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RESUMO

VASCONCELOQOS, Anna Carolina Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
junho de 2017. Modelagem deterministica do crescimento de Bacillus cereus
em funcdo do pH e temperatura. Orientador: Wilmer Edgard Luera Pefia.
Coorientadores: Nélio José de Andrade e Patricia Erica Fernandes.

Bacillus cereus tem causado preocupacao na industria de alimentos, sendo que
esse patdgeno causa duas sindromes distintas que atingem os humanos, a diarreica
€ ocasionada que pelas toxinas nado hemolitica (nhe), hemolitica (hbl) e citotoxina
(cytk) e a emética, causada pela toxina denominada de cereulide. Estudar o
comportamento de micro-organismos frente as varias mudancas dos parametros
ambientais € fundamental para compreender e obter maiores conhecimentos do
comportamento microbiano. Assim, modelos preditivos podem ser usados como
ferramentas para descrever tais informacbes, além de prever o crescimento,
sobrevivéncia e, ou inativagdo de micro-organismos na cadeia produtiva de
alimentos. Com base nisso, esse trabalho consistiu em descrever matematicamente
a multiplicacdo microbiana de 11 estirpes de B. cereus em fungao do pH (4,9; 5,5;
6,5; 7,0) e temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C), determinar as curvas de
crescimento das 11 estirpes de B. cereus em caldo nutriente, modelar as curvas de
crescimento determinandoo tempo de lag e a taxa de crescimento empregando o
modelo primario de Baranyi e Roberts e modelar a taxa de crescimento e tempo de
lag em fungdo do pH e temperatura empregando os modelos secundarios de Raiz
Quadrada e Arrhenius—Davey modificado. O in6culo foi padronizado realizando
leitura da densidade o6ptica (D.O) em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
630 nm, em que a absorbancia foi ajustada para 0,100, equivalente a 1,0 x 108
UFC-mL™. Apés o ajuste, foram feitas diluigbes em caldo BHI para a obtencgéo de 1,0
x 10° UFC-mL™". A multiplicacdo microbiana foi observada utilizando o equipamento
Elisa com leitura de densidade optica em 600 nm, até que todas as estirpes
alcangassem a fase estacionaria. Como resultados, foram obtidas 704 curvas para
caracterizar o crescimento das estirpes. O modelo de Baranyi e Roberts (1994)
ajustou bem os dados para todas as temperaturas estudadas com coeficiente de
determinacdo (R?) > 0,95. Pode ser observado neste trabalho que as maiores taxas
de multiplicagdo (umax) acontecem nas temperaturas de 32 °C e 37 °C e nos valores
de pH entre 6,5 e 7,0 e a 15 °C nota-se que a taxa de multiplicacdo foi menor e o
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tempo de permanéncia na fase lag (A) foi maior. Foram obtidos bons ajustes do
modelo secundario da Raiz Quadrada aos dados dos parametros umaxem funcéo da
temperatura e do pH, com valores de R? maiores que 0,75, e menores que 0,96,
para todos os casos. Com relagdo ao modelo secundario de Arrhenius—Davey
modificado, os modelos podem ser considerados 6timos aos dados dos parametros
A em funcéo da temperatura e do pH, apresentando valores de R? maiores que 0,88,
e menores que 0,99. Portanto, observando o exposto acima, os modelos
apresentados nesta pesquisa possuem boa confiabilidade para predizer os

parametros de crescimento das diferentes estirpes de B. cereus.
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ABSTRACT

VASCONCELOQOS, Anna Carolina Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
June,2017. Deterministic modeling of Bacillus cereus growth as a function of
pH and temperature. Adviser: Wilmer Edgard Luera Pefa. Co-advisers: Nélio José
de Andrade and Patricia Erica Fernandes.

Bacillus cereus has caused concern in the food industry, and this pathogen causes
two distinct syndromes that affect humans, the diarrhea that is caused by non-
hemolytic toxins, hemolytic (hbl) and cytotoxin (cytk) and emetics, caused by
cereulide toxin. The study of the behavior of microorganisms in the face of various
changes in environmental parameters is fundamental to understanding and gaining
knowledge of microbial behavior. Thus, predictive models can be used as tools to
describe such information, in addition to predicting the growth, survival, or
inactivation of microorganisms in the food production chain. Based on this, this work
consisted in describing mathematically the microbial multiplication of 11 strains of B.
cereus as a function of pH (4.9, 5.5, 6.5, 7.0) and temperature (15 °C, 25 °C, 32 °C
and 37 °C), determine the growth curves of the 11 strains of B. cereus in nutrient
broth, model the growth curves determining lag time and growth rate using the
Baranyi and Roberts primary model and model the rate of growth and lag time as a
function of pH and temperature using the modified Secondary Root and Arrhenius-
Davey models. The inoculum was standardized by reading the optical density (O.D.)
in a spectrophotometer at the wavelength of 630 nm, where the absorbance was
adjusted to 0.100, equivalent to 1.0 x 10® CFU « mL™. After adjustment, dilutions
were made in BHI broth to obtain 1.0 x 10° CFU « mL™". Microbial multiplication was
observed using the Elisa equipment with optical density reading at 600 nm until all
strains reached the stationary phase. As results, 704 curves were obtained to
characterize the growth of the strains. The model of Baranyi and Roberts (1994)
fitted the data well for all temperatures studied with coefficient of determination (R2)>
0.95. It can be observed in this work that the highest multiplication rates (umax) occur
at temperatures of 32 °C and 37 °C and at pH values between 6.5 and 7.0 and at 15
°C it is noted that the multiplication rate was lower and the residence time in the lag
(A) phase was higher. Good adjustments of the secondary model of the Square Root
were obtained for the parameters pmax as a function of temperature and pH, with R?

values higher than 0.75 and less than 0.96 for all cases. With respect to the modified
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Arrhenius-Davey secondary model, the models can be considered optimal for the A
parameter data as a function of temperature and pH, with R? values greater than 0.88
and less than 0.99. Therefore, considering the above, the models presented in this
research have good reliability to predict the growth parameters of the different strains

of B. cereus.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, observou-se um aumento de notificacbes de doencas
causadas pelo consumo de alimentos contaminados. Por isso, o maior desafio da
industria alimenticia é garantir a qualidade e a seguranga dos alimentos, evitando a
contaminagao dos mesmos por micro-organismos patogénicos e deterioradores.

Um dos micro-organismos que tem causado preocupagao na industria de
alimentos é Bacillus cereus. Esse micro-organismo é formador de esporo, resistente
ao processamento térmico e é produtor das toxinas diarreica e emética. Os surtos de
doengas associadas ao B. cereus ocorre em uma ampla variedade de alimentos,
sendo que a sindrome diarreica é provocada pelo consumo de leites e derivados,
molhos, sopas e vegetais contaminados com células vegetativas viaveis, e a
sindrome emética ocorre pela ingestdo das toxinas pré-formadas produzidas em
arroz, massas e macarroes.

Como mencionado, B. cereus tem sido isolado de uma vasta variedade de
alimentos processados e in natura, sendo comumente encontrado nos produtos
lacteos. Além desses fatos, B. cereus € um dos principais micro-organismos
causadores de deterioracao do leite processado, ficando responsavel por causar off-
flavors e defeitos no produto devido a atividade de proteases, lipases e fosfolipases,
aléem de comprometer a qualidade e segurancga dos produtos lacteos.

E fundamental estudar o comportamento desse micro-organismo frente as
mudancas dos parametros ambientais, dessa forma, é possivel obter maiores
conhecimentos do comportamento microbiano. Por isso, sdo realizados estudos
modificando parametros como temperatura, pH e diversidade genética, a fim de ser
determinados aumento ou ndo da multiplicagdo microbiana e evitar riscos a saude
da populacdo. Diante do exposto, o efeito desses fatores no desenvolvimento
microbiano pode ser estudado por meio da microbiologia preditiva.

A microbiologia preditiva € uma ferramenta que utiliza modelos matematicos
para prever o crescimento, sobrevivéncia e, ou inativagdo de micro-organismos em
cadeias produtivas no que se refere ao processamento, armazenamento, transporte
e distribuicdo dos alimentos.

Portanto, inumeros estudos tém sido realizados no sentido de utilizar

modelagens matematicas para determinar o crescimento microbiano, ao longo do



tempo sob condi¢gdes diversas, como, pH, temperatura, atividade de agua, entre
outros. De modo geral, a modelagem preditiva contribui para o conhecimento do
comportamento  microbiano, possibilitando a avaliagdo dos efeitos de
processamentos, distribuicdo e estocagem na qualidade e seguranga microbioldgica,
predicao da vida util de prateleira dos alimentos, bem como auxiliar nas tomadas de

decisoes.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Descrever matematicamente a multiplicacdo microbiana de onze estirpes de

Bacillus cereus em fungao da alteracéo do pH e temperatura do meio.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar curvas de crescimento de 11 estirpes de B. cereus em fungao do
pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C) em caldo
nutriente;

e Modelar as curvas de crescimento determinando o tempo de lag e a taxa de
crescimento empregando o modelo primario de Baranyi e Roberts;

e Modelar a taxa de crescimento e tempo de lag em funcdo do pH e
temperatura empregando os modelos secundarios de Raiz Quadrada e

Arrhenius—Davey modificado.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Controle de patégenos na industria de alimentos

O controle microbiolégico em alimentos € importante para a segurancga
alimentar e € uma questdo de saude publica. Portanto, tém sido intensificados os
2



processos para garantir a produgdo de alimentos seguros, devido ao risco de
incidéncia de doencgas de origem alimentar (TAYLOR et al., 2012).

Segundo os dados do Centro de Controle de Prevengdao de Doengas dos
Estados Unidos (CDC - Centers for Disease Control and Prevention), todos os anos,
aproximadamente, 48 milhdes de pessoas sao vitimas de doengas causadas pelo
consumo de alimentos contaminados por algum patdégeno, ocorrendo 128 mil
hospitalizacbes e 3 mil obitos, ocasionando um custo total de US$ 77,7 milhdes
(CDC, 2014). No Brasil, de acordo com a Secretaria de Vigilancia e Saude, foram
registrados 9.719 surtos e 192.803 pessoas ficaram doentes no periodo de 2000 a
2014 (BRASIL, 2014).

As doencgas de origem alimentar podem ser provocadas por diversos grupos
de micro-organismos, incluindo bactérias, fungos filamentosos, protozoarios e virus.
As bactérias constituem o grupo microbiano mais importante e as principais
bactérias patogénicas de preocupacdo nos alimentos sdo Salmonella,
Campylobacter, variedades patogénicas de Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, cada um dos quais podem ser associadas com a infeccéo
gastrointestinal grave. Existem outros micro-organismos patogénicos que devem ser
controlados nos alimentos, como Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Shigella, Bacillus cereus e norovirus (ENDERSEN et al., 2014).

A alteracdo dos alimentos por micro-organismos pode acarretar perdas
econbmicas e de qualidade dos alimentos, além de comprometer a saude dos
consumidores, ocasionando maior preocupagao por parte dos gestores das
industrias alimenticias (COSTA et al., 2013).

3.2. Bacillus cereus

B. cereus é um micro-organismo anaeroébio facultativo, gram-positivo, tem o
formato de haste, formador de esporos e € amplamente distribuido no ambiente,
devido a resisténcia em condi¢des hostis (CEUPPENS et al., 2013).

Os esporos desse micro-organismo em alimentos germinam e as células
vegetativas desenvolvem quando as condigbes sdo adequadas, ocasionando
deterioracdo do produto e produgdo de toxinas nos alimentos ou no hospedeiro.
Esses esporos podem resistir a pasteurizacao do leite (IZADI et al., 2016).



B. cereus esta associado a varios surtos de origem alimentar em todo mundo
(ORGANUJI et al., 2015). E um contaminante alimentar comum, que é encontrado no
solo, em alimentos elaborados ou crus como arroz, carne, legumes, leite, assim
como em produtos lacteos e pratos que ja foram cozidos (SAMAPUNDO et al.,
2011).

B. cereus é facilmente encontrado em produtos lacteos, principalmente, aos
submetidos ao tratamento térmico, sendo responsavel por causar off-flavors e
defeitos no produto devido a atividade de proteases, lipases e fosfolipases, além de
comprometer a qualidade e seguranga dos produtos lacteos (MAZIERO; BERSOT,
2011).

B. cereus é responsavel por ocasionar intoxicacdo alimentar em que
comumente ocorrem em dois tipos de doencga: as sindromes eméticas e diarreicas
(MOLS et al., 2011).

Schoeni e Lee Wong (2005) demonstraram que o grupo formado por Bacillus
possui membros com uma grande diversidade no que diz respeito a fisiologia, nicho
ecologico, sequéncia de DNA e regulagédo génica. Além disso, espécies de B. cereus
tém causado surtos de doengas associadas ao consumo de alimentos
contaminados, por isso, técnicas de biologia molecular tém sido usadas para
investigar de forma epidemioldgica esses surtos e, também, rastrear contaminacdes
causadas por esses micro-organismos a fim de ndo comprometer a qualidade e a

segurancga dos alimentos (OH et al., 2012).

3.3. Patogenicidade de Bacillus cereus

A patogenicidade esta relacionada ao potencial do micro-organismo causar
determinada doenca (PRESCOTT et al., 2008). A patogenicidade de B. cereus esta
relacionada a destruicdo de tecidos ocasionada pela acadao de exoenzimas
produzidas pelo micro-organismo. Por isso, as enzimas encontradas nesse micro-
organismo compdem-se de quatro hemolisinas, trés fosfolipases distintas, uma
toxina emética, e trés enterotoxinas, sendo elas, hemolisina BL (hbl), toxina nao
hemolitica (nhe) e citotoxina k (cytk) (BOTTONE, 2010).

B. cereus é o agente causador de dois tipos diferentes de doencgas

associadas ao consumo de alimentos contaminados: a sindrome emética, causada



pela ingestdo de uma toxina emética pré-formada nos alimentos e a sindrome
diarreica, causada por diferentes toxinas que podem ser formadas tanto nos
alimentos quanto no intestino delgado (DI PINTO et al.,, 2013; GRANUM e
LINDBACK, 2013).

3.3.1. Sindrome emética

A sindrome emética € causada pelo consumo de dodecadepsipeptideo,
conhecido como cereulide, que €& produzido no alimento antes do consumo
(JERBERGER et al.,, 2014). De acordo com Lindback e Granum (2013), essa
sindrome € caracterizada por vomitos e nauseas apoés 0,5 h a 6,0 h do consumo de
alimentos contaminados com a enterotoxina pré-formada provocando vOmitos. A
duragéo dos sintomas é geralmente inferior a 24 h. A toxina € produzida no alimento
durante a multiplicagcdo vegetativa do micro-organismo, apresentando ser resistente
ao pH acido, as enzimas proteoliticas e processamento de alimentos, incluindo
autoclavagem (KUMARI e SARKAR, 2014). A dose infecciosa varia de 10°a 10°
células ou esporos por grama (NARANJO et al.,, 2011). Os alimentos que estédo
associados ao tipo emético sdo comumente os farinaceos (HARIRAM e LABBE,
2016).

A sindrome emética esta associada a ingestdo da toxina pré-formada em
arroz frito e cozido, massas e macarroes, nestes tipos de enfermidade, o alimento
implicado geralmente foi tratado com calor e os esporos sobreviventes sdo a origem
das sindromes (LEDENBACH e MARSHALL, 2009).

Cereulide ¢é uma toxina emética, formado por um pequeno
dodecadepsipeptideo, resistente ao calor, possui pH em torno de 2 a 11, além de ser
altamente resistente a atividade da protease (pepsina e tripsina) e ndo esta inativada
durante a passagem gastrointestinal (CEUPPENS et al., 2012). Tem sido envolvida
no processo da insuficiéncia hepatica fulminante em humanos, causa danos
celulares em modelos animais e apresenta toxicidade para as mitocéndrias, agindo
como um ionoforo de potassio (KUMARI e SARKAR, 2014).



3.3.2. Sindrome diarreica

A sindrome diarreica resulta da produgdo de enterotoxinas de trés tipos,
toxina proteina unica, citotoxina k, e duas enterotoxinas complexas, isto &,
hemolisina BL (hbl) e enterotoxina ndo hemolitica (nhe) (FERNANDES et al., 2014).
Entre os genes envolvidos na biossintese das enterotoxinas mencionados, grupo
nheA sao os mais prevalentes em todas subespécies de B. cereus (HWANG e
PARK, 2015). Essa sindrome esta relacionada ao consumo de alimentos com alto
conteudo proteico e produzida por bactérias viaveis no intestino delgado
(ARNESEN, FAGERLUND e GRANUM, 2008). O aparecimento de diarreia aquosa e
célicas abdominais acontece de 6 a 15 horas apds o consumo de alimentos
contaminados com esta bactéria. Os sintomas persistem durante 24 horas, na
maioria dos casos. A dose infecciosa é de 10° a 10’ células ou esporos por grama
(NARANJO et al., 2011).

Os alimentos que estdao associados ao tipo diarreico sao carne, molhos,
pudim, legumes e produtos lacteos (HARIRAM e LABBE, 2016).

Entre as enterotoxinas produzidas por B. cereus, a enterotoxina hemolisina
(hbl) desempenha um papel fundamental na doenca diarreica. E um sistema litico
composto por trés proteinas antigenicamente diferentes (B, L1, L2), secretadas de
forma independente e todas essenciais para a atividade biolégica hbl (BEECHER,
SCHOENI e WONG, 1995).

A enterotoxina ndo hemolitica (nhe) é encontrada em quase todas as estirpes
de B. cereus, enquanto que os genes da hemolisina BL (hbl) sdo encontrados em
aproximadamente 50 % das estirpes conhecidas. Como resultado, a co-expressao
de ambas enterotoxinas encontra-se numa percentagem elevada (40-60 %) das
estirpes de B. cereus (JERBERGER et al., 2014).

3.4. Microbiologia preditiva

A microbiologia preditiva de alimentos passou a ser estudada com mais
intensidade a partir da década de 1980 devido ao aumento de surtos causados pela
infeccdo alimentar, provocados por Salmonella spp e L. monocytogenes. Governos

dos Estados Unidos, Europa, Australia e Nova Zelandia contribuiram para as



pesquisas sobre microbiologia preditiva com o intuito de garantir maior segurancga
dos alimentos. O aumento do interesse pela microbiologia preditiva foi essencial
devido a facilidade de acesso a tecnologia dos dias atuais e as limitagdes dos
meétodos microbiologicos tradicionais, como por exemplo, o custo elevado e a
demora dos resultados das analises (MEMBRE; LAMBERT, 2008).

Microbiologia preditiva € uma area da ciéncia de alimentos que emprega
modelos matematicos para descrever o crescimento, sobrevivéncia e, ou inativacao
de populagdes de micro-organismos mediante alteragcbes no ambiente, como por
exemplo, temperatura, condigdes de armazenamento, atividade de agua e pH. Isso
contribui para adogdo de medidas de seguranga alimentar quanto as etapas de
processamento, armazenamento, transporte, distribuicdo de alimentos e de
matérias-primas. Dessa forma, a microbiologia preditiva apresenta-se como
ferramenta util na previsdo de populagbes microbianas, tempo de conservagao,
controle de qualidade e avaliagbes de risco (HUANG, 2014).

As respostas microbianas sao testadas sob condigdes controladas e os
resultados sdo entao expressos como modelos matematicos que permitem prever

combinagdes de condi¢des ndo testadas (FAKRUDDIN et al., 2011).

3.4.1. Classificagao quanto aos niveis das variaveis estudadas

De acordo com Whiting e Buchanan (1993), os modelos matematicos podem
ser classificados em trés niveis, primarios, secundarios e terciarios.

Os niveis primarios sao os modelos matematicos que descrevem alteracdes
na populacdo microbiana em fungdo do tempo, sob um determinado conjunto de
condigcbées (HUANG, 2014). Esses modelos podem ser utilizados para descrever
processos como, a curva de crescimento e a curva de inativagdo de micro-
organismos (FAKRUDDIN et al.,, 2011). As respostas microbianas em fungédo do
tempo, por exemplo, tempo de geracao, duracao da fase lag, taxa de crescimento e
densidade populacional maxima podem ser determinadas de maneira direta, como a
contagem em placa e formagéao de toxina e, indiretamente, por densidade ética.

Os modelos de niveis secundarios descrevem respostas de um ou mais

parametros do modelo primario em razao das alteragdes das condigdes ambientais



(HUANG et al., 2011). Superficie de resposta, Arrhenius e Belehradek sdo exemplos
de modelos secundarios.

Os modelos de niveis terciarios tratam de programas de computador
fundamentados nos modelos primarios e, ou secundarios para prever o
comportamento de micro-organismos em alimentos em diversos cenarios. Os
modelos terciarios propiciam a inclusdo de que simulam as condi¢des variaveis do
crescimento ou sobrevivéncia de micro-organismos, permitindo assim prever o
comportamento microbiano em condi¢gbes diferentes ou observar por meio de
graficos o crescimento de varios micro-organismos simultaneamente (FAKRUDDIN
et al., 2011).

3.4.2. Classificagcao quanto as categorias dos eventos microbiolégicos ou

abordagem da modelagem

Em microbiologia preditiva os modelos matematicos, segundo Ross,
McMeekin (1994), podem ser divididos em duas categorias: mecanisticos ou
deterministicos e empiricos.

Modelos mecanisticos descrevem 0s processos microbianos por meio de
bases tedricas, permitindo a interpretacdo da mesma em termos de fatos
conhecidos. Portanto, 0 numero de parametros deve ser o0 menor possivel, pois isso
significa maior parciménia e, portanto, maior poder de explicagao; por isso, quanto
mais mecanistico for o modelo, mais explicativo ele se torna (PELEG; CORRADINI,
2011).

Os modelos empiricos sdo formulados para descrever processos microbianos
a partir de dados experimentais. Desse modo, as relagdes matematicas empregadas
limitam-se a predi¢cdo de respostas para o intervalo de dados empregados. Fato que
demonstra caréncia de base mecanistica (NAKASHIMA et al., 2000).

Os modelos cinéticos, também denominados dindmicos, consideram a
variavel tempo quanto a predicdo, por exemplo, da extensdo e velocidade de
crescimento ou destruicdo de micro-organismos de interesse (NAKASHIMA et al.,
2000). Ou seja, esses modelos fornecem informagdes a respeito do comportamento
microbiano. Alguns exemplos dessa categoria sdo o modelo de Gompertz e modelo

de raiz quadrada, que aplicam a descricdo de taxas de resposta, como tempo de



laténcia, taxa de crescimento especifico e maxima, densidade populacional ou
modelos de inativacdo e, ou sobrevivéncia que descrevem a destruicdo ou
sobrevivéncia ao longo do tempo (FAKRUDDIN et al., 2011).

Os modelos probabilisticos ou estocasticos aplicam a predicdo de
probabilidades de ocorréncia de eventos. Modelos estocasticos, por meio do
experimento denominado Simulacdo de Monte Carlo, permitem prever
probabilidades associadas, por exemplo, ao crescimento populacional e produgao de
toxinas (FAKRUDDIN et al., 2011).

Varios modelos matematicos s&o tradicionalmente utilizados em microbiologia
preditiva, dentre estes, pode-se destacar o modelo de Gompertz, Gompertz
modificado, Baranyi e Roberts, probabilidade de regressao logistica e raiz quadrada.

A equacéo original de Gompertz pode ser descrita de acordo com a Equagéo
N = C exp{exp[—B(t — M)]} €Y)

em que:
t = tempo;
N(t) = densidade da populagcdo no tempo ¢
C = valor da assintota superior, isto €, a densidade maxima da populagao
indicada por N.;
M = tempo no qual a velocidade de crescimento absoluta € maxima; e

B = velocidade de crescimento relativa no tempo M.
O modelo de Gompertz modificado € o representado pela Equacéo 2.
y(t) =A+ C{exp[— exp(—B(t - M))]} (2)
em que:
y(t) = densidade populacional do micro-organismo no tempo t;

A = valor da assintota inferior (log N(-~)) — o que representa o log da

populagao inicial de micro-organismo;



C = valor da assintota superior (log N(+~)) — o que representa o log da
densidade maxima da populagdo microbiana durante a fase estacionaria menos o
log da populagao inicial;

M = tempo em que a velocidade de crescimento absoluta € maxima;

B = velocidade de crescimento relativa no tempo M; e

t = tempo.

O modelo de Gompertz modificado apresentado pela Equagao 2 parece ser
uma equacao complexa, porém os parametros da equacao representam os
parametros que estdo relacionados matematicamente com dominios conhecidos
pelos microbiologistas (BUCHANAN, 1993). As Equacbes 3, 4, 5 e 6 apresentam os

parametros associados com a equagao de Gompertz modificada.

BC
= — 3)
GT = [log(2)] (B%) 4)
1
- (1)
MPD =A+C (6)

em que:
e = constante neperiana;

u = taxa de crescimento [Log(UFC/ml)/h];
GT = tempo de geracgao (h);

A =duracao da fase lag; e

MPD = log da densidade maxima da populagéo, [Log(UFC/mlI)].

A equacao original de Gompertz (Equacéo 1) nao considera a fase lag, como
€ o caso da sua forma modificada, mas apenas o aumento da densidade de células,

uma vez iniciado o crescimento exponencial (McMEEKIN et al., 1993).
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A equacado 7 € o modelo de Baranyi e Roberts (1994), que propuseram um
modelo que incluiu uma fase de crescimento exponencial linear, y(x) e uma fase lag
determinada por uma funcdo de ajuste, A(x). Este modelo é classificado como

empirico, cinético e primario.

(7)

e MUmaxAw) — 1)

1
y() = Yo+ tmaxA) — Eln (1 + T
em que:
Yo = populacéo inicial no tempo fy, [Log(UFC/ml)/h];
Umax= taxa de crescimento maximo, [Log(UFC/ml)/h];
Ymax = populagdo maxima [Log(UFC/ml)/h]; e

m = parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial.
A funcao A(t) é representada pela Equacgao 8.

ln(e_ﬂméxt + e_hO — e_vt_ho)
A(t) = t+ ,para hy = —lIna, (8)

Hmax

em que:
ap = estado fisiolégico das células no tempo t = {y;

ho = estado fisioldgico inicial da célula.

O modelo de probabilidade de regressédo logistica é classificado como
empirico, probabilistico e secundario. Segundo Gortmaker; Hosmer; Lemeshow
(1994), este modelo descreve a probabilidade de ocorréncia de um dado evento Y,

dependente de um vetor x. Sua férmula esta representada pela Equacéo 9.

elZBit xil

PO = o )

Em que P(x) é a probabilidade de ocorrer ou ndo determinado evento, como

por exemplo, a probabilidade de crescimento ou ndo crescimento de um patdégeno. A
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transformacao de P(x), essencial para o estudo da regressao logistica, € dada pela

transformacao logit, representada pela Equacgao 10.

P
Logit(P) = g(x) = In [1_(—52@ = 2,& + Bx; (10)

O modelo de raiz quadrada foi desenvolvido para descrever o efeito da
temperatura na taxa de crescimento microbiano (RATKOWSKY et al., 1982). E
classificado como um modelo empirico, cinético e secundario. Sua férmula é

representada pela Equagao 11.

Ju=b (T — Tp) (1D

em que:

u = taxa de crescimento, [Log(UFC/ml)/h];

b = parametro a ser estimado;

T = temperatura subotima (de interesse); e

Tmin = temperatura minima em que a velocidade de crescimento extrapolada é

Zero.

McMeekin et al. (1987); Adams; Little e Easter (1991), adicionaram ao modelo
os parametros atividade de agua (ay) € pH, respectivamente, o que resultou na

Equacao 12.

\/ﬁ =b (T - Tml’n)\/(aw — Ay min)\/(pH — PHpin) (12)
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Higiene e Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vigosa.
4.1. Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado foio caldo nutriente (Himedia®), sendo preparado

de acordo com instrucdes do fabricante.
4.2. Micro-organismo e preparo do inoculo

O experimento foi realizado com onze estirpes de Bacillus cereus, isolados de
diversos produtos lacteos, como leite em po, bebida lactea, ricota, leite UHT e leite
pasteurizado, cedidos por Barreto (2016). Cada micro-organismo apresentou genes
para a producao de diferentes toxinas que pode ser, toxina ndo hemolitica (nhe),
hemolisina BL (hbl) e citotoxina k (cytk) (Quadro 1).

Com auxilio de uma alga de platina, uma aliquota da cultura do micro-
organismo, congelada a -80 °C em tubo eppendorff contendo caldo BHI e glicerol na
proporg¢ao 80:20, foi ativada em caldo BHI por duas vezes consecutivas e incubada
a 32 °C por 24 h. Para a padronizagao do inéculo, foi realizada leitura da Densidade
Optica (D.O) em espectrofotdmetro (Kazuaki IL-227) no comprimento de onda de
630 nm, em que a absorbancia foi ajustada para 0,100, equivalente a 1,0 x 108
UFC-mL", de acordo com padrao McFarland 0,5. Apdés o ajuste, foram feitas

diluicdes em caldo BHI para a obtencéo de 1,0 x 10° UFC-mL™.
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Quadro 1 — Lista dos isolados utilizados no experimento com suas respectivas

toxinas
Produto lacteo Estirpe NHE | HBL | Citk
1 + - +
Leite em po
2 + + +
3 + + +
Bebida lactea
4 + - +
5 + - +
Ricota
6 + + +
7 + + +
Leite UHT
8 + - +
9 + + +
Leite pasteurizado 10 + - +
11 - + +

4.3. Delineamento experimental

Para a avaliacdo do crescimento dos isolados de B. cereus, foi realizado em
esquema fatorial completo, cujos fatores foram quatro niveis de temperatura (15 °C,
25 °C, 32 °C e 37 °C) e quatro niveis de pH (4,9; 5,5; 6,5 e 7,0). O experimento foi
realizado em quatro repeticdes, o que totalizou 64 ensaios experimentais para cada
um dos 11 isolados.

O pH do meio foi determinado utilizando o pHmetro da marca GEHAKA,
sendo que seu valor foi ajustado para baixo ou para cima utilizando acido cloridrico
1M (HCI) e hidroxido de sédio 1M (NaOH), respectivamente.

A concentragdo do indculo inicial para cada uma das combinagdes do
delineamento experimental foi de, aproximadamente, 10° UFC-mL™. O experimento
foi conduzido utilizando placas de microtitulacdo de 96 pocos contendo caldo
nutriente (Himedia®) ajustadas as condigbes experimentais de pH e temperatura.

A multiplicagdo microbiana foi observada pelo equipamento Elisa (Leitor de
microplacas Modelo Expert Plus - marca Asys), disponivel no Laboratério de
Microbiologia de Patdégenos de Origem Alimentar e Hidrica do Departamento de

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, com leitura de
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densidade 6ptica em 600 nm, em intervalos de tempo de uma hora para as leituras
realizadas nas temperaturas de 32 °C e 37 °C, intervalos de tempo de duas horas
para a temperatura de 25 °C e intervalos de tempo de quatro horas para a

temperatura de 15 °C, até que todas as estirpes alcangassem a fase estacionaria.

4.4. Analise dos dados e modelagem

4.4.1. Modelo primario para o crescimento

O software DMFit, cedido pelo Dr. Baranyi (www.ifr.ac.uk/safety/DMfit) foi
usado para ajustar os dados das curvas de multiplicagdo ao modelo de Baranyi
(BARANYI; ROBERTS, 1995). Assim, os parametros de multiplicagdo microbiana:
taxa maxima de multiplicagao (u) e tempo de lag (A), foram determinados para os 11

isolados de B. cereus, equacodes 13 e 14.

1 emﬂméxA(t) -1
y(t) = yo + .UméxA(t) - Eln 1+ em(J’ma'x—yo) (13)
em que:
Yo = populagdo inicial no tempo fy;
Umax= taxa de crescimento maximo, [Log(UFC/ml)/h];
Ymax = populagédo maxima; e
m = parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial.
A funcéo A(t) é representada pela Equacéo 14.
ln(e_l’tma'xt + e_hO —_ e‘”t—ho)
A(t) = t+ ,para hy = —lIna, (14)

Umax

em que:
ap = estado fisioldgico das células no tempo t = t;
ho = estado fisioldgico inicial da célula.
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4.4.2. Modelo secundario

Os efeitos da temperatura e do pH na taxa de multiplicacdo (Umax), foram
avaliados pelo modelo secundario de raiz quadrada, de Ratkowsky et al. (1982)
modificado, conforme a Equacédo 15. O ajuste dos dados a este modelo foi realizado
pelo software Statistica 7.0.

\/_ =b (T - Tmin)\/(pH - pHmin) (15)

em que:

u = taxa de crescimento, [Log(UFC/ml)/h];

b = parametro a ser estimado;

T = temperatura suboétima (de interesse), (min);

Tmin = temperatura minima em que a velocidade de crescimento extrapolada &

Zero.

Os efeitos da temperatura e do pH no tempo de lag (A), foram avaliados pelo
modelo secundario de Arrhenius—Davey modificado (DAVEY, 1991), conforme a
Equacgéo 16. O ajuste dos dados a este modelo foi realizado pelo software Statistica
7.0.

Cl CZ 2

em que:
A = tempo de lag, [h];
Co ... C4= coeficientes do modelo;

T = temperatura.

O ajuste dos modelos encontrados foi avaliado pela significancia dos
coeficientes dos modelos, pelo coeficiente de determinagéo (R?), fator BIAS e fator
exatidio.

O coeficiente de determinacao (R2) € uma medida da propor¢cao da

variabilidade em uma variavel que é explicada pela variabilidade da outra.
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O fator BIAS é uma estimativa da diferenca média entre os valores

observados e preditos, considerado um desvio relativo médio, Equagao 17.

(Valorobservado/Valorpredito)>

fator BIAS = 10<Zl° " (17)

Se o valor do fator BIAS for igual a 1, resposta predita = observada;

Se o valor do fator BIAS for maior que 1, resposta predita € maior que a
observada;

Se o valor do fator BIAS for menor que 1, resposta predita € menor que a
observada.

O fator exatiddo é uma medida para a diferenca média absoluta entre os
valores preditos e observados. Quanto maior o valor do fator exatiddo, menor sera a

exatidao da estimativa da média, Equacéao 18.

<|loy(Valorobservado/Valorpredito)|>
10 "

fator exatidao = (18)

4.5. Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica, foi utilizado o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) para avaliar a taxa maxima de multiplicagédo (u) e o
tempo de lag (A) das onze estirpes de Bacillus cereus nas diferentes temperaturas
(15°C, 25°C, 32°C e 37 °C) e pH’s (4,9; 5,5; 6,5 e 7,0).

As onze estirpes foram analisadas pela Analise de Variancia, utilizando o
teste F a 5 % de probabilidade, e quando constatado o efeito significativo dos
tratamentos, utilizou-se o Teste de Tukey a 5 % de probabilidade. O experimento foi
realizado com quatro repeticdes.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System — SAS, Institute Inc., North Carolina, USA), versao 9.2, licenciado
para Universidade Federal de Vigosa (SAS, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Modelagem primaria para avaliagao da cinética de crescimento das

diferentes estirpes de Bacillus cereus

Um total de 704 curvas foram obtidas para caracterizar o crescimento das
onze estirpes de B. cereus nas temperaturas (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C) e pH’s
estudados (4,9; 5,5; 6,5; 7,0). Os dados do modelo de Baranyi e Roberts (1994)
ajustaram bem para todas as temperaturas estudadas com coeficiente de
determinagdo (R?) > 0,95.

De acordo com Van Impe (2005), existem varias razdes para utilizar o modelo
de Baranyi e Roberts, como: a facilidade de uso, a aplicabilidade sob condi¢des
ambientais dinamicas, boa capacidade de ajuste e o0s parametros sao
biologicamente interpretaveis.

As curvas referentes ao comportamento durante a cinética de multiplicagcao
microbiana das diferentes estirpes de B. cereus estdo apresentadas nas Figuras 1 a
11. De acordo com as Figuras (1 a 11) pode-se notar que cada estirpe apresentou
um comportamento diferenciado com relagdo ao pH e a temperatura. A medida que
se aumenta a temperatura e o pH, aumenta a taxa maxima de multiplicagcao (u) e
diminui o tempo de lag (A), isso também pode ser observado nas Tabelas 1 e 2.

Dufrenne et al. (1994) estudaram o comportamento de 30 estirpes de B.
cereus isoladas de diferentes alimentos e colocadas em temperaturas que variaram
de 5°C, 7 °C, 9 °C e 11 °C e relataram que houve diferenca no comportamento de
cada estirpe nas diferentes temperaturas, sendo que algumas conseguiram crescer
em temperaturas mais baixas e outras nao.

Souza (2003) estudou o comportamento de duas estirpes (emética e
diarreica) de B. cereus inoculados em arroz-doce em diferentes temperaturas de 10
°C, 15 °C, 22 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C e observou que houve diferenga entre as duas
estirpes, porém a maior diferenga pode ser analisada em temperaturas mais altas
entre 30 °C e 45 °C.
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Figura 1 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 1 de B. cereus em relagdao aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 2 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 2 de B. cereus em relagdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 3 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 3 de B. cereus em relacdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 4- Curvas de multiplicacdo da estirpe 4 de B. cereus em relagdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 5 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 5 de B. cereus em relagdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 6 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 6 de B. cereus em relacdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 7 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 7 de B. cereus em relacdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 8 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 8 de B. cereus em relagdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 9 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 9 de B. cereus em relacdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 10 — Curvas de multiplicagao da estirpe 10 de B. cereus em relagao aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Figura 11 — Curvas de multiplicagdo da estirpe 11 de B. cereus em relagdo aos diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e

temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).
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Tabela 1 — Analise estatistica das taxas maxima de multiplicagdo (u) das diferentes estirpes de Bacillus cereus nas diferentes

temperaturas e pH'’s

Parametro Temperatura
de C) H E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11
crescimento
4.9 0,004+ 0,023+ 0,001+ 0002+ 0,049+ 0,042+ 0051+ 0,004+ 0,007+ 0,024+ 0,006z
’ 0,003°  0,036®® 0,0001° 0,001° 0,019%®  0,020®*° 0,028%° 0,002° 0,009 0,017°*° 0,003°
55 0,006+ 0,006+ 0,012+ 0007+ 0,063+ 0045+ 0037+ 0006+ 0,016+ 0,076+ 0,004z
15 ’ 0,004° 0,003? 0,066° 0,002° 0,068° 0,025° 0,027° 0,008 0,012*® 0,034* 0,079°
6.5 0,018+ 0,008+ 0,011+ 0005+ 0,077+ 0,056+ 0039+ 0,004+ 0,033+ 0,089+ 0,023+
’ 0,024%° 0,011° 0,009° 0,003° 0,044  0,015® 0,019® 0,002° 0,055 0,054° 0,021%
70 0,013+ 0,040+ 0,024+ 0004+ 0,047+ 0074+ 0110+ 0,004+ 0,015+ 0,024+ 0,088z
’ 0,019° 0,073? 0,042° 0,002° 0,024° 0,057° 0,100°  0,001* 0,022® 0,014® 0,092°
49 0,031+ 0,036+ 0,022+ 0027+ 0,057+ 0,044+ 0048+ 0,023+ 0,029+ 0,030+ 0,018
’ 0,011? 0,030? 0,012° 0,014° 0,055° 0,027° 0,033° 0,014* 0,011* 0,009° 0,022°
5.5 0,037+ 0,044+ 0,048+ 0089+ 0,039+ 0045+ 0050+ 0101+ 0,163+ 0,038+ 0,023+
25 ’ 0,011? 0,025° 0,012° 0,067° 0,032° 0,006° 0,039° 0,127*° 0,265 0,005° 0,015°
6.5 0,042+ 0,084+ 0,066+ 0046+ 0,052+ 0,055+ 0,061+ 0,042+ 0,058+ 0,063+ 0,038z
’ 0,017° 0,0412 0,056° 0,005? 0,002° 0,009? 0,008°  0,009° 0,021 0,027 0,034°
70 0,065+ 0,141+ 0,037+ 0059+ 0,072+ 0,070+ 0,084+ 0,039+ 0,027+ 0,057+ 0,052%
(h) ’ 0,008° 0,1612 0,007° 0,010? 0,012° 0,035? 0,028 0,007 0,015 0,034 0,0212
K 49 0,038+ 0,054+ 0,072+ 0051+ 0,030+ 0,083+ 0056+ 0045+ 0,050+ 0,045+ 0,029
’ 0,002° 0,006° 0,045° 0,036° 0,015° 0,058° 0,029° 0,015* 0,021 0,003 0,006°
55 0,065+ 0,086+ 0,103+ 0,077+ 0,058+ 0,076+ 0,072+ 0,046+ 0,084+ 0,096+ 0,055z
32 ’ 0,008° 0,006° 0,040° 0,014° 0,025° 0,0342 0,023°  0,009° 0,017 0,056 0,014°
6.5 0,076+ 0,086+ 0,108+ 0,083+ 0,066+ 0110+ 0,072+ 0,046+ 0,084+ 0,077+ 0,072z
’ 0,007° 0,011° 0,048° 0,005° 0,039° 0,054° 0,021  0,010°  0,019° 0,009° 0,014°
0,087+ 0,081+ 0,113+ 0086+ 0,102+ 0,066+ 0069+ 0,051+ 0,089+ 0,092+ 0,078z
7,0 0,017®® 0,003  0,035° 0,006 0,062% 0,00®®  0,014*® 0,012° 0,016®® 0,027* 0,013
4.9 0,064+ 0,060+ 0,095+ 0,115+ 0,118+ 0,053+ 0,041+ 0,042+ 0,045+ 0,066+ 0,057+
’ 0,014° 0,0442 0,135° 0,099° 0,157° 0,0272 0,015°  0,014* 0,007 0,059° 0,0312
55 0,066+ 0,066+ 0,224+ 0,190+ 0,084+ 0,068+ 0,058+ 0,049+ 0,086+ 0,053+ 0,072
37 ’ 0,022 0,025  0,457° 0,021®  0,054® 0,015 0,015 0,027° 0,029*° 0,031° 0,041
6.5 0,101+ 0,131+ 0,159+ 0,125+ 0,097+ 0120+ 0,095+ 0,077+ 0119% 0,107 0,121
’ 0,029° 0,042° 0,025° 0,0642 0,043° 0,029° 0,013°  0,031> 0,019° 0,056 0,014°
70 0,080+ 01141+ 0,124+ 0093+ 0,117+ 0,094+ 0,107+ 0,083+ 0,091+ 0,099+ 0,117+
’ 0,023° 0,037° 0,042° 0,0542 0,019° 0,0662 0,033°  0,006° 0,031 0,043% 0,027°
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E1: estirpe 1; E2: estirpe 2; E3: estirpe 3; E4: estirpe 4; E5: estirpe 5; E6: estirpe 6; E7: estirpe 7; E8: estirpe 8; E9: estirpe 9; E10:

estirpe 10; E11: estirpe 11.
a,b,c Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas em relacdo ao crescimento de B. cereus de

acordo com ANOVA (P<0,05). Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 2 — Analise estatistica do tempo de lag (A) das diferentes estirpes de Bacillus cereus nas diferentes temperaturas e pH’s

Parametro Temperatura
de °C) H E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11
crescimento
4,9 226+87° 414+108% 272+129® 453+24% 282+31® 258+12® 259+12® 268+99™° 423+163° 243+23° 266+50%
5,5 238+59° 413+126™ 421+99%® 489+22° 254+17° 254+18° 255+1,7° 277+41° 427+171%® 260+1,1° 40,7 +111%
19 6,5 294+123" 189+51° 31,7+87" 435+59° 26,1+09” 262+06° 253+19° 244+76° 39,0+10,1® 26,1+05° 30,9+1,9%
7 212+43° 19,2 +5,5° 19,3+52° 375+74%° 256+2,0° 254+29° 268+02%™ 291+19™ 373+98% 248+10° 284+33"
4,9 72+25° 114+15°  113+52° 87+09° 82+23* 108+50° 124+42° 105+63* 115+28 78+05  99+30°
5,5 58+ 1,8 8,8 +3,4° 87+11%  10,1+21% 99+35 83+12° 84+32° 62+24° 7.4+18° 85+09"  89+32°
2 6,5 53+1,6° 9,7 +2,9% 6,1+27° 67+11™ 59+26° 78+02™ 10719 74+09™ 91207 90+06™° 8614
7 6,6 +2,5° 11,5 + 1,4 66+24°  113+22° 79+13® 97+14® 113+09° 74+17° 67+24° 85+16® 94+19®
AR 4,9 6,9 +0,5° 72+05° 7,8+0,6° 75+14% 131+14,0° 149+149° 75+14° 89+42° 6,7 +1,1° 67+04% 59+1,0°
5,5 7,9+0,4° 7,4+0,3° 7,6 +0,4° 73+14% 94+52° 96+25° 74+09° 84+23° 6,9 + 0,5 71+07°  73+02°
32 6,5 8,0+0,3° 7,4 +04° 7,7+0,9° 79+13"  95+46° 92+17%° 75+07° 81%15° 6,5+ 0,3° 6,8+0,6°  7,6+04°
7 8,2+04° 71+0,8° 74+09° 80+09° 106+74° 89+21° 76+09° 7525 6,4 +0,8° 74+02°  76+05°
4,9 3,0+0,9° 56+1,3° 59+1,1° 56+04° 36+11° 49+11° 58+11" 50+21° 37+14° 6,0+05  59+14°
5,5 37+05° 47+05 53+0,7° 59+02° 38+09° 48+05 48+10° 150+214° 52+14° 55+09°  52+09°
37 6,5 42+0,6° 56+0,2° 46+1,0° 55+09° 45+09° 56+04° 55+06° 53+11° 54 +0,5° 6,1+11%  62+14°
7 45+17° 6,3+0,8° 46+11°  48+04° 43+13% 49+13° 63+24° 54+10° 48+05°  47+10° 58%10°

E1: estirpe 1; E2: estirpe 2; E3: estirpe 3; E4: estirpe 4; E5: estirpe 5; E6: estirpe 6; E7: estirpe 7; E8: estirpe 8; E9

estirpe 10; E11: estirpe 11.

. estirpe 9; E10:

a,b,c Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas em relacdo ao crescimento de B. cereus de

acordo com ANOVA (P<0,05). Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Na Tabela 1 estdo representadas as médias e os desvios padrdo dos valores
referentes a taxa maxima de multiplicagao (u) e a Tabela 2 apresenta as médias e os
desvios padréo dos valores referentes ao tempo de lag (A) das diferentes estirpes de
B. cereus nas temperaturas (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C) e pH’s estudados (4,9; 5,5;
6,5; 7,0).

Como observado nas Tabelas 1 e 2, ocorreu diferenga estatistica entre
algumas estirpes quando foram comparadas entre si em uma determinada
temperatura e pH.

Analisando a Tabela 1 para taxa maxima de multiplicagdo (u), ocorreu
diferenga estatistica pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade entre as estirpes na
temperatura de 15 °C e pH de 4,9, temperatura de 15 °C e pH de 6,5, temperatura
de 32 °C e pH de 7,0 e temperatura de 37 °C e pH de 5,5. J4, quando se observa a
Tabela 2 para o tempo de lag (A), encontra-se diferenca estatistica pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade entre as estirpes na temperatura de 15 °C e pH de
4,9, temperatura de 15 °C e pH de 5,5, temperatura de 15 °C e pH de 6,5,
temperatura de 15 °C e pH de 7,0, temperatura de 25 °C e pH de 6,5 e temperatura
de 25 °C e pH de 7,0, ocorrendo maiores diferencas em temperaturas mais baixas.

Pode ser observado neste trabalho que as maiores taxas de multiplicacéo (u)
acontecem nas temperaturas de 32 °C e 37 °C e nos valores de pH entre 6,5 e 7,0
(Tabelas 1 e 2) (Figuras 1 a 11). No entanto, a 15 °C nota-se que a taxa de
multiplicagéo (u) foi menor e o tempo de permanéncia na fase lag (A) foi maior.

Choma et al. (2000) estudando a cinética de crescimento de B. cereus em
temperaturas entre 5 °C e 10 °C observaram que nao houve multiplicagao de B.
cereus em substrato comum, somente em meio enriquecido e sob determinadas
condicbes de pH e aeracao, sendo observado que na temperatura de 15 °C a taxa
de multiplicacéo (u) foi menor do que em temperaturas mais altas, além disso, pode
ser observado um aumento na taxa de multiplicacdo (u) quando ocorre um aumento
do pH na mesma condi¢ao de temperatura.

Valero et al. (2003) avaliaram as curvas de crescimento em puré de cenoura
estudando o efeito combinado de pH (5,0 a 5,5) e de temperatura (5 °C a 16 °C) em
diferentes estirpes de B. cereus, com isso foi observado que em pH 5,0 e a 5 °C néo
houve crescimento de B. cereus. A medida que ia aumentando o pH e também a

temperatura foi observada crescimento do micro-organismo.
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Guérin et al. (2016) estudando o efeito combinado de anaerobiose, baixos
valores de pH (5,0 a 7,0) e baixas temperaturas (8 °C e 10 °C) na cinética de
crescimento de B. cereus, observaram melhores resultados quanto a taxa de
multiplicagdo (u) e fase lag (A) em valores de pH mais altos como de 5,7 e 7,0 e
temperatura de 10 °C.

Neste trabalho € possivel notar uma baixa taxa de multiplicagao de B. cereus
na temperatura de 15 °C e em baixos valores de pH, isso foi observado
independente da estirpe analisada (Figuras 1 a 11), lembrando que cada estirpe
possui uma caracteristica diferente, variando quanto ao produto lacteo obtido e
também quanto as enterotoxinas produzidas. Com isto, € possivel afirmar que a
temperatura de refrigeracdo utilizada pelas industrias de alimentos, € uma

ferramenta importante para garantir a seguranca e qualidade dos alimentos.

5.2. Modelagem secundaria para avaliagao da cinética de crescimento das

diferentes estirpes de Bacillus cereus
5.2.1. Modelo secundario de Ratkowsky

Uma vez obtida a taxa de crescimento de B. cereus, foi ajustado o modelo
secundario para cada estirpe baseado no modelo de Ratkowsky (RATKOWSKY et
al., 1982) (Equacdes (19) a (29)). Os valores de R?, fator BIAS e fator exatiddo para
a taxa de crescimento dos modelos secundarios para B. cereus estdo indicados na

Tabela 3, indicando um bom ajuste para algumas estirpes.

Ji = 0,004397 (T — 1,640868)y/(pH — 2,542204) (19)
Ji = 0,005554 (T + 0,93093)\/(pH — 3,534051) (20)
Ji =0,005259 (T — 6,716193){/(pH — 0,755217) (21)
Ji = 0,002396 (T — 9,244979)y/(pH + 22,0154) (22)
Ji =0,001267 (T + 88,6691)/(pH — 3,06564) (23)
Ji =0,001322 (T + 66,8829)\/(pH — 1,699142) (24)
Ji = 0,000803 (T + 137,672)\/(pH — 2,291785) (25)
Ji = 0,003676 (T — 5,089774)\/(pH — 1,064937) (26)
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Ji =0,003942 (T + 1,33194)y/(pH — 2,113339) (27)

J# =0,001593 (T + 51,9865)/(pH — 2,155224) (28)

Ju =0,004276 (T + 8,31546)./(pH — 3,845884) (29)

As Equacgbes 19 a 29 mostram o modelo matematico de raiz quadrada que
descrevem os efeitos das temperaturas e pH’s para os valores da taxa maxima de

crescimento de B. cereus.

Tabela 3- Valores de R?, fator BIAS e fator exatiddo para a taxa de crescimento dos

modelos secundarios para Bacillus cereus

Estirpe R? Fator BIAS Fator exatidao
1 0,96 1,11 0,98
2 0,89 1,20 0,95
3 0,96 1,17 0,96
4 0,95 1,13 0,98
5 0,78 1,13 0,99
6 0,81 1,07 0,99
7 0,75 1,09 0,99
8 0,96 1,12 0,98
9 0,91 1,13 0,99
10 0,75 1,14 0,99
11 0,87 1,17 0,96

Analisando a Tabela 3, observa-se que os valores de R? para todos os
modelos foram maiores que 0,75 representando um bom ajuste para os modelos
apresentados. Com relagao ao fator BIAS, todos os modelos apresentaram valores
maiores do que 1, indicando que a resposta predita € maior que a resposta
observada. O fator exatiddo mostra que os valores para os modelos foram menores
do que 1, esse fator indica que quanto maior o valor, menor sera a exatidao da
estimativa da média. Neste trabalho o fator exatiddo indicou que os modelos
implementados predizem taxas de multiplicagdo com no maximo 2 % de desvio em

relacdo ao dado experimental.
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Avaliando o desempenho do modelo envolvendo micro-organismos
patogénicos, Ross (1999) propds para o fator BIAS a seguinte interpretagao: 0,90 —
1,05, 0 modelo pode ser considerado bom; 0,70 — 0,90 e 1,06 — 1,15, 0 modelo pode
ser considerado aceitavel; < 0,70 ou > 1,15, o modelo & considerado inaceitavel.

Portanto, ao analisar os resultados da Tabela 3 e comparar com a
interpretacdo de Ross (1999), é possivel verificar que os modelos 1,4, 5,6,7,8,9e
10 podem ser considerados aceitaveis. E os modelos 2, 3 e 11 podem ser
considerados perigosos. Quando o valor do fator BIAS é maior do que 1, o modelo
sobre-estima as observagdes, sendo que as predi¢gdes sdo consideradas perigosas.
E quando esse valor € menor do que 1, o modelo pode ser considerado seguro.
Portanto, observa-se que os valores foram maiores do que 1, sendo assim o modelo
pode ser considerado aceitavel, com exceg¢dao dos modelos 2, 3 e 11 que foram
considerados perigosos.

O valor do fator exatidao foi obtido devido ao fato do valor do fator BIAS nao
fornecer indicagao da precisdo média das estimativas. Quando se obtém um valor
de fator exatidao igual a 1, indica-se que ha perfeita coeréncia entre todos os valores
previstos e observados, como observado na Tabela 3, os fatores exatiddes estéao
proximos de 1.

Foram obtidos bons ajustes do modelo secundario da raiz quadrada
(Equacdes 19 a 29) aos dados dos parametros umaxem fungcéo da temperatura e do
pH, com valores de R? maiores que 0,75, e menores que 0,96, para todos os casos,
como mostrado na Tabela 3.

Grijspeerdt e De Reu (2005) estudaram o crescimento de B. cereus e
Enterobactercloacae e utilizaram o modelo de raiz quadrada proposto por Ratkowsky
et al. (1982) para predizer o crescimento desses micro-organismos em ovo liquido
usando temperaturas de 15 °C e 20 °C. Com base nisto, eles observaram que o
modelo primario de Baranyi quando combinado com o modelo de Ratkowsky
apresentou um bom ajuste com coeficiente de determinacédo (R?) superior a 0,95,
sendo possivel demonstrar que esse modelo € o mais frequente para o uso na
microbiologia preditiva.

Heo et al. (2009) estudaram um modelo de superficie de resposta para
descrever o efeito da temperatura e do pH no crescimento de B. cereus em arroz

cozido. Os valores obtidos utilizando as equacdes do modelo estavam em estreita
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concordancia com os valores experimentais (R? = 0,9864). A taxa de crescimento de
B. cereus envolveu tanto um fator BIAS quanto um fator exatiddo, que
apresentaram, respectivamente, os valores de 1,006 e 1,011 aproximaram-se de 1,0
e estavam dentro de intervalos aceitaveis.

Um estudo realizado por Posada-lzquierdo et al. (2013), em que os autores
avaliaram a influéncia de diferentes temperaturas de armazenamento (4 °C, 8 °C, 13
°C e 16 °C) sobre a taxa maxima de crescimento de Escherichia coli O157:H7
inoculada em alface minimamente processada, os autores puderam observar que
esse modelo de Ratkowsky et al. (1982) apresentou um 6timo ajuste e obteve um
coeficiente de determinagado (R?) maior que 0,80.

Luo et al. (2015) modelando o efeito das temperaturas de armazenamento
sobre o crescimento de Listeria monocytogenes em presunto e salsicha, observaram
que o modelo de Ratkowsky et al. (1982) apresentou um étimo ajuste e obteve um
coeficiente de determinacdo (R?) maior que 0,98, fator BIAS de 0,99 e fator exatiddo
de 1,01 quando analisaram a taxa de crescimento.

Scolforo et al. (2017) estudando a modelagem da multiplicacdo de Listeria
monocytogenese Salmonella enterica na polpa e na casca de meldes, utilizaram o
modelo secundario de Ratkowsky e obtiveram um valor de R? maior que 0,97 tanto
para a casca quanto para a polpa de L. monocytogenes e R? de 0,98 para casca e
0,85 para a polpa de S. enterica, apresentando bom ajuste do modelo.

Diante do exposto, ao analisar os valores encontrados para os indices
estatisticos, pode-se afirmar que o modelo de Ratkowsky (RATKOWSKY et al.,
1982) apresentou bons resultados. Portanto, ao avaliar os fatores acima, pode-se
dizer que, a capacidade do modelo preditivo foi adequado para a proposta de avaliar
o crescimento de B. cereus para diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e
temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37 °C).

5.2.2. Modelo secundario de Arrhenius—-Davey modificado

O modelo secundario de Arrhenius—Davey modificado (DAVEY, 1991) foi
proposto para o tempo de lag (A) (Equagdes (30) a (40)). Os valores de R?, fator
BIAS e fator exatiddo para o tempo de lag dos modelos secundarios para B. cereus

estdo indicados na Tabela 4, indicando um bom ajuste.
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12,12929 303,6826
In(1) = —0,232599 + +

+0,369614 X pH — 0,026549 x pH? (30)

TZ
66,03278 274,015 ,
In(1) = 3,82233 + ~ 5%~ 116669 X pH + 0,09066 X pH (31)
891614 341,8267 ,
In(1) = —0,794007 + +——5— + 0854318 X pH — 0,084281 X pH*  (32)
578414 477,7923 ,
In(2) = 1,057614 + ~——— + ——— +0,094403 X pH — 0,009879 X pH (33)
58,92027 205,761 ,
In(2) = 2,824656 + ———— — —— — 0,850992 X pH + 0,06872 X pH (34)
52,91335 185,873 ,
In(1) = 4,835823 + ———5—— 141308 x pH +0,113812 X pH (35)
75,97903 406,319 ,
In(2) = 4581634 + ————— — —— — 1,59268 X pH +0,135457 x pH (36)
10,4044 301,3105 ,
In(1) = 5,517126 + +——5— — 143279 X pH +0,118108 X pH (37)
22,38759 320,4934 ,
In(1) = —0,914625 + +——5— +0,617919 x pH — 0,055028 x pH? (38)
16,2951 221,8905 ,
In(2) = ~0,977305 + ———— + ———+0,726804 X pH — 0,06071 x pH*  (39)
20,05103 235,1644 ,
In(1) = —1,4944 + + =5 +0,851676 X pH — 0,069709 x pH (40)

As Equacgdes 30 a 40 mostram o modelo matematico polinomial com
equacgdes quadraticas que descrevem os efeitos das temperaturas e pH’s para os
valores de tempo de lag em B. cereus.

Como observado na Tabela 4, os valores de R? para todos os modelos foram
maiores que 0,88, representando um bom ajuste para os modelos apresentados.
Com relagao ao fator BIAS, os modelos 1, 5, 6, 7 e 10 apresentaram valores
menores do que 1, indicando que a resposta predita € menor que a resposta
observada, porém € um bom modelo, pois seus valores estao proximos de 1. E os
modelos 2, 3, 4, 8, 9 e 11 apresentaram o fator BIAS igual a 1, ou seja, a resposta
predita é igual a observada. O fator exatiddo mostra que os valores para todos os
modelos foram maiores do que 1, indicando que quanto maior o valor, menor sera a

exatidao da estimativa da média.
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Tabela 4 — Valores de R? fator BIAS e fator exatiddo para o tempo de lag dos

modelos secundarios para Bacillus cereus

Estirpe R? Fator BIAS Fator exatidao
1 0,93 0,99 1,13
2 0,95 1,00 1,07
3 0,96 1,00 1,07
4 0,98 1,00 1,05
5 0,88 0,99 1,14
6 0,92 0,99 1,09
7 0,99 0,99 1,03
8 0,96 1,00 1,08
9 0,98 1,00 1,06
10 0,99 0,99 1,03
1 0,99 1,00 1,04

Analisando a Tabela 4 e comparando com a interpretacédo de Ross (1999), é
possivel verificar que todos os modelos podem ser considerados bons, pois
avaliando o desempenho do modelo o fator BIAS esta na faixa de 0,90 — 1,05,
podendo considerar um bom ajuste para o modelo.

Como mostrado na Tabela 4, os valores do fator exatiddo de todos os
modelos foram maiores do que 1, indicando que ha coeréncia entre todos os valores
previstos e observados.

Foram obtidos bons ajustes do modelo secundario de Arrhenius—Davey
modificado (Equagbes 30 a 40) aos dados dos parametros A em fungédo da
temperatura e do pH, com valores de R?> maiores que 0,88, e menores que 0,99,
para todos os casos, como mostrado na Tabela 4.

No estudo realizado por Baert et al. (2007) que consistiu na modelagem do
efeito da temperatura na taxa de crescimento e na fase de lag de Penicillium
expansum em magcas, pode ser observado que o modelo de Arrhenius—Davey foi
utilizado para descrever o tempo de lag em fun¢ao da temperatura, foi observado um
alto valor de R?, sendo maior que 0,94 e o fator BIAS e o fator exatiddo maiores que

1, indicando que o modelo foi utilizado com sucesso.
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Silva et al. (2010) estudando a modelagem do tempo de lag e taxa de
crescimento de Aspergillus section Nigri IOC 4573 em manga como fung¢ao de pH e
temperatura observaram que o modelo secundario de Arrhenius—Davey modificado
foi o que melhor ajustou no estudo de tempo de lag apresentando, inclusive, melhor
resultado para a equacéo quadratica, apresentando um valor de R? maior que 0,98.

No estudo realizado por Kim et al. (2011), em que consistiu na caracterizagao
do crescimento e desenvolvimento de um modelo preditivo para B. cereus em
macarrao fresco e adicionados de etanol e tiamina, os autores observaram que o R?
foi de 0,9782, o fator BIAS foi de 0,992 e o fator exatidao foi de 1,011 para o tempo
de lag, sendo que este modelo foi promissor para a utilizagdo na previsdo do
crescimento de B. cereus em macarrao fresco, uma contribuicdo importante para a
fabricagcao de produtos seguros.

Da Silva et al. (2013) em seu estudo sobre a integragdo de um modelo
microbiano cinético com um modelo de transferéncia de calor para prever o
crescimento de Byssochlamys fulva na polpa de mamao refrigerada, observou que o
comportamento do pardmetro A como fungdo da temperatura foi melhor ajustado
pelo modelo de Arrhenius-Davey, considerando o fator BIAS e o fator exatidao
maiores que 1 e o R? desse modelo foi cerca de 0,80, sendo considerado um bom
ajuste do modelo.

Os indices estatisticos avaliados para o modelo secundario de Arrhenius—
Davey modificado (DAVEY, 1991) indicam que o modelo apresentou bons resultados
e fornecem predicbes seguras para a avaliagdo do crescimento de B. cereus para
diferentes valores de pH (4,9; 5,5; 6,5; 7,0) e temperatura (15 °C, 25 °C, 32 °C e 37
°C).

Analisando os dois modelos apresentados e considerando os parametros
estatisticos para avaliacdo dos fatores pH e temperatura no crescimento de B.
cereus, pode-se notar que o modelo de Arrhenius—Davey modificado (DAVEY, 1991)
apresentou os resultados que melhor se ajustaram para analise do tempo de lag (A),
enquanto o modelo de Ratkowsky (RATKOWSKY et al., 1982) apresenta resultados

inferiores (R?entre 0,75 a 0,96) quando é analisada a taxa maxima de crescimento

(Mmax)-
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Portanto, observando o exposto acima, os modelos apresentados nesta
pesquisa possuem boa confiabilidade e viabilidade para o estudo das diferentes
estirpes de B. cereus em diferentes produtos lacteos. Esses resultados podem ser
usados para padronizar modelos preditivos que sdao comumente usados para
identificar pontos criticos de controle em sistemas de analise de risco ou para a

avaliacdo quantitativa de risco microbiano para melhorar a seguranga alimentar.

6. CONCLUSAO

A cinética de multiplicacao de Bacillus cereus indicou que cada estirpe teve
seu comportamento com relagao ao pH e a temperatura.

Além disso, foi possivel notar que em temperaturas acima de 32 °C e pH
maior que 6,5, o valores da taxas maxima de crescimento (Umsx) foi aumentando e o
tempo de lag (A) foi diminuindo.

Foi possivel notar também que uma baixa taxa de multiplicagao de B. cereus
na temperatura de 15 °C e em baixos valores de pH, indicando que a temperatura de
refrigeracdo utilizada pelas industrias de alimentos, é uma ferramenta importante
para garantir a seguranga e qualidade dos alimentos.

Assim, uma temperatura de armazenamento abaixo de 15 °C, juntamente
com um valor de pH inferior a 4,9 nos produtos lacteos (leite em po, bebida lactea,
ricota, leite UHT e leite pasteurizado) ajudam no retardo do crescimento de B.
cereus.

Os resultados indicaram que abusos na temperatura e valores de pH altos
influenciam no numero de bactérias, podendo alterar a qualidade dos produtos, € ou,
riscos a saude do consumidor.

A refrigeracdo deve ser suficiente para evitar o crescimento de micro-
organismos, mas a educagao dos consumidores (em particular evitar abusos
térmicos significativos) representa um meio eficiente para prevenir intoxicagbes por
B. cereus.

Os modelos secundarios propostos apresentaram bons desempenhos em

combinagao com os dois parametros estudados (temperatura e pH).
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Um modelo que descreve o crescimento microbiano em fungdo da
temperatura e pH, utilizado para estimar a evolugdo das contagens dos micro-
organismos quando aumentava-se a temperatura e o pH, foi considerado como
potencial para contribuir na avaliagado de riscos a que se expdem os consumidores
de produtos lacteos, uma vez mantido a temperaturas que permitem o crescimento
de B. cereus.

Em geral, os modelos produzidos neste estudo podem ser uma boa
ferramenta nos processos preliminares de avaliagdo de risco microbiolégico quando

sao estudadas mudancas de temperatura e pH do meio.
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