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RESUMO

Salsichas sdo alimentos prontos para o consumo que apresentam alto risco de contaminacao
apds o processamento no manuseio, embalagem, comercializagdo e ambiente doméstico. Entre
os contaminantes frequentes, hé a Listeria monocytogenes. Essa bactéria se adapta a ambientes
hostis de baixas temperaturas, podendo crescer rapidamente em temperatura ambiente e ¢
associada a varios surtos de origem alimentar. A quebra da cadeia de frio € um risco a seguranga
desses produtos, que pode ser estimada por modelos matematicos utilizando os dados de tempo-
temperatura de armazenagem/manipulacao e informagdes do patdgeno alvo. O presente estudo
avaliou a influéncia da armazenagem a -10°C por até 90 dias no crescimento de
L. monocytogenes em salsichas tipo hot dog condicionadas entre 7 e 30 °C de maneira
isotérmica e temperatura variavel. As salsichas foram caracterizadas quanto ao pH, atividade
de dgua, concentracao de cloreto de sodio e area, encontrando-se dentro da faixa que permite o
desenvolvimento de L. monocytogenes. A capacidade de ajuste e predi¢do do modelo
matematico de Baranyi e Roberts para o crescimento do patdgeno nas condi¢des estudadas foi
determinada. O procedimento experimental para determinagdo da cinética de crescimento de
L. monocytogenes foi baseado na norma ISO 11290-2 para contagem em superficie de agar
ALOA e a contagem das bactérias acido-laticas originalmente presentes pelo método de
plaqueamento em profundidade com dgar MRS. Os parametros do modelo de Baranyi e Roberts
foram obtidos pelo ajuste aos dados de crescimento isotérmico ¢ a dependéncia desses com a
temperatura foi descrita pelos modelos secundarios da raiz quadrada e da poténcia, para os
parametros velocidade especifica maxima de crescimento e tempo da fase de adaptagdo ou fase
lag, respectivamente. A duracdo dos periodos sob congelamento influenciou o parametro Ay,
que esta relacionado ao estado fisioldgico das células. Os ajustes dos modelos primario e
secundarios, para todas as condigdes isotérmicas estudadas, representaram bem os dados
experimentais. A predicdo do modelo de Baranyi e Roberts para as condigdes ndo isotérmicas
de crescimento foi validada e permitiu a investiga¢dao de diferentes cenarios para avaliagdo de
risco baseados na legislagdo RDC 331/2019 e IN 60/2019, demostrando a importancia da
manutengdo de temperaturas de refrigeragdo ao longo da vida util do produto. Concentragdes
iniciais de L. monocytogenes mais altas e condigdes de crescimento em temperaturas variaveis
apresentaram menores tempos para que o limite estabelecido pela legislagio (10? UFC/g) fosse
atingido, em comparagao as cinéticas de crescimento em condigdes isotérmicas sob temperatura
de refrigeragdo (7 °C). A utiliza¢do de modelos matematicos nao isotérmicos para a simulacdo
de cendrios que comprometem a seguranc¢a do alimento possibilita uma anélise de risco mais
rapida e efetiva, contribuindo para o aumento de vida util desses alimentos.

Palavras-chave: Seguranca de alimentos; vida util; alimentos prontos para o consumo;

microbiologia preditiva; modelagem matematica.



ABSTRACT

Sausages are ready-to-eat foods that present a high risk of contamination after processing in
handling, packaging, marketing, and the domestic environment. Among the frequent
contaminants, there is Listeria monocytogenes. This bacterium adapts to hostile low-
temperature environments, can grow rapidly at room temperature, and is associated with several
foodborne outbreaks. Cold chain breakage is a safety risk for these products, which can be
estimated by mathematical models using storage/handling time-temperature data and target
pathogen information. The present study evaluated the influence of storage at -10 °C for up to
90 days on the growth of L. monocytogenes in hot dog sausages stored between 7 and 30 °C in
an isothermal and variable temperature manner. The sausages' characteristics in terms of pH,
water activity, sodium chloride concentration, and area, were within the range that allows the
development of L. monocytogenes. The ability to fit and predict the mathematical model of
Baranyi and Roberts for the growth of the pathogen under the conditions studied was
determined. The experimental procedure for determining the growth kinetics of
L. monocytogenes was based on the ISO 11290-2 standard for surface counting of ALOA agar
and the counting of lactic acid bacteria originally present by the method of depth plating with
MRS agar. The primary parameters of the Baranyi and Roberts model were obtained by fitting
the isothermal growth data, and the dependence of these parameters on temperature was by the
secondary Square Root and Power models for the parameters' maximum specific growth rate
and lag phase time, respectively. The periods' duration under freezing influenced the ho
parameter, which is linked to the physiological state of the cells. The fit of the primary and
secondary models to the experimental data was good for all isothermal conditions studied. The
prediction of the Baranyi and Roberts model for non-isothermal growth conditions was
validated and allowed the investigation of different scenarios for risk assessment based on
legislation RDC 331/2019 and IN 60/2019, demonstrating the importance of maintaining
refrigeration temperatures throughout the life of the product. Higher initial concentrations of
L. monocytogenes and growth conditions at variable temperatures showed shorter times for the
limit established by legislation (10> CFU/g) to be reached compared to growth kinetics under
isothermal conditions under refrigeration temperature (7 °C). The use of non-isothermal
mathematical models to simulate scenarios that compromise food safety allows for faster and
more effective risk analysis, contributing to the increase in the shelf life of these foods.

Keywords: Food safety; shelf life; ready-to-eat foods; predictive microbiology; mathematical
modeling.
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1INTRODUCAO

Listeriose ¢ uma doenca relacionada ao consumo de alimentos contaminados com
Listeria monocytogenes. Segundo o Centro de Controle e Prevenc¢ao de Doengas (CDC), no
mundo, aproximadamente 1600 pessoas sdo acometidas por listeriose a cada ano e cerca de 260
pessoas morrem. A infec¢do ¢ mais perigosa em mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos
com idade superior a 65 anos e pessoas imunodeprimidas. Surtos de listeriose sao comumente
associados a alimentos prontos para consumo armazenamos sob refrigeracdo, pois possuem
caracteristicas que permitem o crescimento do patéogeno. Salsichas do tipo hot dog estdo entre
os alimentos com maior risco de contaminagdo (CDC, 2021).

Tendo em vista que a salsicha ¢ um produto muito consumido no Brasil e altamente
susceptivel a contaminacao por L. monocytogenes, faz-se necessaria a preocupacao em oferecer
um alimento seguro para os consumidores. A seguranca de produtos alimenticios pode ser
prejudicada a partir da proliferagdo de microrganismos patogénicos. Dentre os principais fatores
que podem interferir na multiplicagdo microbiana em alimentos estdo o pH, atividade de agua
e a temperatura (VAN IMPE et al., 1992). Estudos demonstram que a eficiéncia do controle de
temperatura ao longo da vida 1til de alimentos (cadeia do frio) ¢ inferior ao ideal, aumentando
significativamente o desperdicio de alimentos e colocando em risco a seguranca alimentar
(MERCIER et al., 2017).

O Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) do Brasil determina
que o procedimento de controle de L. monocytogenes deve ter resultado negativo (auséncia) em
produtos de origem animal prontos para consumo que possuam pH maior que 4,4, atividade de
agua maior que 0,92 e concentracao de cloreto de s6dio menor que 10% (BRASIL , 2009). Por
outro lado, a Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC 331/2019 em conjunto com a Instru¢ao
Normativa — IN 60/2019 estabelece o limite de concentracdo de L. monocytogenes de 100
UFC/g para 5 unidades amostrais de alimentos prontos para consumo (BRASIL, 2019).

A fim de promover alimentos seguros, avaliagcdes de crescimento microbiano sao,
normalmente, associadas a analises microbioldgicas convencionais que implicam em longos
tempos de espera, custos elevados e pouco valor preditivo. Dessa forma, a microbiologia
preditiva € responsavel pelo desenvolvimento de modelos matematicos precisos € versateis,
capazes de descrever o crescimento microbiano em produtos alimenticios a partir de condi¢des

ambientais conhecidas (VAN IMPE et al., 2005).
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Modelos preditivos que demonstram o crescimento de L. monocytogenes em salsichas
representam uma ferramenta vantajosa para a induastria, 6rgdos de vigilancia sanitdria e
consumidores. O investimento nessa area ajuda em melhoramento de processos térmicos,
estabelecimento de pontos criticos de controle (PCC) e estimagao de riscos para a garantia da
seguranga do alimento e permite a predi¢do em situagdes de variagdes de temperatura na cadeia
do frio em estudos de vida 1util de alimentos. Além disso, torna o tempo de monitoramento
microbioldgico mais rapido e efetivo do que testes convencionais (STAVROPOULOU;

BEZIRTZOGLOU, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Determinar experimentalmente e propor modelos matematicos para a cinética do
crescimento de Listeria monocytogenes inoculadas em salsichas comerciais do tipo kot dog para
entender o efeito do armazenamento sob congelamento no posterior desenvolvimento desta

bactéria em temperaturas desde a refrigeracdo até proximo da condicio 6tima de crescimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a cinética de crescimento de L. monocytogenes em salsichas sob
condi¢des isotérmicas de refrigeracdo (7 e 10 °C) e de abuso (15, 20 e 30 °C);

e Obter a contagem de L. monocytogenes em salsichas na temperatura de
congelamento (-10 °C) ao longo do tempo de vida util;

e Avaliar o impacto do congelamento (-10 °C) das salsichas apods a inoculagdo no
crescimento de L. monocytogenes sob condi¢des isotérmicas de refrigeracdo (7 e
10 °C) e de abuso (15, 20 e 30 °C);

e Determinar o crescimento de L. monocytogenes em salsichas em condigdes nao
1sotérmicas simulando alteragdes da cadeia do frio;

e Ajustar e avaliar o desempenho do modelo de Baranyi e Roberts para o
crescimento de L. momnocytogenes em salsichas nas condigdes isotérmicas
analisadas para obtencao de parametros primarios de crescimento;

e Estabelecer modelos secundarios que descrevam a influéncia da temperatura nos
parametros primarios de crescimento;

e Avaliar a capacidade preditiva do modelo de Baranyi e Roberts para o crescimento
de L. monocytogenes em salsichas sob condi¢des de temperatura variavel;

e Realizar o estudo de casos utilizando o modelo matematico obtido para predizer a
seguranga das salsichas tipo /ot dog considerando as condi¢gdes armazenamento e

a populacdo inicial de L. monocytogenes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LISTERIA MONOCYTOGENES E LISTERIOSE

Bactérias do género Listeria possuem caracteristicas como: Gram-positiva, ndo
formadora de esporos, anaerdbia facultativa e formato de bastonetes com extremidades
arredondadas. A temperatura de crescimento ¢ entre 0 e 45 °C, sendo a temperatura 6tima
37 °C. O crescimento pode acontecer entre pH 6 e 9 e em meios suplementados com
concentragdo de cloreto de sodio de até 10% (p/v). A Listeria spp. pode ser facilmente inativada
a 60 °C, com o valor D estimado entre 1,6 ¢ 16,7 min quando presente em produtos carneos
(FELLOWS, 2019; MORRIS; POTTER, 2013).

A L. monocytogenes ¢ o patdogeno causador da listeriose, doenga com alta taxa de
mortalidade (20 a 30%) entre criangas, imunodeprimidos, idosos ¢ mulheres gravidas. E visto
que, com o aumento da globalizacado, a distribui¢ao de alimentos pelo mundo se torna maior e,
consequentemente, o risco de contaminagdes por essa doenga aumenta. O controle e a
regulamentacao de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo sao um desafio para
as industrias e governos (ZHANG et al., 2021).

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO),
em pesquisas realizadas na década de 1990, cepas de L. monocytogenes estavam presentes em
pelo menos um alimento do refrigerador de 64% dos pacientes que adquiriram listeriose. Esse
fato dividiu as autoridades sobre a significancia da ingestdo de pequenas concentracdes do
patogeno, pois a incidéncia de casos de listeriose se mostrou muito menor que a exposi¢ao de
pessoas ao microrganismo, principalmente para pessoas que nao fazem parte do grupo de risco
da doenga (FAO, 2007).

A listeriose possui periodos de incubag¢do que podem variar de duas semanas até trés
meses. Na forma nao invasiva, os sintomas podem ser: febre, diarreia, dor de cabega, nauseas,
vomito, dores musculares e dor abdominal. Na forma invasiva, quando o patdgeno penetra o
tecido gastrointestinal, pode ocorrer meningite, encefalite e septicemia. Para mulheres gravidas,
o risco de aborto ¢ alto, a L. monocytogenes € capaz de atingir o liquido amniotico e o feto,
nesse caso a gestante pode apresentar inicialmente apenas sintomas similares a um resfriado
(FAO, 2007).

Dados estatisticos demonstraram que no ano de 2020 a populacdo idosa no Brasil

representava 14% e em 2100 a perspectiva ¢ de 40,1% (IBGE, 2020). Dessa forma, com a
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populacdo envelhecendo e a tendéncia do habito de consumo de alimentos prontos para
consumo aumentando, € esperado que a preocupagdo com casos de listeriose se torne cada vez
mais relevante. A notificagdo compulsoria de listeriose no Brasil seria uma forma de
investigacao ¢ documentacao importante em termos de satde publica no pais (RODRIGUES;
DE SA; DE MELO, 2016).

Idosos sdo o grupo de risco investigado no trabalho de Evans e Redmond (2015) acerca
da manipula¢ao doméstica de alimentos prontos para consumo. Segundo os autores, mais de
85% dos refrigeradores domésticos estavam em temperaturas acima de 5 °C e 41% dos
produtos, relacionados a casos de listeriose, haviam ultrapassado a data de validade. Cinco
graus celsius ¢ a temperatura recomendada pelo governo do Reino Unido para reduzir o risco
de listeriose em ambiente doméstico. Esses dados sugerem que tempos de armazenamento
prolongados e temperaturas inadequadas de estocagem sdo grandes contribuintes para o
aumento do risco de listeriose, quando comparados com a presenca do patégeno isolado em
cozinhas domésticas.

A listeriose ganhou mais atenc¢do a partir de 2017, quando ocorreu o maior surto de
origem alimentar de grande escala ocorrido até hoje, na Africa do Sul. Nesse episodio foram
contaminadas, aproximadamente, 948 pessoas, 659 pacientes rastreados e 180 vitimas fatais,
contabilizando uma taxa de mortalidade de 27% (NICD, 2018). Nos Estados Unidos, em 2011,
meldes provenientes de uma fazenda causaram um surto marcado como o maior registrado no
pais em 80 anos, somando 33 mortes (CDC, 2012).

Para a vigilancia sanitdria da Unido Europeia a alta taxa de casos fatais para o
diagnostico de listeriose, em torno de 15,6%, contribui para a classificacio da doenca
transmitida por alimentos como a mais grave (EFSA, 2019).

No Brasil, segundo o Boletim Epidemioldgico do Ministério da Satide entre o periodo
de 2007 a 2019 foram notificados 9030 surtos de Doencgas de Transmissao Hidrica e Alimentos
(DTHA), com 160702 doentes e 146 6bitos. Dessas notificagdes, apenas 3275 (36,27%) tiveram
a identificacao do agente etiologico e a bactéria L. monocytogenes nao € citada dentre os agentes
identificados (BRASIL, 2021). Desta forma, observa-se a subnotificagdo de casos de listeriose
no Brasil demonstrando a necessidade de estudos que visem entender o crescimento deste

patogeno em alimentos com alto risco de contaminagao.
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3.1.1 Capacidade adaptativa da L. monocytogenes

A Listeria spp. esta presente em ambientes que variam de solos (de criagdo de animais
e plantagdes, por exemplo) as plantas de fabricas de producdo de alimentos. Essa variedade de
ambientes que permite seu desenvolvimento estd diretamente associada a capacidade de
adaptagao da bactéria as novas condigoes ambientais (KALLIPOLITIS; GAHAN; PIVETEAU,
2020).

A persisténcia de Listeria spp. dentro das plantas de processamento esté relacionada a
sua habilidade de formagdo de biofilmes, podendo estar associada a outros microrganismos,
tornando mais dificil a sua elimina¢do (ZHANG et al., 2021). Biofilmes s3o aglomerados de
células que, ao produzirem polissacarideos extracelulares, se aderem as superficies e protegem
as células de estresses externos, € ao contato com desinfetantes ou antimicrobianos
(BUCHANAN et al., 2017). Kadam et al. (2013) testaram 143 cepas de Listeria spp. de
diferentes origens e constataram que todas foram capazes de formar biofilmes.

Henriques e Fraqueza (2017) isolaram cepas de Listeria spp. de produtos carneos
prontos para consumo e de superficies de contato com esses produtos em uma area de produgao.
A anélise confirmou a producao de biofilmes nas superficies e as cepas demostraram resisténcia
a mais de um tipo de desinfetante. Esse resultado invalida a técnica de rotagcdo de produtos para
o combate da Listeria spp., pois o microrganismo € capaz de se adaptar a diferentes produtos.

Além da dificuldade para eliminagdo de Listeria spp. dentro de areas de produgao de
alimentos, outra capacidade adaptativa bem caracteristica desse patdogeno acontece a baixas
temperaturas (CORDERO et al., 2016). Dessa forma, pesquisas vém sendo feitas a fim de
elucidar esses mecanismos de adaptag@o a partir da ferramenta da microbiologia preditiva e
técnicas de biologia molecular (ESHWAR et al., 2017; HONG et al., 2014).

O emprego de baixas temperaturas ¢ uma barreira importante da cadeia de producao
de alimentos e a capacidade da Listeria spp. de se adaptar a estas condi¢gdes acontece em dois
estagios (BARRIA; MALECKI; ARRAIANO, 2013). No primeiro estagio, as células expostas
a baixas temperaturas sdo aclimatadas, enquanto no segundo estagio elas se adaptam, ou seja,
as c¢lulas se tornam capazes de crescer nessas condigdes, inicialmente em velocidades mais
lentas. Essa mudanga no metabolismo est4 relacionada a expressdo de genes adaptativos que
propiciam mudangas fisiologicas, como alteragdes na composicdo da membrana celular, sintese

de cold shock proteins e substancias crio protetoras (CORDERO et al., 2016).
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Mudangas no metabolismo da L. monocytogenes a partir de estresses de temperatura
foram avaliadas em condi¢des de pré-incubacdo a baixas temperaturas e tempos de fase lag no
crescimento subsequente. Francois et al. (2007) estudaram diferentes valores de temperatura e
pH na pré-incubagao de L. monocytogenes e verificaram a influéncia na distribui¢do da fase lag
em uma abordagem de células unicas (single cell) com crescimento a 7 °C. Os autores
concluiram que a fase lag em temperatura de refrigeragdo (7 °C) € menor se o inoculo for
submetido a pré-incubagdo a temperaturas menores. Nas temperaturas de pré-incubagao de 2,
4, 7 e 10 °C, os tempos de fase lag no crescimento a 7 °C foram 2,94; 4,36; 4,9 e 7,99 h,
respectivamente. Além disso, demonstraram que a tendéncia de fase lag igual a zero aumenta a
medida que a temperatura de pré-incubacdo diminui.

Dykes (2003) analisou o efeito de temperaturas de pré-incubagdo (4, 20 e 37 °C) no
indculo de cepas de L. monocytogenes e posterior incubagdo em mortadela fatiada refrigerada
a 4 °C durante 6 semanas. A pré-incubacdo a 4 °C reduziu a fase lag do crescimento em
mortadela, quando comparado as outras temperaturas de pré-incubagao (20 e 37 °C).

Segundo Schmid et al. (2009), h4 um sistema de adaptagdo combinado ou sequencial
de exposicao a dois estresses, causando um sistema de protegdo mutuo ou cross-protection. O
estresse ao frio faz com que as células expressem genes (cspA, cspD e cspB) que melhoram sua
adaptacdo a concentragdes altas de NaCl. Bem como, em concentracdes altas de NaCl, ha
inducgdo de expressao de genes que melhoram a adaptagdo ao frio.

Hong et al. (2014) ndo observaram nenhuma resposta adaptativa em cinéticas de
crescimento de um coquetel de 4 cepas de L. monocytogenes adaptadas ao frio a 5 °C durante
5 dias, posteriormente, inoculadas em meldes armazenados de 10 a 30 °C.

Miladi et al. (2008) analisaram a cinética de L. monocytogenes inoculadas em fatias
de salmdo na temperatura de congelamento de -20 °C durante 10 meses. Apds o periodo de
armazenamento, foi observada a reducao da populacdo do patéogeno, mudangas bioquimicas no
perfil enzimatico e reducao no tamanho das unidades formadoras de colonias (UFC) em agar
TSA. Segundo os autores, essas mudancgas podem estar relacionadas ao ambiente de baixa

temperatura que resulta em reducdo de disponibilidade de nutrientes para a bactéria.

3.1.2 Contaminacio de produtos carneos prontos para consumo com L. monocytogenes

A L. monocytogenes esta dispersa na natureza, o que proporciona grande variabilidade

de fontes de contaminagdo. Plantas industriais de produ¢do de alimentos sdo ambientes ricos
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em nutrientes onde, uma vez contaminados, podem ser locais muito provaveis para o
crescimento desse microrganismo. A produ¢ao moderna de alimentos possui equipamentos e
rotas complexas, aumentando os riscos de contaminagdo cruzada nesse ambiente (ZHANG et
al., 2021).

Alimentos prontos para consumo sdo, normalmente, consumidos sem preparos
doméstico que permitam a eliminagdo de microrganismos patogenos. Surtos de listeriose sdo
associados a esses alimentos, que sdo armazenados por longos periodos sob refrigeracao,
possibilitando o crescimento de L. monocytogenes. A contaminacdo desses alimentos no
ambiente de fabricacdo ocorre depois da aplicacdo de algum método capaz de eliminar o
patoégeno (cozimento, por exemplo) e antes da etapa de embalagem (BUCHANAN et al., 2017).

Dentro da rota de produgdo dos alimentos prontos para consumo estdo as etapas em
abatedouros, producao, venda, consumo e transporte dos produtos sob temperatura controlada.
Cada etapa possui diferentes possibilidades de contaminagdo por L. monocytogenes. As rotas
de contaminagdo e as caracteristicas intrinsecas de adaptacdo e crescimento dessa bactéria sao
multiplas, e precisam ser mais bem esclarecidas e estudadas. A reducdo ou eliminacdo da
L. monocytogenes desses locais ¢ de extrema importancia para limitar o acesso ao produto
(KURPAS; WIECZOREK; OSEK, 2018).

Outra forma de contaminagdo de produtos por L. monocytogenes € pelo contato com
superficies ou utensilios com biofilmes. No trabalho de Dzieciol et al. (2016), biofilmes
formados por L. monocytogenes e outros microrganismos foram encontrados em ralos, o que
pode acarretar em proliferacdo do patdgeno por aerossois de agua durante a limpeza ou pela
contaminag¢do cruzada devido ao contato com roupas e sapatos de trabalhadores, levando os

patdgenos para outros locais.

3.2 SALSICHA

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Salsicha, por definigao,
salsicha ¢ o produto carneo industrializado, obtido da emulsdo de carne de uma ou mais espécies
de animais, adicionados de ingredientes, embutido em envoltorio natural ou artificial ou por
processo de extrusdo, e submetido a um processo térmico adequado. Podendo passar por
processos alternativos como tingimento, depilagdo, defumacdo e a utilizagdo de recheios e

molhos (BRASIL, 2000).
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Em 2007, o Codex Alimentarius prop0s que cada pais ficaria responsavel por
identificar e classificar produtos prontos para consumo que apresentam maior risco para a
presenca do patdogeno L. monocytogenes. Cinco fatores fundamentais foram citados para os
alimentos (CAC, 2009):

e quantidade e frequéncia de consumo;

e frequéncia e extensdo da contaminagdo por L. monocytogenes,

e capacidade em permitir o desenvolvimento de L. monocytogenes;

e temperatura de refrigeracdo durante o armazenamento do produto;

e tempo de armazenamento (vida 1til).

A salsicha passa por tratamento térmico capaz de inativar o patdégeno, porém a
contaminagdo pode ocorrer apos esta etapa em fun¢do da manipulagdo subsequente
(RODRIGUES, 2016).

Colaborando com a relagdo de alimentos prontos para consumo e Listeria spp.,
Pettinati, Oliveira e Ballian (2006) detectaram que 14% (56/394) amostras de salsicha coletadas
no varejo da cidade de Sao Paulo entre junho de 2001 e outubro de 2002 continham
L. monocytogenes. No periodo de maio de 2008 a julho de 2009, Ristori et al. (2014) avaliaram
a presenga de L. monocytogenes em produtos de origem animal coletados em mercados da
cidade de Sao Paulo e confirmou a presenca do patogeno em 34,4% (52/138) das amostras de
salsicha analisadas. Andrade et al. (2014) observaram a presenca de L. monocytogenes em 6,2%
(8/127) das amostras de salsicha tipo hot dog vendidas a granel, escolhidas ao acaso, no Distrito
Federal.

Cesar et al. (2011) observaram a ocorréncia de Listeria spp € L. monocytogenes na
linha de produgao de salsichas obtidas de estabelecimentos sob inspecao do Servigo de Inspegao
Federal (SIF). Os autores coletaram amostras de matéria-prima céarnea, produto acabado e
swabs do ambiente pos-cozimento. O software @Risk indicou uma probabilidade de presenga
de L. monocytogenes de 7 a 9% nas salsichas prontas. Além disso, os autores enfatizam a
preocupacdo com a contaminag¢do de L. monocytogenes em salsichas no Brasil devido a
escassez de dados epidemiologicos, auséncia de padrdes e falta de informagdo ao consumidor,
tanto em funcdo da possibilidade de presenca do patdégeno quanto sobre a importincia de
aquecimento antes do consumo.

O trabalho de Pal, Labuza e Diez-Gonzalez (2008) estuda o crescimento de

L. monocytogenes inoculadas em salsichas do tipo Frankfurt em diferentes condi¢des de
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armazenamento, tratamento e antimicrobianos. Foram testadas amostras com aplicagdo de alta
pressdo, adi¢do de 2% de lactato de potassio e 0,2% de diacetato de sodio. Os autores
evidenciam que o tratamento e antimicrobianos testados nao sdo suficientes para evitar o
crescimento do patdogeno uma vez que o alimento ¢ submetido a um abuso de temperatura
(12 °C).

Byelashov et al. (2008) e Pal, Labuza e Diez-Gonzalez (2008) sugerem a
implementa¢dao de protocolos e rétulos para alimentos com datas de validade baseadas em
estudos que considerem tais cendrios com abusos de temperatura, assegurando uma maior

seguranca para o consumidor.

3.3 IMPORTANCIA DA CADEIA DO FRIO PARA A SEGURANCA DO ALIMENTO

A manuten¢do da temperatura correta de refrigera¢ao ao longo dos estagios de produgao,
distribuicdo e venda dos alimentos pereciveis ¢ chamado de cadeia do frio. A cadeia do frio
inicia no momento de pré-resfriamento do produto ja pronto, e termina quando o produto ¢
retirado na geladeira para ser consumido. A dificuldade da manutencao da temperatura ao longo
de diversos ambientes e situagdes se torna maior na area de alimentos, pela sensibilidade e
necessidade de baixas temperaturas constantes. A manuten¢do envolve questdes como
embalagem correta, isolamento de temperatura e sistemas de controle (MERCIER et al., 2017).

Visto que a L. monocytogenes ¢ capaz de permanecer em diversos ambientes de
producdo de alimentos ou em produtos, a manutengdo da cadeia do frio estd diretamente
relacionada a evitar o crescimento deste microrganismo. Variagdes ou abusos de temperatura
ao longo da vida util dos produtos aumentam as chances de crescimento de patdogenos
(TAMPLIN, 2018)

Zeng et al. (2014), ao realizarem um mapeamento das condi¢des de temperatura ao
longo da cadeia do frio de alimentos refrigerados, observaram que durante o transporte as
temperaturas ficaram acima de 7,2 °C em 0,24% do tempo e, em refrigeradores de estoque e
amostradores, em 5% do tempo.

Tsaloumi et al. (2021) demonstraram a associacao dos casos de listeriose de alimentos
prontos para consumo fatiados no varejo com longos periodos de armazenamento e altas
temperaturas em refrigeradores domésticos. Os produtos ndo apresentavam data de validade
apos fatiamento e segundo pesquisa realizada em 109 refrigeradores domésticos, 50% estavam

com temperaturas entre 8 ¢ 14 °C. A implementacao de controle de temperatura em ambiente
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doméstico reduziu o nimero de casos anuais de listeriose em 88% enquanto a determinagdo de
data de validade (apds fatiamento) de 14 dias apresentou diminui¢do de 97%. Resultados que
evidenciam a importancia de diminui¢do de temperatura para diminuicdo dos riscos de
contaminagao.

Pradhan et al. (2010) concluiram que a maior parte dos casos de mortes por listeriose
originam-se de contaminagdes no varejo ao invés de locais de producao, principalmente pela
manipulagdo dos produtos (corte, fracionamento e embalagem). As temperaturas de estocagem
mantidas entre a indistria e o varejo, bem como do varejo com o ambiente doméstico, ¢ um dos
fatores com maior variabilidade e maiores dados representativos em andlises de risco de
consumo. Além disso, a diminuicdo da temperatura de estocagem aparece em destaque na
redugdo do risco de listeriose em humanos associadas ao consumo de alimentos prontos para o
consumo, independente da origem da contaminacao.

Além das falhas no controle da temperatura para alimentos pereciveis serem capazes de
acelerar o crescimento de patogenos, resulta também no possivel recolhimento (recall) de
alimentos improprios para consumo. A ocorréncia dessa pratica representa ndo apenas um
problema de satde publica, mas também acarreta enormes perdas monetarias para as industrias
(DESAI et al., 2019; MERCIER et al., 2017). A Agéncia Canadense de Inspe¢dao Alimentar
(CFHI) reportou que no ano de 2021 até o més de setembro, 21 itens alimentares ja haviam tido
episodios de recolhimento em funcdo de contaminacdo por L. monocytogenes no pais (AZIZ,
2021).

Recolhimento por abuso de temperatura evidenciam a importancia da manutengdo da
cadeia do frio. A empresa norte americana Kraft anunciou a retirada do mercado de 7691 caixas
de queijo com possivel contaminagdo por L. monocytogenes em fung¢do de abusos de
temperatura em um local de venda em 2014 (RIFFLE, 2014). Outra empresa norte americana,
a Target fez a coleta de mais de 500 kg de alimentos prontos para consumo que foram expostos
a altas temperaturas durante transporte no ano de 2018 (FSIS, 2018).

Algumas estratégias podem ser utilizadas para reduzir o desperdicio de alimentos a
partir de sistemas de controle e rastreabilidade de temperatura ao longo da vida util de produtos.
Esses sistemas podem aumentar a eficiéncia da cadeia do frio, diminuir episddios de
recolhimento e melhorar a qualidade na promocao da seguranca do alimento (MERCIER et al.,
2017).

Uma alternativa muito eficiente para rastreabilidade de temperatura em conjunto com

a utilizagdo da ferramenta da microbiologia preditiva ¢ apresentada no trabalho de Tamplin
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(2018). O autor fala sobre a utilizacdo de sensores de temperatura vinculados a modelos
preditivos, gerando informagdes referentes a cadeia do frio em tempo real. Isto possibilita o
mapeamento de abusos de temperatura e o quanto agdes incorretas interferem na seguranga e
qualidade dos alimentos. Além disso, explicita como a colaboragdo entre industrias de
alimentos, tecnologias da informagao e microbiologistas de alimentos pode ser benéfica para

governos, empresas € consumidores.

3.4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

Ross ¢ McMeekin (1994) reportam que em 1983, no Simpdsio da Sociedade de
Bacteriologia Aplicada, j& se falava sobre a predi¢do de tempo de vida 1til de alimentos por
computadores como uma promessa a ser utilizada a partir do ano de 1993. Este interesse se deu
em fungdo de surtos de intoxicagdo alimentar na década de 1980, levando a uma
conscientizacdo maior de governantes e consumidores para o problema na cadeia de
distribuicdo e producao de alimentos (MCMEEKIN et al., 2002).

Em 1992, o Ministério da Agricultura do Reino Unido langava a ferramenta Food
Micromodel, um banco de dados de microbiologia baseado em modelos matematicos para o
crescimento de patogenos em funcdo de fatores ambientais. Esse episodio deu inicio a uma
nova abordagem relacionada a seguranga e qualidade dos alimentos chamada microbiologia
preditiva (ROSS; MCMEEKIN, 1994). Outros governos, como Estados Unidos, Austrélia,
Nova Zelandia e Unido Europeia, também priorizaram pesquisas na area de seguranca de
alimentos (MCMEEKIN et al., 2002).

Os modelos matematicos sigmoides sdo gerados a partir de cinéticas do crescimento,
inativagdo ou sobrevivéncia de microrganismos em condig¢des pré-definidas e controladas (pH,
temperatura e atividade de agua, por exemplo), em que equagdes matematicas sao ajustadas. A
partir disso, uma base de dados ¢ obtida e interpolacdes permitem a obtencao de resultados em
condi¢des diferentes, ndo necessariamente testadas experimentalmente. A predicdo do
comportamento de microrganismos em alimentos permite acessar os efeitos de processamento,
composi¢ao do produto e condi¢des de estocagem na contaminagdo final e no momento que
serd consumido (WALLS; SCOTT, 1997).

O procedimento para a obtengdo de modelos matematicos para predi¢des, segundo
McMeekin et al. (2002), consiste na obtengdo de um modelo primario que determine parametros

de crescimento como velocidade especifica maxima de crescimento, tempo para atingir a fase
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estacionaria, tempo para atingir determinado crescimento logaritmico ou taxa de morte celular.
A partir disso, parte-se para a modelagem secundéaria que ¢ utilizada para determinar a
dependéncia dos parametros do modelo cinético com as condi¢des ambientais. Para modelos
preditivos, a juncdo dos modelos primarios e secundarios € incorporada, permitindo a geragao

de modelos de predi¢do para condi¢des ambientais variaveis.

3.4.1 Modelos primarios de crescimento

Os modelos primarios de crescimento descrevem a cinética de crescimento microbiano
através de equagdes algébricas ou diferenciais sob condi¢des ambientais conhecidas. Os
parametros gerados pelo ajuste desses modelos sdo chamados de parametros primarios (por
exemplo, velocidade especifica méaxima de crescimento e fase lag) (RANJBARAN;
CARCIOFI; DATTA, 2021).

Muitos modelos matematicos de crescimento microbiano sdo construidos baseados em
um bloco elementar, possibilitando descrever a evolucdo do crescimento da populagdo por uma

equacado diferencial de primeira ordem (Equacao 1) (BERNAERTS et al., 2004).

dN(t)
dt

= u(t,N,cond)N(t) (1)

na qual N(t) ¢ a contagem da populagdo no instante #, ¢ u ¢ a velocidade especifica de
crescimento da populagdo, que depende das condigdes ambientais (cond) em que a populagdo
¢ submetida, além de fatores intrinsecos a propria populacdo (LONGHI et al., 2017).

Desta forma, para condi¢des ambientais constantes, a curva de crescimento
comumente possui o formato sigmoidal, contendo trés fases: laténcia (ou lag), exponencial e
estaciondria (Figura 1). Para descrever essas fases, trés fatores podem ser adicionados a

Equacao 1, resultando na Equagdo 2 (VAN IMPE et al., 2005).

dN(t)
dt

= Hiag- Hexp- Hest- N(t) (2)

O fator wuag € introduzido para descrever o comportamento da fase lag (funcdo de

ajuste), o fator ue,p, € a velocidade especifica maxima de crescimento (umix) € 0 fator i
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representa o decréscimo gradual na velocidade especifica maxima de crescimento, que resulta

na fase estacionaria (funcao de inibigao) (BERNAERTS et al., 2004).

Figura 1 - Curva de crescimento microbiano em func¢ao do tempo.

Fase lag Fase exponencial Fase estacionaria
<
E:; “m:’ax
Log N,
A
Tempo

Fonte: Adaptado de Silva (2015).

Na Figura 1, Ny € concentracdo inicial de células. A fase lag (1) €, em geral, um atraso
em resposta a uma stbita mudanga do ambiente pela populagio microbiana. E um momento de
adaptagdo dos microrganismos para que obtenham as condi¢des necessarias para crescer
exponencialmente na fase seguinte (SWINNEN et al., 2004). Na fase exponencial, a populagao
microbiana atinge a velocidade especifica maxima de crescimento (umax). A fase estacionaria &
alcangada ap0s o crescimento exponencial ter finalizado, onde a populacdo maxima (Nuix) no
ambiente, sob determinadas condigdes, ¢ atingida. Nessa ultima fase, a velocidade especifica
maxima de crescimento decai para valores proximos a zero (ZWIETERING et al., 1990).

O modelo de Baranyi e Roberts (1994) ¢ muito utilizado na area de microbiologia
preditiva. Os modelos propostos anteriormente nao levaram em consideragdo mecanismos
bioldgicos para descrever o comportamento de microrganismos. Esse fato dificulta algumas
interpretagdes de pardmetros. O modelo de Baranyi e Roberts propde o uso do chamado estado

fisiologico das células (BARANYI; ROBERTS, 1994).

3.4.1.1 Modelo matematico de Baranyi e Roberts

O modelo de Baranyi e Roberts (1994) apresenta a Equagao 3 como a funcao de ajuste

do modelo para descrever a evolugao do estado fisiologico das células em um novo ambiente.



29

q(t)

4@ + 1 ®)

Hiag =

na qual ¢(2) ¢ uma funcdo que representa a evolucao de uma substancia critica v, relacionada as

fungdes enzimaticas envolvendo o microrganismo. A funcao g(z) ¢ obtida pela Equagao 4.

dq(t)
dt

= Umax-q(t) “4)
sendo que wumax representa a velocidade especifica maxima de crescimento da cultura
microbiana, cuja razao € caracteristica do ambiente atual.

A Equagdo 5 ¢ a fungdo de inibigdo do modelo e ndo possui mecanismos bioldgicos

envolvidos.

N (t))m 5)

Hest = 1- (Nméx
em que N representa a populagcao microbiana em funcao do tempo ¢, Nyax € a populagdo méxima
atingida, ues € o decréscimo da velocidade especifica maxima de crescimento na fase
estacionaria € m € o parametro de curvatura. Em muitos dos casos, o pardmetro m pode ser
considerado igual a 1, pois normalmente ndo melhora de forma significativa a qualidade dos
ajustes (LONGHI et al., 2017).

Considerando as equagdes citadas, a Equagao 6 ¢ a equagao resultante do modelo para

condigdes ambientais constantes.

exp(ﬂméx ) F(t)) -1 ) (6)

In(N) = In(Np) + tmax - F(t) — In <1 + exp (In(Nppsx) — In(Np))

na qual Ny ¢ a populagao inicial de células e a funcao de ajuste F'(?) esta representada na Equagao

7.
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eXp(_,uméx ) + qo) 7

1
F(t)=t+ m(
max 1+ 90

Os autores sugerem a transformagao do parametro go em /g, para que o ajuste se torne

mais estavel, através da relacdo mostrada na Equacao 8.

ho = In (1 + %) (8)

O parametro /9 pode ser relacionado com a fase lag (1) pela Equagao 9.
A= — 9)

Dessa forma, considerando a Equagdo 8, a fungdo de ajuste F(z) (Equacao 7) resulta

na Equagdo 10.

F(t) =t+

In (exp(—pmax - t) + exp(—hg) — exp(—pmax * t — ho)) (10)

max

A consideracdo do estado fisiologico inicial das cé€lulas permite a interpretacdo da
adaptag@o do microrganismo ao meio pelo tempo de duragdo da fase lag. Apos a adaptagdo, as
células estdo aptas a crescerem de forma exponencial, até atingirem a concentragdo maxima de

células, dada pela restricao do meio de cultivo (BARANYI; ROBERTS, 1994).

3.4.2 Modelos secundarios

Modelos secundarios descrevem como um parametro primario varia em funcao de uma
condi¢do ambiental. A velocidade especifica maxima de crescimento € temperatura sao os
parametros primarios e variaveis ambientais mais importantes na utilizagdo de modelos
secundarios, respectivamente (RANJBARAN; CARCIOFI; DATTA, 2021)

O Modelo da Raiz Quadrada de Ratkowsky et al. (1983) ¢ um modelo secundério que

permite modelar a velocidade de crescimento de microrganismos em funcao da temperatura
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utilizando parametros cardinais como a temperatura minima de crescimento. A Equacdo 11

descreve o modelo.

\/E = b(T — Tiuin) (11)

na qual p ¢ o pardmetro primario de interesse a ser estimado, como por exemplo a velocidade
especifica maxima de crescimento, » uma constante obtida através de regressdo, 7 ¢ a
temperatura ¢ T,; € uma temperatura teorica de minimo crescimento microbiano obtida
empiricamente.

Outro modelo secundario comumente utilizado em microbiologia preditiva ¢ o modelo

de Arrhenius, descrito pela Equagdo 12.

p=aesp (-7) (12)

na qual p ¢ a variavel que serd estimada, como por exemplo a fase lag (1), a e b sdo pardmetros
empiricos e 7 ¢ a temperatura.

Sendo assim, qualquer equag@o que represente uma boa descri¢ao dos parametros do
modelo primdrio com a temperatura pode ser usada como modelo secundario, como por
exemplo, as equagdes logaritmica (Equag¢do 13), exponencial (Equagdo 14) ou potencial

(Equagao 15) (LONGHI, 2012).

p=a+b-log(T) (13)
p=a+b-exp(T) (14)
p=a-(Th) (15)

Sendo que a e b sdo parametros empiricos, p € o pardmetro a ser estimado e 7 ¢ a

temperatura.

3.4.3 Modelos para crescimento nio isotérmico

Enquanto os modelos primarios podem ser usados como equagdes algébricas (forma

integrada) para condi¢cdes do ambiente constantes, modelos secundarios sdo necessarios para
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(1) para estimar parametros primarios sob condi¢cdes ambientais constantes que ndo tenham sido,
necessariamente, obtidos experimentalmente ou (ii) sob condigdes ambientais variaveis
utilizando modelos priméarios na forma diferencial. Desta forma, modelos para crescimento nao
isotérmico (em condi¢cdes ambientais varidveis) sdo a jun¢do das equacgdes primarias e
secundarias em que na maior parte do tempo requer uma solucdo numérica (PIN; METRIS;
BARANYI, 2013; RANJBARAN; CARCIOFI; DATTA, 2021).

Entre os softwares disponiveis, a plataforma ComBase (www.combase.cc) € um banco
de dados que pode ser utilizado como ferramenta para predigdes microbioldgicas, facilitando a
obtencao de solu¢des numéricas de modelos para crescimento em condig¢des isotérmicas € nao
isotérmicas. A plataforma possibilita a obtenc¢do de cinéticas de crescimento e inativagdo de
microrganismos em diversas matrizes alimenticias e a simulacdo de diferentes fatores
ambientais, como temperatura, pH e atividade de 4gua (ComBase, 2021). O site possui mais de
60.000 estudos depositados, segundo Lira et al. (2020) foi o sofiware mais utilizado de
microbiologia preditiva, com uma representacdo de 38% comparado aos demais modelos
matematicos para crescimento ndo isotérmicos.

Pelo fato de modelos para crescimento nao isotérmico serem uma junc¢ao das equagdes
de modelos primarios com secundarios, esses permitem a modelagem em situagdes ambientais
variaveis. Baranyi e Roberts (1994) trazem as seguintes equagdes diferenciais (Equagdes 16 e
17) para descrever este comportamento. Nessa abordagem os parametros sdo funcdes das

variagoes ambientais.

d(In(N 1 _
w = Hmix [1— _|_e—q(t)] [1 - €Xp (ln(N(t)) ln(Nméx))] (16)
d(l

Onde 1 e In(Nnax) sao fungdes da temperatura que podem ser descritos por modelos
secundarios. As condi¢des iniciais para a solu¢do das Equacgdes 16 e 17 estdo nas Equacdes 18

e 19, respectivamente.

In(N(t = 0)) = In(No) (18)
In(q(t = 0)) = In(qo) (19)
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Sendo que ¢ ¢ relacionado com o parametro /¢ pela Equacao 8.

3.4.4 Validacao

Cullen e Frey (1999) trazem alguns conceitos que expressam erros € podem ser
abordados quando se trata de validacdo de modelos matematicos. Entre eles: (i) a
homogeneidade que ¢ ampla para os alimentos e ndo ¢ abordada nos atuais modelos
matematicos; (i1) a integralidade pelo fato de ser menosprezada, os modelos sdo simplifica¢des
e ndo descrevem efeitos como a ecologia microbiana dos alimentos; (iii) a fungdo de erro do
modelo, que ¢ a escolha de modelos matematicos que s3o apenas uma aproximacao da
realidade; (iv) o erro de medi¢do, que sdo os erros somados ao longo dos procedimentos de
coleta de dados e amostragem com suas limitacdes e; (v) o procedimento numérico que engloba
os erros de procedimentos de ajuste do modelo.

Indices estatisticos sdo muito utilizados para avaliar a capacidade preditiva de modelos
matematicos. Os mais empregados sdo o fator bias (fator de tendéncia), fator de exatidao (do
inglés: accuracy), RMSE (raiz do erro quadratico médio) e coeficiente de determinacdo (R?)

apresentados nas Equagdes 20, 21, 22 e 23, respectivamente.

< IOg(”aloTpreditoﬂmlorobservado))

fator bias = 10 " (20)
( |1°g(”alorpredito/”alorobservado)|>

fator de exatidao = 10 " (21)

RMSE = \/Z(valorpredito_:alorobservado)z (22)

Rz _ 2(valoTpredito—ValoT opservado médio)® (23)

Y (walor opservado—valoT ohservado médio)?

Estes indices permitem a interpretacdo dos resultados preditos em comparacao aos
dados experimentais. Valores iguais a 1 para os fatores bias e exatiddo representam que os
valores preditos e experimentais sdo exatamente iguais. Para resultados de bias maior que 1 ¢

dito que os valores preditos estdo em uma margem segura (fail-safe), enquanto valores menores
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que 1 sdo ditos nao seguros (fail-dangerous). O fator de exatidao apresenta valor igual ou maior
que 1, quanto maior, menos precisa estd a predi¢ao (ROSS, 1996). O indice RMSE mede a raiz
quadratica média entre os erros (preditos e experimentais) e, quanto menor for o seu valor,
maior serd a capacidade do modelo descrever os dados. Para o indice RMSE os valores sao
expressos em unidades da medida experimental, diferente dos demais. Valores de R? quanto
mais proximos a 1 significam maior correlagdo entre os valores preditos com os valores
experimentais, significando que maior ¢ a capacidade do modelo em representar os dados

experimentais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As salsichas em embalagens termoencolhiveis de 5 kg do tipo kot dog da marca
Perdigdo foram enviadas na forma congelada diretamente da fabrica da Brasil Foods S.A
situada no municipio de Videira-SC. As salsichas foram encaminhadas no dia de fabricagao,
em caixa térmica, para o Laboratoério de Engenharia Bioldgica (LIEB) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) em Florian6polis-SC e armazenadas a -18 °C até o momento das
analises. A preparo das amostras foi realizado em até 5 dias apds o recebimento das salsichas

do mesmo lote de fabricacgao.

42 CARACTERIZACAO DAS SALSICHAS

Foram realizadas medidas de pH, atividade de 4gua, concentragdo de cloreto de sodio
(NaCl) e area superficial especifica. As analises foram realizadas em 3 salsichas por
embalagem, a temperatura ambiente.

O pH foi determinado com auxilio de pHmetro (Testo 205) para meios semissolidos
com resolucao de 0,01, previamente calibrado com solucdes tampdes de pH 4 e 7.

A atividade de 4gua foi determinada utilizando o equipamento Aqualab (modelo
SERIES 3TE) com resolucao de 0,001, previamente calibrado com agua destilada. Uma fatia
de amostra foi colocada no recipiente de leitura.

A determinacdo da concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) foi baseada na
metodologia proposta por Alifio et al. (2011). Foram pesadas 4 g de amostra e trituradas em
dispersor (Tecnal, modelo Tel47) por um minuto com aproximadamente 150 mL de agua
destilada. A solu¢do foi colocada em baldo volumétrico de 200 mL que foi preenchido com
agua destilada e centrifugada em tubos do tipo Falcon em centrifuga (Centrifuga Sigma, modelo
4k15) durante 15 min a 5000 rpm. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi transferida para
o equipamento de leitura de concentragao de cloretos (Cole Parmer, modelo 926), previamente
calibrado. O equipamento fornece medicao direta em mg/L de NaCl, para a consideracao das
diluicoes realizadas e obtencao da concentragao por 100 g de amostra ¢ utilizada a Equagao 24,

apresentada a seguir.
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xvact = (%) (Fe) 100 24)

Mc;
na qual xy,c; € a concentracdo de cloreto de sodio (g NaCl/100 g de salsicha), L ¢ o valor da
leitura no equipamento (em mg NaCl/L de solugdo), ¥ é o volume em liquido da solucao
(amostra com agua destilada) (L), m € a massa da amostra (g), Mya.c: € Mci sdao as massas molares
de NaCl (58,44 g/mol) e Cl (35,45 g/mol), respectivamente.
As medidas das areas superficiais das salsichas foram realizadas com uma régua, a

partir da determinacdo do comprimento e do perimetro nas duas extremidades.
4.3 MICRORGANISMO

A bactéria utilizada nos experimentos foi a L. monocytogenes (CCT 7474), isolada de
salsicha no laboratério da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), adquirida da Cole¢ao de Culturas Tropicais, da Fundagao

André Tosello, na forma liofilizada.
4.3.1 Ativacio da cepa e solucdes estoque

A cepa de L. monocytogenes foi reidratada e cultivada em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) a 37 °C por 24 h, conforme recomendagdo do fornecedor.

Cepas estoques foram preparadas adicionando 1 mL do inoculo e 0,5 mL de glicerol
em tubos do tipo Eppendorf e armazenadas a -80 °C. Cepas de trabalho foram preparadas
realizando estria na superficie do agar ALOA (Agar Listeria Ottaviani & Agosti) com auxilio
de uma alca bacteriologica. As placas estriadas foram incubadas invertidas em estufa
incubadora (B.0O.D) a 37 °C por 48 h e ap6s o crescimento, foram armazenadas a4 °C. As cepas

de trabalho foram renovadas periodicamente.
44 INOCULO

Para o preparo do in6culo, uma unidade formadora de colonia (UFC) foi retirada da
placa contendo a cepa de trabalho com o auxilio de uma alga bacteriologica e foi adicionada a
um tubo de ensaio estéril descartavel contendo 10 mL de meio de cultura BHI. O tubo foi

mantido sob agitacao (200 rpm) em agitador tipo shaker (Tecnal, TE-4200) a 37 °C por 7 h. O
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tempo foi definido previamente como o tempo de inicio da fase estacionaria, quando o indculo
atinge uma concentragdo de 10° UFC/mL, conforme apresentado no ANEXO 1.

O in6culo foi submetido a diluigao seriada, adicionando 1 mL do inéculo em 9 mL de
dgua peptonada estéril 0,1% até resultar em uma concentracdo de 10° UFC/mL posteriormente
adicionado as amostras (Figura 2). Essa concentracgdo foi definida em ensaios prévios (ANEXO
2) a fim de obter a menor concentracdo para o limite de detec¢do do método de amostragem,

10? UFC/cm?.

Figura 2 — Etapas do preparo do in6culo de L. monocytogenes.
1 mL
A 7 e T T T T

[ o L o
— — ~10° UFC/mL
Diluicao adicionada
10° UFC/mL nas salsichas
it iy —_——
Bactéria D
. Caldo BHI . .
previamente Incubagao em Shaker Diluigoes seriadas em
estriada APP

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.5 PREPARO E INOCULACAO DAS SALSICHAS

Duas embalagens de 5 kg de salsicha, do mesmo lote, foram descongeladas em geladeira
(4 °C) por aproximadamente 18 h. Apos o descongelamento, as embalagens foram limpas
externamente com alcool 70% e abertas dentro da cabine de seguranca microbioldgica, em
condicOes assépticas. As amostras foram misturadas entre si manualmente para
homogeneizacdo em uma bacia de polipropileno, como apresentado na Figura 3 (a). As
amostras selecionadas foram secas superficialmente com papel toalha estéril (Figura 3 (b)) e
colocadas individualmente em sacos estéreis de amostragem (Figura 3 (c)). Amostras de
salsichas foram separadas e armazenadas sob congelamento para posterior caracterizagcdo. As
analises de pH e atividade de 4gua (aw) foram realizadas imediatamente. Todos os utensilios
ndo autoclavaveis utilizados foram limpos com alcool 70% e expostos a luz UV durante 15 min

antes da utilizagao.
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Figura 3 — (a) Homogeneizagao, (b) remocao de liquido superficial e (c) acondicionamento
das amostras de salsicha.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

As amostras de salsicha foram inoculadas cuidadosamente dentro do saco estéril com
100 pL do indculo na concentragido de 10° UFC/mL de L. monocytogenes e massageadas
manualmente durante aproximadamente 10 s (Figura 4). O volume de in6culo utilizado para
inoculacdo das amostras foi definido em ensaios prévios conforme ANEXO 2. Como controle,
amostras de salsicha sem o indculo foram separadas e identificadas para anélise da presenga ou
auséncia de L. monocytogenes e acompanhamento do crescimento de bactérias acido laticas
(BAL) originalmente presentes no alimento. Os sacos de amostragem foram fechados,

etiquetados e as amostras foram pesadas individualmente.

Figura 4 —(a) Inoculagdo da L. monocytogenes e (b) massageamento das amostras de salsicha.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.6 CONDICOES DE INCUBACAO DAS AMOSTRAS

Para o inicio das cinéticas de crescimento as amostras foram colocadas em incubadoras tipo

B.O.D, previamente estabilizadas na temperatura de utilizacdo e monitoradas com auxilio de
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Datalogger (Testo 174H). As amostras foram dispostas aleatoriamente nas prateleiras da

incubadora para melhor distribuicdo da temperatura interna conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Amostras de salsichas distribuidas em B.O.D.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.6.1 Incubacio nas condi¢des isotérmicas e congelamento prévio

As cinéticas de crescimento de L. monocytogenes em salsichas (hot dog) em condicdes
isotérmicas, foram avaliadas em 5 temperaturas (7, 10, 15, 20 e 30 °C). O efeito do
congelamento prévio a -10 °C foi avaliado mantendo as salsichas congeladas por 30 e 90 dias,
e subsequente incubacdo nas mesmas 5 temperaturas das condi¢des isotérmicas. Ao longo dos
periodos de congelamento também foram realizadas amostragens para quantificagdo da bactéria
durante a estocagem a -10 °C. Em cada periodo de amostragem foram realizadas contagens em
duas amostras (duplicata) e cada cinética de crescimento foi repetida duas vezes.

Na Figura 6 estd apresentado esquematicamente a separagdo das amostras em Grupos,

correspondentes as condi¢des de incubagao.



40

Figura 6 - Etapas de separacao de amostras nos Grupos A (sem congelamento prévio), B (com
30 dias de congelamento prévio) e C (com 90 dias de congelamento prévio).
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

As amostras foram divididas em 3 Grupos (A, B e C). No Grupo A, as amostras nao
passam por um periodo de congelamento e foram realizadas as cinéticas de crescimento nas 5
temperaturas logo apds a inoculagdo das amostras. Enquanto os Grupos B e C foram
acondicionados 30 e 90 dias a -10 °C, respectivamente, e, apds descongeladas, foi medida a
cinética de crescimento da bactéria nas mesmas 5 temperaturas. O tempo de inicio (¢ = 0) das
cinéticas de crescimento para os Grupos B e C foi fixado no momento de término do periodo
de congelamento, quando as amostras sdo transferidas para a B.O.D na temperatura de interesse
para o crescimento.

O tempo para armazenamento foi definido em fun¢do do tempo de vida 1til esperada
para a salsicha utilizada. Noventa dias ¢ o tempo limite de armazenamento em temperatura de
congelamento para o consumo recomendado pelo fabricante. Enquanto 30 dias foi o tempo
escolhido para comparacao de resultados de possiveis diferencas na adaptagdo ao frio do
microrganismo. A temperatura de congelamento de -10 °C foi definida a fim de simular a
temperatura de um congelador doméstico.

Aa variagdes das temperaturas nas cinéticas em condi¢des isotérmicas (-10, 7, 10, 15,

20 e 30 °C) obtidas através de Datalogger (Testo 174H) estdo apresentadas no ANEXO 3.

4.6.2 Incubacido em condicoes nao isotérmicas

As contagens do crescimento da bactéria em condigdes ndo isotérmicas foram

realizadas para simular o efeito de abusos de temperatura em amostras incubadas sob
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refrigera¢do. Dois cendrios foram estudados. Condigdo ndo isotérmica 1 (Figura 7(a)) com o
seguinte perfil de temperatura: manutencdo da temperatura de refrigeragdo 7 °C e degrau de
temperatura a 30 °C em 12 e 60 horas, durante 3 horas cada, a partir de 63 horas a temperatura
de 7 °C ¢ mantida até fase estacionaria da curva de crescimento. Condi¢dao ndo isotérmica 2
(Figura 7(b)) com o seguinte perfil de temperatura: quatro periodos subsequentesa 7 °C e 15 °C
durante 12 h cada, a partir de 96 horas a temperatura ¢ mantida a 7 °C até a fase estacionaria da

curva de crescimento.

Figura 7 - Perfis de temperatura ao longo do tempo para a medida da cinética de crescimento
da L. monocytogenes em condi¢do com temperatura (a) 7 °C com perturbagdo degrau a 30 °C
e (b) 7 °C com perturbagdo degrau a 15 °C. A linha vermelha representa o perfil de
temperatura e a linha preta ¢ a predi¢ao do crescimento microbiano obtida pela plataforma
ComBase (2021).

(a) (b)

7 4 30 [

=

6 H 6

un

&=

|

L ————] 7

Temperatura (°C)

g N (UFC/g)
Temperatura (°C)
Log N (UFC/g)

=
[y
=]

0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tempo (horas) Tempo (horas)

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.7 AMOSTRAGEM

4.7.1 Frequéncia de amostragem

Para cada cinética de crescimento microbiano em condi¢do isotérmica, foram
realizadas 11 amostragens em periodos estimados a partir da predicao da plataforma ComBase
(2021). Para a escolha dos tempos de amostragem, priorizou-se que o maior nimero de pontos
estivesse localizado proximo ao final da fase lag e no inicio da fase estacionaria. Essas duas
areas da curva de crescimento sdo importantes para descrever melhor o comportamento e para
ajuste do modelo. Ao longo do periodo sob congelamento, foram feitas amostragens a cada 10
dias. A distribuicdo dos momentos de amostragem para cada condi¢cdo de incubagdo (Grupo)

estd apresentada na Figura 8.
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Figura 8 - Distribui¢do dos pontos de amostragem para os Grupos A(a), B(b) e C(c). Os
pontos representam as amostragens e as linhas representam a predi¢ao realizada por meio da
plataforma ComBase (2022).
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Nas cinéticas de crescimento em condicoes nao-isotérmicas foram feitas
aproximadamente 20 amostragens ao longo da curva de crescimento. Os tempos foram
determinados a partir da predi¢ao da plataforma ComBase (2021). Nestas condigdes, priorizou-
se a distribui¢do dos pontos no inicio da fase lag, inicio da fase estaciondria e nos momentos

proximos a variagao de temperatura.

4.7.2 Enumeracio de L. monocytogenes

Foram analisadas 2 salsichas contaminadas (duplicada) por ponto de amostragem e,
em periodos intercalados de amostragem, uma salsicha sem contaminacdo (controle). A
amostragem foi baseada no método de enumeragdo de Listeria spp. € L. monocytogenes pela
técnica de contagem em superficie ISO 11290-2 (Figura 9). As amostras foram diluidas com
50 mL de 4gua peptonada 0,1% no mesmo saco de amostragem que estavam acondicionadas e
massageadas manualmente durante aproximadamente 10 s, obtendo-se a primeira diluicdo. O
volume de 4gua peptonada utilizado foi definido previamente, conforme descrito no ANEXO
2. Apos, foram realizadas dilui¢des seriadas em microtubos com 0,9 mL de dgua peptonada e
0,1 mL da dilui¢do anterior. Em seguida, foi feito o plaqueamento em superficie em placa de
Petri descartavel e estéril com agar ALOA e o espalhamento com alga de Drigalski estéril
descartavel. Para plaqueamentos da primeira diluicdo foi plaqueado 1 mL em placas de
140 mm, para os plaqueamentos das demais diluigdes o volume inoculado foi de 0,1 mL em
placas de 90 mm. Para cada amostragem foram plaqueadas aproximadamente 5 dilui¢des. As

placas foram incubadas invertidas em B.O.D a 37 °C por 48 h, entdo, foram contadas as UFC.
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As BAL foram quantificadas em pontos de amostragem intercalados, nos quais foram
realizados plaqueamentos em profundidade em placas de 90 mm com agar de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960) (NEOGEN). Apds a solidificagdo do
agar as placas foram incubadas invertidas em B.O.D a 37 °C por 48 h, entdo, foram contadas

as UFC.

Figura 9 - Etapa de amostragem para enumeracgdo de L. monocytogenes ¢ BAL em agar
ALOA e agar MRS, respectivamente.
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Elaborado pelo autor.

Para o calculo da concentracdo microbiana (N) a contagem de UFC foi multiplicada
pelo inverso das dilui¢des e dividida pela area da salsicha. Os resultados foram expressos em

Log N/Ny.

4.8 MODELAGEM MATEMATICA DO CRESCIMENTO MICROBIANO

4.8.1 Modelagem primaria

Para realizar a modelagem matematica, os dados experimentais foram organizados em
funcao das temperaturas e condigdes de incubagdo e importados ao software R onde foram
alocados em um armazenador de dados (data frame). O ajuste do modelo Baranyi e Roberts
(Equacdes 6 e 10) aos dados experimentais foi realizado com o auxilio do pacote biogrowth
(GARRE et al., 2021) do software. O pacote possui recursos para modelagem de crescimento
populacional em condig¢des estaticas e dindmicas incluindo fungdes de ajuste de modelo e

predigao.
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Para o ajuste do modelo aos dados experimentais das condi¢des isotérmicas foi
utilizada a funcao fit isothermal growth onde algumas dependéncias sdo requeridas, como:
dados experimentais, modelo a ser utilizado, parametros conhecidos e chute inicial para os
parametros a serem obtidos por regressdo. O modelo utilizado foi o de Baranyi e Roberts, foi
dado como conhecida a relagdo Log(N/No) igual a 0 e os demais parametros (4, fmax € Npmax)
foram estimados. Apds o ajuste do modelo aos dados experimentais, o software gera um banco
de dados referente ao ajuste dos valores de concentracdo em fun¢do do tempo e pardmetros de

crescimento primario.

4.8.2 Modelagem secundaria

Foram utilizados os modelos secundarios da Poténcia (Equagao 15), Exponencial
(Equagdo 14), Raiz Quadrada (Equacdo 11) e Arrhenius (Equagdo 12) para descrever a

influéncia da temperatura nos parametros obtidos no ajuste primario.

4.8.3 Predicao do crescimento nio isotérmico

A predi¢do do crescimento de L. monocytogenes em salsicha foi realizada utilizando o
modelo de Baranyi e Roberts (na sua forma diferencial) juntamente com os modelos
secundarios no software R. O modelo foi escolhido pela sua ampla utilizacdo e que, segundo
Van Impe et al. (2005), ¢ de facil utilizagdo, aplicadvel em situacdes com variagdes dindmicas
no ambiente, possui boa capacidade de ajuste e a maioria dos parametros obtidos sdo
biologicamente interpretaveis.

Para a predicio das condigdes ndo isotérmicas utilizou-se a fungdo
predict_dynamic_growth do pacote biogrowth que requer a entrada dos valores das condigdes
ambientais ao longo do tempo (tempo vs. temperatura) além de parametros obtidos através do
ajuste secundario.

Considerou-se a premissa dos autores do modelo, com /¢ constante para a mesma
condi¢do de incubagdo (Grupo). Admitindo que nas condi¢des ndo isotérmicas analisadas as
amostras ndo foram submetidas ao congelamento prévio, foi realizada a média dos valores de
ho das temperaturas de crescimento do Grupo A. Apos, foi realizado um novo ajuste para as

condi¢des isotérmicas a fim de se obter parametros de crescimento primario considerando 4y
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constante. Com auxilio do software R gerou-se cada curva de crescimento com os valores
preditos da concentragdo de L. monocytogenes ao longo do tempo.

4.8.4 Validacao do modelo por analise estatistica

Para a validagdo do desempenho da predicao realizada pelo modelo foram utilizados
os indices estatisticos: fator bias, fator de exatiddo, RMSE e R?, Equag¢des 19, 20, 21 e 22,

respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA SALSICHA

Os resultados médios e respectivos desvios padrdes para as analises fisico-quimicas
de pH, atividade de agua, concentragdes de NaCl, area superficial ¢ massa individual das

salsichas utilizadas neste trabalho estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo das analises fisico-quimicas da salsicha.

Analise Valor + DP
pH 6,36 £ 0,02
Atividade de dgua 0,985 £ 0,005
NaCl (% em massa) 2,64 £0,09
Area superficial (cm?) 98,8+0,17
Massa (g) 50=+1

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Os valores de pH, atividade de agua e concentracdo de NaCl encontrados na literatura
para salsicha s3o 5,96-6,10, 0,85-0,97 e 1,6-2,2%, respectivamente (AASLYNG;
VESTERGAARD; KOCH, 2014; SANTOS et al., 2019; MARTINS et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2020), estando esses valores abaixo dos encontrados no presente trabalho.

A bactéria L. monocytogenes ¢ capaz de crescer em uma ampla faixa de pH de 4,5 a
9,2 porém a velocidade especifica maxima de crescimento € observada em meios de
crescimento com valores de pH proximos a 7. O valor de atividade de dgua deve ser > 0,92, em
condi¢des de temperatura e pH favoraveis, além disso a Listeria spp. cresce em concentragdes
de NaCl igual a 10% e sobrevive em superiores (RYSER; MARTH, 2007). Dessa forma, esse
produto alimenticio pode ser definido como meio de crescimento adequado ao desenvolvimento

de L. monocytogenes.

52  CINETICAS DE CRESCIMENTOS DE L. MONOCYTOGENES EM SALSICHAS
CONGELADAS

Na Figura 10 estao apresentados os resultados da contagem de L. monocytogenes em

salsicha (hot dog) ao longo do tempo de vida util do produto (90 dias) a -10 °C. Estes dados
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foram obtidos durante os periodos de congelamento de 30 (Grupo B) e 90 dias (Grupo C), com
amostras obtidas dos mesmos lotes. Os resultados referem-se a média das amostragens

(realizadas em duplicata de amostras) obtidas para todos os periodos de congelamento.

Figura 10 — Contagem da bactéria L. monocytogenes em salsicha na temperatura de
congelamento -10 °C. Os pontos representam os dados experimentais, as barras o desvio
padrdo e a linha representativa da regressao linear aos dados.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

A L. monocytogenes ndo cresceu nas salsichas ao longo dos 90 dias. A concentracdo
inicial foi de 2,43 + 0,21 log UFC/cm? e, ao final dos 90 dias, o valor médio obtido foi
2,18 £ 0,12 log UFC/cm?, representando a resisténcia das células de L. monocytogenes na
temperatura de congelamento estudada como observado na predi¢ao da plataforma Combase
(2022). As amostras controle (sem contaminacdo de L. monocytogenes) nao apresentaram
contagem do patégeno.

Os resultados do presente trabalho se assemelham aos encontrados por Taormina e
Beuchat (2002), no qual os autores inocularam uma concentragdo de 2,0 log UFC/g de
L. monocytogenes em superficies de salsichas do tipo Frankfurt que foram estocadas a -20 °C
durante 12 semanas. Segundo os autores ndo ocorreu mudanca significativa na populagio e na

viabilidade das células de L. monocytogenes na condicao analisada.
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Pradhan et al. (2012) também ndo observaram crescimento para Listeria innocua
inoculada na concentragado inicial de 4,5 log UFC/g em peito de frango estocado a 0, -12 e
-20 °C pelos periodos de 10, 14 ¢ 21 dias, respectivamente.

Porto, Call e Luchansky (2004) observaram que a concentragdo de
8,0 log UFC/56g de salsicha de L. monocytogenes em salsichas tipo Frankfurt embaladas a
vacuo se mantiveram quando submetidas a estocagem a -18 °C pelo periodo de 30 dias.

Alguns trabalhos estenderam as pesquisas em tempos de estocagem de 6 e 10 meses
em temperatura de congelamento de -20 °C. Ben Slama et al. (2013) estudaram a resisténcia de
diferentes cepas de L. monocytogenes incubadas em fatias de queijo artesanal por 6 meses a
-20 °C, com concentragao inicial de 8 log UFC/g. Os autores comprovaram que, mesmo apos 6
meses a -20 °C, a L. monocytogenes ¢ capaz de expressar genes responsaveis pela sua
viruléncia. A cepa isolada de carne congelada apresentou maior resisténcia ao frio, quando
comparada a cepa utilizada como referéncia (ATCC 19115). Além disso, foi observada uma
reducdo de até 2,58 log UFC/g ao final da analise, sendo que em 90 dias a redu¢do foi de
aproximadamente 2 log UFC/g.

Miladi et al. (2008) observaram a redugdo de 2,3 log UFC/g na concentragdo de células
de L. monocytogenes (isoladas de carne) inoculadas em fatias de salmao durante 10 meses de
estocagem a -20 °C. Os autores também concluiram que as cepas isoladas de carne foram mais
resistentes ao processo de congelamento em comparacao a cepa de referéncia (ATCC 19115)
que apresentou redu¢do na concentracao do patdégeno de 3,69 log UFC/g.

Palumbo e Willians (1991) discutem em seu trabalho a diferenca das taxas de injuria
nas c¢lulas de L. monocytogenes expostas a temperaturas de congelamento quando inoculadas
em meio de cultivo e alimentos. Matrizes alimenticias e suas composi¢des (proteinas,
carboidratos e triglicerideos) podem, de alguma forma, proteger as células de L. monocytogenes
e aumentar sua resisténcia ao estresse causado pelo frio. Além disso, fatores como viscosidade
de alimento e porosidade também podem interferir no comportamento das células.

A resisténcia das células de Listeria spp. ¢ um assunto amplamente discutido, em que
¢ observado a resisténcia do patégeno em temperaturas de congelamento. O conhecimento do
comportamento de L. monocytogenes em salsicha (hot dog) comprova, ndo apenas a
continuidade da concentragdao de células ao longo do tempo na condicdo estudada, mas
principalmente a presenga do patdgeno ao final da analise.

O resultado evidencia que, em relacdo a L. monocytogenes, ¢ seguro armazenar as

salsichas por 90 dias sob congelamento em temperaturas de -10 °C, como ¢ sugerido na
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embalagem pelo fabricante, pois ndo havera crescimento do patégeno. Por outro lado, a
presenca do patdgeno indica que ¢ imprescindivel o cuidado com praticas de armazenamento
deste produto, pois mesmo ap6s o congelamento por longos periodos as células se encontram

presentes e podem apresentar riscos ao consumidor.

53  CINETICA DE CRESCIMENTO DE L. MONOCYTOGENES EM SALSICHAS

Os dados da cinética de crescimento de L. monocytogenes em salsicha armazenadas
em temperaturas de refrigeracao (7 e 10 °C) e abuso (15, 20 e 30 °C) estdo apresentados na
Figura 11 para o Grupo A (sem o congelamento prévio) possibilitando avaliacdo da influéncia
da temperatura, e na Figura 12 para os trés Grupos simultaneamente agrupados para cada
temperatura para facilitar a andlise da influéncia do periodo de congelamento prévio. Os
parametros primarios de crescimento obtidos com o ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos
dados ¢ os indices estatisticos correspondentes estdo apresentados nas Figuras 13, 14 e 15 ¢
Tabela 2, respectivamente. Os valores dos parametros primarios apresentados na forma de

Tabela estdo apresentados no ANEXO 5.

Figura 11 - Cinética de crescimento de L. monocytogenes em salsicha nas temperaturas de 7
(0), 10 (+), 15 (), 20 (%) e 30 °C (A) sem congelamento prévio. As linhas azuis representam
o ajuste do modelo Baranyi e Roberts aos dados experimentais, as barras sdo o desvio padrao
e a linha tracejada vermelha ¢ o limite estabelecido pela RDC 331/2019
(10> UFC/g = 50 UFC/cm? = 5000 UFC/salsicha) quando se assume 2 UFC/g de salsicha
inicialmente.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Figura 12 - Cinéticas de crescimento de L. monocytogenes em salsicha (hot dog) nas
temperaturas de 7 (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d) e 30 (e) °C sem (azul) e com congelamento prévio
de 30 (vermelho) e 90 dias (verde) (Grupos A, B e C, respectivamente). Os pontos
representam os dados experimentais, as linhas representam o ajuste do modelo Baranyi e
Roberts, as barras sdo o desvio padrdo e a linha tracejada vermelha ¢ o limite RDC 331/2019
(10? UFC/g = 50 UFC/cm? = 5000 UFC/salsicha) quando se assume 2 UFC/g de salsicha

inicialmente.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Figura 13 - Parametro de crescimento primario: velocidade especifica maxima de crescimento
(umax) obtido pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as
temperaturas de 7, 10, 15, 20 e 30 °C sem (azul) e com congelamento prévio de 30 (vermelho)
e 90 (verde) dias (Grupos A, B e C, respectivamente).
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Figura 14 - Parametro de crescimento primario: tempo de fase lag (1) obtido pelo ajuste do
modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 7, 10, 15, 20 e
30 °C sem (azul) e com congelamento prévio de 30 (vermelho) e 90 (verde) dias.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Figura 15 - ParAmetro de crescimento primario: tempo de fase lag (ho) obtido pelo ajuste do
modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 7, 10, 15,20 e
30 °C sem (azul) e com congelamento prévio de 30 (vermelho) e 90 (verde) dias.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Tabela 2 - Valores dos indices estatisticos para o ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos
dados experimentais para as temperaturas de 7, 10, 15, 20 e 30 °C sem e com congelamento
prévio de 30 e 90 dias (Grupos A, B e C, respectivamente).

Condicao de

T (°C) incubaciio (Grupo) Bias Exatidao RMSE R?
A 1,14 1,17 0,090 0,999
7 B 1,01 1,06 0,147 0,997
C 1,85 1,87 0,106 0,999
A 0,94 1,14 0,303 0,984
10 B 1,01 1,14 0,294 0,988
C 1,01 1,16 0,238 0,993
A 1,02 1,16 0,273 0,986
15 B 0,93 1,27 0,196 0,995
C 1,06 1,54 0,286 0,991
A 0,94 1,13 0,245 0,989
20 B 1,03 1,19 0,289 0,989
C 1,12 1,45 0,351 0,984
A 1,03 1,07 0,185 0,994
30 B 1,02 1,17 0,237 0,991
C 1,18 1,43 0,329 0,984

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Tabela 3 — Tempo necessario para as cinéticas de crescimento nas temperaturas de
7,10, 15,20 e 30 °C sem e com congelamento prévio de 30 e 90 dias (Grupos A, B e C,
respectivamente) atinjam o limite estabelecido pela RDC 331/2019
(10°UFC/g = 50UFC/cm? = 5000UFC/salsicha) quando se assume 2 UFC/g de salsicha

inicialmente.
Condicao de Tempo
T (°C) incubacio
(Grupo) (h) (dias)

A 230 9,6

7 B 220 9,2
C 250 10,4

A 134 5,6

10 B 129 5,4
C 137 5,7

A 55 2,3

15 B 54 2,3
C 58 2,4

A 40 1,7

20 B 37 1,5
C 36 1,5

A 17 0,7

30 B 17 0,7
C 19 0,8

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Ao analisar a Figura 11, percebe-se que nas temperaturas estudadas todas as fases
caracteristicas do crescimento microbiano estao presentes (fase lag, exponencial e estacionaria).
Além das caracteristicas da L. monocytogenes e das condigdes ambientais de crescimento
proporcionarem este comportamento, a visualizagdo das fases se d4 como consequéncia do
planejamento de distribuicdo dos tempos de amostragem e pelo desempenho de ajuste do
modelo de Baranyi e Roberts.

E possivel observar tendéncias de aumento e diminuigdo dos valores da velocidade
especifica maxima de crescimento (1) e da fase lag (4). Em condi¢des de incubacdo com
temperaturas mais proximas a Otima de crescimento para L. monocytogenes, 37 °C, o
microrganismo apresenta um crescimento mais rapido e tempo de adaptagdo menor, como
observado no presente trabalho. Por outro lado, a medida que a temperatura diminui o
crescimento ¢ mais lento e periodo de adaptagdo ¢ maior.

Como apresentado na Equagdo 9, o parametro 4 pode ser estimado a partir dos valores
de 1 e 4. Segundo Baranyi e Roberts (1994), o valor de 4y representa o estado fisiologico das

células no momento da incubagao em um dado ambiente e pode ser considerado constante em



54

condi¢des de meio de crescimento e inoculagdo iguais, ou seja, para as cinéticas de crescimento
isotérmicas nas mesmas condi¢des de incubagdo, mesmo que em temperaturas de refrigeracao
ou de abuso térmico, o valor de 4y deveria ser o mesmo para todas as temperaturas analisadas.

Foi observado que para as cinéticas de crescimento do Grupo A, o Ay ficou entre 2,1 e
3,5 (Figura 15). No crescimento a 7 °C, o estado fisiologico apresentou o maior valor,
representando a maior diferenca quando comparado as demais temperaturas. A média dos
valores de sy de todas as temperaturas ¢ 2,6 = 0,5 enquanto sem a temperatura de 7 °C ¢ de
2,4+0,3. Mesmo que a L. monocytogenes tenha capacidade de crescer em temperaturas de
refrigeragdo, isso implica na necessidade de adaptagdes fisiolégicas maiores do que em
condi¢des de temperatura mais altas e que podem ser refletidas em valores de /9. A cinética de
crescimento a 7 °C também resultou em maiores variagdes dos valores estatisticos para o ajuste
do modelo de Baranyi e Roberts (Tabela 3).

O tempo necessario, em cada temperatura, para a concentragdo de células atingir o
limite de concentragio (10> UFC/g) estabelecido pela legislagio RDC 331/2019 em conjunto
com IN 60/2019 (linha tracejada vermelha), quando a concentrag¢do inicial ¢ 2 UFC/g de
salsicha, pode ser inferido pela Figura 11. Percebe-se que os tempos sob condi¢cdes de
refrigeragdo de 7 e 10 °C (9,6 e 5,6 dias, respectivamente) sao relativamente bem maiores em
comparagao a temperaturas de abuso de 15, 20 e 30 °C (2,3, 1,7 e 0,7 dias, respectivamente).
Mesmo com apenas 3 °C de diferenga entre as duas temperaturas de refrigeragdo, o tempo foi
diferente em 4 dias (96 h). Esta diferenca demonstra como uma pequena variagdo de
temperatura pode alterar o crescimento do patdogeno no produto, além da importancia da
manuteng¢ado correta de temperatura ao longo do tempo de vida util.

Nufer, Stephan e Tasara (2007) avaliaram o crescimento de L. monocytogenes
inoculada em fatias de mortadela (aw = 0.96) a 7 °C e observaram um aumento na concentracao
de células maior que 10° UFC/mL em 336 h e de 10’ UFC/mL em 504 h de incubagdo. Esses
resultados sdo maiores em comparagdo ao encontrado no presente trabalho, que foi de
10% UFC/cm? em 552 h de incubagio, na mesma temperatura. Os autores compararam cepas
isoladas de diferentes origens, e observaram que as cepas isoladas de plantas de processamento
de carnes apresentaram maior velocidade especifica maxima de crescimento, comparada as
cepas isoladas de humanos. Segundo os autores, a melhor adaptacao ¢ devido ao historico do
ambiente ao qual as cepas foram isoladas, que pode ter contribuido para adaptagdes fisiologicas
de crescimento a baixas temperaturas. Além disso, diferencas adaptativas sdo mais

pronunciadas em temperaturas de refrigeracao.
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Como pode ser observado na Figura 12, mesmo apds 90 dias de pré-congelamento a -
10 °C, a contagem das células apresentou comportamento de crescimento similar entre os
produtos congelados e ndo congelados. Ainda, observa-se, como esperado, a mesma tendéncia
de aumento do parametro pme € diminuicdo do parametro 4 em fun¢ao do aumento da
temperatura (Figuras 13 e 14). Para todas as condi¢des de incubagdo (Grupos A, B e C), quando
observadas separadamente, este comportamento se repete.

No entanto, quando comparados os 3 Grupos na mesma temperatura, ¢ possivel
observar um aumento na velocidade especifica méxima de crescimento (umax) € na fase lag (1)
no crescimento da L. monocytogenes com o aumento do tempo de estocagem sob congelamento.
Essa diferencga ¢ ainda maior para as temperaturas de refrigeragdo. Na temperatura de 7 °C a
diferenca foi maior comparado as outras temperaturas, o valor de g obtido no Grupo C (com
90 dias de congelamento prévio) representa um aumento de 64,3% do valor observado no Grupo
A (sem congelamento prévio).

Quanto ao tempo necessdrio para que as cinéticas de crescimento atinjam a
concentragio de 10> UFC/g estabelecida pela RDC 331/2019 e IN 60/2019 quando a
concentragdo inicial € 2 UFC/g de salsicha (Tabela 3), os periodos de congelamento prévio nao
induziram diferencas na maioria das condi¢des estudadas. Na temperatura de crescimento 7 °C
as diferengas entre os tempos para os Grupos (A, B e C) sdo mais pronunciadas comparadas as
demais temperaturas, porém nao apresentam uma tendéncia de aumento. Nas demais
temperaturas, como ambos os pardmetros, 1 € umix aumentaram, ndo provocou diferengas
pronunciadas no tempo para atingir o limite.

Os indices estatisticos utilizados para avaliar o desempenho de ajuste do modelo de
Baranyi e Roberts aos dados experimentais, apresentados na Tabela 2, permitem observar o
bom desempenho do modelo escolhido ao representar os dados experimentais. Os valores
obtidos para o fator Bias, exatiddo e R? estdo proximos a 1, na maioria dos resultados, enquanto
os valores de RMSE proximos a zero.

Membré, Ross e McMeekin (1999) avaliaram condigdes de pré-incubagdo para o
crescimento de L. monocytogenes em caldo. Os autores testaram duas condi¢des de preparo de
in6culo a 4 e 7 °C, durante 3 e 5 dias, respectivamente, com posterior incubacdo a 7 °C para
determinagdo da cinética de crescimento. Foi observado que o preparo do inoculo a 4 °C
aumentou a velocidade especifica méaxima de crescimento em comparagao ao inoculo preparado

a 7°C, indicando que a pré-incubagdo a baixas temperaturas pode acarretar adaptacdes
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fisiologicas que se pronunciam no aumento da velocidade especifica maxima de crescimento
do microrganismo.

O estudo realizado por Dykes (2003) analisou os tempos de fase lag de cepas de
L. monocytogenes quando pré-cultivadas em temperaturas de 4, 20 e 37 °C em meio de cultivo,
e subsequente crescimento em mortadela na temperatura de 4 °C. Na mortadela, a pré-
incubacgdo do indculo a 4 °C resultou em menor fase lag quando comparados aos inodculos pré-
incubados nas temperaturas mais altas. Além disso, o autor conclui que os efeitos adaptativos
sdo dependentes das cepas utilizadas. Cepas isoladas de plantas de processamento de carnes se
mostraram mais resistentes por ndo apresentarem efeitos a condi¢des de pré-incubagao de 4 °C,
enquanto cepas de origem clinica foram afetadas. Os autores explicam a diferenca pela pré-
disposi¢do das cepas clinicas a ambientes de temperatura corporal (37 °C) enquanto as cepas
originadas do ambiente podem ter histéricos de variagdes de temperaturas maiores €
consequentemente serem mais resistentes. E ressalta a importancia da utilizagdo de cepas com
pré-disposicao a adaptacdes para que resultados de avaliagdes de risco de produtos alimenticios
ndo sejam subestimados.

Augustin et al. (2000) analisaram a influéncia de condi¢des de estresse no cultivo
prévio do inoculo de L. monocytogenes e concentragdes iniciais no crescimento em caldo TSYE
a 30 °C. A condicao de estresse a qual as células foram submetidas foi uma fase estacionaria
tardia, onde ocorre a diminui¢do gradativa dos nutrientes do meio. Os autores observaram que
tempos de fase lag aumentavam a medida que os tempos de estresse aumentavam e as
concentragoes iniciais diminuiam. As diferengas mais significativas, resultando em aumento de
tempo de fase lag, ocorreram com estresse de 840 h e concentragdo inicial 0,74 log UFC/mL
para in6culos de L. monocytogenes.

Walker, Archer e Banks (1990) compararam duas condi¢des de cultivo do indculo de
L. monocytogenes, isolada de soft cheese, 4 °C durante 6 dias e 30 °C durante 2 dias. Apos, foi
realizada cinética de crescimento em caldo de galinha (pH = 6,4) com estocagem em condigdes
isotérmicas de -0,5 a 9,3 °C. Os autores observaram que o indculo cultivado a 4 °C teve o tempo
de fase lag reduzido em temperaturas de crescimento inferiores a 2 °C e no crescimento a 5 e
7,5 °C foi observado um aumento da velocidade especifica maxima de crescimento. Os autores
explicitam a importancia do estudo de temperaturas baixas de pré-incubacdo, a fim de
considerar a adaptacdo das células de L. monocytogenes, principalmente quando relacionados

a tempos de vida 1til de alimentos congelados ou refrigerados.
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Em relagdo aos valores do parametro /4y, apresentados na Figura 15, € possivel observar
que os valores obtidos nas temperaturas de refrigeracdo sdo maiores para as cinéticas de
crescimento realizadas com congelamento prévio (Grupos B e C) do que quando nao houve
congelamento (Grupo A), sendo o efeito de 90 dias a -10 °C foi mais intenso. O aumento do /¢
foi de 46% (congelado por 30 dias) e 166% (congelado por 90 dias) para armazenagem a 7 °C
e de 71% (congelado por 30 dias) e 167% (congelado por 90 dias) em relagdo ao valor deste
parametro quando ndo houve congelamento das amostras de salsicha. Por outro lado, para as
maiores temperaturas, mudangas no valor de /4y foram mais intensas apenas nas amostras
congeladas por 90 dias (Grupo C), representando um aumento de 104%, 78% e 59% para as
temperaturas de 15, 20 e 30 °C, respectivamente.

Augustin, Rosso e Carlier (2000) e Mckay et al. (1997) relataram que o aumento nos
valores de /&y ocorrem em cultivos apos condigdes de pré-incubagdo que induzem estresses ao
microrganismo por falta de nutrientes ou quando realizadas em meio sélido.

Taormina e Beuchat (2002) avaliaram o comportamento da L. monocytogenes em
temperatura de congelamento com posterior refrigeracdo. Foi inoculado 2 log UFC/g de
L. monocytogenes em salsichas do tipo Frankfurt e armazenadas a -20 °C em embalagem a
vacuo durante 48 h. Apo6s, foi removido o vacuo das embalagens e as salsichas foram incubadas
a 12 °C por 10 dias. O periodo de congelamento prévio ndo alterou o comportamento de
crescimento de L. monocytogenes a 12 °C quando comparado ao sem congelamento prévio.
Este resultado pode ser relacionado com o presente trabalho em relacdio ao tempo de
congelamento prévio. Periodos de 30 e 90 dias em temperatura de congelamento foram
suficientes para causar alteragdes perceptiveis nos parametros de crescimento da

L. monocytogenes, e com 90 dias as alteracdes foram mais pronunciadas.

5.4 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A constru¢do dos modelos secundarios foi feita a partir dos resultados obtidos para os
parametros primarios de crescimento, apresentados nas Figuras 13, 14 e 15. O modelo da Raiz
Quadrada foi escolhido para descrever a influéncia da temperatura sobre pardmetro x pois
apresentou o melhor valor do coeficiente de correlagio (R?) entre os modelos testados,
apresentados no ANEXO 4. O ajuste do modelo aos dados esta apresentado na Figura 16 para
as condi¢des de temperatura estudadas sem e com periodos de congelamento prévio de 30 e 90

dias, Grupos A, B e C, respectivamente. As equacdes obtidas com o ajuste do modelo
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matematico, bem como os indices estatisticos de avaliacdo do ajuste aos dados experimentais

estao apresentados na Tabela 4.

Figura 16 — Ajuste do Modelo da Raiz Quadrada para o parametro u. Os pontos representam
os dados experimentais para as condigdes sem e com congelamento prévio de 30 e 90 dias,
Grupos A (azul), B (vermelho) e C (verde), respectivamente e as linhas os ajustes do modelo.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Tabela 4 - Modelo secundério da Raiz Quadrada para o parametro u para cada condicao de
incubagdo sem e com congelamento prévio de 30 e 90 dias, Grupos A, B e C,

respectivamente.
Condic¢ao de (05 . . s 05 2
incubaciio (Grupo) Hmax (W) Bias Exatiddo RMSE (h™) R
A Jue=00127-(T+18) 0,99 1,12 0,006 0,989
B Jur=00138-(T+16) 1,02 1,12 0,010 0,980
C Jr=00125-(T+49) 1,00 1,06 0,004 0,997

Fonte: elaborado pela autora (2022)

O modelo escolhido teve um bom ajuste aos dados experimentais representado pelos
valores de bias, exatiddo e R? proximos a 1 enquanto os valores do RMSE estdo proximos a 0.
Este comportamento foi observado independente da condi¢ao de incubagdo (Grupo) analisada.
Conforme as equacdes apresentadas na Tabela 5, os parametros pelo modelo, b € T sdo: 0,023
e -1,8 °C para o Grupo A, 0,022 e -1,6 °C para o Grupo B e 0,061 e -4,9 °C para o Grupo C,
respectivamente. O periodo de congelamento prévio de 90 dias influenciou no resultado do
ajuste secundario nesta condi¢do. E possivel observar que o pardmetro b (coeficiente linear)

para o Grupo C apresenta a maior diferenca quando comparado aos Grupos A e B (Figura 13).
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Kataoka et al. (2017) também utilizaram o modelo secundario da Raiz Quadrada para
avaliar a dependéncia do pardmetro 4 com as temperaturas de crescimento de L. monocytogenes
inoculada em alimentos congelados (carne de caranguejo, milho, ervilha e camarao) e
posteriormente descongelados em temperaturas de 4 a 20 °C. Os autores obtiveram valores de
R? entre 0,9812 e 0,9945 representando um bom ajuste do modelo escolhido aos dados
experimentais. Os valores obtidos para o parametro 7)., ficaram entre -3,71 e -0,79 °C.

Utilizou-se o modelo da Poténcia para descrever a influéncia da temperatura sobre o
parametro A pois apresentou o melhor valor do coeficiente de correlagao (R?) entre os modelos
testados, apresentados no ANEXO 4. O ajuste do modelo aos dados esta apresentado na
Figura 17 para as condi¢gdes de temperatura estudadas sem e com periodos de congelamento
prévio a 30 e 90 dias, Grupos A, B e C, respectivamente. As equagdes obtidas com o ajuste do
modelo matematico, bem como os indices estatisticos de avaliagdo do ajuste aos dados

experimentais estdo apresentados na Tabela 5.

Figura 17 - Modelo secundério da Poténcia para o pardmetro 4. Os pontos representam os
dados experimentais para as condigdes sem e com congelamento prévio de 30 e 90 dias,
Grupos A (azul), B (vermelho) e C (verde), respectivamente e as linhas os ajustes do modelo.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Tabela 5 - Modelo secundario da Poténcia para o parametro A para cada condi¢do de
incubagdo sem e com congelamento prévio de 30 e 90 dias, Grupos A, B e C,

respectivamente.
Condi¢do de incubagao A(h) Bias  Exatidio RMSE(h) R?
(Grupo)
A A =3578,9 T~ 184 1,00 1,06 4999 0,991
B A =4917,7 - T~ 1942 1,00 1,17 6,620 0,992

C A =8207,4- T 2008 1,00 1,08 5,212 0,999
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Os indices bias, exatiddo e R? préximos a 1 comprovam o bom ajuste do modelo
escolhido aos dados experimentais. Os resultados para indice RMSE apresenta valores altos em
fungdo, principalmente, dos resultados obtidos para a temperatura de 7 °C que parecem
contribuir mais para o aumento do erro do ajuste.

Omac et al. (2015) realizou a modelagem de crescimento de L. monocytogenes em
espinafre sob condig¢des isotérmicas de 5 a 36 °C. O modelo primario utilizado foi o de Baranyi
e Roberts enquanto os modelos secundarios para os parametros u ¢ A foram o modelo da raiz
quadrada e modelo da poténcia, como no presente trabalho. Os autores encontraram bom ajuste
de ambos os modelos secundarios aos dados experimentais com valores de R? iguais a 0,99. No
ajuste do modelo da raiz quadrada o parametro T encontrado foi de -4,26 °C e o termo
exponencial encontrado no ajuste do modelo da poténcia foi de -1,77, valores similares aos

encontrados no presente trabalho.

5.5 CONTAGEM DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS EM SALSICHAS

Os resultados obtidos para a contagem de Bactérias Acido Laticas (BAL) em salsichas
(hot dog) nas temperaturas de refrigeracdo (7 e 10°C) e abuso (15, 20 e 30 °C) sem e com
periodos de congelamento prévio por 30 e 90 dias, Grupos A, B e C, respectivamente, estao
apresentados na Figura 18.

A concentracio inicial variou de 0,38 a 3,53 log UFC/cm?, atingindo o maximo de
7,95 log UFC/cm? ao final do periodo de armazenamento. A variacdo na concentracio inicial
pode ser justificada devido as BAL quantificadas estarem originalmente presentes nas salsichas.
A concentragdo inicial de BAL originalmente presente em salsichas cozidas varia de 2,06 a
4,9 log UFC/g conforme a literatura (BALAMURUGAN et al., 2018; RUIZ-CAPILLAS et al.,
2016; SERGELIDIS et al., 2018). Além disso, o agar (MRS) utilizado ¢ recomendado para a
contagem de BAL, porém nao possui caracteristicas diferenciais, o que pode resultar em maior
variabilidade de resultados. As contagens acompanharam o crescimento de L. monocytogenes
para todas as condigdes estudadas. Nao foi possivel identificar a influéncia do congelamento na
contagem das BAL.

Considerando que as salsichas utilizadas neste trabalho estavam com a microbiota

originalmente presente, ndo foram esterilizadas e nao sao pasteurizadas, sdo necessarios mais
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estudos para compreender o comportamento das BAL, com a utilizagdo de métodos mais

seletivos.

Figura 18 - Contagem de Bactérias Acido Laticas em salsichas (hot dog) nas temperaturas de
7 (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d) e 30 (e) °C sem (azul) e com congelamento prévio de 30
(vermelho) e 90 dias (verde) (Grupos A, B e C, respectivamente). Os pontos representam os

dados experimentais.
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5.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE PREDITIVA DO MODELO PARA CONDICAO
NAO ISOTERMICA

Nas Figuras 19 e 20 estdo apresentadas as predi¢des do modelo matematico de Baranyi
e Roberts para as condi¢des ndo isotérmicas 1 e 2, respectivamente. Na condi¢do nao isotérmica
1, o perfil de temperatura foi constante a 7 °C com dois momentos de abuso de temperatura a
30 °C durante 3 horas cada. A condicdo ndo-isotérmica 2 foi realizada com o perfil de
temperatura isotérmico a 7 °C com 4 periodos de abuso de temperatura a 15 °C durante 12 horas
cada. Estes cenarios visam simular abusos de temperatura que podem acontecer na manipulagao
incorreta do produto pelo consumidor ou varejista, em momentos como transporte, preparo ou

armazenamento do alimento.



Figura 19 - Predicdo do modelo Baranyi e Roberts para a cinética de crescimento da L.
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monocytogenes em condi¢ao (1) com temperatura (a) 7 °C com perturbagdo degrau a 30 °C e

(b) ampliacdo para visualizagdo do degrau a 30 °C. Os pontos representam os dados
experimentais, a linha representa o ajuste do modelo e a linha vermelha o perfil de

temperatura.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Figura 20 - Predi¢ao do modelo de Baranyi e Roberts para a cinética de crescimento da L.
monocytogenes em condi¢ao (2) com temperatura (a) 7 °C com perturbacao degrau a 15 °C e
(b) ampliacdo para visualizagdo do degrau a 15 °C. Os pontos representam os dados
experimentais, a linha representa o ajuste do modelo e a linha vermelha o perfil de

temperatura.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Nas Figuras 19 e 20 observa-se que a predicdo do modelo acompanha a tendéncia dos
dados experimentais principalmente na fase lag, para as duas condic¢des estudadas.

Na Tabela 6 estao apresentados os valores dos indices estatisticos para a validagao das
predicdes realizadas pelo modelo de Baranyi e Roberts nas condi¢des nao isotérmicas 1 e 2. O
fator bias (maior que 1) para as predigdes das condigdes nao isotérmicas 1 e 2 indicam que, as

predi¢des sdo mais seguras em funcdo do modelo ter uma tendéncia a superestimar os valores
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dos dados experimentais. Por outro lado, o indice RMSE apresenta um valor alto, representando
o erro das predi¢des principalmente ap6s os abusos de temperatura, onde as linhas das predigdes
se encontram mais afastadas dos pontos experimentais. Os valores de R? representam a baixa

proximidade das linhas de predi¢cao aos dados experimentais.

Tabela 6 - Valores dos indices estatisticos para a predicdo do modelo de Baranyi e Roberts
para as condi¢des com temperatura (1) 7 °C com perturbacio degrau a 30 °C e (2) 7 °C com
perturbacdo degrau a 15 °C.

Condi¢ao de incubacao Bias Exatidao RMSE R?
1 1,35 1,45 0,831 0,920
2 1,12 1,34 0,643 0,941

Fonte: elaborado pela autora (2022).

A obtengdo de predi¢cdes em condigdes nao isotérmicas permite realizar a avaliagdo de
risco de um alimento que pode vir a ser contaminado, acidentalmente, e posteriormente
submetido a condi¢des incorretas de manipulagdo e armazenamento. Segundo a RDC 331/2019
e IN 60/2019 o limite permitido de concentra¢do de L. monocytogenes é de 10> UFC/g para 5
unidades amostrais de alimentos prontos para consumo. Desta forma, na Figura 21 estdo
apresentadas as predigdes do crescimento de L. monocytogenes em salsicha (hot dog) nas
condicdes 1 e 2 e a cinética de crescimento em temperatura isotérmica a 7 °C, comparando o
tempo para atingir o limite da legislacao considerando diferentes concentracdes iniciais de L.
monocytogenes nas salsichas. Para complementar a analise, na Figura 22 estdo os tempos
necessarios para que cada condicdo atinja a concentragio de 10> UFC/g, dependendo na

concentragao inicial (No).
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Figura 21 - Comparagdo dos tempos para atingir a concentracao limite estabelecida pela
RDC 331/2019 (10° UFC/g = 50 UFC/cm? = 5000 UFC/salsicha) nas predi¢des das condi¢des
nao isotérmicas 1 (lado direito) e 2 (lado esquerdo) e isotérmica 7 °C (azul). Os pontos
representam os dados experimentais, as linhas as predi¢des do modelo Baranyi e Roberts, a
linha tracejada vermelha o limite de 10?°UFC/g e o tempo para que o limite seja atingido a

partir de diferentes concentragdes iniciais esta indicado pelas setas.
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Figura 22 - Comparagdo dos tempos obtidos para atingir a concentragdo limite estabelecida
pela legislagdo RDC 331/2019 e IN 60:2019 nas predi¢des das condi¢des isotérmica 7 °C
(azul), ndo isotérmica 1 (marrom) e ndo isotérmica 2 (roxo) a partir de diferentes
concentragdes iniciais (1, 2, 10 ou 20 UFC/g).
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Comparando os resultados apresentados nas Figuras 21 e 22 entre as condigdes de
incubac¢do conclui-se que, as cinéticas de crescimento realizadas em condi¢des ndo isotérmicas
(1 e 2) simulando abusos de temperatura necessitam de tempos menores para que se atinja o
limite de 10> UFC/g, quando comparadas a cinética de crescimento em condicdo isotérmica de
7 °C. Na simulagdo da menor concentragdo inicial de L. monocytogenes, No =1 UFC/g, o
tempo para atingir o limite da legislagdo ¢ de 2,1 vezes menor para a condi¢do ndo isotérmica
1 (com abusos a 30 °C) do que a condi¢do isotérmica a 7 °C, enquanto para a condi¢do ndo
isotérmica 2 (com abusos de 15 °C) esse tempo € 3 vezes menor. Este resultado explicita a
importancia da manutengdo correta da cadeia do frio de alimentos prontos para consumo com
alto risco de contaminagdo por L. monocytogenes. Além disso, quanto maior a concentracao
inicial do patégeno, menor serd o tempo para atingir o limite da legislacao.

Byelashov et al. (2008) realizaram cinéticas de crescimento de L. monocytogenes em
salsichas Frankfurt em condigdes ndo isotérmicas para simular condigdes de abuso de
temperatura. Uma das condicdes testadas foi de crescimento a 4 °C (24 h), 7°C (7h) e 12 °C
(7 h), visando simular a variacdo de temperatura no transporte entre fabricas e lojas. Os autores

observaram que o patdogeno continuou na fase lag apds a condicdo estudada, e justificam o
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resultado pelo periodo muito curto entre a etapa de inoculagdo e o final da analise (38 h). No
presente trabalho, na condi¢do nao isotérmica 2 de incubagdo, o aumento da populacao inicial
ocorreu apos 36 horas sob 7 °C (12 h), 15°C (12 h) e 7 °C (12 h).

Os mesmos autores, Byelashov et al. (2008), repetiram as condi¢des de incubagdo
descritas e adicionaram um periodo de 3 h a 23 °C ao final da andlise, a fim de simular o
transporte do alimento de uma loja até o ambiente doméstico. O tempo e temperatura
estabelecidos pelos autores nao foi capaz de aumentar as concentragdes do patogeno. Da mesma
forma, no presente trabalho, o primeiro periodo de abuso de temperatura a 30 °C durante 3 h na
condi¢do ndo isotérmica 1 resultou em um aumento da concentragdo de L. monocytogenes
menor que 0,04 log UFC/cm?, obtendo maior crescimento a partir do segundo periodo de abuso

de temperatura a 30 °C por 3 h de 0,73 log UFC/cm?.
5.6.1 Contagem de Bactérias Acido Laticas em salsichas nas condic¢es néo isotérmicas

Na Figura 20 estao apresentados os resultados de contagens de BAL em salsichas (hot
dog) inoculadas com L. monocytogenes ao longo do tempo nas condi¢des ndo isotérmicas 1 e
2. Conforme apresentado, as contagens de BAL ndo apresentam um padrao de crescimento ao

longo do tempo em ambas as condi¢des estudadas.

Figura 23 - Contagem de BAL para as condi¢des ndo-isotérmicas 1 (a) e 2 (b). Os simbolos
(A) representam os dados experimentais e a linha tracejada o perfil de temperatura.
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6 CONCLUSOES

A bactéria L. monocytogenes inoculada em salsichas tipo 4ot dog cresceu em todas as
condig¢des de temperaturas (7, 10, 15, 20 e 30 °C) sem e com periodos prévios de congelamento
por 30 ¢ 90 dias a -10 °C.

Durante o periodo de congelamento a -10 °C por até 90 dias (tempo de vida 1util do
produto conforme o fabricante) a concentragdo da L. monocytogenes permaneceu na mesma
ordem de grandeza, demonstrando a resisténcia das células ao frio. Este comportamento vai de
encontro ao que ¢ sugerido pelo fabricante na embalagem do produto, de armazenamento até
90 dias em temperaturas de -12 °C ou inferiores.

Os periodos de congelamento prévio de 30 e 90 dias a -10 °C induziram diferengas
adaptativas nos crescimentos de L. monocytogenes em salsicha nas condigdes estudadas. O
parametro Ay, que descreve o estado fisiologico das células, se destacou em fung¢do da diferenga
nos valores do Grupo A (sem congelamento prévio) para o Grupo C (com 90 dias de
congelamento prévio), para cada temperatura, quando analisadas separadamente. Este resultado
sugere que o metabolismo das células foi afetado pelos periodos de estresse ao frio ao qual
foram submetidas colaborando para a importancia de periodos de pré-incubacdo em baixas
temperaturas. Baixas temperaturas de pré-incubagdo visam simular cenarios reais, considerando
a capacidade adaptativa da bactéria L. monocytogenes.

Os parametros de crescimento primario ¢ e A aumentaram a medida que os periodos
de congelamento prévio também, para a mesma temperatura de crescimento. Diferengas mais
pronunciadas foram observadas entre parametros do Grupo A e Grupo C.

Os modelos secundarios utilizados para descrever a dependéncia dos parametros
primarios u € A com a temperatura foram o Modelo da Raiz Quadrada e o0 Modelo da Poténcia,
respectivamente. Os modelos secundarios escolhidos obtiveram bons resultados de ajuste,
como demonstra a analise dos indices estatisticos.

Valores de exatidao e RMSE altos, na predicdo de condi¢des ndo isotérmicas, estdo
relacionados principalmente a dificuldade do modelo em descrever a fase estacionaria de
crescimento, regido onde os dados experimentais parecem menos proximos a predi¢do do
modelo.

A predi¢do do modelo de Baranyi e Roberts nas condi¢des nao isotérmicas de
crescimento foram satisfatorias e permitiram a avaliagdo de risco de diferentes cendrios de

abusos de temperatura importantes para a seguranga do alimento. As condi¢des ndo isotérmicas
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analisadas apresentam tempos para atingir o limite estabelecido pela legislagdo RDC 331/2019
e IN 60/2019 (10> UFC/g) menores em relacdo a cinética de crescimento isotérmico a 7 °C,
temperatura de refrigeragdo indicada para armazenamento pelo fabricante, para diferentes
concentragdes iniciais.

Modelos matematicos que possibilitam a obten¢do parametros de crescimento de
microrganismos patdégenos em alimentos sdo de grande importidncia para industrias de
alimentos prontos para consumo. A simulagdo de cendrios que comprometem a seguranca do
alimento a partir de predi¢des torna a analise de risco mais rapida e efetiva, contribuindo para

o aumento de vida util desses alimentos.
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ANEXO 1 - Cinética de crescimento de L. monocytogenes em caldo BHI

Figura 24 - Cinética de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultivo BHI.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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ANEXO 2 — Teste para determinacio da concentracio, diluicio e volume do in6culo

Na Tabela 12 estdo apresentadas as combinacdes testadas para a determinagdo da
concentragdo de indculo (UFC/mL), primeira diluicdo (g APP : g salsicha) e volume de in6culo
inoculado nas amostras (mL). O objetivo destes testes foi a obtengdo da menor concentragdo
inoculada que possibilitasse a quantificacao de L. monocytogenes na salsicha pelo método de

plaqueamento em agar.

Tabela 7 - Teste para determinacdo da concentragdo de indculo, dilui¢do e volume de indculo

inoculado.
Concentracio do inoculo Diluicao Volume de indéculo Recuperacao
(log UFC/mL) (g APP : g salsicha) inoculado (mL) (log UFC/mL)
5 1:1 0,1 2,49
5 1:2 0,1 2,32
5 1:1 1 incontavel
5 1:2 1 3,42

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Foi observado que com o volume de inoculo de 0,1 mL se espalhou melhor pela
amostra sem que houvesse acimulo de liquido no saco de amostragem ap6s o massageamento,
este volume foi escolhido em conjunto com a diluicdo 1:1 pela facilidade de preparo de material

e pela boa recuperacao (contagem em placa) do indculo adicionado.



ANEXO 3 - Leituras de temperatura por Datalogger.

Tabela 8 - Leituras de temperaturas isotérmicas por Datalogger

79

Média (°C) Minima (°C) Maxima (°C)
-11,3 -10,9 -11,8
6,9 6,5 7,2
10,1 9,4 10,7
15,3 15,2 15,4
19,9 19,8 19,9
30,1 29,9 30,3

Fonte: elaborado pela autora (2022).



ANEXO 4 - Modelos secundarios

Figura 25 - Ajuste do modelo secundario exponencial para o parametro L.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Figura 26 — Ajuste do modelo secundario da Poténcia para o pardmetro A.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Figura 27 — Ajuste do modelo secundério de Arrhenius para o pardmetro A.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).
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ANEXO 5 - Parametros primarios de crescimento.
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Tabela 9 - Parametros primarios de crescimento obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e

Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 7, 10, 15, 20 e 30 °C sem e com
congelamento prévio de 30 e 90 dias (Grupos A, B e C, respectivamente).

T (°C) incfﬁ’;‘q‘;‘g?ggﬁpm timax (h) 2 (h) ho  Nmix(log UFC/em?)
A 0,014 £0,000+ 109+5 3.5 6,51 £ 0,04
7 B 0,018 £0,000%+ 123+7 5,1 6,82 £ 0,08
C 0,023 0,000+ 176+6 9.3 717+ 0,05
A 0,019+0,001 4712 2,1 6,12 £ 0,20
10 B 0,025+0,001  63+8 3,6 6,50 £ 0,01
C 0,030+£0,001 816 56 6,64 + 0,05
A 0,050+0,003 22+4 25 5.89 £ 0,02
15 B 0,051+£0,002 18«3 2,1 6,89 = 0,02
C 0,067+0,004  33+£3 5,1 7,06 + 0,14
A 0,067+0,003  15+3 23 6,00 £ 0,01
20 B 0,074+0,004  14+3 24 6,68 + 0,01
C 0,098+0,008  18+3 4] 6,56 + 0,15
A 0,170+ 0,003  7+0% 27 5,71 +0,07
30 B 0,205+ 0,011 8+ 1 3,8 6,07 £ 0,10
C 0,187+0,013  10+1 43 6,39 £ 0,15

* Menor que o limite de detecgcdo do método.

Fonte: elaborado pela autora (2022).



ANEXO 6 — Dados experimentais: contagem de L. monocytogenes em salsicha.
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Tabela 10 - Contagens de L. monocytogenes em salsicha para as temperaturas de 7, 10, 15, 20

e 30 °C sem congelamento prévio (Grupos A).

T (°C) Tempo (h) Log N/No+ DP
0 0£0
48 0,11+0,15
120 0,57 £ 0,09
192 1,07 £0,09
384 3,79 £ 0,34
480 5,24 +0,05
550 6,01 £0,17
624 6,41 £ 0,06
720 6,45+ 0,04
7 816 6,48 0,03
0 0+0
48 0,13+0,01
120 0,48 £ 0,07
192 1,23 +£0,01
288 2,28 £0,03
384 3,98 £ 0,07
480 526+0,11
624 6,5+0,01
720 6,55+ 0,07
816 6,54+0,10
0 0+0
120 0,98 £ 0,06
192 2,84 +0,19
264 3,76+ 0
312 4.87+0,42
360 5,67+0,41
408 5,95+0,24
10 0 0+0
48 0,15+0,09
72 0,56+ 0,07
120 1,54 £ 0,03
168 3,13+£0,14
312 5,65+0,07
360 591+0,10
408 6,05+0,15
456 6,28 +£0,10




&3

Continuag¢ao

0 0+0

12 0,08 +£0,13
24 0,03 +0,12
36 1,15+0,08
60 1,71 £ 0,16
84 2,99+0,11
108 4,14 £ 0,04
132 5,46 + 0,02
144 6,14 £ 0,04
156 6,21 £0,01

15 180 6,2 +0,03

0 0+0

12 0,17+0,21
24 0,24 + 0,07
36 1,13+ 0,06
60 1,81 £0,38
84 3,03+0,13
108 4,22 +0,11
132 5,43 +£ 0,06
144 6,03 £ 0,09
156 6,19+ 0,01
180 6,39 + 0,03
0 0+0

8 0+0

19 0,18+0
28 0,82 +0,36
43 2,26 +0,13
58 3,32+ 0,55
74 4,42 +0,03
94 5,06+0,11
115 5,67+0
140 5,69 +£0,1
165 5,86+ 0

20 0 0+0

8 0+0,11
19 0,31+0
28 0,86 +0,19
54 2,5+0,02
74 3,92+0,19
94 4,92 +£0,39
115 5,87 +0,15
140 6,23 +0,07
165 6,32 +0,07
190 6,27 +0,07




&4

Continuacao

30

o ~ O

—
a

22
28
34
41
49
57
65
0
3
8
13
22
27
34
40
49
57
65

0+0
0,07 = 0,03
035+0,1
1,08 + 0,33
2,58+0,1
3,66 + 0,08
4,32 +0,09
5,09+ 0,16
5,37 £ 0,02
548 +0,24
574 +0,29
0+0
0+0
0,46 + 0,04
140,13
2,51+ 0,08
3,52 + 0,06
4.8 +0,07
543 £ 0,05
6,05+ 0,11
5,88 + 0,08
5.9+ 0,05

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Tabela 11 — Contagens de L. monocytogenes em salsicha para as temperaturas de 7, 10, 15, 20
e 30 °C com congelamento prévio de 30 dias (Grupos B).

T (°C) Tempo (h) Log N/No+ DP
0 0+0
60 0+0
144 0,7 £0,03
192 1,27 £0,20
288 2,72 +0,15
384 4,39 £ 0,62
480 5,97 +0,18
7 0 0+0,02
144 0,44 +0,19
288 2,85 +0,09
384 4,9 £0,03
480 6,4+0,12
550 6,61 £0,14
624 6,81 +£0,04
720 6,87 £ 0,02
816 6,87 +£0,03
0 0+0
36 0,14 £ 0,04
72 0,36 + 0,04
120 1,61 £0,04
168 3,1+£0
216 4,39 + 0,33
264 5,23 +£0,09
312 5,92 +0,10
360 6,19 +0,26
10 408 6,69 = 0,01
456 6,91 £0,18
0 0+0
48 0+0
72 0,29 + 0,07
120 1,27 +£0,26
168 2,08 £0,06
216 4,31 £0,26
264 5,12+0,02
312 5,65 +0,02
360 6,27 £ 0,06
408 6,55+ 0,08
456 6,63 +0,03
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Continuacao
0 0+0,2
12 0,09 + 0,02
24 0,04 £ 0,17
36 0,35+ 0,08
60 2,22+ 0,01
84 3,56 +0,19
108 5,09 +£0,24
132 5,66 = 0,02
144 6,44 + 0,03
156 6,99 0,11
15 180 7,1+0,1
0 0+0
12 0,16 +0,07
24 0,32 +0,03
36 0,62+0,18
60 2,15+0,13
84 3,46 £ 0,06
108 4,8+ 0,01
132 5,64+0,11
144 6,38 0,11
156 7,01 £0,17
180 6,97 £ 0,36
0 0+0
8 0,16 +£ 0,06
19 0,24 +0,17
28 0,8+0
43 2,02+0,14
74 3,68 £ 0,08
94 5,62 +0,23
115 6,65+ 0,07
140 6,7+ 0,08
165 6,83 £ 0,04
20 0 0+0
8 0,2 +£ 0,09
19 0,6+0,12
28 1,06 £ 0,53
43 2,81 +0,04
58 3,66 = 0,02
74 4,87 £ 0,05
94 6,2 + 0,04
115 6,51 +£0,14
140 6,63 =0,01
165 6,65+0




&7

Continuagao
0 0+0
4 0,04 + 0,03
9 0,160
14 0,75 +0,01
23 3,05+0,58
28 4,16 £ 0,11
34 544+0
40 5,49 £ 0,25
49 6,14 + 0,05
30 57 6,23 +0
65 6,23 +0,35
0 0+0
9 0,72 £0,01
14 1,36 +£ 0,10
23 2,81+ 0,07
28 4,26 + 0,37
34 5,06 0,14
40 5,57 +0,02
49 5,99 +£0,10
57 6,35+ 0,08

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Tabela 12 — Contagens de L. monocytogenes em salsicha para as temperaturas de 7, 10, 15, 20
e 30 °C com congelamento prévio de 90 dias (Grupos C).

T (°C) Tempo (h) Log N/No+ DP
0 0+0,05
384 4,64 £ 0,09
480 6,93 + 0,06
550 7,21 +0,10
624 7,21 +£0,03
0 0+0,03

7 48 0,1 +£0,09
120 0,17+0,12
192 0,58 +0,02
288 2,6 £0,02
384 4,5+0,04
550 7,1 £0,09
624 7,11 £0,05
720 7,11 £0,01

0 0+0

48 0+0

72 0,10
120 0,75+ 0,25
168 2,13+ 0,37
216 4,18+0,1
264 5,6 £0,07
312 6,67 0,14
360 6,6 0,07
408 6,65+ 0,03

10 456 6,61 +0,07

0 0+0

48 0,06 + 0,01
72 0,28 £0,03
120 1,64 +0,02
168 2,99 £0,03
216 4,17+0,1
264 5,23 +£0,06
312 6,47+0
360 6,4 +£0,03
408 6,45+ 0,02
456 7,06 + 0,34




&9

Continuag¢ao
0 0+0
12 0,18 £0,1
24 0,21 +£0,04
36 0,75 £ 0,06
60 2,11 +£0,11
84 3,96 + 0,07
108 5,07 £ 0,05
132 6,76 + 0,06
144 7,18 £ 0,05
156 7,36 0,11
15 180 7,29 £ 0,08
0 0+0
12 0+0
24 0,02 +0,01
36 0,12 +0,04
60 1,23+0
84 3,21 £0,06
108 5,01 £0,07
132 6,06 + 0,03
144 6,63 +0,12
156 6,8 0,07
180 6,79 £ 0,14
0 0+0
8 0,15+0,11
19 0,66 + 0,04
28 1,63 +0,05
43 2,72 +£ 0,06
58 4,58 £0,09
74 5,63 +£0,04
94 6,67 + 0,02
115 6,72 £ 0,05
20 140 6,79 £ 0,06
165 6,87 £0,16
0 0+0
8 0,1 +0,08
19 0,1 £0,05
28 0,46 £ 0,02
43 1,7+ 0,21
58 3,52+0,10
74 5,28 +£0,03
94 6,21 £0,10
115 6,29 +0,10
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Continuacao
20 140 6,31 +£0,04
0 0+0
4 0,36 + 0,07
9 0,36 + 0,06
14 1,15+0,16
23 2,86 + 0,07
28 3,82 £ 0,06
34 4,51 £0,07
40 5,8+0,01
49 6,36 + 0,02
57 6,48 £0,12
65 6,64 £ 0,03
30 0 0+0
4 0,01+0
9 0,1 £0,02
14 0,4+0,16
23 1,76 £ 0,04
28 2,56 £ 0,43
34 440,07
40 5,5+ 0,04
49 6,05+ 0,01
57 6,2+ 0,23
65 6,41 £ 0,05

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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Tabela 13 - Contagens de L. monocytogenes em salsicha para as condi¢gdes ndo isotérmicas de
temperatura | e 2.

Condicao Tempo (h) Log N/No+ DP

0 0+0

12 0+0,08
15 0,04 + 0,09
18 0,00 +0,10
21 0,19+0
24 0,04+0
60 0,35+0
63 0,73+0
70 0,460
82 0,93+0
94 0,64+0
118 1,23+0
166 1,86 £ 0,11
214 2,61 £0,09
262 3,16 £ 0,05
310 3,99 £ 0,30
358 5,43 +0,07
406 546=+0

1 454 5,56+0

502 570+£0

0 0+0

12 0+0

15 0+0,05
18 0+0,07
21 0+0

24 0+0

60 0,23+0
63 0,27+0
69 0,34+0
144 1,30+ 0
180 1,58 +£0
204 2,380
252 2,93+0
300 4,05 +£0,08
348 4,64 + 0,09
396 539+0
444 5,61 £0,05

492 5,65+0
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Continuagao

12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
144
156
180
204
252
276
300
324
348
372
0
12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
144
156
180
204
252
276
300
324
348

0+0
0+0
0+0
0,20+ 0
0,19+0
0,48+0
093+0
1,71+ 0
2,05+0
2,02+0
2,37+0
1,70+ 0
2,59 +£0,02
3,11+0
3,36 £ 0
4,17+0
4,59+ 0
5,42 +£0,04
5,52 +£0,04
5,41 £0,05
5,58 +0,01
0+0
0,080
0+0
0,110
0,30+ 0
0,52+0
097+0
0,89 +0
2,48 £ 0,01
2,64+0
2,34+ 0,06
3,17 +0,01
3,50+0
3,64+0,10
4,04 +£0,11
4,84+0
5,72+ 0
5,38+ 0
5,81+0
5,70+ 0

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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