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RESUMO - A presenca de Bacillus cereus em alimentos é relativamente frequente.
Certas cepas sdo importantes por provocarem toxifecgdes alimentares. Sao
encontradas, principalmente, em cereais e produtos amilaceos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a contaminacdo por B. cereus em produtos farinaceos e a base de
soja. Na analise de B. cereus utilizou-se o meio de cultura 4gar MYP (Mannitol yolk
polymixin Agar), as placas foram incubadas a 30 °C por 24 h. As col6nias presuntivas
de B. cereus foram isoladas e, realizados os testes de coloracdo de gram, catalase,
motilidade, liquefacdo da gelatina, crescimento rizoide e hidrdlise do amido. A
contaminacdo por B. cereus atingiu valor maximo de 3,95 x 10* UFC/g™ nos produtos
farinaceos e de 7,99 x 10* UFC.g™ nos produtos a base de soja. As elevadas contagens
indicam falhas nos processos de fabricacdo e riscos a salde de quem o0s consome.
Todos os produtos encontram-se fora dos padrdes microbiologicos permitidos pela
legislagéo vigente.

1. INTRODUCAO

Bacillus cereus € um microrganismo gram positivo amplamente distribuido na natureza,
sendo o solo seu reservatério natural. A presenca da bactéria ou de seus esporos em alimentos é
relativamente frequente (Soares et al., 2008). Este género possui células em bastonetes, mdveis
ou ndo, incluindo espécies aerdbias e facultativas. Produzem esporos, sendo, por isso, importantes
nos casos de alimentos que sofreram tratamentos térmicos (esterilizacdo ou pasteurizacdo) ou
aquecimentos (coccdo, fritura), isto porque 0s esporos sao resistentes a temperaturas elevadas,
podendo sobreviver a certos tipos de aquecimento. Posteriormente podem germinar (dependendo
das condic¢bes) e se multiplicar, provocando deterioracdes ou doencas de origem alimentar.

Certas cepas de B.cereus sd@o importantes por provocarem toxifecgdes alimentares. Sao
encontradas, principalmente, em cereais e produtos amilaceos. Outras podem causar toxinose,
sendo encontradas principalmente no arroz (Gava et al., 2008).

Dentre as formas esporuladas, Bacillus cereus destaca-se na industria alimenticia como

agente causador de toxinfecgéo alimentar, além de provocar grandes prejuizos econdmicos por ser
um potencial deteriorante de alimentos (Cosentino et al., 1997).
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Os fatores que contribuem para a presenca deste microrganismo estdo relacionados a higiene
inadequada dos manipuladores e manutencdo do alimento a temperatura ambiente por longo
intervalo de tempo. Sendo assim, sdo importantes as caracteristicas e propriedades do alimento
seguro, a importancia dos manipuladores de alimento e as necessidades de utilizacdo de Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF). Além disso, € destacada a importancia da alimentagdo como
necessidade humana, as exigéncias por qualidade alimentar e as regras de higiene propostas pela
ANVISA.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contaminagéo por B. cereus em
diferentes produtos farinaceos e a base de soja.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do centro Vocacional
Tecnologico (CVT-Pombal/PB). Os produtos farindceos e a base de soja foram obtidos no
comércio de Pombal-PB. Os produtos farinaceos foram identificados como as amostras de 1 a 4 e
0s produtos a base de soja como as amostras de 5 a 10. As amostras de farinha continham os
seguintes cereais: trigo, milho e arroz (amostra 1), trigo, aveia, arroz, cevada e milho (amostra 2),
trigo, cevada e aveia (amostra 3) e trigo, arroz, aveia, cevada e milho (amostra 4). Os produtos a
base de soja foram: gréos de soja (amostra 5), farinha de soja (amostra 6), farofa de soja (amostra
7), extrato de soja (amostra 8), proteina texturizada de soja (amostra 9) e bebida de soja (amostra
10)

Para a realizacdo da analise de B.cereus, as amostras (25 g/amostra) foram diluidas em 225
mL de 4gua peptonada 0,1% e homogeneizadas em mesa agitadora orbital marca NOVA ETICAe
em 200rpm durante 25 min. Aliquotas de diluicBes sucessivas das amostras (107, 102 e 10
foram inoculadas em placas de Petri contendo 4gar MYP (Mannitol yolk polymixin Agar) e
incubadas a 30°C por 24 h, em duplicata.

Cinquenta a duzentos e cinquenta colbnias presuntivas de B. cereus ndo fermentadoras de
manitol e produtoras de lecitinase (Figura 1) foram isoladas e estocadas em tubo inclinado
contendo &gar nutriente (Nutrient Agar) a 35°C. A partir do tubo inclinado foram realizados 0s
testes de catalase, motilidade, liquefacdo da gelatina, hidrolise do amido e crescimento rizoide.

Figura 1 - Coldnias de Bacillus cereus em placas de Petri contendo agar MYP (Mannitol yolk
polymixin Agar)
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No teste de catalase foi adicionado gotas de peroxido de hidrogénio a 3% nas cepas e
verificou-se a produgéo ou ndo de bolhas. No teste de motilidade, as cepas foram inoculadas
com alca de platina em tubos contendo agar motilidade (Agar Motility Medium) e incubadas a
35° C por 18 a 24 h. Apos a incubacgdo, verificou-se o tipo de crescimento. No teste de
liquefacdo da gelatina utilizou-se Agar Gelatina em tubos de ensaio esterilizados e em seguida
as cepas foram inoculadas com auxilio de uma alca platina e incubadas a 35°C por 24 h. Ap6s
a incubacéo os tubos foram colocados em geladeira durante 30 min, em seguida verificou-se
se 0 meio permanece s6lido ou ndo. Para o teste de hidrélise do amido utilizou-se o meio de
cultura Agar Amido que foi adicionado em placa estéril com e apo6s solidificar, inoculou-se
em forma de estria as coldnias do tubo inclinado, incubou-se de 30 a 35°C durante 24 h. Em
seguida foi adicionado na placa cerca de 3 a 4 mL de solucdo de lugol. Apds alguns segundos
observou-se 0 escurecimento do meio, e a presenga ou auséncia de uma zona clara ao redor da
col6nia. No teste de crescimento rizoide utilizou-se 0 meio de cultura agar nutriente (Nutrient
Agar) foi adicionado em placa estéril com e ap6s solidificar, inoculou-se a cepa no centro da
placa e incubou-se a 35°C por 48 a 72 h. Ap6s incubacdo verificou-se o tipo de crescimento.
Os procedimentos analiticos microbioldgicos foram realizados de acordo as diretrizes e
metodologias recomendadas pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento (Brasil,
2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminacdo indicativa de B. cereus nas farinhas atingiu valor méaximo de 3,95 x 10*
UFC.g™ (Amostra 2) e nos produtos a base de soja valor méximo de 7,99 x 10* UFC.g™* (Amostra
10) (Figura 2). Foram considerados positivos os isolados que apresentaram col6nias rugosas,
secas, com coloracdo rosada, rodeada por halo de precipitacdo branco e dentro dos testes, foi
movel, crescimento rizoide negativo, Gram-positiva, catalase positiva (Figura 3), hidrélise do
amido positiva (Figura 4), liquefacdo de gelatina positiva e produziram lecitinase. As outras
amostras que tiveram crescimento de espécies do género Bacillus que ndo se enquadraram nestas
caracteristicas foram consideradas negativas (amostra 1), a mesma apresentou hidrélise do amido

negativa.
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Figura 2- Contagens de Bacillus cereus em unidades formadoras de col6nias por grama
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(UFC/g) das amostras de farinha de multicereais ( amostras de 1 a 4) e produtos a base de soja
(amostras de 5 a 10)

Figura 3 - Teste de catalase nas col6nias de B. cereus realizado com adicdo de gotas de perdxido
de hidrogénio a 3% nas cepas

Figura 4 - Coldnias de B. cereus em Agar Amido e adicionadas de lugol (teste de hidr6lise do
amido positivo)

No entanto todas as amostras apresentaram contaminagdo na ordem de 10* UFC.g™* como
mostra a Figura 2, o que indica falhas no processo de fabrica¢do dos produtos, principalmente do
ambiente de processamento, visto que o B. cereus encontra-se no ambiente em geral.

Silva et al. (2007) avaliaram a composi¢do microbioldgica de farinha de algaroba e valores
de B. cereus foram inferiores (<10 UFC.g) aos limites estabelecidos pela Resolucdo — RDC n°
12, de 02 de janeiro de 2001 confirmando que o processo utilizado para producdo da farinha é
satisfatorio do ponto de vista da seguranca microbiol6gica. Zanatta et al. (2010) avaliaram a
presenca de B.cereus em farinhas de beterraba, cenoura e espinafre, encontrando valores abaixo
do permitido pela legislacdo acima citada (< 1,0 x 10° UFC/g) para todas as farinhas, indicando
boas condicdes higiénicos-sanitarias da matéria-prima e da manipulacdo das amostras
desidratadas. Chisté et al. (2007) identificaram os contaminantes microbiol6gicos em farinha de
mandioca durantes as etapas do processamento e o B. cereus ndo foi encontrado nas etapas de
lavagem, trituracdo e prensa, mas, encontrado valor de < 1,0 x 10" UFC/g na farinha de mandioca,
dentro do limite permitido pela legislacdo ja citada. Nao ha trabalhos na literatura sobre pesquisa
de B. cereus em produtos a base de soja.

O B.cereus é largamente distribuido na natureza, sendo o solo o seu reservatorio natural. Por
esta razdo, contamina facilmente alimentos como: vegetais, cereais, etc. (Franco, 1996). A
contaminacdo de alimentos por B.cereus constitui ndo somente uma importante causa de
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deterioracdo, mas também esta associada a ocorréncia de dois tipos de sindrome, devidos a
ingestdo de alimentos contaminados com cepas patogénicas produtoras de toxinas, uma emética e
outra diarréica (Agata et al., 2002; Mcelroy et al., 2000; Tsen et al., 2000). A toxina do tipo
diarreico é, muito possivelmente, produzida no trato intestinal, sendo os fatores de viruléncia
ainda ndo completamente caracterizados (Ghelardi et al., 2002; Granum, 1994; Minnaard et al.,
2001).

No presente estudo, a presenca de B. cereus nas amostras de farinhas de multicereais e nos
produtos a base de soja encontra-se fora dos padrdes permitidos pela legislacdo (Resolugéo RDC
n° 12 de 02.01.01 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéaria), que é de 5 x 10> UFC.g™* (Brasil,
2001).

4. CONCLUSOES

O B. cereus foi encontrado nos produtos farinaceos (amostras 2, 3 e 4) e nos produtos base
de soja (amostras 5, 6, 7, 8, 9 e 10) confirmada através das analises bioquimicas realizadas.
Considerando que a bactéria exige grande capacidade de sobrevivéncia e se multiplica em ampla
faixa de temperatura, a transferéncia de um pequeno nimero de células pode dar origem a
populacdes causadoras de doencas de origem alimentar, desde que o alimento fique estocado por
periodos que assim o permitam.

As elevadas contagens indicam falhas nos processos de fabricacdo e riscos a salde de quem
0s consomem. Todos os produtos encontram-se fora dos padrdes microbioldgicos permitidos pela
legislacdo vigente.
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