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RESUMO

O queijo ¢ um derivado lacteo pronto para consumo susceptivel ao crescimento de diversos
micro-organismos deteriorantes e patogénicos, dentre os ultimos destaca-se Listeria
monocytogenes. Essa bactéria pode entrar em ambientes de processamento de queijos por meio
do leite cru e aderirem as superficies de contato com alimentos e formarem biofilmes, que sao
dificeis de eliminar, podendo resultar em contaminagdo cruzada do queijo. Nesse contexto,
objetivou-se, neste trabalho, modelar o crescimento de L. monocytogenes em fatias de queijo
branco sob diferentes condigdes isotérmicas de armazenamento, utilizando o sofiware
Microrisk Lab. Os dados de crescimento de L. monocytogenes nas temperaturas entre 5 °C e 25
°C de armazenamento foram adquiridos da pesquisa de Uhlich e colaboradores (2006),
publicada no Journal of Food Safety, disponiveis na base de dados ComBase. O modelo de
Baranyi e Roberts foi ajustado as curvas de crescimento utilizando o MicroRisk Lab, disponivel
online. De acordo com os resultados, pode-se afirmar que o modelo apresentou Otimo
desempenho para descrever o crescimento de L. monocytogenes em fatias de queijo branco nas
cinco temperaturas avaliadas, com valores de R?> > 0,978. Os modelos secundarios
representaram bem a influéncia da temperatura na velocidade especifica maxima de
crescimento, com melhor valor de coeficiente de determinacdo para o modelo do tipo Arrhenius
(R? = 0,994). Além disso, foi possivel realizar duas simulagdes do crescimento de
L. monocytogenes, utilizando o ComBase, em duas diferentes condi¢des de oscilacdo de
temperatura (5-10-15-20 °C e 25-20-15-10 °C), aplicando a equagdo diferencial do modelo de
Baranyi e Roberts. Pode-se verificar que o modelo foi capaz de descrever o comportamento
microbiano, utilizando o modelo secundario do tipo Arrhenius. Enquanto as predigdes
utilizando o ComBase apresentou um comportamento mais proximo do simulado neste trabalho
para a condicdo de oscilagdo partindo de temperaturas elevadas. No entanto, dados
experimentais sdo necessarios para validar o modelo preditivo em condi¢des nao isotérmicas
de armazenamento. Assim, pode-se concluir que a aplicagdo de modelos preditivos e softwares
de facil utilizacdo podem ser usados para orientar os proprietdrios de restaurantes,
estabelecimentos e industrias de laticinios, para preparar e armazenar adequadamente o queijo
fresco fatiado e outros produtos relacionados para evitar o crescimento de L. monocytogenes.

Palavras-chave: Patogeno, seguranga de alimentos, microbiologia preditiva.
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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes ¢ um micro-organismo ubiquo; comumente encontrado no solo, dgua,
animais e em varios ambientes voltados para o ser humano, incluindo instalagdes de processamento
de alimentos (MCINTYRE et al., 2015). A contaminacdo por L. monocytogenes em alimentos prontos
para consumo (APC), incluindo diversas categorias de alimentos, como frutas e vegetais, frios, frutos
do mar e laticinios ¢ uma grande preocupagdo (RUCKERL et al., 2014). Alimentos com alto teor de
umidade e longa vida itil, mesmo em temperaturas de refrigeragdo, representam alimentos que podem
suportar o crescimento de L. monocytogenes suficientes para atingir doencas infecciosas (D’ AMICO
et al., 2010; BARRIA et al., 2020).

O queijo ¢ um dos produtos lacteos fermentados mais antigos, e ja era produzido ha 8.000
anos no Oriente Médio (GOBBETTI et al., 2018). Atualmente, mais de 1200 variedades de queijo
podem ser encontradas em todo o mundo, variando em termos de textura, aspecto, aroma e sabor
(TILOCCA et al., 2020). Os queijos artesanais sao essencialmente artesanais em fazendas e com leite
cru (KAMIMURA et al., 2020). Os queijos de leite cru apresentam sabores mais pronunciados do
que os queijos produzidos com leite tratado termicamente (YOON et al., 2016). Além de papéis
sensoriais e tecnoldgicos, a microbiota de queijos de leite cru pode desempenhar um papel antagénico
contra patogenos de origem alimentar, incluindo L. monocytogenes (CHOI et al., 2020; YOON et al.,
2016).

As infecgdes por L. monocytogenes podem causar doencgas graves ou mesmo fatalidades entre
as mulheres gravidas, bebés e criangas pequenas, idosos e individuos imunocomprometidos
(GERARD et al., 2018; HA et al., 2012; MURRU et al., 2018). Assim, ¢ importante inativar
L. monocytogenes durante a produ¢do de queijo. No entanto, mesmo que o leite seja pasteurizado
durante a produgdo do queijo, ele pode ser contaminado com patdgenos apos o corte, fatiamento e
embalagem, bem como durante o transporte (CDC, 2016). Portanto, etapas adicionais de
descontaminagdo sdo necessarias para inativar os patdgenos durante o manuseio do queijo apds a
fabricagao.

Os micro-organismos deteriorantes ¢ patogénicos em alimentos consiste em um aspecto
relevante para a seguranga de alimentos. Nesse aspecto, a microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta
importante no desenvolvimento de pesquisas, possibilitando estimar os efeitos das operacdes de
manipulacdo, de processamento, de armazenamento e de transporte de alimentos sobre o crescimento,
sobrevivéncia e inativagao dos micro-organismos (USDA, 2016). Para isso, a microbiologia preditiva

engloba conceitos de microbiologia, matematica, estatistica e informatica para estudar a dindmica de
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crescimento de micro-organismos. Ela baseia-se em andlise de todas as fases de crescimento ou
inativagdo do micro-organismo (SCHLEI, 2018).

As ferramentas interativas em microbiologia preditiva, também conhecidos como modelos
terciarios, t€ém sido utilizadas para estudar o comportamento dos micro-organismos nos alimentos,
considerando a composi¢cdo do alimento e as condi¢des de armazenamento. Essas ferramentas sao
softwares que podem ser online ou baixados em diferentes plataformas, sendo muitos deles de acesso

gratuito, como o Microrisk Lab (LIU et al., 2021).

10



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Modelar o efeito de diferentes temperaturas de armazenamento de queijo branco fatiado no

crescimento de Listeria monocytogenes utilizando o software Microrisk Lab.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar um levantamento dos dados de crescimento de L. monocytogenes disponiveis na base de
dados ComBase;

= Ajustar o modelo primario as curvas de crescimento de L. monocytogenes obtidas em diferentes
temperaturas de armazenamento, considerando faixa de temperatura de refrigeracdo e abuso e

avaliar o seu desempenho por meio dos indices estatisticos;

Avaliar a influéncia da temperatura nos parametros de crescimento de L. monocytogenes por meio

do ajuste de modelos secundarios e selecionar o melhor modelo que descreva essa influéncia;

Simular a predi¢ao do crescimento de L. monocytogenes em diferentes oscilacdes de temperaturas

(condig¢des nao isotérmicas).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LISTERIA MONOCYTOGENES

A L. monocytogenes, agente etiologico da listeriose, € reconhecida como entidade patogénica
para os animais desde 1926; contudo, somente na década de 1980 ela passou a merecer maior
consideragdo em saude publica, quando se reconheceu a importancia dos alimentos na cadeia de
transmissdo da infecgdo a0 homem. E uma bactéria patogénica oportunista, capaz de sobreviver e
multiplicar-se fora do organismo dos hospedeiros em meios com nutrientes simples; nos animais e
no homem multiplica-se intracelularmerte (GERMANO; GERMANO, 2019).

A L. monocytogenes ¢ um bacilo Gram-positivo, ndo formador de esporos, catalase positivo e
anaerobio facultativo. Apresenta mobilidade a 25 °C, caracterizada por “saltos”, mas a 35 °C torna-
se imovel. A principal caracteristica dessa bactéria ¢ a capacidade de se multiplicar a temperatura de
refrigeragdo, em meios simples, sem grandes exigéncias nutricionais (FARBER; PETERKIN, 1991;
BUCHANAN et al., 2017). Assim, ¢ capaz de crescer em temperaturas entre -0,4 ¢ 50 °C, permitindo
que as bactérias se multipliquem em produtos alimenticios, mesmo quando devidamente refrigerados,
além de resistir a sucessivos congelamentos e descongelamentos (TIENUNGOON et al., 2000).

As cepas de L. monocytogenes sdo resistentes a condicdes comuns de processamento de
alimentos, como pH extremo, altas concentracdes de sal, baixa atividade de agua e temperaturas de
refrigeracdo, tornando-se uma grande preocupacao para a industria de alimentos. O tempo de geragao
a 35 °C varia de minutos a horas, na dependéncia do meio em que se encontra. O intervalo de pH
otimo ¢ de 6 a 8, mas pode crescer entre 5 ¢ 9. Pode sobreviver por mais de 100 dias a 4 °C, em
concentragdes entre 10,5 e 30,5% de cloreto de so6dio e pode se desenvolver em alimentos com
atividade de agua (aw) baixa (0,83) (PIRONE-DAVIES et al., 2018; GERMANO; GERMANO,
2019).

A listeriose ¢ de grande relevancia em saude publica em duas vertentes: de um lado, a
gravidade da manifestacdo clinica, resultante do comprometimento do sistema nervoso central e do
outro, pelo fato de a infeccdo acometer preferencialmente as gestantes, com nefastas consequéncias
para os fetos. No Brasil, a doenca provocada pela L. monocytogenes em seres humanos, veiculada
por alimentos, ainda ¢ pouco relatada, talvez por causa do elevado nivel de subnotificacdo de Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) ou das dificuldades de diagnostico diferencial com outras
infecgdes nervosas ou decorrentes da gravidez. Contudo, no Rio Grande do Sul, em 2003, pesquisas

que envolveram 148 amostras provenientes de material abortado, placentas e restos fetais revelaram
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a presenga do agente em 34% das amostras analisadas, por meio de métodos imuno-histoquimicos
(GERMANO; GERMANQO, 2019).

A L. monocytogenes ¢ isolada a partir de uma grande variedade de alimentos, entre os quais
se destacam o leite cru ou pasteurizado, sorvete e queijos, produtos carneos crus ou termoprocessados
de diversas origens (bovina, ovina, caprina, suina e aves), peixes crus ou defumados e embutidos
preparados a partir de carne crua fermentadas. Além desses, hd casos ainda de produtos crus de origem
vegetal, de origem marinha e refei¢cdes preparadas. Vale destacar que a bactéria também pode ser

eliminada no leite dos animais infectados (GERMANO; GERMANO, 2019).

3.1.1 Ocorréncia de Listeria monocytogenes em queijos

A industria de laticinios no Brasil identifica-se, basicamente, pela exploragdo de quatro tipos
de produtos: leite pasteurizado, leite em pd, queijos e produtos especiais (como iogurtes e
sobremesas). Atualmente, os produtos lacteos fazem parte de uma grande parcela dentro do consumo
de alimentos no Brasil e a demanda para o desenvolvimento e inovacdo de produtos ¢ constante
(LAZARO; BUENO, 2019).

Alimentos de origem animal, como os queijos, sdo a principal fonte de transmissdo de
bactérias que desencadeiam as DTAs. No Brasil, o padrdo microbioldgico de qualidade de queijos ¢
definido tanto na produgao, pela portaria n.° 146, de 7 de margo de 1996 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1996), quanto no comércio varejista, pela RDC n°.
331, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019a) e a Instru¢do Normativa (IN) n.° 60 de 23 de
dezembro de 2019 (BRASIL, 2019b). Em ambos os casos existe o controle da presenca de patogenos
de importancia nesses produtos, além dos parametros microbioldgicos de qualidade. A defini¢ao
desses parametros teve como principal objetivo assegurar a qualidade e a seguranca microbiologica
de queijos destinados ao comercio nacional e internacional, adequando-os as exigéncias do Mercosul
(GERMANO; GERMANQO, 2019).

De acordo com o regulamento brasileiro citado acima, o padrdo para L. monocytogenes nao
deve ser superior a 10> UFC/g ou mL para alimentos prontos para o consumo, num plano amostral de
cinco unidades amostrais coletadas aletoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente. J&
os alimentos prontos para consumo destinados a lactentes ou para fins especiais, o padrdo para
L. monocytogenes € auséncia num plano amostral de dez amostras coletadas aletoriamente de um

mesmo lote e analisadas individualmente (BRASIL, 2019a, 2019b).
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Dentre os patogenos veiculados por alimentos que t€ém causado grande preocupacdo, nas
ultimas décadas, pode-se destacar a L. monocytogenes. A literatura cientifica registra diversos surtos
de listeriose envolvendo o consumo de queijos macios, inclusive varios deles com casos fatais, de
acordo com dados de autoridades europeias. A qualidade da matéria-prima para a fabricagdo desses
produtos ¢ muito importante, uma vez que o isolamento de L. monocytogenes em queijos fabricados
com leite cru € mais frequente que em queijos fabricados com leite pasteurizado. Esse patogeno pode
sobreviver durante todas as fases de processamento, maturacdo e estocagem. Em queijos moles, a
Listeria spp. ainda ocorre na superficie e sua permanéncia na parte interna depende do pH do produto
(GERMANO; GERMANQO, 2019).

Embora ainda nao tenha sido relatado caso ou surto de listeriose associado ao consumo de
leite e produtos lacteos no Brasil, Oxaran et al. (2017) encontraram indicios de que a taxa de
contaminagdo por L. monocytogenes esta diminuindo nos laticinios nas regides Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil. De 437 amostras, trés amostras (0,7%) de varejo e apenas uma amostra (0,2%) dos
laticinios foram positivas para L. monocytogenes. Amostras positivas demonstram que medidas de
higiene devem ser mantidas rigidas nos estabelecimentos.

L. monocytogenes pode ser transmitida para o leite e queijo a partir do contato com fezes
devido as praticas de higiene insuficientes ou pode ser transmitida diretamente do animal acometido
de doengas como listeriose ou mastite (SCHODER et al., 2011). Porém, L. monocytogenes também
pode contaminar os queijos apds o processamento, dessa forma o risco de contaminagao entre queijos
de leite cru e de leite pasteurizado pode ser considerado similar (RUDOLF; SCHERER, 2001). Além
disso, queijos de leite cru possuem uma microbiota complexa e altamente competitiva que acabam
por inibir o desenvolvimento de Listeria spp. Outros autores verificaram a auséncia de patdgenos em

queijos Minas frescal vendidos informalmente na cidade de Vigosa (MG) (MORAES et al., 2009).

3.1.2 Controle de Listeria monocytogenes na industria

Ha um interesse crescente na deteccdo de L. monocytogenes, sobretudo em industrias de
alimentos, devido a associagdo da bactéria presente no ambiente de processamento com o produto.
Estudos baseados em DNA tém mostrado que certas cepas de L. monocytogenes se estabelecem em
industrias de alimentos, onde permanecem residentes por meses ou anos, constituindo fontes
permanentes de contaminagdo (TOMPKIN, 2002). De acordo com o cédigo alimentar estabelecido
pela Food and Drug Administration (FDA) (2017), a L. monocytogenes ¢ um dos perigos encontrados

em queijos comercializados no varejo e requerem algumas medidas de controle importantes como:
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cozimento, identificacdo de data de validade, conservacdo a frio, lavagem das maos e prevengdo de
contaminacdo cruzada (RIVAS, 2021).

A persisténcia de cepas no ambiente industrial estd relacionada com a adaptabilidade da
bactéria e a provavel formacao de biofilmes (BAGGE-RAVN et al., 2003). Entretanto, ndo se sabe
se essa persisténcia € resultado da adaptagdo de certos subtipos da bactéria, de limpeza e sanitiza¢ao
deficientes ou da habilidade do micro-organismo desenvolver tolerancia a produtos utilizados no
processo de higienizagao industrial (GRAM et al., 2007).

As grandes industrias de alimentos vém tentando minimizar o risco de veiculagdo de
L. monocytogenes em produtos prontos para consumo, porém esse risco ainda existe. Com isso,
pesquisas t€ém focado no desenvolvimento de medidas de controle dessa bactéria em industrias
processadoras de alimentos (DESTRO, 2006).

Uma vez que a entrada de L. monocytogenes na indistria pode ser continuo, seu controle deve
ser feito no seu interior com a aplicagdo de procedimentos de higienizagdo e Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF) (TOMPKIN, 2002). Industrias que processam alimentos de alto risco de
contaminac¢do por L. monocytogenes devem operar com programas de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) e Procedimentos Padronizados de Higiene Operacional (PPHO) para
reduzir a contaminagdo ambiental e minimizar a contaminacao dos produtos, prevenindo assim casos
de listeriose humana (ILSI, 2005).

Partindo da premissa de que as respostas de populagdes de micro-organismos em um ambiente
definido sdo reprodutiveis, a ferramenta da microbiologia preditiva pode ser utilizada para avaliar a
evolu¢do do tamanho de uma populacdo bacteriana de acordo com a contaminagdo inicial e o

ambiente alimentar (ROSS; MCMEEKIN, 2003).

3.2 MICROBOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva, através de modelos matematicos, prediz efeitos no comportamento
microbiano nos alimentos com relagdo a fatores como temperatura, quantidade de sal e conservantes
(LOPES et al., 2014). Essa ferramenta comegou a ser considerada no inicio do século XX quando
Bigelow, Esty e Meyer propuseram um modelo para descrever a cinética de morte bacteriana por
calor e o aplicaram na industria de alimentos (PRADHAN et al., 2019). Segundo Amaral e Potrich
(2019), ao longo dos anos esse estudo obteve muitos progressos, por meio de novos modelos e
analises multivariadas e, atualmente, o conhecimento sobre estatistica aplicada, engenharia e

microbiologia estdo integrados com a ferramenta da microbiologia preditiva.
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O desenvolvimento de softwares que utilizam modelos matematicos € essencial a industria de
alimentos, pois além de fornecerem informacgdes sobre os processos microbioldgicos, auxiliam na
estimativa de vida util e permitem a simulacdo da influéncia de diversos fatores (SCHLEI et al.,
2018).

O estabelecimento do modelo preditivo em alimentos envolve uma série de etapas que
incluem: estudo detalhado do produto, escolha de um projeto experimental apropriado, coleta de
dados, modelagem priméria e secundaria e validagdo do modelo. Dessa forma, o resultado ¢ uma
ferramenta segura e til para avaliar as aplicagdes de acdes corretivas durante o processamento de
alimentos (LOPES et al., 2014).

Os modelos matematicos sdo usados para prever o comportamento (crescimento, inativacao
ou sobrevivéncia) e respostas dos micro-organismos em diferentes condi¢des intrinsecas, como pH,
aw, cloreto de sddio, bem como condigdes extrinsecas, como temperatura e umidade relativa,
ajustando a equagdo matematica os dados experimentais (PRADHAN et al., 2019).

Um banco de dados de modelos preditivos pode ser estabelecido, o que permite que o
comportamento microbiano seja previsto sob condigdes ndo testadas especificamente nos
experimentos originais. Classificam-se em trés niveis: modelos primarios, secundarios e tercidrios; e
sdo aplicados no intuito de melhorar a qualidade e seguranca dos alimentos. O modelo primario esta
ligado as alteracdes microbioldgicas de acordo com o tempo para o micro-organismo crescer, ja o
secundario, aos efeitos das condi¢cdes ambientais, enquanto o terciario ¢ considerado a jun¢do dos
dois niveis na forma de programa de computador, que simula o comportamento microbiano em
diferentes condi¢des (FAKRUDDIN; MAZUMDER; MANNAN, 2011; MATOS, 2014).

Para avaliar a seguranca de alimentos relacionada ao risco de crescimento de Listeria spp. em
“produtos alimenticios preparados e refrigerados”, temperatura, pH e atividade de dgua sdo os
principais fatores que devem ser levados em consideracdo em modelos preditivos (BAJARD et al.,
1996). Varios modelos sdo capazes de prever o tempo de laténcia (fase /ag) e a velocidade de
crescimento de L. monocytogenes (ou outros micro-organismos) em muitas matrizes alimentares a
temperaturas constantes (ZWIETERING et al., 1990; BARANYT; ROBERTS, 1994) e um pequeno
nimero de modelos também o fazem em um ambiente de temperatura dinamica (condi¢gdes nao

isotérmicas) (BARANYT et al., 1995; VAN IMPE et al.,1995).

3.2.1 Software MicroRisk Lab
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Muitos sistemas de modelagem interativa, chamados de modelos terciarios, foram
desenvolvidos nas ultimas décadas (TENENHAUS-AZIZA; ELLOUZE, 2015). Dentre as
ferramentas online gratuitas, destaca-se o DMFit online do ComBase (www.combase.cc), o Food
Spoilage and Safety Predictor (FSSP), o MicroHibro, o Prediction of Microbial Safety in Meat
Products, o Baseline, dentre outros softwares que podem ser facilmente acessados por meio de
diferentes dispositivos conectados a internet, o que proporciona a capacidade de multiplataforma aos
usuarios. Recentemente, um sistema de modelagem online que integra modelos preditivos
microbianos abrangentes, o Microrisk Lab (https://microrisklab.shinyapps.io/english/) foi
desenvolvido para a estima¢do de parametros e simulagdo de modelos em microbiologia preditiva
(LIU et al., 2021).

O Microrisk Lab foi projetado como um aplicativo da Web baseado em R com uma interface
amigavel para a realizacdo de estimativa de parametros ou estudos de simulacdo de modelo em
microbiologia preditiva. A linguagem de codificagdo R, um ambiente matematico de cdodigo aberto,
pode ser executado em uma ampla variedade de sistemas de computador, incluindo Windows, UNIX
e Mac OS (LIU et al., 2021).

A estrutura do Microrisk Lab ¢ basicamente dividida no médulo “Estimativa” e “Simulagao”.
O moddulo “Estimativa” foi focado em determinagdo dos parametros microbianos pelas observagoes
experimentais sob diferentes condi¢des. O modulo “Simulacdo” teve como objetivo simular as
mudangas de concentracdo bacteriana sob diferentes temperaturas usando diferentes modelos
preditivos integrados (LIU et al., 2021). A Figura 1 abaixo representa a visdo geral do layout do

Microrisk Lab e sua interface visual no computador.
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Figura 1 - Visdo geral do layout do Microrisk Lab e sua interface visual em computador conectado
a internet.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

4. METODOLOGIA

4.1 DADOS DE CRESCIMENTO

Os dados de crescimento em diferentes temperaturas foram obtidos do navegador ComBase
(www.combase.cc), utilizando a categoria de alimento “cheese”, o micro-organismo “Listeria
monocytogenes/innocua” ¢ a faixa de temperatura entre 5 e 25 °C. Foram selecionados dados do
crescimento (logio UFC/g) de L. monocytogenes em queijo branco fatiado em cinco temperaturas de
armazenamento: 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C e 25 °C. Os dados foram reportados da pesquisa de Uhlich
e colaboradores (2006), intitulada “Effect of storage temperature on the growth of Listeria

monocytogenes on queso blanco slices”, publicada no periddico “Journal of Food Safety”.

4.2 MODELAGEM PRIMARIA

O modelo matematico primario selecionado esté representado pelas Equacdes 1 a 3, sendo um
modelo sigmoide com fun¢ao de ajuste, Baranyi e Roberts (Egs. 1, 2 e 3) (BARANYI; ROBERTS,
1994). O modelo foi ajustado as curvas experimentais de L. monocytogenes em fatias de queijo branco

em diferentes temperaturas.
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eﬂméxA(t) -1 1
Y(t) = yo + tmaxA(t) — In {1 + W} ()
A(t) =t+ < ) In [e(_ﬂméxt) + e(_ﬂméxtlag) — e(_ﬂméxt_ﬂméxtlag)] (2)
max
hO = .uméxtlag (3)

Nas equacdes, Y(t) € o logaritmo da concentragdo microbiana N (UFC/g) no tempo ¢ (horas),
ou seja, y(t) = log [N()]. O parAmetro uma € a velocidade maxima especifica de crescimento (h™); 714
¢ a duracdo da fase de laténcia (h); yo € o logaritmo da concentracdo microbiana inicial, yp = log (Np);
Vmax € 0 logaritmo da populacdo méaxima, ymax = log (Nmax); ho € o parametro relacionado ao estado

fisioldgico das células (adimensional); A(?) € a fun¢do de ajuste do modelo Baranyi e Roberts.

4.3 MODELAGEM SECUNDARIA

Os modelos secundarios logaritmico, linear, raiz quadrada e tipo Arrhenius (Equagdes 4, 5, 6
e 7, respectivamente) foram usados para descrever o efeito da temperatura na velocidade maxima
especifica de crescimento (umax), em que a e b sdo pardmetros empiricos, 7 ¢ a temperatura de

armazenamento (°C) e Tin € a temperatura tedrica minima de crescimento (°C).

Umsx =InT + b 4)

Umay = aT + b (%)

Y} Umax = a(T - Tml’n) (6)

In sy = a(1/T) + b (7)
4.4 ANALISES NUMERICAS

Os ajustes do modelo primario aos dados experimentais de crescimento de L. monocytogenes
em fatias de queijo nas temperaturas de armazenamento entre 5 °C e 25 °C foram realizados no
software MicroRisk Lab online versdo 1.0. O ajuste foi realizado em apenas uma etapa, obtendo os
parametros fmax, tiag, Y0 € Vmdx.

Os valores estimados, os erros padrdo e os intervalos de confianga inferior e superior de 95%

i<

(Equagdo 8) foram determinados pelo pacote R de “stats e “nistool”.
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L9S%IC = f§ — tosy,ar X MSE x B
U9S%IC = f + tosy,ar X MSE x B (®)
toso,df = tosmp,o =~ 1,96

Em que, $¢é o pardmetro estimado; MSE ¢ a soma média do erro quadrado;??é o inverso da
matriz de segundas derivadas da fun¢do log-probabilidade (log-likelihood) em fungdo de [ avaliada
nas estimativas dos parimetros § = [3; df é grau de liberdade, que é assumido infinito; fose aré o valor
da distribuicdo ¢ para 95% de confianca para o numero especificado de df.

Os modelos secundarios foram ajustados no programa Microsoft Excel®. As equagdes dos

modelos secundarios foram realizadas em planilhas do Excel®.

4.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DO MODELO PRIMARIOS E DOS MODELOS
SECUNDARIOS

Virios indicadores estatisticos foram utilizados para avaliar e comparar a qualidade do ajuste
entre os valores observados e preditos, como a soma da raiz média do erro quadratico (RMSE) (Eq.
9) (MCKELLAR; LU; RATKOWSKY, 2003), fator bias (Fg) (Eq. 10) (ROSS, 1996), fator de
exatiddo (Fg) (Eq. 11) (ROSS, 1996) e o coeficiente de determina¢do (R?) (Eq. 12) RAWLINGS;
PANTULA; DICKEY, 2001).

RMSE = \[Z(valorpredito - valorobserwado)z

9)
n
( lOg(”alorpredito/UalOT'observado))
fator bias = 10 n (10)
( |log(valorpredito/valorobsemado)|)
fator de exatidio = 10 n (11)
2 Z(valorpredito - valorobservado médio)2 (12)

= _ 2
Z(valorobservado valorobseruada médio)

Em que 7 ¢ o nimero de dados amostrais. O desempenho do ajuste dos modelos secundarios

aos dados de umq em fungido da temperatura de armazenamento foi avaliado utilizando o R? (Eq. 12).
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4.6 MODELO NAO ISOTERMICO

Para a predicdo do crescimento de L. monocytogenes em queijo branco em condi¢des de
oscilagdes de temperaturas (condi¢des ndo isotérmicas), foi utilizada a equacao diferencial do modelo

de Baranyi e Roberts (Equacdes 13 e 14).

dy(t 1

}c]i(t - Hmix [1 n e——Q(t)] {1 —exply(t) — yimaxl} (13)
do(t)

dt = Wmax (14)

Em que, y(t) € o logaritmo da concentracao microbiana N (UFC/g) no tempo ¢ (horas), ou seja,

y(t) = log [N(f)]. O(t) é a funcdo de ajuste, considerada como o estado fisiologico das células
(BARANYT; ROBERTS, 1994).

As Equagdes 15 e 16 descrevem as condigdes iniciais utilizadas para resolver as Equagdes

diferenciais 13 e 14.

Q(0) =Qo (15)
y(0) = yo (16)

Em que, yo representa o logaritmo da concentragdo microbiana inicial Ny, ou seja, y(0) = log
[No]; Qo é considerado como o valor do estado fisiologico inicial das células, que relaciona-se com o

parametro /9, por meio da Equagao 17.

Qo = —loglexp(hy) — 1] (17)

As condi¢cdes ndo isotérmicas utilizadas para a simulacdo do crescimento de

L. monocytogenes em fatias de queijo branco estdo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Condigdes ndo isotérmicas utilizadas para a predi¢do do crescimento de L. monocytogenes

em fatias de queijo branco.

Condicao nao isotérmica Tempo e temperatura de simulacio (°C)
CN;y 5°C[40h], 10 °C [40 h], 15 °C [40 h] e 20 °C [20 h]
CNz 25°C[20 h], 20 °C[20 h], 15°C[20 h] e 10 °C [50 h]

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Outra simulagdo da predi¢ao do crescimento nas condi¢des ndo isotérmicas representadas na
Tabela 1 foi realizada, utilizando a ferramenta “Broth models” (Modelos caldo de cultivo),
selecionando a op¢do “Dynamic growth” (crescimento dindmico) e o micro-organismo “Listeria
monocytogenes/innocua” na base de dados do ComBase. Para isso, foram utilizados os dados de
concentragdo inicial do crescimento (logio UFC/g), o pH, a aw e a média dos valores do estado
fisiologico das células (49), obtidos pelo ajuste do modelo primario de Baranyi e Roberts, para cada

temperatura estudada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados experimentais utilizados neste trabalho foram obtidos da pesquisa de Uhlich e
colaboradores (2006). Os autores avaliaram o crescimento de L. monocytogenes em fatias de queijo
branco de estilo hispanico, conhecido como “Queso Blanco”. Esse tipo de queijo ¢ frequentemente
produzido de forma artesanal, em casas particulares, com leite cru, dificultando o cumprimento das
regulamentagdes de seguranca de alimentos. Em 2006, os autores afirmaram que esfor¢os de
educagdo culturalmente apropriados devem ser expandidos para evitar tais problemas no futuro.

As curvas de crescimento foram obtidas em fatias de queijo branco para avaliar a temperatura
de incubagdo no crescimento de L. monocytogenes a 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C e 25 °C, e 0 modelo
de Baranyi e Roberts foi ajustado aos dados experimentais utilizando o sofiware MicroRisk Lab,
apresentando um bom ajuste em todas as condic¢des estudadas (Figura 2).

Independente da temperatura de crescimento, as contagens iniciais obtidas foram, em média,
de 2,3 logio UFC/g, indicando que as curvas de crescimento foram construidas partindo,
aproximadamente, do mesmo ponto. Esse valor ¢ proximo ao limite proposto de contagens de
L. monocytogenes para alimentos prontos para o consumo, de acordo com a IN n°. 60, de 23 de
dezembro de 2019, que estabelece os padrdoes microbiologicos para alimentos (BRASIL, 2019b).

Em pesquisa realizada por Ryser e Marth (1999), o leite cru foi identificado como uma fonte
significativa de L. monocytogenes, com 1,6 a 7,0% das amostras com resultados positivos nos Estados
Unidos. Embora ja se tenha passado mais de 20 anos, o uso de leite cru continua sendo um risco para
qualquer queijo, pois a sua produgdo a partir de leite pasteurizado ainda pode representar risco de
listeriose, uma vez que a contaminagdo também pode ocorrer durante o processamento e/ou pos-

processamento.
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Figura 2 - Curvas de crescimento de Listeria monocytogenes em queijo branco fatiado e os ajustes

do modelo de Baranyi e Roberts (linhas tracejadas) aos dados experimentais nas temperaturas de (A)

5 °C (simbolos amarelos) ¢ 10 °C (simbolos azuis), (B) 15 °C (simbolos vermelhos) e 20 °C (simbolos

verdes) e (C) 25 °C (simbolos laranjas) de armazenamento.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Os parametros de crescimento calculados de L. monocytogenes incubado em queijo branco

nas temperaturas avaliadas sdo mostrados na Tabela 2. L. monocytogenes foi capaz de crescer em

todas as temperaturas, mesmo sob refrigeracao (5 °C e 10 °C). O crescimento foi relativamente rapido

na menor temperatura de armazenamento (5 °C), com valor de pmax de 0,02 h™!. Neste trabalho, o

queijo branco apresentou valor de pH de 6,8, considerando uma acidez relativamente baixa e alto teor
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de umidade (48%), de acordo com as informagdes obtidas dos dados de crescimento no ComBase
(www.combase.cc). Esses valores justifica o rdpido crescimento de L. monocytogenes em queijo
branco, nesta pesquisa, pois o pH favoreceu o seu crescimento, independente da temperatura
estudada. Scolforo (2018) ajustou o modelo de Baranyi e Roberts para estudar o crescimento de
L. monocytogenes em meio de cultivo (pH 7) em diferentes temperaturas. A autora encontrou valores
de pmax de 0,0233 h'' € 0,2224 h! para 8,2 °C e 25 °C, respectivamente, valores proximos aos relatados
neste trabalho (Tabela 2). Esses resultados demonstram que o queijo branco, produzido com leite cru,

¢ um excelente meio de cultivo para o crescimento de L. monocytogenes.

Tabela 2 - Parametros de crescimento (+ DP) estimados pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts

aos dados experimentais de Listeria monocytogenes em fatias de queijo branco armazenado a 5 °C,

10 °C, 15°C, 20 °Ce 25 °C.

Parametros e intervalos de confianca

Temperatura
Ymax (10g10
O Hmax (B7) IC95% tiag (h) IC95% IC95%
UFC/g)
5 0,02+0,00 (0,02;0,03) 56,43+36,35  (-29,53; 142,39) 8,20+ 0,19 (7,75; 8,64)
10 0,08 £0,01 (0,07, 0,09) 17,49 +£10,78 (-6,89; 41,87) 8,78 0,08 (8,60; 8,96)
15 0,14 +0,01 (0,13; 0,16) 2,38+6,09 (-10,21; 14,97) 8,18+ 0,13 (7,90; 8,45)
20 0,21 +£0,01 (0,18; 0,23) 6,83 +£3,72 (-0,85; 14,51) 8,15+0,10 (7,94; 8,36)
25 0,23+0,02  (0,19; 0,26) 11,43 £ 3,94 (3,23; 19,63) 8,61 +0,16 (8,27; 8,95)

1C95%: intervalo de confianga inferior e superior a 95%.

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Ao observar os parametros da Tabela 2, ¢ possivel verificar que a temperatura ¢ um fator
importante no crescimento dos micro-organismos, com um aumento dos valores de i €,
consequentemente, diminuicao do tempo da fase lag (#..¢). Foi possivel observar que os valores do
parametro ¢, diminuiram com o aumento da temperatura, com valores variando entre 2,38 h e 56,43
h, com exce¢do das temperaturas de 20 e 25 °C, que atingiram valores de 6,83 h e 11,43 h,
respectivamente, valores maiores do que o encontrado para 15 °C (2,38 h). Essa diferen¢a pode ter
ocorrido devido ao formato sigmoidal das curvas de 20 e 25 °C (Figura 2B e C). O contrario ocorreu
com a velocidade de crescimento, em que foi possivel observar um aumento em temperaturas mais
elevadas, variando de 0,02 (h'') a 0,23 (h'') nas temperaturas de 5 e 25 °C, respectivamente. Assim,
destaca-se a importancia de manter toda a cadeia do frio, com a finalidade de aumentar o tempo da
fase lag e de retardar ao maximo a fase exponencial de crescimento, evitando atingir valores criticos

de patogenicidade, mesmo que esse patdgeno seja capaz de crescer sob refrigeracdo. Em estudo
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realizado no Ceara, sobre a incidéncia de L. monocytogenes em queijo tipo coalho, produzido
industrialmente e comercializado sob refrigeracdo, demonstrou que das 84 amostras examinadas, 19%
estavam contaminadas pelo patogeno (BRANCO et al., 2003).

O valor médio da populagdo maxima atingida (ymar) foi de 8,38 logio UFC/g, indicando o
otimo crescimento de L. monocytogenes em queijo branco fatiado. Esses resultados indicam que, a
uma temperatura menos desejavel, como 10 °C, o numero de L. monocytogenes atingird > 8 logio
UFC/g em 8 dias. De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doengas (em inglés: Centers
for Disease Control and Prevention — CDC) (CDC, 2017), em mar¢o de 2017 foram relatadas oito
pessoas infectadas em quatro estados dos Estados Unidos da América (EUA), sendo que duas
morreram pela ingestdo de queijo feito com leite cru.

Recentemente, em fevereiro de 2021, o CDC, autoridades de saude publica e reguladoras e a
FDA) dos Estados Unidos comecaram a coletar diferentes tipos de dados para investigar um surto
multiestadual de infec¢des por L. monocytogenes. Dados epidemioldgicos e laboratoriais mostraram
que um total de 13 pessoas infectadas com a cepa do surto de L. monocytogenes foram relatadas em
quatro estados. Doze pessoas eram hispanicas e sete pessoas eram do sexo feminino. Doze pessoas
foram hospitalizadas e uma morte foi relatada no Estado de Maryland - EUA. Quatro pessoas
adoeceram durante a gravidez, resultando em duas perdas gestacionais e um parto prematuro; a quarta
pessoa permaneceu gravida apos a recuperagdo. Das 11 pessoas entrevistadas, oito (73%) relataram
consumir queijos frescos e macios de estilo hispanico. Entre as oito pessoas, sete (88%) relataram
comer queijo fresco de quatro marcas especificamente relatadas (CDC, 2021).

Ao avaliar os indices estatisticos do desempenho do modelo de Baranyi e Roberts obtidos pelo
software MicroRisk Lab (Tabela 3), pode-se afirmar que o modelo apresentou 6timo desempenho
para descrever o crescimento de L. monocytogenes em queijo branco nas cinco temperaturas
avaliadas. Em estatistica, os indices RMSE, Fg e Fg sdo mais frequentemente usados para sele¢do de
modelos. Ao calcular e comparar os valores desses indices de diferentes modelos, ¢ possivel indicar
aquele que melhor se ajusta aos dados experimentais. Neste trabalho, apenas o modelo de Baranyi e
Roberts foi utilizado, assim, os valores desses indices foram comparados para avaliar o desempenho

do modelo para cada temperatura estudada.
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Tabela 3 - Indices estatisticos de desempenho do modelo de Baranyi e Roberts ajustado aos dados
experimentais de Listeria monocytogenes em fatias de queijo branco armazenado a 5 °C, 10 °C, 15

°C,20°Ce25°C.

Indices estatisticos
Temperatura (°C)

RMSE Fg" Fe* R*
5 0,620 1,001 1,027 0,989
10 0,500 1,002 1,027 0,996
15 0,740 1,003 1,042 0,978
20 0,720 1,002 1,042 0,984
25 0,940 1,003 1,066 0,978

*Resultado ndo mostrado no MicroRisk Lab.

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Os resultados dos ajustes obtidos neste trabalho corroboram com o estudo realizado por Tiwari
et al. (2014), ao avaliarem a influéncia da temperatura de armazenamento, do pH e da atividade da
agua sobre L. monocytogenes em queijo fabricado com leite cru e com leite pasteurizado em
diferentes temperaturas de armazenamento (4, 10 e 15 °C). Os autores indicaram que os modelos
preditivos de Baranyi, Gompertz Modificado e Logistico podem auxiliar na otimiza¢ao das condi¢des
intrinsecas do alimento e a0 mesmo tempo na redu¢do do crescimento de L. monocytogenes.

Os modelos secundarios que melhor se ajustaram aos dados do paradmetro pmq obtidos pelo
ajuste do modelo de Baranyi e Roberts para os dados de crescimento de L. monocytogenes em queijo
fresco fatiado sdo apresentados na Figura 3 e as equacdes dos modelos com seus pardmetros ajustados
sdo apresentadas na Tabela 4.

Ao analisar a Figura 3, ¢ possivel verificar de forma qualitativa que os modelos apresentaram
bons ajustes aos dados experimentais, sendo que os modelos secundarios apresentados na Tabela 4
podem ser usados para predizer a velocidade especifica maxima de crescimento de L. monocytogenes
nas condi¢des estudadas e em condi¢des que ndo extrapolem a temperatura no intervalo entre 5 °C e

25 °C.
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Figura 3 - Modelos secundarios que representam o efeito da temperatura no parametro velocidade
especifica maxima de crescimento (umax) de Listeria monocytogenes em fatias de queijo branco. (A)
modelo logaritmico, (B) modelo linear, (C) modelo da raiz quadrada e (D) modelo tipo Arrhenius.
Os dados representam a velocidade especifica maxima de crescimento obtida pelo modelo de Baranyi

e Roberts. As linhas tracejadas representam os ajustes dos modelos secundarios aos dados.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Os modelos tipo Arrhenius, linear e logaritmico apresentaram valores de R? acima de 0,95,
com maior destaque para o modelo tipo Arrhenius (R? = 0,994) ¢ linear (R? = 0,978). Os valores de
R? proximos a 1,0 sdo considerados como um ajuste satisfatorio (ROSS, 1996). O modelo da Raiz
quadrada apresentou um menor desempenho, com um valor de R? igual a 0,941, embora possa ser
considerado um bom ajuste, pois os dados de crescimento de L. monocytogenes foram obtidos em

matriz alimentar (queijo).
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Tabela 4 - Equagdes dos modelos secundarios que representam a influéncia da temperatura do no
parametro velocidade especifica méxima de crescimento (umax) de Listeria monocytogenes em fatias

de queijo branco.

Modelo secundario Equacio R?
Logaritmico Lomix = 0,136 % In (T) — 0,2127 0,964
Linear fomix = 0,011 % (T) = 0,029 0,978
Raiz quadrada Vitmax = 0,017 x (T + 5,39) 0,941

tipo Arrhenius In ptmax = -15,357 x (1/T) — 0,8842 0,994

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Os modelos secundarios juntamente com os modelos primdrios podemos ser utilizados para
predizer o crescimento de L. monocytogenes em queijo branco na faixa de temperatura estudada.
Assim, a equa¢do do modelo secunddrio tipo Arrhenius e o valor médio de /4y foram usados para a
predicdo do crescimento de L. monocytogenes em queijo branco em duas condi¢des hipotéticas de
armazenamento ndo isotérmicos, a partir da resolucao da equacao diferencial do modelo de Baranyi
e Roberts, por meio do método de Runge-Kutta 4* ordem. Além disso, foi a predi¢do do crescimento
em condi¢des ndo foi realizada utilizando a ferramenta disponivel na base de dados do ComBase,
considerando o crescimento L. monocytogenes em meio de cultivo nas condi¢des de pH de 6,8, aw
de 0,971 e concentragao inicial de 2 logio UFC/mL.

A primeira condi¢do considerou o armazenamento refrigerado a 5 °C por 40 h, seguido de um
aumento de temperatura com uma amplitude de 5 °C, ou seja, aumento para 10, 15 e 20 °C. J& na
segunda condi¢do, simulou-se o queijo armazenado a temperatura ambiente (25 °C) seguido de um
resfriamento lento com amplitude de 5 °C, ou seja, 20, 15 e 10 °C. Essas simulagdes visaram
representar condigdes reais de armazenamento de produtos lacteos, com a interrupgdo da cadeia do
frio, como por exemplo: problemas operacionais no transporte refrigerado dos alimentos, tempo de
espera dos produtos a serem alocados nas gondolas dos supermercados, possiveis desligamentos dos
refrigeradores dos supermercados (a fim de economizar energia), armazenamento inadequado nos
refrigeradores domésticos, entre outras. As simulagdes da variagdo de temperatura, as predi¢des do

crescimento e a simula¢do dos dados experimentais estdo representadas na Figura 4.
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Figura 4 — Simulac¢do da predi¢cdo do crescimento de Listeria monocytogenes em queijo branco em
diferentes condi¢des de armazenamento nao isotérmico, (A) 5-10-15-20 °C e (B) 25-20-15-10 °C.
Em todos os gréficos, a linha continua preta representa a simulagdo da predi¢cao do modelo de Baranyi
e Roberts, a linha continua verde representa a simulac¢do da predi¢ao utilizando o ComBase, a linha
tracejada em vermelho representa a simulacdo do perfil de temperatura e os simbolos em amarelo

representam uma simulacao dos dados de crescimento de Listeria monocytogenes.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4, é possivel observar que o aumento
gradual da temperatura (Figura 4A), de 5 a 20 °C, possui menor influéncia no crescimento de
L. monocytogenes quando comparado com a condi¢cdo de temperatura de 25 a 10 °C (Figura 4B),
quando a temperatura ¢ decrescente, exemplificando uma possivel falha no inicio da cadeia do frio
do produto, o qual atinge uma concentragdo microbiana maior em menor tempo. Por exemplo, na
condi¢ao da Figura 4A, em 40 horas a concentragdo microbiana ¢ de 2,37 logio UFC/g, enquanto na

condi¢do representada na Figura 4B, nesse mesmo tempo, L. monocytogenes encontra-se na fase
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estacionaria (8,5 logio UFC/g), demonstrando que a refrigeracao ndo € capaz de recuperar a seguranga
do alimento que apresenta elevados niveis de contaminagao.

Com relacdo a simulacdo do crescimento de L. monocytogenes em meio de cultivo, utilizando
o ComBase, pode-se verificar que, na condi¢do de temperatura crescente, o modelo apresenta uma
predicdo semelhante quando a temperatura foi de 5 °C e, na medida que a temperatura aumentou, a
predicdo ficou abaixo da realizada com os dados de crescimento em queijo branco, representando
uma “falha perigosa”, uma vez que o crescimento de L. monocytogenes no queijo pode ser superior
ao previsto pelo modelo em meio de cultivo. Enquanto na simulagdo do crescimento em temperatura
decrescente, a predicdo em meio de cultivo foi superior a predicdo do crescimento em queijo, sendo
considerada uma “falha segura”. Esses resultados ressaltam a importancia na manutencdo da cadeia
do frio. No entanto, o modelo preditivo precisa ser validado em laboratorio, a partir de simulagdes do
crescimento desse micro-organismos em condi¢des de flutuagdo de temperatura de armazenamento e
os indices estatisticos precisam ser aplicados para avaliar o desempenho do modelo ao prever o

crescimento microbiano.
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6. CONCLUSAO

O modelo primario de Baranyi e Roberts apresentou bom desempenho para descrever o
crescimento da L. monocytogenes em queijo branco fatiado, com a estimativa dos parametros de
crescimento obtida pelo software Microrisk Lab. Além disso, os modelos secundarios descreveram
bem a influéncia da temperatura na velocidade especifica méaxima de crescimento de
L. monocytogenes, com destaque para o modelo tipo Arrhenius. Assim, pode-se concluir que a
aplicacdo de modelos preditivos e softwares de facil utilizacdo podem ser usados para orientar os
proprietarios de restaurantes, estabelecimentos e industria de laticinios, para preparar e armazenar
adequadamente os queijos e outros produtos relacionados, para evitar o crescimento de

L. monocytogenes.
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