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RESUMO

As bactérias acido laticas (BAL) sdo consideragepansaveis pela
deterioracdo de produtos carneos embalados a vActemperatura é
um dos principais fatores que afetam a dindmicaraibiana e sua
variacdo durante toda a cadeia de producdo, digifib e
armazenamento de alimentos é significativa. Desgadf, a utilizacao
de modelos matematicos capazes de descrever o dampato
microbiano considerando flutuacdes de temperatode ger muito Gtil
na predicdo da vida util de alimentos. O presestade avaliou o
crescimento deactobacillus viridescensob condigbes néo isotérmicas
em presunto fatiado e embalado a vacuo e a capacjl@ditiva do
modelo de Baranyi e Roberts utilizando parametrdstidos
isotermicamente em meio de cultura MRS. O presfaitcaracterizado
pelo pH, atividade de agua e concentracdo de oldeesodio, os quais
encontravam-se dentro da faixa 6tima de desenvehtionde BAL. Para
a obtencdo do crescimento da BAL, a peca de psuesca foi
esterilizada, fatiada, inoculada com a bactérian@maenada em estufa
com temperatura controlada. Para a construcao ddelos secundarios
foram utilizados parametros primarios obtidos igoteamente em
MRS, mediante ajuste do modelo de Baranyi e Rolsts dados
experimentais de crescimento deste microrganisnara Rwaliar a
interferéncia dos modelos secundarios na predma@onf estudadas duas
abordagens de constru¢cdo dos mesmos: geral e fespeCiomo néo
houve constatacdo de fase lag em meio de cultiapa podas as
condi¢cdes testadasé nulo, o modelo da raiz quadrada foi selecionado
para descrever a dependéncia do parametro p cam@etatura e o
par@metro yasx foi representado por uma média, pois nado sofreu
significativa influéncia da temperatura. Os modet@ematicos foram
validados com dados de crescimentoLdetobacillus viridescensem
presunto sob seis condi¢des diferentes de temperatsua capacidade
de predicao foi avaliada por meio de indices esi@ts, mostrando que
a abordagem geral de construcdo dos modelos semsmdaresentou
melhor desempenho preditivo, principalmente em igded de
temperatura crescente, onde a predicdo foi seQuraodelo validado
pode ser utilizado para estimar a vida util de ptosl carneos
submetidos a diferentes condi¢cdes de temperatura.

Palavras-chave microbiologia preditiva, bactérias acido laticas,
modelos ndo isotérmicos, produtos carneos



ABSTRACT

The lactic acid bacteria (LAB) are considered thainmspoilage
microorganisms of vacuum packed meat products. t€hmperature is
the main factor that affect the microbial dynamasd its variation
during the production, distribution and storagefadds is significant.
Thus, the use of mathematical models to descrienibrobial behavior
under temperature fluctuations can be very usafupriedicting the
product shelf life. This study assessed the growfth_actobacillus
viridescers in sliced ham under non isothermal conditions #mel
predictive ability of the Baranyi and Roberts modsing parameters
obtained isothermally in MRS growth media. The hawas
characterized by pH, water activity and sodium gt concentration,
which were within the optimum range of BAL develogmh To obtain
the LAB growth, fresh ham was sterilized, slicedpdulated with
bacteria and stored in a temperature-controllecubator. For the
construction of the secondary models were used goyinparameters
obtained isothermally in culture medium by fittinge Baranyi and
Roberts model to the microorganism growth expertadedata. To
assess the effect of secondary models in the pi@twere studied two
construction approaches: general and specific.eSihere was no lag
phase observation in culture medium for all testedditionsi is null,
the square root model was selected to describdependence ofiy, s«
with temperature anyl,,:, was represented by an average because it did
not show significant influence of temperature. Tithematical models
were validated with.actobacillus viridescengrowth data in ham under
six different conditions of temperature and itsdiceve ability were
assessed by statistical index, showing that theergkrapproach for
construction of secondary models presented bettezdigtive
performance, particularly in increasing temperateditions, when the
prediction was safe. The validated model can bd tsestimate meat
products shelf life under different temperatureditions.

Keywords: predictive microbiology, lactic acid bacteria,migothermal
models, meat products
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1. INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BAL) séo consideradgwircipal
causa de deterioracdo microbiana em produtos careetalados a
vacuo ou em atmosfera modificada (BORCH; KANT-MUENS®G;
BLIXT, 1996; HUGAS, 1998)Uma das espécies mais frequentemente
encontrada nesses produtos, de acordo Btorishita e Shiromizu
(1986), é d.actobacillus viridescensnicrorganismacapaz de produzir
peréxidos que reagem com 0S pigmentos caractedstia carne,
causando o esverdeamento superficial do produto.

Sendo a temperatura um dos principais fatores de@na o
crescimento bacteriano, a sua investigacdo dumarpeocessamento,
distribuicdo e armazenamento de alimentos pereci&ede extrema
importancia, uma vez que podem ocorrer abusosggetatura em toda
a cadeia de produgdo e consumo. Devido a isso, delagem
matematica do crescimento microbiano esta senawiditada para a
obtencdo de modelos que descrevam ambientes naonigms e que
permitam predizer a vida Util dos alimentos em ages reais (ROSS;
McMEEKIN, 1994; GOUGOLI; KOUTSOUMANIS, 2010).

A grande vantagem da aplicacdo da microbiologiaifiva é
que, ao contrario do método tradicional de armarento, o0 modelo,
uma vez validado, pode ser utilizado para prevpideenente e com
confianca as respostas dos microrganismos sob wriadade de
condicbes, dentro dos limites estudados (McCLURE94) Além
disso, os métodos tradicionais, utilizados na detexcdo da vida util
de alimentos, ndo consideram flutuacbes de temparaio longo da
cadeia de distribuicdo e armazenamento dos praoduicseja, simulam
um ambiente ideal, que raramente acontece. Pequesrdsdos de
temperaturas elevadas podem deteriorar 0 produtoe@a por isso
tamanha a importancia do estudo néo isotérmico rdscimento de
bactérias &cido laticas.

A maior dificuldade da modelagem ndo isotérmica do
crescimento microbiano € que sdo necessarios egrdns isotérmicos
a diferentes temperaturas, dentro de um intervaalpterminado, para
obter uma estimativa confiavel dos parametros piosa de
crescimento. Posteriormente, € necessdria a coastrde modelos
secundarios capazes de descrever a dependénqgimrmdosetros com a
temperatura de forma confiavel, para entdo seriymssimular o
crescimento do microrganismo a temperaturas vasiave
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O presunto foi selecionado como meio de crescimario
presente trabalho por se tratar de um produto caamaplamente
consumido, com longo prazo de validade quando cradpaa carne
fresca, e que necessita de refrigeracdo durante #odcadeia de
producdo, distribuicdo e armazenamento. Além disagtas vezes a
distancia entre a producao e o consumo/venda dufr@ longa, o que
facilita a existéncia de abusos de temperaturapigamdo a rapida
multiplicacdo de BAL na superficie do produto, giiea parte do
alimento mais suscetivel a oscilagfes de temperatur

Sendo assim, a modelagem matematica do crescintento
viridescenssob condi¢cdes ndo isotérmicas em presunto a petir
parametros estimados em meio de cultura é de exti@portancia na
determinacdo da real vida util de produtos carnesfsigerados
embalados a vacuo.

1.10BJETIVOS
1.1.10OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi estuderescimento da
cultura pura da bactéria acido latitactobacillus viridescensob
condi¢cbes ndo isotérmicas em presunto comerciadfatembalado a
vacuo e avaliar a capacidade preditiva de um modheitematico que
descreva este crescimento utilizando parédmetragdosbem meio de
cultivo sintético (MRS) sob condic¢des isotérmicas.

1.1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo geral, os seguintes objstiespecificos foram
estabelecidos:

- Caracterizar o presunto utilizado como meio desa@mento de
Lactobacillus viridescengquanto ao seu pH, atividade de agua
concentracéo de cloreto de sodio;

- Estabelecer modelos secundéarios que descrevaependéncia dos
parametros de crescimento primario, obtidos em meioultura MRS,
com a temperatura, mediante duas abordagens;
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- Avaliar a capacidade preditiva do modelo de B@rarRoberts para o
crescimento déactobacillus viridescenem presunto fatiado embalado
a vacuo sob diferentes condi¢cbes de temperatuidvebe estabelecer a
abordagem de construgdo dos modelos secundéarios rethor
desempenho preditivo.
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2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 BACTERIAS ACIDO LATICAS

As bactérias acido laticas (BAL) sdo um grupo deronganismos
gram-positivos, ndo formadores de esporos e ermmn¥mas formas de
cocos ou bacilos (WOOD; HOLZAPFEL, 1995). Possuem a
caracteristica de produzir &cido latico através felamentacido de
carboidratos e tém sido utilizadas para produiineaitos fermentados
héa, pelo menos, 4000 anos (LEITE, 2006).

As BAL sdao tradicionalmente subdivididas em quagéneros:
Streptococcys Pediococcus Leuconostoc e Lactobacillus Porém,
segundo Ferreira (2003), sdo quinze os génerodtitoomes desse
grupo: Aerocococcus Atopobium Bifidobacterium Brochothrix
Carnobacterium  Enterococcus  Lactobacillus Lactococcus
Leuconostoc Oenococcus Pediococcus Streptococcus
Tetragenococcy&/agococcug Weissella

A primeira classificacdo conferida a essas bactérfai
fundamentada no isdmero de acido latico produzimoetas durante a
fermentacdo da glicose. Quando o &cido latico eptasrotacdo Otica
para a esquerda ele é denominado Levorotatério €L)guando
apresentar rotagdo para a direita, ele é denomibegtyorotatorio (D),
podendo ainda ser chamado de racémico quando hdrandos dois
isdmeros de acido latico (DL) (CARR et al., 2002).

Segundo CARR et al. (2002), as bactérias acidcakatsao, ainda,
classificadas em dois grupos: homofermentativasterdfermentativas,
de acordo com o produto final de sua fermentacé®.bActérias
homofermentativas produzem &cido latico como pmduincipal da
fermentacdo de glicose. As heterofermentativas yz@a outros
produtos além de &cido lactico, que incluem diéxddocarbono, acido
aceético e etanol.

Ha um crescente interesse na utilizacdo de BAL cagentes
conservadores de alimentos, pois ha décadas eggesganismos sao
utilizados como inibidores de crescimento de patégepelo fato de
possuirem propriedades bactericidas (ENNAHAR ;SONON;
ISHIZAKI, 1999). Segundo Ammor et al. (2006), 0s caeismos
utilizados pelas bactérias acido laticas parafgiemo crescimento de
bactérias patogénicas e deteriorantes séo, primepée, competicdo
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por oxigénio e producdo de substancias antagbnesmecialmente
bacteriocinas.

Durante as Ultimas décadas, embalagens bioativiagiecidas com
metabolitos antimicrobianos, principalmente baotgnas, tém sido
intensamente desenvolvidas (CAO-HOANG et al., 2INBETOO et
al., 2008; SCANNELL et al., 2000). No entanto, aionaificuldade
encontrada é a diminuicdo da atividade antimicrabido filme ao
longo do tempo (CONCHA-MEYER et al., 2011; KRISTak, 2008).
A fim de resolver este problema, a incorporacdetaide linhagens
produtoras de bacteriocina, inclusive BAL, em raasipoliméricas tem
sido investigada (ISEPPI et al., 2011; SANCHEZ-G@NEZ et al. ,
2013).

Apesar de possuirem propriedade antimicrobian@/Ads sdo os
principais agentes deteriorantes em determinado®@os, tais como
produtos embalados a vacuo, em atmosfera modifieagaodutos
carneos processados armazenados a temperaturafrideragdo. A
deterioracdo por essas bactérias é principalmenteal & producéo de
limo na superficie do produto, além da formacaondtabdlitos eoff-
flavors que influenciam na aparéncia, textura e caushores e odores
desagradaveis (CARR et al., 2002; NYCHAS et a0&0

2.2DETERIORACAO DE PRODUTOS CARNEOS

Em produtos cérneos, o ponto de deterioracdo paddedinido
por um nivel tolerdvel de bactérias presentes,récocia de odores
indesejaveis ou aparéncia inaceitavel. A vida desses produtos
depende do numero e do tipo de microrganismos, uaa nsaioria
bactérias, inicialmente presentes e seu crescimasutssequente.
(BORCH et al., 1996).

A carne, por possuir pH préximo da neutralidadéx&fanais
favoravel para o desenvolvimento da maioria dosrarganismos) é
altamente suscetivel a deterioracdo microbianaarAecde frango, por
exemplo, apresenta pH entre 6,2 e 6,4, enquantonglgrodutos
carneos cozidos, como o presunto, apresentam pHoerm de 6,2
(FRANCO; LANDGRAF, 1996) .

Grande parte da flora bacteriana inicial encontramiaprodutos
carneos esta firmemente ligada a superficie (G1982). Quando se
combina temperatura de refrigeracdo e condi¢cdesnideoaerofilia
(embalagens a vacuo ou embalagens com atmosferdicada) no
armazenamento de processados carneos, sdo asasaatédo laticas
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que irdo predominar como deteriorantes daquele eaton
(VERMEIREN; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2004; BORCH et,a
1996). Segundo Franz e von Holy (1996), tal predémiia se deve,
também, ao fato das BAL serem resistentes aoaahdrito.

As espécies de BAL geralmente encontradas de foahaal em
carnes e produtos carneos sadeuconostoc mesenteroiges
Lactobacillus plantarumLactobacillus sakeiLactobacillus viridescens
e Lactobacillus curvatugHUGAS, 1998). Dentres essas, de acordo com
Morishita e Shiromizu (1986), a espécie ldzctobacillus encontrada
mais frequentemente em produtos carneokattbacillus viridescens

Também classificada como sendo do génewvdeissella
(PATTERSON et al., 2010), a espétmctobacillus viridescenpode
produzir peréxidos que reagem com 0s pigmentopdmiitos carneos,
causando o esverdeamento dos mesmos (MILBOURNE)198

Silva (2013) avaliou o crescimento de BAL em lingufrescal de
frango em condi¢cbes isotérmicas, sob diferentescardracdes de
lactato de sédio e cloreto de sédio, com o objetiecaumentar a vida
util do produto com base em uma formulacdo adeqgadanibisse o
crescimento desses microrganismos deteriorantes.

Na avaliacdo do crescimento bacteriano em presutémperaturas
constantes, Slongo (2008) constatou que o paramgito(velocidade
especifica maxima de crescimento) encontrado pamgagem total e
contagem de BAL foram 0,314 fhe 0,30 [i], respectivamente,
mostrando claramente a forte predominéncia dagifiastacido laticas
sobre a deterioracdo do presunto.

Dalcanton (2010) estudou o crescimento de trésciespée BAL
(Lactobacillus plantaram Lactobacillus viridesceng Lactobacillus
sake) em condi¢Bes de temperatura constante em meialtlea MRS.
Posteriormente, o desenvolvimento Hactobacillus plantarumfoi
investigado enthoppedsuino fatiado e embalado a vacuo, também em
condicdes isotérmicas.

Patterson et al. (2010) avaliaram o crescimentd atgobacillus
viridiscensem carne cozida de aves, pois esse foi o miange
deteriorante encontrado em maior quantidade noeatimm Milbourne
(1983) estudou a termotolerancia dactobacillus viridescensa
processos de inativagdo microbioldgica industeamsprodutos carneos
e Franz e Holy (1996) estudaram a inativacdo térnde uma
combinacdo de BAL em salsichas. Estes pesquisadonetuiram que
nem todos 0s processos térmicos utilizados indilisiente sdo efetivos
na inativacdo deste grupo de microrganismos, sudeKue a presenca
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natural dos mesmos € a principal fonte de contagdma deterioracao
de produtos carneos.

2.3 OsCILAGOES E ABUSOS DE TEMPERATURA NA CADEIA DO FRI®
INFLUENCIA SOBRE O DESENVOLVIMENTO MICROBIANO

A temperatura, o pH e a atividade de agua saoriosigais
fatores que influenciam a estabilidade microbiamaaéimentos, sendo
que a temperatura pode variar consideravelmententiuia cadeia de
producéo e distribuicdo (VAN IMPE et al., 1992).

Oscilacbes e abusos de temperatura podem oconrgualquer
ponto da cadeia de producédo e distribuicdo de atwsepereciveis, e
também, apdés a compra do produto, no trajeto atésidéncias e no
armazenamento doméstico (FU; TAOUKIS; LABUZA, 1991)

A cadeia de frio é definida como o conjunto depatade
refrigeracdo que mantém a qualidade e seguranpeodato alimentar,
desde a producdo até o consurApesar da refrigeragdo ser muito
importante na manutencdo da seguranca e qualidaslealimentos
pereciveis, 0 seu funcionamento demanda muito exrgian Isso tem
implicacdes econémicas para a indUstria e coméleialimentos, com
0s custos de eletricidade representando uma pdostasicial dos custos
totais de producdo. (GWANPUA et al., 2015).

A fim de garantir a qualidade e seguranca dos ealios
refrigerados desde a producdo até o consumo, eergéicgestdo da
cadeia de frio € de grande importancia. Tal taegfge o conhecimento
da evolucéo da temperatura do produto alimentitidcgla a cadeia de
frio que pode ser obtido por meio de investigacdocdmpo ou por
simulacdo numérica. (HOANG et al., 2012). A Figliré um exemplo
observado da evolucdo da temperatura de produtigerados em toda
a cadeia do frio.
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Figura 1 - Evolucdo da temperatura de produtosgerfidos em toda a cadeia
do frio. Adaptado de: HOANG et al., 2012.

Ao analisar a Figura 1, pode-se facilmente perceb&udo
essencial é a investigacdo e controle da temparaturante todo o
processo de producdo, distribuicdo e armazenamdatgorodutos
pereciveis. Caso contrario, pode ocorrer o0 rapideevolvimento
microbiano, reduzindo a vida Util do produto e caledo em risco a
saude do consumidor, quando houver a presencaeavidamento de
patégenos (MASSAGUER, 2005).

Ao estudarem o perfil de temperatura apresentatiofpgura 1,
utilizando um modelo preditivo simplificado (capde descrever o
crescimento conjunto de diversos microrganismas)atisando cem mil
produtos diferentes (com a mesma contaminacaaalpidioang et al
(2012) concluiram que: em 50% dos produtos houveaumento da
populagdo em cerca de 3 vezes a concentracdol iric@a que €
considerado razoavel, em 5% dos produtos houvecavda populacéo
microbiana em 200 vezes e em 1% dos alimentosdaepresenta mil
unidades) o aumento populacional alcancou o nieelld vezes a
populagdo inicial, o que pode ocasionar a precageridracdo do
alimento e algum tipo de dano a saude do consumidor

De acordo com VALIK et al. (1999), a microbiologiaeditiva
estuda o comportamento de microrganismos sob difssecondi¢cbes
guimicas, fisicas e fisico-quimicas, tais como tenajpira, atividade de
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agua, pH, entre outros. Tal estudo pode ajudaemtifitar os pontos
criticos do processo de producéo e distribuicao.

2.4MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva pode ser definida comoaudrea de
pesquisa que utiliza modelos matematicos para elesca dinamica
(crescimento e sobrevivéncia) populacional de miEnoismos
submetidos a complexas mudangas fisicas, quimicdsiolégicas
durante o processamento, transporte, distribuicAomazenamento de
alimentos (HUANG, 2014). Além disso, a microbiolgireditiva é
considerada uma &area multidisciplinar, ja que ceewmde areas da
matematica, engenharia, quimica e biologia panaefmr progndsticos
comportamentais em determinados alimentos sob geslidefinidas
(SCHAFFNER; LABUZA, 1997; McDONALD; SUN, 1999).

O inicio da utilizacdo de modelos matematicos enrahiologia
de alimentos aconteceu por volta de 1920, revahacido a industria de
enlatados com o desenvolvimento de métodos pacalaab tempo de
destruicdo térmica de microrganismos (GOLDBLITH adt, 1961).
Contudo, apenas a partir de 1983, o potencial deobiblogia preditiva
comecgou a atrair interesse em termos de pesquigzamciamento,
principalmente nos Estados Unidos, Reino Unido,tiélia e Europa
(ROSS, McMEEKIN, 1994).

Ainda segundo ROSS e McMEEKIN (1994), o interesse n
utilizagdo dos modelos ocorreu por duas razfesinoeato de casos
importantes de intoxicacdo alimentar durante oss &) levando ao
aumento da conscientizacdo publica da necessidadefefta de
alimentos seguros e a constatacdo de muitos midogistas de que os
métodos tradicionais na determinacdo de qualidadseguranca
microbiologica eram limitados pelo tempo de obtenda resultados,
além de ter pequeno valor preditivo.

De acordo com Tijskens et al. (2001), as aplicagiéscas da
microbiologia preditiva comecaram a se materialsanente nos anos
80, por causa de uma importante ferramenta utdizexd dias de hoje, o
computador. Para Whiting (1995), com o advento damputadores
pessoais, a modelagem microbiana tornou-se uma deemteresse
crescente, jA que os modelos poderiam ser faciémetilizados por
tecndlogos e microbiologistas de alimentos.

Whiting e Buchanan (1993) sugeriram a seguintesifieacao
para os modelos matematicos utilizados em microbialpreditiva:
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Modelos primarios descrevem a resposta do microrganismo em
relacdo ao tempo, para um conjunto de condicoess.fid resposta
microbiana pode ser medida diretamente, pela dassigopulacional
(contagem de placas, microscopia, etc.), indiretaendabsorbancia,
impedancia, etc.) ou por produtos do metabolismarahiano
(producédo de &cido, sintese de toxinas, etc.).

Modelos secundarioglescrevem a sensibilidade dos parametros
do modelo primario em relacdo as mudancas nas @m®xlde cultivo,
como variacdes de temperatura, por exemplo.

Modelos terciarios acoplam modelos primarios e secundarios,
com o objetivo de gerar predicbes para condi¢cOdsesntais variaveis.
Estdo, muitas vezes, disponiveis de forma didaticaoftwares

Como descrito acima, os modelos primarios e seciasddao
fundamentados em experimentos realizados a corxdi¢cdastantes.
Porém, condi¢cdes como temperatura e pH, por exemeto sempre se
mantém constantes durante o processamento e amlemazeto de
alimentos. Por isso, nos ultimos anos, o interpesanodelos terciarios
tem aumentado, ou seja, modelos que permitam predz
comportamento dos microrganismos submetidos a ¢coesliambientais
que variam como o tempo, principalmente sob cowrdicihao
isotérmicas (MCMEEKIN et al., 2008).

2.4.1MODELOS PRIMARIOS

Os modelos primarios descrevem o aumento na coacéntde
microrganismos em funcdo do tempo, sob condicOebieatais
constantes. Basicamente, trés parametros sa@dtizpara caracterizar
uma curva de crescimento microbiano: duracdo da fag @),
velocidade especifica maxima de crescimempdp populacdo maxima
atingida N,s;x) ou aumento logaritmico da populac@,(, — No),
ondeN, é a populagéo inicial. Tais parametros, bem comdaaes
distintas do crescimento microbiano, que cada petré@nrepresenta,
estdo representados na Figura 2, dage, = nysx, Ng = ng € INN=
logaritmo natural da concentragéo celular.
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Figura 2 - Curva caracteristica do crescimentoabieno em funcéo do tempo.
Adaptado de: Swinnen et al. 2004.

A fase lag (representada pela letra grégaé tipicamente
observada como um atraso na resposta da populdcémbiana a uma
stbita mudanca no ambiente. E um periodo de ajastando os
microrganismos se adaptam a fim de obter as coesligécessarias para
crescer exponencialmente (SWINNEN et al., 2004).

A fase estacionaria do crescimento microbiano @éanglada
depois que a populacdo microbiana deixa de crespamencialmente,
onde a concentragdo maxima de células é atingidaleterminado
ambiente, sob determinadas condi¢bes (LONGHI, 2012)

Os modelos mateméticos de crescimento microbiéno sua
construcdo baseada em um bloco elementar que descevolucdo da
populacdo através de uma equacdo diferencial deejpa ordem
(BERNAERTS et al., 2004), conforme apresentadoquaEao (1):

—dl\éit) = u(t, N, cond) N(t) @)

sendo queN(t) é a contagem da populacdo no instargqi(t) € a
velocidade especifica de crescimento da populagde, depende do
conjunto de condicdes ambientaizofid) a que a populacdo é
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submetida, além de fatores intrinsecos a propnmlpgdo (LONGHI,
2012).

Segundo Van Impe et al. (2005), a velocidade dsctrento
global da Equacdo (1) pode ser representada psrfétéres que
descrevem as trés fases de crescimento, confoemeagao (2):

aN() @)
T = HagMexp HestN(D)

sendo que o fatan,g € introduzido para descrever o comportamento da
fase lag (funcdo de ajuste), o fatay, € a velocidade especifica
méaxima de cresciment@), e o faton.; introduz o decréscimo gradual
na velocidade especifica de crescimento, resultandase estacionaria
(funcéo de inibicdo) (BERNAERTS et al., 2004; LONIGED12).

Entre os modelos primarios comumente utilizadoditeeatura
para descrever o crescimento de microrganismod, @sihodelo de
Baranyi e Roberts, que serd brevemente descréguars

2.4.1.10 MODELO DEBARANYI E ROBERTS

A funcdo de ajuste do modelo de Baranyi e Rol§g®84) [F(t)],
apresentada pela Equacéo (3) procura descrevecanismo bioldgico
envolvido na evolugdo do estado fisiolégico dasulaél ao novo
ambiente.

F() =t 4+ In (eXp( uo) + qo> (3)
M 1+qo

onde q, representa o estado fisiolégico inicial da célelau é a
velocidade especifica maxima de crescimento

A funcdo de inibicdo, descrita pela Equacdo (&) apresenta
mecanismo biolégico envolvido.

=1 <N(t)>m (4)
est —

N max
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ondeN é a populacdo microbiana em determinado tetnpig,sx € a
populacdo maxima atingidane € um parametro de curvatura.

Considerando as Equacdes (3) e (4) e as condigiberdais
constantes, o modelo proposto por Baranyi e Robgrg94) é
construido, sendo apresentado pela Equacéo (5).

_ (5)
In(N) = In(N,) + pF(t) — %ln <1 + exp(muF(t)) 1 )

exp (m(In(Nmix/No)))

onde N, é a populacgéo inicial gé a velocidade especifica maxima de
crescimento.

Segundo Longhi (2012), o parametmonao melhora de forma
significativa a qualidade dos ajustes, na maiooig €hsos. Seguindo as
recomendacdes de Baranyi (1997), é possivel coadiolégual a um.
Dessa forma, a Equacéo (5) se torna a Equacabdioa

In(N) = In(N,) + pF(t) — In (1 R C{O) ! > (6)

€xp (ln(Nméx) - ln(NO))

Os autores do modelo recomendam, ainda, a trarsfdiondo
parametrag, no parametrd, através da Equacao (7), a fim de tornar o
ajuste da equacédo aos dados experimentais maiglesta

hy =In (1 + %) )

sendo que fse relaciona com a duracdo da fase lggafravés da
Equacéo (8).

A=Do ®
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O valor deh, é geralmente tomado como uma constante quando
0 ambiente e as condicdbes de pré-inoculacdo daslagélsdo
padronizados (DALCANTON, 2010).

Considerando a Equagéo (7), a funcédo de ajustepb@g ser
descrita conforme a Equacao (9).

F(t) =t+ %ln(exp(—ut) + exp(—hy) — exp(—ut — ho)) (9)

Um importante conceito introduzido por esse modéloa
consideracao do estado fisiolégico inicial dasleéluSe a adaptacao do
microrganismo ao novo ambiente for lenta, a fageskra estendida.
Assim que as células se adaptarem ao novo ambedatecrescerdo de
forma exponencial até atingir a fase estacioné@yie serd alcancada
quando houver restricbes no meio de crescimentoREMYI e
ROBERTS, 1994; McKELLAR e LU, 2004).

A popularidade do modelo de Baranyi e Roberts, aliénser
atribuida a sua flexibilidade e facilidade de m#éitdo, se deve, em
grande parte, ao desenvolvimento, pelos prépriogoresl e
colaboradores, do DMFit, macro doftwareMicrosoft Office Excel,
disponivel de forma gratuita no s@®mbasgwww.combase.cc).

2.4.2MODELOS SECUNDARIOS

Qualquer equagao que representar a variacao dasme@mos do
modelo primario em funcao da variavel ambientatefaperatura, por
exemplo) de forma satisfatéria pode ser classificadmo modelo
secundario, caracterizando estes modelos, quasgresentomo
empiricos. Corradini e Peleg (2005) tém demonstrgde modelos
empiricos podem ser utilizados para descrever dagZr dos
parametros dos modelos primarios com a temperatunatros fatores,
como atividade de agua, pH, concentragéo de sal, et

Existem alguns modelos secundarios pré-estabeteaidoito
utilizados na literatura, particularmente quanderaperatura é o fator
primario de interesse, tal como o modelo da raadoada, proposto por
Ratkowsky et al. (1982) (McMEEKIN et al., 1993; SMWENTO,
2006), caracterizado pela Equacéo (10).
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\/E = b(T — Tmn) (10)

ondep é o parametro de interesgg por exemplo)b € pardmetro de

inclinacdo empirico &, € a temperatura minima onde se observa

crescimento microbiano (também obtida empiricamente

Para Corradini (2006), mais importante do que usarmodelo
tradicional é encontrar uma equacao, ainda quereapdue represente
a influéncia do fator ambiental sobre os paramettescrescimento
microbioldgico.

Em alguns casos, a populagdo maxima atingida @émdente da
temperatura, sendo possivel perceber um baixoapsadrdo da média,
principalmente nos casos em que o intervalo de deatyra avaliado é
favoravel ao crescimento do microrganismo (LONGR012). Tal
comportamento foi observado por Camargo (2015) escritdo da
sensibilidade do parametron [IN(Nmay] com a temperatura, na
avaliagdo do crescimento Hactobacillus viridescens

Dalcanton (2010), Ferreira (2004) e Camargo (201&),
avaliarem o crescimento de BAL a diferentes tentpeaa, encontraram
no modelo da raiz quadrada o melhor ajuste pamrales a influéncia
da temperatura sobre o parametro \.

2.4.3MODELOSTERCIARIOS

A capacidade descritiva dos modelos priméarios pcee
garantida apenas para condicbes ambientais cosstaRbrtanto, €
necessaria a utilizacdo de outras abordagens pdagr o crescimento
de microrganismos em condi¢ces de temperaturavear(@ONGHI,
2012).

Para a modelagem do crescimento microbiano em gbesli
ambientais variaveis, Van Impe et al. (1992) sugeriuma abordagem
na qual os modelos primérios séo utilizados com@gies diferenciais
de primeira ordem, onde os parametros desses nsodetnam-se
funcdes das variacbes ambientais, descritas poelowdecundarios.
Assim, o modelo leva em consideragdo a variagdo fawsres
ambientais com o tempo, e torna-se analogo ao mqdehario quando
as condicbes ambientais sdo constantes, sendo quendo a
temperatura é o fator ambiental que tem maior&nibia no crescimento
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microbiano, outros fatores (como pH ou atividadeddea) podem ser
considerados constantes (LONGHI, 2012).

Para a predicdo do crescimento microbiano em coesdipdo
isotérmicas, através do modelo de Baranyi e Rqb&fts utilizadas as
Equacbes (11) e (12).

(11

d(In(N()) _ u[ 1

ot T e‘Q(t)] [1 — exp (ln(N(t)) - ln(NméX))]

d (ln(q(t))) (12
— =

Ondep eln(N,,4,) sdo funcbes da temperatura, descritos por modelos
secundarios.As condi¢bes iniciais para resolucdo das equacdes
diferenciais (11) e (12) sdo apresentadas nas Bgsdt3) e (14).

In(N(t = 0)) = In(Ny) (13
ln(q(t = 0)) = In(qy) (14)
Sendo que, se relaciona com o parametrpatravés da Equacao (15).

In(qo) = —In(exp(h,) — 1) (15

Os modelos que foram desenvolvidos baseados eat@egique
tentam descrever os mecanismos de desenvolvimeictoliano até
certo nivel de profundidade em relacdo a bioquingnsolvida ou
incluem parametros interpretaveis (como é o casoatielo de Baranyi
e Roberts), acabam por serem mais genéricos eaueidi quando
usados para testar hipiteses e/ou previs@es entgesdliferentes, mas
dentro do intervalo considerado para o desenvohion&lo modelo
(GWANPUA et al., 2015).
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2.4.4V ALIDACAO

Segundo McCLURE et al. (1994), para que os mogeieditivos
possam ser aplicados, € de fundamental importanoaestes sejam
validados. Para isso, dois passos devem ser seguido
Validacdo interna garante que o modelo descreve com precisdo 0s
dados experimentais que 0s originaram;

Validacdo externacompara as predi¢cdes com outros dados gerados por
laboratorios/indlstrias em diferentes meios/alimgnt ou ainda,
utilizando dados da literatura.

Além disso, a utilidade de um determinado modedalitivo esta
sujeita aos limites de investigacdo em que elemfagerados. Assim,
pode ser necessério considerar o efeito de cordligdéremas de
armazenamento sobre a vida util do produto, no chksdongos e
“irrealisticos” tempos a altas temperaturas ocemeWHO; FAO,
2008).

As predi¢bes geradas pelo modelo dificilmente pédeitamente
representar a realidade, pois cada etapa do poodessonstrucdo do
modelo introduz algum erro, como descrito abaix@%S et al, 1999;.
CULLEN e FREY, 1999).

Homogeneidade a maioria dos alimentos ndo sdo homogéneos.
Modelos de microbiologia preditiva atuais ndo saapazes de
prever/descrever a ndo homogeneidade dos alimentos;

Integralidade o modelo é uma simplificacdo e outros efeitosresas
alimentos e a ecologia microbiana (como estruttwacorréncia, entre
outros), que séo dificeis de quantificar, ndo estéloidos nos modelos
atualmente disponiveis.

Funcdo de erro do modelgd semelhante a integridade de erro, e
decorre, principalmente, do compromisso feito qoasel usa modelos
empiricos, ou seja, que o0 modelo é apenas umaiagac&o a realidade.
Erro de medicé@pse origina na imprecisdo e nas limitac6es dosadost

de medicao utilizados para coletar dados brutosgogposteriormente,
utilizados para estimar os parametros de um modelo;

Procedimento numérico inclui todos os erros decorrentes de
procedimentos utilizados para os ajustes do modddmns dos quais
sdo apenas métodos que simulam uma aproxim@gddO; FAO,
2008).

A aplicacdo de andlises estatisticas apropriadasitee uma
avaliacdo adequada da capacidade de predi¢do delowpek esta sendo
validado. Os indices estatisticos mais utilizadioslmente s&o: fator
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bias (fator de tendéncia), fator de exatiddodocuracy e RMSE (raiz
do erro quadréatico médio), descritos no item 3.9.

Para validar modelos de crescimento microbiol6gitopresunto
e disponibilizar as informacoes rsmftware FRISBEE (www.frisbee-
project.e), Gogou et al. (2015) realizaram pesquisa de campo
acompanhando um perfil de temperatura real e cmletaamostras
aleatérias em tempos determinados. Primeirametds, anstataram
que as BAL eram as principais responsaveis pelarideicdo do
produto e, posteriormente, realizaram experimefgotermicos para
determinar a vida util do produto a diferentes terafuras. Por ultimo,
modelos secundéarios foram construidos e inseridagral de um
modelo preditivo do tipo “caixa preta”’, com o objet de que o
utilizador do software possa simular a vida 0til deste alimento sob
diferentes condicfes de temperatura.

A utilizacdo de modelos de crescimento microbiano
desenvolvidos em meio de cultivo para prever o goentece em
alimentos é uma abordagem amplamente utilizadaoliAos et al.
(2012) conseguiram predizer o crescimento dBacillus
weihenstephanensiem sopa de cenoura e macarrdo cremoso sob
diferentes condicbes de temperatura mediante maddb das
caracteristicas fisico-quimicas (atividade de d&p#l) do meio modelo
(caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI)). Mangbsal. (2014)
estudaram o crescimento de bactérias acido latobscondi¢cdes de
temperatura varidvel e concluiram que os modelsgrd®lvidos em
meio de cultivo (MRS) podem prever 0 crescimentostate
microrganismos em molhos de base vegetal. Kapataneikal. (2011)
modelaram o crescimento despergillus carbonariugm Caldo Extrato
de Malte com diferentes atividades de 4gua e ctraggres de soélidos e
conseguiram prever o desenvolvimento deste micns® em geleias.

O grupo de pesquisa em Microbiologia Preditiva dogRama de
Pos-Graduacdo em Engenharia de Alimentos da UFS@ ve
desenvolvendo algumas pesquisas a respeito doncesedo de bactérias
acido laticas sob condicdes isotérmicas e ndorimm@as. Sarmento
(2006) estudou o crescimento de BAL (flora natueat) mortadela sob
condicbes ndo isotérmicas, predizendo o crescimentpartir de
modelos obtidos isotermicamente em meio de cuMRs. Dalcanton
(2010) modelou o crescimento deactobacillus plantarum sob
condicbes isotérmicas em meio de cultivo MRS, alterbons
resultados na predicdo do crescimento do mesmaoorgamismo em
chopped suino. Ambos o0s trabalhos concluiram que modelos
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secundarios, capazes de descrever os parametidesobtn meio de
cultura sob condi¢bes isotérmicas, sdo capazes aferader o
crescimento do microrganismo estudado em condigéetemperatura
variavel, quando utilizados juntamente com um nmwdpteditivo
adequado. Camargo (2015) estudou o crescimentbhadobacillus
viridescensem meio de cultivo MRS sob condi¢cdes isotérmicas e
Martins (2015) modelou o crescimento deste micrueyao sob
condicbes de temperatura variavel, também em neiouttivo MRS,
utilizando o modelo nao isotérmico de Baranyi e &tsbpara obter
predi¢cdes do crescimento microbiano. Nesse contexicesente estudo
foi realizado com a cepa pura dactobacillus viridescengara avaliar
seu crescimento sob condi¢cdes ndo isotérmicas esno esterilizado
(como forma a garantir que ndo houve interferéndéa outros
microrganismos), com a finalidade de obter predicéepartir dos
resultados obtidos por Camargo (2015).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO PRESUNTO

Com o objetivo de caracterizar o presunto utilizados
experimentos, andlises de atividade de &gua, pléneentracédo de
cloretos (para posterior calculo da concentracieldeeto de sédio)
foram realizadas em cada peca de presunto utiliZamt#as as analises
foram realizadas a temperatura de 23 °C, no mesndedabertura da
embalagem e em triplicada, retirando-se duas aasod# extremidades
diferentes e uma do meio da peca.

Para as analises de atividade de agua, aproximata@& g de
cada parte da peca de presunto levemente tritdosdim colocadas em
recipiente préprio para leitura no aparelho deiddide de agua
(Aqualab, modelo SERIES 3TE), previamente calibré&deesolucdo do
equipamento é de 0,001.

O pH do presunto foi medido em trés diferentes goule cada
amostra utilizando um pHmetro para sélidos (TEST@delo 205),
previamente calibrado, com resolucdo de 0,01.

A determinacdo da concentracdo de cloreto de gb68€l) no
presunto foi feita mediante analise da concentragéb de cloretos e
posterior conversdo, segundo metodologia propostaAfifio et al.
(2011).

Para a realizacdo da medida de concentracdo detodpforam
homogeneizadas 2 g de cada amostra previamenteddt com agua
destilada em um homogeneizador Ultra Turrax (IKApdelo T25
Digital) a 20.000 rpm por um minuto. Em seguidaphuicio obtida foi
transferida para um baldo volumétrico, sendo omelude 100 mL
completado com &agua destilada. Essa solugéo ftApenentrifugada
(Centrifuga Sigma, modelo 4k15) a 9.000 rpm pomiifutos. Uma
aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi analisada as@lisador
automatico de cloretos (Cole Parmer, modelo 926gvigmente
calibrado. Os resultados foram obtidos em miligisuihe Cl por litro de
solucéo, sendo a resolucdo do equipamento de 1]indgpartir desse
valor, foi calculada a concentragdo de NaCl na &made acordo com a
Equacéo (16).

L V) (MNaCl (16)

=|—])|———) 100
XNacl (m MC]>
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onde xy,c; € a concentracdo de cloreto de sédio (g NaCl/100g
presunto),lL. é a leitura fornecida pelo equipamento (em g QA
solucéo)V é o volume (em L) da solugcdo (amostra + agualdéa)im

€ a massa da amostra (emMjy.c; € a massa molar do cloreto de sodio
(58,44 g/mol) eV, é a massa molar do cloreto (35,45 g/mol).

3.2MICRORGANISMO

Foi utilizada a bactéria &cido latica (BAL) da eadpé
Lactobacillus viridescenfCCT 5843 ATCC 12706) adquirida na forma
liofilizada da colecdo de culturas da Fundacgéo iCedpde Culturas
André Tosello (Campinas, Brasil). As cepas forairagéadas conforme
indicacéao e cultivadas em meio de cultivo MRS (MRogosa e Sharpe)
(Difco Laboratories, Detroit, EUA), sendo mantidastocadas em
microtubos de polipropileno com meio MRS e 20% kiempl a - 24°C,
até a utilizacao.

3.3INOCULO

O preparo do indculo foi feito por meio da reatdmaga cepa
congelada em caldo MRS a 30 °C por 18 h, tempo anéecessario
para a concentracdo de’10FC/mL ser atingida. Uma aliquota de 1 mL
foi retirada e colocada em um tubo de ensaio cdot8rmL de meio de
cultivo MRS, atingindo a concentracdo de® 10FC/mL. Mais uma
diluicdo é realizada, obtendo a concentracdo deUFRT/mL. Foram
transferidos, entdo, 2 mL dessa diluicdo para Uenmeyer contendo
320 mL de caldo MRS, atingindo a concentragdo firgd
aproximadamente 6 x1QWFC/mL.

3.4PREPARO DAS AMOSTRAS

As pecas de presunto (Seara, sem capa de goudilizadas nos
experimentos eram frescas (no maximo 20 dias apébracacdo), e
estavam armazenadas a 4 °C. Foram fatiadas utiizanfatiador de
frios (Metvisa, modelo CFIE 250) em cémara de flukigura 3),
mediante ajuste de espessura da fatia para 1,5Ames do fatiamento,
a camara de fluxo e o fatiador foram higienizadwa élcool 70% (v/v)
e submetidos a luz UV por 15 minutos. As embalagkass pegas de
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presunto foram abertas de forma asséptica denttardara de fluxo, as
amostras para as analises fisico-quimicas foramadas e a superficie
da peca foi esterilizada com alcool 70% (v/v) adg$atiamento.

Figura 3 - Processo de fatiamento da pec¢a de gresun

Ap6s o fatiamento, 1 mL do indculo foi superficiginte
espalhado em uma fatia, sendo uma segunda fatiwactzl sobre a
superficie inoculada, de forma que o indculo fiemomodado entre as
duas fatias, totalizando 20 g de presunto em cadestsa,
aproximadamente.

Cada amostra foi duplamente embalada, sendo ambas a
embalagens plasticas e transparentes. A embalagedrip (que entra
em contato direto com o presunto) foi um saco iplasestéril de
homogeneizagédo com capacidade para 400 mL, o qualobrado e
colocado dentro da embalagem secundaria, uma “sggihgrépria para
alimentos refrigerados. A embalagem secundaria€igido, selada a
vacuo (Selovac, modelo 200b) e as amostras sulasedisl diferentes
condicbes de armazenamento, que serdo descrititenmd.5. Além
disso, foram preparadas amostras ndo inoculadas, \ificar a
esterilizacéo da peca de presunto e acompanhaossivpl crescimento
de outras espécies de BAL (naturalmente presertepresunto) ao
longo do armazenamento.

O fluxograma da Figura 4 mostra, de forma simg@iia, a
metodologia adotada no preparo das amostras denpoefatiado e
inoculado.
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Higienizacdo do fatiador,
chmara de fluxo e superficie da
peca de presunto

B

Fatiarnento asséptico corn ajuste
de espessura para 1,5 mun

h

FPesagem da amostra —
aprozitnadamente 20 g

Inoculagdo — 1 ml. de indculo
super ficalmente espalhados na
fatia

b

FEmbalagem pritmaria — saco
plastico de homogeneizagio
estéril

Erbalagemn secundaria — “stand-
up”

¥

Selagem a wvacuo da embalagem
secundaria

Figura 4 - Fluxograma esquematico do preparo dastas de presunto fatiado
inoculado.
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3.5CONDICOES DE ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Apés a selagem a vacuo das embalagens contendonfares
fatiado inoculado, as amostras foram incubadas stofaeincubadora
(B.0.D), sendo a temperatura do ambiente internstadesstufa
registrada endataloggerpreviamente calibrado (com resolucéo de 0,1
°C), a cada cinco minutos. @ataloggerfoi posicionado no meio da
prateleira superior da incubadora, onde as amdstta® incubadas.

O crescimento déactobacillus viridescensm presunto fatiado
embalado a vacuo foi avaliado em seis condicbesa delas na
temperatura de 8 °C e cinco condigbes nao isotésmiujos valores
programados de temperatura estdo apresentados elaTa. As
variacdes de temperatura foram selecionadas protmirsimular falhas
ao longo da preservacgéao refrigerada do presurém de considerar o
aumento e a reducao da temperatura ao longo datiiidi produto.

Tabela 1 - Condi¢des de temperatura avaliadas.

Condi¢bes Tempo e temperatura de armazenamenjo (° C

NI-1 4°C[63,0 h],8 °C[28,6 h],12 °C[13,4 h],16°C[63,0 h]
NI-2 12°C[20,1 h],16°C[11,9 h],2C °C[7,8 h], 25°C[20,2 h]
NI-3 25°C[4,3 h],2C °C[6,5 h], 16 °C[9,9 h], 12°C[16,7 h],
8°C[34,2 h],4 °C[96,4 h]
NI-4 16°C[11,9 h],12°C[20,1 h],8 °C[41,0 h],4 °C[119,1 h]
NI-5 12°C[16,7 h],8 °C[34,2 h],4 °C[104,6 h],8°C[34,2 h],
12 °(58,33 h]
NI-6 8 °C[384h]

3.6 AMOSTRAGEM— DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR
AO LONGO DO TEMPO

Em tempos pré-determinados, duas amostras (dwliatam
retiradas da B.O.D para a determinacdo da concéotraelular de
Lactobacillus viridescensno presunto. Como as embalagens de
homogeneizacdo foram acondicionadas juntamente @opmesunto,
bastou agua peptonada (1%) na proporcao 9:1 (voldmedgua
peptonada (mL)/massa de presunto(g)) e homogenmz&0 segundos
em stomacher (ITR, modelo 1204) para realizar mgira diluicdo. As
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diluicbes seguintes foram feitas transferindo 1 aaldiluicdo anterior
para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptoreadesssim
sucessivamente. Na sequéncia, 1 mL de cada dild@j&mansferido

para placas de Petri estéreis e descartaveis,apremte identificadas,
sendo colocada dupla camada de Agar MRS (Difco dzabies,

Detroit, EUA) para criar ambiente microaerofilo,edd para o
crescimento de BAL. Apés a solidificacao das camatka Agar MRS
(Difco Laboratories, Detroit, EUA), as placas irtidas foram

incubadas a 30 °C por 48 h. Todo o procedimentadalizado em
camara de fluxo previamente higienizada com alct@ho (viv) e

submetida a luz UV por 15 minutos.

A contagem foi realizada nas placas com colénigerilvidas
entre 25 a 250. Para o calculo da populagdo mamebiN), em
unidades formadoras de colénia (UFC) por grama desupto,
multiplicou-se a contagem das placas pelo invesasuh respectiva
diluicdo. Os dados foram tratados e apresentamsegraficos do
logaritmo natural da concentracdo de célulasN(h(em funcdo do
tempo de incubacgéao)(

O fluxograma representado pela Figura 5 € um esguem

simplificado do procedimento descrito acima.
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Fetirar amostras em duplicata da
BOD

V-

Adicdo dedgua peptonada na
proporcio 91 (i

Homogeneizagio em stormacher
por 60 segundos

Diluigdies sucessivas

Plagqueamento

Incubagio das placas inwvertidas a
30°C por 48h

Contagern das placas — mimero
de coldmas entre 25 e 250

Figura 5- Fluxograma do procedimento de amostragem a determinacédo da
concentracao celular
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3.7MODELAGEM MATEMATICA DO CRESCIMENTO MICROBIANO

A modelagem matemética do crescimento ldectobacillus
viridescensesta representada, de forma simplificada, na &iGuAlém
dos procedimentos descritos no esquema, foi relalinen experimento
isotérmico a 8 °C em presunto, detalhadamente exigsto no item
3.8.1.

Ajuste do modelo de Baranyi e Robets aos
dados experimentais de crescimento de F.
viridescens em MRS  sob  condiges
isotermicag para a obtencio dog parametros
primariog de crescimento (Trabalho realizado
por Camargo (2015})).

s

Ajuste de modelog secundarios para descarever
a dependencia dos parametros primarios com a
temperatura, seguindo duas  abordagens
distintas (geral e especifica).

O

Predicio do crescimento de L. viridescens em
presunto, utilizando o modelo de Baranyi e
Roberts (na sua forma diferencial) juntamente
com ogmodelos secundarios.

O

Validagio do modelo obtido e comparagio
entre ag performances dag duas abordagens dos
modelos secundarios, mediante analize dos
indices estatisticos.

Figura 6 - Fluxograma esquematico da modelagemmgddiea do crescimento
deLactobacillus viridescensealizada no presente trabalho.
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3.7.1AJUSTE PRIMARIO

Para a modelagem matematica do crescimentibadtobacillus
viridescensem presunto sob condi¢cdes isotérmicas, o0 modelo de
Baranyi e Roberts, descrito pela Equacao (6) flacgmado para ser
ajustado aos dados experimentais, tendo seus pesérastimados para
a temperatura de 8 °C. O ajuste foi realizadosoiware Matlab 7
(MathWorks’, Natick, USA), utilizando a funcéo de ajufite

Estatisticamente, o ajuste do modelo primério deama e
Roberts foi avaliado por meio do R? (coeficientecdeelagdo), RMSE
(raiz do erro médio quadrético), fator bias e faterexatiddo, sendo os
trés Ultimos descritos no item 3.9. O R2 é uma dedgiroporcional
explicada pela equacdo ajustada em relacdo a &arigmtal das
respostas.

3.7.2MODELOS SECUNDARIOS

Os modelos secundérios utilizados no presente Iti@bgara
descrever a influéncia da temperatura sobre osmeards de
crescimento do modelo primaria, {1 e ynay, foram obtidos por meio
dos dados de crescimento isotérmicolLdetobacillus viridescenem
meio de cultivo MRS por Camargo (2015), apreserstado Tabela 2,

sendo Yhax = In (Nméx)-

Tabela 2 - Parametros de crescimento obtidos ero deicultura MRS para
Lactobacillus viridesceng-onte: Camargo (2015).

Temperatura (°C) i [h] Yméx

IMd * Dp] IMd + Dp]
4 0,022 £ 0,000 19+0
8 0,062 +0,010 21+0
12 0,16 + 0,01 21+0
16 0,25+0,01 22+0
20 0,43 +£0,02 22 +0
30 0,78 + 0,05 22+0

Camargo (2015) ndo observou fase lag em seus Bwgrens
isotérmicos, assim, o parametkofoi considerado igual a zero no
presente trabalho, bem como o valohge

Duas abordagens foram avaliadas na constru¢cdomdolelos
secundarios:
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Abordagem geraltodas as temperaturas avaliadas por Camargo 2015
foram consideradas. Optou-se por consideray gonstante e igual a
média aritmética dos valores observados em cadzetatara, pois essa
tem sido uma abordagem amplamente utilizada emomalogia
preditiva, ou seja, a populacdo maxima atingida geterminado
microrganismo em determinado meio independe dadrmtya.
Abordagem especificaapenas as temperaturas de cada experimento
foram consideradas. Nesse casgsy)foi calculado mediante média
ponderada com o tempo em que cada temperaturadiofida, até o
primeiro ponto experimental de observacdo da fadacienaria do
crescimento microbiano. Como néo ha experimentérisoco realizado

a temperatura de 25 °C, quando essa temperaturapdde do
experimento n&o isotérmico, os parametros foramliaales a
temperatura de 30 °C.

O modelo da raiz quadrada, descrito pela Equacld fdi
utilizado para descrever a influéncia da tempeaasabre a velocidade
méaxima especifica de crescimento (u).

Como experimento NI-6 foi realizado a temperatumastante de
8 °C, a construcdo dos modelos secundarios coasidgenas 0s
parametros obtidos em meio de cultura MRS por Cgong2015) a esta
temperatura.

3.7.3PREDICOES

As predi¢cbes foram realizadas utilizando o modiddBaranyi e
Roberts na sua forma diferencial, segundo as eqad¢d) e (12) e com
as condicbes iniciais (13) e (14), juntamente com modelos
secundarios, ensoftware Matlab 7 (MathWork®, Natick, USA),
utilizando a funcdo ode2® perfil de temperatura a que as amostras
foram submetidas foi adquirido por meio dos dadosvagos em
datalogger

A escolha do modelo de Baranyi e Roberts foi ldseaa
pesquisa desenvolvida por Camargo (2015), que ebsew melhor
resultado com o crescimento Hactobacillus viridescenem meio de
cultura mediante o ajuste desse modelo aos dagesimentais obtidos
isotermicamente, a diferentes temperaturas.

Sendo assim, para cada condi¢do de temperatutiadaaioram
obtidas duas predi¢cbes geradas pelo modelo de Bard&oberts. Uma
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utilizando a abordagem geral dos modelos securgd@muitra utilizando
a abordagem especifica.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DA PREDICAO— VALIDAGCAO DO MODELO

A avaliagdo da capacidade preditiva do modelo derBa e
Roberts foi realizada através de trés indicesistitat: fator bias, fator
de exatiddo e RMSE (raiz quadrada do erro médiodrdtiao),
caracterizados pelas Equacgdes (17), (18) e (18)ectivamente. Sendo
assim, quando cada abordagem dos modelos secund@iriadotada,
houve uma andlise da capacidade preditiva do madiel®@aranyi e
Roberts para cada perfil de temperatura estudado.

( lOg(Valorpredito/Valorobservado)) (17)
fator bias = 10 n

|IOg(Valorpredito/Valorobservado)|) (18)
n

fator de exatiddao = 10<

(19)

RMSE = \/Z(Valorobservado - ValOrPI‘Edito)Z
n

nas quaisn € o nimero de pontos experimentais.

Os fatores bias e exatiddo, introduzidos por Rb8986) para a
avaliagdo do desempenho de modelos em microbiojwgiditiva, sdo
apurados ao basear o calculo na média das diferepgairadas entre
previsdes e observagfes. O uso desses indicemndidstpor apresentar
mecanismos que permitem a avaliacdo da diferenga anpredicdo
gerada pelo modelo e os dados experimentais deirossgo de um
organismo de interesse ao longo de diferentes efatambientais.
(BARANY!I et al., 1999).

Fatores bias e exatid&o iguais a 1 indicam qualoses preditos
e observados séo exatamente os mesmos. Em miogibigireditiva,
utiliza-se os termosfdil-safe¢’ (bias menor que 1) edil-dangerous
(bias maior que 1) na avaliacdo do desempenho delospreditivos.
O fator de exatidao € sempre maior ou igual aridsgue quanto maior
0 seu valor, menos precisa é a predicdo. O RMSka medida da
variabilidade residual e, quanto menor o seu vam@ior a capacidade
do modelo de descrever os dados.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO PRESUNTO

Os resultados das médias das analises feitasigitata para a
caracterizacdo das pecas de presunto utilizadas erpsrimentos
encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Médias e desvios padrao das andliskzadss no presunto.

Andlise Média Desvio padréo
pH 6,20 +0,09
Atividade de 4gua 0,975 + 0,002
NaCl (% em massa) 2,38 +0,24

Kalschne et al. (2014) e Menoncin et al. (2005peatraram 0,97
como valor caracteristico para a atividade de #@guaresunto, enquanto
Hoffmann (2001) afirma que a atividade de agua cteristica de
produtos cérneos fica em torno de 0,98. O valoatdlédade de agua
para o presunto encontrado no presente trabalB@50era esperado,
pois se encontra entre os dois valores da litexatterdos.

Quanto ao pH, estudos anteriores realizados pgr(2@05)
apresentam a faixa de pH entre 5,9 e 6,1 como saprdipriada ao
presunto. Ja Holley (1997) afirma que, para a garata qualidade
sensorial, o pH do presunto deve apresentar-ser ipa@6,0. Franco e
Landgraf (1996) citam 6,2 como sendo o pH geralmentontrado em
presuntos frescos. Dessa forma, o valor de pH dém@oin para o
presunto no presente estudo mostra-se apropriaals, gmcontra-se
dentro da faixa abordada pelos autores.

Segundo Gava (1984), a maior parte das bacténelsjrido as
bactérias 4cido laticas, sdo capazes de se degengah alimentos com
atividade de agua maior que 0,90 e pH préximo ddraledade, sendo
gue as bactérias produtoras de acido desenvolveseseprejuizos, em
meio levemente &cido.

A concentracdo de NaCl em amostras comerciais regsupto
pode variar com a empresa fabricante e o lote loiecégdo. Segundo
Bressan et al. (2007), os produtos carneos fatiad®smodo geral,
apresentam teores de sal entre 2 a 4%. Ferreigd)20ncluiu, em seu
trabalho, que h& “inibicdo” do crescimento (repnése#a por aumento
da fase lag) da espédiactobacillus viridescenguando a concentragéo
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de sal no meio é superior a 2,8%, acima da coragurdas amostras
do presente estudo.

Com base nos resultados obtidos, pode-se afiragrd acordo
com as andlises realizadas, as amostras de presefgoionadas
apresentam caracteristicas esperadas para esgmtalim sGo um meio
de crescimento propicio para o estudo do desemehto de bactérias
acido laticas.

4.2 MODELOS SECUNDARIOS
4.2.1ABORDAGEM GERAL

A abordagem geral de construcdo dos modelos sagascesta
descrita no item 3.8.2, sendo os dados utilizadwa p construcdo dos
mesmos apresentados na Tabela 2.

O modelo da raiz quadrada (Equagédo (10)) foi geledo para
representar a influéncia da temperatura sobre ecidelde maxima
especifica de crescimenfn), pois apresentou o maior valor de R2
(coeficiente de correlagdo), em comparacdo predimicom outros
modelos, apresentados no ANEXO 3. Este j& era snitaglo esperado,
pois Camargo (2015), além de vérios outros autdeesbém obteve
nesse modelo seu melhor ajuste na descricdo dadfpea dqu com a
temperatura.

A Equacéo (20) apresenta o modelo da raiz quadijadtado aos
dados experimentais e a Figura 8 expde o gréficajuste, com seu
respectivo valor de R2.

Jr=10,029(T + 1,3) (20)
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Figura 7- Modelo secundario (abordagem geral):t&féa temperatura sobre a
velocidade maxima especifica de crescimento (U).

De acordo com a Equacéo (20), os valores dos pa@snb e
Tmin do modelo da raiz quadrada para a abordagem @&@|
respectivamente, 0,029fC" e -1,3 °C.

A média aritmética dos valores ggs, apresentados na Tabela 2
resultou em 21 + 1, sendo este o valor utilizadpnedicido para todas
as condi¢Oes avaliadas.

4.2.1ABORDAGEM ESPECIFICA

A abordagem especifica de construcdo dos modetomdérios
esta descrita no item 3.8.2, sendo os dados diilizpra construcdo dos
mesmos apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Da mesma forma que a abordagem geral, o modeloaida
quadrada foi selecionado para representar a irdflaéa temperatura
sobre a velocidade especifica maxima de crescim@n)toA Tabela 4
mostra as equag0des resultantes do ajuste do misleddoz quadrada aos
valores do parametro p obtidos isotermicamente, euns respectivos
valores de R?, bem como os valores gg galculados.
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Tabela 4 - Modelos secundérios resultantes da abend especifica.

Condicbes  Yhax i (h R2

[Md + Dp]
NI-1 20+1 VH=0,030(T+0,71) _ 0,9951
NI-2 2240 \p=0,027(T+2,9) 0,9891
NI-4 21+1 \p=0,030(T+0,71)  0,9951
NI-5 2041 \p=0,031(T+0,57)  0,9889
NI-6 210 0,062 NC

NC — néo calculado

Os menores valores obtidos pargyy segundo a abordagem
especifica, foram para as condicdes NI-1 e NI-5js poestes
experimentos temperaturas mais baixas foram mangidamais tempo.
O parametro Yz obtido isotermicamente em meio de cultura para a
temperatura de 4 °C influenciou fortemente o vdémte parametro.

Como o perfil NI-3 utilizou todas as temperatutasntervalo em
gue os experimentos isotérmicos foram avaliadaspdelo secundario
da raiz quadrada, que descreve a sensibilidadeadonetro p com a
temperatura, da abordagem especifica € o mesmuoddagem geral. E
coincidentemente o valor dg.y encontrado para as duas abordagens
foi igual, porém a forma de calcula-lo foi diferent

Outros autores encontraram valores maximos do ioresto
microbiano em torno de uma média dentro das faileasemperatura
aplicadas, para diferentes microrganismos. Koutsmisn (2001)
encontrou yax = 8,4 = 0,7 [log (UFC/g)] para o crescimento de
Pseudomonaspp. em peixe, no intervalo de temperatura delb &C.
Fujikawa (2010), na avaliagdo do crescimentdedeherichia coliem
caldo nutriente, encontrou 8,9 + 0,1 [log (UFC/gmo sendo a
populagdo maxima atingida no intervalo de 27,6 fC36 °C. Nestes
casos, a populacdo maxima atingida € independenterdperatura,
sendo possivel perceber um baixo valor de deswddipa

Segundo Corradini et al (2006), € de imprescirndportancia
para a predicdo que os modelos secundarios esbejarmajustados aos
dados. Os melhores ajustes obtidos no presentdhapara o efeito da
temperatura sobre 0 pu sdo para a abordagem géral (F9927) e a
abordagem especifica das condi¢des NI-1 e NI-4(®R2951).

4.3 AJUSTEPRIMARIO
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O crescimento deactobacillus viridescena temperatura de 8 °C
em presunto fatiado embalado a vacuo esta repagkena Figura 8. A
linha sélida representa o ajuste do modelo de BamrRoberts aos
dados experimentais e linha descontinua, que actrapa modelo,
representa o intervalo de confianga de 95%, oy sejiorem realizados
100 experimentos, em 95 o0s resultados experimemniiem estar
dentro dessa faixa.

N&o foi observado crescimento de bactérias aciticak nas
amostras de presunto ndo inoculado, ao longo de doelxperimento
(384 horas).

22 T T T T T

In(N)

o] dados experimentais —

modelo

"""" intervalo de confianca

2 1 1 1 1 1 1 1
0 48 96 144 192 240 288 336 408

Tempo (h)

Figura 8 - Gréfico de crescimento Hactobacillus viridescena 8 °C e ajuste
do modelo de Baranyi e Roberts aos dados expermseartitidos em presunto.

A Tabela 5 apresenta os valores dos parametrosapos de
crescimento deé.actobacillus viridescenem presunto a 8 °C, obtidos
mediante ajuste demonstrado na Figura 8.
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Tabela 5 - Pardmetros de crescimento obtidos festeado modelo de Baranyi
e Roberts aos dados experimentais obtidos em poeag°C.

13 [hl] A [h] Ymax

0,088 6,3 20

Os indices estatisticos avaliados estao apressnted Tabela 6,
sendo possivel observar o bom desempenho do mddeRaranyi e
Roberts ao ajustar-se aos dados experimentaisyemgue os valores
de R?, fator bias e fator de exatiddo encontrampréeimos de 1. Além
disso, ao analisar a Figura 8, pode-se observarogqeeescimento
apresentou todas as fases caracteristicas do neezgoi microbiano,
com uma breve fase lag de 6,3 horas.

Tabela 6 - Valores dos indices estatisticos pajasie do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais obtidos em preauhfe.

R2 RMSE Fator de exatidao Fator bias

0,9830 0,7292 1,0435 1,0017

No estudo do crescimento Hactobacillus viridescena 8 °C em
meio de cultivo MRS, mediante ajuste do modelo deaByi e Roberts
aos dados experimentais, Camargo (2015) obtevemsrges valores
para 0s parametrds | e Yuac O h; 0,062 [H] e 20,88, respectivamente.
Quando se utiliza 0 modelo secundario obtido codoslale meio de
cultivo MRS (descrito pela Equacéo (20)) para estim valor da
velocidade especifica maxima de crescimento a texysa constante
de 8 °C, obtém-sep = 0,073 [i1], valor mais préximo daquele
encontrado pelo ajuste do modelo de Baranyi e Rolmys dados
experimentais coletados em presunto. No traballaol@ie no presente
estudo, a fase estacionéaria foi atingida aproximmesiie ao mesmo
tempo (240 h), o que justifica um maior valor pegtocidade maxima
especifica de crescimento desta bactéria no peg0rd82 i), seria
uma forma de “compensar” o tempo despendido na fagese
adaptando ao novo meio de crescimento.

De acordo com a Equacédo (8), conhecendo o valqr de\,
consegue- se uma estimativa do valor lde. Como citado
anteriormente, o valor dk, € geralmente tomado como constante
guando o meio de crescimento e condi¢cdes de ingimlasdo os
mesmos, pois este representa o estado fisiol6gis@élulas no modelo
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de Baranyi e Roberts. Entdo, espera-se que, aakear experimentos
de crescimento de. viridescensem presunto sob diferentes condicbes
isotérmicas e ajustar este modelo aos dados exqrgdrs, 0 valor di,
(0,55) obtido no presente experimento (8 °C) sej@smo para todas as
temperaturas avaliadas.

De acordo com Antwi et al. (2007), a matriz donainto, por ser
mais complexa do que o meio de cultivo tradicionqede afetar o
crescimento dos microrganismos, reduzindo a vedolEdinicial de
multiplicacdo dos mesmos. O crescimento pode amtase por
exemplo, uma extensédo do tempo de adaptacéo &gsebdmo foi aqui
observado.

4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE PREDITIVA DO MODELO NAO
ISOTERMICO DEBARANY!I E ROBERTS SOB DUAS ABORDAGENS DOS
MODELOS SECUNDARIOS

Os dados de crescimento dectobacillus viridescensem
presunto e a respectiva predicdo gerada a partinadtelo dindmico de
Baranyi e Roberts (Equagbes (11) e (12)), com adetnse secundérios
seguindo a abordagem geral e especifica, esta@sepados nas
Figuras 9, 10, 11, 12, 13, e 14, que apresentaspecdvamente, as
condi¢gbes NI-1, NI-2, NI-3, NI-4, NI-5 e NI-6. Parados os perfis de
temperatura avaliados, ndo houve observagcédo deimergo de BAL
nas amostras ndo inoculadas com o microrganismo.



53

24 - . . : ' ; 32

(0 dados experimentaiz 128

pradicio (especifica) — e — - — -

— - — - predigio (geral)

— — temperatvra

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo [h]

Figura 9 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e predici
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condigdo(4-8-12-16 °C).

24 : - 32
& dados experimentais
predicio (especifiea) 7 28
— - — - predigio (zaral) m%gw.
20 [ [— — temperatura 8'« mé‘ 8
[+]
. 120 =
= 16} dIANA 116 E
I 112 E‘
12} B
14
8 : 0
0 24 48 60

Tempo [h]

Figura 10 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e predici
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condi&dd (12-16-20-25 °C).
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Figura 11 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e predici
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condii&a® (2£-20-16-12-8-4
°C).
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Figura 12 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto predigao
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condi§&b(16-12-8-4 °C).
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Figura 13 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e predici
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condié® (12-8-4-8-12 °C).
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Figura 14 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto predicao
gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts - Condigé® (8 °C)

No ANEXO 1 encontranse os dados de crescimento obti
experimentalmente para todas as condicdes avaleaaes ANEXO 2
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estdo os graficos dos dados preditos vs. dados rvebes
experimentalmente, como forma de complementar iisarda predicéo.

Com excecdo do experimento NI-4 (Figura 12), houwea
superestimagdo da predicdo quanto a populacdo mmasitimgida
guando a abordagem geral dos modelos secundaedstada, pois o
valor alcangado experimentalmente ficou em torno2@ee o valor
fixado para a populagdo maxima atingida nesta algerd é maior (21).

Na predicdo gerada para as condicbes NI-1 e Ntizando a
abordagem especifica dos modelos secundarios, hoeller acordo
entre os dados experimentais e 0 modelo na fesei@sdria, estando tal
fato claramente visivel no grafico das Figuras 93e Isso porque a
média ponderada do parametrgyresultou em 20.

A duracdo da fase lag e a velocidade méaxima diaede
crescimento sdo os parametros de crescimento der rirderesse
(BARANYI; ROBERTS, 1994; AUGUSTIN; CARLIER, 2000;
DALGAARD; KOUTSOUMANIS, 2001), pois, na maioria dos
alimentos, a deterioragdo ocorre antes do crestimaricrobiano
alcancar a fase estacionaria.

Para o presunto e produtos carneos em geral, 0o poat
deterioracdo causado pelo crescimento de BAL énideficomo 10
UFC/g (SLONGO, 2008). Segundo Gogou et al. (20&Sse ponto
poder ser estendido até o crescimento deste gripactérias atingir a
concentracdo de 1,5x1QJFC/g. E importante observar que ambas
concentragcbes de BAL s&o obtidas ainda na fase rescimento
exponencial, considerando todos os experimentdigadas no presente
trabalho.

Pode-se observar que o inicio da fase estaciciohti@m predita
pelo modelo, em ambas as abordagens dos modelowdgeios, exceto
na condi¢cao NI-4 (Figura 12), na qual a fase emtdria foi alcancada
nos resultados experimentais antes ao previstonpedizlo.

Apesar do ajuste do modelo de Baranyi e Robedsdados de
crescimento de_actobacillus viridescengm presunto sob condicdo
isotérmica (8 °C) sugerir que ha fase lag no dedeimvento desse
microrganismo nesse meio, em condi¢cdes ndo isatasmapenas a
condicdo NI-2 (Figura 10) apresenta uma visivek fgy nos dados
experimentais e ndo prevista pelo modelo, pois @sisidera os dados
obtidos em meio de cultivo MRS por Camargo (2015).

Segundo Swinnen (2004), subitas variacdes amiBettaante o
crescimento podem resultar em atraso de crescime®ioominada
como “fase lag intermediaria”. O mecanismo de azut inicial e de
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adaptacdo intermediario pode ser considerado conemdos
essencialmente o0 mesmo, visto que em ambos osltaswsa transicao
de uma condicdo para outra. Porém, no presentdoestite fenémeno
foi observado com um certo atraso, visivel prinofgete no
experimento NI-5 (Figura 13) quando ha reducéoedepératura para
4°C, pois a velocidade de crescimento da bact@d® foi
instantaneamente alterada com a reducéo de temmagredmo sugere a
modelagem. Isto pode ser explicado pelo fato de ajuemperatura
interna da estufa incubadora foi utilizada paraager predi¢édo, sendo
necessario um tempo para que haja transferénciaalbe entre o
ambiente e as amostras inoculadas de presuntodaet a resposta
microbiana aquela mudanca de temperatura.

Foram realizadas comparagbes entre o crescimeatd..d
viridescenseem presunto e em meio de cultivo MRS sob duasicdesl
de temperatura variavel, NI-4 (16-12-8-4 °C) e Nt2-8-4-8-12 °C),
apresentadas nas Figuras 15 e 16, respectivam@&ntemperatura
apresentada nas Figuras 15 e 16 é a temperatdafadéna vez que os
experimentos foram realizados em ocasides difesené® apresentando
exatamente a mesma temperatura real de incubacgigprédicOes
apresentadas consideram a condicdo real de tenmgerabtida por
meio dedatalogger de cada experimento e foram realizadas utilizando
abordagem geral de construgdo dos modelos secosdéarara
padronizacdo dos dados, os graficos se apresemtain €éN/Ny) em
funcdo de t, pois dessa forma, ndo ha influéncieodaentragéo inicial
do microrganismo, uma vez que este valor foi diferepara os
experimentos em presunto e em MRS. Os dados deimego em
MRS foram retirados do trabalho de Martins (2015).
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Figura 15 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e meio de
cultivo MRS e predic6es geradas pelo modelo de BareRoberts, utilizando
a abordagem geral de construcéo dos modelos semsgéra NI-4 (16-12-8-
4 °C).
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Figura 16 - Crescimento deactobacillus viridescenem presunto e meio de
cultivo MRS e predic6es geradas pelo modelo de BareRoberts, utilizando
a abordagem geral de construgdo dos modelos semsgara NI-5 (12-8-4-8-

12 °C)

Ao analisar as Figuras 15 e 16, pode-se obsen&oqresunto
(meio solido) possui maior resisténcia a transf@eéde calor do que o
MRS (meio liquido), pois 0 microrganismo demora sn@mpo para
responder a diminuicdo da temperatura, como foi ecdado
anteriormente. E possivel observar, também, quessaa dos dados de
crescimento em meio de cultivo apresentarem matorda com a
predicédo, eles ndo diferem substancialmente dogsdde crescimento
em presunto, 0 que suporta ainda mais a utilizagdomodelos
desenvolvidos em meio de cultivo para a predicdocdscimento
microbiano em alimentos.

Os indices estatisticos utilizados na avaliacacagmcidade de
predicdo do modelo e na comparacéo entre as almslaglizadas para
a construcéo dos modelos secundérios estdo a@dssmia Tabela 7.



60

Tabela 7 - indices estatisticos utilizados na agédbh da predicdo e do
desempenho de cada abordagem do modelo secundario.

Condi¢bes Fator Bias Fator de Exatiddo = RMSE
Secundario geral
NI-1 1,0326 1,0393 0,9191
NI-2 1,0134 1,0382 0,7641
NI-3 0,9930 1,0508 0.8984
NI-4 0,9450 1,0682 1,3317
NI-5 1,0038 1,0413 0,8362
NI-6 0,9944 1,0594 0,9907
Secundario especifico
NI-1 1,0050 1,0247 0,5030
NI-2 1,0386 1,0499 1,1444
NI-4 0,9376 1,0751 1,4449
NI-5 0,9877 1,0359 0,6750
NI-6 0,9367 1,1010 1,6291

No presente estudo, os valores encontrados p&BSE séo
mais elevados do que os encontrados por outroseauttd grupo de
Pesquisa em Microbiologia Preditiva do ProgramaPds-Graduacéo
em Engenharia de Alimentos da UFSC (DALCANTON, 2010
CAMARGO, 2015), provavelmente pelo fato de utilizam meio
complexo (presunto) para a predi¢cdo nao isotéraicarescimento de
Lactobacillus viridescensenquanto os parametros de crescimento que
deram origem aos modelos secundéarios foram obthesmeio de
cultivo MRS.

Grande parte do valor do RMSE se deve a fasei@séaia do
crescimento microbiano, pois foi onde se observasnmaiores
desvios dos valores preditos em relacdo aos olukev&®s menores
valores de RMSE (0,5030 e 0,6750) foram observadasscondicdes
NI-1 e NI-5 (abordagem especifica), ondgyyé fixado em 20, nédo
havendo superestimacdo do modelo quanto a essa fse
experimentos NI-3 e NI-2 (abordagem geral) tambénani obtidos
valores razoaveis para o indice RMSE - 0,8984 e64Q,7
respectivamente - pela mesma razao.

Quando o fator bias é maior que 1, significa queedicdo do
modelo foi, de forma geral, maior do que os dadoletados em
laboraté6rio. Tal comportamento é chamado il safe’, o que quer
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dizer que o modelo falhou de forma segura, ou sejperestimou o
crescimento microbiano. J& quando o valor do flaits € menor que 1,
dizemos que o modelo falhou de forma perigo&sl (dangerou¥), pois
subestimou o crescimento microbiano.

Ao utilizar um modelo que superestima os dadosrdscimento
microbiano na afericdo da vida util de determinatimento, industrias
de alimentos e consumidores estdo ganhando emdatengeguranca
(foodsafety, pois haverd garantia de que o alimento ndo &star
deteriorado antes do prazo estabelecido. Porémyparestimacdo nao
pode ser acentuada, pois acarretaria prejuizaiiating.

No experimento NI-6, valores menores que 1 pdeta bias ja
eram esperados, uma vez que o valor do paramepara ambas as
abordagens de construcao dos modelos secundaiiosefior do que o
valor obtido pelo ajuste do modelo de Baranyi e drisbaos dados
experimentais, o que justifica a subestimacdo dmscanento pela
modelagem.

Analisando a Tabela 7, pode-se afirmar que a algerd geral
dos modelos secundarios foi mais precisa do gbe@agem especifica
do ponto de vista preditivo, pois apresentou melhaalores para os
indices estatisticos nas condi¢cdes NI-2, NI-4 e&6Ndle forma geral.
Apenas as condi¢bes NI-1 e NI-5 apresentaram isdisgatisticos mais
satisfatérios para a abordagem especifica, poréra pata Ultima
condicéo o valor do fator bias foi menor do qued,seja, 0 modelo
falhou de forma perigosa, descaracterizando a ganmtala abordagem
especifica para esse caso.

Uma razdo para o melhor desempenho da abordagerhnge
predicdo ndo isotérmica pode ser a qualidade dsteajios modelos
secundarios, uma vez que nesta abordagem o ajustedelo da raiz
quadrada aos valores de u resultou em um valof deak®r que 0,990.

E possivel notar uma tendéncia entre as condigis
isotérmicas avaliadas:

¢ Quando a temperatura do experimento € crescente é\WI-2),
o fator bias € maior que 1, ou seja, a predicdeghra, e 0
modelo consegue prever de forma mais precisa cicresto
observado até a fase exponencial, havendo umaestipgacao
do modelo quanto a fase estacionaria;
* Quando a temperatura do experimento é decresdeh& \NI-4

e NI-5 (de 0 até 156 h)), o modelo subestima ocoresto (bias
menor que 1) durante a fase exponencial, 0 quetesza uma
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predicdo perigosa, e ndo ha significativa supenegtio da fase
estacionaria.

Segundo Longhi (2012), as predi¢cdes tendem a sé#roras
quando a temperatura inicial do experimento estéxipa da
temperatura étima de crescimento. Patdaactobacillus viridescensa
temperatura 6tima de crescimento € 30 °C e a mphedicéo, segundo
este autor, seria para o NI-3, o que ndo foi olaskry Tal
comportamento sugere que este microrganismo apaesbom
desenvolvimento em temperaturas de refrigeracamctegizando-o
como potencial deteriorante de produtos carneasyeeddos, assim
como reportado por Borch et al. (1996).

No presente estudo, como o fator bias ndo se ndiata
consideravelmente do seu valor ideal, o fator ddié&ko se distingue de
1 apenas na sua segunda casa decimal e as curvagsténento
experimentais estdo seguindo a mesma tendéncised&do, pode-se
dizer que o modelo de Baranyi e Roberts, juntamente a abordagem
geral dos modelos secundarios, consegue predizgestimento de
Lactobacillus viridescengm presunto sob condi¢cdes ndo isotérmicas
dentro do intervalo de temperaturas estudado (8°C®, podendo este
modelo ser utilizado para determinar a vida Utilpdedutos carneos
embalados a vacuo.

Adotando a abordagem geral de construcdo dos nwdelo
secundarios, a vida util do presunto embalado ao/&ubmetido as
condicbes de temperatura estudadas foi calculama, bmse no valor
méximo de concentracdo de BAL adotado por Slond®gp (1
[UFC/g] ou 16,12 [In UFC/g]) e apresenta-se na TaBe

Tabela 8 - Vida (til observada e predita para asdigdes de temperatura
avaliadas.

Condicdo Vida util observada (h) Vida atil preditd  Erro (%)*

NI-1 107,5 106,1 -1,3
NI-2 32,7 33,9 + 3,7
NI-3 131 17,9 + 36,6
NI-4 28,8 48,1 + 67,0
NI-5 73,6 110,7 + 50,4
NI-6 131,3 152,8 +16,4

*Erro(%) = ((vida util predita — vida util observada)/vida util observada) x 100
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Ao analisar a Tabela 8, pode-se perceber que, msaaaempos
de vida util foram observados nas condi¢cdes onderae temperaturas
foram mantidas por tempos mais prolongados (N6, B NI-5). Além
disso, apenas para a condicao NI-1, a vida Gtdifrdoi menor do que
a observada, o que é desejado. Nas demais condigfesla Util
observada foi alcancada primeiramente pelos dadperientais. E
importante observar que, para as condicdes nédérisichs onde 0s
maiores erros foram encontrados (NI-3, NI-4 e Nleblinal da vida util
foi alcancado durante o tempo de abaixamento deetura e, como o
presunto necessita de um maior tempo de adaptagdelaanova
temperatura, fato que ndo € predito pelo modeloJvdiouma
subestimacédo do crescimento pela modelagem.



64

CONCLUSOES

Este trabalho teve como obijetivo principal estumlarescimento
da bactéria acido latichactobacillus viridescensob condi¢cdes nao
isotérmicas em presunto comercial fatiado embadadacuo e avaliar a
capacidade preditiva de um modelo matemético acreler este
crescimento utilizando parametros obtidos em meioudtura MRS sob
condicdes isotérmicas. Foi possivel tirar as seégsliconclusdes:

« O presunto utilizado caracterizou-se como meio réscomento
adequado para o diectobacillus viridescensapresentando valores
de pH, atividade de agua e concentracdo de cldestmdio dentro
da faixa 6tima de desenvolvimento de bactériadaiitas;

* Os modelos secundérios propostos seguiram duasiaajsors:
geral (considerando todas as temperaturas dos iEgreos
isotérmicos em MRS) e especifica (considerando apeas
temperaturas de cada experimento ndo isotérmicods N
experimentos isotérmicos, que deram origem aos lowde
secundarios, ndo foi observada fase lag, seérmmsiderado zero.
O modelo da raiz quadrada foi escolhido para repies a
sensibilidade do pardmetro p com a temperaturandbt bons
ajustes para ambas as abordagens. O paramgiméyp apresentou
significativa variagdo com a temperatura, sendo sealor
considerado constante em torno de uma média.

« O modelo de Baranyi e Roberts apresentou bonstadssl
preditivos em condi¢cBes néo isotérmicas na faixd ¢e a 25C,
principalmente em condi¢cdes de temperatura crescemtde a
predi¢édo foi segura. Além disso, a capacidade fivadio modelo
de Baranyi e Roberts foi melhor quando a abordageral dos
modelos secundarios foi adotada.

* Quando houve abaixamento da temperatura da inctdyado
durante uma condi¢do ndo isotérmica, foi observadatraso na
resposta microbiana, fato ndo descrito pelo modelgerindo ser
necessario um tempo para que haja transferéncialde entre o
ambiente interno da incubadora e as amostras edas| de
presunto.

* O modelo preditivo obtido em meio de cultivo MRSdpaoser
utilizado para predizer o crescimento ldectobacillus viridescens
em presunto fatiado embalado a vacuo, com a faddidde
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determinar a vida Util deste produto submetido ferelites
condicbes de temperatura.
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ANEXO 1 — DADOS EXPERIMENTAIS DE CRESCIMENTO DE
LACTOBACILLUS VIRIDESCENS

A seguir sdo apresentadas as tabelas com o cesgoinde
Lactobacillus viridescen®bservada em cada experimento (contagem
das placas multiplicada pelo inverso da diluic@ogde Al e A2 s&o os
cbdigos das duplicatas.

Tabela 9 — Crescimento dectobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento isotérmico a 8 °C.

Tempo (h) Al (UFC/g) A2 (UFC/g)
0 1,3E+02 2,0E+02
6 1,2E+02 1,8E+02

24 2,9E+02 5,9E+02
30 1,9E+03 2,3E+03
48 5,5E+03 9,0E+03
54 6,1E+03 1,0E+04
72 2,7E+04 5,1E+04
78 4,6E+04 1,4E+05
96 1,2E+05 4,6E+05
102 7,1E+05 7,0E+05
120 2,8E+06 4,1E+06
145 1,8E+07 1,3E+08
168 2,2E+08 6,8E+07
192 1,4E+08 2,7E+08
216 9,5E+07 2,4E+08
240 6,5E+08 4,8E+08
292 1,3E+09 3,3E+09
336 1,1E+09 2,0E+08

384 2,5E+08 1,8E+09
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Tabela 10 - Crescimento dlactobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento ndo isotérmico 1 [NI-1] (4-8-12-16 °C).

Tempo (h) Al (UFC/qg) A2 (UFC/qg)
0 1,3E+04 1,4E+04
19 1,9E+04 2,6E+04
43 5,7E+04 4,2E+04
63 9,1E+04 1,4E+05
72 1,8E+05 1,5E+05
87 7,0E+05 5,1E+05
92 6,9E+05 4,4E+05
96 6,3E+05 8,3E+05
105 4,1E+06 1,2E+07
120 7,3E+07 1,3E+08
135 1,8E+08 1,3E+08
144 1,7E+08 4,0E+08
159 4,0E+08 5,9E+08

168 2,0E+08 1,9E+08
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Tabela 11 - Crescimento dlactobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento nédo isotérmico 2 [NI-2] (12-16-20-25.°C

Tempo (h) Al (UFC/g) A2 (UFC/g)
0 1,1E+04 1,3E+04
6 1,3E+04 2,1E+04
13 5,1E+04 6,6E+04

20 2,0E+05 2,3E+05
24 6,8E+05 6,5E+05
28 2,6E+06 1,9E+06
32 7,2E+06 7,5E+06
34 2,1E+07 3,9E+07
38 2,2E+08 8,4E+07
40 1,6E+08 1,2E+08
45 2,9E+08 2,8E+08
50 4,4E+08 4,0E+08
55 5,1E+08 3,1E+08

60 5,1E+08 5,5E+08
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Tabela 12 - Crescimento dlactobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento ndo isotérmico 3 [NI-3] (25-20-16-12-8C).

Tempo (h) Al (UFC/g) A2 (UFC/g)
0 8,9E+03 1,5E+04
2 1,1E+04 1,8E+04
3 3,6E+04 2,9E+04
4 5,3E+04 8,6E+04
6 1,9E+05 1,5E+05
9 7,8E+05 9,3E+05
11 3,2E+06 3,6E+06
14 1,4E+07 2,1E+07
17 3,8E+07 6,1E+07

21 1,0E+08 9,2E+07
26 1,7E+08 1,6E+08
32 2,7E+08 3,6E+08
37 5,5E+08 5,7E+08
47 8,9E+08 5,1E+08
56 6,1E+08 4,0E+08
72 5,6E+08 5,2E+08
104 4,8E+08 5,5E+08
144 4,6E+08 5,9E+08

168 6,1E+08 8,6E+08
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Tabela 13 - Crescimento dlactobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento nédo isotérmico 4 [NI-4] (16-12-8-4 °C).

Tempo Al (UFC/g) A2 (UFC/g)
0 6,6E+03 6,4E+03
4 1,5E+04 9,2E+03
8 6,4E+04 6,7E+04
12 2,3E+05 1,5E+05
17 7,3E+05 1,2E+06
26 5,1E+06 7,5E+06
32 3,7E+07 1,1E+07

47 1,2E+08 6,0E+07
56 1,8E+08 2,3E+08
73 6,3E+08 2,5E+08
104 3,4E+08 4,2E+08
144 5,3E+08 7,6E+08
168 3,9E+08 5,1E+08

192 8,4E+08 6,9E+08
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Tabela 14 Crescimento dé&actobacillus viridescenao longo do tempo para o
experimento ndo isotérmico 5 [NI-5] (12-8-4-8-13.°C

Tempo (h) Al (UFC/g) A2(UFC/g)
0 1,4E+04 1,1E+04
5 2,0E+04 1,7E+04

11 5,0E+04 4,8E+04
17 2,6E+05 1,2E+05
25 5,6E+05 5,2E+05
36 1,2E+06 5,5E+05
51 2,6E+06 1,8E+06
75 1,7E+07 8,8E+06
100 2,6E+07 2,3E+07
125 3,9E+07 1,9E+07
156 5,4E+07 1,1E+08
168 7,9E+07 1,5E+08
176 9,8E+07 1,3E+08
190 2,7E+08 2,8E+08
200 2,9E+08 1,6E+08
215 2,2E+08 2,1E+08
226 4,0E+08 3,2E+08

248 4,1E+08 2,6E+08
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ANEXO 2 — GRAFICOS VALORES PREDITOS VSOBSERVADOS

A seguir sdo apresentados os graficos de valaeditgs vs.
valores observados para cada condicdo avaliadaiingdegas duas
abordagens dos modelos secundarios para a predichioha solida
representa a condicdo ideal (onde o observadaédgpredito).

Predito (abordagem geral) x Observado - NI-1

NN
= W
I )

Observado [In (UFC/g]

e el i i o
© Rk W o N ©
1 1 1 1 1
[}

11 13 15 17 19 21 23
Predito [In (UFC/g)] - abordagem geral

©

Figura 17 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundéioss observados
experimentalmente para a condicao NI-1.
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Predito (abordagem especifica) x Observado -

NI-1
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Predito [In (UFC/g)] - abordagem especifica

Figura 18 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem especifica dos modelos s@wos)de os observados
experimentalmente para a condicao NI-1.
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Figura 19 - Relacéo entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundaioss observados
experimentalmente para a condicdo NI-2.
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Predito (abordagem especifica) x Observado -
NI-2
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Figura 20 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem especifica dos modelos s@wos)de os observados
experimentalmente para a condicao NI-2.

Predito (abordagem geral) x Observado - NI-3
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Figura 21 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundéioss observados
experimentalmente para a condicao NI-3.
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Predito (abordagem geral) x Observado - NI-4
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Figura 22 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundéioss observados

experimentalmente para a condicao NI-4.
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Figura 23 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem especifica dos modelos s@wos)de os observados

experimentalmente para a condicao NI-4.
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Predito (abordagem geral) x Observado - NI-5

—

o 21 A
19 -
=17 -

)

UFC/

n

[

(0]

[N

(6}
I

Observad

el
© b W
1 1 1

13 15 17 19 21
Predito [In (UFC/g)] - abordagem geral

©
=
=

Figura 24 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundéioss observados
experimentalmente para a condicao NI-5.

Predito (abordagem especifica) x Observado -
NI-5
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Figura 25 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem especifica dos modelos s@wos)de os observados
experimentalmente para a condicao NI-5.
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Predito (abordagem geral) x Observado - NI-6
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Figura 26 - Relacéo entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem geral dos modelos secundaioss observados
experimentalmente para a condicdo NI-6.
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Figura 27 - Relacao entre os valores preditos peldelo de Baranyi e Roberts
(seguindo a abordagem especifica dos modelos s&os)de os observados
experimentalmente para a condicao NI-6.
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ANEXO 3 —-MODELOS SECUNDARIOS AVALIADOS

A seguir sdo apresentados os gréaficos dos modemmdarios
avaliados previamente para a descricdo da depaadém@arametrq
com a temperatura. A linha sélida representa oteajde respectivo
modelo aos dados e o coeficiente de correlacdog®R8) apresentado
juntamente com a equacgao resultante do ajuste.

Secundario linear

p=0,03T-0,1668
R2=0,9706

u(h?)
o
~

0 4 8 12 16 20 24 28 32
T (°C)

Figura 28 - Modelo secundario (linear): efeito damperatura sobre a
velocidade maxima especifica de crescimento (U).
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Secundario exponencial
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Figura 29 - Modelo secundario (exponencial): efeitotemperatura sobre a
velocidade maxima especifica de crescimento (U).

Secundario Arrhenius
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Figura 30 - Modelo secundario (tipo Arrhenius):itefela temperatura sobre a
velocidade maxima especifica de crescimento (U).



