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RESUMO - As bactérias acido lacticas (BAL) estdo entre os principais grupos de
microrganismos responsaveis pela deterioracdo de produtos céarneos refrigerados,
embalados a vacuo e em atmosfera modificada. O crescimento das BAL pode ser predito
por modelos matematicos que descrevem a influéncia de diferentes fatores ambientais
(como condigdes ndo-isotérmicas) sobre o crescimento microbiano. O objetivo deste
trabalho foi obter um modelo matematico capaz de predizer o crescimento de
Lactobacillus viridescens em condi¢Bes ndo-isotérmicas de cultivo em meio MRS. As
curvas de crescimento foram descritas pelo modelo de Baranyi e Roberts, e a dependéncia
do parametro pmax cOm a temperatura foi descrita pelo modelo da raiz quadrada. O modelo
proposto foi validado com dados experimentais de L. viridescens, com a temperatura
variando de 5 a 11°C, e de 6 a 10°C a cada 24 h. Os resultados mostraram que foi
possivel predizer de forma segura, confirmado através dos indices estatisticos, o
crescimento de L. viridescens em meio MRS em condigdes ndo-isotérmicas.

1. INTRODUCAO

A deterioragdo de alimentos devido a agdo de microrganismos é um problema de grande
importancia que pode gerar grandes perdas econdmicas para as industrias, tornando fundamental a
aplicacdo de tecnologias para prever a vida Gtil e obter produtos com maior qualidade (Zuera-
Consano et al., 2006; Pexara et al., 2002). O comportamento dos microrganismos esta intimamente
associado com a disponibilidade e qualidade do alimento para 0 consumo humano, bem como pelas
condigdes de armazenamento (Sperber e Doyle, 2009).

As bactérias acido lacticas (BAL) pertencem ao grupo das bactérias Gram positivas, ndo
formadoras de esporos, estritamente fermentativas produzindo o &cido lactico como principal produto
final (Lyhs e Bjorkroth, 2008). O crescimento incontrolavel de algumas espécies resulta em um
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impacto negativo como contaminantes, causando a deterioracdo de produtos embalados a vacuo, em
atmosfera modificada, além de produtos carneos processados armazenados sob temperatura de
refrigeracdo (Francoise, 2010). A deterioracdo por essas bactérias € principalmente devido a producéo
de metabdlitos, que influenciam na aparéncia, textura de off-flavors no alimento, causando sabores e
odores desagradaveis (Carr et al., 2002; Nychas et al., 2008).

A microflora natural das carnes e produtos cérneos embalados a vacuo ou em atmosfera
modificada é composta por Lactobacillus spp.. Entre as espécies predominantes a L. viridescens é
considerada uma das espécies mais comuns na deterioracdo de produtos carneos, produzindo
perdxidos que reagem com o0s pigmentos da carne, causando o esverdeamento da mesma (Park et al.,
2001). O conhecimento e o controle da microbiota presente na matéria-prima durante o
processamento carneo sdo essenciais para a garantia da qualidade microbioldgica e caracteristicas
sensoriais do produto final.

Para avaliar o crescimento microbiano de forma mais rapida e precisa, a microbiologia preditiva
vem sendo amplamente utilizada pelo desenvolvimento de modelos matematicos precisos e versateis,
aptos a descrever a evolugdo do crescimento microbiano em produtos alimenticios como funcéo de
condicBes ambientais conhecidas ou mensuraveis (Van Impe et al., 2005). Os modelos preditivos tém
0 objetivo de avaliar o efeito das operacBes de processamento e das condi¢cdes de distribuicdo e
armazenamento na seguranca e qualidade microbiol6gica dos alimentos (McMeekin et al., 2002).

Durante o periodo de estocagem e distribuicdo dos alimentos a temperatura, na qual estes
alimentos estdo submetidos, pode sofrer grandes variagbes. Como a maioria dos modelos preditivos
sdo desenvolvidos para condi¢cfes de temperatura constante, ocorre a necessidade do desenvolvimento
de modelos ndo-isotérmicos que possam avaliar a influéncia da flutuacdo de temperatura ao longo do
tempo. Estes modelos sdo muito validos para a previsdo da vida util dos alimentos, a medida que eles
podem simular as condicdes reais nas quais os alimentos sdo submetidos (Koutsoumanis et. al, 2006;
Cayré et al., 2003). O objetivo deste trabalho foi obter um modelo matematico capaz de predizer o
crescimento de Lactobacillus viridescebs em condicGes ndo-isotérmicas de cultivo em meio MRS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e preparo do inoculo

A cepa de L. virisdescens (CCT 5843 ATCC 12706, Lote 22.07) foi adquirida na forma
liofilizada da colecdo de Culturas André Tosello (Fundacdo Tropical de Culturas André Tosello,
Campinas, Brasil). A cepa foi reidratada conforme indicacgdo e cultivada em caldo de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (Difco, Le Pont de Claix, Franga). Em seguida, foi estocada em microtubos de
polipropileno com caldo MRS contendo 20 % de glicerol a temperatura de — 24 °C para posterior
utilizacdo. Para o preparo do indculo, a cepa congelada a — 24 °C foi reativada em caldo MRS a 30 °C
em estufa (Dist, Floriandpolis, Brasil), por 18 h.
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2.2. Condicgbes de crescimento ndo-isotérmico

Em estudos anteriores foi avaliada a influéncia de diferentes temperaturas isotérmicas sobre os
pardmetros de crescimento de L. viridescens, obtidos pelo modelo priméario de Baranyi e Roberts
(Baranyi e Roberts, 1994). Mediante a obtencdo destes parametros de crescimento foram estudados
alguns perfis de temperatura nao-isotérmico.

Os experimentos foram realizados em frascos de 500 mL, com volume atil de 320 mL e com
1 % (v/v) de indculo. A concentracéo inicial dos experimentos foi de aproximadamente 10° UFC.mL™
e o pH inicial de 6,0 (pH-metro V620, Analion, Ribeirdo Preto, Brasil). Os frascos foram incubados
em estufa (Dist, Florianopolis, Brasil) em dois perfis de temperatura que variaram entre 5-11 °C e 6-
10 °C a cada 24 h, até que as curvas de crescimento atingissem a fase estacionaria. A temperatura
mantida dentro das estufas de incubagéo foi registrada por um datalogger (Testo 174, Lenzkirch,
Alemanha) com registro de temperatura e tempo a cada 5 minutos.

2.3. Construcao das curvas de crescimento

Para a construcdo das curvas de crescimento utilizou-se o método classico de contagem de
células viaveis para determinar o crescimento de L. viridescens ao longo do tempo até que a mesma
atingisse a fase estacionaria. No plagueamento foi utilizado Agar MRS (Difco, Le Pont de Claix,
Franca) com dupla camada, em placas de Petri estéreis descartaveis, incubadas a 30 °C por 48 h em
estufa (Dist, Floriandpolis, Brasil). A contagem foi realizada a partir das placas com 30 a
300 colénias, sendo a contagem expressa em UFC.mL™.

2.4. Predicao do crescimento de L. viridescens em condi¢des ndo-isotérmicas

Os modelos primario de Baranyi e Roberts (Baranyi e Roberts, 1994), Equacdes (1) e (2), e
secundario de Ratkowsky et al. (1982), Equacdo (3), foram utilizados para predizer o crescimento
microbiano em condi¢des ndo-isotérmicas Nas Equacdes (1), (2) e (3), y(t) é o logaritmo natural da
concentracdo celular (y = In(N)) no tempo t; Q(t) é o estado fisioldgico das células no tempo t, pmax €
a velocidade méxima especifica de crescimento; e ymax € 0 logaritmo natural da concentracdo celular
maxima.

dy(t 1

% = M [m}{l— P [Y(1) ~ Ve |} 1)
dQ(t) _

T = Himax (2)
S =0,029(T +133) 3)

As Equac0es (4) e (5) apresentam as condicdes iniciais que possibilitam a solucdo das equacdes
diferenciais (1) e (2), sendo que Y, € o valor do logaritmo natural da concentracdo celular inicial, e Qg
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é o valor do estado fisioldgico inicial das células.
y (O) =Y (4)
Q(O) :Qo (5)

2.5. Validacdo do modelo ndo-isotérmico de L. viridescens

A capacidade preditiva dos modelos néo-isotérmicos de crescimento foi analisada pela
aplicacdo dos indices estatisticos: coeficiente de determinacdo (R2?) (Equacdo 7), raiz do erro médio
quadratico (RMSE) (Equacéo 8), fator bias (Equacéo 9) e fator exatiddo (Equacdo 10) (Ross, 1996).

n

2
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2 _4 o
R =1 ©)
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2
RSS \/Z(Valorobservado_Valorpredito)

RMSE = = (8)
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fator bias =10 " 9)
[ |Og(valorpredito/Valorobservado)]
fator exatiddao =10 " (10)

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

A partir dos modelos primérios e secundérios estabelecidos pelas Equagdes (1), (2) e (3)
foi possivel predizer o crescimento de L. viridescens sob condi¢fes de temperaturas que variam
ao longo do tempo dentro da faixa de temperaturas estudadas (4 °C a 30 °C).

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados da simulagéo do crescimento microbiano nas
condicBes ndo-isotérmicas dos perfis 5-11 °C e 6-10 °C, respectivamente. Para ambos os perfis
de temperatura, as curvas de crescimento ndo-isotérmicas preditas pelos modelos matematicos
superestimaram o crescimento de L. viridescens com relacdo aos dados experimentais,
principalmente na fase exponencial de crescimento.
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Figura 1 — Curva de crescimento de Lactobacillus viridescens sob condi¢des ndo-isotérmicas
predita pelo modelo matematico (linha continua) e obtida experimentalmente (pontos) no perfil
de temperatura 5-11 °C (linha tracejada).
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Figura 2 — Curva de crescimento de Lactobacillus viridescens sob condi¢des ndo-isotérmicas
predita pelo modelo matemaético (linha continua) e obtida experimentalmente (pontos) no perfil
de temperatura 6-10 °C (linha tracejada).

Os valores dos indices estatisticos de comparacdo entre os dados experimentais e a curva de
predicdo do modelo matematico sdo apresentados na Tabela 1. Os valores encontrados para 0s
indices estatisticos indicam que o modelo avaliado fornece predi¢des seguras do crescimento de
L. viridescens em meio de cultivo, pois o valor do fator bias para ambos os perfis de temperatura
foi maior que um.

Tabela 1 — Valores dos indices estatisticos R?, RMSE, fator bias e fator exatiddo da comparaco
entre os dados experimentais e a curvas de predi¢cbes do modelo matematico para os perfis de
temperatura 5-11 °C e 6-10 °C.
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Perfil de indices Estatisticos
Temperatura = 2 RMSE Fator Bias Fator Exatiddo

5-11°C 0.916 1.652 1.758 2.013
6-10 °C 0.931 1.539 1.748 1.900

As variagdes bruscas entre as temperaturas dos experimentos (entre 5 e 11 °C, e entre 6 e
10 °C) podem ter levado o microrganismo a apresentar fases de adaptacdo intermediarias, as
quais tem sido reportadas na literatura por outros autores (Swinnen et al., 2005; Longhi et al.,
2013).

Uma tentativa de predizer o crescimento de L. plantarum com variacGes bruscas na
temperatura foi conduzida por Zwietering et al. (1994) usando o modelo de Gompertz. Os autores
adicionaram termos empiricos para descrever as fases de adaptacdo intermediarias apresentadas
pelo microrganismo, sendo que a modificagdo no modelo aumentou a capacidade preditiva em
73% dos casos. Entretanto, nos casos em que a temperatura do experimento foi proxima da
temperatura minima de crescimento do microrganismo (como é o caso do presente estudo), as
predicdes com o modelo modificado ndo foram satisfatorias. Desta forma, a construcdo de
modelos matematicos que consigam predizer o crescimento microbiano para mudancas bruscas
de temperatura proximas da temperatura minima de crescimento continuam sendo um desafio
para 0s pesquisadores.

Alguns trabalhos na linteratura também tem apresentado problemas de predicdo ao avaliar
0 crescimento de outros microrganismos com variacdo brusca de temperatura proximo da
temperatura minima de crescimento, por exemplo, o crescimento de Pseudomonas spp. em peixe
refrigerado entre 5 e 15 °C (Corradini e Peleg, 2005), e o crescimento de Listeria monocytogenes
em leite pasteurizado entre 4 e 12 °C, e entre -2 e 6 °C (Xanthiakos et al., 2006).

4. CONCLUSAO

O modelo matematico proposto foi validado com os dados experimentais de
L. viridescens para os perfis de variagdo de temperatura entre 5 e 11 °C, e entre 6 e 10 °C a cada
24 h. Os resultados mostraram que foi possivel predizer de forma segura (fator bias maior que
um) o crescimento de L. viridescens em meio MRS em condic¢Bes ndo-isotérmicas.
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