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RESUMO

A deterioracdo de alimentos devido a agdo de microrganismos
é um problema de grande importancia que pode gerar grandes perdas
econbmicas para as industrias. As bactérias acido lacticas (BAL)
estdo entre os principais microrganismos deterioradores de alimentos,
e dentre elas, a Weissella viridescens (anteriormente denominada
Lactobacillus viridescens) € bastante conhecida por causar
deterioragdo na superficie de carnes e produtos carneos embalados a
vacuo e em diferentes condicGes de armazenamento, mesmo em
condicOes de refrigeracdo. A microbiologia preditiva é considerada
uma importante ferramenta para descrever o crescimento microbiano
em diferentes condi¢des ambientais. Assim sendo, 0 objetivo geral
deste trabalho foi avaliar a capacidade preditiva de um modelo nédo
isotérmico no crescimento de W. viridescens em meio de cultivo, em
diferentes perfis de temperatura. Primeiramente 0 modelo primario de
Baranyi e Roberts foi ajustado as curvas de crescimento,
anteriormente obtidas no Laboratério de Engenharia Bioguimica
(ENGEBIO), de W. viridescens em meio de cultura sob seis
diferentes temperaturas isotérmicas (4 a 30 °C). Foram avaliados
quatro modelos secundarios para descrever a influencia da
temperatura sobre os parametros de crescimento, que foi melhor
descrita pelo modelo da raiz quadrada para 0 pardmetro Hma. O
modelo secundario para o parametro Y, foi considerado como a
média dos valores obtidos experimentalmente, independente da
temperatura, na faixa de temperatura estudada. Com base nos
modelos selecionados, o modelo de Baranyi e Roberts (1994) foi
utilizado para prever o crescimento de W. viridescens sob condi¢des
ndo isotérmicas. O modelo proposto foi validado com dados
experimentais de W. viridescens em meio MRS, sob diferentes perfis
de temperatura, envolvendo temperaturas acima da temperatura de
refrigeracdo e simulando oscilagdes de temperatura em refrigeradores
domésticos. Os resultados mostraram que o modelo preditivo
estudado tem a possibilidade de ser utilizado para prever a vida util
de produtos céarneos cuja deterioracdo ocorra, principalmente, em
consequéncia do crescimento de W. viridescens.

Palavras-chave: bactérias &cido lacticas, Weissella viridescens,
deterioracdo, variacOes de temperatura, microbiologia preditiva.






ABSTRACT

The food spoilage due to the action of microorganisms is a large
problem that can cause economic losses to industries. The lactic acid
bacteria (LAB) are one of the main spoilage microorganisms in foods,
and among them Weissella viridescens (previously Lactobacillus
viridescens) is well known to spoil meat surfaces and vacuum-packed
meat products in different storage conditions, even under refrigerated
conditions. The predictive microbiology is considered an important
tool to describe the microbial behavior under different environmental
conditions. Therefore, the aim of this study was evaluate the
predictive ability of a non-isothermal model for growth W.
viridescens in culture medium, under different temperature profiles.
First, the primary model of Baranyi and Roberts was fitted at curve of
the growth, previously obtained in Biochemical Engineering
Laboratory, of W. viridescens in culture medium in six different
isothermal temperatures (4 to 30 ° C). Were evaluated four secondary
models to describe the influence of temperature on the growth
parameters, which was best described by the model of the square root
for umax parameter. The secondary model for the Y, parameter was
considered as the mean values obtained experimentally, independent
of temperature, the temperature range studied. Based on the selected
models, Baranyi and Roberts (1994) model was used to predict the
growth of W. viridescens under non-isothermal conditions. The
proposed model was validated with experimental data of W.
viridescens growth in MRS medium under different temperature
profiles involving temperatures above refrigeration temperature and
temperature fluctuations in domestic refrigerators. The results showed
that this predictive model has the possibility of being used to predict
the shelf-life of meat products which deterioration occurs mainly as a
result of W. viridescens growth.

Keywords: lactic acid bacteria, Weissella viridescens, deterioration,
temperature, predictive microbiology.
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1. INTRODUCAO

A deterioracdo de alimentos devido a acdo de microrganismos é
um problema de grande importancia que pode gerar grandes perdas
econdmicas para as industrias, tornando-se fundamental a predi¢do da
vida til relacionado ao crescimento microbiano (PEXARA et al., 2002).

Quando se trata da verificacdo da qualidade dos alimentos, a
avaliacdo microbiologica é de extrema relevancia, pois fornece
informacOes quanto as condi¢fes de processamento, armazenamento,
distribuicdo, vida atil e risco a salde da populagdo (FRANCO e
LANDGRAF, 2004).

A fim de prolongar a vida 0til de produtos alimenticios, pela
minimizacdo da deterioracdo microbiana e quimica, os refrigeradores
devem manter uma temperatura entre 0 e 5 °C. Se as temperaturas
subirem acima de 5 °C, os alimentos sdo susceptiveis a deterioracéo
mais rapida, devido ao crescimento de microrganismos (WRAP, 2013).
Varios estudos tém mostrado que a temperatura a qual um refrigerador
doméstico opera € critica para 0 armazenamento seguro de alimentos
refrigerados (GHEBREHEWET e STEVENSON; BAKALIS et al.,
2003; TAOUKIS et al., 2005 e LAGUERRE et al., 2002)

A carne e os produtos carneos sao altamente pereciveis, com vida
Gtil estritamente dependente do nimero e do tipo de microrganismo
inicialmente presente e do seu crescimento nas condicGes de
armazenamento, particularmente pH, temperatura e atmosfera gasosa
(RUSSO et al., 2006).

Dentre os principais microrganismos deteriorantes de produtos
carneos estdo as bactérias acido lacticas (BAL) que constituem um
grupo de bactérias Gram-positivas (AXELSSON 2004), anaer6bias
facultativas, sem motilidade, que podem ser cocos ou bacilos ndo
esporulados, que obtém energia pela fermentacdo de carboidratos,
produzindo é&cido latico como principal produto da fermentacdo
(GEITENES et al., 2013 e MASSAGUER, 2006). Algumas espécies
como Weissella viridescens (anteriormente Lactobacillus viridescens)
podem produzir peréxido que reagem com 0s pigmentos da carne,
causando esverdeamento da mesma. Vrios pesquisadores tém descrito
gue este microrganismo foi responsavel por esverdeamento em salsichas
e presunto cozido fatiado (NIVENET AL., 1949; NIVEN,
1952; LORINCZ E INCZE, 1961 e SHARPE, 1962).

Para se determinar o grau de deterioracdo de um alimento, os
métodos microbiolégicos tradicionais sdo limitados pelo longo tempo
requerido para se obterem resultados (MCMEEKIN; ROSS, 1996). Uma
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alternativa a tais métodos é a aplicacdo da microbiologia preditiva, que
envolve o desenvolvimento de modelos matematicos a partir de
conhecimentos sobre 0 comportamento de  microrganismos
(McMEEKIN et al., 2002).

A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta que permite
descrever o comportamento das respostas microbianas as condicfes
ambientais e permite a avaliacdo objetiva do efeito das operacGes de
processamento, distribuicdo e armazenagem sobre a seguranca
microbioldgica e qualidade de alimentos (McMEEKIN et al., 2002).
Entretanto, nestas operaces, a temperatura do alimento ndo se mantém
constante, tornando-se necessario o uso de modelos capazes de predizer
0 crescimento microbiano em condi¢fes ndo isotérmicas. Assim, o
desenvolvimento de modelos que considerem as variagbes de
temperatura (condiges ndo isotérmicas) apresenta-se de grande valia na
previsdo de vida util sob condi¢des reais (KOUTSOUMANIS et al.,
2006; CAYRE et al., 2007).

Com base nestas informagfes, a utilizacdo da modelagem do
crescimento de W. viridescens em condi¢Bes ndo isotérmicas visa
simular o comportamento desta bactéria em condi¢cbes de
armazenamento em refrigerador doméstico e temperaturas acima da
refrigeracdo, levando em conta as formas de oscilacdo de temperatura.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade preditiva de um
modelo ndo isotérmico no crescimento de Weissella viridescens em
meio de cultivo, submetidos a diferentes perfis de temperatura.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

(1) Estabelecer modelos secundarios que descrevam a
influéncia da variacdo da temperatura sobre 0s pardmetros max € Ymax de
crescimento de W. viridescens a partir de dados obtidos no grupo de
pesquisa;
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(2) Estabelecer o modelo preditivo de crescimento de W.
viridescens em condi¢des ndo isotérmicas, a partir do modelo primario e
secundario selecionados;

(3) Fazer o levantamento da distribuicdo e oscilagdo de
temperatura dentro de refrigeradores domésticos e predizer o seu
impacto sobre o crescimento de W. viridescens;

(4) Validar o modelo estabelecido através dos dados
experimentais obtidos do crescimento de W. viridescens, em ampla faixa
de temperatura (4 a 25 °C) e temperaturas de refrigeradores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BACTERAS ACIDO LACTICAS

As bactérias 4cido lacticas (BAL) tém recebido atencdo
consideravel por controlar perigos microbioldgicos e desenvolver novas
ferramentas para biopreservacdo (SCANNELL et al., 2000 e
LEONARD et al., 2014). Varios estudos tém mostrado que as BAL
podem reduzir o crescimento de L. monocytogenes em carne e frutos do
mar (BUDDE et al., 2003; JACOBSEN et al., 2003; e TAHIRI et al.,
2009) e inibem outros patdgenos de origem alimentar (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurim, Salmonella
Enteriridis e Staphylococcus aureus) (TRIAS et al., 2008 ).

No entanto, as BAL também sdo um grupo microbiano associado
com a deterioracdo de produtos carneos, processados, curados e
embalados a vacuo ou atmosfera modificada (AM) e armazenados a
temperaturas de refrigeracdo (BORCH et al., 1996; KORKEALA e
BJORKROTH, 1997 e SAMELIS et al., 2000a). Essas condigdes de
armazenamento facilitam o crescimento das BAL devido,
principalmente, & microaerofilia e a capacidade de crescerem a
temperaturas de refrigeracdo. Varios estudos tém mostrado que as BAL
deteriorantes de produtos carneos embalados em AM consiste de
Lactobacillus curvatus, Leuconostocs mesenteroides e, em alguns casos,
Carnobacterium spp., e Weissella spp. (SAMELIS et al., 2000a;
TAKAHASHI et al., 2004; KOORT et al., 2005; VERMEIREN et al.,
2005; VASILOPOULOS et al., 2008 e AUDENAERT, et al., 2010).

As BAL deteriorantes podem causar efeitos indesejados, tais
como sabores estranhos, descoloracdo, producdo de gas, diminuicdo do
pH e producdo de muco, resultando em degradagdo prematura e reducdo
na vida Gtil do produto final (BORCH et al., 1996; DAINTY e
MACKEY, 1992; EGAN et al., 1998; KORKEALA e BJORKROTH,
1997; SAMELIS et al., 1998; SAMELIS et al., 2000a; SAMELIS et al.,
2000b e AUDENAERT, et al., 2010). A velocidade com que esses
efeitos indesejados ocorrem é dependente de uma combinacao de fatores
intrinsecos e extrinsecos, tais como a composi¢do do produto, 0 método
de embalagem e, principalmente, a temperatura de armazenamento
(BORCH et al., 1996).

Um problema bem conhecido pela indistria de carne é o
esverdeamento de produtos carneos, e uma das causas € O
microrganismo Weissella viridescens que tem sido estudada por diversos
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pesquisadores (HAN et al., 2011; HU et al., 2009 e SANTOS et al.,
2005).

2.1.1 Weissella viridescens

Entre as bactérias &cido lacticas (BAL), o género Weissella foi
primeiramente descrito por Collins et al. (1993) que, com base nas
sequéncias de rRNA 16S, reclassificou as espécies Leuconostoc
paramesenteroides e espécies relacionadas, tais como Lactobacillus
confusus, Lactobacillus  halotolerans, Lactobacillus  kandleri,
Lactobacillus minor, e Lactobacillus viridescens para 0 novo género
Weissella. As espécies deste género sdo ndo formadoras de esporos,
gram-positivas, catalase-negativo, heterofermentativas obrigatorias,
bactéria anaerdbia facultativa. Podem produzir D ou DL isdmeros de
acido lactico como produtos finais da fermentacdo os, com a capacidade
de fermentar a arginina variando de acordo com as espécies e com uma
temperatura de crescimento que varia entre 15 e 45 °C. A sua
morfologia varia de células esféricas ou lenticulares para hastes
irregulares (BJORKROTH E HOLZAPFEL, 2006;. BJORKROTH ET
Al, 2009; CHELO ET AL., 2010).

Dentro do género Weissella spp, um total de 19 isolados a partir
de espécies diferentes ambientes, tais como animais, amostras clinicas
de origem humana e animal, insetos, do solo e silagem fermentado;
produtos alimentares, tais como legumes frescos, mel, arroz, agucar,
cacau, leite, carne, peixe, animais fermentados e produtos vegetais e
produtos de carne estragado, foram identificados até esta data
(BJORKROTH ET AL, 2002;. CHOI ET AL., 2002 ; DE BRUYNE ET
AL, 2010;. DOULGERAKI ET AL, 2012;. ENNAHAR ET AL, 2003;.
ERCOLINI ET AL, 2013;. GONZALEZ-QUIJANO ET AL, 2014
HAN ET AL, 2014.; HOLZAPFEL E KANDLER, 1969;
MAGNUSSON ET AL., 2002; OH ET AL, 2013.; SAMELIS ET AL,
2000B.; TAJABADI ET Al, 2012.; TANASUPAWAT ET AL., 2007;
THAPA ET AL., 2006; TOHNO ET AL, 2013.; VELA ET AL, 2011,
WANG E NISHINO, 2008).

Numerosos estudos tém associado o Weissella com 0s processos
de deterioracdo em produtos a base de carne, tais como o aparecimento
de manchas verdes na sua superficie. Este fato é devido a sua
capacidade de produzir H,O, que reage com o0 pigmento
hemochromogen da carne para formar cholemyoglobin que esta da
origem a cor verde (COMI ET AL, 2007;. JAY, 2000; NIVEN E
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EVANS, 1957; PEIRSON ET AL. , 2003;. SCHILLINGER ET Al,
2006). Em adicdo a estas alteragdes na cor da carne, W. viridescens,
juntamente com outras BAL, estad também relacionada com os processos
de deterioracdo em numerosos produtos a base de carne, tais como o
presenca de limo, odores desagradaveis e sabores, perda de vacuo,
inchaco dos pacotes, descoloragdo e uma diminuicdo no pH
(BJORKROTH E HOLZAPFEL, DE 2006; COMI E IACUMIN, 2012;.
SAMELIS ET AL, 1994, 2000A, B).

O Weissella viridescens é um microrganismo conhecido por
causar deterioracdo na superficie de carnes curadas, carne picada,
hamburguer, salsicha, entre outros (FARAG e KORASHY, 2006), o seu
crescimento em produtos carneos embalados a vacuo e em diferentes
condicbes € fortemente influenciado pela temperatura de
armazenamento, mesmo em  condigdes de  refrigeracdo
(KOUTSOUMANIS et. al, 2006; CAYRE et al., 2007).

Samelis et al., (2000a) relataram que W. viridescens foi
encontrado em lombo suino defumado embalado a vécuo, bacon,
mortadela, bem como em salsichas embaladas a vacuo sob refrigeragao.
Em outro estudo, Samelis et al., (2000b), relataram que
W. viridescens foi a principal espécie da microflora inicial de filés de
peito de peru cozido embalado a vacuo.

As cepas de BAL resistentes ao calor podem causar a
deterioracdo de produtos carneos, e uma das espécies deste grupo de
bactérias que foi provado ser capaz de sobreviver a tratamento térmico e
induzir alteragBes sensoriais é o W. viridescens (COMI e IACUMIN,
2012; SAMELIS et al., 2000a). Kamenik et al., (2015), avaliaram a
resisténcia térmica de quatro cepas de W. viridescens isoladas de
salsicha defumada a quente, e concluiram que todas as cepas foram
capazes de sobreviver a temperatura de 50 °C e nenhuma das cepas foi
capaz de sobreviver a 70 °C, mesmo a 5 minutos de tratamento.
Segundo Borch et al., (1996) e Milbourne, (1983), a resisténcia térmica
relativamente elevada resulta das boas capacidades adaptativas
de W. viridescens para sobreviver ao tratamento térmico.

Diante da importancia do W. viridescens para indUstria de carnes
e produtos cérneos e a escassez de trabalhos envolvendo a modelagem
matematica de seu crescimento, esta BAL foi selecionada para este
estudo.
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2.2 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CRESCIMENTO
MICROBIANO

A temperatura é um dos fatores extrinsecos mais importantes para
o controle de crescimento de microrganismos, pois pode variar durante a
cadeia de producdo e distribuicdo de alimentos pereciveis, sendo que a
exposicdo a diferentes temperaturas pode comprometer a qualidade do
produto (FU; LABUZA, 1992; VAN IMPE et al., 1992 e TREMARIN,
2013). Assim, o efeito da temperatura sobre o crescimento microbiano
tem sido estudado por diversos pesquisadores (RATKOWSKY et al.,
1982; ZWIETERING et al, 1991; McMKEEKIN et al., 1992;
BUCHANAN, 1993b; ALMONACID-MERINO; TORRES, 1993, entre
outros).

Para garantir seguranca e qualidade dos alimentos, a temperatura
precisa ser cuidadosa e continuamente monitorada e controlada em cada
etapa da cadeia de abastecimento (MONTANARI, 2008). No entanto,
temperaturas de refrigeracdo ndo sdo sempre constantes durante o
manuseio de alimentos. Assim, os efeitos da temperatura sobre o
crescimento microbiano tém sido amplamente estudados através de
modelos matematicos que consideram a variacdo de temperatura
(MCMEEKIN e OLLEY, 1986; BUCHANAN, 1986; FU et al., 1991;
McMEEKIN et al, 1992; BUCHANAN, 1992; ALMONACID-
MERINO e TORRES, 1993 e LI e TORRES, 1993).

Ferreira (2004) avaliou o efeito da temperatura de estocagem de
presunto fatiado sobre o crescimento de bactérias acido lacticas e os
resultados evidenciaram a importancia da temperatura na vida Gtil dos
alimentos, ja que as BAL atingiram a fase estacionaria em 51, 18 e 14
dias as temperaturas de 5, 8 e 15 °C, respectivamente.

A razdo para a inibicdo do crescimento microbiano é que as
reacdes metabdlicas dos microrganismos sdo catalisadas por enzimas e a
taxa de reacdo catalisada enzimaticamente € dependente da temperatura.
Desta forma, com a reducdo da temperatura, ocorre uma reducdo na taxa
de reacdo (JAY, 2005).

2.3 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

Microbiologia preditiva é uma area de pesquisa aplicada em
ciéncia dos alimentos em que se aplicam modelos matematicos para
descrever a dindmica (crescimento e destruicdo) das populacbes de
microrganismos submetidos as complexas alteracdes fisicas, quimicas e
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bioldgicas no meio ambiente durante o processamento, transporte,
distribuicdo e armazenamento de alimentos (BUCHANAN, 1993a;
MCcMEEKIN et al., 1993 e HUANG, 2014). A microbiologia preditiva
tornou-se uma ferramenta Gtil na previsdo microbiana de vida Ctil,
controle de qualidade e avaliagdes de risco (HUANG, 2014).

2.4 MODELOS PREDITIVOS

Modelos em microbiologia preditiva podem ser usados para
avaliar o potencial de crescimento de microrganismos em alimentos. O
objetivo de um modelo é de prever quando, e sob que condigdes, o
namero de microrganismos pode crescer a um nivel que possa ameacar a
salde humana e/ou comprometer a vida util de alimentos (SOBOLEVA
et al., 2000).

Os modelos preditivos séo classificados de acordo com o
comportamento microbiano que descrevem. Assim, existem modelos de
crescimento, de inativacdo e de limites de crescimento (WHITING,
1995; McMEEKIN e ROSS, 2002). Dependendo de seus objetivos
especificos, os modelos podem ser classificados em modelos primarios,
secundarios e terciarios (WHITING e BUCHANAN, 1993). Modelos
primarios representam a dindmica das populacdes microbianas através
do tempo, sob condi¢fes ambientais e de cultivo constantes (invariantes
no tempo) (McKELLAR e LU, 2004). Os modelos secundarios
descrevem a resposta dos parametros do modelo primario as mudancas
ambientais (ROSS e DALGAARD, 2004) e os modelos terciarios usam
um ou mais modelos secundarios e priméarios para gerar aplicacdes
softwares de facil utilizacdo, que podem ser usados de forma sistematica
por ndo-especialistas (BARANYI e TAMPLIN, 2004; BUCHANAN,
1991). Qutra classificagdo proposta por Van Impe et al., (1992) séo os
modelos para fatores ambientais variaveis ou modelos dinamicos, que
descrevem o crescimento microbiano a partir das informacdes obtidas
com os modelos primério e secundario(s).

Varios autores (por exemplo, Ratkowsky et al., 1983, Zwietering
et al., 1994 a,b, Rosso et al., 1995, Henk et al., 1997 e Ganzle et al. ,
1998) propuseram uma variedade de modelos que descrevem o
crescimento microbiano em resposta a fatores ambientais como
temperatura, pH, salinidade, etc. (SOBOLEVA, 2000).

2.4.1 Modelos primarios de crescimento

Os modelos primarios descrevem as alteragcfes no nimero de
microrganismos ou nas respostas microbianas com o tempo, num dado
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ambiente especifico. O modelo mais mecanicista e amplamente utilizado
€ 0 modelo de Baranyi e Roberts (BARANYI| e ROBERTS, 1994), que
se concentra em entender as causas da fase de laténcia e que introduz
novos conceitos, como o estado fisiolégico das células. Os parametros
deste modelo sédo: a fase de laténcia (1), a velocidade especifica maxima
de crescimento (Umax), concentracao inicial (Yo) e final de células (Y ma)-
Figura 1 mostra a curva de crescimento tipico sob condi¢fes ambientais
constantes.

Figura 1. Curva de crescimento tipico sob condi¢es ambientais constantes.
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Fonte: Bernaerts et al. (2004).

O modelo de Baranyi é amplamente utilizado por algumas razdes:
(i) é facil de usar por ter softwares disponiveis em que as equacdes ja
estdo inseridas, (ii) é aplicavel em condicGes ambientais dindmicas, (iii)
tem uma boa capacidade de ajuste, e (iv) a maior parte dos pardmetros
do modelo s&o biologicamente interpretaveis (VAN IMPE et al., 2005 e
LEBERT e LEBERT, 2006). Neste trabalho, foi estudado o modelo
primario de Baranyi e Roberts para obtencdo dos parametros de
crescimento como descrito pelas equagfes abaixo:
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muu(t) _
LnN =LnY, +ﬂ.F(t)—l|n[1+ ¢ 1}
m

e m(Ymax _YO )

2.1)

em que N é a concentragdo celular no tempo t, Yo é a
concentracao celular inicial, Yy € concentracdo microbiana maxima, m
é 0 pardmetro de curvatura do modelo e F(t) é dada pela equagéo 2.2:

Ft)=t+ 2 In(et#0) 4 et _ltuornl) 2.2)
y7i

em que o parametro h, é considerado o estado fisioldgico das
células e é dado pela equagéo 2.3:

hO =/,l.i (2'3)

2.4.2 A fase de adaptacdo intermediaria (lag intermediaria)

Um fendmeno inerente a cinética microbiana é a fase de
adaptacdo, que é tipicamente observada como um atraso no crescimento
microbiano decorrente de uma alteragdo no ambiente (SWINNEN et al.,
2004). Normalmente, a fase de transicdo apés a inoculagcdo em um meio
de cultivo em laboratério (ou, a contaminacgdo de um produto alimentar),
em condi¢cBes ambientais constantes caracteriza-se como a fase lag
inicial. No entanto, subitas variagdes ambientais durante o crescimento
pode também resultar em uma nova fase de adaptacdo microbiana, ou
fase lag intermediéria (Figura 2).
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Figura 2. Curva de crescimento microbiano influenciado, por exemplo, por uma
mudanca de temperatura no momento da linha instantanea vertical: indicagéo da
fase lag inicial e intermediaria.
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Fonte: SWINNEN et al., 2004

Alguns pesquisadores tém discutido os fatorem que afetam a
duragdo da fase lag. Dentre esses fatores estdo: (i) mudancas das
condi¢des ambientais e (ii) o estado fisiolégico das células
(MCMEEKIN et al., 1993).

Segundo Baty e Delignette-Muller (2004), para estudar o
fendmeno da fase de adaptacdo causado por mudangas no ambiente, é
importante o uso de equagfes de modelos dindmicos. No entanto, o
modelo de Baranyi e Roberts (1994) selecionado para este estudo nédo é
capaz de predizer a fase lag intermedidria, pois, a fase adaptacdo é
descrita por uma funcéo de ajuste [«(t)] que é uma fungéo crescente com
valores entre (aproximadamente) zero e um, uma vez que o valor 1[a(t)
=1] é atingido, a populacdo exibe crescimento exponencial na
velocidade méxima (Umax). Este valor ndo pode diminuir para um valor
inferior novamente, com as mudancas nas condi¢cdes ambientais, o0 que
explica 0 modelo dindmico de Baranyi e Roberts (1994) ndo ter
potencial para descrever uma fase lag adicional.
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2.4.3 Modelos secundarios

Os modelos secundarios indicam a forma como os parametros dos
modelos primarios se alteram com mudancgas nos fatores ambientais
(WHITING, 1995). Um exemplo de um modelo utilizado é o modelo de
Ratkowsky et al., (1982) que pode ser considerado como um modelo de
protétipo adequado para descrever a dependéncia da velocidade
especifica maxima de crescimento microbiano em temperaturas abaixo
do ideal (RATKOWSKY et al., 1982, SMITH, 1985, BUCHANAN E
KLAWITTER, 1992). E de facil utilizacio, se existir uma relacéo linear
entre a raiz quadrada da velocidade de crescimento e a temperatura
(LEBERT e LEBERT, 2006), como mostra a Equacéo 2.4:

\/; = b(T _Tmin) (2'4)

comb (°C *h ™) um coeficiente de regressdo e Tmin (°C) a
temperatura minima tedrica para o crescimento.

A equacdo foi mais tarde estendida para cobrir toda a gama de
temperatura (RATKOWSKY et al., 1983). Isto resultou em um novo
modelo de regressdo ndo-linear empirico mostrado na Equacéo 2.5:

\/; = b(T _Tmin){l_ exp[C(T _Tmax )]} (2.5)

em que ¢ (°C'l) é um parametro empirico e 0s termos Tpin € Tiax
podem ser utilizados para classificar os microrganismos de uma forma
mais objetiva em psicrofilos, meséfilos ou termofilos (ROSS, 1993 e
McDONALD e SUN, 1999).

Vérias alteracdes e modificaces tém sido feitas na Equacéo 2.5.
McMeekin et al., (1987) acrescentou o pardmetro atividade de
agua (ay) na Equacédo 2 e demostrou que o modelo previu com precisdo
o efeito da temperatura e a,na de crescimento de Staphylococcus
xylosus em peixe seco salgado (McDONALD e SUN, 1999). A Equacao
modificada é apresentada abaixo:

\/; = b(T _Tmin)\/ (aw - awmin) (2.6)
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em que amp, € a atividade de &gua minima tedrica para o
crescimento.

2.4.4 Modelos terciarios

Os modelos tercidrios sdo ferramentas computacionais que
integram 0s modelos primarios e secundarios em unidades de facil
utilizagdo. O uso mais amplo de modelos na inddstria de alimentos e de
investigacdo depende da disponibilidade de software de facil utilizacéo,
permitindo que diferentes usuarios possam obter informagdes a partir de
modelos preditivos de uma forma rapida e conveniente (PSOMAS et al.,
2011).

Existem varios pacotes de software de modelagem microbiana,
atualmente disponiveis. Algumas ferramentas tém sido demonstradas
durante conferéncias internacionais, como por exemplo, 8th
International Conference on Predictive Modelling in Food, que
aconteceu em Paris, Franca, em setembro de 2013 (TENENHAUS-
AZIZA e ELLOUZE, 2013). Durante a conferéncia, uma "Software
Fair" foi realizada para fornecer informacbGes e demonstracbes de
softwares aplicados na microbiologia preditiva e avaliacdo de risco
(TENENHAUS-AZIZA e ELLOUZE, 2015). As informagdes gerais
sobre os softwares apresentados na "Software Fair" sdo mostradas na
Tabela 1.

Tabela 1. Informagdes gerais sobre a acessibilidade, a data de cria¢do, publico
alvo e da abordagem da modelagem utilizada em cada software.

Software  Acessibilidade Datade Publico alvo Abordagem

criacdo da modelagem
Baseline Gratuito, 2012 OSA, Deterministica
acesso a Pesquisadores,
internet Professores,
Estudantes
ComBase  Gratuito, 2004 OSA, Deterministica
acesso a Pesquisadores,
internet Professores,
Estudantes,
Governo
Dairy Comercial, 2012 OSA Probabilistica

Products  acesso a
Safety internet
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Predictor
FDA- Gratuito, 2012 OSA, Probabilistica
iRISK acesso a Pesquisadores,
internet Professores,
Estudantes,
Governo
FILTRE Gratuito, 2013 Pesquisadores,  Probabilistica
X disponivel para Professores,
download Estudantes
FISHMA  Gratuito, 2011 OSA, Deterministica
P disponivel para Pesquisadores,
download Professores,
Estudantes,
Governo
Food Gratuito, 1999 OSA, Deterministica
Spoilage  disponivel para Pesquisadores,
and download Professores,
Safety Estudantes,
Predictor Governo
(FSSP)
GlnaFiT Gratuito, 2003 OSA, Deterministica
disponivel para Pesquisadores,
download Professores,
Estudantes,
Governo
GroPIN Gratuito, 2013 OSA, Deterministica
disponivel para Pesquisadores, e probabilistica
download Professores,
Estudantes,
Governo
Listeria Comercial, 2012 OSA, Governo  Deterministica
Meat disponivel para
Model download
MicroHib  Gratuito, 2011 OSA, Probabilistica
ro acesso a Pesquisadores,
internet Professores,
Estudantes,
Governo
MRV, Gratuito, 2008 OSA, Deterministica
Microbial  acesso a Pesquisadores,
Response  internet Professores,
s Viewer Estudantes,

Governo




39

NIZO Comercial, 1995 OSA Deterministica
Premia acesso a
internet
PMM- Gratuito, 2012 Pesquisadores, ~ Deterministica
Lab acesso a Professores,
internet Estudantes,
Governo
Predictio  Gratuito, 2006 OSA, Deterministica
n of acesso a Pesquisadores,
Microbial internet Professores,
Safety in Estudantes,
Meat Governo
Products
Sym'Prev  Comercial, 2003 OSA, Deterministica
ius acesso a Pesquisadores, e Probabilistica
internet Professores,
Estudantes,
Governo

OSA: Operadores do Setor de Alimentos.
Fonte: Tenenhaus-aziza e Ellouze, 2015.

2.4.5 Modelos ndo isotérmicos

A utilizacdo de modelos preditivos pode auxiliar na determinacéo
da vida atil de produtos submetidos a flutuacbes de temperatura
(NAKASHIMA et al., 2000). Como a capacidade descritiva dos
modelos priméarios pode ser garantida apenas para condi¢cdes ambientais
constantes, é necessario 0 uso de outras abordagens para predizer o
crescimento microbiano em condices ndo isotérmicas (LONGHI,
2012), como por exemplo, utilizar a forma diferencial do modelo
primério em conjunto com um modelo secundario (DALCANTON,
2010; CORRADINI e PELEG, 2005).

Koutsoumanis e Taoukis (2005) utilizaram modelos dindmicos
para predizer a deterioracdo por Pseudomonas spp., Brochothrix
thermosphacta, Enterobacteriaceae e bactérias &cido Icticas em carne
moida bovina e suina, sob variacdo de temperatura e de pH. O modelo
de Baranyi e Roberts foi utilizado para a estimativa dos parametros de
crescimento e o modelo modificado de Arrhenius para modelar o efeito
do pH e das temperaturas de armazenamento sobre 0s pardmetros
cinéticos.

Dentre os varios modelos descritos na literatura, um dos mais
utilizados é o modelo de Baranyi e Roberts (1994), na forma diferencial,
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utilizado para predizer o crescimento microbiano em condi¢fes nédo
isotérmicas (se¢éo 3.6.).

MATERIAL E METODOS
3.1 MICRORGANISMO

Foi avaliado o crescimento da bactéria &cido latica Weissella
viridescens, (CCT 5843 ATCC 12706), adquirida na Fundacdo Tropical
de Culturas André Tosello (Campinas, Brasil) e estocada no laboratério
de Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

A cepa foi reidratada conforme indicacéo, cultivada em meio de
cultivo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) - Lactobacillus (Difco) e estocada
em microtubos de polipropileno com meio MRS contendo 20% de
glicerol a — 24°C, até a utilizag&o.

3.2 PREPARACAO DO PRE-CULTIVO

O preparo do pré-cultivo foi realizado em meio de cultivo MRS,
em erlenmeyer de 250 mL, com volume Util de 160 mL. A cepa foi
reativada no meio MRS a 30 °C por 18 h, a partir da cepa congelada a —
24 °C em glicerol (20 %). O tempo de incubac&o foi estabelecido com
base em estudos prévios realizados no ENGEBIO por Camargo (2015),
gue indicaram cLue neste tempo a bactéria se encontra na fase
estacionaria (~ 10° UFC/mL).

3.3 PREPARO E CONDICOES NAO ISOTERMICAS DE CULTIVO

O experimento foi conduzido de maneira que do pré-cultivo na
fase estacionaria de crescimento fosse retirada uma aliquota de 1 mL e
assim foram realizadas dilui¢cGes sucessivas em tubos contendo 9,0 mL
de caldo MRS (0,1%) até atingir a concentracdo de aproximadamente
10° UFC/mL (inéculo). O experimento foi realizado em erlenmeyers de
400 mL, com volume util de 320 mL e com 1 % (v/v) de indculo
(10° UFC/mL) correspondendo a aproximadamente 10° UFC/mL como
concentracdo inicial. Tal concentracdo foi utilizada a fim de simular as
concentragBes bacterianas iniciais presentes em produtos carneos. Os
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frascos foram incubados em estufa BOD (Dist, Florianépolis, Brasil),
em diferentes condic¢Ges ndo isotérmicas.

Foram avaliados sete diferentes perfis de temperaturas. No
perfil chamado PNI-1, foi avaliada a variagdo de temperatura
decrescente entre 16-12-8-4 °C; no perfil chamado PNI-2, foi avaliada a
variacdo de temperatura decrescente entre 25-20-16-12-8-4 °C; no perfil
chamado PNI-3, foi avaliada a variacdo de temperatura decrescente
seguida de variacdo crescente entre 12-8-4-8-12 °C; no perfil chamado
PNI-4, foi avaliada a variacdo de temperatura crescente entre 12-16-20-
25 °C; e no perfil chamado PNI-5, foi avaliada a variacdo de
temperatura crescente entre 4-8-12-16 °C; no perfil chamado PNI-6, foi
avaliada a oscilagdo de temperatura na prateleira superior do
refrigerador doméstico (~ 6-12 °C) e no perfil chamado PNI-7, foi
avaliada a oscilacéo de temperatura na prateleira inferior do refrigerador
domestico (~ 5-9 °C). A Tabela 2 apresenta os intervalos de tempo de
cada temperatura das condicOes isotérmicas.

Tabela 2. Intervalos de tempo (horas) para cada temperatura dos perfis ndo
isotérmicos.

Perfis de Tempo em cada temperatura (horas) Temp
Temperatura 0
4°C 8°C 12°C 16 20 25°c ‘ot
°c oC (hora
S)
PNI-1 (16-12-8-4 119, 40,98 20,08 11, - - 192
°C) 06 88
PNI-2 (25-20-16- 96,4 34,15 16,73 99 653 4,29 168
12-8-4 °C) 0 0
PNI-3 (12-8-4-8-12 104, 34,15 16,73 - - - 248
°C) 64 (De (D)
C) e 58,33
©)
PNI-4 (12-16-20- - - 20,08 11, 7,84 20,20 60
25°C) 88
PNI-5 (4-8-12-16 63,0 28,60 13,40 63, - - 168
°C) 0 00

D= na fase decrescente e C= na fase crescente.
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Em todos os experimentos, a temperatura foi registrada a cada 5
minutos por mini data loggers (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha), sendo
conduzidos até a fase estacionéria do crescimento (~10° UFC/mL). A
Figura 3 presenta o esquema ilustrativo do preparo do cultivo até a
incubacdo da cultura, realizado neste estudo.

Figura 3. Esquema ilustrativo do preparo e realizacdo dos cultivos ndo
isotérmicos de W.viridescens em MRS.
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Fonte: Martins, 2015.

3.4 OBTENCAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

Para construgdo das curvas de crescimento de W. viridescens,
sob condicbes ndo isotérmicas, utilizou-se a técnica de plagueamento
(Figura 4) em profundidade até que a contagem de células viaveis
atingisse a fase estacionaria. No plaqueamento, foi utilizado agar Man,
Rugosa e Sharpe (MRS, Difco) com dupla camada, em placas de Petri
estéreis descartaveis, e as placas foram incubadas em estufa BOD a 30
°C por 48 h. Os experimentos foram feitos em duplicata, obtendo-se
dois dados de crescimento em cada ponto de coleta. As placas com
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colnias desenvolvidas em nimero de 25 a 250 foram selecionadas e
procedida a contagem. Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) por mL da amostra.

Figura 4. (a) Material utilizado no experimento, em camara de fluxo laminar
com luz UV e (b) procedimento do plagueamento por profundidade.

3.5 ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Em trabalho anterior do grupo, foi realizado o levantamento
microbioldgico de W. viridescens em seis condicdes isotérmicas de
cultivo. As condi¢des do cultivo isotérmico foram: temperatura 6tima de
crescimento (30 °C), temperaturas abusivas (12, 16 e 20 °C) e
temperaturas de refrigeracdo (4 e 8 °C) (CAMARGO, 2015).

A partir dos dados brutos, os pardmetros de crescimento foram
obtidos, no presente trabalho, a partir do ajuste do modelo primério de
Baranyi e Roberts (Equagdes 2.1, 2.2 e 2.3) aos dados experimentais,
para cada temperatura testada.

3.5.1 Modelos secundarios

Ap6s a obtencdo do pardmetro primério da velocidade
especifica maxima de crescimento ums (h), quatro equacBes
correspondentes aos modelos secundérios (Tabela 3) foram comparadas
para selecdo do modelo que melhor descreva a influéncia da variacéo da
temperatura sobre este parametro. Os valores de umns foram obtidos as
temperaturas isotérmicas de 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C. O ajuste do modelo
secundario selecionado e os residuos do ajuste foram obtidos pelo
Microsoft Office Excel® (2010).
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Tabela 3. Modelos secundérios avaliados para descrever a influéncia da
temperatura no parametro velocidade especifica maxima de crescimento de W.
viridescens.

Modelos secundarios Equacéo
Linear u=aT+b
Raiz quadrada \/; =b(T-T..)
min
Tipo Arrhenius 1
Inpg=al = |+b
T
Exponential [ =a.exp (bT)

As médias para o pardmetro da populacdo maxima atingida Y max
[In (UFC/mL)] foram utilizadas como modelo secundario.

3.6 PREDICAO DO CRESCIMENTO DE W. viridescens

A predicdo do crescimento de W. viridescens foi abordada de
duas formas para cada perfil ndo isotérmico avaliado: (i) utilizando o
melhor modelo secundario selecionado em conjunto com o valor de Y
ponderado, como por exemplo, para o PNI-1 o valor de Ymax
ponderado esta descrito na Equacado 3.1; (ii) utilizando o melhor modelo
em conjunto com o valor de Yns geral. J& a predicdo para os perfis ndo
isotérmicos obtidos em refrigerador doméstico foi utilizada apenas a
Gltima abordagem, devido variagcdo entre apenas duas temperaturas
diferentes das estudas no crescimento isotérmico, impossibilitando obter
um Ynax ponderado.

t

total

txY St FY POt FYIEC 4 *YIOC
Ymaxponderad0—|: max max max max (3 1)

em que t; é o intervalo de tempo em cada temperatura € ty € 0
tempo total de experimento.

O modelo de Baranyi e Roberts (1994) na forma diferencial
(Equacbes 3.2 e 3.3) foi utilizado para predizer o crescimento de W.
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viridescens nas condi¢des nado isotérmicas avaliadas, com as respectivas
condicdes iniciais (Equacdes 3.4 e 3.5):

dy(t) 1
F - /umax|:l+ e*Q(t) } {1_ eXp[y(t) ~ Ynax ]} (3.2)
dQ(t) _ (3.3)
dt IleaX
Q (0) = Qo (34)
y(©)=y, (3.5)
Qo =—In[exp(hy)-1] (36)

em que y(t) é o logaritmo natural da contagem microbiana no tempo t,
ou seja, y(t) = In(N(t)); Q(t) é a funcdo do estado fisiolégico das células
(Q(1) = In(q(t))); e os pardmetros umax € Ymax Sa0 funcbes da temperatura,
descritos pelo modelo secundario; y, é 0 valor do logaritmo natural da
contagem bacteriana inicial, ou seja, y(0) = In[Ng], € Qo é o valor do
estado fisiol6gico inicial das células, sendo que Qg se relaciona com o
parametro hg, como descrito pela Equagéo 3.6.

3.7 ANALISES NUMERICAS

A predigdo das curvas de crescimento de W. viridescens, em
diferentes perfis de temperatura foi realizada com o auxilio do software
Matlab 7 (MathWorks®, Natick, USA). A resolucdo das equacdes
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diferenciais foi feita através da funcdo o0de23, em rotinas
computacionais programadas e executadas no Matlab 7, que é baseada
no método de Runge-Kutta, aplicando as condicfes iniciais ja
apresentadas na se¢édo 3.6, como abordado por Longhi (2012).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os indices estatisticos coeficiente de determinacdo ajustado
(R%) (SOPER, 1917), erro quadrético médio (RMSE), fator bias e fator
exatiddo foram utilizados para avaliar a capacidade preditiva do modelo
ndo isotérmico de Baranyi e Roberts (1994). As equacdes referentes aos
indices estatisticos (ROSS, 1996) estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. indices estatisticos para validacio do modelo n&o isotérmico de
Baranyi e Roberts (1994).

indice estatistico Equacéo

2_1{ num-1 }1_ [Z([pdi—ﬁlobi—@m2

R%j h num-var+1 Z(pdi -ﬁ)zz:(obi —%)Z

2
AMISE aMse = | 200 pd)®
n-p
Fator bias fator bias =10 "

|log( pd;/oby )‘]

Fator exatidao fator exatiddo = 10[

onde n é o nimero de dados experimentais, p € 0 nimero de pardmetros
do modelo, pd; e ob; sdo os dados preditos e observados,
respectivamente.



47

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ESTABELECIMENTO DOS MODELOS SECUNDARIOS

Neste estudo, os modelos secundarios linear, raiz quadrada,
equacdo tipo Arrhenius e exponencial, foram ajustados aos dados
experimentais de velocidade especifica maxima de crescimento (umax) de
W. viridescens no intervalo de temperatura de 4 a 30 °C.

A escolha do modelo secundario foi baseada na comparacdo dos
coeficientes de correlacéo (R?), obtidos pelos ajustes dos quatro modelos
secundarios, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Modelos secundarios que descrevem a influéncia da temperatura sobre
o0 parametro velocidade especifica maxima de crescimento de W. viridescens.

Modelo Equacéo R’
Linear Limax = 0,03%(T) — 0,1668 0,9706
Tipo Arrhenius IN(max) =—15,518*(1/T)— 0,259  0,8983
Exponencial Limax = 0,0217*exp®3* 7 0,9069
Raiz Quadrada Vs = 0,029% (T +1,32) 0,9930

O modelo da Raiz quadrada representou bem a dependéncia de
Umix COM a temperatura, com valor de R? acima de 0,99, como
apresentado na Tabela 5. Na Figura 5, é apresentado o ajuste do modelo
secundario e o grafico dos residuos de comparacdo dos dados
experimentais com o ajuste do modelo. Os maiores residuos foram
observados para as temperaturas de 20 e 30 °C. Longhi (2012) afirmou
que a habilidade dos modelos secundarios em representar a dependéncia
dos parametros com a temperatura influencia a predigdo do crescimento
em condicdes ndo isotérmicas. Desta forma, a capacidade preditiva do
modelo em descrever o crescimento microbiano em condi¢Ges ndo
isotérmicas depende muito do bom ajuste dos modelos secundarios.
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Figura 5. Influéncia da temperatura sobre a velocidade especifica méxima de

crescimento (ums) de W. viridescens. A linha continua representa o ajuste do

modelo secundario da raiz quadrada aos dados experimentais (a). Os residuos
decorrentes do ajuste do modelo s&o apresentados na Figura (b).
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A Figura 6 apresenta os valores observados vs preditos pelo
modelo secundario da raiz quadrada para o pardmetro (umsx) de
crescimento de W. viridescens. Pela analise da Figura 6, é possivel
perceber que, em geral, os valores preditos e observados estdo proximos
a linha de equivaléncia. A analise conjunta da Figura 6 e dos indices
estatisticos bias (1,0248) e fator de exatiddo (1,0546) demonstra que o
modelo secundéario proposto pode ser usado para predizer a velocidade
especifica de crescimento de W. viridescens, no intervalo de temperatura
de 4 a 30 °C.

Figura 6. Relacéo entre os valores do parametro de crescimento (tmax)
observados vs preditos pelo modelo secundario da raiz quadrada obtido para W.
viridescens.
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U observado (h1)

Os valores do parametro Yna, que estd relacionado com a
populacdo maxima atingida, obtidos nas temperaturas de 4, 8, 12, 16, 20
e 30 °C estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Valores do parametro populacdo maxima de crescimento atingida
(Ymax) €m funcéo da temperatura (4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C). A linha continua
representa a média.
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A média aritmética dos valores do parametro Y para todas as
temperaturas foi utilizada como modelo secundario (Figura 7). Devido a
influéncia da temperatura neste parametro de crescimento, foi avaliado o
efeito na predicdo do crescimento microbiano em condi¢cdes nao
isotérmicas. Desta forma, os valores fixos deste parametro dentro de
cada faixa de temperatura foram descritos em dois casos: (i) foi
considerada a média ponderada com o tempo em que cada temperatura
permanece no experimento, considerando apenas as temperaturas das
condi¢des ndo isotérmicas avaliadas, sendo este valor chamado de Ypax
ponderado, como apresentado na equagdo 3.1; (ii) foi considerada a
média aritmética dos valores de Y 0btidos no intervalo de temperatura
de 4 a 30 °C, sendo este valor chamado de Ypns geral utilizado na
predicdo do crescimento de W.viridescens nas cinco condi¢des nédo
isotérmicas avaliadas. Ja a predicdo para os perfis ndo isotérmicos
obtidos em refrigerador doméstico foi utilizada apenas a Ultima
abordagem, devido as inlmeras oscilacfes de temperatura que ocorrem
ao longo do tempo, impossibilitando a obtencdo de um Y s ponderado.
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Os valores médios ponderados do parametro relacionado a
populacdo maxima atingida (Yna) para cada perfil ndo isotérmico estdo
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores do pardmetro Y s ponderado estimados para 0s
perfis ndo isotérmicos estudados para prever o crescimento de W.
viridescens.

Perfis ndo isotérmicos
Parametro PNI-1  PNI-2 PNI-3  PNI-4 PNI-5

*Yméx
Ponderado 20,0 20,1 20,4 21,7 20,7
[In (UFC/mL)]

O valor da média aritmética calculada para o parametro Y s geral
foi de 21,2 [In (UFC/mL)] (com desvio padrdo da média igual a 0,72). E
possivel notar que os valores médios ponderados do pardmetro Y. para
os perfis ndo isotérmicos (PNI-1, PNI-2, PNI-3 e PNI-5) foram menores
que o valor de Ynax geral. J& o valor médio ponderado do parametro Y sy
para o perfil ndo isotérmico (PNI-4) foi maior do que 0 Ynsx geral, com
valor de 21,7 [In (UFC/mL)], este fato pode ser explicado devido o PNI-
4 apresentar intervalos de tempo maior em temperaturas mais elevadas.
Longhi et al. (2013), ao avaliarem a capacidade de predi¢do de
diferentes modelos matematicos para o crescimento de Lactobacillus
plantarum sob condicbes ndo isotérmicas, observaram que o0
pardmetro Y s dos modelos de Baranyi e Roberts (1994), Fujikawa, Kai
e Morozum (2004) e Huang (2008), e o pardmetro a do modelo
Logistico Modificado por Corradini e Peleg (2005), para os perfis ndo
isotérmicos, foram maiores do que os valores observados nos
experimentos. Os autores concluem que, para estes modelos, o valor
mais baixo do pardmetro (Yma OU @) sempre causa um deslocamento
para baixo da predicdo e que ndo é muito importante, na porcao inicial
da curva, mas de maior importancia para prever a fase proxima a
popula¢do maxima.



52

4.2. CRESCIMENTO DE Weissella viridescens SOB CONDICOES
NAO ISOTERMICAS

As curvas de crescimento de W. viridescens, em condi¢fes nao
isotérmicas envolvendo temperaturas de 4 a 30 °C, preditas pelo modelo
de Baranyi e Roberts (1994) equacdes 3.1 e 3.2, considerando-se 0s
perfis de temperatura PNI-1, PNI-2, PNI-3, PNI-4 e PNI-5 sdo
apresentadas, respectivamente, nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12.

Figura 81. Crescimento de W. viridescens submetido as condigdes ndo
isotérmicas do perfil (PNI-1), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts,
considerando-se Y« ponderado e Y geral, e validada pelos dados
experimentais 1 e 2.
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No perfil de temperatura decrescente, PNI-1, a curva de
crescimento ndo apresentou fase de adaptacdo devido & temperatura de
abuso (16 °C) no inicio da cultura (Figura 8). Nota-se que as curvas
preditas interceptam-se até aproximadamente 73 horas de cultura e estdo

Temperatura (° C)
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abaixo dos dados na fase de maximo crescimento, indicando uma falha
perigosa do modelo.

No perfil de temperatura decrescente PNI-2, que apresenta uma
faixa mais ampla de temperatura (dentro do intervalo de 4 a 25 °C), o
modelo apresentou as predi¢cdes proximas aos dados experimentais no
inicio da curva (no decréscimo de 25 para 16 °C), mas subestimou a
parte exponencial da curva, indicando assim, que o modelo falhou de
forma perigosa.

Figura 9. Crescimento de W. viridescens submetido as condi¢Ges néo
isotérmicas do perfil (PNI-2), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts,
considerando-se Y, ponderado e geral, e validada pelos dados experimentais 1
e2.
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Ao comparar os dois perfis decrescentes (PNI-1 e PNI-2), é
possivel notar que quando submetida a variacdo de temperaturas das
mais altas para temperaturas mais baixas, a bactéria cresce mais rapido
do que o previsto pelo modelo, ou seja, a velocidade especifica maxima
€ maior do que o previsto pelo modelo secundario. No perfil PNI-1, as
mudancas de temperatura ocorrem em intervalos maiores do que as
mudancas ocorridas no perfil PNI-2 e é possivel notar que o modelo
subestima mais os dados no PNI-2 do que o PNI-1. Isto poderia ser
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explicado por um maior tempo de adaptacdo do microrganismo no PNI-
1 do que no PNI-2, fazendo que, no ultimo caso, a bactéria ndo
apresente 0 comportamento predito no modelo secundario.

A partir dos dados da Figura 10, no PNI-3, nota-se 0 modelo
previu bem o crescimento em toda curva. Este fato pode ser explicado
devido ao longo intervalo de tempo em que a bactéria permanece em
cada temperatura, permitindo assim uma nova adaptacdo, que pode ser
predita pelo modelo. Por exemplo, na temperatura de 4 °C a bactéria
permanece nesta condicdo por aproximadamente 104 horas, tempo
suficiente para a bactéria se adaptar e apresentar 0 comportamento
predito no modelo. Segundo Hudson (1993), as células microbianas
adaptadas a temperaturas mais altas e entdo transferidas para
temperaturas mais baixas por muito tempo apresentam fase de atraso
mais longa. Ainda é possivel notar que a predi¢do, em que se utiliza a
abordagem do Y.s geral, manteve-se mais proxima aos dados
experimentais no final da curva.

Figura 10. Crescimento de W. viridescens submetido as condi¢cBes nédo
isotérmicas do perfil (PNI-3), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts,
considerando-se Y4 ponderado e Y. geral, e validada pelos dados
experimentais 1 e 2.
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No perfil de temperatura PNI-4, que apresenta temperaturas de
abuso (12-16-20-25 °C) mais préximas a temperatura Otima de
crescimento de W. viridescens, o0 modelo previu bem o crescimento em
ambas as abordagens de Ymax avaliadas (Rzaj > 0,99) (Figura 11).
Dalcanton (2010) estudou a cinética de crescimento de L. plantarum na
condicdo ndo isotérmica (20-30 °C) proxima a temperatura étima de
crescimento com o modelo de Gompertz. Os resultados demostraram
gue o modelo previu perfeitamente a curva experimental de crescimento.
Longhi (2012) modelou os dados experimentais de L. plantarum obtidos
por Dalcanton (2010) com seis diferentes modelos matematicos e os
resultados demostraram que as temperaturas moderadas do perfil 20-30
°C contribuiram para as boas respostas de predicdo dos modelos
avaliados.

Figura 11. Crescimento de W. viridescens submetido as condigdes ndo
isotérmicas do perfil (PNI-4), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts,
considerando-se Y« ponderado e Y geral, e validada pelos dados
experimentais 1 e 2.
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Figura 12. Crescimento de W. viridescens submetido as condigdes ndo
isotérmicas do perfil (PNI-5), preditas pelo modelo de Baranyi e Roberts,
considerando-se Y& ponderado e Y. geral, e validada pelos dados
experimentais 1 e 2.
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A partir dos dados de crescimento de W. viridescens
apresentados na Figura 12 (PNI-5), é possivel notar que as predi¢Ges
utilizando valores de Y.a ponderado e geral foram maiores que os
valores observados experimentalmente, o que causou uma predicdo
acima dos dados experimentais, no final da curva. Esse fato foi
explicado por Longhi (2012) que afirma que, para temperaturas muito
inferiores a temperatura 6tima de crescimento, o valor da populacéo
méaxima atingida tende a ser inferior, devido ao possivel efeito
provocado pela temperatura na fisiologia do microrganismo. No
presente caso, 0 microrganismo ndo muda tdo rapidamente o valor de
Mmax, COMO previsto no modelo. Pode-se considerar que mudangas na
temperatura de 4 a 12 ° C resultaram em fases lag intermediérias, pois o
modelo superestimou os dados em praticamente toda curva de
crescimento. Estes resultados corroboram com Longhi (2012) que, ao
avaliar a capacidade preditiva de diferentes modelos matematicos para o

Temperatura (° C)
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crescimento microbiano em condig¢fes ndo isotérmicas, verificou que
mudancas bruscas de temperatura, especialmente em torno da
temperatura tedrica de minimo crescimento (Tpn), para os perfis 4-12 °C
e 5-15 °C, no crescimento de Lactobacillus plantarum, causou uma
nova fase de adaptacdo que ndo pOde ser predita pelos modelos
avaliados. Zwietering et al. (1994) avaliaram o efeito de mudancas de
temperatura no crescimento de Lactobacillus plantarum com o modelo
de Gompertz Modificado, e concluiram que o modelo apresentou baixa
capacidade preditiva para temperaturas proximas de Tpin.

Devido ao grande valor do desvio padrdo observado no
parametro hy (0,0629 com desvio padrdo da média igual a 0, 1403), foi
avaliada influéncia da mudanca dos valores do pardmetro hy na predicéo
do crescimento de W. viridescens no perfil PNI-5, considerando os
limites do desvio apresentado, ou seja valor igual a 0, 0,0629 e 0,2032,
para avaliar a influéncia da variacdo deste parametro na faixa do desvio
observado. Na Figura 12, ndo é possivel notar diferenca entre as
predicdes utilizando diferentes valores do parametro hy. Camargo (2015)
avaliou a predicdo do crescimento de Lactobacillus plantarum na
condicdo ndo isotérmica de 12-20 °C e concluiu que ndo havia
influencia da variacdo dos valores do parametro hy dentro da faixa do
desvio obtido experimentalmente.

Os valores de R, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo das
predicGes de crescimento de W. viridescens nos cinco perfis nédo
isotérmicos avaliados estdo apresentados na Tabela 7. Para todos os
perfis ndo isotérmicos os valores de Rajz foram maiores que 0,980.

Verifica-se que 0 modelo testado apresentou previsdo segura,
com fator bias maior que 1, no PNI-3, PNI-4 e no PNI-5 em ambas as
abordagens estudadas, indicando que o valor do parametro Y (geral
ou ponderado) ndo influencia na seguranca da predicdo. No PNI-5, as
curvas preditas pelo modelo superestimaram os dados em todas as fases
da curva de crescimento, 0 mesmo néo foi observado no perfil PNI-2 em
gue o modelo superestimou os dados apenas na fase inicial da curva de
crescimento.

A capacidade preditiva do modelo de Baranyi e Roberts (1994)
foi menor quando ocorreram variagdes de temperatura crescente a partir
da refrigeracdo e 0 modelo apresentou melhor capacidade preditiva no
PNI-4 (Ynax geral), com um RMSE de 0,3341, R? de 0,9939, Fator bias
de 1,0046 e Fator de exatiddo de 1,0197. As temperaturas moderadas
deste perfil (12-16-20-25 °C) contribuiram para uma boa predicdo do
modelo.
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De acordo com os indices estatisticos RMSE, Fator bias e Fator
de exatiddo, a abordagem utilizada com o parametro Y s geral melhorou
a predicdo nos perfis ndo isotérmicos PNI-3 e PNI-4, pois devido as
temperaturas 6timas de crescimento presentes nestes perfis, o valor do
maximo crescimento atingindo foi préximo ao valor do parametro Y
geral (21,2).

A Figura 13 apresenta os valores observados vs valores preditos
pelo modelo nédo isotérmico de Baranyi e Roberts (1994) para os dados
de crescimento de W. viridescens nos perfis ndo isotérmicos avaliados,
com a abordagem do Ysx geral. Analisando a Figura 13, é possivel notar
que os valores preditos e valores observados estdo proximos a linha de
equivaléncia, exceto no PNI-5 em que os dados preditos no final da
curva foram maiores que o0s observados no experimento.
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Tabela 7. Rajz, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo da predi¢do do crescimento de
Weissella viridescens pelo modelo de Baranyi e Roberts (1994) nos cinco perfis
de temperatura.

Perfis de indices estatisticos
Temperatura Predicéo (Ymax ponderado)
R, RMSE  Fator Fator
bias exatidao
PNI-1 (16-12-8-4 °C) 0,9955  0,3973 0,9805 1,0247
PNI-2 (25-20-16-12-8-4 0,9968  0,5850 0,9736 1,0288
OC)
PNI-3 (12-8-4-8-12 °C)  0,9862  0,6064 1,0008 1,0294
PNI-4 (12-16-20-25 °C) 0,9950  0,3667 1,0098 1,0215
PNI-5 (4-8-12-16 °C) 0,9892  1,2943  1,0766 1,0767
Predic8o (Ymax geral)
Raj RMSE Fator Fator
bias exatidao
PNI-1 (16-12-8-4 °C) 0,9910 0,4129  0,9872 1,0257
PNI-2 (25-20-16-12-8-4 0,9923  0,4665 0,9816 1,0244
OC)
PNI-3 (12-8-4-8-12 °C) 0,9918 0,4147 1,0082 1,0242
PNI-4 (12-16-20-25 °C) 0,9939 0,3341 1,0046 1,0197

PNI-5 (4-8-12-16 °C) 0,9901 0,6380 1,0827 1,0828
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Figura 13. Relagéo entre os dados de crescimento observados vs preditos pelo
modelo ndo isotérmico de Baranyi e Roberts obtidos para W. viridescens nos
perfis de temperatura: (a) PNI-1 (b) PNI-2 (c) PNI-3 (d) PNI-4 e (e) PNI-5.
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4.3 PREDICAO DO CRESCIMENTO DE W. viridescens EM
REFRIGERADORES DOMESTICOS

Neste tépico estdo apresentados os resultados da predicdo do
crescimento de W. viridescens em condigdes ndo isotérmicas,
envolvendo temperaturas de refrigeragdo em refrigeradores domeésticos.

Os dados experimentais de crescimento de W. viridescens sob
condicbes ndo isotérmicas, as curvas preditas pelo modelo néo
isotérmico de Baranyi e Roberts (1994) e o perfil de tempo-temperatura
obtidos na prateleira superior e inferior dos refrigeradores domésticos
estdo apresentados nas Figuras 14 e 15, respectivamente.

Em relac@o aos perfis ndo isotérmicos, é possivel notar diferentes
variacOes de temperatura entre a parte superior (PNI-6: 6-12 °C) e
inferior (PNI-7: 5-9 °C) do refrigerador. Esta variacdo corrobora com
estudos apresentados por James et al., (2008), que mostravam amplas
faixas de variacdo de temperatura dentro de refrigeradores domeésticos,
em que apenas 2,3% dos refrigeradores domésticos operavam com uma
temperatura menor que 6 °C, 34,1% operavam em uma faixa de 8-12 °C,
34,1% operavam dentro da faixa de 12-14 °C e 29,5% operavam em
temperaturas maiores que 14 °C. Este estudo mostrou ainda que mais de
70% dos refrigeradores domésticos possui temperatura superior a 6 °C.
Os autores afirmam que esta variagdo pode ser relacionada a regulacéo
da temperatura do termostato e a abertura de porta durante o uso. Para
alimentos altamente pereciveis, tais como carnes e seus derivados, a
temperatura de conservacdo nao deve ser superior a 2-4 °C, dependendo
do tipo de produto (LAGUERRE et al., 2002).

De acordo com os resultados da predicdo do crescimento
microbiano, observa-se que, para os dois perfis de temperatura, as
curvas de crescimento ndo isotérmicas preditas pelo modelo matematico
superestimaram o crescimento de W. viridescens, com relacdo aos dados
experimentais, principalmente na fase de maximo crescimento.
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Figura 14. Crescimento de W. viridescens submetido as condicdes ndo
isotérmicas do perfil PNI-6 (prateleira superior), preditas pelo modelo de

Baranyi e Roberts, considerando-se Y, ponderado e Y, geral, e validada

pelos dados experimentais 1 e 2.
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Os valores de Rajz, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo das
predicBes de crescimento de W. viridescens nas duas condi¢Bes nao
isotérmicas em refrigerador doméstico estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Rzaj, RMSE, Fator bias e Fator exatiddo da predigéo do crescimento de
Weissella viridescens pelo modelo de Baranyi e Roberts na prateleira superior e
inferior do refrigerador doméstico.

Indices estatisticos

Perfis nao R RMSE Fator Fator exatiddo
isotérmicos Bias
Prateleira superior ~ 0,9077  2,0157 1,1004 1,1004
(6-12 °C)
Prateleira inferior 0,9822 0,8708 1,0412 1,0505
(5-9 °C)

Neste estudo, o perfil ndo isotérmico na faixa de oscilagdo de
temperatura mais proxima da Otima (prateleira superior, ~ 6-12 °C) a
amplitude de oscilagcdo de temperatura foi maior do que na prateleira
inferior (~ 5-9 °C) que apresenta uma amplitude menor de temperatura.
Assim, o modelo previu bem o crescimento de W.viridescens em
temperaturas proximas a Tmn,, pois, a amplitude de oscilacdo de
temperatura é menor.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos por
Longhi (2012), em que varios modelos matematicos apontaram falha na
predicdo em condicdes ndo isotérmicas. O autor explica que estas falhas
podem ter ocorrido devido a existéncia de fases de adaptacdo
intermediaria do microrganismo, as quais podem ser atribuidas as
mudancas bruscas de temperatura em amplitudes moderadas (maiores
que 5 °C).

Os valores dos indices estatisticos apresentados na tabela 8
indicam que o modelo avaliado fornece predicdes seguras do
crescimento de W. viridescens em meio de cultivo por predizer um
crescimento superior ao observado experimentalmente (falha segura)
com um valor do fator bias, para ambos os perfis de temperatura, maior
que 1.

O modelo apresentou melhor capacidade preditiva no perfil de
temperatura da prateleira inferior com um valor de Rajz de 0,9822,
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RMSE de 0,8708, e Fator de exatiddo de 1,0505. Com base nessas
informac®es, pode-se afirmar que o modelo de Baranyi e Roberts (1994)
pode melhor predizer os dados de crescimento nas condigdes nédo
isotérmicas no perfil da prateleira inferior do refrigerador (5-9 °C) por
apresentar indices estatisticos melhores, quando comparado aos dados
obtidos na prateleira superior.

Analisando a Figura 16, em conjunto com os indices estatisticos
obtidos, pode-se afirmar que o modelo apresenta melhor capacidade
preditiva nas condi¢cBes ndo isotérmicas da prateleira inferior do
refrigerador, pois os valores preditos e valores observados no PNI-7
(Figura 16b) estdo mais préximos & linha de equivaléncia.

De acordo com os resultados da predicdo do crescimento de W.
viridescens em condigdes ndo isotérmicas em refrigeradores domésticos,
pode-se afirmar que, quanto maior for a amplitude e o ndmero
oscilagfes e as mudangas de temperatura, maior sera a dificuldade para
predizer o crescimento.

Figura 16. Relagdo entre os dados de crescimento observados vs preditos pelo
modelo néo isotérmico de Baranyi e Roberts obtidos para W. viridescens nos
perfis de temperatura: (a) PNI-6 e (b) PNI-7.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer os modelos secundarios que descrevem a
influéncia da temperatura para os parametros velocidade especifica
méaxima (Umax) (Modelo da raiz quadrada) e populacdo méaxima atingida
(Ymax) (média dos valores).

Na validacdo do modelo foi observada fase lag intermediaria
havendo superestimacdo do modelo quando ocorreram variagdes de
temperatura gque iniciaram na temperatura de refrigeracdo. Para perfis de
temperatura crescente, com temperatura inicial acima da temperatura de
refrigeracdo o modelo previu bem o crescimento, ndo havendo fase lag
intermediaria.

Sob variagdes bruscas de temperatura, a bactéria parece nao ter
tido tempo de se adaptar as novas condi¢des e 0 modelo néo previu bem
0 crescimento. Quando a bactéria teve tempo para se adaptar a nova
condicdo de temperatura, mesmo a temperatura de refrigeracdo, o
modelo foi capaz de prever bem o crescimento.

Nos perfis de temperatura de refrigeradores, o0 modelo foi capaz
de prever de forma segura o crescimento de Weissela viridescens.
Entretanto, para condicbes de menor oscilacdo de temperatura, a
predi¢do foi melhor, mesmo para temperatura proxima a Tpy;n.

O modelo preditivo estudado tem a possibilidade de ser utilizado
para prever a vida Gtil de produtos carneos cuja deterioracdo ocorra,
principalmente, em consequéncia do crescimento de Weissella
viridescens.
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