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RESUMO - O aumento da temperatura pode levar ao aumento da velocidade de
crescimento de microrganismos como Byssochlamys fulva, que é um fungo
termorresistente capaz de crescer em sucos de fruta. O objetivo deste trabalho foi a
obtencdo de um modelo matematico que possa prever o crescimento de B. fulva em
condicBGes ambientais ndo-isotérmicas e que possa ser utilizado para o estabelecimento da
vida atil de sucos contaminados por este microrganismo. O crescimento de B. fulva em
suco de macé solidificado ao longo do tempo foi avaliado por medidas do diametro das
colbnias e pelo conteudo de ergosterol. As curvas de crescimento foram descritas pelo
modelo de Baranyi e Roberts, e a dependéncia dos pardmetros com a temperatura foi
descrita por modelos secundarios apropriados. A predicdo do crescimento foi reaizada
para dois diferentes perfis de temperatura para cada método de medicdo. No primeiro
perfil, placas foram incubadas a 10 °C, com aumento gradativo de temperatura até atingir
30 °C, e no segundo perfil houve a diminuicdo gradativa da temperatura de 30 °C para 10
°C. Os resultados experimentais mostraram que foi possivel predizer o crescimento de B.
fulva em suco de maca solidificado em condig¢fes ndo-isotérmicas com o uso dos modelos
matematicos propostos.

Palavras-chave: crescimento de fungos, microbiologia preditiva, condi¢cGes né&o-
isotérmicas.

1. INTRODUCAO
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Algumas espécies de fungos apresentam caracteristicas que os tornam mais resistentes ao
calor devido a sua capacidade de producdo de ascésporos. Espécies como Byssochlamys,
comumente encontrados em produtos de frutas, sdo descritos como produtores de micotoxinas
(Sant’Ana et al., 2009).

Muitos modelos matematicos sdo baseados em dados experimentais de crescimento
microbiano em condigdes constantes. No entanto, condigdes tais como temperatura, atividade de
agua ou composicao da atmosfera gasosa sdo muitas vezes variaveis durante o armazenamento.
Diante disso, varios trabalhos tem sido publicados nos Gltimos anos sobre modelos dindmicos,
que sdo modelos que permitem predizer o crescimento de microrganismos sob condicdes que
variam ao longo do tempo de armazenamento, principalmente condi¢cBes ndo-isotérmicas
(Gospavic et al., 2008; Gougoli e Koutsoumanis, 2010). A temperatura € um fator importante na
deterioracdo de alimentos especialmente deterioracdo microbiana, uma vez que a velocidade de
crescimento especifico e a fase de adaptacdo sdo altamente dependentes da temperatura
(Corradini e Peleg, 2005; Giannuzzi et al., 1998; Longhi et al., 2013).

Estudos prévios sobre o efeito da temperatura no crescimento de fungos tém sido
realizados em condicBes isotérmicas. No entanto, flutuacGes de temperatura sdo frequentemente
encontradas durante a distribuicdo e armazenamento de alimentos (Koutsoumanis, 2001;.
Laguerre et al., 2002). Embora varios modelos publicados facam a predicdo de crescimento
bacteriano em condicdes de temperatura dindmicas (Gougouli et al., 2008, Koutsoumanis, 2001;
Zwietering et al., 1994; Longhi et al., 2013), trabalhos sobre o comportamento de fungos em
condicdes nao-isotérmicas ainda Sao escassos.

O desenvolvimento de um modelo preditivo de crescimento para condi¢cGes nao-
isotérmicas envolve dois passos principais. No primeiro passo, 0s parametros de crescimento sao
obtidos a partir do ajuste dos modelos primarios aos dados experimentais obtidos sob diferentes
condicdes isotérmicas. Depois disso, no segundo passo, a influéncia da temperatura sobre os
parametros de crescimento é descrita por modelos secundarios. Para estimar o crescimento
microbiano sob condigdes ndo-isotérmicas, a forma diferencial do modelo priméario de
crescimento deve ser utilizada (Corradini e Peleg, 2005)

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um modelo para predizer o crescimento de
B. fulva em condigdes ndo-isotérmicas atraves da medida do didmetro da colonia e do conteudo
de ergosterol e validar o modelo com dados experimentais obtidos em diferentes perfis de
temperatura.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e Meios de Crescimento

Neste estudo, o crescimento de Byssochlamys fulva 10C 4518 isolado de suco
concentrado de maca (Saloméo et al., 2008) foi analisado. O suco de macd clarificado foi
elaborado a partir do suco de macgéd concentrado (70 °Brix) fornecido pela empresa de sucos
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Fischer S/A de Videira/SC. A correcdo do pH do suco foi realizada com solucdes de hidréxido de
sodiol M ou acido cloridrico 1 M, conforme a necessidade, até atingir o pH de 3,8. Para o ajuste
dos valores de concentracdo de sélidos sollveis e de a, do suco, foram utilizados o suco
concentrado e &gua destilada. O teor de solidos soltveis foi ajustado com o auxilio de um
refratdmetro (AR200 Reichert) e, posteriormente, foi realizada a medicéo da a,, no medidor de a,
modelo Aqua Lab Models Series 3TE. Apds formulacdo do suco, adicionou-se 1,5 g de agar para
cada 100 mL de suco e as amostras foram tratadas termicamente a 115 °C/1 min.

2.2 Avaliacdo do Crescimento de B. fulva

A avaliacdo do crescimento de B. fulva foi realizada através da medida do didmetro das
colbnias e pela avaliacdo do conteddo de ergoterol, de acordo com Tremarin (2013). Os dados
experimentais obtidos foram utilizados para validar as predi¢cdes geradas nas simulagdes dos
modelos matematicos em condi¢cdes ndo-isotérmicas.

2.3 Modelagem do Crescimento Microbiano em Condices N&o-Isotérmicas

O modelo matematico simplificado (sem fase estacionaria) de Baranyi e Roberts (1994),
Equacdo 1, foi utilizado para predizer o crescimento dos fungos em condicdes ndo-isotérmicas.
Na Equacdo 1, D(t) é a varidvel do crescimento dos fungos em fungdo do tempo t, ou seja,
diametro das coldnias [mm] ou contetdo de ergosterol [mg/L], A é a duracdo da fase de adaptacédo
[h], umax é @ velocidade maxima de crescimento [mm/h ou mg/Lh]. Em estudos anteriores, 0s
parametros do modelo primario foram obtidos a partir de dados de crescimento sob condi¢cbes
isotérmicas, de onde os modelos secundéarios das Equacdes (2), (3), (4) e (5) foram obtidos, os
quais descrevem a dependéncia dos parametros pimax € A COm a temperatura.

dD(t) _ Hom (T(1))

&t L o TOTT(O)~ 1)~ 0Pt (TOID)] @
H sia (T (£)) = 0,046(T —5.88) )

Fmaerg (T (1)) = 0,00124T +0,0111 3)

1/ A4ia (T (t)) = 0,0051(T +2,93) (4)

1/ Ay (T (1)) = 0,0036(T —1,46) (5)

As Equacdes (1), (2) e (4) foram utilizadas para predizer o crescimento do didmetro das
coldnias de B. fulva em condiges ndo-isotérmicas, enquanto que as Equagdes (1), (3) e (5) foram
utilizadas para predizer o crescimento do conteudo de ergosterol de B. fulva em condic¢des néo-
isotérmicas.
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Dois perfis de temperatura diferentes foram utilizados para simular condi¢Ges de
crescimento ndo-isotérmicas. Na primeira condi¢do estudada, a incubagdo das placas ocorreu na
temperatura inicial de 10 °C, aumentando gradativamente (cerca de 1,27 °C a cada 24 h) até
atingir a temperatura de 30 °C, permancendo nesta temperatura até que o crescimento atingisse
toda a placa. Na segunda condicdo estudada, incubaram-se as placas na temperatura inicial de
30 °C, diminuindo gradativamente (cerca de 1,27 °C a cada 24 h) até atingir a temperatura de
10 °C, permancendo nesta temperatura até que o crescimento atingisse toda a placa. Os perfis de
temperatura podem ser observados nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

O aplicativo computacional Matlab 7.10 foi utilizado para resolver numericamente o
problema matematico, gerando as predi¢des do crescimento de B. fulva nos dois diferentes perfis
de temperatura. As equacdes foram resolvidas numericamente utilizando-se a funcdo ode23.

2.4 Analises Estatisticas

Os findices estatisticos coeficiente de correlacdo (R?), raiz do erro médio quadratico
(RMSE), e fatores bias e exatiddo (Ross, 1996) foram utilizados para avaliar a capacidade dos
modelos matematicos em predizer o crescimento microbiano em condi¢cBes ndo-isotérmicas
(processo de validacao).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelos para Predi¢do do Crescimento pelo Diametro das Col6nias

As Figuras 1 e 2 apresentam as curvas de crescimento de B. fulva predito e observado
para os respectivos perfis de temperatura ndo-isotérmicos. Os dados obtidos dos experimentos
nas condi¢fes ndo-isotérmicas propostas apresentaram valores proximos a curva de predicdo
pelos modelos matematicos de crescimento. Para o perfil de temperatura de 10 para 30 °C os
dados experimentais ficaram um pouco acima da curva de predicdo, apresentando uma falha
segura de predicdo. Para o perfil de temperatura de 30 para 10 °C os dados experimentais ficaram
proximos da curva de predicdo, apresentando uma falha segura até o tempo de 168 h, passando
entdo para falha perigosa quando o fungo estd com diametro elevado.

Os valores dos indices estatisticos de comparagdo entre os dados experimentais e a curva
de predicdo do modelo matemético foram obtidos. Os valores de R* = 0,997, RMSE = 5,64, fator
bias = 1,12 e fator exatiddo = 1,12 foram obtidos para o perfil de 10 a 30 °C, e os valores de R? =
0,953, RMSE = 11,92, fator bias = 1,15 e fator exatiddo = 1,21 foram obtidos para o perfil de 30
a 10 °C. Os valores encontrados para os indices estatisticos indicam que o modelo avaliado
fornece predicdes satisfatorias do crescimento de B. fulva avaliando-se o didmetro das colonias.

Silva et al. (2013) avaliaram o desempenho de um modelo baseado no modelo de
Gompertz para predizer o crescimento do didametro de colonias de B. Fulva em polpa de papaia
em condic¢es de flutuacdo de temperatura variando de 15 a 35 °C. Os autores também obtiveram
resultados satisfatérios da capacidade do modelo para prever o comportamento de crescimento
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dos fungos quando ocorre mudanca suave de temperatura. Gougouli e Koutsoumanis (2010)
obtiveram resultados semelhantes em estudo realizado com Penicillium expansum e Aspergillus
niger. O modelo linear de duas fases foi utilizado pelos autores.

A literatura afirma que resultados obtidos em meio de cultura podem ser utilizados para
compreender o comportamento dos fungos e estudar o crescimento em produtos alimentares
(Gougoli e Koutsoumanis, 2010). Neste trabalho, as curvas de crescimento de B. fulva foram
avaliadas em suco de macé solidificado e, por isso, 0 presente estudo é importante devido a sua
aplicagdo em alimentos.

Figura 1 — Curvas do crescimento de B. fulva predita pelo modelo matematico (linha continua) e
obtida experimentalmente (pontos) obtidas através de medidas do didametro das colénias para as
condicdes nao-isotérmicas (linha pontilhada) do perfil de temperatura 1 (10-30 °C).

150 30

— | &)
£ 120+ 25 2.
£ s
g 90 - 20 %
2 60 115 8
‘E # Dados Experimentais o
a 30 Modelo matematico |{4q E

Perfil de Temperatura =

0 | | | | T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (h)

Figura 2 — Curvas do crescimento de B. fulva predita pelo modelo matematico (linha continua) e
obtida experimentalmente (pontos) obtidas através de medidas do diametro das coldnias para as
condicdes nao-isotérmicas (linha tracejada) do perfil de temperatura 2 (30-10 °C).
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3.2 Modelos para Predicdo do Crescimento pelo Contetudo do Ergosterol

As Figuras 3 e 4 apresentam as curvas de crescimento de B. fulva predito e observado
para os respectivos perfis de temperatura ndo-isotérmicos. Para o perfil de temperatura de 10 para
30 °C os dados obtidos dos experimentos nas condi¢es ndo-isotérmicas propostas apresentaram
valores préximos a curva de predicdo pelos modelos matematicos de crescimento. Por sua vez,
para o perfil de temperatura de 30 para 10 °C os dados obtidos dos experimentos nas condi¢bes
ndo-isotérmicas propostas apresentaram valores acima da curva de predicdo pelos modelos
matematicos de crescimento, indicando que o modelo apresenta falha perigosa.

Os valores dos indices estatisticos de comparacdo entre os dados experimentais e a curva
de predicio do modelo matematico foram obtidos. Os valores de R? = 0,900, RMSE = 0,59, fator
bias = 0,86 e fator exatiddo = 1,47 foram obtidos para o perfil de 10 a 30 °C, e os valores de R? =
0,856, RMSE = 1,33, fator bias = 0,41 e fator exatiddo = 2,43 foram obtidos para o perfil de 30 a
10 °C. Os valores encontrados para os indices estatisticos indicam que experimentos adicionais
do contetdo de ergosterol sdo necessarios para a validacdo do modelo matematico.

Figura 3 — Curvas do crescimento de B. fulva em condicGes ndo-isotérmicas predita pelo modelo
matematico (linha continua) e obtida experimentalmente (pontos) obtidas através de medidas do
contetido de ergosterol para o perfil de temperatura 1 (10-30 °C).
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Figura 4 — Curvas do crescimento de B. fulva em condicGes ndo-isotérmicas predita pelo modelo
matematico (linha continua) e obtida experimentalmente (pontos) obtidas através de medidas do
conteudo de ergosterol para o perfil de temperatura 2 (30-10 °C).
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4. CONCLUSOES

Os modelos matematicos propostos (modelo primario de Baranyi e Roberts simplificado e
outros modelos secundarios apropriados) para predizer o crescimento do diametro da coldnia de
B. fulva em suco de maca solidificado apresentaram resultados muito préximos dos dados
experimentais obtidos em condi¢es ndo-isotérmicas, indicando que o modelo tem validade
pratica. Por sua vez, os modelos matematicos propostos para a predicdo do crescimento do
conteddo de ergosterol de B. fulva em suco de macd solidificado apresentaram resultados
insatisfatorios pois ndo mostraram uma boa predicdo, indicando que experimentos adicionais sdo
necessarios validar o modelo. Os modelos matematicos propostos e validados neste trabalho
podem ser Uteis para predizer o crescimento de B. fulva na faixa de temperaturas estudadas,
possibilitando a predicdo na pratica da vida Util de sucos de maca.
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