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Introducio

A contaminacao alimentar por microrganismos representa um importante problema de
satde publica, desde a origem, alimentos podem estar contaminados por microrganismos como
fungos e bactérias, colocando em risco a saude e a seguranca microbiologica. Entre a populacao
afetada, destaca-se os bebés que sdo particularmente vulneraveis a infecgdes transmitidas por
alimentos devido ao seu sistema imunologico e metabolico ainda em desenvolvimento (OMS,
2024).

A ANVISA determinou, em janeiro de 2026, a proibi¢do de comercializagao de alguns
lotes de formulas infantis produzidas pela empresa Nestlé. O motivo, foi o risco de
contaminagdo por cereulide, uma toxina produzida pela bactéria Bacillus cereus. Segundo a
empresa, a presenca da substancia foi identificada em um ingrediente usado na formula
(ANVISA, 2026).

Bacillus cereus pode ser encontrado no solo, na d4gua e em diversas matrizes alimentares
incluindo cereais, arroz, leite, vegetais, frutas e bebidas. Além disso, a bactéria demonstra forte
resisténcia a condi¢des extremas devido a sua producdo de esporos que podem superar essas
dificuldades, em particular ao calor, congelamentos, dessecagao e radiacdo UV (YANG et al.,
2023).

A cereulide ¢ uma toxina associada a surtos de intoxicacao alimentar do tipo emética e
diarreica, extremamente termoestavel, ou seja, tem baixa probabilidade de ser inativada pelo
processamento dos alimentos. A forma diarreica € tem um periodo de inicio de 8 a 16 horas,
enquanto a emética comega a demonstrar sinais de 0 a 5 horas. Ela ¢ normalmente desenvolvida
em alimentos armazenados incorretamente, devido ao seu crescimento em uma ampla faixa de
temperatura, variando entre 10 e 48°C e ¢ improvavel de ser inativada no processamento visto
que ¢ estavel sob tratamento térmico a 121°C. Também ¢ estavel a uma ampla variacao de pH
(2-10). Assim a toxina cereulide representa um risco para os consumidores (YANG et al., 2023).

A cromatografia de camada delgada (CCD) ¢ um procedimento de adsor¢do. Consiste
em uma fase estacionaria fixada numa placa e uma fase movel, composta por um solvente,
chamado eluente (Brondani, 2019). E uma técnica relativamente simples, barata e importante
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para separagao rapida e analise qualitativa ou quantltatlva de pequenas quantldades de material
(UFJF, 2018).

Nesse contexto, surge o problema de identificar quais matérias primas apresentam maior
associagdo com o crescimento de Bacillus cereus e da toxina cereulide e se o perfil
cromatografico dessas matérias-primas de formulas infantis pode ser utilizado como indicador
quimico de risco para o crescimento da bactéria e possivel formagdo da toxina. Parte-se da
hipoétese de que o crescimento bacteriano nessas matérias-primas promove alteragdes em seu
perfil quimico, resultando na formagdo de metabdlitos detectdveis por cromatografia em
camada delgada, os quais podem ser empregados como indicadores de risco microbioldgico.

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o risco da producdo de
cereulide por Bacillus cereus em matérias-primas utilizadas na fabrica¢ao de formulas infantis
por meio de cromatografia em camada delgada.

Material e Métodos

O medicamento Biovicerin, cultura viva de Bacillus cereus contendo 1 x 10® endosporos
por mililitro, foi utilizado neste estudo. As amostras de leite em po6 e farinha de arroz foram
submetidas a determinacdo de pH por meio de pHmetro e a caracterizagdo de umidade com
devido ajuste a fim de fornecer condi¢des semelhantes conforme metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008). Com o intuito de simular uma contaminag¢ao acidental, 500 uL de
suspensdao padrdo foram adicionados em 4,5 g de cada amostra em tubo Falcon e
homogeneizado em vortex, resultando em concentragdo aproximada de 1,1 x 10° UFC/g. As
culturas foram incubadas, juntamente com o controle negativo que nao contém o medicamento
Biovicerin, em condi¢des favoraveis e nao favoraveis ao crescimento, a 35°C por 24 horas ¢ a
4°C por 7 dias respectivamente (JAY, 2005).

Para o meio de cultivo, foi utilizado o Agar seletivo para Cereus segundo Mossel,
composto por peptona de carne, extrato de carne, manitol, NaCl, vermelho de fenol, dgar- agar
e dgua deionizada, seguido pela adi¢do de emulsdo de gema de ovo apds a esterilizagdo. O B.
cereus ¢ manitol negativo, apresentando colora¢do avermelhada, e ¢ anunciado como colonias
asperas e secas com substrato rosa, circundadas por um anel de precipitado branco, devido a
ser lecitinase positivo (MERCK, 1994). As amostras foram diluidas em 45 mL de solugdo salina
0,85% em ambiente asséptico para realizar a inoculacdo. Para esta ser efetuada, foram inseridos
100 pL no centro da placa de Petri contendo o meio de cultivo e realizada a semeadura por
espalhamento em superficie com o auxilio de al¢a de Drigalski esterilizada (SANDERS, 2012).

Houve a coleta da biomassa das placas e extracdo com metanol, realizada por meio da
adi¢ao de 1 mL de metanol, homogeneizagdo em vortex e centrifugacdo durante 10 minutos a
5000 RPM. Posteriormente, ocorreu a realizagdo da concentracdo por evaporagao do metanol,
a fim de aumentar a sensibilidade da detec¢@o cromatografica, em banho maria em aquecimento
médio e adicao de 50 puL de diclorometano, com agitac¢do posterior (CUI et al., 2016).

A cromatografia por camada delgada foi constituida pela fase estaciondria de placa de
silica gel e pela fase mdvel formada por diclorometano e metanol 95:05. Com o auxilio de uma
micropipeta, foram aplicados 10 pL. das amostras na linha de aplicagdo na fase estaciondria,
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previamente ativada, e introduzidas no rec1plente fechado contendo a fase movel, ocorrendo
eluigdo até cerca de 0,02 m da extremidade superior. A fase mdvel arrastou mais os compostos
menos adsorvidos na fase estacionaria, separando-os dos compostos mais adsorvidos. Apos a
secagem da placa, foi adicionado a um recipiente fechado contendo cristais de iodo,
evidenciando manchas marrons devido a complexacdao do iodo (CASS; DEGANI; VIEIRA,
1998).

Resultados e Discussio

A caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas selecionadas, realizadas
inicialmente, revelaram distingao nos teores de umidade e nos valores de pH. Os valores de pH
determinados para a farinha de arroz e leite em p6 foram 6,20 e 6,62, respectivamente. Tais
valores se enquadram na faixa de pH 6timo, entre 6,0 e 7,0, para o crescimento de Bacillus
cereus (MPI, 2015). Enquanto em relagdo ao teor de umidade, os valores para farinha e leite
em po foram 10,160 + 0,130% e 2,896 + 0,191%, respectivamente. A fim de proporcionar
condig¢des semelhantes para os testes, reduzindo a influéncia da umidade de cada matriz, o teor
de umidade do leite em po foi ajustado, utilizando o valor determinado pela farinha como base,
resultando na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacao inicial.

Matéria-prima Umidade inicial (%) | pH Umidade utilizada no ensaio
Farinha de arroz 10,160 + 0,130 6,20 |~=10,16%
Leite em po 2,896 + 0,191 6,62 |=10,16%

As amostras foram padronizadas quanto ao teor de umidade, que representa a
quantidade total de 4gua contida em um alimento. Entretanto, ndo corresponde diretamente a
atividade de agua (Aw), que representa a disponibilidade de agua para o crescimento
microbiano, onde quanto maior a Aw, mais rapidamente os microrganismos podem se
multiplicar (CUNHA, 2016). Dessa forma, mesmo apresentando teores de umidade
semelhantes, podem apresentar diferentes valores de atividade de agua devido a sua
composi¢ao.

Em relacao ao crescimento microbiolégico, foram observadas o crescimento de colonias
de microrganismos manitol negativos, devido a coloragdo avermelhada, nas amostras com
adi¢do dos endosporos de Bacillus cereus e nas amostras de teste negativo somente com as
matrizes (brancos). As colonias desenvolvidas apresentaram caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as observadas para Bacillus cereus por serem visualizadas colonias dsperas e secas
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com substrato rosa e com aparéncia opaca. As condigoes e resultados foram reunidos na tabela
2 e tabela 3.

Tabela 2 - Analise do leite em po.

Leite em p6 Adigao de | Temperatura  de | Crescimento
endosporo incubacdo microbiano
bacteriano

1 Sem 4°C Positivo

2 Com 4°C Positivo

3 Sem 35°C Positivo

4 Com 35°C Positivo

Tabela 3 - Analise da Farinha de arroz.

Farinha de arroz Adicao de | Temperatura  de | Crescimento
endosporo incubagdo microbiano
bacteriano

1 Sem 4°C Positivo

2 Com 4°C Positivo

3 Sem 35°C Positivo

4 Com 35°C Positivo

A presenca dessas colonias e de suas morfologias nos quatro controles representa um
alto indicio da presenga prévia de microrganismos do grupo Bacillus cereus nas matérias-
primas selecionadas para o estudo.

Em relagdo aos extratos, obtidos apds os processos realizados descritos na metodologia,
foram submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD). Foram identificadas zonas de
separacgdo detectaveis por sublimacdo do iodo nos quatro controles dos extratos de farinha de
arroz e de leite em po. Na cromatografia da farinha de arroz, foram observadas duas regides
reveladas com a sublimacao do iodo, uma proxima a linha final de elui¢do, compostos mais
apolares, e outra na regiao de aplicacao dos extratos, compostos mais polares. Enquanto no leite
em po, também foram observadas a presenga de compostos na parte superior, porém de forma
mais espalhada, e préximo ao ponto de origem. Os valores obtidos foram reunidos na tabela 4.
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Tabela 4 — Fatores de retengdo obtidos na cromatografia.

Fator de retencdo (apolares) | Fator de retencdo (polares)
Leite em po 0,92 0,02
Farinha de arroz 0,91 0,03

Dessa forma, as cromatografias apresentaram semelhancas observaveis entre ambas as
matrizes, indicando comportamentos cromatograficos parecidos dos componentes presentes
nos extratos. Entretanto, ndo € possivel vincular diretamente, apenas com os resultados atuais,
as regides observadas nas placas a cereulide. Portanto, nesta etapa, a analise pelo método de
cromatografia em camada delgada foi considerada como uma avaliagdo preliminar da
composicao dos extratos.

Conclusoes

Os resultados preliminares demonstraram que a farinha de arroz e o leite em po
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas iniciais distintas, principalmente em relagdo ao
teor de umidade. A padronizacdo desse parametro permitiu avaliar as matrizes sob condi¢des
de umidade semelhantes, enquanto os valores de pH de ambas permaneceram em uma faixa
compativel com o desenvolvimento de Bacillus cereus.

O crescimento microbiano foi observado em todas as condi¢oes avaliadas, incluindo os
ensaios sem adicdo experimental de endosporos. A presenga de coldonias com caracteristicas
morfologicas semelhantes as descritas para o grupo B. cereus nos controles sugere presenca
prévia desses microrganismos nas matérias-primas.

A analise dos extratos por cromatografia em camada delgada permitiu observar zonas
de separacdo semelhantes entre os perfis cromatograficos da farinha de arroz e do leite em po.
Os valores de fator de retengdo (Rf) calculados a partir da razao entre a distancia percorrida por
cada zona e a distancia percorrida pela fase mével indicam migragao de compostos semelhantes
entre as amostras. Entretanto, os sinais obtidos ndo permitem confirmar a presenga de cereulide,
sendo necessaria uma técnica analitica confirmatéria para determinar a identidade dos
compostos detectados.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram a viabilidade da abordagem
experimental para avaliacdo preliminar do comportamento microbiolodgico e cromatografico
das matérias-primas, porém ¢ necessario continuidade das andlises para confirmagdo da
presenca de B. cereus e identificacdo dos compostos observados por CCD.
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