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RESUMO

Produtos carneos prontos para comer S30 economicamente
importantes e de consumo elevado em todo o mundo. A vida Gtil desses
produtos é limitada principalmente devido a deterioracdo. As bactérias
acido lacticas (BAL) sdo consideradas os principais microrganismos
deteriorantes de produtos de carne cozidos e embalados a vacuo, mantidos
sob refrigeracdo. Essas bactérias podem causar alteracbes como sabores
estranhos, descoloracéo, producdo de gas, diminui¢do do pH e producéo de
limo. A variacdo de temperatura é um dos principais fatores que altera a
dindmica de crescimento microbiano durante o armazenamento e
distribuicdo de alimentos. O 6leo essencial de orégano (OEQO) tem sido
utilizado como agente antimicrobiano natural visando aumentar a vida (til
de produtos alimentares. A microbiologia preditiva é uma importante
ferramenta na predigdo da vida util de alimentos, pois utiliza modelos
matematicos capazes de descrever 0 comportamento microbiano
considerando diferentes condi¢cGes ambientais. Mediante isto, o objetivo
geral deste trabalho foi modelar o efeito da utilizacdo de OEO como agente
antimicrobiano sobre a vida util de presunto fatiado embalado a vacuo, em
condicdes isotérmicas e ndo isotérmicas, com base no crescimento da flora
natural de bactérias acido lacticas (BAL). O presunto foi caracterizado
guanto ao seu pH, atividade de dgua e concentragéo de cloreto de sddio, que
encontravam-se dentro da faixa 6tima de desenvolvimento de BAL descrita
pela literatura. Foi avaliado o crescimento da flora natural de bactérias
acido l4cticas no presunto em diferentes perfis de temperaturas (6, 12, 15,
20 e 25 °C), com o tratamento com OEO na concentracao de 0,4% (v/m de
OEO) e sem OEO. O modelo de Baranyi e Roberts (BAR) foi ajustado as
curvas de crescimento e foram obtidos 0s pardmetros tmax, A € Ymax, para
cada temperatura. Trés modelos secundarios foram avaliados para descrever
a influéncia da temperatura sobre o parametro de crescimento HUmsx, O que
foi melhor descrito pelo modelo exponencial . O modelo secundério para o
pardmetro Ymsx foi considerado como a média dos valores obtidos pelo
ajuste. Com base nos modelos selecionados, 0 modelo de Baranyi e Roberts
(1994) foi utilizado para prever o crescimento de flora natural sob
condi¢des ndo isotérmicas. O modelo proposto foi validado com dados
experimentais do crescimento de flora natural de bactérias acido lacticas em
presunto fatiado embalado a vécuo, sob diferentes perfis de temperatura,
com temperaturas acima da temperatura de refrigeracdo, e sua capacidade
de predicdo foi avaliada por meio de indices estatisticos. Os resultados
mostraram que o modelo preditivo estudado tem a possibilidade de ser
utilizado para prever a vida Util de produtos carneos e o 6leo essencial de



orégano apresentou um bom efeito como antimicrobiano em temperaturas
de refrigeracéo, estendendo a vida Gtil do produto.

Palavras-chave: microbiologia preditiva, bactérias acido lacticas, produtos
carneos, deterioragdo, dleo essencial de orégano, modelos néo isotérmicos.



ABSTRACT

Ready-to-eat meat products are economically important chilled products
widely consumed in world. The shelf-life of this products is limited mainly
due to the deterioration. The lactic acid bacteria (LAB) are considered the
main spoilage microorganisms of vacuum packed cooked meat products
and kept under refrigeration. These bacteria can cause change such as off-
flavours, discoloration, gas production, pH decrease and slime production.
The temperature change is the main factor that changes the dynamics of
microbial growth during storage and distribution of food. The oregano
essential oil (OEO) has been used as a natural antimicrobial agent to
increase the shelf life of food products. The predictive microbiology is an
important tool in predicting the shelf life of foods, because it uses
mathematical models able to describe the microbial behavior considering
different environmental conditions. The aim of this study was to model the
effect of using OEO as an antimicrobial agent on the shelf life of sliced
vacuum packed ham in isothermal and non-isothermal conditions, based on
the growth of the natural flora of lactic acid bacteria (LAB). The ham was
characterized by pH, water activity and sodium chloride concentration,
which the optimum range of BAL development described in the literature.
The growth of the natural flora of lactic acid bacteria in the ham with OEO
at a concentration of 0.4% (v /w OEQ) and without OEO was evaluated at
different temperatures profiles (6, 12, 15, 20 and 25 ° C). The Baranyi and
Roberts (BAR) model was adjusted to the growth curves and the parameters
were obtained (Umax, A € Ymax) for each temperature. Three secondary
models were evaluated to describe the influence of temperature on the pmax
growth parameter, and this was better described by the exponential model.
The secondary model for the parameter ymsx Was considered as the average
of the values obtained by the adjustment. Based on the selected models, the
Baranyi and Roberts (1994) model was used to predict the natural flora
growth under non-isothermal conditions. The proposed model was
validated with natural flora of lactic acid bacteria growth experimental data
in sliced vacuum packed ham under different temperature profiles, with
temperatures above refrigeration temperature, and its predictive ability was
evaluated by statistical indices. The results showed that the predictive
model studied can be used to predict the shelf life of meat products,
moreover the oregano essential oil showed a good antimicrobial effect and
at refrigerated temperatures, extend the life of the product.



Keywords: predictive microbiology, lactic acid bacteria, meat products,
spoilage, oregano essential oil, non-isothermal models
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1 INTRODUCAO

A demanda por parte dos consumidores por alimentos de féacil
preparo e consumo, seguros, menos processados e com caracteristicas mais
naturais tem aumentado nos Ultimos anos.

Os produtos alimentares prontos para consumo, como presunto, peito
de peru e peito de frango, tém grande importancia econdmica, e seu
consumo vem crescendo cada vez mais (AUDENAERT et al., 2010). O
controle de qualidade e seguranca destes alimentos em todas as fases da
cadeia do frio sdo uma das principais preocupacBes da inddstria. Esse
controle é importante para reduzir as perdas de alimentos e os riscos para a
salde do consumidor (STAHL et al., 2015). A vida util de tais produtos,
como do presunto fatiado, é limitada devido a problemas de deterioracéo.
As contaminacfes ocorrem porque as manipulacdes, como corte e
embalagem, inevitavelmente reintroduzem microrganismos apés 0 processo
de cozimento (VERCAMMEN et al., 2011).

As bactérias acido laticas (BAL) sdo o principal grupo de bactérias
associadas com a deterioracdo de produtos de carneos cozidos e embalados
a vacuo mantidos sob refrigeracdo, incluindo presunto. Essas bactérias
podem causar efeitos indesejaveis, tais como sabores estranhos, producéao
de gas, diminuicdo do pH, descoloracdo e / ou cor esverdeada e producdo
de limo, diminuindo a vida util desses produtos (BORCH et al., 1996;
SAMELIS et al., 2000; SLONGO et al., 2009; LLORET et al., 2016).

Agentes antimicrobianos, incluindo conservantes de alimentos, tém
sido utilizados para inibir bactérias e estender a vida atil dos alimentos
processados. O uso de agentes antimicrobianos naturais tem aumentado
cada vez mais, devido a opcdo cada vez maior dos consumidores por
ingredientes naturais e com menos aditivos quimicos (PETROU et al.,
2012; CALO et al., 2015).

Os 06leos essenciais sdo compostos naturais volateis complexos,
caracterizados por um forte odor e formados por metabolitos secundarios de
plantas arométicas (BURT, 2004). Eles sdo conhecidos por sua atividade
antimicrobiana e vém sendo utilizados como conservantes naturais para
aumentar a vida Gtil de produtos alimentares (TEIXEIRA et al., 2013). O
6leo essencial de orégano é tido como um dos Oleos essenciais de acgao
antimicrobiana mais eficaz (EMIROGLU et al., 2010; AGUIRRE et al.,
2013).

A modelagem mateméatica é uma ferramenta importante para
descrever a vida Util dos alimentos (KOUTSOUMANIS e NYCHAS, 2000;
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MATARAGAS et al.,, 2006). A microbiologia preditiva utiliza modelos
matematicos para descrever o comportamento microbiano frente as diversas
condi¢Bes ambientais, permitindo assim uma avaliagdo objetiva do efeito
das operacGes de transformagdo, distribuicdo e armazenamento sobre a
seguranca e qualidade dos alimentos (MCMEEKIN et al., 2002).

O principal parametro de determinagdo de vida Util no pos-
processamento de alimentos resfriados e congelados é a temperatura
(GOGOU et al., 2015). A temperatura ¢ um fator que pode variar muito
dentro da cadeia de producdo e distribuicdo de produtos alimentares
(NYCHAS et al., 2008; LONGHI et al., 2013). O uso de modelos
matematicos que levam em conta estas variacbes podem ser muito Uteis
para predizer a vida atil de alimentos em condigdes reais (VAN IMPE et
al., 1992; BARANY], 1995; GOSPAVIC et al., 2008).

O presunto é um produto carneo de consumo elevado em todo o pais
e também no mundo. Esse produto sofre muitas manipula¢fes pds-
processamento, pois em geral é vendido em fatias e embalado a vacuo, e
por se tratar de um produto refrigerado, as variacGes de temperaturas que
ocorrem durante toda a cadeia do frio podem aumentar os riscos de
deterioracdo diminuindo sua vida util.

O grupo de pesquisa em Microbiologia Preditiva do Programa de
Pds-Graduagdo em Engenharia de Alimentos da UFSC vem trabalhando
com a modelagem matematica do crescimento de bactérias acido lacticas
sob condicBes isotérmicas e ndo isotérmicas, em meio de cultura (MRS) e
em produtos carneos. Camargo (2015) modelou o crescimento de BAL
(Lactobacillus plantarum, Weissela viridescens e Lactobacillus sakei) em
cultura pura e mista, sob condicbes isotérmicas e ndo-isotérmicas de
cultivo, em MRS. Martins (2015) utilizou um modelo ndo isotérmico para
prever o crescimento de W. viridescens em meio de cultivo e Silva (2015)
estudou o crescimento de cultura pura de W. viridescens sob condigdes ndo
isotérmicas em presunto comercial fatiado embalado a vacuo. O autor
avaliou a capacidade preditiva do modelo matematico de descrever esse
crescimento utilizando parametros obtidos em meio de cultivo sob
condigdes isotérmicas.

Diante dessas informagdes, a modelagem do crescimento da flora
natural de bactérias &cido lacticas sob condicBes isotérmicas e néo
isotérmicas e a avaliagdo do efeito do Oleo essencial como agente
antimicrobiano em presunto fatiado e embalado a vacuo é de fundamental
importancia para a determinacgdo da vida Util deste produto em condicGes
reais de armazenamento.
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11 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi modelar o efeito da utilizacao de
6leo essencial de orégano (OEO) sobre a vida dtil de presunto fatiado
embalado a vacuo em condices isotérmicas e ndo isotérmicas, com base no
crescimento da flora natural de bactérias acido lacticas (BAL).

1.1.2  Objetivos especificos

Para atingir este objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes
objetivos especificos:

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do presunto utilizado
guanto ao pH, atividade de agua e concentragdo de cloreto de sddio;

e Modelar as curvas de crescimento isotérmico da flora natural de
BAL em presunto, em diferentes perfis de temperaturas (6, 12, 15, 20 e 25
°C), com e sem a adi¢do de (OEQ) na concentracdo de 0,4% (v/m de OEOQ);

o Verificar o efeito do (OEO) sobre o crescimento da flora natural de
BAL em presunto;

e Definir os modelos secundarios para descrever a influéncia da
temperatura sobre os parametros de crescimento obtidos pelo modelo
primario de Baranyi e Roberts;

e Estabelecer e validar modelo ndo isotérmico obtido com flora
natural de BAL;

e Comparar a capacidade preditiva dos modelos obtidos usando
culturas de BAL puras com o modelo usando flora natural.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BACTERIAS ACIDO LATICAS

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo amplamente encontradas na
natureza e capazes de se desenvolverem sob diferentes condicGes
ambientais. Essas bactérias formam um grupo filogeneticamente muito
heterogéneo, geralmente tendo seu estado reconhecido como seguro
(GRAS- generally recognized as safe) (BURGAIN et al., 2014).

As bactérias pertencentes a este grupo tém numerosas aplicagfes na
indistria de alimentos, especialmente no setor dos produtos lacteos
(BURGAIN et al., 2014), e tém recebido atencdo consideravel por seu
grande potencial na biopreservacdo. As BAL produzem uma série de
mecanismos, que restringem o desenvolvimento das populagdes bacterianas
e podem agir como concorrentes ou inibidores de outros microrganismos
deteriorantes (GHANBARI et al., 2013). Seu antagonismo e propriedades
inibidoras baseiam-se em diferentes atividades, dentre elas, a competicdo
por nutrientes e a producdo de um ou mais metabolitos antimicrobianos, tais
como éacidos organicos (&cido lactico e é&cido acético), perdxido de
hidrogénio, e os peptideos antimicrobianos, como as bacteriocinas
(GHANBARI et al., 2013; GHANBARI et al., 2013; OLIVEIRA et al.,,
2014). No entanto, as BAL também séo associadas a deterioracao de peixes,
carnes, produtos carneos embalados a vacuo ou atmosfera modificada e
armazenados a temperaturas de refrigeracio (BORCH et al., 1996;
SANTOS et al., 2005; RUSSO et al.,, 2006; NYCHAS et al., 2008;
AUDENAERT et al., 2010; KALSCHNE et al., 2015).

Embora o grupo das bactérias acido lacticas néo tenha seus limites
bem definidos, todos os membros desse grupo apresentam a mesma
caracteristica de produzir &cido lactico a partir de hexoses (JAY, 2005). A
definicdo mais comumente encontrada diz que as BAL sdo bactérias Gram
positivas, ndo tem motilidade, podem ser cocos ou bacilos ndo esporulados,
catalase negativa, desprovidas de citocromos, que crescem sob condicdes
microaerofilas e condicBes anaerdbias, acido tolerantes, fastidiosas, que
exigem substratos complexos (PACK et al., 1998; ADAMBERG et al.,
2003; BURGAIN et al., 2014). Segundo Jay (2005) as BAL séo também
classificadas quanto aos produtos finais do metabolismo da glicose em dois
grupos: homofermentativas e heterofermentativas. As  bactérias
homofermentativas produzem &cido lactico como Unico ou principal
produto da fermentacdo da glicose. As heterofermentativas produzem
outros produtos além de acido lactico, que incluem diéxido de carbono,
acido acético e etanol.
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De acordo com a classificagdo adotada por Jay (2005) o grupo das
BALs é composto por 15 géneros: Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella,
Aerococcus, Microbacterium e Propionibacterium.

2.2 ALTERAGOES EM PRODUTOS CARNEOS

A carne é um produto alimentar perecivel que, sendo armazenado,
processado, embalado e distribuido corretamente, torna-se altamente
suscetivel a deterioracdo microbiana (MCDONALD; SUN, 1999). Fatores
intrinsecos como: i) alta atividade de &gua (aw>0,99); ii) pH
correspondente ao intervalo 6timo para o crescimento microbiano (5,5-6,5);
iii) disponibilidade de nutrientes, vitaminas e minerais, contribuem para o
uma rapida deterioracdo desses produtos (POTHAKOS et al., 2015;
STAHL et al., 2015).

Produtos alimentares refrigerados prontos para 0 consumo (presunto,
peito peru e peito de frango) sdo economicamente importantes e
atualmente, hd uma crescente demanda do mercado consumidor
(AUDENAERT et al.,, 2010). A vida Util destes produtos é limitada
principalmente devido a deterioracdo. As contamina¢fes ocorrem porgue as
manipulacGes, como corte e embalagem inevitavelmente reintroduzem
microrganismos ap6s 0 processo de cozimento (VERCAMMEN et al.,
2011; STAHL et al., 2015).

As bactérias acido laticas sdo o principal grupo de bactérias
associadas com a deterioracdo de produtos de carne cozidos e embalados a
vacuo mantidos sob refrigeracdo, incluindo presunto. As condicdes de
microaerofilia, alta atividade de dgua (normalmente entre 0,96 e 0,98) e pH
em torno 6,0 sdo algumas das caracteristicas que favorecem o crescimento
de bactérias acido lacticas (RUSSO et al., 2006; SLONGO et al., 2009;
AUDENAERT et al., 2010; DUSKOVA et al., 2016).

A deterioracdo causada por estas bactérias inclui alguns efeitos
indesejaveis, como sabores estranhos, producdo de gas, diminuicdo do pH,
descoloragdo e / ou cor esverdeada e producdo de limo, resultando em
degradagdo prematura e reducdo na vida util do produto final (BORCH et
al., 1996; CAYRE et al., 2003; AUDENAERT et al., 2010; KALSCHNE et
al., 2015). A producdo de muco viscoso em produtos a base de carne
cozida embalada a vacuo tem sido atribuida a Lactobacillus spp.
Leuconostoc spp. (Hu et al., 2009).

As bactérias predominantemente associadas a deterioracdo de carnes
e produtos carneos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada sdo
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composta por Lactobacillus spp. geralmente L. plantarum, L. sakei e
L.curvatus, Leuconostoc spp. como Leuconostoc gelidum, Leuconostoc
carnosum e Leuconostoc mesenteroides, Weissella [Lactobacillus]
viridescens, Carnobacterium divergens, Carnobacterium maltaromicus e
Brochothrix thermosphacta (BORCH et al., 1996; SAMELIS et al., 2000;
AMMOR et al., 2005; VASILOPOULOS et al., 2010; VERMEIREN et al.,
2004).

Vérios autores identificaram as BAL como principais contaminantes
de carnes e produtos carneos. Ao analisarem uma pequena instalacdo de
producdo de salsichas Ammor et al. (2005) identificaram L. sakei,
Enterococcus spp., Enterococcus faecium, Lactococcus
garvieae, Vagococcus carniphiluse L. mesenteroides. Audenaert et al.
(2010) analisaram através de testes moleculares a diversidade de bactérias
acido lacticas presentes em trés diferentes produtos carneos fatiados e
embalados a vacuo (presunto, peito de peru e peito de frango) e
encontraram uma flora predominante de BAL (L.sakeie / ou L.
fuchuensis, L. curvatus, C. divergens, Leuconostoc spp L. carnosum,
Leuconostoc mesenteroides). Hu et al. (2009) identificaram as bactérias
acido lacticas presentes em presunto fatiado e embalado a vacuo
armazenado a 4 °C em diferentes tempos de armazenamento, as principais
cepas encontradas foram L. sakei e L. curvatus, Leuconostoc  spp,
Leuconostoc mesenteroides. A legislagdo brasileira ndo estabelece um
limite para a concentracdo de flora deteriorante, mas muitos autores
(Slongo et al., 2009; Kreyenschmidt et al., 2010; Karabagias et al., 2011)
utilizam o critério definido por ICMFS (1986) que estipula a concentracéo
de 10’ UFC/g ou 16,12 [Ln(UFC/g)] para a contagem de microrganismos
totais como critério para determinagdo da vida (til.

2.3 ANTIMICROBIANOS NATURAIS (OLEOS ESSENCIAIS)

Devido as novas tendéncias do mercado consumidor por refeicbes
“saudaveis”, minimamente processadas e livres de conservantes quimicos
convencionais, 0 uso de embalagens ativas, novas tecnhologias de
processamento e agentes antimicrobianos “naturais”, tais como o6leos
essenciais, tém aumentado (KARABAGIAS et al., 2011; PETROU et al.,
2012).

Oleos essenciais (OE) sdo conhecidos por suas propriedades
bactericidas, viricida, fungicida e propriedades medicinais sendo usados na
preservacdo de alimentos e como antimicrobianos, analgésico, sedativos,
anti-inflamatorios, anestésicos locais e remédios espasmoliticos (BURT,
2004; NTZIMANI et al., 2010).
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De acordo com Bakkali et al. (2008), os dleos essenciais sdo
compostos naturais volateis complexos, caracterizados por um forte odor e
formados por metabolitos secundarios de plantas aromaticas. Eles podem
ser sintetizados por diferentes partes das plantas (botdes, flores, folhas,
caules, ramos, sementes, frutas, raizes) e sdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares.
Os o6leos essenciais podem ser extraidos por uma variedade de métodos,
sendo a destilacdo a vapor o mais empregado na industria.

A composi¢do dos OE pode variar em qualidade, quantidade e
composi¢do de acordo com o clima, composicdo do solo, localizagdo
geografica, 6rgdo da planta, idade e fase do ciclo vegetativo. Os 6leos
essenciais sdo misturas naturais muito complexas, que podem conter cerca
de 20 a 60 componentes em concentragdes muito diferentes. Eles séo
caracterizados por dois ou trés componentes principais em concentracdes
bastante elevadas (20-70%) e tracos de outras moléculas. Geralmente, esses
componentes principais determinam as propriedades biol6gicas dos 6leos
essenciais (BURT, 2004; BAGAMBOULA et al., 2004; BAKKALI et al.,
2008).

A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser atribuida ao
elevado teor de compostos terpénicos (a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol,
mentol, linalol) ou compostos fendlicos como carvacol, eugenol e timol
(BURT, 2004; BAGAMBOULA et al., 2004; BAKKALI et al., 2008;
MARTUCCI et al., 2015).

Os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais foram estudados
para uma vasta gama de microrganismos ao longo dos anos, mas seus
mecanismos de acdo ainda ndo sdo completamente compreendidos (CALO
et al., 2015). Varios autores propuseram que a acdo antimicrobiana dos OE
pode ser atribuida a sua capacidade de penetrar através das membranas para
0 interior das células e alterar a permeabilidade das membranas
(ZINOVIADOU et al., 2009; BAJPAI et al., 2012; CALO et al., 2015). Os
compostos fendlicos podem atuar rompendo a membrana celular,
resultando na inibicdo das propriedades funcionais da célula e,
eventualmente, causar a fuga dos contetdos internos das células (BURT,
2004). Este rompimento leva a alteracdes na permeabilidade da célula
microbiana, a danos & membrana citoplasmatica, ao sistema de geracéo de
energia, e forca motriz de prétons. A permeabilidade perturbada da
membrana citoplasmatica pode resultar em morte celular (BURT, 2004;
BAJPAI et al., 2012; CALO et al., 2015).

2.3.1  Oleo essencial de orégano
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O oleo essencial de orégano é extraido da Origanum vulgare L.,
erva pertencente a familia Lamiacea, que possui uma grande variedade de
espécies, destacando-se a Origanum vulgare, a Origanum marjoram, e a
Origanum dictamus entre as mais importantes (LEE et al., 2016).

Dentre os 6leos essenciais, 0 6leo essencial de orégano tem sido
apontado por ser um dos mais eficazes na atuacdo como agente
antimicrobiano, que pode ser atribuido a presenca de compostos fenolicos
em sua composicdo, particularmente timol e carvacol (EMIROGLU et al.,
2010; AGUIRRE et al., 2013). As suas propriedades antimicrobianas tém
sido demonstradas em diversos estudos (TSIGARIDA et al., 2000;
GOULAS; KONTOMINAS, 2007; ZINOVIADOU et al., 2009;
FRANGOS et al., 2010; HASAPIDOU; SAVVAIDIS, 2011; BOSKOVIC
etal., 2015).

O 6leo essencial de orégano (OEQ) tem atividade antimicrobiana
contra diversas bactérias gram-positivas, gram-negativas, leveduras e
fungos. A alta atividade antimicrobiana do OEO ¢ devido a sua grande
concentracdo de monoterpenos e compostos oxigenados, como carvacrol,
timol, p-cimeno e y-terpineno (LIOLIOS et al., 2009). Benavides et al.,
(2012) analisaram o efeito antimicrobiano de filmes de alginato
incorporados com OEQ e observaram que estes eram mais eficazes contra
as bactérias Gram-positivas do que contra as bactérias gram-negativas.

Muitos trabalhos tém utilizado o OEO como agente microbiano
contra microrganismos deteriorantes e patogénicos em carnes e produtos
derivados. Frangos et al. (2010) analisaram o efeito antimicrobiano da
adicdo de sal e OEO na contagem de microrganismos totais, BAL,
Pseudomonas spp. e Enterobacteriaceae em filés de trutas refrigerados e
embalados a vacuo e observaram uma extensdo da vida util do produto em
8 dias (solucdo salina (10%NaCl), OEO (0,2% (v/m))) e em 14 dias
(solucdo salina (10%NaCl), OEO (0,4% (v/m))).

Petrou et al. (2009) avaliaram o efeito do OEO (0,25% v/m)
aplicado em peito de frangos embalados em atmosfera modificada (AM) e
observaram redu¢do de um 1 Log(UFC/g) em relacdo ao controle e
extensdo de 6 dias na vida Gtil do produto. Ao avaliar o efeito da utilizacdo
do OE como agente antimicrobiano na extenséo da vida Gtil de mexilhdes
Costa (2013) avaliou duas diferentes concentragfes de OEO (0,2 e 0,4%
v/m) e obteve melhores resultados utilizando uma concentragdo de 0,4%
(v/m de OEO).

2.4  MICROBIOLOGIA PREDITIVA
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A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta importante para
descrever a vida Util dos alimentos (KOUTSOUMANIS e NYCHAS, 2000;
MATARAGAS et al.,, 2006). Um modelo preditivo € uma expressdo
matematica que descreve a dindmica (crescimento e inativacdo) das
populacdes de microrganismos submetidos as complexas alteragdes fisicas,
quimicas e bioldgicas no ambiente durante processamento, transporte,
distribuicdo e armazenamento de alimentos (GEERAERD et al., 2004;
LERBET e LEBERT, 2006; HUANG, 2014).

O uso de modelos matematicos na microbiologia de alimentos
comecou em aproximadamente 1920, com o desenvolvimento de métodos
para calcular o tempo de destruigdo térmica de microrganismos. No entanto,
foi a partir da década de 1980 que os modelos matematicos para predizer o
comportamento  dos microrganismos experimentaram um  grande
desenvolvimento (NAKASHIMA et al., 2000; CARRASCO et al., 2012).

Os modelos matematicos utilizados em microbiologia preditiva
podem ser classificados em modelos primarios, secundarios e terciarios. Os
modelos primarios descrevem as mudancas na populacdo microbiana em
fungdo do tempo, sob um Unico um conjunto de condicdes constantes. Os
modelos secundarios descrevem as respostas de um ou mais parametros de
um modelo de primario a uma ou mais condicdes ambientaistHUANG,
2014).

Segundo a modelagem estd voltada para a obtengdo de modelos
dindmicos, ou seja, modelos que permitam predizer a seguranca ou a vida
atil dos alimentos sob condi¢des que variam com o tempo, principalmente
condi¢des ndo isotérmicas (CORRADINI et al., 2006).

2.4.1 Modelos Primérios de Crescimento

Os modelos primarios descrevem as alteracdes na populacdo
microbiana ou nas respostas microbianas em fun¢do do tempo para um
determinado conjunto de condigdes ambientais. Normalmente, o
crescimento microbiano pode ser descrito por uma curva sigmoidal (Figura
1) com trés fases: uma fase de laténcia, em que as células microbianas
adaptam-se ao novo ambiente, seguido por uma fase em que as células se
multiplicam de forma exponencial e, finalmente, uma fase estacionaria
durante a qual a populacdo méaxima é atingida ( LERBET e LEBERT,
2006).
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Figura 1 - Curva de crescimento. A (fase lag), pnex (taxa maxima especifica de
crescimento), ny (concentracdo celular inicial) e n4 (concentracéo celular maxima).
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Fonte: Swinnen et al. (2004).

Modelos do tipo sigmoidal, como Gompertz modificado e modelos
logisticos sdo frequentemente utilizados para ajustes aos dados de
crescimento microbiano. O modelo de Baranyi e Roberts é amplamente
utilizado entre os investigadores e varios estudos relataram que o mesmo
apresenta melhor desempenho que o modelo de Gompertz modificado e
modelos logisticos (JUNEJA et al., 2007).

O modelo de Baranyi e Roberts é um dos modelos primarios de
crescimento mais utilizados na microbiologia preditiva por algumas das
razBes: (i) é facil de usar por ter softwares disponiveis em que as equacoes
ja estdo inseridas, (ii) € aplicAvel em condig¢fes ambientais dindmicas, (iii)
tem uma boa capacidade de ajuste, e (iv) a maior parte dos parametros do
modelo sdo biologicamente interpretdveis (VAN IMPE et al., 2005;
LERBET e LEBERT, 2006). Neste trabalho, foi utilizado o modelo
primario de Baranyi e Roberts para obtencdo dos parametros de
crescimento como descrito pelas equagdes (2.1 e 2.2).

A Equacdo 2.1 descreve o modelo de Baranyi e Roberts (BARANYI;
ROBERTS, 1994) e na Equacdo 2.2 estd representada a funcdo de ajuste
deste modelo.

In(N) = In(No) +RF(D- In (1+ﬂ) 2.1)

em(h‘(Nméx/NO))
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F(t)=t+ i In (e('“t)+e(’h0) —e[(’“t)'ho]) (2.2)

em que N é a concentracdo celular no tempo t, Ny é a concentracao
celular inicial, Nmax (Ymax ) € concentracao celular maxima, m € o parametro
de curvatura do modelo e o parametro hy é considerado o estado fisiologico
das células e é dado pela Equacéo 2.3:

2.4.2 Modelos Secundarios

Modelos secundarios descrevem a dependéncia dos parametros do
modelo primario com a temperatura, mas podem descrever a dependéncia
em relacdo a outros fatores como a atividade da agua, pH, concentracéo de
sal, dentre outros. Qualquer modelo que descreva de forma satisfatoria essa
relacdo pode ser classificado como modelo secundario. O modelo
secundario mais amplamente reconhecido em relacdo ao crescimento
microbiano é o modelo da raiz quadrada (equacéo 2.4), também conhecido
como modelo de Béleradek proposto por Ratkowsky et al. (1982)
(CORRADINI; PELEG, 2005).

Vk=b(T - Tpyin) (2.4)

em que: k ¢ o pardmetro de interesse (A, i € Ymax), T € a temperatura (°C) ,
Tmim € @ temperatura minima para o crescimento ou coeficiente do modelo e
a e b so coeficientes do modelo.

Além dos modelos da raiz quadrada, outros modelos empiricos
podem ser utilizados para descrever a variagdo dos parametros dos modelos
primarios com a temperatura e outros fatores como atividade de agua, pH,
concentracdo de sal, etc(CORRADINI et al.,2006). Alguns modelos
empiricos utilizados s&o: modelo linear Equacéo 2.5, modelo exponencial
Equacéo 2.6.

k=b+1T (2.5)

k = a*e®D (2.6)
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em que: k é o parAmetro de interesse (A, 1L € ymax), T € a temperatura (°C) e
a, b e r sdo coeficientes do modelo.

2.4.3 Modelo Ndo Isotérmico

A temperatura é um fator que pode variar muito dentro da cadeia de
producéo e distribuicdo de produtos alimentares (LONGHI et al., 2013). A
variacdo de temperatura altera a dindmica de crescimento microbiano
durante o armazenamento de alimentos e o uso de modelos matematicos
que levam em conta estas variagdes pode ser muito importante para
predizer a vida dtil de alimentos (VAN IMPE et al., 1992; BARANY]I,
1995; GOSPAVIC et al., 2008).

A maioria dos modelos é desenvolvida e validada sob condi¢des de
temperatura constante. Na prética, no entanto, as flutuacdes de temperatura
podem ser frequentes durante o armazenamento e distribui¢do de alimentos.
Assim, a validacdo dos modelos em condi¢des de temperatura dindmicas é
de grande importancia para a avaliagdo do desempenho de modelos para
predi¢do da vida util, sob condicGes reais da cadeia do frio (NYCHAS et
al., 2008).

Para a modelagem do crescimento microbiano em condicGes
ambientais varidveis os modelos séo utilizados como equagdes diferenciais
de primeira ordem, sendo que os parametros destas equacbes tornam-se
funcdes das variaces ambientais, dadas por modelos secundarios
apropriados (LONGHI 2013).

Koutsoumanis et al., (2006) utilizaram o modelo dindmico de
Barany e Roberts para predizer a deterioracdo por Pseudomonas spp.,
Brochothrix thermosphacta Enterobacteriaceae e bactérias acido lacticas
em carne moida bovina e suina, sob variacdo de temperatura e de pH. O
modelo de Baranyi e Roberts foi utilizado como modelo primario para a
estimativa dos pardmetros de crescimento e o modelo modificado de
Arrhenius foi usado para descrever o efeito do pH e das temperaturas de
armazenamento sobre 0s parametros cinéticos.

Lytou et al., (2016) desenvolveram um modelo preditivo para
descrever a cinética de crescimento da populagdo microbiana aerdbia sobre
filés de frango marinado em suco de roma sob condi¢des isotérmicas e ndo
isotérmicas. A estimativa dos parametros primarios foi feita através do
modelo primério de Baranyi e Roberts, e a influéncia da temperatura sob o
crescimento microbiano foi descrita pelo modelo secundario da raiz
quadrada. O modelo foi validado em condi¢Ges dindmicas através do
modelo ndo isotérmico de Baranyi e Roberts.
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Um dos modelos isotérmicos mais utilizados é o modelo de Baranyi
e Roberts (1994), na forma diferencial (se¢éo 3.5.3).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZAGAO DO PRESUNTO

Foram realizadas analises de pH, atividade de agua (aw) e
concentracdo de cloretos (para posterior calculo da concentragdo de cloreto
de sdédio) em cada peca de presunto utilizada, com o objetivo de
caracterizar o produto utilizado.

Para as analises de atividade de agua, aproximadamente 2,5 g de
amostra levemente triturada de cada pec¢a de presunto foram colocadas em
recipiente para leitura de atividade de agua. A leitura da atividade de agua
de cada amostra foi realizada em medidor de atividade de agua (marca
Aqualab, modelo SERIES 3T3) previamente calibrado, com resolucdo de
0,001.

O pH foi medido em trés diferentes partes de cada amostra de
presunto, utilizando-se um pHmetro para solidos (TESTO, modelo 205)
previamente calibrado, com resolucéo de 0,01.

A concentracdo de cloreto de sédio (NaCl) no presunto foi
determinada mediante a analise total de cloretos e conversdo em cloreto de
sddio, segundo a metodologia proposta por ALINO et al., (2011). Para
determinar a concentracdo de cloretos totais, foram homogeneizadas 2 g de
cada amostra previamente triturada com agua destilada em homogeneizador
Ultra Turrax (IKA, modelo T25 Digital) a 20.000 rpm durante um minuto.
A solucdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico, sendo o volume
de 100 ml completado com agua destilada. Essa solugdo foi centrifugada
(Centrifuga Sigma, modelo 4k15) a 9.000 rpm por 10 minutos. Uma
aliguota de 0,5 ml de sobrenadante foi analisada em um analisador
automatico de cloretos (Cole Parmer, modelo 926), previamente calibrado.
Os resultados foram expressos em miligramas de Cl por litro de solucéo,
sendo a resolugdo do equipamento de 1 [mg/L]. A partir desse valor, foi
calculada a concentracdo de NaCl na amostra de acordo com a Equacéo 3.1.

XNaCl= (%) (MMLCIC‘) 100 (3.1)

Em que:

XNacl= concentracdo de cloreto de sodio (g NaCl/100g presunto)
C¢= leitura do equipamento (g CI/L de solucéo)

V=volume da solucéo (amostra + agua destilada) (L)

m= massa da amostra (g)

My.ci= massa molar do cloreto de sodio (58,44 g/mol)
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M= massa molar do cloreto (35,45 g/mol)

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de presunto utilizadas durante os experimentos eram da
marca Seara (Presunto Seara Cozido, sem capa de gordura), todas as pecas
foram adquiridas no comércio local, optando sempre por pegas com data de
producdo inferior a 30 dias e armazenadas a 4 °C. As pecas foram fatiadas
utilizando um fatiador de frios (Metvisa, modelo CFIE 250), com espessura
ajustada em 1,5 mm, em uma camara de fluxo (Figura 2). O fatiador e a
camara de fluxo foram previamente higienizados com alcool 70% (v/v) e
submetidos a luz UV por 30 minutos.

Figura 2 - Processo de fatiamento das amostras de presunto.

Fonte : Menezes, 2016.

Apos o fatiamento, as amostras foram divididas em dois grupos, um
grupo controle e outro grupo no qual foi adicionado 6leo essencial de
orégano (OEO). O dleo essencial de orégano, utilizado nos experimentos,
foi adquirido na comercial Inter-link LTDA, localizada em Jandira — SP e
sua composic¢do quimica, descrita no Anexo 1, foi determinada por Costa
(2013). O dleo essencial de orégano foi aplicado uniformemente na
superficie das amostras utilizando uma micropipeta. 80 pL de OEO foram
adicionados em cada amostra contendo 20 g de presunto, resultando em
uma concentracdo de 0,4% (mL/g de OEO).

Cada amostra foi acondicionada em duas embalagens, a embalagem
primaria (em contato direto com o presunto) foi uma embalagem pléstica
estéril de homogeneizacdo com capacidade para 384 ml, a qual foi dobrada
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e armazenada dentro da embalagem secundaria para alimentos refrigerados.
A embalagem secundaria foi, entdo, selada a vacuo (Selovac, modelo 200b)
e as amostras foram submetidas a diferentes condicdes de temperatura de
armazenamento, que estdo descritas no item (3.3).

O fluxograma da Figura 3, mostra de forma simplificada, a
metodologia do preparo das amostras de presunto fatiado com a adicdo de
OEO.

Figura 3 - Fluxograma do preparo das amostras de presunto fatiado com a adicao de
OEO.

Higienizacio dofatiador e ciBmera de fluxo

(alcool T0% (v/v) e luz UV por 30 min)

|

Fatiam ento asséptico dasamostras de

presunto {espessura de 1.5 mm)

|

Pesagem dasamostras—

aproximadam ente 20 g

|

Adicdo de 80 pL de OEQ em cada amostra

(exceto no controle)

|

Embalagem primaria (embalagem estérl)

Embalagem secundaria

|

Selagem a vacuo da embalagem secundana

Fonte: Menezes, 2016.
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3.3 CONDICOES DE TEMPERATURA E ARMAZEMAMENTO DAS
AMOSTRAS

Apos a selagem, as amostras de presunto foram incubadas em estufa
incubadora (B.0.D), sendo a temperatura no ambiente interno da estufa
registrada em datalogger (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha), previamente
calibrado (com resolucédo de 0,1 °C), a cada dez minutos.

O crescimento da flora natural em presunto fatiado embalado a
vacuo com e sem o tratamento com 6leo essencial de orégano (OEQ), foi
avaliado em cinco condic@es isotérmicas, nas temperaturas de 6, 12, 15, 20
e 25 °C, e em duas condig¢Bes ndo isotérmicas NI-1 e NI-2(12-16-20-25 °C).
As variacdes de temperatura selecionadas procuraram simular falhas na
refrigeracdo do presunto ao longo do armazenamento e distribuicdo e a
influéncia dessa variagdo sobre a vida Gtil do produto.

3.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Utilizando técnicas assépticas, em cada ponto experimental avaliado,
retirou-se uma amostra de presunto controle (sem adicdo de OEO) e com
adicdo de OEO para determinacdo da concentracdo celular. Como as
amostras de presunto foram acondicionadas em embalagens de
homogeneizacdo, a agua peptonada 0,1% (p/v) esterilizada foi adicionada
diretamente a embalagem primaria, na proporcdo 9:1 (volume de agua
peptonada (mL)/massa de presunto (g)), obtendo-se a diluicdo 1:10 (10™).
As amostras foram homogeneizadas em Stomacher (Marca ITR, Modelo
1204) durante 60 segundos. A seguir, foram realizadas as diluicGes
decimais seriadas. A diluicdo 102 foi obtida retirando 1 mL da diluic&o 10™
e transferida para tubos de ensaio contando 9 mL de &gua peptonada. As
demais diluicdes foram realizadas pelo mesmo procedimento, até se atingir
a diluigdo necesséria para as contagens, que variaram com 0 tempo e as
condicbes de armazenamento. Os tubos de ensaio com cada diluigdo foram
agitados em agitador de tubos tipo Vortex (Marca BIOMIXER, Modelo
VTX-F).

Para contagem de bactérias lacticas, semeou-se 1 mL de cada
diluicdo selecionada em placas de Petri estéreis (técnica pour plate) ,
adicionando-se, posteriormente, o meio de cultura Agar De Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (Difco™ Lactobacilli MRS Broth, Le Pont de Claix,
Franca). Homogeneizou-se adequadamente o Agar com o indculo e, apds a
secagem, as placas receberam uma camada extra de Agar MRS, para
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garantir a microaerofilia adequada para BAL. As placas foram incubadas
invertidas em estufa a 30 °C por 48horas.

As diluicbes foram plaqueadas em funcdo do nivel estimado de
contaminacdo, de modo a se obter placas com contagens entre 25 a 250
unidades formadoras de coldnias (UFC). Os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por grama da amostra.

3.5 MODELAGEM MATEMATICA DAS CURVAS DE
CRESCIMENTO MICROBIANO

3.5.1 Modelo Primario de Crescimento

A partir dos dados de crescimento da flora natural das amostras de
presunto cozido fatiado e embalado a vacuo com e sem a adigdo de OEO
armazenados em diferentes temperaturas (6, 12, 15, 20 e 25 °C), o modelo
de Baranyi e Roberts descrito pela Equagdo 2.1 foi ajustado aos dados
experimentais para a estimativa dos parametros de crescimento: duracdo da
fase lag (), velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) €
populacdo maxima atingida (yma). O ajuste foi realizado no software
MATLAB R2013a (The MathWorks Inc®, Natick, USA) utilizando o
algoritmo desenvolvido por Longhi (2012). Para a obtencdo de melhores
ajustes do modelo aos dados, a estimativa foi realizada em duas etapas. Na
primeira etapa, a estimativa dos parametros (Lmax A Ymax € No (Ne=Lmax 1))
foi realizada pelo ajuste do modelo aos dados experimentais. O parametro
ho foi fixado como a média aritmética dos valores obtidos para todas as
temperaturas no primeiro ajuste e, em uma segunda etapa, os parimetros A,
Umax € Ymax foram estimados pelo novo ajuste.

3.5.2 Modelos Secundéarios

ApoOs a obtengdo do pardmetro primario de crescimento max, dois
modelos secundarios foram comparados, e o0 melhor modelo foi utilizado
para descrever a influéncia da temperatura sobre este pardmetro. Os valores
de umax foram obtidos as temperaturas isotérmicas de 6, 12, 15, 20 e 25 °C.
Na tabela 1 sdo apresentas as equac¢des dos modelos secundarios utilizados.
Os modelos foram ajustados com auxilio do software Excel (Microsoft®).
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Tabela 1- Modelos secundérios usados para descrever a influéncia da temperatura
no parametro velocidade especifica maxima de crescimento.

Modelos Equacdes
Secundarios

Raiz Quadrada k" =b (T - Trim)
Exponencial k= a exp(bT)

em que: k é 0 pardmetro de interesse (Umax), T € @ temperatura (°C) , Trim €
a temperatura minima para o crescimento ou coeficiente do modeloeaeb
sdo coeficientes do modelo.

As médias para o parametro da populagdo méxima atingida Ymax [In
(UFC/g)] foram utilizadas como modelo secundario.

3.5.3  PredicBes do Modelo Néo Isotérmico

O modelo ndo isotérmico de Baranyi e Roberts na sua forma
diferencial (EquagBes 3.2 e 3.3) foi utilizado para a predicdo do
crescimento da flora natural nas condi¢Ges ndo isotérmicas avaliadas, com
as respectivas condic@es iniciais (Equaces 3.2, 3.4, 3.5 e 3.6):

WOy ] [ exp(n(N@) - In(y,,, )] B2)
d(in(a®)) _

d—qt_ max (33)

ln(q(t = 0)) = ln(qo) (3.4)

In(N(t=0))=1n(N) (3.5)

ln(qo) =- ln(exp(ho) -1) (3.6)

354 Comparagdo da capacidade preditiva do modelo obtido para flora
natural com o modelo para cultura pura de BAL

O modelo ndo isotérmico obtido neste trabalho foi comparado ao
modelo néo isotérmico de crescimento da bactéria &cido lactica W.
viridescens, descrito por Martins (2015), a partir dos dados experimentais
de Camargo (2015). Martins (2015) usou o modelo ndo isotérmico de
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Baranyi e Roberts (EquacGes 3.2 e 3.3) , inserindo o valor de hy=0,0629 e
modelo secundario para pms, apresentado na equagéo 3.7.

Umax = 0,0217 * exp(0,134 * T) (3.7)
3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A avaliagdo da capacidade preditiva dos modelos primarios,
secundarios e ndo isotérmicos em descrever os dados experimentais foi
analisada através dos indices estatisticos: coeficiente de determinacéo (R?),
raiz do erro médio quadratico (RMSE), fator bias e fator exatiddo (ROSS,
1996).

As equacdes utilizadas para calcular os indices estatisticos sao
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - indices estatisticos utilizados para comparagéo e validacio dos modelos.

indices Estatisticos Equagdes

R? gz - 2101 ~9)* _ SQRL
(yii —9)? _ SQTc

RMSE
RMSE = Z(Valorobservado B Valorpredito)2
n—p
Fator bias log(valorpredito/valorgphservado)
fator bias = 10 "
Fator exatiddo < |lOg(Valorpredito/Valorobservado) |)
fator exatiddo = 10 n

em que n é o nimero de dados experimentais, p € o nimero de parametros
do modelo.

O coeficiente de determinacdo (R?) fornece uma medida da
proporcdo da variagdo explicada pela equacdo de regressdo em relagdo a
variacdo total das respostas.

Quanto menor o valor do RMSE melhor é o desempenho do modelo
analisado.

O fator bias é uma estimativa para avaliar a diferenca média entre os
valores observados e preditos. Fator bias igual a 1 significa que o valor
observado é exatamente igual ao predito. No entanto, quando bias maior 1,
o valor predito € maior que o observado e indica que o modelo falha de
forma segura (fail-safe), enquanto fator bias menor 1, significa que o
predito € menor que o observado e que o modelo falha de forma perigosa
(fail-dangerous) (LONGHI et al., 2013).
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O fator exatiddo é a medida da diferenca média absoluta entre os
valores preditos e observados, por se tratar de valores absolutos é sempre
maior ou igual a 1, sendo que quanto maior o seu valor, menos precisa a
estimativa da média.



45

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 CARACTERIZAGAO DO PRESUNTO

Os resultados das médias das analises de pH, aw e concentracdo de
cloreto de sodio, realizados para a caracterizacdo do presunto, sdo
apresentados na Tabela (3). As analises foram realizadas em triplicata para
cada peca de presunto utilizada nos experimentos.

Tabela 3 - Valores de média e desvio padrdo das andlises realizadas em presunto.

Anélise Média Desvio Padrdo
pH 6,22 10,04
Atividade de 4gua 0,970 10,001

NaCl (% massa) 2,88 0,57

Lloret et al. (2016) encontraram valores de aw de 0,98 e Garrido et
al. (2010) analisaram presunto fatiado em diversas temperaturas de
armazenamento e encontraram valores em torno de 0,95 e 0,961. Kalschne
et al. (2014) e Stekelenburg e Kant-muermans (2001) encontraram valores
de aw de (0,97) para o presunto cozido. O valor de atividade de agua para o
presente trabalho (0,97) encontra-se de acordo com os valores citados na
literatura.

O valor de pH para o presunto encontrado de 6,22 esta dentro de uma
faixa de valores citados por diversos autores. Stekelenburg e Kant-
muermans (2001) encontraram valores de pH em torno de 6,2. Garrido et al.
(2010) encontrou valores de pH entre 6,19 e 6,73. Holley (1997) afirma
que, para a garantia da qualidade sensorial, o pH do presunto deve
apresentar-se maior que 6,0.

Segundo Bressan et al. (2007), os produtos carneos fatiados, de
modo geral, apresentam teores de sal entre 2 a 4%. A concentra¢do de NaCl
em amostras comerciais de presunto pode variar com a empresa fabricante e
o lote de fabricacdo. A concentracdo de cloreto de sddio no presunto
analisado foi em torno de 2,88.

Pode-se afirmar, com base nos resultados obtidos das analises, que as
amostras de presunto utilizadas apresentam caracteristicas esperadas para
este produto.

4.2  AJUSTES DO MODELO PRIMARIO

Com relagdo a estimativa dos pardmetros dos modelos, o valor da
média aritmética calculada para o parametro h, do modelo Barany e
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Roberts, na primeira etapa de ajuste, foi de 8,44 (com desvio padrdo da
média igual a 2,58). Varios autores (Baranyi et al. (1995), Amézquita et al.
(2005), Gospavic et al. (2008), Longhi et al. (2013)) sugerem a utilizagdo
de uma abordagem média para o parametro hy a fim de melhorar o
desempenho do modelo. De acordo com Baranyi et al. (1995), o valor do
parametro hy depende apenas do estado fisioldgico inicial da células. Apds
a inoculagéo, este valor deve ser 0 mesmo para diferentes temperaturas.

As curvas de crescimento da flora natural em presunto fatiado
embalado a vicuo em condi¢des isotérmicas nas temperaturas de 6, 12, 15,
20 e 25 °C, ajustadas pelo modelo de Baranyi e Roberts (1994) (equagtes
2.1 e 2.2), com e sem o tratamento com Oleo essencial de orégano séo
representadas na figura 4. As linhas pretas (continuas - s/OEQ; tracejadas -
¢/OEQ) representam o ajuste do modelo primério. A linha vermelha indica
a contagem final que define a vida atil do presunto. A contagem de flora
deteriorante acima de 10" (UFC/g) equivalente a 7 [Log(UFC/g)] ou 16,12
[Ln(UFC/g)] é considerada o critério para determinacdo da vida CUtil
(SLONGO et al., 2009; KREYENSCHMIDT et al., 2010; KARABAGIAS
etal., 2011).

Figura 4 - Curvas de crescimento de flora natural nas temperaturas de 6 °C (a), 12 e
15 °C (b) e 20 e 25 °C (c), com e sem OEO e ajuste do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais obtidos em presunto. As linhas pretas (continuas -
s/OEO; tracejadas — c/OEQ) representam o ajuste do modelo primario. A linha
vermelha indica a contagem final que define a vida Gtil do presunto.
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A Figura 5 mostra uma visdo geral do crescimento da flora natural de

BAL nos perfis de 6, 12, 15, 20 e 25 °C.
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Figura 5 - Curvas de crescimento de flora natural nas temperaturas de 6, 12, 15, 20
e 25°C, com e sem OEO e ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados
experimentais obtidos em presunto. As linhas pretas (continuas - sS/OEO; tracejadas
- ¢c/OEO) representam o ajuste do modelo priméario. A linha vermelha indica a
contagem final que define a vida util do presunto.
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As BAL sédo anaerdbias facultativas, consideradas a principal causa
de deterioracdo microbiana nos produtos carneos embalados a vacuo
(BORCH et al., 1996; SANTOS et al., 2005; MATARAGAS et al., 2006;
HU et al., 2009; KALSCHNE et al., 2015; ZHANG et al., 2015). A média
das contagens iniciais para BAL foi de 7,45x10° (UFC/g) (com desvio
padrdo da média igual a 0,22).

A Figura 4 (a) apresenta os dados e a modelagem do crescimento de
flora natural de BAL com e sem OEO para temperatura de 6 °C. Nota-se
que o tratamento com 6éleo foi eficaz na extensdo da vida Util do presunto, a
aplicacdo do OEO reduziu a contagem bacteriana em 3,0 ciclos
logaritmicos, em relacdo ao controle. As amostras sem OEO atingiram a
concentragdo de 10’ (UFC/g) no 15° dia de armazenamento. Em relacéo as
amostras com 6leo essencial, as mesmas foram armazenadas a 6 °C por 45
dias e ndo atingiram concentracdes superiores a 9,0x10° UFC/g. Chouriara
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et al. (2007) analisaram a influéncia do uso de OEQO nas concentracfes de
0,1 e 1% (ml/g) em carne de frango fresca armazenada a 4 °C, com
contagens iniciais médias de 5,0x10° (UFC/g)  as amostras controle
atingiram a contagem de 10’ (UFC/g) em 9 dias de armazenamento, a
utilizacdo de OEO (0,1%) resultou na reducédo de 1[Log (UFC/g)] durante
0 mesmo periodo e a concentracdo de 1% inibiu completamente o
crescimento de BAL até o periodo de 12 dias e estendeu em 16 dias a vida
atil do produto. Ntzimani et al. (2010) observaram uma extensdo na vida
atil de carne de frango pré-cozida embalada a vacuo e com a adicdo de
OEO (0,2% (ml/g)) de 6 dias em relagdo ao controle.

Nas temperaturas de 12 e 15 °C (temperaturas de abuso),
representadas na Figura 4 (b), o efeito do 6leo essencial de orégano foi
menor que a 6 °C. As amostras com OEOQ a 12 °C atingiram a concentracao
de 10’ (UFC/g) no 16° dia, 7 dias a mais se comparadas as amostras sem
OEO na mesma temperatura. A vida Util do produto a temperatura de 15 °C
foi de 14 dias nas amostras com OEO e 8 dias para as amostras sem OEO.
Para as temperaturas de 20 e 25 °C (Figura 4 (c)) os resultados obtidos com
e sem 6leo essencial foram similares. Foi observado que para temperaturas
de armazenamento préxima a temperatura Otima de crescimento dos
microrganismos 0 OEOQO apresentou menor agdo antimicrobiana. Costa
(2013) avaliou o efeito do tratamento termoquimico (6leo essencial de
orégano e calor) e observou que, com o0 aumento da temperatura de
armazenamento, houve uma diminuicdo da eficiéncia do tratamento.
Comparando o efeito do tratamento com dleo essencial na vida atil do
presunto, 0 mesmo foi mais eficaz quando armazenado dentro do limite de
refrigeracdo, resultado que é de grande interesse, pois o presunto deve ficar
armazenado a temperatura de refrigeracao.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores dos pardmetros primarios de
crescimento de flora natural em presunto a 6, 12, 15, 20 e 25 °C, com e sem
OEO, obtidos mediante ajuste demonstrado nas Figuras 4, 5 e 6.
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Tabela 4 - Pardmetros de crescimento obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais obtidos em presunto a 6, 12, 15, 20 e 25 °C com
6leo essencial de orégano.

Temperatura u(h? A (h) Viméx Vida util
(°C) (dias)
6 0,03 260,0 12,7 >45*
12 0,06 137,3 20,2 16
15 0,07 128,0 19,0 14
20 0,19 42,4 18,6 3
25 0,31 26,0 18,2 2

* Contagem ndo atingiu o valor que define o final da vida Gtil em temos
microbioldgicos

Tabela 5 - Parametros de crescimento obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais obtidos em presunto a 6, 12, 15, 20 e 25 °C sem
6leo essencial de orégano.

Temperatura (°C) u(h™ A (h) Vinéx Vida util
(dias)
6 0,05 178,0 20,0 15
12 0,09 92,0 18,0 9
15 0,09 88,0 194 8
20 0,25 34,0 19,0 3
25 0,39 21,0 19,0 2

Os parametros de crescimento, duragdo da fase lag (L), velocidade
especifica maxima de crescimento (umax), aumento logaritmico da
populacdo microbiana (Ymsx) € 0 tempo em dias para atingir o final da vida
atil foram estimados pelo ajuste do modelo estudado aos dados
experimentais, o ajuste foi realizado no software MATLAB R2013a (The
MathWorks Inc®, Natick, USA) utilizando o algoritmo desenvolvido por
Longhi (2012). A estimativa precisa dos parametros de crescimento
microbiano, particularmente durac¢do da fase lag (1), velocidade especifica
maxima de crescimento (umsx), € essencial em muitas areas da
microbiologia, por exemplo, para caracterizar os efeitos antimicrobianos,
avaliacdo da vida util, para desenvolver modelos cinéticos e usar em
fermentac&o e tecnologia de alimentos (DALGAARD; KOUTSOUMANIS,
2001).

A temperatura de armazenamento apresentou grande influéncia nos
parametros fase lag (L), velocidade especifica maxima de crescimento
(Mmax) € Ymax- O aumento da temperatura de 6 a 25 °C levou ao aumento da
velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax), Variando entre 0,05 a
0,39 h™! nas amostras sem OEO, e de 0,03 a 0,31 h™ nas amostras com
OEO. Para os valores do parametro fase lag (1), 0 aumento da temperatura
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ocasionou diminuicdo destes valores, nas amostras sem OEO de 178 para
21 h e nas amostras com OEO de 260 para 26 h.

A utilizacdo do O6leo essencial levou a um aumento do A, uma
diminui¢do do pmax © @ um consequente aumento da vida Gtil do presunto
em relacdo as amostras sem OEO. O valor médio de ymsx encontrado no
tratamento com OEO e sem tratamento foi de 1x10® (UFC/g) (19,0 Ln
(UFC/g)) com desvio padrdo (0,73 Ln (UFC/g)). Apenas para condi¢do de
armazenamento de 6 °C, o tratamento com OGleo essencial levou a uma
reducdo no crescimento da popula¢do microbiana com valor de ymsx de
9x10° (UFC/g) (13,7 [Ln (UFC/g)]). Nas amostras sem OEO, a média dos
valores méximos de crescimento microbiano foi de 8,0x10° +0,6 (UFC/g) e
outros autores encontram valores proximos ao do presente trabalho.
Kreyenschmidt et al. (2010) analisaram a vida util de presunto fatiado
embalado a vacuo e encontrou valores de ymax entre 6,4x10° e 8,0x10°
(UFC/g). Liu et al. (2012) encontraram valores entre 7,0x10 e 8,0x10°
(UFC/g) para BALs em presunto fatiado embalado a vacuo com o uso de
ATM. Mataragas et al. (2006), na avaliagdo da flora deteriorante de
produtos carneos fatiados, encontrou valores entre 2,0x10° e 7,0x10°
(UFC/g) para a popula¢do maxima atingida.

Os indices estatisticos avaliados estdo apresentados na Tabela 6,
sendo possivel observar bom desempenho do modelo de Baranyi e Roberts
ao ajustar os dados experimentais, uma vez que a maior parte dos valores de
R?, fator bias e fator exatiddo encontraram-se préximos de 1.

Tabela 6 - indices estatisticos obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts
aos dados experimentais obtidos em presunto a 6, 12, 15, 20 e 25 °C.

Temperatura Amostra indices Estatisticos
(°C)
R RMSE Fator Fator
Bias Exatiddo

6 S/ OEO 0,9388 1,6347 1,0030 1,0754
C/ OEO 0,8709 0,9607 1,0028 1,0681

12 S/ OEO 0,9920 0,5533 1,0004 1,0218
C/ OEO 0,9296 2,0651 0,9788 1,1838

15 S/ OEO 0,9993 0,2012 1,0003 1,0082
C/ OEO 0,9432 2,2215 0,9998 1,0932

20 S/ OEO 0,9866 0,8046 1,0010 1,0335
C/ OEO 0,9666 1,0641 1,0022 1,0721

25 S/ OEO 0,9908 0,5508 1,0011 1,0362

C/ OEO 0,9522 1,2607 1,0059 1,0786
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Os valores observados na Tabela 6 mostram que o modelo teve
melhor ajuste nos dados das amostras sem OEO, com valores de R? em
torno de 0,98 +0,02. O valor de R? foi menor nas amostras tratadas com
6leo essencial em torno de 0,92 +0,05. Slongo (2009) obteve valores de
0,80 avaliando o crescimento de bactérias &cido lacticas em presuntos
pressurizados. Gospavic et al. (2008) estudaram o crescimento de
Pseudomonas spp. em carne de frango em diferentes temperaturas,
encontrando valores de R2 em torno de 0,98 para o modelo de Baranyi e
Roberts. Kreyenschmidt et al. (2010) encontraram valores de Rz em torno
de (0,93 a 0,98) para determinacédo da vida Util de fatias de presuntos com
base no crescimento de BAL. Os valores de RMSE encontrados foram
menores para as amostras sem OEO (0,20 a 1,63). As amostras com OEO
apresentaram valores superiores (0,80 a 2,22). Kreyenschmidt et al. (2010)
encontraram valores de RMSE variando entre 0,409 e 0,800. Esses valores
de R2 e RMSE podem ser explicados pelo fato de se tratar de contagens
microbianas (microbiota natural) de um alimento sélido, o que pode levar
as variagdes nas contagens.

Os fatores bias e exatiddo sdo indices de desempenho do modelo.
Estes valores mostram se a resposta predita estad ou ndo proxima da resposta
observada. Um fator bias superior a 1,0 indica que o valor previsto & maior
do que o valor observado. Por outro lado, um fator bias menor do que 1,0
indica que o valor previsto € menor do que o valor observado.

O fator exatiddo é a soma das diferencas absolutas entre os valores
preditos e observados. Um fator exatiddo de 1 mostra que ha perfeita
concordancia entre todos os valores preditos e observados. Quanto maior
for este valor, mais baixa é a sua precisdo (SLONGO et al., 2009). Os
valores de bias e exatiddo apresentados na Tabela 6 indicam que os valores
encontrados de um modo geral estdo proximos de 1, mostrando que a
resposta observada é igual a resposta predita.

43 MODELOS SECUNDARIOS

Neste estudo, os modelos secundarios raiz quadrada e exponencial,
foram ajustados aos valores de velocidade especifica méaxima de
crescimento (umax), obtidos pelo ajuste do modelo de Barany e Roberts para
flora natural de bactérias &cido lacticas em presunto, no intervalo de
temperatura de 6 a 25 °C. Os modelos secundarios que melhor descreveram
essa influéncia sdo apresentados na Tabela 7. Os modelos secundarios
foram comparados pelo indice estatistico R2.



53

Tabela 7 - Modelos secundarios que melhor descrevem a influéncia da temperatura
sobre o pardmetro velocidade especifica maxima de crescimento (ums) de flora
natural de BAL.

Modelo Amostra Equacéo R’
Exponencial S/ OEO Mmax = 0,0214*exp(0,116*T) 0,9697
C/ OEO Umaxe 0,0134*exp(0,1251*T) 0,9603
Raiz Quadrada S/ OEO Vitmax = 0,022%(T + 1,95) 0,9355
C/ OEO Vitpns,=0,0209%(T+0,502) 0,9229

Nas Figuras 6 e 7 sdo apresentados os ajustes do modelo secundario
(exponencial e raiz quadrada) e o grafico dos residuos de comparagdo dos
dados experimentais com o ajuste do modelo. Apesar de 0 modelo da raiz
quadrada ser o mais comumente usado, 0 modelo exponencial apresentou
melhor desempenho, com valores de R?acima de 0,96, como apresentado
na Tabela 7. Os maiores residuos foram observados no modelo da raiz
quadrada.

Longhi (2012) afirmou que a habilidade dos modelos secundarios em
representar a dependéncia dos pardmetros com a temperatura influencia a
predicdo do crescimento em condicGes ndo isotérmicas. Desta forma, a
capacidade preditiva do modelo em descrever o crescimento microbiano em
condigdes ndo isotérmicas depende muito do bom ajuste dos modelos
secundarios. A analise conjunta das figuras 6 e 7, e dos indices estatisticos
bias (s/ OEO = 1,0010, ¢/ OEO = 1,0026) e exatidao (s/ OEO = 1,106, c/
OEO = 1,1296) indica que o modelo exponencial pode ser usado para
predizer a velocidade especifica de crescimento da flora natural de BAL em
presunto fatiado embalado a vacuo.
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Figura 6- Influéncia da temperatura sobre a velocidade especifica maxima de
crescimento (pme) de flora natural de BAL em presunto s/ OEO. A linha continua
representa o ajuste do modelo secundario exponencial (a) e raiz quadrada (b) aos
dados experimentais. Os residuos decorrentes do ajuste dos modelos s&o
apresentados em (c) e (d).
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Figura 7 - Influéncia da temperatura sobre a velocidade especifica maxima de
crescimento (pmg) de flora natural de BAL em presunto ¢/ OEO. A linha continua
representa o ajuste do modelo secundario exponencial (a) e (b) raiz quadrada aos
dados experimentais. Os residuos decorrentes do ajuste dos modelos sdo
apresentados em (c) e (d).
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A média aritmética dos valores do parametro ymsx para todas as
temperaturas foi utilizada como modelo secundério. O valor da média
aritmética calculada para o pardmetro yns nas amostras controle e com
tratamento com OEO foi de 1,8x10® (UFC/g) ou 19,0 [Ln(UFC/g)].

A influéncia da temperatura sobre a vida util foi descrita pelo modelo
exponencial. Na figura 8 sdo apresentados os ajustes do modelo secundério
exponencial sobre os valores de vida Util de presunto, considerando-se a
flora natural de BAL as temperaturas de 6, 12, 15, 20 e 25 °C com e sem
OEO.
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Figura 8- Influéncia da temperatura sobre a vida Gtil de presunto fatiado embalado a
vécuo. A linha continua representa o ajuste do modelo secundario exponencial.
(a)S/ OEO e (b) C/ OEO.
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As equacdes dos modelos e os valores de R? estdo descritos na
Tabela 8.

Tabela 8 - Modelos secundarios que descrevem a influéncia da temperatura sobre a
vida 0til de presunto fatiado embalado a vacuo.

Modelo Amostra Equacdo R’
Exponencial S/ OEO vida atil = 872,66*exp(-0,117*T) 0,955
C/ OEO vida util = 2944, 3*exp(-0,162*T) 0,936

A utilizacdo do 6leo essencial de orégano estendeu a vida Util do
presunto. Na temperatura de 6 °C, as amostras com Gleo essencial de
orégano nio atingiram concentragdo de 10’ (UFC/g), considerada o critério
para determinacdo da vida Util, durante o todo o periodo de 45 dias do
experimento. Neste caso, outro parametro, que ndo o critério
microbioldgico utilizado no presente trabalho, definird a vida util do
presunto armazenado a essa temperatura.

A temperatura teve grande influéncia sobre o pardmetro de
crescimento pmsx € Na vida Util. Para todas as amostras esta influéncia foi
melhor representada pelo modelo exponencial.

44 PREDIQAO DO _CRESCIMENTO DE FLORA NATURAL SOB
CONDICOES NAO ISOTERMICAS
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As curvas de crescimento de flora natural em presunto fatiado
embalado a vacuo, em condicBes ndo isotérmicas envolvendo temperaturas
de 5 a 25 °C, preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts (1994) (equacGes
3.2 € 3.3), com e sem OEOQ e considerando-se os perfis de temperatura NI-1
e NI-2, sdo representados respectivamente nas figuras 9 e 10 (a linha
horizontal preta indica a contagem final que define a vida Gtil do presunto).

Figura 9 - Crescimento de flora natural em presunto submetido as condi¢fes nédo
isotérmicas do perfil (NI-1), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts, com e sem
OEO e validada pelos dados experimentais.
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Figura 10 - Crescimento de flora natural em presunto submetido &s condi¢Bes ndo
isotérmicas do perfil (NI-2), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts, com e sem
OEO e validada pelos dados experimentais.
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No perfil de temperatura NI-1, com variacfes de temperaturas
oscilando na faixa de 6 a 15 °C, o modelo apresentou boa capacidade de
predicdo para os dados sem OEO e pode-se observar que a fase lag e a fase
estacionaria foram bem descritas pelo modelo. Com relagdo aos dados com
OEO, a fase lag foi bem descrita, porém o modelo ndo conseguiu predizer
bem a acdo antimicrobiana do 6leo essencial e superestimou os dados de
crescimento na fase exponencial e na fase estacionaria. A duracdo da fase
lag e a velocidade maxima especifica de crescimento sdo os parametros de
crescimento de maior interesse, pois, na maioria dos alimentos, a
deterioracdo ocorre antes do crescimento microbiano alcancar a fase
estacionaria (BARANYI; ROBERTS, 1994; DALGAARD;
KOUTSOUMANIS, 2001).

Para o perfil crescente NI-2, que apresenta uma faixa de temperatura
mais alta que NI1 (variando de 12 a 25 °C), o modelo apresentou as
predi¢des proximas aos dados experimentais para a fase lag, em ambas as
amostras (com e sem OEQ), porém subestimou a parte exponencial e
estacionaria da curva, indicando assim que o modelo falhou de forma
perigosa.
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A Figura 11 apresenta os valores observados vs valores preditos pelo
modelo ndo isotérmico de Baranyi e Roberts (1994) para os dados de
crescimento de flora natural nos perfis ndo isotérmicos avaliados.
Analisando a Figura 11, é possivel notar que os valores preditos e valores
observados estdo mais proximos a linha de equivaléncia, no perfil (a) NI-1
(S/ OEO), que apresentou melhor desempenho na predi¢do. Na figura 11
(b), pode-se observar que os dados preditos, principalmente na parte
superior da curva, foram maiores que os observados no experimento. Os
valores preditos sdo menores que os observados para o perfil NI-2, (c) e (d)
na parte superior da curva que representa um abuso de temperatura, porém
para as temperaturas mais baixas 0 modelo previu bem o crescimento.
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Figura 11 - Relagdo entre os dados de crescimento observados vs preditos pelo
modelo ndo isotérmico de Baranyi e Roberts obtidos para flora natural nos perfis
de temperatura: (a) NI-1(S/ OEQ), (b) NI-1 (C/ OEO), (c) NI-2 (S/ OEOQ) e (d) NI-2
(C/ OEO).
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Os valores de R%, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo das predicdes
de crescimento de flora natural nas duas condi¢es ndo isotérmicas
avaliadas estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - R?, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo da predicio do crescimento de
pelo modelo de Baranyi e Roberts nas duas condi¢des ndo isotérmicas avaliadas.

Perfil Amostra Indices Estatisticos
R’ RMSE  Fator Bias Fator
Exatidao
NI-1 S/ OEO 0,9612 1,1101 1,0134 1,0768
C/ OEO 0,8517 3,0008 1,1286 1,1828
NI-2 S/ OEO 0,9461 1,6585 0,9380 1,0894
C/ OEO 0,9430 1,6145 0,9322 1,0940

Os valores de RMSE encontrados no presente trabalho estdo um
pouco acima dos valores encontrados na literatura, provavelmente pelo fato
de utilizar um meio complexo (presunto) e flora natural. De acordo com
Antwi et al. (2007), a estrutura dos alimentos, por ser mais complexa do
que o meio de cultivo tradicional, pode afetar o crescimento dos
microrganismos.

O valor de RMSE observado no perfil NI-1 (C/ OEO) se deve a fase
exponencial e estacionaria do crescimento microbiano, pois foi onde os
maiores desvios dos valores preditos em relacdo aos observados. Esse perfil
foi feito em temperaturas mais baixas que o perfil NI-2. Nas temperaturas
mais baixas o 0Oleo essencial foi mais efetivo o que resultou em uma
superestimacgdo dos dados pelo modelo.

O fator bias é uma estimativa para a diferenga média entre os valores
observados e preditos. Bias maior que 1, significa que a predi¢cdo do modelo
foi, de forma geral, maior do que os dados experimentais. Tal
comportamento ¢ chamado de “fail safe”, o que quer dizer que o modelo
falhou de forma segura, ou seja, superestimou o crescimento microbiano.
Quando o fator bias é menor que 1, o modelo falha de forma perigosa “fail
dangerous”, subestimando o crescimento microbiano. No perfil NI-2 os
valores do fator bias (0,938; 0,932) indicam que o modelo falhou de forma
perigosa, subestimando os dados experimentais.

O fator exatiddo é sempre maior ou igual a 1, sendo que quanto
maior o seu valor, menos precisa ¢ a média das estimativas. Os perfis
analisados apresentam valores proximos a 1, apenas no perfil NI-1
(C/OEQ) este valor foi mais alto, devido a acdo antimicrobiana do 6leo
essencial.
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De acordo com Slongo et al. (2009) e Kreyenschmidt et al. (2010) a
concentracdo de BAL definida como ponto para deterioracdo dos produtos é
de 10’ (UFC/g). E importante observar que esta concentracdo de BAL foi
obtida ainda na fase de crescimento exponencial, considerando todos 0s
experimentos realizados no presente trabalho.

A Tabela 10 mostra a vida til predita e observada nos perfis
analisados. Para as duas condi¢es de temperatura, o tratamento com 6leo
essencial de orégano estendeu a vida util do presunto. O perfil NI-1 foi
realizado simulando abusos na temperatura de refrigeracdo. Assim como
observado nos perfis isotérmicos, o 6leo essencial apresentou maior efeito
antimicrobiano nas temperaturas de refrigeracdo do que nas temperaturas
mais elevadas, como no perfil NI-2, em que o efeito da temperatura foi
maior que o do éleo.

Observa-se que apenas para o perfil NI-2 (S/OEQ) a vida Util predita
foi maior que a observada. Nos demais perfis, a vida Gtil predita foi menor
gue a observada, que é uma falha segura.

Tabela 10 - Vida Util predita e observada nos perfis ndo isotérmicos avaliados.

Perfil Vida util observada (h) Vida util predita (h)
NI-1 (S/OEO) 2489 2377
NI-1 (C/OEOQ) 397,4 303,0
NI-2 (S/OEO) 62,3 71,8
NI-2 (C/OEQ) 86,7 84,6

45 COMPARACAO ENTRE O MODELO OBTIDO DE FLORA
NATURAL E O MODELO DE CULTURA PURA (Weissela
viridescens)

Camargo (2015) modelou o crescimento de (Lactobacillus
plantarum, Weissela viridescens e Lactobacillus sakei) em cultura pura e
mista, sob condi¢des isotérmicas e ndo-isotérmicas em meio de cultivo
(MRS) e Martins (2015) utilizou os dados obtidos para W. viridescens para
obter o modelo secundario. A Figura 12 compara o modelo descrito por
Martins (2015) para o crescimento de W. viridescens com o modelo obtido
neste trabalho, ambos ajustado aos dados de crescimento de flora natural de
BAL em presunto no perfil NI-2 (s/OEQ).
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Figura 12 - Comparagdo da capacidade preditiva do modelo obtido usando cultura
pura de W. viridescens (Martins (2015)) com o modelo utilizando flora natural de
BAL.
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A Tabela 11 apresenta os valores de R?, RMSE, Fator bias e Fator
exatiddo das predi¢Bes de crescimento de flora natural utilizando o modelo
de Martins (2015) e 0 modelo para flora natural de BAL.

Tabela 11 - indices estatisticos obtidos pelos ajustes dos modelos obtidos utilizando
cultura pura de W. viridescens (Martins (2015)) e flora natural de BAL.

indices Estatisticos Modelo- Camargo (2015)  Modelo- Flora natural de
BAL
R 0,5415 0,9461
RMSE 4,7317 1,6585
Fator Bias 1,277 0,9380
Fator Exatidao 1,3072 1,0894

Os valores observados na Tabela 11 mostram que o modelo obtido
usando flora natural de BAL apresentou melhor capacidade preditiva
quando comparado ao modelo utilizado cultura pura de W. viridescens. O
modelo para flora natural apresentou melhores valores de R? (0,95). Pode-
se observar na Figura 12 que o modelo utilizando cultura pura ndo descreve
a fase lag (1) encontrada no crescimento de flora natural.
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Foram realizadas comparagdes entre o crescimento de flora natural
de bactérias 4cido lacticas em presunto e o crescimento de W. viridescens
inoculada em presunto e em meio de cultivo MRS na condigéo do perfil de
temperatura NI-2 (12-16-20-25 °C), apresentadas na Figura 13. As linhas
coloridas (rosa, azul e vermelho) representam a temperatura. Os dados de
crescimento de W. viridescens inoculada em presunto e em MRS foram
retirados dos trabalhos de Martins (2015) e Silva (2015), respectivamente.

Figura 13 - Crescimento de flora natural em presunto, crescimento de W.
viridescens (presunto/ meio de cultivo MRS) e predi¢des geradas pelo Modelo de
Barany e Roberts para o perfil de temperatura NI-2.
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Ao analisar a Figura 13, pode-se observar que, para 0 presunto com
flora natural, ha o desenvolvimento de uma fase lag que ndo foi observada
no presunto inoculado ou no meio MRS. A estrutura complexa do presunto
e a utilizacdo de flora natural para a construcdo do modelo influenciaram
essa diferenca no crescimento em relagdo & utilizacdo do microrganismo
inoculado. De acordo com Antwi et al. (2007) e Vereecken et al. (2003), os
ensaios de crescimento realizados para desenvolver modelos sdo geralmente
desenvolvidos com organismo alvo em meio de cultura. Porém os alimentos
reais contém uma microflora heterogénea. Em tais sistemas de mdltiplas
espécies, as interacBes (interespécies) microbianas podem desempenhar
papel significativo e podem influenciar substancialmente as caracteristicas
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de crescimento dos membros individuais (VEREECKEN et al., 2003;
(BLANA; NYCHAS, 2014). Zhang et al., 2015 analisaram as interagdes
entre 10 diferentes géneros bacterianos isolados a partir de carne embalada
a vacuo e relataram a importancia de se investigar as interagfes entre as
bactérias nos alimentos para que estas informacdes possam ser traduzidas
em modelos que descrevam mudancas dindmicas em comunidades
bacterianas a fim de melhorar estratégias de processamento e preservacdo
do produto e melhor determinacéo da vida Gtil dos mesmos.

Os dados do crescimento de W. viridescens em presunto e em meio
MRS néo diferem muito entre si, porém em relacdo a flora natural ha uma
visivel diferenca quanto a fase lag e velocidade méxima especifica de
crescimento, resultando em uma maior vida util do presunto néo inoculado.
O prazo de validade dos produtos carneos € influenciado, em parte, pela
composi¢do do produto e pelo tipo de bactérias deteriorantes presentes
(NYCHAS et al., 2008). Essa composicdo da comunidade bacteriana é
baseada em fatores intrinsecos e fatores extrinsecos, incluindo temperatura,
atmosfera, pH, e 4&cidos organicos, os quais podem influenciar o
crescimento microbiano (DOULGERAKI et al., 2010; NEMERGUT et al.,
2013).
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5 CONCLUSOES

Este trabalho teve como principais objetivos modelar a vida util de
presunto fatiado embalado a vacuo, em condi¢Bes isotérmicas e nao
isotérmicas e avaliar o efeito da utilizacdo de dleo essencial de orégano
(OEO) como agente antimicrobiano, baseado no crescimento da flora
natural de BAL. A partir dos resultados obtidos, conclui-se:

¢ As analises fisico-quimicas realizadas no presunto caracterizaram o
produto como um meio Otimo para o crescimento de bactérias acido
lacticas. Os valores de pH, aw e concentracdo de cloreto de sodio estéo de
acordo com os encontrados na literatura e dentro da faixa 6tima de
crescimento de BAL.

¢ O modelo de Baranyi e Roberts pode ser usado no ajuste dos
parametros primarios de crescimento de flora natural de bactérias acido
lacticas em presunto (com e sem OEOQ) e, segundo a analise dos resultados
e indices estatisticos, 0 mesmo descreveu bem o crescimento das BAL, nas
diferentes condic@es de temperaturas abordadas;

¢ O 6leo essencial de orégano apresentou efeito antimicrobiano sobre
a flora natural de BAL, principalmente em temperaturas de refrigeracdo. O
OEO estendeu a vida Util do presunto armazenado a 6°C em 30 dias;

¢ O modelo secundario exponencial apresentou melhor desempenho
na descricdo da influéncia da temperatura sobre o parametro da velocidade
especifica maxima de crescimento (umsx) €M ambos 0s ensaios (com e sem
OEO). Para o parametro yma, @ média aritmética dos valores para todas as
temperaturas foi utilizada como modelo secundario.

¢ O modelo de Baranyi e Roberts apresentou boa predicdo em
condi¢cbes ndo isotérmicas, na faixa de temperatura de 4 a 25 °C,
principalmente em condicOes de temperaturas préximas as de refrigeracdo,
que sdo as condicdes de interesse;

e Ao se comparar 0s dados de crescimento de flora natural BAL em
presunto com os dados de crescimento de W. viridescens em meio de
cultivo (MRS) e em presunto, observa-se para a flora natural o
aparecimento de uma fase lag, que ndo é observada no crescimento da
cultura pura.

e Com base nos resultados obtidos, 0 modelo pode ser usado para
predizer o crescimento de flora natural de BAL em presunto fatiado
embalado a vacuo e determinar a vida util deste produto submetido a
diferentes condicGes de temperatura. O O&leo essencial de orégano
apresentou efeito antimicrobiano sobre as BAL em presunto.
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ANEXO 1- Composicao do 6leo essencial de orégano

Tabela 12- Compostos identificados no OEO antes e apds pasteurizagdo, com 0s
tempos de retengdo e concentragdo relativa (%) detectados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Tempo  Componentes Concentracdo  Tempo  Componentes Concentragéo

de relativa (%) de relativa (%)
retencéo Antes retencéo Apos
(min) pasteurizagao (min) pasteurizacgéo
8,3 a-tujeno 0,48 8,28 a-tujeno 0,45
8,58 a-pineno 1,77 8,57 a-pineno 1,74
9,09 canfeno 0,58 9,09 canfeno 0,57
9,98 B-pineno 0,64 9,98 B-pineno 0,69
10,31 B-mirceno 1,34 10,3 B-mirceno 1,29
11,24 careno 0,88 11,23 careno 0,88
11,66 p-cimeno 13,48 11,64 p-cimeno 13,43
11,81 eucaliptol 0,31 11,79 eucaliptol 0,30
12,7 y-terpineno 6,25 12,66 Y- 6,30
terpineno
13,96 linalol 2,68 13,97 linalol 2,64
18,08 benzeno 0,15 18,08 benzeno 0,14
20,64 carvacrol 69,01 20,53 carvacrol 41,83
23,21 cariofileno 0,92 23,2 cariofileno 0,96
27,28 Oxido de 0,77 27,26 Oxido de 0,71
cariofileno cariofileno

Fonte: Costa, 2013.



