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RESUMO

A conservagdo de alimentos pereciveis, como a carne, € um processo que surgiu
concomitantemente a evolu¢do humana, pois a necessidade do homem de se
alimentar fez com que surgissem métodos de prolongar a vida util dos alimentos.
Dentre esses métodos, destaca-se a conservacdo pelo uso de frio, que conserva
o0s alimentos porque, a baixas temperaturas, 0s micro-organismos tém suas taxas
metabolicas reduzidas ou inibidas. Contudo, micro-organismos psicrotréficos,
gue tém a capacidade de crescer em temperaturas que variam de 0 °C a 7 °C,
podem contaminar e deteriorar alimentos refrigerados. Esse tipo de deterioracéo
é responsavel por perdas e, consequentemente, prejuizos para as industrias
processadoras e unidades transportadoras de carnes frigorificadas. Para
minimizar tais perdas, esses setores almejam ferramentas que os ajudem a
estimar a qualidade de seus produtos refrigerados, principalmente em situacoes
fora da normalidade durante processamento ou transporte, conhecidas como
abuso de temperatura. A microbiologia preditiva, por meio de modelos
matematicos, pode estimar o nivel de contaminacéo microbioldgica de alimentos
em condicOes de armazenamento similares as condi¢des experimentais. Desse
modo, seu emprego pode ser Util para essas industrias, facilitando a tomada de
decisdo e tornando possivel a antecipacdo de problemas. Assim sendo, este
trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver modelos de predi¢do para
Pseudomonas fluorescens e Brochothrix thermosphacta, em condi¢des variadas
de temperatura e pH. Para isso, por meio do acompanhamento das curvas de
crescimento em varias condi¢des de temperatura e pH, os dados de crescimento
foram coletados em diferentes tempos. Esses dados foram ajustados pelos
modelos priméarios de Baranyi e Roberts e Gompertz modificado, obtendo-se
Mmax, 0 qual foi ajustado pelo modelo de Ratkowsky para verificar a influéncia da
temperatura e do pH neste pardmetro de crescimento, utilizando-se o programa
DMFit 3.0. Os modelos primarios apresentaram bons ajustes aos dados para 0s
dois micro-organismos testados. Quanto a modelagem secundéaria, 0 modelo
secundario gerado a partir do primario de Baranyi obteve melhor ajuste para P.
fluorescens; para B. thermosphacta, os modelos secundarios apresentaram bons
ajustes. Para ambos os micro-organismos testados, a influéncia da temperatura
nos parametros de crescimento foi mais pronunciada que a influencia do pH,
sendo que, no geral, a elevagdo da temperatura de refrigeracdo, para valores
considerados de abuso, causou a elevagéo de pmax e deplecdo de A, o que culmina
em diminuic&o da vida util do alimento.

Palavras-chave: Conservacdo, Frio, Microbiologia preditiva



ABSTRACT

The preservation of perishable foods such as meat, is a process which appeared
concurrently with human evolution, as the human need of feeding has spurred
methods to prolong the shelf life of food. Among these methods, there is
conservation through the use of cold canned foods because, at low temperatures,
micro-organisms have their metabolic rates reduced or inhibited. However,
psychrotrophic microorganisms which have ability to grow at temperatures
ranging from 0 ° C to 7 ° C, can contaminate and spoil chilled foods. This type
of deterioration is responsible for losses and consequently damage to processing
plants and meat refrigerated carrier units. To minimize such losses, these sectors
crave tools that help them estimate the quality of its products chilled, especially
in situations outside normal processing or during transport, known as
temperature abuse. The predictive microbiology, using mathematical models,
can estimate the level of microbiological contamination of food in storage
conditions similar to the experimental conditions. Thus, their use may be helpful
for these industries, facilitating decision making and making it possible to
anticipate problems. Therefore, this study aimed to develop a prediction model
for Pseudomonas fluorescens and Bochothrix thermosphacta in varying
conditions of temperature and pH. For that, by monitoring the growth curves in
various conditions of temperature and pH growth data were collected at different
times. These were fitted by primary Baranyi and Roberts and modified
Gompertz obtaining pmax, Which was adjusted by Ratkowsky model to check
influence of temperature and pH in the growth parameter, using the program
DMFit 3.0. The primary models showed good fits to the data for the two micro-
organisms tested, as modeling the secondary secondary model generated from
the primary Baranyi and Roberts best fit obtained for P. fluorescens to B.
thermosphacta models side showed good fits. For both microorganisms tested
the influence of temperature on growth parameters was more pronounced than
the effect of pH, and in general the temperature rise refrigerating, values
considered abuse, caused elevation of pm.x and depletion A, the culminating in
decreased useful life of food.

Keywords: Conservation, Cold, Predictive microbiology
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As industrias processadoras de produtos refrigerados e as empresas que
trabalnam com transporte de carga frigorificada (operadores logisticos,
transportadores e armadores) sdo fortemente impactadas por perdas e os
consequentes prejuizos ocasionados por falhas na cadeia do frio, ou seja, pela
falta da manutencdo da temperatura de refrigeracéo dentro de limites aceitaveis.
Esses limites, de acordo com pela Portaria CVS-6/99, sdo toleraveis até 7 °C,
sendo 4 °C a temperatura ideal de refrigeracao.

O mercado de carneos sofre consideravelmente com essas perdas.
Procurando diminuir estes prejuizos, a busca por ferramentas que auxiliem no
controle da permanéncia da temperatura dentro de limites seguros é de grande
interesse do mercado carneo, ja que, nestes limites, as transformacdes que levam
a inutilizacdo de alimentos devido a agdo de agentes deteriorantes, como micro-
organismos, enzimas e reacdes quimicas, sdo reduzidas consideravelmente,
permitindo maior tempo de preservacdo. Por outro lado, quanto maior for o
tempo em que a carne estiver exposta a condi¢des inadequadas de temperatura
maiores as chances de deterioragao.

Tem-se, entdo, instalada a necessidade de saber como 0s micro-
organismos deteriorantes se comportam em diferentes temperaturas passiveis de
serem encontradas no processamento e no transporte de carnes. Para solucionar
essa situacdo, pode-se utilizar a microbiologia preditiva, cujo conceito baseia-se
no conhecimento detalhado da resposta microbiana a mudangas ambientais,
sendo possivel predizer, por meio de observacbes passadas, a resposta dos

micro-organismos em um ambiente similar.
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Por meio do acompanhamento das temperaturas de um produto estas
podem ser correlacionadas com as curvas de crescimento dos micro-organismos
deterioradores, por meio de modelos matematicos, pelos quais seré calculado o
nivel de contaminacdo deste alimento. Com este dado, é possivel inferir sobre a
sua qualidade e saber também se a sua vida util foi prejudicada ou néo.

Integrando o conhecimento cientifico da microbiologia preditiva com as
unidades processadoras e distribuidoras de carnes e alimentos refrigerados em
geral, pode-se ter maior controle e conhecimento sobre a qualidade da carne que
se produz. Com isso:

e evitam-se perdas por meio da antecipacgdo de problemas,
pois, com o conhecimento do comportamento da microbiota
deteriorante do produto, pode-se controlar melhor a temperatura,
para que ndao chegue a um valor no qual permita a proliferacdo e
deterioracdo do produto;

e evitam-se recalls, j& que se pode ter uma melhor
previsdo da vida 0til do alimento, antes que ele va para os centros
de distribuicdo. Além disso, se detectado que o alimento estd
improprio para o consumo, pode-se determinar que 0 mesmo nao
seja entregue e que outro produto seja enviado em seu lugar,
evitando-se, assim, potenciais prejuizos a imagem e/ou financeiros
por quebra de contratos, por exemplo;

e pode-se garantir e demonstrar aos seus clientes
(varejistas, traders, empresas de food service) a seguranga do
produto, bem como adotar uma postura pré-ativa em situacdes nas
quais haja risco & sua integridade, em razdo de falhas na
manutencdo da cadeia do frio.

Portanto, a utilizacdo dos modelos preditivos ajuda na tomada de

decisdo e na antecipacdo de problemas para evitar perdas pelas industrias
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processadoras de alimentos e pelos operadores logisticos que, além de buscarem
a minimizacdo de prejuizos, almejam alcancar isso de forma eficiente e sem
perda de tempo. Para agilizar esse processo, estes modelos podem ser integrados
a programas computacionais, em que, por meio da captacdo de temperatura do
ambiente, calcula-se o nivel populacional por meio dos modelos de predicdo
embarcados nestes programas.

Com base no exposto, esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de
avaliar e modelar o crescimento de Pseudomonas fluorescens e Brochothrix

thermosphacta, em diferentes temperaturas e pH.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consumo de carne

O consumo da carne pelo ser humano é tdo antigo quanto a sua
existéncia. Quando o homem primitivo das cavernas descobriu o fogo, descobriu
muito mais do que uma simples fonte de luz e de calor; ele certamente percebeu
gue a carne, ao ser passada pelo fogo, tinha seu sabor alterado e sua durabilidade
aumentada. Na atualidade, a tecnologia permite a conservacdo, a selecédo e o
desenvolvimento cada vez melhores (FONSECA, 2004).

A carne bovina é um alimento de excelentes qualidades nutricionais. Na
sua composi¢do encontram-se proteinas de alto valor bioldgico, associadas a
teores significativos de vitaminas, especialmente as do complexo B, juntamente
com importantes minerais, particularmente o Fe*", que tem uma forma altamente
biodisponivel (PENSEL, 1998). Além de fonte de nutrientes, quantidade
substancial de evidéncias apoia o papel da carne vermelha magra como
moderador positivo do perfil lipidico, e estudos recentes a identificam como

fonte alimentar de anti-inflamatério de cadeia longa (LC) n 3 PUFAs e acido
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linoleico conjugado (CLA). Assim, influencia positivamente a entrada de
nutrientes e perfil de &cidos graxos e impacta favoralvelmente a salde, a longo
prazo. Mesmo com a realizacdo de pesquisas recentes as quais associam o
consumo de carne vermelha ao risco de doencas cardiovasculares e ao cancer de
colon (MCAFEE et al., 2010), vinculando papel negativo da carne vermelha a
salide, este alimento ainda é altamente consumido no mundo todo (OLAOYE,
2011). Em 2011, o consumo per capita de carne bovina no Brasil foi de,
aproximadamente, 40 kg/ano (ABIEC, 2012), ficando atras apenas de Uruguai e
Argentina, onde o consumo per capita foi de 60 kg/ano e 54 Kkg/ano,
respectivamente, e a frente de Estados Unidos, Australia e Paraguai, com 38
kg/ano, 35 kg/ano e 34 kg/ano por pessoa (UNIEC, 2012).

Nas ultimas décadas, os consumidores tém demonstrado crescente
interesse, tanto pela producdo de alimentos de origem animal quanto pela
qualidade dos alimentos em geral (MORKBAK; NORDSTROM, 2011). A
satisfacdo dos consumidores ao comer carne € uma resposta complexa, com base
em avaliagdes objetivas e emocionais do produto. Além do preco do produto,
que apesar de simples é fator-chave de compra, especialmente para os jovens,
caracteristicas de qualidade, tais como seguranca e salubridade, sdo critérios
muito importantes nos dias de hoje, além de sabor e conveniéncia
(HOCQUETTE et al., 2012). O mesmo foi observado também por Peng et al.
(2011), que ressaltaram que, com a melhoria dos padrdes de vida, as pessoas tém
dado mais atencdo a seguranca e a qualidade da carne.

Algumas dessas caracteristicas de qualidade podem ser facilmente
avaliadas pelos consumidores quando come (como gosto), mas, para outras
(como a segurancga ou salubridade cuja importancia relativa tem aumentado), o
consumidor deve confiar em marcas de qualidade e/ou na origem do produto
(HOCQUETTE et al., 2012).
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Nota-se que a seguranca da carne é considerada pré-requisito para 0s
consumidores (BARCELLOS et al., 2010). Assim, a industria processadora da
carne necessita de tecnologias eficientes para assegurar a qualidade da carne, no
intuito de satisfazer as exigéncias da expansdo e segmentacdo do mercado
(PENG et al., 2011).

2.2 Contaminag&o microbioldgica da carne

A carne representa complexo ecossistema com caracteristicas quimicas e
fisicas particulares, as quais permitem a colonizagdo e o desenvolvimento de
grande variedade de organismos (ERCOLINI et al., 2006).

A carne bovina é considerada meio de cultura ideal para o
desenvolvimento microbiano (PIERSON; CORLETT JR., 1992), pois fornece
elementos essenciais, como vitaminas, em maior quantidade B2 e B12, presentes
apenas em alimentos de origem animal e que sdo responsaveis pela sintese das
células vermelhas do sangue e manutencédo do sistema nervoso central; gorduras,
variando de 5% a 25%; proteinas, que fornecem ao organismo humano todos o0s
aminoacidos necessarios e em quantidade adequada e minerais (BECKE; KIEL,
2011), além de apresentar alta atividade de agua (aw). Além disso, seu pH é
favoravel (5,6) ao crescimento da maioria dos micro-organismos (PIERSON;
CORLETT JR., 1992), o0 que a torna um alimento altamente susceptivel a
proliferacdo de bactérias deteriorantes (MAYR et al., 2003).

Os miusculos de um animal saudavel sdo considerados estéreis, mas o
abate e o processo de despostejamento da carcaca fornecem as bactérias
oportunidade de colonizar a superficie da carne (OLAOYE, 2011).

Varias sdo as fontes de micro-organismos que contaminam a carne,
inicialmente durante a sangria, podendo alcancar os musculos dos animais

devido ao uso de equipamentos ndo esterilizados e introduzir micro-organismos
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no sistema vascular que podem se espalhar pelo corpo do animal, devido a
persisténcia curta do fluxo de sangue ap6s a sangria (HEDRICK et al., 1993).
Além disso, contaminacBes posteriores podem ocorrer em VArios estagios,
incluindo corte, processamento, armazenamento e distribuicéo da carne (FLEET,
1999). Ferguson e Warner (2008) afirmam que as causas que geralmente afetam
a qualidade da carne é o manejo pré-abate, mas as condi¢des dos abatedouros, 0
tempo de exposicdo & temperatura ambiente, as condi¢des de estocagem e a
distribuicdo nos locais de comercializagdo também sdo fatores importantes e
determinantes, no que diz respeito a qualidade microbioldgica da carne.

Assim, 0s micro-organismos que podem vir a contaminar a carne
durante essas etapas podem ser originarios do trato gastrintestinal do animal,
assim como do contato com o meio ambiente. Em varios estudos foi
demonstrada a associacdo da presenca de Enterobacteriaceae em carnes e 0
contacto com as superficies de trabalho. Bactérias psicrotréficas sdao também
isoladas de superficies de materiais e equipamento no matadouro, assim como de
carcacas e carne manipulada em todas as etapas do processamento (NYCHAS et
al., 2008).

As contaminagBes que ocorrem durante o processamento promovem
alteracBes no valor nutricional e nas caracteristicas sensoriais (cor, odor, sabor e
textura) (SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM INDUSTRIAL,
SENAI, 1999), alteragdes essas oriundas tanto das condi¢des de manejo dos
animais no pré-abate quanto por processos bioguimicos e enzimaticos que
ocorrem durante a estocagem (ZAKRYS, 2009), gerando perdas econémicas e
consequéncias na saude publica, devido & presenga de micro-organismos nos
alimentos. Essas alteracBes dependem das espécies e da quantidade de micro-
organismos presentes, que irdo determinar se a contaminagao causara doenca ou
deterioracdo microbiana (FLEET, 1999). Se a carne estiver contaminada com

micro-organismo patogénico, sua ingestdo pode resultar em risco & saude do
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consumidor; se 0 micro-organismo for deteriorador, pode resultar em perda de
qualidade e diminuicao da vida util do periodo de conservagdo (FRITZEN et al.
2006). Para aumentar a vida Gtil de carne em condic¢des de armazenamento, uma
medida de controle adicional adotada é reduzir a carga microbiana inicial tanto
guanto possivel, antes do armazenamento refrigerado. Varios métodos podem
ser aplicados para reduzir a contaminacdo bacteriana inicial de carcacas,
incluindo, principalmente, a lavagem com agua ou desinfetantes e irradiagdo
(GARCIA et al., 1995).

Contudo, isso ndo exclui a avaliagdo da qualidade microbioldgica de
carnes, a qual é essencial tanto para assegurar a integridade da salde do
consumidor quanto para evitar perdas e prejuizos as unidades produtoras,
processadoras e distribuidoras desse alimento. Essa avaliacdo da qualidade
microbioldgica das carnes esta baseada em parametros higiénico-sanitarios, 0s
quais permitem uma avaliacdo global da higiene e da limpeza durante o
processamento, 0 transporte e o armazenamento e da provavel vida datil do
produto (FROTA, 2009).

2.2.1 Deterioracdo da carne

A deterioracdo de carnes pode ser considerada fenémeno ecol6gico que
engloba mudangas nos substratos disponiveis, que ocorrem por meio da
proliferagdo da microbiota durante o armazenamento do produto. Contudo, a
percepcdo dessas mudangas pelos consumidores € um julgamento subjetivo, j&
que ela pode ser influenciada por aspectos econdmicos, sociais, conhecimento,
acuidade sensorial do individuo e intensidade de deterioragdo (NYCHAS;
MARSHALL; SOFQOS, 2007).

Os tipos mais comuns de deterioragdo de carnes podem ser classificados

de acordo com o ambiente que envolve estes produtos e sdo provocados por
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bactérias, fungos filamentosos ou leveduras. Por exemplo, em condi¢Ges de
aerobiose, as bactérias produzem modificacdes na cor, no sabor, no aroma e na
gordura da carne (PIERSON; CORLETT Jr., 1992). Essas modificacdes sdo
consequéncia, principalmente, de dois tipos de alteracdes causadas pelos micro-
organismos sobre o0s aminodcidos durante a decomposi¢cdo da carne: a
descarboxilacdo e a desaminacdo (BANWART, 1989).

Dessas reagOes de descarboxilagdo surgem as aminas biogénicas,
formadas devido a reacBGes enziméticas da atividade microbiana durante o
processo de degradacéo, sendo utilizadas como medida da qualidade e seguranca
de carnes e produtos carneos (RUIZ-CAPILLAS; PINTADO; JIME 'NEZ-
COLMENERO, 2012). Assim, a descarboxilagdo microbiana de aminoacidos
pode formar histamina, cadaverina, lisina, tiramina e putrescina, a qual serve
como precursora para a espermina e a espermidina (VINCI; ANTONELLLI,
2002). Além destas, octopamina e dopamina foram encontradas na carne e em
produtos de carne e peixe (NAILA et al., 2010).

Jastrzebska (2012), em estudo sobre aminas biogénicas em diferentes
tipos de carnes, observou que as aminas mais abundantes em amostras de carne
fresca foram espermina e espermidina. As maiores quantidades destas aminas
foram detectadas em carne de aves, enquanto 0s menores teores foram
detectados em carne de porco. Putrescina e cadaverina foram detectadas em
todas as amostras de carne (bovina, suinas e aves). Os dados dessa pesquisa
indicam ainda que todas as amostras continham, predominantemente, putrescina
e menores quantidades de cadaverina. A histamina foi detectada apenas na
amostra de carne de aves, enquanto a tiramina, em aves e carne de porco. A
identificacdo dessas aminas biogénicas, aléem de servir como indicador de
qualidade em alguns alimentos, é importante, do ponto de vista de saide publica,
ja que a ingestdo de alimentos que contém elevadas concentraces de aminas

biogénicas pode representar perigo para a saude, devido aos efeitos toxicos
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diretos desses componentes (RUIZ-CAPILLAS; PINTADO; JIME'NEZ-
COLMENERQO, 2012). As reacOes de desaminacdo tém, principalmente, amonia
como produto final (TERRA, 2005), responsavel por elevar o pH do meio.

Essas modificacdes, geradas pela producdo de aminas biogénicas
durante a decomposicdo da carne, nem sempre sdo evidentes e consumidores
concordam que descoloracdo, fortes odores indesejaveis e desenvolvimento de
limo constituem os principais critérios qualitativos de rejeicdo da carne
(NYCHAS et al, 2008). Esses odores desagradaveis sdo provenientes,
principalmente, do acumulo dessas aminas até niveis que sdo detectados
sensorialmente  como odores putridos/sulfurosos (BORCH; KANT-
MUERMANS; BLIXT, 1996).

Segundo ROCA (2004), quando as contagens de aer6bios mesdéfilos
estdo na faixa de 10° UFC/g, geralmente ocorre a descoloracéo da superficie da
carne. Entre 10" e 10® UFC/g, surgem odores estranhos; entre 10% e 10° UFC/g,
ocorrem alteragdes indesejaveis de sabor e, em contagens por volta de 10°
UFC/g, aparece o limo superficial, devido a presenca de polissacarideos
sintetizados pelas bactérias, como, por exemplo, Alcaligenes viscolactis,
Enterobacter aerogenes, Pseudomonas spp e Lactobacillus
(ORDONEZ-PEREDA et al., 2005). A partir dessa mesma densidade
populacional (10° UFC/g) inicia-se a protedlise das proteinas miofibrilares e
enzimas microbianas (JAY, 2005). Para Gill, Mcginnis e Bryant (1998), quando
a contaminacio atinge 10" UFC/cm?, a formagéo de limo ja é evidente. SILVA
(1995) considerou carnes com contagens de até 10* UFC/g aceitéveis, entre 10° e
10° UFC/g questiondveis e, acima desses valores, carne deteriorada.

Para os consumidores, a deterioracdo € qualquer modificagdo no
alimento que o torne rejeitado sobre o ponto de vista sensorial (GRAM et al.,

2002). Em varios trabalhos correlaciona-se o nivel populacional em que o0s
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consumidores percebem as mudancas organolépticas e rejeitam esses alimentos
para estimar, por meio da microbiologia predita, a vida Gtil de um alimento.

Assim, a deterioracdo de alimentos é um processo complexo e
guantidade expressiva de alimentos € perdida pela deterioracdo microbiana,
mesmo com modernas técnicas de preservacdo atuais (GRAM et al., 2002).
Além de levar a perdas econdmicas, a deterioracdo afeta negativamente a marca
comercial do produto, prejudicando a industria da carne (HERNANDEZ-
MACEDO; BARANCELLI; CONTRERAS-CASTILLO, 2011).

A fim de evitar essas perdas é de grande importancia para a indistria da
carne uma avaliagdo objetiva da deterioragdo, o que requer métodos analiticos
rapidos ou ferramentas para identificar os indicadores de deterioracdo, como
descoloracdo, odor e sabor desagradaveis, e formagdo de limo, para assim ser
possivel determinar o tipo de processamento necessario para a matéria-prima e

para prever a vida Util restante dos seus produtos (NYCHAS et al., 2008).

2.2.2 Micro-organismos deterioradores

O conhecimento das populagdes microbianas associadas a deterioracdo
da carne é extenso (NYCHAS et al., 2008). Algumas espécies de bactérias sdo
especificas da carne, uma vez que s6 podem ser isoladas a partir deste substrato,
matadouros e instalacbes conexas (LABADIE, 1999). Fontes destes micro-
organismos abrangem o trato gastrintestinal e as superficies externas do animal,
incluindo o ambiente com que o0 animal teve contato, antes ou durante o abate
(NYCHAS et al., 2008).

As bactérias mais comumente envolvidas na deterioracdo da carne séo
Pseudomonas spp, Enterobacterias, Brochothrix thermosphacta e bactérias
lacticas (LAB), as quais contribuem para a deterioracéo, dependendo, em grande
parte, da disponibilidade de oxigénio (DAINTY; MACKEY, 1992). Elas foram



25

designadas como micro-organismos de deterioracdo efémera, pois tém a
capacidade de, eventualmente, tornarem-se dominantes entre a microbiota
deteriorante  (NYCHAS et al., 1998). As estratégias de crescimento e
sobrevivéncia desenvolvidas por essas bactérias de deterioracdo efémera (ESO)
sdo influenciadas por dois principais determinantes ambientais que sdo: i)
presenca de micro-organismos competidores e i) estresse (parametros
intrinsecos e extrinsecos) (BODDY; WIMPENNY, 1992).

Dentre as pseudomonas, Pseudomonas fluorescens abrange um grupo de
saprofitas comuns, ndo-patogénicos, que colonizam agua, solo e ambientes de
superficie da planta. Como o préprio nome indica, produzem um solGvel,
pigmento esverdeado fluorescente, especialmente sob condi¢des de baixa
disponibilidade de ferro. E um aerdbio obrigatdrio, exceto para algumas estirpes,
que podem utilizar NO; como um receptor de elétrons no lugar de O,, e move-se
por meio de multiplos flagelos polares. P. fluorescens tem requisitos nutricionais
simples, crescendo bem em vérios alimentos (PALLERONI, 1984). Brochothrix
thermosphacta é uma bactéria gram-positiva comumente associada a
deterioracdo de carnes. Sua morfologia altera entre cocobacilos a cadeias de
hastes curtas, durante o crescimento. Cresce em carnes refrigeradas, tanto em
aerobiose quanto em condiges minimas de oxigénio (PENNACCHIA;
ERCOLINI; VILANI, 2009).

Muitos trabalhos ja foram e, até hoje, sdo realizados com o objetivo de
detectar micro-organismos deteriorantes em carnes. Dentre eles pode-se citar o
de Franco e Landgraf (1996), que sugerem que a temperatura e a umidade da
superficie da carne e do ar podem favorecer o crescimento de micro-organismos
produtores de mucosidade ou limo superficial, e que essas alteragcdes podem ter
como responsaveis espécies dos géneros Pseudomonas, Achromobacter,
Leuconostoc, Streptococcus, Micrococcus, Bacillus e alguns Lactobacillus. Gill

e Newton (1978) mostraram que as Pseudomonas spp. crescem mais rapido que
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0S outros micro-organismos da carne, em temperaturas entre 2 e 15 °C, sendo
este um micro-organismo predominante em carnes e que pode produzir odores
indesejaveis (ESMER et al., 2011). Lebert, Begot e Lebert (1998) ressaltam que
Pseudomonas fluorescens representa mais de 60% do numero inicial das
pseudomonas em carne armazenada a frio e este nimero pode chegar a 90% do
total de bactérias no ponto de deterioracdo. Bagamboula, Uyttendaele e
Debevere, (2003) relatam que a deterioracdo de carnes refrigeradas é causada,
em parte, por espécies de pseudomonas que sdo responsaveis pelo sabor e odor
desagradaveis, descoloracgdo, producéo de gés e de limo.

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae sendo
bastonetes gram-negativos aerdbios, ndo formadores de esporos, méveis devido
a presenca de flagelo polar e sdo catalase e oxidase positivos. As espécies deste
género se caracterizam por sua incapacidade de fermentar os aglcares, embora a
maioria das cepas degrade oxidativamente a glicose. S&o bactérias
nutricionalmente versateis, capazes de utilizar ampla variedade de substratos,
cuja temperatura 6tima de crescimento varia entre 30 °C e 37 °C, embora se
multipliguem em temperaturas baixas (KISKA; GILLIGAN, 1999).

Outro exemplo pode ser encontrado no trabalho de Russo et al. (2006),
que verificaram que as bactérias deteriorantes associadas com a deterioragdo de
carne bovina foram B.thermosphacta, Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae e
bactérias do &cido latico.

Borch, Kant-Muermans e Blixt (1996) encontraram que o psicotrofico
B. thermosphacta frequentemente representa significativa porcdo da microbiota
deterioradora da carne armazenada aerobicamente ou embalada a vacuo em
condi¢bes de refrigeracdo e este é, ocasionalmente, o micro-organismo
dominante.

Esmer et al. (2011) também observaram o crescimento de B.

thermosphacta na presenca de oxigénio, causando a deterioragdo de carnes. Esse
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micro-organismo, bacilo gram-positivo, ndo pigmentado, catalase positivo,
imdvel, aerdbio e aerdbio facultativo que ndo forma cépsula e nem esporos,
apresenta temperatura 6tima de crescimento entre 20-25 °C, podendo
multiplicar-se também em baixas temperaturas (PETER; SNEATH; JONES,
1986). Em aerobiose ou em concentracdes limitadas de oxigenio, é capaz de se
multiplicar e produzir componentes como acetoina, acidos acético, isobutirico,
2-metil-butirico, isovalérico, &cido latico, dioxido de carbono e etanol, que
contribuem para o surgimento de um tipo de deterioracdo caracteristica da carne
(RUSSO et al., 2006), podendo, ainda, ocorrer descoloracéo e producdo de gas
(XU et al., 2010).

Nota-se que a vida util de carne bovina é extremamente dependente do
numero e do tipo de bactéria inicialmente presente e seu crescimento futuro nas
condi¢bes ecolégicas aplicadas durante a armazenagem, particularmente
temperatura, pH e atmosfera gasosa (RUSSO et al., 2006). Todos estes fatores,
sozinhos ou em combinacdo, podem resultar em mudancas na coloracdo
(FAUSTMANN; CASSENS, 1990), no odor, na textura e no sabor da carne
(LAMBERT; SMITH; DODDS, 1991).

Portanto, a deterioracdo inesperada de carne, ocasionada por esses
micro-organismos, pode levar ao desperdicio de alimentos e a consequente
perdas econbmicas para as industrias, bem como a perda de confianca dos
consumidores (NYCHAS; MARSHALL; SOFQOS, 2007). Visto isso, métodos

de conservagdo de alimentos sdo cada vez mais valorizados.
2.3 Fatores que afetam o crescimento microbiano
Sabendo-se que a deterioracdo é um fendmeno ecoldgico que inclui

alteracdo em substratos por bactérias, a prevaléncia desses micro-organismos na

carne depende de fatores que permanecam durante 0 armazenamento e o0
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transporte desse alimento, dando condicGes para a proliferacdo dos micro-
organismos deteriorantes (NYCHAS; MARSHALL,; SOFQS, 2007).
Assim, fatores como pH e temperatura de estocagem vao determinar a

prevaléncia e a multiplicacdo microbiana em alimentos

2.3 Temperatura de armazenamento

Com o0 aumento da populagdo mundial e a necessidade de fornecer
alimentos frescos e saudaveis, a conservacdo de alimentos se torna cada vez
mais necessaria, a fim de aumentar a vida Gtil e a manutencdo do valor
nutricional, da textura e do sabor dos alimentos (KAALE, 2011).

Neste ambito, o armazenamento de alimentos utilizando baixas
temperaturas é, de longe, a medida de preservacdo de alimentos frescos mais
comumente utilizada durante a producdo e a distribuicdo (ERCOLINI et al.,
2009). A utilizacdo do frio, como as temperaturas de refrigeracdo e o
congelamento, € considerada o método mais eficaz para retardar ou inibir o
crescimento de micro-organismos em produtos carneos, durante o transporte ou
0 armazenamento e pode ajudar a manter a seguranca e prolongar a vida Util
desses produtos (AL-JASSER, 2012). Considera-se ideal a temperatura de
refrigeracdo de 4 °C e de congelamento de -18 °C.

Basicamente, o frio conserva os alimentos porque retarda ou inibe a
multiplicacdo microbiana (JAY, 2005). Isso ocorre porque temperaturas de
refrigeracdo diminuem a velocidade de reagdes quimicas e bioquimicas, a
evaporacdo de agua ou qualquer outro processo que possa reduzir a qualidade ou
a vida util do produto (ERCOLINI et al., 2009). Além disso, esta conservagdo é
possivel também, pois, a baixas temperaturas, a fluidez da membrana é
diminuida e, com isso, diminui também a velocidade das reacdes enzimaticas

responsaveis pelo metabolismo microbiano. Contudo, micro-organismos
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psicotroficos conseguem se desenvolver a baixas temperaturas, pois tém
habilidade de modificar sua membrana citoplasmética, aumentando a quantidade
de Aacidos graxos insaturados, que mantém esta membrana em um estado
semifluido, facilitando, assim, o transporte de nutrientes e enzimas (MADIGAN
etal., 2010).

Embora a maioria dos paises estabeleca regulamentos com limites de
temperatura maxima para armazenamento sob refrigeracdo, na pratica, estas séo
frequentemente violadas. A carne é considerada refrigerada quando é mantida
entre -1,5 a 7 °C, durante todo o tempo apOs o0 processo de post-mortem
(LUCHIARI FILHO, 2006). Mesmo respeitando esses limites de refrigeracéo, a
vida (til da carne refrigerada em aerobiose ndo é muito longa, ndo mais que uma
ou duas semanas, e depende, fundamentalmente, da concentragédo inicial de
bactérias e de diversos fatores, como a temperatura de armazenamento, 0 seu
pH, a tensdo de oxigénio e o potencial redox (ORDONEZ-PEREDA et al.,
2005).

Em muitos estudos tem sido mostrado que condigdes de temperatura
acima de 10 °C ndo sdo incomuns durante o transporte, 0 armazenamento no
varejo e 0 manuseio pelo consumidor (GIANNAKOUROU et al., 2001). Tais
abusos de temperatura, durante qualquer fase da cadeia de frio, podem resultar
em inesperada perda de qualidade e diminuicdo significativa da vida util da
carne refrigerada. Sendo assim, a temperatura parece ser o fator mais importante
que influencia a deterioracdo bem como a seguranca de carnes
(KOUTSOUMANIS; TAOUKIS, 2005).

Portanto, para evitar essa deterioracdo e garantir a seguranga, a
manutencdo da temperatura em toda a cadeia de comercializacdo da carne deve
ser constante para garantir que o produto mantenha temperatura uniforme.

Lundgren et al. (2009) também consideram a importancia de ndo se

quebrar a cadeia do frio, visto que qualquer falha nesta cadeia pode
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comprometer a qualidade dos produtos, pois as velocidades das reages
quimicas, bioquimicas e microbioldgicas sdo relacionadas diretamente com a
temperatura, influenciando a sanidade, a qualidade nutricional e a qualidade
sensorial dos produtos refrigerados. Ressaltam também que um aspecto
importante a ser observado na comercializagdo de produtos de origem animal é a
manutencdo da temperatura adequada para cada alimento. Carnes, pescados,
leites e derivados, guando expostos a temperaturas inadequadas, alteram-se
rapidamente, sobretudo em regibes tropicais, onde, durante o verdo, as
temperaturas sdo elevadas, exigindo controle rigoroso para garantir a qualidade
desses produtos.

A responsabilidade de manter essa cadeia do frio se estende também aos
consumidores. Pesquisa realizada na Coreia indicou que 50,3% dos
consumidores usam o porta-malas do carro para o transporte de alimentos
refrigerados comprados em grandes descontos e lojas de departamento (KIM et
al., 2011). No entanto, como consequéncia da exposicdo prolongada do carro a
luz solar direta, esse comportamento pode levar ao crescimento de micro-
organismos, devido ao aumento de temperatura no interior do alimento. Embora
a natureza perigosa deste comportamento seja questionavel, atualmente, existem
apenas informacéo e quantificacdo limitadas do seu risco associado (KIM et al.,
2013) .

Temperatura abaixo ou acima da faixa Otima para o crescimento
microbiano tera acdo preventiva no futuro. Para a carne fresca, a refrigeracéo,
incluindo armazenamento abaixo ou acima do ponto de congelamento, tem sido
0 método de preservacgdo tradicional (BEAUFORT et al., 2009). Porém, mesmo
sob baixas temperaturas, alguns micro-organismos podem se desenvolver nas
carnes.

Assim, muitas alteragdes indesejaveis podem ocorrer durante a

refrigeracdo, devido ao crescimento microbiano e & oxidagdo lipidica
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(SALLAM; SAMEJIMA, 2004). A capacidade desses micro-organismos
psicotréficos de crescer em temperaturas de refrigeragdo torna o controle da
qualidade e da sanidade, pela industria da carne, um desafio (HERNANDEZ-
MACEDO; BARANCELLI; CONTRERAS-CASTILLO, 2011).

Portanto, diante do cenario atual, com o aumento do consumo em massa
de carne fresca e de produtos carneos, bem como com 0s novos padr@es de
consumo, como redugédo do tempo de cozimento com minima perda de qualidade
e cozimento em micro-ondas, tem acentuado a necessidade de controle constante
e sistematico da temperatura de produtos de carne crua, pela sua distribui¢do na
cadeia do frio, do ponto de produgdo para o consumidor final
(KOUTSOUMANIS; TAOUKIS, 2005).

2.3 pH

A qualidade da carne percebida pelos consumidores € uma combinagédo
de suculéncia, sabor e odor (LANDIM et al., 2011). Esses fatores podem ser
influenciados por pardmetros intrinsecos, como idade, sexo, genética dos
animais, bem como pelo pH final da carne (FERRAO et al., 2009).

Alimentos de baixa acidez (pH>4,5) sdo os mais sujeitos a multiplicacao
microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes. Ja
nos alimentos acidos (pH entre 4,0 e 4,4), ha predominéancia de crescimento de
leveduras, de fungos filamentosos de algumas poucas espécies bacterianas,
principalmente bactérias laticas. Nos alimentos muito acidos (pH<4,0), o
desenvolvimento microbiano fica restrito quase que exclusivamente a fungos e a
leveduras (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Além dessa classificacdo, cada
micro-organismo apresenta um pH o6timo de crescimento e Baka et al. (2013)
comprovaram, em seu trabalho, que a taxa de crescimento é maxima (umax) no

valor do pH 6timo e é bem menor em valores considerados de estresse.
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O pH final da carne pode variar entre 55 e 7,0, sendo este valor
altamente dependente da quantidade de glicogénio presente no tecido no
momento do abate, uma vez que, apos o abate, ele se transformara em &cido
latico (CARDENAS; GIANNUZZI; ZARITZKY, 2008). Esse valor final de pH
influenciara diretamente o crescimento microbiano. Uma vez que, em valores
baixos de pH, os é&cidos fracos encontram-se na forma ndo dissociada e
conseguem penetrar na membrana plasmatica do micro-organismo, ja no interior
da célula esse acido dissocia-se e ha, entdo, gasto energético (ATP) para
expulsdo de protons e regularizagdo do pH celular, resultando em morte celular
(AXE; BALEY, 1995). Por outro lado, quando o alimento é mantido em
aerobiose, ¢ normal que o pH aumente, coincidindo com contagens totais
superiores a 10’ UFC/cm? e sua alteracdo. Estas mudancas se devem,
possivelmente, a formacdo de substancias béasicas derivadas do crescimento,
principalmente, de pseudomonas (MANO; ORDONEZ, GARCIA de
FERNANDO, 2002).

Sabe-se que o0 4&cido organico tem efeito antimicrobiano, causado,
principalmente, pela acéo da fracdo ndo dissociada do acido, em vez de ions de
hidrogénio. E devido ao aumento da porcio ndo dissociada de é4cido fraco que,
qguando presente no estado ndo carregado, tem maior atividade de penetrar nas
células do que os produtos dissociados (GIANNUZZI; ZARITZKY, 1996).
Neste aspecto, Tienungoon et al. (2000) relatam que os Aacidos organicos
acentuam a inibicdo da taxa de crescimento bacteriano e a magnitude desta
inibicdo é mais dependente da concentracéo de acido ndo dissociado.

Um exemplo do efeito do pH sobre a cinética microbiana em carne pode
ser visto no trabalho de Koutsoumanis et al. (2006) que, embora tenham testado
faixa de pH estreita (5,34 a 6,13), puderam observar efeito significante do pH da
carne moida sobre a cinética de crescimento de Pseudomonas, B. thermosphacta

e bactérias da familia Enterobacteriaceae. Relatam, ainda, os autores que, em
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carne, pequenas diferencas no pH podem se traduzir em diferencas significativas
na concentracdo de lactato, que afeta o crescimento de Pseudomonas, a qual é
sensivel ao &cido latico. Ja as bactérias do &cido latico ndo tiveram cinética de
crescimento afetadas pelo pH da carne, o que pode ser explicado pela alta
tolerAncia ao 4&cido dessas bacterias, comparadas as outras bacterias
deterioradoras (BLIXT; BORCH, 2002).

Pode-se também observar o efeito conservante do pH na carne aliado a
atividade de &gua (aw), visto que a reducdo da aw no alimento pode ser atribuida
a queda dos valores de pH, pois a capacidade de retencdo de agua das proteinas
da carne diminui na medida em que o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico,
acelerando a desidratacdo e, consequentemente, reduzindo a aw. O crescimento
e 0 metabolismo microbiano exigem a presenca de agua sob a forma disponivel,
uma vez que a &gua ligada a macromoléculas por forcas fisicas ndo esta
disponivel para participar de reaces quimicas, ndo podendo ser aproveitada
pelos micro-organismos.

Assim, com a determinagdo do pH nos alimentos, é possivel avaliar a
microbiota predominante, o potencial e a provavel natureza dos processos de
deterioracdo que eles poderao vir a sofrer, como também o tipo, a intensidade e

0s parametros do processamento térmico a que devem ser submetidos.

2. 5 Microbiologia preditiva

A microbiologia preditiva € uma area da microbiologia de alimentos que
atenta para prever a evolugdo quantitativa da populagdo microbiana ao longo do
tempo. Isto é conseguido por meio dos modelos que incluem 0os mecanismos que
governam a dindmica populacional (FERRER et al., 2009). Estes modelos séo

muito utilizados por constituirem ferramenta baseada nas caracteristicas dos
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produtos e condicGes de processamento e estocagem para predizer a qualidade e
a seguranga microbioldgica desses produtos (PSOMAS et al., 2011)

A chave da microbiologia preditiva é que o0 comportamento da
populacdo microbiana e seu efeito no ambiente a sua volta podem ser previstos,
uma vez que o seu estado em determinado momento é conhecido. A avaliacdo
deste estado envolve a manipulacdo e 0 monitoramento do sistema durante
tempo limitado, o uso de base de dados e a sintese de informagdo em modelo
matematico (FERRER et al., 2009).

A microbiologia preditiva tem provado seu valor e sua utilidade para
descrever, baseado em modelos matematicos, o crescimento microbiano em
alimentos, desde a sua obtencdo (MCDONALD; SUN, 1999). A avaliagdo da
evolugdo dos micro-organismos que contaminam naturalmente os alimentos
deve levar em conta a variedade de fatores que influenciam o comportamento
microbiano, como fatores do ambiente e caracteristicas dos alimentos. A
aproximacao probabilistica do crescimento microbiano consiste em levar em
conta essas fontes de variacdo com os modelos de microbiologia preditiva para
permitir a predicdo da distribuicdo da contaminagdo microbiana dos alimentos,
durante seu armazenamento (DELIGNETTE-MULLER et al., 2006).

A aplicacdo de modelos preditivos tem sido marcadamente assistida na
gestdo moderna da seguranca alimentar (GORRIS, 2005), sendo muito Uteis para
quantificar as alteragdes nos alimentos, devido & atividade microbiana. Esses
modelos sdo expressdes matematicas que descrevem a inativagdo ou 0 aumento
da populagdo microbiana nos alimentos, em funcdo de relevantes parametros
intrinsecos e extrinsecos, geralmente em escala macroscopica (MARKS, 2008).

O sucesso na validagdo de um modelo de microbiologia preditiva é
muito util para a avaliacdo da qualidade e da seguranca alimentar (MCMEEKIN

et al., 2006). S&o notorios os exemplos da aplicagdo da microbiologia preditiva
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no contexto industrial em processo, para a gestdo da seguranca do risco para o
consumidor (MEMBRE; LAMBERT, 2008).

Para facilitar esta gestdo da seguranga, os modelos preditivos podem vir
embarcados em softwares. Ingham et al. (2009) relatam que ferramentas
computacionais, com embasamento cientifico, para predizer o crescimento de
micro-organismos em carne fresca sdo extremamente importantes para informar
aos processadores a necessidade de avaliar os desvios no processamento da
carne, permitindo que as partes interessadas na cadeia alimentar tenham um

melhor controle de perigos microbioldgicos (DELHALLE et al., 2012).

2. 5.1 Modelos preditivos

Modelos matematicos tém sido extensivamente utilizados em ciéncia e
engenharia, com a inten¢do de melhorar o entendimento do comportamento dos
sistemas, explorar novos conceitos tedricos, predizer a performance dos sistemas
e, em um grande nimero de casos, ajudar na solucdo dos problemas praticos
(MASON, 2006). No ramo da biologia combinam-se abordagens tedricas e
experimentais, atribuindo papel central a modelagem matematica (STELLING,
2004).

Os modelos especificos de microbiologia preditiva sdo ferramentas
essenciais para modelar o crescimento bacteriano na avaliagdo quantitativa do
risco microbiano. Varios modelos de microbiologia preditiva estdo disponiveis
(POUILLOT; LUBRAM, 2011) e formam a base para a adogdo de estratégias na
area de seguranca alimentar, cujo objetivo é prever quando e em quais
circunstancias o nimero microbiano crescerd a um nivel que possa ameagar a
salde publica (SOBOLEVA; PLEASANTS; ROUX, 2000).

Os microbiologistas de alimentos tém procurado modelos eficientes para

0 crescimento microbiano que possam permitir a previsdo de alteracOes
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microbiol6gicas no armazenamento (BARANYI; ROBERTS, 1994). Eles
utilizam paradmetros para caracterizar o crescimento microbiano em alimentos,
sendo eles: namero inicial de células (No), nUmero maximo de células ( Nma),
taxa especifica de crescimento maxima (Umax) ¢ fase lag (A\)(LIU; YANG; LI,
2006). Estes parametros podem ser facilmente extraidos a partir de curva de
crescimento, a qual apresenta, basicamente, trés fases: uma fase de
retardamento, durante a qual as células microbianas se adaptam ao seu novo
ambiente, seguida por uma fase de crescimento exponencial, durante o qual as
células se multiplicam de forma exponencial e, finalmente, uma fase
estacionaria, quando a densidade populacional méaxima é atingida. As condigdes
ambientais, a composi¢do do alimento e o estado de crescimento dos micro-
organismos (lag, fase exponencial estacionario) podem afetar a taxa de
crescimento (ISABELLE; ANDRE, 2006). Essas fases de crescimento estdo
ilustradas na Figura 1.
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FIGURA. 1. Curva de crescimento. A fase lag, 1 max taxa especifica maxima de
crescimento, N o concentragdo inicial, N.x populagdo bacteriana

maxima.

Segundo McMeekin e Ross (2002), o conhecimento das respostas de
crescimento microbiano a fatores ambientais, medidos pelos parametros citados
acima, € expresso em termos quantitativos, por equacGes matematicas
(modelos). Pode-se dizer que um modelo é um sistema simplificado que utiliza
combinagdes de descri¢bes, por meio de funcBes ou equagbes matematicas e
com condigdes iniciais especificas (ALVARENGA, 2008), podendo ser aplicado
para calcular o nimero de micro-organismos presentes no alimento (WIJTZES
et al., 1998), abordagem que fornece a estimativa da sua vida util. Além disso, a
combinagdo de dados sobre a historia da temperatura do produto e modelos
matematicos pode levar a produtos “inteligentes”, sistemas de gestdo para a
otimizacdo da qualidade dos alimentos e seguranga no momento do consumo
(GIANNAKOUROU et al., 2001). Os dados e os modelos podem ser

armazenados em bancos de dados e utilizados para interpretar o efeito do
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processamento, da distribuicdo e das condicbes de armazenamento sobre o
crescimento microbiano.

Ha vérias classificacdes empregadas para estes modelos que podem ser
divididas em duas classes: descritivas e explanatdrias, sendo esta Ultima
composta por modelos analiticos e numéricos (MCKELLAR; LU, 2004).

Modelos descritivos (ou seja, de observagdes, empiricos, “black box”
ou indutivos) tém dados dirigidos, sendo as aproximagdes, como as fungdes
polinomiais, redes neurais artificiais e analise do componente principal,
utilizadas para classificar os dados. E dificil fazer predigbes verdadeiras com
essa classe de modelo, pois os modelos obtidos ndo podem ser extrapolados
além dos dados utilizados para a constru¢cdo do mesmo (MCKELLAR; LU,
2004). Estes modelos empiricos podem ser divididos em modelos cinéticos e
probabilisticos. Os modelos cinéticos sdo baseados no estudo do comportamento
da populagdo microbiana em funcdo do tempo; ja os modelos probabilisticos
examinam a probabilidade de que um micro-organismo responda crescendo,
morrendo ou produzindo um metab6lito num dado periodo de tempo
(MCMEEKIN; ROSS, 2002).

Os modelos explanatérios (ou mecanistico, dedutivo ou “white box”)
tém como objetivo relacionar os dados com o0s principios cientificos
fundamentais ou com um processo fisiologico mensurével. Muitos modelos de
microbiologia preditiva que tém seus parametros relatados a partir dos
fendmenos observados séo considerados mecanisticos. Estes modelos analiticos
sdo explicitados em forma de equagdes que se ajustam aos dados experimentais.
Para ser verdadeiramente mecanistico, 0 modelo deve levantar novas perguntas e
hip6teses que possam ser testadas (MCKELLAR; LU, 2004). Sobre os modelos
mecanisticos, McMeekin e Ross (2002) afirmam que estes descrevem, com base
tedrica, a resposta microbiana a alteragdes ambientais. No entanto, estes

modelos séo raros, devido a complexidade da fisiologia microbiana.
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Uma das classificagdes mais utilizadas para caracterizar os modelos de
microbiologia preditiva é a proposta por Whiting e Buchanan (1993), segundo a
qgual os modelos sdo divididos em primarios, secundarios e terciarios. Os
modelos primarios e secundarios podem ser lineares ou ndo lineares; segregados,
qguando a populacdo € definida por células heterogéneas, ou ndo segregados,
guando a populagdo é definida pela populacdo média de células; estruturado,
guando é formado por varios componentes, ou ndo estruturado, quando é

formado por um Unico componente (WHITING, 1995).

2.5.1.1 Modelos primarios

Para Lopez et al. (2004), o nivel priméario de modelos é composto por
uma equacao ou funcdo utilizada para descrever a resposta microbiana ao longo
do tempo, parametrizando valores. Ja& para Blackburn (2000), os modelos
primérios descrevem mudancas no ndmero de micro-organismos ou nas
respostas microbianas com o tempo, num ambiente especifico.

As respostas microbianas sdo: duracdo da fase lag, velocidade
especifica maxima de crescimento e aumento logaritmico da populacdo
(FERREIRA, 2004). Estas podem ser expressas em termos de numeros de
micro-organismos, ou seja, concentragdo de unidades formadoras de col6nias,
ou, ainda, pela densidade oOptica, como método indireto de quantificacdo
(SILVA, 2006).

Segundo FERREIRA (2004), uma equacgdo, ou funcdo matemaética,
descreve a mudanga da resposta com o tempo, fornecendo um grupo
caracteristico de valores de pardmetros. Ou seja, por meio desses modelos
primarios podem-se obter valores da taxa de crescimento de determinada
populacdo e estimar o tempo de adaptacdo e, ainda, a populagdo méaxima
(JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003).
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Seguem alguns exemplos de modelos primarios.

2.5.1.1.1 Modelo de Gompertz

O modelo de Gompertz tem sido utilizado com sucesso para descrever 0
comportamento microbiano em diferentes alimentos (MASSON et al., 2002).
Este modelo foi introduzido na microbiologia de alimentos por Gibson e
colaboradores, em 1987 (Gibson et al., 1987), os quais compararam a equagédo
logistica e a de Gompertz na parametrizacdo de uma curva de crescimento de
Clostridium botulinum.

E um modelo néo linear. A base deste modelo é que, devido a limitagio
no espaco e/ou nutrientes, bem como a producdo de metabdlitos toxicos, a
velocidade de crescimento microbiano ndo € constante. Tipicamente, a
velocidade de crescimento aumentaria até um maximo e depois, entao,
diminuiria (SARMENTO, 2006).

O ajuste do Modelo de Gompertz é fortemente afetado pelo nimero de
observacGes utilizados na construcao da curva, como foi observado por Bratchell
et al. (1989), bem como pela qualidade estatistica destas observacdes
(FERREIRA, 2004). Além disso, € importante ressaltar que a equagdo de
Gompertz ndo considera a fase lag, mas apenas o aumento da densidade de
células, uma vez iniciado o crescimento exponencial (NAKASHIMA; ANDRE;
FRANCO, 2000).

O Modelo de Gompertz (ERKMEN; ALBEN, 2002) esta representado

na equagéo 1.

Ni= C*exp {exp [-B (t-M)I} (1)
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Em que N; é a densidade da populacdo num dado tempo t (h); t é o
tempo; C € o valor da assintota superior; 0 mesmo que a densidade méxima da
populagdo; M é o tempo no qual a velocidade de crescimento absoluta é maxima
e B € a velocidade de crescimento relativa no tempo M. Os pardmetros M, B, e

C séo estimados pelo modelo.

2.5.1.1.2 Modelo de Gompertz modificado

A funcdo ou modelo de Gompertz foi modificada por Zwietering et al.
(1990). A reparametrizagdo do modelo foi feita para que 0s pardmetros
estimados pudessem ter significado biol6gico. Os parametros velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax), duracdo da fase lag (L) e aumento
logaritmico da populacdo (A) foram, entdo, introduzidos no modelo. Isso
facilitou o encontro de valores iniciais e o calculo de intervalos de confianga,
durante o ajuste da curva (LABUZA; FU, 1993). Com esta reparametrizagdo, o
modelo adquiriu a forma de funcdo exponencial dupla, que descreve uma curva
sigmoide assimétrica (SARMENTO, 2006).

Segundo Lépez et al. (2004), o modelo de Gompertz modificado tem
sido utilizado extensivamente, pois se acredita que suas equacdes descrevem
suficientemente os dados de crescimento microbiano, além de serem de facil
utilizagdo. Entretanto, em muitos estudos concluiu-se que o modelo de
Gompertz modificado demonstra desvios sistematicos no ajuste de dados de
crescimento microbiano.

Sobre esses desvios, Buchanan; Whiting; Damert, (1997) relatam que,
como a fase lag ndo é paralela ao eixo das abscissas, a equagdo ndo € uma reta e,
portanto, ndo apresenta periodo de aumento linear durante a fase de crescimento
exponencial, como é observado na maioria das curvas de crescimento. Assim

sendo, como a velocidade de crescimento exponencial é determinada por um
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ponto de inflexdo na curva, o processo de ajuste tende a fornecer valores que
variam mais do que as velocidades de crescimento correspondentes,
determinadas por um periodo de crescimento linear.

Porém, mesmo com essas deficiéncias, o modelo modificado de
Gompertz é estatisticamente suficientemente para descrever dados de
crescimento e também o mais simples de se usar (IMPE et al., 1995).

O modelo modificado de Gompertz encontra-se representado na equagao

2 e na Figura 2.

Log Ny= A + C exp{ -exp[ -B (t— M)T} 2)

Em que Ny é a densidade da populacéo no tempo t; A é o valor da
assintota inferior (equivalente ao log do nimero inicial de bactérias); C é o valor
da assintota superior (equivalente ao log da densidade méxima da populacdo
durante a fase estacionaria menos o log da contagem inicial); M € o tempo no
qual a velocidade de crescimento absoluta € maxima e B é a velocidade de
crescimento relativa no tempo M. Esses quatro pardmetros, A, C, B e M, podem
prontamente ser relacionados matematicamente as caracteristicas culturais
familiares aos microbiologistas (BUCHANAN, 1993). Como pode ser visto nas
equacles 3,4,5e6

u=BCle 3)
GT =[log (2)] [¢/BC] (4)
A=M —(1/B) ()

MPD=A+C (6)
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em que U é a velocidade de crescimento exponencial {[log (UFC/g)]/h}; GT é o
tempo de geracdo (h), A ¢ a duracdo da fase lag (h) e MPD = log da densidade
méaxima da populacdo [log(UFC/g)].

A representacdo de um ajuste pelo modelo de Gompertz modificado

pode ser observada na Figura 2.

log (UFC/g|
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Figura 2 Parametros associados com a equacao de Gompertz modificada

2.5.1.1.3 Modelo de Baranyi e Roberts

Para solucionar os problemas encontrados no modelo de Gompertz
modificado e fornecer base mais mecanistica e bioldgica, Baranyi e Roberts
(1994) propuseram um modelo que incluiu fase de crescimento exponencial
linear (x) e “fase lag” determinada por uma fungdo de ajuste a(x) (PENA, 2005).

O modelo de Baranyi e Roberts supfe que, apds certo periodo de ajuste

da populacéo, a taxa de crescimento se torna constante e uma assintota superior
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pode ser acomodada, descrevendo uma fase linear de crescimento, ou seja, a fase
exponencial do crescimento pode ser representada como uma reta (GIBSON et

al., 1994). Uma representacdo deste modelo se encontra na Figura 3.

time

Figura 3 Simulagdo do modelo de Baranyi e Roberts (1994)

O modelo de Baranyi e Roberts apresentado na equagdo 7 é comumente

aceito como um modelo de crescimento deterministico.

dN/dt = [Q(t) / (1 + Q)] - Hmax- [ 1= N(t)/Nmax] . N (t) (7)

dQ/dt = pax . Qt 8

em que N é a densidade celular (UFC/mL); Hmax € @ taxa de crescimento

especifico maxima (1/h); Nmax € a densidade celular maxima (UFC/mL) e Q é a
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medida do estado fisioldgico das células. A parte [Q(t) / 1 + Q(t)] representa o
ajuste da fungdo o(t) como um fator extra para descrever a fase lag. Esta funcdo
permite a transicdo da fase lag para a fase de crescimento exponencial, por
descrever a diminuicdo gradual do efeito do ambiente embutido em Q(0), que
representa o estagio fisioldgico inicial das células no momento da inoculagdo
(SWINNEN et al., 2004).

Portanto,

a () =Q @/ (1+Q() ©)
Outra transformagéo,

h(t) =In [1 + (1/Q(1))] = -In a(t) (10)

E mais usual, do ponto de vista computacional, podendo ser considerada
uma transformacgdo estatistica estavel de Q(t) e a(t). O valor hy = h(0) = -In a(0)
serd o produto da taxa especifica de crescimento maximo e de lag (BARANYI;
ROBERTS, 1994), valores esses obtidos com a modelagem primaria, ficando,
assim, a interpretacdo matematica desse estado fisiolégico das células mais
compreensivel.

Em concluséo, esta funcdo considera caracteristicas do meio e do micro-
organismo em questdo, critério importante devido as influéncias dos diferentes
fatores ou varidveis que provocam mudangas no meio e no metabolismo do
micro-organismo, analisando o seu comportamento de forma mais completa que
a equacdo de Gompertz (PENA, 2005). Impe (2005) considera também como
motivos para a vasta utilizagdo deste modelo algumas razdes, como ser fécil de
usar, é aplicavel sob condi¢bes ambientais dindmicas, tem boa capacidade de

ajuste e a maioria dos parametros é biologicamente interpretavel.
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2.5.1.2 Modelos secundarios

VariacBes na populacdo de micro-organismos nos alimentos, com o
tempo (cinética microbiol6dgica), sdo orientadas pelas condi¢Ges de estocagem
(fatores extrinsecos) e pelas caracteristicas do produto (fatores intrinsecos).
Estes fatores, coletivamente, sdo denominados pardmetros ambientais
(SARMENTO, 2006). Para Nakashima, André e Franco (2000), o nivel
secundario da modelagem envolve equacBes que descrevem como as respostas
dos modelos primarios (duragdo da fase de adaptacdo, velocidade de
crescimento e densidade maxima da populagdo) mudam com alteracfes desses
fatores ambientais, que podem ser pH, temperatura, atividade de &gua (aw) e
concentracdo de agentes antimicrobianos, entre outros (SCHAFFNER,;
LABUZA, 1997).

De acordo com Mcmeekin e Ross (2002), na modelagem secundaria tem
que ser considerado o efeito individual de cada fator, mas, em diferentes
situacOes, € necessdrio considerar como os diferentes fatores interagem,

restringindo o crescimento microbiano.

2.5.1.2.1 Modelo de Arrhenius

Este modelo é comumente aplicado para verificar o efeito da
temperatura sobre o crescimento microbiano. Labuza e Fu (1993) demonstraram
gue a lei de Arrhenius se aplica para uma determinada faixa de temperatura, uma
vez que o crescimento microbiano é um processo bioquimico. Desse modo, a
influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento pode ser
caracterizada pela energia de ativacdo, uma vez que todos 0s outros fatores sdo

mantidos constantes.
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A equacdo 9 representa 0 modelo de Arrhenius, em que pode ser
observada a energia de ativagéo citada acima.

In (B) = In (F) - (Ea/RT) (11)

em que B é a taxa de crescimento relativa no tempo M (h™); F é o fator pré-
exponencial (h™; Ea é a energia de ativagdo para o crescimento da bactéria
(Kj/mol); R é a constante dos gases (8.314 J/mol.K) e T é a temperatura absoluta
(K).

Segundo SILVA (2006), a equacdo de Arrhenius assume que a
velocidade de crescimento é controlada pela velocidade limite de uma Unica

reacdo enzimatica.
2.5.1.2.2 Modelo da raiz quadrada

Modelo da raiz quadrada é baseado na relacdo linear entre a raiz
quadrada da velocidade especifica maxima de crescimento e a temperatura. Este
modelo foi inicialmente utilizado por Ratkowsky et al. (1983), para descrever o
efeito da temperatura na velocidade especifica maxima de crescimento
(SLONGO, 2008). Para este modelo, é assumido que os fatores ambientais séo
independentes, ou seja, que ndo existe interacdo entre eles (SILVA, 2006).

Este modelo, também conhecido como Modelo de Belehradek, descreve,
assim como o modelo de Arrhenius, o efeito da temperatura na taxa de

crescimento bacteriano e é expresso pela equacao 12.

VK = b (T — Tmin) (12)
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em que k € a taxa de crescimento; T é a temperatura; Tmin € a temperatura
abaixo da qual ndo ha crescimento e b é o parametro a ser estimado (PENA,
2005).

Segundo Alvarenga (2008), os modelos do tipo raiz quadrada tém
modelo de estrutura que incorpora, a priori, 0 conhecimento microbiol6gico,
enguanto os valores dos parametros sdo identificados no conjunto de dados na

maéo, tendo a possibilidade de extrair bons valores a partir de literatura.

2.5.1.2.3 Modelo de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta é uma equacdo de
regressdo que se ajusta utilizando-se técnicas padrbes de regressdo e podem
conter termos lineares, quadréaticos e cubicos, dentre outros (WHITING, 1995)

O uso desse tipo de modelo ¢ muito comum na analise de efeitos das
variaveis independentes sobre a resposta microbiana, mas, de acordo com Lou e
Nakai (2001), podem ter inconvenientes, ja que, geralmente, o crescimento ndo é
linear. Assim, pode ser dificil sua aplicagdo em casos ndo lineares (PENA,
2005).

2.5.1.3 Modelos terciarios

Segundo Whiting (1995), os modelos terciarios sdo ferramentas em que
as rotinas dos softwares computacionais transformam os modelos primarios e
secundarios em programas amigaveis, como softwares e sistemas espertos.
Estes programas podem calcular as respostas microbianas de acordo com as
mudangas nas condi¢Ges ambientais, comparar efeito de diferentes condi¢fes ou

comparar 0 comportamento de diversos micro-organismos. No entanto, o
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sucesso do uso de modelos pela industria para aplicacGes especificas depende do
desenvolvimento de tecnologias apropriadas para a sua aplicacdo (MCMEEKIN;
ROOS, 2002).

Como exemplos destes programas podem ser citados Combase, SSP
(Sea Food Spoilage Predictor), Food Micromodel (FMM), Pathogen Microbial
Model (PMP) e Growth Predictor & Perfringens Predictor (SILVA, 2006).

2.5.1.3.1 ComBase

O ComBase é uma vasta base de dados de respostas microbianas aos
ambientes alimentares que tem chamado muito a atencdo dos pesquisadores e
processadores de alimentos (KOSEKI, 2009).

Na base de dados, o pacote conta com 24.000 gravacGes de curvas de
crescimento e sobrevivéncia de micro-organismos, que abrangem 0s
deteriorantes, taxas de crescimento/morte e os patogénicos. Alguns exemplos de
micro-organismos que podem ser citados sdo Bacillus cereus (esporos e células
vegetativas), Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes e innocua, Staphylococcus aureus, etc., além da microbiota

contaminante de bactérias psicotréficas em carnes (BARANY, 2006).

2.5.1.3.2 DMFit

Este programa é uma extensdo do Excel para ajustar curvas de
crescimento em que a fase linear (log) é precedida e seguida por fases
estacionarias. DMFit ¢ baseado no trabalho de Baranyi& Roberts intitulado “A
dynamic approach to predicting bacterial growth in food”, publicado em 1994,

na revista International Journal of Food Microbiology.
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DMFit é parte do sistema utilizado internamente no Institute of Food
Research para modelar a variagdo do logaritmo das concentracGes de células de
culturas bacterianas em relagdo ao tempo. Tem sido a principal ferramenta no

desenvolvimento de modelos que constam no sistema COMBASE.

2.5.1.3.3 Sea Food Spoilage Predictor (SSP)

Desenvolvido pelo Ministério da Pescaria da Dinamarca, o software
facilita o uso pratico de modelos matematicos e pode predizer o efeito de
temperaturas constantes e variaveis sobre a taxa relativa de contaminagdo do
alimento (DALGAARD, 1995). Foi desenvolvido para predizer a vida de
prateleira de alimentos de origem marinha (FERREIRA, 2004).

2.5.1.3.4 Food Micromodel (FMM)

Este software foi desenvolvido por um grupo de empresas em conjunto
com o governo do Reino Unido (FERREIRA, 2004) e implementado pelo
Ministério de Agricultura da Inglaterra. O Food Micromodel € um software
consistente de modelos matematicos que permitem ao usuario predizer o
crescimento, a sobrevivéncia e a inativacdo térmica de bactérias patogénicas
veiculadas por alimentos, usando o computador pessoal (BLACKBURN, 2000).

Os modelos no Food Micromodel foram produzidos por meio de dados
obtidos em meios de crescimento em laboratério e validados pela comparacdo de
predicdes feitas pelo modelo com dados obtidos da literatura ou de estudos com
alimentos inoculados (STRINGER; DENNIS, 2000). As curvas de crescimento
foram desenvolvidas em meios liquidos homogéneos, para que o crescimento

dos micro-organismos ocorresse mais rapidamente que o observado em
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alimentos e, assim, o programa poderia gerar predicbes seguras (GIFFEL;
ZWIETERING, 1999).

2.5.1.3.5 Pathogen Microbial Model (PMP)

Este programa foi desenvolvido, nos Estados Unidos, pelos
pesquisadores Dr. Robert L. Buchanan e por Dr. Richard Whiting. O PMP prevé
curvas de crescimento de bactérias a valores definidos de temperatura, pH e
concentragcdo de NaCl (ou atividade de &gua). O software PMP langa mdo de
parametros obtidos pelo modelo de Gompertz por reparametrizagdo para gerar as
superficies de resposta (BUCHANAN et al. 1989).

As vantagens deste programa sao o fato de ndo ter custo e ser facil de
usar. As desvantagens sao que o usudrio pode fornecer apenas predicdes
individuais dos pardmetros de Gompertz e estes ndo podem ser coletados em
uma tabela, para determinados valores de fatores ambientais (FERREIRA,
2004).

O programa é composto por modelos de crescimento para Aeromonas
hydrophila, B. cereus, C. perfringens, E. coli O157:H7, L. monocytogenes,
Salmonella sp., Shigella flexneri, S. aureus e Yersinia enterocolitica. Todos
esses modelos predizem o incremento da populacdo microbiana em funcdo do
tempo (BUCHANAN et al., 1990).

2.5.1.3.6 Pseudomonas Predictor

Desenvolvido pela Universidade de Tasméania, o software baseia-se no
modelo de crescimento de Pseudomonas e pode ser aplicado para alimentos
estocados em diferentes atmosferas, podendo ser avaliados os perfis de
temperatura (NEUMEYER; ROSS; McMEEKIN, 1997).
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2.5.1.3.7 Food Spoilage Predictor

Desenvolvido por Neumeyer, Ross e McMeekin, (1997), é um software
comercial que modela o efeito da atividade de &gua e de flutuacBes de
temperatura no crescimento de pseudomonas psicrotolerantes (FERREIRA,
2004).

2.5.2 Modelos de predicao aplicados em carne e em produtos carneos

Seguem exemplos da aplicagdo dos modelos preditivos aplicados em
carnes e produtos carneos, 0s quais podem ser vistos em trabalhos realizados nos
Gltimos cinco anos, no pais e fora dele.

Mataragas et al. (2006), estudando a deterioracdo em produtos carneos
curados e cozidos, constataram que 0 modelo de Gompertz descreveu melhor os
dados experimentais do que o modelo logistico modificado e o modelo de
Baranyi e Roberts. E, para modelar os parametros cinéticos de crescimento,
usaram os modelos da raiz quadrada e de Arrhenius, sendo este Gltimo de melhor
desempenho.

No mesmo ano, Koutsoumanis et al. (2006) também utilizaram os
modelos matematicos de predizer a deterioracdo por Pseudomonas spp,
Brochothrix thermosphacta, Enterobacteriaceae e pelas bactérias do &cido latico
em carne moida bovina e suina, sob variagdo da temperatura e do pH. Para isso
utilizaram o modelo de Baranyi e Roberts para a estimativa dos parametros de
crescimento e um modelo modificado de Arrhenius para modelar o efeito do pH
e das temperaturas de armazenamento sobre 0s pardmetros cinéticos.

No ano de 2008, Gospavic et al. (2008) desenvolveram estudo para

predizer o crescimento de Pseudomonas spp. em carne de ave, utilizando os
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modelos primarios de Gompertz modificado e de Baranyi e Roberts e o modelo
secundario da raiz quadrada, para avaliar o efeito da temperatura sobre a taxa
especifica maxima de crescimento nos modelos primérios usados.

Kreyenschmidt et al. (2009) testaram e analisaram diferentes modelos
primarios e secundarios para encontrar a melhor maneira de calcular a vida util
de presunto cozido e fatiado. Para a modelagem primaria, compararam o modelo
de Gompertz e o modelo logistico modificado, ndo encontrando diferencas
substanciais entre eles. Para a modelagem do efeito da temperatura sobre a taxa
de crescimento, utilizaram o modelo de Arrhenius e 0 modelo da raiz quadrada,
tendo o primeiro apresentado melhores resultados. Esses mesmo autores ainda
observaram que a combinagdo que apresentou melhores resultados preditivos foi
a do modelo logistico modificado juntamente com a equacao de Arrhenius.

Mais recentemente, Bruckner et al. (2013) desenvolveram um modelo de
predicdo para Pseudomonas spp. em carne fresca de porco e de aves, utilizando
0 modelo priméario de Gompertz e 0 modelo secundéario de Arrhenius, obtendo
boas predi¢bes de ambos os modelos.

A respeito dos trabalhos nacionais que fazem usos de modelos
matematicos em produtos carneos, tem-se a tese de Ferreira (2004), que avaliou
a vida util de presunto fatiado submetido a trés temperaturas de estocagem.
Neste trabalho, os modelos de Gompertz, Gompertz modificado e logistico
foram ajustados ao crescimento das bactérias acido laticas, tendo o modelo de
Gompertz modificado sido o que melhor descreveu o crescimento. Foram
comparados também os modelos secundarios modelo da raiz quadrada, linear e
de Arrhenius para avaliar o efeito da temperatura de armazenamento na
velocidade especifica méxima de crescimento e na duracdo da fase lag. Estes
trés modelos apresentaram desempenhos satisfatorios tendo o modelo da raiz

quadrada sido o que proporcionou melhores resultados, em geral.
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Outro trabalho nacional nesta area é o de Slongo (2008), que ajustou 0s
dados de crescimento de bactérias do &cido latico em presunto fatiado submetido
a alta pressdo hidrostatica, aos modelos primarios de Gompertz modificado e
logistico. Pela anélise dos indices matematicos, o modelo de Gompertz
modificado foi o que apresentou melhores resultados de predi¢do. Este mesmo
autor avaliou também o desempenho de predicdo dos modelos secundéarios
modelo linear, equagdes empiricas e modelo da raiz quadrada, tendo todos
apresentados indices estatisticos aceitaveis, porém, o modelo da raiz quadrada

apresentou ajustes um pouco inferiores, quando comparados aos outros modelos.
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RESUMO

A carne é um alimento altamente perecivel, devido a disponibilidade de
nutrientes, como em torno de 30% de proteinas, 9% de gorduras e vitaminas,
além de apresentar alta atividade de 4gua e pH em torno de 5,6, o que faz deste
alimento meio propicio para instalacdo e proliferacdo microbiana. A carne
fresca, exposta ao oxigénio, esta sujeita a acdo de micro-organismos
deteriorados. Dentre eles, um que é bastante relatado é a Pseudomonas spp., um
aerdbio, psicrotrofico, de metabolismo proteolitico e lipolitico, cujo crescimento
em alimentos € responsavel pelo aparecimento de limo, sabor e odor
desagradaveis. Para entender o comportamento e predizer o crescimento de P.
fluorescens em carne fresca com diferentes valores de pH iniciais e armazenada
em temperaturas de refrigeracdo e de abuso, aplicou-se a modelagem
matematica microbiana. Utilizou-se, para tal, o ajuste dos modelos primarios de
Baranyi e Roberts e Gompertz modificado aos dados experimentais, para a
obtencdo dos pardmetros de crescimento. Para andlise da influéncia dos fatores,
pH e temperatura sobre o parametro de crescimento pma, Utilizou-se o modelo de
Ratkowsky estendido. Todos os ajustes foram feitos por meio do programa
DMFit 3.0. Os dados experimentais apresentaram bom ajuste a ambos 0s
modelos primarios testados e o modelo secundario gerado a partir de dados
primérios de Baranyi e Roberts foi mais bem validado. Assim, estes modelos
podem ser aplicados para predizer o crescimento de P. fluorescens nas mesmas
condigOes testadas.

Palavras-chave: Carne, Deterioragdo, Modelagem.
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ABSTRACT

Meat is a highly perishable food due to availability of nutrients like 30%
proteins, 9% fats, vitamins, beyond the present high water activity and pH
around 5.6, which makes it suitable for installation through food and
microbial proliferation. Fresh meat, exposed to oxygen, is subject to the
action of spoilage micro-organisms, among them one too is reported to
Pseudomonas spp. This is an aerobic, psychrotrophic bacterial, lipolytic
and proteolytic metabolism in foods whose growth is responsible for the
appearance of lime, taste and unpleasant odor. To understand the behavior
and predict the growth of P. fluorescens in fresh meat with different
initial values of pH and stored at refrigeration and abuse temperatures,
applied mathematical modeling microbial. It used to just fit the
experimental data of the growth models of primary Baranyi and Roberts
and modified Gompertz to obtain the growth parameters. To analyze the
influence of factors, pH and temperature on the growth parameter pimax
used the model Ratkowsky extended, all adjustments have been made
through the program DMFit 3.0. The experimental data showed good fit
for both models tested primary and secondary model generated from data
primary Baranyi and Roberts was better validated. Thus, these models can
be applied to predict the growth of P. fluorescens under the same
conditions tested.

Keywords: Meat, Deterioration, Modeling.
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1 INTRODUCAO

A carne bovina € altamente perecivel, devido ao seu elevado valor
nutricional, a elevada atividade de agua e ao pH favoravel ao desenvolvimento
microbiano.

Visando aumentar a vida Util de carne in natura, varios métodos de
conservagdo podem ser utilizados, dentre eles a refrigeracdo, que € um dos mais
frequentemente utilizados (ERCOLINI et al., 2009). A refrigeracdo conserva 0s
alimentos, pois, a baixas temperaturas, 0s micro-organismos tém suas taxas
metabolicas reduzidas (LEBERT; BEGOT; LEBERT, 1998), devido ao fato de
elas serem controladas por enzimas que sdo extremamente dependentes da
temperatura para atuacdo 6tima. Portanto, é de extrema importancia controlar e
manter essa temperatura de refrigeracdo de alimentos carneos dentro dos limites
aceitaveis para garantir a seguranca, a integridade e estender a vida util desses
produtos (ZHOU et al., 2009).

Porém, mesmo sob refrigeracdo, pode haver o desenvolvimento de
micro-organismos  psicrotréficos (GILL; NEWTON, 1978), o0s quais
desenvolveram mecanismos fisiol6gicos, pelos quais, a baixas temperaturas,
aumentam o grau de insaturacdo de &cidos graxos da membrana, obtendo, assim,
reducdo do ponto de fusdo de fosfolipidios e lipidios, permitindo manutencdo da
atividade da membrana plasmatica, pelo fato de ela se manter em estado
semifluido (JAY, 2005).

Dentre 0s micro-organismos psicrotréficos que podem se desenvolver
em carnes refrigeradas, comprometendo sua qualidade e vida util, destaca-se
Pseudomonas spp (COATES et al., 1995; WIDDERS et al., 1995), que séo
micro-organismos gram-negativos, aerobios, proteoliticos e lipoliticos

vastamente relacionados com a deterioracdo de carnes frescas. Grande parte das
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pseudomonas encontradas em carnes € de P. fluorescens, caracterizadas por
produzirem pigmento sollvel denominado de pioverdina.

Para avaliar a qualidade de alimentos susceptiveis a deterioracdo por
esses micro-organismos deterioradores, como as P. fluorescens, pode-se lancar
médo do uso da microbiologia preditiva, a qual, por meio de modelos
matematicos, prediz a resposta microbiana a determinadas condi¢des ambientais.
Com isso, pode-se inferir sobre a qualidade e vida util da carne em condi¢des
similares as previstas no modelo (NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO, 2000).

Este trabalho foi realizado com objetivo de modelar e validar modelos
matematicos que descrevam o crescimento de Pseudomonas fluorescens em

diferentes temperaturas e pH.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local e condugdo do experimento

A obtencdo das curvas de crescimento nos tempos e temperaturas
testados se deu no Laboratério de Microbiologia, no Departamento de Ciéncia
dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Micro-organismo utilizado

Foi utilizada a bactéria liofilizada Pseudomonas fluorescens ATCC
13525.
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2.3 Padronizacéo e manutencédo do inoculo

A cepa liofilizada foi ativada em caldo brain heart infusion (BHI) e
incubada, a 28 °C/24 horas. Apds a ativacdo, aliquotas de 1 mL foram
transferidas para microtubos, que foram centrifugados a 3000 x g/5 min, em
microcentrifuga (Eppendorf). Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e aliquotas de 1 mL de meio de congelamento (15 mL de glicerol, 0,5
g peptona bacteriol6gica, 0,3 g de extrato de levedura, 0,5 g de NaCl e 100 mL
de &gua destilada) foram utilizadas para a ressuspensdo das células. Apo6s
homogeneizagdo, as culturas foram estocadas em freezer, a -18 °C.

Para a utilizacdo das cepas, estas foram ativadas em caldo BHI e
incubadas, a 28 °C/24 horas. Ap6s ativacdo, aliquotas de 1 mL foram
transferidas para tubos contendo caldo BHI e incubadas, a 28 °C, até a obtencéo
do nimero de células necessarias & padronizagao.

Para padronizacdo do inoculo, o crescimento da bactéria P. fluorescens
foi acompanhado até a entrada na fase estacionaria do crescimento.

Para isso, 0,1 mL do in6culo ativado foi transferido para 200 mL de BHI
e, a cada duas horas, foi tomada a medida de absorbancia a 600 nm, em
espectrofotdmetro. A cada leitura foram feitas diluigdes seriadas em tubos
contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e 0,1 mL foi transferido para placas
contendo meio tryptic soy agar (TSA), empregando-se a técnica de
plagueamento em superficie. As placas foram incubadas, a 28 °C/24 horas e, em

sequéncia, as coldnias foram quantificadas.
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2.4 Influéncia da temperatura de armazenamento e pH do meio no

crescimento de P. fluorescens em caldo de carne

Aliquotas adequadas do in6culo padronizado foram transferidas para
100 mL de caldo de carne (10 g extrato de carne, 10 g peptona de carne, 5 g
triptona e 5 g glicose/1 L), na concentragéo final de 10* UFC/mL e incubadas as
temperaturas de 4 °C, 7 °C e 12 °C.

O pH do meio de cultivo foi inicialmente ajustado para 5,5; 6,0 e 6,3,
com solucdo de NaOH 2N e HCI 2N, em pHmetro (Digimed modelo DM20).

O crescimento de P. fluorescens, em cada valor de pH e temperatura (4
°CepH55;4°CepH6,0;4°CepH6,3; 7°CepH55;7°CepH6,0;7°Ce
pH 6,3; 12 °C e pH 5,0; 12 °C e pH 6,0 e 12 °C e pH 6,3) foi acompanhado nos
seguintes tempos: 3 horas, 6 horas, 9 horas, 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36
horas, 48 horas, 54 horas, 60 horas, 72 horas, 84 horas, 96 horas, 108 horas e
120 horas, nos quais foram retiradas aliquotas de 1 mL de cultura e transferidas
para tubos contendo 9 mL de &gua peptonada 0,1%, realizando-se diluicdes
seriadas. Aliquotas de 0,01 mL das diluicbes adequadas foram plaqueadas em
placas contendo meio TSA, utilizando-se a técnica da microgota. As placas
foram incubadas a 28 °C/ 24 horas e, em seguida, tiveram suas col6nias

quantificadas.

2.5 Analise dos dados de crescimento para a obtencdo dos modelos

Foi empregada a metodologia de dois estagios para o desenvolvimento
do modelo de crescimento de P. fluorescens em caldo de carne.

No primeiro estagio, a taxa especifica de crescimento méaximo (U € a
fase lag (1) foram estimadas para cada uma das combinacdes experimentais. Os

parametros de crescimento foram obtidos pelo ajuste da equacdo modificada de
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Gompertz e da equacdo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais, por meio
do programa DMFit 3.0.

As estimativas obtidas para pHm.x foram ajustadas para o modelo de
Ratkowsky estendido, para verificar o efeito da temperatura e do pH na taxa
especifica maxima de crescimento de P.fluorescens. Utilizou-se, para tanto, a

seguinte equacdo:

Mmax = A (pH - pHmim)- (T - Tmim)2 (1)

em que a é constante de regressdo, pHmim € Tmim SA0, respectivamente, o pH
minimo e a temperatura minima teoricamente estimados para o crescimento dos

micro-organismos.

2.6 Validacao dos resultados pela analise estatistica dos modelos

Para a verificagdo dos modelos foram calculados 0s parametros
estatisticos coeficiente de correlagdo (R?), erro quadrado médio (EQM), fator
bias e fator exatiddo (SAMAPUNDO et al., 2005).

O coeficiente de correlacdo (R?) descreve o ajuste do modelo em toda a
extensdo da curva. Quanto mais préximo de um, melhor o ajuste do modelo.

O erro quadrado médio (EQM) é dado pela Equagdo 14 e apresenta o
erro do modelo em relagdo aos dados, ou seja, 0 quanto os valores preditos
sdo préximos dos valores observados. Portanto, quanto mais proximo de zero,
melhor o ajuste.

Na Equagéo 2, valory,s € o valor experimental, valor,.s € o valor
predito pelo modelo, SQR é a soma dos quadrados residuais e n € o nimero de
graus de liberdade (nUmero de pontos experimentais — nimero de pardmetros do

modelo).
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EQM = SQR/n = F;(valorys — valoryeg)’ /n 2)

O fator bias, que é apresentado na Equacdo 3, procura dar 0
mesmo peso na média dos valores gue sobreestimam e subestimam a média, ou

seja, é um desvio relativo médio.

) Z log(valorobservada [ valorpredito) )
Fator bias=10 " '

@)

Na Equagdo 3, valorobservado é o valor experimental, valorpredito é o
valor predito pelo modelo e n é o numero de dados menos os parametros do
modelo.

O fator exatiddo é o pardmetro estatistico mais idéneo e rigoroso, pois
utiliza os valores preditos e 0s observados, avaliando a porcentagem de erro na
predicdo. Este fator sé leva em conta os valores absolutos. Quanto mais proximo
de 1, menor a porcentagem de erro. O célculo do fator exatiddo foi realizado

aplicando-se a Equagéo 4.

‘1 og( valorobservado { valorpredito) \

> -

Fator de exatiddao =10

(4)

em que valorobservado é o valor experimental; valorpredito € o valor predito

pelo modeloe néonumero de dados menos os parametros do modelo.
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2.7 Validacao gréfica

Para facilitar a compreensao, foi também utilizada a validacdo gréafica,
obtida por meio da construcdo de graficos de erro percentual relativo (ER),
sendo ER calculado por meio da formula:

% erro relativo (ER) = (Vobs~ Vprea/Vops) X 100 (5)

em que Vops Se refere ao valor experimental e V4 Se refere ao valor predito pelo

modelo. Assim é possivel determinar a zona de erro relativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelagem primaéria do crescimento de Pseudomonas fluorescens em

caldo de carne

Na Tabela 1 observam-se os parametros de crescimento para P.

fluorescens, nos trés diferentes valores de temperatura e pH testados.
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Tabela 1 Parametros de crescimento observado para P. fluorescens em caldo de
carne,a4°C,7°Cel12°C,empH5,5;6,0e6,3

Baranyi e Roberts Gompertz
CondicGes de A (h) Hmax (™) A (h) Hmax (D)
cultivo

4°CepH5,5 19,99 0,040149 - 0,030961
4°CepH6,0 18,64 0,043955 18,63 0,042155
4°CepH6,3 19,65 0,043430 20,59 0,042679
7°CepH5,5 20,86 0,082562 19,75 0,075270
7°CepH6,0 18,74 0,081530 16,43 0,070892
7°CepH6,3 14,89 0,071963 14,42 0,067418
12°CepH55 827*10-8  0,087592 : 0,070043
12°CepH6,0 7.91*10-8  0,092016 : 0,074098

0,086309

12°CepH 6,3 1,43*10-7 0,100424 -

Na Tabela 2 encontram-se o coeficiente de determinacio (R?) e o erro

guadratico médio (EQM) para os modelos primarios.
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Tabela 2 R? e EQM para modelagem primaria do crescimento de P. fluorescens

Baranyi e Roberts Gompertz
Condicéo de R? EQM R? EQM
Crescimento
4°CepH55 0,98 0,1701 0,97 0,2105
4°CepH6,0 0,99 0,1026 0,99 0,0959
4°CepH6,3 0,99 0,8333 0,99 0,0854
7°CepH55 0,989 0,1703 0,996 0,1077
7°CepH6,0 0,990 0,1469 0,993 0,1284
7°CepH6,3 0,992 0,1400 0,994 0,1154
12°CepH55 0,987 0,1815 0,972 0,2612
12°CepH6,0 0,991 0,1614 0,979 0,2505
12°CepH6,3 0,984 0,2126 0,968 0,2967

Na Tabela 3 é possivel visualizar os modelos de Baranyi e Roberts e
Gompertz modificado, gerados para P. fluorescens a 4 °C, 7 °C e 12 °C, em pH
5,5; 6,0 e 6,3.
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Tabela 3 Modelos de Baranyi e Roberts para crescimento de P. fluorescens, a 4
°C,7°Cel12°C,empH5,5;6,0e 6,3

Modelo Condicdo de Equacédo
crescimento
Baranyie 4°CpH5,5 dN/dt= -2,23159*0,040149*[1-N(t)/7,412011]*N(t)
Roberts 4 °C pH 6,0 dN/dt=-2,2691713*0,043955*[1-N(t)/7,225329]*N(t)
4°CpH6,3 dN/dt=-2,3479932*0,04343*[1-N(t)/7,281148]*N(t)

Gompertz 4°CpH55  LogN(t)= 3,797973 + 3,62246489xp{-exp [-0,023233(t-43,04189)]}
4°C pH 6,0 LogN(t)= 3,952039+ 3,19371571exp{-exp [-0,03588(t-46,49816)]}
4°CpH6,3  LogN()=3,952664 + 3,24166902exp{-exp [-0,035789 (t-48,53329)]}

Baranyie 7°CepH5,5 dN/dt=5,5991153*0,082562*[1-N(t)/8,264927]*N(t)
Roberts 7 °C e pH 6,0 dN/dt=-4,6091953*0,08153*[1-N(1)/8,163269]*N(t)
7°CepH6,3 dN/dt=2,9202683*0,071963*[1-N(t)/8,157786]*N(t)

7°CepHb55  LogN(t)= 4,344648 + 3,8213554 exp{ -exp[-0,053543 (t-38,4268)]}
Gompertz 7°CepH6,0  LogN(t)= 4,523484+3,56886414exp{-exp[-0,053996 (t-34,94508)]}
7°CepH6,3  LogN(t)=4,361284 + 3,66777251exp{ -exp[-0,49965 (t-34,4322)]}

Baranyie 19 °c g pH 5,5 dN/dt= -1*0,087592*[1-N(t)/7,25E-09]*N(t)
Roberts 12 °CepH 6,0 dN/dt = -1*0,092016*[1-N(t)/7,28E-09]*N(t)
12°CepH 6,3 dN/dt=-1*0,0100424*[1-N(t)/1,44E-08]*N(t)

12°CepH5,5 LogN(t)=3,79214 + 3,93009306 exp{ -exp [-0,04845 (t-20,63974)]}
12°CepH 6,0 LogN(t)=4,17734 + 4,31045923 exp{ -exp[0,046728 (t-21,40046)]}
12°CepH 6,3 LogN(t)=4,053301 + 4,15074063exp{-exp 0,056523 (t-17,69189)]}

Gompertz
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Pela andlise dos parametros de crescimento gerados pelos modelos
priméarios (Tabela 1) nota-se que, no geral, os diferentes valores de pH testados
ndo influenciaram tanto o crescimento de P. fluorescens quando se manteve a
temperatura fixa. Isto é perceptivel, por exemplo, considerando a concentragdo
de 5 log UFC/mL, valor este no qual se inicia o processo deteriorativo. Este
nivel populacional é atingido por volta de 50 horas, em todas as trés condicdes,
independente do valor do pH (APENDICE A). Por outro lado, observa-se que a
medida que se eleva a temperatura de armazenamento, a duracdo da fase lag
diminui e a inclinacdo da fase exponencial aumenta, se considerarmos a
elevacdo da temperatura de 4 °C para 12 °C. Esse comportamento faz com que
as populacgdes alcancem cerca de 6 log UFC/ml em torno de 70 horas, 40 horas e
24 horas, para as temperaturas de crescimento de 4 °C, 7 °C e 12 °C,
respectivamente (APENDICE A).

Percebe-se que, a 7 °C, o ajuste dos dois modelos primarios aos dados
experimentais gerou, na condicdo de 7 °C e pH 5,5, maior fase lag. Por outro
lado, no maior valor de pH testado, 6,3, os tempos de adapta¢do (A) foram os
menores. Provavelmente, isso se deve ao fato de que a maioria das bactérias tem
seu ponto 6timo de crescimento préximo da neutralidade, ou seja, em pH = 7,0.
Entretanto, apesar das condi¢Ges de crescimento a 7 °C, em valores mais acidos
de pH (5,5) apresentarem maior fase lag. Nestas condi¢fes apresentaram
também maior Mm ESSe comportamento € o contrario do observado em
trabalhos como, por exemplo, o de Gospavic et al. (2008) e o de Koutsomanis et
al. (2002), em que quanto maior a fase lag, menor a taxa maxima de
crescimento. Porém, isso é observado nestes trabalhos quando comparados, no
geral, em uma faixa mais ampla de temperatura, 0-15 °C e de 0-20 °C. Ressalta-
se que, em Gospavic et al. (2008), o crescimento de Pseudomonas spp. ajustado
ao modelo de Gompertz modificado obteve aumento de fase lag entre 2 °C e 4

°C, coincidindo também com o aumento de pmax. A relacéo de diminuigéo de A e



86

0 aumento de Mmax ficam nitidos quando se compara o valor desses parametros a
2°Cea4°Ccom valores obtidos a 15 °C e 20 °C.

A 12 °C, os valores de A estimados pelo ajuste do modelo de Baranyi e
Roberts aos dados experimentais foram bem pequenos. J& pelo modelo de
Gompertz modificado esses nem foram estimados, mostrando que, a 12 °C,
praticamente ndo houve fase lag.

Com relagdo ao aumento de temperatura de 7 °C para 12 °C, nota-se,
pelos dados da Tabela 1, que esse aumento na temperatura provocou a
diminuicdo da fase lag, porém, ndo alterou significativamente a taxa especifica
méaxima de crescimento. Quando se comparam as condicBes de crescimento a 4
°C e a 12 °C, ou seja, em uma amplitude maior, para crescimento de P.
fluorescens, percebe-se que A diminui consideravelmente, enquanto |lmax
aumenta, também consideravelmente.

O modelo de Gompertz modificado nio estimou valor para A na
condicdo de crescimento de 4 °C e pH 5,5 e nem nas condig¢des a 12 °C. Como,
na realizagdo do experimento, a cultura bacteriana de P. fluorescens foi
previamente ativada antes de ser inoculada no caldo de carne, em alguns casos,
ocorreu supressdo dessa fase de adaptacdo. Soma-se a isso, o fato de o modelo
de Gompertz ndo considerar a fase de adaptacdo (fase lag), mas apenas o
aumento do ndmero de células, uma vez iniciado o crescimento exponencial
(BARANYI et al., 2005). Portanto, em algumas condi¢des de crescimento esta
fase ndo foi estimada por este modelo.

Pela analise do efeito conjunto do pH do meio e da temperatura de
incubacéo sobre o crescimento de P. fluorescens, nota-se que, de maneira geral,
guanto maior a temperatura e quanto maior o pH, maior a taxa especifica
maxima de crescimento e menor a fase lag. Assim, carnes com pH inicial mais
proximo da neutralidade e armazenadas em temperaturas de abuso terdo sua vida

Gtil diminuida.
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Para todas as condicfes de crescimento apresentadas na Tabela 2, o0s
dados experimentais apresentaram bom ajuste aos modelos primarios aplicados,
fato mostrado pelos valores de R?, os quais se encontram bem préximos a 1 e
pelos baixos valores de EQM observados, mostrando que os valores preditos
estdo proximos aos observados, o que garante a validacdo desses dados.
Gospavic et al. (2008), modelando o crescimento de Pseudomonas spp. em carne
de aves sob condig¢Oes variaveis de temperatura, também encontraram bom
ajuste dos modelos de Baranyi e Roberts e Gompertz modificado aos dados de
crescimento.

Uma vez validadas as equagGes obtidas (Tabela 3), elas podem ser
utilizadas para a predicdo de crescimento de P. fluorescens em caldo de carne,
nas condicdes de cultivo testadas.

Portanto, para as condi¢des de crescimento descritas, é possivel saber, a
qualquer concentracdo celular, qual a taxa de variacdo dessa concentragdo com o
tempo pelas equacBes geradas a partir de Baranyi e Roberts e, a qualquer tempo,
qual a concentragdo celular pelas equacdes geradas a partir de Gompertz
modificado.

Muitas pesquisas combinam a analise sensorial a microbiologia
preditiva para estimar a vida Gtil de um determinado alimento. Por exemplo,
Taoukis, Koutsoumanis e Nychas (1999) estimaram, por parametros sensoriais,
gue a vida util de carne de aves contaminada por Pseudomonas spp. chegava ao
final quando o crescimento populacional alcangava 7 log UFC/g por meio das
curvas de predicdo obtidas com modelos primarios e calcularam, nas condigdes
ambientais testadas, o tempo para o crescimento alcancar este indice de 7 log
UFC/g, sendo este tempo considerado o final da vida Gtil da carne. Os modelos

de predicgdo, entdo, também sdo utilizados para a estimativa de vida util.
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3.2 Modelagem secundaria do crescimento de P. fluorescens em caldo de

carne

Na Tabela 4 observam-se os modelos secundarios gerados para modelar

efeito da temperatura e do pH na taxa especifica de crescimento maxima

Tabela 4 Equagdes modelos secundarios para P. fluorescens

Modelo Modelo secundério da raiz quadrada

primario

Baranyi e Roberts  pyac= 0,0000267* [(T- (-14,6619))2]* (pH-0,707962)

Gompertz Hmax=0,00000224*[(T-(-64,1401))2]*(pH-0,631746)

Os parametros estatisticos para validacdo do ajuste dos modelos

secundarios aos dados de crescimento encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Parametros estatisticos, R?, EQM, fator bias e fator exatiddo, para

validagdo modelagem secundaria de P. fluorescens

Modelos R EQM F. bias F. exatido
1 0,7134 0,0243 0,9990 1,6233
2 0,2310 0,0351 0,9781 2,6231

1 modelo da raiz quadrada gerado a partir modelo de Baranyi e Roberts, 2
modelo da raiz quadrada gerado a partir modelo de Gompertz modificado

Ja na Figura 1 mostra-se a validacdo grafica dos modelos secundarios

gerados para P. fluorescens.
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FIGURA 1 Erro percentual relativo (ER) entre valores observados e valores
preditos para pmax de P. fluorescens A: modelo secundério gerado a
partir de Baranyi e Roberts, B: modelo secundario gerado a partir de

Gompertz modificado

Pela analise visual dos graficos da Figura 1 é nitido que a zona de erro
da modelagem secundéria a partir do modelo primario de Gompertz (Gréfico B)
é maior, confirmando o que foi observado pela validacéo estatistica.

Portanto, considerando os parametros estatisticos e a validagdo gréfica,
tem-se 0 modelo secundario de Ratkowsky para avaliacdo da influéncia dos
fatores pH e temperatura de incubacéo no crescimento de P. fluorescens melhor
validado com a sua construcéo a partir de dados primarios (Mmax) gerados pelo

modelo de Baranyi e Roberts.

4 CONCLUSAO

Os modelos priméarios gerados apresentaram bom ajuste aos dados
experimentais, podendo ser utilizados para a predicdo do crescimento de P.
fluorescens nas mesmas condicdes testadas. Ja a modelagem secundaria usando
o modelo de Ratkowsky a partir de dados primarios obtidos pelo modelo de

Baranyi foi mais bem validada do que quando comparado com o obtido a partir
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de Gompertz, principalmente porque este Ultimo apresentou baixa qualidade de
ajuste dos modelos.

Assim, para predicdo da influéncia do pH e temperatura no crescimento
de P. fluorescens recomenda-se 0 uso do modelo secundario obtido a partir do
modelo priméario de Baranyi.

Nota-se, pela modelagem primaria, que a elevagdo ou a diminuicdo do
pH pouco influenciaram os parametros de crescimento, sendo a influéncia da
temperatura mais nitida. Com relacdo ao efeito combinado de temperatura e pH,
em geral, nota-se que a elevagdo da temperatura concomitante com a elevagédo
do pH provoca aumento de pmax ¢ diminuigdo de A, o que acarreta em diminuigdo

da vida util, especialmente considerando a temperatura de abuso testada.
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APENDICE

APENDICE A- Curvas da modelagem priméria do crescimento de P.

fluorescens, nos diferentes valores de temperaturas e pH testados

P. fluorescens a 4°C em pH 5,3 P. fluorescens & 4°C em pH 6,0

+*

Log concentragéio microbiana
o e G
L3
Log concentragsio micr obiana
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Figura 1 Modelagem primaria do crescimento de P. fluorescens a 4 °C, em pH
5,5 (A), em pH 6,0 (B) e em pH 6,3 (C)



94

- 9 P. fluorescens a 7°C em DH. S5 9 P. fluorescens a 7°C em pH 6,0
8 ES -
: i
7 J
5 3 7
E_ 6 5 g
- =
2% s £E3
:E . iE:
£E 4 g |3
g = E = 4
s = g2
g ¢ R
H
2 8
2 <
=] A 2
&0
g o1 2 B
o
o T T T 1
0 20 40 50 80 100 120 140 o 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h) Tempo (h)
g P. fluorescens a 7°C em pH 6,3
= 8 1
g
= 7
]
5 5 .
ES
EE 5
g0 F
EE g -
==
5=
AR
H
¥ 7
] 1 C
o
o 20 40 60 g0 100 120 140
Tempo ()
Ajuste Baranyi e Roberts Ajuste Gompseriz . Dados experimentais

Figura 2 Modelagem priméria do crescimento de P. fluorescens a 7 °C, em pH
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TERCEIRA PARTE - MODELAGENS PRIMARIA E SECUNDARIA DO
CRESCIMENTO DE Brochothrix thermosphacta EM DIFERENTES
VALORES DE TEMPERATURAS E pH
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RESUMO

Bochothrix thermosphacta é um psicrotréfico aerdbio facultativo, relacionado
com a deterioragdo de carnes acondicionadas aerobicamente ou em embalagens
modificadas com baixas concentra¢es de oxigénio. Em aerobiose, esse micro-
organismo pode degradar componentes da carne refrigerada, como glicose,
ribose e aminoacidos, liberando metabdlitos, acetoina e diacetil, responsaveis
por sabor e odor desagradaveis que tornam esse alimento sensorialmente
rejeitado pelos consumidores. Para se ter maior controle da qualidade do
alimento que se produz e assim evitar prejuizo de imagem perante 0s
consumidores e prejuizos devido a perda de uma carga refrigerada por
contaminagdo, pode-se utilizar a microbiologia preditiva como instrumento de
garantia da qualidade e seguranca de alimentos, j& que ela permite, pelo uso dos
modelos de matematicos, predizer a resposta microbiana, baseada em
observacBes passadas, a determinadas condicGes. Assim, este trabalho foi
realizado com o objetivo de modelar o crescimento de B. thermosphacta em
caldo de carne ajustado para diferentes valores inicias de pH e incubado em
diferentes temperaturas, incluindo temperaturas de refrigeracéo e de abuso. Para
isso, os dados experimentais de crescimento foram ajustados aos modelos
priméarios de Baranyi e Roberts e a0 modelo de Gompertz modificado, para a
obtengdo dos parametros de crescimento, A € pmax, OS dados obtidos para Hmeax
foram ajustados ao modelo secundario de Ratkowsky estendido para verificar a
influéncia da temperatura e do pH neste pardmetro de crescimento para B.
thermosphacta. Todos os modelos testados apresentam bom ajuste aos dados
experimentais, o que os tornam validados e disponiveis para predicdo do
crescimento de B. thermosphacta nas mesmas condi¢bes testadas
experimentalmente.

Palavras-chave: Deterioragdo, Refrigeracdo, Modelos preditivos
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ABSTRACT

Bochothrix thermosphacta is a psychrotrophic bacterial aerobic facultative,
related to the deterioration of meat wrapped in packages aerobically or modified
with low concentrations of oxygen. In aerobic this microorganism can degrade
components of the chilled meat as glucose, amino acids and ribose releasing
metabolites, acetoin and diacetyl, responsible for taste and odor unpleasant that
make this food sensorially rejected by consumers. To have more control of the
quality of the food that is produced and thus prevent image burn to consumers
and losses due loss of a refrigerated cargo for contamination, you can use the
predictive microbiology as a tool for quality assurance and food safety. Since
this allows by using the mathematical models, predict the microbial response
based on past observations, in certain conditions. So this worked aimed to
develop predictive models for analyzing the behavior of B. thermosphacta in
broth adjusted to different values of initial pH and incubated at different
temperatures, including temperatures of refrigeration and abuse. For this,
experimental data growth models were fitted to Baranyi and Roberts and
modified Gompertz primary model to obtain the growth parameters, A and pmax.
The data were adjusted for pm.x to model secondary Ratkowsky extended to
determine the influence of temperature and pH on growth of this parameter for
B. thermosphacta. All tested models show a good fit to data, making them
available and validated for predicting growth of B. thermosphacta in fresh tested
experimentally under the same conditions.

Keywords: Deterioration, Refrigeration, Predictive models.
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1 INTRODUCAO

Geralmente, as bactérias estdo ausentes ou presentes em niveis muito
baixos em tecidos musculares de animais saudaveis. Isso se deve as barreiras de
protecdo inerentes (peles, couro) e 0s mecanismos naturais de defesa
antimicrobianos (lisozima,peptideos antimicrobianos) do animal vivo, 0s quais
sdo destruidos no momento do abate, fazendo com que a carne resultante torne-
se exposta a niveis crescentes de contaminantes e, dependendo de varios
parametros, pode sofrer rapida decomposicdo microbiana (NYCHAS et al.,
2008).

Essa decomposicdo é, em grande parte, causada pela espécie
psicrotrofica Brochothrix thermosphacta que representa um componente
significante da deterioracdo microbiana de carnes. Para este micro-organismo, a
carne ¢ um meio de crescimento em que pode crescer tanto em condigdes
aerodbias quanto em condi¢des anaerdbias, produzindo fortes odores indesejaveis
(PIN et al., 2002) associados com a producdo de acetoina, diacetil e 3-
metilbutanol (DAINTY; MACKEY, 1992).

Estudo recente de Nowak e Piotrowska, (2012), sobre a degradacéo
microbiana de B. thermosphacta em carnes e produtos carneos, revelou que
diferentes cepas de B. thermosphacta produzem diferentes hidrolases que
degradam a carne. Algumas cepas sdo capazes de degradar proteina ou, ainda, de
produzir proteases com diferentes especificidades de substratos.

Para avaliar a qualidade da carne durante o armazenamento ou 0
transporte frigorificado, se esta foi inicialmente contaminada com B.
thermosphacta, pode-se usar a microbiologia predita. Essa ferramenta visa
fornecer modelos confiaveis para simulagdes de comportamento microbiano em
produtos alimentares (COUVERT et al., 2010). Portanto, o uso dos modelos
preditivos pode ter aplicacdo muito eficiente na indlstria de alimentos,

providenciando previses seguras o suficiente para evitar riscos a saude dos
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consumidores, além de tornar o processo viavel economicamente, por dimuir

perdas e ajudar na tomada de decisfes (JUNEJA; MARKS; HUANG,2003).
Esse trabalho foi realizado com o objetivo de modelar e validar modelos

matematicos que descrevam o crescimento de Brochothrix thermosphacta em

diferentes temperaturas e pH.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e conducgéo do experimento

A obtencdo das curvas de crescimento nos tempos e temperaturas
testados se deu no Laboratdrio de Microbiologia no Departamento Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Micro-organismo utilizado

Foi utilizada a bactéria Brochothrix thermosphacta ATCC 11509.

2.3 Padronizacéo e manutencéo do inoculo

A cepa liofilizada foi ativada em caldo BHI e incubada, a 28 °C/24
horas. Apds a ativacdo, aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos
Eppendorf, que foram centrifugados a 3000 x g/ 5 min em microcentrifuga
(Eppendorf). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e aliquotas de
1 mL de meio de congelamento (15 mL de glicerol, 0,5 g de peptona
bacterioldgica, 0,3 g de extrato de levedura, 0,5 g de NaCl, 100 mL de agua
destilada) foram utilizadas para ressuspensdo das células. Apods

homogeneizagdo, as culturas foram mantidas em freezer, a -18 °C.
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Para a utilizacdo das cepas, elas foram ativadas em caldo BHI e
incubadas, a 28 °C/24 horas. Apo6s a ativacdo, aliquotas de 1 mL foram
transferidas para tubos contendo caldo BHI e incubadas, a 28 °C, até a obtencéo
do nimero de células necessérias a padronizacao.

Para a padronizacdo dos inoculos, o desenvolvimento de B.
thermosphacta foi acompanhado até o estacionamento do crescimento. Para isso,
0,1 mL do in6culo ativado foi transferido para 200 mL de BHI e, a cada duas
horas, foi tomada a medida de absorbancia, a 600 nm, em espectrofotdmetro. A
cada leitura foram feitas diluigdes seriadas em tubos contendo 9 mL de &gua
peptonada 0,1% e 0,1 mL foi transferido para placas contendo meio tryptic soy
Agar (TSA), por meio da técnica de plagueamento em superficie. As placas
foram incubadas, a 28 °C, por 24 horas e, na sequéncia, as col6nias foram
quantificadas.

2.4 Influéncia da temperatura de armazenamento e do pH do meio no

crescimento de B. thermosphacta em caldo de carne

Aliquotas adequadas dos indculos padronizados foram transferidas para
100 mL de caldo de carne (10 g extrato de carne + 10 g peptona de carne + 5 g
triptona + 5 g glicose/1 L), na concentracdo final de 10* UFC/mL e incubados
nas temperaturas de 4 °C, 7 °C e 12 °C.

O pH do meio de cultivo foi inicialmente ajustado para 5,5; 6,0 e 6,3,
com solugdo de NaOH 2N e HCI 2N, em pHmetro marca Digimed modelo
DM20.

O crescimento de B. thermosphacta, em cada valor de pH e temperatura
(4°CepH55;4°CepH6,0;4°CepH6,3;7°CepH5,5;7°CepH6,0;7°C
epH6,3; 12 °C e pH5,0; 12 °C e pH 6,0 e 12 °C e pH 6,3), foi acompanhado

nos seguintes tempos: 3 horas, 6 horas, 9 horas, 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36
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horas, 48 horas, 54 horas, 60 horas, 72 horas, 84 horas, 96 horas, 108 horas e
120 horas, nos quais foram retiradas aliquotas de 1 mL de cultura e transferidas
para tubos contendo 9 mL de agua peptonada 0,1%, realizando-se dilui¢bes
seriadas. Aliquotas de 0,01mL das diluicbes adequadas foram plagueadas em
placas contendo meio TSA, utilizando a técnica da microgota. As placas foram
incubadas, a 28 °C, por 24 horas e, em seguida, tiveram suas colbnias

guantificadas.

2.5 Anélise dos dados de crescimento para obtencdo dos modelos

Foi empregada a metodologia de dois estagios para desenvolvimento do
modelo de crescimento de B. thermosphacta em caldo de carne.

No primeiro estagio, a taxa especifica de crescimento maximo (U, € a
fase lag (A) foram estimadas para cada uma das combinagdes experimentais. Os
pardmetros de crescimento foram obtidos pelo ajuste da equagdo modificada de
Gompertz e da equacdo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais, por meio
do uso do programa DMFit 3.0.

As estimativas que foram obtidas para Mm.x foram ajustadas para o
modelo de Ratkowsky estendido, para verificar o efeito da temperatura e do pH
na taxa especifica maxima de crescimento de B. thermosphacta. Para tanto,

utilizou-se a seguinte equag&o:

Mmax = A (pH - pHmim)- (T - Tmim)2 (1)

em que a é a constante de regressdo, pHmim € Tmim S80, respectivamente, o pH

minimo e a temperatura minima teoricamente estimados para o crescimento dos

micro-organismos.
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2.6 Validacao dos resultados pela anélise estatistica dos modelos

Para a verificacdo dos modelos foram calculados o0s parametros
estatisticos coeficiente de correlacdo (R?), erro quadrado médio (EQM), fator
bias e fator exatiddo (SAMAPUNDO et al., 2005).

O coeficiente  de correlagdo (R?) descreve o ajuste do modelo em toda
a extensdo da curva. Quanto mais préximo de 1, melhor o ajuste do modelo.

O erro quadrado médio (EQM) é dado pela Equagdo 2 e apresenta o
erro do modelo em relacdo aos dados, ou seja, quanto os valores preditos
sdo proximos dos valores observados. Portanto, quanto mais proximo de zero,
melhor o ajuste.

Na Equacéo 2, valors,s € 0 valor experimental, valory.q € valor predito
pelo modelo, SQR é a soma dos quadrados residuais, n é o nimero de graus de

liberdade (niumero de pontos experimentais — nimero de parametros do modelo).
EQM = SQR/n = F;(valorps — Valoryeg)’ /n 2)

O fator bias, que esta apresentado na Equagdo 3, procura dar o
mesmo peso na média dos valores que sobreestimam e subestimam a média, ou

seja, € um desvio relativo médio.

) Z log(valorobservado [ valorpredito J\'
Fator bias=10 " '

@)

Na Equagdo 3, valorobservado é o valor experimental, valorpredito é o
valor predito pelo modelo e n é o nimero de dados menos os parametros do

modelo.
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O fator exatidao é o pardmetro estatistico mais idéneo e rigoroso, pois
usa os valores preditos e os observados, avaliando a porcentagem de erro na
predicdo. Este fator s6 leva em conta os valores absolutos. Quanto mais proximo
de 1, menor a porcentagem de erro. O célculo do fator exatiddo foi realizado

aplicando-se a Equacao 4.

|1ng[ valorobservado { valorpredito) \

>3
n

Fator de exatidao =10

(4)

em que valorobservado é o valor experimental; valorpredito é o valor predito

pelo modelo e n é o nimero de dados menos 0s parametros do modelo.
2.7 Validacao gréfica

Para facilitar a compreenséo, foi também utilizada a validagdo grafica,
obtida por meio da construcdo de gréaficos de erro percentual relativo (ER),
sendo ER calculado por meio da férmula 5

% erro relativo (ER) = (Vops~ Vprea/Vops) X 100 (5)

em que Vg Se refere ao valor experimental e v,q Se refere ao valor predito pelo

modelo. Assim, é possivel determinar a zona de erro relativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelagem priméria do crescimento de Brochothrix thermosphacta em

caldo de carne

Na Tabela 1 encontram-se os valores de A € umax para B. thermosphacta
a4°C,7°Cel2°C, nos trés valores de pH, 5,5; 6,0 e 6,3 ajustados.

Tabela 1 Parametros de crescimento observado para B. thermosphacta em caldo
decarnea4°C,7°Ce12°C,empH5,5;6,0e 6,3

Baranyi e Roberts Gompertz
Condigdes de A (h) Himax (W) A (h) Himax (N7)
cultivo
4°CepH5,5 4,85 0,036423 - 0,029839
4°CepH6,0 3,24E-07 0,048561 - 0,042477
4°CepH6,3 1,86E-07 0,043232 - 0,035897
7°CepH5,5 13,29 0,065708 11,87 0,060474
7°CepH6,0 10,05 0,078342 8,26 0,070011
7°CepH6,3 6,38 0,073423 - 0,060197
12°CepH5,5 1,41E-06 0,092588 - 0,076627
12°CepH6,0 2,63 0,10998 - 0,090355

12°CepH 6,3 1,59 0,112014 - 0,093117
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Na tabela 2 observam-se os pardmetros estatisticos R> e EQM para
validacdo da modelagem priméria de B. thermosphacta, em todas as condigdes

de temperatura e pH testados.

Tabela 2 R?e EQM para B. thermosphactaa 7 °C e 12 °C, em pH 5,5; 6,0 € 6,3

Baranyi e Roberts Gompertz
Condicao de R? EQM R? EQM
Crescimento
4°CepH5,5 0,99 0,1682 0,99 0,1764
4°CepH®6,0 0,98 0,1444 0,98 0,1453
4°CepH6,3 0,98 0,1341 0,98 0,1348
7°CepH5,5 0,994 0,1149 0,992 0,1356
7°CepH6,0 0,993 0,1335 0,996 0,1047
7°CepH6,3 0,996 0,1065 0,995 0,1144
12°CepH5,5 0,993 0,1267 0,993 0,1267
12°CepH6,0 0,995 0,1099 0,996 0,0958
12°CepH6,3 0,989 0,1600 0,992 0,1358

As equacdes obtidas pelos modelos de Baranyi e Roberts e pelo modelo
de Gompertz modificado para as condi¢cfes de crescimento de B. thermosphacta
a4°C,7°Cel2°C,empH5,5; 6,0 e 6,3, encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 Modelos primérios para crescimento de B. thermosphacta a 4 °C, 7 °C
el2°C,empH 5,5;6,0e6,3

Modelo Condicdo de Equacédo
crescimento
Baranyie 4°CpH5,5 dN/dt= -1,1932043*0,036423*[1-N(t)/7,149077]*N(t)
Roberts 4 °CpH 6,0 dN/dt= - 1*0,048561*[1-N(t)/7,701309]*N(t)
4°CpH6,3 dN/dt=-1*0,043232*[1-N(t)/7,924358]*N(t)
Gompertz  4°CpH5,5  LogN(t)=3,838248 + 3,49116117exp{-exp [-0,023233 (t-43,04189)]}
4°CpH6,0 LogN(t)=3,810863 + 3,81597145exp {-exp [-0,030258(t-33,04901)]]
4°CpH6,3  LogN(t)=3,977424 + 4,19993083exp{ -exp [-0,02323 (t-43,04189)]}
Baranyie 7°CepH5,5 dN/dt=2,3944289*0,065708*[LN(t)/7,97826 7]*N(t)
Roberts 7°CepH6,0 dN/dt=2,3944389*0,078342*[1N(t)/8,258502]*N(t)
7°CepH6,3 dN/dt=1,5980269*0,073423*[1N(t)/8,353738]*N(t)
Gompertz  7°CepH55  LogN(t)=4,137266+3,70408461exp{-exp[0,044379(t-34,40365)]}
7°CepH 6,0 LogN(t)=4,074842+4,05749568exp{-exp[0,046903(t- 29,58479)]}
7°CepH 6,3 LogN(t)=4,063964+4,17958697exp{-exp[0,039151(t- 25,54234)]}
12°CepH55 dN/dt=1,0000001*0,092588*[1N(t)/8,332531]*N(t)
Baranyle 15 ¢ e pH 6,0 dN/dt=-1,3350782*0,10998*[1-N(t)/8,491625]*N(t)
Roberts 15 0c ¢ pH 6,3 dN/dt=-1,195696*0,112014*[1-N(t)/8,472856]*N(t)
12°CepH5,5  LogN(t)=4,30574+3,93048849exp{-exp[-0,052994 (t-18,86998)]}
Gompertz

12°CepH 6,0 LogN(t)=4,448302+3,96353344exp{-exp[0,061968(t- 16,13748)]}
12°CepH 6,3 LogN(t)=4,510883+3,88615589exp{-exp[0,065133(t-15,35312)]
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Pela analise dos dados dispostos na Tabela 1 nota-se que a fase lag
estimada pelo modelo de Baranyi e Roberts é bem curta nas condigdes testadas,
sendo praticamente inexistente a 4 °C, em pH 6,0 € 6,3 e a 12 °C, em pH 5,5.
Com relacdo a taxa especifica maxima de crescimento, esta apresenta, em pH
6,0, valor mais elevado tanto a 4 °C quanto a 7 °C, fato confirmado pelos dois
modelos aplicados, confirmando que o meio com pH 6,0 é mais favoravel ao
crescimento de B. thermosphacta. Esse crescimento mais acelerado em pH 6,0 é
notadvel quando se compara o nivel populacional alcangado por B.
thermosphacta. Por exemplo, concentracéo em torno de 10° UFC/mL, ordem na
qual os sinais deteriorativos comegam a surgir, € alcangada em torno de 50 horas
a 4 °C, em pH 6,0, enquanto, nas outras condigdes, pH 55 e 6,3, essa
concentracdo € atingida apenas por volta de 70 horas. Portanto, pode-se inferir
que carne com pH 5,5 ou 6,3, armazenada a 4 °C, se conserva melhor do que
com pH 6,0 (APENDICE A).

O fato de o crescimento de B. thermosphacta apresentar fase lag de curta
duracdo em todas as condi¢es testadas ocorreu, provavelmente, devido a etapa
de ativacdo da cultura antes de inoculacéo em caldo de carne.

Nota-se também, a 7 °C, um decréscimo da duracdo da fase lag de 13,28
horas para 6,28 horas, a medida que o pH torna-se mais proximo da neutralidade

Ja a analise dos parametros de crescimento a 12 °C mostra a fase lag,
estimada apenas pelo modelo de Baranyi e Roberts, bem curta, especialmente
em pH 5,5 e aumento de Pmax @ medida que se eleva o pH.

Ao se analisar o comportamento de B. thermosphacta em relacdo a
elevacdo da temperatura de 7 °C (ideal para refrigeracdo) para 12 °C
(temperatura de abuso), observa-se diminuicdo consideravel da fase lag, de
13,28h; 10,05h e 6,38h para 1,41*10°h; 2,36h e 1,59h, em pH 5,5; 6,0 e 6,3
respectivamente. Nota-se também aumento nas taxas especificas de crescimento
maximo de 0,065708 h*, 0,078342 h™* e 0,073423 h*, em pH 5,5; 6,0 e 6,3,
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respectivamente, pelo modelo de Baranyi e Roberts, para 0,092588 h™, 0,10998
h™ e 0,112014 h™, respectivamente e de 0,060474 h™, 0,070011 h™ e 0,060197 h’
! em pH 5,5; 6,0 e 6,3, respectivamente, pelo modelo de Gompertz modificado
para 0,076627h™, 0,090355h™ e 0,093117h™, respectivamente. Ja a comparacio
dos valores preditos para Umax, quando a temperatura passa de 4 °C, ideal para
refrigeracdo, para 12 °C, temperatura de abuso, percebe-se que essas taxas mais
gue dobram. Ressalta-se, assim, a importancia o uso de baixas temperaturas para
retardar o aparecimento de alteracbes na carne que ocorrem pelo
desenvolvimento de bactérias deterioradoras (ERCOLINI et al, 2009).

A elevagdo da temperatura de 4 °C para 7 °C provocou 0 aumento da
fase lag de 4,85h para 13,29h, porém, depois de 7 °C para 12 °C, decaiu para
1,41*10°*

A comparacdo de todas as condigdes de crescimento aplicadas ao B.
thermosphacta mostra que a medida que a temperatura € elevada, tmax também
se eleva e que a elevacao do pH resultou em aumento de .. apenas a 12 °C, ja
que, nas outras temperaturas testadas, notou-se que o crescimento no pH
intermediario testado (6,0) apresentou maior pmax € 0 aumento de pH resultou
também em diminuigdo de A, em duas condic¢Ges de temperatura (4 °C e 7 °C).

Com relagdo a A, ndo foi observada correlacdo direta entre pH e
temperatura para este parametro. Apenas nota-se que a elevacdo da temperatura
de 4 °C para 7 °C promoveu aumento da duracéo da fase lag de 4,85h 3,24*10"'h
e 1,86*10'h, em pH 55; 60 e 6,3, para 13,29n, 10,05h e 6,38h,
respectivamente, ao mesmo tempo em que a elevacdo do pH em cada uma
dessas temperaturas provocou diminuicdo da fase lag & medida que pH se
aproxima da neutralidade.

Pode-se dizer que os valores de A e pmax eStimados pelos modelos
primarios de crescimento sdo considerados validos, ja& que, para todas as

condicdes de cultivo e para os dois modelos testados, apresentaram R? bem
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préximos de 1 e EQM proximos a zero (Tabela 2). Isso significa dizer que os
dados experimentais de crescimento de B. thermosphacta se ajustaram bem as
curvas de Baranyi e Roberts e Gompertz modificado e os valores preditos
encontram-se proximos dos observados. De maneira geral, 0 modelo de Baranyi
e Roberts apresentou ajuste discretamente melhor aos dados experimentais.

Uma vez validadas, as equacBes primarias obtidas (Tabela 3) podem ser
utilizadas para predigédo de crescimento de B. thermosphacta em caldo de carne,

nas condicdes de cultivo testadas.

3.2 Modelagem secundaria do crescimento de Brochothrix thermosphacta

em caldo de carne

Na Tabela 4 observam-se 0s modelos secundarios gerados para modelar
efeito da temperatura e do pH na taxa especifica de crescimento méaxima. Para B.
thermosphacta, verificou-se, em condicBes experimentais, que pH 4,0 e
temperatura 0 °C sdo considerados valores minimos para o crescimento deste

micro-organismo.

Tabela 4 Equacges modelos secundarios para B.thermosphacta

Modelo Modelo secundario da raiz quadrada

primario

Baranyi e Roberts  pnax=4,61577*10°[(T-(-10,977245)]**(pH- 1,5099520)

Gompertz Hmax = 0,0000367[(T -(-11,7047))]2* (pH - 1,567511)

Utilizaram-se 0s métodos estatistico e grafico para validacdo dos

modelos secundarios de crescimento de B. thermosphacta em caldo de carne.
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Pelo método estatistico foram obtidos os valores para o coeficiente de
determinacdo (R?, o erro médio quadréatico (EMQ), o fator bias e o fator
exatiddo. Esses pardmetros calculados para 0s modelos secundarios gerados a
partir dos priméarios Baranyi e Roberts e Gompertz modificado estdo dispostos

na Tabela 5.

Tabela 5 Parametros estatisticos, R?, EQM, fator bias e fator exatiddo, para

validagdo da modelagem secundaria de B. thermosphacta

Modelos R? EQM Fator bias Fator
exatiddo

1 0,9323 0,0136 0,9982 1,3845

2 0,8630 0,0175 0,9971 1,0799

1 modelo da raiz quadrada gerado a partir modelo de Baranyi e Roberts, 2 modelo da
raiz quadrada gerado a partir modelo de Gompertz modificado

Outro tipo de validagdo utilizado para facilitar a interpretacdo de quéo
confiavel é uso de determinado modelo na predi¢cdo microbiana é a construgdo
do grafico de erro percentual relativo (ER). Assim, tem-se a ideia da amplitude

da zona na qual varia esse erro, como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 Erro percentual relativo (ER) entre valores observados e valores
preditos para ey de B. thermosphacta. A: modelo secundario gerado a
partir de Baranyi e Roberts, B: modelo secundario gerado a partir de

Gompertz modificado

Obtidos os pardmetros de crescimento A € max, Para se saber como 0s
fatores pH e temperatura de armazenamento influenciaram estes parametros
crescimento de B. thermosphacta, utilizou-se a modelagem secundaria. Porém,
como, em alguns casos, a fase lag foi muito pequena e, até mesmo suprimida, a
modelagem secundéria foi realizada apenas em relagéo ao pard@metro pmax. .

Assim, por meio das equacBes geradas por essa modelagem (Tabela 4),
podem-se variar combinagdes de valores de temperatura e pH e estimar a taxa
especifica maxima com que crescera B. thermosphacta em caldo ou carne ou em
carne fresca, uma vez que o caldo de carne simula as condi¢6es nutricionais da
carne fresca. Por exemplo, carne com pH inicial de 5,6 e armazenada a 4 °C,
pelo modelo de Baranyi e Roberts, apresentara [y de 0,04234h™. J4 carne com
pH inicial de 6,2 e armazenada a 9 °C apresentara pmax de 0,08639h™. Nota-se,
por esses valores, que a elevacdo de pH e da temperatura impacta
consideravelmente na elevagéo de Hmax.

Pela analise dos dados da Tabela 5, é possivel notar que o modelo
secundario gerado a partir do modelo primario de Baranyi e Roberts apresenta

bom ajuste modelo de Ratkowsky aos dados experimentais. J& 0 modelo gerado
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a partir da modelagem de Gompertz modificado apresenta ajuste razodvel, uma
vez que quanto mais longe de 1 pior é o ajuste.

Quanto ao erro quadrado médio, ambos os modelos secundarios
apresentam erro baixo, 0,0136 e 0,0175, para Baranyi e Roberts e Gompertz
modificado, respectivamente. Ainda assim, o modelo gerado a partir de Baranyi
e Roberts apresentou melhor ajuste, devido ao fato de seu valor estar mais
proximo de zero, demonstrando que, para este modelo, os dados preditos se
aproximam mais dos dados experimentais do que para 0 modelo gerado a partir
de Gompertz modificado.

O fator bias, outro pardmetro utilizado para a validagdo de modelos,
estima a diferenca média entre os valores observados e preditos, sendo que,
quanto mais préximo de 1 melhor, pois, assim, a resposta predita sera igual a
observado. Para os dois modelos secundarios gerados, o fator bias teve bom
desempenho e, em ambos 0s casos, este valor foi menor que 1, o que significa
dizer que os modelos falham na zona segura, ou seja, 0s valores preditos sdo
menores gque os observados. Mas, ainda assim, o modelo gerado a partir de
Baranyi e Roberts apresentou melhor fator bias.

Por fim, o calculo do fator exatiddo utilizado com a intencdo de avaliar a
porcentagem de erro da previsdo revela menor erro de previsdo, desta vez para o
modelo secundéario gerado a partir da modelagem priméaria de Gompertz
modificado, ja que o fator exatiddo para este modelo foi mais proximo a 1.

Pela andlise visual das curvas da Figura 1, nota-se uma porcentagem de
erro relativo bem semelhante para os modelos secundarios. Eles variaram em
uma margem de, praticamente, 10%, podendo, entdo, ser ambos considerados
seguros para a predicdo do crescimento de B. thermosphacta em carne fresca.

Portanto, considerando os parametros estatisticos e a validagdo gréfica, o
modelo secundério de Ratkowsky para avaliacdo da influéncia dos fatores pH e

temperatura de incubagdo no crescimento de B. thermosphacta obtidos a partir
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de dados gerados pelo modelo priméario de Baranyi e Roberts apresenta ligeira
vantagem quanto a validacéo das equacOes secundarias geradas.

4 CONCLUSAO

A modelagem do crescimento de B. thermosphacta em caldo de carne
apresentou bom ajuste das curvas dos modelos primarios aos dados
experimentais e baixo desvio entre valores observados e valores preditos,
podendo, entdo, ser utilizada para predicdo do crescimento de B. thermosphacta
nas mesmas condicdes testadas. Notou-se que a alteracdo do pH ndo impactou
tanto nos pardmetros de crescimento como a alteragdo da temperatura.

Quando se analisou o efeito da temperatura nos parametros de
crescimento, notou-se que a elevacdo da temperatura ocasionou a elevagédo de
Mmax, Para ambos os modelos testados e o maior A, foi obtido na temperatura de 7
°C, observando-se uma queda brusca deste pardmetro quando a temperatura
subiu para 12 °C.

Ja a andlise conjunta do efeito do pH e da temperatura revela que a
medida que se eleva 0 pH e a temperatura, aumenta-se pmax, iS50 a 12 °C ¢, de
maneira geral, pode-se dizer que, a medida que estes parametros se elevam
concomitantemente, observa-se uma diminuicdo de A.

Por fim, os modelos secundarios gerados apresentaram bons indices
estatisticos (R?, EQM, fator bias e fator exatiddo) para ambos os modelos
primarios que os geraram, o gque os torna validados, para estimativa de Umax de B.

thermosphacta, quando variam a temperatura e o pH.



115

REFERENCIAS

COUVERT, O. et al. Validation of a stochastic modelling approach for Listeria
monocytogenes growth in refrigerated foods. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 144, p. 236-242, 2010.

DAINTY, R. H.; MACKEY, B. M. The relationship between the phenotypic
properties of bacteria form chill-stored meat and spoilage processes. Food
Society for Applied Bacteriology Symposium Series, v. 21, p. 103-114, 1992,

ERCOLINI, D. et al. Mesophilic and psychrotrophic bacteria from meat and
their spoilage potential in vitro and in beef. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v. 75, n. 7, p. 1990-2001, Apr. 2009.

JUNEJA, V. K,; MARKS, H. M.; HUANG, L. Growth and heat resistance
kinetic variation among various isolates of Salmonella and its application to risk
assessment. Risk Analysis: an official publication of the Society for Risk
Analysis, New York, v. 23, p. 199 —213, 2003.

NOWAK, A.; PIOTROWSKA, M. Biochemical activities of Brochothrix
thermosphacta . Meat Science, Barking, v. 90, n. 2, p. 410-413, Feb. 2012.

NYCHAS, G. E. et al. Meat spoilage during distribution. Meat Science,
Barking, v. 78, n. 1-2, p. 77-89, Jan. 2008.

PIN, C. et al. Effect of modified atmosphere composition on the metabolism of
glucose by Brochothrix thermosphacta. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v. 68, n. 9, p. 44414447, Sept. 2002.

SAMAPUNDO, S. et al. Predictive modelling of the individual and combined
effect of water activity and temperature on the radial growth of Fusarium
verticilliodes and F. proliferatum on corn. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 105, n. 1, p. 35-52, July 2005



116

APENDICE

APENDICE A- Curvas da modelagem primaria do crescimento de B.

thermosphacta nos diferentes valores de temperaturas e pH testados

8 B. thennosphacta i 49°C em pH 5.5 & B. thermosphacta 3 4°C em pH 6,0
g 7 g 8
g g
= = 7
g 6 2
£ 5 s
ET > - EX
5 E SE S
s E Py = E
§C 4 g0 o
= . = a4
B £ ¥
D= 3 T =
g 2 3
R s
B A ¢ B
= 1 a 1
0 a
0 20 40 60 80 100 120 140 o 20 40 80 B0 100 120 140
Tempo (h) Tempo (h)
9 - B. thennosphacta i 4°C em pH 6,3
g &
3
= 7
=
=
= 6 -
E=
®E 57
=
o
= 4 A
2
=
3
2 C
14
a T T T T T T 1
o 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)
Ajuste Baranyi e Roberts Ajuste Gompseriz 0 Dados experimentais

Figura 1 Modelagem priméria do crescimento de B. thermosphacta a 4 °C, em
pH 5,5 (A), em pH 6,0 (B) e em pH 6,3 (C)
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Figura 2 Modelagem priméaria do crescimento de B. thermosphacta a 7 °C, em
pH 5,5 (A), em pH 6,0 (B) e em pH 6,3 (C)
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Figura 3 Modelagem primaria do crescimento de B. thermosphacta, a 12 °C, em
pH 5,5 (A), em pH 6,0 (B) e em pH 6,3 (C)



