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RESUMO

A carne mecanicamente separada (CMS) de frango é amplamente utilizada na
producéo de alimentos processados devido ao seu baixo custo e propriedades
emulsificantes. Porém, sua composicdo a torna suscetivel a proliferacdo de
microrganismos deteriorantes e patogénicos, como as enterobactérias e bactérias
mesodfilas, principalmente quando ocorrem falhas no controle de temperatura durante
a cadeia do frio. Modelos mateméticos sdo amplamente utilizados para descrever e
prever o crescimento microbiano, ajudando a controlar a qualidade dos produtos e
prolongar sua vida util. Este estudo investigou o efeito de diferentes condicdes de
armazenamento isotérmico (0, 4, 7 e 10 °C) no crescimento de enterobactérias e
bactérias mesdfilas em CMS de frango. Foram utilizados dois lotes diferentes de
amostras, cujos parametros fisico-quimicos (gordura, proteina, minerais e agua)
corresponderam aos padrfes estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade (RTIQ). Os parametros primarios de crescimento foram obtidos através
do ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais em condi¢des
isotérmicas de crescimento. A relacdo desses parametros com a temperatura foi
descrita utilizando os modelos matematicos secundarios da Raiz Quadrada e da
poténcia para a velocidade especifica maxima de crescimento (u) e fase lag (4),
respectivamente. O valor de u para as enterobactérias aumentou 7,6 vezes de 0°C a
10°C no Lote 1, enquanto para as bactérias mesofilas, o aumento foi de 4,4 vezes nas
mesmas temperaturas. As variagdes na fase lag estdo diretamente relacionadas ao
estado fisiologico inicial ho de ambas as bactérias, sendo que em temperaturas mais
baixas, a fase lag € maior, porém, diminui a medida que a temperatura aumenta, o
gue impactou para que o parametro ho ndo permanecesse constante nas condigdes
experimentais avaliadas, variando significativamente para cada bactéria analisada. A
analise estatistica confirmou a boa capacidade preditiva do modelo de Baranyi e
Roberts, com valores de Rz e RMSE préximos de 1. Os resultados obtidos indicam
gue € necessario um controle rigoroso da temperatura para reduzir o crescimento
microbiano em CMS de frango. Temperaturas acima de 7 °C favorecem o
desenvolvimento de microrganismos, o0 que enfatiza a necessidade de medidas
adequadas de armazenamento e transporte para garantir a seguranca e a qualidade
do produto. Este estudo reforca a necessidade do uso de modelos matematicos para
avaliacdo de risco e desenvolvimento de estratégias para melhorar a vida atil de
produtos carneos prontos para consumo.

Palavras-chave: Carne Mecanicamente Separada; Seguranca de alimentos; vida Util;

alimentos prontos para o consumo; microbiologia preditiva; modelagem matematica.



ABSTRACT

Mechanically separated chicken meat (MSCM) is widely used in the production of
processed foods due to its low cost and emulsifying properties. However, its
composition makes it susceptible to the proliferation of spoilage and pathogenic
microorganisms, such as enterobacteria and mesophilic bacteria, especially when
temperature control failures occur during the cold chain. Mathematical models are
widely used to describe and predict microbial growth, helping to control product quality
and extend its shelf life. This study investigated the effect of different isothermal
storage conditions (0, 4, 7, and 10 °C) on the growth of enterobacteria and mesophilic
bacteria in chicken MSM. Two different batches of samples were used, whose
physicochemical parameters (fat, protein, minerals, and water) corresponded to the
standards established by the Technical Regulation for Identity and Quality (RTIQ). The
primary growth parameters were obtained by fitting the Baranyi and Roberts model to
the experimental data under isothermal growth conditions. The relationship of these
parameters with temperature was described using the secondary mathematical models
of the Square Root and Power for the maximum specific growth rate (u) and lag phase
(4), respectively. The value of u for enterobacteria increased 7.6 times from 0 °C to 10
°C in Batch 1, while for mesophilic bacteria, the increase was 4.4 times at the same
temperatures. The variations in the lag phase are directly related to the initial
physiological state ho of both bacteria, with the lag phase being longer at lower
temperatures but decreasing as the temperature increases. This impacts the ho
parameter, which does not remain constant under the experimental conditions
evaluated, varying significantly for each bacterium analyzed. Statistical analysis
confirmed the good predictive capacity of the Baranyi and Roberts model, with R2 and
RMSE values close to 1. The results obtained indicate that strict temperature control
is necessary to reduce microbial growth in chicken MSM. Temperatures above 7 °C
favor the development of microorganisms, which emphasizes the need for adequate
storage and transportation measures to ensure product safety and quality. This study
reinforces the need for the use of mathematical models for risk assessment and the
development of strategies to improve the shelf life of ready-to-eat meat products.

Keywords: Mechanically Separated Meat, Food Safety; shelf life; ready-to-eat

foods; predictive microbiology; mathematical modeling.
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1 INTRODUGCAO

O Brasil é lider na exportagdo mundial de carne de frango desde 2004 e
detém, hoje, 35% desse mercado. Cerca de 67,8% da carne de frango produzida no
Brasil destina-se ao consumo interno, enquanto aproximadamente 32% s&o
direcionados a exportacdo, conforme dados de 2022. No mercado doméstico, uma
parcela relevante dessa producdo é empregada na fabricacdo de produtos
industrializados, como mortadela, salsicha e presunto. A elevada demanda interna por
alimentos processados refor¢ca a importancia desse segmento para o aproveitamento
da producéao nacional (BRASIL, 2022).

A Carne Mecanicamente Separada (CMS) é utilizada desde 1950 e, ao longo
do tempo, desempenha papel fundamental na producéo de variados produtos carneos
processados, ja que atua como emulsificante natural, modificando a textura e sabor
com um 6timo custo-beneficio (TRINDADE et al., 2004). Embora possua propriedades
sensoriais atrativas para ser usada em diversos produtos carneos embutidos e seja
uma opcao mais rentavel para a industria quando comparada com outros ingredientes,
sua composicao nutricional e heterogeneidade interferem na sua estabilidade durante
a vida Gtil (MONCAO et al., 2020). Dessa forma, faz-se necessaria a preocupac¢io em
oferecer alimentos com qualidade e seguros a populacéo.

A proliferacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos é uma das

principais causas que reduzem o tempo de vida util de produtos alimenticios, e esta
pode ser causada por alteracdes no pH, temperatura e atividade de agua (VAN IMPE
et al., 1992). Sendo assim, qualquer falha no controle da temperatura ao longo da
cadeia do frio e das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) € capaz de acelerar o
crescimento de microrganismos indesejaveis, e acarretar em perdas monetarias para
as industrias (MERCIER et al., 2017).
Para haver um maior controle na seguranca dos alimentos, as analises
microbioldgicas tradicionais continuam sendo usadas, porém estas apresentam certa
demora para obter um resultado preciso no decorrer da vida de prateleira dos
produtos. Nesse contexto, apresenta-se a relevancia para os modelos matematicos
gue tem a capacidade de descrever o crescimento de microrganismos e assim
possibilitar a predigdo de crescimento e risco, auxiliando de forma agil e segura na
garantia da segurancga do alimento (RANJBARAN et al., 2021).
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2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo obter a cinética de crescimento de
bactérias mesdfilas e enterobactérias naturalmente presentes em CMS de Frango em
condicdes de refrigeracdo (0, 4, 7 e 10 °C) e utilizar modelagem matematica para
descrever o binbmio tempo versus temperatura para definicdo da vida atil da CMS de
Frango.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar o crescimento de bactérias mesdfilas e enterobactérias naturalmente
presentes em CMS de frango nas condi¢cdes isotérmicas de 0, 4, 7 e 10 °C.

* Ajustar e avaliar o desempenho do modelo matematico de Baranyi e Roberts
para o crescimento de Enterobactérias e Bactérias mesofilas em CMS de frango nas
condicbes isotérmicas analisadas para obtencdo de parametros primarios de
crescimento;

» Obter modelos matematicos secundarios que descrevem a dependéncia dos
parametros primarios de crescimento com a temperatura.

« Comparar e realizar andlise critica dos resultados obtidos com as
recomendacdes da Instrucdo Normativa n° 4, de 31 de Marco de 2000 — SDA/MAPA
para controle de temperatura nas etapas de manuseio, transporte e estocagem da
CMS de Frango.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CARNE MECANICAMENTE SEPARADA

Nos Estados Unidos, a Carne Mecanicamente Separada (CMS) de aves
surgiu a partir de 1950 em detrimento da preferéncia dos consumidores por filés de
frango ao invés do frango inteiro. A partir da demanda por diversos tipos de cortes de
frangos, foi despertada a necessidade de descobrir maneiras de aproveitar as partes
resultantes da desossa, sendo que estas partes contém cerca de 24% de porcao
comestivel (Trindade et al., 2004). Assim, a CMS de aves comecou a ser usada como
ingrediente na fabricagdo de diversos produtos embutidos como mortadelas,
salsichas, salames, etc.

Conforme descrito pelo Ministério da Agricultura Agropecuaria e
Abastecimento (MAPA), classifica-se como Carne Mecanicamente Separada (CMS),
a carne retirada a partir de 0ossos, carcacgas ou partes de carcacas, com excec¢ao dos
0ssos da cabeca, submetidos a separacdo mecanica em equipamentos especiais -
Maquinas de Separacdo Mecanica (MSM), e imediatamente congelada, por processos
rapidos ou ultrarrapidos, quando néo for utilizada no momento seguinte (MAPA, 2000).
Ja nos Estados Unidos, O USDA (United States Department of Agriculture) (2006)
define de maneira mais abrangente como “a massa de produto, ou o produto pastoso
produzido por meio de compressao, sob alta pressdo, de 0ssos contendo tecido
muscular comestivel, através de peneira ou equipamento similar”.

Ao final do processo de obtencdo, o CMS possui textura pastosa, gordurosa e
pigmentada o0 que propicia a sua utilizacdo em formulacbes de produtos
emulsionados. No modo em que ela é obtida apresenta aspecto pastoso, teores
relativamente altos de gordura e pigmentada, sendo muito usada em formulacdes de
produtos emulsionados (MONCAO et al., 2020).

Sabendo disso, ha um grande erro de concepcao por parte da populacao de
gue CMS € uma matéria-prima de baixa qualidade, em razdo de ser oriunda do
aproveitamento de 0ssos, dorsos e pescocos derivados da desossa de diversas
carcacas. Porém, as partes com menor quantidade de carne aderida (ossos da coxa,
pontas de asa, e cartilagem do peito) sdo processadas separadamente, ja que
resultariam em CMS de qualidade inferior. Dessa forma, essas partes sé&o
processadas conjuntamente com o dorso, misturadas em proporcdes alteraveis

dependendo do nivel de qualidade de CMS que se deseja. Ou seja, a CMS é um
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processado de primeira linha, uma vez que ndo sao utilizados visceras, entranhas e
sangue (MORI, et al, 2006).

Devido a manipulacdo e potenciais contaminacfes a partir da matéria-prima
intermediéria utilizada na producdo da CMS, o MAPA, adotou as seguintes diretrizes
sobre as condi¢cOes de estocagem deste alimento:

a) Se a CMS néo for utilizada diretamente como ingrediente de um
produto carneo logo apds o processo de separacao mecanica, a mesma
deveréa ser refrigerada a uma temperatura ndo superior a 4 °C pelo
periodo de até 24 horas.

b) Se a CMS for armazenada em temperatura de no maximo 0 °C podera
ser utilizada em até 72 horas apds sua obtencéo.

c) A CMS que for congelada, devera ser em blocos com espessura
maxima de 15 cm e conservada em temperatura ndo superior a -18 °C
no prazo maximo de 90 dias.

d) Em todos os casos, deverdo ser rigorosamente observados os
padrdes microbiologicos e proibe-se o congelamento da CMS resfriada,
se vencido o seu prazo de conservagao conforme descritos nas letras a
eb.

3.1.1 Obtencéao e separacdo da CMS
Froning (1976) estudou o funcionamento de separadores mecanicos e
concluiu que estes possibilitam o aproveitamento da carne remanescente de maneira
econdmica, racional e rentavel. Desta forma, estes equipamentos vém sendo
utilizados para utilizacdo de matéria-prima em produtos carneos embutidos como
salsichas, salames e carnes reestruturadas (Archile et al., 2000).

O processo de separacdo mecanica € feito de maneira que 0S 0Ss0s, as
carcacas e partes de carcacas ndo se acumulem na sala de separacédo, sendo que
esta deve ser exclusiva para tal finalidade, com uma temperatura que nao ultrapasse
10 °C. Apoés isso, a CMS segue imediatamente para refrigeracdo ou congelamento
(BRASIL, 2000).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ), a
CMS deve apresentar cor e odor caracteristicos e textura pastosa, sendo as

caracteristicas fisico-quimicas exigidas descritas na Tabela 1:
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da CMS

Propriedades fisico-quimicas Parametros
Proteina (min.) 12%
Gordura (méx.) 30%
Teor de célcio (max.) 1,5% (base seca)
Diametro dos ossos (max.) 0,5mm
Largura dos 0ssos (max.) 0,85mm
indice de perdxido (méx.) 1 mEq KOH/Kg gordura

Fonte: MAPA (2000)

O processo de obtencdo da CMS de aves se inicia a partir do o abate
das aves vivas, seguido pela desossa para separar os diferentes tipos de cortes, e
entdo, a desossa mecanica € realizada para que a CMS seja obtida, sendo
homogeneizada e congelada posteriormente. Essas etapas estdo representadas na

Figura 1:



Figura 1- Processo de obtenc&o de CMS de aves
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Os equipamentos usados no processo de obtencéo da CMS de aves possuem
dois estagios: no primeiro estagio, a carne é submetida a uma baixa pressdo com o
objetivo de remover a carne da superficie dos 0ssos e evitando a incorporacédo da
medula 6ssea. J& no segundo estagio, a carne passa por uma compressao em uma
rosca sem fim contra uma peneira, obtendo a CMS (BERAQUET, 2000).

Segundo Nunes (2003), um dos processos mais usados consiste em cortar a
matéria prima inicial, separar tenddes e 0ssos da carne utilizando uma rosca sem fim
no interior do equipamento para forcar a passagem de cilindros perfurados ou em
placas justapostas com um espaco entre si que funcionam como uma peneira.

A CMS, pela forma que é obtida, é altamente fragmentada com uma
composicao especifica que aliada a um pH elevado, a torna suscetivel a elevados
niveis de contaminacdo. Além disso, a sua vida util € limitada principalmente pelo
crescimento de microrganismos e pela oxidacdo dos lipidios existentes (Garcia-
Matamoros et al., 1985; Krautil e Tulloch, 1987).

3.1.2 Utilizacdo da CMS
Segundo a biblioteca de RTIQ dos Produtos de Origem Animal, h& permisséo

e limites de uso de CMS em produtos carneos industrializados (Tabela 2).

Tabela 2 - Permissao e limites para utilizacdo de CMS em produtos carneos

Produto Limites de uso
Produtos crus
Linguicas Calabresa, Portuguesa, Blumenau, Colonial
Salsichas Viena, Frankfurt

N&o se permite a

Quibe utilizacao
Presunto cozido
Linguicas cozidas .

Mortagelg Tipo Bologna Ate 20%

Almbéndega cozida
Hambdurguer cozido Até 30%

Fiambre
Mortadela de Carne de Ave
Salsicha Até 40%
Salsichas Viena, Frankfurt, de Carne de Ave

Mortadela Até 60%

Fonte: MAPA (2000)
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Os embutidos séo produtos carneos que incluem carne de diferentes espécies
de animais domésticos e sal em sua composi¢do. Opcionalmente, podem conter gelo,
gorduras de origem animal ou vegetal, aditivos intencionais, agentes e ligantes, o que
possibilita a criacdo de uma ampla variedade de produtos destinados ao consumo
(Fontana et al., 2002). Dentre os embutidos mais amplamente comercializados no
Brasil e no mundo, destacam-se os produtos emulsionados, como a mortadela e a
salsicha.

A salsicha, popularmente conhecida como hot dog, € um produto cérneo
processado que pode ser elaborado a partir de carnes de diferentes espécies de
animais de abate, incluindo até 60% de carnes mecanicamente separadas (CMS) em
sua composi¢cdo. Também € permitida a utilizacdo de miudos comestiveis, como
estdbmago, coracgdao, lingua, rins, cérebro e figado, provenientes de diversas espécies,
além de ingredientes como tenddes, pele e gorduras, conforme estabelecido pela
legislacao brasileira vigente (Brasil, 2000).

3.2 MICRO-ORGANISMOS DETERIORANTES E PATOGENICOS

Fatores como alta atividade de agua, grande area superficial, elevado teor de
nutrientes, pH propicio para o desenvolvimento da maioria dos microrganismos e calor
gerado durante o processo de desossa mecanica tornam a carne um ambiente
favoravel ao crescimento microbiano, ja que esta ndo possui constituintes
antimicrobianos (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

As condicdes de estocagem determinam os tipos de microrganismos que
podem se desenvolver em produtos carneos, uma vez que as baixas temperaturas
aumentam sua vida de prateleira. Porém, algumas bactérias psicrotréficas, que
incluem bactérias Gram-negativas, sensiveis e ndo esporuladas ao calor, ainda
sobrevivem em baixas temperaturas (HOLLEY & GILL, 2005).

A qualidade microbiol6gica da CMS esta relacionada principalmente com o
grau de contaminacdo da matéria-prima e das condi¢cdes higiénicas do processo
(KOLOZYN-KRAJEWSKA et al., 1983; ROSSI JUNIOR et al., 1990). Atualmente, a
legislacdo brasileira determina um padréo microbiolégico para esse produto, tendo
como referéncia as bactérias do género Salmonella, Staphylococcus aureus e

Clostridium perfringens.
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Conforme Brasil (2000), a partir da alta heterogeneidade de producéo, foi
essencial estabelecer um padrdo microbiolégico especifico para a matéria-prima

carnea, como € possivel observar na Tabela 3:

Tabela 3 - Caracteristicas microbioldgicas da CMS

Microrganismos Critério de Aceitacao Método de Analises
APHA-1992, ou
n=5, c=2, 25¢g FDA 7th Ed., 1992.
Salmonella
ISO
Staphylococcus n=5, c=2, APHA- 1992, ou
aureus (UFC/g) m=5x102, FDA 7th Ed., 1992.
M=5x103
Clostridium n=5, c=2, FDA 7th Ed., 1992.
perfringens m=1x107?,
(UFCIqg) M=1x103

Fonte: Brasil (2000)

De acordo com a Comisséao Internacional de Especificacdes Microbioldgicas
para alimentos (ICMSF), na avaliacdo da qualidade microbiologica de alimentos séao
empregados frequentemente microrganismos indicadores e deteriorantes como 0s
aerobios mesofilos e as enterobactérias, ambos foram escolhidos para serem
mapeados no presente trabalho. Quando encontrados em alimentos, esses
microrganismos fornecem informacdes significativas a respeito de sua contaminacéo
inicial, vida util e higienizacdo durante o processamento além de indicar possiveis
patégenos.

Abgrall e Misner (1998) destacam que a faixa de temperatura para que ocorra
0 crescimento microbiano varia de 5 a 65 °C, descrita como zona de perigo. Dessa
forma, é fundamental manter os alimentos fora dessa zona de perigo, ja que é onde

eles podem se replicar rapidamente.

3.2.1 Aerdbios Mesofilos
A fim de indicar o numero total de microrganismos, 0 método por contagem
de mesofilos totais € extremamente utilizado (RYSER; SCHUMAN, 2015). Uma vez

gue este grupo possui grande relevancia por servirem como indicadores genéricos
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para microrganismos que crescem aerobiamente ou facultativamente em
temperaturas de incubagéo que variam entre 15 e 45 °C (CARVALHO, 2001).

Geralmente, contagens altas estdo ligadas ao controle microbiolégico
inadequado durante transporte e armazenamento e higienizagcéo de baixa qualidade.
Os principais indicadores se destacam Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis (SCHAFFNER; SMITH-SIMPSON, 2014).

3.2.2 Enterobactérias

As principais caracteristicas dos componentes da familia Enterobacteriaceae
se encontram na forma de bacilos gram-negativos, aerébios e anaerébios facultativos,
medindo de 0,3 — 1,8 um. A maioria dessas espécies apresentam crescimento 6timo
na temperatura de 37 °C, mas algumas se desenvolvem bem entre 25 e 30 °C, onde
séo mais ativas metabolicamente (HOLT et al, 1994).

Ha a catalisacdo de D-glicose e outros carboidratos por meio das

enterobactérias, resultando na formacao de acido e, em muitas espécies,producéo de
gas. Diversas espécies dessa familia causam doencas diarreicas, incluindo disenteria
bacilar e febre tifoide e varias infec¢des extra intestinais, como meningite e infeccbes
do trato respiratorio e urinario. Porém, destaca-se que numerosas espécies nao
causam doencas diarreicas, sendo chamadas de patégenos oportunistas. Assim, as
enterobactérias, especialmente Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Providencia e Serratia, sdo responsaveis por aproximadamente 50% das infeccdes
nosocomiais (HOLT et al, 1994).
Sua presenca é normalmente usada como indicativo de falhas durante ou apds o
processamento a partir de contaminacdes pelo contato da carcaca do animal em
superficies ndo adequadamente limpas ou com outros contetdos infectados (KICH,;
SOUZA, 2015).

3.3 CADEIA DO FRIO

A utilizacdo de temperaturas baixas € um excelente meio de conservacgao de
alimentos, uma vez que ela abrange os processos de armazenamento, conservacao,
distribuicdo, transporte e manipulagdo de produtos, a partir do controle de

temperaturas baixas essenciais para a garantia da cadeia do frio (PEREIRA, 2010).
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Baixas temperaturas inibem total ou parcialmente fatores responséveis pela
deterioracdo dos alimentos, como as atividades quimicas e enzimaticas, sem
prejudicar a qualidade original do mesmo, prolongando sua vida Util e reduzindo
perdas. Assim, a temperatura € considerada um fator critico na garantia da qualidade
do alimento durante sua produgéao e manuseio (ANDRADE, et al. 2004).

Além disso alimentos congelados sao pereciveis, ou seja, estdo suscetiveis a
deterioragdo, demandando maior cuidado com o controle de temperatura
principalmente no manuseio, embalagem e transporte. Sendo assim, qualquer falha
no controle da temperatura e das BPF é capaz de acelerar o crescimento de
microrganismos, e acarretar em perdas monetérias e desperdicio de alimentos para
as industrias (MERCIER et al., 2017).

Em temperaturas baixas, ha uma redugéo na taxa de crescimento microbiano
durante a fase exponencial, sendo que diversos microrganismos nao sobrevivem a
temperaturas menores de 7 °C. Porém, alguns deles possuem essa capacidade,
incluindo alguns patogénicos. Um exemplo € o Clostridium botulinium tipo E, o qual
pode crescer em temperaturas perto de 3,3 °C, além da Listeria monocytogenes que
pode se desenvolver até mesmo a -10 °C (MASSIA, et al. 2024) e outros que podem

sobreviver até 0 °C, como a Yersinia enterocolitica (DA COSTA, 2010).

3.4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

O Ministério de Agricultura do Reino Unido langou, em 1992, uma ferramenta
chamada Food Micromodel, um banco de dados de microbiologia que se baseava em
modelos matematicos a fim de estudar o crescimento de patdogenos em funcao de
diversos fatores ambientais. Diante desse acontecimento, foi iniciada uma nova
abordagem relacionada a seguranca e qualidade dos alimentos que recebeu o nome
de Microbiologia Preditiva (ROSS; MCMEEKIN, 1994).

Dessa forma, a microbiologia preditiva pode ser descrita como 0 campo em
gue se estuda o crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos levando em conta
o contexto fisico, quimico e ambiental a fim de assegurar um alimento com qualidade
e seguro para o consumo (HUANG, 2014).

Em uma curva classica de crescimento microbiano, ha 4 diferentes fases: lag

ou laténcia, exponencial, estacionéaria e de declinio, como apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Fases do crescimento microbiano
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Fonte: Adaptado de Nakashima (2000)

A fase lag representa a adaptacdo do microrganismo ao meio. Ja a fase
exponencial pode ser caracterizada como o crescimento de ordem exponencial, nesta
fase os microrganismos ja estdo adaptados ao meio e direcionam seu metabolismo
para a reproducdo. Na fase estacionaria, ha certa escassez no numero de nutrientes,
0 que € representado por uma igualdade entre a taxa de reproducéo e a taxa de morte.
(ROBAZZA, 2010; SCHLEI, 2018).

Com os avancos tecnologicos, foram desenvolvidas inUmeras ferramentas
focadas no estudo de microbiologia preditiva. De acordo com McMeekin et al. (2002),
a utilizacdo de modelos matematicos para predi¢cdes baseia-se em obter um modelo
primario, usado para determinar parametros primarios de crescimento microbiano,
como o tempo necessario para alcancar a fase estacionaria (fase de laténcia), a
velocidade especifica maxima de crescimento, entre outros. Diante disso, usa-se a
modelagem secundaria para relacionar as respostas dos parametros do modelo
primario com as variacdes ambientais a partir de fatores fisico-quimicos, como a
temperatura, atividade de 4gua e pH. Apos a obtencado de tais fatores, utiliza-se o

tratamento de dados a partir de equagbes matematicas que podem prever a



24

adaptacdo do micro-organismo ao meio a partir de curvas de crescimento
(ANASTACIO, 2009).

Sendo assim, é possivel compreender o crescimento microbiano nos alimentos
a partir das curvas de crescimento que sao geradas, possibilitando maior otimizacao
na vida de prateleira desses alimentos por meio de altera¢cdes nas condi¢cdes de
estocagem (ARROYO-LOPEZ et al., 2012).

3.4.1 Modelos Primarios

A partir de condi¢des ambientais continuas, os modelos primarios explicam
através de equacdes algébricas ou diferenciais como a concentracdo de
microrganismos varia ao longo do tempo (SILVA, 2015).

Héa parametros gerados, a partir de ajustes desses modelos, que caracterizam
as curvas de crescimento microbiano: O periodo de duracédo da fase lag (1), que
representa o tempo de adaptacdo dos microrganismos até adquirirem requisitos
essenciais para que cres¢cam de maneira exponencial na proxima fase (SWINNEN et
al., 2004). A velocidade especifica maxima de crescimento (umax) (tingida na fase
exponencial. Populacdo maxima atingida no ambiente (Nmax) ou aumento logaritmico
da populagdo (Nmax — No) uma vez que N, representa a concentracgao inicial de células
(ZWIETERING et al., 1990).

diversos modelos matematicos desenvolvidos com base em um elemento
fundamental, o qual permite descrever a evolucdo do crescimento da populacédo a
partir de uma equacao diferencial de primeira ordem (Equacédo 1) (BERNAERTS et
al., 2004).

aN(t)
ac

u(t, N, cond)N(t) (D

Sendo que N(t) representa a contagem da populacdo em um dado instante t,
e U € a velocidade especifica de crescimento da populacado, a qual € dependente das
condi¢cBes ambientais (cond) que a populacdo esta sujeita, além de outros fatores
intrinsecos relacionados a prépria populacdo (LONGHI, 2012).

A curva de crescimento microbiano adquire forma sigmoidal, sob condicdes
ambientais invariaveis, caracterizada por trés diferentes fases: laténcia (lag),
exponencial e estacionéria (Figura 3). A fim de uma representacdo mais precisa
dessas fases, é possivel introduzir trés fatores na Equacao 1, originando a Equacgéo

2 (VAN IMPE et al., 2005).
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dN(t
di ) = ulag uexp uestN(t) (2)

Uma vez que o fator p,,, € incorporado a fim de descrever o comportamento
da fase lag (funcéo de ajuste), o fator p.,,, representa a velocidade especifica maxima
de crescimento, p,s., € O fator g introduz o decréscimo gradual na velocidade
especifica maxima de crescimento, transformando-se na fase estacionaria (funcéo de
inibicdo) (BERNAERTS et al., 2004).

Dessa forma, a fim de descrever o crescimento de microrganismos, o modelo
de Baranyi e Roberts € amplamente usado na area de microbiologia preditiva, uma
vez que propdem o uso do estado fisiolégico das células em um novo ambiente
(BARANYI; ROBERTS, 1994).

3.4.1.1 Modelo Matematico de Baranyi e Roberts
Com o objetivo de descrever o mecanismo biolégico compreendido na
evolucdo do estado fisiolégico das células em um novo ambiente, a Equacédo 3

representa a funcéo de ajuste [F(t)] do modelo de Baranyi e Roberts (1994).

- 10 (P Chmaxt) +do0
F(t)—t+uln( v ) 3)

Sendo que go descreve o estado fisiologico inicial da célula e p é a velocidade
especifica maxima de crescimento.
Porém, quando a funcdo de inibicdo ndo apresenta mecanismo bioldgico

envolvido, ela pode ser descrita pela Equacao 4:

Hoge = 1 — (2ym (4)

Nomax
Em que N representa a populacdo microbiana em um determinado instante t,
Nmax € a populacdo maxima atingida, p.s; representa o decréscimo da velocidade
especifica maxima de crescimento na fase estacionaria e m € um parametro de
curvatura.
Ao considerar as duas equacdes citadas acima e as condi¢cdes ambientais

invariaveis, a Equacédo 5 apresenta o modelo proposto por Baranyi e Roberts (1994).

In(N) = In(No) + pF(t) = Lln| 1 4 E2Mmixl O) (5)

exp(m(in(“22)))
Sendo que No representa a populacao inicial e y,,,5, € a velocidade especifica

maxima de crescimento.
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Em grande parte dos casos, o parametro m raramente resulta em melhorias
substanciais na qualidade dos ajustes (LONGHI, 2012). Dessa forma, é viavel
considera-lo como sendo igual a um (BARANYI; ROBERTS, 1994).

Portanto, a Equacao 6 € a equacdo resultante do modelo considerando as

condicbes ambientais constantes:

In(N) = In(No) + pF(8) —In (1+ ex:gi((;‘v"j:;(jz‘(;o») (6)

A fim de tornar o ajuste da equacédo aos dados experimentais mais estavel, é
recomendado por parte dos autores, a transformacéo do parametro o no parametro

ho, representado na Equacéo 7.

ho=1n(1+2) (7)

do

O parametro h, se relaciona com a fase lag (4) na Equacéo 8:

ho
A== (8)

Dessa forma, ao levar em conta a Equacéo 7, a funcdo de ajuste F(t) é

representada conforme a Equacéo 9:
F)=t+ ﬁln(eXp(uméx- t) + exp (— ho) — exp(—Hmax -t — ho) 9

Em resumo, ao considerar o estado fisiolégico inicial das células a partir desse
modelo, é possivel prever a adaptacdo do microrganismo ao meio pela duracéo da
fase de laténcia. Além disso, apds a adaptacdo ao novo ambiente, as células
crescerdo de forma exponencial com o objetivo de atingir a concentracdo maxima de
células, na fase estacionaria, alcancada a partir de restricbes no meio de cultivo
(BARANYI e ROBERTS, 1994).

3.4.2 Modelos Secundarios

De acordo com Ranjbaran et al. (2021), os modelos secundarios caracterizam
a variacdo de um parametro primario, como a velocidade especifica maxima de
crescimento, em relacdo a uma determinada condicdo ambiental, principalmente a
temperatura.

Dessa forma, o Modelo da Raiz Quadrada de Ratkowsky (1982), representado

na Equacdo 10, € um dos principais modelos secundéarios usados, uma vez que
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possibilita modelar a velocidade maxima de crescimento microbiano em funcéo da
temperatura.
Jp = b(T = Trnin) (10)
Sendo que pé o parametro primario de interesse, como a velocidade
especifica maxima de crescimento; b é uma constante de inclinagdo determinado
através de regressdo e Tmin € a temperatura minima de crescimento microbiano
determinada empiricamente.
Outro modelo secundéario amplamente utilizado em microbiologia preditiva € o

modelo de Arrhenius, representado pela seguinte equacao:

p=aexp(—2) (11)

Em que p é a variavel que sera estimada, como por exemplo a fase lag (A),
sendo a e b parametros empiricos e T € a temperatura.

Portanto, qualquer equacéo que descreva bem a relacao entre os parametros
do modelo primario e a temperatura pode ser utilizada como modelo secundario.
Exemplos disso sdo as equacdes logaritmica (Equacao 12), exponencial (Equacao
13) e potencial (Equacao 14) (LONGHI, 2012).

p=a+b.log(T) (12)
p=a+b.exp (T) (13)
p=a.(T") (14)

Portanto, o objetivo principal € encontrar uma equag¢ao, mesmo que empirica,
gue seja capaz de expressar 0 quao impactante o fator ambiental atua sobre os

parametros de crescimento microbiano (CORRADINI, 2006).

3.4.3 Validacao

Cullen e Frey (1999) identificaram uma série de erros significativos associados
a validacdo de modelos matematicos aplicados a microbiologia preditiva. Esses erros
incluem: (1) homogeneidade, uma caracteristica amplamente presente em alimentos,
mas frequentemente ignorada nos modelos atuais; (2) integralidade, negligenciada
em modelos simplificados que deixam de considerar fatores complexos, como a
ecologia microbiana; (3) funcao de erro do modelo, uma consequéncia do fato de que
modelos matematicos representam apenas aproximacoes da realidade; (4) erro de

medicéo, decorrente de limitacdes relacionadas a coleta de dados e a amostragem; e
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(5) procedimento numérico, relacionado a imprecisées durante os ajustes dos
modelos.

Paralelamente, a avaliagdo da capacidade preditiva dos modelos matematicos
€ realizada por meio de indices estatisticos amplamente utilizados, como o fator bias
(indicador de tendéncia), o fator de exatiddo, o RMSE (raiz do erro quadratico médio)
e o coeficiente de determinacao (R?), descritos matematicamente nas Equacodes 15 a
18.

1 valoryredito
°8 (”alorobservado

fator bias = 10¢ n (15)

valoryredito
valorypservado

[log (

fator exatidao = 10¢ n (16)
RMSE = \[Z(Valorpredito_:alorobservado)z (17)
R2 = Z(valorpredito— ValoT opservado médio)” (18)

I(valoT opservado— YalOT opservado médio)?

Os indices estatisticos desempenham um papel fundamental na analise da
precisdo de modelos matematicos, pois permitem comparar os valores preditos com
os experimentais. O fator bias avalia a confiabilidade das predi¢des: quando igual a 1,
indica uma correspondéncia perfeita; valores superiores a 1 refletem margens seguras
(fail-safe), enquanto valores inferiores a 1 apontam cenarios potencialmente
arriscados (fail-dangerous). Ja o fator de exatiddo, que sempre apresenta valores
iguais ou superiores a 1, torna-se menos preciso conforme aumenta.

O RMSE (raiz do erro quadratico médio) mede a diferenca média entre os
valores preditos e observados, sendo mais confidvel quanto menor for seu valor,
expresso ha mesma unidade dos dados experimentais. Por sua vez, o coeficiente de
determinacdo (R?) indica o grau de correlacdo entre os dados experimentais e as
predicdes. Valores proximos de 1 sugerem que o modelo tem alta capacidade de
representar os dados com fidelidade. A combinacdo desses indices possibilita uma

avaliacao solida e abrangente da qualidade dos modelos preditivos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRAS

As embalagens com CMS de frango foram encaminhadas na forma congelada
diretamente da fabrica da Brasil Foods S.A. As amostras foram divididas em dois lotes
obtidos em dias diferentes e enviadas no dia de fabricacdo para o Laboratério de
Engenharia Biolégica (LIEB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em
Florianopolis-SC em caixas térmicas e armazenadas a -18° C até o inicio das analises.

A Figura 3 mostra como a CMS encontrava-se arranjada originalmente dentro

da embalagem.

Figura 3- Arranjo original da CMS dentro da embalagem.

Fonte: Autora (2024)

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Foram realizadas medidas de gordura (lipidios), proteina, residuo mineral fixo,
umidades e volateis. As analises foram feitas em 3 por¢des de CMS (50 gramas cada)
no Laboratério de Analises — LABCAL. Foram usados diferentes métodos para a
obtencdo de cada uma das medidas: lipidios (ISO, 1443:1973); proteina (ISO,
1871:2009); residuo mineral fixo (ISO, 936:1998); umidade e volateis (ISO,
1442:1997).
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4.3 PRAPARO DAS AMOSTRAS

As embalagens de CMS, do mesmo lote, foram descongeladas em geladeira
(4 °C) por aproximadamente 24 h. Apds o descongelamento, as embalagens foram
limpas externamente com alcool 70% e abertas dentro da cabine de seguranca
microbioldgica, em condi¢des assépticas.

As amostras foram misturadas entre si manualmente para homogeneizagao
em uma bacia de polipropileno, como apresentado na Figura 4 (a). Apés, foram
divididas em porgdes de 50 g e colocadas individualmente em sacos de amostragem
Nasco com filtro (Figura 4 (b)). Algumas amostras de CMS foram separadas e
armazenadas em condicbes de congelamento para caracterizacdo subsequente.
Todos os utensilios ndo autoclavaveis utilizados foram limpos com alcool 70% e

expostos a luz UV durante 15 minutos antes do uso.

Figura 4 -(a) Homogeinieneizacéo, (b) acondicionamento das amostras de CMS.

Fonte: elaborado pela autora (2024)

4.4 CONDICOES DE INCUBACAO DAS AMOSTRAS

As cinéticas de crescimento de enterobactérias e bactérias mesofilas em CMS
em condicdes isotérmicas, foram avaliadas em 4 temperaturas: 0, 4, 7 e 10 °C. Para
0 inicio das cinéticas de crescimento, as amostras de CMS ja homogeneizadas e
porcionadas foram colocadas em incubadoras tipo B.O.D estabilizadas com as
temperaturas desejadas e monitoradas com o auxilio de Datalogger (Testo 174H). As
amostras foram distribuidas de forma aleatéria nas prateleiras das incubadoras com
0 objetivo de assegurar uma distribuicdo uniforme da temperatura interna, conforme

ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Amostras de CMS distribuidas em B.O.D

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.5 AMOSTRAGEM

4.5.1 Frequéncia de amostragem

A partir do estudo de crescimento dos microrganismos pela plataforma
ComBase (2021), péde-se definir os intervalos de amostragem para para as cinéticas
de crescimento microbiano em cada temperatura analisada. Com o objetivo de
descrever com precisdo 0 comportamento microbiano e para o ajuste do modelo
utilizado, deu-se prioridade a concentracédo de pontos proximos ao término da fase lag
e ao inicio da fase estacionaria na selecédo dos tempos de amostragem. A amostragem
foi realizada em duplicata de amostra (duas amostras retiradas no mesmo momento)

e duplicata biologica das curvas de crescimento (realizadas em dias diferentes).

4.5.2 Enumeracdo dos microrganismos

A andlise foi baseada no método de enumeracdo de Enterobactérias e
Bactérias mesofilas pela técnica de contagem em superficie ISO 11290-2 (Figura 7).
No mesmo saco de amostragem que foram armazenadas, as amostras eram diluidas

com 50 mL de &gua peptonada a 0,1% e, posteriormente, homogeneizadas
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manualmente por cerca de 10 segundos, resultando na primeira diluicdo. Em seguida,
foram realizadas diluicbes seriadas transferindo-se 1 mL da diluicAo anterior para
tubos que continham 9 mL de solug&o salina peptona.

Na sequéncia, foi feita a inoculagdo (1 mL) em petrifilm 3Mespecificos para
contagem de enterobactérias e bactérias mesdfilas aerébicas. Com a face voltada
para baixo, o espalhador era colocado na parte superior do filme e pressionado, para
distribuir o inoculado sob a &rea circular antes do gel se formar. Os petrifilms eram
incubados com a face superior voltada para cima. Para os petrifims de
enterobactérias, a incubacdo era feita por 24 h em B.O.D a 37 °C, enquanto os
petrifims de bactérias mesofilas, a incubacgéo era feita por 48 h em B.O.D a 35 °C,
para que entdo fossem contadas as UFC.

Figura 6 - Etapa de amostragem para enumeracao de bactérias mesofilas e

enterobatérias

— —
50 mL APP
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~
B8 L
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Bl ’ } 7 i
v 3 v . - —— - — | L
|
S— \ ‘/ . === ¢ e,
—_— Diluigdes seriadas v v
em tubos de 9mL ) v v

Massageamento

o1 de solugdo salina
manual

peptona Plagueamento em

Petrifilm 3M Incubagao dos petrifilms de Incubagéo dos petrifilms de
Enterobactérias por 24h a Bactérias Mesofilas por 48h a
3750 35°C

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Com o objetivo de determinar a concentracdo microbiana (N) a contagem de
UFC foi multiplicada pelo inverso das diluicdes realizadas e, em seguida, dividida pela

média de peso das CMS (Log UFC/g). Cada resultado foi expresso em termo de Log
(N/Np).

4.6 MODELAGEM PRIMARIA

A fim de ajustar os dados dos experimentos ao modelo de Baranyi e Roberts,

demonstrados nas Equagdes 5 e 9, foi utilizado um pacote de software que auxiliou a
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compreender a modelagem de crescimento da cinética microbiana sob diferentes
condi¢des com 6timo ajuste e predi¢cdo, chamado de biogrowth (GARRE et al., 2021).

Considerando que os dados experimentais foram feitos sob condi¢cdes
isotérmicas, o0 ajuste do modelo foi realizado por meio da funcéo
fit_isothermal_growth, que exige a insercao de dados experimentais e de parametros
conhecidos, a escolha de um modelo e uma estimativa inicial dos parametros a serem
ajustados por regressdo. Assumido como pré-estabelecido N, ser igual a zero de
forma fixa, enquanto os parametros A, Un:x € Nnse fOram ajustados, o modelo de
Baranyi e Roberts foi selecionado. Apés ajuste, o software gera um conjunto de dados

com as concentracdes ao longo do tempo e 0os parametros de crescimento primario.

4.7 MODELAGEM SECUNDARIA

Foram aplicados modelos secundarios como o da Raiz Quadrada (Equacéo
10), Arrhenius (Equacao 11), Logaritmica (Equacgéo 12), Exponencial (Equacéo 13) e
Poténcia (Equacao 14), com o objetivo de descrever a influéncia da temperatura sobre

0s parametros obtidos no ajuste primario.

4.8 VALIDACAO DO MODELO POR ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a eficacia das predicoes efetuadas pelo modelo, foram
empregados alguns indices estatisticos, como o fator bias, fator de exatidéo, o erro
guadratico médio (RMSE) e o coeficiente de determinacdo (R?). Esses indices estédo

detalhados nas Equacoes 15, 16, 17 e 18, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CARACTERIZAC}AO DA CMS

Os resultados da média de ensaios para as analises fisico-quimicas de
gordura (lipidios), proteina, residuo mineral fixo, umidade e volateis da CMS de
Frango estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise fisico-quimica da CMS de Frango

Andlise Valor
Gordura (lipidios) 14,43 g/100g
Proteina 14,81 g/100g
Residuo mineral fixo 1,11 g/100g
Umidade e volateis 69,99 g/100g

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Os padrdes oficiais para a qualidade fisico-quimica da CMS de aves, bovinos
e suinos estdo estabelecidos no Regulamento Técnico para Determinacdo da
Identidade e Qualidade da Carne Mecanicamente Separada (CMS), que foi
incorporado a Instrucdo Normativa n° 4 (BRASIL, 2000). Este decreto estabelece
critérios de qualidade, tais como maximo de 30% de lipidios totais e um minimo de
12% de proteinas, o que esta de acordo com o numero de proteinas (14,43 g/100g) e
lipidios (14,81 g/1009) obtidos no presente trabalho.

Os valores de umidade volateis e umidade para esta matéria prima estdo de
acordo com os valores apresentados por De Oliveira et al (2014), que foram de 67,8
e 1,5 g/100g, respectivamente. A legislacado vigente citada ndo define padrdes para
0s niveis de cinzas e umidade na CMS. Portanto, os resultados deste estudo s&o,
como o citado anteriormente, relevantes como referéncia para a definicdo desses
parametros.

Quando fora dos limites estabelecidos pelo RTIQ, os niveis de lipidios e
proteinas afetam diretamente a qualidade de produtos processados com altos niveis
de CMS, afetando a textura, a capacidade de ligacdo e a estabilidade da massa
carnea. O uso de CMS em grandes quantidades em produtos processados, como
salsichas e mortadelas, exige atencao quanto a capacidade emulsificante do produto,
gue é influenciada pela quantidade de proteinas e lipidios. De acordo com ABDULLAH

et al. 2005, quanto maior a quantidade de proteinas e menor quantidade gordura, essa
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7

capacidade é aumentada e melhora, consequentemente, a retencdo de &gua,

exatamente o que foi encontrado no presente trabalho.

5.2 CINETICAS DE CRESCIMENTO DE ENTEROBACTERIAS E BACTERIAS
MESOFILAS EM CMS

5.2.1 Cinética de crescimento de Enterobactérias em CMS em
temperaturas de 0 a 10 °C.

Os resultados das cinéticas de crescimento de Enterobactérias em CMS estao
apresentados na Figura 7, permitindo a andlise da influéncia da temperatura no
crescimento da bactéria. As Tabelas 5 e 6 apresentam os parametros primarios de
crescimento obtidos através do ajuste do modelo de Baranyi & Roberts para os Lotes
1 e 2, respectivamente. Na Tabela 7 e 8 estdo apresentados os indices estatisticos
para cada lote.

Figura 7 - Cinéticas de crescimento de Enterobactérias em CMS nas temperaturas de 0
(@), 4 (b), 7 (c) e 10 (d) °C, sendo Lote 1 (verde) e Lote 2 (laranja). Os pontos representam o0s
dados experimentais, as linhas representam o ajuste do modelo Baranyi e Roberts e as barras sao

o desvio padréo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 5 - Pardmetros de crescimento primério de Enterobactérias para o

lote 1: concentracao inicial e final, tempo de fase lag (A), estado fisiolégico inicial das

células (h0) e velocidade especifica maxima de crescimento (u) obtidos pelo ajuste

do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de

0,4,7e10°C.
Lote 1
Temperatura 0°C 4°C 10 °C
Concentracao Inicial (log UFC/g) 1,6 1,6
Fase lag (h) 158 20,8 13,9
Velocidade especifica maxima de crescimento (h™) 0,01 0,026 0,047 0,076
Estado fisioldgico inicial das células 1,58 0,54 1,06
Concentracao final (log UFC/Q) 6,7 7,9

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Tabela 6 - Parametros de crescimento primario de Enterobactérias para o

lote 2: concentracao inicial e final, tempo de fase lag (A), estado fisiolégico inicial das

células (ho) e velocidade especifica maxima de crescimento (u) obtidos pelo ajuste

do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de

0,4,7e10°C.
Lote 2
Temperatura 0°C 4 °C 10 °C
Concentracao Inicial (log UFC/g) 1,3 15
Fase lag (h) 105 2,0
Velocidade especifica maxima de crescimento (h™?) 0,01 0,021 0,041 0,072
Estado fisioldgico inicial das células 0,95 0,04 0,29
Concentracdao final (log UFC/Q) 6,7 7,6

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Tabela 7 — Valores dos indices estatisticos para o ajuste do modelo de

Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 0, 4, 7 e 10 °C

na andlise de Enterobactérias do Lote 1.

T (°C) Bias Exatiddo RMSE R?
0 1,03 1,18 0,41 0,99
4 0,99 1,03 0,21 0,99
7 1,01 1,05 0,16 0,99
10 1,00 1,06 0,43 0,99

Fonte: elaborado pela autora (2024).



37

Tabela 8 - Valores dos indices estatisticos para o ajuste do modelo de
Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 0, 4, 7 E 10 °C
na andlise de Enterobactérias do Lote 2.

T (°C) Bias Exatiddo RMSE R?
0 1,05 1,11 0,31 0,99
4 1,00 1,04 0,19 0,99
7 0,99 1,08 0,34 0,99
10 0,99 1,06 0,29 0,99

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Observa-se na Figura 7 que, nas temperaturas examinadas, estao presentes
todas as fases caracteristicas do crescimento microbiano: fase lag, exponencial e
estacionaria. E possivel atribuir esse comportamento tanto as caracteristicas
intrinsecas das enterobactérias quanto as propriedades da CMS que podem ter
favorecido seu crescimento. Além disso, a clara distincdo entre as fases é resultado
do planejamento criterioso na distribuicdo dos intervalos de amostragem e da eficacia
do modelo de Baranyi e Roberts em ajustar os dados experimentais, comprovado
pelos valores de R? na Tabela 6 que se aproximam de 1, na maioria dos resultados,
enquanto os valores de RMSE proximos a zero.

Analisando a Figura 7, € possivel observar a partir da inclinacdo das curvas
de crescimento de enterobactérias nas temperaturas de 0, 4, 7 e 10 ° C diferencas
importantes na taxa de crescimento microbiano em CMS, refletindo a capacidade
adaptativa desses microrganismos as diferentes condi¢cdes térmicas. Nota-se isso
averiguando os parametros de crescimento primario dos dois Lotes nas Tabelas 4 e 5
guando se relaciona os valores de y, em h't, com a temperatura. No Lote 1, em 0 °C
a velocidade especifica era de 0,01 h, enquanto em 10 °C foi obtido um valor de
0,076 ht, 7,6 vezes maior.

Na temperatura de 0 °C, a fase lag durou 158 horas e 105 horas para os lotes
1 (Tabela 5) e 2 (Tabela 6), respectivamente. Ja na temperatura de 10 °C, as
enterobactérias ndo exibiram a fase lag bem definida com um tempo de adaptacéo
menor entre as temperaturas analisadas, em ambos os lotes, com uma duracao de
13,9 (Lote 1) e 7 (Lote 2) horas. Isso se da em razdo da temperatura (10 °C) estar
mais proxima da temperatura Otima de crescimento para as enterobactérias,
permitindo uma adaptacdo mais rapida. Quanto mais perto de 37 °C, que é a
temperatura 6tima de crescimento das enterobactérias, maior a chance do modelo

descrever bem e a curva ser bem representada para o respectivo modelo.
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Percebe-se uma variagdo nos valores da velocidade especifica méxima de
crescimento (u) e do tempo de fase lag (A), com tendéncia de aumento ou diminuic&o
dependendo das condi¢des analisadas. Em temperaturas de incubacdo proximas a
ideal para o crescimento de Enterobactérias (37 °C), o microrganismo apresenta maior
rapidez no crescimento e um periodo de adaptacao reduzido, como constatado neste
estudo. Em contrapartida, a medida que a temperatura diminui, o crescimento se torna
mais lento e o tempo de adaptacao se prolonga.

De acordo com a Equacdo 8 apresentada, o parametro ho pode ser
determinado a partir dos valores da velocidade especifica maxima de crescimento (u)
e do tempo de fase lag (A). Esse parametro pode ser considerado constante quando
as condi¢des do meio de crescimento e inoculacéo sdo mantidas iguais. Isso significa
gue, em condic¢des isotérmicas de crescimento (mesma temperatura e ambiente), ho
deve permanecer 0 mesmo, independentemente de variagdes de temperatura no
experimento. Observando as Tabelas 5 e 6, no Lote 1 a 4 °C, registrou-se um valor
de ho de 0,54, enquanto no Lote 2, sob a mesma temperatura, o valor observado foi
de 0,04. Padrdes semelhantes foram identificados nas demais temperaturas testadas,
evidenciando que o parametro ho ndo permaneceu constante nas condigbes
experimentais avaliadas. Esse comportamento indica que as temperaturas escolhidas
podem ndo ter sido adequadas para proporcionar um ambiente propicio ao
desenvolvimento uniforme das enterobactérias, comprometendo a estabilidade
esperada do parametro ho.

O aumento na temperatura de 7 para 10 °C, embora pequeno (apenas 3 °C),
resultou em um importante acréscimo na velocidade especifica maxima de
crescimento das enterobactérias em CMS de frango. Esse comportamento evidencia
a alta sensibilidade do crescimento bacteriano as variacdes térmicas, especialmente
em ambientes que favorecem o metabolismo das células. No Lote 1, o acréscimo foi
de 65,22%, enquanto no Lote 2 alcancou 75,61%, 0 que destaca a importancia do
controle rigoroso da temperatura para mitigar o risco de proliferacdo microbiana em
produtos carneos. Esses dados reforcam a importancia de praticas adequadas de
processamento e armazenamento para minimizar o risco de contaminacao
microbiolégica em produtos carneos.

A carga inicial de enterobactérias em CMS observada nos lotes analisados, que
foi em torno de 1,5 log UFC/g foi semelhante a relatada por Nunes (2003), que

pY

encontrou 2,0 log UFC/g de Escherichia coli, que pertence a familia de
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Enterobactérias. Além disso, os valores foram bem inferiores aos 4,3 log UFC/g
registrados por Kumar et al. (1986). Esses resultados podem indicar que a carne
analisada apresentava uma condigdo microbiolégica inicial mais controlada, o que
reflete boas praticas de processamento e armazenamento.
5.2.2 Cinética de crescimento de Meséfilos em CMS em temperaturas de
0al0°C
Os resultados das cinéticas de crescimento de Bactérias Mesofilas em CMS
estdo apresentados na Figura 8, permitindo a andlise da influéncia da temperatura no
crescimento da bactéria. As Tabelas 9 e 10 apresentam os parametros primarios de
crescimento obtidos através do ajuste do modelo de Baranyi & Roberts para os Lotes
1 e 2, respectivamente. Na Tabela 11 e 12 estédo apresentados os indices estatisticos
para cada lote.
Figura 8 - Cinéticas de crescimento de bactérias mesofilas em CMS nas temperaturas de O
(@), 4 (b), 7 (c) e 10 (d) °C, sendo lote 1 (verde) e lote 2 (laranja). os pontos representam os dados

experimentais, as linhas representam o ajuste do modelo Baranyi e Roberts e as barras sdo o desvio

padrao.
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Tabela 9 - Pardmetros de crescimento primério de bactérias mesofilas para o
lote 1: concentracao inicial e final, tempo de fase lag (A), estado fisiolégico inicial das
células (ho) e velocidade especifica maxima de crescimento (u) obtidos pelo ajuste
do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de

0,4,7e10°C.
Lote 1
Temperatura 0°C 4°C 7°C 10°C
Concentracéao Inicial (log UFC/qg) 2,7 2,7 3,1 2,9
Fase lag (h) 123 30,4 5,9 12,9
Velocidade especifica maxima de crescimento (h'') 0,016 0,069 0,047 0,121
Estado fisioldgico inicial das células 197 209 0,28 156
Concentracéao final (log UFC/Q) 9,3 7,6 9,1 8,5

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Tabela 10 - ParAmetros de crescimento primario de bactérias mesofilas para
o lote 2: concentracgédo inicial e final, tempo de fase lag (A), estado fisiologico inicial
das células (h0) e velocidade especifica maxima de crescimento () obtidos pelo
ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as

temperaturas de 0, 4, 7 e 10 °C.

Lote 2
Temperatura (°C) 0 4 7 10
Concentracdao Inicial (log UFC/qg) 3,8 4,0 3,7 4,0
Fase lag (h) 76,4 0,0 15,7 9,8
Velocidade especifica maxima de crescimento (h'') 0,014 0,023 0,057 0,076
Estado fisioldgico inicial das células 1,07 0 0,89 0,75
Concentracdao final (log UFC/qg) 9,0 8,7 8,9 8,8

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Tabela 11 - Valores dos indices estatisticos para o ajuste do modelo de
Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 0, 4, 7 e 10 °C

na analise de bactérias mesdfilas para o Lote 1.

T (°C) Bias Exatiddo RMSE R?2
0 0,98 1,03 0,94 0,99
4 1,02 1,15 0,32 0,99
7 0,99 1,04 0,23 0,99
10 0,98 1,05 0,31 0,99

Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Tabela 12 - Valores dos indices estatisticos para o ajuste do modelo de
Baranyi e Roberts aos dados experimentais para as temperaturas de 0, 4, 7 e 10 °C
na analise de bactérias mesofilas para o Lote 2.

T (°C) Bias Exatiddo RMSE R?
0 0,98 1,05 0,12 0,99
4 0,99 1,04 0,20 0,99
7 0,98 1,06 0,32 0,99
10 0,99 1,04 0,21 0,99

Fonte: elaborado pela autora (2024).

A RDC n° 12/2001 nao estabelece padrédo para mesofilos aerdbios, entretanto
a presenca de grande numero destes microrganismos nos produtos torna-se
preocupante, uma vez que a maioria dos patogénicos encontrados nos alimentos sao
mesofilos, estes sdo microrganismos indicadores.
E possivel observar na Figura 8 a bom ajuste do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais, comprovado pelos valores de R?na Tabela 11 e 12
gue se aproximam de 1, na maioria dos resultados, enquanto a maior parte dos valores
de RMSE estdo proximos a zero. Isso permite uma analise preditiva confiavel do
comportamento bacteriano, auxiliando na tomada de decisGes sobre conservacao e
armazenamento da CMS.

A maioria dos microrganismos presentes em aves vivas sdo aerobios
mesofilos, e poucos sdo capazes de crescer em temperaturas abaixo de 7 °C. Sua
contagem é utilizada como indicador de qualidade higiénica dos alimentos, e valores
elevados sugerem falhas no processo de producdo (CARDOSO et al., 2005). A fase
lag representa a adaptacdo do microrganismo ao meio, passando por uma etapa de
crescimento mais lento, esse comportamento pode ser observado na Figura 8, em 7
e 10 °C, onde ha uma fase exponencial com maior inclinagcdo no grafico em
comparacdo a 4 °C, indicando que esta temperatura € um limiar critico para o
crescimento de mesdfilos. Ja nas temperaturas proximas ou superiores a 7 °C ha o
favorecimento do desenvolvimento microbiano, o que reforca Cardoso (2005), que
indica que poucos microrganismos mesofilos conseguem crescer abaixo de 7 °C e
gue manter temperaturas abaixo dessa temperatura pode ser essencial para retardar
0 crescimento bacteriano.

Na Figura 8, em nenhuma das temperaturas estudadas a duragéo da fase lag

€ visualmente perceptivel. Em temperaturas mais baixas (0 e 4 °C), a fase lag € maior,
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porém, diminui & medida que a temperatura aumenta (7 e 10 °C). Esse comportamento
é confirmado quantitativamente, na Tabela 7 e 8, com os valores para a fase lag
variando de 123 h e 76,4 h a 0 °C para 12,9 h e 9,8 h a 10 °C, para o lote 1 e 2,
respectivamente. O que representa uma reducao de uma temperatura para a outra na
fase lag de 89,51%, enquanto no Lote 2 foi de 87,17%, essa diferenca destaca a
importancia do controle rigoroso da temperatura para mitigar o risco de proliferacéo
microbiana em produtos carneos. Esses dados reforcam que em temperaturas mais
altas, as condicfes se tornam mais favoraveis para o metabolismo e divisdo celular
para as bactérias mesdfilas, reduzindo o tempo necessario para que as bactérias
iniciem a multiplicacéo.

Ao observar a Figura 8, é possivel observar a partir da inclinagéo das curvas
de crescimento de enterobactérias nas temperaturas de 0, 4, 7 e 10 ° C diferencas
importantes na velocidade de crescimento microbiano em CMS. Nota-se isso
averiguando os parametros de crescimento primario dos dois Lotes nas Tabelas 4 e 5
guando se relaciona os de y, em h, com a temperatura. No Lote 2, em 0 °C a
velocidade especifica maxima de crescimento era de 0,014 ht, enquanto em 10 °C foi
obtido um valor de 0,076 h', 4,4 vezes maior.

A analise das cargas microbioldgicas iniciais (log UFC/g) de aerobios
mesofilos em CMS variou de 2,5 a 4,0, sendo inferiores ao encontrado por Xavier et
al (1994) que obtiveram uma contagem de 4,5 log UFC/g em CMS de dorso de frango.
A divergéncia entre os valores registrados neste estudo e aqueles relatados por Xavier
et al. pode estar associada a diferencas nas praticas de manejo, armazenamento ou
processamento do material.

Assim como para as enterobactérias, também foi calculado o parametro ho
(Equacéo 8) para cada temperatura e Lote analisado. No Lote 1, para a temperatura
de 7 °C, registrou-se um valor de ho de 0,28, enquanto no Lote 2, sob a mesma
temperatura, o valor observado foi de 0,89. Ao comparar os resultados obtidos para
as enterobactérias e para as bactérias mesofilas, apesar de ter padrées semelhantes,
houve um aumento de 2,18 vezes maior para as bactérias mesdfilas, enquanto para
as enterobactérias foi 12,5 vezes maior, evidenciando que o parametro ho nédo
permaneceu constante nas condicbes experimentais avaliadas e que ele varia

significativamente para cada bactéria analisada.
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5.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NOS PARAMETROS PRIMARIOS DE
CRESCIMENTO

Os modelos secundarios foram elaborados a partir dos resultados obtidos dos
parametros primarios de crescimento, conforme representado nas Tabelas 4,5, 7 e 8.
Dentre os modelos analisados, 0 modelo da Raiz Quadrada foi identificado como o
mais adequado para descrever o impacto da temperatura sobre o parametro uy, em
razdo do melhor coeficiente de correlagcdo (R?). O ajuste do modelo aos dados
experimentais € apresentado na Figura 9, levando em conta os dois tipos de bactérias
nas condicdes de temperatura avaliadas. As equagdes derivadas do ajuste, assim
como os indices estatisticos que avaliam a precisdo do modelo, encontram-se

detalhados na Tabela 10.

Figura 9 - Ajuste do Modelo da Raiz Quadrada para o parametro u. Os
pontos representam os dados experimentais para o Lote 1 enterobactérias (azul),
Lote 2 enterobactérias (vermelho), Lote 1 bactérias mesofilas (verde) e Lote 2

bactérias mesofilas (laranja), respectivamente e as linhas os ajustes do modelo.

04 -

W (1/h)

U 1 1 1 1 |
0 2 4 6 8 10

Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 13 - Modelo secundério da Raiz Quadrada para o parametro y para

cada condicdo dos lotes 1 e 2 de enterobactérias e bactérias mesdfilas.

Enterobactérias
Lote Hmax (h ) Bias | Exatiddo | RMSE (h®% | R?
1 vu =0,0176 . (T + 5,46) 1,00 1,05 0,0013 0,99
2 v =0,0198 . (T + 6,70) 0,54 1,84 0,0279 0,98
Bactérias Mesoéfilas
1 Vi =0,0169 . (T + 6,32) 1,41 1,47 0,0297 0,98
2 0,99 1,15 0,0045 0,95
vu =0,0167 . (T + 6,48)

Fonte: elaborado pela autora (2024).

O modelo teve um bom ajuste os dados experimentais, com Bias, exatiddo e
R2 préximo de 1 e RMSE préximo de 0. Este desempenho foi consistente em todas as
condi¢cBes analisadas.

Nas temperaturas estudadas, para as Enterobactérias, para o Lote 1 foi obtido
um valor de R? e RMSE 0,99 e 0,0013, respectivamente e de 0,98 e 0,0279 para o
Lote 2. Pessoa (2019) utilizou o Modelo da Raiz quadrada para descrever a
multiplicacdo de Salmonella, da familia das enterobactérias, em carne de frango em
temperaturas entre 7 e 45°C, apresentando bom ajuste do modelo escolhido aos
dados experimentais com R? e RMSE de 0,97 e 0,029, respectivamente.

Foi utilizado o modelo da Poténcia para descrever a influéncia da temperatura

sobre o parametro A a fim de avaliar o seu comportamento.
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Figura 10 - Modelo secundario da Poténcia para o parametro A. Os pontos
representam os dados experimentais para o Lote 1 enterobactérias (azul), Lote 2
enterobactérias (vermelho), Lote 1 bactérias mesofilas (verde) e Lote 2 bactérias

mesodfilas (laranja), respectivamente e as linhas os ajustes do modelo.

160 5

128
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 14 - Modelo secundério da poténcia para o parametro A para cada
condicdo dos Lotes 1 e 2 de enterobactérias e bactérias mesofilas.
Enterobactérias
Lote Mmax () Bias | Exatiddo | RMSE (h%% | R?

1 A=105,57 . T0223 0,37 2,7 44,34 0,99

2 A=101,61.T70927 0,36 2,8 64,38 0,99
Bactérias Mesofilas

1 A=90,74 . T0261 0,32 3,21 40,68 0,99

2 A=70,39 . T0.209 0,45 2,23 64,38 0,99

Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Segundo Ross (1994), quando o fator BIAS apresenta valores menores do
gue 1, indica que o modelo subestima os dados, ndo sendo considerados seguros.
Além disso, foram observados valores de RMSE acima de 40, variando de 44,34 a
64,38 h'®5para as duas bactérias, sendo que um modelo ideal é aquele com fator igual
a 1, quanto mais distante deste valor, maior sera a variacdo do modelo. Um possivel
motivo € visto quando se observa os valores das fases lag das temperaturas mais
baixas, 0 e 4 °C, dificultando o ajuste do parametro. Ja para o fator Exatidao, o modelo
ideal é aquele com fator igual a 1, quanto mais distante deste valor, maior sera a
variacdo do modelo, como foi visto no exposto trabalho.

Para o Modelo da Poténcia, o Unico parametro mais préximo de 1 foi o
coeficiente de determinacéo (R?), sendo que seus valores variam de 0 a 1, e quanto

mais préximo de 1 maior € a seguranca e ajuste do modelo.
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6 CONCLUSAO

O crescimento de enterobactérias e bactérias mesofilas em CMS foi observado
em todas as condi¢Oes de temperatura analisadas (0, 4, 7 e 10 °C). A presenca de
crescimento bacteriano em todas as temperaturas, ainda que de forma mais lenta em
ambientes refrigerados, destaca a necessidade de adocao rigorosa de boas praticas
higiénicas durante a producgé&o. Niveis elevados de contaminacéo sinalizam falhas no
processo produtivo, reforcando a importancia dessas praticas.

Os resultados evidenciam que manter condicbes de refrigeracao rigorosas,
proximas a 0 °C, assim como salienta a INSTRUCAO NORMATIVA N ° 4, DE 31 DE
MARCO DE 2000 — SDA/MAPA, é fundamental para reduzir a taxa de crescimento
bacteriano. Contudo, o controle da contaminacao final depende também de praticas
higiénicas adequadas. A integracdo de modelagem primaria e secundaria com 0s
dados experimentais permitiu previsbes mais precisas sobre a seguranca
microbiolégica da CMS.

A partir dos crescimentos observados, foi confirmado que em diferentes valores
de temperatura de refrigeracdo, impactam de forma expressiva o crescimento de
enterobactérias e bactérias mesofilas. Em temperaturas mais elevadas (10 °C), o
crescimento é acelerado, enquanto em condi¢cdes refrigeradas (0 e 4 °C), a taxa de
crescimento é reduzida. No entanto, a concentracdo final de bactérias pode ser
significativa nessas condi¢des devido a um maior tempo de adaptacéo e a capacidade
de sobrevivéncia em longo prazo.

Observou-se gque as variacoes na fase lag estdo diretamente relacionadas ao
estado fisiologico inicial ho das enterobactérias em cada lote, bem como as
caracteristicas intrinsecas da carne, que influenciam o processo de adaptacao
microbiana.

O Modelos matematicos utilizados demonstraram elevada precisdo na
representacéo dos dados experimentais, com valores de Bias, exatiddo e R2 proximos
a 1, além de um RMSE proximo de 0, mantendo um desempenho consistente em
todas as condicdes avaliadas. Conforme os dados apresentados na Tabela 11, os
parametros estimados mostraram variacfes entre os diferentes lotes e tipos de
bactérias. No caso do Modelo da Poténcia, o coeficiente de determinacdo (R?)
destacou-se como o parametro mais proximo de 1, evidenciando um ajuste adequado

e a confiabilidade do modelo.
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Os modelos matematicos utilizados para estimar o crescimento de
microrganismos patogénicos em alimentos, como a CMS, desempenham um papel
essencial na industria de alimentos. Esses modelos possibilitam a simulagdo de
cenarios que podem comprometer a seguranca alimentar, tornando as analises de
risco mais rapidas e eficazes, além de oferecerem suporte para a ampliacdo da vida

util dos produtos.
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