversos autores, utilizando ou propondo modelos
matematicos. Chorin et al. (1997) modelaram curvas de crescimento de
B. cereus em meio BHI (Brain Heart Infusion) em funcédo da temperatura, entre
20 e 30°C. Os resultados encontrados reproduziram observagdes anteriores de
Raevuori e Genigeorgis (1975), sugerindo a capacidade preditiva do modelo
proposto. Eles ressaltaram que, até aquele momento, esses modelos néao
haviam sido validados em alimentos. Também Choma et al. (2000) testaram o
efeito da temperatura, entre 5 e 40°C, nas caracteristicas de crescimento de
B.cereus em meio de abobrinha e em meio enriquecido. Os autores
consideraram o0 modelo bem ajustado para predizer o incremento das

populacdes, naquelas condi¢des.

E de se esperar que um modelo bem ajustado represente uma
ferramenta de grande utilidade, com possibilidade de oferecer rapidez de
resposta a indagacdes sobre a seguranca sanitaria de alimentos armazenados.
No caso particular do modelo utilizado nesta pesquisa, a similaridade das
curvas (estimadas e experimentais) permite supor que a capacidade do modelo

seja adequada ao seu proposito preditivo, sob as condi¢des testadas.
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5. CONCLUSOES

Com o objetivo de obter dados que possam servir de referéncia a
prevencdo de intoxicacOes alimentares por Bacillus cereus veiculadas por
arroz-doce, este trabalho foi desenvolvido para avaliar a capacidade de
multiplicagcdo de duas cepas de referéncia do microrganismo, uma de tipo
emético (NCTC 11143) e outra diarréica (NCTC 11145), inoculadas em meio de
cultura que reproduziu a composicédo dessa preparacao e incubadas a 10, 15,
22, 30, 37 e 45°C. O crescimento das cepas também foi observado, mediante
inoculagdo no mesmo substrato, quando submetidas a um processo de
resfriamento lento, entre 49 e 22°C, aproximadamente, durante 12 h.

e O crescimento de ambas as cepas a 10°C foi muito lento, com tempos de
geracéao superiores a 3.000 min.

e A partir de 15 até 37°C as taxas de crescimento foram crescentes, sendo
0s maiores valores observados a 30 e 37°C, com 0s tempos de geracao

variando entre 28 e 40 min, a estas temperaturas.

A 45°C percebeu-se um nitido declinio da velocidade de multiplicacéo,
evidenciando a proximidade dos limites maximos de temperatura que
permitem o crescimento de B. cereus.

Populaces iniciais em torno de 10° UFC/g podem, dentro de seis horas,

dar origem a numeros suficientes para causar as intoxicagcdes
caracteristicamente atribuidas ao patégeno, se o alimento ficar estocado a

temperaturas entre 30 e 45°C.

Quando submetidas a uma operacao de resfriamento, situagdo em que o
alimento sofreu um declinio lento de temperatura, a partir de 49°C (+ 1) até
23°C (+ 1), durante 12 h, as cepas inoculadas no meio de arroz-doce
passaram por aumentos das populagdes da ordem de quatro a cinco ciclos

logaritmicos.

O processo de resfriamento, nas condicOes testadas, oferece risco
expressivo de que as populacdes de B. cereus alcancem magnitude

inaceitavel, do ponto de vista de protecao a saude do consumidor.

O substrato mostrou-se adequado ao crescimento do patégeno, mas 0s
resultados observados permitiram supor que a canela em p6, dispersa no

alimento, tenha exercido efeito inibitério da multiplicacdo de B. cereus.
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Entretanto, mesmo considerando essa possibilidade, o fato de a canela
representar uma fonte potencial de contaminagédo contra-indica seu uso
como componente da preparacdo, sugerindo-se sua adi¢cdo, em separado,
no momento do consumo.

e Um modelo que descreve o crescimento microbiano em fungdo da
temperatura, utlizado para estimar a evolugdo das contagens dos
microrganismos quando submetidos ao processo de resfriamento, foi
considerado com potencial para contribuir na avaliacdo de riscos a que se
expdem os consumidores de preparagdes de arroz-doce, uma vez mantido
a temperaturas que permitem o crescimento de diferentes cepas de
B. cereus.

e Reafirma-se a necessidade de optar pelo resfriamento rapido e manter
preparacdes de arroz-doce sob refrigeragéo, de preferéncia abaixo de 10°C
e durante tempo nao superior a trés dias, como medida preventiva de

intoxicacdes por B. cereus.
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ANEXOS



Anexo 01. Numeros de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/g) da cepa emética durante o crescimento em meio de

arroz-doce a diferentes programacoes de tempo e temperatura

Tempo
(horas)

Temperatura (°C)

10

15

22

30

37

45

Repeticédo 1

Repeti¢éo 2

Repeticédo 1

Repeti¢éo 2

Repeticéo 1

Repeticéo 2

Repeti¢éo 1

Repeticéo 2

Repeticéo 1

Repeticéo 2

Repeticéo 1

Repeticao 2

000

7,50x10?

4,50x10?

9,35x10?

6,78x10°

6,20x10°

6,75x10°

7,72x10°

7,92x10°

8,75x10?

9,12x10°

6,22x10°

9,30x10?

002

9,45x10°

8,67x10°

9,50x10?

9,45x10°

1,02x10°

5,40x10°

004

8,10x10?

7,50%x10°

1,17x10*

9,25x10°

3,12x10*

6,55x10*

4,10x10"

6,70x10*

006

1,65x10°

3,40x10°

1,24x10°

1,15x10°

3,75x10°

2,20x10°

008

9,80x10?

9,10x10°

1,37x10°

1,75x10°

9,00x10°

5,50x10°

8,15x10°

5,80x10°

4,45x10°

6,75x10°

010

2,62x10°

4,25x10°

1,40x10’

1,70x10’

5,00x10°

2,00x10°

012

2,50x10*

1,16x10*

1,60x10°

1,32x10°

2,12x10°

2,10x10’

4,65x10°

4,75x10°

016

1,50 x10°

1,05x10°

1,92x10°

1,67x10*

020

1,07x10°

6,45x10°

024

8,00x10?

5,00x10?

1,75x10°

1,00x10°

3,57x10°

3,25 x10°

030

5,00x10°

2,00x10°

035

1,00x10*

3,75x10%

048

1,00x10°

6,75x10°

1,10x10°

3,25x10*

060

2,35x10°

1,05x10°

072

1,25x10°

7,25x10°

096

1,50x10°

9,00x10?

120

1,30x10°

1,25x10°

144

2,95x10°

2,10x10°

168

2,75x10°

2,65x10°




Anexo 02. Numeros de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/g) da cepa diarreica durante o crescimento em meio de

arroz-doce a diferentes programacoes de tempo e temperatura

Tempo Temperatura (°C)
(horas) 10 15 22 30 37 45

Repeticdo 1 | Repeticdo 2 | Repeticdo 1 | Repeticdo 2 | Repeticdo 1 | Repeti¢cdo 2 | Repeticdo 1 | Repeticdo 2 | Repeticdo 1 | Repeticdo 2 | Repeti¢cdo 1 | Repeticdo 2
000 | 3,00x10° | 3,50x10% | 2,75x10° | 4,40x10% | 3,42x10% | 2,95x10° | 3,60x10% | 2,85x10% | 9,10x10° | 3,87x10% | 3,17x10° | 5,10x10?
002 - - - - - - 6,95x10% | 8,50x10° | 2,75x10° | 8,05x10% | 1,27x10° | 9,07x10?
004 - - - - 4,25x10° | 3,27x10° | 6,00x10° | 6,25x10° | 7,50x10" | 2,95x10* | 9,00x10° | 1,22x10"
006 - - - - - - 1,16x10* | 1,16x10* | 4,54x10° | 1,70x10° | 1,67x10° | 9,00x10*
008 - - 2,82x10% | 4,00x10° | 1,50x10° | 3,75x10°% | 5,25x10* | 1,35x10° | 7,90x10° | 3,52x10° | 2,65x10° | 8,75x10"
010 - - - - - - 1,00x10° | 7,00x10° | 2,80x10" | 2,47x10" | 4,00x10° | 3,50x10°
012 - - - - 4,50x10* | 3,02x10* | 1,00x10 | 1,00x10" | 5,50x10" | 2,32x10" | 1,00x10° | 1,75x10°
016 - - 9,25x10° | 5,75x10° | 8,00x10* | 7,25x10* - - - . - -
020 - - - - 6,75x10° | 5,50x10° - - - - ] R
024 | 3,75x10? | 3,85x10% | 3,85x10° | 1,50x10° | 3,00x10° | 2,50x10’ - - - R . -
030 - - 1,60x10* | 7,50x10° - - . - ] - R ]
035 - - 5,75x10* | 1,25x10* - - - - - - - R
048 | 4,00x10? | 4,25x10° | 3,75x10° | 7,85x10* - - - - ] - . ]
060 - - 8,00x10° | 3,25x10° - - . - ] - R ]
072 | 6,50x10° | 6,25x10° - - - - - - ] - - ]
096 | 1,25x10° | 9,25x10° - - - - - - - . - ]
120 | 1,10x10° | 1,00x10° - - - - - R - . . ]
144 | 1,30x10° | 1,25x10° - - - - - . - - . R
168 | 1,50x10° | 1,00x10° - - - - - - - . - ]
192 | 1,00x10° | 8,50x10° - - - - - R - . . ]




